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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artykuły  m onograficzne om awiające 
w ąskie tem aty  oraz artykuły  przeglądowe referujące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk pokrewnych. A rtykuły  pierwszego typu w inny obejmować syntetyczny p rze­
gląd postępu wiedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podstaw ie p iśm ien­
nictw a z kilku  ostatnich lat, a artykuły  drugiego typu jedynie piśm iennictw o z osta t­
niego roku lub dwu lat. K w artaln ik  publikuje także krótkie noty inform ujące o no­
wych i ważniejszych osiągnięciach biochemii. P rzekazanie artykułu  do Redakcji jest 
równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikow a­
na w innym  czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w „Postępach Biochemii”. Autorzy 
artyku łu  odpow iadają za prawidłowość i ścisłość podanych inform acji. A utorów  obo­
wiązuje korek ta autorska. Koszty zm ian tekstu  w korekcie (poza popraw ieniem  
błędów drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się według obow iązują­
cych staw ek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zamówienia 
na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

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

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

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera imiona i na- 
zwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w języku polskim i angielskim , w  których 
p racu ją autorzy, adres pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzym ywać kores­
pondencję, adres pryw atny, telefon miejsca pracy, ty tu ł artykułu  (w języku polskim 
i angielskim), oraz — w praw ym  dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów 
i tabel oraz skrót ty tu łu  (nie więcej niż 25 znaków  drukarskich).

Strona .tytułowa (1) imiona (w pełnym  brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ów), ty tu ł 
pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści w  języku polskim i angiel­
skim , ty tu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrótów  stoso­
wanych w pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a włącznie, tabele, 
spis rycin, wzorów oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin na stronach końcowych-

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

Redakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uwagi na popraw ność językową 
tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułowań, unikanie gw ary laboratory jnej oraz
o niewprow adzanie do tekstu  tworzonych doraźnie skrótów, naw et jeśli niektóre 
z nich byw ają używ ane w  pracach obcojęzycznych.
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Postępy Biochem., 26, 517—558, 1980

HANNA STRZELECKA-GOŁA SZEWSKA *, URSZULA PIWOWAR **

Polimorficzne formy miozyny w komórkach mięśniowych 
i niemięśniowych *

Polymorphism of Myosin in Muscle and Nonmuscle cells
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i n —4. Functional and structural differences between myosin light chains 
III—4.1. The role of „alkali light chains”
III—4.2. The role of „phosphorylatable light chains”

III—5. Structural differences between heavy chains of myosin isolated from various 
types of muscle

IV. Isoenzymes of myosin in single homogeneous muscles 
V. Vertebrate smooth-muscle myosin

VI. Polymorphism of myosin from homogeneous muscles of various vertebrates
VII. Myosin from non-vertebrate muscle

VIII. Myosin in nonmuscle systems

I. Wprowadzenie

Miozyna spełnia w mięśniu podwójną rolę:
— jest białkiem strukturalnym  stanowiącym główny składnik tzw. gru­
bych filamentów, które wraz z filamentami cienkimi, zbudowanymi z ak­
tyny i białek regulujących, tworzą elementy kurczliwe komórki mięśnio­
wej — miofibryle;
— jest enzymem katalizującym hydrolizę ATP; aktywatorem miozyno- 
wej ATPazy jest aktyna, a energia uwalniana w wyniku hydrolizy ATP 
zużywana jest na wytworzenie napięcia lub przesuwanie się filamentów 
grubych i cienkich wzdłuż siebie, co prowadzi do skracania się mięśnia 
podczas skurczu.

Badania ostatnich kilkunastu lat wykazały, że białko o budowie 
i właściwościach podobnych do miozyny mięśniowej występuje również 
we wszystkich badanych dotąd komórkach niemięśniowych. Równoczesna 
obecność aktyny pozwala przypuszczać, że reagowanie miozyny z aktyną 
jest podstawą wszelkiej ruchliwości komórkowej. Zarówno w układach 
niemięśniowych, jak i w niektórych typach mięśni, które nie zawierają 
troponiny — białka regulującego wiążącego Ca2+ — miozyna bierze ponad­
to bezpośredni udział w regulacji skurczu, t.j. regulacji reagowania ze sobą 
filamentów miozynowych i aktynowych w zależności od stężenia wolnych 
jonów Ca2+.

W 1967 r. B a r a n y  (1) zaobserwował, że ATPazowa aktywność akto- 
miozyny, utworzonej z miozyny i aktyny osobno wyizolowanej z różnych 
mięśni szkieletowych kręgowców, zależy od typu mięśnia z którego otrzy­
mano miozynę oraz wykazał ścisłą korelację między szybkością izome- 
trycznego skurczu różnych mięśni a aktywnością ATPazową wyizolo­
wanej z nich miozyny. Badania zmierzające do wyjaśnienia molekularne­
go podłoża różnic w aktywności ATPazowej miozyny z różnych typów 
mięśni i homologicznych mięśni różnych zwierząt — w ostatnich latach 
rozszerzone na miozynę z komórek niemięśniowych — ujawniły ogromną 
różnorodność form tego białka.
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15] PO LIM O RFIZM  M IOZYNY 519

II. Wspólne cechy budowy cząsteczkowej i właściwości miozyny z różnego 
materiału komórkowego

Poza nielicznymi wyjątkami (patrz rozdz. VIII), cząsteczka miozyny 
zbudowana jest z dwóch łańcuchów polipeptydowych o masach cząsteczko­
wych ok. 200 000 — tzw. ciężkich łańcuchów i czterech tzw. lekkich łań­
cuchów o masach cząsteczkowych w granicach od kilkunastu do dwudzie­
stu kilku tysięcy (2—4). Cząsteczka ma kształt pałeczki zakończonej dwie­
ma główkami (5, 6). Jak  pokazano na Ryc. 1, część pałeczkowatą tworzą

"Miejsce „najbardziej” podatne 
na trawienie 

trypsyną trypsyną

Ryc. 1. Schem at budow y cząsteczki miozyny z zaznaczeniem fragm entów  najbardziej 
podatnych na działanie enzymów proteolitycznych.

oba ciężkie łańcuchy, na tym odcinku posiadające strukturę a-heliksu 
i skręcone wokół siebie w superheliks. Każdy z nich przechodzi w jedną 
z dwóch główek o mniej uporządkowanej strukturze drugorzędowej (5), 
gdzie łączy się wiązaniami niekowalencyjnymi z dwoma lekkimi łańcu­
chami (7, 8). Stosując kontrolowane trawienie trypsyną lub chymotryp- 
syną można podzielić cząsteczkę miozyny na dwa fragmenty: tzw. lekką 
meromiozynę (LMM) o masie cząsteczkowej 150 000, będącą fragmentem 
pałeczkowatej części cząsteczki, oraz ciężką meromiozynę (HMM) o masie 
350 000, obejmującą obie główki i krótki odcinek pałeczki (6, 9—12). Dal­
sze trawienie HMM trypsyną lub papainą prowadzi do podzielenia jej czą­
steczki na poszczególne główki, tzw. ,subfragmenty S-l, o masie cząstecz­
kowej ok. 120 000, oraz tzw. subfragment S-2, o masie ok. 60 000, będący 
fragmentem pałeczkowatej części cząsteczki (6, 13). Badania właściwości 
tych fragmentów cząsteczki po ich rozdzieleniu wykazały, że każda głów­
ka miozyny zawiera centrum  enzymatyczne hydrolizy ATP (14—17) oraz 
miejsce wiązania aktyny (17, 18). Ta część cząsteczki, z której w wyniku 
trawienia powstaje LMM, dzięki tendencji do bocznej agregacji w roz­
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520 H. ST R Z E L E C K A -G O Ł A SZ EW SK A , U. PIW OW AR [6]

tworach o .niskiej sile jonowej bierze bezpośredni udział w łączeniu się 
cząsteczek miozyny w filamenty (19). Budowę i powstawanie filamentów 
in vitro oraz ich reagowanie z filamentami aktynowymi podczas skurczu 
omówiono we wcześniejszych artykułach w Postępach Biochemii (20, 
21).

Silnymi aktywatorami katalizowanej przez miozynę hydrolizy ATP 
do ADP i nieorganicznego fosforanu są jony NH4+, K + i Ca2+, których 
maksimum aktywującego działania przypada jednak na stężenia znacznie 
wyższe od fizjologicznych (22—28). Fizjologicznym substratem miozyny 
jest kompleks MgATP, hydrolizowany przez samą miozynę z bardzo nis­
ką szybkością. W obecności jonów Mg2+ ATPaza miozynowa jest jednak 
aktywowana przez aktynę; w warunkach maksymalnej aktywacji szyb­
kość hydrolizy wzrasta około 200-krotnie (29).

III. Funkcjonalne i strukturalne zróżnicowanie miozyny z szybkich i wol­
nych mięśni szkieletowych i mięśnia sercowego kręgowców

III—1. Klasyfikacja włókien mięśniowych

Większość mięśni szkieletowych kręgowców zbudowana jest z komó­
rek, czyli włókien, zróżnicowanych pod względem fizjologicznym, morfo­
logicznym, histochemicznym i funkcjonalnym. Pod względem fizjologicz­
nym rozróżnia się włókna fazowe, z których zbudowana jest większość 
mięśni szkieletowych kręgowców, oraz toniczne, które u ssaków i ptaków 
zachowały się tylko w niektórych specyficznych mięśniach, występują na­
tomiast powszechnie w mięśniach szkieletowych niższych kręgowców (30).

Charakterystyczną cechą włókien fazowych jest to, że do każdego 
z nich dochodzi pojedyncze zakończenie nerwowe i że pojedynczy impuls 
nerwowy wywołuje potencjał czynnościowy, który rozchodzi się szybko 
po całym włóknie powodując odpowiedź skurczową. Do włókien tonicz- 
nych natomiast dochodzą liczne zakończenia nerwowe, a ich odpowiedź 
skurczowa jest wynikiem sumowania się lokalnych potencjałów wytwo­
rzonych w poszczególnych zakończeniach nerwowych. Włókna toniczne 
kurczą się lub wytwarzają napięcie znacznie wolniej niż włókna fazowe 
(31—33).

W zależności od przebiegu pojedynczego skurczu wyróżnia się włókna 
fazowe szybkie i wolne. Histochemiczny test określający aktywność 
ATPazową miozyny w pH 9.4 w obecności jonów Ca8+ pozwolił wykazać 
intensywną reakcję włókien szybkich i słabą wolnych (34). Inne testy 
histochemiczne oraz badania morfologiczne i immunofluorescencyjne 
ujawniły dalsze zróżnicowanie włókien fazowych (35—40). Przyjm ując 
jako kryterium  typ metabolizmu komórkowego, w obrębie włókien fazo­
wych szybkich można wyróżnić co najmniej dwa ich rodzaje:

http://rcin.org.pl



U ) PO LIM ORFIZM  M IOZYNY 521

— włókna o wysokiej aktywności enzymów glikolitycznych, a stosunko­
wo niskiej zawartości mitochondriów i niskiej aktywności enzymów oksy­
dacyjnych; włókna te, określone wg. B a r n a r d a  i w s p ó ł p r a c .  (41) 
nazwą fazowe-szybkie-białe, przystosowane są do krótkotrwałej intensyw­
nej aktywności skurczowej;
— włókna o niższej aktywności enzymów glikolitycznych, a wysokiej 
enzymów oksydacyjnych, bogate w mitochondria; włókna te, określane 
jako fazowe-szybkie-czerwone, są bardziej odporne na zmęczenie niż 
włókna białe.

W systemie klasyfikacji zaproponowanym przez Barnarda i współprac, 
włókna fazowe wolne stanowią trzeci rodzaj, określony nazwą fazowe- 
wolne-pośrednie; charakteryzuje je niska aktywność enzymów glikolitycz­
nych, wysoka zawartość mitochondrów i wysoka aktywność enzymów 
oksydacyjnych, co jest wyrazem ich przystosowania do długotrwałej pracy 
w warunkach tlenowych.

III—2. Właściwości enzymatyczne miozyny izolowanej z mięśni różnego typu

W badaniach biochemicznego zróżnicowania włókien mięśniowych, 
wymagających zazwyczaj dużej ilości materiału, stosowane są mięśnie 
homogenne lub zbudowane w przeważającej mierze z jednego typu włó­
kien, jak — zawierające blisko 100% włókien fazowych szybkich — 
mięśnie psoas (42, 43) i posteriór latissimus dorsi ssaków (44) oraz poste- 
rior latissimus dorsi (40) lub pectoralis major ptaków (32, 45). Najczęściej 
stosowanym modelem mięśnia wolnego jest soleus ssaków, zbudowany w 
80—100% z włókien fazowych wolnych (37, 46—50), lub anterior latissi­
mus dorsi ptaków, zbudowany wyłącznie z włókien wolnych-tonicznych 
(39, 40, 51). Porównując specyficzne aktywności ATPazowe preparatów 
miozyny z mięśni fazowych szybkich i wolnych oraz z mięśni tonicznych 
wolnych uzyskiwano wartości wyższe w przypadku miozyny z mięśni 
szybkich, od 1,5 do 2,5-krotnie w obecności jonów K +, a 2 do 5-krotnie 
w obecności Ca2+ jako aktywatora (Tabela 1). Podobne różnice obserwo­
wano porównując specyficzne aktywności miozyny z mięśni fazowych 
szybkich i wolnych w obecności jonów Mg2+ i aktyny w niskiej sile jo­
nowej (Tabela 2). Nie stwierdzono różnicy w enzymatycznej aktywności 
preparatów z mięśni fazowych-szybkich białych i czerwonych (62). Aktyw­
ność ATPazowa miozyny z mięśnia sercowego jest zbliżona do aktywności 
miozyny z mięśni szkieletowych wolnych. Należy jednak zaznaczyć, że pra­
widłowości te dotyczą jedynie mięśni zwierząt tego samego gatunku. 
Zarówno bowiem szybkości skurczu homologicznych mięśni zwierząt 
różnych gatunków (63, 64), jak i aktywności wyizolowanej z nich mio­
zyny różnią się (1, 59, 65—68) wykazując, z pewnymi wyjątkami, odwrot­
ną proporcjonalność do rozmiarów ciała dorosłych osobników danego ga­
tunku. Jest to wyraz adaptacji do różnej aktywności lokomotorycznej

http://rcin.org.pl



A
kt

yw
no

ść
 

A
TP

az
ow

a 
pr

ep
ar

at
ów

 
m

io
zy

ny
 

z 
sz

yb
ki

ch
 

i 
w

ol
ny

ch
 

m
ię

śn
i 

sz
ki

el
et

ow
yc

h 
i z 

m
ię

śn
ia

 
se

rc
ow

eg
o

522 H. ST R Z EL E C K A -G O Ł A SZ EW SK A , U . PIW OW AR [8]

£
£

Po
z.

pi
śm

.

52 53 54 55 56 - 57 58 59 59

09
A

kt
yw

no
ść

 
A

TP
az

ow
a 

(ji
m

ol
e 

P/
m

g 
m

io
zy

ny
/m

in
)

♦ i  N "5
U *1 o 0,

36
—

0,
60

*
0,

26
—

0,
37

*

VO so »O m
O O O 0,

29
0,

27
0,

66
0,

09

0  
+  X  
i  £  
< 3 3

o

tri —< —m m —<
o  o" o  o"

U 
+  U

% 5
U o

\o r-» rj- \D —i —
o ' © o

u  
+  *  
"+ s

0,
82

—
1,

80
*

0,
50

—
0,

73
*

0,
86

0,
22

1,
04

0,
46

1

+
+ sP» 1/-)
<3 8

O 0.
59

—
1,

06
* 

0,
18

—
0,

24
*

>n — O N n  
— © 0

“  Q
0  W 
2  +

1,
85

1,
26

0,
60

u-i r*
o  P  
— wu  +  
U +

1,
12

1,
00

0,
52

0,
44

1,
17

—
2,

94
* 

0,
49

—
1.

48
*

Sz
yb

ki
e:

 
PL

D 
V 

Q
F 

W
ol

ne
: 

So
l 

+ 
It

b 
Se

rc
ow

y
1,

91
—

2,
34

*
0,

51
—

0,
74

*

K
)‘l

66‘I

On r-T-H m
- o '

M
ię

śi
eń

Sz
yb

ki
e:

 
E

D
L

G
as

tr
oc

ne
m

iu
s 

W
ol

ne
: 

So
le

us
 

C
ru

re
us

Sz
yb

ki
e:

 
VL

 
+ 

Ad
d 

M
 

W
ol

ne
: 

So
l 

+ 
St 

+ 
Cr

 
+ 

In
t

Sz
yb

ki
e 

(g
rz

bi
et

, 
ko

ńc
zy

ny
) 

W
ol

ne
: 

So
I 

+ 
St 

+ 
Mt

D 
+ 

TB
 

Se
rc

ow
y

Sz
yb

ki
: 

PL
D

 
Se

rc
ow

y
Sz

yb
ki

: 
FH

L
 

W
ol

ny
: 

C
ru

re
us

 
So

le
us

Sz
yb

ki
: 

FH
L 

+ 
B

F 
W

ol
ny

: 
So

le
us

Sz
cz

ur
 

Sz
yb

ki
: 

E
D

L
 

| 
W

ol
ny

: 
So

le
us

W
ol

ny
: 

So
le

us
 

Se
rc

ow
y

Sz
yb

ki
e 

(g
rz

bi
et

, 
ko

ńc
zy

ny
) 

Se
rc

ow
y

Sz
yb

ki
: 

PL
D

 
¡ 

W
ol

ny
: 

A
L

D
 

¡ 
Se

rc
ow

y

Zw
ie

rz
ę

K
ró

lik

K
ró

lik ¡o
5 K

ró
lik

K
ró

lik
1

o
* K

ot

Św
in

ka
m

or
sk

a
K

ró
lik

K
ur

a

A
kt

yw
no

śc
i 

A
TP

az
ow

e 
oz

na
cz

an
o 

w 
te

m
p.

 2
4°

—
27

°C
, 

pr
zy

 
pH 

6,
8—

7,
8,

 w 
ob

ec
no

śc
i 

0,
5—

lO
mM

 
ED

TA
 

(K
+—

A
TP

az
a)

 
lub

 
1—

10 
mM

 
C

aC
lj 

(C
a2

+—
A

T
Pa

za
). 

Sk
ró

ty
 

na
zw

 
m

ię
śn

i. 
Fa

zo
w

e-
sz

yb
ki

e:
 E

DL
 

— 
ex

te
ns

or
 

dig
ito

ru
m 

lo
ng

us
', 

VL
 

— 
va

stu
s 

la
te

ra
lis

; 
Ad

d 
M 

— 
ad

du
ct

or
 

m
ag

nu
s; 

PL
D 

— 
po

ste
rio

r 
la

tis
sim

us
 

do
rs

i; 
QF

 
— 

qu
ad

ric
ep

s 
fe

m
or

is
; 

FH
L 

—
fle

xo
r 

ha
llu

ci
s 

lo
ng

us
; 

BF 
— 

bi
ce

ps
 f

em
or

is,
 F

az
ow

e 
w

ol
ne

: 
So

l 
— 

so
le

us
; S

t 
— 

se
m

ite
nd

in
os

us
; C

r 
— 

cr
ur

eu
s;

 
In

t 
— 

In
te

rt
ra

ns
ve

rs
ar

iu
s; 

M
tD

 
— 

m
ul

tif
id

us
 

do
rs

i',
 T

B 
— 

tri
ce

ps
 

br
an

ch
ii; 

Itb
 

— 
is

ch
io

tib
ia

lis
. 

To
ni

cz
ny

 
w

ol
ny

: 
AL

D 
ku

ry
.

* 
Za

kr
es

y 
w

ar
to

śc
i 

uz
ys

ka
ny

ch
 

dla
 

pr
ep

ar
at

ów
 

m
io

zy
ny

 
oc

zy
sz

cz
on

ej
 

ró
żn

ym
i 

m
et

od
am

i.

http://rcin.org.pl



[9] PO LIM ORFIZM  M IOZYNY 523

Tabela 2
Aktywność ATPazowa preparatów miozyny z mięśni szybkich i wolnych szkieletowych i z mięśnia 
sercowego w obecności aktyny z mięśni szkieletowych

Zwierzę Mięsień
Aktywność ATPa­
zowa (¡Jimole P/mg 
miozyny/min)

Warunki Poz.
piśm.

Królik

Szybki: EDL
Gastrocnemius 

Wolny: Soleus 
Crureus

0,28
0,22
0,12
0,09

25°C, pH 7,0, 1 mM 
M gS04, 35 mM KC1, 1 
mM ATP, 0,4 mg aktyny/ 
/mg miozyny

52

Kot

Szybki: FHL 
Wolny: Crureus 

Soleus

0,56
0,24
0,17

25°C, pH 7,4,1 mM 
MgSO*, 30 mM KC1, 1 
mM ATP, 0,4 mg aktyny/ 
/mg miozyny

1

Szczur

Szybki: EDL 
Wolny: Soleus

1,17
0,50

35°C, pH 7,4, 6 mM 
M gS04, 30 mM KC1, 3 
mM ATP, 0,5 mg aktyny/ 
/mg miozyny

58

Królik

Szkieletowe mieszane 
Sercowy

0,46
0,09

25°C, pH 7,0, 1 mM 
M gS04, 35 mM KC1, 1 
mM ATP, 0,4 mg aktyny/ 
/mg miozyny

61

zwierzęcia, dzięki której zwierzęta o różnych rozmiarach ciała mogą po­
ruszać się z podobną szybkością (35, 64).

Miozyna izolowana z mięśni szybkich jest stosunkowo stabilna w śro­
dowisku alkalicznym (pH 10), podczas gdy w środowisku lekko kwaśnym 
(pH 4) ulega szybko inaktywacji; preparaty z mięśni fazowych-wolnych 
i z serca są natomiast bardziej stabilne w środowisku kwaśnym niż w alka­
licznym (53, 57, 61, 69). Zaobserwowano przy tym  ciekawą korelację mię­
dzy stopniem stabilności miozyny sercowej w środowisku alkalicznym 
a rozmiarami ciała dorosłych osobników badanych gatunków (66, 68), po­
dobnie jak to ma miejsce w odniesieniu do specyficznej aktywności 
ATPazowej oznaczanej w środowisku o pH bliskim obojętnego. Wynika 
stąd ogólna prawidłowość, sprawdzająca się również przy porównaniu mio­
zyny z mięśni szybkich i wolnych: im wyższa specyficzna aktywność rodzi­
mej miozyny tym mniejsza jej wrażliwość na działanie jonów OH~ (66).

III—3. Podjednostkowy skład miozyny izolowanej z mięśni różnego typu

Badania zmierzające do wyjaśnienia strukturalnego podłoża różnic 
właściwości enzymatycznych miozyny z różnych typów mięśni rozwinęły 
się na szerszą skalę po wprowadzeniu metody elektroforezy w żelu polia-
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kryloamidowym w obecności SDS (70). Dopiero przy użyciu tej techniki 
udało się dokładniej określić czwartorzędową strukturę cząsteczki mio­
zyny, a przede wszystkim charakter i stechiometrię jej lekkich łańcuchów 
oraz wykazać zróżnicowanie tych łańcuchów w zależności od typu mięśnia 
(Ryc. 2). W preparatach miozyny otrzymanych z mięśni szybkich znale-

C iężkie
-Tańcuchy

LC-,

L C 2

LC 3

Ryc. 2. Schem at rozdziału podjenostek m iozyny z różnych m ięśni k ró lika w  żelu 
poliakryloam idowym  w obecności SDS.

ziono trzy rodzaje lekkich łańcuchów, które nazwano LCj, LC2 i LC3 
(skrót od angielskiego term inu „ light chain”), a których ciężary cząstecz­
kowe obliczone na podstawie ruchliwości elektroforetycznej (70) w przy­
padku miozyny z mięśni kury (71) i królika (72, 73) wynoszą odpowiednio 
25 000, 18 000 i 16^)00. Jakkolwiek w wyniku obliczeń na podstawie ana­
lizy aminokwasowej wartości określone z ruchliwości elektroforetycznej 
uległy pewnej korekcji [w przypadku miozyny z różnych mięśni szybkich 
królika uzyskano wartości 20 700, 19 000 i 16 500 (8, 74), a w przypadku 
miozyny z mięśnia pectoralis kury — 20 000, 18 500 i 16 500 (75)] przyto­
czenie wyników uzyskanych tą metodą uzasadnione jest tym, że w oma­
wianych dalej badaniach porównawczych ograniczano się przeważnie do 
stosowania właśnie metody elektroforetycznej. Stechiometria lekkich łań­
cuchów, oznaczona metodą densytometrii wybarwionych prążków białko­
wych w żelu poliakryloamidowym (71, 76) i metodą rozcieńczenia izoto­
powego (8) wynosi 2 mole LC2 i w sumie 2 mole LCX +  LC3 na mol mio­
zyny. Natomiast w preparatach miozyny z tonicznego-wolnego anterior 
latissimus dorsi kury (71), fazowych-wolnych soleus, semitendinosus, cru- 
reus i intertransversarius królika (72, 73, 76. 77) oraz z mięśnia sercowego 
różnych zwierząt (71—73, 78) znaleziono tylko dwa rodzaje lekkich łańcu­

fazowy-
szybki

^25 O0^ 

,̂18 000^

^16 000/

sercowy

rA\WM«AV,,A

LCi

LC' ^9.0Óp\^

fazowy - 
wolny

LCla
LC1b

l c 2 ^19 000 O
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chów, o ciężarach cząsteczkowych 27 000 (LCO i 19 000 (LC2), oba w pro­
porcji 2 mole na mol miozyny. Również w tym przypadku wartość ciężaru 
cząsteczkowego LCj obliczonego z ruchliwości elektroforetycznej okazała 
się znacznie zawyżona [np. w przypadku LCj miozyny sercowej na podsta­
wie składu aminokwasowego uzyskano wartość 21 000 (79, 80)], prawdopo­
dobnie z powodu dużej zawartości aminokwasów zasadowych i proliny na 
pewnym odcinku tego łańcucha polipeptydowego (74). W przypadku mio­
zyny z mięśni fazowych-wolnych królika zwrócono uwagę na to, że jej 
łańcuchy LCX migrują w żelu poliakryloamidowym często w postaci pod­
wójnego prążka. Analiza chemiczna łańcuchów LCj wyizolowanych z mio­
zyny z mięśnia soleus królika i kota potwierdziła obecność dwóch form, 
LCla i LClb, o bardzo podobnej, ale nie identycznej sekwencji aminokwa- 
sowej (77). Doniesienia o heterogenności LC^ miozyny z serca psa, ujaw ­
nionej metodą dwukierunkowej elektroforezy w obecności mocznika (81, 
82), nie znalazły natomiast potwierdzenia w analizie chemicznej LCX mio­
zyny z serca wołu (80).

III—4. Funkcjonalne i strukturalne zróżnicowanie lekkich łańcuchów miozyny

Jednym ze sposobów badania funkcjonalnej roli lekkich łańcuchów, na 
jaką wskazywało ich zróżnicowanie w zależności od typu mięśnia, było 
śledzenie wpływu krzyżowej reinnerwacji mięśni fazowych szybkich 
i wolnych na syntezę lekkich łańcuchów. Zmiana typu unerwienia powo­
duje przekształcenie fizjologicznych właściwości mięśnia (83) oraz od­
powiednią zmianę aktywności ATPazowej (58, 84, 85) i charakteru lek­
kich łańcuchów miozyny (86, 87); zauważono jednak również pewne zmia­
ny w strukturze ciężkich łańcuchów (88, 89). Podobnie długotrwała elek­
tryczna stymulacja mięśni szybkich z niską częstotliwością, naśladująca 
unerwienie mięśni wolnych, powoduje po pewnym czasie całkowite prze­
kształcenie tak fizjologicznych parametrów skurczu, jak i enzymatycz­
nej aktywności oraz obrazu elektroforetycznego lekkich łańcuchów mio­
zyny na charakterystyczne dla mięśnia wolnego (90, 91). Również i w tym 
wypadku stwierdzono także zmiany w strukturze ciężkich łańcuchów 
(88, 90—92), tak więc ten typ doświadczeń nie przyniósł odpowiedzi na 
pytanie, które z łańcuchów kontrolują poziom aktywności miozyny.

Innym podejściem do tego zagadnienia było badanie zmian właściwości 
miozyny po oddzieleniu jej lekkich łańcuchów. Badając miozynę z mięśni 
fazowych-szybkich królika stwierdzono, że DTNB — odczynnik reagujący 
z grupami tiolowymi — w obecności EDTA selektywnie usuwa łańcuchy 
LC2 nie powodując u traty  aktywności ATPazowej miozyny (8, 93, 94). 
Pozbawienie miozyny jej łańcuchów LCi i LC3 prowadzi natomiast do 
utraty  aktywności ATPazowej (95—98). Ponieważ po raz pierwszy łań­
cuchy LCi i LC3 oddzielono od reszty cząsteczki w środowisku o pH 11
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(99—102), otrzymały one wspólną nazwę „łańcuchów alkalicznych” (8). 
Ciężkie i lekkie łańcuchy można również rozdzielić w podwyższonej tem­
peraturze (98) lub stężonych roztworach niektórych soli (103); w celach 
preparatywnych stosuje się 5 M chlorowodorek guanidyny (95). Ozna­
czenie sekwencji aminokwasowej obu alkalicznych łańcuchów miozyny 
z mięśni szkieletowych szybkich królika (74) wykazało wyjątkowo wysoki 
stopień ich strukturalnej homologii (Ryc. 3).

i c , l
1 42 53 190

42' 53' 190'

Ryc. 3. Schem at budow y łańcuchów  LCi i LC3 m iozyny z m ięśni fazowych-szybkich 
k ró lika (wg 74). Białym  kolorem  zaznaczono 41-am inokwasowy N-końcowy fragm ent 
LCi, którego b rak  w  LC3. Regiony zakreskow ane sym bolizują C-końcowy fragm ent 
obejm ujący 141 am inokw asów  o identycznej sekw encji w  obu łańcuchach. Jedynie 
na  odcinku obejm ującym  8 aminokwasów, k tóry  w  LC3 je s t N-końcowym  fragm en­
tem, a w  LCi znajdu je się pomiędzy 42 a 53 resztą am inokwasową, znaleziono w sumie 
5 zastąpień aminokwasowych.

Jakkolwiek DTNB nie powoduje oddzielenia żadnego z lekkich łańcu­
chów miozyny z mięśni wolnych (104) lub z serca (78), ostatnio udało 
się częściowo (105) lub całkowicie (106) pozbawić miozynę sercową jej łań­
cucha LC2 innymi metodami i stwierdzić, że nie powoduje to spadku 
ATPazowej aktywności. Również subfragment SI miozyny sercowej, 
pozbawiony łańcucha LC2 wskutek strawienia podczas preparatyki (107), 
posiada specyficzną aktywność porównywalną z aktywnością rodzimej 
miozyny. Porównanie sekwencji aminokwasowej wybranych peptyaów 
otrzymanych przez fragmentację lekkich łańcuchów bromocyjanem, a na­
stępnie trawienie uzyskanych fragmentów trypsyną dostarczyło dowcdów 
strukturalnej homologii łańcuchów LC2 miozyny z wszystkich omawianych 
w tym rozdziale typów mięśni oraz homologii łańcuchów LCj miozyny 
z mięśni wolnych oraz sercowego i łańcuchów alkalicznych miozyny 
z mięśni szybkich. Przeprowadzanie tego rodzaju porównań ułatwia peł­
na już znajomość sekwencji aminokwasowej zarówno łańcuchów alka­
licznych (74), jak i łańcucha LC2 (108, 109) miozyny z mięśni szybkich 
królika. M.in. zwrócono uwagę na identyczność sekwencji aminokwaso­
wej wokół pojedynczej reszty cysternowej w łańcuchach alkalicznych 
miozyny z mięśni szybkich królika, jednej z dwóch reszt cysternowych w 
łańcuchu LClb z fazowego-wolnego mięśnia soleus królika (77) i jednej 
z trzech występujących w LCib z mięśnia soleus kota (77) oraz w LCj 
z mięśnia sercowego wołu i owcy (78). Oznaczenie sekwencji aminokwa­
sowej peptydów obejmujących większą część cząsteczki LCi z mięśnia 
sercowego wołu ujawniło identyczne rozmieszczenie apolarnych reszt
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aminokwasowych jak w LCi miozyny z mięśni szybkich królika, jakkol­
wiek oprócz różnej liczby reszt cysteiny stwierdzono szereg innych za­
stąpień reszt aminokwasowych (80). Z kolei częściowe oznaczenie sek­
wencji aminokwasowej LC2 miozyny z serca wołu (110) wykazało daleko 
idące jej podobieństwo do sekwencji LC2 z mięśni szybkich królika. Wspól­
ną właściwością łańcuchów LC2 miozyny szybkich i wolnych mięśni szkie­
letowych i mięśnia sercowego jest enzymatyczna fosforylacja jednej 
z ich reszt serynowych, obserwowana zarówno in vitro w obecności mięś­
niowych kinaz białkowych, katalizujących przeniesienie Y-fosforanowej 
grupy z ATP na miozynę (111—116), jak i in vivo (82, 117—119). Na tej 
podstawie dla łańcuchów tych zaproponowano nazwę „łańcuchy ulegające 
fosforylacji”, w skrócie P-LC (114). Inną charakterystyczną właściwością 
łańcuchów P-LC jest wiązanie jonów Ca2+ (105, 120—124) oraz zdolność za­
stępowania jednego z lekkich łańcuchów miozyny mięczaków w jego 
funkcji regulatora reagowania miozyny z aktyną w zależności od stęże­
nia jonów Ca2+ (patrz rozdz. VII) (125— 127). Przytoczone obserwacje upo­
ważniają do wniosku, że w miozynie ze wszystkich omawianych w tym 
rozdziale typów mięśni można wyróżnić dwie klasy lekkich łańcuchów: 
„łańcuchy alkaliczne” i „łańcuchy ulegające fosforylacji”, spełniające 
w cząsteczce odrębne funkcje.

III—4.1. Rola „alkalicznych lekkich łańcuchów”

W badaniach nad ewentualnym udziałem „łańcuchów alkalicznych” 
w katalitycznej aktywności miozyny wiele uwagi poświęcono odwracal­
ność zmian towarzyszących ich oddzieleniu od reszty cząsteczki. Badając 
miozynę z mięśni szybkich, po rekombinacji rozdzielonych łańcuchów 
udało się jednak tylko częściowo odzyskać aktywność ATPazową: w ok. 30 
(96), 50 (96a) i 70°/o (97). Analogiczne doświadczenia z hybrydyzacją roz­
dzielonych ciężkich i lekkich łańcuchów miozyny z mięśni fazowych szyb­
kich i wolnych (98, 128) wykazały, że są one wymienialne. Jednakże ze 
względu na częściową denaturację oraz możliwość niekompletnej dyso- 
cjacji i rekombinacji łańcuchów, doświadczenia te nie dały jednoznacz­
nej odpowiedzi na pytanie, które z łańcuchów, lekkie czy ciężkie, określa­
ją poziom aktywności ATPazowej miozyny. Istotny postęp w rozwiązy­
waniu tego kontrowersyjnego zagadnienia osiągnęli W a g n e r  i W e e d s  
(129), którzy zastosowali nowy sposób hybrydyzacji łańcuchów miozyny. 
Preparat subfragmentu SI miozyny z mięśnia fazowego szybkiego inkubo- 
wali oni w warunkach dysocjujących (4,7 M NH4C1) z dodanymi w nad­
miarze łańcuchami LCi wyizolowanymi z miozyny z mięśni fazowych-wol- 
nych lub sercowego, a po usunięciu NH4C1 oddzielali powstały hybryd od 
domieszki rodzimego subfragmentu SI i nadmiaru lekkich łańcuchów 
metodą chromatografii jonowymiennej. W analogiczny sposób otrzymali 
hybrydy ciężkich łańcuchów subfragmentu SI miozyny sercowej z alka­
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licznymi lekkimi łańcuchami miozyny z mięśni szkieletowych. Porów­
nanie specyficznych aktywności tego rodzaju preparatów wydaje się wska­
zywać, że jakkolwiek alkaliczne lekkie łańcuchy są niezbędne dla aktyw­
ności ATPazowej, nie uczestniczą one bezpośrednio w hydrolizie ATP przez 
samą miozynę, bowiem szybkość hydrolizy zależy wyłącznie od pochodzenia 
ciężkich łańcuchów. Natomiast ATPaza aktywowana przez aktynę okazała 
się w pewnym stopniu zależna również od źródła lekkich łańcuchów, co 
wskazuje na ich udział w reagowaniu główek miozynowych z aktyną i kon­
trolowaniu maksymalnej szybkości skurczu mięśnia (129). W tym miejscu 
wypada odnotować, że na podstawie wcześniejszych badań immunologicz­
nych (130) kwestionowano bezpośredni udział lekkich łańcuchów zarówno 
w hydrolizie ATP przez samą miozynę jak i w wiązaniu aktyny. Wniosek 
ten oparto wówczas na obserwacji, że przeciwciała wobec alkalicznych lek­
kich łańcuchów, podobnie jak i przeciwciała wobec LC2 miozyny z mięśni 
szybkich, nie hamowały ATPazowej aktywności miozyny; aktywność 
Mg2+-ATPazowa aktywowana przez aktynę uległa wprawdzie obniżeniu, 
ale efekt ten był znacznie mniejszy gdy użyto jednowartościowy frag­
ment przeciwciała — Fab, co wskazywało na przestrzenne tylko blokowa­
nie miejsca wiązania aktyny przez większą cząsteczkę przeciwciała (130). 
Nie wydaje się jednak by te wyniki wykluczały regulującą rolę lekkich 
łańcuchów, ponieważ efekt przeciwciała zależy od miejsca jego reagowania 
z cząsteczką antygenu.

III—-4.2. Rola „lekkich lacuchów ulegających fosforylacji”

Równie liczne badania poświęcone funkcji łańcuchów zaliczanych do 
klasy P-LC nie doprowadziły jeszcze do jednoznacznych wniosków. Ostat­
nio wykazano, że miozyna z mięśni szkieletowych szybkich pozbawiona 
całkowicie (131) lub częściowo (132) łańcuchów LC2 traci zdolność two­
rzenia regularnych filamentów, co wskazywałoby na rolę tych łańcuchów 
w stabilizacji takiej struktury cząsteczki, jaka jest konieczna dla prawi­
dłowego upakowania cząsteczek w filamencie. Wspomniane już krótko 
inne specyficzne właściwości łańcuchów LC2 pozwalają przypuszczać, że 
ten strukturalny efekt nie wyczerpuje jednak funkcji łańcuchów LC2. 
Obserwacja, że łańcuchy LC2 miozyny mięśni szkieletowych i sercowego 
kręgowców mogą zastąpić „łańcuchy regulujące” miozyny mięczaków 
w ich funkcji uzależniania reagowania miozyny z aktyną od stężenia jo­
nów Ca2+ była pierwszym sygnałem możliwości udziału łańcuchów LC2 
w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni kręgowców. System 
regulacji skurczu mięśni szkieletowych i mięśnia sercowego przez białka 
cienkiego filamentu — tropomiozynę i troponinę (133, 134) nie wyklucza 
dodatkowego mechanizmu regulacji za pośrednictwem miozyny. Jak­
kolwiek rodzima miozyna z mięśni szkieletowych kręgowców reaguje 
z czystą aktyną w sposób niezależny od stężenia wolnych jonów Ca2+
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(133—135), badając reagowanie miozyny z mięśni szybkich królika z akty­
ną połączoną z tropomiozyną i troponiną wykazano, że częściowe pozbawie­
nie miozyny jej łańcucha LC2 obniża ATPazową aktywność tego systemu 
w obecności jonów Ca2+, a jednocześnie zwiększa stężenie jonów Ca2+ wy­
magane do uzyskania połowy maksymalnej aktywacji (136). Zmiany te 
były odwracalne po ponownym włączeniu do miozyny usuniętego LC2. Inni 
autorzy (137, 137a) po częściowym usunięciu łańcucha LC2 obserwowali 
obniżenie aktywności aktomiozyny w nieobecności białek regulujących; 
badając akto-H-meromiozynę wykazano obniżenie stałej wiązania miozy­
ny z aktyną w obecności ATP. Wobec częściowej tylko odwracalności tych 
zmian, przypisywanie ich pojawienia się różnicom w zawartości łańcucha 
LC2 w  miozynie nie jest jednak w pełni przekonywujące. Z drugiej strony, 
badając miozynę sercową (106) stwierdzono, że pozbawienie jej łańcuchów 
LC2 nie wpływa na zależność aktywacji przez aktynę od stężenia jonów 
Ca2+ w obecności tropomiozyny i troponiny, powoduje natomiast znaczny 
wzrost specyficznej aktywności ATPazowej aktomiozyny zarówno w obec­
ności jak i nieobecności tropomiozyny i troponiny. Sugerowano zatem róż­
ną funkcjonalną rolę łańcuchów LC2 w miozynie sercowej i szkieletowej 
(106). Wniosek ten wymaga jednak sprawdzenia w bezpośrednich bada­
niach porównawczych obu form miozyny.

W arunkiem udziału jakiegoś białka w mechanizmie kontroli skurczu 
jest odwracalne wiązanie przez nie jonów Ca2+ w odpowiedzi na zmiany 
stężenia tych jonów w sarkoplazmie (w zakresie od 10-&M w stanie roz­
kurczu do ok. 10-5M w momencie aktywacji skurczu). Zdolność wiązania 
Ca2+ z wysoką stałą powinowactwa została udokumentowana zarówno 
w przypadku łańcuchów LC2 miozyny z mięśni szkieletowych (120—122, 
135, 138), jak i z serca (105, 123, 124, 139). Dowody wpływu Ca2+ na struk­
turę filamentów miozynowych uzyskano w badaniach fizycznych in 
vitro (122) i strukturalnych na żywym mięśniu (140, 141). Stwierdzono 
też zależne od Ca*+ zmiany konformacji łańcuchów LC2 zarówno na 
drodze bezpośrednich pomiarów fizycznych (120, 142, 143), jak też po­
średnio, na podstawie ochronnego wpływu Ca2+ (lub Mg2+) na proteoli­
tyczną degradację tych łańcuchów (144—146). Z kolei obserwacja, że wy- 
sycenie łańcuchów LC2 kationem zapobiega również trawieniu fragmen­
tu ciężkiego łańcucha łączącego w rodzimej cząsteczce subfragment SI 
(główka) z subfragmentem S2 (część pałeczkowata) może świadczyć o od­
działywaniu LC2 na konformację tego regionu ciężkiego łańcucha, któ­
remu przypisuje się rolę „zawiasu” umożliwiającego ruch główki pod­
czas skurczu (144, 146). Wiązanie kationu przez LC2 nie jest jednak specy­
ficzne dla Ca2+, stąd przy fizjologicznym stężeniu jonów Mg2+ (ImM) 
efektywna stała wiązania Ca2+ jest stosunkowo niska, rzędu 105 M-1, zaś 
szybkość częściowego zastępowania związanego Mg2+ przez Ca2+, jakie 
mogłoby zachodzić w momencie aktywacji skurczu, okazała się znacznie 
niższa od szybkości skurczu (146a). Dane te skłaniają do traktowania z re­

http://rcin.org.pl



530 H . ST R Z EL E C K A -G O Ł A SZ EW SK A , U . PIW OW AR [16]

zerwą atrakcyjnej hipotezy udziału łańcuchów LC2 w zależnej od Ca*+ 
kontroli orientacji przestrzennej główek miozynowych (120, 122, 142, 
144). Nie jest wykluczone, że rola związanego kationu (zarówno 
Ca2+ jak Mg2+) sprowadza się wyłącznie do stabilizacji struktury  łań­
cuchów LC2 i, być może, bezpośredniego udziału w wiązaniu LC2 z łań­
cuchem ciężkim, zgodnie ze stwierdzoną ostatnio możliwością oddziele­
nia łańcucha LC2 bez użycia DTNB, a wyłącznie działaniem EDTA — 
chelatora jonów dwuwartościowych (105, 147). Zapewne do rozstrzygnię­
cia nasuwających się obecnie wątpliwości przyczynią się przyszłe bada­
nia wzajemnej zależności między wiązaniem Ca2+ a fosforylacją łańcuchów 
LC2 — zjawiska, które również nie doczekało się jeszcze jednoznacznej 
interpretacji. Obecność w mięśniach szkieletowych i sercowym specyficz­
nego enzymu: kinazy lekkich łańcuchów, której aktywność wymaga jo­
nów Ca2+ w stężeniu powodującym aktywację skurczu (113, 148, 149), 
oraz niezależnej od Ca2+ fosfatazy wysoce specyficznej w stosunku do 
ufosforylowanych lekkich łańcuchów (114, 148, 150, 151) wskazuje na 
możliwość udziału fosforylacji łańcuchów LC2 w regulacji cyklu skurczo- 
wo-rozkurczowego. Chociaż nie stwierdzono znaczącej różnicy enzyma­
tycznych właściwości miozyny i aktomiozyny z mięśni szkieletowych 
(150) i mięśnia sercowego (152) w zależności od stanu ufosforylowania, na 
uwagę zasługuje zaobserwowany ostatnio wzrost stanu ufosforylowania 
miozyny podczas skurczu mięśnia szkieletowego (119, 153—155), a defosfo- 
rylacja w fazie rozkurczu (153, 155). Na tej podstawie sugerowano, że to 
właśnie fosforylacja łańcuchów LC2, zwiększając ujemny ładunek główek 
miozyny, może inicjować ruch główek w kierunku filamentów aktyno­
wych wskutek odpychania od ujemnie naładowanego trzonu filamentu 
miozynowego (153). Opóźnienie defosforylacji w stosunku do rozkurczu 
(153, 155) wskazywałoby jednak raczej na ewentualny udział fosforylacji 
w tonicznym mechanizmie kontrolnym, tzn. działającym w trakcie serii 
skurczów, niż podczas pojedynczego skurczu (139, 155). Dotychczasowe do­
niesienia na temat wpływu fosforylacji na wiązanie Ca2+ przez łańcuchy 
LC2 miozyny z mięśni szkieletowych szybkich (139, 142, 143) i z mięśnia 
sercowego (139) są sprzeczne, zaś zbadanie odwrotnej zależności napoty­
ka na trudności w związku z zależnością aktywności kinazy lekkich łań­
cuchów od stężenia Ca8+.

III—5. Strukturalne zróżnicowanie ciężkich łańcuchów miozyny izolowanej z mięśni 
różnego typu

Oprócz dobrze udokumentowanych różnic w strukturze lekkich łańcu­
chów, zebrano sporo dowodów zróżnicowania ciężkich łańcuchów mio­
zyny z mięśni różnego typu. O specyficzności tkankowej tych łańcu­
chów świadczą ich właściwości immunologiczne (156, 157). W miozynie
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z mięśni fazowych-wolnych (158) 1 z serca (158, 159) brak jest pojedyn­
czej reszty 3-metylohistydyny, występującej w ciężkim łańcuchu mio­
zyny z mięśni szybkich (160—162). O różnicach w sekwencji aminokwa- 
sowej świadczy większa podatność na trawienie enzymami proteolitycz­
nymi ciężkich łańcuchów miozyny z mięśni szybkich w porównaniu z pre­
paratam i z mięśni fazowych-wolnych i sercowego, jak również pewne 
różnice ruchliwości elektroforetycznej otrzymanych fragmentów w żelu 
poliakryloamidowym w obecności SDS (163—166). Szczególnie przekony­
wujące wyniki uzyskano poddając ciężkie łańcuchy proteolizie w skraw­
kach żelu poliakryloamidowego, w którym zostały one uprzednio elektro- 
foretycznie oddzielone od łańcuchów lekkich, a następnie rozdzielając pro­
dukty degradacji przez ponowną elektroforezę w obecności SDS [metoda 
C l e v e l a n d a  i w s p ó ł p r a c .  (167)]. Otrzymane w ten sposób jed­
nokierunkowe mapy peptydowe ciężkich łańcuchów miozyny z fazowego- 
szybkiego pectoralis lub posterior latissimus dorsi i tonicznego-wolnego 
anterior latissimus dorsi kury oraz z serca szczura znacznie się różniły 
(168, 169). Co więcej, porównując miozynę z mięśni poctoralis i anterior 
latissimus dorsi kury stwierdzono nawet nieco inną ruchliwość ciężkich 
łańcuchów w żelu poliakryloamidowym w SDS (168) gdy zastosowano 
zmodyfikowany system elektroforetyczny L a e m m 1 i’ e g o (170) o wy­
sokiej zdolności rozdzielczej. Rozdzielenie ciężkich łańcuchów miozyny 
z posterior latissimus dorsi i anterior latissimus dorsi kury i z serca wołu 
uzyskano też w wyniku elektroforezy w systemie fenol/kwas octowy/mocz­
nik (171). Bardzo przydatna w określaniu podobieństw i różnic struktury  
ciężkich łańcuchów miozyny z różnych źródeł okazała się wprowadzona 
przez O’ F a r e l l a  (172) metoda dwukierunkowej elektroforezy w żelu 
poliakryloamidowym, w której peptydy rozdzielone w wyniku izoelek- 
trycznego ogniskowania poddawane są następnie rozdziałowi w SDS. Po­
równując otrzymane w ten sposób mapy peptydowe produktów trawienia 
trypsyną miozyny z szybkich i wolnych fazowych mięśni królika (173) lub 
z fazowego-szybkiego pectoralis i tonicznego-wolnego anterior latissimus 
dorsi kury  (174) zauważono tylko jeden wspólny peptyd, natomiast w hy­
drolizatach miozyny z mięśni wolnych i z serca zidentyfikowano liczne 
peptydy o jednakowej ruchliwości.

Jak widać z badań omówionych w tym rozdziale, miozyna z mięśni 
szkieletowych wolnych, zarówno fazowych jak i tonicznych, wykazuje 
większe podobieństwo do miozyny sercowej niż do miozyny z mięśni szkie­
letowych szybkich tak w specyficznej aktywności ATPazowej, jak i w 
strukturze zarówno lekkich jak i ciężkich łańcuchów. Z miozyny z mięśni 
szybkich królika wyizolowano ostatnio i oznaczono sekwencję 92-amino- 
kwasowego fragmentu ciężkiego łańcucha (175) pochodzącego z regionu 
subfragmentu SI sąsiadującego z subfragmentem S2 w sekwencji rodzi­
mej cząsteczki (176). Na podstawie szeregu przesłanek wysunięto su­
gestię, że właśnie ten polipeptyd zawiera główny element aktywnego cen-
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trum  miozyny (177). Można zatem oczekiwać, że przyszłe porównawcze 
badania sekwencji analogicznego fragmentu cząsteczki miozyny z innych 
źródeł przyczynią się do poznania strukturalnego podłoża funkcjonalnej 
specyficzności izoenzymów miozyny.

IV. Izoenzymy miozyny występujące w pojedynczych mięśniach o jedno­
rodnej budowie

Heterogenność alkalicznych lekkich łańcuchów w preparatach miozyny 
z mięśni szkieletowych szybkich była pierwszą wskazówką możliwości 
występowania izoenzymów miozyny w tym typie mięśnia. O ile w prepa­
ratach miozyny z mięśnia pectoralis kury oba łańcuchy alkaliczne wy­
stępują w stosunku równomolowym (71), preparaty z mięśni szybkich 
królika zawierają około dwukrotnie więcej alkalicznego łańcucha LCi, 
zwanego inaczej A l (łańcuch alkaliczny 1), w stosunku do LC3, czyli A2 
(łańcuch alkaliczny 2). Wynikało stąd, że przynajmniej w preparatach 
z mięśni królika występują co najmniej dwie populacje cząsteczek mio­
zyny, z których jedna zawiera wyłącznie łańcuchy Al (74, 76).

Metodą chromatografii jonowymiennej na kolumnach z DEAE-celu- 
lozą (178—180) oraz chromatografii powinowactwa na kolumnach z Ssp- 
harose 4B sprzężonej z ATP (181) lub z aktyną (182) rozdzielono preparaty 
subfragmentu SI (czyli główki) miozyny z mięśni szybkich królika i kury 
na frakcje, z których jedna pozbawiona była łańcucha A l, druga zaś nie 
zawierała łańcucha A2. Umożliwiło to porównanie własności tych dwóch 
populacji główek miozynowych, ale nie wyjaśniło podjednostkowego skła­
du rodzimych cząsteczek miozyny. Częściową odpowiedź na to pytanie 
uzyskano poddając chromatografii kolumnowej na Sepharose 4B sprzężo­
nej z ADP (183), pyrofosforanem (184) lub aktyną (185) dwugłówkowy 
fragment miozyny — HMM z mięśni szybkich królika i kury. Otrzymano 
frakcję wzbogaconą w łańcuch A2, drugą — zawierającą oba alkaliczne 
łańcuchy i trzecią — wzbogaconą w A l. Rozdział HMM i rodzimej miozy­
ny z mięśnia pectoralis kury na frakcje o różnych alkalicznych łańcuchach 
przeprowadzono również metodą immunoadsorpcji na Sepharose 4B sprzę­
żonej z przeciwciałami specyficznymi wobec tego odcinka łańcucha Al, 
który jest nieobecny w łańcuchu A2 (por. Ryc. 3). Frakcja niezatrzymywa- 
na na kolumnie wypełnionej tym immunoadsorbentem wzbogacona była w 
łańcuch A2; druga, wiązana na kolumnie, zawierała głównie łańcuch 
A l (186). Doświadczenia te wykazały obecność homodimerów miozyny, 
tj. cząsteczek zawierających dwa jednakowe łańcuchy alkaliczne, nie ty l­
ko w preparatach z mięśni królika, ale również w preparatach z mięśni 
kury, zawierających równomolową ilość Al i A2. Zagadnieniem otw ar­
tym  pozostało istnienie heterodimerów. Niekompletny rozdział łańcuchów 
Al i A2 mógł bowiem wynikać z niedoskonałości zastosowanych metod.
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Wątpliwość tę rozstrzygnęły badania, w których do rozdziału izoenzymów 
miozyny zastosowano metodę elektroforezy w żelu poliakryloamidowym 
w warunkach nie powodujących dysocjacji cząsteczki na podjednostki 
(187, 188). Preparaty z fazowego-szybkiego mięśnia posterior latissimus 
dorsi kury i królika oraz pectoralis kury rozdzieliły się na trzy komponen­
ty (171, 189, 190), których skład podjednostkowy zanalizowano wycinając 
odpowiednie kawałki żelu i poddając zawarte w nich białka wtórnej 
elektroforezie w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS (171, 190, 
191). W ten sposób trzy komponenty rozdzielone w warunkach niedyso- 
cjujących zidentyfikowano jako homodimery A l,A l i A2,A2 i heterodi- 
mer A1,A2 (Ryc. 4). Z pomiarów densytometrycznych wynika, że w pre­
paratach z mięśni różnych zwierząt te trzy izoenzymatyczne formy wy­
stępują w różnych proporcjach; w dotychczas analizowanych prepara­
tach zawartość heterodimeru wynosiła 35—38% (171, 189).

Ryc. 4. Skład lekkich łańcuchów  izoenzymów miozyny z m ięśni fazowych-szybkich 
królika rozdzielonych m etodą elektroforezy w żelu poliakryloam idowym  w w aru n ­
kach niedysocjujących (wg 190). Densytogram y a, b i c odpow iadają kolejno izoen- 
zymom o najniższej, pośredniej i najwyższej ruchliw ości elektroforetycznej.

Nasuwało się kolejne pytanie, czy różnicom w składzie lekkich łańcu­
chów tych trzech izoenzymów miozyny odpowiadają różnice w budowie 
ich ciężkich łańcuchów. Analizy chemiczne preparatów miozyny z mięśni 
szybkich królika wykazały heterogenność ciężkich łańcuchów (192, 193). 
Między innymi wyizolowano z nich dwa N-końcowe 9-cio aminokwasowe 
peptydy, występujące w proporcji 1,8 : 1, z których jeden w pozycji 8 za­
wiera izoleucynę, drugi zaś walinę (192). Okazało się, że w preparatach 
subfragmentu SI zawierających bądź łańcuch A l, bądź A2, oba te pepty-
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dy występują w podobnej proporcji (194). Również porównanie otrzyma­
nych metodą C l e v e l a n d a  i współprac. (167) map peptydowych cięż­
kich łańcuchów trzech elektroforetycznie rozdzielonych izoenzymów mio­
zyny z mięśni posterior latissimus dorsi i pectoralis kury nie wykazało 
różnic między nimi (169).

Elektroforetyczna analiza w obecności SDS białek miofibrylarnych po­
jedynczych szybkich włókien mięśnia psoas królika wykazała obecność obu 
alkalicznych lekkich łańcuchów w takiej samej proporcji, w jakiej wystę­
pują one w preparatach miozyny z mięśni szybkich (195—197). Świadczy 
to o występowaniu różnych izoenzymów miozyny w tej samej komórce. 
Stwierdzono ponadto, że histochemicznie zidentyfikowane włókna fazowe- 
szybkie-białe i fazowe-szybkie-czerwone nie różnią się charakterem i pro­
porcją lekkich łańcuchów (196, 198). Zastosowanie bardziej precyzyjnej 
metody immunofluorescencyjnej z przeciwciałami rozróżniającymi łań­
cuchy Al i A2 miozyny wykazało jednak słabszą reakcję przeciwciała 
wobec A2 z włóknami szybkimi-czerwonymi niż z szybkimi-białymi, czyli 
nierównomierne rozmieszczenie izoenzymów (199). Co ciekawsze, metoda 
immunofluorescencyjna wykazała jednoczesną obecność miozyny „wolnej” 
i „szybkiej” w niektórych włóknach fazowych-wolnych zarówno w mięś­
niach mieszanych (199, 200) jak i w typowo fazowym-wolnym mięśniu 
soleus szczura (199). Obecność poszczególnych izoenzymów miozyny w 
różnych proporcjach stanowi dodatkowy czynnik różnicujący włókna mięś­
niowa i stwarza nieograniczone możliwości modulacji fizjologicznych 
właściwości włókien.

Badania enzymatyczne subfrągmentu S l-A l i subfragmentu S1-A2 
rozdzielonych chromatograficznie wykazały, że ich aktywności ATPazo- 
we w obecności zarówno Ca2+ jak i Mg2+ są jednakowe, natomiast aktyw ­
ność stymulowana przez aktynę zależy od rodzaju łańcucha alkalicznego. 
Izoenzym zawierający łańcuch A2 wykazuje około dwukrotnie wyższą 
maksymalną aktywność w warunkach „wysycenia” aktyną (Vmax) i zara­
zem około czterokrotnie wyższą stałą Michaelisa (Km), a więc niższe powi­
nowactwo wobec aktyny (179). Doświadczenia z hybrydyzacją lekkich 
i ciężkich łańcuchów (analogiczne do opisanych w rozdziale III tego arty ­
kułu w odniesieniu do subfragmentów miozyny z mięśni szybkich i wol­
nych) potwierdziły zależność stałych kinetycznych od rodzaju alkalicznego 
lekkiego łańcucha (129). Dowodem niższego powinowactwa wobec aktyny 
zarówno subfragmentu S l-A l jak i homodimeru HMM-A1 jest również 
wcześniejsze ich wymywanie z kolumny wypełnionej Sepharose 4B sprzę­
żoną z aktyną podczas elucji roztworami ATP, ADP, lub nawet KC1 (182, 
185). Jakkolwiek obserwacje te wskazują na rolę łańcuchów alkalicznych 
w reagowaniu miozyny z aktyną, należy zachować ostrożność w wyciąga­
niu z nich wniosków na temat sytuacji in vivo. Omówione badania ze 
względów technicznych przeprowadzone były na roztworach o bardzo nis­
kiej sile jonowej, dalekiej od warunków fizjologicznych, ostatnio zaś wyka­
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zano, że przy podwyższeniu stężenia KC1 z 6 mM do 46 mM zarówno 
Vmax jak i Km dla aktywowanego przez aktynę subfragmentu S l-A l 
i A1-A2 zrównują się (201).

Metodą elektroforezy w żelu poliakryloamidowym w warunkach nie- 
dysocjujących wykazano także heterogenność miozyny z mięśni wol­
nych. Preparaty z tonicznego-wolnego anterior latissimus dorsi kury 
rozdzielono na dwie komponenty (171, 189) nie różniące się składem ich 
lekkich łańcuchów (171, 191); miozyna z fazowego-wolnego soleus kró­
lika (190) lub świnki morskiej (171) migruje w postaci pojedynczego prąż­
ka, podczas gdy miozyna z soleus szczura rozdziela się na dwa prążki (171). 
Wyniki te wskazują na specyficzność gatunkową izoenzymatycznego skła­
du miozyny. Ryc. 5 ilustruje różnice ruchliwości elektroforetycznej róż­
nych izoenzymów miozyny w warunkach niedysocjujących.

Ryc. 5. Schem at elektroforetycznego rozdziału izoenzymów miozyny w żelu poli­
akryloam idow ym  w w arunkach  niedysocjujących (wg 171).

Miozyna z mięśnia:
a. toniczego-wolnego (kura)
b, c. fazowego-wolnego (świnka morska, szczur)
d. komory serca (wół, królik, Świnia)
e. fazowego-szybkiego (kura)
f. gładkiego (macica szczura)

W ostatnich latach zaczęto podważać powszechne dotąd przekonanie
0 jednorodności mięśnia sercowego. Doniesienie o różnicach aktywności 
ATPazowej i proporcji dwóch lekkich łańcuchów w miozynie z lewej
1 prawej komory serca psa (202) nie znalazło potwierdzenia w pracach 
innych autorów na preparatach z serc tego i kilku innych gatunków 
zwierząt (203, 204). Zgodne są natomiast doniesienia o znacznie wyższej 
aktywności ATPazowej miozyny i aktomiozyny z przedsionków serca 
w porównaniu z preparatami z komór (174, 204—207). W odróżnieniu 
od miozyny z komór, preparat z przedsionków przypomina raczej miozy­
nę z mięśni szkieletowych szybkich niż wolnych także stabilnością w 
środowisku lekko alkalicznym (174). Wyraźne różnice dwukierunkowych 
map peptydowych produktów fragmentacji bromocyjanem (207) lub tra ­
wienia trypsyną (174) ciężkich łańcuchów tych dwóch form miozyny 
sercowej zostały zgodnie przyjęte jako nowy dowód, że o aktywności 
ATPazowej miozyny decyduje struktura jej ciężkich łańcuchów (174, 
207, 208), jakkolwiek w większości dotychczasowych doniesień przedsta­
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wiono również dowody strukturalnej nieidentyczności obu klas lekkich 
łańcuchów miozyny z przedsionków i komór (204, 206, 208, 209).

Metodą elektroforezy w żelu poliakryloamidowym w warunkach nie- 
dysocjujących rozdzielono miozynę z komór serca królika, świni lub wołu 
na dwie komponenty (171), a z komór serca szczura — na trzy komponen­
ty  o jednakowym składzie lekkich łańcuchów (209). W przeciwieństwie 
do izoenzymów z mięśni szkieletowych szybkich, elektroforetyczny roz­
dział izoenzymów miozyny sercowej musi więc zachodzić na zasadzie róż­
nic w strukturze ciężkich łańcuchów; potwierdzają to różnice dwukierun­
kowych map peptydowych produktów fragmentacji bromocyjnanem cięż­
kich łańcuchów dwóch dominujących izoenzymów z komór serca szczura 
(210). Na podstawie analizy map peptydowych sugerowano, że trzy izoen- 
zymy z tej tkanki odpowiadają homodimerom i heterodimerowi dwóch 
różnych strukturalnych form ciężkiego łańcucha. Dwa izoenzymy z ko­
mór serca królika rozdzielono również metodą immunoadsorpcji; także 
w tym  przypadku rozdzielone frakcje różniły się wyłącznie strukturą 
ciężkich łańcuchów (211). Miozynę z przedsionków serca szczura rozdzie­
lono elektroforetycznie w warunkach niedysocjujących na dwie kompo­
nenty, wykazujące inną ruchliwość niż izoenzymy z komór (209).

Zaobserwowano ciekawe zmiany w proporcjach poszczególnych izo- 
enzymów miozyny w mięśniu komór serca i ich zbieżność ze zmianami 
aktywności skurczowej serca i aktywności ATPazowej preparatów mio­
zyny po wycięciu tarczycy lub podawaniu szczurom tyroksyny (209, 212— 
214) oraz w stanach hypertrofii wywołanej mechanicznym przeciążeniem 
pracy serca (215, 216). Badania w tej dziedzinie przybliżają poznanie me­
chanizmów hormonalnej regulacji syntezy izoenzymów oraz molekular­
nych podstaw adaptacji mięśnia do nowych wymogów funkcjonalnych.

Wszystkie informacje podane w tym i innych rozdziałach dotyczą mio­
zyny z mięśni zwierząt dorosłych. Pominięcie obszernego działu badań nad 
zmianami ekspresji genów syntetyzujących różne formy miozyny w trak ­
cie rozwoju osobniczego usprawiedliwione jest tym, że stosunkowo nie­
dawno ukazał się artykuł poświęcony specjalnie temu zagadnieniu (217).

V. Miozyna mięśni gładkich kręgowców

Szczególne zainteresowanie miozyną mięśni gładkich datuje się od 
czasu, gdy badając białka kurczliwe mięśnia żołądka kurzego zauważono, 
że w odróżnieniu od preparatów z mięśni szkieletowych nie zawierają one 
troponiny, a mimo to aktywność ATPazowa aktomiozyny jest zależna od 
stężenia jonów Ca2+ (218—220). Wypływający stąd wniosek, że regulacja 
skurczu w mięśniu gładkim nie ma związku z białkami cienkich filamen- 
tów, lecz z miozyną, został potwierdzony wynikami badań innych mięśni 
gładkich (221—225).
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Przy ogólnym podobieństwie właściwości fizykochemicznych i budo­
wy cząsteczkowej miozyny z mięśni gładkich i szkieletowych, odnoto­
wano różnice w składzie aminokwasowym (226, 227), długości cząstecz­
ki (228), odporności na trawienie enzymami proteolitycznymi (227, 229, 
230), strukturze antygenowej (156, 231—233) i charakterze lekkich łań­
cuchów. Miozyna gładkich mięśni kręgowców zawiera tylko dwa rodzaje 
lekkich łańcuchów, o masach cząsteczkowych, ok. 20 000 (LC20) i 17 000 
(LC17) (225, 227, 234—237), obecne w proporcji 2 mole każdego z nich na 
mol miozyny (220, 235). Żaden z nich nie jest usuwalny ani przez DTNB, 
ani przez EDTA (234, 237) i oba różnią się nieco składem aminokwasowym 
od lekkich łańcuchów z mięśni innych typów (234, 235, 237). Podczas otrzy­
mywania subfragmentu SI łańcuch LC20 ulega proteolitycznej degradacji 
(234, 238—241). Ponieważ nie powoduje to u tra ty  ani aktywności ATPazo­
wej, ani zdolności reagowania reszty cząsteczki z aktyną można sądzić, że 
nie bierze on udziału w spełnianiu żadnej z tych funkcji. Ta i inne cechy 
łańcucha LC20, jak zdolność funkcjonalnego zastępowania regulującego 
łańcucha mięczaków (127) oraz jego fosforylacja działaniem endogennej 
kinazy (148, 242—244), pozwalają zaliczyć go wraz z łańcuchami LC2 mio­
zyny z mięśni szkieletowych i sercowego do wspólnej klasy „łańcuchów 
ulegających fosforylacji”, czyli P-LC.

O ile znaczenie fosforylacji miozyny w mięśniach innego typu nie 
zostało jednoznacznie określone, wyniki uzyskane niezależnie przez kil­
ka grup badawczych upoważniają do wniosku, że w mięśniu gładkim 
proces ten ma decydujące znaczenie w regulacji skurczu. Stwierdzono 
bowiem, że aktywacja miozyny z mięśni gładkich przez aktynę in vitro 
jest proporcjonalna do stanu ufosforylowania jej łańcucha P-LC (225, 
238, 242, 244—252). Jednakową zależność obu procesów od stężenia 
jonów Ca2+ przypisywano aktywującemu działaniu Ca2+ na kinazę lek­
kich łańcuchów, co zostało potwierdzone po otrzymaniu tego enzymu w 
czystej formie z mięśnia żołądka kurzego i zbadaniu jego budowy i właś­
ciwości (253, 254). Ze względu na fakt, że miozyna z mięśni gładkich wią­
że Ca2+ w proporcji około 2 moli na mol białka w tym samym zakresie 
stężeń tego kationu jakie wymagane są do aktywacji skurczu (238, 244, 
255), niektórzy z autorów sugerowali, że Ca2+ jest konieczny również 
do reagowania ufosforylowanej miozyny z aktyną (239, 246). Wyniki, któ­
re były podstawą do wysunięcia tego wniosku można jednak tłumaczyć 
niekompletnym oczyszczeniem miozyny od niezależnej od Ca2+ endogen­
nej fosfatazy katalizującej defosforylację miozyny. W większości prac 
stwierdzono, że usunięcie Ca2+ po ufosforylowaniu miozyny nie hamuje 
aktywowanej przez aktynę hydrolizy ATP, a więc jedyną funkcją jonów 
Ca2+ jest regulacja aktywności kinazy lekkich łańcuchów (225, 238, 247, 
250, 256, 257).

Odrębny pogląd reprezentuje E b a s h i i współprac., według których 
funkcję regulatora skurczu w mięśniu gładkim spełnia białko o masie cząs­
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teczkowej 80 000 (leiotonina A), nie będące kinazą lekkich łańcuchów, lecz 
powodujące w nieokreślony bliżej sposób aktywację aktomiozyny w obec­
ności Ca2+ (i tropomiozyny) niezależnie od stanu ufosforylowania miozyny 
(258—260). W późniejszym doniesieniu z tego laboratorium opisano drugie 
białko (leiotonina C), o masie ok. 18 000, którego obecność jest konieczna 
dla aktywności leiotoniny A (261). Dyskusja ewentualnych przyczyn tej 
kontrowersji wykracza poza ramy tego artykułu. W większości labora­
toriów jednak uzyskano wyniki przemawiające za tym, że zależna od 
Ca*+ fosforylacja P-LC miozyny powoduje aktywację skurczu mięśnia 
gładkiego, zaś rozkurcz jest wynikiem defosforylacji, katalizowanej przez 
niezależną od Ca2+ fosfatazę. Wspomniana już obserwacja, że preparaty 
subfragmentu SI, pozbawione łańcucha P-LC, reagują z aktyną w sposób 
niezależny od stężenia jonów Ca2+ (221, 238—241) może sugerować, że 
nieufosforylowany P-LC blokuje w jakiś sposób (przestrzennie lub po­
przez wpływ na konformację ciężkiego łańcucha) miejsce reagowania mio­
zyny z aktyną, zaś fosforylacja znosi ten efekt.

Ostatnio opisano dodatkowy mechanizm regulacji reagowania miozyny 
z aktyną w mięśniu aorty, poprzez inhibicję aktywności kinazy lekkich 
łańcuchów miozyny w wyniku fosforylacji katalitycznej podjednostki tego 
enzymu przez zależną od cAMP kinazę białkową (261a, 261b). Nie wiadomo 
jeszcze, czy mechanizm ten działa także w innych typach mięśni gładkich.

VI. Polimorficzne formy miozyny w homologicznych mięśniach różnych 
gatunków kręgowców

Jak wynika z informacji przedstawionych w poprzednich rozdziałach, 
miozyna wykazuje znacznie większą specyficzność tkankową niż gatunko­
wą. O występowaniu jednak pewnych różnic gatunkowych w enzymatycz­
nej aktywności i strukturze zarówno lekkich jak i ciężkich łańcuchów 
miozyny wspomniano już krótko powyżej. Szersze badania porównawcze 
miozyny prowadzono stosując głównie metody immunologiczne. Preparaty 
miozyny z mięśni szkieletowych ssaków, ptaków i płazów nie dają krzy­
żowej reakcji antygenowej (262—264), podobnie jak preparaty z mięśni 
szkieletowych, gładkich i sercowego zwierząt tego samego gatunku (157, 
202, 233, 265, 266). Powszechne do niedawna przekonanie o braku immuno­
logicznej specyficzności miozyny z mięśni tego samego typu w obrębie 
gromady ssaków (233, 262, 267, 268) podważono wykazując — przy użyciu 
nowej, ilościowej techniki mikrokomplementarnego wiązania — różnice 
właściwości immunologicznych miozyny z posterior latissimus dorsi psa, 
królika i świni (264). Stosując tę technikę, przy użyciu przeciwciał wobec 
HMM stwierdzono też różnice antygenowej struktury  miozyny z serc kil­
kunastu gatunków ssaków (269). Co więcej, zastąpienie przeciwciał wo­
bec rodzimej cząsteczki przeciwciałami wobec HMM pozwoliło wykazać,
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że antygenowa struktura miozyny z mięśni szkieletowych i serca tego sa­
mego gatunku jest bardziej zbliżona niż struktura miozyny z serc różnych 
gatunków (270).

Jakkolwiek w miozynie wszystkich badanych dotąd kręgowców zacho­
wany jest specyficzny dla danego typu mięśnia charakter lekkich łańcu­
chów, szereg obserwacji wskazuje na możliwość strukturalnego zróżni­
cowania tych łańcuchów w homologicznych mięśniach różnych gatun­
ków. Pewne różnice mas cząsteczkowych i punktów izoelektrycznych lek­
kich łańcuchów zauważono porównując miozynę z mięśni szkieletowych 
szybkich karpia i królika (271, 272) oraz żaby i królika (273). Znaczne 
zróżnicowanie mas cząsteczkowych lekkich łańcuchów występuje w mio­
zynie różnych gatunków w obrębie samej gromady ryb (274—276) (Ryc. 6); 
odnotowano też różnice w składzie aminokwasowym tych łańcuchów

m. szybkie m. wolne

Ryc. 6. Schem at elektroforetycznego rozdziału lekkich łańcuchów  miozyny z m ięśni 
szkieletow ych szybkich i w olnych różnych gatunków  ryb w  żelu poliakryloam ido- 
w ym  w obecności SDS (wg 275). A — karp , B — szczupak, C — rek inek  psi, D — m a­
krela , E — anioł morski.

(274, 276). Różnice elektroforetycznej ruchliwości łańcuchów LCj, lub obu 
klas lekkich łańcuchów, w żelu poliakryloamidowym w obecności SDS 
zauważono też porównując miozynę z serc ssaków różnych gatunków (68, 
277). Inni autorzy stwierdzili jednakową ruchliwość elektroforetyczną lek­
kich łańcuchów miozyny z komór lub przedsionków serca szczura, kró­
lika, kota, psa, świni i wołu (204). Chociaż nie oznacza to jeszcze chemicz­
nej identyczności, obserwacja ta potwierdza raczej niż przeczy brakowi 
korelacji między strukturą lekkich łańcuchów a poziomem aktywności 
ATPazowej miozyny, znacznie zróżnicowanej w obrębie porównywanych 
gatunków. Jednokierunkowe mapy peptydowe produktów fragmentacji 
bromocyjanem i proteolitycznego trawienia wg C l e v e l a n d a  i współ­
prac. (167) subfragmentu A l miozyny z komór serca człowieka, świni i wo­
łu wskazują na różnice w sekwencji aminokwasowej, a zarazem struktu­
ralną homologię N-końcowej części ciężkich łańcuchów miozyny z tych
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trzech źródeł (278). Można przypuszczać, że przyszłe badania porównaw­
cze skoncentrują się na dokładniejszej charakterystyce struktury  ciężkich 
łańcuchów miozyny.

W porównawczych badaniach enzymatycznych właściwości miozyny 
zwrócono uwagę na wyjątkowo dużą labilność miozyny z mięśni szkiele­
towych ryb (271, 279—281) i płazów (żaby) (273, 282, 283) nawet w śro­
dowisku obojętnym. W obu przypadkach nieodwracalnej inaktywacji to­
warzyszy agregacja cząsteczek do oligomerów (271, 273, 279, 284). Inną 
wspólną cechą miozyny z mięśni fazowych-szybkich przedstawicieli tych 
dwóch gromad jest słabsze wiązanie łańcuchów LC2 z resztą cząsteczki w 
porównaniu z miozyną z mięśni wyższych kręgowców (273, 285). Różnice 
w szybkości trawienia trypsyną ciężkich łańcuchów miozyny z mięśni 
szybkich żaby i królika oraz w elektroforetycznej ruchliwości polipepty- 
dów nagromadzających się w trakcie trawienia (273) wskazują na struk­
turalne zróżnicowanie tych dwóch form miozyny. Można oczekiwać, że 
porównanie pierwszorzędowej struktury  łańcuchów miozyny z mięśni ryb, 
płazów i królika pozwoli wykazać od jakich zastąpień aminokwasowych 
zależy stabilność rodzimej struktury cząsteczki miozyny.

VII. Miozyna mięśni bezkręgowców

W badaniach miozyny bezkręgowców wiele uwagi poświęcono mięś­
niom mięczaków ze względu na występowanie w nich systemu regulacji 
skurczu poprzez reagowanie Ca2+ z miozyną (286, 287). Uderzającą róż­
nicą w budowie cząsteczkowej miozyny z mięśni mięczaków i kręgow­
ców jest charakter lekkich łańcuchów (127, 288). Wszystkie cztery lekkie 
łańcuchy miozyny mięczaków mają jednakową lub bardzo podobną (za­
leżnie od gatunku) masę cząsteczkową — ok. 18 000. Jeden z nich można 
oddzielić od reszty cząsteczki działaniem EDTA. Miozyna pozbawiona 
tego łańcucha traci jedno z dwóch miejsc silnego wiązania Ca2+ i reagu­
je z aktyną niezależnie od stężenia jonów Ca2+ w środowisku, podczas 
gdy rodzima miozyna wymaga obecności Ca2+ do jej aktywacji przez 
aktynę. Drugi lekki łańcuch oddysocjowuje pod wpływem DTNB po 
uprzednim potraktowaniu miozyny EDTA. Oba te łańcuchy mają iden­
tyczny skład amionkwasowy i którykolwiek z nich dodany do miozyny 
pozbawionej łańcucha usuwalnego przez EDTA odtwarza rodzimą cząstecz­
kę. W związku z tym oba łańcuchy otrzymały nazwę „regulujące”. Po­
nieważ po oddzieleniu od reszty cząsteczki łańcuch regulujący traci zdol­
ność wiązania Ca2+, postulowano wpływ ciężkich łańcuchów na jego ro­
dzimą konformację (288, 289). Funkcja pozostałych dwóch łańcuchów, 
które można usunąć z cząsteczki dopiero działaniem chlorowodorku gu­
anidyny lub SDS i które różnią się od łańcuchów regulujących ładun­
kiem elektrycznym, jest nieznana. Można jednak przypuszczać, że są one
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konieczne do zachowania aktywności ATPazowej podobnie jak łańcuchy 
alkaliczne w mięśniach szkieletowych kręgowców.

Regulujące łańcuchy miozyny mięczaków nie są fosforylowane ani 
przez kinazę lekkich łańcuchów otrzymaną z mięśni szkieletowych króli­
ka, ani przez otrzymane w podobny sposób ekstrakty z mięśni mięczaków 
(148, 290), chociaż posiadają resztę serynową w podobnej pozycji, w jakiej 
zidentyfikowano serynę ulegającą fosforylacji w łańcuchach P-LC miozy­
ny kręgowców (290). Łańcuchy te wykazują również strukturalne podo­
bieństwo do łańcuchów P-LC w rozmieszczeniu apolarnych reszt amino­
kwasowych (290). Konsekwencją strukturalnej homologii jest wspomnia­
na w rozdziale III i V zdolność funkcjonalnego zastępowania łańcuchów re­
gulujących w cząsteczce miozyny mięczaków przez P-LC miozyny z mięśni 
kręgowców. Zauważono jednak, że tylko P-LC miozyny z mięśni gład­
kich przywraca miozynie mięczaków, pozbawionej jej własnego łańcucha 
regulującego, zarówno zależność reagowania z aktyną od obecności Ca2+ 
jak i pełną zdolność specyficznego wiązania Ca2+, podczas gdy P-LC mio­
zyny z mięśni szkieletowych nie przywraca zdolności wybiórczego wiązania 
Ca2+ (127). Porównanie sekwencji aminokwasowej łańcuchów P-LC z fa- 
zowych-szybkich mięśni kręgowców (291) i łańcuchów regulujących mio­
zyny mięczaków (290, 292) z sekwencją parwalbuminy — białka wiążą­
cego Ca2+, o znanej strukturze trzeciorzędowej (293), pozwoliło zidenty­
fikować potencjalne miejsce wiązania Ca2+ w tych łańcuchach. Dokład­
niejsze badania (289) wykazały, że łańcuch regulujący miozyny mięcza­
ków, oprócz pojedynczego miejsca specyficznego dla Ca2+, zawiera dru­
gie miejsce wiązania z wysoką stałą powinowactwa, dostępne tak dla 
Ca2+ jak i innych dwuwartościowych kationów; uzyskano jednocześnie 
dowody wskazujące, że pojedyncze miejsce wiązania kationu w P-LC 
miozyny z mięśni szkieletowych kręgowców jest homologiczne w stosun­
ku do tego drugiego, niespecyficznego dla Ca2+ miejsca w łańcuchu regu­
lującym miozyny mięczaków (289, 294). Bardziej ogólnym wnioskiem, jaki 
wypływa z dokładnego porównania sekwencji aminokwasowej lekkich 
łańcuchów różnych form miozyny, parwalbuminy, a także troponiny 
C — białka regulującego skurcz mięśni szkieletowych wszystkich krę­
gowców, jest pochodzenie tych białek od wspólnego prekursora.

Przypuszczalny mechanizm kontroli skurczu przez działanie Ca2+ na 
lekkie łańcuchy miozyny mięczaków oraz jego występowanie w mięś­
niach wielu innych bezkręgowców omówiono w jednym z wcześniej­
szych artykułów w Postępach Biochemii (295). Miozynowy system kon­
troli, występujący równocześnie z systemem kontroli skurczu przez biał­
ka cienkich filamentów m.in. w mięśniach owadów, tłumaczy zjawisko 
ruchu główek miozynowych pod wpływem Ca2+, wykryte metodą rentge- 
nograficzną w mięśniu mechanicznie rozciągniętym, przez co kontakt fila­
mentów miozynowych z cienkimi filamentami jest przerwany (296). Po­
dobne obserwacje dokonane w badaniach mięśni szkieletowych kręgowców
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(143, 297) nie doczekały się jednoznacznej interpretacji. Badania porów­
nawcze wykazały brak korelacji między aktywnością ATPazową mio­
zyny a typem regulacji skurczu w danym mięśniu (298).

Wśród badań innego typu na uwagę zasługują prace, w których wy­
kazano znaczne zróżnicowanie ciężkich łańcuchów miozyny z mięśni ścia­
ny ciała nicieni. Zróżnicowanie to dotyczy zarówno sekwencji aminokwa­
sowej, co widać przy porównaniu produktów fragmentacji łańcuchów 
bromocyjanem, jak i masy cząsteczkowej (210 000 i 203 000) (299). Wyka­
zano, że cząsteczki są homodimerami i że oba izoenzymy występują w tych 
samych komórkach (300, 301).

VIII. Miozyna w systemach niemięśniowych

Mimo trudności spowodowanych niską zawartością miozyny w komór­
kach niemięśniowych, udało się już otrzymać w stosunkowo czystej for­
mie i scharakteryzować to białko z wielu tkanek lub komórek kręgow­
ców, a mianowicie z mózgu (165, 302, 303), wątroby (304), rdzenia nadner­
czy (305— 309), tarczycy (310), trzustki, gruczołu ślinowego i przysadki 
mózgowej (311), siatkówki oka (309, 312), makrofagów (313—315), leuko­
cytów (316—319), płytek krwi (320—330), fibroblastów (331—333) i wielu 
innych typów hodowanych komórek (333—337). Materiałem do izolacji 
miozyny z niemięśniowych komórek bezkręgowców był mózg mątwy (338), 
ja ja (339) i sperma (340) rozgwiazdy, ameboidalna i plazmoidalna forma 
śluzowca 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 charakteryzujące preparaty miozyny z różnych źródeł. W przeważa­
jącej większości podjednostkowa budowa miozyny jest bardzo podobna do 
budowy miozyny mięśniowej. Oznaczenia ciężaru cząsteczkowego metodą 
chromatografii kolumnowej dały wartości w granicach 450 000—500 000 
(165, 303, 313, 317, 321, 336). Bezpośrednie porównanie ruchliwości elek- 
troforetycznych w żelu poliakryloamidowym w SDS w wielu przypadkach 
wykazało nieco wyższy ciężar ciężkich łańcuchów miozyny niemięśniowej 
(Tabela 3, 303, 329, 340, 342, 343, 347, 351). Inną budowę niż miozyna mięś­
niowa ma jedynie jedna z form miozyny u Acanthamoeba castellanii, któ­
rej całkowita masa cząsteczkowa wynosi 180 000, co wskazuje na obec­
ność tylko jednego ciężkiego łańcucha w cząsteczce (349, 350). Składem 
lekkich łańcuchów preparaty niemięśniowe przypominają miozynę z mięś­
ni gładkich. Pewne wahania wartości ciężarów cząsteczkowych tych łańcu­
chów mogą wynikać z niedokładności metody elektroforetycznej; przy bez­
pośrednim porównaniu elektroforetycznej ruchliwości lekkich łańcuchów 
miozyny z fibroblastów, płytek krwi, komórek wątroby, nerek, mózgu 
i mięśnia gładkiego żołądka kury otrzymano identyczne wartości 20 000
i 17 000 (165). Jedynie w miozynie z mózgu znaleziono trzy rodzaje lek­
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kich łańcuchów (165, 303), nie jest jednak wykluczone, że jeden z tych 
łańcuchów polipeptydowych stanowi zanieczyszczenie. Jak widać z da­
nych przedstawionych w Tabeli 3, obserwowano znaczne różnice w ak­
ty wnościach ATPazowych, z reguły znacznie niższych od aktywności mio­
zyny mięśniowej; na razie jeszcze trudno ocenić, czy odzwierciedlają one 
rzeczywiste różnice właściwości badanych form miozyny, ponieważ mogą 
być spowodowane różnymi warunkami oznaczeń, częściową denaturacją 
białka podczas izolacji lub niejednokrotnie niekompletnym oczyszczeniem. 
Ostatnie badania ujawniły jedną z przyczyn braku lub bardzo niskiej sty­
m ulacji aktywności ATPazowej przez aktynę we wcześniejszych pracach. 
Stwierdzono, że lekki łańcuch o masie cząsteczkowej około 20 000 w mio­
zynie z płytek krw i (322, 356, 357), siatkówki oka (358), linii komórek 
BHK-21 z nerki chomika (333, 359), astrocytów mysich (337) i makrofa- 
gów (315) jest fosforylowany przez endogenną kinazę lub kinazę otrzy­
maną z mięśni gładkich, oraz że dopiero fosforylacja umożliwia aktywację 
miozynowej ATPazy przez aktynę. Można przypuszczać, że przyszłe bada­
nia miozyny z innych typów komórek potwierdzą to zjawisko. Pojawiły 
się też doniesienia o fosforylacji ciężkiego łańcucha miozyny z fibrobla- 
stów (360), ameby Dietyostelium  (361) i Acanthamoeba (352). Jakkolwiek 
według pierwszych doniesień (322, 356) aktywność endogennej kinazy 
z płytek krwi nie wymagała obecności Ca2+, w późniejszych pracach (362, 
363) wykazano jej zależność od Ca2+, co stwierdzono również w przypad­
ku fosforylacji miozyny z innych niemięśniowych źródeł. Tak więc, w to­
ku badań nad miozyną wyjaśniono jednocześnie niektóre aspekty regulacji 
jej reagowania z aktyną, podobnie jak to miało miejsce w przypadku mięś­
ni gładkich.

Acanthamoeba castellanii jest dotąd jedynym przykładem komórek 
niemięśniowych, w których znaleziono więcej niż jedną formę miozy­
ny (Tablica 3). Ostatnio zidentyfikowano w tym organizmie aż trzy i z o -  

enzymy (Miozyna IA, IB, IC) zbudowane z pojedyńczego ciężkiego łań­
cucha o nieco różnych masach i różniące się składem lekkich łańcuchów 
(364, 365). Występują one obok formy dimerycznej (miozyny II), bardziej 
przypominającej miozynę mięśniową (351, 353). Oprócz izoenzymów mio­
zyny I z Acanthamoeba, wszystkie inne badane formy miozyny niemięś- 
niowej tworzą in vitro bipolarne filamenty, chociaż znacznie mniejsze od 
filamentów miozyny mięśniowej (304, 306—308, 312, 318, 329, 337, 338, 
343, 346, 353, 354). Zwrócono przy tym uwagę na nieco inny wpływ wa­
runków jonowych na formowanie się filamentów miozyny niemięśniowej
i mięśniowej. Określenie stanu agregacji niemięśniowych białek kurczli­
wych in vivo wymaga dalszych badań i stanowi kolejny etap na drodze 
prowadzącej do poznania mechanizmów różnorodnych form lokomocji ko­
mórek i ruchów wewnątrzkomórkowych, w których białka te najpraw ­
dopodobniej czynnie uczestniczą.
ZAAKCEPTOWANO DO DRUKU 3.6.1980
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I. Wprowadzenie

W połowie lat sześćdziesiątych w badaniach in vivo używając jodu ra ­
dioaktywnego udowodniono hipotezę głoszącą, że tyreoglobulina (Tgb) 
jest molekularnym podłożem biosyntezy hormonów tarczycy (1, 2). Od
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tego czasu datuje się żywe zainteresowanie strukturą tyreoglobuliny i jej 
rolą w biosyntezie hormonów (3—9). Na początku lat siedemdziesiątych 
zaczęto także gromadzić dowody o udziale w tym procesie peroksydazy 
tarczycowej (TPO) (10). Jednakże ze względu na trudność wyizolowania 
w stanie czystym tak tyreoglobuliny, jak i peroksydazy tarczycowej do­
piero wyniki z ostatnich pięciu lat pozwalają na konstruowanie hipotez
o roli struktury obydwu białek w biosyntezie hormonów tarczycy, a tak­
że na formułowanie hipotez o mechanizmach tego procesu, bardziej szcze­
gółowych niż dotychczasowe (8, 9).

Synteza elementarnych łańcuchów polipeptydowych tyreoglobuliny 
ma miejsce w komórkach pęcherzykowych tarczycy, i przebiega zgodnie 
ze znanymi etapami biosyntezy białka (6). Następnie tyreoglobulina prze­
mieszcza się do pęcherzyka tarczycy, gdzie ulega posttranslacyjnym mo­
dyfikacjom, podczas których, między innymi, zachodzi synteza reszt hor­
monów tarczycy (9, 11—13). Schemat biosyntezy i sekrecji hormonów, 
oparty głównie na badaniach autoradiograficznych i mikroskopii elektro­
nowej, przedstawia rycina 1.

Synteza łańcuchów polipeptydowych tyreoglobuliny przebiega na po­
lisomach szorstkiego retikulum  endoplazmatycznego (14) (etap 1), gdzie 
zaczyna się także sukcesywnie przyłączanie reszt cukrowych. Jest ono 
kontynuowane podczas wędrówki łańcuchów polipeptydowych przez cy­
sterny retikulum i kończy się w kompleksie Golgiego (15—21) (etap 2). 
Agregacja pod jednostek i utworzenie tzw. 16-17S-protyreoglobuliny na­
stępuje prawdopodobnie w pęcherzykach wydzielniczych (etap 3), które 
mechanizmem egzocytozy silnie stymulowanym przez TSH (22, 23) 
transportują tyreoglobulinę na zewnątrz apikalnej ściany komórki (22, 24) 
(etap 4). Równolegle z surowicy krwi w drodze aktywnego transportu do 
komórki pęcherzykowej przenoszone są jodki (25), które dzięki korzyst­
nej różnicy potencjałów między komórką a wnętrzem pęcherzyka bardzo 
łatwo przenikają przez apikalną ścianę komórki (26) (etap 5). Jodowanie 
tyreoglobuliny przebiega w świetle pęcherzyka w pobliżu błony apikalnej 
komórek pęcherzykowych (22). Stwierdzono, że z apikalną ścianą komó­
rek pęcherzykowych związany jest enzym peroksydaza tarczycowa (TPO) 
(24), katalizująca w obecności wody utlenionej jodowanie reszt tyrozylo- 
wych tyreoglobuliny do reszt jodotyrozyiowych: 3-monojodotyrozylowej 
(MIT) i 3,5-dijodotyrozylowej (DIT) (etap 6) oraz sprzęganie ze sobą dwóch 
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 także 
utlenianie grup — SH do wiązań dwusiarczkowych, co prowadzi do po­
wstania stabilnej 19S—tyreoglobuliny (6, 38). Dojrzała tyreoglobulina 
magazynowana jest w koloidzie pęcherzyka (39) (etap 8). Wydzielanie hor­
monów do krwioobiegu odbywa się poprzez endocytozę tyreoglobuliny 
(40, 41) (etap 9) oraz wytworzenie z lizosomami fagolizosomów, redukcję
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Ryc. 1. Schemat biosyntezy i sekrecji hormonów tarczycy
(1) — synteza elementarnych łańcuchów polipeptydowych protyreoglobuliny; (2) — dołą­
czanie jednostek oligosacharydowych do elementarnych łańcuchów polipeptydowych 
protyreoglobuliny; (3) — agregacja podjednostek i utworzenie 16-17S-protyreoglobuliny; 
(4) — egzocytoza protyreoglobuliny; (5) — transport aktywny jodków do miejsca jodo­
wania protyreoglobuliny; (6) — jodowanie reszt tyrozylowych protyreoglobuliny do 
reszt 3-monojodotyrozylowych i 3,5-dijodotyrozylowych; (7) — sprzęganie ze sobą 
dwóch reszt jodotyrozylowych z utworzeniem hormonalnych reszt jodotyronylowych: 
3/3,5-trijodotyronylowych i tyroksylowych; (8) — magazynowanie dojrzałej tyreoglobu­
liny; (9) — endocytoza tyreoglobuliny; (10) — redukcja wiązań dwusiarczkowych tyreo­
globuliny i hydroliza białka; (U) — odjodowanie jodotyrozyn; (12) — przenikanie 
hormonów tarczycy do płynu komórkowego.

wiązań dwusiarczkowych i hydrolizę tyreoglobuliny (42) (etap 10). Pro­
duktami hydrolizy są: aminokwasy białkowe, cukry, 3,5—dijodotyrozyna, 
3-jodotyrozyna, tyroksyna, 3',3,5-trijodotyronina. Jodotyrozyny ulegają 
odjodowaniu pod wpływem mikrosomalnej dehalogenazy jodowej (43)
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(etap 11). Uwolnione jodki, aminokwasy i cukry ulegają recyklizacji. 
Obecność dehalogenazy jodowej warunkuje zamknięty obieg jodu w ta r­
czycy, zwany wewnętrzną pulą jodkową (44). Uwolnione hormony: 3',3,5- 
trijodotyronina i tyroksyna, przedostają się do zewnętrznego płynu ko­
mórkowego, a następnie do krwioobiegu (9) (etap 12).

Jak z powyższego widać, synteza reszt hormonalnych w cząsteczce ty- 
reoglobuliny przebiega w dwóch etapach:

— jodowanie reszt tyrozylowych do reszt jodotyrozylowych: 3-mono- 
jodotyrozylowej i 3,5-dijodotyrozylowej (Ryc. 2),

— sprzęganie ze sobą dwóch reszt jodotyrozylowych prowadzące do 
reszt jodotyronylowych: 3',3,5-trijodotyronylowej i tyroksylowej 
(Hyc. 3).

<D £O ">*
N  O 
>s

|
>>
NO
>,O•O
■a.

Ryc. 2. Jodow anie reszt tyrozylowych protyreoglobuliny

Te dwa zasadnicze etapy biosyntezy reszt hormonalnych określa się dalej 
w artykule mianem biosyntezy hormonów tarczycy.

Celem niniejszego artykułu jest przedstawienie stanu wiedzy o budo­
wie tyreoglobuliny oraz danych o domniemanej roli regulatorowej tego 
białka w biosyntezie hormonów tarczycy i hipotez o mechanizmach bio­
syntezy hormonów.

II. Budowa tyreoglobuliny

Tyreoglobulina jest głównym białkiem syntezowanym w komórkach 
pęcherzyków tarczycy, i w normalnym gruczole występuje w ilości 60— 
70 mg/g tkanki (9). Jest ona glikoproteiną o masie cząsteczkowej około
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TYROKSYNA
Ryc. 3. Sprzęganie ze sobą reszt jodotyrozylow ych tyreoglobuliny prow adzące do 
reszt horm onalnych

660 000 daltonów i o stałych sedymentacji: tyreoglobulina niezjodowana 
16— 17S, a zjodowana — 19S (3, 45). Przy pomocy mikroskopii elektro­
nowej wykazano, że niezjodowana tyreoglobulina ma kształt cylindrycz­
ny i luźną strukturę, a zjodowana — kształt elipsoidalny i strukturę upa­
kowaną (46). Z tarczycy izoluje się także jodoproteiny o stałych sedymen­
tacji wyższych niż 19S, w ilości 5—15°/o wszystkich rozpuszczalnych bia­
łek produkowanych przez komórki pęcherzyków. Przypuszcza się, że ich 
zawartość zależy od stanu zdrowia i diety jodowej osobnika. Są to 27S— 
jodoproteina o masie cząsteczkowej 1 220 000 daltonów (47) i 37S—jodo- 
proteina o masie cząsteczkowej 1 983 000 daltonów (48). O 27S—jodo- 
proteinie wiadomo, że jest dimerem 19S—tyreoglobuliny (49), o kształcie 
dwóch przylegających elipsoid (50).

Składy aminokwasowe tyreoglobulin pochodzących z tarczyc zwierząt 
różnych gatunków są podobne (51). Tyreoglobuliny średnio zawierają 5500 
reszt aminokwasowych, w tym około 140 reszt tyrozylowych (3.4% wszy­
stkich reszt aminokwasowych). Reszty typu kwasowego stanowią 10— 
15%, amidowe — 10%, hydrofobowe około 45%. Liczba reszt zasadowych 
jest mniejsza niż kwasowych (punkt izoelektryczny tyreoglobuliny wynosi 
4.5). Na 230—250 reszt cysteinylowych prawie wszystkie tworzą wią­
zania dwusiarczkowe (6, 9, 51). Podobna zawartość aminokwasów hy-
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drofobowych i kształt cząsteczek sugeruje duże podobieństwo struktur 
drugo- i trzeciorzędowych tyreoglobulin (9).

Ilość jodu w tyreoglobulinach pochodzących z normalnych tarczyc 
ssaków najczęściej zamyka się w granicach 0.2—1.0°/o, tj. 10—50 ato­
mów jodu/mol Tgb, a jodowaniu ulega 6—33 reszt tyrozylowych (52). 
Preparaty tyreoglobuliny otrzymane nawet z jednego gruczołu cechuje 
duża heterogenność jodowa, polegająca na występowaniu cząsteczek o róż­
nym stopniu zjodowania (27, 53). Stan zdrowia i dieta jodowa osobnika 
mają decydujący wpływ na średni stopień zjodowania populacji cząsteczek 
tyreoglobuliny izolowanej z danego gruczołu. Z kolei stopień zjodowania 
jest jednym z czynników, od których zależą proporcje czterech głównych 
reszt jodoaminokwasowych (52, 54) (Tab. 1).

Część cukrowa w tyreoglobulinach stanowi 8— 10°/o ich masy (9). W 
przebadanych, różnych gatunkowo tyreoglobulinach stwierdzono odmien- 
ne typy jednostek oligosacharydowych. Np. w tyreoglobulinie cielęcej wy­
kryto dwa typy jednostek: krótszą o masie 1050 daltonów zawierającą 
mannozę i N-acetyloglukozoaminę, i dłuższą o masie 3200 daltonów za­
wierającą dodatkowo galaktozę i fukozę lub kwas sialowy. Cząsteczka ty ­
reoglobuliny cielęcej ma około 9 jednostek krótszych i 14 jednostek dłuż­
szych. Jednostki obu typów łączą się wiązaniem N-glikozydowym z resztą 
kwasu asparaginowego łańcucha polipeptydowego (55). W tyreoglobulinie 
człowieka wykryto trzeci typ jednostki oligosacharydowej, w której 10°/o 
reszt heksozoaminowych stanowi N-acetylogalaktozoamina. Jednostka ta 
łączy się wiązaniem O-glikozydowym z resztą serylową lub treonylową 
łańcucha polipeptydowego (56, 57). Ponadto w tyreoglobulinach, tak jak w 
większości glikoprotein (58), stwierdzono heterogenność jednostek cukro­
wych (57), polegającą na występowaniu obok kompletnych łańcuchów 
oligosacharydowych — łańcuchów niekompletnych.

Tyreoglobulina składa się z dwóch podjednostek o masach cząsteczko­
wych 330 000 daltonów i o stałych sedymentacji 12S. Łączą się one zarów­
no wiązaniami kowalentymi, jak i niekowalentnymi (59). Niezjodowana 
17S-tyreoglobulina dysocjuje całkowicie na podjednostki pod wpływem 
różnych czynników denaturujących, podczas gdy jodowana dysocjuje ty l­
ko częściowo (6, 54). Wiąże się to ściśle z towarzyszącym jodowaniu utle­
nianiem grup —SH między podjednostkami (6, 38, 60).

Do chwili obecnej o strukturze 12S-podjednostki wiadomo niewiele, 
ponieważ trudno jest otrzymać czyste preparaty tyreoglobuliny. Począt­
kowo białko izolowano z gruczołów tarczycy mrożonych do — 60°C, uzys­
kując preparaty zanieczyszczone frakcjami polipeptydowymi o masach 
cząsteczkowych niższych od masy 12S-podjednostki (61—67). Po redukcji 
wiązań dwusiarczkowych i alkilacji grup —SH otrzymywano preparaty 
składające się prawie całkowicie z frakcji o masach cząsteczkowych niż­
szych niż masa cząsteczkowa 12S-podjednostki (62, 63). Badania hydrody­
namiczne frakcji głównych dawały sprzeczne wyniki sugerujące, że w
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skład 12S-podjednostki wchodzą dwa, trzy lub cztery łańcuchy polipepty- 
dowe o masach cząsteczkowych odpowiednio 160 000 (66), 110 000 (61) lub 
80 000 daltonów (67). Powyższe rozbieżności, w chwili obecnej, przypisuje 
się degradacji białka w trakcie izolowania lub oczyszczania. Degradacja 
taka może zachodzić pod wpływem enzymów proteolitycznych zanieczysz­
czających preparaty tyreoglobuliny (65), a ułatwi ją obecność w cząsteczce 
miejsc szczególnie podatnych na hydrolityczne rozszczepienie enzyma­
tyczne. Ponadto zakłada się obecność w tyreoglobulinie miejsc szczegól­
nie podatnych na hydrolityczne rozszczepienie nieenzymatyczne (68).

W r. 1975 V a s s a r t i wsp. (69) posługując się 33S-mRNA, wy­
izolowanym z tarczycy wołowej, przeprowadzili syntezę protyreoglobu- 
liny w komórkach jajowych Xenopus laevis. Produkt translacji był che­
micznie i immunologicznie identyczny z tyreoglobuliną wołową, a po re­
dukcji i alkilacji grup —SH okazał się elektroforetycznie jednorodny 
i miał ruchliwość podobną do ruchliwości 12S-podjednostki. Jego masa 
cząsteczkowa oznacza przy pomocy filtracji żelowej mieściła się w grani­
cach 270 000—340 000 daltonów. Elementarna pod jednostka niez jodowanej 
protyreoglobuliny jest więc pojedynczym łańcuchem polipeptydowym. 
W tym samym roku L i s s i t z k y i wsp. (70) po raz pierwszy otrzymali 
z tarczyc świńskich i owczych tyreoglobulinę, w której nie wykryto frak­
cji niskocząsteczkowych. Białko izolowano ze świeżych gruczołów w 
łagodnych warunkach (temperatura 0°C, pH 7.2) i oczyszczano przy po­
mocy filtracji żelowej. Po redukcji wiązań dwusiarczkowych i alkilacji 
grup —SH uzyskano tylko jedną frakcję o ruchliwości elektroforetycznej 
podobnej do ruchliwości i2S-podjednostki i o masie cząsteczkowej około 
310 000 daltonów. Wyniki L i s s i t k y ’ e g o  (70) potwierdzono dla ty ­
reoglobuliny zwierząt innych gatunków (49, 71). 12S-podjednostka ty­
reoglobuliny zjodowanej jest więc także, jak elementarna podjednostka 
tyreoglobuliny niezjodowanej — pojedyńczym łańcuchem polipeptydo­
wym.

Enzymatyczne trawienie tyreoglobuliny z tarczyc zwierząt czterech 
gatunków wykazało obecność 2 moli C-końcowego dipeptydu Ser—Leu/ 
mol Tgb i nie ujawniło, także przy użyciu metod chemicznych, żadnego 
N-końcowego aminokwasu. Z powyższego wyciągnięto wniosek, że łań­
cuchy polipeptydowe obydwu podjednostek tyreoglobuliny są jednakowe 
(49). Należy jednak odnotować i inne poglądy na temat tej sprawy. Ba­
danie składu tyreoglobuliny wołowej przy pomocy równowagowej se­
dymentacji w gradiencie gęstości RbCl wskazuje, zdaniem autorów (72), 
na nieidentyczność łańcuchów polipeptydowych białka. Badanie składu 
tyreoglobuliny świnki morskiej przy pomocy elektroforezy w żelu polia- 
kryloamidowym prowadzi do wniosku, że gruczoł zwierzęcia produkuje 
przede wszystkim jednołańcuchową podjednostkę o masie cząsteczkowej 
295 000 daltonów, ale nie wyklucza, zdaniem autorów (73—75), hipotezy,
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że produkuje też, chociaż w małych ilościach, jednołańcuchową podjed­
li ostkę o masie cząsteczkowej 210 000 daltonów.

Wobec faktu, że 12S-podjednostka tyreoglobuliny składa się tylko 
z jednego łańcucha polipeptydowego, obserwowana we wcześniejszych 
badaniach fragmentacja na duże polipeptydy o w przybliżeniu l/n  krot­
nych masach cząsteczkowych sugeruje n-globularną budowę łańcucha. 
Badania najczystszych, z dotychczas otrzymanych preparatów tyreoglo­
buliny wydają się potwierdzać to przypuszczenie. Łagodne krótkotrwałe 
trawienie subtylopeptydazą tych preparatów, uprzednio zredukowanych 
i alkilowanych, daje z jednego mola 12S-podjednostki dwa mole polipep- 
tydu o masie cząsteczkowej 140 000 daltonów i dwa mole polipeptydu
o masie cząsteczkowej 20 000 daltonów. Wynik ten nasuwa wniosek, że 
12S-podjednostka składa się z dwóch globularnych domen o masie czą­
steczkowej 140 000 daltonów połączonych fragmentam i polipeptydowymi
0 masie cząsteczkowej 20 000 daltonów (76). Długotrwała dializa wodą pre­
paratów tyreoglobuliny, najprawdopodobniej zanieczyszczonych enzyma­
mi proteolitycznymi, daje frakcje polipeptydowe o masach cząsteczkowych 
17 500, 37 400 i 70 800 daltonów. Frakcje te mają składy aminokwasowe
1 cukrowe podobne do siebie i do tyreoglobuliny oraz jednakową kolej­
ność pierwszych siedmiu od N-końca aminokwasów. Wydaje się więc, że 
12S-podjednostka ma więcej niż dwa globularne obszary — być może aż 
dwadzieścia — i to nawet identyczne (77). Brak reaktywności około 40% 
reszt tyrozylowych z N-acetyloimidazolem i tetranitrom etanem  w szero­
kim zakresie tem peratury od 0° do 70°C wskazuje na trwałość konfor- 
macyjną globularnych domen białka (78).

III. Rola struktury tyreoglobuliny w biosyntezie hormonów tarczycy

Pe reakcji jodowania kazeiny, fibrynogenu i tyreoglobuliny, prowa­
dzonej w obecności peroksydazy tarczycowej, stwierdzono, że najwyż­
szą wydajność hormonów tarczycy daje tyreoglobulina, zwłaszcza przy 
niskich stopniach zjodowania odpowiadających fizjologicznym (29, 31). 
Po jodowaniu tyreoglobuliny o przypuszczalnie niezmienionej lub mało 
zmienionej strukturze natywnej wydajność ta wynosi 1.4—2.5 reszt 
jodotyronylowych/mol Tgb (34, 79). Natomiast po jodowaniu tyreoglo­
buliny o strukturze zmienionej pod działaniem czynników denaturują­
cych takich jak, mocznik czy guanidyna, lub na skutek niektórych ope­
racji w izolowaniu lub oczyszczaniu białka otrzymuje się znacznie mniej 
hormonów (29, 31, 79). Np. tyreoglobulina izolowana z gruczołów prze­
chowywanych w stanie zamrożonym, w którym następuje ograniczona 
proteoliza, nie wpływająca na właściwości fizykochemiczne białka, daje 
po jodowaniu trzykrotnie mniej hormonów niż tyreoglobulina z gruczo­
łów świeżych (79).
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Przy poliglobularnej budowie tyreoglobuliny szczególnie istotny w 
biosyntezie hormonów tarczycy jest udział jej warstwy powierzchnio­
wej. Dlatego charakterystyka reszt tyrozylowych i jodoaminokwasowych 
tego obszaru struktury  białka była przedmiotem licznych badań (6, 27, 29,
30, 34, 78, 80—88). Przy pomocy chemicznej modyfikacji i spektrofotome- 
trycznego miareczkowania tyreoglobuliny stwierdzono, że reszty 3,5-dijo- 
dotyrozylowe i jodotyronylowe są całkowicie wyeksponowane do roztwo­
ru, podczas gdy większość reszt 3-monojodotyrozyiowych jest tylko 
częściowo wyeksponowana i niereaktywna dalszym jodowaniu (6, 78,
86, 87). Należy więc sądzić, że jodowanie reszt tyrozylowych do 3,5-dijo- 
dotyrozylowych i sprzęganie ze sobą dwóch reszt jodotyrozyiowych 
z utworzeniem reszt hormonalnych, przebiega na resztach całkowicie wy­
eksponowanych, jodowanie natomiast do reszt 3-monojodotyrozylo- 
w ych— na resztach tylko częściowo wyeksponowanych, tj. na resztach
o przesłoniętej jednej pozycji orto pierścienia fenolowego (3, 78).

Tabela 1
Zależność składu jodoaminokwasowego tyreoglobuliny (52) i wydajności syntezy hormonów tar­
czycy od stopnia zjodowania białka in vivo

Stopień zjodowania 
% J atomy J/mol Tgb

Liczba reszt jodoaminokwaso­
wych 

mol /mol Tgb 
MIT DIT T3 T4

Wydajność syntezy 
reszt hormonalnych 
2(T3+T4) • 100% 

M IT+DIT+2(T3 +  T4)

0.15 7.6 3.3 1.4 0.1 0.3 14.5
0.31 16.2 4.1 3.6 0.3 1.0 25.2
0.37 19.1 4.6 4.5 0.5 1.0 24.8
0.56 28.2 4.9 6.8 0.5 1.6 24.7
0.59 30.9 6.0 7.6 0.7 1.8 27.9
0.75 39.4 6.7 10.0 0.5 2.8 28.3
0.85 44.0 8.1 11.9 0.7 2.5 —
1.04 54.0 11.0 15.1 0.8 2.6 —

1.10 56.7 8.4 17.8 0.5 2.8 —
1.17 61.1 12.1 19.0 0.6 2.3 —

Jak widać z ryciny 4 (sporządzonej na podstawie danych zawartych 
w tabeli 1), kształty krzywych zależności liczby poszczególnych reszt 
jodoaminokwasowych od stopnia zjodowania tyreoglobuliny in vivo (52, 
54, 89) są bardzo charakterystyczne. Podobne kształty mają także krzy­
we odpowiednich zależności po enzymatycznym jodowaniu tyreoglobuli­
ny in vitro (34). Krzywa reszt 3-monojodotyrozylowych ma w przedziale 
średnich stopni zjodowania przebieg zbliżony do poziomego oraz punkt 
przegięcia. Stosunek bardziej aktywnej 3',3,5-trijodotyroniny do tyroksy- 
ny staje się tym niższy im wyższy jest stopień zjodowania. Krzywe obu 
reszt hormonalnych zdążają do plateau, które w przypadku 3',3,5-trijo- 
dotyroniny zaczyna się przy stopniu zjodowania 0.35%, a w przypadku
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tyroksyny — przy stopniu zjodowania 0.75%. Z kolei, jak widać z ryciny 
5 (Tab. 1), kształt krzywej zależności wydajności syntezy reszt hormo­
nalnych od stopnia zjodowania jest również charakterystyczny. W prze­
dziale niskich stopni zjodowania do 0.31% wydajność ta gwałtownie roś­
nie wraz ze wzrostem liczby atomów jodu. Po dostatecznej akumulacji 
jodu, w przedziale umiarkowanych stopni zjodowania 0.31—0.75%, synte­
za hormonów przebiega w przybliżeniu ze stałą wydajnością, około 25%.

Ryc. 4. Zależność składu jodoam inokwasowego tyreoglobuliny od stopnia je j zjodo­
w ania in  vivo  (52)
Ryc. 5. Zależność w ydajności syntezy horm onów  tarczycy od stopnia zjodowania 
tyreoglobuliny in v ivo  (* w ydajność syntezy liczona tak  jak  w tabeli 1)

W przedziale tym obserwuje się lekki spadek wydajności przy stopniu 
zjodowania, przy którym ma miejsce przegięcie krzywej reszt 3-mono- 
jodotyrozylowych (Ryc. 4), a następnie lekki wzrost do poziomu maksy­
malnego, około 28%, przy stopniu zjodowania 0.75%. Przy tej zawartości 
jodu tworzy się od trzech do czterech reszt jodotyronylowych/mol Tgb, 
a dalsze jodowanie tyreoglobuliny nie daje już wzrostu tej liczby (Tab. 
1). Synteza reszt hormonalnych ustaje więc (Ryc. 4 i 5), a tyreoglobulina 
po spełnieniu roli molekularnego podłoża syntezy hormonów, przejmuje 
funkcję ich magazynu oraz funkcję magazynu nadwyżek jodu pod posta­
cią reszt jodotyrozylowych (52, 54) (Ryc. 4). Powyższe obserwacje suge­
rują wzajemne zależności między z jednej strony procesami jodowania 
reszt tyrozylowych i sprzęgania ze sobą reszt jodotyrozylowych, a z dru­
giej strony — strukturą trzeciorzędową tyreoglobuliny (52). Sugestię tę 
popierają inne badania, w których stwierdzono zmianę struktury trzecio­
rzędowej tyreoglobuliny w wyniku reakcji przebiegających na bocznych 
łańcuchach reszt aminokwasowych białka (46, 90).

Po reakcji jodowania tyreoglobuliny in vitro w obecności peroksydazy 
tarczycowej stwierdzono, przy pomocy metody równowagowej sydemen- 
tacji w gradiencie gęstości RbCl, homogenność jodową (z dokładnością do
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trzech atomów jodu) otrzymanych preparatów. W celu bliższej charakte­
rystyki tego zjawiska, jodowano określoną ilością 181 J~ ekwimolarną mie­
szaninę tyreoglobuliny niezjodowanej i niskozjodowanej izotopem 125J~. Po 
reakcji oba rodzaje cząsteczek miały ten sam poziom zjodowania. Jodowa­
nie mieszaniny cząsteczek o większej heterogenności jodowej prowadzi­
ło także do wyrównania końcowego stopnia zjodowania. Drugim izoto­
pem jodowały się w sposób uprzywilejowany reszty tyrozylowe cząste­
czek tyreoglobuliny niezjodowanej lub niskoz jodowanej. Wobec tego wy­
ciągnięto wniosek (27), że istnieje ściśle określony sekwencyjny porządek 
jodowania reszt tyrozylowych tyreoglobuliny, co sugeruje subtelne róż­
nice w ich reaktywności, których źródłem powinny być z kolei różnice 
otoczenia aminokwasowego tych reszt. Jeżeli jednak założy się, że tyreo­
globulina zbudowana jest z jednakowych globularnych domen, w których 
otoczenie aminokwasowe reszt tyrozylowych powinno być też jednakowe, 
bardziej przekonującym tłumaczeniem obserwowanego wyrównania stop­
nia zjodowania w jodowaniu in vitro populacji cząsteczek tyreoglobuliny 
heterogennej jodowo wydaje się tłumaczenie następujące. Jak już wspom­
niano, tyreoglobulina niezjodowana ma luźną strukturę, a tyreoglobuiina 
zjodowana — strukturę upakowaną (46). Być może więc, każdemu aktowi 
jodowania tyreoglobuliny towarzyszą zmiany konformacyjne wewnątrz 
cząsteczki prowadzące stopniowo do coraz większego wzrostu upakowa­
nia struktury. Zanik heterogenności jodowej tyreoglobuliny w enzyma­
tycznym jodowaniu in vitro wynikałby wobec tego z uprzywilejowania 
jodowania cząsteczek o luźniejszej strukturze. Wniosek ten wydają się 
popierać najnowsze wyniki badania procesu jodowania tyreoglobuliny 
w skrawkach tarczycy. Mianowicie: stwierdzono uprzywilejowanie jo­
dowania cząsteczek tyreoglobuliny nowosyntezowanej (91, 92), a więc 
niezjodowanej protyreoglobuliny o luźnej strukturze.

Jeżeli założy się, że zmiany konformacyjne tyreoglobuliny są jednym 
z czynników sterujących jodowaniem, to ich charakter powinien wpły­
wać na skład jodoaminokwasowy. Porównanie zawartości poszczególnych 
jodoaminokwasów w frakcjach tyreoglobuliny dysocjujących na 12S-pod- 
jednostki wydaje się potwierdzać tę sugestię. Frakcje niedysocjujące, 
składające się więc z cząsteczek, w których 12S-podjednostki łączą się 
wiązaniami dwusiarczkowymi, zawierają więcej reszt hormonalnych i 3- 
monojodotyrozylowych, a mniej reszt 3,5-dijodotyrozylowych niż frakcje 
dysocjujące o tych samych stopniach zjodowania (54). Większą liczbę reszt 
hormonalnych i odwrócenie proporcji w liczbach reszt jodotyrozylowych 
w cząsteczkach niedysocjujących w porównaniu do dysocjujących można 
tłumaczyć tym, że większy stopień upakowania ich struktury  sprzyja 
reakcji sprzęgania ze sobą reszt jodotyrozylowych, a ogranicza reakcję 
jodowania.

Na podstawie przedstawionych w niniejszym rozdziale danych sformu­
łowano pogląd, że za specyficzność przebiegu obydwu reakcji składających
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się na proces biosyntezy hormonów tarczycy odpowiedzialna jest przede 
wszystkim struktura tyreoglobuliny, która te procesy reguluje (27, 30,
31, 54). Nie kwestionując strukturalnego dostosowania tyreoglobuliny do 
pełnienia funkcji molekularnego podłoża biosyntezy hormonów, przy róż­
nych stężeniach jodków w tarczycy, formułuje się ostatnio także i inny 
pogląd, a mianowicie, że za omawianą specyficzność w dużej mierze odpo­
wiedzialna jest peroksydaza tarczycowa, katalizująca procesy biosyntezy 
hormonów tarczycy (93).

IV. Mechanizm biosyntezy hormonów tarczycyf f
IV—1. Rola peroksydazy tarczycowej w biosyntezie hormonów tarczycy

Jeszcze do r. 1976 udział peroksydazy tarczycowej w poszczególnych 
etapach procesu biosyntezy hormonów tarczycy wydawał się niejasny 
(9). Ostatnio jednak wykazano bez wątpliwości, że enzym ten katalizuje 
zarówno reakcję jodowania niektórych reszt tyrozylowych tyreoglobuli­
ny do reszt jodotyrozylowych, jak i reakcję sprzęgania ze sobą niektórych 
jej reszt jodotyrozylowych prowadzącą do utworzenia reszt jodotyronylo- 
wych (34, 93).

Badając reakcję syntezy reszt hormonalnych w obecności znanych pe- 
roksydaz: peroksydazy tarczycowej, peroksydazy chrzanowej, laktopero- 
ksydazy i chloroperoksydazy, stwierdzono, że wszystkie wymienione en­
zymy zdolne są do katalizowania reakcji jodowania reszt tyrozylowych 
tyreoglobuliny, a trzy pierwsze z nich — do katalizowania reakcji sprzę­
gania ze sobą jej reszt jodotyrozylowych (30, 88, 94, 95). Peroksydaza ta r­
czycowa nie wydaje się więc mieć specyficzności absolutnej. Jednakże w 
stosunku do pozostałych enyzmów katalizuje syntezę reszt hormonalnych 
z najwyższą wydajnością, w najszerszym zakresie pH oraz z maksymalną 
szybkością tak reakcji jodowania, jak i sprzęgania przy stężeniu jonów 
wodorowych jednakowym dla obydwu reakcji i najbliższym fizjologicz­
nemu (pH ~  7.4) (34, 93). Np. stwierdzono, że chociaż peroksydaza chrza­
nowa daje wysoką wydajność jodowania, joduje tylko pewną frakcję 
z puli hormonogennych reszt tyrozylowych oraz że katalizuje wolniej 
niż peroksydaza tarczycowa sprzęganie ze sobą hormonogennych reszt jo­
dotyrozylowych otrzymanych w drodze jodowania tyreoglobuliny w obec­
ności peroksydazy tarczycowej (93). Testowanie specyficzności trzech 
peroksydaz: tarczycowej, chrzanowej i laktoperoksydazy, w reakcji jo­
dowania di— i tripeptydów zawierających tyrozynę, wykazało, że enzy­
mem zdecydowanie najbardziej efektywnym w tej reakcji modelowej 
jest peroksydaza tarczycowa, a ponadto, że z przebadanych związków 
najszybciej jodowały się Gly-Glu-Tyr i Glu-Tyr-Glu (96). Opisane dane 
dowodzą, że spośród przebadanych peroksydaz najwyższą specyficzność 
względem tyreoglobuliny tak w reakcji jodowania, jak i sprzęgania ze
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sobą jej reszt jodotyrozylowych, ma peroksydaza tarczycowa, i sugerują, 
że enzym ten  bierze-udział w selekcjonowaniu reszt hormonogennych (35, 
93, 96), którym przypisuje się specyficzne otoczenie aminokwasowe (97).

P o m m i e r i wsp. (33), badając kinetykę biosyntezy hormonów ta r­
czycy katalizowanej peroksydazą tarczycową stwierdzili opóźnienie re- 
acji sprzęgania względem jodowania. Wielkość opóźnienia wynosiła kilka 
m inut i zależała od stosunku stężenia wody utlenionej i jodków. Przy sta­
łym stosunku stężeń tych dwóch reagentów wielkość opóźnienia była sta­
ła (98). Powodem opóźnienia nie była konieczność akumulacji określonej 
liczby reszt jodotyrozylowych, gdyż nawet po bardzo szybkim przyłącze­
niu 55 atomów J/mol Tgb nie od razu obserwowano sprzęganie ze sobą 
reszt jodotyrozylowych (33). Fakty te sugerują występowanie peroksyda- 
zy tarczycowej w dwóch konformacjach: jednej — katalizującej jodowanie 
reszt tyrozylowych tyreoglobuliny i drugiej — katalizującej sprzęganie 
ze sobą jej reszt jodotyrozylowych (33, 93). Stwierdzono, że reakcja sprzę­
gania wymaga obecności jodków, a stymulujący efekt obserwowano przy 
stężeniach 10-e—10-4 M/dcms. W stężeniach powyżej 10-4 M/dcm3 jodki 
hamowały zarówno reakcją jodowania, jak i reakcją sprzęgania (33). 
Stwierdzono także wpływ wolnej 3,5-dijodotyrozyny na obydwa procesy, 
przy czym w stężeniach 10-8—10-7 M/dcm* nie wpływa ona na reakcję 
jodowania, a jedynie przyspiesza dwukrotnie szybkość reakcji sprzęgania, 
natomiast przy stężeniach rzędu 10~4 M/dcm8 — hamuje całkowicie tak 
reakcję jodowania, jak i sprzęgania (33, 99). Nieco później T a u r o g 
i wsp. (100) wykazali, że wolna 3,5—dijodotyrozyna w stężeniach 10-7— 
10“® M/dcms stymuluje nie tylko szybkość sprzęgania, ale także zwiększa 
wydajność reszt hormonalnych i stosunek 3',3,5-trijodotyroniny do tyro- 
ksyny. Efekty te obserwowano przy różnych stopniach zjodowania. Nie 
stwierdzono, aby wolna 3,5-dijodotyrozyna wbudowywała się w hormony. 
W tyreoglobulinie pacjentów z chorobą Gravesa—Basedowa, u których 
zawartość wolnej 3,5-dijodotyrozyny w gruczole tarczycy jest prawdo­
podobnie większa niż w gruczole normalnym, stwierdzono także wyższy 
stosunek 3',3,5-trijodotyroniny do tyroksyny niż w tyreoglobulinie o tym 
samym stopniu zjodowania pochodzącej z normalnej tarczycy (100, 101). 
Wyżej opisane dane prowadzą do wniosku, że peroksydaza tarczycowa 
jest enzymem regulatorowym, który, w zależności od stężenia jodków 
i wolnej 3,5-dijodotyrozyny, może kontrolować reakcje jodowania reszt 
tyrozylowych tyreoglobuliny i sprzęgania jej reszt jodotyrozylowych.

IV—2. Mechanizm molekularny aktu katalitycznego biosyntezy hormonów tarczycy

Na podstawie ogólnie przyjętego poglądu o przebiegu etapu peroksy- 
dacji w procesach katalizowanych przez peroksydazy (11, 102-—108), kata­
lizowanej przez peroksydazę tarczycową reakcji jodowania przypisuje się 
następujący przebieg:
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peroksydacja: a) TPO +  H20 2 JJTLENIONA-TPO +  H20 2 
b) UTLENIONA-TPO +  J -  ^  TPO-Jutl 

jodowanie: TPO-Jutl +  AKCEPTOR *± TPO +  JODOWANY-
AKCEPTOR.

Po inkubacji peroksydazy tarczycowej z 125J~ w obecności wody utlenionej 
D a v i d s o n  i wsp. (36, 37) otrzymali kompleks TPO-125J u tl, który oczy­
szczano przez filtrację żelową na Sephadexie G-25. Kompleks reagował 
z takimi substratami jak: Glu-Tyr-Glu, 3-monojodotyrozyna i J~. Pierw ­
szy z nich charakteryzował się najwyższą stałą substratową Km3.10~6M. 
Kompleks TPO-125J utl jodował modelowy peptyd w układzie nie zawie­
rającym wody utlenionej, i w reakcji nie wykryto wolnego jodu. Suge­
ruje się, że w kompleksie formą aktywną jodu jest jon jodoniowy J®. Pod­
stawą tej sugestii jest fakt, że kompleks peroksydaza chrzanowa—J UTl 
katalizował modelową reakcję testową, której chemiczny przebieg wy­
magał obecności aktywnej formy jodu pod postacią J® (109). Natura kom­
pleksu TPO-Jutl jest w chwili obecnej przedmiotem badań (36, 37).

Brak znajomości struktury tyreoglobuliny i peroksydazy tarczycowej 
utrudnia konstrukcję hipotez o mechanizmie molekularnym aktu katalizy 
jodowania i sprzęgania. Pierwsze, fragmentaryczne informacje próbuje się 
więc uzyskać w reakcjach syntezy hormonów prowadzonych na modelach 
peptydowych (110) lub na białkach o znanej konformacji (111). Np. bada­
jąc steryczne uwarunkowania hormonogenezy stwierdzono, że w reak­
cjach jodowania i sprzęgania katalizowanych peroksydazą tarczycową 
najwyższą wydajność hormonów otrzymuje się w cząsteczkach peptydów, 
w których pierścienie fenolowe dwóch reszt tyrozylowych ułożone są naj­
prawdopodobniej sandwiczowo i antyrównolegle (110).

IV—3. Mechanizm reakcji sprzęgania reszt jodotyrozylowych

Chemiczna reakcja oksydatywnego sprzęgania fenoli ma charakter rod­
nikowy (112, 113), a peroksydazy katalizują reakcje przeniesienia jedno- 
elektronowego (102—104, 114). Wnioskuje się stąd, że i mechanizm elek­
tronowy reakcji hormonogenezy jest także rodnikowy.

Już w r. 1939 v o n  M u t z e n b e c h e r  (115) otrzymał tyroksynę 
w reakcji sprzęgania ze sobą dwóch cząsteczek 3,5-dijodotyrozyny. Dla 
reakcji tej J o h n s o n  i T e w k e n s b u r y  (116) oraz H a r i n g t o n  
(117) zaproponowali mechanizm rodnikowy (Ryc. 6). Pierwszym etapem 
reakcji jest utlenianie jonów fenolanowych 3,5-dijodotyrozyny (I) do wol­
nych rodników (II), które w drugim etapie sprzęgają się do przejściowego 
nietrwałego eteru semichinoidowego (III). Eter ten w trzecim etapie roz­
szczepia się na tyroksynę (IV) i aminokwas trójwęglowy. Pośrednim do­
wodem na poparcie powyższego mechanizmu tworzenia tyroksyny była 
synteza analogów eteru semichinoidowego jako trwałych związków che­
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micznych (IIIA), w reakcji rodników 2,4,6-tri(tert-butylo)fenolowych (Ha) 
z różnymi analogami i pochodnymi tyrozyny (Ib) oraz ich przemiana w 
analogi tyroksyny (IVA) (112, 113) (Ryc. 7).

Inny chemiczny model formowania tyroksyny, także o Todnikowym 
mechanizmie elektronowym, zaproponował w r. 1956 H i l m a n n  (118), 
otrzymując hormon z wydajnością 3°/o w reakcji 3,5-dijodotyrozyny z jej

Ryc. 6. H ipotetyczny m echanizm  sprzęgania ze sobą dwóch cząsteczek 3,5-dijodoty­
rozyny prowadzącego do cząsteczki tyroksyny  (116, 117)
R, =  j
R. =  CHsCH(NHj)COOH

ketoanalogiem, tj. kwasem 3,5-dijodo-4-hydroksyfenylopirogronowym 
(DIHPPA) jako donorem pierścienia jodofenolowego. Obecność tlenu i ka­
talitycznych ilości rodników zwiększała wydajność syntezy do 30°/o (119). 
Wykazano następnie, że formą aktywną DIHPPA jest wodoronadtlenek 
(120), jednak mechanizmu jego sprzęgania z 3,5-dijodotyrozyną nie udało 
się wyjaśnić (121).

Szybka i wydajna synteza tyroksyny z DIHPPA sugerowała jego 
udział w biosyntezie hormonów tarczycy (119). DIHPPA w warunkach

(IV) R1
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in vitro reagował z resztami jodotyrozylowymi tyreoglobuliny do reszt 
jodotyronylowych (122, 123). W wyciągach z tarczycy wykryto w niewiel­
kich ilościach DIHPPA (124) i 3,5-dijodo-4-hydroksybenzaldehyd, naj­
prawdopodobniej produkt jego redukcji (125) oraz enzymy: transaminazę

(Ho) + 0O■HW _R2
/ ( I b )R-

lila) + (llb)

(DI A)

(III A)

HO

(P/A)

Ryc. 7. M echanizm syntezy analogów tyroksyny (IVA) (112, 113) 

T te rt-b u ty l |

Ri =  H, Br, J
R2 = CH2COOC2H5, (CH 2)2COOC2H5) (CH2)2COOH,

CH2CH(NH2)COOC2H5, CH2CH(NHCOCH3)COOH, 
CH2CH(NHCOCH3)COOC2H5, CH2CH(NH2)COOH

katalizującą dezaminację 3,5-dijodotyrozyny do DIHPPA i tautomerazę 
katalizującą przemianę DIHPPA w formę enolową (125). Wobec tego za­
proponowano drogę biosyntezy tyroksyny z udziałem DIHPPA, przedsta­
wioną na rycinie 8 (126).

Jednak wobec licznych faktów bezpośredniego — bez udziału DIHPPA
— formowania reszt tyroksylowych w reakcjach prowadzonych na mode­
lach peptydowych, białkowych i tyreoglobulinie, przeważa pogląd (8, 9),
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że syntezie reszt hormonalnych w warunkach fizjologicznych można przy­
pisać mechanizm zaproponowany przez J o h n s o n a  i T e w k e n s -  
b u r  y ’ e g o (116). Przyjm uje się, że proces ten przebiega trójetapowo:
— tworzenie rodników katalizowane przez peroksydazę tarczycową,

tautomeraza

G° ^ t y r r
/ ------  0  OH

1 I
0—H

COOH
TPO

DIHPPA -  W odoronadtlenek

0  —\  \ - C H  =  C —  COOH

y J  i
y  oh

DIHPPA -  E n o l

G

CHo

CH /  \
■NH c -

H
o

Ryc. 8. H ipotetyczny m echanizm  biosyntezy reszty tyroksylow ej w  cząsteczce ty reo ­
globuliny z udziałem  kw asu 3,5-dijodo-4-hydroksyfenylopirogronow ego (126)
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— sprzęganie ze sobą dwóch rodników prowadzące do nietrwałego eteru 
semichinoidowego,

— rozszczepienie eteru semichinoidowego na resztę jodotyronylową i resz­
tę aminokwasu trójwęglowego (8, 9).

Jednoznaczna identyfikacja reszty aminokwasu trójwęglowego, pozosta­
jącej w łańcuchu peptydowym po sprzęgnięciu ze sobą dwóch pierścieni 
jodofenolowych, pozwoliłaby na podanie dalszych szczegółów mechanizmu 
tej reakcji. Jednak jej wykrycie w tyreoglobulinie jest trudne, między in­
nymi, ze względu na wielkość tego białka, jego nieznaną strukturę i małą 
liczbę formowanych reszt hormonalnych. Dlatego problem badano przede 
wszystkim stosując modele peptydowe. W jednym przypadku stwierdzono 
powstawanie reszty serylowej (127), a w drugim — rozszczepienie łańcu­
cha peptydowego (128). Ostatnio udało się wykazać rozszczepienie łań­
cucha peptydowego na amid i resztę kwasu pirogronowego po reakcji 
sprzęgania ze sobą reszt jodotyrozylowych w cząsteczce tyreoglobuliny 
(129). Opisane powyżej wyniki nie są sprzeczne, jeżeli założy się, że pod­
czas formowania reszty hormonalnej powstaje równolegle nietrwała resz­
ta dehydroalanylowa, która w wyniku hydratacji może przechodzić w 
iesztę serylową lub ulegać rozszczepieniu z utworzeniem amidu i kwasu

k w a s

pirogronowy

Ryc. 9. R eakcje hyd ra tac ji dehydroalaniny

pirogronowego (9, 68, 129, 130) (Ryc. 9). Hipotezę tę wydają się potwier­
dzać uzyskane ostatnio dane, wskazujące na powstawanie reszty dehy- 
droalanylowej obok reszty tyroksylowej w reakcji sprzęgania ze sobą 
dwóch reszt 3,5-dijodotyrozylowych związanych peptydowo (131, 132). 
Na tej podstawie zaproponowano hipotetyczny mechanizm sprzęgania ze 
sobą dwóch reszt 3,5-dijodotyrozylowych tyreoglobuliny, przedstawiony 
na rycinie 10 (131, 132). Obecność reaktywnej reszty dehydroalanylowej 
w łańcuchu peptydowym tyreoglobuliny może, między innymi, tłumaczyć 
trudności (68) z wyizolowaniem tego białka o niezmienionej strukturze 
pierwotnej.
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Ryc. 10. Hipotetyczny m echanizm  biosyntezy reszty tyroksylow ej w cząsteczce ty reo ­
globuliny (131, 132).
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V . U w a g i końcow e

Tyreoglobulina jest dużym i skomplikowanym białkiem. Niezadawa­
lająca metodyka izolowania i oczyszczania tego typu makrocząsteczek 
znacznie hamuje postęp w określaniu ich struktury. W ostatnich latach 
udało się ustalić, że 12S-podjednostka tyreoglobuliny stanowi pojedyn­
czy łańcuch polipeptydowy. Jest on sfałdowany najprawdopodobniej w 
globularne jednakowe domeny. Osiągnięciem z ostatnich lat jest także 
stwierdzenie, że peroksydaza tarczycowa jest enzymem najlepiej dostoso­
wanym do katalizowania reakcji jodowania reszt tyrozylowych tyreoglo­
buliny i sprzęgania ze sobą jej reszt jodotyrozylowych z utworzeniem 
reszt hormonalnych. Wydaje się ponadto, że w hormonogenezie enzym ten 
pełni również funkcję regulatorową, której dotychczas znanymi efektora- 
mi są jodki i wolna 3,5-dijodotyrozyna. Drugim regulatorem wydajności 
reszt hormonalnych jest, być może, sama tyreoglobulina. Jej struktura 
przy niskich poziomach zjodowania pozwala na utrzymanie wyższego sto­
sunku 3',3,5-trijodotyroniny do tyroksyny, natomiast przy poziomach 
umiarkowanych zapewnia stałą wydajność syntezy reszt hormonalnych, 
a przy wyższych — czyni również z białka magazyn jodu.

Brak znajomości struktury tyreoglobuliny i peroksydazy tarczycowej 
utrudnia konstrukcję hipotez o mechanizmie molekularnym aktu katali­
tycznego syntezy hormonów tarczycy. Natomiast w chwili obecnej dosyć 
jasny jest pogląd na mechanizm reakcji sprzęgania ze sobą dwóch reszt 
jodotyrozylowych, gdyż można go badać posługując się modelami pepty- 
dowymi. Nagromadzono pośrednie dowody przemawiające za rodniko­
wym mechanizmem reakcji. Gromadzi się również dane popierające po­
gląd, że po utworzeniu reszty hormonalnej, w miejscu donorowej reszty 
jodotyrozylowej pozostaje w łańcuchu peptydowym tyreoglobuliny reszta 
dehydroalanylowa.

W najbliższej przyszłości należy oczekiwać oznaczenia liczby globular- 
nych domen w 12S-podjednostce tyreoglobuliny i określenia ich struk­
tury. Badania te powinny umożliwić poznanie otoczenia aminokwasowe- 
go reszt 3-monojodotyrozylowych, 3,5-dijodotyrozylowych, 3',3,5-trijodo- 
tyronylowych i tyroksylowych. Wydaje się to istotne dla weryfikacji hi­
potezy o ściśle określonym porządku sekwencyjnym jodowania reszt ty ro­
zylowych tyreoglobuliny.

W czasie pisania pracy autorzy korzystali z pomocy finansowej Instytutu Chemii Organicz­
nej PAN, w  ramach problemu MR-1.12.1.6.10.
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W ykaz stosowanych skrótów : gangliozyd GMi-/?-galaktozylo/l -> 3//?-N-acetylogalak- 
tozaminylo/1 4/[a-N -acetyloneuram inylo/2 -► 3/]/?-galaktozylo/l 4//?-glukozylo/1 -* 
1/ceram id; GppNHp — guanozyno 5 '/fl-y im ino/trójfosforan.

I. Wstęp

Cholera, najczęściej wymieniana w języku polskim jednostka choro­
bowa, manifestuje się ostrą biegunką prowadzącą do odwodnienia i śmier­
ci organizmu. F i l i p p o  P a c i n i  w roku 1854 (cyt. za 1) wykrył, że 
chorobę tę powoduje bakteria Vibrio cholerae (Przecinkowiec cholery). 
E r i c h  K o c h  w 1887 roku (cyt. za 2) wysunął hipotezę, że bezpośrednią 
przyczyną choroby jest wydzielana przez bakterie toksyna. Sugestię tę, 
uznano po wielu latach za słuszną (3, 4).

W ciągu ostatnich 10 lat okazało się, że toksyna Vibrio cholerae, zwana 
choleragenem, jest: 1. białkiem o niekonwencjonalnej budowie, które rea­
guje z błoną komórkową rozpoznając na jej powierzchni receptor — gan­
gliozyd Gm, 2. lektyną bakteryjną aglutynującą liposomy i komórki,
3. uniwersalnym aktywatorem cyklazy adenylowej zwierzęcych błon ko­
mórkowych, 4. enzymem katalizującym ADP-rybozylację białek regula­
torowych układu cyklazy a także, 5. odczynnikiem do nabycia z firmy 
Schwarz-Mann, Orangeburg, N. Y.

Jako odczynnik choleragen bywa stosowany do zwiększania stężenia 
cAMP w komórkach i wywoływania tą drogą różnych efektów biologicz­
nych, pozwala na ocenę cyklazy adenylowej w preparatach błon a także 
umożliwia badanie rozmieszczenia, ruchliwości w błonie i metabolizmu 
swojego receptora — gangliozydu GMi. Działając poprzez układ cyklazy 
adenylowej choleragen jest niezwykle efektywny: kilka a być może nawet 
jedna jego cząsteczka jest w stanie zmienić metabolizm komórki. Podobnie 
skuteczne są jedynie hormony a także niektóre inne toksyny.

Własności choleragenu oraz mechanizm jego działania przedstawio­
no w szeregu prac poglądowych (2, 5— 14). W Postępach Biochemii za­
gadnienie to zostało częściowo omówione w artykule G a r d a s a  (15).
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II. Choleragen

Choleragen jest białkiem wydzielanym przez bakterie do podłoża (5). 
W ciągu ostatnich lat opracowano szereg metod izolowania i oczyszczania 
tego białka (6, 7, 16—25). Choleragen otrzymano w formie krystalicznej 
(26,27), co pozwoliło na badanie jego struktury  metodą dyfrakcji promie­
ni X (27). Choleragen ma masę cząsteczkową około 84 000 daltonów (22, 
28—30), chociaż niektórzy autorzy stwierdzali nieco niższe (31) lub wyższe 
(32) wartości. Chemicznie jest to białko proste, zbudowane wyłącznie 
z aminokwasów (28), które pod wpływem różnych czynników rozpada 
się na podjednostki (20, 22, 28—30, 32—38) Ryc. 1. Cząsteczkę cholerage-

redukcja

SH

(23000)

(7000)

czynniki
denaturujące

czynniki
denaturujące

+

Choleragenoid (55 000)

X
czynniki

\ \ ~
\  5 « (  B )  (11600)

A (30000)

redukcja

\
V

+

t !  4 -  5 « (É T )  (11600) 

podjednostka B
podjednostka A

utlenienie SH
SH

Ryc. 1. Budowa choleragenu wg G i 11 a (8) i rozpad choleragenu na podjednostki. 
At — peptyd At, A2 — peptyd A., A — podjednostka A, B — podjednostka B.
Za zgodą autora i wydawnictwa.
Zmodyfikowano na podstawie: 22, 29 , 32, 36, 38, 40,. 46.

nu tworzy jedna podjednostka A  i fragm ent B, w którego skład wchodzi 
kilka (20, 29, 30) najprawdopodobniej pięć (29, 32, 40, 41) podjednostek 
B. Podjednostki A  i B połączone są ze sobą wiązaniami niekowalencyj- 
nymi.

Podczas oczyszczania toksyny Vibrio choleare, poza jej natywną for­
mą — choleragenem, otrzymano także mniejsze, podobne antygenowo biał­
k o — choleragenoid (17, 28). Choleragenoid powstaje w wyniku oddysocjo- 
wania od cząsteczki choleragenu podjednostki A  (28, 29, 40, 42) i ma masę 
cząsteczkową około 55 000. Wzór choleragenu można zapisać jako A (B )s  
a choleragenoidu (B )5. Choleragenoid nie wykazuje aktywności biologicz­
nej właściwej natywnej toksynie (28) a efekty jego działania są jedynie 
wynikiem wiązania z receptorami błon komórkowych (43). Przyjm uje się, 
że aktywność biologiczną choleragenu warunkuje podjednostka A , a wia-
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zanie do błon komórek — fragment B (2, 7—14). Ostatnio H o n d a  
i F i n k e l s t e i n  (44) otrzymali zmutowany szczep bakterii Vibrio 
cholerae syntetyzujący wyłącznie nieaktywną formę (choleragenoid) tok­
syny.

II—1. Podjednostka A

Podjednostka A o masie cząsteczkowej około 30 000 daltonów składa 
się z dwu peptydów: Ax o masie 23 000 i A2, 7000 daltonów, połączonych 
ze sobą mostkiem dwusiarczkowym (22, 29, 30, 40, 45) (ryc. 1). Najpraw­
dopodobniej podjednostka A syntetyzowana jest przez bakterie jako po­
jedynczy polipeptyd zawierający wewnątrzłańcuchowy mostek dwusiarcz- 
kowy, który po przecięciu cząsteczki przez proteazy bakteryjne utrzymuje 
peptydy A, i A2 (46). »

Skład aminokwasowy podjednostki A i tworzących ją peptydów usta­
lony został przez wielu autorów (29, 32, 41, 47), a ostatnio L a i  i wsp. 
(48) przedstawili sekwencję aminokwasów fragmentów peptydu Ai. W od­
powiednich warunkach peptyd Ai może aktywować cyklazę adenylową 
w układach bezkomórkowych (podrozdział III—6), a być może także w ca­
łych komórkach (51, 53, 54).

Peptyd A2 jest elementem łączącym podjednostkę A z fragmentem 
B cząsteczki choleragenu i jest niezbędny do renaturacji toksyny z pod- 
jednostek (36, 40). Rozmieszczenie peptydów tworzących choleragen moż­
na przedstawić jako: (5XB)NH2-M et-A2-S-S-A!-COOH (40, 41, 45, 48).

II—2. Podjednostki B

Masa cząsteczkowa podjednostki B wyliczona z jej składu aminokwa- 
sowego a także wyznaczona innymi metodami (22) wynosi 11 600 dalto­
nów. Strukturę pierwszorzędową tej podjednostki tworzą 103 reszty ami- 
nokwasowe (55— 58), przy czym miejsca 9 i 86 zajmują reszty cysteiny 
połączone dość opornym na redukcję mostkiem dwusiarczkowym (40, 
59).

Przyjm uje się, że podczas interakcji choleragenu z błoną komórkową 
podjednostki B wiążą się z receptorami — cząsteczkami gangliozydu GMi 
(6—14). W reakcji tej biorą, być może, udział reszty lizylowe podjednostek 
B (60).

Reakcji choleragenu z gangliozydem GMi (50, 61), a także otrzyma­
nym z niego oligosacharydem (31), towarzyszy przesunięcie spektrum 
fluorescencji w kierunku krótszych fal (blue shift). Zjawisko to wynika 
ze zmian konformacji podjednostek B. Wydaje się, że każda z podjed­
nostek B choleragenu lub choleragenoidu może wiązać jedną cząsteczkę 
gangliozydu lub oligosacharydu (14, 31).
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II—3. Budowa choleragenu

Najprawdopodobniej cząsteczka choleragenu zbudowana jest z pię- 
cioczłonowego pierścienia podjednostek B, wewnątrz którego zanurzona 
peptydem A2, znajduje się podjednostka A (29, 32, 40) (Ryc. 1). Cholera- 
genoid, który nie ma podjednostki A, ma kształt pustego w ewnątrz pier­
ścienia. Obie te (lecz także i inne) formy obserwowano w mikroskopie 
elektronowym (38).

Budowę choleragenu potwierdzono odtwarzając jego biologicznie ak­
tywne cząsteczki z rozdzielonych podjednostek (22, 36, 40, 59). W niektó­
rych przypadkach renaturacja przebiegała z dużą wydajnością (36).

M u 11 i n i wsp. (62) i inni (55, 63, 64) zwrócili uwagę na podobień­
stwo struktury  pierwszorzędowej podjednostki B toksyny i podjednostek 
/? hormonu tyreotropowego (TSH), choriogonadotropiny (hCG), hormonu 
luteinizującego (LH) i hormonu stymulującego dojrzewanie pęcherzyków 
Graafa (FSH). Sugerowano także podobieństwo budowy peptydu Aj cho­
leragenu i podjednostek a tych hormonów (64). Oryginalna myśl H i r s - 
c h o r n  i G r e e n o u g h  (65), że choleragen przypomina „pierwotny” 
hormon znalazła w tych pracach szeroki oddźwięk. Ostatnio jednak M a r - 
k e 1 i wsp. (32) badając przeciwciała reagujące z podjednostkami A i B 
toksyny nie wykryli ich reakcji krzyżowej z podjednostkami a i p hor­
monu luteinizującego.

Choleragen można zaliczyć do grupy biologicznie czynnych białek
o podjednostkach lub fragmentach dwu typów i zróżnicowanej funkcji 
(11, 14, 66—68). Fragmenty wiążące tych białek rozpoznają receptory 
błony komórkowej i reagując z nimi wiążą całą cząsteczkę z powierzchnią 
komórki. Fragmenty aktywny może następnie wywoływać właściwy efekt 
biologiczny np. poprzez stymulację cyklazy lub po przeniknięciu do 
wnętrza komórki zmieniać jej procesy życiowe.

III. Mechanizm działania choleragenu

W 1970 r. S c h a f e r  i wsp. (69) zaobserwowali wzrost stężenia 
cAMP w komórkach śluzówki jelita pod wpływem choleragenu, który 
w późniejszych badaniach okazał się uniwersalnym aktywatorem cykla­
zy komórek kręgowców (5, 10, 70, 71). Zwiększając stężenie cAMP cho­
leragen powoduje nie tylko wzrost wydzielania płynów przez komórki 
śluzówki jelita (72—76) — objaw wywoływanej przez Vibrio cholerae 
choroby — ale także wiele rozmaitych efektów biologicznych (5, 10, 
77). Choleragen aktywując cyklazę adenylową powoduje jednocześnie 
charakterystyczne zmiany jej własności. Zmniejszeniu ulega stym ula­
cja cyklazy przez fluorki (78— 83), zmieniony zostaje wpływ nukleoty- 
dów guanylowych na aktywność cyklazy i powinowactwo receptorów
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3. Zmiany konform acji 
choleragenu

1. Rozpoznawanie

C holeragen

- Bfona kom órkow a/ / / / / / Z X ,

5b. Aktywacja cyk lazyA. Uwolnienie p cd je d n o s tk i A5a. A ktyw a c ja  cyklazy

amid
kwasu

nikotynowego
MODEL ENZYMATYCZNYMODEL STECHIOMETRYCZNY

Ryc. 2. In te rak c ja  choleragenu z błoną kom órkow ą i m echanizm  ak tyw acji cyklazy 
adenylowej w g F i s h m a n a  i B r a d e g o  (6, 14).

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

względem hormonów (8, 9, 82—87), a także wrażliwość układu cyklazy 
na hormony (8, 78, 88, 89). Efekty działania choleragenu utrzym ują się 
długo, nawet kilka dni (90). Zmienione własności cyklazy adenylowej 
obserwuje się w preparatach błon i ekstraktach detergentowych otrzy­
manych z komórek potraktowanych choleragenem (73, 91—93).

W mechanizmie działania choleragenu wyróżnić można trzy etapy: 
a — rozpoznawanie i wiązanie z receptorami, b — interakcje z błoną ko­
mórkową umożliwiające kontakt (peptydu Aj) z cyklazą adenylową, c — 
oddziaływania lub reakcje prowadzące do jej aktywacji. Stosując za­
miast całych komórek preparaty błon można ominąć dwa pierwsze eta­
py. Choleragen aktywował cyklazę adenylową błon otrzymanych z ko­
mórek pozbawionych receptorów i normalnie niewrażliwych na dzia­
łanie toksyny (94).

Wysunięto dwie różne (i kilka pośrednich) hipotezy wyjaśniające 
mechanizm aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen, przy czym 
różnice dotyczą drugiego i trzeciego etapu jego działania. Według za­
proponowanego przez C u a t r e c a s a  i wsp. (10, 95) modelu stechio- 
metrycznego podjednostka A choleragenu łączy się bezpośrednio z cy-
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klazą adenylową, co ma powodować wzrost aktywności tego enzymu. 
Według modelu enzymatycznego, którego głównym twórcą jest G i l i  
(8, 11) podjednostka A jest enzymem katalizującym reakcję, prowadzącą 
do aktywacji cyklazy.

III—l. Kinetyka aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen

Proces aktywacji cyklazy adenylowej przebiega odmiennie w całych 
komórkach i preparatach błon. Wzrost aktywności cyklazy w komór­
kach obserwujemy po pewnym czasie od wprowadzenia choleragenu do 
środowiska. Czas ten to tzw. faza latencji (lag phase) trw ająca zwykle 
od kilku minut (96) do ponad 1 godz. (97). Długość tej fazy zależy je­
dynie w niewielkim stopniu od ilości użytego choleragenu (80, 96, 98), 
wewnątrzkomórkowego stężenia NAD (96, 99) i jest właściwością bada­
nych komórek.

Mg ATP— ► cAMP +• @ 0

Ryc. 3. Stabilizacja aktyw nej form y cyklazy adenylowej przez choleragen.
C — białko katalityczne cyklazy adenylowej, G/F — białka regulatorowe układu cyklazy
adenylowej, •  — reszta ADP — rybozy.
Na podstawie: 13, 82, 87, 167, 184,, 187, 189, 200, 209, 210, 215—217, 219—224.

B e n n e t t  i C u a t r e c a s a s  wyróżnili, poza fazą latencji, okresy 
wykładniczego i wolnego wzrostu aktywności cyklazy (10, 80, 84). Szyb­
kość aktywacji cyklazy w okresie wykładniczego wzrostu jej aktyw­
ności zależy od ilości dodanego do komórek choleragenu (90, 95, 100, 
101). Zależność aktywacji cyklazy od ilości wiązanego choleragenu ma
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charakter złożony. Uzyskany efekt proporcjonalny był do ilości przyłą­
czonego choleragenu w stosunkowo wąskim zakresie od 100 do 10 000 
cząsteczek na komórkę (10, 90, 95, 100). Powyżej tego zakresu, stosując 
różne ilości choleragenu uzyskać można po odpowiednio długim czasie 
podobny stopień zaktywowania cyklazy (95, 96).

Choleragen działa na komórki jedynie w temperaturze wyższej od 
wartości krytycznej, wynoszącej zwykle od kilkunastu do 30°C (80, 102). 
Wysokość tej tem peratury, podobnie jak długość fazy latencji, jest cha­
rakterystyczną cechą użytych do badań komórek (10).

Badania kinetyczne aktywacji cyklazy adenylowej preparatów błon 
komplikuje jej labilność. Jednocześnie cyklaza zaktywowana przez cho­
leragen staje się bardziej stabilna (8, 79, 103). Stąd maksymalne końcowe 
aktywności zależały od ilości użytego choleragenu (103, 104). Odnosząc 
pomiary do początkowej szybkości aktywacji wykazano, że w ponad 
200-krotnym zakresie stężeń była ona proporcjonalna do ilości cholera­
genu (8, 103).

W układach bezkomórkowych wzrost aktywności cyklazy następuje 
z nieznacznym opóźnieniem po dodaniu choleragenu (54, 79, 99, 103— 
105). Jedynie S a h y o u n  i C u a t r a c a s a s  (51) obserwowali fazę 
latencji. Szybkość aktywacji cyklazy przez choleragen rosła płynnie 
wraz z tem peraturą od 0°C do 37°C (103).

Porównując przebieg aktywacji cyklazy w preparatach błon i całych 
komórkach wątroby zaobserwowano, że wiązanie choleragenu z błona­
mi (podrozdział III—3) i aktywacja cyklazy w układach bezkomórko­
wych przebiegają szybko (99). Fazę latencji i tem peraturę krytyczną 
można zatem odnieść do drugiego etapu działania toksyny: oddziaływań 
między cząsteczką choleragenu a błoną komórkową, umożliwiających kon­
takt peptydu Aj z cyklazą adenylową.

Na oddziaływania te prawdopodobnie wpływa stan, m.in. płynności 
błony komórkowej. Zwiększając płynność błony można skrócić fazę la­
tencji (96). S i n e n s k y  i wsp. (106) są jednak zdania, że faza latencji 
w działaniu choleragenu nie ma związku z płynnością błony.

III—2.1. Gangliozydy jako receptory choleragenu

Interakcje toksyny Vibrio cholerae z komórkami rozpoczynają się od 
rozpoznawania i wiązania cząsteczek choleragenu z receptorami błony 
komórkowej. V a n  H e y n i n g e n  i wsp. (107) przedstawili pierwsze 
dane wskazujące na udział gangliozydów w mechanizmie działania cho­
leragenu. Spostrzeżenia te zostały potwierdzone i rozwinięte przez wielu 
autorów (108—112). Okazało się, że receptorem toksyny jest gangliozyd, 
określany w nomenklaturze wg S v e n n e r h o l m a  (113) jako G Mł. 
Wniosek ten wynika z wielu obserwacji:
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1. Gangliozyd GMi reaguje bezpośrednio z choleragenem: GM1 hamuje 
wiązanie choleragenu z błonami komórkowymi (114, 115) i jego aktywność 
biologiczną (79, 108— 111, 116—120). Gangliozyd ten działa w bardzo nis­
kich stężeniach (116, 121)., precypitując z choleragenem w żelu (116), a po 
sprzęgnięciu z sefarozą (20), polistyrenem (109) lub, jako nierozpuszczalny 
kompleks z cerebrozydami (112), wychwytuje choleragen z roztworów. 
Choleragen zmienia przepuszczalność błon liposomów zawierających gan­
gliozyd GMi (49, 122—124), a w odpowiednich warunkach — działając jak 
lektyna — powoduje ich aglutynację (125, 126). Gangliozyd GM1 łącząc się 
z choleragenem powoduje zmiany konformacji jego cząsteczki (50, 61).

2. Ilość miejsc wiążących choleragen w komórkach i tkankach skore­
lowana jest z zawartością gangliozydu GMi: C u a t r e c a s a s  (108) za­
obserwował, że egzogenne gangliozydy inkubowane z komórkami stają 
się integralnymi składnikami błon plazmatycznych. Wbudowaniu ganglio­
zydu GM1 do błon komórek towarzyszy pojawienie się nowych miejsc wią­
żących choleragen o takim samym powinowactwie jak jego natywne re­
ceptory (127). Ilość gangliozydu GMi w komórkach można zwiększyć trak ­
tując je neuraminidazą. W większości przypadków (110, 114, 128), chociaż 
nie zawsze (127), neuraminidaza powodowała zwiększenie ilości wiąza­
nego przez komórki choleragenu i wzrost jego efektów biologicznych 
(129, 130). Zwiększeniu zawartości gangliozydu GMł w komórkach ho­
dowanych w środowisku z dodatkiem maślanu towarzyszy wzrost ilości 
miejsc wiążących choleragen (131).

3. Choleragen łącząc się z błoną komórkową osłania gangliozyd GMj. 
Terminalną galaktozę i kwas sialowy gangliozydu GMi można utlenić przy 
pomocy oksydazy galaktozy (132—134) lub nad jodanu (135), a następnie 
poprzez redukcję borotrytkiem wprowadzać izotop (8H) do cząsteczki. In­
kubacja błon komórkowych z choleragenem powoduje znaczną redukcję 
późniejszego znakowania gangliozydu GMi nie zmniejszając ilości try tu  
wprowadzanego do innych związków (61, 136).

4. Egzogenny gangliozyd Gm po wbudowaniu do błon komórek pozba­
wionych receptorów toksyny umożliwia aktywację cyklazy adenylowej.

W badaniach nad receptorami choleragenu zastosowano też stransfor- 
mowane fibroblasty myszy pozbawione, w wyniku utraty  dwu glikozylo- 
transferaz, gangliozydu GMi (94, 137, 138). Wbudowanie egzogennego gan­
gliozydu GMi do błon komórek umożliwiało aktywację cyklazy adenylowej 
przez choleragen. Inne gangliozydy po przyłączeniu do błon reagowały 
z choleragenem przynajmniej 50 do 1000 razy mniej efektywnie niż gan­
gliozyd GMi.

5. Modyfikacje cząsteczki choleragenu zmniejszające jego powinowac­
two do gangliozydu GMi zmniejszają w tym  samym stopniu jego wiązanie 
z błonami komórkowymi (139).

Można zatem sądzić na podstawie przedstawionych obserwacji, że
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w badanych komórkach i tkankach gangliozyd GMi jest receptorem cho­
leragenu.

Komórki tłuszczowe szczura zawierają bardzo niskie, niewykrywa.ne 
metodami chemicznymi ilości gangliozydu GMi (140). Stosując odpowiednie 
metody udało się jednak wykazać, że gangliozyd ten występuje w błonach 
komórek tłuszczowych i wiąże się z choleragenem (141).

Przedstawione obserwacje nie wykluczają jednak możliwości występo­
wania innych związków wiążących choleragen. Ostatnio K im  i wsp. 
(142) wyizolowali glikoproteid, który reagował z choleragenem.

Rolę gangliozydu GM1 jako receptora choleragenu kwestionowano w 
przypadku nowotworowej linii komórek nadnercza (118). Komórki te od­
powiadają syntezą steroidów na bardzo niskie stężenia choleragenu (143)
i są przez to cennym ale i trudnym  obiektem doświadczalnym.

III—2.2. Rola reszty oligosacharydowej i lipidowej gangliozydu G m i w  reakcji 
z choleragenem

Gangliozydy, podobnie jak inne glikosfingolipidy, zbudowane są z łań­
cucha cukrowcowego połączonego 0-glikozydowo z ceramidem (6, 14, 15,
111, 144). W komórkach gangliozydy występują na granicy między śro­
dowiskiem zewnętrznym a błoną komórkową; reszty ceramidu znajdują 
się w zewnętrznej warstwie lipidów błony a ich łańcuchy cukrowcowe 
w ystają na zewnątrz. Stąd bezpośrednio dostępnym dla choleragenu frag­
mentem gangliozydu GMi jest reszta oligosacharydowa. Z wielu pośred­
nich i bezpośrednich (31, 120, 121, 126, 145) obserwacji wynika, że frag­
mentem receptora błony komórkowej, który choleragen rozpoznaje i z któ­
rym  się wiąże jest łańcuch oligosacharydowy gangliozydu GMi. Nie wia­
domo jednak jaki jest udział elementów struktury oligosacharydu GM1 
w jego reakcji z toksyną Vibrio cholerae. Można przypuszczać, że we­
wnętrzna cząsteczka glukozy ma niewielkie znaczenie (120). Ponieważ 
zewnętrzna galaktoza i kwas sialowy, osłaniane są przez choleragen przed 
czynnikami zewnętrznymi (36, 61), biorą prawdopodobnie bezpośredni 
udział w wiązaniu tej toksyny. Gangliozyd GMł i otrzymane z niego oligo- 
sacharydy zawierające kwas N-acetylo i N-glikolylo neuraminowy reago­
wały z choleragenem (141, 146, 147). Trudna do zinterpretowania jest 
obserwacja C u a t r e c a s a s a :  gangliozyd GM1 połączony z sefarozą po­
przez cząsteczkę kwasu sialowego zachowywał zdolność wiązania cho­
leragenu (20).

Rola reszty lipidowej gangliozydu GMi w mechanizmie działania cho­
leragenu nie została dotychczas wyjaśniona. Badano wpływ modyfika­
cji lub nawet usunięcia ceramidu na reakcję gangliozydu i jego pochod­
nych z choleragenem in vitro (117, 120, 121, 145). Z doświadczeń tych 
wynika, że reszta lipidowa gangliozydu GMi warunkuje powstawanie
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mniej lub bardziej trwałych miceli, które wiążąc choleragen z roztwo­
rów mogą neutralizować jego toksyczność.

Ceramid jest hydrofobowym, zanurzonym w błonie składnikiem czą­
steczki gangliozydów (6, 14, 15, 108, 111, 144). Można przypuszczać, że 
budowa ceramidu wpływa na ruchliwość gangliozydów w płaszczyźnie 
błony, ich ekspozycję poza tą płaszczyznę, oddziaływania z innymi lipi­
dami i białkami błony a w konsekwencji na możliwość reagowania ze 
składnikami środowiska komórki (108, 148). Jeżeli gangliozydy biorą 
udział w przekazywaniu informacji biologicznej przez błony (14), to 
można przypuszczać, że funkcje te wynikają z budowy zarówno ich 
części oligosacharydowej (rozpoznawanie bodźców) jak i ceramidu.

F i s h m a n  i wsp. (146, 147) zaobserwowali, że zastąpienie reszty 
kwasu tłuszczowego kwasem octowym w cząsteczce ceramidu wpływa 
na funkcję gangliozydu GMi jako receptora choleragenu. W niektórych 
przypadkach modyfikowany GMi po wbudowaniu do komórek funkcjo­
nował „sprawniej” niż natywny gangliozyd.

III—3. Wiązanie choleragenu z błonami komórkowymi i zapasowe receptory

Wprowadzenie wysokoznakowanych radioaktywnym jodem 125 J  pre­
paratów choleragenu umożliwiło badanie kinetyki jego wiązania z bło­
nami komórkowymi (114). Reakcja ta w porównaniu z długością fazy 
latencji przebiega szybko. W 4°C trw a ona kilkanaście minut, a w 24°C 
jest zśkończona po kilku minutach (37, 114, 127). Błony komórkowe wią­
żą choleragen w sposób „specyficzny”. Miejsca wiążące ulegają wysy- 
ceniu a reakcja wiązania ma charakter odwracalny (84, 98, 114, 149, 
150). Odwracalność wiązania można zaobserwować stosunkowo krótko, 
już po 5—10 minutach część przyłączonego do błon choleragenu zostaje 
„utrwalona” i nie można go wymienić nadmiarem nieznakowanego 
związku (98, 139). Sugerowano, że jedynie choleragen związany w sposób 
„nieodwracalny” może aktywować cyklazę adenylową (2, 139).

Komórki wiążą różne ilości choleragenu, od kilkudziesięciu do kilku­
set cząsteczek w przypadku erytrocytów człowieka (114), tymocytów 
szczura (151) i erytrocytów gołębia (101) aż do kilku milionów w przypad­
ku fibroblastów (92, 95). Pomimo różnic ilościowych miejsca wiążące cho­
leragen różnych komórek charakteryzują się podobnym, dość wysokim 
powinowactwem o stałej KD około 10~9M. Niektóre obserwacje nie po­
twierdzają jednak tej prawidłowości (152).

Efekty biologiczne wynikające ze wzrostu stężenia cAMP w komórkach 
mogą być wywołane bardzo niewielkimi ilościami choleragenu. Do zaha­
mowania syntezy DNA w limfocytach (149) i stymulacji syntezy steroidów 
(119, 143) wystarczały stężenia tego białka, przy których na jedną komór­
kę przypadało kilka cząsteczek choleragenu. Wzrost aktywności cyklazy 
adenylowej — podstawy obserwowanych zjawisk — powodowały także
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niewielkie ilości choleragenu (79, 153). W krańcowych przypadkach ko­
mórki mogą wiązać nawet 100 000 razy więcej choleragenu niż wynosi 
„efektywne minimum”. Okazało się, że dla komórek o dużej ilości miejsc 
wiążących jedynie około 0,5°/o choleragenu zostaje przyłączone w sposób 
„produktywny”, tj. prowadzący do aktywacji cyklazy (95). Pozostałe miej­
sca wiążące są „zapasowymi” receptorami (spare receptors) (10, 95, 101). 
Do maksymalnego zaktywowania cyklazy adenylowej komórek różniących 
się ilością miejsc wiążących nawet 200 razy wystarcza przyłączenie około 
20 000 cząsteczek choleragenu (95). Komórki tłuszczowe szczura zawierają 
podobną ilość miejsc wiążących, z czego nie więcej niż 25°/o to receptory 
zapasowe. Dlatego w przypadku tych komórek dość łatwo można obser­
wować efekty blokowania choleragenoidem endogennych receptorów lub 
zwiększania ich ilości przez wprowadzenie egzogennego gangliozydu GMi 
(108, 150). Fibroblasty myszy zawierające kilka milionów cząsteczek gan­
gliozydu GMł na komórkę nie odpowiadają na tego typu manipulacje (95).

Nie wiadomo, jakie czynniki powodują, że tylko niektóre cząsteczki 
choleragenu łączą się z receptorem — gangliozydem GMi — w sposób „pro­
duktyw ny”. Być może, poza przypadkiem, znaczenie posiada mikrośrodo- 
wisko błony komórkowej, w którym znajduje się receptor, modulując 
interakcje między jego cząsteczką a błoną, umożliwiające kontakt pepty- 
du Ai z cyklazą adenylową.

III—4. Interakcje choleragenu z błoną komórkową

Na podstawie prac wielu autorów (154—158) można sądzić, że cykla- 
za adenylowa występuje w wewnętrznej warstwie lipidów błony komór­
kowej. Cząsteczki gangliozydu GM1 będące receptorami choleragenu, 
znajdują się w zewnętrznej warstwie błony, a ich łańcuchy oligosachary- 
dowe skierowane są na zewnątrz komórki (108). Cząsteczki choleragenu 
łącząc się z receptorami nie mają początkowo kontaktu z cyklazą ade­
nylową.

Ogromna efektywność choleragenu utrudnia badanie mechanizmu jego 
działania. Nie wiadomo, czy kilkadziesiąt lub kilkaset cząsteczek cholera­
genu wystarczających do zaktywowania cyklazy adenylowej zachowuje 
się tak samo, jak pozostałe kilkanaście lub kilkadziesiąt tysięcy, których 
interakcje z błoną można śledzić.

Stosując metody mikroskopowe stwierdzono, że cząsteczki cholerage­
nu rozmieszczone są początkowo równomiernie na powierzchni błony ko­
mórkowej ale już po kilkunastu minutach tworzą skupienia w kszałcie 
ła t i pierścieni (115, 128, 139, 149, 159, 160), które mogą zbliżać się 
do siebie formując czapeczki (160—163).

W przemieszczaniu się kompleksów choleragenu związanego z błoną 
uczestniczą cząsteczki gangliozydu GMJ i to zarówno endogennego, jak
i „egzogennego”, po wbudowaniu do błony komórkowej (161, 162). Po
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pewnym czasie choleragen można wykrć także wewnątrz komórki, zamk­
nięty w pęcherzykach pinocytotycznych i innych strukturach błonowych 
(115, 164, 165), do których dostaje się w wyniku endocytozy.

Choleragen utrzymuje się na powierzchni komórek dłużej, niż można 
by oczekiwać przy intensywnie przebiegającej endocytozie (165). Być 
może fragmenty błon zawierające kompleksy cząsteczek gangliozydu GMł, 
połączonych z choleragenem nie ulegają w lizosomach degradacji, ale wy­
korzystywane są do odtwarzania błony komórkowej (165). Tego typu zja­
wisko opisano także w przypadku innych receptorów (166).

W przedstawionych badaniach nad endocytozą choleragenu nie można 
było śledzić zachowania się podjednostki A — aktywatora cyklazy ade- 
nylowej. Zdaniem C u a t r e c a s a s a  i wsp. (9, 10, 92, 160) ruch kom­
pleksów receptorów połączonych z choleragenem jest ważnym zjawis­
kiem, umożliwiającym wniknięcie podjednostki A do warstwy lipidów 
błony komórkowej. Czynniki ograniczające ten ruch hamują działanie 
choleragenu (92, 160). Przemieszczanie się kompleksów receptorów z cho­
leragenem w płaszczyźnie błony nie wystarcza jednak do zaktywowania 
cyklazy adenylowej. Opisane zjawiska obserwowano stosując zarówno 
aktywny choleragen jak i nieaktywny choleragenoid. Cząsteczki chole­
ragenu wiążąc się z receptorami wędrują nie tylko w płaszczyźnie, ale 
także ulegają przemieszczeniu w głąb błony komórkowej (128), co być 
może ułatwia kontakt podjednostki A z cyklazą adenylową.

Próby znalezienia wolnego choleragenu (podjednostki A) wewnątrz ko­
mórki nie dały jednoznacznej odpowiedzi (80, 139). Pośrednio jednak, na 
podstawie wyników hamowania aktywacji cyklazy w układach bezkomór- 
kowych przez przeciwciała reagujące z choleragenem można przypusz­
czać, że podjednostka A wnika do wnętrza komórki (79). Do podobnego 
wniosku skłaniają także obserwacje F a r f  e l a  i wsp. (167).

III—5. Stechiometryczny model działania choleragenu

Model ten zaproponowali C u a t r e c a s a s  i wsp. opierając się na 
wynikach własnych prac (9, 10, 80, 84, 92, 94, 160), jako szczególny przy­
padek przekazywania bodźców biologicznych przez błony przy pomocy 
„ruchomych receptorów” (168—170). Założono następującą kolejność zda­
rzeń: choleragen rozpoznaje miejsca wiążące błony komórkowej łącząc 
się początkowo z jedną, a następnie w wyniku ruchu receptorów w bło­
nie z kilkoma cząsteczkami gangliozydu GMi- W ten sposób choleragen 
zostaje umieszczony bezpośrednio na powierzchni komórki i ściśle z nią 
związany. Jednocześnie wiązanie z receptorami powoduje zmiany kon­
formacji podjednostek B i całej cząsteczki choleragenu ułatwiając uwol­
nienie podjednostki A i jej wbudowanie do błony komórkowej. Podjed­
nostka A mająca właściwości hydrofobowe (49—51) staje się integralnym 
białkiem błony i „pływając” w podwójnej warstwie lipidów może bez­
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pośrednio oddziaływać na cyklazę adenylową (51, 92, 160). Przyłącze­
nie podjednostki A do cyklazy powoduje wzrost aktywności i charak­
terystyczne zmiany właściwości tego enzymu (9, 51, 92). Cząsteczka cho­
leragenu aktywuje jedną cząsteczkę cyklazy adenylowej. Miejscem opi­
sanych zdarzeń jest początkowo powierzchnia a następnie wnętrze bło­
ny komórkowej.

III—6. Czynniki niezbędne do aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen

Do zaktywowania cyklazy adenylowej komórek mających receptory 
choleragenu, wystarcza dodanie niewielkiej jego ilości do środowiska, w 
odpowiedniej temperaturze.

W układach bezkomórkowych receptory i wiążący się z nimi fragment 
B choleragenu stały się zbędne (79, 94), okazało się jednak, że do akty­
wacji cyklazy przez choleragen konieczna jest obecność różnych związ­
ków. Poznanie wszystkich czynników biorących udział w mechanizmie 
działania choleragenu w złożonych układach doświadczalnych jakimi są 
homogenaty i preparaty błon jest trudnym  zadaniem.

W chwili obecnej, wydaje się, że w procesie aktywacji cyklazy przez 
choleragen biorą udział peptyd A^ NAD, GDP, a być może, także ATP
i białka cytoplazmy. Peptyd A! aktywuje cyklazę adenylową błon róż­
nych komórek (54, 79, 83, 85, 99, 171), a W o d n a r - F i l i p o w i c z
i L a i  (54) wykazali, że jest on bardziej efektywny niż choleragen i cała 
podje-dnostka A. Prawdopodobnie jest to właściwy aktywator cyklazy 
(103). Preparat otrzymany po potraktowaniu choleragenu detergentem
i dwutiotreitolem (uwolniony zostaje peptyd A J (Ryc. 1) powodował szyb­
szy -wzrost aktywności cyklazy niż natywny choleragen. Peptyd Ai dzia­
ła po zredukowaniu mostka dwusiarczkowego łączącego go z peptydem 
A2, natomiast jego dalsze oddysocjowanie od cząsteczki toksyny nie jest 
konieczne (46). Obecność wolnej grupy SH peptydu A x nie jest jednak 
wymagana do aktywacji cyklazy adenylowej (54). Interesujące, chociaż 
trudne do zinterpretowania, są obserwacje M a t u o i wsp.: produkty 
proteolizy choleragenu o masie cząsteczkowej około 1400 daltonów akty­
wowały cyklazę błon komórek nowotworu myszy (172).

Udział NAD w procesie aktywacji cyklazy adenylowej w ykryty przez 
G i l  l a  (79, 103, 173) potwierdzony został przez wielu autorów (54, 61,
87, 93, 99, 104, 171, 174). W niektórych przypadkach wpływ NAD zazna­
czył się dopiero po potraktowaniu preparatów błon glikohydrolazą (J 03, 
173). O roli NAD, donora reszty ADP-rybozy będzie mowa w podrozdziale 
III—8.

Nukleotydy guanylowe uczestniczą w procesach regulacji aktywności 
cyklazy adenylowej (170, 175—184) niezależnie od toksyny Vibrio chole- 
rae. GTP pełni w mechanizmie działania choleragenu podwójną rolę. Wy­
daje się być niezbędny do aktywacji cyklazy adenylowej przez choleragen
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(86, 185— 188), a także do ekspresji aktywności zmienionego w tym  proce­
sie enzymu (82, 83, 87, 188). Zdaniem G i l l a  i M e r e n  (187) choleragen 
modyfikuje białka regulatorowe układu cyklazy adenylowej, do których 
przyłączony jest GTP.

W wielu układach doświadczalnych zaobserwowano, że ATP stymuluje 
aktywację cyklazy adenylowej przez choleragen (79, 86, 103, 104). W przy­
padku błon komórek wątroby związek ten uznano za niezbędny w oma­
wianym procesie (104). Czasami jednak badanie mogą utrudniać śladowe 
ilości GTP. G i l i  początkowo wykrył, że ATP (a nie GTP) stymulował 
aktywację cyklazy adenylowej przez choleragen (103). Ostatnio okazało 
się jednak, że czynnym związkiem jest GTP, a ATP służył jedynie do 
jego regeneracji lub osłaniania przed działaniem hydrolaz (186). Aktywa­
cję cyklazy adenylowej stym ulują także białka pozostające w supernatan- 
cie po odwirowaniu błon komórkowych (103, 185, 186, 188). Obecność tych 
białek okazała się w niektórych przypadkach niezbędna dla działania cho­
leragenu (186). Niektórzy autorzy do aktywacji cyklazy adenylowej przez 
choleragen stosowali jedynie dodatek NAD, jednak użyte przez nich 
stężenia choleragenu lub peptydu Ai były bardzo wysokie (54, 189). Co 
więcej, w badanym materiale mogły występować niewielkie ilości GTP, 
ATP i białek, biorących prawdopodobnie udział w omawianym procesie.

III—7. Enzymatyczny model działania choleragenu

Omówione w poprzednich podrozdziałach wyniki badań nad aktywa­
cją cyklazy adenylowej w układach bezkomórkowych i udział w tym pro­
cesie NAD (79, 173), donora ADP-rybozy w reakcjach katalizowanych 
przez toksynę dyfterytu i egzotoksynę A Pseudomonas (190—192) stały 
się podstawą do opracowania enzymatycznego modelu działania cholera­
genu (8/ 11) (ryc. 2). Cholegan łączyć się ma z receptorami błony komór­
kowej i reaguje z nią w sposób umożliwiający podjednostce A (peptydo- 
wi Ai) przeniknięcie do wnętrza komórki. Jak już wspomniano, nie ma 
bezpośrednich dowodów na występowanie podjednostek Ax w cytoplazmie, 
chociaż istnieją obserwacje popierające taką możliwość (79, 167). Znajdu­
jąc się po wewnętrznej stronie błony komórkowej peptyd Ai katalizowałby 
reakcje (ADP-rybozylację białek regulatorowych układu cyklazy), powo­
dujące zmiany własności cyklazy adenylowej. Na korzyść enzymatycznego 
mechanizmu aktywacji cyklazy przez choleragen przemawia jego ogromna 
efektywność. W układach bezkomórkowych jedna cząsteczka peptydu At 
może aktywować kilkaset cząsteczek cyklazy (103). Duże znaczenie miało 
także wykrycie reakcji enzymatycznych katalizowanych przez tę toksynę.
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III—8. Choleragen jako enzym

Pierwszy raz własności enzymatyczne choleragenu spostrzegli M e s s
i wsp. (193). Wykazali oni, że choleragen ma aktywność glikohydrolazy 
NAD katalizując hydrolizę tego związku do ADP-rybozy i amidu kwasu 
nikotynowego. W odpowiednich warunkach choleragen działał także jak 
ADP-rybozylotransferaza (194—196). Akceptorem przenoszonej ADP-ry­
bozy jest ugrupowanie guanidynowe argininy (194, 195). Nowopowstające 
wiązanie N-glikozydowe ma konfigurację a, ulega jednak przekształceniu 
dając w stanie równowagi formę a i ^ w  stosunku 1 : 1 (195).

Reakcje katalizowane przez choleragen można hamować analogami 
NAD i gangliozydami (50), przy czym wpływ gangliozydów jest mało 
swoisty i wynika prawdopodobnie z interakcji podjednostki A z lipidami 
(49, 50).

Aktywność enzymatyczna choleragenu, podobnie jak zdolność akty­
wowania cyklazy adenylowej związana jest z peptydem A: (46, 193). Na- 
tywny choleragen wymaga zwykłe traktowania czynnikami redukujący­
mi mostki dwusiarczkowe. Podjednostka A zawierająca peptydy Ai i A2 
połączone nie tylko mostkiem dwusiarczkowym ale także — w wyniku za­
hamowania proteaz bakteryjnych — wiązaniem peptydowym, nie ma włas­
ności enzymatycznych (46). Do działania wymaga ona nie tylko obecności 
związków redukujących, ale także potraktowania proteazami.

Przydatnym w badaniach własności enzymatycznych choleragenu oka­
zał się syntetyczny około 1000 razy aktywniejszy od argininy akceptor 
ADP-rybozy, jodowana N-guanidynotyramina (IGT) (196). Reakcja prze­
noszenia ADP-rybozy na ten akceptor przebiegać może 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), może się natomiast 
łączyć z NAD najprawdopodobniej za pośrednictwem podjednostki A (23). 
Przyłączenie NAD do choleragenu indukuje powstanie miejsca wiążącego 
IGT (196). Utworzony kompleks enzymu i dwu substratów rozpada się 
uwalniając choleragen, amid kwasu nikotynowego i ADP-rybozylo-IGT. 
W odpowiednich warunkach można wykazać odwracalność ADP-rybozy- 
lacji IGT (196). Wprawdzie coraz więcej wyników potwierdza enzyma­
tyczne właściwości choleragenu (194—196), jednak nie ma w tej sprawie 
pełnej zgodności. Sugerowano nawet, że obserwowana aktywność glikohy- 
drolazowa choleragenu jest artefaktem wynikającym z nieenzymatycz- 
nego rozpadu NAD lub obecności innych hydrolaz (197). Oddzielono także 
główną aktywność glikohydrolazową bakterii Vibrio cholerae od cholera­
genu (197), co nie wyklucza jednak możliwości, że ma on zdolność hydro- 
lazy NAD. Można przypuszczać, że główna aktywność glikohydrolazowa 
bakterii Vibrio cholerae związana jest z białkiem różniącym się od pod-
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jednostki A choleragenu, jednak zagadnienie to jest dość złożone i wyma­
ga dalszych badań (198). Przydatnym  tu mógłby się okazać szczep bakterii 
syntetyzujących wyłącznie choleragenoid (44).

Do wykazania aktywności enzymatycznej choleragenu stosowano 
zwykle bardzo duże jego ilości (50, 185, 193—196). Choleragen wykazuje 
także stosunkowo niewielkie powinowactwo (Km =  3,8 mM) względem 
NAD (193, 196). Być może czynniki biorące udział w aktywacji cyklazy: 
GTP, ATP, białka cytoplazmy, zapewniają właściwą choleragenowi efek­
tywność.

III—9. ADP-rybozylacja białek G/F układu cyklazy adenylowej

W arunkiem uznania słuszności enzymatycznego modelu działania cho­
leragenu było nie tylko znalezienie reakcji, które ta toksyna (peptyd Aj) 
może katalizować, ale również wykazanie, że prowadzą one do aktywacji 
cyklazy adenylowej. Wiadomo, że przyłączenie ADP-rybozy do białek po­
woduje zmiany ich własności (199). Wzrost aktywności cyklazy mógłby 
być następstwem katalizowanej przez choleragen ADP-rybozylacji tego 
enzymu (194, 193). Zbadanie tej hipotezy komplikuje złożony charakter 
zarówno układu cyklazy adenylowej, jak i zmian jego własności będących 
wynikiem działania choleragenu.

Układ cyklazy adenylowej komórek zwierząt, pełniący w ich błonach 
funkcję przekaźnika i wzmacniacza bodźców biologicznych, tworzą białko 
C o aktywności katalitycznej cyklazy, białka regulatorowe i receptory 
(184, 200—207). Nie bez znaczenia są lipidy błony komórkowej, tworzące 
środowisko, w którym składniki układu cyklazy na siebie oddziaływują 
(106, 208).

Jak już wspomniano, choleragen aktywując cyklazę adenylową jedno­
cześnie modyfikuje jej wrażliwość na nukleotydy guanylowe i fluorki, 
a także hamuje aktywność swoistej GTP-azy (82, 209). Efekty te mogą 
być wynikiem ADP-rybozylacji jednego wielofunkcyjnego białka lub kil­
ku białek związanych z różnymi własnościami układu cyklazy. Można 
przypuszczać, ze względu na charakter wprowadzanych przez choleragen 
zmian, że modyfikacji ulega białko C lub białka reagujące z nukleotydami 
guanylowymi i fluorkami, nazywane wg G i 1 m a n a G/F (210).

Białka C i G/F można rozdzielić poprzez ekstrakcję błon detergenta­
mi, przy czym ponowne ich połączenie pozwala na odtwarzanie niektórych 
własności natywnego układu cyklazy (201, 202, 210—213). W ystępują one 
także niezależnie od siebie w komórkach wykazujących defekty układu 
cyklazy adenylowej (201, 202, 210).

Odtwarzając układ cyklazy z rozdzielonych elementów otrzymanych 
z błon traktowanych choleragenem wykazano, że zmiany jego właściwości 
dotyczą białek regulatorowych G/F a nie białka C (167, 215, 216).

Próby charakterystyki białek ulegających ADP-rybozylacji pod wpły­
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wem choleragenu dostarczyły interesujących, chociaż niecałkowicie jedno­
znacznych wyników. Choleragen może katalizować przeniesienie radioak­
tywnej ADP-rybozy z NAD na wiele białek związanych z błonami ko­
mórkowymi i występujących w cytoplazmie (187, 217). Reakcje te prze­
biegały równocześnie z pojawieniem się zmian własności cyklazy adeny­
lowej (187, 189, 217), a odwróceniu ADP-rybozylacji towarzyszył jej po­
wrót do stanu pierwotnego (187, 189).

Najwięcej uwagi poświęcono białku błon komórkowych o masie czą­
steczkowej podobnej do białek G/F, tj. około 42 000 daltonów. W odpo­
wiednich warunkach jest to główny akceptor ADP-rybozy w katalizowa­
nej przez choleragen reakcji (167, 187—189, 216, 217). ADP-rybozyiację 
białka o masie około 42 000 obserwowano we wszystkich badanych przy­
padkach z wyjątkiem błon komórek nie zawierających białek G/F (216). 
Przypuszcza się zatem, że choleragen katalizuje ADP-rybozylację białek 
regulatorowych G/F układu cyklazy adenylowej (167, 187—189, 200, 215— 
217).

Porównując białka znakowane radioaktywną ADP-rybozą w błonach 
komórek wykazujących defekty układu cyklazy adenylowej znaleziono 
przynajmniej dwa specyficzne substraty choleragenu (216). Oprócz białka 
G/F były to białka o masie cząsteczkowej około 52 000 daltonów. Być może 
biorą one udział w regulacji, przy udziale nukleotydów guanylowych, 
powinowactwa receptorów do hormonów (182, 183, 216). Wiadomo z pra­
cy L i n a i wsp. (83), że choleragen zmniejsza wpływ GTP na reakcję 
receptora glukagonu z hormonem.

III—10. Hamowanie aktywności GTP-azowej układu cyklazy adenylowej

Na podstawie hamowania przez choleragen aktywności swoistej GTP- 
?zy (82, 209, 218) i zmian interakcji układu cyklazy z nukleotydami gua- 
nylowymi (87, 219), wysunięto hipotezę, że toksyna aktywuje cyklazę ade- 
nylową stabilizując jej aktywną formę (ryc. 3). Byłby to kompleks [C*G/ 
F]*GTP utworzony z białka katalitycznego C połączonego niekowalencyj- 
nie z białkami regulatorowymi G/F ze związanym GTP (82, 184, 200, 215). 
Kompleks ten wykazuje dwie aktywności enzymatyczne, a mianowicie ka­
talizuje powstawanie cAMP z Mg ATP a także hydrolizę, związanego 
z białkiem G/F, GTP (209, 220, 221). Hydroliza tej cząsteczki GTP do 
GDP hamuje syntezę ęAMP. Powstały kompleks I[C-G/F]GDP jest nie­
aktywną formą cyklazy adenylowej (82, 184, 200, 209, 215). Prawdopo­
dobnie bodźce hormonalne powodują zmiany ułatwiające oddysocjowa- 
nie GDP i zastąpienie go przez GTP a w konsekwencji odtworzenie ak­
tywnej formy cyklazy adenylowej (222) (Ryc. 3). Pozornie paradoksal­
ny wzrost aktywności dezaktywującej cyklazę GTP-azy obserwowany 
pod wpływem hormonów (220) wynika w rzeczywistości tylko ze zwięk­
szenia ilości substratu tj. kompleksu [C*G/F]*GTP (220).

http://rcin.org.pl



[19] T O K SY N A  VIB R IO  CHOLERAE 603

Choleragen — najprawdopodobniej poprzez ADP-rybozylację białek 
G/F — powoduje prawie całkowite zahamowanie „wewnętrznej” GTP-azy, 
nie wpływa natomiast na reakcję zastępowania GDP przez GTP (82, 209). 
W ten sposób prawie wszystkie cząsteczki cyklazy adenylowej zostają 
utrwalone w formie [C* G/F]* GTP. Podobny efekt można uzyskać zastę­
pując GTP przez jego oporny na hydrolizę analog GppNHp, stabilizujący 
układ cyklazy w aktywnej formie [C • G/F] • GppNHp (82, 22, 223).

Zmniejszenie podatności cyklazy adenylowej na stymulację przez 
fluorki dotyczy zmian (ADP-rybozylacji) własności białek G/F (187, 188, 
200), nie jest jednak wynikiem hamowania GTP-azy (224). Fluorki sty­
mulują układ cyklazy adenylowej będący w formie [C*G/F] tj. nie zawie­
rający nukleotydów guanylowych (224).

Wyjaśnienie wszystkich efektów działania choleragenu wymaga lep­
szej znajomości funkcjonowania układu cyklazy adenylowej. Doniesiono, 
że aktywną formą cyklazy adenylowej jest być może białko C a nie kom­
pleks [C* G/F]* GTP, ponieważ stymulacji układu cyklazy adenylowej 
przez hormony towarzyszyło zmiejszenie jego wielkości (207). Obserwacje 
te nie zostały jednak potwierdzone przez innych autorów (206). Szkoda, że 
w obu pracach nie badano zmian wielkości układu związanych z jego ak­
tywacją przez choleragen.

Ostatnio wyizolowano z erytrocytów indyka enzym, wykazujący po­
dobnie jak choleragen aktywność NAD-glikohydrolazy i ADP-rybozylo- 
transferazy, który w odpowiednich warunkach aktywował cyklazę adeny- 
lową mózgu szczura (225, 226).

Być może, modyfikacje cyklazy adenylowej wywoływane przez nieco 
egzotyczny czynnik, jakim jest choleragen mieszczą się w ramach fizjolo­
gicznych mechanizmów regulacji aktywności tego enzymu.

Kończąc polecam uwadze czytelników kilkanaście nowych prac dotyczących mechanizmu 
działania choleragenu, które ukazały się po oddaniu manuskryptu do druku (227—242).
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Zmienione enzymy w starzejących się komórkach i organizmach 

Altered Enzymes in Aging Cells and Organisms

S p is  treści

I. W prowadzenie
II. W ystępow anie i w łasności zm ienionych enzymów

III. M echanizm y pow staw ania zmienionych enzymów 
III—1. U tra ta  w ierności syntezy białka
I I I—2. P osttranslacy jne zm iany enzymów

IV. Uwagi końcowe

C onten ts

I. In troduction
II. Occurrence and properties of altered  enzymes

III . M echanism s of form ation of altered  enzymes 
I I I—1. Loss of fidelity  of p rotein  synthesis
I I I—2. P ost-transla tiona l m odifications of enzymes

IV. Concluding rem arks

I. Wprowadzenie

Prawdopodobnie nie ma takiej drugiej dziedziny biologii, na której 
tem at powstałoby tyle różnych teorii, co nauka o starzeniu. Jednakże żad­
na z nich nie wyjaśnia w sposób wyczerpujący przyczyn tego zjawiska. 
Jedne z nich przyjmują, że starzenie się jest zaprogramowanym wydarze­
niem genetycznym polegającym na ekspresji swoistych „genów starze­
nia” lub wyczerpaniu niezbędnych informacji genetycznych (1). Inne za­
kładają, że starzenie się wynika z nagromadzonych w komórkach w czasie 
ich życia przypadkowych (niezaprogramowanych) uszkodzeń. Według
O r g e I a (2, 3), który sformułował hipotezę nazywaną „katastrofą błę­

*) Mgr, Z akład  Biochem ii Kom órki, In sty tu t Biologii D ośw iadczalnej im. M. N enc­
kiego, PAN, ul. P asteu ra  3, 02—093 W arszawa.
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dów”, pomyłki zachodzą na wszystkich etapach syntezy białka i są przy­
czyną powstawania zmienionych cząsteczek białkowych.

Błędy w enzymach takich jak polimerazy, syntetazy aminoacylo tRNA, 
enzymy aktywujące tRNA pociągają za sobą syntezę błędnych makro- 
molekuł, które z kolei powodują dalszy wzrost ilości błędów w białkach. 
Prowadzi to do tzw. „kaskady błędów”, czyli u traty  wierności syntezy 
białka i w rezultacie końcowym do śmierci komórki.

II. Występowanie i własności zmienionych enzymów

Wychodząc z założeń teorii Orgela próbowano określić, czy w starze­
jących się organizmach, a także w komórkach hodowanych in vitro, wy­
kazujących morfologiczne objawy starzenia się, występują „nienormal­
ne” cząsteczki enzymatyczne. Okazało się, że większość z badanych enzy­
mów wykazuje mniejszą aktywność specyficzną *, a niektóre z nich 
dodatkowo obniżoną stabilność cieplną, w porównaniu z enzymami wy­
stępującymi w młodych komórkach. Inne ich własności, jak masa cząstecz­
kowa, ładunek elektryczny i zachowanie się wobec inhibitorów pozosta­
ją na ogół bez zmian. Występowanie enzymów o zmniejszonej aktywności 
specyficznej w tkankach starych zwierząt podaje Tabela 1. Termolabilne 
formy mają: aldolaza (7), kinaza fosfoglicerynianowa (11), enolaza (19), lia- 
za izocytrynianowa (5, 6) — występujące w tkankach wolnożyjących nicie­
ni Turbatrix aceti, a także aldolaza z mięśni szkieletowych i serca myszy 
(12), dysmutaza nadtlenkowa z wątroby szczura (16) oraz dehydrogenazy 
glukozo-6-fosforanowa i 6-fosfoglukonianowa diploidalnych ludzkich fi- 
broblastów z późnych pasaży (24). Termolabilną formę dehydrogenazy glu- 
kozo-6-fosforanowej wykryto także w fibroblastach ludzkich otrzymanych 
od dawców z objawami zespołów przedwczesnego starzenia się (20—22).

Zmniejszoną aktywność enzymów wyizolowanych ze starych organiz­
mów czy komórek można wyjaśnić w następujący sposób (23):

— „Stare” ** enzymy zawierają zarówno aktywne jak i częściowo nie­
aktywne termolabilne cząsteczki (np. liaza izocytrynianowa, 4, 6) 
(Ryc. 1A).

— „Stare” enzymy zawierają wyłącznie tylko częściowo aktywne czą­
steczki dwóch rodzajów: termolabilne i mniej termolabilne. O wy­
stępowaniu tego typu cząsteczek możemy sądzić na podstawie ana-

*) A k ty w n o ś ć  e n zym u  p o w in n a  b yć  w y ra ż o n a  na m g  czystego b ia łk a  e n z y m a ty c z ­
nego lu b  je d n o s tk ę  a n ty s u ro w ic y .  S p a d e k  a k ty w n o ś c i e n z y m u  m ie rz o n y  w  h o m o - 
genac ie  n a  m g  b ia łk a  lu b  ¡.ig DNA n ie  m u s i w c a le  ś w ia d c z y ć  o w y s tę p o w a n iu  z m ie ­
n io n y c h  cząsteczek e n z y m u  lecz  m oże b y ć  s p o w o d o w a n y  z m n ie js z o n ą  ilo ś c ią  b ia łk a .

**) „ S ta r y m i”  e n z y m a m i n a z y w a  się e n z y m y  w y s tę p u ją c e  w  tk a n k a c h  s ta ry c h  
o rg a n iz m ó w  lu b  k o m ó rk a c h  h o d o w a n y c h  in  v i t r o  z p ó źn ych  pasaży. O d p o w ie d n io  
„m ło d e ”  e n z y m y  są to  ta k ie , k tó re  w y s tę p u ją  w  m ło d y c h  k o m ó rk a c h  i  o rg a n iz m a c h .
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lizy wykresu stabilności cieplnej np. enolazy z nicieni (10) (Ryc. 
IB).

— „Stare” enzymy zawierają aktywne, jak i całkiem nieaktywne czą­
steczki. Wykres stabilności cieplnej takich enzymów przedstawia 
Rycina 1C. W tym  przypadku nie stwierdza się żadnej różnicy po­
między właściwościami „młodych” i „starych” enzymów, gdyż cał­
kowicie nieaktywne cząsteczki wchodzące w skład tych ostatnich 
nie mają żadnego wpływu na stabilność cieplną (np. kinaza fosfo- 
glicerynianowa (11) i aldolaza (8) z nicieni).

A. Liaza
izo cy tryn ian o w a

B. Enolaza C . K inaza
fosfogliccrynianow a

R yc. 1. W y k re s y  s ta b iln o ś c i c ie p ln e j „m ło d y c h ”  i  „ s ta r y c h ”  e n zym ó w .
----------„młody” enzym; -----------  „stary” enzym
Dane tyczące liazy izocytrynianowej wg (4,6), enolazy (10), kinazy fosfoglicerynianowej (8).

III. Mechanizmy powstawania zmienionych enzymów 

I I I—1. U tra ta  w ierności syntezy białka

Fakt występowania w starych tkankach zmienionych enzymów jest 
bezsporny. Do dzisiaj jednak toczy się dyskusja nad mechanizmami tych 
zmian. Teoria Orgela ma zarówno wielu przeciwników, jak i zwolenników. 
H o l l i d a y  i T a r r a n t  (24) opierając się na założeniach tej teorii, jako 
pierwsi wykazali, że analog uracylu wchodzącego w skład RNA, 5-fluoro- 
uracyl, wywołuje przyspieszone starzenie się ludzkich diploidalnych komó­
rek hodowanych in vitro (zmniejszona liczba podwojeń populacji w sto­
sunku do hodowli kontrolnej). Starzenie to jest poprzedzone pojawieniem 
się zmienionych termolabilnych enzymów: dehydrogenazy glukozo-6-fos- 
foranowej i dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowej, które występują rów­
nież w komórkach z późnych pasaży hodowanych bez 5-fluorouracylu. 
Podobny efekt przedwczesnego starzenia się wywołują analogi amino­
kwasów. Długość życia dorosłych form Drosophila ulegała wyraźnemu 
skróceniu podczas karmienia ich larw analogami argininy, metioniny, fe-
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nyloalaniny i tryptofanu (25). Również skróceniu ulegała długość życia 
grzyba Podospora anserine hodowanego w obe.cnośęi fluorofenyloalaniny 
i etioniny podanych w niskim, nietoksycznym stężeniu (26). Zdaniem auto­
rów wspomnianych eksperymentów wyniki ich badań przemawiają na 
korzyść teorii Orgela, gdyż błędy zaindukowane w białkach poprzez wpro­
wadzenie zmian na etapie transkrypcji (5-fluorouracyl), czy też trans­
lacji (analogi aminokwasowe), powodowały przedwczesne starzenie. Jed­
nakże dowody te są pośrednie i właściwie do dnia dzisiejszego mamy tyl­
ko jeden bezpośredni dowód na to, że nagromadzenie się błędów w synte­
zie białka prowadzi do śmierci (27). M utant Neurospora crassa tzw. Leu- 
5, w niskiej temperaturze 20—25°C rośnie normalnie, podobnie jak szczep 
dziki. Natomiast jeśli tem peratura środowiska zostanie podwyższona do 
35°C grzybnia ginie po 3—4 dniach. Wykazano, że w grzybni Leu-5 wy­
stępuje termolabilna syntetaza leucylo-tRNA, która w podwyższonej tem­
peraturze zamiast leucyny mylnie aktywuje inne aminokwasy.

Wspomnieć w tym miejscu należy również o badaniach L i n n ’ a i in. 
(28). Porównywali oni włączanie niewłaściwych nukleotydów do oligonu- 
kleotydów katalizowane przez polimerazę DNA izolowaną z fibroblastów 
ludzkich z wczesnych i późnych pasaży. Liczba błędów była kilkakrotnie 

✓ wyższa w przypadku enzymu izolowanego ze starych komórek. Ponieważ 
jednak synteza przebiegała z udziałem sztucznego wzorca (template), róż­
niącego się od DNA zapewniającego normalne funkcjonowanie polimera- 
zy, do wyników tego eksperymentu należy podchodzić bardzo ostrożnie.

Jak wspomniano wyżej, nie wszyscy badacze są zwolennikami teorii 
„katastrofy błędów”. Uważa się, że może ona dotyczyć zjawisk zachodzą­
cych w komórkach postmitotycznych. W populacjach komórek zdolnych 
do proliferacji, komórki z nagromadzonymi błędami są prawdopodobnie 
usuwane na drodze selekcji (29). Nie stwierdzono np. zmniejszenia całko­
witej ilości podwojeń populacji fibroblastów ludzkich hodowanych w obec­
ności fluorofenyloalaniny i etioniny (29). Na niekorzyść teorii Orgela prze­
mawiają również wyniki badań enzymów wolnożyjących nicieni (30). 
U zwierząt tych badano ilość nieaktywnej aldolazy po jednorazowym po­
daniu kanawaniny i 6-fluorotryptofanu. Okazało się, że w organizmach 
młodych zwierząt „nienormalne” białka zostają szybko rozłożone i zastą­
pione białkami prawidłowymi. Początkowa wysoka śmiertelność młodych 
zwierząt w populacji wraca do przeciętnej charakterystycznej dla zwie­
rząt kontrolnych. Przeprowadzono również badania polegające na zaka­
żeniu wirusami diploidalnych ludzkich komórek z różnych pasaży, wycho­
dząc z założenia, że funkcjonowanie starych komórek ma wpływ na two­
rzenie się cząstek wirusa. Nie wykryto jednak różnic ani w ilości, ani w 
cechach wirusów produkowanych w młodych i starych komórkach (31, 
32).

Wiadomo również, że wszelkie zmiany w składzie aminokwasowym 
białek pociągają za sobą zmiany w ładunku elektrycznym. Nie udało się
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wykryć takich zmian w wielu badanych „starych” enzymach wykazu­
jących zmniejszoną aktywność specyficzną, stosując takie metody jak 
elektroforeza (6, 7, 11, 16, 18), czy też bardzo czuła metoda jaką jest izo- 
elektroogniskowanie -(13, 33).

I I I — 2. P o s ttra n s la c y jn e  z m ia n y  e n z y m ó w

Jako alternatywny mechanizm powstawania zmienionych enzymów 
podaje się coraz częściej występowanie posttranslacyjnych modyfikacji 
białek. Jedną z lepiej opisanych modyfikacji, która może mieć znaczenie 
w procesie starzenia się białek jest deamidacja reszt asparagilowych i glu- 
tamylowych (34—36). In vivo obserwuje się występowanie czterech białek 
deamidowanych nieenzymatycznie. Hemoglobina Providence N  ulega 
konwersji do hemoglobiny Providence D poprzez deamidację pojedyńczej 
reszty asparagilowej. Ilość tej ostatniej rośnie wraz z wiekiem erytrocy­
tów (36). Aldolaza z mięśnia królika występuje jako tetram er składający 
się z dwóch podjednostek a i dwóch fi. W  mięśniach młodych królików 
dominuje forma a, a starych (3, która powstaje w wyniku deamidacji resz­
ty  asparagilowej w białku a (37). Alfa krystalina (Alfa krystallin) w so­
czewce wołu różni się od formy embrionalnej liczbą grup amidowych 
(38, 39). W  trakcie kilku kolejnych procesów deamidacji glutaminy i aspa- 
raginy w cząsteczce cytochromu C szczura, powstają cztery jego formy 
różniące się zarówno konformacją jak i aktywnością oksydoredukcyjną 
(40, 41).

Rozpatrywano również problem proteolitycznego odszczepiania końco­
wych grup aminokwasów. Starzenie się w ten sposób dehydrogenazy glu- 
kozo-6-fosforanowej w ludzkich erytrocytach (42) jest jednakże przypad­
kiem raczej odosobnionym, nie znajdującym potwierdzenia w badaniach 
pod kątem innych enzymów (43, 44).

Ponadto zarówno deamidacja reszt asparagilowych i glutamylowych 
jak i proteoliza końcowych aminokwasów, a także inne rodzaje modyfika­
cji jak fosforylacja, acetylacja, adenylacja, glikozyiacja powodują zmianę 
ładunku elektrycznego w białku. Jak wspomniano wyżej, nie wykryto 
różnic w ładunkach badanych „młodych” i „starych” enzymów. Jedynie 
więc modyfikację przez utlenianie grup SH i metioniny, można rozpatry­
wać jako przyczynę zmian w „starych” białkach, gdyż nie pociąga za 
sobą zmian ładunku elektrycznego. Niestety niewiele danych doświadczal­
nych zgromadzono na ten temat. Do tej pory stwierdzono jedynie wystę­
powanie tej modyfikacji w dysmutazie nadtlenkowej z wątroby szczura 
(45). Zwiększona oporność aldolazy z nicieni (8) na działanie podwyższonej

*) H e m o g lo b in a  Providence N s ta n o w i fo rm ę  z m u to w a n ą  —  w  p o z y c ji P 82 za­
m ia s t l iz y n y  je s t a sp a ra g in a , k tó ra  w  trakc ie  deam idacji p rz e c h o d z i w  k w a s  a s p a ra ­
g in o w y  (h e m o g lo b in a  Providence D).
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tem peratury może być również rezultatem wewnątrzcząsteczkowych po­
łączeń powstałych na skutek utleniania grup SH. Badanie „starej” enola- 
zy (46) w celu wykrycia utleniania grup SH nie dało pozytywnych re­
zultatów.

Mniejszą aktywność „starych” enzymów w porównaniu z „młodymi” 
próbuje się także wyjaśnić występowaniem w ich cząsteczkach subtelnych 
zmian konformacyjnych, które nie mają wpływu na ładunek elektrycz­
ny białka (23). Zauważono mianowicie występowanie różnic spektralnych 
pomiędzy natywną „starą” i „młodą” enolazą z nicieni, których nie obser­
wuje się w warunkach denaturujących białko (w obecności mocznika 
i guanidyny) (47). Postuluje się, że zmiany konformacyjne mogą zacho­
dzić podczas zwolnionego obrotu białek w starych organizmach (23), bez 
obawy, że zmienione enzymy zostaną szybko zastąpione przez białka pra­
widłowe. Zgodnie z tym założeniem białka bardzo stabilne nie ulegają 
zmianom, inne mają jedną lub więcej form pośrednich, częściowo aktyw­
nych, natomiast białka najmniej stabilne ulegać mogą denaturacji bez­
pośrednio do form nieaktywnych. Np. enolaza z nicieni zawiera trzy 
typy cząsteczek, co można stwierdzić na podstawie krzywej stabilności 
cieplnej: enolazę „młodą”, „termolabilną starą” i „mniej termolabilną 
starą” (6). „Stara” aldolaza z nicieni natomiast zawiera normalne jak
i nieaktywne cząsteczki (8). Niewiele jest danych doświadczalnych na te­
mat zwolnienia czasu obrotu białka w starych organizmach. Wiadomo, że 
okres półtrwania aldolazy z tkanek młodego nicienia z 40 godz. wzrasta 
do 200 godz. w tkankach starego (7). Podobny efekt obserwowano także 
w przypadku enolazy z nicieni (48). Jednakże nie znaleziono różnic zwią­
zanych z wiekiem w okresie półtrwania mitochondrialnych białek z róż­
nych tkanek szczura (49) jak również nie wykryto zmian czasu obrotu biał­
ka w wątrobie starych szczurów w porównaniu z młodymi (50).

IV. U w agi końcowe

Występowanie zmienionych enzymów w starych organizmach, czy 
kulturach tkankowych, jest już dzisiaj udowodnione. Większość bada­
nych enzymów wykazuje spadek aktywności specyficznej od 30 do 80°/o 
na jednostkę antysurowicy lub mg oczyszczonego białka, jako funkcji 
wieku (Tabela 1). Badane enzymy otrzymywano z różnych tkanek zwie­
rząt, ale trzeba zaznaczyć, że kilka z przebadanych enzymów nie ma nie­
aktywnych form np. aldolaza z mięśni ludzkich (51), dehydrogenaza glu- 
kozo-6-fosforanowa z ludzkiej wątroby (52), dekarboksylaza ornitynowa 
z wątroby szczura (53) oraz izomeraza triozofosforanowa z wolnożyjących 
nicieni Turbatrix aceti (44).' Przyczyny braku zmian aktywności mogą być 
następujące:
1) Niektóre typy modyfikacji zmieniają różne białka w niejednakowym 
stopniu. Na przykład oksydacja grup SH jest możliwa w różnych w arun-
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Tabela 1
Występowanie enzymów o zmniejszonej aktywności specyficznej w tkankach starych zwierząt

Enzym Źródło

Aktywność spe­
cyficzna „starego” 
enzymu (w %) 

w odniesieniu do 
aktywności „mło­

dego” (100%)

Liaza izocytrynianowa Nicień Turbatrix aceti 30
(4, 5, 6)
Aldolaza (7, 8) „ 30
Czynnik wydłużający EFj ,, 75
(9)
Enolaza (10) ,, 58
Kinaza-3-fosfoglicerynianowa 1 » 50
(11)
Aldolaza A (12, 13) mięśnie szkieletowe myszy 65
Aldolaza A (12) serce myszy 63
Aldolaza A (14) erytrocyty z krwi królika 44
Aldolaza B (15) wątroba myszy 50
Dysmutaza nadtlenkowa wątroba szczura 43

! (16, 17) serce szczura 80
mózg szczura 80

i Dehydrogenaza glukozo-6-fosfo- erytrocyty z krwi ludzkiej 25
! ranowa (18)

kach fizjologicznych, ale tylko wtedy gdy grupy te są wyeksponowane. 
Niektóre białka nie mają takich dostępnych grup SH i w tych samych wa­
runkach utleniania mogą pozostać bez zmian.
2) Niektóre zmienione białka nie muszą być tolerowane przez komórkę i są 
szybko degradowane, a w związku z tym trudne do wykrycia. Natomiast 
modyfikacje w innych białkach nie muszą być przyczyną ich szybkiej 
degradacji.
3) Część białek może ulegać modyfikacji do form nie wykazujących zgod­
ności immunologicznej w stosunku do przeciwciała otrzymanego dla pra­
widłowego białka.
4) Jest prawdopodobne, że niektóre zmienione formy są eliminowane pod­
czas oczyszczania enzymu.
5) Występowanie zmienionych form enzymatycznych jako funkcji wieku 
nie musi być wcale zjawiskiem uniwersalnym.

Dziękuję Pani doc. dr hab. Barbarze Grzelakowskiej-Sztabert za cenne uwagi i sugestie pod­
czas przygotowywania niniejszego tekstu.
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NOWE W BIOCHEMII

W y k o rzy s ta n ie  genu  la c l d la  o k reś len ia  specyficzności m u ta c ji

Od czasu gdy B e n z . e r  (1) w ykazał, że m utacje spontaniczne, jak  i indukow a­
ne, nie są rów nom iernie rozproszone. w genom ie bak teriofaga T4, ale w pewnych 
m iejscach po jaw iają  się ze znacznie większą..częstoliwością (hot spots), w iele uwagi 
poświęcono w yjaśn ien iu  tego zjaw iska, N ieznajom ość sekw encji fragm en tu  DNA 
ulegającego m utacji, ja k  też sekw encji b ia łka przez niego kodowanego, ograniczało 
w yciąganie wniosków. W śród niew ielu układów  stosowanych dla oznaczenia zm ian 
zachodzących w  genom ie, jednym i z łatw iejszych do in te rp re tac ji były uk łady  opar­
te na badaniach przem ian  zachodzących w kodonach term inalnych. I tak  na przy­
kład z prostych porów nań szyfru kodu genetycznego w ynika, że zm iany typu  tran - 
zycji par zasad AT ->• GC, mogą prow adzić do otrzym ania z kodonu UAG (am ber) 
kodonu CAG (glutam ina) lub UGG .(tryptofan), a zm iany typu tranzycji G C -+ A T  
do otrzym ania kodonu term inalnego UAA (ochrę). B adania te w ykazały, że istn ie­
ją ogromne różnice w częstości m utacji te j sam ej pary  zasad w ystępującej w ko- 
donie am ber, pod w pływ em  tego sam ego m utagenu, w zależności od m iejsca w y­
stępow ania kodonu am ber. Te różnice przypisyw ano wpływowi zasad sąsiednich 
(neighbour effect). N otow anie dużej rozpiętości w szybkości konw ersji różnych m u­
tantów  ochrę do opal (UAA-»-UGA) i vice versa, gdzie obydwie przylegające zasady 
są identyczne świadczy, że nie tylko sąsiedztw o przylegających zasad, ale i inne czyn­
n ik i z zew nątrz, decydują o szybkości m utacji (2).

O statnio M i l l e r  i w s p. (3, 4) opracow ali doskonały układ  dośw iadczalny 
dla badania zjaw iska „hot spots”, jak  też i specyficzności działania m utagenów . 
U kład ten  obejm uje badanie m u tac ji postępow ych (forw ard ) k tóre prow adzą do 
otrzym ania m utan tów  am ber i ochrę w  genie lacl E. coli, kodującym  białko represora 
operonu lac. Gdy M iller rozpoczął sw oje badania znany był skład i sekw encja am ino­
kw asów  bia łka represora. Obecnie znany jest skład i sekw encja nukleotydów  genu ko­
dującego represor laktozy, co pozwala, po ustaleniu  m iejsca m utacji, na  określenie 
w sposób jednoznaczny zm ian zachodzących w sekw encji nukleotydów .

Gen kodujący białko rep reso ra  lac zaw iera 73 potencjalne miejsca, k tó re  po­
przez zm ianę jednej pary  zasad mogą prowadzić do o trzym ania kodonów term inal­
nych am ber lub  ochrę. K ażda taka zm iana powoduje u tra tę  funkcjonalnego białka 
i w konsekw encji indukcję f5-galaktozydazy. T ranzycję GC do AT można śledzić 
w  26 m iejscach genu lacl, tran sw ersję  AT do TA w 19-tu, transw ersję  AT do CG 
w 5-ciu, a GC do CG w  3-ech m iejscach. Nie można jedynie śledzić tranzycji AT 
do GC, gdyż zm iany tego typu  nie prow adzą do pow staw ania z kodonów sensow ­
nych kodonów am ber czy ochrę.

W metodzie M illera można wyróżnić k ilka etapów: 1) oznaczenie częstości m u­
tacji lacl (poprzez obliczenie pow stałych m utan tów  rosnących na pły tkach z cukrem  
nieindukującym  operonu lac—P-fenylo-D -laktozą), 2) losowe izolowanie z każdej 
pły tki 20—25 kolonii i iden ty fikac ja  w śród nich m utan tów  am ber i ochrę (poprzez 
badanie zdolności ich supresji), i 3) zachow anie po jednym  m utancie (pierwszym 
napotkanym ) am ber i ochrę izolowanych z odrębnych hodowli bak tery jnych , ozna­
czenie pozycji danej m utacji oraz typu zm ian zasad (poprzez oznaczenie wzoru su ­
presji i krzyżowanie genetyczne ze szczepam i delecyjnym i w genie lacl).
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O pracow anie tego uk ładu  um ożliw iła bardzo dokładna znajom ość system u in ­
dukcji operonu lac, znajom ość n a tu ry  szeregu m utan tów  i m etod ich selekcji, do­
stępność różnych m utantów  zaw ierających znane supresory i o trzym anie w ielu m u­
tan tów  delecyjnych w  rejonie lac. Sam  proces m utacji badany  jest w  operonie 
umieszczonym nie na chromosomie bak teryjnym , z którego operon lac został w y- 
deletow any, ale na episomie F ', co pozwala na  dowolne przeniesienie m utacji do 
odpowiednich szczepów bakteryjnych, w  celu usta len ia  wzoru supresji lub  m iejsca 
m utacji.

Pew ną niedogodnością uk ładu  jest jego w ielka pracochłonność. Miller, aby ozna­
czyć spek trum  m utacji, izolował niekiedy ponad 1000 m utantów  am ber i ochrę. Ale 
często zadaw alające w yniki można uzyskać po izolacji 200—300 m utantów . Jednak  
w arto  podkreślić, że szereg stosowanych metod zostoło uproszczonych. Krzyżówki 
ze szczepami supresorow ym i, czy szczepami zaw ierającym i delecję w la c l odbyw ają 
się na p łytkach, techniką replikacji. I trzeba przyznać, że mimo swej złożoności i wie- 
loetapowości, układ  ten  pracu je bezbłędnie.

S tosując ten  układ  C o u l o n d r e  i M i l l e r  (4) w ykazali po raz pierwszy, że 
pod w pływ em  prom ieni UV isto tna część m utacji następuje poprzez zm ianę dwóch 
ko lejnych nukleotydów . Jest to w ynik, którego pow iniśm y spodziewać się, gdyż 
je s t on zgodny z logicznym następstw em  przyjęcia dim erów  pirym idyn za główną 
przyczynę m utacji.

Innym  zaskakującym  w ynikiem  było stw ierdzenie, że przy o trzym aniu m utacji 
am ber, m iejscem  szczególnie w yrażliw ym  (hot spot) na działanie 2-am inopuryny jest

sekw encja: z obecnością 5-m etylocytozyny (Cm) w  m iejscu m utacji (5). N asunęło
to przypuszczenie, że tranzycja GC AT w tym  przypadku, je s t w ynikiem  reakcji 
w tórnej (6), w yw ołanej w łączeniem  się 2-am inopuryny naprzeciw  5-m etylocytozyny. 
Z porów nania bowiem zdolności zasad do tw orzenia w iązań kom plem entarnych w y­
nika, że grupa am inow a 5-m etylocytozyny w  parze z 2-am inopuryną (przeciwnie niż 
w parze z guaniną) pozostaje w olna i dlatego łatw o może ulegać dezam inacji. W efek­
cie dezam inacji pow staje tym ina, czyli zachodzi tranzycja GC -> AT.

Isto tn ie obraz indukcji m utacji am ber w rejonie lac l pod w pływ em  2-am ino- 
puryny  u m utantów  d c m - (brak enzym u m etylującego cytozynę w  DNA) zm ienia się 
drastycznie (Janion, Glickman, w  opracowaniu).

Stw ierdzono również, że pod w pływ em  N4-hydroksycytydyny (silny m utagen 
typu  analogów zasad), mimo indukcji m utan tów  lac l i s tr r, nie można uzyskać m u tan ­
tów  am ber ani ochrę (7). Świadczy to o b raku  indukcji tranzycji GC AT, i po tw ier­
dza w yniki wcześniejszych prac przeprow adzanych w  układach bakteriofagów  (8, 9)
o specyficznym  działaniu N4-hydroksycytydyny, powodującym  jednokierunkow ą tra n -  
zycję par zasad AT GC.

Z tych nielicznych, podanych przykładów  wynika, że analiza specyficzności m u­
tacji w  układzie opracowanym  przez M illera, stanow i dobre narzędzie badawcze po­
zw alające na w gląd w skom plikow ane układy zm ienności m utacy jnej u bakterii.

C. Janion
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Model struktury miejsc rybosomalnych A i P

Powszechnie uznany schem at procesu translac ji został zaproponowany przez 
W a t s o n a  15 la t tem u (1); zakłada on istnienie dwóch m iejsc rybosom alnych:
1. m iejsca rybosom alnego „A”, do którego przyłącza się am inoacylo-tRNA  (AA- 

tRNA),
2. m iejsca peptydylowego „P ”, w  którym  znajduje się zsyntetyzow any peptydylo- 

tRNA.
Hipotezy o istn ien iu  innych m iejsc aktyw nych na rybosom ie w trakcie procesu w y­
dłużania łańcucha polipeptydowego (np. tzw. m iejsce pre—A lub R) (2, 3) nie zostały 
w  pełni potwierdzone.

Zasadniczym  problem em  badawczym  dotyczącym bezpośrednio funkcji rybosom u 
w procesie translac ji jest w yjaśnienie s tru k tu ry  m iejsc rybosom alnych A i P, 
czyli lokalizacja białek i kw asów  nukleinow ych tworzących te cen tra  aktywne. 
Dzięki pracom  W i 11 m a n a (4), L a k e ’ a (5) i B o u b 1 i k a (6) konfiguracja 
rybosom u bakteryjnego oraz m apa topograficzna jego białek jest bliska ostatecznego 
rozwiązania. Modele rybosom u prokariotycznego z dwóch pracowni (W ittm ana i Bou- 
blika) są w pełni zgodne (inform acja p ryw atna od H. G. W ittm ana); natom iast m odel 
L ake’a różni się od dwóch poprzednich jedynie ułożeniem m niejszej podjednostki 
rybosom alnej w stosunku do w iększej.

P rzystępując do lokalizacji m iejsc A i P konieczne jest przyjęcie pew nych w stęp ­
nych założeń, a m ianowicie:
1. na rybosom ie m uszą znajdow ać się jednocześnie dwie m olekuły AA-tRNA (względ­

nie AA-tRNA i peptydylo-tRN A ),
2. oba antykodony m uszą leżeć w  swym bezpośrednim  sąsiedztwie,
3. dwie cząsteczki am inokw asów  (będące na przeciw nych końcach m olekuły tran sfe ­

rowego RNA w  stosunku do antykodonu) powinny znajdow ać się w ystarczająco 
blisko siebie, aby mogło nastąpić utw orzenie w iązania peptydowego.
W pracow ni J a m e s a  O f e n g a n d a  dla lokalizacji m iejsca przyłączania AA- 

tRNA oraz m iejsca peptydylowego zastosowano głównie dwie techniki: w iązania k rzy ­
żowe (ang. crosslinking) oraz im m unom ikroskopię elektronow ą pow inow actw a (ang. 
a fjin ity  im m unoelectron microscopy) (8—11).

W iązanie krzyżowe jest w ytw arzane pomiędzy zm odyfikowaną cząsteczką am i­
noacylo-tRNA a b iałkam i rybosom alnym i w  w yniku naśw ietlania prom ieniow aniem  
nadfioletow ym  (UV) (ang. p ho toa jiin ity  labelling). Św iatło  w ysokoenergetyczne o d łu ­
gości fali w przedziale 300—400 nm  powoduje u tw orzenie w iązania kow alentnego 
pomiędzy wysoce reak tyw ną grupą funkcyjną (zazwyczaj syntetyzow aną chem icz­
nie) a aktyw nym  m iejscem  substra tu . Dla tw orzenia w iązań krzyżowych są często 
stosowane azydki arylow e; w om aw ianej p racow ni w ybrano dla tego celu dw a n as tę­
pujące związki: 2-nitro-4-azydofenyloglicynę (NAG) oraz p-azydofenacyl (APA). 
Związki te przyłączają się specyficznie do dwóch rzadkich  nukleotydów  w y stęp u ją­
cych w cząsteczce tRNA, a m ianow icie odpowiednio do 4-tiourydyny (4S) i 3-(-am ino-
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3-karboksypropylo)-urydyny (acpsU). W przypadku tRNA specyficznego dla fenylo- 
alaniny z E. coli te  nukleotydy zna jdu ją  się w pozycjach 8 i 47.

W ykonane zostały odpowiednie próby kontro lne kw alifiku jące  przygotow any 
w ten sposób tRNA do badań  nad lokalizacją miejsc A i P .  Stw ierdzono, że zmody­
fikow ana w  ten  sposób cząsteczka Phe-tRN A  nie trac i swej aktyw ności biologicz­
nej i je s t praw idłow o rozpoznaw ana przez fak to r elongacyjny EF Tu. R eakcja przy­
łączania do rybosom u zachodziła in  vitro  zarówno w sposób enzym atyczny jak  i nie- 
enzym atyczny w standardow ych w arunkach , tj. w obecności mRNA i GTP. M iejsca 
rybosom alne A i P  rozróżniano na podstaw ie tzw. reakcji purom ycynow ej. A ntybio­
tyk  purom ycyna ma stru k tu rę  chem iczną podobną do końca am inoacylow ego czą­
steczki AA-tRNA. Po przyłączeniu purom ycyny do m iejsca A rybosom u następuje 
utw orzenie peptydylopurom ycyny. Uwolnienie tego zw iązku z kom pleksu ryboso- 
malnego, a więc przerw anie biosyntezy polipeptydu, zachodzi z pom inięciem  prze­
niesienia go do m iejsca P. Funkcjonalność biologiczną przyłączonych m odyfikow a­
nych Phe-tR N A  w ykazano poprzez tw orzenie dw upeptydu. W laboratorium  J. Ofen- 
ganda w iązanie pomiędzy grupą dw ufunkcyjną m odyfikow anego Phe-tR N A  a biał­
kam i rybosom alnym i było w ytw arzane w w yniku naśw ietlan ia uk ładu  reakcyjnego 
prom ieniow aniem  UV o długości fali w przedziale 300—325 nm, k tóre nie pow oduje 
zniszczenia subtelnej s tru k tu ry  rybosomu. W ykluczona została możliwość tw orzenia 
w iązania kow alentnego przez inne fragm enty  m olekuły Phe-tRN A , jak  również tw o­
rzenia połączenia mostkowego (ang. bridge linkage) poprzez inne białka, znajdujące 
się w pobliżu, a nie uczestniczące w tw orzeniu miejsc A lub P. W arto zaznaczyć, że 
zastąpienie GTP przez jego niehydrolizujący analog GDPCP (co zapobiega uw aln ia­
niu EF Tu z rybosomu) całkowicie blokowało tw orzenie w iązania krzyżowego. Dla 
w ykryw ania Phe-tRN A  przyłączonego w w yniku reakcji krzyżowej stosowano im- 
m unom ikroskopię elektronow ą pow inow actw a. Isto tą  m etody jest przyłączenie p rze­
ciwciała do cząsteczki (np. do Phe-tRN A ) celem uw idocznienia jej na  elektronogra- 
mie. P ew ne trudności in te rp re tacy jne  pow oduje w ydłużony k sz ta łt przeciw ciał oraz 
w ystępow anie k ilku  m iejsc odpowiedzi im m unologicznej w badanej cząsteczce.

W w yniku zastosow ania opisanych powyżej pokrótce technik  stw ierdzono:
— w m iejscu rybosom alnym  P w ystępują następujące b iałka w iększej podjednostki: 

L2, L II, L18 oraz praw dopodobnie L15 i L27;
— natom iast w m iejscu A: L27, L II, L18 i L2.

Poniew aż cząsteczka AA-tRNA przyłączona do rybosom u jest odporna na t r a ­
w ienie rybonukleazam i, należy przypuszczać, iż znajdu je się ona pomiędzy obu pod­
jednostkam i rybosom alnym i. Tak więc w tw orzeniu m iejsc rybosom alnych A i P 
uczestniczą zarówno m niejsza jak i w iększa podjednostka rybosom alna. Na m niej­
szej podjednostce, w pobliżu końca am inokw asow ego cząsteczki AA-tRNA zidenty­
fikow ano b iałka S3, S7 i S14 (niewykluczona jest również obecność b iałka S18). 
N atom iast w pobliżu antykodonu znaleziono: SI, S3, S4, S5, S12, S18 i S21.

Problem em  rów nie skom plikow anym  jak  lokalizacja b iałek  jest ustalenie, k tóre 
kw asy rybonukleinow e biorą udział w tw orzeniu m iejsc A i P .  Zasadniczą tru d ­
nością je s t określenie specyficzności oddziaływań, czyli rozróżnienie w iązania u tw o­
rzonego pomiędzy antykodonem  tRNA a odpow iadającym  mu kodonem  mRNA kom ­
pleksu polisom alnego od ew. innych w iązań pow stałych niespecyficznie, np. w w y­
niku  naśw ietlan ia  prom ieniam i UV. W ym iar cząsteczki tRNA (wynoszący ok. */j ry ­
bosomu) oraz jej w ydłużony ksz ta łt dodatkowo u tru d n ia ją  analizę danych. S tw ier­
dzono w ystępow anie bezpośredniego oddziaływ ania an tykodonu z cząsteczką rybo- 
som alnego kw asu nukleinow ego 16 S RNA. In terakc ja  ta zachodzi z tzw. fragm en­
tem  I cząsteczki 16 S RNA, k tóry  stanow i ok. V3 cząsteczki licząc od końca 3' i ch a­
rak te ryzu je  się stałą sedym entacji 8 S. Isto tnym  dowodem bezpośredniego sąsiedztw a 
pętli (ang. loop) cząsteczki 16 S RNA w stosunku do antykodonu peptydylo-tRN A  jest 
zdolność tw orzenia p ierścienia cyklobutanow ego w w yniku naśw ietlan ia  św iatłem
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UV. P ierścień  cyklobutanu  pow staje pomiędzy w ysuniętą zasadą pirym idynow ą pętli 
16 S RNA a zew nętrzną zasadą antykodonu w stosunku do końca 5'. In te rak c ję  tę 
uw idoczniono na rycinie 2b. W procesie oddziaływ ania kodon—antykodon nie stw ie r­
dzono (poza omówionym) uczestn ictw a Innego kw asu nukleinowego. F ragm en t I kw a­
su 16 S RNA jest zasocjow any z białkam i m niejszej podjednostki: S4 oraz p raw do­
podobnie S13 i S17.

In teresu jącym  zagadnieniem  jest analiza m ożliwych w zajem nych położeń wzglę­
dem siebie dwóch cząsteczek AA-tRNA w ew nątrz  rybosomu. Jam es O fengand roz­
p a tru je  trzy  tak ie  konfiguracje, k tóre zostały schem atycznie przedstaw ione na mo­
delach (rys. 1 a, b i c). We w szystkich przypadkach są spełnione w arunk i w ym ienio­
ne we w stępie do niniejszego arty k u łu  (bezpośrednie sąsiedztwo antykodonów  oraz 
am inokw asów  na końcu 3'). Jednakże na  podstaw ie przeprow adzonych eksperym en­
tów  najbardz ie j praw dopodobna w ydaje się sytuacja, w k tórej dwie cząsteczki AA- 
tRNA są ułożone w zględem  siebie pod kątem  45° (Ryc. 1 c). Takie położenie zostało

Ryc. 1. Schem atyczne przedstaw ienie na m odelach możliwych położeń dwóch czą­
steczek A A-tRNA (lub AA-tRNA i peptydylo-tRNA) spełniających w arunek  bez­
pośredniego sąsiedztw a antykodonów  oraz końców —CCA cząsteczek transferow ych
RNA.
a. p ła sk ie  u ło ż e n ie  d w ó ch  m o le k u ł A A -tR N A , b. c z ą stec zk i A A -tR N A  w  p e łn i r ó w n o le g łe  w z g lę ­
d em  s ieb ie , c . c z ą stec zk i A A -tR N A  pod  k ą tem  45°.
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Ryc. 2.
a. L ok alizacja  czą steczk  A A -tR N A  (lub  A A -tR N A  i p ep ty d y lo -tR N A ) oraz m R N A  w  k o m p lek s ie  
ry b o so m a ln y m  (m iejsce  P  zo sta ło  z a c ien io w a n e ), b. sch em a t in ter a k c ji k w a só w  n u k le in o w y ch :  
m R N A , A A -tR N A  (lu b  p ep ty d y lo -tR N A ) i 16 S R N A  w  m ie jscu  P .

również przedstaw ione na rys. 2 a ilu stru jącym  lokalizację cząsteczek am inoacy- 
lo-tRNA (lub też AA-tRNA i peptydylo-tRN A ) w  kom pleksie rybosom alnym .

Rysunek 2 został opracow any wg p rac J. O f e n g a n d a  (8—11). S tru k tu ra  ry- 
bosomu przy kostrukcji tego modelu została przy ję ta  wg B o u b l i k a  (6), a czą­
steczka tRNA wg K i m ’ a (7). Na rysunku  przedstaw iono w zajem ne ułożenie cząstecz­
ki AA-tRNA w m iejscu A względem  cząsteczki peptydylo-tR N A  (lub AA-tRNA) 
w miejscu P (obszar zacieniowany) oraz przebieg cząsteczki mRNA pomiędzy pod- 
jednostkam i rybosom alnym i. N atom iast rycina 2 b przedstaw ia oddziaływ anie czą­
steczki peptydylo-tR N A  (lub AA-tRNA) w  m iejscu P  z pętlą 16 S RNA. Dla większej 
jasności obrazu nie naniesiono białek  rybosom alnych uczestniczących w tw orzeniu 
miejsc A i P, a szczegółowo w ym ienionych w tekście.

Przedstaw iony model s tru k tu ra ln y  m iejsc rybosom alnych A i P  jest w chwili 
obecnej jednym  z najbardzie j kom pleksow ych ujęć tego problem u. A utorzy zak ła­
dają, że w procesie elongacji łańcucha polipeptydow ego uczestniczy również cząstecz­
ka rybosom alnego 16 S RNA, co jest istotnym  elem entem  nowości.

T. T w ardow ski, J. Pulikow ska
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KOMUNIKATY
• ?- \ . :

W  sp raw ie  n azew n ic tw a  biochem icznego

Polskie Słownictwo Biochemiczne — nowe rozszerzone w ydanie w serii M onogra­
fie Biochemiczne ukaże się w  1981 roku. W stępne zam ówienia należy pilnie kierow ać 
na adres Zarządu Głównego PTBioch, ul. F re ta  16, 00-227 W arszawa. O trzym ane za­
m ów ienia dadzą podstaw ę do ustalenia w ielkości nakładu.

* *
*

K om isja S łow nictw a PTBioch. działa stale w trybie korespondencyjnym . Wszelkie 
w ątpliw ości term inologiczne oraz nowe hasła można i należy kierow ać na adres koor­
dynato ra  prac Komisji:

Prof. d r hab. Jan in a  K w iatkow ska-K orczak 
In sty tu t Biochemii i Biofizyki, ul. Chałubińskiego 10 
50-308 W rocław
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SPRAWOZDANIA

M ię d zy n a ro d o w a  K o n fe re n c ja  n t. B io lo g ica l Im p lica tio n s  o f P ro te in -  
N u c le ic  A cids in te rac tio n s , D ym aczew o  k /P o zn an ia , 19— 23.V .1980

Od k ilkunastu  la t intensyw nie rozw ija ją się w  Poznaniu badania nad kw asam i 
nukleinow ym i i biosyntezą białka. Zagadnienia te zna jdu ją  odzw ierciedlenia w orga­
nizowanych przez środow isko poznańskie konferencjach m iędzynarodow ych, k tóre 
objęły swą tem atyką szeroki w achlarz problem ów (przykładowo: chem ię kwasów 
nukleinow ych, a w szczególności transferow ych  RNA i ich kom ponentów , translac ję  
natu ra lnych  i syntetycznych mRNA, a ostatnio również biologię m olekularną i inży­
nierię genetyczną) (1). Do serii tego typu sympozjów należy również konferencja 
nt.: „Biologiczne im plikacje oddziaływ ań białko—kw as nukleinow y”, k tó rej sponso­
ram i były: K om isja G enetyki i Biologii M olekularnej Oddziału Poznańskiego PAN, 
U niw ersytet im. A dam a M ickiewicza, In sty tu t Biochemii i Biofizyki PAN, oraz Za­
kład S tereochem ii P roduktów  N atu ralnych  In sty tu tu  Chem ii O rganicznej PAN. P rzy­
gotow aniem  konferencji i je j bezpośrednim  zorganizow aniem  zajął się tym  razem  
zespół biochem ików  z U niw ersy te tu  im. A dam a M ickiewicza pod k ierunkiem  prof. 
J. A ugustyniaka.

W sym pozjum  uczestniczyło ok. 100 polskich naukow ców  i ok. 70 z Europy 
i A m eryki Płri. W ygłoszonych zostało ok. 60 refera tów  plenarnych, przedstaw iono 80 
kom unikatów  naukow ych (w form ie plakatow ej) oraz odbyto dwie dyskusje plenarne.

Obszerną problem atykę zjazdu możemy podzielić na cztery zasadnicze tem aty:
1) s tru k tu ra  rybosomów,
2) ekspresja genu,
3) m echanizm  procesu translac ji,
4) in te rakcje  kw asów  nukleinow ych z peptydam i i białkam i.

Wiele spośród analizow anych zagadnień w yw oływ ało bardzo ożywioną dyskusję. 
N iew ątpliw ie jednym  z takich  problem ów  była s tru k tu ra  rybosomu. P rofesor A. Spi- 
rin  (Akadem ia Nauk, ZSRR) przedstaw ił in te resu jącą  koncepcję m odelu s tru k tu ry  
m niejszej podjednostki rybosom u prokariotycznego, k tó rej podstaw ow ym  założeniem 
jest globularność białek  rybosom alnych. Budowa rybosom u (w szczególności b ak te­
ryjnego) była rów nież dyskutow ana przez prof. H. W ittm anna (In sty tu t M axa-Planc- 
ka, B erlin  Zachodni), k tó ry  p rzedstaw ił ogólne uw agi dotyczące m etod badawczych 
stosowanych w  tej problem atyce. P rofesor H. W ittm ann poprow adził również dys­
kusję nt. ew olucji ap a ra tu  translacyjnego na przykładzie zróżnicow ania rybosomów 
eukariotycznych i prokariotycznych. Zagadnieniem  szeroko dyskutow anym  była ta k ­
że budowa rybosom ów i tRNA z organelli kom órkow ych. S tru k tu ra  transferow ych 
RNA z m itochondriów  i chloroplastów  oraz organizacja genom u organellow ego zo­
stała szczegółowo przedstaw iona przez w ielu znakom itych specjalistów  (J. H. Weil, 
B. P arth ie r, H. Kossel i in.).

Model m iejsc funkcjonalnych  bakteryjnego czynnika elongacyjnego EFTu na 
podstawie eksperym entów  z zastosow aniem  specyficznych inhibitorów  oraz techniki 
znakow ania na zasadzie pow inow actw a przedstaw ił d r J. Jonak  (Czechosłowacka 
Akadem ia Nauk, Praga). N atom iast d r B. F. C. C lark  (U niw ersytet A arhus, Dania) 
zaprezentow ał s tru k tu rę  I-rzędow ą oraz tró jw ym iarow y model czynnika EFTu
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z E. coli na podstaw ie analizy rentgenograficznej. D yskutow any był schem at od­
działyw ań cząsteczki EFTu z tRNA oraz GTP i GDP. Godnym  zuw ażenia jest fak t 
dużej zgodności w yników  otrzym anych zasadniczo odm iennym i technikam i badaw ­
czymi.

P rofesor W. Szybalski (U niw ersytet W isconsin, USA) (który niedaw no otrzym ał 
godność doktora honoris causa U niw ersy te tu  im. M. Skłodow skiej-C urie) oraz inni 
prelegenci p rzedstaw ili i analizow ali szczegółowo oddziaływ ania białko—kw as de­
zoksyrybonukleinow y w  procesie transkrypcji.

Polscy naukow cy przedstaw ili trzy  re fera ty  p lenarne (prof. P. Szafrański, 
M. W iewiórowski oraz K. L. W ierzchowski) jak  rów nież blisko połowę doniesień 
plakatow ych.

O dbyta konferencja była dobrym  forum  w ym iany poglądów i dyskusji; przed­
staw ione zostały nowe problem y, koncepcje, n ie jednokro tn ie  kontrow ersy jne i nie 
przez w szystkich akceptow ane. Jednocześnie należy podkreślić duże znaczenie szko­
leniowe sym pozjum  d la w szystkich uczestników , a w  szczególności dla licznej grupy 
młodych naukowców. S praw na organizacja obrad w ośrodku wczasowo-wypoczyn- 
kow ym  w pobliżu Poznania sprzy ja ła  tw órczej atm osferze. Uczestnicy konferencji 
w yjeżdżając z Dymaczewa zapytyw ali o term in  następnego zjazdu.

(1) Poprzednie konferencje:
1974 r. — K iekrz k. Poznania — „Synteza oligonukleotydów  i chem ia rzadkich zasad 

tRNA ”, przewodniczący kom itetu  organizacyjnego: prof. M. W iewiórowski,
1976 r. — Dymczewo k. Poznania — „Synteza, s tru k tu ra  i chem ia tRNA i jego

kom ponentów ”, przewodniczący kom itetu  organizacyjnego: prof. M. Wie­
wiórowski,

1977 r. — Błażejew ko k. Poznania — „T ranslacja na tu ra lnych  i syntetycznych poli-
nukleotydów ”, przewodniczący kom itetu  organizacyjnego: prof. A. B. Le- 
gocki.

T. T w ardow ski

K o n fe re n c ja  n t. „ A k tu a ln e  P ro b le m y  B io fiz y k i i B io log iczne F u n k c je  M e ­
la n in ” P a rm a , 3— 4 m arzec, 1980.

W ciągu ostatn ich  k ilku  la t wzrosło zain teresow anie chem icznym i i fizycznymi 
w łasnościam i na tu ra lnych  i syntetycznych m elanin. K onferencja „A ktualne P rob le­
my Biofizyki i Biologiczne F unkcje M elanin” była zorganizow ana przez In sty tu t 
F izyki U niw ersy te tu  w P arm ie (dr P ier Raim ondo Crippa) oraz Zakład Chem ii O rga­
nicznej U niw ersytetu  w  N eapolu (dr G uiseppe P ro ta) we w spółpracy z K liniką D er­
m atologiczną U niw ersy te tu  w P arm ie (dr Pulvie Allegra). W konferencji wzięło 
udział około 50 osób z 13 krajów . Można więc sądzić, że w zięli udział przedstaw iciele 
p raw ie w szystkich ośrodków naukow ych, prow adzących badan ia nad m elaninam i.

P rogram  naukow y zaw ierał w ykłady zaproszonych wykładow ców  z w ybranych 
zagadnień oraz dyskusje panelowe. K onferencję podzielono na cztery następujące 
sesje (półdniowe):

A ktualne poglądy na s truk tu rę , biosyntezę i chem iczne własności na tu ra lnych  
i syntetycznych m elanin.

Wolne rodniki i w łasności przenoszenia e lek tronu  m elanin.
N iezwykłe w łasności fizyczne m elan in  i ich m ożliwa ro la fizjologiczna.
W łasności i biologiczne znaczenie poza skórnych m elanin.
Jak  w idać z powyższego, tem atyka konferencji obejm ow ała zagadnienia in te rdys­
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cyplinarne chemii, biofizyki i biologii m olekularnej m elanin. W pierwszej sesji 
zwrócono szczególną uw agę na analogie i różnice pom iędzy na tu ra lnym i i syntetycz­
nym i m elaninam i, a także na m elaniny zaw ierające sia rkę  (np. p rodukty  u tlen ian ia 
5-S-cysteina 1-dopa). Pom iary  m asy cząsteczkowej biopolim erów  te j klasy są n ie­
kom pletne i często kontrow ersy jne . W ram ach sesji wygłoszono następujące w ykła­
dy: „Biochemiczne i chem iczne aspekty  p igm entacji m elan in”, H. Rorsm an (Szwecja), 
„O statnie osiągnięcia chem ii m elanogenezy” G. P ro ta  (Włochy) oraz „Analogie i róż­
nice pom iędzy n a tu ra ln y m i i syntetycznym i m elan inam i” H. W yler (Szwajcaria).

W następnej sesji szczególnie in te resu jące  były w ykłady: „W ykorzystanie wolno- 
rodnikow ych w łasności m elan in  do iden ty fikac ji oraz charak te rystyk i m elanin w zło­
żonych układach biologicznych” H. M. Sw artza (USA) oraz „W łaściwości m elanin 
przenoszenia elektronów ” I. A. M anon i inni (Kanada).

Trzecią sesję poświęcono niezwykłym  własnościom fizycznym m elanin. M elaniny 
absorbują bardzo efektyw nie prom ieniow anie podczerw one, w idzialne i UV, w ykazu­
ją  przew odnictw o oraz fotoprzew odnictw o elektryczne. Polim ery te charak teryzu je 
trw ały  param agnetyzm , k tó ry  może być dodatkow o w zm agany przez św iatło. M ela­
n iny uczestniczą w  reakcjach  u tlen ian ia  i redukcji, działając jako  przenośnik elek­
tronów . Wygłoszono w ykłady: „Fizyczne w łasności m elanin: w iedza i perspek ty ­
w y” J. E. Mc G inness (USA), „Zależne od h y d ra tac ji w łaściwości fizyczne m elanin” 
M. B ridelli, R. C apelletti, P. R. C rippa (Włochy), „W idmo ultradźw ięków  i półprze- 
w odnictw o am orficznej dw uetyloam inow ej m elan iny” R. Kono (Japonia), „S truk tu ra  
i w łasności ak tyw nych centrów  m elan in” T. S arna (Polska) oraz „Chem ilum inescen- 
cja i tlen  singletow y w  foto- i sam outlenianiu  m elan in” D. S ław ińska, J. S ław iński 
(Polska). Ponadto w  ram ach  trzeciej sesji podczas dyskusji panelow ej przedstaw io­
no pracę „A ntyutlen iająca aktyw ność m elanin  badana m etodam i elek tro- i foto-che- 
m ilum inescencji” J. Sław iński, D. S ław ińska, L. Cieśla (Polska). Podkreślano, że za­
w artość wody hydratow anej w pływ a silnie na w łasności m elanin  w stanie stałym  
(np. absorpcję i dyspersję fa li dźwiękowej, przew odnictw o elektryczne i fotoprze­
wodnictwo). Przedyskutow ano udział cząsteczek elektronow o-w zbudzonych w  pro­
cesach u tlen ian ia  m elanin  oraz ew entualne biologiczne konsekw encje tego faktu.

O statn ia sesja poświęcona była w łasnościom  i biologicznemu znaczeniu skór­
nych i poza skórnych m elanin. Zwrócono uw agę na isto tne dla m edycyny i fa rm a­
kologii nowo poznane w łaściwości m elanin, jak  zdolność nagrom adzenia n iek tó­
rych lekarstw  i innych zw iązków  chem icznych w m elaninach i potrzebę uw zględ­
n ian ia tego zjaw iska w toksykologii. Uszkodzenie w zroku i słuchu, jako skutek  prze­
dłużonej te rap ii n iektórym i lekarstw am i w ydaje się być w yjaśnione powyższymi 
w łasnościam i m elanin. Podczas powyższej sesji wygłoszono następujące referaty : 
„Spektroskopow a ch arak te ry sty k a  i oznaczanie m elanin  pochodzenia syntetycznego 
i na tu ra lnego” K. C. Das (USA), „Fizjologiczna ro la zew nętrzno-skórnych m elan in” 
P. H. Proctor, I. H ilton, I. E. M cGinness (USA), „A kum ulacja lekarstw  i innych związ­
ków chem icznych w  m elaninach” B. Larsson (Szwecja), „M elaniny i słuch” L. L ittkens 
(Szwecja).

Uczestnicy konferencji, ograniczeni do osób bezpośrednio pracujących w  tem a­
tyce m elanin  mieli okazję do bezpośredniej w ym iany poglądów i zaprzyjaźnienia się 
n a  w ieczornych spotkaniach tow arzyskich. D odatkow ym  w alorem  wzorowo zorgani­
zowanej im prezy była jej lokalizacja w  pobliżu najp iękniejszych zabytków  a rch itek ­
tonicznych Parm y.

D. Sław ińska
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KOMUNIKAT

Zarząd Główny Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego, na zebraniu w dniu
9 października 1980 r., powołał „kom órkę in te rw ency jną”. Je j zadaniem  jest pom a­
ganie członkom Tow arzystw a m.in. w spraw ach:

1. trudności w  kontaktach z jednostkam i zaopatru jącym i w  ap a ra tu rę  i m a­
teriały;

2. poszukiw ania trudno dostępnych odczynników; .
3. trudności w uzyskiw aniu delegacji na szkolenia, sym pozja i zjazdy. 

Zgłoszenia i dalsze propozycje można przesyłać na adres: Doc. d r hab. Zygm unt
Machoy, Zakład Chemii Fizjologicznej PAM, Al. Pow stańców  W lkp. 72, 70-111 Szcze­
cin, telefon centrali 822-421 i 822-431 wew. 365 lub  174.
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RECENZJE

N itro g e n  A s s im ila tio n  of P lan ts . Proceedings o f a S ym posium  he ld  a t Long  
A shton  R esearch S ta tio n , U n iv e rs ity  o f B ris to l, 19— 22 S ep tem b er 1977.

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

I
Recenzowana książka u jm uje  szeroko problem  asym ilacji azotu przez rośliny 

oraz sku tk i je j dla św iata ożywionego jako całości. Z aw iera ona m ateria ły  z sym ­
pozjum, k tóre odbyło się w stacji rolniczej Long A shton w październiku 1977 r. 
W sym pozjum  uczestniczyło ok. 140 osób, w tym  34 specjalistów  spoza Anglii. W y­
głoszono 25 refera tów  20—40 m inutow ych, przygotow anych na zaproszenie organi­
zatorów; doniesienia „w olne” przedstaw iono pod postacią dem onstracji p lakato ­
wych. W m onografii te pierw sze w ydrukow ano in  extenso, łącznie z dyskusją; te 
drugie zaś pod postacią 2—10 stronicowych kom unikatów .

F. Fowden w w ykładzie inauguracy jnym  omówił kluczow ą pozycję azotu w m e­
tabolizm ie i wzroście roślin  oraz przedstaw ił kłopoty, jak ie ludzkość sam a sobie 
spraw i, gdyby niezbędne do w yżyw ienia plony m iały w zrastać wyłącznie na poczet 
w zrastającej p rodukcji nawozów azotowych. P om ijając kłopoty energetyczne i tra n s­
portow e (na syntezę tony nawozów azotowych zużyć należy co najm niej 2 tony ropy, 
przy czym koszty dystrybucji p roduk tu  w raz z rozrzuceniem  na pola przekraczają 
koszty produkcji) w spom nieć w arto  o niebezpieczeństw ie rzadko w spom inanym  
a groźnym: N2O pow stający w  w yniku den itry fikacji nawozów wiąże ozon; gdyby 
roczne zużycie nawozów azotowych ustabilizow ało się na poziomie 200 Mt rocznie, to 
ozonowa otoczka wokół Ziem i zm niejszy się o 20% w ciągu 100 lat!

Sześciu sesjom  referatow ym  odpow iada sześć działów w m onografii. W rozdziale 
I „Spożytkowywanie azotu atm osferycznego” J. C hatt w ykazuje, że można produ­
kować NH3 w norm alnej tem peratu rze  i pod norm alnym  ciśnieniem  drogą kom plek- 
sowania N2 z m etalam i ziem rzadkich, zwłaszcza m olibdenem , niklem  i w anadem . 
N astępnie omówiono genetykę, biochem ię i m echanizm y regulujące aktyw ność n itro - 
genazy, łącznie z n a tu rą  asocjacji N2-w iążących prokario tów  z eukario tam i. W roz­
dziale II „W ykorzystanie azotu zw iązanego” omówiono zagadnienia pobierania 
i utylizacji NCJ i NO¿" z gleb i pożywek przez rośliny upraw ne. P. J. Goodman 
wykazał, że istn ieją  duże możliwości selekcjonow ania odm ian, lepiej w ykorzystu­
jących N do produkcji b ia łka (obecnie ok. 50% nawozów azotow ych trac i się).

W rozdziale III „R egulacja asym ilacji azotanów ” omówiono s tru k tu rę  reduktazy 
azotanowej i reduktazy  azotynow ej, m olekularną genetykę obu enzymów oraz m e­
chanizm y kontro lu jące ich aktyw ność (8 refera tów  i 6 plakatów ). E. J. H ew itt ze 
w spółpracow nikam i przedstaw ił atrakcy jny  model reduktazy  azotanowej szpinaku.
D. J . Cove charak te ryzu je  14 genów s truk tu ra lnych  (świadom ie pom ijając geny re ­
gulacyjne), odpow iedzialnych za syntezę kom pleksu reduk tazy  azotanow ej A spergil­
lus nidulans.

W rozdziale IV omówiono m echanizm y w łączania jonu am onowego do białek, 
specyfikę syntezy białek w roślinach i ich odkładania w nasionach i organach zapa-
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sowych. W ażne jest stw ierdzenie D. D. Daviesa, że w w arunkach  stresu  następuje 
gw ałtow ne przyśpieszenie zarówno degradacji jak  i syntezy białek w roślinach wyż­
szych. N astępnie omówiono pow iązania m etabolizm u azotowego roślin  z m etaboliz­
mem związków C (8 refera tów  i 4 plakaty). Zwrócono uw agę na udział fitochrom u 
w  regulacji aktywności reduktazy azotanowej (R. W yn Jones i R. W. Sheard, oraz 
J. S. Knypl).

Na koniec w rozdziale „Efektywność w ykorzystania azotu” przedyskutow ano 
problem y związane z w ydajnością p rodukcji białka przez różne m odele gospodarstw  
rolnych (N. W. Pirie), zw iązek asym ilacji'azo tu  z plonam i (R. H. Hagem an), konsek­
w encje n ieasym ilow ania azotu przez rośliny (O. C. Heal) oraz konsekw encje gro­
m adzenia azotanów  w roślinach (C. L. W alters i R. W alker). N. W. P irie  w ykazuje, 
że nauka oferuje realne sposoby rozw iązania problem ów wyżyw ieniowych, ich re a li­
zacja w  dużej mierze zależy od zm iany polityki wobec ro ln ictw a oraz przełam ania 
gustów konsum pcyjnych i zerw ania z tradycyjnym i, m arnotraw nym i sposobam i 
gospodarow ania. W osta tn im  referacie omówiono problem  toksyczności n itrozam in  
dla organizm ów zwierzęcych, łącznie z m etodam i zapobiegania ich syntezie i tok ­
sykologicznej kontro li produktów  żywnościowych.

Całość uzupełnia indeks nazw isk, wykaz uczestników  sym pozjum  oraz w y- 
czerpiący indeks rzeczowy. Academ ic Press w ydał książkę na najw yższym  po­
ziomie jakościow ym  i użytkowym , z troską o każdy szczegół. Samo sym pozjum  zaś — 
czego nie m a w m onografii — było w yśm ienicie zorganizowane; odbyło się w iele 
spontanicznych i nie protokołow anych dyskusji okrągłego stołu, przeciągających się 
do późnych godzin nocnych. K to wie, czy te w łaśnie dyskusje nie będą m iały n a j­
większego znaczenia dla k ierunków  dalszych badań w om awianej dziedzinie. W ią­
zanie azotu przez rośliny jest drugim  obok fotosyntezy najw ażniejszym  procesem, 
w arunku jącym  życie na ziemi. Szkoda, iż badania podstaw ow e w obu dziedzinach 
są zaniedbane w  naszym  k raju .

M onografia przedstaw ia w iele nowego m ateria łu  faktycznego, budzi sporo 
refleksji szczegółowych i ogólniejszych; autorzy i dyskutanci staw ia ją  isto tne p y ta ­
nia, czekające odpowiedzi eksperym entalnej. Pozytyw ne odpowiedzi na nie oznaczać 
będą nie tylko poszerzenie wiedzy, lecz i możliwość uporania się z problem am i w y ­
żywieniowymi. Już Leonardo da Vinci stw ierdzał był bowiem: „Ci, k tórzy  lubują 
się w p rak tyce bez wiedzy, podobni są do żeglarza, co w siada do łodzi bez s te ru  
i busoli i n ie ma nigdy pewności, dokąd płynie. P rak ty k a  m usi być zawsze zbudow a­
na na podstaw ie dobrej teorii...” („Pism a w ybrane” w tłum . F. S taffa; w ydaw n. 
J. M ortkowicza, W arszaw a—K raków  1913, t. 2, s. 239). O m aw ianą m onografię m oż­
na trak tow ać jak  busolę teoretyczną do budow ania dobrej prak tyk i. Rzadko się 
zdarza spotkać dzieło, k tóre by w tak  zrównoważony sposób łączyło problem y te o re ­
tyczne i praktyczne, z należytym  w yw ażeniem  proporcji i szczerą troską o przyszłość.

J. S. K n yp l

J erzy  K ączko w sk i 

P od staw y  b iochem ii

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

O statnio na polskim  rynku  w ydawniczym  ukazało się k ilka podręczników b io ­
chemii, k tó re  w  dużym stopniu uzupełniają b rak i istniejące w tym  zakresie.
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Jednym  z tych podręczników jest recenzow ana praca profesora J. Kączkowskiego 
zaty tu łow ana „Podstaw y biochem ii”. K siążka ta, jak  stw ierdza w  przedm ow ie autor, 
przeznaczona jest d la studentów  akadem ii rolniczych, a więc w dużym stopniu  opisa­
ne zagadnienia są uk ierunkow ane pod kątem  przydatności książki dla przyszłych 
inżynierów  rolników. Je s t to już szóste w ydanie (pierwsze ukazało się w  1968 roku),
o w ięc świadczy to o dużym  zapotrzebowaniu na tego typu publikacje. W porów na­
niu z pierwszym  w ydaniem  podręcznik został uzupełniony o dw a nowe rozdziały:
o funkcjach  kom órki i o energetyce reakcji biochemicznych. Ponadto w iele rozdzia­
łów  zostało w  sposób znaczny poszerzonych i uzupełnionych w  nowe dane w  jakie 
w ciągu ostatn ich  la t wzbogaciło się dynam icznie rozw ijająca się biochemia.

N a szczególne zainteresow anie zasługują rozdziały dotyczące m etabolizm u cu­
krow ców  i fotosyntezy. Rozdziały te opisują dokładnie przebieg syntezy i rozkładu 
cukrów  prostych, dw ucukrów  i cukrów  złożonych; opatrzone są czytelnym i schem atam i 
u ła tw iającym i zrozum ienie przedstaw ionych procesów. Na uw agę zasługuje rozdział 
dotyczący fotosyntezy zaw ierający między innym i dobry opis szlaku H atcha i Slacka, 
rzadko dotąd pajaw iający  się w  polskich podręcznikach. Ponadto autor s ta ra ł się po­
dać w sposób prosty i zrozum iały korelacje pomiędzy poszczególnymi procesam i, 
bądź to przez k ró tk ie  podsum ow ania, bądź przez um ieszczenie w tekście odsyłaczy do 
odpowiednich podrozdziałów, co powinno ułatw ić studentom  zrozum ienie p rzedstaw ia­
nych treści. K siążka zaw iera w  sum ie 15 rozdziałów i nie sposób w ym ienić tu  
w szystkie.

Na szczególne podkreślenie zasługuje fakt, że każdy rozdział zakończony je s t sp i­
sem lite ra tu ry  zaw ierającym  głównie pozycje w języku polskim, a więc dostępne 
studentow i. Są to pozycje w w ielu przypadkach pochodzące z „Postępów Biochem ii”, 
k tó re  mogą pomóc zainteresow anym  studentom  w  pogłębieniu wiedzy.

Książka niestety  nie jes t w ydana na najładniejszym  papierze (w przedstaw io­
nym  redakcji egzem plarzu są conajm niej dw a jego gatunki), a korektorzy nie po­
praw ili wielu błędów literow ych w tekście.

W sumie książka ta  je s t godna polecenia studentom  akadem ii rolniczych i s tu ­
dentom  biochemii uniw ersytetów , a szczególnie jako w stępna pozycja dla podręcz­
n ika „Biochemia roślin” tegoż autora.

M. B alińska

B iophysika lische A spekte  d e r e lem entaren  Z e llfu n k tio n e n  
pod re d akc ją  J. Segala

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

W czw artym  tomie o aspektach biofizycznych podstawowych funkcji kom órek 
prof. Segal podobnie jak  w  poprzednich seriach podaje przykłady tych w yników  b a ­
dań, które w  sposób isto tny  kształtow ały pojęcia om awianych na łam ach książki 
problemów. Przedstaw ienie w  sposób prosty często rozbieżnych poglądów dotyczą­
cych funkcji kom órek jest tym  trudniejsze im bardziej poglądy te ulegały zm ianie 
w oparciu o nowe fak ty  stw ierdzane w badaniach, w  których zastosowano bardziej 
dokładne metody. Podobnie jak  poprzednie tom y te j serii w ydaw niczej książka prze­
znaczona jest dla osób, k tórym  podstaw y są dobrze znane. Z aw iera ona bowiem  opis 
szeregu teorii o funkcji różnych kom órek przy czym niekiedy są to teorie daw ne za­
stąpione nowym i rów nież niedoskonałym i. Prof. Segal s ta ra  się zwrócić uw agę na 
fakty, k tórych zaproponowane teorie czy hipotezy przedstaw iające istotę funkcji je j
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fizykochemiczne podstaw y, nie tłum aczą lub  wręcz są z tym i podstaw am i w  sprzecz­
ności. Prof. Segal przedstaw ia również w łasne poglądy nie uw ażając ich jednak  za 
ostateczne. Takie u jęcie trudnych  problem ów biofizycznych pow oduje w zrost zain­
teresow ania w  m iarę czytania i pobudza do refleksji. Szczególnie wiele uw agi poświę­
ca om ówieniu pobudzenia uw ażając je za podstaw ową funkcję każdego żyjącego sy ­
stem u, a następnie w iążącem u się z pobudzeniem  zagadnieniu regulacji biochemicz­
nych procesów i ich patologii. Om awia także nadal niedoskonałe teorie związane 
z w ykorzystaniem  energii procesów chemicznych na w ytw orzenie pracy m ięśni, jak  
również związane z tym i procesam i inne form y ruchu  żywych kom órek. K siążka za­
w iera wiele ciekawie przedstaw ionych inform acji. Je s t to ostatn i tom te j serii w ydaw ­
niczej. K rótka charak tery styka poprzednich tomów zostało podana we wcześniejszych 
tom ach „Postępów Biochem ii”.

I. Kąkol

Ergebnisse d er e x p e rim e n te lle n  M e d iz in , B and  29 T heo retische A spekte  
d e r W irk s to fffo rs c h u n g  
R ed. P . O ehm e

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

W ydaw nictwo ciągłe (Gesellschaft fü r experim entelle  M edizin der DDR) To­
w arzystw a Medycyny D oświadczalnej NRD. Tom 29 zaw iera arty k u ły  poświęcone 
ak tualnym  inform acjom , przeglądow i niektórych dziedzin o specja ln ie w ażnym  zna­
czeniu dla farm akologii. Szczególnie w iele uw agi poświęcono om ówieniu zależności 
pomiędzy s tru k tu rą  leku a jego działaniem  jak  również przedstaw iono m olekularne 
m echanizm y działania. C entralnym  zagadnieniem  w ydają się być aspekty  stereoche­
miczne przy badaniu  m echanizm u działania leku. A rtykuły  poświęcone tym  p ro ­
blem om  niezw ykle dokładnie om aw iają doświadczenia nad działaniem  niek tórych  
leków, transportem  do m iejsca działania, pow iązaniem  między budow ą zw iązku 
i jego działaniem  oraz innym i zagadnieniam i, k tórych znajom ość jest w ażna za­
rów no dla rozw oju farm akologicznych badań jak  też dla farm akologów , którzy po­
szukują leków zapew niających skuteczność działania.

I. K ąkol
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KRONIKA

Z  życia  P olskiego T o w a rzy s tw a  B iochem icznego

Nowi Członkowie Honorowi

W alne zebranie Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego w dniu 12 w rześnia 
1980 roku  nadało godność Członka Honorowego 

profesor dr Stelli Niemierko 
i profesorow i dr Tadeuszowi Korzybskiemu.

Składam y im serdeczne gratu lacje  i życzenia wielu la t dalszej pracy w  dziedzinie, do 
k tórej w nieśli tak  duży w kład.

Nowi Profesorowie

W IV k w arta le  1980 roku ty tu ł profesora otrzym ali następujący członkowie Pol­
skiego Tow arzystw a Biochemicznego:

profesor zwyczajny d r hab. Ludmiła Basalik-Chabielska 
profesor zwyczajny d r hab. Józef Chmiel 
profesor zw yczajny dr hab. Zdzisław Kleinrok 
profesor nadzw yczajny d r hab. Konstancja Raczyóska-Bojanowska 

Kolegom naszym  przekazujem y serdeczne gratu lacje i życzenia dalszej owocnej pracy.

Nagrody im. Włodzimierza Mozołowskiego

Zarząd PTBioch na w alnym  zebraniu w dniu 9 października 1980 r. przyznał n a ­
grody im. W łodzim ierza Mozołowskiego dla młodych biochem ików za najlepsze kom u­
nikaty na XVII Zjazd Tow arzystw a. Nagrody otrzym ali:

H anna Brzeska z In s ty tu tu  Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego 
A ndrzej G am ian z In sty tu tu  Imm unologii i Terapii Doświadczalnej PAN 
im. L. H irszfelda
M ałgorzata Jastreboff z In sty tu tu  Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nęn- 
ckiego
W ojciech P io tr M ichalski z Insty tu tu  Biochemii U niw ersytetu  W arszawskiego 
Maciej J. Nałęcz z In s ty tu tu  Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego 
Jadw iga Pulikow ska z In sty tu tu  Chemii Organicznej PAN w Poznaniu 
A ndrzej Składanow ski z Z akładu Biochemii A kadem ii Medycznej w G dańsku 
Zbigniew  Szewczuk z In sty tu tu  Chemii U niw ersytetu  W rocławskiego 
P aw eł Tłom ak z In sty tu tu  Fizjologii A kadem ii Medycznej we W rocławiu. 

Nagrodzonym gratu lu jem y i życzymy dalszych dobrych prac.
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Nowy Zarząd

Zarząd Główny Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego w  X kadencji (1980-1983) 
ukonstytuow ał się w  dniu 9 października 1980 r. w sposób następujący:

Prezes: prof. dr K azim ierz Zakrzew ski 
Wiceprezes: doc. d r hab. M agdalena Fikus 
Sekretarz: d r B arbara Sochanowicz 
Z -ca sekretarza: d r hab. Andrzej Gardas 
S karbnik : d r W irginia Janiszow ska 
Z -ca skarbnika: d r P io tr Chomczyński

Członkowie Zarządu:
prof. d r Lech W ojtczak — koła specjalistyczne i sekcje
doc. dr hab. A ndrzej Leonowicz — zjazdy i sympozja
doc. dr hab. Celina Jan ion  — w ydaw nictw a
prof. d r Jan ina  K w iatkow ska — bibliografia
d r H enryka W ierzbicka — spraw y członkowskie
doc. d r hab. Zygm unt Machoy — dział interw encji
doc. d r hab. Adam  K raw czyk
doc. d r hab. Jerzy  Popinigis
d r Bogna Skoczylas
doc. d r hab. Ryszard W ierzbicki

K om isja Rew izyjna:
d r B arbara C zartoryska
prof. d r Leokadia K łyszejko-Stefanow icz
dr Anna M azanowska

Sprawy Członkowskie

We w rześniu roku 1980 Polskie Towarzystwo Biochemiczne miało 12 oddziałów, 
liczyło 1156 członków, w  tym :

w Białym stoku 39 w  Olsztynie 41
w Gdańsku 49 w  Poznaniu 134
w K atow icach 64 w Szczecinie 43
w K rakow ie 79 w Toruniu 22
w Lublinie 68 w  W arszawie 380
w Łodzi 137 we W rocławiu 100

Nowi Członkowie

Leszek Purzyc 
Maciej Siewiński 
W anda Tyran

z W rocławia: Iren a  K am row ska
Anna M arcinkowska 
H alina Milnerowicz 
Elżbieta P rusak  

z W arszawy: H anna E. Osińska 
Andrzej W ieraszko

Nowo przyjętych członków serdecznie w itam y w  naszym gronie i apelujem y o p ro ­
pagowanie naszego Tow arzystw a wśród m łodych biochemików i biologów.

Informacje o dyżurach Zarządu Towarzystwa

Inform ujem y, że biuro Zarządu Tow arzystw a pracuje w każdy w torek od go­
dziny 19 do 21 na ul. F re ta  16 w  siedzibie Polskiego Tow arzystw a Chemicznego.
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Volume 26 
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SPIS TREŚCI — TOM XXVI, 1980
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I. S t i a s n a ,  J.  G r a b o w s k a - H i b n e r ,  B. S z u k a l s k i  — M etabo­

lizm alkoholu  etylow ego w  w ą t r o b ie ....................................................................... 29
E. T u r s k a  — Enzym atyczna i chem iczna charak te ry styka  m itochondrialnej

błony z e w n ę t r z n e j ........................................................................................................... 47
J. S z o p a ,  H.  J a ń s k a ,  W.  M e j b a u m - K a t z e n e l l e n b o g e n  —

B iałka 'destabilizujące D N A ................................................................ 63
J. F r  o n  k  — S tru k tu ra  n u k le o s o m u ...............................................................................77
K. N o w a k  — D egradacja Edm ana peptydów  lub b iałek  zw iązanych ze sta łym
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H. W e h r  — N iektóre aspekty  w spółzależności m etabolicznej lipoprotein  oso­

cza i k o m ó r e k .................................................................................................................. 139J
K. S l a s k a  — Specyficzne w iązanie polim erazy RNA z DNA jako najw cześ­

niejszy e tap  tran sk ry p c ji u P r o k a r y o ta ................................................................ 161
J  P u l i k o w s k a ,  T. T w a r d o w s k i — Pogl ądy na s tru k tu rę  i funkcję

czynnika elongacyjnego 1 (EFI) u E u c a ry o ta ......................................................... 183
Z. G r a b a r e k ,  J.  K u ź n i c k i  — Homologiczne b ia łka wiążące w apń . . 209
D. K o s k - K o s i c k a  — Receptory acetylocholiny w  m ięśniu szkieletow ym  . 225 
W. O s t r o w s k i  — M olekularne w łaściw ości czynnika przeciw anem iczne-

go — 50-lecie rozpoczęcia b a d a ń ..................................................................................... 259
J. K u ź n i c k i ,  W.  D r a b i k o w s k i  — K alm odulina — ak ty w ato r procesów

regulow anych przez jony w a p n i a .............................................................................. 265
R. F a r b i s z e w s k i ,  H.  G a b r y e l  — Znaczenie reszt arginylow ych d la

funkcji biologicznej peptydów  i b ia łe k ....................................................................... 291
Z. Z a k  — Rola w iązań dw usiarczkow ych w s tru k tu rze  i funkcji białek . . 313 
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zycznych ................................................................................................................................329
A. S t a s i a k  — Enzym y restrykcyjne. I. M echanizm y działania system ów  re-

strykcyjno-m odyfikacyjnych typu I I .......................................................................343
A. S t a s i a k  — Enzym y restrykcyjne. II. M echanizm y działania system ów  re- 

strykcyjno-m odyfikacyjnych typu I i I I I ................................................................369
R. W i n t e r ,  D. P i s k o r s k a  — Enzym y układu g lio k s a la z y ............................ 389
B. R z e s z o t a r s k a ,  I. K o z ł o w s k a  — S tru k tu ra  i funkcja lu liberyny  . . 411
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my miozyny w  kom órkach m ięśniow ych i n ie m ię śn io w y ch .............................517
K. P a w e ł c z a k ,  B. R z e s z o t a r s k a  — S tru k tu ra  tyreoglobuliny i je j

funkcja w t a r c z y c y .......................................................................................................... 559

http://rcin.org.pl



644 [2 ]

T. P a c u s z k a ,  R. M. B r a d l e y  — M echanizm  działania toksyny Vibrio
cholerae — c h o l e r a g e n u ...................................................................................................585

E. S i k o r a  — Zm ienione enzym y w starzejących się kom órkach i organiz­
m ach ......................................................................................................................................613

NOWE W BIOCHEMII

J. S. K n y p l — Biosynteza e t y l e n u .............................................................................. 119
T. T w a r d o w s k i ,  J.  P u l i k o w s k a  — Model rybosom u eukariotycznego . 499
C. J a n i o n  — W ykorzystanie genu lacl dla określenia specyficzności m u­

tacji ......................................................................................................................................623
T. T w a r d o w s k i ,  J.  P u l i k o w s k a  — Model s tru k tu ry  m iejsc ryboso­

m alnych A i P .......................................................................................................... 655

RECENZJE KSIĄŻEK

J. S. K n y p l  — Biosintez M ikroorganizm am i N ukleaz i P roteaz. A kadem ija 
N auk SSSR, N aucnyj sovet po problem am  fiziologii i biochim ii m ikroorga- 
nizmov; In stitu t mikrobiologii: O rdena Lenina In s titu t biochimii im. A.
N. Bacha. Red. odpow iedzialny akadem ik A. A. Im seneckij. Izd. N auka,
Moskwa, 1979 ......................................................................................................................... 131

J. S. K n y p l  — M etody M olekuljarnoj Biologii. Red. G. Ch. M acuka, I. P.
Kok, A. V. E l’skaja, O. M. Platonov, V. K. K ibirev. N aukow a Dum ka, Kiev,
1979 .......................................................................................................................................  133

J. S. K n y p l  — How to W rite and Publish  a Scientific Paper, R obert A. Day.
ISI Press, P hiladelphia, 1979 .....................................................................................  244

L. T o m a s z e w s k i  — A briss der Pathologischen Biochemie, red. R. H as­
chen, D. W. Scheuch. VEB G. F ischer V erlag Jena, 1978 .................................... 245

K. N o w a k  — R. A. D. W illiams, J. C. E llio t— Basic and  A pplied D ental Bio­
chem istry. C hurch ill Livingstone, Edinburgh, London and New York, 1979 . 247

B. S z u k a l s k i  — Steroid horm one receptor systems, red. W endell W. L ea­
v itt and  Jam es H. C lark, P lenum  Press, New York, London, 1979 . . . 248 

J. L i s o w s k i  — S tru k tu r  und Synthese von Im m unglobulinen und die Be­
deutung  von M ediatoren bei Im m unreaktionen. H erausgeber: Doz. Dr. sc. 
med. Rolf Dargel, Dr. sc. med. D ietrich D ettm er. VEB V erlag V olk und Ge­
sundheit, Berlin, 1979. . • ..................................................................................... 250

A. S l i w o w s k i  — Hom eostasis of Phosphate and o ther M inerals, red. S. G.
M assry, E. Ritz. A. Rapado. P lenum  Press, New York, London, 1978. . . . 251 

J . T. W r ó b e l — Isoquinolme A lkaloids Research 1972—1977. M. Sham m a,
J. L. Moniot, P lenum  Press, New York and London, 1978 ............................. 252

L. T o m a s z e w s k i  — Ergebnisse der experim entellen  Medizin, t. 32. S tand  
und F o rtsch ritte  der M ethoden in der experim en tellen  Medizin, red. K.
Lohm ann. VEB V erlag Volk und G esundheit, Berlin, 1978................................ 509

I. W a l d  — The Biochem ical G enetics of Man, wyd. II., red. D. J. H. Brook,
O. Mayo. Academic Press, London, New York, San Francisco, 1978. . . . 510 

J . S. K n y p l  — N itrogen A ssim ilation of P lants. Proceedings of a Sym po­
sium  held a t Long A shton Research S tation, U niversity  of Bristol, red.
E. J. H ew itt and C. V. C utting. Academ ic Press, 1979, London, New York

and San F r a n c i s c o ..........................................................................................................635
M. B a l i ń s k a  — Jerzy  K ączkowski — Podstaw y biochemii. W ydaw nictw a

Naukowo-Techniczne, W arszawa, 1979 ....................................................................... 636
I. K ą k  o 1 — B iophysikalische A spekte der elem entaren  Zellfunktionen, red.

J. Segala, t. 4. VEB Georg Thieme, Leipzig, 1978....................................................  637

http://rcin.org.pl



13] 645

I. K  ą k o 1 — Ergebnisse der experim entellen  Medizin, Band 29. Theoretische 
A spekte der W irkstoffforschung, red. P. Oehme, VEB V erlag Volk und 
G esundheit B erlin, 1978 .................................................................................................... 638

KRONIKA

Spraw ozdanie — Co nowego w biochem ii po XI M iędzynarodow ym  K ongresie
Biochem ii w  T oronto (Kanada) (M. N a łę c z ) .........................................................123

Spraw ozdanie z V III M iędzynarodow ego K olokw ium  nt. B ioenergetyki i Mito-
chondriów , Sm olenice k /B ratysław y, 1979 (J. D uszyński, J. Zborow ski) . . 130 

Spraw ozdanie z III K rajow ego K onw ersatorium  — A naliza B iopolim erów  (K.
N o w a k ) ................................................................................................................................ 243

W spom nienie — Prof. d r Iren a  M ochnacka (T. S z y m c z y k ) ....................................257
K om unikat o pow ołaniu Zespołu d/s Bezpieczeństw a nad  badaniam i przy uży­

ciu m etod inżynierii genetycznej (Z. L o r lie w ic z ) .................................... 512
Spraw ozdanie z M iędzynarodow ej K onferencji nt. Biological Im plications of 

P rotein-N ucleic Acids in teractions, Dymaczewo k/Poznania, 1980 (T. T w ar­
dow ski) ................................................................................................................................

Spraw ozdanie z K onferencji nt. A k tualne problem y biofizyki i biologiczne 
funkcje m elanin, P arm a, 1980 (D. S ła w iń s k a ) .........................................................

INDEKS AUTORÓW — TOM XXVI, 1980 

B

B a l i ń s k a  M. — Jerzy  K ączkow ski — Podstaw y biochemii. W ydaw nictw a
N aukow o-Techniczne, W arszaw a, 1979 ....................................................................... IV

E r a d l e y  R. M. — (patrz  P acuszka T., B radley  R. M .) ...........................................IV
B u j a r s k i  J. J. — M echanizm y odporności roślin  na zakażenie w irusow e . III

D

D r a b i k o w s k i  W. — (patrz K uźnicki J., D rabikow ski W .) ....................................III
D u s z y ń s k i  J., Z b o r o w s k i  J . — Spraw ozdanie z V III M iędzynarodo­

wego Kolokw ium  nt. B ioenergetyki i M itochondriów , Sm olenice k /B ra ty ­
sławy, 1979 .........................................................................................................................  I

F a r b i s z e w s k i  R., G a b r y e l  H. — Znaczenie reszt arginylow ych dla
funkcji biologicznej peptydów  i b i a ł e k ................................................................ III

i ’ r  o n k J. — S tru k tu ra  n u k le o s o m u ..............................................................................  I

G

G a b r y e l  H. — (patrz  F arbiszew ski R., G abryel H .) .................................................. III
G r a b a r e k  Z., K u ź n i c k i  J. — Homologiczne b ia łka w iążące w apń . . II 
G r a b o w s k a - H i b n e r  J. — (patrz I. S tiasna, J. G rabow ska-H ibner, B.

S z u k a lsk i) ................................................................................................................................  I

http://rcin.org.pl



646 [4]

J

J a n i o n  C. — Nowe w biochem ii — W ykorzystanie genu lacl dla określenia
specyficzności m u t a c j i ....................................>.............................................................. IV

J a ń s k a  H. — (patrz Szopa J., Jań sk a  H., M ejbaum -K atzenellenbogen W.) . I

K

K ą k o 1 I. — Recenzja książek — Biophysikalische A spekte der elem entaren
Z ellfunktionen, red. J. Segala, t. 4, VEB Georg Thieme, Leipzig, 1978 . . IV 

K ą k o l  I. — Ergebnisse der experim entellen  Medizin, Band 29. Theoretische 
A spekte der W irkstoffforschung, red. P. Oehme, VEB V erlag Volk und G e­
sundheit Berlin, 1978 .......................................................................................................... IV

K n  y p 1 J. S. — Nowe w  biochem ii — Biosynteza e ty le n u .................................... I
K n y p 1 J. S. — Recenzja książki — Biosintez M ikroorganizm am i N ukleaz 

i P roteaz. A kadem ija N auk SSSR, N aucnyj sovet po problem am  fiziologii 
i biochim ii m ikroorganizm ov; In s titu t m ikrobiologii; O rdena L enina In s ti­
tu t biochim ii im. A. N. Bacha. Red. odpowiedzialny akadem ik A. A. Im se-
neckij. Izd. N auka, Moskwa, 1979 ..............................................................................  I

K n y p 1 J. S. — Recenzja książki — M etody M olekuljarnoj Biologii. Red. G.
Ch. M acuka, I. P. Kok, A. V. E l’skaja, O. M. P latonov, V. K. K ibirev. N au­
kow a Dum ka, Kiev, 1979 ............................................................................................  I

K n y p 1 J. S. — Recenzja książki — R obert A. Day. How to w rite and Publish
a Scientific Paper. ISI Oress, Philadelphia, 1979 ..................................................II

K n y p 1 J. S. — Recenzja książki — N itrogen A ssim ilation of P lants. P ro- 
ceedings of a Sym posium  held a t Long A shton Research S tation, U niversity  
of Bristol, red. E. J . H ew itt and C. V. Cutting. Academic Press, 1979, L on­
don, New Y ork and San F ra n c is c o .............................................................................. IV

K o n e c k a  A. M. — E nkefaliny — aktyw nie biologiczne związki ośrodkowego
u k ładu  n e rw o w e g o ...........................................................................................................III

K o p e ć  M. — B iałka krzepnięcia k rw i „zależne od w itam iny K” . I
K o s k - K o s i c k a  D. — Receptory acetylocholiny w m ięśniu szkieletow ym  . II
K o z ł o w s k a  I. — (patrz R zeszotarska B., Kozłowska I . ) ....................................III
K u ź n i c k i  J. — (patrz G rabarek  Z., K uźnicki J . ) ..................................................II
K u ź n i c k i  J., D r a b i k o w s k i  W. — K alm odulina — ak tyw ato r procesów

regulow anych przez jony w a p n i a .............................................................................. III

L

L i s o w s k i  J. — Recenzja książki — S tru k tu r  und Synthese von Im m unglo­
bulinen und die Bedeutung von M ediatoren bei Im m unreaktionen. H eraus­
geber: Doz. Dr. sc. med. Rolf Dargel, Dr. sc. med. D ietrich D ettm or. VEB 
V erlag Volk und G esundheit, Berlin, 1979 ................................................................II

M

M e j b a u m - K a t z e n e l l e n g o b e n  W. — (patrz Szopa J., Jańska H.,
M ejbaum -K atzenellenbogen W . ) ..............................................................................  I

N

N a ł ę c z  M. J. — Spraw ozdanie .— Co nowego w biochem ii po XI M iędzyna­
rodowym  K ongresie Biochemii w T o ro n to ................................................................ I

http://rcin.org.pl



[5] 647

N o w a k  K. — D egradacja Edm ana peptydów  lub białek zw iązanych ze s ta ­
łym  n o ś n i k i e m ................................................................ .................................................  I

N o w a k  K. — Spraw ozdanie z III K rajow ego K onw ersatorium  — A naliza
B io p o lim e ró w ......................................................................................................................... II

N o w a k  K. — R ecenzja książki — R. A. D. W illiams, J. C. E lliot — Basic and 
A pplied  D ental B iochem istry. C hurchill L ivingstone, Edinburgh, London 
an d  N ew  York, 1979 ...........................................................................................................II

O

O s t r o w s k i  W. — M olekularne w łaściwości czynnika przeciw anem iczne-
go — 50-lecie rozpoczęcia b a d a ń ..................................................................................... III

P

P a c u s z k a  T., B r a d l e y  R. M. — M echanizm  działania toksyny Vibrio
cholerae — c h o l e r a g e n u ....................................................................................................IV

P a w e ł c z a k  K., R z e s z o t a r s k a  B. — S tru k tu ra  tyreoglobliny i jej
fu n k cja  w ta r c z y c y ...........................................................................................................IV

P i s k o r s k a  D. — (patrz  W inter R., P iskorska D . ) .................................................. III
P i w o w a r  U. — (patrz  S trzelecka-G ołaszew ska H., P iw ow ar U.) . . . .  IV 
P u l i k o w s k a  J., T w a r d o w s k i  T. — Poglądy na s tru k tu rę  i funkcję

czynnika elongacyjnego 1 (EF1) u E u c a ro y ta ......................................................... II
P u l i k o w s k a  J. — (patrz  T w ardow ski T., P u likow ska J . ) .............................III
P u l i k o w s k a  J. — (patrz  Tw ardow ski T., Pulikow ska J . ) ....................................IV

R

R z e s z o t a r s k a  B., K o z ł o w s k a  I. — S tru k tu ra  i funkcja lu liberyny . III 
R z e s z o t a r s k a  B. — (patrz  Paw ełczak K., R zeszotarska B . ) .............................IV

S

S i k o r a  E. — Zm ienione enzym y w starzejących  się kom órkach i organiz­
m ach ....................................................................................................................................... IV

S ł a w i ń s k a  D. — Spraw ozdanie z K onferencji nt. A ktualne problem y bio­
fizyki i biologiczne funkcje  m elanin, P arm a, 1980 .................................................. IV

S t a s i a k  A. — Enzym y restrykcyjne. I. M echanizm y działania system ów
restrykcyjno-m odyfikacyjnych  typu I I ....................................................................... III

S t a s i a k  A. — Enzym y restrykcyjne. II. M echanizmy działania system ów
restrykcyjno-m odyfikacyjnych  typu I i I I I ......................................................... III

S t i a s n a  I., G r a b o w s k a  - H i b n e r  J., S z u k a l s k i  B. — M etabo­
lizm  alkoholu etylow ego w  w ą t r o b ie .......................................................................  I

S t r z e l e c k a - G o ł a s z e w s k a  H., P i w o w a r  U. — Polim orficzne for­
my miozyny w kom órkach m ięśniowych i n ie m ię śn io w y ch .............................IV

S z o p a  J., J a ń s k a  H., M e j b a u m - K a t z e n e l l e n b o g e n  W. —
B iałka destabilizujące D N A ......................................................... ...................................  I

S z u k a l s k i  B. — (patrz  S tiasna I., G rabow ska-H ibner J., Szukalski B.) . I
S z u k a l s k i  B. — R ecenzja książki — Steroid  horm one recep tor system s, red. 

W endell W. L eav itt and Jam es H. C lark , P lenum  Press, New  York, London,
1979 ....................................................................................................................................... II

S z y m c z y k  T. — W spom nienie — Prof, d r Irena M o c h n a c k a .............................III

http://rcin.org.pl



648 [6]

¡S 1 a s k  a K. — Specyficzne w iązanie polim erazy RNA z DNA jako  najw cześ­
niejszy etap  tran sk ry p c ji u P r o k a r y o ta ................................................................ II

Ś l i w o w s k i  A. — Recenzja książki — Hom eostasis of Phosphate and o ther 
M inerals, red. S. G. M assry, E. Ritz, A. Rapado. P lenum  Press, New York, 
London, 1978 ......................................................................................................................... II

T

T o m a s z e w s k i  L. — Recenzja książki — A briss der Pathologischen B ioche­
mie, red. R. Haschen, D. W. Scheuch. VEB G. F ischer Verlag, Jena , 1978 . II 

T o m a s z e w s k i  L. — Recenzja książki — Ergebnisse der experim etellen  
Medizin, t. 32. S tand  und F o rtsch ritte  der M ethoden in  der experim entellen  
Medizin, red. K. Lohm ann. VEB V erlag Volk und G esundheit, B erlin , 1978 . III 

T u r s k a  E. — Enzym atyczna i chem iczna charak te rystyka  m itochondrialnej
błony z e w n ę tr z n e j .................................................................................................... I

T w a r d o w s k i  T. — (patrz Pulikow ska J., Tw ardow ski T . ) .............................II
T w a r d o w s k i  T., P u l i k o w s k a  J. — Nowe w biochem ii — M odel ry-

bosomu eukariotycznego ............................................................................................. Ill
T w a r d o w s k i  T., P u l i k o w s k a  J. — Nowe w biochem ii — M odel s tru k ­

tu ry  m iejsc rybosom alnych A i P ...............................................................................IV
T w a r d o w s k i  T. — Spraw ozdanie z M iędzynarodow ej K onferencji nt. Bio­

logical Im plications of Protein-N ucleic Acids In teractions, Dymaczewo 
k/Poznania, 1980 .................................................................................................................. IV

W

W a l d  I. — Recenzja książki — The biochem ical G enetics of Man, wyd. II, 
red. D. J. H. Brook, O. Mayo. Academic Press, London, New Y ork, San

Francisco, 1978 ..................................................................................................................Ill
W e h r  H. — N iektóre aspekty  współzależności m etabolicznej lipoprotein  oso­

cza i k o m ó r e k ..................................................................................................................II
W i n t e r  R., P i s k o r s k a  D. — Enzym y układu  g lio k s a la z y .............................III
W r ó b e l  J. T. — Recenzja książki — Isoquinoline A lkaloids Research 1972—

1977. M. Sham m a, J. L. Moniot. P lenum  Press, New Y ork and  London,
1978  II

Z

Z b o r o w s k i  J. — (patrz Duszyński J., Zborowski J . ) ...........................................  I

Z

Ż a k  Z. — Rola w iązań dw usiarczkow ych w  stru k tu rze  i funkcji b iałek  . . .  III 
Ż a k  Z. — Badania geom etrii w iązań dw usiarczkow ych za pomocą m etod f i­

zycznych ................................................................................................................................ III

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



ERRATA

1. Do niniejszego zeszytu dołączono poprawnie wydrukowaną 
stronę 2-gą z zeszytu 3-go gdzie zamiast „zeszyt 3” zostało 
wydrukowane „zeszyt 2”. Redakcja zwraca się z prośbą do 
Czytelników, aby we własnym zakresie byli uprzejm i wy­
mienić załączoną do niniejszego zeszytu stronę na stronę 
z błędnym wydrukiem.

2. W artykule E. Sikory pt. „Zmienione enzymy w starzeją­
cych się komórkach i organizmach” na str. 615 (ryc. 1) zo­
stały zamienione wykres pierwszy z trzecim. Podpisy są 
umieszczone prawidłowo.
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ra (ó w ), r o k  w y d a n ia , t y t u ł  k s ią ż k i,  n a zw isko (a ) i  in ic ja ły  je j  re d a k to ró w (a ) , to m , 
p ie rw s z ą  i  o s ta tn ią  s tro n ę  c y to w a n e j p u b lik a c ji,  nazw ę  w y d a w n ic tw a  o raz  m ie jsce  
w y d a n ia , np .

D ix o n  M ., W ebb  E, C., (1964), E nzym es, 2 w y d ., s tr . 565, L o n g m a n s  G ree n  a n d  Co., 
L o n d o n ; , ■ [ ■

G ra n t J. K .,  (1S69) w  Essays in  B io c h e m is try , red . C a m p b e ll P. N ., G re v il le  G . D., 
t .  5, s tr . 1— 58; A c a d e m ic  Press, L o n d o n .

Załączniki: k a ż d y  z a łą c z n ik  n a le ży  sp o rządz ić  w  2 egz. na o d d z ie ln y c h  k a r tk a c h  
i  o p a trz y ć  k o le jn y m  n u m e re m  o d p o w ia d a ją c y m  n u m e ro w i u ż y te m u  w  te kśc ie , o raz 
oznaczyć (na górze s tro n ic y  o łó w k ie m ) n a z w is k o  p ie rw szeg o  a u to ra  i  p o c z ą tk o w y m i 
w y ra z a m i t y tu łu  p ra c y .

T ab e le  n a le ż y  k o le jn o  n u m e ro w a ć  c y f ra m i a ra b s k im i.  T y tu ł  ta b e l i i  n a g łó w k i 
r u b r y k  p o w in n y  ja sn o  o p is y w a ć  ic h  tre ś ć  zaznacza jąc, z ja k ic h  ( ja k ie j)  p ra c (y ) p o ­
chodzą in fo rm a c je  podane  w  ta b e li.

R y c in y , t j .  w y k re s y ,  r y s u n k i,  s ch e m a ty  lu b  fo to g ra f ie  n a le ży  o p a trz y ć  n u m e ra c ją  
w  k o le jn o ś c i ic h  o m ó w ie n ia  w  te kśc ie . P rz y jm u je  się zasadę n u m e ra c ji r y c in  c y f ra m i 
a ra b s k im i,  a w z o ry  c y f r a m i r z y m s k im i.  F o to g ra f ie  c z a rn o -b ia łe  (k o n tra s to w e ) p o ­
w in n y  b yć  w y k o n a n e  na p a p ie rze  m a to w y m . P ozosta łe  r y c in y  n a le ży  w y k o n a ć  tu ­
szem na  b ia ły m  p a p ie rz e  lu b  na ka lce  te c h n ic z n e j. W y m ia r  r y c in y  n ie  p o w in ie n  b yć  
m n ie js z y  n iż  10X 15 cm , a na n ie s io ne  l in ie  n ie  p o w in n y  b yć  cieńsze n iż  1 m m . R a m k i 
u jm u ją c e  w y k re s y  m ożn a  w y k o n a ć  l in ią  c ieńszą n iż  l in ie  w ła ś c iw e  w y k re s u . C y f r y  
i  l i t e r y  s łużące  do o p isu  ry s u n k u  p o w in n y  m ie ć  w ysokość  n ie  m n ie js z ą  n iż  5 m m . N a  
ry s u n k a c h  n ie  n a le ż y  um ieszczać o p isó w  s ło w n y c h , lecz  p o s łu g iw a ć  s ię  s k ró ta m i. O sie 
w y k re s ó w  n a to m ia s t w in n y  być  o p a trzo n e  n a p ise m  ła tw o  z ro z u m ia ły m . D la  oznacze­
n ia  p u n k tó w  d o ś w ia d c z a ln y c h  m ożn a  s tosow ać n a s tę p u ją ce  s ym b o le : O  □  A  •  H  
R y c in ę  n a le ży  o p a trz y ć  na  o d w ro c ie  oznaczen iem  „g ó ra ”  i  „ d ó ł”  (o łó w k ie m ). D e cyz ję
0 s to p n iu  z m n ie js z e n ia  r y c in y  p o d e jm u je  w y d a w c a .

P o d p is y  i  o b ja ś n ie n ia  pod  ry c in a m i p o w in n y  b y ć  do łączone na  o d d z ie ln e j k a rtc e . 
O znaczen ia , k tó ry c h  n ie  m ożna  w p is a ć  na m aszyn ie , n a le ży  w y ra ź n ie  nan ieść  cz a r­
n y m  tuszem .

Ze w z g lę d u  na w e w n ę trz n ą  spo istość a r ty k u łu  za leca się a u to ro m  k o n s tru o w a n ie  
o ry g in a ln y c h  ry s u n k ó w  i  z b io rc z y c h  ta b e l na  p o d s ta w ie  d a n ych  z p iś m ie n n ic tw a . 
P ra w ie  w s z y s tk ie  czasop ism a za s trze g a ją  sob ie  w y łą czn o ść  d ru k u  p ra c  w ra z  z ic h  
d o k u m e n ta c ją  (Copyright). P rze d  w łą c z e n ie m  ta b e l, w y k re s ó w  czy s ch e m a tó w  do 
a r ty k u łu  p rzeznaczonego do p u b l ik a c j i  w  Postępach Biochemii n a le ży  za te m  u zyska ć  
zgodę na  p rz e d ru k  lu b  w y k o rz y s ta n ie  d a n ych  i  p rz e d ło ż y ć  ją  R e d a k c ji.  W  ra z ie  
m o d y f ik o w a n ia  r y c in  z a c z e rp n ię ty c h  z o p u b lik o w a n y c h  p ra c  n a le ży  ta kże  p rz e d ło ż y ć  
R e d a k c ji do w g lą d u  k o p ie  o rg in a ln y c h  i lu s t r a c j i .

R e d a k c ja  p ro s i o w ła ś c iw e  p a k o w a n ie  a r ty k u łó w ,  a b y  zabezp ieczyć m a szyn o p isy
1 ilu s t ra c je  p rze d  pog ięc iem .

http://rcin.org.pl



Cena zł 20,—

SPIS TREŚCI

H. S t r z e l e c k a - G o ł a s z e w s k a ,  U. P i w o w a r  — Polim orficzne fo r­
my miozyny w  kom órkach m ięśniowych i niem ięśniowych . . 517 

K. P a w e ł c z a k ,  B. R z e s z o t a r s k a  — S tru k tu ra  tyreoglobuliny i jej
funkcja  w  tarczycy ...........................................................................................  559

T, P a c u s z k a ,  R,  M,  B r a d l e y — M echanizm działania toksyny Vibrio
cholerae — choleragenu .................................................................................................. 585

E. S i k o r a  — Zmienione enzymy w starzejących się kom órkach i organiz­
m ach .............................................................................  . , , . 613

Nowe w  biochemii:
W ykorzystanie genu la c l dla określenia specyficzności m utacji (C, Janion) 623 
Model s tru k tu ry  m iejsc rybosom alnych A i P (T Tw ardow ski, J, Pulikow śka) 625 
Spraw ozdania:
M iędzynarodowa K onferencja nt. Biological Im plications of Protein-N ucleic

Acids Interactions, Dymaczewo k/Poznania, 1980 (T T w ardow ski) . . 631 
K onferencja „A ktualne problem y biofizyki i biologiczne funkcje m elanin",

P arm a, 1980 (D, Sław ińska) .................................................  632
Recenzje książek:
N itrogen Assim ilation of Plants. Proceedings of a Symposium held a t Long

Ashton R esearch Station, U niversity  of Bristol, 1977 .......................................... 635
Podstaw y biochemii, 1979 ...................................  . ............................  636
Biophysikalische A spekte der elem entaren  Zellfunktionen 637
Ergebnisse der experim entellen Medizin, Band 29 Theoretische A spekte der

W irk s to f f f o r s c h u n g .........................................................................................................638
Spis treści — Tom XXVI, 1980 ...........................................................................................  643
Indeks au to ró w — Tom XXVI, 1980 ................................... ................................................  645

Post. Biochem. 26, z. 4, 515—650 (1980) 
Indeks 36969

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



