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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujag artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie mogg by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sg honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymujag bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrotéw i popra-
wek nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamie$ci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autordw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placowek nauko-
wych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdéwienie tema-
tu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w tek$cie nalezy oznaczy¢ numeracja rzymska a podroz-
dziaty— arabska. Tytuly nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkdéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczba rzymska w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy ().

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w teks$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tre$¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktdrych nie mozna napisac
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,g6re” i ,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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ROMAN JUSIAK * PIOTR POCZOPKO **

Metabolizm zwierzat statocieplnych a metabolizm izolowanych
tkanek

Metabolism of Homeothermic Animals and Metabolism of Their Isolated
Tissues

Basic phenomena of metabolism of the homeothermic animals are described and
the relationship between metabolic rates of the intact animals and isolated tissues
is discussed.

I. Pojecia podstawowe

Zycie organizmow jest nierozerwalnie zwigzane z pobieraniem réznych
substancji z zewnatrz, ich przerdbka i czeSciowym przyswojeniem oraz
z rozpadem i wydaleniem substancji sktadowych i zapasowych organizmu.
Te przemiane materii i towarzyszaca jej przemiane energii nazywamy
z grecka metabolizmem. Ilo§¢ pobranych przez organizm substancji oraz
produktéw posrednich i koncowych ich przemiany mozemy wyrazi¢ ich
cieptem spalania. Kazdg z zachodzacych w organizmie reakcji chemicz-
nych mozemy réwniez rozpatrywaé¢ od strony energetycznej. Poniewaz
Sg one przewaznie egzotermiczne, w procesach zyciowych powstaje ciepto
w ilosci wprost proporcjonalnej do szybkosci tych proceséw u danego
organizmu. Jezeli nie interesujg nas losy pobranych przez zwierze sub-
stancji, a jedynie szybko$¢ metabolizmu, w zupeinosci wystarcza pomiary
iloSci wytwarzanego przez zwierze ciepta. Pomiary te przeprowadza sie
metodami kalorymetrii bezposredniej lub posredniej omawianymi w pod-
recznikach fizjologii (na przyktad 13, 22, 63, 67). Tutaj wspomnimy tylko,
ze w czesciej stosowanej kalorymetrii posredniej ilos¢ ciepta powstajgcego
w organizmie oblicza sie z ilosci pobranego tlenu. Warto$¢ cieplnego
rownowaznika tlenu zalezy od tego jakie substancje ulegajg utlenieniu
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w organizmie i zmienia sie w granicach od 4,7 do 5,1 kcal/l. Jakg wartos$¢
przyjac¢ przy obliczeniach wskazuje iloraz oddechowy (R.Q), czyli stosunek
wydalonego przez zwierze C02 do pobranego 02 Gdy mierzy sie jedynie
pobieranie tlenu, produkcje ciepta oblicza sie na podstawie zatozenia, ze
R.Q wynosi 0,8, a cieplny réwnowaznik tlenu w przyblizeniu 4,8 kcal/l.
Dzieki znajomos$ci cieplnego réwnowaznika tlenu produkcje ciepta w pro-
cesach metabolicznych mozna wyrazi¢ nie w kaloriach lecz jako ilos¢
pobranego tlenu, co szczeg6lnie czesto stosuje sie w badaniach nad me-
tabolizmem tkanek.

Il. Czynniki wptywajace na szybkos¢ metabolizmu

Szybkos$¢ metabolizmu nawet u jednego i tego samego osobnika zmie-
nia sie w szerokich granicach pod wptywem warunkow, w Kktorych znaj-
duje sie zwierze. Utrudnia to poréwnywanie aktywnosci metabolicznej
réznych osobnikéw zaréwno jednego gatunku, jak i nalezagcych do réznych
gatunkéw. Poszukiwania wspélnej podstawy do poréwnan doprowadzity
do powstania pojecia przemiany podstawowej. Aby oznaczy¢ szybkosé
przemiany podstawowej nalezy dbaé, by badane zwierze znajdowato sie:
w mozliwie najdalej posunietym spokoju fizycznym i psychicznym, w sta-
nie na czczo i w warunkach termicznie neutralnych. W praktyce trudno
jest czasem okre$li¢ czy zwierze jest juz na czczo, czy tez przed przystg-
pieniem do oznaczeh winno by¢ jeszcze przez pewien czas gtodzone. Po-
dobnie bywa trudno zdecydowac czy temperatura, w ktdrej przeprowadza
sie oznaczenia, lezy na pewno w strefie neutralnej dla danego zwierzecia.
Dlatego tez juz Krogh (47) kwestionowat stuszno$¢ postugiwania sie
pojeciem przemiany podstawowej i proponowat bardziej konwencjonalng
standaryzacje warunkow pomiaréw oraz zastgpienie terminu ,przemiana
podstawowa” terminem ,przemiana standardowa”. Mimo zastrzezen
Krogha termin przemiana podstawowa jest dotychczas powszechnie sto-
sowany, a teoretycznie bioragc ma on dobrze okre$lone znaczenie biolo-
giczne. Wiasciwie oznaczona przemiana podstawowa informuje bowiem
z jakg intensywnoscig przebiegajg tylko te z przemian, ktore sg niezbedne
do podtrzymania zycia zwierzecia.

Précz terminéw ,przemiana podstawowa” i ,przemiana standardowa”
w literaturze spotyka sie do$¢ czesto termin ,przemiana spoczynkowa”.
W niektdrych podrecznikach (13, 28, 63) termin ten jest traktowany jako
synonim przemiany podstawowej. Wielu jednak autoréw, w szczeg6l-
nosci amerykanskich (na przyktad 9, 11, 12, 61) terminem przemiana
spoczynkowa (ang. resting metabolism) okres$la nieco odmienne pojecie.
Oznacza ono bowiem szybkos$¢ produkcji ciepta przez zwierze w stanie
spokoju, lecz nie bedace na czczo i znajdujgce sie w temperaturze zblizonej
do przecietnej temperatury jego normalnego $Srodowiska. Ta temperatura
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Srodowiska lezy zazwyczaj nieco ponizej dolnej granicy temperatur ne-
utralnych. Poniewaz pokarm i obnizona temperatura $rodowiska zwiek-
szajg produkcje ciepta, przemiana spoczynkowa z reguty jest nieco wyzsza
od podstawowej.

Gdy poza podtrzymaniem zycia organizm wykonuje jakakolwiek pra-
ce, jako skutek konieczny nastepuje przyspieszenie proces6w metabo-
licznych, dzieki czemu przewyzszajg one poziom podstawowy.

1. Wptyw pracy fizycznej

Czynnikiem najsilniej wptywajacym na metabolizm jest praca fi-
zyczna. Produkcja ciepta u owiec i krow stojacych jest o 9% wyzsza
niz u lezacych (33), owce pasace sie wytwarzajg 5 razy tyle ciepta, co
owce trzymane i karmione w klatkach (30), cztowiek przy diugotrwatej
bardzo ciezkiej pracy fizycznej produkuje 20 razy tyle ciepta co w warun-
kach podstawowych (19), a przy maksymalnym wysitku, na przyktad
podczas 100-metrowego sprintu, na krotki okres czasu szybko$¢ metabo-
lizmu zwieksza sie stokrotnie (10).

2. Wptyw pokarmu

Spozycie pokarmu przez zwierze wywotuje do$¢ znaczne przyspieszenie
metabolizmu. Doswiadczenia Rubnera (58) wskazujg, ze nie moze by¢
ono tlumaczone wysitkiem fizycznym zwigzanym z jedzeniem, lecz kosz-
tem energetycznym przyswojenia spozytego pokarmu. Koszt ten zostal
nazwany przez Rubnera swoistym dynamicznym dziataniem pokarmu.
Wielu autorow podkreslato nielogiczno$¢ tego terminu, niemniej jest on
do dzi$ czesto uzywany. Ostatnio jednak w literaturze anglosaskiej roz-
powszechnia sie drugi termin calorigenic effect of jood, ktéry mozna
by odda¢ po polsku terminem ,cieptotwércze dziatanie pokarmu”. Zesta-
wienie literatury dotyczacej cieptotwdrczego dziatania pokarmu mozna
znalez¢é u Brody’ego (9) i Kleibera (42). Dla rozwazah prowadzo-
nych w niniejszym artykule wystarczy informacja, ze metabolizm zwie-
rzecia najedzonego, w przypadku gdy spozywa ono przecietng mieszang
diete, jest 0 4,5 do 20% szybszy od przemiany podstawowej (7, 55).

3. Wplyw temperatury otoczenia

Zalezno$é produkcji ciepta od temperatury otoczenia ilustruje krzywa
ABCD na rysunku 1. Krzywa ta, ktérg Gelineo (28) nazywa krzywg
termogenezy, na odcinku BC pokrywa sie z produkcjg ciepta w warunkach
podstawowych.

W tym zakresie temperatur srodowiskowych, zwanym zakresem tem-
peratur neutralnych, straty ciepta z organizmu sg w réwnowadze z mini-
malng produkcjg ciepta. W miare obnizania sie temperatury Srodowiska
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zwiegksza sie roznica miedzy nig a temperaturg powierzchni ciata, dzieki
czemu straty ciepta wzrastajg. Gdy temperatura Srodowiska osiggnie
pewng warto$¢ krytyczng, straty zaczynajg przewyzsza¢ ilos¢ ciepta
produkowanego w warunkach podstawowych. Prowadzitoby to do obni-
zenia temperatury ciata, lecz zwierzeta statocieplne zwiekszajg wowczas
produkcje ciepta dla zbilansowania rosnacych strat. W pewnym zakresie
temperatur fizjologicznie niskich (ponizej dolnej krytycznej) produkcja
ciepta nadgza za jego zapotrzebowaniem, mianowicie do osiggniecia po-
ziomu szczytowego (ang. summit metabolism) oznaczonego punktem A

Rys. 1. Zalezno$¢ produkcji ciepta od temperatury otoczenia
ABCD — krzywa termogenezy, tdk — temperatura dolna krytyczna, tgk — temperatura gdrna

krytyczna, PP — poziom przemiany podstawowej

na krzywej termogenezy. Przy dalszym obnizeniu temperatury $rodo-
wiska ciepto powstajgce w organizmie nie pokrywa straty. Nastepuje wéw-
czas obnizenie temperatury ciata, co pocigga za sobg zmniejszenie szyb-
koSci metabolizmu (zgodne z regutg Vant Hoffa) i w dalszej konsekwencji
$mieré¢ z zimna. Metabolizm szczytowy u sze$ciu badanych gatunkow
zwierzat byt od 3 do 5,6 razy szybszy od przemiany podstawowej (9).

Gdy temperatura $rodowiska wzrasta, straty ciepta z organizmu ma-
leja. W rezultacie nawet podstawowa produkcja ciepta przewyzsza ilosé
potrzebng na podtrzymanie stalej temperatury ciata. Organizm broni sie
przed przegrzaniem zmniejszajgc izolacyjng warto$¢ okrywy ciata (re-
akcje naczynioruchowe i pilomotoryczne, oraz zmiany postawy ciata)
i zwiekszajac straty przez parowanie (pocenie sie lub zianie). Przy pewnej
jednak temperaturze, zwanej gorng krytyczng, $rodki te nie wystarczajg.
Nastepuje woéwczas podwyzszenie temperatury ciata i towarzyszace mu
przyspieszenie metabolizmu, zgodne z regutg Van't Hoffa, jeszcze bar-
dziej pogarszajgce sytuacje. Jezeli fizjologicznie wysoka temperatura
utrzymuje sie przez czas diuzszy nastepuje Smieré z przegrzania.

Zar6wno zakres jak i potozenie strefy temperatur neutralnych zaleza
od gatunku i od wieku zwierzat. Dla szczura strefa ta miesci sie w gra-
nicach 28—30°C (9), a dla dorostej kury 18—26°C, podczas gdy dla kur-
czecia w pierwszym tygodniu po wylegu w granicach od 29 do 32°C (2).
U lisa polarnego nie zanotowano wzrostu metabolizmu nawet przy tempe-
raturze —30°C (60).
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4. Wpltyw rozmiaréw ciata

Nie moze byé watpliwosci co do tego, ze w ciggu danego okresu czasu
duze zwierze produkuje wiecej ciepta niz zwierze mate. Innymi stowy,
szybko$¢ metabolizmu jest dodatnio skorelowana z rozmiarami ciafa.
Mozna by przypuszczaé, ze wytwarzanie ciepta jest wprost proporcjonalne
do rozmiaréw ciata: gdy na przyktad stosunki ciezarowe poszczegdlnych
zwierzat bedg sie miaty do siebie jak 1:2:3:4, to i produkcja ciepta
u tych zwierzat bedzie wzrastata w tym samym stosunku. Tak jest istotnie
w przypadku niektorych bezkregowcéw (3). U wszystkich jednak kre-
gowcéw i wielu bezkregowcow zwierze dwukrotnie ciezsze produkuje
w ciggu doby czy godziny nie dwa razy wiecej ciepta lecz nieco mniej.
A zatem miedzy rozmiarami ciala a metabolizmem przeliczonym na
jednostke ciezaru istnieje ujemna korelacja. Mozna sie tatwo o tym prze-
kona¢ poréwnujac stosunki ciezarow ciata réznych zwierzat ze stosun-
kami ich przemiany podstawowej. Z zawartych w tablicy 1 danych
wynika, ze jakkolwiek wazaca 600 kg krowa jest 28571 razy ciezsza od
21 gramowej myszy, to jej dobowa produkcja ciepta jest tylko 2188 razy
wieksza. W przeliczeniu za$ na kilogram ciezaru ciata produkcja ciepta
myszy jest ponad 13 razy wieksza niz krowy.

Tablica 1
Przemiana podstawowa dorostych zwierzat a rozmiary ich ciata
% metaboliz-
Ciezar
Gatunek ‘ }Q . kcal/dobe kcallkg/ mu myszy kcal/kg34
Clata Kg dobe (w kcallkg/ /dobe
/dobe)

Mysz 0,021 3,6 1714 100,0 65,4
Szczury 0,282 28,1 99,6 58,1 73,0
Swinka morska 0,410 35,1 85,6 50,0 68,4
Krolik 1,520 83,0 54,6 31,8 61,2
Kot 3,000 152,0 50,7 29,5 66,7
Pies 24,800 875,0 353 20,6 78,1
Owca 46,400 1254,0 27,0 15,7 70,8
Krowa 600,000 7877,0 131 7,6 65,0

Tablica opracowana w oparciu o dane zebrane przez Kleibera (42).

Istnienie korelacji dodatniej miedzy rozmiarami zwierzecia a jego
przemiang podstawowa oraz korelacji ujemnej miedzy rozmiarami ciata
a przemiang podstawowg przeliczong na jednostke ciezaru stanowito
bodziec do poszukiwania takiego sposobu okres$lenia rozmiaré6w zwierze-
cia, by metabolizm przeliczony na jednostke rozmiaréw byt jednakowy
u duzych i matych zwierzat. Poszukiwania te doprowadzity do wykrycia
zalezno$ci zwanej ,prawem powierzchni”. Wedtug tego ,prawa” prze-
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miana podstawowa jest wprost proporcjonalna do powierzchni zwierzecia.
Blizsze informacje o historii powstania tego prawa oraz jego uzasadnienia
i krytyki podajg prace przegladowe (3 36, 41, 42, 71, 72).

Rubner (57) ttumaczyt prawo powierzchni przystosowaniem do
statocieplnosci. Temperatura ciata wszystkich zwierzat statocieplnych
jest bliska 37°C. Rozpraszanie ciepta zachodzi na powierzchni ciata, zatem
dla utrzymania statej temperatury zwierzeta muszg wytwarza¢ jednakowe
iloSci ciepta na jednostke powierzchni. llos¢ ta wedtug oszacowania Rub-
nera wynosi 1000 kcal na metr kwadratowy na dobe. Warto$¢ te ustalit
Rubner (57) badajac przemiane podstawowg psow réznej wielkosci.
W 18 lat pozniej V oit (66) zestawit dane uzyskane dla réznych ga-
tunkéw zwierzat, potwierdzajgce wyniki Rubnera. Sugestywnos$é takiego
ttumaczenia ,,prawa powierzchni” i zgodno$¢ z nim wielu otrzymywanych
wynikow sprawity, ze zostalo ono szybko powszechnie uznane. W miare
nagromadzania sie danych pojawity sie jednak z jednej strony préby
uzasadnienia ,prawa powierzchni” dziataniem innych czynnikéw poza
przystosowaniem do statocieplnos$ci, z drugiej strony jego krytyki (41, 42).

W niniejszym artykule omowimy tylko niektére krytyki. Powazna
krytyka nie tyle samego ,prawa powierzchni”, co zasady przeliczania
szybkosci metabolizmu na jednostke powierzchni opiera sie na fakcie, ze
powierzchnia zwierzecia nie da sie doktadnie zmierzyé. Mimo istnienia
wielu sposob6w mierzenia powierzchni, wyniki pomiaréw nawet osobni-
kéw jednego gatunku moga sie r6zni¢ o 20 do 50% (43). Z tego wzgledu
najczesciej powierzchnie oblicza sie z ciezaru, stosujagc wzér Me eh a
(52):

S=KkwWT7 1

gdzie S — powierzchnia w dcm?2
K — stata zalezna od ksztattu ciata zwierzecia
W — ciezar ciata w kilogramach.

Obliczajagc powierzchnie ciata cztowieka powszechnie stosuje sie zmo-
dyfikowany wzér wyprowadzony przez Du Bois i Du Bois (20).
Wzér Meeha zawiera stalg k, ktérej wartosé zalezy od ksztattu ciata.
W przypadku kuli wynosi ona 4,84, a w przypadku szescianu 6,00. War-
tosci tego wspoOiczynnika ustalone empirycznie dla réznych gatunkéw
zwierzat mieszczg sie w granicach od 7 do 13. Poniewaz bezposrednie po-
miary powierzchni sag mato dokiladne, wspoétczynnik K nie moze by¢ do-
ktadnie ustalony. W literaturze podaje sie na przyktad dla szczura 11 réz-
nych wartosci Kk w granicach od 7,15 do 11,6 (61). Gdy obliczajac po-
wierzchnie ciata szczura postuzymy sie skrajnymi warto$ciami, wyniki
bedg sie rézni¢ o okoto 30°/0 (54). W rozwoju pozaptodowym zwierzat
czesto zachodzg powazne zmiany ksztattu ciata, co pocigga za sobg
zmiany wspotczynnika k. Wspotczynnik ten dla nowonarodzonych szczu-
row wynosi 7,40, podczas gdy dla dorostych 10,83 (54). Jezeli wiec dla
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nowonarodzonych szczurdw przyjmie sie wartos¢ wspdiczynnika k = 10,
jak to czynit Brody (9), obliczona powierzchnia bedzie o okoto 29°/0
wieksza od rzeczywistej.

Ze wzgledu na tatwo$¢ popetnienia btedu siegajacego 30'% w osza-
cowaniu wielkoSci powierzchni, takie okreslenie szybkosci metabolizmu
jak 1000 kcal/m2dobe jest w pewnym stopniu fikcjg. Poréwnanie szyb-
kosci metabolizmu dwu rdznych gatunkéw zwierzat w przeliczeniu na
jednostke powierzchni, oszacowang za kazdym razem z innym bledem,
moze doprowadzi¢ do btednych wnioskow. Gdybysmy nawet potrafili do-
ktadnie zmierzy¢ powierzchnie ciata zwierzecia mozemy stusznie zapytac
czy istniejg podstawy ku temu by szybko$¢ przemiany podstawowej byta
$cisle proporcjonalna do powierzchni? Nawet przyjmujac, ze ttumaczenie
»~prawa powierzchni” przez Rubnera jest w zasadzie stuszne, moglibysmy
na to pytanie odpowiedzie¢ przeczaco. Dostowne przyjecie wspomnianego
ttumaczenia wymagatoby przyjecia réwniez dwu zatozen: 1) ze straty
ciepta zachodzg zawsze z calej powierzchni i 2) ze gestos¢ strumienia
cieplnego z powierzchni wszystkich zwierzat jest jednakowa. Z codzien-
nych obserwacji wiemy, ze wielko$¢ tak zwanej powierzchni promie-
niujgcej zalezy w duzym stopniu od pozycji zwierzecia: jest ona znacznie
mniejsza u skulonego, lezacego zwierzecia niz u biegnacego. Pierwsze
z zalozen nie moze wiec by¢ stuszne. Nie moze tez by¢ stuszne drugie
zatozenie, poniewaz powierzchnie ciata r6znych zwierzat majg rézne
wiasciwosci izolacyjne. Gdyby byty one jednakowe, woéwczas strefa tem-
peratur neutralnych dla réznych zwierzat o tych samych rozmiarach
winna by leze¢ w tych samych granicach. Tak jednak nie jest. Jak wspom-
nieliSmy, dla lisa polarnego temperatura —30°C lezy jeszcze powyzej
dolnej krytycznej, podczas gdy dla znacznie wiekszej owcy (zwierzecia
majacego wzglednie mniejszg powierzchnie) dolna temperatura krytyczna
lezy okoto —5°C gdy grubos$¢ runa wynosi okoto 5 cm (38), a +28cC
dla owcy strzyzonej (8). Zatem nie ma podstaw do przyjecia, ze szybkos¢
metabolizmu musi by¢ $ciSle proporcjonalna do wielkosci powierzchni.
Do takiego witasnie wniosku doszedt K leiber (41, 42). Sadzi on jednak,
ze mimo wszystko przystosowanie do statocieplnosci jest najlepszym
ttumaczeniem prawa powierzchni, a szybko$s¢ metabolizmu w przyblizeniu
jest proporcjonalna do powierzchni. Ta druga cze$¢ stwierdzenia Kleibera
nie ulega watpliwosci, poniewaz jest to prawda stwierdzona empirycznie.
Bertalanffy (3) stusznie jednak zwraca uwage na fakt, ze réwniez
u wielu zwierzat zmiennocieplnych, na przyktad ryb, szybko$s¢ metabo-
lizmu jest proporcjonalna do powierzchni. Nie mozemy zatem da¢ zado-
walajagcej odpowiedzi na pytanie w jaki sposob ewolucja doprowadzita do
tego, ze szybko$¢é metabolizmu zwierzat jest w przyblizeniu proporcjonalna
do powierzchni ich ciala.

Istnienie tej proporcjonalno$ci uzasadnia postugiwanie sie jaka$ me-
taboliczng jednostkg rozmiaréw ciata. Krogh (47) uwazat, ze w przy-
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blizeniu miarg powierzchni ciata moze by¢ jego ciezar podniesiony do
potegi 23 Wodéwczas prawo powierzchni dla dorostych zwierzat stato-
cieplnych mozna ujgé wzorem:

M = kw23 2

gdzie M — szybko$é przemiany podstawowej, Kk — stata ustalona doswiad-
czalnie dla danej grupy zwierzat, a W — ciezar ciata w kilogramach.
W ten sposéb rozumiat prawo powierzchni Stoeltzner (62).

Okazatlo sie jednak, ze szybko$¢ metabolizmu przeliczona na taka
jednostke rozmiaréw ciata jest nadal wieksza u zwierzat duzych niz
u matych (39). Ta dodatnia korelacja zanika jednak, gdy wyktadnik po-
tegowy 2/3 zastgpi sie wyktadnikiem 3/4 (39, 41, 42, 43). Zatem kilogram
podniesiony do potegi 3/4 stanowi najlepszg empirycznie ustalong me-
taboliczng jednostke rozmiarow ciata, a zalezno$¢ miedzy szybkoscig prze-
miany podstawowej dorostych zwierzat statocieplnych od ich rozmiaréw
mozna uja¢ réwnaniem

M = kW34 3

w ktédrym znaczenie symboli jest takie samo jak w réwnaniu 2. Kalku-
lacje przeprowadzone przez Kleibera w 1932 roku w oparciu o dane
dotyczace 10 grup zwierzat i ponownie w 1947 o dane dotyczace 26 grup
zwierzat wykazaty, ze szybko$é przemiany podstawowej dorostych ssakow
(od myszy do wotu) wynosi Srednio 70 kcal/kg34dobe. Znajomos$¢ tej
Sredniej pozwala do$¢ doktadnie przewidzie¢ szybko$¢ przemiany podsta-
wowej danego zwierzecia na podstawie jego ciezaru, bez uciekania sig
do oznaczenh. Jeszcze wieksza korzy$¢ ze znajomosci Sredniej miedzyga-
tunkowej ptynie stad, ze jest ona dobrag podstawg do poréwnan. Mozemy
na przyktad twierdzi¢, ze przemiana podstawowa psa wynoszaca 78,1
kcal/lkg3d4dobe jest stosunkowo szybka, podczas gdy krolika wynoszaca
61,2 kcal/kg34dobe stosunkowo powolna (tablica 1).

Ze Srednig miedzygatunkowa mozemy porédwnywacé rowniez szybkos$é
metabolizmu zwierzat nie znajdujgcych sie w warunkach podstawowych,
na przykiad: najedzonych, wykonujgcych prace fizyczng, czy przebywa-
jacych w chiodzie. Pozwala to stwierdzi¢ w jakim stopniu dany czynnik
przyspiesza przemiane w stosunku do Sredniej miedzygatunkowej. Warto
doda¢, ze metaboliczna jednostka rozmiaréw ciata (kg34 moze by¢ réw-
niez przydatna jako podstawa poréwnan metabolizmu wielu zwierzat
zmiennocieplnych. Wedlug Hemmingsena (36) szybko$¢ metabo-
lizmu zwierzagt zmiennocieplnych jest rowniez $ci$lej proporcjonalna do
3/4 niz do 2/3 potegi ciezaru ciata. Metabolizm zwierzat zmiennocieplnych
(przy temperaturze ciala 20°C) jest jednak dziesieciokrotnie wolniejszy
niz zwierzat statocieplnych. Wynosi on bowiem nie 70 lecz okoto 7
kcal/kg34dobe.
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Zalety proponowanej przez Kleibera metabolicznej jednostki rozmia-
row ciata i obliczonej przez niego S$redniej miedzygatunkowej sprawity,
ze uczestnicy Il Miedzynarodowego Sympozjum na temat przemiany
energii (Troon, Szkocja, maj 1964 r.) jednomys$inie gtosowali za przyjeciem
tej jednostki. Przyjecie jej jako podstawy do porownan szybkosci meta-
bolizmu r6znych zwierzat nie narzuca obowigzku postugiwania sie nig
we wszystkich pracach nad przemiang energii u zwierzat. Inne sposoby
wyrazania szybkosci metabolizmu nie tylko sg dopuszczalne, lecz moga
by¢ nawet niezbedne przy rozwazaniu niektérych problemoéw bioenerge-
tycznych. Kleiber (45), tworca i oredownik omawianej jednostki,
pisze:

»Zadna spo$rod réznych jednostek rozmiaréw ciata, na ktére mozna
przeliczy¢ szybko$é metabolizmu nie ma bezwzglednej wyzszosci nad
pozostatymi. Jezeli interesuje nas produkcja ciepta danej kolonii szczuréw,
wowczas najlepsze informacje daje nam przeliczenie szybkos$ci metabo-
lizmu na sztuke. Jezeli badamy funkcje izolacyjna okrywy ciata, wéwczas
najwygodniej jest przelicza¢ szybko$é metabolizmu na jednostke powierz-
chni. Dla poréwnania szybkosci procesoéw enzymatycznych w izolowanych
tkankach lub zawiesinach z szybko$cia metabolizmu catych zwierzat
najodpowiedniejsze jest przeliczanie ich na jednostke ciezaru”.

Spos6b wyrazania szybkosci metabolizmu zalezy wiec od rozwigzy-
wanego zagadnienia. Wyniki muszg jednak byé publikowane tak, by
zawsze istniata mozliwos¢ przeliczania ich w zalezno$ci od potrzeby. Jezeli
praca bedzie zawiera¢ wytgcznie wyniki przeliczone na sztuke, na jednost-
ke ciezaru lub na kg¥4mozno$é wykorzystania tych wynikéw bedzie ogra-
niczona. Kleiber (41, 42) uwaza, ze publikacje traktujgce o meta-
bolizmie zwierzat powinny jako minimum podawaé ciezar badanych zwie-
rzat i szybko$¢ metabolizmu przeliczong badz na sztuke, badz na je-
dnostke ciezaru ciata. Tak przedstawione dane istotnie umozliwiajg
wszelkiego rodzaju przeliczenia.

I11. Metabolizm tkanek
1. Uwagi ogélne

Nie ma watpliwos$ci, ze metabolizm zwierzecia stanowi sume metabo-
lizmu jego komorek czy tkanek, oraz ze procesy metaboliczne w tkankach
in situ przebiegajg wolniej u zwierzat duzych niz u malych. Mozemy tez
zatozy¢ a priori, ze aktywno$é metaboliczna poszczegdlnych tkanek nie
jest jednakowa i dzieki temu udziat poszczeg6lnych tkanek w metabolizmie
catego zwierzecia nie jest proporcjonalny do udzialu masy danej tkanki
w organizmie. Jaki jednak udziat przypada na poszczeg6lne tkanki do-
tychczas doktadnie nie okreSlono, a liczne prace dotyczace tego zagadnie-
nia podajg rézne i czesto sprzeczne wyniki. Wiele tez sprzecznych zdan
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wypowiedziano w kwestii czy proporcjonalno$é szybkosci metabolizmu
zwierzat do 3/4 potegi ciezaru ciata jest wynikiem dziatania czynnikéw
komorkowych, czy tez centralnych regulatorow.

Badania nad metabolizmem tkanek in vitro z reguty przeprowadzano
mikrorespiracyjnym aparatem Warburga i wyrazano jako Qg2, to znaczy
w mm3 pobranego tlenu na mg suchej masy tkanki w ciggu godziny.
Poniewaz szybko$¢ metabolizmu tkanek przelicza sie na jednostke ich
ciezaru, dla utatwienia poréwnan wygodnie jest réwniez zalezno$¢ szyb-
kosci metabolizmu od rozmiarow ciata zwierzat wyraza¢ w przeliczeniu
na jednostke ich ciezaru ciata. W tym celu rownanie 3 przeksztatcamy:

M kw341
W
czyli
— = kW-14 = kW-0& 4
w

2. Przeglad danych o zaleznosci miedzy metabolizmem tkanek a metabolizmem
catych zwierzat

Terroine i Roche (64) stwierdzajg, ze ,homologiczne tkanki
roznych zwierzat wykazujg jednakowg intensywnos$¢ oddychania”. Row-
niez Grafe (29) utrzymuje, ze ,zywa protoplazma zwierzat ciepto-
krwistych, a mozliwe, ze i wielu zwierzat zimnokrwistych, wykazuje duza
jednolito$¢ pod wzgledem oddychania, a osigga swojg odrebno$¢ dzieki
systemom regulacyjnym zwierzecia”. Grafe uwaza ponadto, ze in vitro
metabolizm tkanek jest szybszy niz in vivo, szczeg6lnie u zwierzat duzych,
u ktérych jest on regulowany przez mechanizmy centralne, dzialajgce
jako hamulce. Po wykryciu przez Krogha (49) naczynioruchowej re-
gulacji ukrwienia tkanek zaczeto te spostrzezenia ttumaczyé racjonowa-
nym zaopatrzeniem komoérek w tlen. Im mniej bowiem jest otwartych
kapilar, tym wieksza miedzy nimi odlegtos¢, a zatem i odlegtosé, ktdrg
w tlen. Jezeli dostawa tlenu bytaby czynnikiem ograniczajgcym mozna
by sie spodziewaé, ze in vitro szybko$¢ metabolizmu homologicznych tka-
nek bedzie jednakowa, poniewaz dostep tlenu do komdrek jest jednakowy.
Przeprowadzone przez K leibera (40) badania nad metabolizmem
tkanki watrobowej szczurow, krolikbw i owiec nie potwierdzity jednak
tego przypuszczenia. Zalezno$¢ pobierania tlenu przez skrawki watroby
od rozmiaréw ciata zwierzecia byta bowiem taka sama jak przemiany
podstawowej. Taka samg zalezno$¢ stwierdzono réwniez dla skrawkéw
nerek i moézgu krélikéw i szczuréw (70). Doktadniejsze badania nad me-
tabolizmem 5 tkanek z 9 réznych gatunkéw zwierzat przeprowadzit
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Krebs (46), ktory znacznie ulepszyt technike pomiarow. Jego dane dla
tkanki mozgowej i watrobowej przedstawia tablica 2.

Tablica 2

Pobieranie 0 2przez skrawki kory mézgowej i watroby w mm3godz.
Img suchej masy. Srodowisko Krebsa Il (wg 46)
Sredni ciezar

Gatunek Kora mézgowa W atroba

ciata (kg)
Mysz 0,032 22,9 19,3
Szczur 0,26 19,2 14,6
Swinka morska 0,44 17,4 95
Krélik 121 15,1 7,6
Kot 2,75 15,5 10,2
Pies 18,3 14,8 10,8
Owca 35,0 11,3 6,2
Krowa 320,0 12,1 3,6
Kon 760,0 10,5 2,6

Wyniki Krebsa nie potwierdzity w zupetnosci ani poglagdu Terroine’a
i Roche’a (64) ani Kleibera (40). Qo2 tkanek ze zwierzat duzych,
ogo6lnie biorac, jest mniejszy niz matych, lecz ta réznica jest mniejsza niz
réznica miedzy ich przemiang podstawowg. Na przykiad Qc2 kory maé-
zgowej i nerki konia stanowit okoto 47°/o Qo2tych tkanek myszy, podczas
gdy szybko$¢ przemiany podstawowej konia (na jednostke ciezaru) sta-
nowi zaledwie 12 do 13% szybkoSci przemiany podstawowej myszy. Po-
bieranie tlenu przez skrawki $ledziony i ptuc wykazywato wiekszg za-
lezno$¢ od rozmiaréw ciata, lecz réwniez nie tak duzg jak przemiana
podstawowa. Jedynie Qo2 tkanki watrobowej zmniejszat sie przy wzroscie
rozmiardw zwierzecia mniej wiecej w tym samym stopniu co przemiana
podstawowa. W tym wzgledzie wyniki Krebsa (46) s3 w petni zgodne
z wynikami Kleibera (40).

Krebs (46) przypuszczat, iz charakterystyczna zalezno$¢ przemiany
podstawowej od rozmiardw ciata wynika z analogicznej zaleznosSci Qg2
tkanki miesniowej, ktdra stanowi podstawowg mase tkanek metabolicznie
aktywnych w organizmie.

Badania nad oddychaniem in vitro mies$ni szkieletowych szczurow (5)
nie potwierdzity tego przypuszczenia. Spadek Qg2 miesSni przy wzroscie
ciezaru ciata byt bowiem bardzo nieznaczny. Wykitadnik potegowy w réw-
naniu ujmujacym zalezno$¢ Qo2 od rozmiarow ciata wynosit —0,1 a nie
—0,25, jak w przypadku przemiany podstawowej (poréwnaj réwnanie 4).

Badania nad zaleznoscig QO. tkanek od rozmiaru ciata zwierzat tego
samego gatunku przeprowadzili Bertalanffy i Pirozynski (4
6) oraz Schmidt-Nielsen (59). Jako reprezentatywne mozna przy-
ja¢ wyniki badan (4) na siedmiu tkankach szczuréw o ciezarze od 9 do
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392 g. Sg one w zasadzie zgodne z danymi Krebsa (46) uzyskanymi
na réznych gatunkach. Qg2 wiekszosci tkanek pochodzacych ze zwierzat
duzych byt nizszy niz osobnikéw matych. Roznice te jednak nie byty
réwnolegte do réznic w przemianie podstawowej. Szybko$¢ metabolizmu
skrawkoéw nerki i kory moézgowej ze zwierzat duzych byta nawet nieco
wyzsza niz ze zwierzat matych (odwrotnie niz w miedzygatunkowych po-
réwnaniach dokonanych przez Krebsa).

Metabolizm skrawkéw nerki i watroby badano réwniez u kur réznego
wieku (18). W przypadku nerki nie stwierdzono wptywu rozmiaréw na
Qo2- Metabolizm skrawkéw watroby, podobnie jak u ssakow, byt wol-
niejszy u kur dorostych niz u kurczat, jednak rdéznica byta mniejsza niz
réznica miedzy ich przemiang podstawowa.

Wielu autoréw badato zalezno$¢ miedzy rozmiarami ciala zwierzat
a stezeniem glutationu (32, 53) i enzymdw: cytochromu c (56), oksydazy
cytochromowej (50) oraz oksydazy bursztynianowej i dehydrogenazy
kwasu malonowego (26). Okazato sie, ze ich stezenie byto ujemnie skore-
lowane z rozmiarami ciata, ale nie w tym stopniu co przeliczona na jed-
nostke ciezaru ciata przemiana podstawowa.

Field i wsp. (24) oznaczali in vitro szybko$¢ metabolizmu posz-
czeg6lnych tkanek szczura i obliczali sumaryczng szybko$¢ metabolizmu
catego zwierzecia. Stanowita ona zaledwie 66/00 szybkosci przemiany pod-
stawowej szczuréw. W podobnych doswiadczeniach przeprowadzonych na
psach (51) suma wynosita ponad 70%. Fuhrman i wsp. (27) ozna-
czali szybko$¢ metabolizmu szczurbw o normalnej temperaturze ciata
(38°C) oraz szczurow w stanie hipotermii (temperatura ciata 18°C),
a nastepnie szybko$¢ metabolizmu w poszczegblnych tkankach. Suma-
ryczna szybko$¢ metabolizmu tkanek szczuréw badanych przy 38°C wy-
nosita 72,5% szybkos$ci metabolizmu normalnych szczuréw, a tkanek ba-
danych przy 18°C byta wieksza niz catego zwierzecia w stanie hipotermii,
wynosita bowiem 106°/0. Huston i Martin (37) obliczyli, ze suma-
ryczna szybkos¢ metabolizmu tkanek inkubowanych w $Srodowisku fosfo-
ranowym Krebsa-Ringera wynosi 78,7°/o szybko$ci przemiany podstawo-
wej, a w Srodowisku Krebsa Il — 90,7°°/o. Gdy jednak skrawki trzymano
w naczyniach na specjalnych wktadkach z wtdkna szklanego, dzieki cze-
mu dostep tlenu do tkanki byt lepszy, w $rodowisku Krebsa Il otrzymano
101,8%.

Wyniki te nie potwierdzity ani pogladu (29, 64), ze in vitro metabolizm
tkanek ze zwierzat duzych i matych jest jednakowy ani tezy (29), ze in
vitro tkanki oddychajg intensywniej niz in vivo. Stwierdzono natomiast,
ze istnieje duze podobieAstwo miedzy metabolizmem tkanek in vitro a me-
tabolizmem catego zwierzecia. Podobienstwo to wyraza sie zarbwno po-
dobng zaleznoscig szybkosci metabolizmu tkanek od rozmiarow ciata jak
i duza zbieznoscig sumy metabolizmu tkanek danego zwierzecia z jego
przemiana podstawowa.
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Wiele danych wskazuje, ze metabolizm tkanek zwierzecia mozna po-
rownywac nie tylko z jego przemiang podstawowa, lecz i czynnosciowa.
Kleiber (42) podaje diagram zawierajacy poréwnanie metabolizmu
trzech tkanek wyizolowanych ze zwierzat najedzonych i gtodzonych. Qg2
tkanek ze zwierzat najedzonych byt wyzszy niz z gtodzonych, w przy-
padku watroby o 59°/0, przepony o 31°/0 i moézgu o 53%. Przyspieszenie
metabolizmu zwierzat przez cieptotworcze dziatanie pokarmu zachowuje
sie wiec i w izolowanych tkankach. Poprzednio wspomnieliSmy, ze me-
tabolizm zwierzat statocieplnych, trzymanych w chlodzie, jest znacznie
szybszy niz trzymanych w warunkach termicznie neutralnych. To przy-
spieszenie wykazujg rowniez tkanki wyizolowane ze zwierzat, ktére przez
dostatecznie diugi czas przebywaty w chilodzie. Weiss (68, 69) stwier-
dzit to na skrawkach watroby, przepony, serca i migsni szkieletowych
szczuréw trzymanych przed badaniem przez 5 dni w temperaturze 5+2°C.
Szybko$é metabolizmu najbardziej zwiekszata sie w tkance watrobowej,
natomiast w tkance moézgowej, Sledziony i miesni gtadkich jelit pozosta-
wata bez zmiany. Qo2 mieéni szkieletowych lemingéw trzymanych w 1°C
byt 0 40% wyzszy niz lemingéw kontrolnych (25). Hannon i Vaug-
han (34) stwierdzili, ze w tkankach szczuréw aklimatyzowanych do
zimna zwieksza sie stezenie oksydazy bursztynianowej.

Zbiezno$¢ wartos$ci sumarycznego metabolizmu izolowanych tkanek
i metabolizmu calych zwierzat przeczy przypuszczeniom (29, 64), ze me-
tabolizm tkanek in vivo jest hamowany przez mechanizmy centralne
i regulowany racjonowanym zaopatrzeniem komoérek w tlen. Nie znaczy
to jednak, ze jak utrzymujg do$¢ zdecydowanie Weymouth i wsp.
(70), Schmidt-Nielsen (9) i Fuhrman i wsp. (27) oraz
mniej zdecydowanie Krebs (46), szybkos¢ metabolizmu zwierzat i jej
zalezno$¢ od rozmiarow ciata muszg by¢ uwarunkowane czynnikami tkwig-
cymi w samych komdrkach i odziedziczonymi przez te komdrki. Komorki
réznych zwierzat z pewnoscig przystosowaty sie w drodze ewolucji do
metabolizowania z takg szybkos$cig, ze metabolizm przeliczony na jedno-
stke ciezaru jest wiekszy u zwierzat matych niz u duzych. Stad na przyktad
wynikajg roznice w stezeniu enzyméw. Komdrki zwierzat majg jednak
potencjalng mozliwo$¢ wykonania znacznie wiekszej ,pracy metabolicz-
nej” niz tego wymaga przemiana podstawowa. Ich metabolizm maksy-
malny moze by¢ bowiem przez pewien czas nawet stokrotnie wiekszy od
przemiany podstawowej (10). Tak szybki metabolizm komérek, jak sie
zdaje, jest mozliwy tylko przy dziataniu centralnych regulatoréw. Re-
gulatory te mogg dziata¢ nie jako hamulce, jak to sobie wyobrazat Gr a -
fe (29), lecz jako stymulatory. Za stymulujgcym dziataniem centralnego
regulatora przemawia metabolizm tkanki miesniowej. Wspominalismy juz,
ze produkcja ciepta w organizmie zwierzat trzymanych w $rodowisku fi-
zjologicznie chtodnym znacznie wzrasta. Ten wzrost zachodzi gtéwnie
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dzieki wzmozeniu pracy mie$niowej (zwiekszenie tonusu, widoczne drze-
nie). Wystarczy jednak pozbawi¢ tkanke miesniowg impulséw nerwowych
wprowadzajgc do organizmu 10°/0 letalnej dawki kurary (35), by tempera-
tura ciata spadta znacznie ponizej normalnej i to nawet wéwczas, gdy zwie-
rze przebywa w warunkach termicznie neutralnych. Znane sg tez zabu-
rzenia termoregulacji po uszkodzeniu rdzenia kregowego (21), a najgor-
liwszy nawet obrofca niezaleznosci metabolicznej komoérek od systemdw
centralnych nie oSmieli sie twierdzi¢, ze w izolowanych tkankach zwierzat
statocieplnych szybko$¢ metabolizmu zwieksza sie pod wptywem chiodu.
Ze wzgledu na duzag zalezno$¢ tkanki miesniowej od centralnych regu-
latord6w nie mozna sie dziwi¢, ze jej metabolizm in vitro nie odpowiada
w petni wkladowi wnoszonemu przez mie$nie w przemiane podstawowg
zwierzecia. Nic tez dziwnego, ze zalezno$¢ miedzy metabolizmem izolo-
wanej tkanki miesniowej a rozmiarami ciata zwierzat nie jest réwnolegta
do zalezno$ci miedzy przemiang podstawowa a rozmiarami ciata.

Powyzsze rozumowanie zdaje sie potwierdzaé¢ stuszno$é zdania Klei-
bera (42), ze podobienstwo metabolizmu tkanek in vitro i in vivo nie
usprawiedliwia wniosku, iz regulator metabolizmu tkanek jest w nich
zlokalizowany. Szybko$¢ metabolizmu w tkankach jest zdeterminowana
przez warunki w nich panujace, lecz na warunki te wplywajg systemy
regulujgce. Wplyw ich zachowuje sie przez pewien czas w tkance nawet
po jej wyizolowaniu z organizmu. Mozna jednak stusznie zapyta¢, w ja-
kim stopniu zanika pierwotne dziatanie mechanizmdw centralnych w wy-
izolowanej tkance? Na to pytanie nie ma chyba generalnej odpowiedzi.
W przypadku tkanki mie$niowej, ktdrej praca jest regulowana gtdéwnie
przez system nerwowy za posrednictwem szybko rozkladajgcej sie ace-
tylocholiny, wptyw centralnego regulatora moze zanika¢ prawie catkowicie
natychmiast po wyizolowaniu. Inne czynniki moga natomiast dziata¢ dtu-
zej. Prawdopodobnie do$¢ wolno zanika wptyw tyroksyny, a z pewnoscig
powoli ustaje dziatanie tych czynnikéw, dzieki ktorym w tkance ustala
sie pewne stezenie enzymow oddechowych czy mioglobiny. W przypadku
tkanki watrobowej, ktéra nawet in situ stanowi pewnego rodzaju labora-
torium biochemiczne, mniej zalezne od systemu nerwowego, a wiecej od
stezenia przyniesionych do watroby lub wytworzonych w niej materia-
téw, sprawa moze sie przedstawia¢ odmiennie niz w przypadku tkanki
miesniowej. Wyizolowanie tkanki watrobowej w mniejszym stopniu be-
dzie naruszac jej prace i stad metabolizm tej tkanki in vitro bardziej przy-
pomina przemiane podstawowa, a w pewnych warunkach i czynnosciowa,
catego organizmu. Stad tez metabolizm izolowanej tkanki watrobowej
w wiekszym stopniu odzwierciedla wzmozong termogeneze zwierzat trzy-
manych w chtodzie niz tkanka mie$niowa, ktora in vivo jest gidwnym
motorem tej termogenezy.
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3. Mozliwe przyczyny niezgodno$ci wynikéw badah nad metabolizmem izolowanych
tkanek

Badania nad przemiang podstawowg zwierzat przeprowadza sie w Sci-
§le okres$lonych i racjonalnie uzasadnionych warunkach. Trudno jednak
zdecydowac jakie warunki uzna¢ za wiasciwe do badania tkanek in vitro.
Powazny wptyw na szybko$¢ metabolizmu tkanek ma sposéb ich przy-
gotowania do oznaczeh. NajczeSciej sporzadza sie skrawki, miazge lub
homogenaty. Nalezy zgodzi¢ sie z Krebsem (46), ze skrawki tkanek
sq ,blizsze stanowi naturalnemu” niz miazga lub homogenat, poniewaz
procent uszkodzonych fizycznie komodrek jest w nich najmniejszy. Na-
ruszenie normalnej struktury komodrek powaznie obniza szybkos$¢ ich
metabolizmu (31, 44).

Krebs (46) przebadat metabolizm tkanek inkubowanych w surowicy
krwi, surowicy uzupetnionej niektérymi metabolitami oraz w trzech
sztucznych $rodowiskach, oznaczonych jako I, Il i Ill. Pobieranie tlenu
przez skrawki inkubowane w tych sztucznych Srodowiskach byto inten-
sywniejsze niz w stosowanych wczeéniej przez innych autoréw. Qo2
wiekszo$ci tkanek nie zalezat w znaczniejszym stopniu od tego, w ktérym
ze $rodowisk Krebsa byty one inkubowane. Wieksze r6znice stwierdzono
tylko w przypadku kory mézgowej i tkanki watrobowej. Pobieranie tlenu
przez kore moézgowa inkubowang w S$rodowisku Il byto od 37 do 87°/o
wieksze niz w srodowisku Ill. Poniewaz jednak wartosci przy uzyciu $ro-

Tablica 3

Pobieranie 02 przez tkanki szczura w trzech réznych roztworach (w mm3godz./mg suchej masy)

S s Migsien )
Cigzar ciata W atroba Sledzio- Nerka szkiele- Serce  Przepona Mozg Litera-
g na towy tura
Roztwér Krebsa-Ringera
150—250 9,08 14,19 8,48 6,08 8,70 4)
100— 150 4,90 11,80 7,90 5,60 9,80 (68)
250 5,50 7,10 14,50 3,10 10,50 5,80 6,50 (69)
273 7,53 20,70 10,40 12,00 (23)
Roztw6r Locke-Ringera
320 23,98 — 40,20 — 27,21 5,04 — 17)
Roztwor Krebsa 111
260 14,60 - — — — 19,30 (46)
263 10,14 9,90 15,40 3,90 7,38 7,66 11,40 37)

2 Postepy Biochemii
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dowiska Ill sg zblizone do wartosci pobierania tlenu przez tkanke moézgo-
wa in situ, Krebs wnioskuje, ze Qo2 tkanki w $rodowisku Il byt ,nie-
normalnie wysoki”.

Zatem nawet woOwczas, gdy stosuje sie ten sam sposéb przygotowy-
wania tkanek, szybko$¢ pobierania tlenu moze byé rézna, gdy uzyje sie
innych srodowisk do inkubacji. llustrujg to przyktadowe dane w tablicy 3.

Krebs (46) nie poleca w sposdb zdecydowany zadnego z wyprébo-
wanych $rodowisk, niemniej wiekszos¢ pézniejszych autoréow uzywato
Srodowiska Ill. Stato sie wiec ono $rodowiskiem standardowym, mimo
ze nie podaje go podstawowy podrecznik technik manometrycznych (65).

W przypadku zbyt grubego skrawka szybko$¢ dyfuzji tlenu i meta-
bolitow moze by¢ zbyt mata aby dotarty one do komérek lezagcych w cen-
trum skrawka. Oznaczenia iloSciowe bytyby wéwczas obarczone powaznym
btedem. Grubo$¢ maksymalng dla peinej penetracji skrawka przez tlen
oblicza sie z wzoru Warburga (65). Przyjmuje sie, ze gdy grubos$¢ skrawka
nie przekracza 0,5 mm, a faza gazowa w naczynku uzytym do inkubacji
zawiera czysty tlen, wszystkie komdrki skrawka sa zaopatrzone w tlen
i uczestniczag w oddychaniu. Aby mie¢ petne zaufanie do tego rodzaju
obliczen nalezy mie¢ pewno$¢, ze wstawiana do wzoru Warburga stata
dyfuzji jest wtasciwa. State dyfuzji gazdw poprzez tkanki oznaczyt Krogh
(48). Mozna jednak podejrzewaé, ze ustalone przez tego autora state sa
za wysokie. Huston i Martin (37) stwierdzili bowiem, ze polepsze-
nie dostepu tlenu do tkanek przez umieszczenie skrawkow na specjalnych
wktadkach z witokna szklanego zwieksza zuzycie tlenu co bytoby nie-
mozliwe gdyby tkanki badane standardowg technikg byly w peni za-
opatrzone w tlen, jak to wynikato z obliczen. O niepetnej penetracji tlenu
do tkanek badanych standardowg technikg Warburga Swiadczg rowniez
wyniki badan Cascarano i wsp. (14, 15 16)*.

W tym przypadku, a takze wtedy, gdy S$rodowisko inkubacyjne nie
zawiera odpowiedniej ilosci metabolitéw, zuzycie tlenu moze by¢ ,nie-
normalnie niskie”. Zanizone wyniki oznaczen metabolizmu tkanek moga
by¢ przyczyng, ze sumaryczny metabolizm wszystkich tkanek zwierzecia
jest nizszy od jego przemiany postawowej. Z drugiej strony warto zwrd-
ci¢ uwage, ze moze on byé wiekszy od przemiany podstawowej gdy
zwiekszy sie dostep tlenu do tkanki (37) i uwzgledni w obliczeniach po-
prawki na rzeczywistg gtebokos$¢ penetracji skrawka przez tlen. Popie-

* Autorzy ci zauwazyli, ze sole tetrazoliowe dodane do $rodowiska inkubacyj-
nego wnikajag do tkanek i ulegajg w nich zredukowaniu. Powstajagce formazany
maja silne zabarwienie, dzieki czemu tatwo jest zmierzy¢ pod mikroskopem gtebokosé
na jaka wnikaja one do tkanki. Z reguty wnikajag one tylko do warstwy powierz-
chniowej. Poniewaz Cascarano i wsp. (14, 15 16) wykazali, ze na te sama gte-
boko$¢ wnika do tkanki tlen, mozna okres$li¢ jaka cze$¢ badanego skrawka bierze
udziat w metabolizmie. Najbardziej przydatny do tego celu okazat sie chlorek
2-p-jodofenylo-3-p-nitrofenylo-5-fenylo tetrazoliowy (INT). Zainteresowanym
szczegOtami zastosowania soli tetrazoliowych w badaniach histochemicznych mozna
poleci¢ cytowane powyzej prace oraz artykut Anczykowskiego (1)
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ratoby to przekonanie Grafea (29), ze tkanki oddychajg intensywniej
in vitro niz in situ. Czy dotyczy to jednak wszystkich tkanek? Poprzednio
wysuneliSmy przypuszczenie, ze metabolizm tkanki mieSniowej in vitro
jest znacznie wolniejszy niz in situ. Mozliwe, ze inne tkanki mniej zalezne
od systemu nerwowego, na przyktad watroba, oddychajg in vitro znacznie
intensywniej niz in vivo. Fakt, ze zalezno$¢ szybkosci metabolizmu tkanki
watrobowej in vitro od rozmiaréw ciata mozna ujgé ré6wnaniem M= kW 14
czyli takim samym jak zalezno$¢ miedzy przemiang podstawowa a rozmia-
rami ciata, wcale nie wyklucza tej mozliwosci. Identyczny wyktadnik po-
tegowy (—1/4) Swiadczy bowiem tylko o identycznym nachyleniu linii ilu-
strujagcych omawiane zaleznosci, a nie o tym, ze te linie pokrywajg sie.
Moga one bowiem przebiega¢ réwnolegle, przy czym w przypadku meta-
bolizmu tkanki watrobowej in vitro warto$¢ Kk w rOwnaniu bytaby wyzsza
niz to by wypadato z udziatu tej tkanki w przemianie podstawowej catych
zwierzat. Bezposredniego sprawdzianu stusznosci wypowiedzianych przy-
puszczen dotychczas nie ma i nie bedzie dopdty, dopoki nie znajdzie sie
sposobu badania metabolizmu poszczegélnych narzadéw in situ. Badania
takie niewatpliwie przyczynityby sie do blizszego poznania stosunku me-
tabolizmu tkankowego do metabolizmu calych zwierzat — zagadnienia,
w ktorym tkwi jeszcze sporo niejasnosci.

Wskazujac na istniejgce niejasnosci i na potrzebe badania metabo-
lizmu catych narzaddw in situ nie mamy bynajmniej zamiaru negowania
celowosci badann nad metabolizmem izolowanych tkanek. Wyniki otrzy-
mywane w tych badaniach, przy zachowaniu jednakowych warunkéw,
sg dos¢ powtarzalne. R6znice w metabolizmie tkanek ze zwierzat znajdu-
jacych sie przed zabiciem w warunkach podstawowych i ze zwierzat znaj-
dujacych sie w innych warunkach (najedzonych, aklimatyzowanych do
réznych temperatur lub ci$nied atmosferycznych, traktowanych hor-
monami) $wiadczg o tym, ze zmiany wywotane stanem czynnosciowym
zwierzecia przynajmniej czesciowo zachowujg sie w wyosobnionych tkan-
kach. Pozwala to bada¢ in vitro na jakie procesy biochemiczne w posz-
czeg6lnych tkankach dziatajg czynniki wywierajgce wptyw na metabolizm
catego zwierzecia.
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JACEK SLIWOWSKI *

Mechanizmy reakcji enzymatycznych z dwoma lub wiecej substra-
tami i produktami

B. Metody badania

Mechanisms of Enzymie Reactions with Two or More Substrates and
Products

B. Methods of Investigation

Methods of investigation of enzymie reaction mechanisms are described. Known
mechanisms for some enzymie reactions are reviewed.

W artykule tym zostang omdéwione podstawowe techniki eksperymen-
talne stosowane w badaniach mechanizméw reakcji enzymatycznych (to
jest przy ustalaniu kolejnosci w jakiej przytgczajg sie do powierzchni
enzymu substraty i uwalniane sg z niej wytworzone produkty), oraz
wyjasnione sposoby interpretacji wynikéw uzyskanych przy zastosowaniu
tych technik. Podany tez zostanie przeglad wynikéw osiggnietych do-
tychczas w badaniach nad mechanizmami niektérych reakcji.

Zarowno poprzedni (52 )jak i ten artykut poswiecony jest w znacznej
mierze omowieniu teoretycznych rozwazan Clelan da (9, 10, 11) oraz
prac doswiadczalnych planowanych na podstawach teoretycznych kine-
tyki ztozonych reakcji enzymatycznych, ktére ten uczony opracowat.

I. Wprowadzenie

Réwnanie Michaelisa-Mentena mozna przeksztatcic w réwnowazng
posta¢ liniowa:

-l-b* . 1 4 1
v v [A]l V
gdzie: v — szybko$¢ poczatkowa reakcji enzymatycznej, V — szybko$¢
maksymalna (w danych warunkach), za§ Km— stala Michaelisa inter-
pretowana jako takie stezenie substratu [A], przy ktérym reakcja osiaga
potowe szybkosci maksymalnej.

* Mgr, Zaktad Biochemii Roslin, Katedra Biochemii, Uniwersytet Warszaw-
ski, Warszawa.
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Jezeli rownanie 1 przedstawi¢ graficznie odktadajgc na osi rzednych

wartos$ci v a na osi odcietych wartosci wowczas otrzymana prosta prze-
tnie 0$ rzednych w punkcie o wartosci A , a miarg jej nachylenia w sto-

e
sunku do osi odcietych bedzie warto§¢ — = tga (rysunek 1).

Rys. 1. Posta¢ graficzna réwnania Michaelisa-Mentena

Podobne przedstawienie graficzne mozna zastosowaé przy badaniu
reakcji enzymatycznych, w ktérych wystepuje wiecej niz jeden substrat.
W przypadku reakcji enzymatycznej, w ktorej biorg udzial 2 substraty
A i B wyniki otrzymane przy pomiarach szybkosci poczatkowych reakcji
dla réznych stezen A (przy ustalonym stezeniu B) opisuje réwnanie 2,
analogiczne do réwnania 1.

~ = (nachylenie) m (przeciecie) 2
Jednakze dla wykresu przedstawiajgcego zalezno$¢ szybkosci reakcji v

od stezenia substratu A w uktadzie wspotrzednych — na —— wartosé

punktu przeciecia prostej z osig rzednych bedzie zalezata od stezenia
drugiego substratu B. Takze warto$¢ nachylenia w stosunku do osi od-
cietych moze byé rézna dla rédznych stezen drugiego substratu. Obrazuje
to rysunek 2, przedstawiajacy zaleznosci v od [A] dla dwoéch réznych
ale ustalonych w danej serii doSwiadczen stezeri substratu B, na przy-
ktad [BX i [BZ. Wykresy dla [BY i dla [BZ] r6znig sie badz wartoscia
punktow przeciecia z osig rzednych (rysunek 2a), badz warto$cig na-
chylenia w stosunku do osi odcietych (rysunek 2b), badZ jednym i drugim
parametrem (rysunek 2c).

Warto$¢ punktu przeciecia prostej z osig rzednych w uktadzie wspot-

rzednych -\;<-nam Jest liczbowo rowna odwrotnosci szybkosci reakcji
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enzymatycznej przy nasycajagcym stezeniu substratu A. Jezeli warto$¢
ta zmieni sie w wyniku zmiany stezenia substratu B oznacza to, ze jest
ona funkcjg [B] niezaleznie od [A], poniewaz zmiana wystgpita nawet
przy nasycajacym stezeniu A. Zmiana wartosci nachylenia prostej w sto-
sunku do osi odcietych w takim uktadzie wspdtrzednych w wyniku zmiany
[B] jest rowniez dowodem, ze stezenie substratu B wpilywa na szybkos¢
reakcji przy zmiennym [A].

Rys. 2a,b, c. Zalezno$¢ szybkosci (v) reakcji dwusubstratowej od stezenia substra-
téw (A i B). Objasnienia w tekscie

Zmiany wartosci punktdw przeciecia z osig rzednych oraz nachylenia
w stosunku do osi odcietych mozna powigza¢ z mechanizmem danej reakcji
enzymatycznej. Na przykiad zalezno$¢ v od [A] bedzie modyfikowana
przez zmiane [B] w rézny sposéb w zaleznosci od tego czy reakcja prze-
biega wedtug mechanizmu sekwencyjnego, uporzadkowanego czy wedtug
mechanizmu typu ping-pong.

Cleland (11) ustalit Sciste reguty wiazace mechanizm reakcji enzy-
matycznej ze sposobem modyfikacji wartosci punktéw przecieé, czy war-
tos¢ nachylenia prostej, obrazujgcej zalezno$¢ szybkoSci reakcji enzy-
matycznej od stezenia substratu wykreslonej w ukladzie wsp6trzednych

1 1
— ra Tte~zenie substratu” (P°dwdjnie odwrotno$ciowy uktad wspdirzed-

nych, skrét P.O.U.W.) wywotanych przez zmiany stezenn innych substra-
tow, czy produktow tej reakcji.
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Reguta 1

Zwigzek X zmienia warto$¢ punktu przeciecia z osig rzednych jezeli
taczy sie odwracalnie z inng formg enzymu (wolny enzym lub kompleks
enzym-substrat(y) czy enzym-produkt(y)) niz ta, z ktérg taczy sie sub-
strat o stezeniu zmienianym w danej serii eksperymentéw. Oznacza to, ze
zmiany szybkos$ci reakcji enzymatycznej wywotanej przez zwigzek X
nie mozna usung¢ nawet przez stosowanie nasycajacych stezen substratu
0 zmienianym stezeniu.

Reguta 2

Zwigzek X zmienia warto$¢ nachylenia w stosunku do osi odcietych
jezeli zardwno ten zwigzek jak i substrat o zmienianym stezeniu #3gcza
sie odwracalnie z tg samag forma enzymu, lub jezeli reakcje, w ktdrych
zwigzek X i substrat przytgczajg sie do enzymu sg oddzielone szeregiem
odwracalnych przemian. Zmiana stezenia zwigzku X modyfikuje szybkos$é
reakcji przytgczenia sie substratu o zmienianym stezeniu. Modyfikacje
te mozna cofngC stosujgc nasycajgce stezenie substratu o zmienianym ste-
zeniu.

OkreS$lenie ,przemiana odwracalna” zastosowane w regule 2 oznacza
tu kazdg przemianeg, ktdra nie jest:

a) przytaczeniem substratu, wystepujacego w mieszaninie reakcyjnej
w stezeniu nasycajacym enzym,

b) uwolnieniem produktu nie wystepujgcego poczatkowo w mieszaninie
reakcyjnej,

c) przemiang, w Kktérej zachodzi bardzo duza ujemna zmiana energii
swobodnej, w reakcji z duzg statg rownowagi termodynamicznej.
Podane reguty stosujg sie tylko do mechanizméw reakcji enzyma-

tycznych, w ktorych nie ma alternatywnych sekwencji reakcji (mecha-

nizmy sekwencyjne, uporzagdkowane i mechanizmy typu ping-pong). Za-
leznosci dla mechanizmow sekwencyjnych o dowolnej kolejnosci sg bar-

dziej ztozone (9, 10).

Przedstawione sformutowania regut Clelanda zwigzane sg z wyborem
tej liniowej postaci réwnania Michaelisa-Mentena, ktéra zwana jest réw-
naniem Lineweavera-Burka oraz uktadu P.O.U.W. Wybodr innej liniowej
postaci rownania Michaelisa-Mentena (47) i inaczej okre$lonego uktadu
wspoétrzednych wymagatby zmiany sformutowania tych regut.

Il. Sposoby badania mechanizméw reakcji enzymatycznych
1. Badanie modeli szybkosci poczatkowych
Wykorzystanie tej techniki do ustalenia mechanizmu stosunkowo pro-
stej reakcji enzymatycznej, w Kktorej wystepujg tylko dwa substraty
wymaga pomiaréw szybkosci poczatkowych reakcji w nastepujacych
warunkach:
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a) zmienne stezenie substratu A w mieszaninie wyjsciowej, substrat B
dodawany w kilku (np. dwéch) roznych ale ustalonych stezeniach dla
danej serii stezen A,

b) zmienne stezenie substratu B dla kilku r6znych ale ustalonych stezen
substratu A.

Mieszanina reakcyjna zawiera zawsze enzym o takiej samej lub porowny-
walnej aktywnosci.

Jezeli otrzymane w ten spos6b wyniki dla warunkéw podanych w pun-

kcie a) zostang przedstawione graficznie w ukladzie wspdtrzednych —

n T to istniejg a priori dwie mozliwosci. Proste ilustrujace zaleznos¢

v od [A] dla r6znych ale ustalonych [B] beda do siebie réwnolegte (ry-
sunek 2b) albo bedg sie przecinaty (por. rysunki 2a i 2c).

Rownolegto$¢ prostych oznacza, ze zmiana stezenia substratu B zmie-
nia wytgcznie warto$¢ punktu ich przeciecia z osig rzednych a nie wptywa
na wielko$¢ nachylenia do osi odcietych. Zmiana wartosci punktu prze-
ciecia wskazuje zgodnie z regutg 1, ze substrat B tgczy sie z inng formg
enzymu niz substrat A. Z reguty 2 wnioskujemy na podstawie nie zmie-
nionego nachylenia prostej, ze pomiedzy przytgczeniem A i przytgczeniem
B zaszta jaka$ nieodwracalna przemiana. Poniewaz wymieniona w regule
2 mozliwo$é reakcji nieodwracalnej polegajaca na przytaczeniu substratu
wystepujagcego w stezeniu nasycajagcym jest w rozwazanym przypadku
wykluczona, najprosciej jest zalozy¢, ze pomiedzy przytgczeniem substra-
tow A i B zachodzi uwolnienie produktu. Taki réwnolegty model szyb-
kosci poczatkowych wskazuje wiec na mechanizm typu ping-pong.

Jezeli proste przecinajg sie na osi rzednych (rysunek 2a) wtedy zmie-
nia sie tylko wielko$¢ nachylenia w stosunku do osi odcietych, nie zmienia
sie punkt przeciecia z osig rzednych. Zatem zgodnie z regutg 1 i reguig
2 substrat A i substrat B mogg sie przytaczy¢ do tej samej formy enzymu
co sugeruje, ze reakcja przebiega wedtug mechanizmu sekwencyjnego
o dowolnej kolejnosci przytgczania substratéw.

Przecinanie sie prostych na osi odcietych (rysunek 2c) oznacza, ze
zwigzek B zmienia zaréwno warto$¢ punktu przeciecia z osig rzednych,
jak i wielko$¢ nachylenia do osi odcietych, czyli zgodnie z regutami 1i 2
substrat A tgczy sie z inng forma enzymu niz substrat B oraz pomiedzy
przytgczeniem substratu A i substratu B nie zachodzi zadna nieodwracalna
przemiana. Taka sytuacja jest typowa dla mechanizméw sekwencyjnych,
uporzadkowanych. Wobec tego tak zwany przecinajacy sie model szyb-
kosci poczatkowych wskazuje, ze reakcja enzymatyczna przebiega wedtug
mechanizmu sekwencyjnego.

Analogiczne rozumowanie mozna przeprowadzi¢ dla warunkéw opi-
sanych pod b).
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Trudniejszym problemem jest interpretacja modeli szybkosci poczat-
kowych otrzymanych przy badaniu mechanizméw reakcji enzymatycz-
nych z trzema lub wiecej substratami. Szybkosci poczatkowe reakcji enzy-
matycznej przebiegajacej wedtug mechanizmu sekwencyjnego, uporzad-
kowanego, trzy-trzy (schemat 1), mozna mierzy¢ dla nastepujgcych ze-
spotéw warunkdéw:

EEAEAB{I%(B)C:JEQ?ERE

Schemat 1. Mechanizm reakcji sekwencyjny, uporzadkowany, trzy-trzy

substrat A — zmienne stezenie, substrat B — ustalone stezenie na Kkilku
wybranych poziomach i odwrotnie,

substrat A — zmiennie stezenie, substrat C— ustalone stezenie jak wy-
zej i odwrotnie.

substrat B — zmiennie stezenie, substrat C — ustalone stezenie jak wy-
zej i odwrotnie.

W kazdym z tych przypadkow warunkiem zajscia reakcji jest obecnos¢
trzeciego substratu w mieszaninie reakcyjnej, przy czym jego stezenie
nie jest zmieniane. Istotne jest tylko czy wystepuje on w stezeniu nasy-
cajacym enzym, czy tez w nizszym.

Poniewaz pomiedzy przytgczeniem substratow A i B oraz B r C nie
zachodzi przemiana nieodwracalna, wiec dla tych par substratow otrzy-
mamy przecinajgce sie modele szybko$ci poczatkowych. Przy przewi-
dywaniu modelu szybkosci poczatkowych dla substratow A i C nalezy
zwroci¢ uwage na stezenie substratu B. Dla niskich stezeh B wystapi prze-
cinajacy sie model szybkosci poczatkowych. Przy nasycajacym stezeniu
substratu B model szybko$ci poczatkowych jest réwnolegty, gdyz przy-
tagczenie B zachodzace pomiedzy przytgczeniem A i C jest przemiang nie-
odwracalng o ile [B] jest nasycajace. W ten spos6b mozna wykazac, ktory
z trzech substratow przytacza sie do powierzchni enzymu jako drugi.
Kolejnosci dwoch pozostatlych substratéw tg technikg nie da sie ustalic.

Roéwniez w reakcji przebiegajgcej wedtug mechanizmu typu ping-pong,
dwa-jeden-jeden-jeden (schemat 2) mozna sie spodziewa¢ dla substratow
A i B przecinajgcych sie modeli szybkosci poczatkowych. Natomiast dla
substratow A i C oraz B i C wystagpig rownolegte modele szybkosci poczat-
kowych, gdyz odtgczenie produktu P zachodzace pomiedzy przytaczeniem
pierwszego i drugiego substratu z kazdej pary jest przemiang nieodwra-
calna.
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Schemat 2. Mechanizm reakcji typu ping-pong, dwa-jeden-jeden-jeden

Cleland (14) podat tez zaleznosci dotyczgce mechanizméw o do-
wolnej kolejnosci przytgczania substratow, czy odtgczania produktéw,
gdzie istniejg alternatywne sekwencje reakcji. Przyktadem moze by¢
reakcja enzymatyczna przebiegajgca wedtug mechanizmu sekwencyjnego
o dowolnej kolejnosci, dwa-dwa (poréwnaj schemat 6 wedtug (52)). W tym
przypadku stosujgc reguty 1i 2 mozna dla substratdw A i B przewidzie¢
przecinajgce sie modele szybkosci poczgtkowych. Stwierdzono dodatkowo,
ze jezeli na przyktad przytagczenie substratu A do enzymu utatwia naste-
pnie przytaczenie substratu B, wtedy punkt przeciecia prostych lezy
powyzej osi odcietych. Gdy przytaczenie jednego substratu utrudnia
przytaczenie nastepnego, to punkt przeciecia sie tych prostych lezy ponizej
osi odcietych.

Z przedstawionych danych wynika, ze kazdemu mechanizmowi zto-
zonej reakcji enzymatycznej mozna przyporzgdkowaé pewien charakte-
rystyczny zesp6t modeli szybkosci poczatkowych. Ustalenie na drodze
doswiadczalnej takiego zespotu modeli dla szeregu reakcji enzymatycznych
0 nieznanych mechanizmach, znacznie utatwito dalsze badania eliminujac
sposrod wszystkich mozliwych dla tych reakcji mechanizmoéw, te mecha-
nizmy, dla ktérych modele szybkos$ci poczagtkowych byly niezgodne z wy-
nikami doswiadczen.

2. Badanie hamowania reakcji produktami

Produkty reakcji enzymatycznej sg jej inhibitorami, a wielko$¢ za-
hamowania zalezy od stezenia produktow. W warunkach fizjologicznych
stacjonarne stezenie produktdw reakcji w bezposrednim sgsiedztwie enzy-
mu utrzymywane jest na takim poziomie, ze (pomijajac przypadki regu-
lacji aktywnosci enzymatycznej) hamowanie produktami nie ma istotnego
wptywu na szybkos$¢ przebiegajacych w organizmie procesow metabolicz-
nych (10, 56).

W badaniu mechanizmow reakcji enzymatycznych technika hamo-
wania produktami uzupetnia w znacznym stopniu technike modeli szyb-
kosci poczatkowych. W tej ostatniej rozpatruje sie pary dwoéch substratow
a pomiary szybkosci odnoszg sie do tej fazy reakcji, kiedy nie zdazyty
sie jeszcze nagromadzi¢ wieksze ilosci produktow. Natomiast stosujgc
technike hamowania produktami analizuje sie pary substrat-produkt.
Szybkosci poczatkowe reakcji mierzy sie przy réznych stezeniach jednego



514 J. SLIWOWSKI (8]

substratu (stezenia pozostatych sg ustalone) przy czym dla ustalonej serii

stezen substratu dodaje sie do wyjsciowej mieszaniny r6zne stezenia

produktu witgczajagc w to rowniez stezenie zerowe. Wyniki przedstawione
1 1

graficznie w uktadzie wspdtrzednych “~na stezenie substratu dajg sze

reg prostych, z ktérych kazda odpowiada okreslonemu stezeniu produktu.

Hamowanie reakcji enzymatycznej przez produkt przejawia sie
w zwiekszeniu warto$ci punktu przeciecia prostych z osig rzednych lub
ich nachylenia w stosunku do osi odcietych badz tez w jednoczesnej zmia-
nie obu parametréw.

W dalszym ciggu rozwazane beda trzy rodzaje hamowania: kompe-
tycyjne, czesciowo kompetycyjne oraz niekompetycyjne (10, 47). Liniowa
posta¢ réwnania Michaelisa-Mentena (réwnanie 1) dla tych trzech ro-
dzajow hamowania przyjmie odpowiednio nastepujacg forme (réwnania
3, 4, 5

1 Km "

\% Vo (1+ Kin, X+ vV 3
1 Km 1 i

\ vV '"-A:V

1 Km J1 3

\V V (1+ Kij A"V 1Kl

gdzie [I]— stezenie produktu — inhibitora wyrazone w molach, Kin—
stata inhibicji réwnowazna takiemu [I], przy ktérym nastepuje podwo-
jenie wartosci nachylenia prostej w stosunku do osi odcietych, Kip— stata
inhibicji robwnowazna stezeniu produktu, przy ktdrym nastepuje podwo-
jenie wartosci punktu przeciecia prostej z osig rzednych.

Z postaci réwnania 3 wynika, ze w przypadku hamowania kompety-
cyjnego zmienia sie nachylenie prostej w stosunku do osi odcietych,

K [/ il K
gdyz 1+ ) @ -rE-. Czesciowo kompetycyjne hamowanie produk-

tem (rownanie 4) zmienia warto$¢ punktu przeciecia prostej z osig rzed-
nych bo N y"* PT2Y hamowaniu niekompetycyjnym (rowna-

nie 5) obserwuje sie zmiane obu parametrow.

Réwnanie szybkosci reakcji dla przypadku hamowania produktami
mozna otrzymac¢ z peinego réwnania szybko$ci badanej reakcji, przyj-
mujac, ze stezenia wszystkich produktdw (z wyjatkiem tego, ktdry jest
dodawany do mieszaniny reakcyjnej) sa w czasie pomiaru poczatkowych
szybkos$ci praktycznie réwne zeru. Proste przeksztalcenia algebraiczne
doprowadzajg takie uproszczone ré6wnania szybkosSci reakcji enzymatycznej
w obecnosci okre$lonego produktu do postaci analogicznej z réwnaniem
3, 4 lub 5 Na przyktad petne réwnanie na szybkos$¢ reakcji przebiegajgce;j
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wedtug mechanizmu sekwencyjnego, uporzadkowanego, jeden-dwa (por.
poprz. artykut (52)) mozna przeksztatci¢ do postaci, w ktérej wystepuja
wyltacznie state kinetyczne. RAdwnanie petne ma postac:

v .U m-M )
VvV =

Kar+v/T+ MJE | + KylQl * VIRI[Q] mVHA[F]

przy czym z zaleznosci Haldane wynika, ze:

_ ViKipK,, = VxKKig
VXa VXa
Rozpatrujemy dwa warianty warunkow pomiaréw szybko$ci poczat-
kowych (w reakcji bierze udziat tylko jeden substrat)
a) zmienne stezenia substratu A — obecny produkt P
b) zmienne stezenia substratu A — obecny produkt Q
Dla wariantu a) korzystajac z rownania 6 otrzymuje sie:

vV - V' Al 8
Kas2+v2[A]+™ +Yem
-"eq -ip
Aby z réwnania 8 wyeliminowaé¢ Keq skorzystano z réwnania 7 i otrzy-
mano postac

v = ViVIA ] = Vj[A] 9

™ 2 N |
K.V2+ VAA] + \ﬁer]\idI + f\iE K,+[A]l+! f +tfS

Réwnanie 9 przeksztatcono:

K ,rAl, KdP] [AlP]
L= a_ J KpKig+ Kip Ka 1 KJP] [Al[P]
v Vi[A] Vi[A] +KpViK”"A] 1V iB 41U

i po przegrupowaniu réwnania 10 otrzymano:

vo 0% oikxigal va okl

Z postaci rownania 11 wynika, ze produkt P jest inhibitorem niekompe-
tycyjnym reakcji (por. réwnanie 5). Dla wariantu b) po analogicznych
przeksztatceniach otrzymano nastepujace réwnanie szybkos$ci reakcji
w obecnos$ci produktu Q

i =it (i+M\. L+ L i2
% v KJ  TA] +7V,

Produkt Q wywotluje wiec inhibicje kompetycyjng (por. réwnanie 3).
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Do tych samych wnioskow mozna doj$s¢ znacznie szybciej korzystajac
bezposrednio z regut Clelanda. Z reguty 1 wynika, ze warto$¢ punktu
przeciecia prostej z osig rzednych ulega zmianie gdy produkt-inhibitor
taczy sie z inng formg enzymu niz substrat o stezeniu zmienianym przy
pomiarach szybkosci poczatkowych. Zmiana wielkosci nachylenia w sto-
sunku do osi odcietych pod wptywem produktu oznacza zgodnie z reguita
2, ze produkt-inhibitor taczy sie z tg samg formg enzymu, co substrat
0 zmienianym stezeniu lub, ze przemiany, w ktorych substrat i produkt
przytaczaja sie do form enzymu nie sg rozdzielone przemiang nieodwra-
calng. Dla mechanizmu sekwencyjnego, uporzagdkowanego, jeden-dwa
wielkos¢ nachylenia prostych w stosunku do osi odcietych zmienia sie
zarowno wtedy gdy inhibitorem jest produkt P (pomiedzy przytgczeniem
produktu P isubstratu A nie zachodzi przemiana nieodwracalna) jak i gdy
inhibitorem jest produkt Q (produkt tgczy sie z tg sama formg enzymu co
substrat A). Warto$¢ punktu przeciecia z osig rzednych zmieni sie tylko
wtedy, gdy inhibitorem jest produkt P. Tak wiec produkt P jest inhibito-
rem niekompetycyjnym, poniewaz zmienia zaréwno wielkos¢ nachylenia
jak i punkt przeciecia prostej, produkt Q za$ zmienia tylko wielko$¢ na-
chylenia prostej, czyli jest inhibitorem kompetycyjnym.

Dla reakcji enzymatycznej przebiegajacej wedtug mechanizmu typu
ping-pong, dwa-dwa (por. schemat 7 wg (52)) istniejg cztery warianty
warunkéw, w ktérych mozna zmierzy¢ szybkosci poczatkowe reakcji wo-
bec produktu P jako inhibitora. Analogiczne cztery warianty mozna
wyrdzni¢ dla hamowania produktem Q. Warianty te i rodzaje hamowania
przewidziane dla rozwazanej reakcji enzymatycznej wedtug regut 1 i 2
zestawiono w tablicy 1

Tablica 1

Hamowanie produktami reakcji enzymatycznej przebiegajacej wedtug mechanizmu
typu ping-pong, dwa-dwa

Substrat, ktérego stezenie zmieniamy

A B
Produkt stezenie B . stezenie A .
nizsze od nasycajace nizsze od nacycajgce

nasycajacego stezenie B nasycajacego stezenie A

P hamowanie nie-  nie ma hamowa- hamowanie hamowanie
kompetycyjne nia kompetycyjne kompetycyjne

Q hamowanie hamowanie hamowanie nie ma hamowa-
kompetycyjne kompetycyjne niekompetycyj-  wania

ne
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Na blizsze omoéwienie zastuguje wariant, w ktéorym produkt P nie
powoduje hamowania. Dlaczego tak sie dzieje? Jezeli substrat B wystepuje
w stezeniu nasycajacym, wtedy znacznie obniza sie stacjonarne stezenie
formy enzymu F, z ktérg wigze sie ten substrat, wzrasta natomiast sta-
cjonarne stezenie kompleksu FB. Produkt P, ktory wykazuje powino-
wactwo rowniez do formy enzymu F nie ma sie juz z czym #gczy¢ i nie
dziata hamujgco.

Tablica 2 zestawia rodzaje hamowania produktami, ktére mozna prze-
widzie¢ dla reakcji enzymatycznej przebiegajacej wedtug mechanizmu
sekwencyjnego, uporzagdkowanego dwa-dwa (schemat 1, wg (52)).

Tablica 2

Hamowanie produktami reakcji enzymatycznej przebiegajacej wg mechanizmu sek-
wencyjnego, uporzgdkowanego, dwa-dwa

1 - .
Substrat, ktérego stezenie zmieniamy
A B
Produkt stezenie B . stezenie A .
nizsze od na§yc§1qce nizsze od nasyca_Jace
nasycajgcego stezenie B nasycajacego stezenie A
P hamowanie hamowanie hamowanie hamowanie
niekompety- cze$ciowo kom- niekompety- niekompety-
cyjne petycyjne cyjne cyjne
Q hamowanie hamowanie hamowanie nie ma hamo-
kompetycyjne kompetycyjne niekompety- wania
cyjne

Badajagc mechanizmy reakcji enzymatycznych omawiang technikg na-
lezy zwréci¢ uwage na mozliwos$¢ szczego6lnego rodzaju hamowania, mia-
nowicie zwiazki nie bedace substratami ani produktami danej reakcji
tworzg niekiedy z enzymem kompleksy, ktére nie ulegajg juz przemianom
(ang. dead-end inhibition). Dla tego rodzaju hamowania proponuje sie
polski termin — hamowanie przez niedysocjujgce kompleksy. Takie inhi-
bitory zmieniajg wielko$¢ nachylenia lub warto$¢ punktu przeciecia pro-
stej tylko wtedy, gdy przytaczajg sie do enzymu wczesniej niz substrat
0 zmienianym stezeniu (11).

Czesciej wystepuje mieszane hamowanie: produktami i przez niedy-
socjujagce kompleksy. Mozliwe jest ono wtedy, gdy produkt moze sie
faczy¢ rowniez z inng formg enzymu niz ta, z ktorg jest normalnie pota-
czony. Skutki obu rodzajéow hamowania naktadajg sie wéwczas i zmiany
stopnia nachylenia i wartosci punktow przeciecia z osig rzednych nie sg
proporcjonalne do stezenia inhibitora.

3 Postepy Biochemii
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3. Badanie wymiany izotopowej w réwnowadze

Sposéb ten polega na wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej zna-
kowanego substratu lub produktu i mierzeniu radioaktywnosci, ktéra
przechodzi do innych zwigzkéw biorgcych udziat w reakcji (4, 14). Mierzy
sie woéwczas catkowitg szybkos$¢ reakcji w danym Kkierunku, a nie szybkos$é
»,hetto” jak to ma miejsce przy badaniu modeli szybkosci poczatkowych
i hamowania produktami. Zatozenia stanu stacjonarnego w takim ujeciu
w jakim byly stosowane do wyprowadzenia réwnan szybkosci dla reakcji
enzymatycznych (52) nie sg spetnione przy badaniu przemieszczania sie
radioaktywnos$ci pomiedzy substratami i produktami (14).

Badanie wymiany izotopowej w réwnowadze pozwala odrézni¢ me-
chanizmy sekwencyjne uporzgdkowane od mechanizmow sekwencyjnych
o dowolnej kolejnosci. Okazato sie, ze dla reakcji, co do ktérych badania
modeli szybkosci poczatkowej i hamowania produktami sugerowaly me-
chanizm uporzgdkowany kinetyka wymiany izotopowej w réwnowadze
ujawniata istnienie sekwencji alternatywnych (5, 58).

Najprostszym zaproponowanym wytlumaczeniem tych rozbieznoSci
(44) jest sugestia, ze alternatywnych sekwencji reakcji, ktére w warunkach
pomiaru szybkosci poczatkowych przebiegajg z wielokrotnie mniejszg
szybkos$cig niz gtéwny ciagg przemian nie mozna wykry¢ badajac szybkos¢
»netto”.

I1l1. Przyklady zastosowania techniki badania modeli szybkosci poczat-
kowych i hamowania produktami

Najlepszg ilustracja przedstawionych rozwazan teoretycznych bedzie
pokazanie w jaki sposob byly one stosowane przez badaczy do rozwigzy-
wania konkretnych problemoéw.

Prenylotransferaza EC.25.1.1. Cornforth i wsp. (16) wykazali,
Zze enzym ten wystepujacy w watrobie Swini katalizuje reakcje przedsta-
wiong na schemacie 3, ktdra jest etapem biosyntezy izoprenoidow.

Ustalili tez szereg szczegdtdw dotyczacych tej reakcji, jak na przyktad,
ze uwalniany pirofosforan nieorganiczny pochodzi z pirofosforanu izo-
pentenylu (17). Wszystkie te dane nie wyjasnity jednak mechanizmu re-
akcji. Zagadnienie to rozwigzali Holoway i Popjak (31), stosujac
technike hamowania produktami: nieorganicznym pirofosforanem i piro-
fosforanem farnezylu. Wyniki tych badan przedstawione sg na rysunku
3a boraz 44, b, c

Pirofosforan farnezylu zachowuje sie jak inhibitor niekompetycyjny
bez wzgledu na to czy substratem, ktorego stezenie zmienia sie jest piro-
fosforan geranylu (rysunek 3a), czy pirofosforan izopentenylu (rysunek
3b). Nieorganiczny fosforan jest inhibitorem kompetycyjnym gdy zmienia
sie stezenie pirofosforanu geranylu (rysunek 4a) i inhibitorem niekompe-
tycyjnym w stosunku do pirofosforanu izopentenylu (rysunek 4c).
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H2 CH3
HoC
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Ve b Yy cH.-0-0-0 e h2 0-® A d
Hel o c % H2C
| | |
H H2 H H2
/
pirofosforan geranylu ! / ! pirofosforan tzopentenylu
4 pirofosforan nieorganiczny
H2 CH3 H2 CH3
HXN
C c c c CH2Z0—®®
! %eY c

H H2 v H2 H

pirofosforan farnezylu

Schemat 3. Reakcja katalizowana przez prenylotransferaze (EC. 2.5.1.1) z watroby
Swini (wg 16)

Taki zespot rodzajéow hamowania produktami odpowiada mechanizmo-
wi typu izo-ping-pong, dwa-dwa (schemat 8 wg (52)) lub mechanizmowi
sekwencyjnemu, uporzadkowanemu, dwa-dwa. Jednakze fakt, ze pirofo-

sforan nieorganiczny pochodzi z pirofosforanu izopentenylu wyklucza
pierwszy mechanizm (9).

-3-2-10 1 23 4 64 1 024628 DDR

JO'g[pirofosforan W-~3[pirofosforan izopentenylu](M4)
geranyluJiM"}

Rys. 3a,b. Wpiyw pirofosforanu farnezylu na szybko$ci poczatkowe (v) reakcji
prenylotransferazy (wg 31)
Pirofosforan fernezylu w stezeniach: O —zero, O —2, V—4, ¢ —8 uM
a) stezenie pirofosforanu geranylu zmienia sie, stezenie pirofosforanu izopentenylu state
(0.9 uM;)
b) stezenie pirofosforanu geranylu state (3 uM); stezenie pirofosforanu izopentenylu zmienia sie.

Poréwnanie ustalonych rodzajéw hamowania z danymi z tablicy 2
pokazuje, ze jako pierwszy przytgcza sie do powierzchni enzymu piro-
fosforan geranylu (A) a jako drugi — pirofosforan izopentenylu (B). Pierw-
szym zwiazkiem dysocjujacym z powierzchni enzymu jest pirofosforan
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10 12 3 4
W -3 [piroFosforan

geranyta](M4) W~@[oirofosforan geranglu](M )

Rys. 4a,b,c. Wplyw nieorganicznego pirofosforanu na szybko$ci poczatkowe (v)
reakcji prenylotransferazy (wg 31)

Nieorganiczny pirofosforan w stezeniach: O —zero, O —05 V — A—10> « —

a) i b) stezenie pirofosforanu geranylu zmienia sie, przy czym w a) stosowano wyzsze niz

w b); stezenie pirofosforanu izopentenylu state (1,0 [iM w b) i 1,0 uM w a); c) stezenie pirofosfo-
ranu izopentenylu zmienia sie, stezenie pirofosforanu geranylu state (3 uM)

farnezylu (P), drugim — pirofosforan nieorganiczny (Q) (por. ze sche-
matem 1 wg (52)).

Galaktokinaza EC.2.7.1.6. Cardini i Leloir (8 oraz Kalckar
(34) stwierdzili, ze enzym ten otrzymany w stanie znacznie oczyszczonym
z Escherichia coli (46), drozdzy (28) i watroby Swini (3) katalizuje reakcje
przedstawiong na schemacie 4.

galaktoza-fMg-ATP  galaktozo-1-fosforan +Mg-ADP+H+
Schemat 4. Reakcja katalizowana przez galaktokinaze (EC. 2.7.1.6.).

Mechanizm dla reakcji katalizowanej przez galaktokinaze z E. coli za-
proponowali Gulbinsky i Cleland (24). Zastosowali oni technike
badania modeli szybkosci poczgtkowych, hamowanie produktami a po-
nadto badali wymiane izotopowag w réwnowadze.
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Wyniki badah modeli szybkosci poczatkowych uzyskane przez Gu 1-
binsky’ego i Clelanda (24) przedstawiono na rysunkach 5 a, b.

0 04 08 12 16 04 08 IZ
f/[[galaktoza]mM~1 ¥[galaktoza 1-fosforanJmM’

Rys. 5a, b. Modele szybkos$ci poczatkowych reakcji katalizowanej przez galaktokinaze
z E. coli (wg 24).

a) stezenie galaktozy zmienia sig, stezenie Mg-ATP: (1) 0.884, (2) 0590, (3) 0.295, (4) 0.205,
(5) 0.154 mM.
b) stezenie galaktozo-l-fosforanu zmienia sig¢, stezenie Mg-ADP: (1) 0502, (2) 0.250, (3) 0.166,
(4) 0125 mM. Szybkosci poczatkowe sg wyrazone w: uM galaktozo-l-fosforanu na minute (a)
i M ATP na minute (b).

Zarowno galaktoza jako substrat o zmienianym stezeniu (rysunek 5a)
jak i galaktozo-1-P (rysunek 5b) dajg przecinajace sie modele szybkosci
poczatkowych. Wykluczony jest wiec mechanizm typu ping-pong. Mozli-
wy jest nadal mechanizm sekwencyjny, uporzagdkowany, dwa-dwa i me-
chanizm sekwencyjny o dowolnej kolejnosci, dwa-dwa.

Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, ze rysunek 5b przedstawia model po-
czatkowych szybkosci dla reakcji ,,wstecz” gdy w mieszaninie reakcyjnej
jest galaktozo-1-P i Mg-ADP, nie wystepuje za$ poczatkowo galaktoza
i Mg-ATP.

Wyniki badania hamowania produktami przedstawiono na rysunkach
6a b c d

Galaktozo-1-P jest prawdopodobnie kompetycyjnym inhibitorem
w stosunku do galaktozy jako substratu, ktorego stezenie zmienia sie
(rysunek 6a) i niekompetycyjnym inhibitorem w stosunku do Mg-ATP
(rysunek 6b). Mg-ADP jest kompetycyjnym inhibitorem w stosunku do
Mg-ATP (rysunek 6c) i niekompetycyjnym inhibitorem w stosunku do
galaktozy (rysunek 6d). Z tablicy 2 wynika, ze dla mechanizmu sekwen-
cyjnego, uporzadkowanego, dwa-dwa wystepuje tylko jedno hamowanie
kompetycyjne, pomiedzy pierwszym przytgczajagcym sie do enzymu sub-
stratem i drugim odtgczajacym sie od enzymu produktem. Te dane w po-
taczeniu z faktem, ze state inhibitorowe ulegajg zmianie wraz ze zmiang

stezenia substratow wykluczyty mechanizm sekwencyjny uporzadkowany
dwa-dwa.
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Jedynym niewyeliminowanym mechanizmem pozostaje wiec mecha-
nizm sekwencyjny o dowolnej kolejnosci dwa-dwa (por. ze schematem 6
wg (52)). Badanie wymiany izotopowej potwierdzito wystepowanie dwach
niedysocjujacych komplekséw: enzym-galaktoza-Mg-ADP i enzym-Mg-
-ATP-galaktozo-1-P.

b)

| 2 3
V[ palaktoza] mH

0 1 2
!/[galaktoza] MM 1

Rys. 6a, b, ¢, d. Hamowanie produktami reakcji katalizowanej przez galaktokinaze
(EC. 2.7.1.6)) (wg 24).

a) galaktozo-fosforan jako inhibitor w stezeniu (1) zero, (2) 0.394, (3) 0.910, (4) 151 mM. Stezenie
glukozy zmienia sie, stezenie Md-ATP state (0.641 mM).
b) galaktozo-fosforam jako inhibitor, stezenie Mg-ATP zmienia sig, stezenie galaktozy state;
c¢) Mg-ADP jako inhibitor, stezenie Mg-ATP zmienia sig, stezenie glukozy state;
d) Mg-ADP jako inhibitor, stezenie galaktozy zmienia sig, stezenie Mg-ATP state.
Szybkosci poczatkowe wyrazone w: TuM powstajgcego galaktozo-I-fosforanu/min.

IV. Przeglad reakcji enzymatycznych o znanym mechanizmie

Przystepujac do przegladu reakcji, ktorych mechanizm zostat ustalony
(chociaz z réznym stopniem pewnos$ci) nalezy zwrdci¢ uwage, ze mecha-
nizm niektorych reakcji enzymatycznych czasami badano kolejno w kilku
pracowniach a uzyskanie nowych faktow doswiadczalnych, czesto po-
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ciggato za sobg zmiane interpretacji. W takim przypadku przeglad ten
przedstawia interpretacje nowsza podajac jednak odnosniki do prac
wczesniejszych.

1. Mechanizmy sekwencyjne
1.1. Mechanizmy sekwencyjne uporzagdkowane

Dehydrogenaza alkoholowa z watroby konia EC.1.1.1.1. katalizuje
reakcje wg schematu 5.

Ponadto udowodniono istnienie niedysocjujacych kompleksow:
E-NAD-aldehyd i E-zred.NAD-alkohol (58, 59). Doktadne badania wyka-
zaly, ze chociaz w pewnych warunkach stezeA nastepuje czes$ciowa dyso-
cjacja tych komplekséw co stwarza mozliwo$¢ alternatywnych sekwencji
reakcji, to jednak w warunkach fizjologicznych reakcja biegnie wedtug
mechanizmu uporzagdkowanego (48, 18, 19, 20).

NAD Alkohol Aldehyd Zred.NAD

E E-NAD E-NAD-alkohol , E-zredNAD E
E-zred.NAD-aldehy«

Schemat 5. Mechanizm reakcji dehydrogenazy alkoholowej wg (58, 59 oraz 55, 1WA,
19, 20).

Dehydrogenaza jabtczanowa, mitochondrialna EC.1.1.1.37. dziata jak
pokazano na schemacie 6. Stosujagc metode wymiany izotopowej w row-
nowadze wykazano mozliwo$¢ alternatywnej sekwencji reakcji przy pH
9 (49).

NAD Jabiczan Szczaniaoetan Zred.NAD
£ E-NAD (E-NAD-jablezan E-zred. NAD E
E-zrea. NAD-szcza-
\wioactan

Schemat 6. Mechanizm reakcji dehydrogenazy jabtezanowej wg (41, 42, 43 oraz
27, 49).

Mechanizm dziatania dehydrogenazy jabtezanowej (dekarboksylujgcej)
(NAI*>) z watroby gotebia przedstawia schemat 7.

Dehydrogenaza glukoza-6-fosforanowa z erytrocytdw ludzkich,
EC.1.1.1.49 dziata 'najprawdopodobniej wedtug schematu 8. Jednak nie
wykluczono catkowicie mozliwos$ci, ze reakcja ta przebiega wedtug me-
chanizmu sekwencyjnego o dowolnej kolejnosci przy czym tworzytby sie
niedysocjujagcy kompleks E-glu-6-P-zred.NADP (50).
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6-fosfogiukono-

NADP  Glukozo-6-fosforan lakton Zred.NADP
E E-NADP (E-NADP-glu. 6-fosforan | E-zred. NADP E
"E-zred. NADP-6-fosfo- J

\ glukonolakton /
Schemat 7. Mechanizm reakcji dehydrogenazy jabtczanowej, dekarboksylujacej
(NADP) wg (33).

NADP  Jabiczan C02  Pirogronian  Zred.NADP

E  ENADP [E-NADP-jablczan E-zred. NADP- E-zredMDP E
-zred. NADP-  /  -pirogronian
\-pirogronian CCx/

Schemat 8. Mechanizm reakcji dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej wg (50).

Mechanizm reakcji katalizowanej przez heksokinaze z drozdzy

EC.2.7.1.1. obrazuje schemat 9.

Glukoza Mg-ATP Mg-ADP Glukozo-6-fosforan
E E-atukoza (E-glukoza-Mg-ATP \ E-glukozo- E
I E-g'ukozo-6-fosforan-\ 6-fosforan
| -Mg-ADP /

Schemat 9. Mechanizm reakcji heksokinazy wg (40, 23, 60 oraz 26 i 22).

1.2. Mechanizmy sekwencyjne o dowolnej kolejnosci

Dla dehydrogenazy izocytrynianowej (NADP) z cytoplazmy komorek
ssakdéw, EC.1.1.1.42 postuluje sie mechanizm sekwencyjny o dowolnej
kolejnosci, zaktadajac, ze funkcjg tego enzymu jest reduktywna karbo-
ksylacja 2-okso-glutaranu do izocytrynianu, ktéry przeksztalca sie na-

LredNADP  2-oksoglutaran Izocytrynian  NADP

E-zredNADP  E-zred. NADP- NADP

-2-oksoglutaran &

\ / (E-zred.NADPCO2  \\

EzedNADP EzredNADP-O02 /  1-2-oksoglutaran ] \E-izocgtrynian
\E-NADP-izocytrynian]

E

ZredNADP Q2 2- oksoglutaran mp Izocytrynian

Schemat 10. Mechanizm reakcji dehydrogenazy izocytrynianowej (NADP) wg (15).
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stepnie w cytrynian a ten stuzy jako prekursor kwasow tluszczowych.
Schemat 10 przedstawia dwie z szeSciu mozliwych kolejnosci przytaczania
substratow do powierzchni enzymu (15).

Fosjorybozylotransferaza hipoksantynowa z erytrocytéw ludzkich
EC.2.4.2.8 dziata rowniez wedlug mechanizmu sekwencyjnego. Wyniki
badan Hendersona i wsp. (29) wykluczyty mozliwos¢ mechanizmu
typu ping-pong. Kolejno$é przytaczania substratéw i odtgczania produktow
w tej reakcji nie zostata jeszcze ustalona.

Kinaza NAD z watroby gotebia, EC.2.7.1.23 katalizuje reakcje wedtug
schematu 11. Substratem i produktem tej reakcji jest wiec nie ATP
i ADP ale kompleksy Mg-ATP i Mg-ADP (2).

MyATP Mg-ADP HADP
\
E-NAD E-NADP
(E-Mg-ATP-NAD )
EMg-ATP (E-Mg-ADP-NADPJ E-Mg-ADP
Mg-ATP NAD NADP

Schemat 11. Mechanizm reakcji kinazy NAD wg (2).

Schemat 12 obrazuje dziatanie kinazy pirogronianowej, EC.2.7.1.40.

Fosfoenolopirogronian Mg-ADP Pirogronian Mg-ATP

E-fosfoenolopiro- E-Mg-ATP
gron/an

E-Mg-ADP-fosfo- . .
E-Mg-AOP *enolopirogronian  \ E-pirogronian s
E-Mg-ATP-pirogronian

Mg-ADP Fosfoenolopiro- Mg-ATP  Pirogronian
gronian

Schemat 12. Mechanizm reakcji kinazy pirogronianowej wg (37).

Kinaza kreatynowa z miesni krolika, EC.2.7.3.2. dziata wedtug sche-
matu 13. Oprécz Mg2+ role czynnika kompleksujgcego mogg spetnia¢ jony
Ca2+ i Mn2+ (39).

Kinaza adenylanowa z drozdzy i mies$ni krolika, EC.2.7.4.3. katalizuje
reakcje wedtug schematu 14. AMP i ADP mogg tworzy¢ niedysocjujgce
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kompleksy (45). Kinaza adenylanowa z mie$ni krolika ma dwa miejsca

wiazace: jedno dla nukleotydéw chelatowanych Mg2+, drugie dla nukle-
otydéw niechelatowanych (45).

Mg-ATP Kreatyna Fosfokreatyna Mg-ADP
E-Mg-ATP E-Mg-ADP
(E-Mg-ATP-kreatyna)
E-kreatgna 'E-Mg-ADP-fosfo- E-fasfakreatyna

kreatyna

Kreatyna Mg-ATP Mg-ADP Fosfokreatyna

Schemat 13. Mechanizm reakcji kinazy kreatynowej wg (38, 39).

Mg-ADP ADP Mg-ATP AMP
E-Mg-ADP E-AMP
(E-Mg-ADP-ADP)
E-ADP IE-Mg-ATP-AMP7 E-Mg-ATP
ADP Mg-ADP AMP Mg-ATP

Schemat 14. Mechanizm reakcji kinazy adenylanowej wg (45, 51).

Schemat 15 przedstawia mechanizm dziatania liazy cytrynianowej
EC.4.1.3.1.

Bursztynian Glioksatan
Izocgtrynian
E-glioksalan
E-izocytrynian )
E-Ibu rsztynian-gtioksa- E-bursztgnian
an
Glioksatan Bursztynian

Schemat 15. Mechanizm reakcji liazy izocytrynianowej wg (21).

Liaza adenylo-bursztynianowa EC.4.3.2.2. katalizuje reakcje wedtug
schematu 16.
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Fumaran AMP
Adenyloburszfynian
E /E-AMP-bur.sztynian)
\E-AMP-fumaran *
AMP Fumaran

Schemat 16. Mechanizm reakcji liazy adenylobursztynianowej wg (6).

2. Mechanizmy typu ping-pong

Dehydrogenaza glicerolowa (NADP) EC.1.1.1. z mie$ni szczura katali-
zuje reakcje wedtug mechanizmu typu izo-ping-pong, dwa-dwa (sche-
mat 17), w ktdrym nastepuje izomeryzacja stabilnej formy enzymu (54).

Aldehyd glicerynowy NABP Zred.NADP Glicerol

ENADP (E-NADP-aldehyd  F-g/icerol E-zredHADP-  F-zredMDP
glicerynowy glic. E-NADP
,F-HADP-glicerol)

Schemat 17. Mechanizm reakcji dehydrogenazy glicerolowej (NADP) wg (54).

Hydroksylaza DOPA-aminy, EC.1.14.2.1 dziata takze wedlug mecha-
nizmu ping-pong. Dotychczas nie zostata jednak ustalona wzgledna ko-
lejno$¢  przytagczania do enzymu 3,4-dwuhydroksyfenyloetyloaminy
(D.H.F.E.A)) i 02o0raz wzgledna kolejno$¢ uwalniania z powierzchni enzy-
mu noradrenaliny i H2D. Na schemacie 18 kolejno$¢ zaproponowana dla
tych zwiazkéw jest hipotetyczna, natomiast wszystkie inne zaleznosci
zostaty udowodnione doswiadczalnie (25).

Dehydro-
Askorbinian askorbinian DHFEA 02 Noradrenalina HO
E (E-askorbinian )) FDHEFA (F-OHFEA-Oz \ E-HrO E
\F-dehydroaskorbinian E-noradrena-

\ lina-H20 J

Schemat 18. Mechanizm reakcji hydroksylazy DOPA-aminy wg (25) (DHFEA, 3,4-
-dwuhydroksyfenyloetyloamina).

Aminotransferaza asparaginianowa z serca $wini EC.2.6.1.1. (schemat
19) i aminotransferaza alaniny, EC.2.6.1.2 (schemat 20) dziatajg réwniez
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wedtug mechanizmu ping-pong. W obu tych reakcjach koenzym nie od-
dysocjowuje od powierzchni enzymu. Transaminacja powoduje przeksztat-
cenie kompleksu enzym-fosforan pirydoksalu (E-P.K.) w kompleks en-
zym-fosforan pirydoksaminy (E-P.A.), a reakcja z ketokwasem przywraca
stan wyjsciowy.

Asparaginian Szczaniaoctan ~ 2-oksoglutaran Glutaminian
E-PK  (E-P.K-asparaginian F-P.A. F-P.A-2-oksoglutaran)  E-PK
[F-P.A- szczawiooctan) EE-P K.-glutaminian

Schemat 19. Mechanizm reakcji aminotransferazy asparaginianowej wg (30).

Alanina Glutaminian
EPK -P. K-alanina FP.A. (F-P.A.-2-oksoglutaran) E-P.K
-P.A-pirogronian ,E-PK.-glutaminian )

Schemat 20. Mechanizm reakcji aminotransferazy alaninowej wg (7).

Reakcja katalizowana przez aminotransferaze tyrozynowa z watroby
szczura, EC.2.6.1.5 rézni sie tym od reakcji innych aminotransferaz, ze
koenzym moze catkowicie oddysocjowa¢ od enzymu (35, 36).

Do enzyméw dziatajagcych wedtug mechanizmu ping-pong nalezg tez
kinaza argininowa z langusty, EC.2.7.3.3 (schemat 21) i fosfataza kwas$na
z ziemniakéow, EC.3.1.3.2 (schemat 22).

Mg-ATP Mg-ADP Arginina Fosfoarginina
E (E-Mg-ATP) F (F-arginina ) E
| ~Mg-ADPj (E-fosfoarginina)

Schemat 21. Mechanizm reakcji kinazy argininowej wg (55).

J3-gticerofosforan Glicerol H0 Fosforan nieorg.
E (E-Ji-gticerofosforan) F (F-H20 ) f
[F-glicerol / \E-fosforan)

Schemat 22. Mechanizm reakcji fosfatazy kwasnej wg (32).

V. Zakonhczenie

Warto zwr6ci¢ jeszcze uwage na kilka bardzo istotnych zagadnien,
ktére w calej masie podanych w tym i poprzednim (52) artykule teorii,
faktow, sposobow intepretacji mogly pozosta¢ niezauwazone.
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Metody badania mechanizmow reakcji enzymatycznych sg stosowane
in vitro. W takich badaniach uzywa sie krystalicznych enzyméw lub
oczyszczonych w znacznym stopniu preparatow enzymatycznych. Nie-
ktére stosowane przy pomiarach szybkosci poczatkowych reakcji stezenia
substratow czy produktow sg niefizjologiczne. Nie mozna w sposéb jedno-
znaczny odpowiedzieé¢ na pytanie w jakim stopniu to co zostato ustalone
in vitro jest prawdziwe in vivo. Prawdopodobnie pewne alternatywne
sekwencje reakcji typowe dla mechanizméw o dowolnej kolejnosci przy-
taczania substratow i odigczania produktow nie zachodza w nieuszko-
dzonej komorce.

Opisane metody badania mechanizmoéw reakcji stosowano, gdy enzym,
substraty i produkty mozna byto rozpusci¢ w odpowiednich buforach.
Ograniczato to mozliwos¢ badan niemal wytgcznie do tak zwanych enzy-
moéw rozpuszczalnych lub do enzymoéw, ktdre mozna uwolni¢ ze struktur
komdrkowych zachowujgc ich aktywno$¢. Mechanizmy reakcji katali-
zowanych przez enzymy trwale wbudowane w struktury pozostajg
w dalszym ciggu prawie catkowicie nieznane.

Omawiajgc techniki ustalania mechanizméw reakcji enzymatycznych
nie wspomniano tez, ze do wyznaczania statych Michaelisa, statych inhi-
bitorowych czy szybkosci maksymalnych reakcji nie stosuje sie trady-
cyjnych metod graficznych poniewaz sg one subiektywne i mato dokiadne.
Analityczne metody wyznaczania statych kinetycznych reakcji enzyma-
tycznych uzywane obecnie opierajg sie na teorii btedéw oraz matema-
tycznych metodach interpolacji i aproksymacji danych doswiadczalnych
uzyskanych z pomiaréw szybkosci poczatkowych reakcji enzymatycznych
przy réznych stezeniach substratéw i produktow (13, 57). Opracowano
szereg programéw umozliwiajagcych obliczenie potrzebnych statych kine-
tycznych przy zastosowaniu maszyn matematycznych (12). Omdwienie
tych zagadnien wykracza jednak poza ramy tego artykutu.
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KRZYSZTOF SZYMBORSKI *

O mozliwosci wystepowania oddziatywan donorowo-akceptorowych
w uktadach biologicznych

On the Possibility of Donor-Acceptor Interactions in Biological Systems

The theory of donor-acceptor complexes has been outlined and experimental
data indicative of such interactions in biological systems have been critically
reviewed.

Wszystkie czgsteczki chemiczne znajdujgce sie w niewielkiej wzajem-
nej odlegtosci oddziatywuja na siebie za posrednictwem sit o rozmaitym
charakterze. Do oddziatywan tych nalezy przyciaganie lub odpychanie
wypadkowych tadunkoéw elektrycznych, trwatych lub indukowanych di-
poli, a takze oddzialywanie dyspersyjne. Wszystkie wymienione przy-
padki stanowig oddziatywania niespecyficzne i wystepujg — w mniejszym
lub wiekszym stopniu — pomiedzy parami dowolnych czasteczek. Od-
dziatywania typu donorowo-akceptorowego, ktérym posSwiecony jest ten
artykut, nalezg do oddziatywan o duzym stopniu specyficznosci. Obecnos$é
ich wigzano zwykle z istnieniem tak zwanych komplekséw z przeniesie-
niem tadunku (ang. charge-transjer complexes, W skrocie kompleksy c-t)
posiadajagcych charakterystyczne witasnosci optyczne. Oddziatywania te
nie zawsze jednak prowadzg do tworzenia sie kompleksow i wiasciwa ich
definicja jest szersza, a jednocze$nie bardziej Scista. Zostanie ona podana
w czesci dotyczacej teorii.

Cho¢ znaczenie biologiczne oddziatywan donorowo-akceptorowych nie
zostato w peini wyjasnione, ich interesujgcy z wielu wzgleddw charakter,
a takze dotychczasowe wyniki doswiadczalne pozwalajg przypuszczaé, ze
w wielu przypadkach mogg one spetnia¢ w uktadach biologicznych pewne
specyficzne funkcje. Nie wystepuja one nigdy w stanie ,czystym”, lecz
zawsze obok innych oddziatywan, jednakze moga niekiedy stanowié isto-
tny— jakkolwiek niewielki — przyczynek do energii stabilizujgcej nie-

* Mgr, Katedra Biofizyki, Uniwersytet Warszawski, Warszawa.
Wykaz stosowanych skrotow: OYE — ,stary z4ity ferment”, c-t— przeniesienie
tadunku (ang. charge transfer), ERP — elektronowy rezonans paramagnetyczny.
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ktore kompleksy miedzyczasteczkowe. Rola ich w takim przypadku jest
0 tyle interesujaca, ze wielko$¢ oddziatywarn donorowo-akceptorowych
zalezy w znacznym stopniu od potozenia sktadnikéw kompleksu wzgledem
siebie. W kompleksach par czasteczek o wiasnosciach donatorow i akcep-
torow oddziatywania te powodowa¢ mogg catkowite przeniesienie elektro-
nu z czasteczki donatora na akceptor, na przykiad w reakcjach oksydore-
dukcyjnych, miedzy innymi w taficuchu oddechowym. Oddziatywania do-
norowo-akceptorowe decydowa¢ mogg takze o kierunku zachodzenia i Kki-
netyce szeregu innych reakcji chemicznych. Zagadnieniu temu poswiecony
jest artykut E. Kosowera (45). W skondensowanych uktadach barw-
nikow (w krysztatach molekularnych) moga one powodowac pojawienie
sie pasm przewodnictwa (73). Oddziatywania stabilizujagce kompleksy
koordynacyjne jonéw metali o charakterze amfoterycznym sg takze typu
donorowo-akceptorowego, kompleksy te maja jednak specyficznie od-
mienny charakter opisywany odrebng teorig (26). W artykule tym nie
bedg one omawiane.

Zagadnieniu komplekséw z przeniesieniem tadunku poswiecono wiele
badan, z ktérych wiekszo$¢ ma charakter podstawowy i dotyczy aspektow
fizyko-chemicznych tych oddziatywan. Wyniki ich sg interesujgce dla
biochemikéw ze wzgledu na role, jakg oddziatywania donorowo-akcepto-
rowe mogtyby odgrywac¢ w uktadach biologicznych. Wyrazem tego zainte-
resowania, a jednoczes$nie czynnikiem pobudzajgcym je stata sie miedzy
innymi wydana w roku 1960 ksigzka Alberta Szent-Gyorgyi’ego ,,Wstep
do biologii submolekularnej” (90). Nie jest to ksigzka w petnym tego stowa
znaczeniu naukowa. Autor jej sprobowatl wprowadzi¢ pojecie kompleksu
c-t do rozwazan nad ogdlnymi, elektronowymi i energetycznymi aspekta-
mi procesu fotosyntezy i reakcji tafcucha oddechowego, a takze zasta-
nawiat sie nad mechanizmem dziatania niektérych lekéw, doszukujgc sie
jego zwigzku z wiasno$ciami donorowymi tych substancji. Ksigzka Szent-
-Gyorgyi’ego zawierata wiele $miatych sugestii i hipotez, z ktérych wiek-
szo$¢ stata sie dzi$ nieaktualna w wyniku postepu badan. W ostatnich la-
tach zagadnienie roli biologicznej oddziatywan donorowo-akceptorowych
doczekato sie kilku opracowan przeglagdowych (6, 11, 12, 41, 45, 70, 76).

I. Teoria

Najbardziej charakterystyczng witasciwoscia kompleksow donorowo-
-akceptorowych, ktorej wielu badaczy przypisuje znaczenie definicji, jest
wystepowanie w ich widmie absorpcyjnym, w ultrafiolecie lub w wi-
dzialnym obszarze, tak zwanego pasma ,charge transfer” (c-t), ktérego
potozenie zalezy w okreSlony sposéb od witasnosci donorowych i akcepto-
rowych obu sktadnikéw kompleksu. Pasmo takie w widmie roztworu jodu
w benzenie zaobserwowali w roku 1949 Benesi i Hildebrand (9).
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Teorie wyjasniajagcg powstawanie i charakter kompleksow donorowo-
-akceptorowych zawdzieczamy laureatowi nagrody Nobla, chemikowi
amerykanskiemu R.S. Mullikenowi (66, 67, 68, 69). Przedstawienie
jego teorii postugujacej sie pojeciami chemii kwantowej wymaga wpro-
wadzenia definicji kilku podstawowych poje¢ opisujagcych wiasnosci elek-
tronowe czasteczek chemicznych, miedzy innymi pojecie donatora i akcep-
tora elektrondéw.

Jak wiadomo, elektrony w czasteczce, podobnie jak w atomie, znajdo-
waé sie moga jedynie w stanach o pewnej okreslonej energii, ktore nazy-
wamy poziomami energetycznymi. Energie elektron6w znajdujgcych sie
w tych dyskretnych stanach uwaza sie za ujemng, co oznacza, Ze Sg one
»ZWigzane” z czasteczka i moga zajmowac w jej obrebie jedynie okreslone
obszary. Obszary takie zwane sg orbitalami molekularnymi. Poziomow
dyskretnych odpowiadajgcych rozmaitym orbitalom jest w czasteczce
wiecej niz elektronéw, totez w stanie podstawowym zajeta jest tylko
cze$¢ z nich do pewnego okre$lonego poziomu odpowiadajgcego najwyzszej
zajetej orbitali molekularnej. Powyzej tego poziomu wszystkie orbitale
sg wolne. Omawiane bedg tylko dwa poziomy: najnizszy niezapetniony
(najnizsza niezajeta orbitala molekularna) oraz ten, na ktérym energia
elektronu jest dostateczna dla oderwania go od czasteczki (jest rowna
zeru). Odlegto$é energetyczna tego poziomu od najwyzszej zapetnionej
w stanie podstawowym orbitali odpowiada energii jonizacji.

Widmo ciggte

Najnizsza orbitala
niezajeta

X Najwyzsza orbitala
zajeta

Schemat 1. Poziomy energetyczne elektron6w w czgsteczce
J — energia jonizacji, Eg — powinowactwo elektronowe

Uktad poziomdw energetycznych czasteczki przedstawiono na sche-
macie 1. Dostarczenie energii jonizacji J elektronowi zajmujagcemu naj-
wyzszg zajeta orbitale prowadzi do reakcji:

D -mD+-fe.

4 Postepy Biochemii
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Wielkos¢ Ea zwana powinowactwem elektronowym stanowi energetyczny
bilans reakcji przytaczenia elektronu do czgsteczki A:

e+A > A"

Im wieksze jest EA tym ftatwiej czasteczka przytgcza dodatkowy elektron
czyli jest tym lepszym akceptorem. Czym mniejsza jest energia jonizacji
J, tym lepszym donatorem jest czasteczka.

Jak wynika ze schematu 1 r6znica J—EA stanowi najmniejszg energie
przejscia elektronowego, ktéremu odpowiada w absorpcyjnym widmie
elektronowym czasteczki pasmo potozone w zakresie najdtuzszych fal.
Przejscie takie wyobrazi¢ sobie mozna jako sktadajace sie z dwu proceséw:
najpierw elektron usuwany jest z najwyzszego zajetego poziomu poza
czasteczke, a nastepnie opada na najnizszy poziom niezapeiniony. Wy-
obrazmy sobie, ze w bliskim sasiedztwie czasteczki bedacej dobrym
donatorem (mata warto$¢ J) znajduje sie czasteczka, ktora jest dobrym
akceptorem (duze EA). Sytuacje takag przedstawia schemat 2.

Donator Akceptor

Schemat 2. Stosunki energetyczne w czasteczkach donatora i akceptora podczas
wzbudzenia elektronowego z przeniesieniem tadunku (przejscie ,,charge transfer”).
OECT — przyblizona energia przejscia, w ktérej nie uwzgledniono wptywu rezonansu struktur.

Jesli zezwalajg na to warunki przestrzenne (gdy sprzezenie orbitali
donatora i akceptora jest dostatecznie duze) elektron usuniety z czastecz-
ki D moze opa$¢ na najnizszy niezajety poziom w czasteczce A, gdyz jest
to korzystniejsze energetycznie: EA(A) > EA(D). W wyniku takiego przej-
$cia para obojetnych czgsteczek zamienia sie w pare jonow.
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W odniesieniu do kompleks6w z przeniesieniem elektronu obraz taki
jest zbyt uproszczony, stanowi on jednak pewien przypadek graniczny
i moze utatwi¢ zrozumienie teorii Mullikena. W teorii tej wprowadzono
pojecie kwantowo-mechanicznego rezonansu struktur elektronowych.
Tak zwana struktura niewigzgca, opisywana funkcja falowg "p(DA), w ktd-
rej obie czasteczki sg elektrycznie obojetne i oddziatywujg na siebie wy-
tagcznie za poSrednictwem sit Van der Waalsa oraz struktura jonowa opi-
sywana funkcjg falowag ip(D+A~), odpowiadajagca parze jondéw stanowia
struktury skrajne. Rzeczywisty stan podstawowy ukiadu D : A daje sie
opisa¢ jako mieszanina tych dwu struktur, co oznacza, ze w stanie pod-
stawowym elektron z donatora jest jakgdyby czesciowo przeniesiony na
czasteczke akceptora. Funkcja falowa tego stanu jest kombinacjg liniowg
dwu funkcji odpowiadajacych strukturom skrajnym:

iDN= a r)(BA) + b\[(D+A ) a2> b2 1

Wowczas w widmie kompleksu poza zwyktymi przejsciami ,lokalnymi”
czyli wewnatrzczasteczkowymi pojawia sie pasmo odpowiadajgce przej-
$ciu z przeniesieniem tadunku (przejscie c-t). Przy przejsciu tym jesli
elektron, ktory w stanie podstawowym znajduje sie gtéwnie w czasteczce
donatora, a tylko w niewielkim stopniu w czasteczce akceptora (stan
opisany réwnaniem 1), przechodzi do stanu wzbudzonego, spetniajacego
odwrotny warunek, to prawdopodobienistwo jego znalezienia na akcepto-
rze jest znacznie wieksze niz na donatorze. Stan ten jest takze mieszaning
rezonansowg dwu standw skrajnych i opisuje go funkcja falowa 2)

dE= a-ip(D+A")—b-ip(DA) (@)2> (b)2 2
Stosunki energetyczne dla przejscia absorpcyjnego zwigzanego z prze-
niesieniem tadunku ilustruje schemat 3.

Nalezy podkresli¢, ze pochodzacy z rezonansu struktur przyczynek Rn
do energii stabilizujgcej stan podstawowy jest stosunkowo niewielki i nie
przekracza Kkilku procent catkowitej energii stabilizacji stanu podsta-
wowego, AH. Warunkiem powstania kompleksu jest zatem wystepowanie
robwniez innych oddziatywan wigzacych czasteczki. Sg to, ogdlnie rzecz
biorgc, rozmaite oddziatywania typu Van der Waalsa lub wigzania wo-
dorowe. (Mozliwy jest takze przypadek, w ktérym stata rownowagi w sta-
nie podstawowym jest rdwna zeru lecz w wyniku przypadkowych zderzen
swobodnych czgsteczek nastepuje przejscie z przeniesieniem ‘tadunku.
W przypadkach takich méwimy o kompleksach zderzeniowych).

Metode dosSwiadczalnego wyznaczania wspotczynnika ekstynkcji dla
przejscia c-t i statej rownowagi kompleksu podali Benesi i Hil-
debrand (9). Réwnanie przez nich wyprowadzone jest stuszne dla
kompleksdw, ktorych skitadniki wystepujag w stosunku 1:1i przy szeregu
dodatkowych warunkéw nie zawsze tatwych do spetnienia. Jesli stezenie
jednego ze sktadnikéw kompleksu jest znacznie wieksze od stezenia dru-

4%
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Schemat 3. Stosunki energetyczne w kompleksie donorowo-akceptorowym (wg lla).

AH — catkowita energia stabilizacji stanu podstawowego kompleksu;

WQ — sktadowa tej energii pochodzaca od odziatywan typu Vam der Waalsa;
Rn — energia pochodzaca z rezonansu struktury jonowej i niewigzacej;

J —energiia jonizacji.donatora;
hvCT — energia przejscia z przeniesieniem tadunku;

Ea — powinowactwo elektronowe akceptora;

Ec — energia oddziatywania kulombowskiego jonéw D+ i A~ ;

Re — energia pochodzaca od rezonansu struktur w stanie wzbudzonym.

giego, tak, ze jego zmiana w wyniku kompleksowania moze by¢ zaniedba-
na, wéwczas pomiar absorpcji pasma c-t dla serii uktadéw o r6znych
proporcjach stezen donatora i akceptora umozliwia jednocze$nie wyzna-
czenie wspdiczynnika ekstynkcji molowej i statej rdwnowagi kompleksu
na podstawie zwigzku:

[A* _ 1 1 3
A [D]Ke e
gdzie [A] — stezenie akceptora
[D] — stezenie donatora
1 — dbugos$¢ drogi optycznej
A — absorpcja w maksimum pasma c-t
K — stata rownowagi kompleksu
e — wspotczynnik ekstynkcji molowej pasma c-t
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W ostatnich latach teoria dotyczaca tego zagadnienia zostata znacznie
udoskonalona, nowe réwnania na statg réwnowagi sg znacznie Scislejsze
i uwzgledniajg rowniez wptyw rozpuszczalnika (15, 18). Brak miejsca nie
pozwala na przedstawienie tu szczegétow teorii i rozpatrywanie przy-
padkow szczeg6lnych.

Metoda spektrofotometryczna jest jedng z wielu fizycznych metod
badania komplekséw donorowo-akceptorowych, gdyz powstawanie ich
powoduje charakterystyczne zmiany wielu wiasnosci uktadu. Inng me-
todg jest badanie widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(ERP). Metoda ta pozwala na wykrywanie wolnych rodnikéw' czyli cza-
steczek posiadajacych ,,niesparowane” elektrony. W rozpatrywanych ukta-
dach sygnat ERP pojawia sie gdy nastgpi catkowite przeniesienie elektro-
nu z czasteczki donatora na akceptor, w wyniku czego kompleks rozpada
sie na dwa jony—rodniki. Przy speinieniu pewnych warunkéw energe-
tycznych przejscie takie moze by¢ indukowane termicznie. Nalezy je od-
réznia¢ od czeSciowego przeniesienia tadunku prowadzgcego do powsta-
wania kompleksu donorowo-akceptorowego, ktére nie wywotuje poja-
wienia sie sygnatu ERP.

Il1. Klasyfikacja donatorow i akceptoréw oraz typy kompleksow

Donatory i akceptory, a takze utworzone przez nie kompleksy skla-
syfikowa¢ mozna wedlug typéw orbitali molekularnej donatora, z ktorej
pochodzi ,przenoszony” elektron (najwyzszej zapetnionej orbitali) oraz
orbitali akceptora, na ktorg przenosi sie ten elektron w wyniku przejscia
c-t. Dwa najwazniejsze typy organicznych donatoréw to donatory typu
n, ktérych typowym przykiadem sg weglowodory aromatyczne oraz do-
natory typu n, w ktérych elektron biorgcy udziat w procesie przeniesienia
tadunku znajduje sie na orbitali niewigzacej n na heteroatomie (gtdwnie
N i O). Do tej ostatniej grupy nalezag pewne zwigzki heterocykliczne,
aminy, alkohole a takze organiczne zwigzki siarki, jodu i inne. Najwaz-
niejsze akceptory organiczne sg akceptorami typu n. Sposrdéd podstawo-
wych zwigzkéw o znaczeniu biologicznym wt#asnos$ciami akceptorowymi
wyrozniajg sie zwigzki cykliczne o charakterze chinonéw. Ich powino-
wactwo elektronowe rosnie w wyniku podstawienia pierscienia podstawni-
kami silnie elektroujemnymi (chlorowce, -N02. Popularne akceptory nie-
organiczne: J2 Cl2 czy jony niektérych metali zaliczamy do akceptorow
typu o, co oznacza, ze przyjmowany przez nie elektron zajmuje anty-
wigzacq orbitale molekularng o* Najczesciej rozwazanymi przez nas
kompleksami sg kompleksy typu n->n* i n-> n*.

I11. Kompleksy donorowo-akceptorowe czgsteczek biologicznych

Po ukazaniu sie ksigzki A. Szent-Gyorgyi’ego (90) wielu biochemikow
i biofizykéw przypuszczato, ze powstawaniem komplekséw donorowo-
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-akceptorowych mozna bedzie wyjasni¢ szereg zagadnien zwigzanych
z oddziatywaniami miedzyczasteczkowymi w uktadach biologicznych
(w szczegblnoSci mechanizmoéw oksydoredukcji) a takze z biologiczng
funkcja wielu zwiazkéw wyrdzniajagcych sie swymi witasnosciami dono-
rowymi, czy akceptorowymi. Z teorii wiemy, ze czgsteczki organiczne za-
wierajgce atomy tlenu lub azotu z wolnymi parami elektronéw powinny
by¢ dobrymi donatorami, za$ zwigzki aromatyczne moga, w zaleznosci
od rodzaju podstawnikdw, by¢ zarobwno dobrymi donatorami, jak akcepto-
rami. Oddziatywania donorowo-akceptorowe prawdopodobnie mogg od-
grywac zasadniczg role w nastepujacych uktadach biologicznych (76):
(@) w kompleksach czasteczek zawierajgcych pierscien indolowy z nukle-
otydami pirymidynowymi lub flawinowymi, (b) w koenzymach tancucha
oddechowego (87) oraz (c) w kompleksach puryn z flawinami, weglowo-
dorami aromatycznymi, akrydynami i purynami. Szczegdlnymi wiasno-
$ciami akceptorowymi wyrézniajg sie czasteczki z grupy chinonéw (fla-
winy, koenzym Q) i ku nim skierowato sie przede wszystkim zaintere-
sowanie biologow (76).

Obszerny przeglad publikacji na temat komplekséw donorowoakcep-
torowych zwigzkow biologicznych zawierajg prace Pullmanodéw (76)
oraz artykut F. J. Bullocka (12). Ten ostatni podaje liste 160 sub-
stancji, ktére zostaty zbadane jako potencjalne skitadniki tego typu kom-
pleksow. Jest to zestaw najobszerniejszy z dostepnych, choé niekomplet-
ny, gdyz brak w nim takich zwigzkéw jak lipidy, porfiryny, czy karote-
noidy. Przytoczona przez Bullocka interpretacja wynikow doswiadczalnych
wzbudza czesto wielkie zastrzezenia. Nie zawsze bowiem obserwowane
zmiany widma sg wynikiem powstawania kompleksu donorowo-akcepto-
rowego, nie moéwiac juz o tym, jak trudno z wynikéw uzyskanych przy
badaniu prostych uktadow modelowych wyciggna¢ jakie$ wnioski doty-
czace biologicznej roli badanego zwigzku. Obecny stan badan i pogladéw
o roli oddziatywan donorowo-akceptorowych w uktadach biologicznych
mozna przedstawi¢ omawiajac kilka grup zwigzkow.

1. Flawiny

Budowa pierscienia izoalloksazynowego wskazuje na to, ze w zaleznosci
od stopnia utlenienia pierscienia, flawiny mogga byé zaréwno dobrymi
akceptorami jak i donatorami elektronéw. Rola oddzialtywan donorowo-
-akceptorowych w przypadku koenzymoéw flawinowych, FMN i FAD,
moze byc¢ trojaka: mogg one bra¢ udziat w wigzaniu enzymu z koenzy-
mem, odgrywaé jaka$ role w oddziatywaniu enzymu i koenzymu z sub-
stratem, wreszcie, w przypadku FAD, oddziatywania wewnatrzczasteczko-
we pomiedzy adening i pierscieniem izoalloksazynowym moga warunkowac
konformacje czasteczki koenzymu. Przewazajaca wiekszo$¢ badan nad
kompleksami koenzymdw flawinowych miata na celu ustalenie roli od-
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dziatywan donorowo-akceptorowych w wigzaniu enzymu z koenzymem
(przeglad (87)). Wedtug teorii wysunietej przez Theorella i Nyga-
arda (91) FMN potaczony jest z biatkowa cze$cig ,starego zéttego fer-
mentu” (OYE) za posrednictwem dwdch wigzan wodorowych. W wig-
zaniach tych miaty bra¢ udziat N3i C4=0 pierScienia izoalloksazynowe-
go FMN, oraz grupy -OH tyrozyny enzymu. Wyniki badan przeprowadzo-
nych na uktadach modelowych podwazyty stusznos¢ tej teorii. Harbury
i Foley (30) uzywajac jako modeli komplekséw r6znych fenoli z rybo-
flawing i z 3-metyloryboflawing stwierdzili, ze powstajg one z tatwoscia
po zablokowaniu azotu N3przez grupe metylowa, co uniemozliwiato utwo-
rzenie sie jednego z wigzan wodorowych. Stabilizacje tych kompleksow
warunkujg zatem inne oddzialywania a nie wigzania wodorowe. Poniewaz
juz wczesniej Mulliken wysunat przypuszczenie o duzej roli kompleksow
z przeniesieniem tadunku w uktadach biologicznych, za§ Kosower
(43, 48) publikujagc wyniki swych badan nad kompleksami soli pirydy-
nowych sugerowal, ze pasmo absorpcyjne przy 360 nm w widmie de-
hydrogenazy triozofosforanowej jest pasmem c-t, Harbury i Foley uznali
kompleks OYE : FMN za kompleks donorowoakceptorowy. Badajgc widmo
absorpcyjne wykryli oni efekt hypochromowy (zmniejszenie wspotczyn-
nika absorpcji) oraz niewielkie przesuniecie widma absorpcyjnego fla-
winy w kierunku czerwieni. Zmiany takie towarzysza istotnie oddziaty-
waniom miedzyczgsteczkowym i powstawaniu asocjatow, ale o donorowo-
-akceptorowym charakterze oddziatywan Swiadczy jedynie pojawianie sie
pasma c-t odpowiadajgcego przeniesieniu tadunku.

Opublikowane przez matzenstwo Pullmanéw w 1958 roku wyniki
obliczen teoretycznych (78, 79), opartych na modelu orbitali molekular-
nych, potwierdzaty przypuszczenie, ze utleniona forma ryboflawiny moze
by¢ dobrym akceptorem elektrondw. Dla wielu serii kompleksow flawin
zaobserwowano istotnie korelacje pomiedzy wartosciami oszacowanych
tym sposobem wielkosci Ip— EA a doSwiadczalnie wyznaczonymi ener-
giami przejs¢ z przeniesieniem tadunku. Dzieki temu przypuszczenie, ze
oddziatywania donorowo-akceptorowe mogg mie¢ w przypadku flawin
istotne znaczenie biologiczne, zyskato pewne podstawy.

Aby przekona¢ sie, czy zdolno$¢ akceptorowa ryboflawiny wzrasta
w wyniku protonacji pierScienia izoalloksazynowego, Fleishman
i Tollin (23, 24) badali oddziatywanie ryboflawiny, lumiflawiny i lu-
michromu, z szeregiem fenoli w $rodowisku silnie kwasnym. W Kilku
przypadkach udato im sie wyosobni¢ z roztworu barwne kompleksy. Pod
wptywem wiegkszosci fenoli nastepowato znaczne rozszerzenie pasma
absorpcyjnego ryboflawiny, a po dodaniu 1,4-naftalendiolu pojawito sie
nawet wyraznie wyodrebnione nowe pasmo absorpcji, uwarunkowane
wedlug autorow wytworzeniem kompleksu c-t. Fenole podstawione gru-
pami elektroujemnymi (chlorowce, -N02, zmniejszajagcymi ich wiasnosci
donorowe, nie dawaty zadnych barwnych reakcji po zmieszaniu z roz-
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tworem ryboflawiny. Fleishman i Tollin stwierdzili, ze istotnie w silnie
kwasnych roztworach trwato$¢ kompleksow maleje, lecz nie potrafili usta-
lic jej zaleznosci od wiasciwosci donorowych badanych zwiazkéw. W ba-
danych mieszaninach pojawia sie sygnat ERP charakterystyczny dla se-
michinonu ryboflawiny, ktérego natezenie ros$nie ze wzrostem kwasowosci
roztworu. Swiadczytoby to o tym, ze chociaz w kwasnym $rodowisku
trwato$¢ komplekséw zmniejsza sie, jednak reakcja catkowitego przenie-
sienia elektronu zachodzi tatwiej, co jest, by¢ moze, zwigzane z wiekszg
trwatosScig formy semichinowej ryboflawiny w tych warunkach. Z wyni-
kow Herbury’ego i Foley oraz Fleishmana i Tollina nie wynika, aby w wa-
runkach fizjologicznych oddziatywanie donorowo-akceptorowe rybofla-
winy z grupg -OH tyrozyny mogto wptywac stabilizujagco na kompleks
FMN :OYE. Wydaje sie, ze decydujagce znaczenie w uktadach fenol-ry-
boflawina majg oddzialywania typu Van der Waalsa.

Oprécz tyrozyny kompleksy c-t z pierscieniem izoalloksazynowym
ryboflawiny mogg tworzy¢ tryptofan i serotonina. W roku 1958 lIsen-
berg i Szent-Gydérgyi (36) zauwazyli powstawanie czerwonych
kompleksow po zmieszaniu tych zwigzkéw z FMN. Widmo r6znicowe uja-
whnito obecno$é nowego pasma absorpcji z maksimum przy 503 nm, bli-
skiego zatem pasma charakterystycznego dla semichinonu flawinowego
w Srodowisku kwasnym (500 nm). Powstanie tego pasma autorzy przy-
pisali przejsciu z przeniesieniem tadunku pomiedzy pier$cieniem indolo-
wym i ryboflawing, co wzbudzito pewne watpliwosci (31). Nieco p6zniej ci
sami badacze probujac znaleZz¢ potwierdzenie swej tezy przeprowadzili
badania widma elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ERP) (37,
38) komplekséw FMN z serotoning i tryptofanem. W kwasnych roztworach
pojawiat sie sygnat ERP charakterystyczny dla rodnika semichinonowego,
jednakze w roztworach obojetnych nie byto zadnego sygnatu. Poniewaz
pézniej okazato sie (23), ze te stabe sygnaty wykrywane w przypadku
kwasnych srodowisk wywotane sg dziataniem Swiatta, hipoteza Isenberga
i Szent-Gyorgyi’ego o samorzutnym powstawaniu semichinonu rybofla-
winy w wyniku przeniesienia tadunku nie znalazta wtasciwie potwierdze-
nia.

Pasmo absorpcji w okolicy 500 nm uznawano za pasmo c-t do chwili,
kiedy K osow er (46) wykazatl na podstawie poréwnania wtasnosci op-
tycznych serii kompleksé6w FMN i indolu, ze pasmo c-t kompleksu FMN :
indol powinno leze¢ w poblizu 330 nm. W obszarze tym jest ono trudne do
zaohserwowania ze wzgledu na duza absorpcje samej flawiny. Wydaje
sie, ze maksimum absorpcyjne przy 500 nm obserwowane w widmie
réznicowym FMN :tryptofan jest pozorne i pochodzi od rozszerzenia lub
przesuniecia diugofalowego pasma absorpcji ryboflawiny o maksimum
przy 447 nm.

Ostatnia, interesujgca hipoteza o mozliwej roli oddziatywan z prze-
niesieniem tadunku w wigzaniu koenzymu flawinowego z enzymem przy-
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pisuje role donatora anionowi tiolowemu -S~ cysteiny. Jej tworca, K o-
sower (45) przypisywat czerwone zabarwienie zwigzku posredniego
tworzacego sie podczas redukcji dehydrogenazy kwasu liponowego powsta-
waniu kompleksu -S_ : FAD. Nie jest jednak jasne dlaczego taki kompleks
miatby powstawaé jedynie przejsciowo w czasie redukcji enzymu, ani
jaka jest rola utlenianego substratu.

Badanie charakteru oddziatywan enzym-koenzym-substrat w reakcjach
biologicznych nastrecza powazne trudnosci wynikajagce ze ztozonosci ta-
kiego uktadu. Rozbieznosci interpretacyjne sg tu jeszcze wigksze niz
w przypadku prostych uktadéw modelowych.

W roku 1956 Beinert (8) zaobserwowat w widmach flawoproteidéw
dwa pasma absorpcyjne (570 i 900 nm), ktére wigzat z tworzeniem sie
formy semichinonowej flawiny. Wykryt on takze korelacje pomiedzy
danymi spektroskopowymi a wystepowaniem sygnatu ERP (60). Gib -
son i wsp. (25) stwierdzili, ze te dwa pasma absorpcyjne flawoproteidéw
zachowujg sie roznie i wysuneli przypuszczenie, ze absorpcje przy 900
nm wywotuje kompleks donorowoakceptorowy miedzy zredukowanym
i utlenionym FMN (zred. FMN :FMN). Kompleks taki modgtby tez, ich
zdaniem, mie¢ postaé dimeru semichinonowego (FMNH*)2 K oso wer
(45) zastanawiajac sie nad stusznoS$cia takiej interpretacji zwraca jednakze
uwage na to, ze niewiele wiadomo o kompleksach z FMN jako akceptorem
oraz o widmie dimeru utworzonego z semichinonu ryboflawiny. Jego
zdaniem jest bardzo watpliwe, czy jest to istotnie pasmo c-t.

Massey wraz z grupg wspotpracownikéw (46, 64) przebadat kom-
pleksy wielu enzymow flawoproteidowych (miedzy innymi dehydrogenazy
amidu kwasu liponowego i oksydazy D-aminokwasowej), ktérych koenzy-
mem jest FAD. Niektore pojawiajgce sie w widmie maksima przypisat on
przejsciom z przeniesieniem tadunku. Na przyktad pojawienie sie pasma
0 maksimum przy 720 nm w czasie redukcji enzymu w uktadzie: dehydro-
genaza amidu kwasu liponowego — zred. FAD — NAD+ (poréwnaj ze wsp-
mniang wyzej hipotezg Kosowera (45)) uznat za wynik powstawania kom-
pleksu, w ktorym udziat biorg dwa koenzymy. Badajgc proste uktady ma-
jace stanowi¢ modele oddziatywan pomiedzy sgsiednimi enzymami w tan-
cuchu oddechowym Massey wykrylt nowe pasma absorpcji w kom-
pleksach, w ktorych donatorem byt zredukowany mononukleotyd fla-
winowy, za$ akceptorami N-metylo-3-nikotynamid (510 nm), N-metylo-4-
-nikotynamid (okoto 610 nm) oraz NAD*t (okoto 580 nm). Powstawanie
zielono zabarwionego kompleksu zaobserwowano przy mieszaniu FMN
ze zred. NAD przez zmielenie w stanie suchym (60). Jednocze$nie poja-
wiat sie sygnal ERP co wskazuje na to, ze w wyniku przeniesienia elek-
tronu tworzy sie semichinon flawinowy. Przeniesienie tadunku zred.
NAD -> FMN wydaje sie energetycznie mozliwe i by¢é moze nie udato sie
go wykryé w roztworze jedynie z powodu zbyt wielkiej reaktywnosci
tego uktadu (81).
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Przypuszczenie, ze oddziatywania typu donorowo-akceptorowego po-
miedzy adening a pierscieniem izoalloksazynowym w FAD decydowac
moga o konformacji przestrzennej tego koenzymu znalazto stosunkowo
najstabsze potwierdzenie. Z prac Tsibrisa i wsp. (92) oraz Man-
tione (61) wynika, ze kompleksy ryboflawiny z adening, a takze z in-
nymi purynami i pirymidynami, stabilizowane sg przez oddziatywanie typu
Van der Waalsa— Londona i ze rola oddziatywan donorowo-akcepto-
rowych jest w nich mato istotna.

Moéwiac o badaniach nad rola tych oddziatywan w chemii i biochemii
flawin mozna wspomnie¢ jeszcze o probie wyjasnienia hamujacego dzia-
tania i,1,3-tréjcyjano-2-aminoprope.nu na fosforylacje oksydacyjng (20).
Przypuszczano (94), ze zwigzek ten moze tworzy¢ kompleks c-t z rybo-
flawing, wydaje sie jednak nieprawdopodobne, aby zwigzek tego typu
mogt mieé¢ wiasnosci donatora ze wzgledu na elektroujemno$¢ grup cy-
janowych.

2. Dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy

W dziedzinie badan witasnosci akceptorowych pierscienia pirydynowego
podstawowe znaczenie majg prace E. Kosowera. Od roku 1955 zajat sie
on badaniem (42, 43, 44, 47, 49, 50) komplekséw jonéw 1-alkilopirydy-
nowych z J-. W ich widmach zidentyfikowat on pasma absorpcyjne
zwigzane z przeniesieniem fadunku. Zalezno$¢ potozenia maksimow tych
pasm od witasnosci podstawnika w pierscieniu pirydynowym byta tak
charakterystyczna, ze ich przesuniecia wywotane przez rozmaite podstaw-
niki Kosower uznat za lepsza miare powinowactwa elektronowego pier-
$cienia niz mierzony metoda polaryzacyjng potencjat redukcyjny.

Wyniki badan Kosowera $wiadczace o wyraznym akceptorowym cha-
rakterze pirydynowej czeSci FAD+ stanowity podstawe do poszukiwan
modeli uktadu NAD+—enzym, w Kktorych skiadniki bytyby zwigzane
w znacznej mierze za pomocg oddziatywan donorowo-akceptorowych.

Najprostsze tego typu modele badane przez Cilento i Giusti
(16, 17) a takze przez Alivasitosa i wsp. (2) stanowig uktady, w kto-
rych analogami NAD+ sg pochodne amidu kwasu nikotynowego (1-feny-
lonikotynamid) donatorami za$ indol, tryptofan, serotonina i ich pochodne.
W widmach tych uktadéw wykryto szerokie pasma absorpcyjne od 300
do 420 nm, pozbawione wyraznych maksimow. Cilento i Giusti uznali
je za pasma c-t i na podstawie pomiaréw spektroskopowych wyznaczyli
state réwnowagi kompleksow, ktorych wartosci wahaty sie w granicach
2—4 mol/l. Ten rzad wielkosci stanowi dolng granice stosowalnosci metody
Benesi-Hildebranda, totez wyniki te obarczone sg prawdopodobnie znacz-
nym biedem.

Inny interesujacy model wybrat Shifrin (84, 85 86) poszukujac
uktadu, ktory odtwarzatby spektralne wiasnosci NAD+ zwigzanego z cza-
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steczkg enzymu. Dokonat on syntezy serii zwigzkow zawierajagcych w cza-
steczce amid kwasu nikotynowego jako akceptor elektrondw oraz pier-
Scied indolowy lub inng grupe o charakterze donorowym (na przykiad
wzbr 1). Uktad taki powinien lepiej imitowac sytuacje, w jakiej znajduje
sie zwigzany NAD+, ktéory z czeScig biatkowa enzymu potgczony jest
prawdopodobnie takze za posrednictwem wigzan walencyjnych. Shifrin
badat absorpcje i emisje zsyntetyzowanych przez siebie zwigzkéw i za-
uwazyt w ich widmach absorpcyjnych pasma analogiczne do pasm w wi-
dmach kompleksow badanych przez Cilento i Giusti. Jednak nie naste-
powat wzrost natezenia fluorescencji w stosunku do wolnego nikotyna-
midu, jaki obserwuje sie w przypadku zwigzanego z enzymem NAD+.

Opisywane uktady modelowe dostarczyé moga jedynie bardzo nie-
peinych informacji o charakterze rzeczywistych oddziatywan badanych
zwigzkow w warunkach naturalnych. Obserwacja ich zachowania sta-
nowi¢ moze jednak podstawe do tworzenia hipotez posiadajgcych pewne
znamiona prawdopodobienstwa.

Interesujagcg probg wyjasnienia niektorych etapow procesu fosfory-
lacji oksydacyjnej byta hipoteza pani B. Grabe (28). Wedtug niej FMN
i NAD w mitochondriach znajduja sie wzgledem siebie w $cisle okres$lo-
nym sztywnym potozeniu, w ktdrym piaszczyzny pierscienia pirydynowego
NAD i izoalloksazynowego flawiny sg rownolegte. W tych $cisle okreslo-
nych warunkach przestrzennych cze$ciowe przeniesienie tadunku z NAD
na FMN stanowi pierwszy krok w procesie przemiany obecnych w roz-
tworze jonéw fosforanowych w aktywowane grupy fosforylowe. W dal-
szym etapie syntetyzuje sie ATP przy pomocy cytochromu zajmujgcego
sgsiednie miejsce w tancuchu oddechowym. Hipoteza ta, jakkolwiek cat-
kowicie spekulatywna, ilustruje dobrze trudnos$ci zwigzane z badaniami
oddziatywan miedzyczasteczkowych w uktadach biologicznych. Jak wig-
domo, aby powstat kompleks donorowo-akceptorowy konieczny jest kon-
takt miedzy czgsteczkg donatora i akceptora (stabilizacja stanu podstawo-
wego kompleksu); w strukturach biologicznych, takich jak mitochondria,
kontakt ten i wtasciwa wzajemna orientacja przestrzenna zapewnione sg
przez $cistg organizacje na poziomie czgsteczkowym. Na ogo6t bezposred-
nie badanie witasnosci fizykochemicznych uktadow stanowigcych sktadnik
tej struktury jest niemozliwe. W warunkach in vitro kompleks moze
mie¢ zbyt matlg statg réwnowagi, lub tez w ogoéle nie powstawac, co nie
wyklucza mozliwosci jego tworzenia sie in vivo.
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Dla rozwazan nad wystepowaniem i rolg oddziatywan donorowo-akcep-
torowych w uktadach biologicznych bogatego materiatu dostarczajg ba-
dania witasnosci elektrycznych czasteczek. Szczegdlnie interesujgce sg
prace Lovelocka i wsp. (55 56, 57) poSwiecone badaniom powino-
wactwa roznych substancji organicznych do elektronéw o energiach ter-
micznych. Sposrdéd zbadanych przez zesp6t Lovelocka zwigzkow chemicz-
nych bardzo duzym powinowactwem do elektrondw termicznych wyréznia
sie niewielka stosunkowo grupa substancji o wyraznym dziataniu biolo-
gicznym. Nalezg do niej produkty posrednie procesu utleniania glukozy
w cyklu Krebsa, hormony kierujgce procesami utleniania — w pierwszym
rzedzie sterydowe — a takze pewna ilo$¢ zwigzkéw bardzo toksycznych
(zwiaszcza zwigzki aromatyczne zawierajgce grupe nitrowg i atomy chlo-
rowcéw). Do grupy tej zaliczajg sie takze zwiazki typu chinondéw i przy-
puszczalnie NAD. Wszystkie te substancje posrednio lub bezposrednio
zwigzane sg z procesem utleniania biologicznego, albo proces ten zaktocaja.

3. Porfiryny i karotenoidy

Wedlug teoretycznych obliczeh (76) porfiryny oraz karoteny a i fi
powinny by¢ zaréwno dobrymi donatorami jak i akceptorami. Préby
doswiadczalnego potwierdzenia tych przewidywan nie we wszystkich przy-
padkach daty wyniki przekonywujace. Platt (74) stwierdzit, ze dane
spektroskopowe $wiadczg o wystepowaniu in vivo jakiego$ rodzaju aso-
cjacji pomiedzy karotenoidami a chlorofilem. Wysuwa on hipoteze, ze
oddziatywania donorowo-akceptorowe prowadzi¢é moga w karotenoidach
do obnizenia poziomu wzbudzonego i na tej podstawie proponuje me-
chanizm przenoszenia elektrondw wzdtuz tancuchéw karotenoidowych
zbudowanych ze sprzezonych wigzan podwdéjnych. W 1963 roku L u -
pinski (53) donosi o wykryciu pasma c-t w okolicy 1000 nm w wid-
mie komplekséw J+ z karotenem. Jednak Ebrey (21) uwaza, ze pasmo
to nie moze powstawa¢ w wyniku przeniesienia tadunku w kompleksie
donorowo-akceptorowym, lecz wywotane jest przesunieciem pasma ab-
sorpcyjnego P-karotenu.

Badajgc witasnosci donorowe koproporfiryny i etioporfiryny Gou -
terman i Stevenson (27) wykazali, ze tworzg one z trojnitro-
benzenem kompleksy 1:1. Réwniez hematoporfiryna tworzy kompleksy
z tym dobrym akceptorem (32). Jednak Mauzerall (65 nie mogt
wykry¢ zadnego nowego pasma absorpcyjnego w widmach kompleksow
réznych porfiryn z duzymi kationami organicznymi (na przyktad pury-
nami) jako akceptorami. Heathcote i wsp. (32) badali uktady skia-
dajace sie z hematoporfiryny jako akceptora i réznych donatoréow elek-
trondw, miedzy innymi aminokwasoéw. Wykazali oni, ze w uktadach tych
tworzg sie kompleksy donorowo-akceptorowe i obserwowane zmiany
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widma sg termicznie odwracalne. Dla szeregu komplekséw wyznaczyli
state réwnowagi oraz ciepta tworzenia.

Ze zwiagzkow biorgcych udziat w procesie fotosyntezy zwraca uwage
plastochinon, ktory jest jednym z najsilniejszych akceptoréw elektrondw
wystepujgcych w organizmach zywych (82).

Zebrane dotychczas dane, podobnie jak w przypadku nukleotydow
flawinowych i pirydynowych, nie pozwalajg rozstrzygng¢ o stusznosci
jakiejkolwiek teorii dotyczacej mechanizmu reakcji fotochemicznej w fo-
tosyntezie. Podobnie jak mitochondria, chloroplasty sg bardzo ztozonymi
strukturami i interpretacje nasuwajg te same zastrzezenia jak w przy-
padku tancucha oddechowego. Najbardziej interesujacag teorig eksponu-
jaca znaczenie oddziatywan donorowo-akceptorowych we wstepnym eta-
pie fotosyntezy zaproponowat Calvin (14). Chlorofil zbudowany jest,
jak wiadomo, z hydrofilowego pierscienia porfirynowego, z ktérym zwia-
zany jest rozpuszczalny w ttuszczach tancuch weglowodorowy. W zwigzku
z tym w chloroplastach pierscien porfirynowy znajduje sie na granicy
pomiedzy fazg wodng i lipidowa. Zgodnie z modelem Caivina porfiryna
chlorofilowa spetnia w procesie fotosyntezy na przemian role donatora
i akceptora elektronéw. Wzbudzony chlorofil oddaje elektron nieziden-
tyfikowanemu akceptorowi znajdujgcemu sie w fazie lipidowej, a nastep-
nie stajgc sie akceptorem odbiera elektron od rozpuszczonego w fazie
wodnej donatora, ktérym moze by¢ na przyktad zredukowany cytochrom.
W takich procesach przenoszenia elektronu zasadniczg role odgrywataby
wzajemna orientacja i whasnosci donorowo-akceptorowe biorgcych w nich
udziat czasteczek.

4. Farmakologiczne dziatanie niektérych substancji na uktad nerwowy

Pierwsze préby wykrycia zaleznosci miedzy aktywnos$cig farmakolo-
giczng niektorych lekow ukiladu nerwowego a ich wilasnoSciami donoro-
wymi datujg sie z roku 1958 (75). W roku 1959 Karreman i wsp.
(40) doniesli, ze chloropromazyna (largactil) — lek stosowany przy schizo-
frenii— jest wyjatkowo dobrym donatorem elektrondw (tak dobrym, ze
zadziwiajacy jest fakt jej chemicznej trwatosci), zaS Mason (63) ustalit
Scista zalezno$¢ miedzy dziataniem narkotycznych gazoéw szlachetnych
a ich przekrojem czynnym na wychwytywanie powolnych elektronéw.
W ten sposéb hipoteza wigzaca mechanizm dziatania lekéw anestetycz-
nych z ich wilasnosciami donorowymi znalazta pewne potwierdzenie.
Szent-Gyorgyi (90) posSwiecit caty rozdziat swego ,,Wstepu do
biologii submolekularnej” rozwazaniom na ten temat i wsérdd substancji
o wybitnych wiasno$ciach donorowych wymienia serotonine, halucyno-
geny z grupy LSD, bufontyne, a takze chinine, nikotyne, atropine, mor-
fine, strychnine i hormony z grupy estrogendw.
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Zwrécono takze uwage na wiasnosci akceptorowe wielu lekow.
Puliman (77) przypisuje wybitne wiasnosci akceptorowe aktynomy-
cynie C3 Inni badacze (1, 7, 59, 88, 93) zajmujg sie w wiekszo$ci mecha-
nizmem dziatania lekéw znieczulajagcych i halucynogenéw. Gregory
(29) podejmuje takze prébe wyjasnienia toksycznego dziatania CC14 i nie-
ktérych podobnych zwigzkow. Jego zdaniem dzieki swym akceptorowym
wilasnosciom zwiazki te moga przyjmowaé wolny elektron i tworzy¢ wol-
ny rodnik, ktéry oddziatywujac z centrami czynnymi enzyméw powo-
duje zahamowanie ich aktywnos$ci. Pewnym dowodem stusznos$ci jego tezy
jest fakt, ze CCl4redukuje sie in vivo do CHC13.

5. Czynniki mutageniczne i kancerogenne

Zgodnie z hipoteza Lermana (52, 53, 54) oddziatywanie pomiedzy
DNA a czynnikami mutagenicznymi typu akrydyny prowadzi do powsta-
wania kompleksow, w ktorych czasteczka barwnika ,wslizguje” sie po-
miedzy dwie sasiednie pary zasad w podwdjnej spirali DNA. Proces ten
zwany jest interkalacjg. Ze wzgledu na stosunkowo $ciste upakowanie
zasad w spirali (odlegto$¢ dwu par wynosi okoto 3,5 A) oddziatywanie
uktadow n-elektron6w zasad azotowych i barwnika akrydynowego musi
by¢ znaczne. Na to, ze moga one w tym przypadku odgrywac istotng role,
wskazuje jeszcze fakt, ze w pewnych warunkach akrydyna przejawia
cechy dobrego akceptora elektronéw (72). Nie wyjasniono czy miedzy
akrydynag a wolnymi purynami i pirymidynami tworza sie kompleksy c-t
(19). Wyniki otrzymane metodg ERP wskazujg na takg mozliwos¢, je-
dnakze nie udato sie wykry¢ pasma c-t.

Z wiasnosciami donorowo-akceptorowymi prébowano takze powigzaé
rakotworcze dziatanie zwigzkéw chemicznych (patrz artykut przegladowy.
(51). Prace te (3, 4, 5, 10, 13, 22, 33, 34, 35, 39, 57, 62, 71, 80, 83) maja
jedynie znaczenie historyczne, podobnie jak teorie Masona, Hoffmana
i Ladika, Briksa oraz Allisona i Nasha wigzace dziatanie kancerogenne
z powstawaniem kompleksow donorowo-akceptorowych. Epstein iwsp.
(22) po zbadaniu 107 zwigzkow (gtéwnie weglowodoréw aromatycznych)
stwierdzili ostatecznie, ze nie istnieje zalezno$¢é miedzy dziataniem rako-
tworczym a wiasnoSciami donorowymi czy akceptorowymi.

Jak wynika z tego przegladu wybranych zagadnien dotyczacych bio-
logicznej roli oddziatywan donorowo-akceptorowych nie mozemy juz dzi$
podzielaé pierwotnego entuzjazmu Alberta Szent-Gyorgyi’ego wyrazonego
w jego ,,Wstepie do biologii submolekularnej”. On sam przyznaje zreszty
(89), ze ,,pojecie kompleksu z przeniesieniem tadunku nie znalazto sobie
whasciwie miejsca w biologii i ,pozostato dla biologa, w mniejszym lub
wiekszym stopniu, tylko ciekawostkg chemiczng’l Wydaje sie jednak, ze
w wielu przypadkach nie mozna rozwaza¢ proceséw biochemicznych bez
uwzglednienia oddziatywan typu donorowo-akceptorowego. W cytowanej



[17] ODDZIALYWANIE DONOR-AKCEPTOR 547

powyzej pracy Szent-Gyérgyi formutuje nowg hipoteze, zgodnie z ktorg
oddziatywania te odgrywaé moga zasadniczg role w dziedzinie regulacji
wzrostu komorki, réznicowania i transformacji rakowej. Jak owocna
bedzie ta hipoteza wykazg przyszte badania.
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STANISEAW SZALA * JAN FILIPSKI **

Stabilno$¢ struktury drugorzedowej DNA
Stability of Secondary Structure of DNA

The problem of stability of secondary structure of DNA is reviewed. The con-
tribution of hydrogen bond, van der Waals and London forces, interaction of DNA
with the solvent and interactions between negative charged phosphate groups
on the stabilizing forces of helix form of DNA are discussed.

Jednym z podstawowych wymagan jakie musi spetniaé materialny
nos$nik informacji genetycznej jest stabilno$¢ jego struktury. Bardzo spe-
cyficzna budowa czasteczek DNA, ich podwdjna spirala posiadajagca we-
wnatrz ukryte ,,znaki kodu” w postaci zasad azotowych z zablokowanymi
przez wigzania wodorowe grupami chemicznie aktywnymi, spetnia wa-
runek trwatoSci poprzez uzyskang w ten spos6b mechaniczng sztywnos¢
i zmniejszenie reaktywnos$ci chemicznej. Z drugiej jednak strony wa-
runkiem spetnienia przez czasteczki DNA roli nosnika informacji musi
by¢ ich zdolnos¢ do zmian sktrukturalnych tj. przemiany dwuniciowej
czasteczki spiralnej w jednoniciowa (16). Zaktécenie tej zdolno$ci powo-
duje uszkodzenia w funkcjonowaniu aparatu genetycznego. Istnieje szereg
zwigzkéw (np. akrydyna i jej pochodne, antybiotyki jak np. aktynomy-
cyna D, daunomycyna), ktérych czasteczki wbudowujg sie pomiedzy
ptaszczyzny zasad w tancuchach spirali. Zwiekszajg one oddziatywania po-
miedzy zasadami obnizajac tym samym zdolno$¢ przejscia formy spiralnej
w jednoniciowg (18, 40, 51, 60). In vivo substancje takie blokujg mecha-
nizmy replikacji i transkrypcji informacji genetycznej.

Poczatkowo Watson i Crick (64) byli zdania, ze stabilno$¢
drugorzedowej struktury DNA zapewniajg wigzania wodorowe pomiedzy
komplementarnymi zasadami. Obecnie dopuszcza sie wiele innych rodza-
jow oddziatywan stabilizujgcych strukture DNA, ktdre mozna z grubsza
podzieli¢ na oddzialywania elektrostatyczne, Londona, hydrofobne oraz
typu wigzan wodorowych (6, 8, 12, 41, 48, 60, 63).

* Mgr, Zaktad Biologii Nowotworow, Instytut Onkologii, Gliwice.
** Dr inz., Zaktad Biologii Nowotwordw, Instytut Onkologii, Gliwice.
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W kolejnych rozdziatach omoéwimy rodzaje poszczegdlnych sit stabi-
lizujgcych strukture drugorzedowg DNA.

. Denaturacja

Proces przemiany struktury dwuniciowego spiralnego polinukleotydu
w jednoniciowe kiebki, ktéry obserwuje sie in vitro, nazywa sie denatu-
racjg. Istnieje caly szereg czynnikéw powodujacych takg przemiane bez
naruszenia struktury pierwszorzedowej: zmiana Srodowiska w kierunku
skrajnych wartosci pH, obnizenie sity jonowej roztworu, podwyzszenie
temperatury (40, 58, 60). We wszystkich przypadkach krzywa obrazujaca
reakcje przejscia spirala-ktebek ma sigmoidalny charakter przejscia fa-
zowego krysztat-ciecz i dlatego proces ten nazywa sie czesto ,topnie-
niem”.

Szereg teorii opisuje matematycznie przebieg procesu denaturacji
DNA (14, 20, 21, 29, 58, 66).

Wyniki obliczen Hilla (29) prowadzg do uwypuklenia znaczenia
wielkos$ci energii oddzialywan skrajnej pary zwigzanej ze skrajng para
w obszarze zdenaturowanym. Istnienie juz zwigzanej pary zasad utatwia
tworzenie kolejnych wigzan wodorowych pomiedzy nastepnymi komple-
mentarnymi parami zasad. PrzejScie fazowe polinukleotydu zawdziecza
swg ostro$¢ w duzym stopniu temu wtasnie czynnikowi.

Model denaturacji polinukleotydéow typu ,zamka btyskawicznego”
Gibbsa i Di Marzio (20), w ktdrym denaturacja zachodzi wytgcznie
do koncéw czasteczki z dobrym przyblizeniem opisuje przejscie fazowe
dla polinukleotydéw o krétkim tancuchu.

Teoria przejscia spirala —»kiebek dla DNA zostala rozbudowana przez
réznych autoréow, gtéwnie w kierunku wyliczenia wptywu istnienia, udzia-
tu i rozktadu wzdtuz tancucha dwu rodzajéw par: GC i AT (14,21).

Najlepiej zostata zbadana denaturacja termiczna obserwowana spek-
trofotometrycznie. Wyznaczanie spektrofotometrycznej krzywej ,topnie-
nia” opiera sie na zjawisku zwiekszania sie optycznej gestoSci roztworu
podczas denaturacji. Temperatura, w ktorej efekt hyperchromowy osigga
potowe wielkoSci maksymalnej nazywa sie temperaturg topnienia i oznacza
sie ja symbolem Tm (40). Podobnie w przypadku denaturacji kwasnej
i alkalicznej definiuje sie pHm jako warto$¢ pH, przy ktérej efekt hyper-
chromowy osigga potowe swojej wartosci (58). Wielkosci te sg miarg trwa-
fosci struktury spiralnej w danych warunkach. Efekt hyperchromowy
wywotany jest zmniejszeniem wzajemnych oddziatywan lokalnych pol
rozciggajacych sie wokot heterocyklicznych pierscieni zasad (9). Nie mozna
moéwié¢ o prostej proporcjonalno$ci pomiedzy iloScig rozerwanych wigzan
w danej temperaturze a przyrostem gestoSci optycznej (3). Zmiany lep-
kosci roztworow DNA podczas denaturacji wynikajgce z przemiany
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wzglednie sztywnych czasteczek dwuniciowych w bardziej gietkie, po-
jedyncze nici polinukleotydowe mozna zaobserwowa¢ w temperaturach,
w ktdrych nie obserwuje sie jeszcze wzrostu gestosci optycznej (1, 61).
Podobnie zmiany skrecalnoSci optycznej DNA wynikajgce ze zniszczenia
wysokiej symetrii spirali (2), jak rowniez ujawnienia sie katalitycznej
aktywnosci grup aminowych obserwowane oscylopolarograficznie (46) sg
widoczne w temperaturach nizszych niz poczatek spektrofotometrycznego
topnienia.

Mozna wiec przypuszcza¢, ze pewne zmiany struktury DNA zacho-
dza zanim nastepuje rozejscie sie polinukleotydowych nici (38). Z drugiej
strony uwaza sig, ze pomimo przekraczania temperatury w ktorej konczy
sie wzrost gestosci optycznej pojedyncze nici DNA nie rozchodzg sie
catkowicie (19).

Z badan kinetyki rozpadu podwdjnej spirali na pojedyncze nici wynika,
ze w temperaturach powyzej Tm szybkos$¢ pojawienia sie zdenaturowanego
DNA jest o kilka rzedéw wielkoSci mniejsza niz szybko$¢ hyperchromazji
i jest skohAczona powyzej temperatury, w ktérej konhcza sie zmiany ge-
stos$ci optycznej (59).

Il. Wigzania wodorowe

Istothg cecha wigzania wodorowego jest to, ze atom wodoru stanowi
jak gdyby mostek miedzy dwoma atomami elektroujemnych pierwiast-
kéw np. tlenu lub azotu, zawierajacymi wolne pary elektronéw. Proton

utrzymuje sie miedzy parami elektronéw atoméw w wyniku istnienia
momentow dipolowych.

Analizujgc dane Willkinsa i wsp. (65) oraz Franklin i Gos-
linga (15) pochodzace z badan nad dyfrakcjg promieni X, Watson
i Crick (64) zaproponowali model struktury drugorzedowej DNA *
Zgodnie z tym modelem uporzadkowana struktura czasteczki DNA moze
by¢ jedynie zachowana przez potgczenie przy pomocy wigzan wodorowych
puryn z pirymidynami. Jakkolwiek wydaje sie, ze moga wystepowac po-
faczenia adeniny z tyming i adeniny z cytozyng oraz guaniny z tyming
i guaniny z cytozyng, wzgledy sterochemiczne powoduja, ze w modelu
Watsona i Cricka potgczenie w pary moze zaj$¢ wytgcznie miedzy adening
i tyming oraz guaning i cytozyng. Wigzan wodorowych w parze AT jest
tylko dwa, podczas gdy w parze GC, po uzupeinieniach Paulinga
i Corey’a (47), trzy.

Sadzac ze swoistoSci wigzan miedzy komplementarnymi parami wy-
dawato sie, ze one witasnie zapewniajg stabilno$¢ struktury drugorzedowej

*

Bardziej szczeg6étowemu modelowi struktury drugorzedowej DNA poswiecony
jest artykut Hamiltona (25).
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DNA (40, 64). To, ze stabilnos¢ DNA bogatego w pary GC byta wieksza
od DNA o przewadze par AT byta istotnym argumentem na korzys¢ tej
koncepcji (40). Fakt ten ttumaczono wptywem trzeciego dodatkowego wig-
zania wodorowego w parze GC. Stad tez zaskakujace byty eksperymenty,
w Kktorych zamiast wody jako rozpuszczalnika uzywano wody ciezkiej,
DD (5. Zmiana ta zwigksza trwato$¢ wigzan wodorowych z powodu
wiekszej masy deuteru i powinna da¢ w rezultacie wzrost temperatury
topnienia (Tm). Jednak tego typu zmiana nie wywotuje istotnych zmian
stabilizacyjnych w DNA (5), w przeciwienstwie do wzrostu stabilnosci
struktury drugorzedowej rybonukleazy (przesuniecie Tm o 4 stopnie) (53).
Rowniez tak klasyczny czynnik denaturujgcy biatka jak mocznik, ktéry
rozrywa wigzania wodorowe, jest mniej efektywnym czynnikiem dena-
turujacym niz np. C104~, czy CCIOO_, ktére rozrywajg wigzania hy-
drofobne (41, 43).

Crothers i Zimm (6) zaktadajgc, ze wigzania wodorowe miedzy
komplementarnymi parami sg rownocenne pod wzgledem energetycznym,
przyjeli, ze dwa wigzania wodorowe w parze AT wnosza w swobodng
energie tworzenia struktury spiralnej z kiebkéw — 2 kcal/mol par zasad
a trzy wigzania wodorowe w parze GC — 3 kcal/mol par zasad. Bytby to
jednak dos¢ niewielki wktad energetyczny w ogdélng energie tworzenia
struktury spiralnej. Wiekszos$¢ jej tzn. okoto — 7 kcal/mol par zasad po-
chodzi z oddziatywan zasad wzdtuz tancuchoéw polinukleotydowych (6).

I1l1. Wigzania van der Waalsa i Londona

Sity van der Waalsa zwiagzane sg z wystepowaniem w czgsteczkach
trwatych i indukowanych momentéow dipolowych. Wyré6znia sie trzy za-
sadnicze typy takich oddzialywan: oddzialywanie pomiedzy czgsteczkami
obdarzonymi trwatymi dipolami, oddziatywanie pomiedzy czasteczkami
o trwatych dipolach a czasteczkami niepolarnymi, w ktérych dipole moga
by¢ wyindukowane, oraz oddziatywania pomiedzy czasteczkami, ktére nie
majg trwalych momentow dipolowych ale moga ulega¢ polaryzacji. Sity
wynikajgce z oddziatywan dipol indukowany — dipol indukowany nazy-
wane sg sitami Londona. We wszystkich trzech przypadkach energia po-
tencjalna oddziatywan zalezy od r6— gdzie r oznacza odlegto$¢ pomiedzy
dipolami. Sity te sg znacznie stabsze (od 10 do 100 razy) od wigzan kowa-
lencyjnych i rozciggajg sie na wieksze odlegtosci (od 3 do 5 razy) niz
wigzania walencyjne.

Zagadnienie wktadu sit van der Waalsa i Londona w stabilizacje struk-
tury DNA rozwazali De Voe i Tinoco (8). Obliczyli oni teoretycznie
wkiad poszczeg6lnych sit w og6lng sume oddziatywan miedzy zasadami
w podwojnej spirali. Z obliczen wynika, ze istniejg silne oddziatywania
typu elektrostatycznego i londonowskiego zar6wno pomiedzy zasadami
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w parze jak i pomiedzy zasadami w tym samym fancuchu. Energia wig-
zan wodorowych, jak oceniajg, w niewielkim stopniu wptywa na sta-
bilnos¢ struktury dwuniciowej, cho¢ one to wiasnie zapewniajg specy-
ficzno$¢ wigzania sie A z T i G z C. Zdaniem tych autoréw réznica
w temperaturach topnienia pomiedzy polinukleotydami o r6znej zawar-
tosci GC i AT wynika przede wszystkim z r6znicy w oddziatywaniach
typu dipol — dipol, ktére w przypadku pary GC sprzyjajg sparowaniu,
natomiast w przypadku pary AT dziataja w kierunku destrukcji pary.
Oddziatywania typu dipol-indukowany dipol, pomiedzy zasadami w sek-
wencjach:

AT TAT|
AT{ ™ ta{

(kierunek strzatki wskazuje wigzania zasada-dezoksyryboza-3’-fosforan-
-5’-dezoksyryboza-zasada) niwelujg to dziatanie i w sumie polimer za-
wierajagcy wylgcznie adenine i tymine jest w warunkach zatozonych
w obliczeniach stabilny, jednak stabilizujaca go energia jest okoto dwu-
krotnie nizsza od energii stabilizujgcej polinukleotyd zawierajacy wy-
tagcznie pary GC.

Istnienie oddziatywan pomiedzy zasadami wzdtuz tahcucha polinukle-
otydowego (ang. base stacking) mozna wykaza¢ dosSwiadczalnie (2, 23,
42, 43). Brahms i Mommaerts (2) obserwowali dichroizm kotowy
oligonukleotydéw w roztworze. Pojedyncze nukleotydy wykazujg widmo
dichroizmu kotowego, ktére w miare wzrostu stopnia polimeryzacji oligo-
nukleotydow ulega zmianom, w szczegdlnoSci nastepuje znaczny wzrost
maksymalnej wartosci E = EL—EP, gdzie EL i EP oznaczajg odpowiednio
wspdbiczynniki molowe absorpcji oligonukleotydéw dla Swiatta spolary-
zowanego kotowo w lewo i prawo. Takie zachowanie $wiadczy o zwiek-
szeniu sie asymetrii  w miare wzrostu ciezaru czasteczkowego
i jest spowodowane tym, ze nie wszystkie wzajemne potozenia prze-
strzenne nukleotydéw w fancuchu polinukleotydowym sg energetycznie
réwnocenne. Wyrazny spadek Emex ze wzrostem temperatury, ktéry ma
ksztatt rozmytej krzywej ,,topnienia”, dowodzi istnienia najbardziej uprzy-
wilejowanej pozycji wzajemnej zasad w czasteczce dwunukleotydu. Spa-
dek wraz z temperaturg staje sie bardziej ostry w miare wzrostu ciezaru
czasteczkowego polimeru.

Na istnienie oddziatywan pomiedzy zasadami w tréjnukleotydach
wskazuja tez badania przy pomocy magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) (52). Pole magnetyczne, ktore towarzyszy sprzezonym wigzaniom
w heterocyklicznych pierscieniach dziata na protony sasiadujgcych zasad
i wywotuje przesuniecie maksimum w widmie NMR dla polinukleotydéw
w stosunku do mononukleotydéw. Podobnie zmiany w widmie NMR
wraz z temperatura sugeruja istnienie oddziatywan, ktére powoduja
powstanie dwuczgsteczkowych kompleksow w roztworach puryny (28).
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Mozna sadzi¢, ze obserwowane przy zastosowaniu dichroizmu koto-
wego i NMR réwnolegte usytuowanie zasad w roztworach wolnych zasad
(50), polinukleotydow czy kwaséw nukleinowych wynika z oddziatywan
natury elektrostatycznej lub Londona (43). Stwierdzono mianowicie, ze
dodatek do roztworu DNA substancji, ktorych oddziatywania typu van
der Waalsa z zasadami sg silne, powodujg destabilizacje struktury spi-
ralnej na zasadzie konkurencji i to w stopniu tym wiekszym im silniejsze
sg te oddziatywania (26).

IV. Oddziatywania czasteczek rozpuszczalnika z czasteczkami DNA

Okreslajac udziaty energetyczne poszczegdlnych sit stabilizujacych
strukture drugorzedowg DNA nie mozna pomina¢ wkiadu oddziatywan
grup polarnych i niepolarnych w czasteczkach DNA z czgsteczkami
wody.

Jednag z pierwszych hipotez oddziatywania czasteczek DNA z cza-
steczkami wody byta sugestia Jacobsona (32). Po rozpuszczeniu DNA
w wodzie nastepuje rozerwanie struktury wody i przegrupowanie struk-
turalne, w wyniku ktorego czasteczki polimeru $cisle dopasowuja sie do
spiralnych przestrzeni miedzyweztowych w strukturze wody. Zoriento-
wane czgsteczki wody tworzg wigzania wodorowe z grupami polarnymi
DNA, ktore stuzg jako donory lub akceptory. Powoduje to stabilizacje
struktur wodnych przez powierzchnie graniczne makroczasteczki i powsta-
nie warstwy hydratacyjnej. Badania Hearsta i Vinograda (27)
potwierdzatyby przypuszczenia Jacobsona. Z analiz sedymentacyjnych
wynika, ze czasteczki DNA bakteriofaga T4 w temperaturze 25° przy
aktywnos$ci wody zblizonej do jednoSci wigzg okoto 50-ciu czasteczek
wody na nukleotyd.

Rdéwniez dane magnetycznego rezonansu jadrowego potwierdzajg po-
glady Jacobsona. Poszerzanie sie sygnatow rezonansowych wody i zmniej-
szanie sie powierzchni pod krzywymi sygnatow jest interpretowane jako
efekt uporzadkowania sieci wodnej (22). Jednak dane te sugeruja, Ze za-
ledwie drobna ilo§¢ wody znajduje sie w postaci zwigzanej (22). Dowo-
dzitoby to, ze powtoki hydratacyjne czasteczek DNA sg raczej niewielkie
i nie obejmujg duzych obszarow uporzadkowanej sieci podobnej do lodu,
tak jak to proponuje Jacobson. Badania DNA metoda spektroskopii w pod-
czerwieni nie wykryty przesuniecia pasma 4,7 X w kierunku mniejszych
dtugosci fal w niskiej temperaturze (7), czego mozna by oczekiwa¢, gdyby
czasteczki DNA miaty taki wptyw na strukture wody jak proponowat
Jacobson.

Na podstawie badan samodyfuzji wody w roztworach DNA Wang
(62) twierdzi, ze ilos¢ wody hydratacyjnej wynosi zaledwie 0,35 g na gram
suchej masy DNA (tzn. okoto 6—8 czasteczek HzO na nukleotyd).
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Analiza sedymentacyjna roztwor6w DNA przeprowadzona przez P o-
uyeta i wsp. (49) dowodzi, ze solwatacja czgsteczek DNA w decydujacy
sposob zalezy od rodzaju kationu soli znajdujgcej sie rGwnoczesnie w roz-
tworze. Ilo$¢ czasteczek wody zwigzanej przez nukleotyd (I') jest skrajnie
mata w szerokim zakresie molarnoSci w roztworze LiBr. W roztworach
NaCl i NaBr I wynosi 8 w niskiej sile jonowej i zmniejsza sie ze wzrostem
stezenia. W roztworach chlorku cezu ' wynosi 0 w niskich stezeniach
i zwieksza sie ze wzrostem stezenia soli, przy stezeniu 3M osigga maxi-
mum (I = 7) i zmniejsza sie stopniowo przy wzroScie molarnosci. Wiel-
ko$¢ uwodnienia nie zalezy od masy czasteczkowej preparatu DNA i jest
charakterystycznym parametrem natywnej, spiralnej struktury DNA.

Wedtug obliczen Pouyeta i wsp. (49) uwodnienie par GC i AT
jest rézne i wynosi dla GC okoto 7 czgsteczek wody, a dla AT okoto 11,5.
Ta roznica w uwodnieniu par GC i AT mogtaby ttumaczy¢ zmiany ge-
stosci wiasciwej preparatu DNA w gradiencie chlorku cezu w zaleznosci
od skladu zasad (55).

Analizujac witasciwosci elektryczne DNA O’Konski (45) wyraza
poglad, ze dla wyjasnienia witasciwosci dielektrycznych i przewodnictwa
roztworé6w DNA zbedne jest postulowanie istnienia podobnych do lodu
powtok hydratacyjnych o grubos$ci setek angstremow. Sagdzi on, ze woda
hydratacyjna DNA stanowi cienkg powitoke o grubosci zaledwie Kilku
czasteczek.

Lewin (36) sugeruje, ze wigzania hydrofilne sg jednym z gtéwnych
czynnikéw warunkujacych stabilno$¢ struktury drugorzedowej DNA.
W formie B, tzn. w formie guasi-krystalicznej, grupy aminowe adeniny
i cytozyny w wiekszym rowku czgsteczki DNA oraz grupa aminowa gu-
aniny w rowku mniejszym tworzg wigzania wodorowe z czasteczkami
wody. Stabilizujagcy wptyw tego typu wigzan powinien by¢ obserwowany
raczej w niskich sitach jonowych, gdyz wzrost sity jonowej powoduje co-
raz to wiekszy destrukcyjny wptyw jonéw elektrolitu na strukture wody.

Hipoteza Lewina (36) jest o tyle dyskusyjna, ze mimo catego
szeregu doswiadczen nie potwierdzono jego przypuszczen o wyraznym
przesunieciu Tm przy podstawieniu HzO woda ciezkg (Dz0). Z drugiej
strony nalezy dodaé, ze w wyniku wystepowania konkurencyjnych wig-
zan wodorowych miedzy czasteczkami wody rzeczywista sita wigzan wo-
dorowych miedzy grupami polarnymi w $rodowisku wodnym jest raczej
mata i entalpia tworzenia sie wigzania zmniejsza sie do —1,5 kcal/mol
(44).

Nie jest wykluczone, ze wiekszy wplyw stabilizujagcy na strukture
DNA maja oddziatywania hydrofobne grup niepolarnych DNA. Hama-
guchi i Geiduschek (24) wykazali denaturujagcy wptyw niekto-
rych anionow organicznych na DNA, przy czym w stezeniu 4M efekt
ten maleje w szeregu CCIX0OO- > CNS- > CFX0O0- !> CH4s > J“ >
CH3XO0O0O- > Br-, Cl-, CHOI'. Wedtug tych autoréw aniony bytyby czyn-
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nikami naruszajacymi strukture wody w poblizu grup niepolarnych DNA.
Dawatoby to w efekcie mniejsze oddziatywanie miedzy zasadami wzdtuz
tancucha i w koncu zmiany denaturacyjne.

W rozwazaniach nad wplywem grup lub czasteczek niepolarnych
na strukture wody przewaza obecnie poglad, przyjety od czasu badan
Franka i Evansa (13), ze rozpuszczanie czasteczek niepolarnych
w wodzie modyfikuje jej strukture. Wzrasta mianowicie udziat labilnych
struktur o charakterze krystalicznym na skutek wiekszego stopnia po-
wigzania czasteczek wody wigzaniami wodorowymi oraz ograniczenia ro-
tacji sasiadujacych czasteczek wody. Daje to wzrost tendencji do tworzenia
wokét czasteczek niepolarnych grup czasteczek wody o charakterze lo-
kalnej struktury lodowej. Tego typu zmiany struktury wody zmniejszajg
entalpie i entropie w obrebie samej struktury (33). Zgodnie z tymi zato-
zeniami reakcja 1

spirala+ HOH -> kiebek sHOH 1

powinna mie¢ ujemng warto$¢ entalpii i dos¢ duza ujemng warto$¢ entro-
pii (26). Jednakze badania prowadzone miedzy innymi przez Bunville’a
i wsp. (4) wykazaty, ze ten typ reakcji ma dodatnig entalpie (8 kcal/mol
par zasad) i duzg dodatnig wartos¢ entropii (20 do 30 cal/mol «stop.
w 25°C). Wskazywatoby to na niewielki udziat oddziatywan hydrofobnych
w energii stabilizujgcej strukture drugorzedowg DNA, jak sugeruje Han-
lon (26).

Badajac wptyw solwentu na stabilno$¢ struktury drugorzedowej DNA,
Sinanoglu i wsp. (56, 57) uzasadnili teoretycznie wptyw rodzaju
rozpuszczalnika na oddziatywania stabilizujgce czgsteczki DNA. Energie
swobodng przejscia fazowego kiebek spirala (AfO(h_C)* przedstawiajg
oni jako sume skiadowych (réwnanie 2)

aoPo(H-c) = AFg-c)+ AF(H-c)+ AF(H-c)+ AF(H-c) 2

W réwnaniu tym AF(bSc) — réznica w swobodnej energii oddziatywan
spirala-solwent i kiebek-solwent; AF(r)c)— zmniejszenie przez solwent
swobodnej energii oddziatywan miedzy zasadami wzdiuz ‘tancucha;
AF|cfc) — réznica miedzy swobodng energig potrzebng do utworzenia
klatki w strukturze wody dokota spirali i energig swobodng potrzebng
do utworzenia dwdch klatek dokota kiebkéw w danym roztworze;
FA(vfc*— swobodna energia przejscia spiralaktebek w prézni.
Badajac wptyw réznych solwentéw na wielko$¢ poszczego6lnych skia-
dowych Sinanoglu i Abdulnur (56) stwierdzili, ze wielkos¢
AF(r)c) jest wzglednie mata i prawie niezalezna od rodzaju solwentu.
Wartos¢ AF[*oC) jest energetycznie duza i pochodzi gtdwnie z oddziaty-
wania kiebkéw z czgsteczkami solwentu, podczas gdy energia oddziaty-

* Symbolika pochodzi z pracy Sinanoglu i Abdulnura (56).
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wania spirali z rozpuszczalnikiem jest wzglednie mata. Oczywiscie, wigze
sie to z wiekszym uwodnieniem kiebkéw niz spirali. Warto§¢ AF(~Q
jest rdwniez prawie niezalezna od solwentu. Wielko$¢ AF[crc) jest wzgled-
nie duza i zdecydowanie zalezy od rodzaju solwentu. Pochodzi ona z ko-
niecznosci powiekszenia powierzchni klatki w strukturze solwentu, aby
zmiesci¢ nici polinukleotydowe w postaci kiebkdw. Warto$¢ ta zmienia
sie z— 38 kcal/mol par zasad w wodzie do — 12 kcal/mol w alkoholu
metylowym. Wedtug Sinanoglu i Abdulnura (56) zmiany wiel-
kosci AFS"Q pochodza raczej ze zmian entalpii niz ze zmian entropii.

Ogo6lnie mozna sadzi¢, ze duze wartoSci entalpii przegrupowania czg-
steczek wody tworzacych klatke decydujg o stabilnosci struktury drugo-
rzedowej DNA w wodzie. Destabilizujgcy efekt takich rozpuszczalnikow
jak alkohol etylowy, formamid czy pochodne glikolu etylenowego po-
chodzi ze zmniejszonych wielkosci entalpii tworzenia klatki w tych roz-
puszczalnikach.

V. Elektrostatyczne oddziatywania pomiedzy grupami fosforanowymi

Badanie wptywu jednowartosciowych kationéw na termiczng stabilno$¢
struktury drugorzedowej DNA pozwolito stwierdzi¢, ze temperatura top-
nienia DNA (Tm) ros$nie w przyblizeniu proporcjonalnie ze wzrostem
logarytmu stezenia kationu (10, 54). Wspotczynnik temperaturowy aTm
waha sie w zakresie 15—20°C. Zmiany sity jonowej zmieniajg réwniez
w istotny spos6b wiasciwosci hydrodynamiczne roztworéw DNA. Wraz
ze zmniejszeniem sie sity jonowej od 045M do 0,0002M NaCl Frisman
i wsp. (17) obserwowali zwiekszenie sie wartosci lepkosci istotnej (1) DNA
od wartosci (rj)X10~2= 70 dla 045M NaCl do (rj)X10"2 = 1100 dla roz-
tworu DNA w 0,0002M NaCl. Dziatanie stabilizujgce kationéw polega
gtébwnie na ekranowaniu ujemnych reszt fosforanowych i zmniejszeniu
tym samym swobodnej energii elektrostatycznej kulombowskiego od-
dziatywania miedzy taficuchami polinukleotydow (10, 11, 34, 37, 39, 54).
W niskich sitach jonowych czasteczki DNA sg rozciggniete w wyniku
odpychania ujemnie natadowanych reszt fosforanowych (11) i stosunkowo
fatwo ulegajg wowczas denaturacji (37). W miare wzrostu elektrosta-
tycznego ostaniania ujemnie natadowanych grup przez kationy, czasteczki
DNA przyjmujg pofatdowang, bardziej termodynamicznie prawdopodobng
konfiguracje (11). Wydaje sie, ze tego typu zjawisko obserwowat Inm an
(30), ktory stwierdzit, ze dtugos¢ czasteczek DNA faga mierzona w mikro-
skopie elektronowym zalezy od sity jonowej roztworu, z ktdrego nano-
szono preparaty na film z cytochromu. Dtugos$¢ czagsteczki DNA nano-
szonej z wody wynosita 17,2 u, podczas gdy preparaty DNA nanoszone
z fazy zawierajacej 0,1M octanu sodu lub 0,1M NaCl wykazywaty odpo-
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wiednio 13,6 i 10,8 4. O podobnych spostrzezeniach doniesli rowniez Lang
i wsp. (35). ,,

Podstawy teoretyczne elektrostatycznych oddziatywan jonow ze zjo-
nizowanymi grupami polielektrolitow wywodzg sie z klasycznej teorii
Debye’a i Huckela. Obliczyli oni potencjat wokot tadunku punk-
towego w przypadku istnienia atmosfery jonowej.

Z réwnania wyrazajagcego zalezno$¢ miedzy ty a gestoscig tadunku
(rownanie 3):

Aty=—iﬂ 3

gdzie: A— oznacza operator Laplace’a, D — stalg dielektryczng, q— ge-
stos$¢ tadunku, mozna otrzymac¢ podstawowe rownanie Debye’a i Huckela
zwane rowniez réwnaniem Boltzmanna-Poissona. Rozwigzaniem réwniez
jest szereg, z ktérego Debye i Huckel uwzglednili dwa pierwsze wyrazy
(réwnanie 4):

ane2 | ¥ S
—kT N ™ ' 6— Zdunek elementarny; n;— stezenie jo-
néw w 1cm3; Z;— wartosciowos$¢ jonu.

Kotin (34) traktujagc DNA jako liniowy polielektrolit, w ktorym
ujemne tadunki reszt fosforanowych sg zastagpione przez jeden ciggly
tadunek rownomiernie rozmieszczony na powierzchni cylindrycznej cza-
steczki, okreslit wielko$¢ energii elektrostatycznej jako AFe= ety i za-
lezno$¢ miedzy AFe a sitg jonowg (M) wyrazit w réwnaniu 5:

_* = Cl-c 2logM 5

gdzie: c: i c2 stale niezalezne od temperatury, réwne odpowiednio 0,3
i 0,6.

Bardziej ztozony model oddziatywania jonéw na tadunki reszt fosfo-
ranowych zaproponowali Schildkraut i Lifson (54). W modelu
tym tadunki reszt fosforanowych sg roztozone w sposdb nieciggty, a ty
oblicza sie jako funkcje odlegtosci miedzy tadunkami na obydwu niciach
polinukleotydowych (r —T;) (réwnanie 6):

)= (5)Jj ep{-*Ir- ri|}/Ir- r§ 6

Sumowanie przeprowadzono dla 56 grup fosforanowych przyjmujgc, ze
oddziatywanie grupy fosforanowej jednej nici na reszty fosforanowe
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drugiej nici rozcigga sie na odlegtos¢ 93 A. Energia elektrostatyczna
AFe na jeden mol par zasad obliczona wedtug réwnania (7):

AFe = —X2el|j 7

(gdzie Ajest utamkowym tadunkiem 0,22 elektronéw na reszte fosfora-
nowy) jest liniowg funkcjg Tm. Z nachylenia tej prostej Schildkraut
i Lifson (54) obliczyli warto$¢ entalpii (AH®) przejscia spirali w kiebek
w wypadku nie wystepowania oddziatywan elektrostatycznych. Warto$é
AH° wahata sie w zakresie 1,5 do 2,8 kcal/mol par zasad i jest zbyt maita
w poréwnaniu z wartoscig eksperymentalng (8 kcal/mol par zasad).

Dopiero uwzglednienie dalszych wyrazow szeregu bedacego rozwigza-
niem réwnania 3 moze da¢ dobrg zgodnos$¢ teorii z wynikami ekspery-
mentalnymi. W ten sposéb Mac Gillivray i Mc Mullen (39)
obliczyli swobodng energie elektrostatyczng dla kiebka i spirali, i w re-
zultacie dla polimeru dAT :dAT otrzymali bardzo dobrg zgodno$¢ z wy-
nikami eksperymentalnymi Inman i Baldwina (31).

VI. Energia swobodna przejscia spirala-kiebek

Wielkos$¢ energii swobodnej reakcji przejscia spirala-ktebek jest miarg
trwatosci jednej z form DNA.
Rownanie 8

AF = AH-TAS 8

odzwierciedla tendencje uktadu do przejScia w stan o nizszej energii
oraz w stan mniej uporzadkowany. AF, AH i AS sg réznicami odpowiedniej
energii swobodnej, entalpii i entropii kiebka i spirali. Jezeli AF> 0 cza-
steczki DNA znajdujg sie w postaci spiralnej, gdy AF<CO trwaly jest
stan kiebka. W temperaturze, w ktérej AF = 0, forma spiralna i kiebek
sg w stanie termodynamicznej rdwnowagi. Przyjmuje sie, ze jest to tem-
peratura topnienia, Tm (54). AF mozna rozbi¢ na sktadowe zalezne i nie-
zalezne od sity jonowej (réwnanie 9):

AF = AFO0+AFe 9

gdzie: AFe jest swobodng energig elektrostatyczng kulombowskiego odpy-
chania pomiedzy resztami fosforanowymi, a AFO jest sumg pozostatych
oddziatywan, ktore w przyblizeniu nie zalezg od sity jonowej. Teoretyczne
obliczenia (54, 63) wykazujg, ze wielkos¢ AFe jest ujemna i mieSci sie
w granicach Kilkuset kalorii na mol par zasad. W roztworach o sile jonowej
zblizonej do zera AFe” —0,4 kcal/mol par zasad (54). AFe zmniejsza
sie ze wzrostem sity jonowej i w dostatecznie duzych stezeniach elektroli-
tbw mozna napisa¢ AFe= 0. W tych warunkach AF = AFOQ.

Oznaczona warto$¢ AF wynosi +1 kcal/mol par zasad (63) i dla AFC=
= 0, réwna jest sumie energii swobodnych oddziatywan niezaleznych od
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sity jonowej. Ta niewielka warto$¢ energii swobodnej reakcji przejscia
spirala -> ktebek warunkuje stabilno$¢ spirali DNA w warunkach fizjo-
logicznych a réwnoczes$nie umozliwia zmiany strukturalne niezbedne dla
proces6w replikacji i transkrypcji.
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IRENA SZUMIEL *

Regulacja translacji genéw u zwierzat
Regulation of Gene Translation in Animals

Recent advances in the studies on the mechanism of regulation of the transla-
tion process are reviewed and discussed.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach istotnie wzbogacity wie-
dze o procesie translacji genow. Niektore problemy zwigzane z tymi ba-
daniami omdéwiono w ostatnich zeszytach Postepéw Biochemii (20, 26).
W toku poznawania mechanizmu translacji coraz wieksze zainteresowanie
zaczeto budzi¢ zagadnienie regulacji tego procesu. Powodem tego byt
miedzy innymi fakt, ze ogoélnie przyjety schemat regulacji biosyntezy
biatka zaproponowany przez Jacoba i Monoda (33), zaktadajagcy
odwracalne blokowanie transkrypcji genéw, nie ttumaczyt w wystarcza-
jacy sposob wynikow niektorych doswiadczen, przeprowadzonych za-
rowno na bakteriach jak i na organizmach wielokomoérkowych. Dlatego
tez wysunieto nowe hipotezy (8, 3, 82), przewidujace, ze represja i in-
dukcja gendéw zachodzi na poziomie ich translacji. W oparciu o takie
zalozenie mozna wyjasni¢ wiele spostrzezen z zakresu genetyki bakterii
(58). Wydaje sie jednak, ze u eukariontdw, u ktorych procesy transkrypcji
i translacji sg oddzielone przestrzennie, zwfaszcza za$ u organizmoéw wie-
lokomorkowych, mechanizmy regulacyjne sa bardziej ztozone i z pewno-
Scig obejmujg oba te procesy. W organizmach wielokomoérkowych bardzo
precyzyjnej regulacji podlegajg zaréwno rodzaj i ilos¢ czasteczek posz-
czegblnych biatek, jak i szybko$¢ ich syntezy (40). Poczatkowo sgdzono,
ze na poziomie translacji kontrolowana jest szybko$¢ biosyntezy biatka,
natomiast proces transkrypcji decyduje o tym, jakie biatka i w jakiej
ilosci zostang wytworzone. Jednakze wiele danych S$wiadczy o tym, ze

* Dr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badan Jadrowych,
W arszawa.

'Wykaz stosowanych skrétéw: RFC —rozpuszczalna frakcja cytoplazmatyczna,
ACPC — kwas i-aminocyklopentanokarboksylowy.

6 Postepy Biochemii
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nie tylko transkrypcja lecz i translacja gendw moze zachodzi¢ wybiodrczo.
W niniejszym artykule zostang omowione wyniki niektérych doswiadczen,
na podstawie ktérych sformutowano ostatnio hipotezy dotyczace mecha-
nizméw regulacji procesu translacji genéw.

1. Regulacja szybkos$ci procesu translacji

Teoria Jacoba i Monoda zaktada, ze w komorce bakteryjnej o szybkosci
biosyntezy biatka decyduje — przy statej iloSci rybosoméw — ilos¢ mMRNA
a zatem reakcja komorki na bodZzce zewnetrzne, wywotujace zmiany w ilo-
§ci produkowanych biatek nastepuje na poziomie transkrypcji. Zatozenie
to jest prawdopodobne wobec stosunkowo niewielkiej ztozonosci aparatu
genetycznego bakterii. Nalezy sie jednak spodziewaé, ze u zwierzat, ze
wzgledu na bogactwo informacji genetycznej, zmiana szybkosci biosyntezy
biatka pod wptywem takich bodzcéw jak np. wahania stezeA aminokwa-
séw i substratow przemian dostarczajgcych energii moze zachodzi¢ nie-
zaleznie od ilosci mMRNA powstajgcego w jadrze komdérkowym.

Swiadcza o tym miedzy innymi badania von der Decken (13, 14),
ktéra spostrzegta, ze zmiana diety z bezbiatkowej, o duzej zawartosci
weglowodanéw, na wysokobiatkowg powoduje u szczuréw zwiekszong
0 60—80% i niezalezng od wptywu aktynomycyny D synteze biatek. Zja-
wisko to mozna zaobserwowac in vitro zarbwno w preparatach rybosomaéw
jak i mikrosomoéw; wykazuje ono zaleznos¢ od ilosci rozpuszczalnej frakcji
cytoplazmatycznej — RFC — (supernatant po wirowaniu przy 165 000 g)
dodanej do uktadu bezkomoérkowego (rysunek 1).

Rys. 1. Wptyw zawartosci rozpuszczalnej frakcji cytoplazmatycznej (RFC) w ukta-
dzie bezkomoérkowym z watroby szczura na witgczanie 14C-leucyny do biatek wg (15)

Szczur hodowany: na diecie wysokobiatkowej — [, na diecie bezbiatkowej, weglowodano-
wej — A
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Von der Decken (15) oddzielita niskoczasteczkowe sktadniki
tej frakcji przez saczenie molekularne na zelu Sephadex G-25, a na-
stepnie zbadata ich wptyw na aktywnos$é rybosoméw. Stwierdzita ona, ze
w regulacji procesu translacji uczestniczg GTP i GSH. Z wykresow za-
leznosci biosyntezy biatka od stosunku ilosci biatka RFC do RNA rybo-
somowego mozna wywnioskowaé, ze wzgledny wzrost biosyntezy biatka
pod wpltywem GTP w ukladach bezkomérkowych otrzymanych z wa-
troby jest wiekszy u szczurow hodowanych na diecie weglowodanowej, bez-
biatkowej niz na diecie wysokobiatkowej. Natomiast GSH wyrazniej przy-
spiesza translacje w uktadzie przygotowanym z watroby szczuréw otrzy-
mujacych diete wysokobiatkowga (rysunek 2a, b) za$ jednoczesne dodanie
tych zwigzkéw powoduje w przypadku obu diet znaczne pobudzenie wia-
czania aminokwasow do biatek (rysunek 2c)

mg biatka RFC/mg RNA rybosomowego

Rys. 2. Wplyw zawarto$ci rozpuszczalnej frakcji cytoplazmatycznej (RFC) podda-
nej saczeniu molekularnemu, oraz GTP i GSH na witgczanie 14C-leucyny do biatek
w uktadzie bezkomérkowym z watroby szczura wg (15)

Szczur hodowany: na diecie wysokobiatkowej — [, na diecie bezbiatkowej, weglowodano-
wej — A
a — uktad bez dodatkéw, b — uktad z dodatkiem 10 mM GSH, ¢ — uktad z dodatkiem 10 mM
GSH i 01 mM GTP

Zwiekszenie stezenia GTP do 0,5mM nie zmienito przebiegu obserwo-
wanych zjawisk a ilo$¢ 14C-leucyny wiaczanej do biatek byta nizsza w ukta-
dzie przygotowanym z watroby szczura hodowanego na diecie bezbiatko-
wej. Poddanie saczeniu molekularnemu frakcji mikrosomowej powodowa-
to obnizenie witgczania aminokwaséw o 30—40°0 w przypadku uktadu
z watroby szczuréw hodowlanych na diecie wysokobiatkowej, natomiast
w bardzo niewielkim stopniu wptywato na aktywnos$¢ uktadu z watroby
szczurow bedacych na diecie weglowodanowej. Sugerowatoby to istnienie
w mikrosomach szczuréw otrzymujacych pozywienie biatkowe jakiego$
czynnika aktywujgcego proces translacji. Dodanie do uktadu GTP #3cznie

6t
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z mieszaning aminokwaséw powoduje w przypadku obu diet zwiekszenie
syntezy do poziomu wyzszego niz w uktadzie, ktorego sktadnikow nie
poddawano sgczeniu molekularnemu (tablica 1)

Tablica 1

Wiaczanie 14C-leucyny do biatek w uktadzie bezkomdrkowym z watroby szczuréw
hodowanych na diecie weglowodanowej — bezbiatkowej (A) i wysokobiatkowej (B)

wg (15)
Wiaczanie 14C-leucyny
. Dodatek GTP imp/min/100 mg
Sktadniki uktadu do ukladu RNA mikroskopowego B/A
A B
Mikrosomy, RFC* 4- lub — 11 400 20 800 1,82
Mikrosomy po sgczeniu
molekularnym, RFC + lub — 10 200 12 900 1,26
Mikrosomy i RFC po
sgczeniu molekularnym - 8 000 12 200 1,52
+ 14 200 14 900 1,05
+ oraz miesza-
nina aminokwa-
kwasow 19 800 24 200 1,22

* RFC—rozpuszczalna frakcja cytoplazmatyczna

Wyniki zawarte w tablicy 1 $wiadczg, ze GTP jest nie tylko Zzrddiem
energii zuzywanej w procesie translacji, ale rowniez jego regulatorem.
Sugeruja one, ze stosujagc sagczenie molekularne RFC i dodatek GTP mozna
zmieni¢ wydajnos$¢ procesu translacji in vitro, okreslong w komodrkach
przez rodzaj diety.

Jak juz wspomniano uprzednio, von der Decken uzyskata takie same
wyniki dla mikrosoméw jak i dla rybosomdw. Mozna zatem przypuszczac,
ze badane przez nig czynniki regulujgce sg sktadnikami rozpuszczalnej
frakcji cytoplazmatycznej.

Doswiadczenia wykonane w pracowni Hoaglanda $wiadcza o wyste-
powaniu czynnika regulujacego szybko$¢ procesu translacji réwniez w re-
tikulum endoplazmatycznym. Czynnik ten wykryto, poréwnujac inten-
sywno$¢ biosyntezy biatka w normalnej i regenerujacej watrobie szczura
(31); okazato sie, ze po usunieciu czesSci watroby nastepuje zwiekszenie
syntezy biatka, mimo ze liczba i rozmieszczenie polirybosomoéw nie zmie-
niajag sie w poréwnaniu z normalng watrobg, przy czym zwiekszenie to
obserwuje sie tylko w polirybosomach zwigzanych z retikulum endoplaz-
matycznym, a zatem w tych, ktdre w nienaruszonej komdrce wytwarzaja
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biatko (28,29). Nasuneto to przypuszczenie, ze w retikulum zawarty jest
inhibitor, ktérego aktywno$¢ zanika w regenerujacej watrobie (rysu-
nek 3).

Rys. 3. Biosynteza biatka w uktadach bezkomoérkowych z watroby szczura z do-
datkiem i bez dodatku GTP wg (31)

a) uktad z watroby normalnej — . b) uktad z watroby regenerujacej — O. x — uktady a i b
zmieszane w stosunku 1:1

Wykryty przez Hoaglanda inhibitor ma charakter lipoproteidu, czyn-
nego w obecnosci GSSG. Ulega on inaktywacji pod wptywem zwigzkdéw
z grupa-SH, a jak wida¢ na rysunku 3 GTP czesSciowo znosi jego wptyw
na translacje. Hoagland przypuszcza, ze w normalnych komoérkach wa-
troby czynnik ten zmniejsza szybkos¢ odczytywania informacji genetycz-
nej oddziatywujac na enzymy przenoszace reszty aminoacylowe z tRNA
na wydtuzajacy sie tancuch peptydowy. Z dalszych badahA grupy Ho-
aglanda (70) wynika, ze wzrost szybkos$ci syntezy biatka obserwowany in
vitro w regenerujacej watrobie, a poprzedzajacy wzmozong synteze RNA
spowodowany jest z jednej strony nizszg aktywnoscig inhibitora lipo-
proteidowego, z drugiej za$ strony zmniejszonym uwalnianiem przez li-
zosomy enzymow litycznych, ktdre mogg rozktadac¢ sktadniki rybosomow.
O ile wydaje sie prawdopodobne, ze inhibitor lipoproteidowy dziata réw-
niez in vivo i stanowi sktadnik systemu regulujagcego o0gdlng szybkos¢
biosyntezy biatka na poziomie translacji, to trudno jest na podstawie
dotychczas uzyskanych badan oceni¢ wptyw hydrolaz lizosomowych na
ten proces in vivo.

Zmiany zdolno$ci rybosoméw do wigczania znakowanych aminokwa-
séw do biatek w uktadach bezkomdérkowych obserwowali rowniez Kerr,
Cohen i Work (34). Wykazali oni, ze uktad bezkomérkowy zawie-
rajagcy rybosomy i supernatant z komdrek raka puchlinowego Krebs Il
myszy syntetyzuje biatko z rozng intensywnoS$cig, zaleznie od sposobu
przemywania i warunkow inkubacji komorek przed przygotowaniem
uktadu. . £

Przemycie komorek zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej
w temperaturze pokojowej powoduje 2—3 krotne obnizenie aktywnosci
uktadu syntetyzujacego biatko w poréwnaniu z uktadem otrzymywanym
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z komérek przemywanych tym samym roztworem w temperaturze 0°
Jak wynika z danych zestawionych w tablicy 2 jest to spowodowane
zmiang aktywnosci rybosomow.

Tablica 2

Wplyw przemywania i inkubacji komoérek raka puchlinowego Krebs Il myszy na in-
tensywno$¢ biosyntezy biatka in vitro wg (34)

Wiaczanie L-l4C-fenylo-

Rybosomy z komérek Supernfitant alaniny imp/min/2 mg
RS L biatka rybosomowego
przemytych w temp. 0° przemytych w 860
temp. 0°
® przemytych w 870
temp. pokojowej
przemytych w temp. pokojowej 9 358
przemytych w temp. pokojowej przemytych w 750
i inkubowanych w pozywce temp. 0°
Earle’a 37° 20 min.
jak wyzej bez glukozy » 295

Jednakze niekorzystny wptyw przemywania komoérek w temperaturze
pokojowej mozna znie$¢ przez nastepne inkubowanie ich w 37° przez co
najmniej 20 minut w pozywce Earle’a a zatem w S$rodowisku zawierajg-
cym 0,2% glukozy. Inkubacja w tejze pozywce pozbawionej glukozy nie
przywraca aktywnosci rybosomow.

Intensywna przemiana glukozy dodanej do Srodowiska mogtaby po-
$rednio powodowac¢ miedzy innymi zwiekszenie stezenia GTP w komorce,
a zwigzek ten zgodnie z wynikami doswiadczen von der Decken i Ho-
aglanda wywieratby wplyw na szybko$¢ translacji. Przypuszczenie to
wymaga jednak potwierdzenia w toku bardziej szczeg6towych badan.

Kerr, Cohen i Work (34) wyjasnili, ze zmiany w aktywnosci
uktadu syntetyzujgcego biatko w tym doswiadczeniu nie sg wywotane wa-
haniami ilosci mMRNA w komérkach, poniewaz dodanie aktynomycyny
D do inkubowanej mieszaniny nie wplywato na przebieg biosyntezy.
Ponadto taka sama byta ilos¢ mMRNA ekstrahowanego z rybosomoéw aktyw-
nych i nieaktywnych, oznaczana na podstawie pobudzenia wilgczenia
L-14C-leucyny do biatka w uktadzie bezkomorkowym z retikulocytéw
krélika. Nie stwierdzono tez degradacji mRNA pochodzacego z komédrek
przemywanych w temperaturze pokojowej.

Omowione tu dane zaczerpniete z trzech prac wykonanych w réznych
uktadach doswiadczalnych prowadza do wspd6lnego wniosku, ze kompleks
mRNA-rybosom moze wystepowaé¢ w postaci aktywnej lub nieaktywnej,
a aktywacja jego zalezy miedzy innymi od zasobdw energetycznych ko-
morki.
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2. Wpltyw hormondéw na translacje genoéw

Wydaje sie obecnie, ze dziatanie hormonu na komorke polega na odblo-
kowaniu czesci jej genomu a zatem spowodowaniu syntezy nowych ry-
bosomdw oraz nowych rodzajdow mRNA, a nastepnie odpowiadajgcych
im biatek (84). Jednakze coraz wiecej danych wskazuje, ze wptyw taki
nie jest wywierany bezpos$rednio oraz, ze nie jest to jedyny spos6b dzia-
tania hormondw (27, 40, 84); wiele spo$rdd nich zwieksza wigczanie zna-
kowanych aminokwaséw do biatek in vitro nawet po dodaniu aktyno-
mycyny D w stezeniu wystarczajagcym do catkowitego zahamowania syn-
tezy RNA. Oznacza to, ze wzmozona synteza bialek nastepuje z wyko-
rzystaniem mRNA wytworzonego juz przed wniknieciem hormonu do
komérki. Zjawisko to stwierdzono miedzy innymi dla hormonu wzrosto-
wego (53), ACTH (19), hormonu luteinizujgcego (22), insuliny (17) i hor-
monow tarczycy (41, 73, 74, 75, 76). Mozna zatem przypuszczac, ze hormo-
ny wywierajg wptyw zaréwno na proces transkrypcji jak i translacji.

Dla badan nad regulacjg procesu translacji interesujgce sg zwiaszcza
wyniki doSwiadczeh prowadzonych nad 4 hormonami: insuling, hormonem
wzrostowym, estradiolem i hydrokortizonem.

Wplyw insuliny na przebieg translacji jest szczegdlnie wyrazny. llu-
struja to wyniki pracy Woola i Moyera (92) w petni potwierdzajace
wnioski Eboue-Bonisa i wsp. (17). Jak wynika z danych zesta-
wionych w tablicy 3, wzrost syntezy biatka w izolowanej przeponie szczura
pod wptywem insuliny jest w niewielkim tylko stopniu hamowany przez
aktynomycyne D. Wool i Cavicchi (90) stwierdzili tez, ze puro-
mycyna lub cykloheksimid moga catkowicie znie$¢ wptyw insuliny na
wiaczanie tRNA-1C-fenyloalaniny do biatek.

Tablica 3

Wptyw aktynomycyny D iinsuliny na wgczanie 14C-glicy-
ny do biatek izolowanej przepony szczura wg (92)

Dodane do  Radioakty- Z.ahamowa- Pobudzenie
srodowiska wnosé biatek '€ aktyno- insuling
inkubacji imp/min/mg mc),/cynq )]
)
— 159+9,1

Insulina 235+6,3 48
Aktynomy- 83+5,0 47
cyna
Aktynomy-
cyna + in-

sulina 117-3,9 41
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Po stwierdzeniu wptywu insuliny na translacje Wool i Cavicchi
(90) probowali spowodowac zwiekszenie syntezy biatka za pomocg insu-
liny w ukladzie bezkomérkowym; pobudzenie tej syntezy obserwuje sie
jednak tylko wtedy gdy hormon dziata na cate, nieuszkodzone komorki.
Nasuwa sie oczywiScie— przez analogie z omdwiong juz pracg Kerra
i wsp. (34) — wniosek, ze insulina pobudza biosynteze biatka w nastepstwie
oddziatywania na transport glukozy i aminokwasoéw. Jednakze okazato
sie, ze wptyw insuliny na biosynteze biatka nie jest zalezny od zwiekszo-
nego transportu tych zwigzkéw do wnetrza komdrki (49, 71, 89, 91).
Wool i Cavicchi (90) przypuszczajg zatem, ze w ciggu Kilku minut
po podaniu insulina powoduje synteze jakiego$ biatka, ktore speinia role
wiasciwego czynnika regulujagcego proces translacji. Takie wyjasnienie
wymaga przyjecia mozliwosci swoistego i odwracalnego blokowania trans-
lacji odpowiednich czasteczek mRNA, skoro aktynomycyna D nie znosi
dziatania hormonu na synteze biatka, jednakze zatozenie to nie ttumaczy,
dlaczego odblokowanie mMRNA pod wptywem insuliny moze mie¢ miejsce
tylko w nienaruszonej kom@rce.

Nieco Swiatla na role hipotetycznego biatka powstajgcego pod wptly-
wem insuliny rzucajg dalsze badania grupy W oo la (83). Badacze tej
grupy zwrocili uwage na fakt, ze w miesniach szkieletowych szczuréw,
u ktérych wywotano cukrzyce alloksanowg znajduje sie znacznie mniej
duzych polirybosomdéw, a wiecej matych — niz u zwierzat zdrowych. Po-
dobne skutki wywotuje 96-godzinne gtodzenie a takze podanie cyklohek-
simidu. Normalng ilo$¢ duzych polirybosoméw mozna przywréci¢ wstrzy-
kujac zwierzetom cukrzycowym insuline, natomiast jednoczesne podanie
insuliny i cykloheksimidu nie powoduje powrotu do stanu normalnego.
Obserwacje te ilustruje rysunek 4.

70 un
LU
§ 50 L3
10
t
< 90 105 1

14
Wspotczynniki sedymentacji polirybosoméw S0,w

Rys. 4. Wspotczynniki sedymentacji polirybosoméw z mies$ni szkieletowych szczura
wg danych z (83)
1 — szczury normalne, 2 — z cukrzycg alloksanowa, 3 — z cukrzyca alloksanowga po podaniu
insuliny
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Okazato sie rowniez (61), ze rybosomy z mie$nia sercowego szczurow
z cukrzycg alloksanowg majg zmniejszong zdolno$¢ translacji kwasu po-
liurydylowego w poréwnaniu z rybosomami otrzymanymi z serc zdrowych
zwierzat. Podanie insuliny szczurom cukrzycowym przywraca rybosomom
normalng aktywno$¢. Wydaje sie zatem, ze brak insuliny pozbawia ko-
morki czynnika niezbednego do przytgczenia mRNA przez rybosomy.
Nastepstwem tego jest rozpad polirybosoméw na mono-, di- i trimery,
co z kolei powoduje zmniejszenie szybkosci translacji. Jak wynika z ba-
dan Schwartza i Amosa (69) insulina zmienia aktywno$¢ rybo-
somoéw nie tylko w miesniach szkieletowych: w komdrkach zarodka ku-
rzego hodowanych w samej tylko pozywce Eagle’a bez surowicy, synteza
biatka ulega zahamowaniu, jednakze nie obserwowano przy tym rozpadu
polirybosoméw (72). Dodatkiem insuliny mozna synteze biatka pobudzi¢,
jakkolwiek w mniejszym stopniu niz przez dodanie 3% surowicy. Z do-
Swiadczenia tego, ktérego rezultaty zestawiono w tablicy 4 wynika zatem,

Tablica 4

Wptyw insuliny na aktywno$¢ rybosoméw w uktadach bezkomérkowych otrzymanych
z fibroblastéw zarodka kurzego wg (69)

Uktad z komérek RNA Wiaczanie 1#C-fenyloalaniny
hodowanych w: informacyjny imp/min/200 (xg RNA rybosomowego
1. pozywce Eagle’a  endogenny 11349 129+13 115+ 6
poli U 139+ 7 18411 147+ 6
2. pozywce Eagle’a  endogenny 156+ 3 204+ 9 158+10
z dodatkiem in-
suliny poli U 236+22 310+ 9 272+33
3. pozywce Eagle’a endogenny 239£15 321+26 204+ 1
z dodatkiem 3%
surowicy poli U 385x15 525+22 375+17

ze oprocz insuliny na aktywno$¢ rybosomow wplywajg rowniez jakie$
niezidentyfikowane skiadniki surowicy, by¢ moze inne hormony. Prawdo-
podobnie jednym z nich mégtby by¢ hormon wzrostowy, bowiem Kor -
ne r (35 36) stwierdzit zmniejszong zdolno$¢ do syntezy biatka in vitro
w przypadku rybosomoéw z watroby szczuréw, ktérym usunieto przysadke
moézgowg. Dalsze jego badania (37) wykazaly, ze watroba takich szczuréw
zawiera mniej polirybosomoéw, a wiecej pojedynczych rybosoméw niz
watroba szczurow kontrolnych. Zjawiska tego nie mozna przypisa¢ wy-
tacznie zmniejszeniu syntezy mRNA, poniewaz obserwowano je rowniez
po podaniu aktynomycyny D (37, 38 39). Korner (40) stwierdzit row-
niez mniejsze wigczanie 14C-lizyny po dodaniu kwasu poliadenylowego do
uktadu bezkomdrkowego z watroby szczurow pozbawionych przysadki
w poréwnaniu ze szczurami, ktérym podawano hormon wzrostowy, mozna
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zatem sadzi¢, ze hormon ten — podobnie jak insulina — wptywa na zdol-
no$¢ rybosoméw do przytgczania mRNA i odczytywania zawartej w nim
informacji genetycznej. Zmniejszong zdolno$¢ rybosoméw do przeprowa-
dzenia translacji mozna przywrdci¢ dodajagc duzy nadmiar supernatantu
otrzymanego po odwirowaniu rybosoméw (40); fakt ten potwierdza
wnioski von der Decken (15) co do wptywu rozpuszczalnych skiad-
nikow cytoplazmatycznych na przebieg translacji. Nie stwierdzono, czy
obserwowana po dodaniu oméwionych hormonéw wzmozona synteza bia-
tek in vitro poprzedzajgca synteze RNA jest wynikiem translacji wszyst-
kich dostepnych rodzajow mRNA, czy tez tylko niektorych sposrod nich.
Poniewaz jednak hormony wywotujg czesto swoiste zmiany fizjologiczne
w poszczeg6lnych tkankach wczesniej niz indukcje nowych enzymow,
mozna sie¢ spodziewac, ze obserwowane zmiany sg nastepstwem wptywu
na translacje tylko niektdrych rodzajow mRNA. Nie wyklucza to od-
dziatywania hormondéw na o0g6lng szybkos$¢ translacji.

@] mozliwosci wywierania przez niektére hormony wybiérczego wpty-
wu na translacje Swiadczg wyniki doSwiadczen Grubera (25), ktory
badat wptyw 17P-estradiolu na biosynteze fosfowityny — sktadnika zottka
jaja kurzego. Jest to biatko powstajgce w watrobie niosacych sie kur.
Podanie estradiolu moze spowodowaé synteze fosfowityny w watrobie
koguta. Po uptywie okoto 20 godzin od chwili wstrzykniecia hormonu
fosfowityna pojawia sie w osoczu koguta i ilos¢ jej roSnie przez 60 godzin
az do osiaggniecia warto$ci maksymalnej, wprost proporcjonalnej do dawki
estradiolu, a nastepnie spada. Nie obserwuje sie jednoczes$nie zmian za-
wartosci innych biatek osocza. Podanie aktynomycyny D nie pdzniej niz
w s godzin po wstrzyknieciu hormonu catkowicie hamuje synteze fosfo-
wityny. Oznacza to, ze hormon powoduje w watrobie koguta transkrypcje
mRNA odpowiadajgcego temu biatku. Jezeli jednak w 100 godzin po
pierwszej porcji estradiolu wstrzykngé drugg — zachodzi ponowny wzrost
ilosci fosfowityny w osoczu przy czym nastepuje on znacznie szybciej niz
poprzednio i tym razem jest niezalezny od podania aktynomycyny D.
Sugeruje to, ze druga porcja estradiolu dziata na poziomie translacji po-
wodujgc wybiércze odblokowanie mRNA odpowiadajgcego fosfowitynie.

Niedawno opublikowana praca Moscony i wsp. (57) rozpatruje
podobny przypadek, w ktérym wptyw hormonu na translacje jest wtdrny
wzgledem transkrypcji, wywierany posrednio i wybidrczy wzgledem okre-
$§lonego MRNA. Przedmiotem tej pracy jest indukcja hormonalna synte-
tazy glutaminowej (EC 6.3.1.2) w hodowlach siatkéwki z zarodka kurzego.
llo$¢ tego enzymu bardzo szybko wzrasta poczawszy od 16 dnia rozwoju
zarodka tj. w okresie réznicowania sie siatkowki. Wzrost ten a jednoczes-
nie rozpoczecie r6znicowania mozna spowodowaé we wczesniejszym etapie
rozwoju dodajagc do pozywki hydrokortyzonu lub innego ~P-hydroksy-
kortykosterydu. Moscona i wsp. (57) badajgc ten proces stwierdzili,
ze zachodzi on nastepujaco. W pierwszym etapie indukcji nastepuje synte-
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za trwatego mRNA, najprawdopodobniej odpowiadajgcego syntetazie glu-
taminowej a zatem hormon dziata na proces transkrypcji. Jak wida¢ na
rysunku 5— w czasie pierwszych czterech godzin po podaniu hormonu
aktynomycyna D hamuje synteze enzymu, za$ cykloheksimid w tym sa-
mym czasie nie wywiera jeszcze zadnego wpiywu na ten proces. Na-
stepnie — po uptywie 4 godzin — zachodzi synteza enzymu z wykorzysta-
niem nagromadzonego zapasu mRNA, hamowana przez cykloheksimid.
Synteza ta pozostaje pod kontrolg 2 czynnikow — najprawdopodobniej
biatkowych, gdyz ich dziatanie zalezne jest od syntezy RNA wykazujacej
rézng wrazliwo$¢ na aktynomycyne D. Sg nimi:

Godziny

Rys. 5. Indukcja syntetazy glutaminowej w hodowli siatkowki zarodka kurzego pod
wptywem hydrokortyzonu wg (57)

Act D — w obecnosci 10 ng/ml aktynomycyny D, Cy — w obecnosci 2 ng/ml cykloheksimidu,
Cy -»Act D — w hodowli, do ktérej dodano cykloheksimid w czasie 0 a po uptywie
4 godzin przeniesiono tkanke do pozywki z aktynomycyng D, HC — w hodowli kontrolnej

1) represor translacji mRNA syntetazy (lub represor degradacji tego
enzymu, jesli przyja¢, ze wzrost ilosci enzymu spowodowany jest
zmniejszeniem szybkosci jego rozpadu); tworzenie represora mozna za-
trzymac¢ duzym stezeniem aktynomycyny D.

2) derepresor dziatajacy przeciwnie niz represor, wrazliwy na niskie ste-
zenie aktynomycyny D.

Dodanie duzej ilosci aktynomycyny D do hodowli 4-godzinnej hamuje
synteze catego RNA, a zatem réwniez RNA represora. W tej sytuacji syn-
teza enzymu zachodzi normalnie, gdyz odpowiadajacy mu mRNA powstat
juz wczesdniej (rysunek s).

Natomiast podana w tym samym czasie aktynomycyna D nie blokuje

syntezy RNA represora, hamuje za$ synteze RNA derepresora i w ten

spos6b zatrzymuje réwniez synteze enzymu. Jak widaé na rysunku s,

oba antybiotyki podane w czasie zero znoszg efekt dziatania hormonu.

W obu rozpatrywanych przypadkach — estradiolu i hydrokortyzonu —
wybioérczos¢é wptywu hormonu na translacje jest oczywista, jednakze efekt
ten jest poprzedzony transkrypcjg genéw odpowiadajacych indukowanym
biatkom. W przypadku syntetazy glutaminowej — hormonalna indukcja
biatka enzymatycznego pocigga za sobg wytworzenie biatek regulujacych
wybidrczo jego synteze na rybosomach a zatem jest to niewatpliwie re-
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gulacja posrednia. Natomiast mechanizm wptywu estradiolu na trans-
lacje mRNA fosfowityny nie zostat wyjasniony. Biorgc pod uwage szyb-
ko$¢ pojawiania sie fosfowityny po drugiej dawce estradiolu, mozna sg-
dzi¢, ze hormon ten dziata np. jako efektor allosteryczny specyficznego
biatka regulujgcego translacje mRNA fosfowityny, przy czym uprzednio
indukowatby on synteze mRNA zaréwno dla fosfowityny jak i dla biatka
regulujacego.

0 4 24
Godziny

Rys. 6. Wptyw niskiego i wysokiego stezenia aktynomycyny D na aktywno$¢ syn-
tetazy glutaminowej indukowanej hydrokortyzonem w hodowlach siatkéwki zarodka
kurzego wg (57)

Act D — hodowla z aktynomycynga; antybiotyk podawano w czasie 0, lub 4 godz., HC — ho-
dowla kontrolna

Na podstawie dotychczas uzyskanych danych trudno powiedzie¢, czy
oddziatywanie hormonu na translacje jest zawsze wtérne tj. poprzedzone
pobudzeniem transkrypcji okre$lonych genéw, odpowiadajgcych biatkom
o charakterze swoistych regulatorow translacji lub niespecyficznych czyn-
nikdw zwiekszajgcych ogo6lng intensywnos$¢ translacji. Szybkie pobudze-
nie biosyntezy biatka przez niektére hormony, np. insuline i tyroksyne,
poprzedzajace uchwytny wzrost syntezy RNA informacyjnego i rybo-
somowego jest zdaniem niektérych autoréw (72) dowodem badZz bezpos-
redniego zwiekszenia aktywnosci rybosomoéw, badz tez wybidrczego od-
dziatywania na mRNA, ktérego translacja nie zachodzi przy braku odpo-
wiedniego hormonu. Kazdy z wymienionych pogladéw jest uzasadniony
wynikami kilku doswiadczen. Konieczne sg zatem bardziej wnikliwe ba-
dania, mogace wykaza¢, ktory z postulowanych obecnie mechanizméw
dziatania hormondéw na translacje jest prawdziwy.

3. Niektore teorie regulacji translacji

Omoéwione poprzednio doswiadczenie Grubera (25 wykazujace
wptyw estradiolu na translacje mRNA dla fosfowityny stanowito jeden
z argumentéw na korzy$¢ jego teorii przyjmujacej, ze szybko$¢ translacji
jest regulowana przez odigczanie sie gotowych czasteczek biatkowych od
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rybosomow. W procesie tym wspotdziatatyby specyficzne dla poszczegdl-
nych biatek czynniki (np. hapteny, hormony), ktére powodowalyby przy-
jecie przez czgsteczki biatkowe konformacji umozliwiajgcej uwolnienie
ich z kompleksu z rybosomem.

Podobne zatozenie przyjeli Cline i Bock (11) w opublikowanej
niezaleznie od Grubera, choé niemal jednocze$nie z nim, teorii regulacji
translacji genéw za posrednictwem zmian konformacji rosngcego taincucha
peptydowego. Autorzy ci uwazaja, ze tancuch taki zwija sie stopniowo
w spos6b okreslony sekwencjag aminokwasowa, przybierajagc nastepnie
ksztalt kolidujgcy z przytgczeniem dalszych czagsteczek aminoacylo-tRNA
lub przesuwaniem mRNA wzgledem rybosomu, albo tez w przypadku
gotowej czasteczki biatka — z jej odigczeniem od rybosomu. Rola czyn-
nikow regulujagcych biosynteze danego biatka polegataby zatem na takiej
modyfikacji konformacji tancucha peptydowego, ktéra badz zatrzymy-
wataby badz przeciwnie — umozliwiata kontynuowanie translacji i odia-
czanie gotowej czasteczki. W ten sposéb represja lub indukcja syntezy
w przypadku enzymu odbywataby sie na poziomie translacji na zasadzie
oddziatywania allosterycznego miedzy syntetyzowang czasteczkg enzymu
a substratem, analogiem substratu lub metabolitem innej przemiany enzy-
matycznej i biatkiem regulatorowym. Przyktad represji syntezy enzymu
przedstawiono na schemacie 1.

Norma/na Represja
synteza syntezy
enzymu enzymu

Schemat 1. Schemat reakcji syntezy enzymu wg (11)

Biate pateczki — podjednostki katalityczne enzymu, czarne kétka — podjednostki biatka regu-
latorowego, trdjkaciki — czasteczki korepresora

Oddziatywanie allosteryczne powoduje w mysl tego schematu zmiane kon-
formacji podjednostek, ktéra przeszkadza przytgczeniu kolejnego amino-
acylo-tRNA wskutek zawady przestrzennej.

Cline i Bock przypuszczajg, ze u bakterii za posSrednictwem translacji
regulowana jest transkrypcja w spos6b zaproponowany przez Sten ta
(82). Na poparcie przedstawionej hipotezy przytaczajg oni wiele prac
doswiadczalnych z dziedziny genetyki bakterii, uwazajg jednak, ze u zwie-
rzat regulacja syntezy biatka zachodzi na poziomie translacji, jakkolwiek
w spos6b bardziej ztozony; transkrypcja czesSci genow jest blokowana
trwale lub okresowo — zaleznie od rodzaju komorki, natomiast bardziej
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specyficzne i precyzyjne oddziatywanie mechanizméw regulacyjnych na
synteze biatek odpowiadajacych transkrybowanym genom zachodzi w cza-
sie ich translacji.

Teoria CHne’a i Bocka usuwa bardzo jasno i logicznie wiele watpliwoSci
jakie wynikaty z konfrontacji hipotezy Jacoba i Monoda z danymi do-
Swiadczalnymi. Zwlaszcza za$ rozwiagzuje w prosty sposéb problem wpty-
wu represoréw na biosynteze biatek, zaktada bowiem wspdlne czynniki
regulujace na zasadzie sprzezenia zwrotnego aktywno$¢é enzymu oraz jego
synteze.

Jakkolwiek niedawna publikacja Mosesa i Yudkina (58) zdaje
sie Swiadczy¢ o tym, ze represja enzyméw E. coli przez katabolity za-
chodzi na poziomie translacji, to brak jest prac doswiadczalnych prze-
prowadzonych na mikroorganizmach a bezposrednio potwierdzajacych
te teorie. Niemniej jednak poréwnanie wynikow pracy Lodisha (45)
dotyczacej regulacji translacji RNA fagowego z postulatami CWnea
i Bocka jest bardzo interesujace.

RNA bakteriofaga fo badany przez Lodisha jest jednoniciowy i za-
wiera poczagwszy od konca 5’ kolejno informacje o strukturze 3 biatek:
biatka otoczki, ktére jest gtownym skiadnikiem biatkowym faga, tzw.
biatka A (synonim ang. maturation protein) oraz polimerazy RNA. Za-
poczatkowanie syntezy pierwszych dwdéch biatek moze odbywac sie nie-
zaleznie; Lodish stwierdzit jednak nastepujaca zalezno$é miedzy trans-
lacjg poszczeg6lnych cistronéw: biatko otoczki nie hamuje wilasnej syn-
tezy ani syntezy biatka A, natomiast catkowicie uniemozliwia translacje
genu polimerazy RNA. Prawdopodobnie biatko otoczki przytgcza sie do
RNA fagowego w taki spos6b, ze miejsce zapoczatkowania translacji po-
limerazy nie jest wprawdzie bezposrednio zablokowane, niemniej jednak
jest niedostepne dla rybosomu. Jesli w S$rodowisku nie ma czasteczek
biatka otoczki, to zapoczatkowanie translacji genu polimerazy RNA za-
chodzi tylko po powstaniu co najmniej sze$cioaminokwasowego frag-
mentu biatka otoczek. Lodish sugeruje, ze synteza biatek fagowych regu-
lowana jest przez zmiany konformacji RNA faga pod wptywem odwracal-
nego tworzenia kompleksu RNA-biatko otoczki a takze w czasie translacji
genu odpowiadajagcego temu biatku. Przypuszczenie to potwierdza fakt,
ze odszczepienie czeSci RNA od strony 5’ umozliwia dostep rybosomow*
do miejsca zapoczatkowania translacji genu polimerazy RNA.

Doswiadczenie Lodisha $wiadczy, ze postulowana przez CHne’a i Bocka
regulacja translacji genéw jednych biatek przez czasteczki innych biatek
ma istotnie miejsce, jakkolwiek odwracalnemu blokowaniu podlega ra-
czej proces inicjacji, a nie zakonczenie syntezy tancucha peptydowego”
Jest to argument przemawiajacy za regulacjg inicjacji, co nie wyklucza,
ze kontroli podlegajg réwniez dalsze etapy translacji. Nasuwa sie zatem
pytanie, w jakim stopniu omawiana teoria moze wytlumaczy¢ wyniki
badan nad biosyntezg biatka u zwierzat. Cline i Bock na poparcie swojej
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teorii przytaczajg procz wynikéw doswiadczen nad mikroorganizmami
takze rezultaty prac na temat biosyntezy hemoglobiny. Mianowicie stwier-
dzono, ze hem pobudza synteze globiny oraz tworzenie polirybosomoéw
w retikulocytach (9, 23, 24, 44). W zwiazku ztym Grayzel i wsp. (23)
oraz Gribble i Schwartz (24) wysuneli przypuszczenie, ze dzia-
tanie hemu polega na uwalnianiu gotowych czgsteczek globiny z ryboso-
moéw. Potwierdzatoby to hipoteze ClNne’a i Bocka. Jednakze ostatnia praca
Tavila, Grayzela i wsp. (8) Swiadczy o tym, ze hem wpltywa na
conajmniej trzy etapy syntezy hemoglobiny: tworzenie polirybosoméw,
potaczenie taricuchéw a i p w dimer z pominieciem puli tafcucha a, ktory
syntetyzowany jest w nadmiarze (droga 1 na schemacie 2) oraz przek-
sztatcenie dimerow c w tetramery (droga 4 na schemacie 2).

4 Brak hemu
Podjednostkaoc-d-"~-d- - LW-  cC )
Po/irybosum 0 ocfi

Podjednostka . (©)]
B Hem obecny

Podjednostiacc NT9 1 a -
Potierosom

Podjednostkafi I T r

Schemat 2. Przebieg' syntezy hemoglobiny w retikulocytach krélika wg (85)

A — w nieobecnosci hemu, B — w obecnosci hemu, a — pula tancucha a, aft — pula dimeru afi
Blizsze omoéwienie w teksciie

Natomiast zarbwno Tavill, Grayzel i wsp. (85 jak i Zucker
i Schulman (94, 95) stwierdzili, ze brak hemu nie hamuje uwalniania
sie z rybosoméw czasteczek a i (5-globiny. Ponadto puromycyna, ktéra
uwalnia tancuchy peptydowe z rybosomoéw, ma tylko nieznaczny wpltyw
na zmiane ilosci heminy zwigzanej z polirybosomami (ss).

Wydaje sie, ze wptyw hemu polega na umozliwieniu inicjacji syntezy
globiny i jednoczesnej stabilizacji polirybosomu. Swiadcza o tym naste-
pujace dane uzyskane przez Zuckera i Schulmana (95) a przedstawione na
rysunku 7. Jezeli do ukladu bezkomérkowego z retikulocytow krolikow,
u ktérych wywotano anemie podawaniem fenylohydrazyny, doda¢ puro-
mycyny uwalniajgcej z rybosoméw jeszcze nie ukonczone tancuchy pepty-
dowe, to nastepuje rozpad polirybosomoéw. Jednoczesne dodanie heminy
do uktadu powoduje, ze mimo catkowitego ustania syntezy biatka — poli-
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rybosomy nie rozpadajg sie. Natomiast zablokowanie inicjacji przez doda-
nie do uktadu NaF pocigga za sobg rozpad polirybosoméw niezaleznie od
tego czy hemina znajduje sie w uktadzie czy tez nie.

Te obserwacje oraz omdwiony uprzednio wptyw niektérych hormonéw
na zdolno$¢ wigzania mRNA przez rybosomy sugeruja, ze regulacji pod-
lega proces zapoczatkowania translacji jakkolwiek nie wyklucza to me-
chanizmu regulacji postulowanego przez Cllne’a i Bocka. U mikroorga-
niezbedne do wytworzenia potgczen mRNA — podjednostka 30S rybosomu
i N-formylometionylo-tRNA-rybosom-mRNA (63, ss) wykazujg, jak wy-
nika z doswiadczen prowadzonych w pracowni Boscha (1), pewng spe-
cyficznos¢ wzgledem mRNA. Natomiast u zwierzat nie zidentyfikowano
jeszcze czynnikéw inicjujacych translacje, za$ wybiorczo$¢ rybosomow
wzgledem mRNA stwierdzono badajgc dziatanie interferondw, specyficz-
nych gatunkowo biatek chroniacych komdrki zwierzece przed infekcja
wirusowg (18). Okazato sie, ze interferony zapobiegajg translacji RNA
wirusow, prawdopodobnie indukujgc synteze biatka, ktdre przytgcza sie
do rybosoméw; powoduje to, ze rybosomy komodrek inkubowanych
w roztworze interferonu wigzag mRNA komdérkowy, lecz nie sg zdolne
do tworzenia komplekséw z RNA fagowym (10,52).
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Rys. 7. Wplyw puromycyny, NaF i heminy na trwato$¢ polirybosoméw w ukitadzie
bezkomérkowym z retikulocytow krélika (wg 95)

Na osi odcietych odtozone liczby porzadkowe frakcji uzyskanych przez wirowanie w gradiencie
stezen sacharozy
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Do niedawna przyjmowano, ze rybosomy sg w zasadzie jednakowe
we wszystkich organizmach a réznice w budowie nie majg istotnego zna-
czenia dla ich funkcjonowania. Jednakze di Girolamo i Camma-
rano (21) stwierdzili, ze nie wszystkie sposrod kilkudziesieciu sktadni-
kéw biatkowych rybosomoéw pochodzacych z r6znych gatunkow zwierzat
a nawet z réznych tkanek tych samych osobnikéw sg jednakowe pod
wzgledem ruchliwo$ci elektroforetycznej na zelu poliakrylamidowym.
By¢ moze cze$¢ biatek — tych, ktére sa jednakowe lub podobne w pre-
paratach rybosomow réznego pochodzenia — odpowiada za samg czyn-
no$¢ rybosomow (59, 87); cze$¢ zas ma charakter akceptorow biatkowych
lub niebiatkowych czynnikéw regulujacych translacje.

4. Rola biatek zasadowych w regulowaniu procesu translacji

Niezwykle interesujgce wyniki, rzucajgce nowe Swiatto na zagadnienie
regulacji translacji przyniosty prowadzone w ostatnich latach badania
nad biosynteza biatka w oogenezie i wczesnych stadiach rozwoju za-
rodka jezowca i ptazéw. Badania te, niedawno szczeg6towo omawiane na
tamach Postepéw Biochemii (93) wykazaly, ze w niezaptodnionej, doj-
rzatej komorce jajowej biosynteza biatka nie zachodzi, natomiast roz-
poczyna sie ona w kilka minut po zaptodnieniu (54). Poczatkowo sgdzono,
ze jest to spowodowane brakiem mRNA, zas w chwili zaptodnienia rozpo-
czyna sie transkrypcja gendéw. Jednakze aktynomycyna D nie zakiéca
rozwoju zaptodnionego jaja az do stadium blastuli i nie wpltywa na
szybko$¢ syntezy biatka, mozna zatem sadzi¢, ze w pierwszym etapie
rozwoju zarodka zachodzi odblokowanie procesu translacji i wykorzy-
stanie powstatego w czasie oogenezy mRNA, ktory wystepuje w dojrza-
tej niezaptodnionej komoérce jajowej w postaci uniemozliwiajgcej jego
translacje.

Przypuszczenie to potwierdzaty prace, w ktorych stwierdzono, ze —
wbrew pierwotnym poglagdom (48) — przed zaptodnieniem mRNA komorek
jajowych zwigzany jest nie z rybosomami lecz z czastkami ciezszymi od
rybosomow (50, 56, 78, 81), natomiast po zaptodnieniu mozna go odnalezé
we frakcji mikrosomowej (50). Jednocze$nie nastepuje tworzenie poli-
rybosoméw z pojedynczych rybosoméw (32, 51, 79). Odblokowanie mRNA
znajdujacego sie na niezaptodnionych oocytach mozna spowodowac try-
psyng (50) natomiast trawienie innymi proteazami nie jest skuteczne,
a zatem zwigzane z mRNA biatko ma charakter zasadowy.

Zwigzang posta¢ mRNA wykryto nie tylko w oocytach i komérkach
zarodkowych jezowca, lecz takze w réznych komérkach innych zwierzat
(30, 60, 67). Okazato sie, ze mMRNA zwigzany jest z czasteczkami zasado-
wego biatka ztozonego z kilku podjednostek o ruchliwos$ci elektrofore-
tycznej wyraznie réznej od ruchliwosci histondw i biatek rybosomowych
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(67). Biatko to nazwano informoferem a czastki ztozone z mRNA i infor-
moferdw — informosomami. Przypuszcza sie, ze informosomy sg forma
transportu mRNA z jadra do cytoplazmy, gdzie nastepnie zachodzi odia-
czenie informoferu i udostepnienie mMRNA rybosomom.

Pewne dane wskazuja, ze proces ten zachodzi w sposéb wybibreczy
i moze by¢ zwigzany z regulacjg translacji. Mianowicie Spiegel, Oza-
ki i Tyler (77) oraz Terman i Gross (se) badali biatka po-
wstajgce w czasie rozwoju zarodka jezowca poczawszy od stadium 2 bla-
stomeréw az do stadium blastuli. Wyniki elektroforezy na zelu poliakry-
lamidowym i autoradiogramy rozdzielonych biatek $Swiadczg o tym, ze
w czasie wczesnego rozwoju zarodka zmienia sie zarowno ilos¢ jak i ro-
dzaj syntetyzowanych biatek, przy czym zmiany te az do stadium bla-
stuli zachodzg w jednakowy sposdb tak w obecnos$ci jak i wobec braku
aktynomycyny D. Oznacza to, ze odczytywanie informacji genetycznej
w zarodku jezowca zachodzi wybidrczo, a o tym, jaka jej cze$¢ i z jaka
szybkoScig jest odczytywana decyduje az do stadium blastuli wylgcznie
mechanizm dziatajacy na poziomie translacji, a polegajacy prawdopodob-
nie na selektywnym odblokowaniu mRNA. Wydaje sie, ze takie odbloko-
wanie wigze sie miedzy innymi z uaktywnieniem specyficznej proteazy,
ktora wedtug danych Mano (51) wchodzi w sktad informosomow. Przej-
Sciowy wzrost aktywnosci proteolitycznej z jednoczesnym wzrostem za-
wartosci azotu niebiatkowego (64) obserwuje sie w komdrce jajowej
w nastepstwie zaptodnienia (46, 47), co moze by¢ zwigzane z odblokowy-
waniem mRNA. Uaktywnienie proteazy zachodzi pod wptywem niezna-
nych czynnikéw pochodzenia cytoplazmatycznego; wptyw jadra komor-
kowego na te aktywacje wykluczono, poniewaz usuniecie go z komorki
jajowej i nastepne jej pobudzenie do rozwoju partenogenetycznego po-
woduje rownie szybkie rozpoczecie intensywnej syntezy biatek jak w nor-
malnych, zaptodnionych komérkach jajowych (s, 16).

Z odwroceniem opisanego zjawiska, tj. zablokowaniem normalnie
przebiegajacej translacji zetkneli sie Scharff i Robbins (ss).
Autorzy ci stwierdzili, ze w komoérkach HelLa w czasie metafazy naste-
puje zahamowanie biosyntezy biatka, mimo, ze pula aminokwasowa nie
zmienia sie. Jest to zwigzane z degradacjg polirybosomoéw do monorybo-
somdw, jednakze degradacja nie jest wynikiem braku mRNA, poniewaz
Sredni okres péttrwania mRNA w komodrkach HelLa wynosi 3—4 godziny,
a metafaza trwa 15 minut. Rozpad istniejacego mRNA réwniez nie jest
prawdopodobny, gdyz aktywno$¢ rybonukleazy nie zmienia sie w tym
okresie cyklu komdrkowego.

Salb i Marcus (65) stwierdzili, ze rybosomy metafazalne w ko-
moérkach HelLa nie sg zdolne do syntezy biatka w uktadzie bezkomorko-
wym, jednakze tagodna hydroliza trypsyna przywraca im te zdolno$¢
(rysunek s). Pozwala to przypuszcza¢ ze i w tym przypadku czynnikiem
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hamujgcym translacje jest biatko zasadowe, jednakze wydaje sie, ze wigze
sie ono z rybosomami powodujgc ich odigczenie od mRNA i— w nastep-
stwie— dezagregacje polirybosoméw, podczas gdy proces opisany w ko-
morkach zarodkowych polega na blokowaniu mRNA. Tym bardziej inte-
resujgce sg dane Monroya i wsp. (55), ktérzy twierdzg, ze w nieza-
ptodnionych komoérkach jajowych rybosomy sa nieaktywne niezaleznie
od dodatku egzogennego mRNA, a mozna je uaktywnié¢ dziataniem tryp-
syny. Mozna sie spodziewal, ze przytgczenie biatka zasadowego hamuje
aktywnos$¢ wykrytego ostatnio przez Cohena (12) czynnika biatkowego
przeksztatcajgcego monorybosomy w polirybosomy. Przeksztalcenie ta-
kie uwazane jest rowniez za jeden z elementéw regulacji biosyntezy biat-
ka u bakterii (43).

Rys. 8. Reaktywacja rybosoméw metafazalnych z komérek HelLa pod wpltywem
niskich stezen trypsyny wg (65)
Na osi rzednych podano witgczanie MC-fenyloalaniny do biatek w uktadzie bezkomdérkowym

Przedstawione tu obserwacje zachecity do zbadania wpitywu biatek
zasadowych na translacje in vitro. Doswiadczenie takie wykonali Ber -
linguet i Normand (4). Uzyskane przez nich wyniki — hamowa-
nie wiaczania 1C-fenyloalaniny do biatek w ukladzie bezkomérkowym
z watroby szczura przez histony i polilizylo-ACPC — przedstawia rysu-
nek 9a. Hamujacy wplyw obu rodzajéow czasteczek, ktére majg charakter
polikationéw, mozna odwré6ci¢ dodajgc rownowazng ilos¢ polianionu-hepa-
ryny (rysunek 9b) przy czym w przypadku hamowania histonami mozna
inhibicje odwroci¢ w 70%, zas w przypadku polilizylo-ACPC — w 100%.
Jak widaé¢ na rysunku 9b dodanie nadmiaru heparyny do uktadu hamuje
réwniez biosynteze biatka, jest to jednak spowodowane wigzaniem Mg2+.

Z pracy Kruha i Labie (42) wynika, ze in vitro histony powo-
dujg dezagregacje polirybosomoéw, co tlumaczy wzmozong biosynteze
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biatka, a jednoczes$nie jest zbiezne z danymi uzyskanymi in vivo o wpty-
wie biatek zasadowych na translacje.

Opierajgc sie na zaobserwowanym hamowaniu syntezy hemoglobiny
w uktadzie bezkomdrkowym przez histony w sposéb zalezny od ich po-
chodzenia tkankowego bardziej niz gatunkowego, Kruh i Labie (42) wy-
suneli przypuszczenie, ze regulujgce czynno$¢ gendw dziatanie histonow
wywierane jest nie na poziomie transkrypcji lecz translacji. W mysl tego
zatozenia histon przytaczony w chromosomie do miejsca transkrypcji
danego genu wedrowatby wraz z odpowiednim mRNA do cytoplazmy,
gdzie translacja genu mogtaby zajs¢ dopiero po odigczeniu histonu. Jed-
nak taka interpretacja wynikoéw doswiadczen nie jest jedyng mozliwg
i zaobserwowane r6znice w hamowaniu syntezy hemoglobiny in vitro
przez poszczegdlne frakcje histonéw mozna rédwniez dobrze wyjasnic
rézng zdolnoscig do wigzania z rybosomami, zalezng od liczby dostepnych
reszt aminokwasow zasadowych w czasteczce histonu, a nie specyficz-
noscig tkankowg decydujgca o powinowactwie do mRNA hemoglobiny.
W dodatku brak jest danych o przemieszczaniu sie histonow z jadra do
cytoplazmy, wiadomo za$, ze informofery, zasadowe biatka cytoplazma-
tyczne i histony stanowig trzy zupetnie odrebne grupy biatek zasado-
wych.

Rys. 9. Hamowanie biosyntezy biatka in vitro w uktadzie bezkomérkowym z watro-
by szczura wg (4)

a) Hamowanie przez histony — d i polimer L-lizylo-ACPC — Ol b) Hamowanie przez polimer
L-lizylo-ACPC w obecno$ci heparyny

Wyniki prac nad hamowaniem translacji przez biatka zasadowe in
vitro wykazujg uderzajace podobienstwo do rezultatébw badan (2,5) nad
hamowaniem transkrypcji przez histony i budzg te same zastrzezenia
co do przenoszenia wniosk6éw z do$wiadczen in vitro na zjawiska obser-
wowane in vivo. Wydaje sie, ze w obu przypadkach hamowanie polega
na wytworzeniu kompleksu kwas nukleinowy-biatko zasadowe i wskutek
tego kwas nukleinowy nie moze spetnia¢ roli matrycy w syntezie RNA
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lub biatka. Przy tym skiadnik biatkowy kompleksu jest, jak sie wydaje,
mato specyficzny i nalezy przypuszczaé, ze stanowi tylko narzedzie re-
gulacji, za$ witasciwy czynnik regulacyjny pozostaje nieznany.

5. Uwagi koncowe

Wyniki dotychczasowych badan nad regulacja procesu translacji skta-
dajg sie na obraz bardzo jeszcze niejasny i fragmentaryczny, prowadza
jednak do jednego, waznego wniosku: translacja nie jest procesem bier-
nym, polegajacym na odczytaniu kazdej informacji genetycznej dostar-
czonej przez jadro komodrkowe, lecz procesem czynnym i przynajmniej
w réwnej mierze co transkrypcja decydujagcym o tym, czy dane biatko
jest syntetyzowane, w jakiej ilosci i z jakg szybkoscig.

Ogéblny schemat regulacji procesu translacji sporzagdzony na podsta-
wie omowionych tu prac przedstawiono na schemacie 3.

Informosom

Schemat 3. Schemat regulacji procesu translacji

A — wybiércze odtgczenie informoferéw, B — nieswoiste hamowanie translacji przez biatka

zasadowe, ktore wywotujg rozpad polirybosoméw, C — nieswoisty lipoproteidowy inhibitor

transferazy peptydylowej zawarty w retikulum endoplazmatycznym, D — nieswoista regulacja

translacji przez sktadniki rozpuszczalnej frakcjii cytoplazmatycznej, E — regulacja swoista,

wywierana przez hormony, substraty i specyficzne biatka regulatorowe, ' — regulacja dtu-

gosci okresu pottrwamia mRNA przez specyficzne nukleazy lub pod wptywem przytgczenia do
retikulum endoplazmatycznego

Pierwszym etapem translacji bytoby odblokowanie mRNA, przenie-
sionego do cytoplazmy w postaci informosomu. Wspomniane uprzednio
badania Termana i Grossa (ss) sugerujg, ze jest to proces swoisty,
nie wiadomo jednak, co decyduje o odigczeniu informoferéw (schemat 3,
strzatka A). O intensywnosci syntezy danego biatka decydowatyby czyn-

7 Postepy Biochemii
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niki regulujagce zdolno$¢ rybosomu do przytgczania mRNA w sposéb
umozliwiajgcy zapoczagtkowanie i kontynuowanie translacji, a zatem to,
co okre$la sie zwykle jako aktywnos$¢ rybosomu, jak rdwniez — jesli
stuszna jest hipoteza CWne’a i Bocka — ewentualne czynniki wptywa-
jace na przebieg translacji i odtgczenie gotowej czgsteczki biatkowej.

Drugi etap translacji — inicjacja i trzeci — wtasciwy proces odczy-
tywania informacji genetycznej mogitby podlega¢ kontroli nieswoistej
i swoistej. Nieswoista polegataby na przytaczaniu do rybosomow biatek
zasadowych (schemat 3, strzatka B), uniemozliwiajagcych powstanie lub
powodujacych rozpad kompleksu mRNA-rybosomy i tym samym prze-
rwanie translacji. Tego rodzaju mechanizm dziatatby np. w przypadku
zatrzymania syntezy biatka w komérkach metafazalnych (ss) i wigzatby
sie z odwracalnym rozpadem polirybosoméw. Inny rodzaj kontroli nie-
swoistej wywieratby inhibitor transferazy peptydylowej (schemat 3
strzatka C) opisany przez Hoaglanda i wsp. (31, 70) oraz rozpusz-
czalne czynniki cytoplazmatyczne (schemat 3, strzatka D), ktdrych bada-
nie rozpoczeta von der Decken (13,14,15).

Kontrola swoista mogtaby by¢ wywierana przez czynniki takie jak
hormony, substraty lub ich analogi (w przypadku enzyméw) i specyficz-
ne biatka regulatorowe miedzy innymi w sposéb zaproponowany przez
CMNne’a i Bocka (schemat 3, strzatka C).

Ponadto zupetnie niewyttumaczona, a mato zbadana jest sprawa re-
gulacji dtugosci okresu pottrwania mRNA (schemat 3, strzatka F). Hipo-
teza Brennera (s) przewidujgca istnienie specyficznych nukleaz
rozktadajgcych poszczegdlne mRNA w zalezno$ci od sekwencji nukleoty-
déow w odpowiednich, okre$lanych przez geny operatorowe fragmentach
MmRNA jest bardzo pomystowa, nie ma jednak Zzadnego potwierdzenia
eksperymentalnego. Na inng mozliwo$é¢ wskazujg badania Tata'y (84),
ktéry uwaza, ze czynnikiem okre$lajgcym trwatos$¢ mRNA bytoby przy-
tagczenie polirybosomu do retikulum endoplazmatycznego. Zaznaczone na
omawianym schemacie sposoby regulacji translacji nie sg poparte do-
Swiadczalnie na tyle, zeby mozna byto méwi¢ o ich ostatecznym udo-
wodnieniu, mozna sie jednak spodziewaé ich wyjasnienia w niedtugim
czasie wobec duzego zainteresowania tg tematyka badawcza.
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CELINA JANION *

Teorie mutagenezy chemicznej w Swietle badan nad mutagenicz-
nym dziataniem hydroksylaminy

Mechanism of Chemical Mutagenesis in the Light of the Mutagenic
Action of Hydroxylamine

An outline is presented of the chemical basis for the mutagenic action of
hydroxylamine and other chemical mutagens; as well as theories of mutation based
on the chemical modifications produced by mutagens and the resulting biological
effects.

Powstawanie pod wptywem zwigzkdw chemicznych osobnikéw o ce-
chach niespotykanych u form rodzicielskich otworzyto nowe mozliwosci
badania przyczyn i mechanizméw mutacji zachodzacych w przyrodzie.
Obecnie wiemy, ze zasadg dziatania mutagenow — czynnikow powodu-
jacych mutacje — jest ich pos$rednia, lub bezposrednia reakcja z DNA,
lub z RNA, gdy RNA stanowi podtoze dziedziczno$ci. Sposoby dziatania
mutagendéw sa rozmaite, efektem musi by¢ zmiana w zapisie genetycz-
nym, brak czesci informacji, lub zmiana w utozeniu reszt nukleoty-
dowych. Biologiczne dziatanie mutagenéw prdbuje sie powigza¢ z reak-
cjami chemicznymi zachodzacymi pod ich wptywem w niskoczasteczko-
wych modelowych skiladnikach kwaséw nukleinowych, polimerach, czy
w kwasach nukleinowych. Interpretacja dziatania mutagen6w jest trudna
ze wzgledu na ich malg specyficzno$¢ (reaguja one z réznymi sktadnika-
mi kwasow nukleinowych, badZz powodujg powstawanie kilku produktéw
w czasie danej reakcji) oraz fakt, ze mutacji towarzyszy zawsze inakty-
wacja uktadu biologicznego. Inaktywacja moze by¢é wynikiem zmiany
mutacyjnej ktoéra powoduje uszkodzenie czynnosSci istotnych dla zycia
komérki, lub tez wynikiem reakcji prowadzacej tylko do inaktywacji.

* Dr, Zaktad Fizykochemii Biologicznej, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska
Akademia Nauk, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotéw: BU — 5-bromouracyl, MeG — 7-metyloguanina,
HAC — hydroksycytozyna (l1l1), 2HAC — 5,6-hydroksylamino-hydroksycytozyna (I1).
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Dlatego o przydatnos$ci danego zwigzku jako mutagenu $Swiadczy stosunek
zmian mutacyjnych do letalnych.

Obecny przeglad po krétkim wprowadzeniu w rodzaje zmian spowo-
dowanych mutacja i opisaniu sposobu dziatania czeSciej uzywanych mu-
tagendw, bedzie poswiecony szczeg6towej analizie mutagenicznego dzia-
tania hydroksylaminy.

le Typy mutacji

Wiekszo$¢ badanych mutacji rewertujgcych (wstecznych), spontanicz-
nych czy indukowanych, nalezy do tak zwanych mutacji punktowych.
Sg to mutacje tatwo odwracalne, ktére prawdopodobnie powstaja na
skutek zmiany jednego nukleotydu, lub pary nukleotydéw w dwunicio-
wym DNA. Freese (31) na podstawie roznic w indukowaniu odwra-
calno$ci mutacji u fagobw T4 doszedt do wniosku, ze mutacje punktowe
moga powsta¢ badz wskutek tranzycji badz transwersji. Tranzycjg na-
zwat zastgpienie pirymidyny inng pirymidyng, a puryny inng puryna.
Zamiana pary AT na pare GC, lub odwrotnie, jest przyktadem tranzycji.
Transwersjg nazwal zastgpienie puryny pirymidyng, a pirymidyny pu-
ryng. Zamiana pary AT na pare TA lub CG, czy tez zamiana pary CG
na pare GC lub AT sag przyktadami transwersji.

Do mutacji punktowych zalicza sie rbwniez mutacje powstajgce przez
delecje (wypadniecie), lub insercje (dodanie) nukleotydu. Te witasnie ro-
dzaje mutacji proponowali Brenner i wsp. (10) dla wytlumaczenia
dziatania mutagenow proflawinowych. Istnienie wszystkich wspomnia-
nych rodzajow mutacji udowodniono posrednio porownujac skiad i se-
kwencje aminokwaséw biatka normalnego i zmutowanego oraz odpowia-
dajace im kodony genetyczne. W ten spos6b ustalono jakim zmianom
ulegty poszczeg6lne nukleotydy, aby mogty zaistnie¢ odpowiednie zmiany
w kodowanych aminokwasach (ss, 110, 120, 123). Szczeg6lng subtelnoscia
tego rodzaju oznaczeh zwraca uwage analiza sktadu aminokwasow mu-
tantow proflawinowych. Addycja, lub delecja jednej zasady zmienia
catkowicie odczyt nastepnych nukleotydéw. Jednak mozna otrzymaé po-
nownie aktywne biatko poprzez krzyzowanie dwdéch réznych mutantéw
okreslonych umownie wedlug Cricka i wsp. (24) jako mutanty
o0 przeciwlegtych znakach (+) i (—) co w rezultacie prowadzi do odzy-
skania zdolnosci do odczytu pierwotnych tréjek kodu poza obrebem
zmutowanym. Przynalezno$¢ do klasy (+) i (—) nie okresla rodzaju
zachodzacej mutacji, Swiadczy jedynie o tym, ze skrzyzowanie mutantéw
nalezagcych do tych dwdch klas daje czeSciowe lub zupeine odwrdcenie
skutk6w mutacji. Nastapi to na przyktad gdy jeden z mutantéw powstat
przez delecje jednej zasady, a drugi mutant w mozliwie niewielkigj
odlegtosci ma insercje jednej lub delecje dwdch zasad.
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Biatko syntetyzowane pod kontrolg podwdjnie zmutowanego genu
powinno wykazywac roznice w skladzie aminokwaséw tylko w odcinku
pomiedzy zmutowanymi punktami. Te zalozenia catkowicie potwierdzili
Terzaghi i wsp. (110) oraz Oka da i wsp. (ss) badajagc lizozym
podwdéjnych mutantéw proflawinowych faga T4 Analiza lizozymu jed-
nego z podwodjnych mutantéw wykazata, ze rézni sie on piecioma kolej-
nymi aminokwasami od lizozymu szczepu dzikiego. Z poréwnania kodo-
néw genetycznych dla tych dwéch réznigcych sie odcinkéw sekwencji ami-
nokwaséwej mozna byto wnosié, ze w jednym z punktéw nastgpita de-
lecja, w drugim insercja jednego nukleotydu (110). Lizozym innego pod-
wojnego mutanta proflawinowego odznaczat sie brakiem jednego i zmia-
ng nastepnych pieciu aminokwaséw, co wskazywato na podwdjng delecje:
dwéch nukleotydéw w jednym i jednego nukleotydu w drugim punkcie
kodonu lizozymu (ss). Prace te nie tylko potwierdzajg teorie addycji
i delecji zasad pod wptywem proflawiny, ale i gtéwne zatozenie teorii
translacji — jednokierunkowy sposéb odczytywania kodu, obe/jmujacy
pewng liczbe nukleotydéw. Potwierdzajg one takze w uktadzie in vivo,
dziatanie kodonéw genetycznych oznaczonych w uktadzie in vitro.

Il. Mutageny chemiczne

L Czynniki alkilujgce. Do tej najliczniejszej i najréznorodniejszej
grupy mutagenicznych zwigzkéw nalezg: pierwszy z opisanych mutage-
néw chemicznych, siarczek dwuchloroetylowy, (iperyt) S(CH2CH2Cl2 (3),
grupa iperytow azotowych (na przyktad dwuchlorometyloetyloamina,
CHsN(CH2CH2C1)?, alkilowane siarczany (siarczan dwuetylowy
(CHsCH20)2S032, pochodne dwuazowe (dwuazometan N2CH2, oraz wiele
innych zwigzkow, ktorych dziatanie biologiczne przypisuje sie alkilacji
zasad kwaséw nukleinowych (76). Zasada tatwiej ulegajaca alkilowaniu
jest guanina; adenina i cytozyna alkilowane sg znacznie wolniej. Szybkos$¢
alkilowania, a niekiedy i pozycja, w ktérg wprowadzana jest grupa alki-
lowa, zalezy od struktury w jakiej dana zasada wystepuje. Po alkilacji
DNA etylosulfonianem metylowym (12, 70), lub’ dwuazometanem (63)
86 °/0 zmetylowanych zasad stanowi 7-metyloguanina, okoto 10% 3-mety-
loadenina, powstaja takze Sladowe ilosci 2-metyloadeniny i 3-metylocyto-
zyny oraz przy intensywnej alkilacji $ladowe ilosci 7-metyloadeniny (71).
Natomiast po alkilowaniu RNA, mieszaniny nukleozydéw, czy denatu-
rowanego DNA, 7-metyloguanina stanowi 61%, i-metyloadenina 23%,
3-metylocytozyna 16% wszystkich zalkilowanych zasad. Wplyw struk-
tury jest szczeg6lnie widoczny przy poréwnaniu alkilacji poli A i kom-
pleksu poli A z poli U. W poli A reszty adeniny alkilowane sg w pozycji
NIf a kompleksowanie z poli U hamuje proces alkilacji (79, 80). Te roznice
sg wynikiem niedostepnosci pewnych grup chemicznych biorgcych udziat
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w budowie danej struktury i czasami moga by¢ wykorzystane do badan
nad strukturg polimeru. Wrazliwos¢ DNA faga ®X 174 na dziatanie for-
maldehydu stanowi wediug Sinsheimera (105) jeden z dowoddéw
jego jednoniciowej budowy. Odmienny jest wptyw struktury na dziata-
nie nitrozoguanidyny. Zwigzek ten wywotuje mutacje gtéwnie przez alki-
lowanie guaniny (82, 104, 113), ale wprowadzenie alkilu jest mozliwe wy-
tacznie w polimerach. Czynniki alkilujace zawierajgce wiecej niz jedng
grupe funkcyjna, na przyktad iperyt, moga jednoczes$nie alkilowa¢ dwie
czasteczki guaniny powodujgc wytworzenie pochodnej bis 7-alkilo-guaniny
(13, 14, 16). W dwuniciowym DNA taka reakcja prowadzi do wytworzenia
wigzan poprzecznych miedzy blisko sgsiadujgcymi resztami guaniny
dwéch réznych tancuchdéw, co powoduje wzrost letalnosci (15, 46, 70, 77,
78) i prawdopodobnie warunkuje tatwo odwracalng denaturacje alkilo-
wanego DNA (42, 43). Wszystkie znane produkty powstajgce w czasie
alkilowania kwaséw nukleinowych podano na rysunku 1.

7-alkiloguanina /-alkiloadenina j-alkiloadenina

7-alkiloadenina 3-alkiiocytozyna

0} ch?*ch2 s-ch2-ch2 O

A"
Hr y \ /I Y T

H,N 7 / "n N NH2
siarczek bis-(7-etyloguaninil)

Rys. 1. Alkilowane pochodne G, A i C, gdzie R oznacza grupe alkilowa oraz pro-
dukt alkilacji iperytem — bis pochodna guaniny.

Zupetnie niewyjasnionym dziataniem czynnikéw dwufunkcyjnych jest
wytwarzanie grup aktywnych w DNA dziatajgcych nawet po usunieciu
nadmiaru nieprzereagowanej czesci zwiazkow alkilujagcych i powoduja-
cych tworzenie nierozpuszczalnego zelu (26).
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Do tego ztozonego obrazu zmian chemicznych dochodzg zmiany wtér-
ne jak: depurynacja 7-metyloguaniny, 3-metyloadeniny, 7-metyloadeni-
ny, mozliwy rozpad tancucha polinukleotydowego w miejscu depuryna-
cji i przeksztatcenie w DNA 3-metylocytozyny w 3-metylouracyl a w RNA
i-metyloadeniny w s-metyloadenine (13, 63, ss, 70).

Efekt mutageniczny przypisuje sie gtdwnie alkilacji guaniny. Bada-
nia nad mutacjami i mutacjami wstecznymi, wykazujg ze pod wpltywem
czynnikéw alkilujgcych zachodzi gtéwnie tranzycja par zasad GC do AT,
w mniejszym stopniu AT do GC (5, 32, 61), chociaz wedtug Tessmana
i wsp. (112) w jednoniciowym DNA faga S13 mozliwe sg tranzycje wszyst-
kich zasad A->G, G-* A, C->T, anawet T— C.

2. Kwas azotawy. Dezaminuje on guanine do ksantyny, adenineg
hipoksantyny, cytozyne do uracylu. To jego dziatanie chemiczne poznano
duzo wcze$niej niz dziatanie mutageniczne (s). Byl pierwszym czynni-
kiem mutagenicznym, ktdrym dziatano bezposrednio na wyodrebniony
RNA z wirusa mozaiki tytoniowej (45) i na transformujgce kwasy dezo-
ksyrybonukleinowe (2, 72, 87). Otrzymanie mutantow pod wpltywem
zmienionych przez HN Oz kwaséw nukleinowych przyczynito sie do ugrun-
towania pogladu o bezpos$redniej zalezno$Sci mutacji od zmian w kwasach
nukleinowych. Mutageniczny skutek dezaminacji cytozyny do uracylu
(tranzycja C->U) i adeniny do hipoksantyny (tranzycja A -> G) nie
budzi watpliwosci. Dezaminacje guaniny uwaza sie za gtdwna przyczyne
inaktywujacego dziatania kwasu azotawego. Wskazujg na to pordéwnania
szybkoS$ci reakcji dezaminacji tych trzech zasad przy r6znych warto$ciach
pH z szybkoscig inaktywacji fagéow. llos¢ mutantow u fagéw T2 uzyska-
nych po reakcji w pH 4,2 jest 90-krotnie mniejsza niz po reakcji w pH 5
i 0tyle samo zmniejsza sie szybko$¢ dezaminacji A i C. Natomiast letal-
nos$¢ jest 30-krotnie mniejsza podobnie jak szybko$¢ dezaminacji G (102,
115). Zwigzek miedzy letalnym dziataniem kwasu azotawego a dezami-
nacja guaniny jest niezupeinie jasny. Samo powstawanie ksantyny praw-
dopodobnie nie jest przyczyng letalnosci, a dezaminacja guaniny w RNA
raczej powinna prowadzi¢ do mutacji (83). Letalno$¢ prawdopodobnie jest
zwigzana z niezupelnie wyjasniong reakcjg uboczng, ktora ujawnia po-
rownanie ilosci reszt guaninowych zanikajagcych podczas dezaminacji
z iloScig pojawiajacej sie ksantyny (99, 103). Braki w bilansie zanikajacej
guaniny stanowiag od 45% do 65% zaleznie od pH reakcji (103). Niewiel-
kiej czesci brakujagcego zwigzku moze odpowiada¢ wykryta niedawno
jako produkt dezaminacji guaniny 2-nitrohipoksantyna (96, 97).

Dodatkowg reakcjg kwasu azotawego o znaczeniu letalnym jest two-
rzenie wigzan poprzecznych miedzy dwoma tafcuchami DNA, co prowa-
dzi do tatwo odwracalnej denaturacji DNA (7, 42, 43, 44) i prawdopodob-
nie jest jedng z przyczyn powstawania delecji w rejonie rll faga Ta
obejmujacych nieraz caly ten rejon (111). Prawdopodobnie reakcja ta

do



596 C. JANION [6]

uniemozliwia takze drugi cykl kopiowania taricucha dezoksyrybopolinu-
kleotydowego na zdezaminowanej HNOz matrycy poli dAT (59).

3. Analogi zasad. Stanowiag one zupetnie odmienng grupe mutagenéw
chemicznych, ktore dziatajg poprzez whbudowywanie sie do kwaséw nu-
kleinowych (30, 73). Do najczesciej uzywanych nalezy 5-bromouracyl —
analog tyminy i 2-aminopuryna — analog adeniny. Poniewaz mutacje
otrzymane dziataniem bromouracylu mozna tatwo odwr6cié dziataniem
2-aminopuryny i odwrotnie, Freese (31) przypuszcza, ze te dwa ana-
logi zasad powodujg przeciwstawne tranzycje par zasad AT -> GC i wska-
zuje na tranzycje GC do AT jako uprzywilejowany kierunek dziatania
bromouracylu. Sprawa ta nie jest jednak tak prosta: 5-bromouracyl moze
zastgpi¢ prawie catkowicie tymine w DNA faga T2 i nie powodowaé mu-
tacji (27, 73), natomiast ilosci 2-aminopuryny, ktore powoduja mutacje
sg tak male, ze nawet miejsce jej wbudowania nie jest znane (47, 116).
Do tego zagadnienia wrécimy jeszcze przy opisie mechanizmu mutacji.

I11. Mutageniczne dziatanie hydroksylaminy

Hydroksylamina jak i rzadziej stosowane jej metylowe pochodne na-
lezg do najbardziej specyficznie dziatajgcych mutagenéw chemicznych.
Pierwsze doniesienie o wptywie hydroksylaminy na ukiady biologiczne
dotyczyty jej inaktywujacego dziatania na fagi (60), wirusy zwierzece
i infekcyjny RNA (29). Sadzono przytem mylnie, ze jest to wynik reakcji
z biatkami. Wkrétce stwierdzono zalezno$¢ efektu biologicznego od reak-
cji z kwasami nukleinowymi i ukazaly sie pierwsze prace nad mutage-
nicznymi wiasciwosciami hydroksylaminy (33, 38). Okazato sie, ze hydro-
ksylamina w duzych stezeniach dziata specyficznie spos$rod zasad kwa-
séw nukleinowych tylko na cytozyne i uracyl (35, 100, 114). Dalsza
specyficzno$¢ reakcji warunkuje pH. Optimum reakcji z cytozyng znaj-
duje sie w pH okoto 6,2, z uracylem w pH okoto 10 (100, 114). Rdzne sa
tez losy poszczeg6lnych pierScieni. Uktad pierscieniowy cytozyny po
reakcji z hydroksylaming zostaje zachowany, natomiast pierscien ura-
cylu ulega rozpadowi. Konsekwencja biologiczng rozpadu pierScienia jest
raczej inaktywacja (101). Poniewaz w DNA uracyl nie wystepuje (z wy-
jatkiem faga PBS2 (75)), zmiany jakie zachodzag pod wptywem hydroksyl-
aminy w DNA dotyczg tylko zmian w pierscieniu cytozyny.

Nalezy podkresli¢, ze specyficzne i mutageniczne wiasciwosci hydro-
ksylamina wykazuje tylko w stezeniach powyzej IM (s, 38); w stezeniach
ponizej IM, szczeg6lnie w obecnosci tlenu, rozpada sie ona na szereg rod-
nikow, nadtlenek wodoru i inne zwigzki, ktore dzialaja niespecyficznie
i mogg powodowaé zmiany we wszystkich skiadnikach kwasow nukleino-
wych (36, 39, 94, 95).
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1. Przebieg reakcji miedzy hydroksylaming a zwigzkami cytozyny

Produkty powstajgce w wyniku reakcji hydroksylaminy z pierScieniem
cytozyny znane byty od dawna, natomiast zrozumienie catoksztattu sto-
sunkow: zwigzek wyjsciowy — produkty reakcji jest wynikiem ostatnich
badan. Ze wzgledu na aktualno$¢ zagadnienia i bezpos$rednie odbicie
w poglagdach na mechanizm dziatania hydroksylaminy jako mutagenu,
warto przesledzi¢ rozw6j badan prowadzacych do wyjasnienia chemicz-
nych podstaw reakcji.

NH, NH,
N nh2oh H nh2h
-------- > I\ H >
! 1/
0 N OMNAANHOH
NHOH NHOH
-nh20h N
--------- >
[H+]
NHOH (0] N
Il (2HAC) 111 (HAC)

Schemat 1. Schemat reakcji zachodzacej miedzy pochodnymi cytozyny, a hydroksyl-
aming wedtug Brown i Schell (19).

Schemat podany przez Browna i Schella (19) oraz Veor-
voerda i wsp. (114) i utrzymujacy sie do niedawna w literaturze
przedstawia kolejne etapy reakcji hydroksylaminy z cytozyng lub N”pod-
stawionymi pochodnymi cytozyny (schemat 1). Autorzy proponowali, ze
w pierwszym etapie reakcji nastepuje nasycenie wigzania 5,6 z utworze-
niem bardzo labilnego zwiagzku I. Nastepnie zachodzi bardzo szybka wy-
miana grupy aminowej na hydroksylaminowg i powstaje 5,6-hydroksyl-

amino-hydroksycytozyna (zwigzek 1l — 2HAC). Zwigzek ten () w wa-
runkach kwasnych traci czgsteczke hydroksylaminy i przeksztatca sie
w hydroksycytozyne (111 — HAC). Powstawanie zwigzku | w spos6b bezpo-

Sredni nie zostalo udowodnione. Poniewaz reakcja zachodzi w dwéch
punktach czasteczki, jest bardzo prawdopodobne, ze jeden z nich jest
atakowany szybciej niz drugi. Produkt Il nie moze powstawaé w pierw-
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szym etapie reakcji, gdyz okazato sie (52), ze szybkos$¢ tworzenia zwigzku
Il ze zwigzku 111 jest znacznie mniejsza niz zwigzku Il z cytozyny. Na
przejSciowe wystepowanie produktu | wskazujg réwniez, obarczone duzym
btedem stosowanej metody, badania reakcji hydroksylaminy i znakowa-
nej O-metylohydroksylaminy z poli C (18, 92). Pozostate produkty reakcji,
IN~-podstawione pochodne Il i Il wyodrebniono w postaci krystalicznej
w kilku pracowniach (19, 20, 22, 52).

nnr]

Rys. 2. Widmo absorpcyjne cytozyny (-—- ) i produktéw powstajacych po reakcji
cytozyny z hydroksylaming (—-—-).

Podstawa badan nad reakcja zasad z hydroksylaming sg zmiany zacho-
dzace w widmie UV. Na rysunku 2 przedstawiono widma cytozyny i po-
wstajagcych produktéw. Nasycenie wigzania 5,6 pocigga za sobag bardzo
drastyczng zmiane w widmie cytozyny — zanik wystepujgcego w widmach
wszystkich pochodnych cytozyny maksimum okoto 270 nm. Zwigzek IlI
wykazuje absorpcje w tym zakresie diugosci fal, ale poniewaz uwazano,
ze jest to produkt wtérny, Sledzenie spadku absorpcji w Amex zwigzku
wyjSciowego stato sie powszechnie uzywang metodg wykrywania reak-
cji i oznaczania jej szybkosci. W ten sposob ustalono, ze 5-metylocytozyna
nie reaguje z hydroksylaming, a reakcja z 5-hydroksymetylocytozyna za-
chodzi bardzo wolno. Przypuszczano przy tym, ze produktem reakcji jest
odpowiednia pochodna zwigzku IlI. Zmiany jakie zachodzg w 5-podsta-
wionych pochodnych cytozyny sg z tego wzgledu interesujace, ze sg one
bezposrednig przyczyng mutacji zachodzacych u fagéw parzystych, na
ktérych przeprowadzono wiekszo$¢ badan nad mutagenicznymi witasciwo-
Sciami hydroksylaminy. W DNA tych fagéw cytozyna jest catkowicie
zastapiona pochodnymi 5-hydroksymetylocytozyny (106, 122).
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Wiasciwe zrozumienie zmian zachodzacych pod wplywem dziatania
hydroksylaminy na 5-podstawione pochodne cytozyny stato sie mozliwe
dopiero po oznaczeniu w czasie reakcji zmian krzywej absorpcji nie
w jednym wybranym punkcie, ale na catej jej dtugosci (52, 53). Wowczas
zauwazono, ze wskutek dziatania hydroksylaminy na 5-metylocytozyne
powstaje zupetnie inny produkt o prawie tej samej wartosci ekstynkcji
w /lmax (rysunek 3). Ksztatt jego widma UV jak i analiza chemiczna wska-
zuje, ze jest to 5-metylo pochodna hydroksycytozyny.

N [nm]

Rys. 3. Widmo absorpcyjne 5-metylocytozyny (------ ) i produktu powstajgcego po
po reakcji z hydroksylaming (- ) wedtug’ Janion i Shugar (52).

Podobne badania przeprowadzone na 5-hydroksymetylocytozynie
ujawnity, ze i w tym przypadku tworzy sie jeden produkt reakcji — po-
chodna hydroksycytozyny (52). Stwierdzenie przez autor6w poprzednich
prac istnienia reakcji na podstawie spadku absorpcji w punkcie maksy-
malnym byto mozliwe tylko dzieki ré6znicom w absorpcji produktu wyj-
Sciowego (Amex 284 nm emex 76 000) i produktu reakcji (“mex 273 nm emax
54 300). Zmiany zachodzace pod wplywem hydroksylaminy w 5-podsta-
wionych pochodnych cytozyny podano na schemacie 2.

nh?2 khch
A k-—5 y\ R
| | I # R = CH, lub CH20H
J | | 1
°N AN/ c™M\N/

Schemat 2. Schemat reakcji zachodzacej miedzy 5-podstawionymi pochodnymi cyto-
zyny a hydroksylaming.

W przypadku fagéw parzystych hydroksylamina jest idealnie dziata-
jacym mutagenem: powoduje zmiane jednego sktadnika kwaséw nuklei-
nowych i daje jeden produkt reakcji.
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Powyzsze wyniki wskazujace na mozliwo$¢ powstawania pochodnych
hydroksycytozyny (zwigzek I11) nie dzieki reakcji wtdrnej, ale poprzez
bezposrednie dziatanie hydroksylaminy na zwigzek wyjsciowy, zwrocity
uwage na niedoktadnos$¢ uprzednio stosowanej metody i staly sie punk-
tem wyjscia rewizji ogolnie przyjetego schematu reakcji hydroksylaminy
ze zwigzkami cytozyny.

Ponowne prze$ledzenie reakcji hydroksylaminy z glikozydowymi po-
chodnymi cytozyny ale metoda pozwalajgcg na uchwycenie obydwu pro-
duktéw wykazato, ze produkt Il pojawia sie¢ obok produktu Il na samym
poczatku reakcji (17, 22, 56, 58, 67). Reakcja zachodzi zatem w dwdch
kierunkach: jeden z nich zostat przedstawiony na schemacie 1, drugim
jest tworzenie zwigzku Ill na drodze bezposredniej wymiany grupy ami-
nowej na hydroksylaminowga. Stosunek ilosciowy tych dwoch produk-
tow— II/111 — zalezy od warunkéw reakcji. Zmniejszenie stezenia hy-
droksylaminy z 25— IM (rysunek 4a i b) zmiana pH w kierunku kwas-
nym, powoduje przesuniecie reakcji na korzy$¢ zwiazku Il (56).

Rys. 4a, b. Sledzenie reakcji miedzy poli C i hydroksylaming w pH 65 i 37°C, przy
stezeniu (a) — 2,5 M; (b) — IM hydroksylaminy.
Spadek absorpcji w 270 nm (e=e) jest miara tworzenia sie zwigzku Il, wzrost absorpcji w 300nm
(00) jest miarg tworzenia zwiazku Il (wedtug Janion i Shugar (56)).

Powstawanie hydroksycytozyny jako jednego z produktéw reakcji
hydroksylaminy z cytozyng nasuwa przypuszczenie, ze zwigzek ten nie
tylko powoduje mutacje u fagéw parzystych, ale by¢ moze jest przyczyng
mutacji zachodzacych w innych uktadach biologicznych zawierajgcych
cytozyne w DNA, na przyktad w jednoniciowym DNA faga S13, czy
w trasformujagcym DNA Bacillus subtilis. Istniejg pewne dane, ktdre
wskazujg na stuszno$¢ takiego przypuszczenia. Na przykiad 1000-krotnie
mniejsza wydajnos¢ mutacji w transformujagcym DNA niz u fagéw T
(40), a takze znaczne zwigkszenie iloSci mutacji w transformujgcym DNA
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przy przesunieciach pH reakcji z 6,2 do 55 (40) i 4,2 (s), mozna uznac
za dowdd zalezno$ci wystepowania mutacji od obecnosci pochodnych hy-
droksycytozyny.

2. Préby biologiczne

Mutageniczna specyficzno$é dziatania hydroksylaminy. Obok badah
chemicznych na wysoka specyficznos¢ dziatania hydroksylaminy wska-
zuja badania biologiczne. Badania nad otrzymywaniem mutacji powsta-
jacych ze szczepéw dzikich, jak i mutacji wstecznych, prowadzacych do
odzyskania cech witasciwych szczepom dzikim, przeprowadzone na fagach
T4 (23, 33, 38) i S13 (112) wskazuja, ze tylko pewne typy mutantéw moga
powsta¢, wzglednie ulec rewersji pod wpltywem hydroksylaminy. Te
badania tacznie z danymi chemicznymi doprowadzity do wniosku, ze
miejscem mutagenicznego dziatania hydroksylaminy sg reszty cytozyny,
a wynikiem — tranzycja CG do AT w dwuniciowym DNA, lub C do T
w jednoniciowym DNA.

Proby z polimerazg RNA. Dziatanie polimerazy RNA (EC 2.7.7.6) ma
wiele cech wspoélnych z dziataniem polimerazy DNA (EC 2.7.7.7). Oba te
enzymy syntetyzujg kwasy nukleinowe tylko z trojfosforanéw nukleo-
zydow, a powstajacy produkt jest komplementarnym odbiciem matryc
polinukleotydowych (28, 109). Uwaza sie, ze polimeraza RNA przenosi
informacje z DNA do RNA, czyli powoduje transkrypcje cech zawartych
w DNA. Oprécz DNA, ktdry uwaza sie za matryce naturalng, polimeraza
RNA moze miedzy innymi uzywaé¢ jako matrycy poli C, na ktérym syn-
tetyzuje poli G (28, 109). Philips i wsp. (91) oraz Wilson i Cai-
cuts (:21) badali wptyw dziatania hydroksylaminy na wiasciwosci poli
C jako matrycy. Autorzy stwierdzili, ze poli C pod wptywem hydroksyl-
aminy traci szybko zdolno$¢ wiaczania GTP, ktérg mozna czeSciowo
przywroci¢ przez dodanie ATP. Dziatanie ATP jest specyficzne, UTP
i CTP nie majg wptywu na reakcje. Bezwzgledna ilos¢ wigczanego ATP
jest bardzo mata, stanowi okoto 1,5%. Jak podajg Philips i Brown
(90) cytujac nieopublikowane wyniki Banks, Brown i Grossmana, nha
matrycy kopolimeru cytydylo-hydroksycytydylowego ilo$¢ wigczanego
ATP zwigksza sie do przeszto 50%. Wyniki te Swiadcza o tranzycji C do
T zachodzgcej pod wptywem hydroksylaminy w ukladzie biologicznym.

Pewnych danych o roli enzymu, badz wptywie sasiadujgcych w ma-
trycy nukleotydéw na proces syntezy RNA dostarczyli Budowsky
i wsp. (21). Uzywajac polimerazy RNA zwigzanej z kwasem dezoksyrybo-
nukleinowym sprawdzali oni, ktéry z 4-ch trojfosforanéw rybonukleozy-
dowych, niezbednych w tym systemie do syntezy, moze by¢ zastgpiony
przez odpowiednig pochodng zwigzku Il lub zwigzku IIl. Z tych dwdch
zwigzkoéw tylko jeden — tréjfosforan hydroksycytydyny (pochodna zwig-
zku I11) — moze by¢ whbudowany do powstajgcego tancucha polimeru, przy

8 Postepy Biochemii
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tym nie zastepuje on UTP, na co wskazywalyby doswiadczenia poprzed-
nich autorow, a CTP. Tak wiec zachowanie sie reszt hydroksycytozyny
w tym samym ukladzie biologicznym zalezy od tego czy stuza one jako
matryca (hydroksycytozyna = uracylowi), czy jako substrat (hydroksy-
cytozyna = cytozynie). W Swietle tych doswiadczen wida¢, na co juz nie-
ktdrzy autorzy zwracali uwage (112), ze nie wigczanie dXTP do DNA
w uktadzie in vitro (9) czesto uwazane za dowdd braku mutagenicznych
wiasciwosci ksantozyny, niekoniecznie o tym $wiadczy. Nie wiadomo jak
oddziatywatyby reszty ksantozyny wbudowane w tancuch polinukleoty-
dowy stanowigcy matryce.

IV. Wptyw mutagendw na strukture polimerdéw

1. Teorie powstawania mutacji

Wszystkie teorie, ktore dotyczg mechanizmoéw powstawania mutacji
prowadzacych do tranzycji par zasad, stanowig pewng modyfikacje teorii
btedu parowania (ang. pairing mistake) Watsona i Cricka (118,
119). Teoria ta jako préba wyttlumaczenia mutacji spontanicznych, zo-
stata przedstawiona réwnocze$nie z modelem podwojnej spirali DNA
i jest na tym modelu oparta.

Jak wiadomo DNA skitada sie z dwdch nici polinukleotydowych po-
tagczonych wigzaniami wodorowymi, wystepujagcymi miedzy okre$lonymi
parami zasad. Tymina tworzy kompleksy z adening, a cytozyna lub 5-hy-
droksymetylocytozyna z guaning. Podczas replikacji specyficzno$¢ two-
rzenia wigzan wodorowych warunkuje sposob utozenia zasad dobudowu-
jacego sie tancucha. Podstawg teorii btedu parowania jest zdolno$¢ zasad
kwasow nukleinowych do tautomerii. Zasady kwaséw nukleinowych za-
leznie od pH Srodowiska moga wystepowaé w dwdch réznych formach.
Tylko jedna z tych form wystepuje w strukturze dwuniciowego DNA,
wiasciwosci do kompleksowania drugiej formy nie sg znane. Watson
i Crick wysuneli przypuszczenie, ze w pewnych warunkach dana zasada
moze przeksztatci¢ sie w taka rzadko wystepujacg forme tautomeryczna,
co prawdopodobnie powoduje zmiane wiasciwosci kompleksowania
i w czasie replikacji moze prowadzi¢ do zamiany dobudowywujgcego sie
nukleotydu. Na schemacie 3a para AT ma forme wystepujagcg w kwasach
nukleinowych, schemat 3b przedstawia adenine w rzadko wystepujacej
formie tautomerycznej oraz sposéb, w jaki przypuszczalnie moze ona po-
taczy¢ sie z cytozyna.

W podobny spos6b Freese (30, 31) oraz Litman i Pardee
(74) ttumaczg mechanizm mutagenicznego dziatania bromouracylu (84).
Freese rozroznia przy tym btad replikacji od btedu inkorporacji. Przy
btedzie replikacji BU wbudowywany jest w miejsce tyminy i sama ta
zamiana nie powoduje mutacji, za$ podczas replikacji BU w drugiej for-
mie tautomerycznej mylnie kompleksuje sie z guaning, prowadzac do za-
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U

miany pary AT parg GC. Przy bledzie inkorporacji BU jest mylnie whbu-
dowywany zamiast cytozyny, a podczas replikacji zachowuje sie jak
tymina dobudowujac w powstajagcym tancuchu adenine, co prowadzi do
tranzycji pary GC do AT.

@ (0)

H H
N-H-O CH3 N N
6 < (4 X W 0bI \LI
A T A* ' C
: S twpreenje Wiazan orgw, :
Zwiekszona Fﬁﬁ%@teﬁ&%ﬂ%{é;ﬁ}ferﬂ)ﬂ p"?'l":chhé’Yﬁﬂ I"Yfhing Lawley

minag; .

i) B B2 e (590 HRATILE RIC IS IERSBAY U R JABTY e iRmIGS
rycznych, ale w jonizagyia tyeh zasad.r Rovkoders). takich przypuszczen sg
znaczne réznice miedzy wartosciami pK tymidyny (9,8) i bromodezoksy-
urydyny (8,1). Z wartosci tych wynika, ze prawdopodobierstwo wyste-
powania w warunkach fizjologicznych formy zjonizowanej jest wieksze
dla BU (okoto 8%) niz dla tyminy (okolo 0,16%). Na schemacie 4 przed-
stawiono BU w odmianie tautomerycznej i w formie zjonizowanej w kom-
pleksie z guaning.

(a) (b)
O-H-0 Br O O Br
H
G BU G BU
Schemat 4a,b. Tworzenie wigzan wodorowych
(a) miedzy guaning a forma enolowg bromouracylu; Litman i Pardee (74);
(b) miedzy guaning a forma jonowg bromouracylu; Lawley i Brookes (69).

Lawley i Brookes (68), jak tez Nagata i wsp. (85) ttumaczg
podobnie mutacje zachodzace w wyniku alkilacji N7 guaniny. Lawley
i Brookes przypuszczaja, ze btgd w kompleksowaniu nastepuje w wy-
niku jonizacji 7-alkilo G (schemat 5a), natomiast Naga ta i wsp. uwa-
zajg, ze jest on spowodowany zmiang w roztozeniu gestosci elektronow
(schemat 5b). Rysem wyr6zniajacym ten ostatni model jest zatozenie, ze

8*
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wiasciwosci kompleksowania obydwu zasad pary 7-alkilo G : C zmieniajg
sie w wyniku nastepujacego przemieszczenia wigzan wodorowych. Réw-
niez i w tym przypadku stwierdzenie znacznych réznic miedzy wartoscia-
mi pK 9,2 dla guanozyny i pK 7,2 dla 7-metylo i 7-etyloguanozyny
przemawia za mozliwoscig wystepowania zjonizowanej formy 7-alkilo-
-guaniny w warunkach fizjologicznych (68, 70).

@ ©

i
H
7-alkilo -G T C A

Schemat 5a, b. Tworzenie wigzan wodorowych
(a)— miedzy forma jonowa 7-alkilo-guaniny a tyming;
(b) — przesuniecie protoné6w miedzy alkilowang guaning a cytozyng oraz wplyw
tych zmian na mylne kompleksowanie obydwu zasad w czasie replikacji; Broo-
kes (12).

Mimo niepewnosci, ktory z powstajacych pod wptywem hydroksy-
laminy zwigzkéw (I, Il czy IIl) jest mutageniczny, sgdzono, ze mutacje
wywotane dziatlaniem hydroksylaminy warunkuje ten sam mechanizm,
polegajacy na zmianie witasciwosci tworzenia komplekséw. O zmienione
w stosunku do cytozyny zdolnosci kompleksowania podejrzewano zwigzek
I w formie iminowej (91, 92), a zwigzki Il i IIl w formie oksymoiminowej
(34, 62, 89). Proponowano réwniez (podobnie jak w przypadku 7-alkilo-
-guaniny) mozliwo$¢ przemieszczania protonéw miedzy zwiazkiem |1l
lub Il a guaning, ktore prowadzg do zmian w kompleksowaniu obydwu
zasad, pierwotnie potgczonych wigzaniami wodorowymi (67, 86). Wszyst-
kie proponowane sposoby tlumaczenia mutacji (62, 86, 89, 90) zachodzga-
cych pod wptywem hydroksylaminy przedstawiono na schemacie 6a i b.

Ujemnym rysem tych teorii jest brak poparcia doswiadczalnego. O ile
teorie udziatu wigzan wodorowych w budowie podwojnej spirali mozna
tatwo sprawdzi¢ (zmieszanie w odpowiednich warunkach dwoch polimeréw
sktadajgcych sie z zasad komplementarnych prawie natychmiast pro-
wadzi do utworzenia kompleksu dwuniciowego (25, 117)), o tyle jak do-
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tychczas nie udato sie dosSwiadczalnie potwierdzi¢ istnienia kompleksow
wytworzonych z zasad, ktére o zdolnos¢ do kompleksowania podejrzewano.
Jedynymi dowodami, ktére moga stanowi¢ poparcie dla tego rodzaju
przypuszczen, sg wspomniane dane o réznicach w warto$ciach pK miedzy
bromodezoksyurydyng a tymidyng i miedzy 7-alkilo-guanozyng a guano-
zyng oraz réznice w rozmieszczeniu gestosci elektronéw w guaninie po
alkilacji i cytozynie, lub hydroksymetylocytozynie po wprowadzeniu grupy
hydroksylaminowej (69, 70, 85, 86). Jednak te fakty nie moga by¢ uznane

za réwnoznaczne ze stwierdzeniem zmian specyficznych zdolnosci kom-
pleksowania.

(a) (b)
PH

HO H

HO-NH

HO H
n- h-N s
frnnan VN G-T LA

N—£
/O

L

Schemat 6a,b. (a) — proponowane sposoby wytwarzania kompleks6w miedzy po-
chodnymi hydroksylaminy a adening;
(b) — zmiany w rozmieszczeniu wigzan wodorowych i wptyw tych zmian na biledy
w kompleksowaniu.

Z badan nad komplesami wytworzonymi miedzy resztami bromoura-
cylu i adeniny w uktadach monomerycznych (64), czy w kompleksach
tréjniciowych: poli A :2 poli BU (4, 81) wynika, ze sita wigzan wodoro-
wych miedzy komplementarng parg zasad bromouracyl :adenina jest
nawet wyzsza, niz wigzan miedzy parg zasad tymina :adenina. Kompleksy
wytworzone miedzy poli 7-MeG i poli C dysocjujag w znacznie nizszej tem-
peraturze (Tm = 69°) niz kompleksy poli G z poli C (Tm = 90°), ale prze-
suniecie statej dysocjacji reszt 7-metyloguaniny zwigzanych w polimerze
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do pK ponad 10 (84), podwaza koncepcje powigzania zmian mutagenicz-
nych ze zwigkszong czestosciag wystepowania formy zjonizowanej w wa-
runkach fizjologicznych.

Zmiany wiasciwosci fizykochemicznych i zdolnosci tworzenia kom-
plekséw zachodzace na skutek wymiany grupy aminowej cytozyny na
hydroksylaminowga (54, 55, 56, 57) zostang omoéwione w rozdziatach na-
stepnych.

2. Wptyw grupy hydroksylaminowej na konfiguracje poli C

Poli C podobnie jak inne polimery wykazujg pewien stopiefi upo-
rzgdkowania struktury. Ich absorpcja w UV nie réwna sie sumie absorpcji
poszczegolnych skiadnikéw nukleotydowych, lecz wskutek oddziatywan
wzajemnych zasad jest nizsza. Absorpcja polimeréw zwigksza sie przy
podwyzszaniu temperatury, i doréwnuje sumarycznej absorpcji sktadni-
kéw po rozpadzie wigzan miedzynukleotydowych (rysunek 5a). Widmo
polimeru zlozonego wylgcznie z kwasu hydroksycytydynowego — poli
HAC — w czasie ogrzewania nie ulega zmianom, natomiast po rozpadzie
wigzahn miedzynukleotydowych absorpcja wzrasta gtéwnie w 235 nm,
a w 270 nm pozostaje prawie bez zmiany (rysunek 5b).

Nnr] A[nm]

Rys. 5a,b. (a) — Widmo absorpcyjne poli C oznaczone w t° pok. (----- ), W 85°C (e°°)
i po rozpadzie na nukleotydy (- );
(b) —widmo poli HAC w t° od 0°—80°C (--—---- ) i po rozpadzie na nukleotydy (- ).
W arunki oznaczania: 0,0-IM bufor fosforanowy pH 7.8, 0.1M NaCl. Wedtug Janion
i Shugar (56).

W pH 3,0 do 5,0 poli C tworzy po6tprotonowang, uporzagdkowang struk-
ture (1, 48, 51, 65), ktorej formowanie uniemozliwia oznaczenie wartosci
pK metodg stosowang w przypadku monomerdw (98) poprzez badanie
zmian absorpcji w widmie UV jako funkcji pH. Natomiast widmo poli
HAC przy zmianie pH zmienia sie w sposob ciggty, poszczeg6lne krzywe
zbiegaja sie w punktach izozbestycznych. Swiadczy to o braku zdolnoéci
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do tworzenia w warunkach kwasnych po6tprotonowanej struktury i pozwala
na oznaczenie wartosci pK reszt hydroksycytozyny zwigzanych w polimerze
(pK = 2,7) (55, 56). Zmiany ekstynkcji po rozpadzie wigzah miedzynukle-
otydowych w poli HAC, jak i r6znice miedzy warto$ciami pK reszt hydro-
ksycytozyny wolnych (pK = 2,26) i zwigzanych w polimerze (pK = 2,7)
moga wskazywac na istnienie pewnej struktury w poli HAC, powstajacej
prawdopodobnie w wyniku wzajemnego przylegania zasad (ang. base
stacking).

3. Wptyw grupy hydroksylaminowej na zdolno$¢ do kompleksowania

Zmiany warto$ci pK cytozyny i hydroksycytozyny nie wskazuja na to,
aby obecnos$¢ grupy hydroksylaminowej zwiekszata szanse wystepowania
w warunkach fizjologicznych formy zjonizowanej, czy tautomerycznej,
ktdrej efemeryczna obecno$é, dzieki odmiennym witosciwosciom komple-
ksowania, powoduje whbudowanie niepozgdanego nukleotydu w czasie
replikacji DNA. JeSliby zamiana grupy aminowej na hydroksylaminowa
wptywata na zmiane wiasciwosci kompleksowania cytozyny, to mogtyby
sie tworzy¢ odmienne kompleksy w ukfadach in vitro.

Okazato sie jednak, ze poli HAC i polimer zbudowany z reszt hydro-
ksylamino-hydroksycytydynowych (poli 2HAC, zwigzek I1) ktérego udziatu
w mutagenezie spowodowanej modyfikacjg reszt cytozynowych nie da sie
wykluczyé, nie tylko tracg zdolno$¢ tworzenia komplekséw z poli | (part-
nerem komplementarnym poli C), lecz takze nie kompleksujg z zadnym
z innych badanych polimerow jak poli A, poli U, czy poli C (56). Te wy-
niki nastepnie potwierdzono badajagc zachowanie sie reszt hydroksycy-
tozyny wystepujacych w tak zwanych kopolimerach, w ktérych obok
reszt hydroksycytozyny wystepuje inna zasada o znanej zdolnos$ci kom-
pleksowania czyli w warunkach bardziej zblizonych do naturalnych (54,
55, 56, 57).

Pierwsze badania nad kompleksowaniem kopolimeréw przeprowadzili
Fresco i Alberts (41), ktérzy wykazali, ze reszty uracylu w kom-
pleksie wytworzonym miedzy kopolimerem AU a poli U nie zajmuja
miejsc wewnatrz struktury dwuniciowej co by unieczynniato czes¢ nie-
komplementarnych reszt U na przeciwlegtym taincuchu, ale wysuwajg sie
na zewnatrz w formie petli (ang. loops). Wytwarzanie komplekséw miedzy
kopolimerami, a polimerami jest dogodng metoda stwierdzenia komple-
mentarnosci zasad, ktérych sita wigzania jest zbyt niska dla utworzenia
trwatych kompleksow miedzy homopolimerami (11, 93). Dowodem two-
rzenia kompleksu jest obnizenie absorpcji wystepujgce po zmieszaniu
dwdch polimeréw. Obliczenie stosunku stechiometrycznego zasad wcho-
dzacych w skiad budowy kompleksu przy osiggnieciu najnizszego spadku
absorpcji, daje odpowiedz czy wszystkie czy tylko cze$¢ zasad wystepu-
jacych w kopolimerze biorg udziat w wytwarzanym kompleksie.
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Ta metoda zostata wykorzystana dla sprawdzenia zdolnosci komple-
mentarnych reszt hydroksycytozyny (57). Do badan uzywano dwa ro-
dzaje kopolimerow; poli (C,HAC) dla sprawdzenia czy hydroksycytozyna
wykazuje zdolnosci kompleksowania podobne do cytozyny i poli (UHAC)
w celu przekonania sie czy hydroksycytozyna zgodnie z teorig tranzycji
zachowuje sie podobnie jak uracyl. Rysunek 6a i b przedstawia niektore
z otrzymanych wynikéw: krzywg mieszania (ang. Tixing curve) uzyskang
po zmieszaniu w réznych proporcjach poli (C,HAC) zawierajagcego 80%

A Jo& Ctvpolife, HOW Zmolowych A J/os6 UnpoHUy HOW Ymolowych

Rys. 6a,b. Krzywe mieszania (a) — poli (C, HAC) (20°/0 reszt HAC) z poli I; (b) —
poli (U, HAC) (23°/o reszt HAC) z poli A.
Warunki: 0.01M bufor fosforanowy, 0.IM NaCl. Wedtug Janion i Shugar (57).

reszt cytozyny i 20% reszt hydroksycytozyny z poli I, oraz krzywg mie-
szania poli (UHAC) o 77°/o zawartoSci reszt uracylu i 23'% zawartosci
reszt hydroksycytozyny z poli A. W obydwu przypadkach w obliczeniach
stechiometrycznych pomijano wystepujagce w kopolimerach reszty hydro-
ksycytozyny. W obydwu doswiadczeniach najnizszy spadek absorpcji
wystepuje wtedy, gdy suma reszt cytozyny w poli (C,HAC) (wzglednie
suma reszt uracylu w poli (UHAC)) réwnowazy sume reszt hipoksantyny
w poli | (wzglednie reszt adeniny w poli A). Otrzymane wyniki potwier-
dzajg dane uzyskane uprzednio w probach kompleksowania reszt hydro-
ksycytozyny w homopolimerach; nieobecno$¢ wystarczajgco silnych wia-
zan wodorowych zdolnych do utrzymania struktury dwuniciowej miedzy
resztami hydroksycytozyny a hipoksantyny, ani miedzy resztami hydro-
ksycytozyny a adeniny.

V. Zakonczenie

Z zestawionych danych wynika, ze mechanizm zmian prowadzacych
do mutacji nie jest jeszcze w peini wyjasniony. Pomijajac mutacje, kto-
rych przyczyng jest bezposrednia zamiana cytozyny na uracyl, czy ade-
niny na guanine, nie ma doSwiadczalnych podstaw dla twierdzenia, ze
zmiana komplementarnos$ci zasad powoduje btad w zapisie genetycznym.
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Wydaje sie, ze aby da¢ odpowiedZ na pytanie jakie istniejag powigzania
miedzy modyfikacjg zasad, a wbudowaniem nieprawidtowego nukleotydu
do kwasoéw nukleinowych, konieczna jest doktadniejsza znajomos$¢ roli
systemu enzymatycznego w syntezie kwasow nukleinowych. Czy wy-
starczajacym czynnikiem selekcji zgodnie z teorig Watsona i Cricka jest
komplementarno$¢ zasad czy tez polimeraza DNA bierze udzial w roz-
poznawaniu i selekcji zasad syntetyzowanych nukleotydow. Jest to za-
gadnienie nietatwe do rozwigzania. Na udziat polimerazy DNA w se-
lekcji zasad wskazujg Spe yer i wsp. (107, 108), ktérzy stwierdzili zna-
czne zwiekszenie czestosci rewersji wsrod mutantow faga T4 zawieraja-
cych zmutowany gen polimerazy DNA. Wedlug Freese i Bautz-
-Freese (37) zwiekszona czestos¢ mutacji moze by¢ ttumaczona mniej-
szym powinowactwem zmutowanego enzymu do czesci cukrowo-fosfora-
nowej wskutek czego nawet przy braku lub nieprawidtowych wigzaniach
miedzy zasadami, niewtasciwa zasada moze by¢ wbudowana do DNA.
Za wnioskami Speyera i wsp. przemawiajg wyniki Halla i wsp. (49,
50), ktérzy porownywali dziatanie polimerazy DNA wyodrebnionej ze
szczepu dzikiego i szczepu zmutowanego w ukiadach in vitro. Zmutowa-
na polimeraza w porownaniu z normalng wykazuje kilkakrotnie zwiek-
szong czesto$¢ wiaczania T do poli dC, przy jednakowej czestosci wig-
czania C do poli dAT. Autorzy uwazajg, ze w tym przypadku mutacja
obejmuje tylko zmiane czestoSci transwersji G do T i ze fakt ten stanowi
dowo6d udziatlu enzymu w zapewnieniu prawidtowosci dobudowywania
komplementarnych zasad (50). Badania innych reakcji enzymatycznych
zaleznych od matryc polinukleotydowych jak synteza RNA, czy synteza
biatka stanowig inng droge wyjasnienia udziatu wigzan wodorowych
w tych procesach i jego uzaleznienia od zmian mutacyjnych. Badania te
moga okazaé sie jeszcze bardziej owocne, je$li zastosuje sie syntetyczne
matryce pozwalajgce na unikniecie reakcji ubocznych, a nie matryce na-
turalne zmodyfikowane czynnikami mutagenicznymi.

Prace wiasne omawiane w niniejszym przegladzie zostaly wykonane
przy czesciowym poparciu Wellcome Trust, Swiatowej Organizacji Zdro-
wia, oraz Agricultural Research Service, U.S. Dept. of Agriculture
(UR-E21-/32/-30).
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RECENZJE

W. Kunicki-Goldfinger, Zycie Bakterii, Panstwowe Wydawnictwo Naukowe,
Warszawa 1968, stron 560.

Podrecznik W. Kunickiego-Goldfingera jest przeznaczony zasadniczo dla stu-
dentéw biologii. Moze on by¢ réwniez wykorzystywany przez studentdéw medycyny,
weterynarii, zootechniki lub wydziatu rolnego. Ze wzgledu na szersze opracowanie
niektorych czesci student biochemii i mikrobiologii znajdzie w tym podreczniku
wiele ciekawego materiatu.

.Zycie Bakterii” nie jest klasycznym, tradycyjnym podrecznikiem mikrobiologii.
Materiat zostat wytozony w formie 16 rozdziatbw oraz 2 addendum. Obejmuje on
historie mikrobiologii, metody mikrobiologiczne, metabolizm, genetyke, wzajemny
wptyw bakterii i $srodowiska. Poza tym omowiono systematyke bakterii, mikrobio-
logie stosowang oraz wirusologie.

Autor potrafit przedstawi¢ nawet trudne zagadnienia w prostej, ciekawej for-
mie. Zrozumienie materiatu utatwia 74 tabel oraz 348 rycin i schematéw, miedzy
innymi rysunki Szymona Kobylinskiego.

Za ciekawg szatg, przystepna forma, pigknym stylem kryje sie¢ dobry, nowo-
czed$nie ujety wyktad mikrobiologii. W wielu miejscach autor przedstawia swoje
witasne poglady.

Autor opierat sie na piSmiennictwie do 1967 roku witacznie. Od tego czasu po-
glady na pewne zagadnienia ulegty zmianom: na przyktad na stronie 102—3 autor
podaje, ze ,Ni¢ DNA w nukleoidzie nie wystepuje w potgczeniu z biatkami zwigza-
nymi z DNA...”. Badania Roaf i Bonnera (1968) wykazaty obecno$¢ nukleoproteidow
w nukleoidach bakteryjnych. Przy tym stwierdzono, ze podobnie do histonéw biatka
te hamujg synteze RNA. Na str. 283 zakradta sie niescisto$¢, ze kolicyny powoduja
lize bakterii.

W nastepnym wydaniu byloby pozgdane rozszerzenie materiatu poSwieconego
mechanizmowi dziatania antybiotykéw.

Te drobne uwagi nie pomniejszajag duzej warto$ci tego nowoczesnego podrecz-
nika.

Z. Lorkiewicz
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ginale), skrdécony tytut czasopisma, tom (podkres$lony), stronica i rok
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202,
793 (1953). Wykaz skrotow tytutdw czasopism podajg Post. Biochem. 7,
601 (1961). Cytujac ksigzki nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i pierwsze li-
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