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I. Wprowadzenie

Miozyna spetnia w mie$niu podwadjng role:

— jest biatkiem strukturalnym stanowigcym gtéwny skiadnik tzw. gru-
bych filamentoéw, ktére wraz z filamentami cienkimi, zbudowanymi z ak-
tyny i biatek regulujacych, tworzg elementy kurczliwe komaérki miesnio-
wej — miofibryle;

— jest enzymem katalizujgcym hydrolize ATP; aktywatorem miozyno-
wej ATPazy jest aktyna, a energia uwalniana w wyniku hydrolizy ATP
zuzywana jest na wytworzenie napiecia lub przesuwanie sie¢ filamentow
grubych i cienkich wzdtuz siebie, co prowadzi do skracania sie miesnia
podczas skurczu.

Badania ostatnich kilkunastu lat wykazaly, ze biatko o budowie
i wiasciwosciach podobnych do miozyny mieSniowej wystepuje réwniez
we wszystkich badanych dotagd komdrkach niemiesniowych. Réwnoczesna
obecno$¢ aktyny pozwala przypuszczaé, ze reagowanie miozyny z aktyng
jest podstawg wszelkiej ruchliwosci komdérkowej. Zarowno w ukladach
niemiesniowych, jak i w niektérych typach miesni, ktére nie zawieraja
troponiny — biatka regulujacego wigzgcego Ca2+— miozyna bierze ponad-
to bezposredni udziat w regulacji skurczu, t.j. regulacji reagowania ze sobg
filamentdw miozynowych i aktynowych w zaleznosci od stezenia wolnych
jondéw Ca2+.

W 1967 r. Barany (1) zaobserwowat, ze ATPazowa aktywno$é akto-
miozyny, utworzonej z miozyny i aktyny osobno wyizolowanej z réznych
miesni szkieletowych kregowcdw, zalezy od typu miesnia z ktérego otrzy-
mano miozyne oraz wykazat Scistg korelacje miedzy szybkoscig izome-
trycznego skurczu réznych miesni a aktywnoscia ATPazowag wyizolo-
wanej z nich miozyny. Badania zmierzajgce do wyjasnienia molekularne-
go podtoza réznic w aktywnos$ci ATPazowej miozyny z réznych typow
miesni i homologicznych mie$ni réznych zwierzat — w ostatnich latach
rozszerzone na miozyne z komorek niemiesniowych — ujawnity ogromng
r6znorodnos¢ form tego biatka.
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Il. Wspdlne cechy budowy czasteczkowej i wkasciwosci miozyny z rdznego
materiatu komérkowego

Poza nielicznymi wyjatkami (patrz rozdz. VIII), czasteczka miozyny
zbudowana jest z dwoch tancuchéw polipeptydowych o masach czasteczko-
wych ok. 200 000 — tzw. ciezkich fancuchdw i czterech tzw. lekkich tan-
cuchéw o masach czasteczkowych w granicach od kilkunastu do dwudzie-
stu kilku tysiecy (2—4). Czasteczka ma ksztatt pateczki zakonczonej dwie-
ma gtowkami (5, 6). Jak pokazano na Ryc. 1, cze$¢ pateczkowatg tworza

"Miejsce ,,najbardziej” podatne
na trawienie

trypsyna trypsyna

papaing,

D. s Lekkie
“ faricuchy

— S§2 —ptt— S —

i
~ MM ————————{= HMM —d

Ryc. 1. Schemat budowy czasteczki miozyny z zaznaczeniem fragmentéw najbardziej
podatnych na dziatanie enzymoéw proteolitycznych.

oba ciezkie tancuchy, na tym odcinku posiadajgce strukture a-heliksu
i skrecone wokot siebie w superheliks. Kazdy z nich przechodzi w jedng
z dwéch gtowek o mniej uporzadkowanej strukturze drugorzedowej (5),
gdzie tgczy sie wigzaniami niekowalencyjnymi z dwoma lekkimi tancu-
chami (7, 8). Stosujagc kontrolowane trawienie trypsyna lub chymotryp-
syng mozna podzieli¢ czasteczke miozyny na dwa fragmenty: tzw. lekkg
meromiozyne (LMM) o masie czasteczkowej 150 000, bedacg fragmentem
pateczkowatej czesci czasteczki, oraz ciezkg meromiozyne (HMM) o masie
350 000, obejmujaca obie gtowki i krotki odcinek pateczki (6, 9—12). Dal-
sze trawienie HMM trypsyng lub papaing prowadzi do podzielenia jej cza-
steczki na poszczeg6lne gtowki, tzw. ,subfragmenty S-l, o masie czastecz-
kowej ok. 120 000, oraz tzw. subfragment S-2, o masie ok. 60 000, bedacy
fragmentem pateczkowatej czesci czasteczki (6, 13). Badania wiasciwosci
tych fragmentéw czasteczki po ich rozdzieleniu wykazaty, ze kazda gtow-
ka miozyny zawiera centrum enzymatyczne hydrolizy ATP (14—17) oraz
miejsce wigzania aktyny (17, 18). Ta cze$¢ czasteczki, z ktorej w wyniku
trawienia powstaje LMM, dzieki tendencji do bocznej agregacji w roz-
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tworach o .niskiej sile jonowej bierze bezposredni udziat w fgczeniu sie
czasteczek miozyny w filamenty (19). Budowe i powstawanie filamentéw
in vitro oraz ich reagowanie z filamentami aktynowymi podczas skurczu
omowiono we weczesniejszych artykutach w Postepach Biochemii (20,
21).

Silnymi aktywatorami katalizowanej przez miozyne hydrolizy ATP
do ADP i nieorganicznego fosforanu sg jony NH4+, K+ i Ca2+, ktorych
maksimum aktywujgcego dziatania przypada jednak na stezenia znacznie
wyzsze od fizjologicznych (22—28). Fizjologicznym substratem miozyny
jest kompleks MgATP, hydrolizowany przez samg miozyne z bardzo nis-
ka szybkos$cia. W obecnosci jonéw Mg2+ ATPaza miozynowa jest jednak
aktywowana przez aktyne; w warunkach maksymalnej aktywacji szyb-
kos¢ hydrolizy wzrasta okoto 200-krotnie (29).

I1l. Funkcjonalne i strukturalne zréznicowanie miozyny z szybkich i wol-
nych miesni szkieletowych i mie$nia sercowego kregowcéw

I11—1. Klasyfikacja witékien miesniowych

Wiekszo$¢ miesni szkieletowych kregowcéw zbudowana jest z komé-
rek, czyli widkien, zréznicowanych pod wzgledem fizjologicznym, morfo-
logicznym, histochemicznym i funkcjonalnym. Pod wzgledem fizjologicz-
nym rozréznia sie wiokna fazowe, z ktdérych zbudowana jest wiekszos$¢
miesni szkieletowych kregowcow, oraz toniczne, ktore u ssakow i ptakéw
zachowaly sie tylko w niektdrych specyficznych mies$niach, wystepuja na-
tomiast powszechnie w miesniach szkieletowych nizszych kregowcow (30).

Charakterystyczng cecha widkien fazowych jest to, ze do kazdego
z nich dochodzi pojedyncze zakonczenie nerwowe i ze pojedynczy impuls
nerwowy wywotuje potencjat czynnosSciowy, ktory rozchodzi sie szybko
po catym widknie powodujagc odpowiedz skurczowa. Do widkien tonicz-
nych natomiast dochodzg liczne zakonhczenia nerwowe, a ich odpowied?
skurczowa jest wynikiem sumowania sie lokalnych potencjatéw wytwo-
rzonych w poszczegélnych zakonczeniach nerwowych. Widkna toniczne
kurcza sie lub wytwarzajg napiecie znacznie wolniej niz widkna fazowe
(31—33).

W zaleznos$ci od przebiegu pojedynczego skurczu wyrdznia sie widkna
fazowe szybkie i wolne. Histochemiczny test okreslajacy aktywnos¢
ATPazowa miozyny w pH 9.4 w obecnosci jonéw Ca8+ pozwolit wykazaé
intensywng reakcje widkien szybkich i stabg wolnych (34). Inne testy
histochemiczne oraz badania morfologiczne i immunofluorescencyjne
ujawnity dalsze zroznicowanie wiokien fazowych (35—40). Przyjmujac
jako kryterium typ metabolizmu komdrkowego, w obrebie widkien fazo-
wych szybkich mozna wyrdzni¢ co najmniej dwa ich rodzaje:
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— widkna o wysokiej aktywnosci enzyméw glikolitycznych, a stosunko-
wo niskiej zawartosci mitochondriéw i niskiej aktywnosci enzymow oksy-
dacyjnych; widkna te, okreslone wg. Barnarda i wspotprac. (41)
nazwg fazowe-szybkie-biate, przystosowane sg do krotkotrwatej intensyw-
nej aktywnosci skurczowej;

— wibkna o nizszej aktywno$ci enzyméw glikolitycznych, a wysokiej
enzymoOw oksydacyjnych, bogate w mitochondria; widkna te, okre$lane
jako fazowe-szybkie-czerwone, sg bardziej odporne na zmeczenie niz
wiokna biate.

W systemie klasyfikacji zaproponowanym przez Barnarda i wspotprac,
widkna fazowe wolne stanowig trzeci rodzaj, okre$lony nazwag fazowe-
wolne-posrednie; charakteryzuje je niska aktywno$¢ enzymoéw glikolitycz-
nych, wysoka zawarto$¢ mitochondrow i wysoka aktywnos$¢ enzymow
oksydacyjnych, co jest wyrazem ich przystosowania do dtugotrwatej pracy
w warunkach tlenowych.

I11—2. Witasciwosci enzymatyczne miozyny izolowanej z miesni réznego typu

W badaniach biochemicznego zrdznicowania widkien miesniowych,
wymagajacych zazwyczaj duzej ilosci materiatu, stosowane sg miesnie
homogenne lub zbudowane w przewazajacej mierze z jednego typu wid-
kien, jak — zawierajgce blisko 100% wiokien fazowych szybkich —
miesnie psoas (42, 43) i posteridr latissimus dorsi ssakow (44) oraz poste-
rior latissimus dorsi (40) lub pectoralis major ptakow (32, 45). Najczescigj
stosowanym modelem miesnia wolnego jest soleus ssakéw, zbudowany w
80—100% z widkien fazowych wolnych (37, 46—50), lub anterior latissi-
mus dorsi ptakéw, zbudowany wyitgcznie z widkien wolnych-tonicznych
(39, 40, 51). Porownujac specyficzne aktywnosci ATPazowe preparatow
miozyny z migéni fazowych szybkich i wolnych oraz z migéni tonicznych
wolnych uzyskiwano wartosci wyzsze w przypadku miozyny z miesni
szybkich, od 1,5 do 2,5-krotnie w obecnosci jonéw K+, a 2 do 5-krotnie
w obecnosci Ca2+ jako aktywatora (Tabela 1). Podobne rdéznice obserwo-
wano porownujac specyficzne aktywnosci miozyny z miegéni fazowych
szybkich i wolnych w obecnosci jondw Mg2+ i aktyny w niskiej sile jo-
nowej (Tabela 2). Nie stwierdzono rdznicy w enzymatycznej aktywnosci
preparatow z miesni fazowych-szybkich biatych i czerwonych (62). Aktyw-
no$¢ ATPazowa miozyny z miesnia sercowego jest zblizona do aktywnosci
miozyny z miesni szkieletowych wolnych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze pra-
widtowosci te dotyczg jedynie mie$ni zwierzat tego samego gatunku.
Zarébwno bowiem szybkosci skurczu homologicznych miesni zwierzat
réznych gatunkow (63, 64), jak i aktywnosci wyizolowanej z nich mio-
zyny rbznig sie (1, 59, 65—68) wykazujac, z pewnymi wyjatkami, odwrot-
ng proporcjonalno$¢ do rozmiaréw ciata dorostych osobnikéw danego ga-
tunku. Jest to wyraz adaptacji do rdéznej aktywnosci lokomotorycznej
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Tabela 2

Aktywno$¢ ATPazowa preparatow miozyny z migsni szybkich i wolnych szkieletowych i z migs$nia
sercowego W obecnosci aktyny z miesni szkieletowych

Aktywno$¢ ATPa-
Zwierze  Miesien zowa (jJimole P/mg Warunki Poz.

miozyny/min) pism.
Szybki: EDL 0,28 25°C, pH 7,0, 1 mM
. Gastrocnemius 0,22 MgS04, 35 mM KC1, 1
Krolik Wolny: Soleus 0,12 mM ATP, 0,4 mg aktyny/ 52
Crureus 0,09 /mg miozyny
Szybki: FHL 0,56 25°C, pH 7,4,1 mM
Kot Wolny: Crureus 0,24 MgSO*, 30 mM KC1, 1 1
Soleus 0,17 mM ATP, 0,4 mg aktyny/
/mg miozyny
Szybki: EDL 1,17 35°C, pH 7,4, 6 mM
Szezur Wolny: Soleus 0,50 MgS04, 30 mM KC1, 3 58
mM ATP, 0,5 mg aktyny/
Img miozyny
Szkieletowe mieszane 0,46 25°C, pH 7,0, 1 mM
Krolik Sercowy 0,09 MgS04, 35 mM KC1, 1 61

mM ATP, 0,4 mg aktyny/
/mg miozyny

zwierzecia, dzieki ktérej zwierzeta o réznych rozmiarach ciata moga po-
rusza¢ sie z podobnag szybkoscia (35, 64).

Miozyna izolowana z migsni szybkich jest stosunkowo stabilna w $ro-
dowisku alkalicznym (pH 10), podczas gdy w Srodowisku lekko kwasnym
(pH 4) ulega szybko inaktywacji; preparaty z miesni fazowych-wolnych
i z serca sa natomiast bardziej stabilne w srodowisku kwasnym niz w alka-
licznym (53, 57, 61, 69). Zaobserwowano przy tym ciekawg korelacje mie-
dzy stopniem stabilnosci miozyny sercowej w S$rodowisku alkalicznym
a rozmiarami ciata dorostych osobnikéw badanych gatunkéw (66, 68), po-
dobnie jak to ma miejsce w odniesieniu do specyficznej aktywnosci
ATPazowej oznaczanej w S$rodowisku o pH bliskim obojetnego. Wynika
stad ogOlna prawidtowos$¢, sprawdzajaca sie rdwniez przy poréwnaniu mio-
zyny z mieéni szybkich i wolnych: im wyzsza specyficzna aktywno$¢ rodzi-
mej miozyny tym mniejsza jej wrazliwo$¢ na dziatanie jonéw OH~ (66).

111—3. Podjednostkowy sktad miozyny izolowanej z mie$ni réznego typu
Badania zmierzajagce do wyjasnienia strukturalnego podtoza rdznic

wiasciwosci enzymatycznych miozyny z réznych typdw miesni rozwinety
sie na szerszg skale po wprowadzeniu metody elektroforezy w zelu polia-
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kryloamidowym w obecnosci SDS (70). Dopiero przy uzyciu tej techniki
udato sie doktadniej okresli¢ czwartorzedowga strukture czasteczki mio-
zyny, a przede wszystkim charakter i stechiometrie jej lekkich tancuchéw
oraz wykaza¢ zréznicowanie tych tancuchéw w zaleznosci od typu migsnia
(Ryc. 2). W preparatach miozyny otrzymanych z mieéni szybkich znale-

fazowy- sercowy fazowy -
szybki wolny
Ciezkie rAVWMAV, A
-Tancuchy
LG LCla
Lc, "2500” LCb
LC "9.00p\* ¢ 2 ~190000
Lc2 N18000"
Lca 600

Ryc. 2. Schemat rozdziatlu podjenostek miozyny z r6znych miesni krélika w zelu
poliakryloamidowym w obecnosci SDS.

ziono trzy rodzaje lekkich fancuchow, ktére nazwano LCj, LC2 i LC3
(skrét od angielskiego terminu ,light chain), a ktérych ciezary czastecz-
kowe obliczone na podstawie ruchliwosci elektroforetycznej (70) w przy-
padku miozyny z miesni kury (71) i krélika (72, 73) wynoszg odpowiednio
25 000, 18 000 i 16M00. Jakkolwiek w wyniku obliczer na podstawie ana-
lizy aminokwasowej wartosci okre$lone z ruchliwos$ci elektroforetycznej
ulegty pewnej korekcji [w przypadku miozyny z ré6znych miesni szybkich
krolika uzyskano wartosci 20 700, 19 000 i 16 500 (8, 74), a w przypadku
miozyny z miesnia pectoralis kury — 20 000, 18 500 i 16 500 (75)] przyto-
czenie wynikoéw uzyskanych tag metoda uzasadnione jest tym, ze w oma-
wianych dalej badaniach poréwnawczych ograniczano sie przewaznie do
stosowania wiasnie metody elektroforetycznej. Stechiometria lekkich tan-
cuchéw, oznaczona metodg densytometrii wybarwionych prazkéw biatko-
wych w zelu poliakryloamidowym (71, 76) i metodg rozcieficzenia izoto-
powego (8) wynosi 2 mole LC2i w sumie 2 mole LCX+ LC3na mol mio-
zyny. Natomiast w preparatach miozyny z tonicznego-wolnego anterior
latissimus dorsi kury (71), fazowych-wolnych soleus, semitendinosus, cru-
reus i intertransversarius krélika (72, 73, 76. 77) oraz z miesSnia sercowego
réznych zwierzat (71—73, 78) znaleziono tylko dwa rodzaje lekkich tancu-
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chow, o ciezarach czasteczkowych 27 000 (LCO i 19 000 (LC2, oba w pro-
porcji 2 mole na mol miozyny. Réwniez w tym przypadku warto$¢ ciezaru
czasteczkowego LCj obliczonego z ruchliwosci elektroforetycznej okazata
sie znacznie zawyzona [np. w przypadku LCj miozyny sercowej na podsta-
wie sktadu aminokwasowego uzyskano warto$¢ 21 000 (79, 80)], prawdopo-
dobnie z powodu duzej zawarto$ci aminokwasow zasadowych i proliny na
pewnym odcinku tego fancucha polipeptydowego (74). W przypadku mio-
zyny z mieéni fazowych-wolnych krélika zwrdécono uwage na to, ze jej
tancuchy LCXmigrujg w zelu poliakryloamidowym czesto w postaci pod-
wdéjnego prazka. Analiza chemiczna taricuchéw LCj wyizolowanych z mio-
zyny z mies$nia soleus krolika i kota potwierdzita obecno$¢ dwoch form,
LClai LCIb, o bardzo podobnej, ale nie identycznej sekwencji aminokwa-
sowej (77). Doniesienia o heterogenno$ci LC* miozyny z serca psa, ujaw-
nionej metodg dwukierunkowej elektroforezy w obecnosci mocznika (81,
82), nie znalazty natomiast potwierdzenia w analizie chemicznej LCXmio-
zyny z serca wotu (80).

I11—4. Funkcjonalne i strukturalne zréznicowanie lekkich tancuchow miozyny

Jednym ze sposobow badania funkcjonalnej roli lekkich tancuchéw, na
jakg wskazywato ich zrdznicowanie w zaleznosci od typu miesnia, byto
Sledzenie wpitywu krzyzowej reinnerwacji miesni fazowych szybkich
i wolnych na synteze lekkich taficuchéw. Zmiana typu unerwienia powo-
duje przeksztatcenie fizjologicznych wiasciwosci miesnia (83) oraz od-
powiednig zmiane aktywno$ci ATPazowej (58, 84, 85) i charakteru lek-
kich tancuchow miozyny (86, 87); zauwazono jednak rowniez pewne zmia-
ny w strukturze ciezkich taricuchow (88, 89). Podobnie diugotrwata elek-
tryczna stymulacja miesni szybkich z niskg czestotliwoscig, nasladujaca
unerwienie miesni wolnych, powoduje po pewnym czasie catkowite prze-
ksztatcenie tak fizjologicznych parametréw skurczu, jak i enzymatycz-
nej aktywnosci oraz obrazu elektroforetycznego lekkich tancuchéw mio-
zyny na charakterystyczne dla miesnia wolnego (90, 91). Réwniez i w tym
wypadku stwierdzono takze zmiany w strukturze ciezkich tancuchow
(88, 90—92), tak wiec ten typ doswiadczen nie przynidst odpowiedzi na
pytanie, ktdre z tancuchéw kontrolujg poziom aktywnosci miozyny.

Innym podej$ciem do tego zagadnienia bylo badanie zmian wa$ciwosci
miozyny po oddzieleniu jej lekkich tancuchéw. Badajagc miozyne z miesni
fazowych-szybkich krolika stwierdzono, ze DTNB — odczynnik reagujacy
z grupami tiolowymi — w obecnosci EDTA selektywnie usuwa tancuchy
LC2 nie powodujac utraty aktywno$ci ATPazowej miozyny (8, 93, 94).
Pozbawienie miozyny jej tancuchéw LCi i LC3 prowadzi natomiast do
utraty aktywnosci ATPazowej (95—98). Poniewaz po raz pierwszy tan-
cuchy LCi i LC3 oddzielono od reszty czasteczki w $rodowisku o pH 11
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(99—102), otrzymaty one wspolng nazwe ,tancuchéw alkalicznych” (8).
Ciezkie i lekkie taricuchy mozna réwniez rozdzieli¢ w podwyzszonej tem-
peraturze (98) lub stezonych roztworach niektérych soli (103); w celach
preparatywnych stosuje sie 5 M chlorowodorek guanidyny (95). Ozna-
czenie sekwencji aminokwasowej obu alkalicznych tancuchéw miozyny
z miesni szkieletowych szybkich krolika (74) wykazato wyjatkowo wysoki
stopien ich strukturalnej homologii (Ryc. 3).

ic,l
1 42 53 190

42" 53" 190

Ryc. 3. Schemat budowy tancuchéw LCi i LC3 miozyny z mie$ni fazowych-szybkich
krélika (wg 74). Biatym kolorem zaznaczono 41-aminokwasowy N-koricowy fragment
LCi, ktérego brak w LC3 Regiony zakreskowane symbolizujg C-koncowy fragment
obejmujacy 141 aminokwas6w o identycznej sekwencji w obu tancuchach. Jedynie
na odcinku obejmujgcym 8 aminokwaséw, ktéry w LC3 jest N-koncowym fragmen-
tem, a w LCi znajduje si¢ pomiedzy 42 a 53 resztg aminokwasowa, znaleziono w sumie
5 zastgpien aminokwasowych.

Jakkolwiek DTNB nie powoduje oddzielenia zadnego z lekkich tanhcu-
chéw miozyny z miesni wolnych (104) lub z serca (78), ostatnio udato
sie czesciowo (105) lub catkowicie (106) pozbawié miozyne sercowq jej tan-
cucha LC2 innymi metodami i stwierdzi¢, ze nie powoduje to spadku
ATPazowej aktywnos$ci. Réwniez subfragment SI miozyny sercowej,
pozbawiony tafcucha LC2 wskutek strawienia podczas preparatyki (107),
posiada specyficzng aktywnosé poréwnywalng z aktywnos$cia rodzimej
miozyny. Pordéwnanie sekwencji aminokwasowej wybranych peptyadéw
otrzymanych przez fragmentacje lekkich tancuchéw bromocyjanem, a na-
stepnie trawienie uzyskanych fragmentéw trypsyng dostarczyto dowcddéw
strukturalnej homologii tancuchéw LC2miozyny z wszystkich omawianych
w tym rozdziale typéw miesni oraz homologii tancuchéow LCj miozyny
z mie$ni wolnych oraz sercowego i tafcuchéw alkalicznych miozyny
z miesni szybkich. Przeprowadzanie tego rodzaju poréwnan utatwia pet-
na juz znajomo$¢ sekwencji aminokwasowej zaréwno fancuchdw alka-
licznych (74), jak i tancucha LC2 (108, 109) miozyny z mie$ni szybkich
krolika. M.in. zwrécono uwage na identyczno$¢ sekwencji aminokwaso-
wej wokot pojedynczej reszty cysternowej w tancuchach alkalicznych
miozyny z miesni szybkich krolika, jednej z dwdch reszt cysternowych w
tancuchu LCIb z fazowego-wolnego miesnia soleus krolika (77) i jednej
z trzech wystepujacych w LCib z miegs$nia soleus kota (77) oraz w LCj
z mie$nia sercowego wotu i owcy (78). Oznaczenie sekwencji aminokwa-
sowej peptyddéw obejmujacych wiekszg czes¢ czasteczki LCi z miednia
sercowego wolu ujawnito identyczne rozmieszczenie apolarnych reszt
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aminokwasowych jak w LCi miozyny z miesni szybkich krélika, jakkol-
wiek oprécz rdznej liczby reszt cysteiny stwierdzono szereg innych za-
stgpien reszt aminokwasowych (80). Z kolei czeSciowe oznaczenie sek-
wencji aminokwasowej LC2miozyny z serca wotu (110) wykazato daleko
idagce jej podobieAstwo do sekwencji LC2z miesni szybkich krolika. Wsp6l-
ng wiasciwoscia tancuchdw LC2miozyny szybkich i wolnych miesni szkie-
letowych i miesnia sercowego jest enzymatyczna fosforylacja jednej
z ich reszt serynowych, obserwowana zaréwno in vitro w obecno$ci mies-
niowych kinaz biatkowych, katalizujacych przeniesienie Y-fosforanowej
grupy z ATP na miozyne (111—116), jak i in vivo (82, 117—119). Na tej
podstawie dla tancuchdw tych zaproponowano nazwe ,tancuchy ulegajace
fosforylacji”, w skrocie P-LC (114). Inng charakterystyczng wilasciwoscia
taricuchéw P-LC jest wigzanie jonéw Ca2+ (105, 120—124) oraz zdolno$¢ za-
stepowania jednego z lekkich tancuchéw miozyny mieczakéw w jego
funkcji regulatora reagowania miozyny z aktyng w zaleznosci od steze-
nia jonéw Ca2+ (patrz rozdz. VII) (125—127). Przytoczone obserwacje upo-
wazniajag do wniosku, ze w miozynie ze wszystkich omawianych w tym
rozdziale typow miesni mozna wyr6zni¢ dwie klasy lekkich tancuchow:
Lancuchy alkaliczne” i ,tafncuchy ulegajace fosforylacji”, spetniajace
w czasteczce odrebne funkcje.

I11—4.1. Rola ,,alkalicznych lekkich tancuchéw”

W badaniach nad ewentualnym udziatem tanicuchéw alkalicznych”
w katalitycznej aktywnosci miozyny wiele uwagi poswiecono odwracal-
no$¢ zmian towarzyszacych ich oddzieleniu od reszty czasteczki. Badajac
miozyne z miegsni szybkich, po rekombinacji rozdzielonych tancuchéw
udato sie jednak tylko czesciowo odzyska¢ aktywnos$é ATPazowa: w ok. 30
(96), 50 (96a) i 70°/0 (97). Analogiczne doswiadczenia z hybrydyzacjg roz-
dzielonych ciezkich i lekkich tancuchéw miozyny z mieéni fazowych szyb-
kich i wolnych (98, 128) wykazaty, ze sg one wymienialne. Jednakze ze
wzgledu na czeSciowag denaturacje oraz mozliwo$¢é niekompletnej dyso-
cjacji i rekombinacji tancuchéw, doswiadczenia te nie daty jednoznacz-
nej odpowiedzi na pytanie, ktore z tancuchow, lekkie czy ciezkie, okresla-
ja poziom aktywnos$ci ATPazowej miozyny. Istotny postep w rozwiazy-
waniu tego kontrowersyjnego zagadnienia osiggneli Wagner i Weeds
(129), ktoérzy zastosowali nowy sposob hybrydyzacji tancuchéw miozyny.
Preparat subfragmentu SI miozyny z miesnia fazowego szybkiego inkubo-
wali oni w warunkach dysocjujacych (4,7 M NHA4CL) z dodanymi w nad-
miarze taicuchami LCi wyizolowanymi z miozyny z mieéni fazowych-wol-
nych lub sercowego, a po usunieciu NHA4CL oddzielali powstaty hybryd od
domieszki rodzimego subfragmentu SI i nadmiaru lekkich #tancuchdw
metodg chromatografii jonowymiennej. W analogiczny sposéb otrzymali
hybrydy ciezkich tancuchow subfragmentu SI miozyny sercowej z alka-
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licznymi lekkimi tancuchami miozyny z mieéni szkieletowych. Porow-
nanie specyficznych aktywnosci tego rodzaju preparatow wydaje sie wska-
zywagé, ze jakkolwiek alkaliczne lekkie tancuchy sg niezbedne dla aktyw-
nosci ATPazowej, nie uczestniczg one bezposrednio w hydrolizie ATP przez
samg miozyne, bowiem szybko$¢ hydrolizy zalezy wytgcznie od pochodzenia
ciezkich tancuchow. Natomiast ATPaza aktywowana przez aktyne okazata
sie w pewnym stopniu zalezna réwniez od Zrodta lekkich tancuchow, co
wskazuje na ich udziat w reagowaniu gtéwek miozynowych z aktyng i kon-
trolowaniu maksymalnej szybkos$ci skurczu miesnia (129). W tym miejscu
wypada odnotowaé, ze na podstawie wczes$niejszych badan immunologicz-
nych (130) kwestionowano bezposredni udziat lekkich tancuchéw zaréwno
w hydrolizie ATP przez samg miozyne jak i w wigzaniu aktyny. Whniosek
ten oparto wéwczas na obserwacji, ze przeciwciata wobec alkalicznych lek-
kich tancuchow, podobnie jak i przeciwciata wobec LC2miozyny z migéni
szybkich, nie hamowaty ATPazowej aktywnosci miozyny; aktywno$c
Mg2+ATPazowa aktywowana przez aktyne ulegta wprawdzie obnizeniu,
ale efekt ten byt znacznie mniejszy gdy uzyto jednowartosciowy frag-
ment przeciwciata — Fab, co wskazywato na przestrzenne tylko blokowa-
nie miejsca wigzania aktyny przez wigkszg czasteczke przeciwciata (130).
Nie wydaje sie jednak by te wyniki wykluczaty regulujgca role lekkich
fancuchéw, poniewaz efekt przeciwciata zalezy od miejsca jego reagowania
z czasteczka antygenu.

111—4.2. Rola ,,lekkich lacuchéw ulegajacych fosforylacji”

Rownie liczne badania poswiecone funkcji tancuchéw zaliczanych do
klasy P-LC nie doprowadzity jeszcze do jednoznacznych wnioskow. Ostat-
nio wykazano, ze miozyna z mieséni szkieletowych szybkich pozbawiona
catkowicie (131) lub czesciowo (132) taficuchéw LC2 traci zdolno$¢ two-
rzenia regularnych filamentow, co wskazywatoby na role tych tancuchéw
w stabilizacji takiej struktury czasteczki, jaka jest konieczna dla prawi-
dlowego upakowania czasteczek w filamencie. Wspomniane juz krotko
inne specyficzne wiasciwosci tancuchdéw LC2 pozwalajg przypuszczaé, ze
ten strukturalny efekt nie wyczerpuje jednak funkcji tancuchéw LC2
Obserwacja, ze tafcuchy LC2 miozyny mies$ni szkieletowych i sercowego
kregowcdw mogg zastapi¢ ,tancuchy regulujgce” miozyny mieczakéw
w ich funkcji uzalezniania reagowania miozyny z aktyng od stezenia jo-
néw Ca2+ byta pierwszym sygnatem mozliwosci udziatu tancuchow LC2
w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni kregowcdw. System
regulacji skurczu miesni szkieletowych i miesnia sercowego przez biatka
cienkiego filamentu — tropomiozyne i troponine (133, 134) nie wyklucza
dodatkowego mechanizmu regulacji za posrednictwem miozyny. Jak-
kolwiek rodzima miozyna z mie$ni szkieletowych kregowcow reaguje
z czysta aktyng w sposéb niezalezny od stezenia wolnych jonow Ca2+
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(133—135), badajac reagowanie miozyny z mie$ni szybkich krolika z akty-
ng potgczong z tropomiozyng i troponing wykazano, ze cze$ciowe pozbawie-
nie miozyny jej fancucha LC2obniza ATPazowg aktywno$¢ tego systemu
w obecnosci jonéw Ca2+ a jednocze$nie zwieksza stezenie jonow Ca2+ wy-
magane do uzyskania potowy maksymalnej aktywacji (136). Zmiany te
byty odwracalne po ponownym wigczeniu do miozyny usunietego LC2 Inni
autorzy (137, 137a) po czesciowym usunieciu tanicucha LC2 obserwowali
obnizenie aktywnos$ci aktomiozyny w nieobecnosci biatek regulujgcych;
badajgc akto-H-meromiozyne wykazano obnizenie statej wigzania miozy-
ny z aktyng w obecnosci ATP. Wobec czesciowej tylko odwracalnosci tych
zmian, przypisywanie ich pojawienia sie réznicom w zawartosci tafcucha
LC2w miozynie nie jest jednak w peini przekonywujgce. Z drugiej strony,
badajac miozyne sercowg (106) stwierdzono, ze pozbawienie jej tancuchéw
LC2 nie wptywa na zalezno$¢ aktywacji przez aktyne od stezenia jonéw
Ca2+ w obecnosci tropomiozyny i troponiny, powoduje natomiast znaczny
wzrost specyficznej aktywnos$ci ATPazowej aktomiozyny zaréwno w obec-
nosci jak i nieocbecnosci tropomiozyny i troponiny. Sugerowano zatem roz-
na funkcjonalng role tancuchéw LC2w miozynie sercowej i szkieletowej
(106). Wniosek ten wymaga jednak sprawdzenia w bezposrednich bada-
niach poréwnawczych obu form miozyny.

Warunkiem udziatu jakiego$ biatka w mechanizmie kontroli skurczu
jest odwracalne wiazanie przez nie jonéw Ca2+ w odpowiedzi na zmiany
stezenia tych jonéw w sarkoplazmie (w zakresie od 10-8M w stanie roz-
kurczu do ok. 10-5M w momencie aktywacji skurczu). Zdolno$¢ wigzania
Ca2+ z wysoka statlg powinowactwa zostata udokumentowana zaréwno
w przypadku tancuchow LC2 miozyny z mieéni szkieletowych (120—122,
135, 138), jak i z serca (105, 123, 124, 139). Dowody wptywu Ca2+ na struk-
ture filamentdw miozynowych uzyskano w badaniach fizycznych in
vitro (122) i strukturalnych na zywym mie$niu (140, 141). Stwierdzono
tez zalezne od Ca*+ zmiany konformacji tancuchéw LC2 zaréwno na
drodze bezpos$rednich pomiaréw fizycznych (120, 142, 143), jak tez po-
$rednio, na podstawie ochronnego wptywu Ca2+ (lub Mg2+) na proteoli-
tyczng degradacje tych tancuchéw (144—146). Z kolei obserwacja, ze wy-
sycenie tancuchdw LC2 kationem zapobiega réwniez trawieniu fragmen-
tu ciezkiego tancucha tgczacego w rodzimej czasteczce subfragment Si
(gtéwka) z subfragmentem S2 (cze$¢ pateczkowata) moze Swiadczy¢ o od-
dziatywaniu LC2 na konformacje tego regionu ciezkiego tancucha, kto-
remu przypisuje sie role ,zawiasu” umozliwiajgcego ruch gtowki pod-
czas skurczu (144, 146). Wigzanie kationu przez LC2nie jest jednak specy-
ficzne dla Ca2+, stad przy fizjologicznym stezeniu jonéw Mg2+ (ImM)
efektywna stata wigzania Ca2+ jest stosunkowo niska, rzedu 105M-1, za$
szybko$¢ czesciowego zastepowania zwigzanego Mg2+ przez Ca2+, jakie
mogtoby zachodzi¢ w momencie aktywacji skurczu, okazata sie znacznie
nizsza od szybkosci skurczu (146a). Dane te sktaniajg do traktowania z re-
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zerwa atrakcyjnej hipotezy udziatu tafcuchdéw LC2 w zaleznej od Ca*+
kontroli orientacji przestrzennej gtéwek miozynowych (120, 122, 142,
144). Nie jest wykluczone, Zze rola zwigzanego Kkationu (zaréwno
Ca2+ jak Mg2+) sprowadza sie wytgcznie do stabilizacji struktury tan-
cuchéw LC2i, byé moze, bezposredniego udziatu w wigzaniu LC2 z tai-
cuchem ciezkim, zgodnie ze stwierdzong ostatnio mozliwoscig oddziele-
nia tancucha LC2 bez uzycia DTNB, a wytgcznie dziataniem EDTA —
chelatora jonow dwuwartosciowych (105, 147). Zapewne do rozstrzygnie-
cia nasuwajacych sie obecnie watpliwosci przyczynig sie przyszte bada-
nia wzajemnej zalezno$ci miedzy wigzaniem Ca2+ a fosforylacjg tancuchow
LC2— zjawiska, ktére rowniez nie doczekato sie jeszcze jednoznacznej
interpretacji. Obecno$¢ w miesniach szkieletowych i sercowym specyficz-
nego enzymu: kinazy lekkich tancuchdéw, ktérej aktywno$¢ wymaga jo-
néw Ca2+ w stezeniu powodujagcym aktywacje skurczu (113, 148, 149),
oraz niezaleznej od Ca2+ fosfatazy wysoce specyficznej w stosunku do
ufosforylowanych lekkich tancuchéw (114, 148, 150, 151) wskazuje na
mozliwo$¢ udziatu fosforylacji tancuchéw LC2w regulacji cyklu skurczo-
wo-rozkurczowego. Chociaz nie stwierdzono znaczacej roznicy enzyma-
tycznych wiasciwosci miozyny i aktomiozyny z miesni szkieletowych
(150) i miesnia sercowego (152) w zaleznosci od stanu ufosforylowania, na
uwage zastuguje zaobserwowany ostatnio wzrost stanu ufosforylowania
miozyny podczas skurczu mieénia szkieletowego (119, 153—155), a defosfo-
rylacja w fazie rozkurczu (153, 155). Na tej podstawie sugerowano, ze to
wiasnie fosforylacja tancuchdéw LC2 zwiekszajgc ujemny tadunek gtéwek
miozyny, moze inicjowa¢ ruch gtéwek w kierunku filamentow aktyno-
wych wskutek odpychania od ujemnie natadowanego trzonu filamentu
miozynowego (153). Op6zZnienie defosforylacji w stosunku do rozkurczu
(153, 155) wskazywatoby jednak raczej na ewentualny udziat fosforylacji
w tonicznym mechanizmie kontrolnym, tzn. dziatajagcym w trakcie serii
skurczow, niz podczas pojedynczego skurczu (139, 155). Dotychczasowe do-
niesienia na temat wpltywu fosforylacji na wigzanie Ca2+ przez tancuchy
LC2 miozyny z mieéni szkieletowych szybkich (139, 142, 143) i z mie$nia
sercowego (139) sg sprzeczne, za$ zbadanie odwrotnej zaleznosci napoty-
ka na trudno$ci w zwigzku z zaleznoscig aktywnosci kinazy lekkich tan-
cuchéw od stezenia Ca8+.

I11—5. Strukturalne zréznicowanie ciezkich tancuchéw miozyny izolowanej z miesni
réznego typu

Oprdcz dobrze udokumentowanych réznic w strukturze lekkich tancu-
chéw, zebrano sporo dowodbéw zréznicowania ciezkich tahcuchéw mio-
zyny z miesni réznego typu. O specyficznosci tkankowej tych tanicu-
chéw $wiadczg ich wiasciwosci immunologiczne (156, 157). W miozynie
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z miesni fazowych-wolnych (158) 1z serca (158, 159) brak jest pojedyn-
czej reszty 3-metylohistydyny, wystepujacej w ciezkim tancuchu mio-
zyny z miesni szybkich (160—162). O rdznicach w sekwencji aminokwa-
sowej Swiadczy wieksza podatno$¢ na trawienie enzymami proteolitycz-
nymi ciezkich tancuchéw miozyny z miesni szybkich w poréwnaniu z pre-
paratami z mies$ni fazowych-wolnych i sercowego, jak réwniez pewne
réznice ruchliwosci elektroforetycznej otrzymanych fragmentéw w zelu
poliakryloamidowym w obecnosci SDS (163—166). Szczegélnie przekony-
wujgce wyniki uzyskano poddajac ciezkie tancuchy proteolizie w skraw-
kach zelu poliakryloamidowego, w ktérym zostaty one uprzednio elektro-
foretycznie oddzielone od tancuchow lekkich, a nastepnie rozdzielajac pro-
dukty degradacji przez ponowng elektroforeze w obecnosci SDS [metoda
Clevelanda i wspotprac. (167)]. Otrzymane w ten sposob jed-
nokierunkowe mapy peptydowe ciezkich tancuch6éw miozyny z fazowego-
szybkiego pectoralis lub posterior latissimus dorsi i tonicznego-wolnego
anterior latissimus dorsi kury oraz z serca szczura znacznie sie roznity
(168, 169). Co wiecej, porownujac miozyne z miesni poctoralis i anterior
latissimus dorsi kury stwierdzono nawet nieco inng ruchliwo$¢ ciezkich
tancuchéw w zelu poliakryloamidowym w SDS (168) gdy zastosowano
zmodyfikowany system elektroforetyczny Laemmli’ego (170) o wy-
sokiej zdolnosci rozdzielczej. Rozdzielenie ciezkich tahcuchow miozyny
z posterior latissimus dorsi i anterior latissimus dorsi kury i z serca wotu
uzyskano tez w wyniku elektroforezy w systemie fenol/kwas octowy/mocz-
nik (171). Bardzo przydatna w okreslaniu podobieAstw i réznic struktury
ciezkich tancuchow miozyny z réznych Zrodet okazata sie wprowadzona
przez O’Farella (172) metoda dwukierunkowej elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym, w ktorej peptydy rozdzielone w wyniku izoelek-
trycznego ogniskowania poddawane sg nastepnie rozdziatowi w SDS. Po-
rownujac otrzymane w ten sposéb mapy peptydowe produktéw trawienia
trypsyng miozyny z szybkich i wolnych fazowych miesni krélika (173) lub
z fazowego-szybkiego pectoralis i tonicznego-wolnego anterior latissimus
dorsi kury (174) zauwazono tylko jeden wspdlny peptyd, natomiast w hy-
drolizatach miozyny z mie$ni wolnych i z serca zidentyfikowano liczne
peptydy o jednakowej ruchliwosci.

Jak wida¢ z badan omoéwionych w tym rozdziale, miozyna z miesni
szkieletowych wolnych, zaréwno fazowych jak i tonicznych, wykazuje
wieksze podobienstwo do miozyny sercowej niz do miozyny z miesni szkie-
letowych szybkich tak w specyficznej aktywnos$ci ATPazowej, jak i w
strukturze zaréwno lekkich jak i ciezkich tancuchéw. Z miozyny z mieéni
szybkich krélika wyizolowano ostatnio i oznaczono sekwencje 92-amino-
kwasowego fragmentu ciezkiego tancucha (175) pochodzacego z regionu
subfragmentu SI sgsiadujgcego z subfragmentem S2 w sekwencji rodzi-
mej czasteczki (176). Na podstawie szeregu przestanek wysunieto su-
gestie, ze wiasnie ten polipeptyd zawiera gtéwny element aktywnego cen-

2 Postepy Biochemii
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trum miozyny (177). Mozna zatem oczekiwaé, ze przyszte poréwnawcze
badania sekwencji analogicznego fragmentu czasteczki miozyny z innych
Zrédet przyczynig sie do poznania strukturalnego podtoza funkcjonalnej
specyficznosci izoenzymow miozyny.

IV. lzoenzymy miozyny wystepujace w pojedynczych mies$niach o jedno-
rodnej budowie

Heterogenno$¢ alkalicznych lekkich tafcuchéw w preparatach miozyny
z miedni szkieletowych szybkich byta pierwszag wskazéwka mozliwosci
wystepowania izoenzyméw miozyny w tym typie mieénia. O ile w prepa-
ratach miozyny z miesnia pectoralis kury oba tafAcuchy alkaliczne wy-
stepuja w stosunku réwnomolowym (71), preparaty z mie$ni szybkich
krélika zawierajg okoto dwukrotnie wiecej alkalicznego tahAcucha LCi,
zwanego inaczej Al (tancuch alkaliczny 1), w stosunku do LC3 czyli A2
(tancuch alkaliczny 2). Wynikato stad, ze przynajmniej w preparatach
z miesni krolika wystepuja co najmniej dwie populacje czasteczek mio-
zyny, z ktoérych jedna zawiera wylgcznie tancuchy Al (74, 76).

Metodg chromatografii jonowymiennej na kolumnach z DEAE-celu-
lozg (178—180) oraz chromatografii powinowactwa na kolumnach z Ssp-
harose 4B sprzezonej z ATP (181) lub z aktyng (182) rozdzielono preparaty
subfragmentu SI (czyli gtéwki) miozyny z miesni szybkich krolika i kury
na frakcje, z ktorych jedna pozbawiona byta tancucha Al, druga za$ nie
zawierata tancucha A2. Umozliwito to poréwnanie wiasnosci tych dwdch
populacji gtdbwek miozynowych, ale nie wyjasnito podjednostkowego skia-
du rodzimych czasteczek miozyny. CzeSciowg odpowiedz na to pytanie
uzyskano poddajgc chromatografii kolumnowej na Sepharose 4B sprzezo-
nej z ADP (183), pyrofosforanem (184) lub aktynag (185) dwugtéwkowy
fragment miozyny — HMM z mies$ni szybkich krélika i kury. Otrzymano
frakcje wzbogacong w fancuch A2, druga — zawierajagca oba alkaliczne
fancuchy i trzecig — wzbogacong w Al. Rozdziat HMM i rodzimej miozy-
ny z miesnia pectoralis kury na frakcje o réznych alkalicznych tancuchach
przeprowadzono réwniez metodg immunoadsorpcji na Sepharose 4B sprze-
zonej z przeciwciatami specyficznymi wobec tego odcinka tafdcucha Al,
ktory jest nieobecny w tancuchu A2 (por. Ryc. 3). Frakcja niezatrzymywa-
na na kolumnie wypetnionej tym immunoadsorbentem wzbogacona byta w
fanicuch A2; druga, wigzana na kolumnie, zawierata gtéwnie fancuch
Al (186). Doswiadczenia te wykazaly obecnos¢ homodimeréw miozyny,
tj. czasteczek zawierajgcych dwa jednakowe tancuchy alkaliczne, nie tyl-
ko w preparatach z miesni krolika, ale réwniez w preparatach z miesni
kury, zawierajgcych réwnomolowg ilo$¢ Al i A2. Zagadnieniem otwar-
tym pozostato istnienie heterodimerow. Niekompletny rozdziat tancuchéw
Al i A2 mogt bowiem wynikaé z niedoskonatosci zastosowanych metod.
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Watpliwos$¢ te rozstrzygnety badania, w ktérych do rozdziatu izoenzymow
miozyny zastosowano metode elektroforezy w zelu poliakryloamidowym
w warunkach nie powodujacych dysocjacji czasteczki na podjednostki
(187, 188). Preparaty z fazowego-szybkiego miesnia posterior latissimus
dorsi kury i krolika oraz pectoralis kury rozdzielity sie na trzy komponen-
ty (171, 189, 190), ktérych sktad podjednostkowy zanalizowano wycinajac
odpowiednie kawatki zelu i poddajgc zawarte w nich biatka wtérnej
elektroforezie w Zzelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS (171, 190,
191). W ten spos6b trzy komponenty rozdzielone w warunkach niedyso-
cjujacych zidentyfikowano jako homodimery AlLAl i A2,A2 i heterodi-
mer A1,A2 (Ryc. 4). Z pomiarow densytometrycznych wynika, ze w pre-
paratach z miesni réznych zwierzat te trzy izoenzymatyczne formy wy-
stepujg w rdéznych proporcjach; w dotychczas analizowanych prepara-
tach zawarto$¢ heterodimeru wynosita 35—38% (171, 189).
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Ryc. 4. Sktad lekkich tancuchéw izoenzymédw miozyny z mies$ni fazowych-szybkich
krélika rozdzielonych metoda elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w warun-
kach niedysocjujacych (wg 190). Densytogramy a, b i ¢ odpowiadaja kolejno izoen-
zymom o najnizszej, posredniej i najwyzszej ruchliwos$ci elektroforetycznej.

Nasuwato sie kolejne pytanie, czy réznicom w sktadzie lekkich tafcu-
chéw tych trzech izoenzymdw miozyny odpowiadajg réznice w budowie
ich ciezkich tancuchéw. Analizy chemiczne preparatow miozyny z miesni
szybkich krdlika wykazatly heterogennos$¢ ciezkich tancuchdéw (192, 193).
Miedzy innymi wyizolowano z nich dwa N-koncowe 9-cio aminokwasowe
peptydy, wystepujace w proporcji 1,8 : 1, z ktérych jeden w pozycji 8 za-
wiera izoleucyne, drugi za$ waline (192). Okazato sig, ze w preparatach
subfragmentu S| zawierajgcych badz tancuch Al, badZz A2, oba te pepty-
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dy wystepujg w podobnej proporcji (194). Réwniez poréwnanie otrzyma-
nych metodg Clevelanda i wspotprac. (167) map peptydowych ciez-
kich tancuchow trzech elektroforetycznie rozdzielonych izoenzyméw mio-
zyny z mie$ni posterior latissimus dorsi i pectoralis kury nie wykazato
réznic miedzy nimi (169).

Elektroforetyczna analiza w obecnosci SDS biatek miofibrylarnych po-
jedynczych szybkich wiokien miesnia psoas krolika wykazata obecno$é obu
alkalicznych lekkich tancuchow w takiej samej proporcji, w jakiej wyste-
puja one w preparatach miozyny z miesni szybkich (195—197). Swiadczy
to o wystepowaniu réznych izoenzymoéw miozyny w tej samej komorce.
Stwierdzono ponadto, ze histochemicznie zidentyfikowane widkna fazowe-
szybkie-biate i fazowe-szybkie-czerwone nie rdznig sie charakterem i pro-
porcjg lekkich tancuchow (196, 198). Zastosowanie bardziej precyzyjnej
metody immunofluorescencyjnej z przeciwciatami rozrézniajacymi tan-
cuchy Al i A2 miozyny wykazato jednak stabszg reakcje przeciwciata
wobec A2 z wioknami szybkimi-czerwonymi niz z szybkimi-biatymi, czyli
nierbwnomierne rozmieszczenie izoenzyméw (199). Co ciekawsze, metoda
immunofluorescencyjna wykazata jednoczesng obecno$¢ miozyny ,wolnej”
i ,Szybkiej” w niektérych widknach fazowych-wolnych zaré6wno w mies-
niach mieszanych (199, 200) jak i w typowo fazowym-wolnym miesniu
soleus szczura (199). Obecno$¢ poszczeg6lnych izoenzymdéw miozyny w
réznych proporcjach stanowi dodatkowy czynnik réznicujacy widkna mies-
niowa i stwarza nieograniczone mozliwosci modulacji fizjologicznych
wiasciwosci widkien.

Badania enzymatyczne subfrggmentu SI-Al i subfragmentu S1-A2
rozdzielonych chromatograficznie wykazaty, ze ich aktywno$ci ATPazo-
we w obecnosci zarowno Ca2+ jak i Mg2+ sa jednakowe, natomiast aktyw-
no$¢ stymulowana przez aktyne zalezy od rodzaju taincucha alkalicznego.
Izoenzym zawierajacy tancuch A2 wykazuje okoto dwukrotnie wyzszg
maksymalna aktywno$é¢ w warunkach ,,wysycenia” aktyng (Vnmex) i zara-
zem okoto czterokrotnie wyzszg statg Michaelisa (Km), a wiec nizsze powi-
nowactwo wobec aktyny (179). Doswiadczenia z hybrydyzacjg lekkich
i ciezkich tancuchéw (analogiczne do opisanych w rozdziale 11l tego arty-
kutu w odniesieniu do subfragmentéw miozyny z miesni szybkich i wol-
nych) potwierdzity zalezno$¢ statych kinetycznych od rodzaju alkalicznego
lekkiego tancucha (129). Dowodem nizszego powinowactwa wobec aktyny
zarowno subfragmentu SI-Al jak i homodimeru HMM-A1 jest réwniez
wczesniejsze ich wymywanie z kolumny wypetnionej Sepharose 4B sprze-
zonag z aktyng podczas elucji roztworami ATP, ADP, lub nawet KC1 (182,
185). Jakkolwiek obserwacje te wskazujg na role tancuchéw alkalicznych
w reagowaniu miozyny z aktyna, nalezy zachowac ostrozno$¢ w wyciaga-
niu z nich wnioskdw na temat sytuacji in vivo. Omdwione badania ze
wzgleddw technicznych przeprowadzone byty na roztworach o bardzo nis-
kiej sile jonowej, dalekiej od warunkdéw fizjologicznych, ostatnio za$ wyka-
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zano, ze przy podwyzszeniu stezenia KC1 z 6 mM do 46 mM zaréwno
Vmex jak i Km dla aktywowanego przez aktyne subfragmentu SI-Al
i A1-A2 zréwnujg sie (201).

Metodg elektroforezy w Zelu poliakryloamidowym w warunkach nie-
dysocjujagcych wykazano takze heterogenno$¢ miozyny z miesni wol-
nych. Preparaty z tonicznego-wolnego anterior latissimus dorsi kury
rozdzielono na dwie komponenty (171, 189) nie rdznigce sie sktadem ich
lekkich tancuchéw (171, 191); miozyna z fazowego-wolnego soleus kroé-
lika (190) lub Swinki morskiej (171) migruje w postaci pojedynczego pragz-
ka, podczas gdy miozyna z soleus szczura rozdziela sie na dwa prazki (171).
Wyniki te wskazujg na specyficzno$¢ gatunkowg izoenzymatycznego skia-
du miozyny. Ryc. 5 ilustruje rdznice ruchliwosci elektroforetycznej roz-
nych izoenzyméw miozyny w warunkach niedysocjujacych.

N

c d

S
|
|

Odlegto$¢ od startu (cm)
w
|

Ryc. 5. Schemat elektroforetycznego rozdziatu izoenzyméw miozyny w zelu poli-
akryloamidowym w warunkach niedysocjujgcych (wg 171).
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toniczego-wolnego (kura)
, ¢ fazowego-wolnego (Swinka morska, szczur)
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W ostatnich latach zaczeto podwaza¢ powszechne dotad przekonanie
0 jednorodno$ci miesnia sercowego. Doniesienie o réznicach aktywnosci
ATPazowej i proporcji dwoch lekkich tancuchéw w miozynie z lewej
1 prawej komory serca psa (202) nie znalazto potwierdzenia w pracach
innych autoréw na preparatach z serc tego i kilku innych gatunkéw
zwierzat (203, 204). Zgodne s3a natomiast doniesienia 0 znacznie wyzszej
aktywnosci ATPazowej miozyny i aktomiozyny z przedsionkéw serca
w poréwnaniu z preparatami z komoér (174, 204—207). W odrdznieniu
od miozyny z komor, preparat z przedsionkdw przypomina raczej miozy-
ne z miesni szkieletowych szybkich niz wolnych takze stabilnoscia w
Srodowisku lekko alkalicznym (174). Wyrazne roznice dwukierunkowych
map peptydowych produktéow fragmentacji bromocyjanem (207) lub tra-
wienia trypsyng (174) ciezkich tancuchéw tych dwéch form miozyny
sercowej zostaly zgodnie przyjete jako nowy dowdd, ze o aktywnosci
ATPazowej miozyny decyduje struktura jej ciezkich tancuchow (174,
207, 208), jakkolwiek w wiekszosci dotychczasowych doniesiern przedsta-
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wiono réwniez dowody strukturalnej nieidentycznosci obu klas lekkich
tancuchéw miozyny z przedsionkéw i komér (204, 206, 208, 209).

Metodg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym w warunkach nie-
dysocjujacych rozdzielono miozyne z komér serca krolika, $wini lub wotu
na dwie komponenty (171), a z komdr serca szczura— na trzy komponen-
ty o jednakowym sktadzie lekkich tancuchéw (209). W przeciwienstwie
do izoenzyméw z miesni szkieletowych szybkich, elektroforetyczny roz-
dziat izoenzymdw miozyny sercowej musi wiec zachodzi¢ na zasadzie roz-
nic w strukturze ciezkich fancuchéw; potwierdzajg to réznice dwukierun-
kowych map peptydowych produktow fragmentacji bromocyjnanem cigz-
kich faricuchow dwoéch dominujgcych izoenzyméw z komor serca szczura
(210). Na podstawie analizy map peptydowych sugerowano, ze trzy izoen-
zymy z tej tkanki odpowiadajg homodimerom i heterodimerowi dwdch
réznych strukturalnych form ciezkiego faficucha. Dwa izoenzymy z ko-
mor serca krolika rozdzielono réwniez metodg immunoadsorpcji; takze
w tym przypadku rozdzielone frakcje roznity sie wylacznie strukturg
ciezkich tancuchdéw (211). Miozyne z przedsionkéw serca szczura rozdzie-
lono elektroforetycznie w warunkach niedysocjujagcych na dwie kompo-
nenty, wykazujace inng ruchliwo$¢ niz izoenzymy z komor (209).

Zaobserwowano ciekawe zmiany w proporcjach poszczeg6lnych izo-
enzymOw miozyny w miesniu komér serca i ich zbiezno$¢ ze zmianami
aktywnos$ci skurczowej serca i aktywnosci ATPazowej preparatdow mio-
zyny po wycieciu tarczycy lub podawaniu szczurom tyroksyny (209, 212—
214) oraz w stanach hypertrofii wywotanej mechanicznym przecigzeniem
pracy serca (215, 216). Badania w tej dziedzinie przyblizajg poznanie me-
chanizméw hormonalnej regulacji syntezy izoenzymdéw oraz molekular-
nych podstaw adaptacji miesnia do nowych wymogoéw funkcjonalnych.

Wszystkie informacje podane w tym i innych rozdziatach dotyczg mio-
zyny z miesni zwierzat dorostych. Pominiecie obszernego dziatu badarn nad
zmianami ekspresji gendéw syntetyzujgcych rézne formy miozyny w trak-
cie rozwoju osobniczego usprawiedliwione jest tym, ze stosunkowo nie-
dawno ukazat sie artykut poswiecony specjalnie temu zagadnieniu (217).

V. Miozyna miegéni gltadkich kregowcow

SzczegOlne zainteresowanie miozyng miesni gtadkich datuje sie od
czasu, gdy badajac biatka kurczliwe miesnia zotadka kurzego zauwazono,
ze w odrdznieniu od preparatéw z miesni szkieletowych nie zawierajg one
troponiny, a mimo to aktywno$¢ ATPazowa aktomiozyny jest zalezna od
stezenia jonéw Ca2+ (218—220). Wyptywajacy stad wniosek, ze regulacja
skurczu w miesniu gtadkim nie ma zwigzku z biatkami cienkich filamen-
tow, lecz z miozyng, zostat potwierdzony wynikami badan innych miesni
gtadkich (221—225).
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Przy ogdélnym podobienstwie wiasciwosci fizykochemicznych i budo-
wy czasteczkowej miozyny z miesni gtadkich i szkieletowych, odnoto-
wano réznice w sktadzie aminokwasowym (226, 227), dtugosci czastecz-
ki (228), odpornoSci na trawienie enzymami proteolitycznymi (227, 229,
230), strukturze antygenowej (156, 231—233) i charakterze lekkich tan-
cuchow. Miozyna gtadkich miesni kregowcow zawiera tylko dwa rodzaje
lekkich tancuchéw, o masach czasteczkowych, ok. 20 000 (LC2Z) i 17 000
(LC1) (225, 227, 234—237), obecne w proporcji 2 mole kazdego z nich na
mol miozyny (220, 235). Zaden z nich nie jest usuwalny ani przez DTNB,
ani przez EDTA (234, 237) i oba rdznig sie nieco sktadem aminokwasowym
od lekkich tancuchow z miesni innych typow (234, 235, 237). Podczas otrzy-
mywania subfragmentu SI tancuch LCD ulega proteolitycznej degradacji
(234, 238—241). Poniewaz nie powoduje to utraty ani aktywnosci ATPazo-
wej, ani zdolno$ci reagowania reszty czasteczki z aktyng mozna sadzi¢, ze
nie bierze on udziatu w spetnianiu zadnej z tych funkcji. Ta i inne cechy
tancucha LC2) jak zdolno$¢ funkcjonalnego zastepowania regulujgcego
fancucha mieczakéw (127) oraz jego fosforylacja dziataniem endogennej
kinazy (148, 242—244), pozwalajg zaliczy¢ go wraz z tancuchami LC2mio-
zyny z miesni szkieletowych i sercowego do wspdlnej klasy ,tancuchow
ulegajgcych fosforylacji”, czyli P-LC.

O ile znaczenie fosforylacji miozyny w mies$niach innego typu
zostato jednoznacznie okreslone, wyniki uzyskane niezaleznie przez Kil-
ka grup badawczych upowazniajg do wniosku, ze w mies$niu giadkim
proces ten ma decydujgce znaczenie w regulacji skurczu. Stwierdzono
bowiem, ze aktywacja miozyny z mieé$ni gtadkich przez aktyne in vitro
jest proporcjonalna do stanu ufosforylowania jej tancucha P-LC (225,
238, 242, 244—252). Jednakowa zalezno$¢ obu proces6w od stezenia
jonéw Ca2+ przypisywano aktywujacemu dziataniu Ca2+ na kinaze lek-
kich tancuchdw, co zostato potwierdzone po otrzymaniu tego enzymu w
czystej formie z migénia zotadka kurzego i zbadaniu jego budowy i wias-
ciwosci (253, 254). Ze wzgledu na fakt, ze miozyna z miesni gtadkich wia-
ze Ca2+ w proporcji okoto 2 moli na mol biatka w tym samym zakresie
stezen tego kationu jakie wymagane sg do aktywacji skurczu (238, 244,
255), niektérzy z autor6w sugerowali, ze Ca2+ jest konieczny roéwniez
do reagowania ufosforylowanej miozyny z aktyng (239, 246). Wyniki, kté-
re byly podstawg do wysuniecia tego wniosku mozna jednak tlumaczy¢
niekompletnym oczyszczeniem miozyny od niezaleznej od Ca2+ endogen-
nej fosfatazy katalizujgcej defosforylacje miozyny. W wigkszosci prac
stwierdzono, ze usuniecie Ca2+ po ufosforylowaniu miozyny nie hamuje
aktywowanej przez aktyne hydrolizy ATP, a wiec jedyng funkcja jondw
Ca2+ jest regulacja aktywnosci kinazy lekkich tancuchéw (225, 238, 247,
250, 256, 257).

Odrebny poglad reprezentuje Ebashi i wspotprac., wedtug ktérych
funkcje regulatora skurczu w mies$niu gtadkim spetnia biatko o masie czas-

nie
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teczkowej 80 000 (leiotonina A), nie bedace kinazg lekkich tafncuchow, lecz
powodujace w nieokreslony blizej sposob aktywacje aktomiozyny w obec-
nosci Ca2+ (i tropomiozyny) niezaleznie od stanu ufosforylowania miozyny
(258—260). W pdzniejszym doniesieniu z tego laboratorium opisano drugie
biatko (leiotonina C), o masie ok. 18 000, ktérego obecno$é jest konieczna
dla aktywnosci leiotoniny A (261). Dyskusja ewentualnych przyczyn tej
kontrowersji wykracza poza ramy tego artykutu. W wiekszos$ci labora-
toriow jednak uzyskano wyniki przemawiajgce za tym, ze zalezna od
Ca*+ fosforylacja P-LC miozyny powoduje aktywacje skurczu miesnia
gtadkiego, za$ rozkurcz jest wynikiem defosforylacji, katalizowanej przez
niezalezng od Ca2+ fosfataze. Wspomniana juz obserwacja, ze preparaty
subfragmentu SI, pozbawione taincucha P-LC, reaguja z aktyng w sposéb
niezalezny od stezenia jondéw Ca2+ (221, 238—241) moze sugerowac, ze
nieufosforylowany P-LC blokuje w jaki$ sposéb (przestrzennie lub po-
przez wptyw na konformacje ciezkiego taricucha) miejsce reagowania mio-
zyny z aktyna, za$ fosforylacja znosi ten efekt.

Ostatnio opisano dodatkowy mechanizm regulacji reagowania miozyny
z aktyng w miesniu aorty, poprzez inhibicje aktywnosci kinazy lekkich
faricuchow miozyny w wyniku fosforylacji katalitycznej podjednostki tego
enzymu przez zalezng od cAMP kinaze biatkowg (261a, 261b). Nie wiadomo
jeszcze, czy mechanizm ten dziata takze w innych typach miesni gtadkich.

VI. Polimorficzne formy miozyny w homologicznych miesniach réznych
gatunkéw kregowcow

Jak wynika z informacji przedstawionych w poprzednich rozdziatach,
miozyna wykazuje znacznie wieksza specyficznos¢ tkankowa niz gatunko-
wa. O wystepowaniu jednak pewnych réznic gatunkowych w enzymatycz-
nej aktywnosci i strukturze zaréwno lekkich jak i ciezkich tancuchow
miozyny wspomniano juz krdtko powyzej. Szersze badania poréwnawcze
miozyny prowadzono stosujagc gtéwnie metody immunologiczne. Preparaty
miozyny z mieéni szkieletowych ssakdw, ptakéw i ptazéw nie dajg krzy-
zowej reakcji antygenowej (262—264), podobnie jak preparaty z migsni
szkieletowych, gtadkich i sercowego zwierzat tego samego gatunku (157,
202, 233, 265, 266). Powszechne do niedawna przekonanie o braku immuno-
logicznej specyficznosci miozyny z miesni tego samego typu w obrebie
gromady ssakéw (233, 262, 267, 268) podwazono wykazujac — przy uzyciu
nowej, ilosciowej techniki mikrokomplementarnego wigzania — réznice
wiasciwosci immunologicznych miozyny z posterior latissimus dorsi psa,
krolika i Swini (264). Stosujgc te technike, przy uzyciu przeciwciat wobec
HMM stwierdzono tez réznice antygenowej struktury miozyny z serc kil-
kunastu gatunkéw ssakow (269). Co wiecej, zastapienie przeciwciat wo-
bec rodzimej czasteczki przeciwciatami wobec HMM pozwolito wykazac,
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ze antygenowa struktura miozyny z miesni szkieletowych i serca tego sa-
mego gatunku jest bardziej zblizona niz struktura miozyny z serc réznych
gatunkéw (270).

Jakkolwiek w miozynie wszystkich badanych dotad kregowcdw zacho-
wany jest specyficzny dla danego typu miesnia charakter lekkich tancu-
chéw, szereg obserwacji wskazuje na mozliwosé strukturalnego zrézni-
cowania tych fancuchéw w homologicznych miegéniach réznych gatun-
kéw. Pewne réznice mas czasteczkowych i punktéw izoelektrycznych lek-
kich tancuchoéw zauwazono poréwnujac miozyne z miesni szkieletowych
szybkich karpia i krélika (271, 272) oraz zaby i krélika (273). Znaczne
zréznicowanie mas czasteczkowych lekkich tafcuchow wystepuje w mio-
zynie réznych gatunk6w w obrebie samej gromady ryb (274—276) (Ryc. 6);
odnotowano tez roznice w skiadzie aminokwasowym tych tancuchéw
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Ryc. 6. Schemat elektroforetycznego rozdziatu lekkich tancuchéw miozyny z miesni
szkieletowych szybkich i wolnych réznych gatunkéw ryb w zelu poliakryloamido-
wym w obecnosci SDS (wg 275). A — karp, B—szczupak, C— rekinek psi, D— ma-
krela, E— aniot morski.

(274, 276). Roéznice elektroforetycznej ruchliwosci tancuchéw LCj, lub obu
klas lekkich tancuchéw, w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS
zauwazono tez poroéwnujagc miozyne z serc ssakéw roéznych gatunkow (68,
277). Inni autorzy stwierdzili jednakowa ruchliwo$¢ elektroforetyczng lek-
kich tancuchéw miozyny z komor lub przedsionkéw serca szczura, kro-
lika, kota, psa, Swini i wotu (204). Chociaz nie oznacza to jeszcze chemicz-
nej identycznosci, obserwacja ta potwierdza raczej niz przeczy brakowi
korelacji miedzy strukturg lekkich tahcuchow a poziomem aktywnosci
ATPazowej miozyny, znacznie zréznicowanej w obrebie porownywanych
gatunkdw. Jednokierunkowe mapy peptydowe produktéw fragmentacji
bromocyjanem i proteolitycznego trawienia wg Clevelanda i wspot-
prac. (167) subfragmentu Al miozyny z komor serca cztowieka, Swini i wo-
tu wskazuja na réznice w sekwencji aminokwasowej, a zarazem struktu-
ralng homologie N-koncowej czesci ciezkich tancuchéw miozyny z tych
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trzech Zrddet (278). Mozna przypuszczaé, ze przyszte badania poréwnaw-
cze skoncentrujg sie na doktadniejszej charakterystyce struktury ciezkich
tancuchéw miozyny.

W poréwnawczych badaniach enzymatycznych wiasciwosci miozyny
zwrdécono uwage na wyjatkowo duzg labilno$¢ miozyny z miesni szkiele-
towych ryb (271, 279—281) i ptazéw (zaby) (273, 282, 283) nawet w $ro-
dowisku obojetnym. W obu przypadkach nieodwracalnej inaktywacji to-
warzyszy agregacja czasteczek do oligomerow (271, 273, 279, 284). Inna
wspblna cechg miozyny z miesni fazowych-szybkich przedstawicieli tych
dwadch gromad jest stabsze wigzanie tancuchéw LC2 z resztg czasteczki w
poréwnaniu z miozyng z miesni wyzszych kregowcow (273, 285). Roznice
w szybkosci trawienia trypsyng ciezkich tafcuchdéw miozyny z miesni
szybkich zaby i krolika oraz w elektroforetycznej ruchliwos$ci polipepty-
déw nagromadzajacych sie w trakcie trawienia (273) wskazujg na struk-
turalne zréznicowanie tych dwdch form miozyny. Mozna oczekiwaé, ze
poréwnanie pierwszorzedowej struktury faficuchow miozyny z miesni ryb,
ptazéw i krélika pozwoli wykaza¢ od jakich zastgpienn aminokwasowych
zalezy stabilno$¢ rodzimej struktury czasteczki miozyny.

VIl. Miozyna miesni bezkregowcéow

W badaniach miozyny bezkregowcéw wiele uwagi poswiecono miegs-
niom mieczakow ze wzgledu na wystepowanie w nich systemu regulacji
skurczu poprzez reagowanie Ca2+ z miozynag (286, 287). Uderzajaca roz-
nicg w budowie czagsteczkowej miozyny z mie$ni mieczakéw i kregow-
cow jest charakter lekkich tancuchow (127, 288). Wszystkie cztery lekkie
tancuchy miozyny mieczakdw majg jednakowg lub bardzo podobng (za-
leznie od gatunku) mase czasteczkowg — ok. 18 000. Jeden z nich mozna
oddzieli¢ od reszty czasteczki dziataniem EDTA. Miozyna pozbawiona
tego tancucha traci jedno z dwéch miejsc silnego wigzania Ca2+ i reagu-
je z aktyng niezaleznie od stezenia jonéw Ca2+ w S$rodowisku, podczas
gdy rodzima miozyna wymaga obecnosci Ca2+ do jej aktywacji przez
aktyne. Drugi lekki tancuch oddysocjowuje pod wplywem DTNB po
uprzednim potraktowaniu miozyny EDTA. Oba te tancuchy majg iden-
tyczny skiad amionkwasowy i ktérykolwiek z nich dodany do miozyny
pozbawionej tafcucha usuwalnego przez EDTA odtwarza rodzima czastecz-
ke. W zwiazku z tym oba tancuchy otrzymaly nazwe ,regulujace”. Po-
niewaz po oddzieleniu od reszty czasteczki tafncuch regulujacy traci zdol-
no$é wigzania Ca2+ postulowano wptyw ciezkich tancuchdw na jego ro-
dzima konformacje (288, 289). Funkcja pozostatych dwdéch tafAcuchéw,
ktére mozna usungC z czasteczki dopiero dziataniem chlorowodorku gu-
anidyny lub SDS i ktére rdznig sie od tancuchdw regulujagcych tadun-
kiem elektrycznym, jest nieznana. Mozna jednak przypuszczaé, ze sg one
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konieczne do zachowania aktywnosci ATPazowej podobnie jak tancuchy
alkaliczne w miesniach szkieletowych kregowcow.

Regulujace tancuchy miozyny mieczakdw nie sg fosforylowane ani
przez kinaze lekkich tancuchdw otrzymang z mieéni szkieletowych krdli-
ka, ani przez otrzymane w podobny sposob ekstrakty z miesni mieczakow
(148, 290), chociaz posiadajg reszte serynowg w podobnej pozycji, w jakiej
zidentyfikowano seryne ulegajgcg fosforylacji w tancuchach P-LC miozy-
ny kregowcow (290). Lancuchy te wykazujg réwniez strukturalne podo-
bieAstwo do tancuchéw P-LC w rozmieszczeniu apolarnych reszt amino-
kwasowych (290). Konsekwencjg strukturalnej homologii jest wspomnia-
na w rozdziale Il i V zdolno$¢ funkcjonalnego zastepowania tancuchdéw re-
gulujacych w czasteczce miozyny mieczakéw przez P-LC miozyny z miesni
kregowcdw. Zauwazono jednak, ze tylko P-LC miozyny z migéni gtad-
kich przywraca miozynie mieczakéw, pozbawionej jej wiasnego tancucha
regulujacego, zaréwno zalezno$¢ reagowania z aktyng od obecnosci Ca2+
jak i petng zdolno$é specyficznego wiazania Ca2+ podczas gdy P-LC mio-
zyny z mies$ni szkieletowych nie przywraca zdolnosci wybidrczego wigzania
Ca2+ (127). Pordwnanie sekwencji aminokwasowej tancuchow P-LC z fa-
zowych-szybkich miesni kregowcéw (291) i faricuchéw regulujgcych mio-
zyny mieczakow (290, 292) z sekwencja parwalbuminy — biatka wigza-
cego Ca2+, o znanej strukturze trzeciorzedowej (293), pozwolito zidenty-
fikowac¢ potencjalne miejsce wigzania Ca2+ w tych tancuchach. Doklad-
niejsze badania (289) wykazaty, ze tancuch regulujgcy miozyny miecza-
kow, oprécz pojedynczego miejsca specyficznego dla Ca2+, zawiera dru-
gie miejsce wigzania z wysoka statg powinowactwa, dostepne tak dla
Ca2+ jak i innych dwuwartosciowych kationéw; uzyskano jednocze$nie
dowody wskazujagce, ze pojedyncze miejsce wigzania kationu w P-LC
miozyny z miesni szkieletowych kregowcéw jest homologiczne w stosun-
ku do tego drugiego, niespecyficznego dla Ca2+ miejsca w tancuchu regu-
lujagcym miozyny mieczakow (289, 294). Bardziej ogélnym wnioskiem, jaki
wyptywa z doktadnego poréwnania sekwencji aminokwasowej lekkich
tancuchoéw roznych form miozyny, parwalbuminy, a takze troponiny
C — biatka regulujacego skurcz mieséni szkieletowych wszystkich kre-
gowcow, jest pochodzenie tych biatek od wspdlnego prekursora.

Przypuszczalny mechanizm kontroli skurczu przez dziatanie Ca2+ na
lekkie tancuchy miozyny mieczakéw oraz jego wystepowanie w mies-
niach wielu innych bezkregowcdéw oméwiono w jednym z wczesniej-
szych artykutow w Postepach Biochemii (295). Miozynowy system kon-
troli, wystepujacy réwnoczes$nie z systemem kontroli skurczu przez bial-
ka cienkich filamentéw m.in. w miesniach owadow, tlumaczy zjawisko
ruchu gtéwek miozynowych pod wptywem Ca2+, wykryte metoda rentge-
nograficzng w miesniu mechanicznie rozciggnietym, przez co kontakt fila-
mentdw miozynowych z cienkimi filamentami jest przerwany (296). Po-
dobne obserwacje dokonane w badaniach miesni szkieletowych kregowcéw
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(143, 297) nie doczekaly sie jednoznacznej interpretacji. Badania porow-
nawcze wykazaty brak korelacji miedzy aktywno$cia ATPazowg mio-
zyny a typem regulacji skurczu w danym miesniu (298).

WSsrdd badan innego typu na uwage zastuguja prace, w ktérych wy-
kazano znaczne zréznicowanie ciezkich tancuchéw miozyny z miesni $cia-
ny ciata nicieni. Zréznicowanie to dotyczy zaréwno sekwencji aminokwa-
sowej, co wida¢ przy poréwnaniu produktéw fragmentacji tancuchéw
bromocyjanem, jak i masy czasteczkowej (210 000 i 203 000) (299). Wyka-
zano, ze czasteczki sg homodimerami i ze oba izoenzymy wystepujg w tych
samych komérkach (300, 301).

VIIl. Miozyna w systemach niemig$niowych

Mimo trudnosci spowodowanych niska zawartoscig miozyny w komor-
kach niemig$niowych, udato sie juz otrzymaé w stosunkowo czystej for-
mie i scharakteryzowac to biatko z wielu tkanek lub komoérek kregow-
coéw, a mianowicie z mozgu (165, 302, 303), watroby (304), rdzenia nadner-
czy (305—309), tarczycy (310), trzustki, gruczotu Slinowego i przysadki
mébzgowej (311), siatkéwki oka (309, 312), makrofagéw (313—315), leuko-
cytow (316—319), piytek krwi (320—330), fibroblastéw (331—333) i wielu
innych typoéw hodowanych komérek (333—337). Materiatem do izolacji
miozyny z niemiesniowych komoérek bezkregowcdw byt mézg matwy (338),
jaja (339) i sperma (340) rozgwiazdy, ameboidalna i plazmoidalna forma
§luzowca Physarum polycephalum (341—346), ameby Dictyostelium dis-
coideum (347, 348), Acanthamoeba castellanii (349—353), Chaos carolinen-
sis i Amoeba proteus (354). W tabeli 3 zestawiono reprezentatywne wy-
niki charakteryzujace preparaty miozyny z réznych zrédet. W przewaza-
jacej wiekszosci podjednostkowa budowa miozyny jest bardzo podobna do
budowy miozyny migsniowej. Oznaczenia cigezaru czasteczkowego metoda
chromatografii kolumnowej daty warto$ci w granicach 450 000—500 000
(165, 303, 313, 317, 321, 336). Bezposrednie porownanie ruchliwosci elek-
troforetycznych w zelu poliakryloamidowym w SDS w wielu przypadkach
wykazato nieco wyzszy ciezar ciezkich tancuchdw miozyny niemiesniowej
(Tabela 3, 303, 329, 340, 342, 343, 347, 351). Inng budowe niz miozyna mies-
niowa ma jedynie jedna z form miozyny u Acanthamoeba castellanii, kto-
rej catkowita masa czasteczkowa wynosi 180 000, co wskazuje na obec-
no$¢ tylko jednego ciezkiego tancucha w czasteczce (349, 350). Skiadem
lekkich tancuchéw preparaty niemiesniowe przypominajg miozyne z mies-
ni gtadkich. Pewne wahania wartos$ci ciezarow czgsteczkowych tych tancu-
chow moga wynika¢ z niedoktadnosci metody elektroforetycznej; przy bez-
posrednim poréwnaniu elektroforetycznej ruchliwosci lekkich tancuchdéw
miozyny z fibroblastow, ptytek krwi, komorek watroby, nerek, mozgu
i miesnia gtadkiego zotadka kury otrzymano identyczne wartosci 20 000
i 17000 (165). Jedynie w miozynie z mdzgu znaleziono trzy rodzaje lek-
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kich tancuchow (165, 303), nie jest jednak wykluczone, ze jeden z tych
taricuchow polipeptydowych stanowi zanieczyszczenie. Jak wida¢ z da-
nych przedstawionych w Tabeli 3, obserwowano znaczne réznice w ak-
ty wnosciach ATPazowych, z reguty znacznie nizszych od aktywnos$ci mio-
zyny mie$niowej; na razie jeszcze trudno oceni¢, czy odzwierciedlajg one
rzeczywiste roznice wihasciwosci badanych form miozyny, poniewaz moga
by¢é spowodowane réznymi warunkami oznaczen, czeSciowg denaturacja
biatka podczas izolacji lub niejednokrotnie niekompletnym oczyszczeniem.
Ostatnie badania ujawnity jedng z przyczyn braku lub bardzo niskiej sty-
mulacji aktywnosci ATPazowej przez aktyne we wczes$niejszych pracach.
Stwierdzono, ze lekki tancuch o masie czasteczkowej okoto 20 000 w mio-
zynie z ptytek krwi (322, 356, 357), siatkowki oka (358), linii komérek
BHK-21 z nerki chomika (333, 359), astrocytdw mysich (337) i makrofa-
gow (315) jest fosforylowany przez endogenng kinaze lub kinaze otrzy-
mang z mie$ni gtadkich, oraz ze dopiero fosforylacja umozliwia aktywacje
miozynowej ATPazy przez aktyne. Mozna przypuszczac, ze przyszte bada-
nia miozyny z innych typdw komorek potwierdzg to zjawisko. Pojawity
sie tez doniesienia o fosforylacji ciezkiego taficucha miozyny z fibrobla-
stow (360), ameby Dietyostelium (361) i Acanthamoeba (352). Jakkolwiek
wedtug pierwszych doniesien (322, 356) aktywnos$¢ endogennej Kkinazy
z ptytek krwi nie wymagata obecnosci Ca2+, w pdzniejszych pracach (362,
363) wykazano jej zalezno$¢ od Ca2+, co stwierdzono rowniez w przypad-
ku fosforylacji miozyny z innych niemieSniowych zrodet. Tak wiec, w to-
ku badan nad miozyng wyjasniono jednoczesnie niektore aspekty regulacji
jej reagowania z aktyna, podobnie jak to miato miejsce w przypadku mies-
ni gtadkich.

Acanthamoeba castellanii jest dotagd jedynym przyktadem komérek
niemie$niowych, w ktoérych znaleziono wiecej niz jedng forme miozy-
ny (Tablica 3). Ostatnio zidentyfikowano w tym organizmie az trzy izo-
enzymy (Miozyna IA, IB, IC) zbudowane z pojedyAczego ciezkiego tan-
cucha o nieco réznych masach i roznigce sie sktadem lekkich tancuchéw
(364, 365). Wystepuja one obok formy dimerycznej (miozyny Il), bardziej
przypominajacej miozyne miesniowa (351, 353). Oprocz izoenzyméw mio-
zyny | z Acanthamoeba, wszystkie inne badane formy miozyny niemies-
niowej tworzg in vitro bipolarne filamenty, chociaz znacznie mniejsze od
filamentdw miozyny miesniowej (304, 306—308, 312, 318, 329, 337, 338,
343, 346, 353, 354). Zwrbdcono przy tym uwage na nieco inny wplyw wa-
runkéw jonowych na formowanie sie filamentow miozyny niemiesniowej
i miesniowej. OkreSlenie stanu agregacji niemiesniowych biatek kurczli-
wych in vivo wymaga dalszych badan i stanowi kolejny etap na drodze
prowadzacej do poznania mechanizmow réznorodnych form lokomocji ko-
moérek i ruchow wewnatrzkomdrkowych, w ktérych biatka te najpraw-
dopodobniej czynnie uczestnicza.

ZAAKCEPTOWANO DO DRUKU 36.1980
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Wykaz stosowanych skrétow: MIT — 3 monojodotyrozyna, DIT — 3,5-dijodotyro-
zyna, T3 — 3',3,5-trijodotyronina, T4 — 3'5',3,5-tetrajodotyronina (tyroksyna), Tgb —
tyreoglobulina, TPO — peroksydaza tarczycowa, DIHPPA —kwas 3,5-dijodo-4-hydro-
ksyfenylopirogronowy, AAla—dehydroalanina.

I. Wprowadzenie

W potowie lat sze$cdziesigtych w badaniach in vivo uzywajac jodu ra-
dioaktywnego udowodniono hipoteze gtoszacy, ze tyreoglobulina (Tgb)
jest molekularnym podtozem biosyntezy hormonéw tarczycy (1, 2). Od

* dr, Instytut Chemii, Wyzsza Szkota Pedagogiczna, ul. Oleska 48, 45—052 Opole
* prof. dr hab., Instytut Chemii, Wyzsza Szkota Pedagogiczna, ul. Oleska 48,
45—052 Opole
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tego czasu datuje sie zywe zainteresowanie strukturg tyreoglobuliny i jej
rolg w biosyntezie hormonow (3—9). Na poczatku lat siedemdziesigtych
zaczeto takze gromadzi¢ dowody o udziale w tym procesie peroksydazy
tarczycowej (TPO) (10). Jednakze ze wzgledu na trudnosé wyizolowania
w stanie czystym tak tyreoglobuliny, jak i peroksydazy tarczycowej do-
piero wyniki z ostatnich pieciu lat pozwalajg na konstruowanie hipotez
o roli struktury obydwu biatek w biosyntezie hormonoéw tarczycy, a tak-
ze na formutowanie hipotez 0 mechanizmach tego procesu, bardziej szcze-
gotowych niz dotychczasowe (8, 9).

Synteza elementarnych tancuchow polipeptydowych tyreoglobuliny
ma miejsce w komdrkach pecherzykowych tarczycy, i przebiega zgodnie
ze znanymi etapami biosyntezy biatka (6). Nastepnie tyreoglobulina prze-
mieszcza sie do pecherzyka tarczycy, gdzie ulega posttranslacyjnym mo-
dyfikacjom, podczas ktérych, miedzy innymi, zachodzi synteza reszt hor-
monéw tarczycy (9, 11—13). Schemat biosyntezy i sekrecji hormondw,
oparty gtdwnie na badaniach autoradiograficznych i mikroskopii elektro-
nowej, przedstawia rycina 1

Synteza tancuchoéw polipeptydowych tyreoglobuliny przebiega na po-
lisomach szorstkiego retikulum endoplazmatycznego (14) (etap 1), gdzie
zaczyna sie takze sukcesywnie przylgczanie reszt cukrowych. Jest ono
kontynuowane podczas wedrowki tancuchéw polipeptydowych przez cy-
sterny retikulum i konczy sie w kompleksie Golgiego (15—21) (etap 2).
Agregacja podjednostek i utworzenie tzw. 16-17S-protyreoglobuliny na-
stepuje prawdopodobnie w pecherzykach wydzielniczych (etap 3), ktore
mechanizmem egzocytozy silnie stymulowanym przez TSH (22, 23)
transportuja tyreoglobuline na zewnatrz apikalnej $ciany komorki (22, 24)
(etap 4). Réwnolegle z surowicy krwi w drodze aktywnego transportu do
komorki pecherzykowej przenoszone sg jodki (25), ktore dzieki korzyst-
nej roéznicy potencjatow miedzy komorkg a wnetrzem pecherzyka bardzo
fatwo przenikaja przez apikalng $ciang komorki (26) (etap 5). Jodowanie
tyreoglobuliny przebiega w Swietle pecherzyka w poblizu btony apikalnej
komadrek pecherzykowych (22). Stwierdzono, ze z apikalng $ciang komo-
rek pecherzykowych zwigzany jest enzym peroksydaza tarczycowa (TPO)
(24), katalizujgca w obecnosci wody utlenionej jodowanie reszt tyrozylo-
wych tyreoglobuliny do reszt jodotyrozyiowych: 3-monojodotyrozylowej
(MIT) i 3,5-dijodotyrozylowej (DIT) (etap 6) oraz sprzeganie ze sobg dwoch
reszt jodotyrozyiowych z utworzeniem hormonalnych reszt jodotyronylo-
wych: 3',3,5-trijodotyronylowej (T3 i tyroksylowej (3'5',3,5-tetrajodoty-
ronylowej, T4 (10, 27—37) (etap 7). Reakcji jodowania towarzyszy takze
utlenianie grup — SH do wigzan dwusiarczkowych, co prowadzi do po-
wstania stabilnej 19S—tyreoglobuliny (6, 38). Dojrzata tyreoglobulina
magazynowana jest w koloidzie pecherzyka (39) (etap 8). Wydzielanie hor-
mondw do krwioobiegu odbywa sie poprzez endocytoze tyreoglobuliny
(40, 41) (etap 9) oraz wytworzenie z lizosomami fagolizosomoéw, redukcje
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Ryc. 1. Schemat biosyntezy i sekrecji hormondéw tarczycy

(1) —synteza elementarnych tancuchow polipeptydowych protyreoglobuliny; (2) —dota-
czanie jednostek oligosacharydowych do elementarnych tancuchéw polipeptydowych
protyreoglobuliny; (3) — agregacja podjednostek i utworzenie 16-17S-protyreoglobuliny;
(4) — egzocytoza protyreoglobuliny; (5) — transport aktywny jodkéw do miejsca jodo-
wania protyreoglobuliny; (6) — jodowanie reszt tyrozylowych protyreoglobuliny do
reszt 3-monojodotyrozylowych i 3,5-dijodotyrozylowych; (7) — sprzeganie ze soba
dwdch reszt jodotyrozylowych z utworzeniem hormonalnych reszt jodotyronylowych:
3/3,5-trijodotyronylowych i tyroksylowych; (8) — magazynowanie dojrzatej tyreoglobu-
liny; (99 — endocytoza tyreoglobuliny; (10) — redukcja wigzan dwusiarczkowych tyreo-
globuliny i hydroliza biatka; (U) — odjodowanie jodotyrozyn; (12) — przenikanie
hormonéw tarczycy do ptynu komérkowego.

wigzan dwusiarczkowych i hydrolize tyreoglobuliny (42) (etap 10). Pro-
duktami hydrolizy sg: aminokwasy biatkowe, cukry, 3,5—dijodotyrozyna,
3-jodotyrozyna, tyroksyna, 3',3,5-trijodotyronina. Jodotyrozyny ulegajg
odjodowaniu pod wptywem mikrosomalnej dehalogenazy jodowej (43)
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(etap 11). Uwolnione jodki, aminokwasy i cukry ulegaja recyklizacji.
Obecno$é dehalogenazy jodowej warunkuje zamkniety obieg jodu w tar-
czycy, zwany wewnetrzng pulg jodkowg (44). Uwolnione hormony: 3',3,5-
trijodotyronina i tyroksyna, przedostaja sie do zewnetrznego ptynu Kko-
madrkowego, a nastepnie do krwioobiegu (9) (etap 12).
Jak z powyzszego widac, synteza reszt hormonalnych w czasteczce ty-
reoglobuliny przebiega w dwéch etapach:
— jodowanie reszt tyrozylowych do reszt jodotyrozylowych: 3-mono-
jodotyrozylowej i 3,5-dijodotyrozylowej (Ryc. 2),
— sprzeganie ze sobag dwoch reszt jodotyrozylowych prowadzace do
reszt jodotyronylowych: 3'3,5-trijodotyronylowej i tyroksylowej
(Hyc. 3).

¥ O
o
Q@

oD T OH dt

AN

B&ovov

3-moncjodotyrozyna 3,5-dijodotyrozyna

Ryc. 2. Jodowanie reszt tyrozylowych protyreoglobuliny

Te dwa zasadnicze etapy biosyntezy reszt hormonalnych okresla sie dalej
w artykule mianem biosyntezy hormondéw tarczycy.

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie stanu wiedzy o budo-
wie tyreoglobuliny oraz danych o domniemanej roli regulatorowej tego
biatka w biosyntezie hormondw tarczycy i hipotez o mechanizmach bio-
syntezy hormonow.

Il. Budowa tyreoglobuliny
Tyreoglobulina jest gtownym biatkiem syntezowanym w komoérkach

pecherzykéw tarczycy, i w normalnym gruczole wystepuje w ilosci 60—
70 mg/g tkanki (9). Jest ona glikoproteing o masie czgsteczkowej okoto
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Ryc. 3. Sprzeganie ze sobg reszt jodotyrozylowych tyreoglobuliny prowadzace do
reszt hormonalnych

660 000 daltondéw i o statych sedymentacji: tyreoglobulina niezjodowana
16—17S, a zjodowana — 19S (3, 45). Przy pomocy mikroskopii elektro-
nowej wykazano, ze niezjodowana tyreoglobulina ma ksztatt cylindrycz-
ny i luzng strukture, a zjodowana — ksztatt elipsoidalny i strukture upa-
kowang (46). Z tarczycy izoluje sie takze jodoproteiny o statych sedymen-
tacji wyzszych niz 19S, w ilosci 5—15°/0 wszystkich rozpuszczalnych bia-
tek produkowanych przez komorki pecherzykdw. Przypuszcza sig, ze ich
zawartos¢ zalezy od stanu zdrowia i diety jodowej osobnika. Sa to 27S—
jodoproteina o masie czasteczkowej 1220 000 daltonow (47) i 37S—jodo-
proteina 0 masie czasteczkowej 1983 000 daltonéw (48). O 27S—jodo-
proteinie wiadomo, ze jest dimerem 19S—tyreoglobuliny (49), o ksztatcie
dwoch przylegajacych elipsoid (50).

Skiady aminokwasowe tyreoglobulin pochodzacych z tarczyc zwierzat
réznych gatunkéw sag podobne (51). Tyreoglobuliny $rednio zawierajg 5500
reszt aminokwasowych, w tym okoto 140 reszt tyrozylowych (3.4% wszy-
stkich reszt aminokwasowych). Reszty typu kwasowego stanowig 10—
15%, amidowe — 10%, hydrofobowe okoto 45%. Liczba reszt zasadowych
jest mniejsza niz kwasowych (punkt izoelektryczny tyreoglobuliny wynosi
45). Na 230—250 reszt cysteinylowych prawie wszystkie tworzag wig-
zania dwusiarczkowe (6, 9, 51). Podobna zawarto$¢ aminokwasow hy-

4 Postepy Biochemii



564 K. PAWELCZAK, B. RZESZOTARSKA [6]

drofobowych i ksztalt czasteczek sugeruje duze podobienstwo struktur
drugo- i trzeciorzedowych tyreoglobulin (9).

llos¢ jodu w tyreoglobulinach pochodzacych z normalnych tarczyc
ssakOw najczesciej zamyka sie w granicach 0.2—1.0°0o, tj. 10—50 ato-
moéw jodu/mol Tgb, a jodowaniu ulega 6—33 reszt tyrozylowych (52).
Preparaty tyreoglobuliny otrzymane nawet z jednego gruczotu cechuje
duza heterogennos$¢ jodowa, polegajagca na wystepowaniu czasteczek o réz-
nym stopniu zjodowania (27, 53). Stan zdrowia i dieta jodowa osobnika
maja decydujacy wptyw na Sredni stopien zjodowania populacji czasteczek
tyreoglobuliny izolowanej z danego gruczotu. Z kolei stopied zjodowania
jest jednym z czynnikéw, od ktérych zalezg proporcje czterech gtdwnych
reszt jodoaminokwasowych (52, 54) (Tab. 1).

Cze$¢ cukrowa w tyreoglobulinach stanowi 8—10°0 ich masy (9). W
przebadanych, réznych gatunkowo tyreoglobulinach stwierdzono odmien-
ne typy jednostek oligosacharydowych. Np. w tyreoglobulinie cielecej wy-
kryto dwa typy jednostek: krotszg o masie 1050 daltonéw zawierajgcg
mannoze i N-acetyloglukozoamine, i dtuzsza o masie 3200 daltonow za-
wierajgcg dodatkowo galaktoze i fukoze lub kwas sialowy. Czasteczka ty-
reoglobuliny cielecej ma okoto 9 jednostek krétszych i 14 jednostek diuz-
szych. Jednostki obu typow #3gcza sie wiagzaniem N-glikozydowym z reszta
kwasu asparaginowego tafncucha polipeptydowego (55). W tyreoglobulinie
cztowieka wykryto trzeci typ jednostki oligosacharydowej, w ktorej 10°0
reszt heksozoaminowych stanowi N-acetylogalaktozoamina. Jednostka ta
taczy sie wigzaniem O-glikozydowym z resztg serylowg lub treonylowg
tancucha polipeptydowego (56, 57). Ponadto w tyreoglobulinach, tak jak w
wiekszosci glikoprotein (58), stwierdzono heterogenno$é jednostek cukro-
wych (57), polegajagca na wystepowaniu obok kompletnych tafAcuchéw
oligosacharydowych — fancuchéw niekompletnych.

Tyreoglobulina sktada sie z dwoch podjednostek o masach czasteczko-
wych 330 000 daltonow i o statych sedymentacji 12S. taczg sie one zarow-
no wigzaniami kowalentymi, jak i niekowalentnymi (59). Niezjodowana
17S-tyreoglobulina dysocjuje catkowicie na podjednostki pod wptywem
réznych czynnikdw denaturujacych, podczas gdy jodowana dysocjuje tyl-
ko czesciowo (6, 54). Wiaze sie to Scisle z towarzyszacym jodowaniu utle-
nianiem grup —SH miedzy podjednostkami (6, 38, 60).

Do chwili obecnej o strukturze 12S-podjednostki wiadomo niewiele,
poniewaz trudno jest otrzymaé czyste preparaty tyreoglobuliny. Poczat-
kowo biatko izolowano z gruczotéw tarczycy mrozonych do —60°C, uzys-
kujac preparaty zanieczyszczone frakcjami polipeptydowymi o masach
czgsteczkowych nizszych od masy 12S-podjednostki (61—67). Po redukcji
wigzan dwusiarczkowych i alkilacji grup —SH otrzymywano preparaty
sktadajace sie prawie catkowicie z frakcji o masach czagsteczkowych niz-
szych niz masa czgsteczkowa 12S-podjednostki (62, 63). Badania hydrody-
namiczne frakcji gtéwnych dawaly sprzeczne wyniki sugerujace, ze w
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sktad 12S-podjednostki wchodzg dwa, trzy lub cztery tancuchy polipepty-
dowe o masach czasteczkowych odpowiednio 160 000 (66), 110 000 (61) lub
80 000 daltonéw (67). Powyzsze rozbieznosci, w chwili obecnej, przypisuje
sie degradacji biatka w trakcie izolowania lub oczyszczania. Degradacja
taka moze zachodzi¢ pod wptywem enzyméw proteolitycznych zanieczysz-
czajacych preparaty tyreoglobuliny (65), a utatwi jg obecno$¢ w czasteczce
miejsc szczegOlnie podatnych na hydrolityczne rozszczepienie enzyma-
tyczne. Ponadto zaktada sie obecno$¢ w tyreoglobulinie miejsc szczegol-
nie podatnych na hydrolityczne rozszczepienie nieenzymatyczne (68).

W r. 1975 Vassart i wsp. (69) postugujagc sie 33S-mRNA, wy-
izolowanym z tarczycy wotowej, przeprowadzili synteze protyreoglobu-
liny w komdrkach jajowych Xenopus laevis. Produkt translacji byt che-
micznie i immunologicznie identyczny z tyreoglobuling wotowg, a po re-
dukcji i alkilacji grup —SH okazal sie elektroforetycznie jednorodny
i miat ruchliwos¢ podobng do ruchliwosci 12S-podjednostki. Jego masa
czasteczkowa oznacza przy pomocy filtracji zelowej miescita sie w grani-
cach 270 000—340 000 daltondw. Elementarna podjednostka niezjodowanej
protyreoglobuliny jest wiec pojedynczym tancuchem polipeptydowym.
W tym samym roku Lissitzky i wsp. (70) po raz pierwszy otrzymali
z tarczyc swinskich i owczych tyreoglobuline, w ktérej nie wykryto frak-
cji niskoczasteczkowych. Biatko izolowano ze S$wiezych gruczotow w
tagodnych warunkach (temperatura 0°C, pH 7.2) i oczyszczano przy po-
mocy filtracji zelowej. Po redukcji wigzan dwusiarczkowych i alkilacji
grup —SH uzyskano tylko jedng frakcje o ruchliwosci elektroforetycznej
podobnej do ruchliwos$ci i2S-podjednostki i 0o masie czasteczkowej okoto
310 000 daltonéw. Wyniki Lissitky’ego (70) potwierdzono dla ty-
reoglobuliny zwierzat innych gatunkéw (49, 71). 12S-podjednostka ty-
reoglobuliny zjodowanej jest wiec takze, jak elementarna podjednostka
tyreoglobuliny niezjodowanej — pojedyiczym tancuchem polipeptydo-
wym.

Enzymatyczne trawienie tyreoglobuliny z tarczyc zwierzat czterech
gatunkéw wykazato obecno$¢ 2 moli C-koricowego dipeptydu Ser—Leu/
mol Tgb i nie ujawnito, takze przy uzyciu metod chemicznych, zadnego
N-koficowego aminokwasu. Z powyzszego wyciagnieto wniosek, ze fan-
cuchy polipeptydowe obydwu podjednostek tyreoglobuliny sa jednakowe
(49). Nalezy jednak odnotowac i inne poglady na temat tej sprawy. Ba-
danie skiadu tyreoglobuliny wotowej przy pomocy réwnowagowej se-
dymentacji w gradiencie gestosci RbCl wskazuje, zdaniem autoréw (72),
na nieidentyczno$¢ tanicuchow polipeptydowych biatka. Badanie sktadu
tyreoglobuliny $winki morskiej przy pomocy elektroforezy w zelu polia-
kryloamidowym prowadzi do wniosku, ze gruczot zwierzecia produkuje
przede wszystkim jednotaricuchowg podjednostke o masie czasteczkowej
295 000 daltonow, ale nie wyklucza, zdaniem autoréw (73—75), hipotezy,
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ze produkuje tez, chociaz w matych ilosciach, jednotancuchowa podjed-
liostke 0 masie czasteczkowej 210 000 daltondw.

Wobec faktu, ze 12S-podjednostka tyreoglobuliny sktada sie tylko
z jednego tancucha polipeptydowego, obserwowana we wczes$niejszych
badaniach fragmentacja na duze polipeptydy o w przyblizeniu I/n krot-
nych masach czasteczkowych sugeruje n-globularng budowe tancucha.
Badania najczystszych, z dotychczas otrzymanych preparatow tyreoglo-
buliny wydajag sie potwierdzaé to przypuszczenie. tagodne krotkotrwate
trawienie subtylopeptydazg tych preparatow, uprzednio zredukowanych
i alkilowanych, daje z jednego mola 12S-podjednostki dwa mole polipep-
tydu o masie czasteczkowej 140 000 daltondéw i dwa mole polipeptydu
0 masie czgsteczkowej 20 000 daltonéw. Wynik ten nasuwa wniosek, ze
12S-podjednostka sktada sie z dwoch globularnych domen o masie cza-
steczkowej 140 000 daltondw potgczonych fragmentami polipeptydowymi
0 masie czasteczkowej 20 000 daltonow (76). Dtugotrwata dializa woda pre-
paratéw tyreoglobuliny, najprawdopodobniej zanieczyszczonych enzyma-
mi proteolitycznymi, daje frakcje polipeptydowe o masach czasteczkowych
17 500, 37 400 i 70 800 daltonéw. Frakcje te maja sktady aminokwasowe
1 cukrowe podobne do siebie i do tyreoglobuliny oraz jednakowg kolej-
no$¢ pierwszych siedmiu od N-konca aminokwasow. Wydaje sie wiec, ze
12S-podjednostka ma wiecej niz dwa globularne obszary — by¢ moze az
dwadzieScia— i to nawet identyczne (77). Brak reaktywnosci okoto 40%
reszt tyrozylowych z N-acetyloimidazolem i tetranitrometanem w szero-
kim zakresie temperatury od 0° do 70°C wskazuje na trwato$¢ konfor-
macyjng globularnych domen biatka (78).

I1l. Rola struktury tyreoglobuliny w biosyntezie hormonéw tarczycy

Pe reakcji jodowania kazeiny, fibrynogenu i tyreoglobuliny, prowa-
dzonej w obecnosci peroksydazy tarczycowej, stwierdzono, ze najwyz-
szg wydajno$¢ hormonow tarczycy daje tyreoglobulina, zwiaszcza przy
niskich stopniach zjodowania odpowiadajacych fizjologicznym (29, 31).
Po jodowaniu tyreoglobuliny o przypuszczalnie niezmienionej lub mato
zmienionej strukturze natywnej wydajnos¢ ta wynosi 1.4—25 reszt
jodotyronylowych/mol Tgb (34, 79). Natomiast po jodowaniu tyreoglo-
buliny o strukturze zmienionej pod dziataniem czynnikéw denaturuja-
cych takich jak, mocznik czy guanidyna, lub na skutek niektérych ope-
racji w izolowaniu lub oczyszczaniu biatka otrzymuje sie znacznie mniej
hormondw (29, 31, 79). Np. tyreoglobulina izolowana z gruczotéw prze-
chowywanych w stanie zamrozonym, w ktérym nastepuje ograniczona
proteoliza, nie wpiywajgca na wilasciwosci fizykochemiczne biatka, daje
po jodowaniu trzykrotnie mniej hormondéw niz tyreoglobulina z gruczo-
tow Swiezych (79).
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Przy poliglobularnej budowie tyreoglobuliny szczeg6lnie istotny w
biosyntezie hormon6éw tarczycy jest udziat jej warstwy powierzchnio-
wej. Dlatego charakterystyka reszt tyrozylowych i jodoaminokwasowych
tego obszaru struktury biatka byta przedmiotem licznych badan (6, 27, 29,
30, 34, 78, 80—88). Przy pomocy chemicznej modyfikacji i spektrofotome-
trycznego miareczkowania tyreoglobuliny stwierdzono, ze reszty 3,5-dijo-
dotyrozylowe i jodotyronylowe sg catkowicie wyeksponowane do roztwo-
ru, podczas gdy wiekszo$¢ reszt 3-monojodotyrozyiowych jest tylko
czesciowo wyeksponowana i niereaktywna dalszym jodowaniu (6, 78,
86, 87). Nalezy wiec sadzi¢, ze jodowanie reszt tyrozylowych do 3,5-dijo-
dotyrozylowych i sprzeganie ze sobg dwoch reszt jodotyrozyiowych
z utworzeniem reszt hormonalnych, przebiega na resztach catkowicie wy-
eksponowanych, jodowanie natomiast do reszt 3-monojodotyrozylo-
wych— na resztach tylko czesciowo wyeksponowanych, tj. na resztach
0 przestonietej jednej pozycji orto pierscienia fenolowego (3, 78).

Tabela 1

Zalezno$¢ sktadu jodoaminokwasowego tyreoglobuliny (52) i wydajnosci syntezy hormonéw tar-
czycy od stopnia zjodowania biatka in vivo

Liczba reszt jodoaminokwaso- Wydajnos¢ syntezy
Stopien zjodowania wych reszt hormonalnych
% J atomy J/mol Tgb mol/mol Tgb 2(T3+T4) » 100%
MIT DIT T3 T4 MIT+DIT+2(T3+ T4)

0.15 7.6 33 14 01 03 145
0.31 16.2 4.1 36 03 10 252
0.37 191 4.6 45 05 10 24.8
0.56 28.2 49 68 05 16 247
0.59 30.9 6.0 76 07 18 27.9
0.75 394 6.7 100 05 28 28.3
0.85 44.0 81 119 07 25 —
1.04 54.0 110 151 08 26 —
1.10 56.7 84 178 05 28 —
117 61.1 121 190 06 23 —

Jak widaé z ryciny 4 (sporzadzonej na podstawie danych zawartych
w tabeli 1), ksztatlty krzywych zaleznosci liczby poszczegdlnych reszt
jodoaminokwasowych od stopnia zjodowania tyreoglobuliny in vivo (52,
54, 89) sg bardzo charakterystyczne. Podobne ksztalty majg takze krzy-
we odpowiednich zalezno$ci po enzymatycznym jodowaniu tyreoglobuli-
ny in vitro (34). Krzywa reszt 3-monojodotyrozylowych ma w przedziale
Srednich stopni zjodowania przebieg zblizony do poziomego oraz punkt
przegiecia. Stosunek bardziej aktywnej 3',3,5-trijodotyroniny do tyroksy-
ny staje sie tym nizszy im wyzszy jest stopieh zjodowania. Krzywe obu
reszt hormonalnych zdazajag do plateau, ktére w przypadku 3',3,5-trijo-
dotyroniny zaczyna sie przy stopniu zjodowania 0.35%, a w przypadku
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tyroksyny — przy stopniu zjodowania 0.75%. Z kolei, jak widac¢ z ryciny
5 (Tab. 1), ksztalt krzywej zaleznosci wydajnosci syntezy reszt hormo-
nalnych od stopnia zjodowania jest rowniez charakterystyczny. W prze-
dziale niskich stopni zjodowania do 0.31% wydajno$¢ ta gwattownie ros-
nie wraz ze wzrostem liczby atoméw jodu. Po dostatecznej akumulacji
jodu, w przedziale umiarkowanych stopni zjodowania 0.31—0.75%, synte-
za hormonéw przebiega w przyblizeniu ze statg wydajnoscia, okoto 25%.
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Ryc. 4. Zalezno$¢ sktadu jodoaminokwasowego tyreoglobuliny od stopnia jej zjodo-
wania in vivo (52)

Ryc. 5. Zalezno$¢ wydajnosci syntezy hormonéw tarczycy od stopnia zjodowania
tyreoglobuliny in vivo (* wydajno$¢ syntezy liczona tak jak w tabeli 1)

W przedziale tym obserwuje sie lekki spadek wydajnosci przy stopniu
zjodowania, przy ktérym ma miejsce przegiecie krzywej reszt 3-mono-
jodotyrozylowych (Ryc. 4), a nastepnie lekki wzrost do poziomu maksy-
malnego, okolo 28%, przy stopniu zjodowania 0.75%. Przy tej zawartoSci
jodu tworzy sie od trzech do czterech reszt jodotyronylowych/mol Tgb,
a dalsze jodowanie tyreoglobuliny nie daje juz wzrostu tej liczby (Tab.
1). Synteza reszt hormonalnych ustaje wiec (Ryc. 4 i 5), a tyreoglobulina
po spetnieniu roli molekularnego podtoza syntezy hormondw, przejmuje
funkcje ich magazynu oraz funkcje magazynu nadwyzek jodu pod posta-
cig reszt jodotyrozylowych (52, 54) (Ryc. 4). Powyzsze obserwacje suge-
rujg wzajemne zaleznosci miedzy z jednej strony procesami jodowania
reszt tyrozylowych i sprzegania ze sobg reszt jodotyrozylowych, a z dru-
giej strony — strukturg trzeciorzedowsg tyreoglobuliny (52). Sugestie te
popierajg inne badania, w ktérych stwierdzono zmiane struktury trzecio-
rzedowej tyreoglobuliny w wyniku reakcji przebiegajagcych na bocznych
tancuchach reszt aminokwasowych biatka (46, 90).

Po reakcji jodowania tyreoglobuliny in vitro w obecnos$ci peroksydazy
tarczycowej stwierdzono, przy pomocy metody réwnowagowej sydemen-
tacji w gradiencie gestosci RbCl, homogenno$¢ jodowg (z doktadnosciag do
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trzech atoméw jodu) otrzymanych preparatéw. W celu blizszej charakte-
rystyki tego zjawiska, jodowano okre$long iloscig B~ ekwimolarng mie-
szanine tyreoglobuliny niezjodowanej i niskozjodowanej izotopem 15~. Po
reakcji oba rodzaje czasteczek miaty ten sam poziom zjodowania. Jodowa-
nie mieszaniny czasteczek o wiekszej heterogennosci jodowej prowadzi-
fo takze do wyrownania koncowego stopnia zjodowania. Drugim izoto-
pem jodowaty sie w sposéb uprzywilejowany reszty tyrozylowe czaste-
czek tyreoglobuliny niezjodowanej lub niskozjodowanej. Wobec tego wy-
ciggnieto wniosek (27), ze istnieje Scisle okreslony sekwencyjny porzadek
jodowania reszt tyrozylowych tyreoglobuliny, co sugeruje subtelne réz-
nice w ich reaktywnosci, ktérych zrédtem powinny by¢ z kolei roznice
otoczenia aminokwasowego tych reszt. Jezeli jednak zatozy sie, ze tyreo-
globulina zbudowana jest z jednakowych globularnych domen, w ktorych
otoczenie aminokwasowe reszt tyrozylowych powinno by¢ tez jednakowe,
bardziej przekonujacym ttumaczeniem obserwowanego wyrdwnania stop-
nia zjodowania w jodowaniu in vitro populacji czagsteczek tyreoglobuliny
heterogennej jodowo wydaje sie ttumaczenie nastepujgce. Jak juz wspom-
niano, tyreoglobulina niezjodowana ma luzng strukture, a tyreoglobuiina
zjodowana — strukture upakowang (46). By¢ moze wiec, kazdemu aktowi
jodowania tyreoglobuliny towarzyszg zmiany konformacyjne wewnatrz
czasteczki prowadzace stopniowo do coraz wiekszego wzrostu upakowa-
nia struktury. Zanik heterogennosci jodowej tyreoglobuliny w enzyma-
tycznym jodowaniu in vitro wynikatby wobec tego z uprzywilejowania
jodowania czasteczek o luzniejszej strukturze. Whniosek ten wydajg sie
popiera¢ najnowsze wyniki badania procesu jodowania tyreoglobuliny
w skrawkach tarczycy. Mianowicie: stwierdzono uprzywilejowanie jo-
dowania czgsteczek tyreoglobuliny nowosyntezowanej (91, 92), a wiec
niezjodowanej protyreoglobuliny o luZnej strukturze.

Jezeli zatozy sie, ze zmiany konformacyjne tyreoglobuliny sg jednym
z czynnikow sterujgcych jodowaniem, to ich charakter powinien wpty-
waé na skiad jodoaminokwasowy. Poréwnanie zawartosci poszczegdlnych
jodoaminokwaséw w frakcjach tyreoglobuliny dysocjujacych na 12S-pod-
jednostki wydaje sie potwierdza¢ te sugestie. Frakcje niedysocjujace,
skladajgce sie wiec z czasteczek, w ktérych 12S-podjednostki tacza sie
wigzaniami dwusiarczkowymi, zawierajg wiecej reszt hormonalnych i 3-
monojodotyrozylowych, a mniej reszt 3,5-dijodotyrozylowych niz frakcje
dysocjujace o tych samych stopniach zjodowania (54). Wiekszg liczbe reszt
hormonalnych i odwrécenie proporcji w liczbach reszt jodotyrozylowych
w czgsteczkach niedysocjujagcych w poréwnaniu do dysocjujacych mozna
ttumaczy¢ tym, ze wiekszy stopien upakowania ich struktury sprzyja
reakcji sprzegania ze sobg reszt jodotyrozylowych, a ogranicza reakcje
jodowania.

Na podstawie przedstawionych w niniejszym rozdziale danych sformu-
towano poglad, ze za specyficzno$¢ przebiegu obydwu reakcji sktadajgcych
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sie na proces biosyntezy hormondw tarczycy odpowiedzialna jest przede
wszystkim struktura tyreoglobuliny, ktéra te procesy reguluje (27, 30,
31, 54). Nie kwestionujgc strukturalnego dostosowania tyreoglobuliny do
petnienia funkcji molekularnego podioza biosyntezy hormonoéw, przy réz-
nych stezeniach jodkéw w tarczycy, formutuje sie ostatnio takze i inny
poglad, a mianowicie, ze za omawiang specyficzno$¢ w duzej mierze odpo-
wiedzialna jest peroksydaza tarczycowa, katalizujgca procesy biosyntezy
hormonéw tarczycy (93).

IV. Mechanizm biosyptezy hormonéwftarczycy

IV—1. Rola peroksydazy tarczycowej w biosyntezie hormonow tarczycy

Jeszcze do r. 1976 udziat peroksydazy tarczycowej w poszczeg6lnych
etapach procesu biosyntezy hormonéw tarczycy wydawal sie niejasny
(9). Ostatnio jednak wykazano bez watpliwosci, ze enzym ten katalizuje
zarébwno reakcje jodowania niektdrych reszt tyrozylowych tyreoglobuli-
ny do reszt jodotyrozylowych, jak i reakcje sprzegania ze soba niektérych
jej reszt jodotyrozylowych prowadzgcg do utworzenia reszt jodotyronylo-
wych (34, 93).

Badajac reakcje syntezy reszt hormonalnych w obecnosci znanych pe-
roksydaz: peroksydazy tarczycowej, peroksydazy chrzanowej, laktopero-
ksydazy i chloroperoksydazy, stwierdzono, ze wszystkie wymienione en-
zymy zdolne sg do katalizowania reakcji jodowania reszt tyrozylowych
tyreoglobuliny, a trzy pierwsze z nich — do katalizowania reakcji sprze-
gania ze sobg jej reszt jodotyrozylowych (30, 88, 94, 95). Peroksydaza tar-
czycowa nie wydaje sie wiec mie¢ specyficznosci absolutnej. Jednakze w
stosunku do pozostatych enyzmoéw katalizuje synteze reszt hormonalnych
z najwyzsza wydajnoscia, w najszerszym zakresie pH oraz z maksymalng
szybkoscig tak reakcji jodowania, jak i sprzegania przy stezeniu jonow
wodorowych jednakowym dla obydwu reakcji i najblizszym fizjologicz-
nemu (pH ~ 7.4) (34, 93). Np. stwierdzono, ze chociaz peroksydaza chrza-
nowa daje wysoka wydajnos¢ jodowania, joduje tylko pewng frakcje
z puli hormonogennych reszt tyrozylowych oraz ze katalizuje wolniej
niz peroksydaza tarczycowa sprzeganie ze sobg hormonogennych reszt jo-
dotyrozylowych otrzymanych w drodze jodowania tyreoglobuliny w obec-
nosci peroksydazy tarczycowej (93). Testowanie specyficznosci trzech
peroksydaz: tarczycowej, chrzanowej i laktoperoksydazy, w reakcji jo-
dowania di— i tripeptydéw zawierajgcych tyrozyne, wykazato, ze enzy-
mem zdecydowanie najbardziej efektywnym w tej reakcji modelowej
jest peroksydaza tarczycowa, a ponadto, ze z przebadanych zwigzkow
najszybciej jodowaty sie Gly-Glu-Tyr i Glu-Tyr-Glu (96). Opisane dane
dowodza, ze spos$rdéd przebadanych peroksydaz najwyzszg specyficznosé
wzgledem tyreoglobuliny tak w reakcji jodowania, jak i sprzegania ze
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sobg jej reszt jodotyrozylowych, ma peroksydaza tarczycowa, i sugeruja,
ze enzym ten bierze-udziat w selekcjonowaniu reszt hormonogennych (35,
93, 96), ktorym przypisuje sie specyficzne otoczenie aminokwasowe (97).

Pommier i wsp. (33), badajac kinetyke biosyntezy hormonéw tar-
czycy katalizowanej peroksydaza tarczycowa stwierdzili opdznienie re-
acji sprzegania wzgledem jodowania. Wielko$¢ op6znienia wynosita kilka
minut i zalezata od stosunku stezenia wody utlenionej i jodkow. Przy sta-
tym stosunku stezeh tych dwdéch reagentéw wielko$¢ opdznienia byta sta-
ta (98). Powodem opo6znienia nie byta konieczno$¢ akumulacji okreslonej
liczby reszt jodotyrozylowych, gdyz nawet po bardzo szybkim przylgcze-
niu 55 atomoéw J/mol Tgb nie od razu obserwowano sprzeganie ze sobg
reszt jodotyrozylowych (33). Fakty te sugerujg wystepowanie peroksyda-
zy tarczycowej w dwéch konformacjach: jednej — katalizujgcej jodowanie
reszt tyrozylowych tyreoglobuliny i drugiej — katalizujgcej sprzeganie
ze sobg jej reszt jodotyrozylowych (33, 93). Stwierdzono, ze reakcja sprze-
gania wymaga obecnosci jodkéw, a stymulujacy efekt obserwowano przy
stezeniach 10-e—10-4 M/dcms. W stezeniach powyzej 10-4 M/dcm3 jodki
hamowaty zaréwno reakcjg jodowania, jak i reakcjg sprzegania (33).
Stwierdzono takze wptyw wolnej 3,5-dijodotyrozyny na obydwa procesy,
przy czym w stezeniach 10-8—10-7 M/dcm* nie wptywa ona na reakcje
jodowania, a jedynie przyspiesza dwukrotnie szybkos$¢ reakcji sprzegania,
natomiast przy stezeniach rzedu 10~4 M/dcm8— hamuje catkowicie tak
reakcje jodowania, jak i sprzegania (33, 99). Nieco p6zniej Taurog
i wsp. (100) wykazali, ze wolna 3,5—dijodotyrozyna w stezeniach 10-7—
10“®M/dcms stymuluje nie tylko szybkos$¢ sprzegania, ale takze zwieksza
wydajnosé reszt hormonalnych i stosunek 3',3,5-trijodotyroniny do tyro-
ksyny. Efekty te obserwowano przy réznych stopniach zjodowania. Nie
stwierdzono, aby wolna 3,5-dijodotyrozyna wbudowywata sie w hormony.
W tyreoglobulinie pacjentéw z chorobg Gravesa—Basedowa, u ktdrych
zawarto$¢ wolnej 3,5-dijodotyrozyny w gruczole tarczycy jest prawdo-
podobnie wieksza niz w gruczole normalnym, stwierdzono takze wyzszy
stosunek 3',3,5-trijodotyroniny do tyroksyny niz w tyreoglobulinie o tym
samym stopniu zjodowania pochodzacej z normalnej tarczycy (100, 101).
Wyzej opisane dane prowadzg do wniosku, ze peroksydaza tarczycowa
jest enzymem regulatorowym, ktory, w zaleznoSci od stezenia jodkow
i wolnej 3,5-dijodotyrozyny, moze kontrolowaé reakcje jodowania reszt
tyrozylowych tyreoglobuliny i sprzegania jej reszt jodotyrozylowych.

IV—2. Mechanizm molekularny aktu katalitycznego biosyntezy hormonéw tarczycy

Na podstawie ogélnie przyjetego pogladu o przebiegu etapu peroksy-
dacji w procesach katalizowanych przez peroksydazy (11, 102—108), kata-
lizowanej przez peroksydaze tarczycowg reakcji jodowania przypisuje sie
nastepujacy przebieg:
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peroksydacja: a) TPO + HD 2 JITLENIONA-TPO + H2 2
b) UTLENIONA-TPO + J- ~ TPO-Jutl
jodowanie: TPO-Jutl + AKCEPTOR *#TPO + JODOWANY-
AKCEPTOR.

Po inkubacji peroksydazy tarczycowej z I8~ w obecno$ci wody utlenionej
Davidson i wsp. (36, 37) otrzymali kompleks TPO-1&utl, ktéry oczy-
szczano przez filtracje zelowg na Sephadexie G-25. Kompleks reagowat
z takimi substratami jak: Glu-Tyr-Glu, 3-monojodotyrozyna i J~. Pierw-
szy z nich charakteryzowat sie najwyzszg stalg substratowg Km3.10~6M.
Kompleks TPO-1Hutl jodowat modelowy peptyd w ukiadzie nie zawie-
rajgcym wody utlenionej, i w reakcji nie wykryto wolnego jodu. Suge-
ruje sie, ze w kompleksie formg aktywng jodu jest jon jodoniowy J®. Pod-
stawg tej sugestii jest fakt, ze kompleks peroksydaza chrzanowa—JUTi
katalizowat modelowg reakcje testowa, ktérej chemiczny przebieg wy-
magat obecnosci aktywnej formy jodu pod postacig J® (109). Natura kom-
pleksu TPO-Jutl jest w chwili obecnej przedmiotem badan (36, 37).

Brak znajomosci struktury tyreoglobuliny i peroksydazy tarczycowej
utrudnia konstrukcje hipotez o mechanizmie molekularnym aktu katalizy
jodowania i sprzegania. Pierwsze, fragmentaryczne informacje prébuje sie
wiec uzyska¢ w reakcjach syntezy hormonéw prowadzonych na modelach
peptydowych (110) lub na biatkach o znanej konformacji (111). Np. bada-
jac steryczne uwarunkowania hormonogenezy stwierdzono, ze w reak-
cjach jodowania i sprzegania katalizowanych peroksydaza tarczycowg
najwyzsza wydajnos¢ hormondw otrzymuje sie w czasteczkach peptydéw,
w ktérych pierscienie fenolowe dwéch reszt tyrozylowych utozone sg naj-
prawdopodobniej sandwiczowo i antyréwnolegle (110).

IV—3. Mechanizm reakcji sprzegania reszt jodotyrozylowych

Chemiczna reakcja oksydatywnego sprzegania fenoli ma charakter rod-
nikowy (112, 113), a peroksydazy katalizujg reakcje przeniesienia jedno-
elektronowego (102—104, 114). Wnioskuje sie stad, ze i mechanizm elek-
tronowy reakcji hormonogenezy jest takze rodnikowy.

Juz wr. 1939 von Mutzenbecher (115) otrzymatl tyroksyne
w reakcji sprzegania ze sobg dwoéch czasteczek 3,5-dijodotyrozyny. Dla
reakcji tej Johnson i Tewkensbury (116) oraz Harington
(117) zaproponowali mechanizm rodnikowy (Ryc. 6). Pierwszym etapem
reakcji jest utlenianie jondw fenolanowych 3,5-dijodotyrozyny (I) do wol-
nych rodnikéw (I1), ktére w drugim etapie sprzegajg sie do przejsciowego
nietrwatego eteru semichinoidowego (lll). Eter ten w trzecim etapie roz-
szczepia sie na tyroksyne (IV) i aminokwas tréjweglowy. Posrednim do-
wodem na poparcie powyzszego mechanizmu tworzenia tyroksyny byta
synteza analogéw eteru semichinoidowego jako trwatych zwigzkéw che-
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micznych (Il1A), w reakcji rodnikdw 2,4,6-tri(tert-butylo)fenolowych (Ha)
z r6znymi analogami i pochodnymi tyrozyny (Ib) oraz ich przemiana w
analogi tyroksyny (IVA) (112, 113) (Ryc. 7).

Inny chemiczny model formowania tyroksyny, takze o Todnikowym
mechanizmie elektronowym, zaproponowat w r. 1956 Hilmann (118),
otrzymujac hormon z wydajnoscig 3°/o w reakcji 3,5-dijodotyrozyny z jej

(V) R1

Ryc. 6. Hipotetyczny mechanizm sprzegania ze sobg dwoch czasteczek 3,5-dijodoty-
rozyny prowadzacego do czasteczki tyroksyny (116, 117)

R, = j

R. = CHsCH(NHj)COOH

ketoanalogiem, tj. kwasem 3,5-dijodo-4-hydroksyfenylopirogronowym
(DIHPPA) jako donorem pierscienia jodofenolowego. Obecnos¢ tlenu i ka-
talitycznych ilosci rodnikéw zwiekszata wydajno$¢ syntezy do 30°0 (119).
Wykazano nastepnie, ze formg aktywng DIHPPA jest wodoronadtlenek
(120), jednak mechanizmu jego sprzegania z 3,5-dijodotyrozyng nie udato
sie wyjasni¢ (121).

Szybka i wydajna synteza tyroksyny z DIHPPA sugerowata jego
udziat w biosyntezie hormondéw tarczycy (119). DIHPPA w warunkach
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in vitro reagowat z resztami jodotyrozylowymi tyreoglobuliny do reszt
jodotyronylowych (122, 123). W wyciggach z tarczycy wykryto w niewiel-
kich ilosciach DIHPPA (124) i 3,5-dijodo-4-hydroksybenzaldehyd, naj-
prawdopodobniej produkt jego redukcji (125) oraz enzymy: transaminaze

P

N

(lla)

B©_ %
(Ho) + 00/ R R;
Hib) (la) (Ib)
R
® )
lila) + (llb) e O@Rz

(11A)

@A Ajé‘—)_\

(PIA)

Ryc. 7. Mechanizm syntezy analogéw tyroksyny (IVA) (112, 113)

T tert-butyl |

Ri = H, Br, J

R2= CH2COOC2H5, (CH22COOC2H5) (CH2)2COOH,
CH2CH(NH2COOCH5 CH2XCH(NHCOCH3)COOH,
CH2CH(NHCOCH3COOCH5 CHXH(NH2COOH

katalizujagcg dezaminacje 3,5-dijodotyrozyny do DIHPPA i tautomeraze
katalizujacg przemiane DIHPPA w forme enolowg (125). Wobec tego za-
proponowano droge biosyntezy tyroksyny z udzialem DIHPPA, przedsta-
wiong na rycinie 8 (126).

Jednak wobec licznych faktéw bezposredniego — bez udziatu DIHPPA
— formowania reszt tyroksylowych w reakcjach prowadzonych na mode-
lach peptydowych, biatkowych i tyreoglobulinie, przewaza poglad (8, 9),
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ze syntezie reszt hormonalnych w warunkach fizjologicznych mozna przy-
pisa¢c mechanizm zaproponowany przez Johnsona i Tewkens-
bury’ego (116). Przyjmuje sie, ze proces ten przebiega tréjetapowo:
— tworzenie rodnikow katalizowane przez peroksydaze tarczycowa,

3 ]
(] O
0 CH,CH—COOH . CH,=C=COOH
transaminaza
J NH, ) 0
DIT DIHPPA = keto
tautomeraza
COOH 0—\ \-CH = C— COOH
G~Nty rr PO y J i
[ 0 OH
1 y oh
O+
DIHPPA - Wodoronadtlenek DIHPPA - Enol
G
c
[\
uNH Cc-
H
0
Oy 3
3
J
0
3 H,
|
X /CH
———

&
c— I 5o
i
0

Ryc. 8. Hipotetyczny mechanizm biosyntezy reszty tyroksylowej w czgsteczce tyreo-
globuliny z udziatem kwasu 3,5-dijodo-4-hydroksyfenylopirogronowego (126)
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— sprzeganie ze sobg dwdch rodnikow prowadzace do nietrwatego eteru
semichinoidowego,
— rozszczepienie eteru semichinoidowego na reszte jodotyronylowg i resz-
te aminokwasu tréjweglowego (8, 9).
Jednoznaczna identyfikacja reszty aminokwasu tréjweglowego, pozosta-
jacej w tancuchu peptydowym po sprzegnieciu ze sobg dwdch pierscieni
jodofenolowych, pozwolitaby na podanie dalszych szczegétéw mechanizmu
tej reakcji. Jednak jej wykrycie w tyreoglobulinie jest trudne, miedzy in-
nymi, ze wzgledu na wielko$é tego biatka, jego nieznang strukture i matg
liczbe formowanych reszt hormonalnych. Dlatego problem badano przede
wszystkim stosujgc modele peptydowe. W jednym przypadku stwierdzono
powstawanie reszty serylowej (127), a w drugim — rozszczepienie tancu-
cha peptydowego (128). Ostatnio udato sie wykaza¢ rozszczepienie tan-
cucha peptydowego na amid i reszte kwasu pirogronowego po reakcji
sprzegania ze sobg reszt jodotyrozylowych w czgsteczce tyreoglobuliny
(129). Opisane powyzej wyniki nie sg sprzeczne, jezeli zatozy sie, ze pod-
czas formowania reszty hormonalnej powstaje rownolegle nietrwata resz-
ta dehydroalanylowa, ktéra w wyniku hydratacji moze przechodzi¢ w
ieszte serylowg lub ulegaé rozszczepieniu z utworzeniem amidu i kwasu

NH,
—~ /cn—cuz—ou
NH, HO—'CIZ
\ seryna
c=cH, —20 0 !
HO—-C
i CHy
9 NH, +  C=0
dehydroalanina HO—C/
(A Ala) 1
kwas
pirogronowy

Ryc. 9. Reakcje hydratacji dehydroalaniny

pirogronowego (9, 68, 129, 130) (Ryc. 9). Hipoteze te wydajg sie potwier-
dzaé uzyskane ostatnio dane, wskazujagce na powstawanie reszty dehy-
droalanylowej obok reszty tyroksylowej w reakcji sprzegania ze sobg
dwéch reszt 3,5-dijodotyrozylowych zwigzanych peptydowo (131, 132).
Na tej podstawie zaproponowano hipotetyczny mechanizm sprzegania ze
sobg dwdch reszt 3,5-dijodotyrozylowych tyreoglobuliny, przedstawiony
na rycinie 10 (131, 132). Obecno$¢ reaktywnej reszty dehydroalanylowej
w tafncuchu peptydowym tyreoglobuliny moze, miedzy innymi, ttumaczy¢
trudnosci (68) z wyizolowaniem tego biatka o niezmienionej strukturze
pierwotnej.
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Ryc. 10. Hipotetyczny mechanizm biosyntezy reszty tyroksylowej w czgsteczce tyreo-
globuliny (131, 132).



578 K. PAWELCZAK, B. RZESZOTARSKA [20]

V. Uwagi konhcowe

Tyreoglobulina jest duzym i skomplikowanym biatkiem. Niezadawa-
lajgca metodyka izolowania i oczyszczania tego typu makroczasteczek
znacznie hamuje postep w okreslaniu ich struktury. W ostatnich latach
udato sie ustali¢, ze 12S-podjednostka tyreoglobuliny stanowi pojedyn-
czy tancuch polipeptydowy. Jest on sfatldowany najprawdopodobniej w
globularne jednakowe domeny. Osiggnieciem z ostatnich lat jest takze
stwierdzenie, ze peroksydaza tarczycowa jest enzymem najlepiej dostoso-
wanym do katalizowania reakcji jodowania reszt tyrozylowych tyreoglo-
buliny i sprzegania ze sobg jej reszt jodotyrozylowych z utworzeniem
reszt hormonalnych. Wydaje sie ponadto, ze w hormonogenezie enzym ten
petni rowniez funkcje regulatorowa, ktdrej dotychczas znanymi efektora-
mi sg jodki i wolna 3,5-dijodotyrozyna. Drugim regulatorem wydajnosci
reszt hormonalnych jest, by¢ moze, sama tyreoglobulina. Jej struktura
przy niskich poziomach zjodowania pozwala na utrzymanie wyzszego sto-
sunku 3',3,5-trijodotyroniny do tyroksyny, natomiast przy poziomach
umiarkowanych zapewnia statg wydajno$¢ syntezy reszt hormonalnych,
a przy wyzszych — czyni réwniez z biatka magazyn jodu.

Brak znajomosci struktury tyreoglobuliny i peroksydazy tarczycowej
utrudnia konstrukcje hipotez o mechanizmie molekularnym aktu katali-
tycznego syntezy hormonow tarczycy. Natomiast w chwili obecnej dosy¢
jasny jest poglad na mechanizm reakcji sprzegania ze sobg dwodch reszt
jodotyrozylowych, gdyz mozna go bada¢ postugujac sie modelami pepty-
dowymi. Nagromadzono pos$rednie dowody przemawiajgce za rodniko-
wym mechanizmem reakcji. Gromadzi sie réwniez dane popierajace po-
glad, ze po utworzeniu reszty hormonalnej, w miejscu donorowej reszty
jodotyrozylowej pozostaje w tafcuchu peptydowym tyreoglobuliny reszta
dehydroalanylowa.

W najblizszej przysztosci nalezy oczekiwaé¢ oznaczenia liczby globular-
nych domen w 12S-podjednostce tyreoglobuliny i okreslenia ich struk-
tury. Badania te powinny umozliwi¢ poznanie otoczenia aminokwasowe-
go reszt 3-monojodotyrozylowych, 3,5-dijodotyrozylowych, 3',3,5-trijodo-
tyronylowych i tyroksylowych. Wydaje sie to istotne dla weryfikacji hi-
potezy o Scisle okreslonym porzadku sekwencyjnym jodowania reszt tyro-
zylowych tyreoglobuliny.

W czasie pisania pracy autorzy korzystali z pomocy finansowej Instytutu Chemii Organicz-
nej PAN, w ramach problemu MR-1.12.16.10.

ZAAKCEPTOWANO DO DRUKU 26.5.1980
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Wykaz stosowanych skrotéw: gangliozyd GMi-/?-galaktozylo/l -> 3//?-N-acetylogalak-
tozaminylo/1  4/[a-N-acetyloneuraminylo/2 -» 3/]/?-galaktozylo/l  4//?-glukozylo/1 -*
1/ceramid; GppNHp — guanozyno 5'fl-y imino/tréjfosforan.

I. Wstep

Cholera, najczesciej wymieniana w jezyku polskim jednostka choro-
bowa, manifestuje sie ostrg biegunka prowadzacg do odwodnienia i Smier-
ci organizmu. Filippo Pacini w roku 1854 (cyt. za 1) wykryt, ze
chorobe te powoduje bakteria Vibrio cholerae (Przecinkowiec cholery).
Erich Koch w 1887 roku (cyt. za 2) wysunat hipoteze, ze bezposrednia
przyczyng choroby jest wydzielana przez bakterie toksyna. Sugestie te,
uznano po wielu latach za stuszng (3, 4).

W ciggu ostatnich 10 lat okazato sie, ze toksyna Vibrio cholerae, zwana
choleragenem, jest: 1 biatkiem o niekonwencjonalnej budowie, ktére rea-
guje z btong komdrkowa rozpoznajac na jej powierzchni receptor — gan-
gliozyd Gm, 2. lektyng bakteryjng aglutynujacg liposomy i komorki,
3. uniwersalnym aktywatorem cyklazy adenylowej zwierzecych bton ko-
morkowych, 4. enzymem Kkatalizujacym ADP-rybozylacje bialek regula-
torowych uktadu cyklazy a takze, 5. odczynnikiem do nabycia z firmy
Schwarz-Mann, Orangeburg, N. Y.

Jako odczynnik choleragen bywa stosowany do zwiekszania stezenia
cAMP w komoérkach i wywotywania tag drogg réznych efektéw biologicz-
nych, pozwala na ocene cyklazy adenylowej w preparatach bton a takze
umozliwia badanie rozmieszczenia, ruchliwo$ci w blonie i metabolizmu
swojego receptora — gangliozydu GM. Dziatajagc poprzez ukiad cyklazy
adenylowej choleragen jest niezwykle efektywny: kilka a byé moze nawet
jedna jego czasteczka jest w stanie zmieni¢ metabolizm komorki. Podobnie
skuteczne sa jedynie hormony a takze niektére inne toksyny.

Wiasnosci choleragenu oraz mechanizm jego dziatania przedstawio-
no w szeregu prac poglagdowych (2, 5—14). W Postepach Biochemii za-
gadnienie to zostato czeSciowo omoéwione w artykule Gardasa (15).
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Il. Choleragen

Choleragen jest biatkiem wydzielanym przez bakterie do podtoza (5).
W ciggu ostatnich lat opracowano szereg metod izolowania i oczyszczania
tego biatka (6, 7, 16—25). Choleragen otrzymano w formie Kkrystalicznej
(26,27), co pozwolito na badanie jego struktury metodg dyfrakcji promie-
ni X (27). Choleragen ma mase czasteczkowg okoto 84 000 daltonéw (22,
28—30), chociaz niektérzy autorzy stwierdzali nieco nizsze (31) lub wyzsze
(32) wartosci. Chemicznie jest to biatko proste, zbudowane wytgcznie
z aminokwasow (28), ktére pod wplywem réznych czynnikéw rozpada
sie na podjednostki (20, 22, 28—30, 32—38) Ryc. 1. Czasteczke cholerage-

(23000) } Choleragen (84 ooo)

I i Choleragenmd (55 000) A (30000)
czynniki
denaturujace czynniki
czynniki
denatrujage \ \ redukcja
\ 5«( B) (11600)
\
\Y
LY
- utlenienie  SH
t | 4- 5« (ET) (11600)

7000 podjednostka B
( ) podjednostka A

Ryc. 1. Budowa choleragenu wg Gilla (8) i rozpad choleragenu na podjednostki.

At — peptyd At, A2— peptyd A., A — podjednostka A, B — podjednostka B.
Za zgodg autora i wydawnictwa.
Zmodyfikowano na podstawie: 22, 29, 32, 36, 38, 40, 46.

nu tworzy jedna podjednostka A i fragment B, w ktérego sktad wchodzi
kilka (20, 29, 30) najprawdopodobniej pie¢ (29, 32, 40, 41) podjednostek
B. Podjednostki A i B polgczone sg ze sobg wigzaniami niekowalencyj-
nymi.

Podczas oczyszczania toksyny Vibrio choleare, poza jej natywng for-
ma — choleragenem, otrzymano takze mniejsze, podobne antygenowo biat-
ko— choleragenoid (17, 28). Choleragenoid powstaje w wyniku oddysocjo-
wania od czasteczki choleragenu podjednostki A (28, 29, 40, 42) i ma mase
czasteczkowg okoto 55 000. Wzdr choleragenu mozna zapisa¢ jako A(B)s
a choleragenoidu (B)5. Choleragenoid nie wykazuje aktywnosci biologicz-
nej wiasciwej natywnej toksynie (28) a efekty jego dziatania sa jedynie
wynikiem wigzania z receptorami bton komérkowych (43). Przyjmuje sie,
ze aktywnos$¢ biologiczng choleragenu warunkuje podjednostka A, a wia-
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zanie do blon komorek — fragment B (2, 7—14). Ostatnio Honda
i Finkelstein (44) otrzymali zmutowany szczep bakterii Vibrio
cholerae syntetyzujgcy wylacznie nieaktywng forme (choleragenoid) tok-

syny.

I1—1. Podjednostka A

Podjednostka A o masie czasteczkowej okoto 30 000 daltonéw skiada
sie z dwu peptydow: Ax o masie 23 000 i A2 7000 daltonéw, potaczonych
ze sobg mostkiem dwusiarczkowym (22, 29, 30, 40, 45) (ryc. 1). Najpraw-
dopodobniej podjednostka A syntetyzowana jest przez bakterie jako po-
jedynczy polipeptyd zawierajacy wewnatrztancuchowy mostek dwusiarcz-
kowy, ktéry po przecieciu czasteczki przez proteazy bakteryjne utrzymuje
peptydy A, i A2 (46). »

Sktad aminokwasowy podjednostki A i tworzacych jg peptydow usta-
lony zostat przez wielu autorow (29, 32, 41, 47), a ostatnio L ai i wsp.
(48) przedstawili sekwencje aminokwasow fragmentow peptydu Ai. W od-
powiednich warunkach peptyd Ai moze aktywowa¢ cyklaze adenylowg
w uktadach bezkomoérkowych (podrozdziat 111—6), a by¢ moze takze w ca-
tych komorkach (51, 53, 54).

Peptyd A2 jest elementem #gczgcym podjednostke A z fragmentem
B czasteczki choleragenu i jest niezbedny do renaturacji toksyny z pod-
jednostek (36, 40). Rozmieszczenie peptydéw tworzacych choleragen moz-
na przedstawic¢ jako: (5XB)NH2Met-A2S-S-Al-COOH (40, 41, 45, 48).

I11—2. Podjednostki B

Masa czasteczkowa podjednostki B wyliczona z jej sktadu aminokwa-
sowego a takze wyznaczona innymi metodami (22) wynosi 11 600 dalto-
now. Strukture pierwszorzedowg tej podjednostki tworzg 103 reszty ami-
nokwasowe (55—58), przy czym miejsca 9 i 86 zajmujg reszty cysteiny
potgczone dos¢ opornym na redukcje mostkiem dwusiarczkowym (40,
59).

Przyjmuje sie, ze podczas interakcji choleragenu z btong komoérkowa
podjednostki B wigzg sie z receptorami — czasteczkami gangliozydu GM
(6—14). W reakcji tej biorg, by¢ moze, udziat reszty lizylowe podjednostek
B (60).

Reakcji choleragenu z gangliozydem GM (50, 61), a takze otrzyma-
nym z niego oligosacharydem (31), towarzyszy przesuniecie spektrum
fluorescencji w kierunku krotszych fal (blue shift). Zjawisko to wynika
ze zmian konformacji podjednostek B. Wydaje sie, ze kazda z podjed-
nostek B choleragenu lub choleragenoidu moze wigza¢ jedng czasteczke
gangliozydu lub oligosacharydu (14, 31).
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I11—3. Budowa choleragenu

Najprawdopodobniej czasteczka choleragenu zbudowana jest z pie-
ciocztonowego pierscienia podjednostek B, wewnatrz ktérego zanurzona
peptydem A2 znajduje sie podjednostka A (29, 32, 40) (Ryc. 1). Cholera-
genoid, ktory nie ma podjednostki A, ma ksztalt pustego wewnatrz pier-
Scienia. Obie te (lecz takze i inne) formy obserwowano w mikroskopie
elektronowym (38).

Budowe choleragenu potwierdzono odtwarzajgc jego biologicznie ak-
tywne czasteczki z rozdzielonych podjednostek (22, 36, 40, 59). W niekto-
rych przypadkach renaturacja przebiegata z duzg wydajnoscia (36).

Mullin i wsp. (62) i inni (55, 63, 64) zwrdcili uwage na podobien-
stwo struktury pierwszorzedowej podjednostki B toksyny i podjednostek
f? hormonu tyreotropowego (TSH), choriogonadotropiny (hCG), hormonu
luteinizujgcego (LH) i hormonu stymulujgcego dojrzewanie pecherzykow
Graafa (FSH). Sugerowano takze podobienstwo budowy peptydu Aj cho-
leragenu i podjednostek a tych hormondw (64). Oryginalna my$l Hirs-
chorn i Greenough (65), ze choleragen przypomina ,pierwotny”
hormon znalazta w tych pracach szeroki oddzwiek. Ostatnio jednak Mar -
kel iwsp. (32) badajac przeciwciata reagujgce z podjednostkami A i B
toksyny nie wykryli ich reakcji krzyzowej z podjednostkami a i p hor-
monu luteinizujgcego.

Choleragen mozna zaliczy¢ do grupy biologicznie czynnych biatek
o0 podjednostkach lub fragmentach dwu typoéw i zrdoznicowanej funkcji
(11, 14, 66—68). Fragmenty wigzace tych biatek rozpoznajg receptory
btony komoérkowej i reagujac z nimi wigzg catg czgsteczke z powierzchnig
komorki. Fragmenty aktywny moze nastepnie wywotywac wiasciwy efekt
biologiczny np. poprzez stymulacje cyklazy lub po przeniknieciu do
wnetrza komérki zmienia¢ jej procesy zyciowe.

I1l. Mechanizm dziatania choleragenu

W 1970 r. Schafer i wsp. (69) zaobserwowali wzrost stezenia
cAMP w komorkach S$luzéwki jelita pod wptywem choleragenu, ktory
w péZniejszych badaniach okazat sie uniwersalnym aktywatorem cykla-
zy komorek kregowcéw (5, 10, 70, 71). Zwiekszajac stezenie cAMP cho-
leragen powoduje nie tylko wzrost wydzielania ptynéw przez komorki
Sluzéwki jelita (72—76) — objaw wywotywanej przez Vibrio cholerae
choroby — ale takze wiele rozmaitych efektow biologicznych (5, 10,
77). Choleragen aktywujac cyklaze adenylowg powoduje jednocze$nie
charakterystyczne zmiany jej wiasnosci. Zmniejszeniu ulega stymula-
cja cyklazy przez fluorki (78—83), zmieniony zostaje wplyw nukleoty-
déw guanylowych na aktywno$¢ cyklazy i powinowactwo receptoréw
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wzgledem hormonéw (8, 9, 82—87), a takze wrazliwo$¢ uktadu cyklazy
na hormony (8, 78, 88, 89). Efekty dziatania choleragenu utrzymujg sie
dtugo, nawet kilka dni (90). Zmienione wiasnosci cyklazy adenylowej
obserwuje sie w preparatach bton i ekstraktach detergentowych otrzy-
manych z komdrek potraktowanych choleragenem (73, 91—93).

1. Rozpoznawanie 2. Wigzanie 3. Zmiany konformacji
choleragenu

Chroleragen

'§Gm
&’/,ﬁfgﬁa}?fﬁd;kown 25
/ 7SS

/
4

Sa. Aktywacja cyklazy 4. Unolnienie podjednostki A / Sb Aktywacja cyklazy

@13 =Sk

nikotynowego
MODEL STECHIOMETRYCZNY MODEL ENZYMATYCZNY

Ryec. 2. Interakcja choleragenu z blong komérkowg i mechanizm aktywacji cyklazy
adenylowej wg Fishmana i Bradego (6, 14).

Za zgoda autora i wydawnictwa.
Zmodyfikowano na podstawie: 10, 13, 167, 186, 187, 189, 210, 215, 216.

W mechanizmie dziatania choleragenu wyr6zni¢ mozna trzy etapy:
a— rozpoznawanie i wigzanie z receptorami, b — interakcje z btong ko-
moérkowg umozliwiajgce kontakt (peptydu Aj) z cyklazg adenylowg, ¢ —
oddziatywania lub reakcje prowadzace do jej aktywacji. Stosujgc za-
miast catych komérek preparaty bton mozna omingé dwa pierwsze eta-
py. Choleragen aktywowat cyklaze adenylowg bton otrzymanych z ko-
morek pozbawionych receptoréw i normalnie niewrazliwych na dzia-
tanie toksyny (94).

Wysunieto dwie rézne (i kilka posrednich) hipotezy wyjasniajace
mechanizm aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen, przy czym
réznice dotycza drugiego i trzeciego etapu jego dziatania. Wedtlug za-
proponowanego przez Cuatrecasa i wsp. (10, 95) modelu stechio-
metrycznego podjednostka A choleragenu taczy sie bezposrednio z cy-
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klazg adenylowg, co ma powodowa¢ wzrost aktywnos$ci tego enzymu.
Wedtug modelu enzymatycznego, ktérego gtdbwnym twdrcg jest Gili
(8, 11) podjednostka A jest enzymem Kkatalizujacym reakcje, prowadzacg
do aktywacji cyklazy.

I1—I. Kinetyka aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen

Proces aktywacji cyklazy adenylowej przebiega odmiennie w catych
komérkach i preparatach bton. Wzrost aktywnos$ci cyklazy w komor-
kach obserwujemy po pewnym czasie od wprowadzenia choleragenu do
Srodowiska. Czas ten to tzw. faza latencji (lag phase) trwajgca zwykle
od kilku minut (96) do ponad 1 godz. (97). Diugos¢ tej fazy zalezy je-
dynie w niewielkim stopniu od iloSci uzytego choleragenu (80, 96, 98),
wewnatrzkomoérkowego stezenia NAD (96, 99) i jest wiasciwoscig bada-
nych komorek.

Mg ATP— »CcAMP +@ 0O

MnATP —= cAMP+BIP) @
—— 3
s i cre

+@)
amid kwasu

nikotynowego
Choleragen
- —— — ¥
-GDR,
A -GDP
@ -® +GTR

GTP -GDP

ol

GDP

+GTP

Ryc. 3. Stabilizacja aktywnej formy cyklazy adenylowej przez choleragen.

C — biatko katalityczne cyklazy adenylowej, G/F — biatka regulatorowe uktadu cyklazy
adenylowej, « — reszta ADP — rybozy.
Na podstawie: 13, 82, 87, 167, 184, 187, 189, 200, 209, 210, 215217, 219—224.

Bennett i Cuatrecasas wyroznili, poza faza latencji, okresy
wyktadniczego i wolnego wzrostu aktywnosci cyklazy (10, 80, 84). Szyb-
kos¢ aktywacji cyklazy w okresie wykladniczego wzrostu jej aktyw-
nosci zalezy od ilosci dodanego do komorek choleragenu (90, 95, 100,
101). Zalezno$¢ aktywacji cyklazy od ilosci wigzanego choleragenu ma
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charakter ztozony. Uzyskany efekt proporcjonalny byt do ilosci przyia-
czonego choleragenu w stosunkowo waskim zakresie od 100 do 10 000
czasteczek na komorke (10, 90, 95, 100). Powyzej tego zakresu, stosujac
rézne ilosci choleragenu uzyska¢ mozna po odpowiednio dtugim czasie
podobny stopieA zaktywowania cyklazy (95, 96).

Choleragen dziata na komorki jedynie w temperaturze wyzszej od
wartosci krytycznej, wynoszacej zwykle od kilkunastu do 30°C (80, 102).
Wysokos$¢ tej temperatury, podobnie jak dtugos¢ fazy latencji, jest cha-
rakterystyczng cechg uzytych do badan komoérek (10).

Badania kinetyczne aktywacji cyklazy adenylowej preparatow bion
komplikuje jej labilnos¢. Jednoczes$nie cyklaza zaktywowana przez cho-
leragen staje sie bardziej stabilna (8, 79, 103). Stad maksymalne koricowe
aktywnos$ci zalezaty od ilosci uzytego choleragenu (103, 104). Odnoszac
pomiary do poczatkowej szybkosci aktywacji wykazano, ze w ponad
200-krotnym zakresie stezen byta ona proporcjonalna do ilosci cholera-
genu (8, 103).

W uktadach bezkomoérkowych wzrost aktywnosci cyklazy nastepuje
z nieznacznym opo6znieniem po dodaniu choleragenu (54, 79, 99, 103—
105). Jedynie Sahyoun i Cuatracasas (51) obserwowali faze
latencji. Szybko$¢ aktywacji cyklazy przez choleragen rosta piynnie
wraz z temperaturg od 0°C do 37°C (103).

Poréwnujac przebieg aktywacji cyklazy w preparatach bton i catych
komorkach watroby zaobserwowano, ze wigzanie choleragenu z biona-
mi (podrozdziat 111—3) i aktywacja cyklazy w uktadach bezkomorko-
wych przebiegajg szybko (99). Faze latencji i temperature Kkrytyczng
mozna zatem odnie$¢ do drugiego etapu dziatania toksyny: oddziatywan
miedzy czasteczkg choleragenu a btong komdrkowa, umozliwiajgcych kon-
takt peptydu Aj z cyklazg adenylows.

Na oddziatywania te prawdopodobnie wptywa stan, m.in. ptynnosci
btony komorkowej. Zwiegkszajac ptynno$¢ btony mozna skrécié faze la-
tencji (96). Sinensky i wsp. (106) sg jednak zdania, ze faza latencji
w dziataniu choleragenu nie ma zwigzku z ptynnoscig btony.

111—2.1. Gangliozydy jako receptory choleragenu

Interakcje toksyny Vibrio cholerae z komérkami rozpoczynaja sie od
rozpoznawania i wigzania czgsteczek choleragenu z receptorami btony
komorkowej. Van Heyningen i wsp. (107) przedstawili pierwsze
dane wskazujgce na udziat gangliozydow w mechanizmie dziatania cho-
leragenu. Spostrzezenia te zostaty potwierdzone i rozwiniete przez wielu
autorow (108—112). Okazato sie, ze receptorem toksyny jest gangliozyd,
okreslany w nomenklaturze wg Svennerholma (113) jako GM
Whniosek ten wynika z wielu obserwacji:
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1. Gangliozyd GM reaguje bezposrednio z choleragenem: GM hamuje
wigzanie choleragenu z btonami komdérkowymi (114, 115) i jego aktywnos¢
biologiczng (79, 108—111, 116—120). Gangliozyd ten dziata w bardzo nis-
kich stezeniach (116, 121)., precypitujac z choleragenem w zelu (116), a po
sprzegnieciu z sefarozg (20), polistyrenem (109) lub, jako nierozpuszczalny
kompleks z cerebrozydami (112), wychwytuje choleragen z roztworéw.
Choleragen zmienia przepuszczalno$¢ bton liposoméw zawierajgcych gan-
gliozyd GM (49, 122—124), a w odpowiednich warunkach — dziatajgc jak
lektyna — powoduje ich aglutynacje (125, 126). Gangliozyd GM faczac sie
z choleragenem powoduje zmiany konformacji jego czasteczki (50, 61).

2. 1los¢ miejsc wigzacych choleragen w komérkach i tkankach skore-
lowana jest z zawartoscig gangliozydu GM: Cuatrecasas (108) za-
obserwowat, ze egzogenne gangliozydy inkubowane z komdrkami staja
sie integralnymi sktadnikami bton plazmatycznych. Wbudowaniu ganglio-
zydu GM do bton komérek towarzyszy pojawienie sie nowych miejsc wig-
zacych choleragen o takim samym powinowactwie jak jego natywne re-
ceptory (127). llo$¢ gangliozydu GM w komorkach mozna zwiekszy¢ trak-
tujgc je neuraminidazg. W wiekszosci przypadkéw (110, 114, 128), chociaz
nie zawsze (127), neuraminidaza powodowata zwiekszenie ilosSci wigza-
nego przez komérki choleragenu i wzrost jego efektow biologicznych
(129, 130). Zwiekszeniu zawartosci gangliozydu GM w komdrkach ho-
dowanych w $rodowisku z dodatkiem maslanu towarzyszy wzrost ilosci
miejsc wigzacych choleragen (131).

3. Choleragen #3czac sie z btong komorkowa ostania gangliozyd GM.
Terminalng galaktoze i kwas sialowy gangliozydu GM mozna utleni¢ przy
pomocy oksydazy galaktozy (132—134) lub nadjodanu (135), a nastepnie
poprzez redukcje borotrytkiem wprowadzac izotop (8H) do czasteczki. In-
kubacja bton komérkowych z choleragenem powoduje znaczng redukcje
pbzniejszego znakowania gangliozydu GM nie zmniejszajac iloSci trytu
wprowadzanego do innych zwigzkéw (61, 136).

4. Egzogenny gangliozyd Gm po wbudowaniu do bton komoérek pozba-
wionych receptoréw toksyny umozliwia aktywacje cyklazy adenylowej.

W badaniach nad receptorami choleragenu zastosowano tez stransfor-
mowane fibroblasty myszy pozbawione, w wyniku utraty dwu glikozylo-
transferaz, gangliozydu GM (94, 137, 138). Wbudowanie egzogennego gan-
gliozydu GM do bton komoérek umozliwiato aktywacje cyklazy adenylowej
przez choleragen. Inne gangliozydy po przytaczeniu do bion reagowaty
z choleragenem przynajmniej 50 do 1000 razy mniej efektywnie niz gan-
gliozyd GM.

5 Modyfikacje czasteczki choleragenu zmniejszajgce jego powinowac-
two do gangliozydu GM zmniejszajg w tym samym stopniu jego wigzanie
z btonami komérkowymi (139).

Mozna zatem sadzi¢ na podstawie przedstawionych obserwacji, ze
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w badanych komorkach i tkankach gangliozyd GM jest receptorem cho-
leragenu.

Komorki tluszczowe szczura zawierajg bardzo niskie, niewykrywa.ne
metodami chemicznymi ilosci gangliozydu GM (140). Stosujgc odpowiednie
metody udato sie jednak wykaza¢, ze gangliozyd ten wystepuje w btonach
komérek ttuszczowych i wigze sie z choleragenem (141).

Przedstawione obserwacje nie wykluczaja jednak mozliwosci wystepo-
wania innych zwigzkdéw wiazacych choleragen. Ostatnio Kim i wsp.
(142) wyizolowali glikoproteid, ktéry reagowat z choleragenem.

Role gangliozydu GM jako receptora choleragenu kwestionowano w
przypadku nowotworowej linii komoérek nadnercza (118). Komdérki te od-
powiadajg syntezag steroidow na bardzo niskie stezenia choleragenu (143)
i s przez to cennym ale i trudnym obiektem doswiadczalnym.

I111—2.2. Rola reszty oligosacharydowej i lipidowej gangliozydu Gmi w reakcji
z choleragenem

Gangliozydy, podobnie jak inne glikosfingolipidy, zbudowane sg z tan-
cucha cukrowcowego potgczonego 0O-glikozydowo z ceramidem (6, 14, 15,
111, 144). W komorkach gangliozydy wystepujg na granicy miedzy S$ro-
dowiskiem zewnetrznym a blong komdrkowg; reszty ceramidu znajdujg
sie w zewnetrznej warstwie lipidéw btony a ich fancuchy cukrowcowe
wystajg na zewnatrz. Stad bezposrednio dostepnym dla choleragenu frag-
mentem gangliozydu GM jest reszta oligosacharydowa. Z wielu posred-
nich i bezposrednich (31, 120, 121, 126, 145) obserwacji wynika, ze frag-
mentem receptora btony komdérkowej, ktdry choleragen rozpoznaje i z kt6-
rym sie wigze jest tafncuch oligosacharydowy gangliozydu GM. Nie wia-
domo jednak jaki jest udziat elementéw struktury oligosacharydu GM
w jego reakcji z toksyng Vibrio cholerae. Mozna przypuszczaé, ze we-
wnetrzna czasteczka glukozy ma niewielkie znaczenie (120). Poniewaz
zewnetrzna galaktoza i kwas sialowy, ostaniane sg przez choleragen przed
czynnikami zewnetrznymi (36, 61), biorg prawdopodobnie bezposredni
udziat w wigzaniu tej toksyny. Gangliozyd GM i otrzymane z niego oligo-
sacharydy zawierajgce kwas N-acetylo i N-glikolylo neuraminowy reago-
waty z choleragenem (141, 146, 147). Trudna do zinterpretowania jest
obserwacja Cuatrecasasa: gangliozyd GM potgczony z sefarozg po-
przez czasteczke kwasu sialowego zachowywat zdolno$¢ wigzania cho-
leragenu (20).

Rola reszty lipidowej gangliozydu GM w mechanizmie dziatania cho-
leragenu nie zostalta dotychczas wyjasniona. Badano wptyw modyfika-
cji lub nawet usuniecia ceramidu na reakcje gangliozydu i jego pochod-
nych z choleragenem in vitro (117, 120, 121, 145). Z doswiadczen tych
wynika, ze reszta lipidowa gangliozydu GM warunkuje powstawanie
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mniej lub bardziej trwatych miceli, ktére wigzac choleragen z roztwo-
rbw moga neutralizowac jego toksycznosc.

Ceramid jest hydrofobowym, zanurzonym w btonie skiladnikiem cza-
steczki gangliozydow (6, 14, 15, 108, 111, 144). Mozna przypuszczaé, ze
budowa ceramidu wptywa na ruchliwo$é gangliozydéw w plaszczyznie
btony, ich ekspozycje poza tg ptaszczyzne, oddziatywania z innymi lipi-
dami i biatkami btony a w konsekwencji na mozliwo$¢ reagowania ze
sktadnikami $rodowiska komorki (108, 148). Jezeli gangliozydy biorg
udziat w przekazywaniu informacji biologicznej przez biony (14), to
mozna przypuszcza¢, ze funkcje te wynikajg z budowy zaréwno ich
czesci oligosacharydowej (rozpoznawanie bodzcéw) jak i ceramidu.

Fishman i wsp. (146, 147) zaobserwowali, ze zastgpienie reszty
kwasu ttuszczowego kwasem octowym w czasteczce ceramidu wplywa
na funkcje gangliozydu GM jako receptora choleragenu. W niekt6rych
przypadkach modyfikowany GM po wbudowaniu do komorek funkcjo-
nowat ,sprawniej” niz natywny gangliozyd.

111—3. Wigzanie choleragenu z btonami komoérkowymi i zapasowe receptory

Wprowadzenie wysokoznakowanych radioaktywnym jodem IR pre-
paratow choleragenu umozliwito badanie kinetyki jego wigzania z blo-
nami komdrkowymi (114). Reakcja ta w poréwnaniu z diugoscig fazy
latencji przebiega szybko. W 4°C trwa ona kilkanascie minut, a w 24°C
jest zékonczona po kilku minutach (37, 114, 127). Btony komdérkowe wig-
za choleragen w spos6b ,specyficzny”. Miejsca wigzace ulegajg wysy-
ceniu a reakcja wigzania ma charakter odwracalny (84, 98, 114, 149,
150). Odwracalno$¢ wigzania mozna zaobserwowac stosunkowo Kkrotko,
juz po 5—10 minutach cze$¢ przytgczonego do bton choleragenu zostaje
»Lutrwalona” i nie mozna go wymieni¢ nadmiarem nieznakowanego
zwiazku (98, 139). Sugerowano, ze jedynie choleragen zwigzany w sposéb
»nieodwracalny” moze aktywowac cyklaze adenylowag (2, 139).

Komaérki wiagza rozne ilosci choleragenu, od kilkudziesieciu do kilku-
set czasteczek w przypadku erytrocytow cziowieka (114), tymocytéw
szczura (151) i erytrocytow golebia (101) az do kilku milionéw w przypad-
ku fibroblastow (92, 95). Pomimo réznic ilosciowych miejsca wigzace cho-
leragen réznych komorek charakteryzujg sie podobnym, dos¢ wysokim
powinowactwem o statej KD okolo 10~9. Niektére obserwacje nie po-
twierdzaja jednak tej prawidtowosci (152).

Efekty biologiczne wynikajace ze wzrostu stezenia cCAMP w komérkach
moga by¢ wywotane bardzo niewielkimi ilosciami choleragenu. Do zaha-
mowania syntezy DNA w limfocytach (149) i stymulacji syntezy steroidéw
(119, 143) wystarczaly stezenia tego biatka, przy ktérych na jedng komér-
ke przypadato kilka czasteczek choleragenu. Wzrost aktywnosci cyklazy
adenylowej — podstawy obserwowanych zjawisk — powodowaty takze

6 Postepy Biochemii
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niewielkie ilosci choleragenu (79, 153). W krancowych przypadkach ko-
morki moga wigza¢ nawet 100 000 razy wiecej choleragenu niz wynosi
~efektywne minimum?”. Okazato sig, ze dla komérek o duzej ilosci miejsc
wigzacych jedynie okoto 0,5°/0 choleragenu zostaje przytaczone w sposéb
»~produktywny”, tj. prowadzacy do aktywacji cyklazy (95). Pozostate miej-
sca wigzace sg ,,zapasowymi” receptorami (spare receptors) (10, 95, 101).
Do maksymalnego zaktywowania cyklazy adenylowej komérek rézniacych
sie iloscig miejsc wigzacych nawet 200 razy wystarcza przytagczenie okoto
20 000 czasteczek choleragenu (95). Komorki ttuszczowe szczura zawierajg
podobng ilos¢ miejsc wigzacych, z czego nie wiecej niz 25°/0 to receptory
zapasowe. Dlatego w przypadku tych komérek dos¢ tatwo mozna obser-
wowac efekty blokowania choleragenoidem endogennych receptoréw lub
zwiekszania ich ilosci przez wprowadzenie egzogennego gangliozydu GM
(108, 150). Fibroblasty myszy zawierajace kilka milionéw czasteczek gan-
gliozydu GM na komdrke nie odpowiadajg na tego typu manipulacje (95).

Nie wiadomo, jakie czynniki powoduja, ze tylko niektore czasteczki
choleragenu tacza sie z receptorem — gangliozydem GM — w sposob ,,pro-
duktywny”. By¢ moze, poza przypadkiem, znaczenie posiada mikrosrodo-
wisko btony komorkowej, w ktorym znajduje sie receptor, modulujgc
interakcje miedzy jego czasteczka a btona, umozliwiajgce kontakt pepty-
du Ai z cyklaza adenylowa.

111—4. Interakcje choleragenu z btona komoérkowa

Na podstawie prac wielu autoréw (154—158) mozna sadzi¢, ze cykla-
za adenylowa wystepuje w wewnetrznej warstwie lipidéw btony komar-
kowej. Czasteczki gangliozydu GM bedgce receptorami choleragenu,
znajdujg sie w zewnetrznej warstwie btony, a ich tafcuchy oligosachary-
dowe skierowane sg na zewnatrz komorki (108). Czasteczki choleragenu
faczac sie z receptorami nie majg poczatkowo kontaktu z cyklazg ade-
nylowa.

Ogromna efektywnos$¢ choleragenu utrudnia badanie mechanizmu jego
dziatania. Nie wiadomo, czy kilkadziesigt lub kilkaset czgsteczek cholera-
genu wystarczajgcych do zaktywowania cyklazy adenylowej zachowuje
sie tak samo, jak pozostate kilkanascie lub kilkadziesiat tysiecy, ktérych
interakcje z btong mozna $ledzid.

Stosujagc metody mikroskopowe stwierdzono, ze czasteczki cholerage-
nu rozmieszczone sg poczatkowo rownomiernie na powierzchni biony ko-
maérkowej ale juz po kilkunastu minutach tworza skupienia w kszalcie
tat i pierscieni (115, 128, 139, 149, 159, 160), ktére moga zbliza¢ sie
do siebie formujac czapeczki (160—163).

W przemieszczaniu sie komplekséw choleragenu zwiazanego z btong
uczestniczg czasteczki gangliozydu GM i to zaréwno endogennego, jak
i ,egzogennego”, po wbudowaniu do blony komoérkowej (161, 162). Po
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pewnym czasie choleragen mozna wykré takze wewngatrz komarki, zamk-
niety w pecherzykach pinocytotycznych i innych strukturach btonowych
(115, 164, 165), do ktérych dostaje sie w wyniku endocytozy.

Choleragen utrzymuje sie na powierzchni komoérek diuzej, niz mozna
by oczekiwaé przy intensywnie przebiegajacej endocytozie (165). By¢
moze fragmenty bton zawierajgce kompleksy czasteczek gangliozydu GM,
potaczonych z choleragenem nie ulegajg w lizosomach degradacji, ale wy-
korzystywane sg do odtwarzania btony komérkowej (165). Tego typu zja-
wisko opisano takze w przypadku innych receptoréw (166).

W przedstawionych badaniach nad endocytoza choleragenu nie mozna
byto $ledzi¢ zachowania sie podjednostki A — aktywatora cyklazy ade-
nylowej. Zdaniem Cuatrecasasa i wsp. (9, 10, 92, 160) ruch kom-
pleksébw receptoréw potagczonych z choleragenem jest waznym zjawis-
kiem, umozliwiajagcym wnikniecie podjednostki A do warstwy lipidow
btony komdrkowej. Czynniki ograniczajgce ten ruch hamujg dziatanie
choleragenu (92, 160). Przemieszczanie sie komplekséw receptoréw z cho-
leragenem w plaszczyznie btony nie wystarcza jednak do zaktywowania
cyklazy adenylowej. Opisane zjawiska obserwowano stosujac zaréwno
aktywny choleragen jak i nieaktywny choleragenoid. Czasteczki chole-
ragenu wigzac sie z receptorami wedrujg nie tylko w ptaszczyznie, ale
takze ulegajag przemieszczeniu w gigb btony komorkowej (128), co byé
moze utatwia kontakt podjednostki A z cyklaza adenylowa.

Préby znalezienia wolnego choleragenu (podjednostki A) wewnatrz ko-
morki nie daly jednoznacznej odpowiedzi (80, 139). Posrednio jednak, na
podstawie wynikéw hamowania aktywacji cyklazy w ukfadach bezkomor-
kowych przez przeciwciata reagujagce z choleragenem mozna przypusz-
czaé, ze podjednostka A wnika do wnetrza komorki (79). Do podobnego
wniosku skianiajg takze obserwacje Farf ela i wsp. (167).

111—5. Stechiometryczny model dziatania choleragenu

Model ten zaproponowali Cuatrecasas i wsp. opierajagc sie na
wynikach witasnych prac (9, 10, 80, 84, 92, 94, 160), jako szczegdlny przy-
padek przekazywania bodzcow biologicznych przez btony przy pomocy
»,ruchomych receptoréw” (168—170). Zatozono nastepujaca kolejnos¢ zda-
rzeh: choleragen rozpoznaje miejsca wigzace btony komorkowej faczac
sie poczatkowo z jedna, a nastepnie w wyniku ruchu receptorow w blo-
nie z kilkoma czgsteczkami gangliozydu GM- W ten sposdb choleragen
zostaje umieszczony bezposrednio na powierzchni komérki i Scisle z nig
zwigzany. Jednoczes$nie wigzanie z receptorami powoduje zmiany kon-
formacji podjednostek B i calej czasteczki choleragenu utatwiajgc uwol-
nienie podjednostki A i jej wbudowanie do btony komérkowej. Podjed-
nostka A majgca wiasciwosci hydrofobowe (49—51) staje sie integralnym
biatkiem btony i ,ptywajac” w podwojnej warstwie lipidow moze bez-
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posrednio oddziatywaé na cyklaze adenylowg (51, 92, 160). Przytacze-
nie podjednostki A do cyklazy powoduje wzrost aktywnosci i charak-
terystyczne zmiany wiasciwosci tego enzymu (9, 51, 92). Czasteczka cho-
leragenu aktywuje jedng czasteczke cyklazy adenylowej. Miejscem opi-
sanych zdarzehA jest poczatkowo powierzchnia a nastepnie wnetrze bto-
ny komdrkowej.

I11—6. Czynniki niezbedne do aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen

Do zaktywowania cyklazy adenylowej komdérek majacych receptory
choleragenu, wystarcza dodanie niewielkiej jego ilosci do $rodowiska, w
odpowiedniej temperaturze.

W uktadach bezkomorkowych receptory i wigzacy sie z nimi fragment
B choleragenu staty sie zbedne (79, 94), okazato sie jednak, ze do akty-
wacji cyklazy przez choleragen konieczna jest obecno$¢ roéznych zwiaz-
kéw. Poznanie wszystkich czynnikéw biorgcych udziat w mechanizmie
dziatania choleragenu w ztozonych uktadach doswiadczalnych jakimi sg
homogenaty i preparaty bton jest trudnym zadaniem.

W chwili obecnej, wydaje sig, ze w procesie aktywacji cyklazy przez
choleragen biorg udziat peptyd A NAD, GDP, a by¢ moze, takze ATP
i biatka cytoplazmy. Peptyd A! aktywuje cyklaze adenylowa bton ré6z-
nych komorek (54, 79, 83, 85, 99, 171), a Wodnar-Filipowicz
i Lai (54) wykazali, ze jest on bardziej efektywny niz choleragen i cata
podje-dnostka A. Prawdopodobnie jest to wiasciwy aktywator cyklazy
(103). Preparat otrzymany po potraktowaniu choleragenu detergentem
i dwutiotreitolem (uwolniony zostaje peptyd AJ (Ryc. 1) powodowat szyb-
szy -wzrost aktywnosci cyklazy niz natywny choleragen. Peptyd Ai dzia-
ta po zredukowaniu mostka dwusiarczkowego tgczacego go z peptydem
A2 natomiast jego dalsze oddysocjowanie od czgsteczki toksyny nie jest
konieczne (46). Obecno$é wolnej grupy SH peptydu Ax nie jest jednak
wymagana do aktywacji cyklazy adenylowej (54). Interesujace, chociaz
trudne do zinterpretowania, sg obserwacje Matuo i wsp.: produkty
proteolizy choleragenu o masie czgsteczkowej okoto 1400 daltondw akty-
wowaty cyklaze bton komérek nowotworu myszy (172).

Udziat NAD w procesie aktywacji cyklazy adenylowej wykryty przez
Gil la (79, 103, 173) potwierdzony zostat przez wielu autoréw (54, 61,
87, 93, 99, 104, 171, 174). W niektdrych przypadkach wplyw NAD zazna-
czyt sie dopiero po potraktowaniu preparatow bton glikohydrolazg (J03,
173). O roli NAD, donora reszty ADP-rybozy bedzie mowa w podrozdziale
11—8.

Nukleotydy guanylowe uczestniczg w procesach regulacji aktywnosci
cyklazy adenylowej (170, 175—184) niezaleznie od toksyny Vibrio chole-
rae. GTP peini w mechanizmie dziatania choleragenu podwojng role. Wy-
daje sie by¢ niezbedny do aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen
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(86, 185—188), a takze do ekspresji aktywnosci zmienionego w tym proce-
sie enzymu (82, 83, 87, 188). Zdaniem Gilla i Meren (187) choleragen
modyfikuje biatka regulatorowe uktadu cyklazy adenylowej, do ktérych
przytaczony jest GTP.

W wielu uktadach doswiadczalnych zaobserwowano, ze ATP stymuluje
aktywacje cyklazy adenylowej przez choleragen (79, 86, 103, 104). W przy-
padku bton komérek watroby zwigzek ten uznano za niezbedny w oma-
wianym procesie (104). Czasami jednak badanie moga utrudnia¢ $ladowe
ilosci GTP. Gili poczatkowo wykryt, ze ATP (a nie GTP) stymulowat
aktywacje cyklazy adenylowej przez choleragen (103). Ostatnio okazato
sie jednak, ze czynnym zwiazkiem jest GTP, a ATP stuzyt jedynie do
jego regeneracji lub ostaniania przed dziataniem hydrolaz (186). Aktywa-
cje cyklazy adenylowej stymulujg takze biatka pozostajagce w supernatan-
cie po odwirowaniu bton komérkowych (103, 185, 186, 188). Obecnos¢ tych
biatek okazata sie w niektorych przypadkach niezbedna dla dziatania cho-
leragenu (186). Niektérzy autorzy do aktywacji cyklazy adenylowej przez
choleragen stosowali jedynie dodatek NAD, jednak uzyte przez nich
stezenia choleragenu lub peptydu Ai byty bardzo wysokie (54, 189). Co
wiecej, w badanym materiale mogly wystepowaé niewielkie ilosci GTP,
ATP i biatek, biorgcych prawdopodobnie udziat w omawianym procesie.

111—7. Enzymatyczny model dziatania choleragenu

Omowione w poprzednich podrozdziatach wyniki badan nad aktywa-
cja cyklazy adenylowej w uktadach bezkomérkowych i udziat w tym pro-
cesie NAD (79, 173), donora ADP-rybozy w reakcjach katalizowanych
przez toksyne dyfterytu i egzotoksyne A Pseudomonas (190—192) staly
sie podstawg do opracowania enzymatycznego modelu dziatania cholera-
genu (8/ 11) (ryc. 2). Cholegan faczy¢ sie ma z receptorami btony komor-
kowej i reaguje z nig w sposéb umozliwiajacy podjednostce A (peptydo-
wi Ai) przenikniecie do wnetrza komérki. Jak juz wspomniano, nie ma
bezposrednich dowodoéw na wystepowanie podjednostek Axw cytoplazmie,
chociaz istniejg obserwacje popierajace takg mozliwos¢ (79, 167). Znajdu-
jac sie po wewnetrznej stronie btony komdrkowej peptyd Ai katalizowatby
reakcje (ADP-rybozylacje biatek regulatorowych uktadu cyklazy), powo-
dujace zmiany witasnosci cyklazy adenylowej. Na korzys$é enzymatycznego
mechanizmu aktywacji cyklazy przez choleragen przemawia jego ogromna
efektywnos$¢. W uktadach bezkomorkowych jedna czasteczka peptydu At
moze aktywowacé kilkaset czasteczek cyklazy (103). Duze znaczenie miato
takze wykrycie reakcji enzymatycznych katalizowanych przez te toksyne.
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I11—8. Choleragen jako enzym

Pierwszy raz witasnosci enzymatyczne choleragenu spostrzegli Mess
i wsp. (193). Wykazali oni, ze choleragen ma aktywno$¢ glikohydrolazy
NAD katalizujgc hydrolize tego zwigzku do ADP-rybozy i amidu kwasu
nikotynowego. W odpowiednich warunkach choleragen dziatat takze jak
ADP-rybozylotransferaza (194—196). Akceptorem przenoszonej ADP-ry-
bozy jest ugrupowanie guanidynowe argininy (194, 195). Nowopowstajgce
wigzanie N-glikozydowe ma konfiguracje a, ulega jednak przeksztalceniu
dajac w stanie rownowagi forme ai”w stosunku 1:1 (195).

Reakcje katalizowane przez choleragen mozna hamowa¢ analogami
NAD i gangliozydami (50), przy czym wpltyw gangliozydéw jest mato
swoisty i wynika prawdopodobnie z interakcji podjednostki A z lipidami
(49, 50).

Aktywnos¢ enzymatyczna choleragenu, podobnie jak zdolno$¢ akty-
wowania cyklazy adenylowej zwigzana jest z peptydem A: (46, 193). Na-
tywny choleragen wymaga zwykte traktowania czynnikami redukujacy-
mi mostki dwusiarczkowe. Podjednostka A zawierajgca peptydy Ai i A2
pofaczone nie tylko mostkiem dwusiarczkowym ale takze — w wyniku za-
hamowania proteaz bakteryjnych — wigzaniem peptydowym, nie ma wias-
nosci enzymatycznych (46). Do dziatania wymaga ona nie tylko obecnoSci
zwigzkéw redukujacych, ale takze potraktowania proteazami.

Przydatnym w badaniach wasnosci enzymatycznych choleragenu oka-
zal sie syntetyczny okoto 1000 razy aktywniejszy od argininy akceptor
ADP-rybozy, jodowana N-guanidynotyramina (IGT) (196). Reakcja prze-
noszenia ADP-rybozy na ten akceptor przebiegaé moze wg schematu:

choleragen + NAD * [NAD-choleragen] + IGT ~ [NAD-choleragen*
IGT] ADP-rybozylo-IGT -f amid kwasu nikotynowego -+ choleragen

Choleragen nie wykazuje powinowactwa, do IGT (196), moze sie natomiast
taczy¢ z NAD najprawdopodobniej za posrednictwem podjednostki A (23).
Przytagczenie NAD do choleragenu indukuje powstanie miejsca wigzacego
IGT (196). Utworzony kompleks enzymu i dwu substratow rozpada sie
uwalniajgc choleragen, amid kwasu nikotynowego i ADP-rybozylo-IGT.
W odpowiednich warunkach mozna wykaza¢ odwracalno$¢ ADP-rybozy-
lacji IGT (196). Wprawdzie coraz wigcej wynikOw potwierdza enzyma-
tyczne wiasciwosci choleragenu (194—196), jednak nie ma w tej sprawie
petnej zgodnosci. Sugerowano nawet, ze obserwowana aktywnos$¢ glikohy-
drolazowa choleragenu jest artefaktem wynikajagcym z nieenzymatycz-
nego rozpadu NAD lub obecnosci innych hydrolaz (197). Oddzielono takze
gtowng aktywnos$¢ glikohydrolazowa bakterii Vibrio cholerae od cholera-
genu (197), co nie wyklucza jednak mozliwosci, ze ma on zdolno$¢ hydro-
lazy NAD. Mozna przypuszczaé, ze gtdwna aktywnos$¢ glikohydrolazowa
bakterii Vibrio cholerae zwigzana jest z biatkiem r6znigcym sie od pod-
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jednostki A choleragenu, jednak zagadnienie to jest dos¢ ztozone i wyma-
ga dalszych badan (198). Przydatnym tu mogtby sie okazaé szczep bakterii
syntetyzujacych wytgcznie choleragenoid (44).

Do wykazania aktywnosci enzymatycznej choleragenu stosowano
zwykle bardzo duze jego ilosci (50, 185, 193—196). Choleragen wykazuje
takze stosunkowo niewielkie powinowactwo (Km= 3,8 mM) wzgledem
NAD (193, 196). By¢ moze czynniki biorgce udziat w aktywacji cyklazy:
GTP, ATP, biatka cytoplazmy, zapewniaja witasciwg choleragenowi efek-
tywnosé.

111—9. ADP-rybozylacja biatek G/F uktadu cyklazy adenylowej

Warunkiem uznania stusznosci enzymatycznego modelu dziatania cho-
leragenu byto nie tylko znalezienie reakcji, ktdre ta toksyna (peptyd Aj)
moze katalizowac, ale réwniez wykazanie, ze prowadzg one do aktywacji
cyklazy adenylowej. Wiadomo, ze przytgczenie ADP-rybozy do biatek po-
woduje zmiany ich wiasnosci (199). Wzrost aktywnosci cyklazy mégtby
by¢ nastepstwem katalizowanej przez choleragen ADP-rybozylacji tego
enzymu (194, 193). Zbadanie tej hipotezy komplikuje ztozony charakter
zarowno uktadu cyklazy adenylowej, jak i zmian jego wiasnosci bedacych
wynikiem dziatania choleragenu.

Uktad cyklazy adenylowej komorek zwierzat, petnigcy w ich btonach
funkcje przekaznika i wzmacniacza bodZcéw biologicznych, tworzg biatko
C o aktywnosci katalitycznej cyklazy, biatka regulatorowe i receptory
(184, 200—207). Nie bez znaczenia sg lipidy btony komoérkowej, tworzace
srodowisko, w ktorym skiadniki uktadu cyklazy na siebie oddziatywuja
(106, 208).

Jak juz wspomniano, choleragen aktywujac cyklaze adenylowg jedno-
cze$nie modyfikuje jej wrazliwo$¢ na nukleotydy guanylowe i fluorki,
a takze hamuje aktywno$¢ swoistej GTP-azy (82, 209). Efekty te moga
by¢ wynikiem ADP-rybozylacji jednego wielofunkcyjnego biatka lub kil-
ku biatek zwigzanych z réznymi wiasnosciami uktadu cyklazy. Mozna
przypuszczaé, ze wzgledu na charakter wprowadzanych przez choleragen
zmian, ze modyfikacji ulega biatko C lub biatka reagujgce z nukleotydami
guanylowymi i fluorkami, nazywane wg Gilmana G/F (210).

Biatka C i G/F mozna rozdzieli¢ poprzez ekstrakcje bion detergenta-
mi, przy czym ponowne ich pofaczenie pozwala na odtwarzanie niektérych
wiasnosci natywnego uktadu cyklazy (201, 202, 210—213). Wystepuja one
takze niezaleznie od siebie w komdrkach wykazujacych defekty uktadu
cyklazy adenylowej (201, 202, 210).

Odtwarzajagc uktad cyklazy z rozdzielonych elementéw otrzymanych
z bton traktowanych choleragenem wykazano, ze zmiany jego wasciwosci
dotycza biatek regulatorowych G/F a nie biatka C (167, 215, 216).

Préby charakterystyki biatek ulegajacych ADP-rybozylacji pod wpty-
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wem choleragenu dostarczyty interesujacych, chociaz niecatkowicie jedno-
znacznych wynikéw. Choleragen moze katalizowa¢ przeniesienie radioak-
tywnej ADP-rybozy z NAD na wiele biatek zwigzanych z btonami ko-
maérkowymi i wystepujacych w cytoplazmie (187, 217). Reakcje te prze-
biegaty réwnoczes$nie z pojawieniem sie zmian wiasnosci cyklazy adeny-
lowej (187, 189, 217), a odwrdceniu ADP-rybozylacji towarzyszyt jej po-
wrot do stanu pierwotnego (187, 189).

Najwiecej uwagi poswiecono biatku bton komoérkowych o masie cza-
steczkowej podobnej do biatek G/F, tj. okoto 42 000 daltonéw. W odpo-
wiednich warunkach jest to gtowny akceptor ADP-rybozy w katalizowa-
nej przez choleragen reakcji (167, 187—189, 216, 217). ADP-rybozyiacje
biatka o masie okoto 42 000 obserwowano we wszystkich badanych przy-
padkach z wyjatkiem bion komoérek nie zawierajgcych biatek G/F (216).
Przypuszcza sie zatem, ze choleragen katalizuje ADP-rybozylacje biatek
regulatorowych G/F uktadu cyklazy adenylowej (167, 187—189, 200, 215—
217).

Porownujgc biatka znakowane radioaktywng ADP-rybozg w bionach
komérek wykazujacych defekty uktadu cyklazy adenylowej znaleziono
przynajmniej dwa specyficzne substraty choleragenu (216). Oprocz biatka
G/F byty to biatka o masie czasteczkowej okoto 52 000 daltonow. Byé moze
biorg one udzial w regulacji, przy udziale nukleotydéw guanylowych,
powinowactwa receptoréw do hormonéw (182, 183, 216). Wiadomo z pra-
cy Lina i wsp. (83), ze choleragen zmniejsza wptyw GTP na reakcje
receptora glukagonu z hormonem.

111—10. Hamowanie aktywnos$ci GTP-azowej uktadu cyklazy adenylowej

Na podstawie hamowania przez choleragen aktywnosci swoistej GTP-
?zy (82, 209, 218) i zmian interakcji uktadu cyklazy z nukleotydami gua-
nylowymi (87, 219), wysunieto hipoteze, ze toksyna aktywuje cyklaze ade-
nylowg stabilizujgc jej aktywng forme (ryc. 3). Bytby to kompleks [C*G/
F]1*GTP utworzony z biatka katalitycznego C potgczonego niekowalencyj-
nie z biatkami regulatorowymi G/F ze zwigzanym GTP (82, 184, 200, 215).
Kompleks ten wykazuje dwie aktywnos$ci enzymatyczne, a mianowicie ka-
talizuje powstawanie cAMP z Mg ATP a takze hydrolize, zwigzanego
z biatkiem G/F, GTP (209, 220, 221). Hydroliza tej czgsteczki GTP do
GDP hamuje synteze eAMP. Powstaty kompleks I[C-G/F]GDP jest nie-
aktywng forma cyklazy adenylowej (82, 184, 200, 209, 215). Prawdopo-
dobnie bodZzce hormonalne powodujg zmiany utatwiajace oddysocjowa-
nie GDP i zastgpienie go przez GTP a w konsekwencji odtworzenie ak-
tywnej formy cyklazy adenylowej (222) (Ryc. 3). Pozornie paradoksal-
ny wzrost aktywnos$ci dezaktywujacej cyklaze GTP-azy obserwowany
pod wptywem hormondéw (220) wynika w rzeczywistosci tylko ze zwiek-
szenia ilosci substratu tj. kompleksu [C*G/F]*GTP (220).
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Choleragen — najprawdopodobniej poprzez ADP-rybozylacje biatek
G/F — powoduje prawie catkowite zahamowanie ,,wewnetrznej” GTP-azy,
nie wptywa natomiast na reakcje zastepowania GDP przez GTP (82, 209).
W ten spos6b prawie wszystkie czasteczki cyklazy adenylowej zostajg
utrwalone w formie [C*G/F]* GTP. Podobny efekt mozna uzyskaé zaste-
pujac GTP przez jego oporny na hydrolize analog GppNHp, stabilizujacy
uktad cyklazy w aktywnej formie [C+G/F]GppNHp (82, 22, 223).

Zmniejszenie podatnosci cyklazy adenylowej na stymulacje przez
fluorki dotyczy zmian (ADP-rybozylacji) wiasnosci biatek G/F (187, 188,
200), nie jest jednak wynikiem hamowania GTP-azy (224). Fluorki sty-
mulujg uktad cyklazy adenylowej bedacy w formie [C*G/F] tj. nie zawie-
rajacy nukleotydéw guanylowych (224).

Wyjasnienie wszystkich efektow dziatania choleragenu wymaga lep-
szej znajomosSci funkcjonowania uktadu cyklazy adenylowej. Doniesiono,
ze aktywng forma cyklazy adenylowej jest by¢ moze biatko C a nie kom-
pleks [C*G/F]*GTP, poniewaz stymulacji ukiadu cyklazy adenylowej
przez hormony towarzyszyto zmiejszenie jego wielkosci (207). Obserwacje
te nie zostaty jednak potwierdzone przez innych autorow (206). Szkoda, ze
w obu pracach nie badano zmian wielkosci uktadu zwigzanych z jego ak-
tywacjg przez choleragen.

Ostatnio wyizolowano z erytrocytow indyka enzym, wykazujgcy po-
dobnie jak choleragen aktywno$¢ NAD-glikohydrolazy i ADP-rybozylo-
transferazy, ktéry w odpowiednich warunkach aktywowat cyklaze adeny-
lowg mdzgu szczura (225, 226).

By¢ moze, modyfikacje cyklazy adenylowej wywolywane przez nieco
egzotyczny czynnik, jakim jest choleragen mieszczg sie w ramach fizjolo-
gicznych mechanizméw regulacji aktywnos$ci tego enzymu.

Konczac polecam uwadze czytelnikéw kilkanascie nowych prac dotyczacych mechanizmu
dziatania choleragenu, ktére ukazaty sie po oddaniu manuskryptu do druku (27—242).

ZAAKCEPTOWANO DO DRUKU 225.1980
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I. Wprowadzenie

Prawdopodobnie nie ma takiej drugiej dziedziny biologii, na ktorej
temat powstatoby tyle réznych teorii, co nauka o starzeniu. Jednakze Zad-
na z nich nie wyjasnia w sposéb wyczerpujacy przyczyn tego zjawiska.
Jedne z nich przyjmuja, ze starzenie sie jest zaprogramowanym wydarze-
niem genetycznym polegajacym na ekspresji swoistych ,genéw starze-
nia” lub wyczerpaniu niezbednych informacji genetycznych (1). Inne za-
ktadaja, ze starzenie sie wynika z nagromadzonych w komérkach w czasie
ich zycia przypadkowych (niezaprogramowanych) uszkodzen. Wedtug
Orgela (2 3), ktory sformutowat hipoteze nazywana ,katastrofg bite-

* Mgr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02—093 Warszawa.
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doéw”, pomyitki zachodzg na wszystkich etapach syntezy biatka i sg przy-
czyng powstawania zmienionych czasteczek biatkowych.

Btedy w enzymach takich jak polimerazy, syntetazy aminoacylo tRNA,
enzymy aktywujgce tRNA pociggajg za sobg synteze biednych makro-
molekut, ktére z kolei powodujg dalszy wzrost ilosci btedow w biatkach.
Prowadzi to do tzw. ,kaskady btedow”, czyli utraty wiernosci syntezy
biatka i w rezultacie koncowym do $mierci komorki.

Il. Wystepowanie i wiasnosci zmienionych enzyméw

Wychodzac z zatozen teorii Orgela probowano okresli¢, czy w starze-
jacych sie organizmach, a takze w komérkach hodowanych in vitro, wy-
kazujgcych morfologiczne objawy starzenia sie, wystepujg ,nienormal-
ne” czasteczki enzymatyczne. Okazato sie, ze wiekszo$¢ z badanych enzy-
moéw wykazuje mniejszg aktywnos$¢ specyficzng *, a niektdre z nich
dodatkowo obnizong stabilno$¢ cieplng, w poréwnaniu z enzymami wy-
stepujacymi w miodych komorkach. Inne ich wiasnosci, jak masa czastecz-
kowa, tadunek elektryczny i zachowanie sie wobec inhibitoréw pozosta-
ja na ogo6t bez zmian. Wystepowanie enzymow o zmniejszonej aktywnosci
specyficznej w tkankach starych zwierzat podaje Tabela 1. Termolabilne
formy maja: aldolaza (7), kinaza fosfoglicerynianowa (11), enolaza (19), lia-
za izocytrynianowa (5, 6) — wystepujgce w tkankach wolnozyjacych nicie-
ni Turbatrix aceti, a takze aldolaza z migsni szkieletowych i serca myszy
(12), dysmutaza nadtlenkowa z watroby szczura (16) oraz dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowa i 6-fosfoglukonianowa diploidalnych ludzkich fi-
broblastéw z p6Zznych pasazy (24). Termolabilng forme dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanowej wykryto takze w fibroblastach ludzkich otrzymanych
od dawcéw z objawami zespotdow przedwczesnego starzenia sie (20—22).
Zmniejszong aktywno$¢ enzymow wyizolowanych ze starych organiz-
mow czy komorek mozna wyjasni¢ w nastepujacy sposob (23):
— ,,Stare” ** enzymy zawierajg zaréwno aktywne jak i czeSciowo nie-
aktywne termolabilne czasteczki (np. liaza izocytrynianowa, 4, 6)
(Ryc. 1A).

— ,Stare” enzymy zawierajg wytacznie tylko czesSciowo aktywne cza-
steczki dwoch rodzajow: termolabilne i mniej termolabilne. O wy-
stepowaniu tego typu czasteczek mozemy sadzi¢ na podstawie ana-

*) Aktywno$¢ enzymu powinna by¢ wyrazona na mg czystego biatka enzymatycz-
nego lub jednostke antysurowicy. Spadek aktywnos$ci enzymu mierzony w homo-
genacie na mg biatka lub jig DNA nie musi wcale $wiadczy¢ o wystepowaniu zmie-
nionych czasteczek enzymu lecz moze by¢ spowodowany zmniejszong iloscig biatka.

**) ,Starymi” enzymami nazywa sie enzymy wystepujace w tkankach starych
organizmoéw lub komdérkach hodowanych in vitro z p6znych pasazy. Odpowiednio
.mtode” enzymy sa to takie, ktére wystepuja w miodych komdérkach i organizmach.
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lizy wykresu stabilnosci cieplnej np. enolazy z nicieni (10) (Ryc.
IB).

— ,Stare” enzymy zawierajg aktywne, jak i catkiem nieaktywne cza-
steczki. Wykres stabilnosci cieplnej takich enzyméw przedstawia
Rycina 1C. W tym przypadku nie stwierdza sie zadnej r6znicy po-
miedzy wiasciwosciami ,,mtodych” i ,starych” enzyméw, gdyz cat-
kowicie nieaktywne czgsteczki wchodzace w skiad tych ostatnich
nie maja zadnego wptywu na stabilno$¢ cieplng (np. kinaza fosfo-
glicerynianowa (11) i aldolaza (8) z nicieni).

A. Liaza B. Enolaza C. Kinaza
izocytrynianowa fosfogliccrynianowa
P |
] 46,0°C 45,0°C
2 100
8
-
% 50
g e
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e
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10 20 30 40 10 20 30 40
Czas (min)
Ryc. 1. Wykresy stabilnosci cieplnej ,mtodych” i ,starych” enzymoéw.
—————————— ,mtody” enzym; ----------- stary” enzym

Dane tyczace liazy izocytrynianowej wg (4,6), enolazy (10), kinazy fosfoglicerynianowej (8).

I1l. Mechanizmy powstawania zmienionych enzymoéw

I11—1. Utrata wiernosci syntezy biatka

Fakt wystepowania w starych tkankach zmienionych enzymoéw jest
bezsporny. Do dzisiaj jednak toczy sie dyskusja nad mechanizmami tych
zmian. Teoria Orgela ma zaréwno wielu przeciwnikow, jak i zwolennikéw.
Holliday i Tarrant (24) opierajac sie na zatozeniach tej teorii, jako
pierwsi wykazali, ze analog uracylu wchodzgcego w skiad RNA, 5-fluoro-
uracyl, wywotuje przyspieszone starzenie sie ludzkich diploidalnych komé-
rek hodowanych in vitro (zmniejszona liczba podwojenn populacji w sto-
sunku do hodowli kontrolnej). Starzenie to jest poprzedzone pojawieniem
sie zmienionych termolabilnych enzymdéw: dehydrogenazy glukozo-6-fos-
foranowej i dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowej, ktdre wystepuja row-
niez w komorkach z p6znych pasazy hodowanych bez 5-fluorouracylu.
Podobny efekt przedwczesnego starzenia sie wywotujg analogi amino-
kwasow. Ditugos¢ zycia dorostych form Drosophila ulegata wyraznemu
skréceniu podczas karmienia ich larw analogami argininy, metioniny, fe-
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nyloalaniny i tryptofanu (25). Rowniez skroceniu ulegata diugos$é zycia
grzyba Podospora anserine hodowanego w obe.cnosei fluorofenyloalaniny
i etioniny podanych w niskim, nietoksycznym stezeniu (26). Zdaniem auto-
rbw wspomnianych eksperymentéw wyniki ich badarh przemawiajg na
korzys¢ teorii Orgela, gdyz btedy zaindukowane w biatkach poprzez wpro-
wadzenie zmian na etapie transkrypcji (5-fluorouracyl), czy tez trans-
lacji (analogi aminokwasowe), powodowaly przedwczesne starzenie. Jed-
nakze dowody te sg posrednie i wiasciwie do dnia dzisiejszego mamy tyl-
ko jeden bezposredni dowod na to, ze nagromadzenie sie btedow w synte-
zie biatka prowadzi do $mierci (27). Mutant Neurospora crassa tzw. Leu-
5, w niskiej temperaturze 20—25°C ros$nie normalnie, podobnie jak szczep
dziki. Natomiast jedli temperatura $rodowiska zostanie podwyzszona do
35°C grzybnia ginie po 3—4 dniach. Wykazano, ze w grzybni Leu-5 wy-
stepuje termolabilna syntetaza leucylo-tRNA, ktéra w podwyzszonej tem-
peraturze zamiast leucyny mylnie aktywuje inne aminokwasy.

Wspomnieé w tym miejscu nalezy réwniez o badaniach Linn’a iin.
(28). Poréwnywali oni wiaczanie niewtasciwych nukleotyddéw do oligonu-
kleotydow katalizowane przez polimeraze DNA izolowang z fibroblastow
ludzkich z wczesnych i péznych pasazy. Liczba btedéw byta kilkakrotnie
wyzsza w przypadku enzymu izolowanego ze starych komorek. Poniewaz
jednak synteza przebiegata z udziatem sztucznego wzorca (template), réz-
nigcego sie od DNA zapewniajgcego normalne funkcjonowanie polimera-
zy, do wynikéw tego eksperymentu nalezy podchodzi¢ bardzo ostroznie.

Jak wspomniano wyzej, nie wszyscy badacze sg zwolennikami teorii
»katastrofy bledéw”. Uwaza sie, ze moze ona dotyczy¢ zjawisk zachodza-
cych w komérkach postmitotycznych. W populacjach komérek zdolnych
do proliferacji, komérki z nagromadzonymi biedami sg prawdopodobnie
usuwane na drodze selekcji (29). Nie stwierdzono np. zmniejszenia catko-
witej ilosci podwojen populacji fibroblastéw ludzkich hodowanych w obec-
nosci fluorofenyloalaniny i etioniny (29). Na niekorzys¢ teorii Orgela prze-
mawiajg rowniez wyniki badan enzyméw wolnozyjacych nicieni (30).
U zwierzat tych badano ilos¢ nieaktywnej aldolazy po jednorazowym po-
daniu kanawaniny i 6-fluorotryptofanu. Okazato sig, ze w organizmach
mitodych zwierzat ,nienormalne” biatka zostajg szybko roztozone i zasta-
pione biatkami prawidtowymi. Poczatkowa wysoka $miertelnos¢ mtodych
zwierzat w populacji wraca do przecietnej charakterystycznej dla zwie-
rzat kontrolnych. Przeprowadzono réwniez badania polegajagce na zaka-
zeniu wirusami diploidalnych ludzkich komérek z ré6znych pasazy, wycho-
dzac z zatozenia, ze funkcjonowanie starych komoérek ma wptyw na two-
rzenie sie czastek wirusa. Nie wykryto jednak réznic ani w ilosci, ani w
cechach wiruséw produkowanych w mitodych i starych komoérkach (31,
32).

Wiadomo rowniez, ze wszelkie zmiany w skfadzie aminokwasowym
biatek pociggajg za sobg zmiany w tadunku elektrycznym. Nie udato sie
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wykry¢ takich zmian w wielu badanych ,starych” enzymach wykazu-
jacych zmniejszonag aktywno$¢ specyficzng, stosujgc takie metody jak
elektroforeza (6, 7, 11, 16, 18), czy tez bardzo czuta metoda jaka jest izo-
elektroogniskowanie -(13, 33).

I1l—2. Posttranslacyjne zmiany enzymoéw

Jako alternatywny mechanizm powstawania zmienionych enzymow
podaje sie coraz czeSciej wystepowanie posttranslacyjnych modyfikacji
biatek. Jedng z lepiej opisanych modyfikacji, ktora moze mie¢ znaczenie
w procesie starzenia sie biatek jest deamidacja reszt asparagilowych i glu-
tamylowych (34—36). In vivo obserwuje sie wystepowanie czterech biatek
deamidowanych nieenzymatycznie. Hemoglobina Providence N  ulega
konwersji do hemoglobiny Providence D poprzez deamidacje pojedynczej
reszty asparagilowej. llo$¢ tej ostatniej ro$nie wraz z wiekiem erytrocy-
téw (36). Aldolaza z mie$nia krolika wystepuje jako tetramer skiladajacy
sie z dwoch podjednostek a i dwoéch fi w miesniach mtodych krolikow
dominuje forma a, a starych @ ktéra powstaje w wyniku deamidacji resz-
ty asparagilowej w biatku a (37). Alfa krystalina (Alfa krystallin) w so-
czewce wotu rozni sie od formy embrionalnej liczbg grup amidowych
(38, 39). w trakcie kilku kolejnych proceséw deamidacji glutaminy i aspa-
raginy w czasteczce cytochromu C szczura, powstajg cztery jego formy
réznigce sie zarédwno konformacja jak i aktywnoscig oksydoredukcyjna
(40, 41).

Rozpatrywano réwniez problem proteolitycznego odszczepiania konco-
wych grup aminokwasow. Starzenie sie w ten sposob dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanowej w ludzkich erytrocytach (42) jest jednakze przypad-
kiem raczej odosobnionym, nie znajdujgcym potwierdzenia w badaniach
pod katem innych enzymow (43, 44).

Ponadto zaréwno deamidacja reszt asparagilowych i glutamylowych
jak i proteoliza koncowych aminokwaséw, a takze inne rodzaje modyfika-
cji jak fosforylacja, acetylacja, adenylacja, glikozyiacja powodujg zmiane
tadunku elektrycznego w biatku. Jak wspomniano wyzej, nie wykryto
r6znic w tadunkach badanych ,miodych” i ,starych” enzymoéw. Jedynie
wiec modyfikacje przez utlenianie grup SH i metioniny, mozna rozpatry-
waé jako przyczyne zmian w ,starych” biatkach, gdyz nie pociaga za
sobg zmian tadunku elektrycznego. Niestety niewiele danych doswiadczal-
nych zgromadzono na ten temat. Do tej pory stwierdzono jedynie wyste-
powanie tej modyfikacji w dysmutazie nadtlenkowej z watroby szczura
(45). Zwiekszona oporno$¢ aldolazy z nicieni (8) na dziatanie podwyzszonej

*) Hemoglobina Providence N stanowi forme zmutowang — w pozycji P 82 za-
miast lizyny jest asparagina, ktora w trakcie deamidacji przechodzi w kwas aspara-
ginowy (hemoglobina Providence D).
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temperatury moze by¢ réwniez rezultatem wewnatrzczasteczkowych po-
taczen powstatych na skutek utleniania grup SH. Badanie ,starej” enola-
zy (46) w celu wykrycia utleniania grup SH nie dato pozytywnych re-
zultatéw.

Mniejszg aktywnos$é ,starych” enzymoéw w poréwnaniu z ,,mtodymi”
prébuje sie takze wyjasni¢ wystepowaniem w ich czasteczkach subtelnych
zmian konformacyjnych, ktére nie majg wptywu na tadunek elektrycz-
ny biatka (23). Zauwazono mianowicie wystepowanie réznic spektralnych
pomiedzy natywng ,starg” i ,mtodg” enolazg z nicieni, ktérych nie obser-
wuje sie w warunkach denaturujgcych biatko (w obecnosci mocznika
i guanidyny) (47). Postuluje sig, ze zmiany konformacyjne mogg zacho-
dzi¢ podczas zwolnionego obrotu biatek w starych organizmach (23), bez
obawy, ze zmienione enzymy zostang szybko zastapione przez biatka pra-
widlowe. Zgodnie z tym zatozeniem biatka bardzo stabilne nie ulegajg
zmianom, inne maja jedng lub wiecej form posrednich, czeSciowo aktyw-
nych, natomiast biatka najmniej stabilne ulega¢ moga denaturacji bez-
posrednio do form nieaktywnych. Np. enolaza z nicieni zawiera trzy
typy czasteczek, co mozna stwierdzi¢ na podstawie krzywej stabilnosci
cieplnej: enolaze ,mitodg”, ,termolabilng starg” i ,mniej termolabilng
starg” (6). ,Stara” aldolaza z nicieni natomiast zawiera normalne jak
i nieaktywne czasteczki (8). Niewiele jest danych doswiadczalnych na te-
mat zwolnienia czasu obrotu biatka w starych organizmach. Wiadomo, ze
okres pottrwania aldolazy z tkanek miodego nicienia z 40 godz. wzrasta
do 200 godz. w tkankach starego (7). Podobny efekt obserwowano takze
w przypadku enolazy z nicieni (48). Jednakze nie znaleziono réznic zwia-
zanych z wiekiem w okresie potrwania mitochondrialnych biatek z réz-
nych tkanek szczura (49) jak rowniez nie wykryto zmian czasu obrotu biat-
ka w watrobie starych szczuréw w poréwnaniu z mtodymi (50).

IV. Uwagi koncowe

Wystepowanie zmienionych enzymoéow w starych organizmach, czy
kulturach tkankowych, jest juz dzisiaj udowodnione. Wiekszo$¢ bada-
nych enzyméw wykazuje spadek aktywnosci specyficznej od 30 do 80°/o
na jednostke antysurowicy lub mg oczyszczonego biatka, jako funkcji
wieku (Tabela 1). Badane enzymy otrzymywano z réznych tkanek zwie-
rzat, ale trzeba zaznaczy¢, ze kilka z przebadanych enzymdéw nie ma nie-
aktywnych form np. aldolaza z mies$ni ludzkich (51), dehydrogenaza glu-
kozo-6-fosforanowa z ludzkiej watroby (52), dekarboksylaza ornitynowa
z watroby szczura (53) oraz izomeraza triozofosforanowa z wolnozyjgcych
nicieni Turbatrix aceti (44).' Przyczyny braku zmian aktywnos$ci moga by¢
nastepujgce:

1) Niektore typy modyfikacji zmieniajg rézne biatka w niejednakowym
stopniu. Na przyktad oksydacja grup SH jest mozliwa w réznych warun-
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Tabela 1
Wystepowanie enzyméw o zmniejszonej aktywnosci specyficznej w tkankach starych zwierzat
Aktywnos$¢ spe-

cyficzna ,starego”
enzymu (w %)

Enzym Zr6dio A
w odniesieniu do
aktywnosci ,,mto-
dego” (100%)

Liaza izocytrynianowa Nicien Turbatrix aceti 30

4, 5, 6)

Aldolaza (7, 8) " 30
Czynnik wydtuzajacy EFj " 75

9)

Enolaza (10) " 58
Kinaza-3-fosfoglicerynianowa 1 50

(1)

Aldolaza A (12, 13) miesnie szkieletowe myszy 65
Aldolaza A (12) serce myszy 63
Aldolaza A (14) erytrocyty z krwi krélika 44
Aldolaza B (15) watroba myszy 50
Dysmutaza nadtlenkowa watroba szczura 43
1 (16, 17) serce szczura 80

moézg szczura 80

i Dehydrogenaza glukozo-6-fosfo- erytrocyty z krwi ludzkiej 25

! ranowa (18)

kach fizjologicznych, ale tylko wtedy gdy grupy te sg wyeksponowane.
Niektore biatka nie majg takich dostepnych grup SH i w tych samych wa-
runkach utleniania mogga pozosta¢ bez zmian.

2) Niektére zmienione biatka nie muszg by¢ tolerowane przez komoérke i sg
szybko degradowane, a w zwigzku z tym trudne do wykrycia. Natomiast
modyfikacje w innych biatkach nie muszg by¢é przyczyng ich szybkiej
degradacji.

3) Czes¢ biatek moze ulegaé modyfikacji do form nie wykazujacych zgod-
nosci immunologicznej w stosunku do przeciwciata otrzymanego dla pra-
widtowego biatka.

4) Jest prawdopodobne, ze niektdre zmienione formy sg eliminowane pod-
Czas 0Czyszczania enzymu.

5) Wystepowanie zmienionych form enzymatycznych jako funkcji wieku
nie musi by¢ wcale zjawiskiem uniwersalnym.

Dziekuje Pani doc. dr hab. Barbarze Grzelakowskiej-Sztabert za cenne uwagi i sugestie pod-
czas przygotowywania niniejszego tekstu.

ZAAKCEPTOWANO DO DRUKU 10.6.1980

S Postepy Biochemii



620 E. SIKORA 8]

PISMIENNICTWO

1. Wright W. E, Hay flick L. (1975), Exp. Cell Res., 96, 113—121.

2 Orgel L. E., (1963), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 49, 517—521.

3. Orgel L. E., (1973), Nature, 243, 441—445.

4 Gershon H., Gershon D., (1970), Nature, 227, 1214—1217.

5. Reiss U, Rothstein M., (1974), Biochem. Biophys. Res. Commun, 61,
1012—1016.

6. Reiss U, Rothstein M. (1975), J. Biol. Chem., 250, 826—830.

7. zeelon P, Gershon H, Gershon D. (1973), Biochemistry, 12, 1743—

1750.

8 Reznick A, Gershon D., (1977), Mech. Ageing Dev. 6, 345—353.

9. Bolla R, Brot N. (1975), Arch. Biochem. Biophys., 169, 227—236.

10. Sharma H. K, Gupta S K, Rothstein M. (1976), Arch. Biochem.
Biophys., 174, 324—332.

11. Gupta S. K, Rothstein M, (1976), Biochim. Biophys. Acta, 445, 632—
644. *

12 Gershon H, Gershon D, (1973), Mech. Ageing Dev., 2, 33—A41.

13. Chetsanga C J., Liskiwskyi M., (1977), Int. J. Biochem., 8, 753—
756.

14 Mennecier F., Dreyfus J. C. (1974), Biochim. Biophys. Acta, 364,
320—326.

15. Gershon H, Gershon D, (1973), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 70, 909—
913.

16. Reiss U, Gershon D, (1976), Biochem. Biophys. Res. Commun., 73,
255—26T.

17. Reiss U, Gershon D., (1976), Eur. J. Biochem., 63, 617—623.

18. Kahn A, Boivin P, Vibert M, Cottreau D, Dreyfus J C,
(1974), Biochimie, 56, 1395—1407.

19. Sharma H. K, Gupta S. K, Rothstein M., (1976), Arch. Biochem.
Biophys., 174, 324—332.

20. Holliday R., Porterfield J, Gibbs D. (1974), Nature, 248, 762—
763.

21, Goldstein S, Singal D., (1974), Nature, 251, 719—721.

22. Goldstein S, Moerman E, (1975), New. England J. Med., 292, 1305—
1309.

23. Rothstein M., (1979), Mech. Ageing Dev., 9, 197—202.

24. Holliday R, Tarrant G. M., (1972), Nature, 238, 26—30.

25. Harrison B. J, Holliday R. (1967), Nature, 213, 990—992.

26. Holliday R., (1969), Nature, 221, 1224—1226.

27. Lewis C. M, Holliday R. (1970), Nature, 228, 877—880.

28. Linn S, Kairis M, Holliday R. (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A,,
73, 2818—2822.

29. Ryan J. M, Duda G, (1974), J. Geront., 29, 616—621.

30. Reznick A Z, Gershon D, (1979), Mech. Ageing Dev., 11, 403—415.

3. Tomkins G, Stanbridge E J, Hay flick L. (1974), Proc. Soc.
Exp. Biol. Med., 146, 385.

32. Pitha J., Stork E, Wimmer E., (1975), Exp. Cell Res., 94, 310—314.

33. Goren P, Reznick A Z, Reiss U, Gershon D, (1977), FEBS
Lett.,, 84, 83—386.

34, Mc Kerrow J. M., (1979), Mech. Ageing Dev., 10, 371—377.



19]

35.
36.
3r1.
38.
39.
40.
41.

42.

43.

45.
46.
47.
48.

49.
50.

51

52.
53.

g*

ENZYMY W STARZEJACYCH SIE KOMORKACH 621

Robinson A B, Rudd C. J., (1974), Current Topics in Cellular Regulation,
8, Academic Press, New York, 247—294.

Charache S, Fox J, Me Curdy P, Kazazian H, Winslon
R., (1977), J. Clin. Invest., 59, 652—658.

Lai C. Y, Chen C,Horecker B. L. (1970), Biochem. Biophys. Res. Com-
mun., 40, 461—468.

Palmer W. G, Papaconstantinou J., (1969), Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S.A., 64, 404—410.

Bloemendal H, Berns A J. M, van der Ouderaa F, De
Jong W. W. W. (1972), Exp. Eye Res., 14, 80—81.

Flatmark T. T. (1966), Acta Chem. Scand., 20, 1487—1496.

Flatmark T. T. (1967), J. Biol. Chem., 242, 2454—2459.

Kahn A, Bertrand O, Cottreau D, Boivin P, Dreyfus J.
C., (1977), Biochem. Biophys. Res. Commun., 77, 65—72.

Gershon H, Gershon D. (1973), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 70, 909—
913.

Gupta S. K, Rothstein M., (1976), Arch. Biochem. Biophys., 174, 333—
338.

Gershon D., (1979), Mech. Ageing Dev., 6, 241—257.

Rothstein M., (1977), Mech. Ageing Dev., 6, 241—257.

Sharma H K, Rothstein M., (1978), Biochemistry, 17, 2869—2875.
Sharma H. K, Prasanna H R, Lane R S, Rothstein M,
(1979), Arch. Biochem. Biophys., 194, 275—282.

Menzies R. A, Gold P. H., (1971), J. Biol. Chem., 246, 2425—2429.
Comoli R. Ferioli M. E, Azzalo S, (1972, Exp. Gerontol., 7,
369—376.

Steinhagen-Thiessen G, Hilz H., (1976), Mech. Ageing Dev., 5,
447—457.

Yagil G, (1976), Exp. Gerontol., 11, 73—78.

Obenrader M., Prouty W. F. (1977), J. Biol. Chem., 252, 2866—2872.



KOMUNIKATY

W dniach 16 do 18 wrzes$nia 1981 r., odbedzie sie we Wroctawiu XVIII Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego. Zjazd jest otwarty dla wszystkich interesujga-
cych sie zagadnieniami biochemicznymi i pokrewnymi, ma stuzy¢ wymianie pogladéw
i doswiadczen, oraz integracji srodowiska naukowego.

Wstepny program Zjazdu przewiduje 4 Sympozja obejmujgce nastepujace za-
gadnienia:

1. Receptory powierzchni komoérek
2. Lektyny
3. Struktura biopolimerow
4. Zmienno$¢ gatunkowa enzymow
5. Doniesienia r6zne — sesja plakatowa
Zgtoszenia nalezy kierowaé na adres Komitetu Organizacyjnego XVIll-go Zjazdu

PTBioch, 50-368 Wroctaw, ul. Chatubinskiego 10, Zaktad Biochemii A.M.
* *

Specjalny Zjazd FEBS na temat funkcji i rédznicowania sie¢ komorek, Grecja —
Ateny, 25-29 kwiecien 1982 r.; informacji na temat Zjazdu udziela Sekretariat Zjazdu:
Special FEBS Meeting,
Nuclear Research Center Demokritos -
Dept. of. Biology, Aghia Paraskevi,
Attikis, Greece -



NOWE W BIOCHEMII

Wykorzystanie genu lacl dla okreslenia specyficznosci mutacji

Od czasu gdy Benz.er (1) wykazat, ze mutacje spontaniczne, jak i indukowa-
ne, nie sg réwnomiernie rozproszone.w genomie bakteriofaga T4, ale w pewnych
miejscach pojawiajg sie ze znacznie wiekszg..czestoliwoscig (hot spots), wiele uwagi
poswiecono wyjasnieniu tego zjawiska, Nieznajomo$¢ sekwencji fragmentu DNA
ulegajgcego mutacji, jak tez sekwencji biatka przez niego kodowanego, ograniczato
wycigganie wnioskow. Wsréd niewielu uktadow stosowanych dla oznaczenia zmian
zachodzacych w genomie, jednymi z tatwiejszych do interpretacji byty uktady opar-
te na badaniach przemian zachodzacych w kodonach terminalnych. | tak na przy-
ktad z prostych poréwnan szyfru kodu genetycznego wynika, ze zmiany typu tran-
zycji par zasad AT ->GC, moga prowadzi¢ do otrzymania z kodonu UAG (amber)
kodonu CAG (glutamina) lub UGG .(tryptofan), a zmiany typu tranzycji GC-+AT
do otrzymania kodonu terminalnego UAA (ochre). Badania te wykazaty, ze istnie-
ja ogromne réznice w czestoSci mutacji tej samej pary zasad wystepujacej w ko-
donie amber, pod wptywem tego samego mutagenu, w zaleznosSci od miejsca wy-
stepowania kodonu amber. Te r6znice przypisywano wplywowi zasad sasiednich
(neighbour effect). Notowanie duzej rozpieto$ci w szybkosci konwersji ré6znych mu-
tantéw ochre do opal (UAA-»-UGA) i vice versa, gdzie obydwie przylegajgce zasady
sg identyczne Swiadczy, ze nie tylko sasiedztwo przylegajacych zasad, ale i inne czyn-
niki z zewnatrz, decydujg o szybko$ci mutacji (2).

Ostatnio Miller i wsp. (3 4) opracowali doskonaty uktad doswiadczalny
dla badania zjawiska ,hot spots”, jak tez i specyficznosci dziatania mutagendw.
Uktad ten obejmuje badanie mutacji postepowych (forward) ktére prowadza do
otrzymania mutantéw amber i ochre w genie lacl E. coli, kodujagcym biatko represora
operonu lac. Gdy Miller rozpoczat swoje badania znany byt sktad i sekwencja amino-
kwaséw biatka represora. Obecnie znany jest sktad i sekwencja nukleotyddéw genu ko-
dujgcego represor laktozy, co pozwala, po ustaleniu miejsca mutacji, na okre$lenie
w spos6b jednoznaczny zmian zachodzacych w sekwencji nukleotydow.

Gen kodujacy biatko represora lac zawiera 73 potencjalne miejsca, ktére po-
przez zmiane jednej pary zasad mogg prowadzi¢ do otrzymania kodonéw terminal-
nych amber lub ochre. Kazda taka zmiana powoduje utrate funkcjonalnego biatka
i w konsekwencji indukcje f5-galaktozydazy. Tranzycje GC do AT mozna $ledzié¢
w 26 miejscach genu lacl, transwersje AT do TA w 19-tu, transwersje AT do CG
w 5-ciu, a GC do CG w 3-ech miejscach. Nie mozna jedynie $ledzi¢ tranzycji AT
do GC, gdyz zmiany tego typu nie prowadza do powstawania z kodonéw sensow-
nych kodonéw amber czy ochre.

W metodzie Millera mozna wyrézni¢ kilka etapéw: 1) oznaczenie czestosci mu-
tacji lacl (poprzez obliczenie powstatych mutantow rosngcych na piytkach z cukrem
nieindukujgcym operonu lac—P-fenylo-D-laktozg), 2) losowe izolowanie z kazdej
ptytki 20—25 kolonii i identyfikacja wsréd nich mutantéw amber i ochre (poprzez
badanie zdolno$ci ich supresji), i 3) zachowanie po jednym mutancie (pierwszym
napotkanym) amber i ochre izolowanych z odrebnych hodowli bakteryjnych, ozna-
czenie pozycji danej mutacji oraz typu zmian zasad (poprzez oznaczenie wzoru su-
presji i krzyzowanie genetyczne ze szczepami delecyjnymi w genie lacl).
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Opracowanie tego uktadu umozliwita bardzo doktadna znajomo$¢ systemu in-
dukcji operonu lac, znajomos$¢ natury szeregu mutantdw i metod ich selekcji, do-
stepnos$¢ roznych mutantdw zawierajagcych znane supresory i otrzymanie wielu mu-
tantow delecyjnych w rejonie lac. Sam proces mutacji badany jest w operonie
umieszczonym nie na chromosomie bakteryjnym, z ktérego operon lac zostat wy-
deletowany, ale na episomie F', co pozwala na dowolne przeniesienie mutacji do
odpowiednich szczepéw bakteryjnych, w celu ustalenia wzoru supresji lub miejsca
mutacji.

Pewng niedogodnoscig uktadu jest jego wielka pracochtonnos¢. Miller, aby ozna-
czy¢ spektrum mutacji, izolowat niekiedy ponad 1000 mutantow amber i ochre. Ale
czesto zadawalajgce wyniki mozna uzyska¢ po izolacji 200—300 mutantéw. Jednak
warto podkres$li¢, ze szereg stosowanych metod zostoto uproszczonych. Krzyzéwki
ze szczepami supresorowymi, czy szczepami zawierajagcymi delecje w lacl odbywajg
sie na ptytkach, technika replikacji. | trzeba przyzna¢, ze mimo swej ztozonosci i wie-
loetapowosci, uktad ten pracuje bezbtednie.

Stosujac ten uktad Coulondre i Miller (4) wykazali po raz pierwszy, ze
pod wptywem promieni UV istotna cze$¢ mutacji nastepuje poprzez zmiane dwdch
kolejnych nukleotydow. Jest to wynik, ktérego powinismy spodziewac sie, gdyz
jest on zgodny z logicznym nastepstwem przyjecia dimeréw pirymidyn za gtéwna
przyczyne mutacji.

Innym zaskakujgcym wynikiem byto stwierdzenie, ze przy otrzymaniu mutacji
amber, miejscem szczegOlnie wyrazliwym (hot spot) na dziatanie 2-aminopuryny jest

sekwencja: z obecnos$cig 5-metylocytozyny (Cm) w miejscu mutacji (5). Nasuneto
to przypuszczenie, ze tranzycja GC AT w tym przypadku, jest wynikiem reakcji
wtdrnej (6), wywotanej wiaczeniem sie 2-aminopuryny naprzeciw 5-metylocytozyny.
Z poréwnania bowiem zdolnosci zasad do tworzenia wigzan komplementarnych wy-
nika, ze grupa aminowa 5-metylocytozyny w parze z 2-aminopuryng (przeciwnie niz
w parze z guaning) pozostaje wolna i dlatego tatwo moze ulega¢ dezaminacji. W efek-
cie dezaminacji powstaje tymina, czyli zachodzi tranzycja GC -> AT.

Istotnie obraz indukcji mutacji amber w rejonie lacl pod wptywem 2-amino-
puryny u mutantéw dcm- (brak enzymu metylujgcego cytozyne w DNA) zmienia sie
drastycznie (Janion, Glickman, w opracowaniu).

Stwierdzono roéwniez, ze pod wptywem N4hydroksycytydyny (silny mutagen
typu analogéw zasad), mimo indukcji mutantow lacl i strr, nie mozna uzyskaé mutan-
téw amber ani ochre (7). Swiadczy to o braku indukcji tranzycji GC AT, i potwier-
dza wyniki wczes$niejszych prac przeprowadzanych w uktadach bakteriofagéw (8, 9)
o specyficznym dziataniu N4-hydroksycytydyny, powodujagcym jednokierunkowg tran-
zycje par zasad AT GC.

Z tych nielicznych, podanych przyktadéw wynika, ze analiza specyficzno$ci mu-
tacji w uktadzie opracowanym przez Millera, stanowi dobre narzedzie badawcze po-
zwalajgce na wglad w skomplikowane uktady zmienno$ci mutacyjnej u bakterii.

C. Janion
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Model struktury miejsc rybosomalnych A i P

Powszechnie uznany schemat procesu translacji zostal zaproponowany przez
Watsona 15 lat temu (1); zaktada on istnienie dwoéch miejsc rybosomalnych:
1 miejsca rybosomalnego ,A”, do ktérego przytagcza sie aminoacylo-tRNA (AA-

tRNA),

2. miejsca peptydylowego ,,P”, w ktérym znajduje sie zsyntetyzowany peptydylo-
tRNA.

Hipotezy o istnieniu innych miejsc aktywnych na rybosomie w trakcie procesu wy-

dtuzania tancucha polipeptydowego (np. tzw. miejsce pre—A lub R) (2, 3) nie zostaly

w petni potwierdzone.

Zasadniczym problemem badawczym dotyczagcym bezposrednio funkcji rybosomu
w procesie translacji jest wyjasnienie struktury miejsc rybosomalnych A i P,
czyli lokalizacja biatek i kwaséw nukleinowych tworzacych te centra aktywne.
Dzieki pracom Willmana (4, Lake’a (5) i Boublika (6) konfiguracja
rybosomu bakteryjnego oraz mapa topograficzna jego biatek jest bliska ostatecznego
rozwigzania. Modele rybosomu prokariotycznego z dwéch pracowni (Wittmana i Bou-
blika) sg w petni zgodne (informacja prywatna od H. G. Wittmana); natomiast model
Lake’a rozni sie od dwoéch poprzednich jedynie ufozeniem mniejszej podjednostki
rybosomalnej w stosunku do wiekszej.

Przystepujac do lokalizacji miejsc A i P konieczne jest przyjecie pewnych wstep-
nych zalozen, a mianowicie:

1. na rybosomie muszg znajdowac si¢ jednoczesnie dwie molekuty AA-tRNA (wzgled-
nie AA-tRNA i peptydylo-tRNA),

2. oba antykodony muszg leze¢ w swym bezposrednim sgsiedztwie,

3. dwie czasteczki aminokwasow (bedace na przeciwnych koricach molekuty transfe-
rowego RNA w stosunku do antykodonu) powinny znajdowa¢ sie wystarczajgco
blisko siebie, aby mogto nastagpi¢ utworzenie wigzania peptydowego.

W pracowni Jamesa Ofenganda dla lokalizacji miejsca przytaczania AA-
tRNA oraz miejsca peptydylowego zastosowano gtéwnie dwie techniki: wigzania krzy-
zowe (ang. crosslinking) oraz immunomikroskopie elektronowa powinowactwa (ang.
afjinity immunoelectron microscopy) (8—11).

Wigzanie krzyzowe jest wytwarzane pomiedzy zmodyfikowana czasteczkg ami-
noacylo-tRNA a biatkami rybosomalnymi w wyniku naswietlania promieniowaniem
nadfioletowym (UV) (ang. photoajiinity labelling). Swiatto wysokoenergetyczne o diu-
gosci fali w przedziale 300—400 nm powoduje utworzenie wigzania kowalentnego
pomiedzy wysoce reaktywng grupag funkcyjng (zazwyczaj syntetyzowang chemicz-
nie) a aktywnym miejscem substratu. Dla tworzenia wigzan krzyzowych sa czesto
stosowane azydki arylowe; w omawianej pracowni wybrano dla tego celu dwa naste-
pujace zwigzki: 2-nitro-4-azydofenyloglicyne (NAG) oraz p-azydofenacyl (APA).
Zwiazki te przylaczajg sie specyficznie do dwoéch rzadkich nukleotydéw wystepuja-
cych w czasteczce tRNA, a mianowicie odpowiednio do 4-tiourydyny (45) i 3-(-amino-
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3-karboksypropylo)-urydyny (acpsU). W przypadku tRNA specyficznego dla fenylo-
alaniny z E. coli te nukleotydy znajdujg sie w pozycjach 8 i 47.

Wykonane zostaty odpowiednie proby kontrolne kwalifikujgce przygotowany
w ten sposéb tRNA do badan nad lokalizacjg miejsc AiP. Stwierdzono, ze zmody-
fikowana w ten spos6b czagsteczka Phe-tRNA nie traci swej aktywnosci biologicz-
nej i jest prawidtowo rozpoznawana przez faktor elongacyjny EF Tu. Reakcja przy-
tagczania do rybosomu zachodzita in vitro zardwno w sposéb enzymatyczny jak i nie-
enzymatyczny w standardowych warunkach, tj. w obecno$ci mRNA i GTP. Miejsca
rybosomalne A iP rozrézniano na podstawie tzw. reakcji puromycynowej. Antybio-
tyk puromycyna ma strukture chemiczng podobng do konca aminoacylowego czga-
steczki AA-tRNA. Po przytaczeniu puromycyny do miejsca A rybosomu nastepuje
utworzenie peptydylopuromycyny. Uwolnienie tego zwiazku z kompleksu ryboso-
malnego, a wiec przerwanie biosyntezy polipeptydu, zachodzi z pominieciem prze-
niesienia go do miejsca P. Funkcjonalno$¢ biologiczng przytagczonych modyfikowa-
nych Phe-tRNA wykazano poprzez tworzenie dwupeptydu. W laboratorium J. Ofen-
ganda wigzanie pomiedzy grupg dwufunkcyjng modyfikowanego Phe-tRNA a biat-
kami rybosomalnymi byto wytwarzane w wyniku naswietlania uktadu reakcyjnego
promieniowaniem UV o diugosci fali w przedziale 300—325 nm, ktére nie powoduje
zniszczenia subtelnej struktury rybosomu. Wykluczona zostata mozliwo$¢ tworzenia
wigzania kowalentnego przez inne fragmenty molekuty Phe-tRNA, jak réowniez two-
rzenia potgczenia mostkowego (ang. bridge linkage) poprzez inne biatka, znajdujgce
sie w poblizu, a nie uczestniczagce w tworzeniu miejsc A lub P. Warto zaznaczy¢, ze
zastagpienie GTP przez jego niehydrolizujgcy analog GDPCP (co zapobiega uwalnia-
niu EF Tu z rybosomu) catkowicie blokowato tworzenie wigzania krzyzowego. Dla
wykrywania Phe-tRNA przytgczonego w wyniku reakcji krzyzowej stosowano im-
munomikroskopie elektronowa powinowactwa. Istotg metody jest przytgczenie prze-
ciwciata do czasteczki (np. do Phe-tRNA) celem uwidocznienia jej na elektronogra-
mie. Pewne trudnosci interpretacyjne powoduje wydtuzony ksztatt przeciwciat oraz
wystepowanie kilku miejsc odpowiedzi immunologicznej w badanej czgsteczce.

W wyniku zastosowania opisanych powyzej pokrdtce technik stwierdzono:

— w miejscu rybosomalnym P wystepujg nastepujgce biatka wiekszej podjednostki:

L2, LII, L18 oraz prawdopodobnie L15 i L27,

— natomiast w miejscu A: L27, LII, L18 i L2.

Poniewaz czasteczka AA-tRNA przytagczona do rybosomu jest odporna na tra-
wienie rybonukleazami, nalezy przypuszczaé, iz znajduje sie ona pomiedzy obu pod-
jednostkami rybosomalnymi. Tak wiec w tworzeniu miejsc rybosomalnych A i P
uczestniczag zar6wno mniejsza jak i wigksza podjednostka rybosomalna. Na mniej-
szej podjednostce, w poblizu korica aminokwasowego czasteczki AA-tRNA zidenty-
fikowano biatka S3, S7 i S14 (niewykluczona jest rowniez obecno$¢ biatka S18).
Natomiast w poblizu antykodonu znaleziono: SI, S3, S4, S5, S12, S18 i S21.

Problemem réwnie skomplikowanym jak lokalizacja biatek jest ustalenie, ktdre
kwasy rybonukleinowe biorg udziat w tworzeniu miejsc A iP . Zasadnicza trud-
noscig jest okreslenie specyficznosci oddziatywan, czyli rozr6znienie wigzania utwo-
rzonego pomiedzy antykodonem tRNA a odpowiadajgcym mu kodonem mRNA kom-
pleksu polisomalnego od ew. innych wigzan powstatych niespecyficznie, np. w wy-
niku naswietlania promieniami UV. Wymiar czasteczki tRNA (wynoszacy ok. */j ry-
bosomu) oraz jej wydtuzony ksztatt dodatkowo utrudniajg analize danych. Stwier-
dzono wystepowanie bezposredniego oddziatywania antykodonu z czgsteczka rybo-
somalnego kwasu nukleinowego 16 S RNA. Interakcja ta zachodzi z tzw. fragmen-
tem | czasteczki 16 S RNA, ktéry stanowi ok. V3 czasteczki liczagc od korica 3' i cha-
rakteryzuje sie statg sedymentacji 8 S. Istotnym dowodem bezpos$redniego sasiedztwa
petli (ang. loop) czasteczki 16 S RNA w stosunku do antykodonu peptydylo-tRNA jest
zdolno$¢ tworzenia pier$cienia cyklobutanowego w wyniku naswietlania $wiatlem
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UV. Pierscien cyklobutanu powstaje pomiedzy wysunieta zasadg pirymidynowa petli
16 S RNA a zewnetrzng zasadg antykodonu w stosunku do konca 5'. Interakcje te
uwidoczniono na rycinie 2b. W procesie oddziatywania kodon—antykodon nie stwier-
dzono (poza omoéwionym) uczestnictwa Innego kwasu nukleinowego. Fragment | kwa-
su 16 S RNA jest zasocjowany z biatkami mniejszej podjednostki: S4 oraz prawdo-
podobnie S13 i S17.

Interesujgcym zagadnieniem jest analiza mozliwych wzajemnych potozen wzgle-
dem siebie dwdch czasteczek AA-tRNA wewnatrz rybosomu. James Ofengand roz-
patruje trzy takie konfiguracje, ktore zostaty schematycznie przedstawione na mo-
delach (rys. 1a, b i c). We wszystkich przypadkach sa spetnione warunki wymienio-
ne we wstepie do niniejszego artykutu (bezpos$rednie sgsiedztwo antykodon6w oraz
aminokwasow na korncu 3'). Jednakze na podstawie przeprowadzonych eksperymen-
tow najbardziej prawdopodobna wydaje sie sytuacja, w ktorej dwie czasteczki AA-
tRNA s3a utozone wzgledem siebie pod katem 45° (Ryc. 1 c). Takie potozenie zostato

aminokwas

Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie na modelach mozliwych potozen dwodch cza-
steczek AA-tRNA (lub AA-tRNA i peptydylo-tRNA) spetniajacych warunek bez-
posredniego sasiedztwa antykodonéw oraz koncéw —CCA czasteczek transferowych
RNA.

a. ptaskie utozenie dwéch molekut AA-tRNA, b. czasteczki AA-tRNA w peini réwnolegte wzgle-
dem siebie, c. czasteczki AA-tRNA pod katem 45°.
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Ryc. 2.

a. Lokalizacja czasteczk AA-tRNA (lub AA-tRNA i peptydylo-tRNA) oraz mRNA w kompleksie
rybosomalnym (miejsce P zostalo zacieniowane), b. schemat interakcji kwaséw nukleinowych:
mRNA, AA-tRNA (lub peptydylo-tRNA) i 16 S RNA w miejscu P.

rébwniez przedstawione na rys. 2 a ilustrujagcym lokalizacje czasteczek aminoacy-
lo-tRNA (lub tez AA-tRNA i peptydylo-tRNA) w kompleksie rybosomalnym.

Rysunek 2 zostat opracowany wg prac J. Ofenganda (8—11). Struktura ry-
bosomu przy kostrukcji tego modelu zostata przyjeta wg Boublika (6), a cza-
steczka tRNA wg Kim’a (7). Na rysunku przedstawiono wzajemne ufozenie czastecz-
ki AA-tRNA w miejscu A wzgledem czasteczki peptydylo-tRNA (lub AA-tRNA)
w miejscu P (obszar zacieniowany) oraz przebieg czasteczki mMRNA pomiedzy pod-
jednostkami rybosomalnymi. Natomiast rycina 2 b przedstawia oddziatywanie czga-
steczki peptydylo-tRNA (lub AA-tRNA) w miejscu P z petlg 16 S RNA. Dla wiekszej
jasnosci obrazu nie naniesiono biatek rybosomalnych uczestniczacych w tworzeniu
miejsc A i P, a szczegbtowo wymienionych w tekscie.

Przedstawiony model strukturalny miejsc rybosomalnych A i P jest w chwili
obecnej jednym z najbardziej kompleksowych uje¢ tego problemu. Autorzy zakta-
dajg, ze w procesie elongacji taficucha polipeptydowego uczestniczy réwniez czastecz-
ka rybosomalnego 16 S RNA, co jest istotnym elementem nowosci.

T. Twardowski, J. Pulikowska
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watpliwosci terminologiczne oraz nowe hasta mozna i nalezy kierowaé¢ na adres koor-
dynatora prac Komisji:

Prof. dr hab. Janina Kwiatkowska-Korczak
Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Chatubiniskiego 10
50-308 Wroctaw
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Miedzynarodowa Konferencja nt. Biological Implications of Protein-
Nucleic Acids interactions, Dymaczewo k/Poznania, 19— 23.V.1980

Od kilkunastu lat intensywnie rozwijajg si¢ w Poznaniu badania nad kwasami
nukleinowymi i biosyntezg biatka. Zagadnienia te znajdujg odzwierciedlenia w orga-
nizowanych przez srodowisko poznanskie konferencjach miedzynarodowych, ktére
objety swg tematyka szeroki wachlarz probleméw (przyktadowo: chemie kwaséw
nukleinowych, a w szczegdlnosci transferowych RNA i ich komponentéw, translacje
naturalnych i syntetycznych mRNA, a ostatnio rowniez biologie molekularng i inzy-
nierie genetyczng) (1). Do serii tego typu sympozjow nalezy rowniez konferencja
nt.: ,Biologiczne implikacje oddziatywan biatko—kwas nukleinowy”, ktérej sponso-
rami byly: Komisja Genetyki i Biologii Molekularnej Oddziatu Poznanskiego PAN,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, oraz Za-
ktad Stereochemii Produktéw Naturalnych Instytutu Chemii Organicznej PAN. Przy-
gotowaniem konferencji i jej bezposrednim zorganizowaniem zajat sie tym razem
zesp6t biochemikéw z Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza pod kierunkiem prof.
J. Augustyniaka.

W sympozjum uczestniczyto ok. 100 polskich naukowcoéw i ok. 70 z Europy
i Ameryki Ptri. Wygtoszonych zostato ok. 60 referatow plenarnych, przedstawiono 80
komunikatéw naukowych (w formie plakatowej) oraz odbyto dwie dyskusje plenarne.

Obszerng problematyke zjazdu mozemy podzieli¢ na cztery zasadnicze tematy:
1) struktura rybosomow,

2) ekspresja genu,
3) mechanizm procesu translacji,
4) interakcje kwaséw nukleinowych z peptydami i biatkami.

Wiele spos$réd analizowanych zagadnien wywotywato bardzo ozywiong dyskusje.
Niewatpliwie jednym z takich probleméw byta struktura rybosomu. Profesor A. Spi-
rin (Akademia Nauk, ZSRR) przedstawit interesujgcg koncepcje modelu struktury
mniejszej podjednostki rybosomu prokariotycznego, ktérej podstawowym zatozeniem
jest globularno$¢ biatek rybosomalnych. Budowa rybosomu (w szczeg6lnosci bakte-
ryjnego) byta réwniez dyskutowana przez prof. H. Wittmanna (Instytut Maxa-Planc-
ka, Berlin Zachodni), ktéry przedstawit ogdlne uwagi dotyczace metod badawczych
stosowanych w tej problematyce. Profesor H. Wittmann poprowadzit rowniez dys-
kusje nt. ewolucji aparatu translacyjnego na przykitadzie zrdéznicowania rybosomow
eukariotycznych i prokariotycznych. Zagadnieniem szeroko dyskutowanym byta tak-
ze budowa rybosoméw i tRNA z organelli komoérkowych. Struktura transferowych
RNA z mitochondriéw i chloroplastéw oraz organizacja genomu organellowego zo-
stata szczegétowo przedstawiona przez wielu znakomitych specjalistow (J. H. Weil,
B. Parthier, H. Kossel i in.).

Model miejsc funkcjonalnych bakteryjnego czynnika elongacyjnego EFTu na
podstawie eksperymentéw z zastosowaniem specyficznych inhibitoréw oraz techniki
znakowania na zasadzie powinowactwa przedstawit dr J. Jonak (Czechostowacka
Akademia Nauk, Praga). Natomiast dr B. F. C. Clark (Uniwersytet Aarhus, Dania)
zaprezentowal strukture |I-rzedowag oraz trojwymiarowy model czynnika EFTu
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z E. coli na podstawie analizy rentgenograficznej. Dyskutowany byt schemat od-
dziatywan czasteczki EFTu z tRNA oraz GTP i GDP. Godnym zuwazenia jest fakt
duzej zgodnosci wynikéw otrzymanych zasadniczo odmiennymi technikami badaw-
czymi.

Profesor W. Szybalski (Uniwersytet Wisconsin, USA) (ktéry niedawno otrzymat
godno$¢ doktora honoris causa Uniwersytetu im. M. Skilodowskiej-Curie) oraz inni
prelegenci przedstawili i analizowali szczeg6towo oddziatywania biatko—kwas de-
zoksyrybonukleinowy w procesie transkrypcji.

Polscy naukowcy przedstawili trzy referaty plenarne (prof. P. Szafranski,
M. Wiewidrowski oraz K. L. Wierzchowski) jak rowniez blisko potowe doniesieh
plakatowych.

Odbyta konferencja byta dobrym forum wymiany pogladéw i dyskusji; przed-
stawione zostaty nowe problemy, koncepcje, niejednokrotnie kontrowersyjne i nie
przez wszystkich akceptowane. Jednoczes$nie nalezy podkresli¢ duze znaczenie szko-
leniowe sympozjum dla wszystkich uczestnikéw, a w szczegdlnosci dla licznej grupy
mtodych naukowcéw. Sprawna organizacja obrad w os$rodku wczasowo-wypoczyn-
kowym w poblizu Poznania sprzyjata twoérczej atmosferze. Uczestnicy konferencji
wyjezdzajagc z Dymaczewa zapytywali o termin nastepnego zjazdu.

(1) Poprzednie konferencje:

1974 r. — Kiekrz k. Poznania — ,,Synteza oligonukleotydéw i chemia rzadkich zasad
tRNA”, przewodniczacy komitetu organizacyjnego: prof. M. Wiewidrowski,

1976 r. — Dymczewo k. Poznania — ,Synteza, struktura i chemia tRNA i jego
komponentéw”, przewodniczacy komitetu organizacyjnego: prof. M. Wie-
widrowski,

1977 r. — Btazejewko k. Poznania — ,Translacja naturalnych i syntetycznych poli-
nukleotydéw”, przewodniczacy komitetu organizacyjnego: prof. A. B. Le-
gocki.

T. Twardowski

Konferencja nt. ,,Aktualne Problemy Biofizyki i Biologiczne Funkcje Me-
lanin” Parma, 3—4 marzec, 1980.

W ciggu ostatnich kilku lat wzrosto zainteresowanie chemicznymi i fizycznymi
wiasnosciami naturalnych i syntetycznych melanin. Konferencja ,,Aktualne Proble-
my Biofizyki i Biologiczne Funkcje Melanin” byfa zorganizowana przez Instytut
Fizyki Uniwersytetu w Parmie (dr Pier Raimondo Crippa) oraz Zaktad Chemii Orga-
nicznej Uniwersytetu w Neapolu (dr Guiseppe Prota) we wspo6ipracy z Klinikg Der-
matologiczng Uniwersytetu w Parmie (dr Pulvie Allegra). W konferencji wzieto
udziat okoto 50 os6b z 13 krajow. Mozna wiec sadzi¢, ze wzieli udziat przedstawiciele
prawie wszystkich o$rodkéw naukowych, prowadzacych badania nad melaninami.

Program naukowy zawieral wyktady zaproszonych wyktadowcéw z wybranych
zagadnien oraz dyskusje panelowe. Konferencje podzielono na cztery nastepujace
sesje (potdniowe):

Aktualne poglady na strukture, biosynteze i chemiczne witasno$ci naturalnych
i syntetycznych melanin.

Wolne rodniki i wtasnosci przenoszenia elektronu melanin.

Niezwykte wiasnosci fizyczne melanin i ich mozliwa rola fizjologiczna.

Witasnosci i biologiczne znaczenie poza skoérnych melanin.

Jak wida¢ z powyzszego, tematyka konferencji obejmowata zagadnienia interdys-
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cyplinarne chemii, biofizyki i biologii molekularnej melanin. W pierwszej sesji
zwrdécono szczegblng uwage na analogie i roznice pomiedzy naturalnymi i syntetycz-
nymi melaninami, a takze na melaniny zawierajgce siarke (np. produkty utleniania
5-S-cysteina 1-dopa). Pomiary masy czasteczkowej biopolimerow tej klasy sg nie-
kompletne i czesto kontrowersyjne. W ramach sesji wygtoszono nastepujace wykta-
dy: ,Biochemiczne i chemiczne aspekty pigmentacji melanin”, H. Rorsman (Szwecja),
»,Ostatnie osiggniecia chemii melanogenezy” G. Prota (Wtochy) oraz ,,Analogie i réz-
nice pomiedzy naturalnymi i syntetycznymi melaninami” H. Wyler (Szwajcaria).

W nastepnej sesji szczeg6lnie interesujgce byty wyktady: ,Wykorzystanie wolno-
rodnikowych wtasnoséci melanin do identyfikacji oraz charakterystyki melanin w zto-
zonych uktadach biologicznych” H. M. Swartza (USA) oraz ,Witasciwosci melanin
przenoszenia elektron6éw” I. A. Manon i inni (Kanada).

Trzecig sesje poswiecono niezwyklym wiasnosciom fizycznym melanin. Melaniny
absorbuja bardzo efektywnie promieniowanie podczerwone, widzialne i UV, wykazu-
ja przewodnictwo oraz fotoprzewodnictwo elektryczne. Polimery te charakteryzuje
trwaty paramagnetyzm, ktéry moze by¢ dodatkowo wzmagany przez Swiatto. Mela-
niny uczestniczag w reakcjach utleniania i redukcji, dziatajagc jako przenosnik elek-
tronow. Wygtoszono wyktady: ,Fizyczne wiasnosci melanin: wiedza i perspekty-
wy” J. E. Mc Ginness (USA), ,Zalezne od hydratacji wtasciwosci fizyczne melanin”
M. Bridelli, R. Capelletti, P. R. Crippa (Wtochy), ,,Widmo ultradzwiekéw i pétprze-
wodnictwo amorficznej dwuetyloaminowej melaniny” R. Kono (Japonia), ,,Struktura
i wiasnosci aktywnych centr6w melanin” T. Sarna (Polska) oraz ,Chemiluminescen-
cja i tlen singletowy w foto- i samoutlenianiu melanin” D. Stawinska, J. Stawinski
(Polska). Ponadto w ramach trzeciej sesji podczas dyskusji panelowej przedstawio-
no prace ,Antyutleniajgca aktywno$¢ melanin badana metodami elektro- i foto-che-
miluminescencji” J. Stawinski, D. Stawinska, L. Ciesla (Polska). Podkreslano, ze za-
warto$¢ wody hydratowanej wplywa silnie na witasnosci melanin w stanie statym
(np. absorpcje i dyspersje fali dzwiekowej, przewodnictwo elektryczne i fotoprze-
wodnictwo). Przedyskutowano udziat czasteczek elektronowo-wzbudzonych w pro-
cesach utleniania melanin oraz ewentualne biologiczne konsekwencje tego faktu.

Ostatnia sesja poswiecona byta wiasnosciom i biologicznemu znaczeniu skoér-
nych i poza skérnych melanin. Zwrécono uwage na istotne dla medycyny i farma-
kologii nowo poznane witasciwosci melanin, jak zdolno$¢ nagromadzenia niekto-
rych lekarstw i innych zwiazkéw chemicznych w melaninach i potrzebe uwzgled-
niania tego zjawiska w toksykologii. Uszkodzenie wzroku i stuchu, jako skutek prze-
dtuzonej terapii niektérymi lekarstwami wydaje si¢ by¢ wyjasnione powyzszymi
witasnosciami melanin. Podczas powyzszej sesji wygloszono nastgpujgce referaty:
»Spektroskopowa charakterystyka i oznaczanie melanin pochodzenia syntetycznego
i naturalnego” K. C. Das (USA), ,Fizjologiczna rola zewnetrzno-skérnych melanin”
P. H. Proctor, I. Hilton, I. E. McGinness (USA), ,,Akumulacja lekarstw i innych zwigz-
kéw chemicznych w melaninach” B. Larsson (Szwecja), ,,Melaniny i stuch” L. Littkens
(Szwecja).

Uczestnicy konferencji, ograniczeni do oséb bezposrednio pracujagcych w tema-
tyce melanin mieli okazje do bezposredniej wymiany pogladéw i zaprzyjaznienia sie
na wieczornych spotkaniach towarzyskich. Dodatkowym walorem wzorowo zorgani-
zowanej imprezy byta jej lokalizacja w poblizu najpiekniejszych zabytkéw architek-
tonicznych Parmy.

D. Stawinska



KOMUNIKAT

Zarzad GHowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, na zebraniu w dniu
9 pazdziernika 1980 r., powotat ,komorke interwencyjng”. Jej zadaniem jest poma-
ganie cztonkom Towarzystwa m.in. w sprawach:
1. trudno$ci w kontaktach z jednostkami zaopatrujacymi w aparature i ma-
teriaty;
2. poszukiwania trudno dostepnych odczynnikéw; .
3. trudnosci w uzyskiwaniu delegacji na szkolenia, sympozja i zjazdy.
Zgtoszenia i dalsze propozycje mozna przesyta¢ na adres: Doc. dr hab. Zygmunt
Machoy, Zaktad Chemii Fizjologicznej PAM, Al. Powstancéw WIkp. 72, 70-111 Szcze-
cin, telefon centrali 822-421 i 822-431 wew. 365 lub 174.



RECENZJE

Nitrogen Assimilation of Plants. Proceedings of a Symposium held at Long
Ashton Research Station, University of Bristol, 19— 22 September 1977.

Red. E. J. Hewitt and C. V. Cutting
Aeademic Press, 1979, London, New York and San Francisco, str. 708.

Recenzowana ksigzka ujmuje szeroko problem asymilacji azotu przez rosliny
oraz skutki jej dla Swiata ozywionego jako catoSci. Zawiera ona materiaty z sym-
pozjum, ktére odbyto sie w stacji rolniczej Long Ashton w pazdzierniku 1977 r.
W sympozjum uczestniczyto ok. 140 oséb, w tym 34 specjalistow spoza Anglii. Wy-
gtoszono 25 referatow 20—40 minutowych, przygotowanych na zaproszenie organi-
zatoréw; doniesienia ,wolne” przedstawiono pod postaciag demonstracji plakato-
wych. W monografii te pierwsze wydrukowano in extenso, tgcznie z dyskusja; te
drugie za$ pod postacig 2—10 stronicowych komunikatow.

F. Fowden w wykladzie inauguracyjnym omoéwit kluczowg pozycje azotu w me-
tabolizmie i wzroscie roélin oraz przedstawit ktopoty, jakie ludzko$¢ sama sobie
sprawi, gdyby niezbedne do wyzywienia plony miaty wzrasta¢ wytgcznie na poczet
wzrastajacej produkcji nawozéw azotowych. Pomijajac ktopoty energetyczne i trans-
portowe (na synteze tony nawozdéw azotowych zuzyé nalezy co najmniej 2 tony ropy,
przy czym koszty dystrybucji produktu wraz z rozrzuceniem na pola przekraczajg
koszty produkcji) wspomnieé¢ warto o niebezpieczenstwie rzadko wspominanym
a groznym: N20 powstajacy w wyniku denitryfikacji nawozéw wiaze ozon; gdyby
roczne zuzycie nawozow azotowych ustabilizowato sie¢ na poziomie 200 Mt rocznie, to
ozonowa otoczka wokot Ziemi zmniejszy sie o 20% w ciggu 100 lat!

Szesciu sesjom referatowym odpowiada sze$¢ dziatow w monografii. W rozdziale
I ,Spozytkowywanie azotu atmosferycznego” J. Chatt wykazuje, ze mozna produ-
kowa¢ NH3 w normalnej temperaturze i pod normalnym ci$nieniem drogg komplek-
sowania N2z metalami ziem rzadkich, zwlaszcza molibdenem, niklem i wanadem.
Nastepnie oméwiono genetyke, biochemie i mechanizmy regulujgce aktywnos$¢ nitro-
genazy, tgcznie z naturg asocjacji N2-wigzacych prokariotow z eukariotami. W roz-
dziale Il ,,Wykorzystanie azotu zwigzanego” omodwiono zagadnienia pobierania
i utylizacji NCJ i NO¢" z gleb i pozywek przez ro$liny uprawne. P. J. Goodman
wykazat, ze istniejg duze mozliwosci selekcjonowania odmian, lepiej wykorzystu-
jacych N do produkcji biatka (obecnie ok. 50% nawozdw azotowych traci sig).

W rozdziale Il ,,Regulacja asymilacji azotanéw” omowiono strukture reduktazy
azotanowej i reduktazy azotynowej, molekularng genetyke obu enzyméw oraz me-
chanizmy kontrolujace ich aktywno$¢ (8 referatow i 6 plakatéw). E. J. Hewitt ze
wspotpracownikami przedstawit atrakcyjny model reduktazy azotanowej szpinaku.
D. J. Cove charakteryzuje 14 gen6éw strukturalnych (Swiadomie pomijajac geny re-
gulacyjne), odpowiedzialnych za synteze kompleksu reduktazy azotanowej Aspergil-
lus nidulans.

W rozdziale IV oméwiono mechanizmy wiaczania jonu amonowego do biatek,
specyfike syntezy biatek w ro$linach i ich odktadania w nasionach i organach zapa-

9 Postepy Biochemii
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sowych. Wazne jest stwierdzenie D. D. Daviesa, ze w warunkach stresu nastepuje
gwattowne przyspieszenie zardwno degradacji jak i syntezy biatek w roslinach wyz-
szych. Nastepnie oméwiono powigzania metabolizmu azotowego roélin z metaboliz-
mem zwiazkow C (8 referatow i 4 plakaty). Zwrdcono uwage na udziat fitochromu
w regulacji aktywnosci reduktazy azotanowej (R. Wyn Jones i R. W. Sheard, oraz
J. S. Knypl).

Na koniec w rozdziale ,Efektywno$¢ wykorzystania azotu” przedyskutowano
problemy zwigzane z wydajnosécig produkcji biatka przez rézne modele gospodarstw
rolnych (N. W. Pirie), zwigzek asymilacji'azotu z plonami (R. H. Hageman), konsek-
wencje nieasymilowania azotu przez ro$liny (O. C. Heal) oraz konsekwencje gro-
madzenia azotandw w roslinach (C. L. Walters i R. Walker). N. W. Pirie wykazuje,
ze nauka oferuje realne sposoby rozwigzania probleméw wyzywieniowych, ich reali-
zacja w duzej mierze zalezy od zmiany polityki wobec rolnictwa oraz przetamania
gustéw konsumpcyjnych i zerwania z tradycyjnymi, marnotrawnymi sposobami
gospodarowania. W ostatnim referacie omowiono problem toksycznosci nitrozamin
dla organizmow zwierzecych, tgcznie z metodami zapobiegania ich syntezie i tok-
sykologicznej kontroli produktéw zywnosciowych.

Cato$¢ uzupetnia indeks nazwisk, wykaz uczestnik6w sympozjum oraz wy-
czerpigcy indeks rzeczowy. Academic Press wydat ksigzke na najwyzszym po-
ziomie jakoSciowym i uzytkowym, z troskg o kazdy szczegét. Samo sympozjum za$ —
czego nie ma w monografii — bylo wysmienicie zorganizowane; odbyto sie wiele
spontanicznych i nie protokotowanych dyskusji okragtego stotu, przeciggajacych sie
do péznych godzin nocnych. Kto wie, czy te wtasnie dyskusje nie bedg miaty naj-
wiekszego znaczenia dla kierunkéw dalszych badarn w omawianej dziedzinie. Wia-
zanie azotu przez ro$liny jest drugim obok fotosyntezy najwazniejszym procesem,
warunkujgcym zycie na ziemi. Szkoda, iz badania podstawowe w obu dziedzinach
sg zaniedbane w naszym Kraju.

Monografia przedstawia wiele nowego materiatu faktycznego, budzi sporo
refleksji szczeg6towych i ogo6lniejszych; autorzy i dyskutanci stawiajg istotne pyta-
nia, czekajagce odpowiedzi eksperymentalnej. Pozytywne odpowiedzi na nie oznaczac
beda nie tylko poszerzenie wiedzy, lecz i mozliwo$¢ uporania sie z problemami wy-
zywieniowymi. Juz Leonardo da Vinci stwierdzat byt bowiem: ,Ci, ktérzy lubuja
sie w praktyce bez wiedzy, podobni sg do Zeglarza, co wsiada do todzi bez steru
i busoli i nie ma nigdy pewnosci, dokad ptynie. Praktyka musi by¢ zawsze zbudowa-
na na podstawie dobrej teorii...” (,Pisma wybrane” w tlum. F. Staffa; wydawn.
J. Mortkowicza, Warszawa—Krakéw 1913, t. 2, s. 239). Omawiang monografie moz-
na traktowa¢ jak busole teoretyczng do budowania dobrej praktyki. Rzadko sie
zdarza spotkac dzieto, ktore by w tak zréwnowazony spos6b taczyto problemy teore-
tyczne i praktyczne, z nalezytym wywazeniem proporcji i szczerg troskg o przysztos¢.

J. S. Knypl

Jerzy Kaczkowski
Podstawy biochemii

Wydawnictwa Naukowo-Techniczne, 1979, Warszawa, stron 389, cena 47 zl

Ostatnio na polskim rynku wydawniczym ukazato sie kilka podrecznikéw bio-
chemii, ktore w duzym stopniu uzupetniajg braki istniejgce w tym zakresie.
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Jednym z tych podrecznikéw jest recenzowana praca profesora J. Kgczkowskiego
zatytutowana ,,Podstawy biochemii”. Ksigzka ta, jak stwierdza w przedmowie autor,
przeznaczona jest dla studentdéw akademii rolniczych, a wiec w duzym stopniu opisa-
ne zagadnienia sg ukierunkowane pod katem przydatno$ci ksiazki dla przysztych
inzynierow rolnikéw. Jest to juz széste wydanie (pierwsze ukazato sie w 1968 roku),
0 wiec Swiadczy to o duzym zapotrzebowaniu na tego typu publikacje. W poréwna-
niu z pierwszym wydaniem podrecznik zostat uzupetniony o dwa nowe rozdziaty:
o funkcjach komérki i o energetyce reakcji biochemicznych. Ponadto wiele rozdzia-
téw zostato w sposdb znaczny poszerzonych i uzupetnionych w nowe dane w jakie
w ciggu ostatnich lat wzbogacito sie dynamicznie rozwijajaca sie biochemia.

Na szczeg6lne zainteresowanie zastugujg rozdzialy dotyczace metabolizmu cu-
krowcow i fotosyntezy. Rozdzialy te opisujg doktadnie przebieg syntezy i rozktadu
cukrow prostych, dwucukrow i cukrow ztozonych; opatrzone sg czytelnymi schematami
utatwiajagcymi zrozumienie przedstawionych proceséw. Na uwage zastuguje rozdziat
dotyczacy fotosyntezy zawierajagcy miedzy innymi dobry opis szlaku Hatcha i Slacka,
rzadko dotad pajawiajacy sie w polskich podrecznikach. Ponadto autor starat sie po-
da¢ w sposéb prosty i zrozumialy korelacje pomiedzy poszczeg6lnymi procesami,
badz to przez krotkie podsumowania, badZ przez umieszczenie w tekscie odsytaczy do
odpowiednich podrozdziatéw, co powinno utatwi¢ studentom zrozumienie przedstawia-
nych treSci. Ksigzka zawiera w sumie 15 rozdziatéw i nie sposéb wymieni¢ tu
wszystkie.

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt, ze kazdy rozdziat zakonczony jest spi-
sem literatury zawierajgcym gtdwnie pozycje w jezyku polskim, a wiec dostepne
studentowi. Sa to pozycje w wielu przypadkach pochodzace z ,,Postepéw Biochemii”,
ktéore moga poméc zainteresowanym studentom w pogiebieniu wiedzy.

Ksigzka niestety nie jest wydana na najtadniejszym papierze (w przedstawio-
nym redakcji egzemplarzu sg conajmniej dwa jego gatunki), a korektorzy nie po-
prawili wielu bledow literowych w tekscie.

W sumie ksigzka ta jest godna polecenia studentom akademii rolniczych i stu-
dentom biochemii uniwersytetdéw, a szczeg6lnie jako wstepna pozycja dla podrecz-
nika ,,Biochemia ro$lin” tegoz autora.

M. Balinska

Biophysikalische Aspekte der elementaren Zellfunktionen
pod redakcjag J. Segala

Tom 4, VEB Georg Thieme, 1978, Leipzig, stron 217, cena 39,-M.

W czwartym tomie o aspektach biofizycznych podstawowych funkcji komorek
prof. Segal podobnie jak w poprzednich seriach podaje przyktady tych wynikéw ba-
dan, ktére w spos6b istotny ksztattowaly pojecia omawianych na tamach ksigzki
probleméw. Przedstawienie w spos6b prosty czesto rozbieznych pogladéw dotycza-
cych funkcji komdrek jest tym trudniejsze im bardziej poglady te ulegaly zmianie
w oparciu o nowe fakty stwierdzane w badaniach, w ktdrych zastosowano bardziej
doktadne metody. Podobnie jak poprzednie tomy tej serii wydawniczej ksigzka prze-
znaczona jest dla oséb, ktorym podstawy sa dobrze znane. Zawiera ona bowiem opis
szeregu teorii o funkcji r6znych komdrek przy czym niekiedy sg to teorie dawne za-
stagpione nowymi réwniez niedoskonatymi. Prof. Segal stara sie zwr6ci¢ uwage na
fakty, ktérych zaproponowane teorie czy hipotezy przedstawiajace istote funkcji jej
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fizykochemiczne podstawy, nie ttumaczg lub wrecz sg z tymi podstawami w sprzecz-
nosci. Prof. Segal przedstawia réwniez wiasne poglady nie uwazajgc ich jednak za
ostateczne. Takie ujecie trudnych probleméw biofizycznych powoduje wzrost zain-
teresowania w miare czytania i pobudza do refleksji. Szczegélnie wiele uwagi poswie-
ca omowieniu pobudzenia uwazajac je za podstawowg funkcje kazdego zyjacego sy-
stemu, a nastepnie wigzacemu sie z pobudzeniem zagadnieniu regulacji biochemicz-
nych proceséw i ich patologii. Omawia takze nadal niedoskonate teorie zwigzane
z wykorzystaniem energii procesdw chemicznych na wytworzenie pracy miesni, jak
rowniez zwigzane z tymi procesami inne formy ruchu zywych komorek. Ksigzka za-
wiera wiele ciekawie przedstawionych informacji. Jest to ostatni tom tej serii wydaw-
niczej. Krotka charakterystyka poprzednich toméw zostato podana we wcze$niejszych
tomach ,Postepow Biochemii”.

I. Kakol

Ergebnisse der experimentellen Medizin, Band 29 Theoretische Aspekte
der Wirkstoffforschung
Red. P. Oehme

VEB Verlag Volk und Gesundheit Berlin 1978, str. 173, cena 19,50 M.

Wydawnictwo ciggte (Gesellschaft fur experimentelle Medizin der DDR) To-
warzystwa Medycyny Doswiadczalnej NRD. Tom 29 zawiera artykuty poswiecone
aktualnym informacjom, przegladowi niektorych dziedzin o specjalnie waznym zna-
czeniu dla farmakologii. Szczegdlnie wiele uwagi poswigcono omoéwieniu zaleznosci
pomiedzy strukturg leku a jego dziataniem jak réwniez przedstawiono molekularne
mechanizmy dziatania. Centralnym zagadnieniem wydajg sie by¢ aspekty stereoche-
miczne przy badaniu mechanizmu dziatania leku. Artykuty poswiecone tym pro-
blemom niezwykle doktadnie omawiajg doswiadczenia nad dziataniem niektérych
lekdw, transportem do miejsca dziatania, powigzaniem miedzy budowg zwigzku
i jego dziataniem oraz innymi zagadnieniami, ktérych znajomo$¢ jest wazna za-
rowno dla rozwoju farmakologicznych badan jak tez dla farmakologow, ktérzy po-
szukujg lekéw zapewniajgcych skuteczno$¢ dziatania.

I. Kakol



KRONIKA

Z zycia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Nowi Cztonkowie Honorowi

Walne zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w dniu 12 wrze$nia
1980 roku nadato godno$¢ Cztonka Honorowego
profesor dr Stelli Niemierko
i profesorowi dr Tadeuszowi Korzybskiemu.
Sktadamy im serdeczne gratulacje i zyczenia wielu lat dalszej pracy w dziedzinie, do
ktorej wniesli tak duzy wktad.

Nowi Profesorowie

W IV kwartale 1980 roku tytut profesora otrzymali nastepujacy cztonkowie Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego:
profesor zwyczajny dr hab. Ludmita Basalik-Chabielska
profesor zwyczajny dr hab. Jézef Chmiel
profesor zwyczajny dr hab. Zdzistaw Kleinrok
profesor nadzwyczajny dr hab. Konstancja Raczydska-Bojanowska
Kolegom naszym przekazujemy serdeczne gratulacje i zyczenia dalszej owocnej pracy.

Nagrody im. Wtodzimierza Mozotowskiego

Zarzad PTBioch na walnym zebraniu w dniu 9 pazdziernika 1980 r. przyznat na-
grody im. Witodzimierza Mozotowskiego dla mtodych biochemikéw za najlepsze komu-
nikaty na XVII Zjazd Towarzystwa. Nagrody otrzymali:

Hanna Brzeska z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego

Andrzej Gamian z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN

im. L. Hirszfelda

Matgorzata Jastreboff z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nen-

ckiego

Wojciech Piotr Michalski z Instytutu Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego

Maciej J. Natecz z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego

Jadwiga Pulikowska z Instytutu Chemii Organicznej PAN w Poznaniu

Andrzej Sktadanowski z Zaktadu Biochemii Akademii Medycznej w Gdansku

Zbigniew Szewczuk z Instytutu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego

Pawet Ttomak z Instytutu Fizjologii Akademii Medycznej we Wroctawiu.
Nagrodzonym gratulujemy i zyczymy dalszych dobrych prac.



Nowy Zarzad

Zarzad Gioéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w X kadencji (1980-1983)

ukonstytuowat sie w dniu 9 pazdziernika 1980 r. w sposob nastepujacy:

Prezes: prof. dr Kazimierz Zakrzewski

Wi iceprezes: doc. dr hab. Magdalena Fikus

Sekretarz: dr Barbara Sochanowicz

Z-ca sekretarza: dr hab. Andrzej Gardas

Skarbnik: dr Wirginia Janiszowska

Z-ca skarbnika: dr Piotr Chomczynski

Cztonkowie Zarzadu:
prof. dr Lech Wojtczak — kota specjalistyczne i sekcje
doc. dr hab. Andrzej Leonowicz — zjazdy i sympozja
doc. dr hab. Celina Janion — wydawnictwa
prof. dr Janina Kwiatkowska — bibliografia
dr Henryka Wierzbicka — sprawy cztonkowskie
doc. dr hab. Zygmunt Machoy — dziat interwencji
doc. dr hab. Adam Krawczyk
doc. dr hab. Jerzy Popinigis
dr Bogna Skoczylas
doc. dr hab. Ryszard Wierzbicki

Komisja Rewizyjna:
dr Barbara Czartoryska
prof. dr Leokadia Ktyszejko-Stefanowicz
dr Anna Mazanowska

Sprawy Cztonkowskie

We wrzes$niu roku 1980 Polskie Towarzystwo Biochemiczne miato 12 oddziatdw,
liczyto 1156 cztonkéw, w tym:

w Biatymstoku 39 w Olsztynie 41
w Gdansku 49 w Poznaniu 134
w Katowicach 64 w Szczecinie 43
w Krakowie 79 w Toruniu 22
w Lublinie 68 w Warszawie 380
w todzi 137 we Wroctawiu 100

Nowi Cztonkowie

z Wroctawia: Irena Kamrowska Leszek Purzyc
Anna Marcinkowska Maciej Siewinski
Halina Milnerowicz Wanda Tyran

Elzbieta Prusak
z Warszawy: Hanna E. Osifska

Andrzej Wieraszko
Nowo przyjetych cztonkéw serdecznie witamy w naszym gronie i apelujemy o pro-
pagowanie naszego Towarzystwa ws$réd miodych biochemikéw i biologéw.

Informacje o dyzurach Zarzagdu Towarzystwa

Informujemy, ze biuro Zarzagdu Towarzystwa pracuje w kazdy wtorek od go-
dziny 19 do 21 na ul. Freta 16 w siedzibie Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
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ERRATA

1. Do niniejszego zeszytu dotgczono poprawnie wydrukowang
strone 2-gg z zeszytu 3-go gdzie zamiast ,,zeszyt 3” zostato
wydrukowane ,,zeszyt 2”. Redakcja zwraca sie z prosbg do
Czytelnikdw, aby we wiasnym zakresie byli uprzejmi wy-
mieni¢ zalgczong do niniejszego zeszytu strone na strone
z btednym wydrukiem.

2. W artykule E. Sikory pt. ,,Zmienione enzymy w starzejg-
cych sie komorkach i organizmach” na str. 615 (ryc. 1) zo-
staty zamienione wykres pierwszy z trzecim. Podpisy s3
umieszczone prawidtowo.



Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tres¢ pracy.

Pismiennictwo: w artykule nalezy cytowaé¢ prace oryginalne z ostatnich kilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajace przedstawiona dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac¢ jedynie nazwiska badaczy, ktéorych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnos$ci ich
cytowania w tekécie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
U) np.: [ L

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181— 184.
Cytujac wydawnictwa ksiazkowe podawac¢ nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty 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; ,m [m

Grant J. K., (1S69) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D.,

t. 5, str. 1—58; Academic Press, London.

Zakgczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢c w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w tek$cie, oraz
oznaczy¢ (na go6rze stronicy otdwkiem) nazwisko pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnos$ci ich oméwienia w tekécie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢é wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ 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
ujmujgce wykresy mozna wykonaé¢ linig ciensza niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery sluzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszczaé¢ opiséw stownych, lecz postugiwac¢ sie skrotami. Osie
wykresé6w natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé¢ nastepujgce symbole: O O A « H
Rycine nalezy opatrzy¢é na odwrocie oznaczeniem ,go6ra” i ,do6t” (otbwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegaja sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacja (Copyright). Przed wigczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy zatem uzyskaé
zgode na przedruk lub wykorzystanie danych i przedtozy¢ ja Redakcji. W razie
modyfikowania rycin zaczerpnietych z opublikowanych prac nalezy takze przedtozyc¢
Redakcji do wgladu kopie orginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw, aby zabezpieczyé maszynopisy
lilustracje przed pogieciem.
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