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IN FO R M A C JA  DLA  A UTORÓW

P o stęp y  B io ch em ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  
dziedzin  b iochem ii n ie  d ru k o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii n ie  m ogą być bez zgody R edakc ji 
p u b lik o w an e  w  in n y ch  czasop ism ach . A rty k u ły  są  hono row ane  w g u s ta 
lo n y ch  s taw ek . A u to rzy  o trz y m u ją  b ezp ła tn ie  25 o d b itek  p ra c y ; ż ą d a 
n ie  dalszych  o d b itek  (p łatnych) na leży  zgłosić p isem n ie  n ad sy ła jąc  
p racę . A u to ra  obow iązu je  k o re k ta  a u to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  k o 
rekc ie , poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi a u to r .

R ed ak c ja  zastrzeg a  sobie m ożność w pro w ad zen ia  sk ró tów  i p o p ra 
w ek  n ie  w p ły w a jący ch  n a  tre ść  p racy .

F orm a m a szynop isu . M aszynopis p racy  i w szelk ie  za łączn ik i należy  
n adsy łać  w  dw u egzem plarzach . M aszynopis p o w in ien  być n ap isan y  
jed n o s tro n n ie , z p o d w ó jn ą  in te r lin ią , z m arg in esem  ok. 4 cm  po lew ej 
i ок. 1 cm  po p ra w e j s tro n ie  o raz  z n u m e ra c ją  s tro n . N a p ie rw sze j 
s tro n ie  n a leży  zam ieścić ty lk o : im io n a  (w p e łn y m  b rzm ien iu ) i n a 
zw iska  au to ró w , ich  ty tu ły  n au k o w e  w ra z  z n azw am i p lacó w ek  n a u k o 
w ych, ty tu ł  p ra c y  w  języ k u  p o lsk im  i an g ie lsk im  o raz  om ów ien ie  te m a 
tu  p racy  w  języ k u  an g ie lsk im  (najw yżej 5 w ierszy  m aszynopisu).

R ozdziały  w  tek śc ie  n a leży  oznaczyć n u m e ra c ją  rzy m sk ą  a  p o d ro z 
d z ia ły — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w y dzie lone  z te k s tu  n ie  p o w in n y  być n u 
m erow ane.

W tek śc ie  n ie  n a leży  zam ieszczać żadnych  tab lic , ry su n k ó w , sche
m atów  i w zorów . W  żąd an y m  m ie jscu  należy  pozostaw ić w olny  w iersz  
i  oznaczyć: T ab lica  1, R ys. 1, S ch em a t 1 lu b  liczbą  rz y m sk ą  w  n a w ia 
sie — n u m e r odpow iedniego  w zoru . W tek śc ie  na leży  odw ołać  się  do 
n u m erac ji w zo ru  po słow nym  w ym ien ien iu  zw iązku , np .: k w as g lu ta 
m inow y (I).

P o w o łu jąc  się n a  l i te r a tu rę  należy  podać  w  tekśc ie , w  naw iasie , 
k o le jn y  n u m er p o zyc ji w  sp isie  li te ra tu ry .

Z a łą czn ik i do te k s tu .  K ażdy  za łączn ik  należy  dołączyć na  oddzielnej 
k a rtc e , o p a trzo n y  k o le jn y m  n u m erem  o d p o w iad a ją cy m  uży tem u  w  te k ś 
cie, np. T ab lica  1, W zór I, R ys. 1 lu b  S ch em at 1. F o to g ra fie  i w y k resy  
n ależy  oznaczyć ja k o  ry su n k i. W szystk ie  za łączn ik i na leży  oznaczyć 
u gó ry  n azw isk iem  a u to ra  i po czą tk o w y m i w y razam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  p o w in n a  zaw ie rać  nag łów ek  o p isu jący  je j treść , je j ru b r y 
k i pow inny  być zaopa trzone  w  odpow iedn i ty tu ł.

P o d p isy  i o b ja śn ie n ia  pod  ry su n k a m i i sch em atam i p o w in n y  być 
do łączone n a  oddzielnej k a rtc e . O znaczenia, k tó ry ch  n ie  m ożna nap isać  
n a  m aszynie, na leży  w y raźn ie  nan ieść  cza rn y m  tuszem . W  fo to g ra fia ch  
i w y k re sach  n a leży  oznaczyć „g ó rę” i „dó ł” .

L ite ra tu ra . W ykaz l i te r a tu ry  na leży  w ypisać  oddzieln ie , na o sta tn ich  
s tro n ach  m aszynop isu , w  a lfab e ty czn e j ko le jności n azw isk  au to ró w .
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P ost. B lochem . 15, 487—505 (1969).

ROM AN J U SIA K  *, PIOTR POCZOPKO **

Metabolizm zwierząt stałocieplnych a metabolizm izolowanych
tkanek

Metabolism of Homeothermic Animals and Metabolism of Their Isolated 
Tissues

B asic p h en o m en a  of m etabo lism  of th e  h om eo therm ic  an im a ls  a re  described  an d  
th e  re la tio n sh ip  be tw een  m e tabo lic  ra te s  of th e  in ta c t an im als  and  iso la ted  tissu es  
is d iscussed .

I. Pojęcia podstawowe

Życie organizmów jest nierozerw alnie związane z pobieraniem  różnych 
substancji z zewnątrz, ich przeróbką i częściowym przysw ojeniem  oraz 
z rozpadem  i wydaleniem  substancji składowych i zapasowych organizmu. 
Tę przem ianę m aterii i towarzyszącą jej przem ianę energii nazyw am y 
z grecka m etabolizmem. Ilość pobranych przez organizm substancji oraz 
produktów  pośrednich i końcowych ich przem iany możemy wyrazić ich 
ciepłem spalania. Każdą z zachodzących w organizmie reakcji chemicz
nych możemy również rozpatryw ać od strony energetycznej. Poniew aż 
są one przeważnie egzotermiczne, w procesach życiowych pow staje ciepło 
w ilości w prost proporcjonalnej do szybkości tych procesów u danego 
organizmu. Jeżeli nie in teresują nas losy pobranych przez zwierzę sub
stancji, a jedynie szybkość metabolizmu, w zupełności w ystarczą pom iary 
ilości wytwarzanego przez zwierzę ciepła. Pom iary te przeprowadza się 
m etodam i kalorym etrii bezpośredniej lub pośredniej om awianym i w pod
ręcznikach fizjologii (na przykład 13, 22, 63, 67). Tutaj wspom nim y tylko, 
że w  częściej stosowanej kalorym etrii pośredniej ilość ciepła pow stającego 
w organizm ie oblicza się z ilości pobranego tlenu. W artość cieplnego 
równoważnika tlenu  zależy od tego jakie substancje ulegają u tlen ien iu

* M gr, Z ak ład  F izjo log ii Ś rodow iskow ej, I n s ty tu t  F izjo log ii i Ż y w ien ia  Z w ie 
rzą t PA N , Ja b ło n n a

** D r hab il., Z ak ład  F izjo log ii Ś rodow iskow ej, In s ty tu t F iz jo log ii i Ż y w ien ia  
Z w ie rzą t PA N , Ja b ło n n a
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488 R. JU S IA K , P . PO CZO PK O [2]

w organizmie i zmienia się w granicach od 4,7 do 5,1 kcal/l. Jaką wartość 
przyjąć przy obliczeniach wskazuje iloraz oddechowy (R.Q), czyli stosunek 
wydalonego przez zwierzę C 0 2 do pobranego 0 2. Gdy m ierzy się jedynie 
pobieranie tlenu, produkcję ciepła oblicza się na podstaw ie założenia, że 
R.Q wynosi 0,8, a cieplny równoważnik tlenu w przybliżeniu 4,8 kcal/1. 
Dzięki znajomości cieplnego równoważnika tlenu produkcję ciepła w pro
cesach m etabolicznych można wyrazić nie w kaloriach lecz jako ilość 
pobranego tlenu, co szczególnie często stosuje się w badaniach nad m e
tabolizmem tkanek.

II. Czynniki wpływające na szybkość metabolizmu

Szybkość m etabolizmu naw et u jednego i tego samego osobnika zmie
nia się w szerokich granicach pod wpływem  w arunków , w których znaj
duje się zwierzę. U trudnia to porównywanie aktyw ności metabolicznej 
różnych osobników zarówno jednego gatunku, jak i należących do różnych 
gatunków. Poszukiwania wspólnej podstawy do porów nań doprowadziły 
do powstania pojęcia przem iany podstawowej. Aby oznaczyć szybkość 
przem iany podstawowej należy dbać, by badane zwierzę znajdowało się: 
w możliwie najdalej posuniętym  spokoju fizycznym i psychicznym, w sta
nie na czczo i w w arunkach term icznie neutralnych. W praktyce trudno 
jest czasem określić czy zwierzę jest już na czczo, czy też przed przystą
pieniem  do oznaczeń winno być jeszcze przez pewien czas głodzone. Po
dobnie bywa trudno zdecydować czy tem peratura, w której przeprowadza 
się oznaczenia, leży na pewno w strefie  neutralnej dla danego zwierzęcia. 
Dlatego też już К  r o g h (47) kwestionował słuszność posługiwania się 
pojęciem przem iany podstawowej i proponował bardziej konwencjonalną 
standaryzację w arunków  pomiarów oraz zastąpienie term inu  „przemiana 
podstaw owa” term inem  „przem iana standardow a”. Mimo zastrzeżeń 
Krogha term in przem iana podstawowa jest dotychczas powszechnie sto
sowany, a teoretycznie biorąc ma on dobrze określone znaczenie biolo
giczne. W łaściwie oznaczona przem iana podstawowa inform uje bowiem 
z jaką intensywnością przebiegają tylko te  z przem ian, które są niezbędne 
do podtrzym ania życia zwierzęcia.

Prócz term inów  „przem iana podstaw owa” i „przem iana standardow a” 
w literaturze spotyka się dość często term in „przem iana spoczynkowa”. 
W niektórych podręcznikach (13, 28, 63) term in ten  jest trak tow any jako 
synonim  przem iany podstawowej. W ielu jednak autorów, w szczegól
ności am erykańskich (na przykład 9, 11, 12, 61) term inem  przem iana 
spoczynkowa (ang. resting metabolism) określa nieco odm ienne pojęcie. 
Oznacza ono bowiem szybkość produkcji ciepła przez zwierzę w stanie 
spokoju, lecz nie będące na czczo i znajdujące się w tem peraturze zbliżonej 
do przeciętnej tem peratu ry  jego norm alnego środowiska. Ta tem peratura
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[3] M ETABO LIZM  I N ѴІѴО I I N ѴІТВ.О 489

środowiska leży zazwyczaj nieco poniżej dolnej granicy tem peratur ne
utralnych . Ponieważ pokarm  i obniżona tem peratura  środowiska zwięk
szają produkcję ciepła, przem iana spoczynkowa z reguły jest nieco wyższa 
od podstawowej.

Gdy poza podtrzym aniem  życia organizm w ykonuje jakąkolw iek p ra
cę, jako skutek konieczny następuje przyspieszenie procesów m etabo
licznych, dzięki czemu przew yższają one poziom podstawowy.

1. W pływ  pracy fizycznej

Czynnikiem najsilniej w pływ ającym  na metabolizm  jest praca fi
zyczna. Produkcja ciepła u owiec i krów stojących jest o 9% wyższa 
niż u leżących (33), owce pasące się w ytw arzają 5 razy tyle ciepła, co 
owce trzym ane i karm ione w klatkach (30), człowiek przy długotrwałej 
bardzo ciężkiej pracy fizycznej produkuje 20 razy tyle ciepła co w w arun
kach podstawowych (19), a przy m aksym alnym  wysiłku, na przykład 
podczas 100-metrowego sprintu, na krótki okres czasu szybkość m etabo
lizmu zwiększa się stokrotnie (10).

2. W pływ  pokarmu

Spożycie pokarm u przez zwierzę wyw ołuje dość znaczne przyspieszenie 
metabolizmu. Doświadczenia R u b n e r a (58) wskazują, że nie może być 
ono tłumaczone wysiłkiem fizycznym związanym  z jedzeniem, lecz kosz
tem  energetycznym  przyswojenia spożytego pokarm u. Koszt ten został 
nazwany przez Rubnera swoistym dynam icznym  działaniem pokarm u. 
Wielu autorów  podkreślało nielogiczność tego term inu, niemniej jest on 
do dziś często używany. Ostatnio jednak w literatu rze anglosaskiej roz
powszechnia się drugi term in calorigenic ef fect  of  jood, k tóry można 
by oddać po polsku term inem  „ciepłotwórcze działanie pokarm u”. Zesta
wienie lite ra tu ry  dotyczącej ciepłotwórczego działania pokarm u można 
znaleźć u В r o d y ’e g o  (9) i K l e i b e r a  (42). Dla rozważań prowadzo
nych w niniejszym  artykule w ystarczy inform acja, że metabolizm zwie
rzęcia najedzonego, w przypadku gdy spożywa ono przeciętną mieszaną 
dietę, jest o 4,5 do 20% szybszy od przem iany podstawowej (7, 55).

3. W pływ  tem peratury otoczenia

Zależność produkcji ciepła od tem peratu ry  otoczenia ilustru je  krzywa 
ABCD na rysunku 1. Krzywa ta, którą G e l i n e o  (28) nazywa krzyw ą 
termogenezy, na odcinku BC pokrywa się z produkcją ciepła w w arunkach 
podstawowych.

W tym  zakresie tem peratur środowiskowych, zwanym zakresem tem 
peratur neutralnych, s tra ty  ciepła z organizm u są w równowadze z m ini
malną produkcją ciepła. W m iarę obniżania się tem peratu ry  środowiska
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490 R. JU SIA K , P . PO CZO PK O [4]

zwiększa się różnica między nią a tem peratu rą  powierzchni ciała, dzięki 
czemu stra ty  ciepła w zrastają. Gdy tem peratu ra  środowiska osiągnie 
pewną wartość krytyczną, s tra ty  zaczynają przewyższać ilość ciepła 
produkowanego w w arunkach podstawowych. Prow adziłoby to do obni
żenia tem peratury  ciała, lecz zwierzęta stałocieplne zwiększają wówczas 
produkcję ciepła dla zbilansowania rosnących stra t. W pewnym  zakresie 
tem pera tu r fizjologicznie niskich (poniżej dolnej krytycznej) produkcja 
ciepła nadąża za jego zapotrzebowaniem, m ianowicie do osiągnięcia po
ziomu szczytowego (ang. summ it metabolism) oznaczonego punktem  A

Rys. 1. Z ależność p ro d u k c ji c iep ła  od te m p e ra tu ry  o toczenia 
ABCD — krzyw a term ogenezy, tdk — tem peratura dolna krytyczna, tgk  — tem peratura górna  

krytyczna, P P  — poziom  przem iany podstaw ow ej

na krzywej termogenezy. Przy dalszym obniżeniu tem pera tu ry  środo
wiska ciepło powstające w organizmie nie pokryw a straty . N astępuje wów
czas obniżenie tem peratury  ciała, co pociąga za sobą zmniejszenie szyb
kości metabolizmu (zgodne z regułą V an’t Hoffa) i w dalszej konsekwencji 
śmierć z zimna. M etabolizm szczytowy u sześciu badanych gatunków  
zwierząt był od 3 do 5,6 razy szybszy od przem iany podstawowej (9).

Gdy tem peratura  środowiska wzrasta, stra ty  ciepła z organizm u m a
leją. W rezultacie naw et podstawowa produkcja ciepła przewyższa ilość 
potrzebną na podtrzym anie stałej tem pera tu ry  ciała. Organizm  broni się 
przed przegrzaniem  zmniejszając izolacyjną wartość okryw y ciała (re
akcje naczynioruchowe i pilomotoryczne, oraz zmiany postaw y ciała) 
i zwiększając stra ty  przez parow anie (pocenie się lub zianie). P rzy  pewnej 
jednak tem peraturze, zwanej górną krytyczną, środki te nie w ystarczają. 
Następuje wówczas podwyższenie tem peratu ry  ciała i towarzyszące mu 
przyspieszenie metabolizmu, zgodne z regułą V an’t Hoffa, jeszcze bar
dziej pogarszające sytuację. Jeżeli fizjologicznie wysoka tem pera tu ra  
u trzym uje się przez czas dłuższy następuje śmierć z przegrzania.

Zarówno zakres jak  i położenie strefy  tem pera tu r neutralnych  zależą 
od gatunku i od wieku zwierząt. Dla szczura strefa ta  mieści się w gra
nicach 28—30°C (9), a dla dorosłej kury  18— 26°C, podczas gdy dla k u r
częcia w pierwszym  tygodniu po wylęgu w granicach od 29 do 32°C (2). 
U lisa polarnego nie zanotowano w zrostu m etabolizm u naw et przy tem pe
ratu rze  — 30°C (60).
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4. W pływ  rozm iarów  ciała

Nie może być wątpliwości co do tego, że w ciągu danego okresu czasu 
duże zwierzę produkuje więcej ciepła niż zwierzę małe. Innym i słowy, 
szybkość m etabolizm u jest dodatnio skorelowana z rozm iaram i ciała. 
Można by przypuszczać, że w ytw arzanie ciepła jest w prost proporcjonalne 
do rozm iarów ciała: gdy na przykład stosunki ciężarowe poszczególnych 
zw ierząt będą się m iały do siebie jak  1 : 2 : 3 : 4, to i produkcja ciepła 
u tych zwierząt będzie w zrastała w tym  sam ym  stosunku. Tak jest istotnie 
w przypadku niektórych bezkręgowców (3). U wszystkich jednak k rę
gowców i wielu bezkręgowców zwierzę dw ukrotnie cięższe produkuje 
w ciągu doby czy godziny nie dwa razy więcej ciepła lecz nieco m niej. 
A zatem  między rozm iaram i ciała a metabolizmem  przeliczonym na 
jednostkę ciężaru istnieje ujem na korelacja. Można się łatwo o tym  prze
konać porównując stosunki ciężarów ciała różnych zwierząt ze stosun
kami ich przem iany podstawowej. Z zaw artych w tablicy 1 danych 
wynika, że jakkolw iek ważąca 600 kg krow a jest 28571 razy cięższa od 
21 gramowej myszy, to jej dobowa produkcja ciepła jest tylko 2188 razy 
większa. W przeliczeniu zaś na kilogram  ciężaru ciała produkcja ciepła 
myszy jest ponad 13 razy większa niż krowy.

Tablica 1

Przemiana podstawowa dorosłych zwierząt a rozmiary ich ciała

Gatunek
Ciężar 

ciała kg kcal/dobę kcal/kg/
dobę

% metaboliz
mu myszy 

(w kcal/kg/ 
/dobę)

kcal/kg3/4
/dobę

Mysz 0,021 3,6 171,4 100,0 65,4
Szczury 0,282 28,1 99,6 58,1 73,0
Świnka morska 0,410 35,1 85,6 50,0 68,4
Królik 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 35,3 20,6 78,1
Owca 46,400 1254,0 27,0 15,7 70,8
Krowa 600,000 7877,0 13,1 7,6 65,0

Tablica opracow ana w  oparciu o dane zebrane przez K leibera (42).

Istnienie korelacji dodatniej między rozm iaram i zwierzęcia a jego 
przem ianą podstawową oraz korelacji ujem nej między rozm iaram i ciała 
a przem ianą podstawową przeliczoną na jednostkę ciężaru stanowiło 
bodziec do poszukiwania takiego sposobu określenia rozmiarów zwierzę
cia, by metabolizm przeliczony na jednostkę rozm iarów był jednakow y 
u dużych i m ałych zwierząt. Poszukiw ania te doprowadziły do wykrycia 
zależności zwanej „praw em  pow ierzchni”. W edług tego „praw a” prze
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m iana podstawowa jest w prost proporcjonalna do powierzchni zwierzęcia. 
Bliższe inform acje o historii powstania tego praw a oraz jego uzasadnienia 
i k ry tyk i podają prace przeglądowe (3 36, 41, 42, 71, 72).

R u b n e r (57) tłum aczył prawo powierzchni przystosowaniem  do 
stałocieplności. Tem peratura ciała wszystkich zwierząt stałocieplnych 
jest bliska 37°C. Rozpraszanie ciepła zachodzi na powierzchni ciała, zatem 
dla utrzym ania stałej tem peratu ry  zwierzęta muszą w ytw arzać jednakowe 
ilości ciepła na jednostkę powierzchni. Ilość ta według oszacowania Rub- 
nera wynosi 1000 kcal na m etr kw adratow y na dobę. W artość tę  ustalił 
R u b n e r (57) badając przem ianę podstawową psów różnej wielkości. 
W 18 lat później V o i t (66) zestawił dane uzyskane dla różnych ga
tunków  zwierząt, potw ierdzające wyniki Rubnera. Sugestywność takiego 
tłum aczenia ,,praw a powierzchni” i zgodność z nim  wielu otrzym yw anych 
wyników sprawiły, że zostało ono szybko powszechnie uznane. W m iarę 
nagrom adzania się danych pojaw iły się jednak z jednej strony próby 
uzasadnienia „praw a powierzchni” działaniem innych czynników poza 
przystosowaniem  do stałocieplności, z drugiej strony jego k ry tyk i (41, 42).

W niniejszym  artykule  omówimy tylko niektóre kry tyki. Poważna 
kry tyka nie ty le samego „prawa powierzchni”, co zasady przeliczania 
szybkości m etabolizmu na jednostkę powierzchni opiera się na fakcie, że 
powierzchnia zwierzęcia nie da się dokładnie zmierzyć. Mimo istnienia 
w ielu sposobów m ierzenia powierzchni, wyniki pom iarów naw et osobni
ków jednego gatunku mogą się różnić o 20 do 50% (43). Z tego względu 
najczęściej powierzchnię oblicza się z ciężaru, stosując wzór M e  e h  a 
(52):

S =  kW 73 1

gdzie S — powierzchnia w dcm2
к — stała zależna od kształtu  ciała zwierzęcia 

W — ciężar ciała w kilogramach.
Obliczając powierzchnię ciała człowieka powszechnie stosuje się zmo

dyfikow any wzór wyprowadzony przez D u  B o i s  i D u  B o i s  (20). 
Wzór Meeha zawiera stałą k, której wartość zależy od kształtu  ciała. 
W przypadku kuli wynosi ona 4,84, a w przypadku sześcianu 6,00. W ar
tości tego współczynnika ustalone empirycznie dla różnych gatunków 
zwierząt mieszczą się w granicach od 7 do 13. Ponieważ bezpośrednie po
m iary powierzchni są mało dokładne, współczynnik к nie może być do
kładnie ustalony. W literaturze podaje się na przykład dla szczura 11 róż
nych wartości к w granicach od 7,15 do 11,6 (61). Gdy obliczając po
wierzchnię ciała szczura posłużym y się skrajnym i wartościam i, wyniki 
będą się różnić o około 30°/o (54). W rozwoju pozapłodowym zwierząt 
często zachodzą poważne zmiany kształtu  ciała, co pociąga za sobą 
zmiany współczynnika k. W spółczynnik ten  dla nowonarodzonych szczu
rów wynosi 7,40, podczas gdy dla dorosłych 10,83 (54). Jeżeli więc dla
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nowonarodzonych szczurów przyjm ie się wartość współczynnika к =  10, 
jak  to czynił B r o d y  (9), obliczona powierzchnia będzie o około 29°/o 
w iększa od rzeczywistej.

Ze względu na łatwość popełnienia błędu sięgającego 30'% w osza
cow aniu wielkości powierzchni, takie określenie szybkości metabolizmu 
jak  1000 kcal/m 2/dobę jest w pewnym  stopniu fikcją. Porównanie szyb
kości m etabolizm u dwu różnych gatunków zwierząt w przeliczeniu na 
jednostkę powierzchni, oszacowaną za każdym  razem z innym  błędem, 
może doprowadzić do błędnych wniosków. Gdybyśm y naw et potrafili do
k ładnie zmierzyć powierzchnię ciała zwierzęcia możemy słusznie zapytać 
czy istnieją podstawy ku tem u by szybkość przem iany podstawowej była 
ściśle proporcjonalna do powierzchni? Nawet przyjm ując, że tłum aczenie 
„praw a powierzchni” przez R ubnera jest w zasadzie słuszne, moglibyśmy 
na to pytanie odpowiedzieć przecząco. Dosłowne przyjęcie wspomnianego 
tłum aczenia wym agałoby przyjęcia również dwu założeń: 1) że stra ty  
ciepła zachodzą zawsze z całej powierzchni i 2) że gęstość strum ienia 
cieplnego z powierzchni wszystkich zwierząt jest jednakowa. Z codzien
nych obserwacji wiemy, że wielkość tak  zwanej powierzchni prom ie
niującej zależy w dużym stopniu od pozycji zwierzęcia: jest ona znacznie 
m niejsza u skulonego, leżącego zwierzęcia niż u biegnącego. Pierwsze 
z założeń nie może więc być słuszne. Nie może też być słuszne drugie 
założenie, ponieważ powierzchnie ciała różnych zwierząt m ają różne 
właściwości izolacyjne. Gdyby były one jednakowe, wówczas strefa tem 
p era tu r neutralnych dla różnych zw ierząt o tych samych rozm iarach 
winna by leżeć w tych samych granicach. Tak jednak nie jest. Jak  wspom
nieliśmy, dla lisa polarnego tem peratu ra  — 30°C leży jeszcze powyżej 
dolnej krytycznej, podczas gdy dla znacznie większej owcy (zwierzęcia 
m ającego względnie m niejszą powierzchnię) dolna tem peratura  krytyczna 
leży około — 5°C gdy grubość runa wynosi około 5 cm (38), a + 2 8 cC 
dla owcy strzyżonej (8). Zatem nie ma podstaw do przyjęcia, że szybkość 
m etabolizm u musi być ściśle proporcjonalna do wielkości powierzchni. 
Do takiego właśnie wniosku doszedł К  1 e i b e r  (41, 42). Sądzi on jednak, 
że mimo wszystko przystosowanie do stałocieplności jest najlepszym  
tłum aczeniem  praw a powierzchni, a szybkość m etabolizm u w przybliżeniu 
jest proporcjonalna do powierzchni. Ta druga część stw ierdzenia Kleibera 
nie ulega wątpliwości, ponieważ jest to praw da stw ierdzona empirycznie. 
B e r t a l a n f f y  (3) słusznie jednak zwraca uwagę na fakt, że również 
u wielu zwierząt zmiennocieplnych, na przykład ryb, szybkość m etabo
lizmu jest proporcjonalna do powierzchni. Nie możemy zatem dać zado
walającej odpowiedzi na pytanie w jaki sposób ewolucja doprowadziła do 
tego, że szybkość m etabolizm u zw ierząt jest w przybliżeniu proporcjonalna 
do powierzchni ich ciała.

Istnienie tej proporcjonalności uzasadnia posługiwanie się jakąś m e
taboliczną jednostką rozmiarów ciała. K r o g h  (47) uważał, że w przy
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bliżeniu m iarą powierzchni ciała może być jego ciężar podniesiony do 
potęgi 2/3. Wówczas praw o powierzchni dla dorosłych zw ierząt stało
cieplnych można ująć wzorem:

M =  kW2'3 2

gdzie M — szybkość przem iany podstawowej, к — stała ustalona doświad
czalnie dla danej grupy zwierząt, a W — ciężar ciała w kilogramach. 
W ten sposób rozum iał prawo powierzchni S t o e l t z n e r  (62).

Okazało się jednak, że szybkość m etabolizmu przeliczona na taką 
jednostkę rozmiarów ciała jest nadal większa u zw ierząt dużych niż 
u m ałych (39). Ta dodatnia korelacja zanika jednak, gdy w ykładnik po
tęgowy 2/3 zastąpi się wykładnikiem  3/4 (39, 41, 42, 43). Zatem  kilogram  
podniesiony do potęgi 3/4 stanowi najlepszą em pirycznie ustaloną m e
taboliczną jednostkę rozmiarów ciała, a zależność między szybkością prze
m iany podstawowej dorosłych zwierząt stałocieplnych od ich rozmiarów 
można ująć równaniem

M =  kW 3/4 3

w którym  znaczenie symboli jest takie samo jak  w rów naniu 2. K alku
lacje przeprowadzone przez K leibera w 1932 roku w oparciu o dane 
dotyczące 10 grup zwierząt i ponownie w 1947 o dane dotyczące 26 grup 
zwierząt wykazały, że szybkość przem iany podstawowej dorosłych ssaków 
(od myszy do wołu) wynosi średnio 70 kcal/kg3/4/dobę. Znajomość tej 
średniej pozwala dość dokładnie przewidzieć szybkość przem iany podsta
wowej danego zwierzęcia na podstawie jego ciężaru, bez uciekania się 
do oznaczeń. Jeszcze większa korzyść ze znajomości średniej między ga
tunkowej płynie stąd, że jest ona dobrą podstaw ą do porównań. Możemy 
na przykład twierdzić, że przem iana podstawowa psa wynosząca 78,1 
kcal/kg3/4/dobę jest stosunkowo szybka, podczas gdy królika wynosząca 
61,2 kcal/kg3/4/dobę stosunkowo powolna (tablica 1).

Ze średnią m iędzygatunkową możemy porównywać również szybkość 
m etabolizm u zwierząt nie znajdujących się w w arunkach podstawowych, 
na przykład: najedzonych, wykonujących pracę fizyczną, czy przebyw a
jących w chłodzie. Pozwala to stwierdzić w jakim  stopniu dany czynnik 
przyspiesza przem ianę w stosunku do średniej między gatunków ej. W arto 
dodać, że metaboliczna jednostka rozmiarów ciała (kg3/4) może być rów 
nież przydatna jako podstawa porównań m etabolizm u wielu zwierząt 
zmiennocieplnych. W edług H e m m i n g s e n a  (36) szybkość m etabo
lizmu zwierząt zmiennocieplnych jest również ściślej proporcjonalna do 
3/4 niż do 2/3 potęgi ciężaru ciała. Metabolizm zwierząt zm iennocieplnych 
(przy tem peraturze ciała 20°C) jest jednak dziesięciokrotnie wolniejszy 
niż zwierząt stałocieplnych. W ynosi on bowiem nie 70 lecz około 7 
kcal/kg3/4/dobę.
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Zalety proponowanej przez K leibera metabolicznej jednostki rozm ia
rów  ciała i obliczonej przez niego średniej m iędzygatunkowej sprawiły, 
że uczestnicy III M iędzynarodowego Sym pozjum  na tem at przem iany 
energii (Troon, Szkocja, maj 1964 r.) jednom yślnie głosowali za przyjęciem  
tej jednostki. Przyjęcie jej jako podstaw y do porównań szybkości m eta
bolizmu różnych zwierząt nie narzuca obowiązku posługiwania się nią 
we wszystkich pracach nad przem ianą energii u zwierząt. Inne sposoby 
w yrażania szybkości m etabolizm u nie tylko są dopuszczalne, lecz mogą 
być naw et niezbędne przy rozważaniu niektórych problem ów bioenerge
tycznych. K l e i b e r  (45), tw órca i orędownik omawianej jednostki, 
pisze:

„Żadna spośród różnych jednostek rozmiarów ciała, na które można 
przeliczyć szybkość m etabolizm u nie ma bezwzględnej wyższości nad 
pozostałymi. Jeżeli in teresu je nas produkcja ciepła danej kolonii szczurów, 
wówczas najlepsze inform acje daje nam  przeliczenie szybkości m etabo
lizmu na sztukę. Jeżeli badam y funkcję izolacyjną okrywy ciała, wówczas 
najwygodniej jest przeliczać szybkość m etabolizm u na jednostkę powierz
chni. Dla porównania szybkości procesów enzym atycznych w izolowanych 
tkankach lub zawiesinach z szybkością m etabolizm u całych zwierząt 
najodpowiedniejsze jest przeliczanie ich na jednostkę ciężaru”.

Sposób w yrażania szybkości m etabolizm u zależy więc od rozwiązy
wanego zagadnienia. W yniki muszą jednak być publikowane tak, by 
zawsze istniała możliwość przeliczania ich w zależności od potrzeby. Jeżeli 
praca będzie zawierać wyłącznie w yniki przeliczone na sztukę, na jednost
kę ciężaru lub na kg3/4 możność w ykorzystania tych wyników będzie ogra
niczona. K l e i b e r  (41, 42) uważa, że publikacje trak tu jące  o m eta
bolizmie zwierząt powinny jako m inim um  podawać ciężar badanych zwie
rząt i szybkość m etabolizm u przeliczoną bądź na sztukę, bądź na je 
dnostkę ciężaru ciała. Tak przedstaw ione dane istotnie umożliwiają 
wszelkiego rodzaju przeliczenia.

III. Metabolizm tkanek

1. U w agi ogólne

Nie ma wątpliwości, że metabolizm  zwierzęcia stanow i sumę m etabo
lizmu jego komórek czy tkanek, oraz że procesy m etaboliczne w tkankach 
in situ przebiegają wolniej u zwierząt dużych niż u małych. Możemy też 
założyć a priori, że aktywność m etaboliczna poszczególnych tkanek nie 
jest jednakowa i dzięki tem u udział poszczególnych tkanek w metabolizmie 
całego zwierzęcia nie jest proporcjonalny do udziału m asy danej tkanki 
w organizmie. Jaki jednak udział przypada na poszczególne tkanki do
tychczas dokładnie n ie określono, a liczne prace dotyczące tego zagadnie
nia podają różne i często sprzeczne wyniki. Wiele też sprzecznych zdań
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wypowiedziano w kwestii czy proporcjonalność szybkości m etabolizmu 
zwierząt do 3/4 potęgi ciężaru ciała jest w ynikiem  działania czynników 
komórkowych, czy też centralnych regulatorów.

Badania nad m etabolizmem  tkanek in vitro z reguły  przeprowadzano 
m ikrorespiracyjnym  aparatem  W arburga i wyrażano jako Qq2, to znaczy 
w m m 3 pobranego tlenu na mg suchej m asy tkanki w ciągu godziny. 
Ponieważ szybkość m etabolizm u tkanek przelicza się na jednostkę ich 
ciężaru, dla ułatw ienia porównań wygodnie jest również zależność szyb
kości metabolizmu od rozm iarów ciała zwierząt wyrażać w przeliczeniu 
na jednostkę ich ciężaru ciała. W tym  celu rów nanie 3 przekształcam y:

M
=  kW3'4- 1

W

czyli

—  =  kW -1/4 =  kW -0-55 4
W

2. Przegląd danych o zależności m iędzy m etabolizm em  tkanek a m etabolizm em
całych zw ierząt

T e r r o i n e  i R o c h e  (64) stw ierdzają, że „homologiczne tkanki 
różnych zwierząt w ykazują jednakow ą intensywność oddychania”. Rów
nież G r  a f e (29) utrzym uje, że „żywa protoplazm a zw ierząt ciepło- 
krwistych, a możliwe, że i w ielu zwierząt zim nokrwistych, w ykazuje dużą 
jednolitość pod względem oddychania, a osiąga swoją odrębność dzięki 
systemom regulacyjnym  zwierzęcia”. Grafe uważa ponadto, że in vitro 
m etabolizm tkanek jest szybszy niż in vivo, szczególnie u zwierząt dużych, 
u k tórych jest on regulow any przez mechanizmy centralne, działające 
jako hamulce. Po w ykryciu przez К  r o g h a (49) naczynioruchowej re
gulacji ukrw ienia tkanek zaczęto te spostrzeżenia tłum aczyć racjonowa- 
nym  zaopatrzeniem  kom órek w tlen. Im mniej bowiem jest otw artych 
kapilar, tym  większa między nimi odległość, a zatem  i odległość, którą 
w tlen. Jeżeli dostawa tlenu byłaby czynnikiem  ograniczającym  można 
by się spodziewać, że in vitro szybkość m etabolizm u homologicznych tka
nek będzie jednakowa, ponieważ dostęp tlenu do kom órek jest jednakowy. 
Przeprowadzone przez К  1 e i b e r  a (40) badania nad metabolizmem 
tkanki wątrobowej szczurów, królików i owiec nie potw ierdziły jednak 
tego przypuszczenia. Zależność pobierania tlenu  przez skraw ki w ątroby 
od rozm iarów ciała zwierzęcia była bowiem taka sama jak  przem iany 
podstawowej. Taką samą zależność stwierdzono również dla skrawków 
nerek i mózgu królików i szczurów (70). Dokładniejsze badania nad me
tabolizm em  5 tkanek z 9 różnych gatunków  zw ierząt przeprowadził
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K r e b s  (46), k tóry  znacznie ulepszył technikę pomiarów. Jego dane dla 
tkanki mózgowej i wątrobowej przedstaw ia tablica 2.

Tablica 2

Pobieranie 0 2 przez skrawki kory mózgowej i wątroby w mm3/godz. 
/mg suchej masy. Środowisko Krebsa III (wg 46)

Gatunek Średni ciężar 
ciała (kg)

Kora mózgowa W ątroba

Mysz 0,032 22,9 19,3
Szczur 0,26 19,2 14,6
Świnka morska 0,44 17,4 9,5
Królik 1,21 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
Koń 760,0 10,5 2,6

W yniki Krebsa nie potwierdziły w zupełności ani poglądu T e r r  o i n e’a 
i R о с h e’a (64) ani К  1 e i b e r a (40). Qo2 tkanek ze zwierząt dużych, 
ogólnie biorąc, jest mniejszy niż małych, lecz ta różnica jest mniejsza niż 
różnica między ich przem ianą podstawową. Na przykład Q c2 kory mó
zgowej i nerki konia stanowił około 47'°/o Qo2 tych tkanek myszy, podczas 
gdy szybkość przem iany podstawowej konia (na jednostkę ciężaru) sta
nowi zaledwie 12 do 13% szybkości przem iany podstawowej myszy. Po
bieranie tlenu przez skraw ki śledziony i płuc wykazywało większą za
leżność od rozmiarów ciała, lecz również nie tak  dużą jak  przem iana 
podstawowa. Jedynie Qo2 tkanki wątrobow ej zmniejszał się przy wzroście 
rozm iarów zwierzęcia mniej więcej w tym  samym stopniu co przem iana 
podstawowa. W tym  względzie w yniki K r e b s a  (46) są w pełni zgodne 
z wynikam i K l e i b e r a  (40).

K r e b s  (46) przypuszczał, iż charakterystyczna zależność przem iany 
podstawowej od rozmiarów ciała w ynika z analogicznej zależności Qq2 
tkanki mięśniowej, która stanowi podstawową masę tkanek metabolicznie 
aktyw nych w organizmie.

Badania nad oddychaniem in vitro m ięśni szkieletowych szczurów (5) 
nie potwierdziły tego przypuszczenia. Spadek Qq2 m ięśni przy wzroście 
ciężaru ciała był bowiem bardzo nieznaczny. W ykładnik potęgowy w rów 
naniu ujm ującym  zależność Qo2 od rozm iarów ciała wynosił —0,1 a nie
— 0,25, jak  w przypadku przem iany podstawowej (porównaj równanie 4).

Badania nad zależnością Q0., tkanek  od rozm iaru ciała zwierząt tego 
samego gatunku przeprowadzili B e r t a l a n f f y  i P i r o z y n s k i  (4, 
6) oraz S c h m i d t - N i e l s e n  (59). Jako reprezentatyw ne można przy
jąć wyniki badań (4) na siedmiu tkankach szczurów o ciężarze od 9 do
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392 g. Są one w zasadzie zgodne z danym i K r e b s a  (46) uzyskanym i 
na różnych gatunkach. Qq2 większości tkanek pochodzących ze zwierząt 
dużych był niższy niż osobników m ałych. Różnice te jednak nie były 
równoległe do różnic w przem ianie podstawowej. Szybkość m etabolizm u 
skrawków nerki i kory mózgowej ze zwierząt dużych była naw et nieco 
wyższa niż ze zw ierząt m ałych (odwrotnie niż w m iędzygatunkow ych po
równaniach dokonanych przez Krebsa).

Metabolizm skrawków nerki i w ątroby badano również u ku r różnego 
wieku (18). W przypadku nerki nie stwierdzono w pływ u rozm iarów na 
Q o 2- M etabolizm skraw ków w ątroby, podobnie jak  u ssaków, był wol
niejszy u kur dorosłych niż u kurcząt, jednak różnica była m niejsza niż 
różnica między ich przem ianą podstawową.

W ielu autorów badało zależność m iędzy rozm iaram i ciała zwierząt 
a stężeniem glutationu (32, 53) i enzymów: cytochrom u с (56), oksydazy 
cytochromowej (50) oraz oksydazy bursztynianow ej i dehydrogenazy 
kwasu malonowego (26). Okazało się, że ich stężenie było ujem nie skore
lowane z rozm iaram i ciała, ale nie w tym  stopniu co przeliczona na jed 
nostkę ciężaru ciała przem iana podstawowa.

F i e l d  i wsp. (24) oznaczali in vitro  szybkość m etabolizm u posz
czególnych tkanek szczura i obliczali sum aryczną szybkość m etabolizm u 
całego zwierzęcia. Stanowiła ona zaledwie 66l0/o szybkości przem iany pod
stawowej szczurów. W podobnych doświadczeniach przeprowadzonych na 
psach (51) suma wynosiła ponad 70%. F u h r m a n  i wsp. (27) ozna
czali szybkość m etabolizmu szczurów o norm alnej tem peraturze ciała 
(38°C) oraz szczurów w stanie hipoterm ii (tem peratura ciała 18°C), 
a następnie szybkość m etabolizmu w poszczególnych tkankach. Sum a
ryczna szybkość m etabolizmu tkanek szczurów badanych przy 38°C w y
nosiła 72,5%  szybkości m etabolizmu norm alnych szczurów, a tkanek  ba
danych przy 18°C była większa niż całego zwierzęcia w stanie hipoterm ii, 
w ynosiła bowiem 106°/o. H u s t o n  i M a r t i n  (37) obliczyli, że sum a
ryczna szybkość metabolizmu tkanek inkubow anych w środowisku fosfo
ranow ym  K rebsa-Ringera wynosi 78,7°/o szybkości przem iany podstawo
wej, a w środowisku K rebsa III — 90,7'°/o. Gdy jednak skraw ki trzym ano 
w naczyniach na specjalnych wkładkach z włókna szklanego, dzięki cze
mu dostęp tlenu do tkanki był lepszy, w środowisku Krebsa III otrzym ano 
101,8% .

W yniki te nie potwierdziły ani poglądu (29, 64), że in vitro metabolizm 
tkanek ze zwierząt dużych i m ałych jest jednakow y ani tezy (29), że in 
vitro  tkanki oddychają intensywniej niż in vivo. Stwierdzono natom iast, 
że istnieje duże podobieństwo między m etabolizm em  tkanek in vitro a me
tabolizmem całego zwierzęcia. Podobieństwo to wyraża się zarówno po
dobną zależnością szybkości m etabolizm u tkanek od rozm iarów ciała jak  
i dużą zbieżnością sumy metabolizmu tkanek  danego zwierzęcia z jego 
przem ianą podstawową.
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Wiele danych wskazuje, że m etabolizm  tkanek zwierzęcia można po
równywać nie tylko z jego przem ianą podstawową, lecz i czynnościową. 
K l e i b e r  (42) podaje diagram  zaw ierający porównanie metabolizmu 
trzech tkanek wyizolowanych ze zw ierząt najedzonych i głodzonych. Qq2 
tkanek ze zwierząt najedzonych był wyższy niż z głodzonych, w przy
padku w ątroby o 59°/o, przepony o 31°/o i mózgu o 53%. Przyspieszenie 
m etabolizm u zwierząt przez ciepłotwórcze działanie pokarm u zachowuje 
się więc i w izolowanych tkankach. Poprzednio wspomnieliśmy, że m e
tabolizm  zwierząt stałocieplnych, trzym anych w chłodzie, jest znacznie 
szybszy niż trzym anych w w arunkach term icznie neutralnych. To przy
spieszenie w ykazują również tkanki wyizolowane ze zwierząt, które przez 
dostatecznie długi czas przebyw ały w  chłodzie. W e i s s  (68, 69) stw ier
dził to na skraw kach wątroby, przepony, serca i m ięśni szkieletowych 
szczurów trzym anych przed badaniem  przez 5 dni w tem peraturze 5±2°C. 
Szybkość m etabolizmu najbardziej zwiększała się w tkance wątrobowej, 
natom iast w tkance mózgowej, śledziony i m ięśni gładkich jelit pozosta
w ała bez zmiany. Qo2 mięśni szkieletowych lemingów trzym anych w 1°C 
był o 40%  wyższy niż lemingów kontrolnych (25). H a n n o n  i V a u g - 
h a n (34) stwierdzili, że w tkankach szczurów aklim atyzowanych do 
zimna zwiększa się stężenie oksydazy bursztynianow ej.

Zbieżność wartości sumarycznego m etabolizm u izolowanych tkanek 
i metabolizmu całych zwierząt przeczy przypuszczeniom  (29, 64), że m e
tabolizm tkanek in vivo jest ham ow any przez mechanizm y centralne 
i regulowany racjonowanym  zaopatrzeniem  kom órek w tlen. Nie znaczy 
to jednak, że jak  u trzym ują dość zdecydowanie W e y m o u t h  i wsp. 
(70), S c h m i d t - N i e l s e n  (59) i F u h r m a n  i wsp. (27) oraz 
mniej zdecydowanie K r e b s  (46), szybkość m etabolizm u zwierząt i jej 
zależność od rozmiarów ciała muszą być uw arunkow ane czynnikami tkw ią
cymi w samych komórkach i odziedziczonymi przez te komórki. Komórki 
różnych zwierząt z pewnością przystosowały się w drodze ewolucji do 
metabolizowania z taką szybkością, że m etabolizm  przeliczony na jedno
stkę ciężaru jest większy u zwierząt m ałych niż u dużych. S tąd na przykład 
w ynikają różnice w stężeniu enzymów. Kom órki zwierząt m ają jednak 
potencjalną możliwość wykonania znacznie większej „pracy metabolicz
ne j” niż tego wym aga przem iana podstawowa. Ich metabolizm m aksy
m alny może być bowiem przez pewien czas naw et stokrotnie większy od 
przem iany podstawowej (10). Tak szybki metabolizm  komórek, jak się 
zdaje, jest możliwy tylko przy działaniu centralnych regulatorów. Re
gulatory te mogą działać nie jako hamulce, jak  to sobie wyobrażał G r  a - 
f e (29), lecz jako stym ulatory. Za stym ulującym  działaniem  centralnego 
regulatora przem awia metabolizm tkanki m ięśniowej. W spominaliśmy już, 
że produkcja ciepła w organizmie zw ierząt trzym anych w środowisku fi- 
zjologicznie chłodnym znacznie w zrasta. Ten wzrost zachodzi głównie
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dzięki wzmożeniu pracy mięśniowej (zwiększenie tonusu, widoczne drże
nie). W ystarczy jednak pozbawić tkankę mięśniową impulsów nerwowych 
wprowadzając do organizmu 10°/о letalnej dawki k u ra ry  (35), by tem pera
tu ra  ciała spadła znacznie poniżej norm alnej i to naw et wówczas, gdy zwie
rzę przebywa w w arunkach term icznie neutralnych. Znane są też zabu
rzenia term oregulacji po uszkodzeniu rdzenia kręgowego (21), a najgor
liwszy nawet obrońca niezależności metabolicznej kom órek od systemów 
centralnych nie ośmieli się twierdzić, że w izolowanych tkankach zwierząt 
stałocieplnych szybkość m etabolizm u zwiększa się pod wpływem  chłodu. 
Ze względu na dużą zależność tkanki mięśniowej od centralnych regu
latorów nie można się dziwić, że jej metabolizm in vitro  nie odpowiada 
w pełni wkładowi wnoszonemu przez mięśnie w przem ianę podstawową 
zwierzęcia. Nic też dziwnego, że zależność między m etabolizm em  izolo
wanej tkanki mięśniowej a rozm iaram i ciała zwierząt nie jest równoległa 
do zależności między przem ianą podstawową a rozm iaram i ciała.

Powyższe rozumowanie zdaje się potwierdzać słuszność zdania K l e i -  
b e r a  (42), że podobieństwo m etabolizmu tkanek in vitro  i in vivo  nie 
uspraw iedliw ia wniosku, iż regulator m etabolizmu tkanek jest w nich 
zlokalizowany. Szybkość m etabolizm u w tkankach jest zdeterm inow ana 
przez w arunki w nich panujące, lecz na w arunki te w pływ ają system y 
regulujące. W pływ ich zachowuje się przez pewien czas w tkance naw et 
po jej wyizolowaniu z organizmu. Można jednak słusznie zapytać, w ja 
kim stopniu zanika pierw otne działanie mechanizmów centralnych w w y
izolowanej tkance? Na to pytanie nie ma chyba generalnej odpowiedzi. 
W przypadku tkanki mięśniowej, której praca jest regulowana głównie 
przez system  nerw owy za pośrednictw em  szybko rozkładającej się ace
tylocholiny, wpływ centralnego regulatora może zanikać praw ie całkowicie 
natychm iast po wyizolowaniu. Inne czynniki mogą natom iast działać d łu
żej. Prawdopodobnie dość wolno zanika wpływ  tyroksyny, a z pewnością 
powoli ustaje działanie tych czynników, dzięki którym  w tkance ustala 
się pewne stężenie enzymów oddechowych czy mioglobiny. W przypadku 
tkanki wątrobow ej, k tóra naw et in situ  stanowi pewnego rodzaju labora
torium  biochemiczne, mniej zależne od system u nerwowego, a więcej od 
stężenia przyniesionych do w ątroby lub w ytworzonych w niej m ateria
łów, spraw a może się przedstaw iać odmiennie niż w przypadku tkanki 
mięśniowej. W yizolowanie tkanki wątrobow ej w m niejszym  stopniu bę
dzie naruszać jej pracę i stąd metabolizm tej tkanki in vitro bardziej p rzy
pom ina przem ianę podstawową, a w pewnych w arunkach i czynnościową, 
całego organizmu. S tąd też metabolizm izolowanej tkanki w ątrobow ej 
w większym stopniu odzwierciedla wzmożoną term ogenezę zw ierząt trzy 
m anych w chłodzie niż tkanka mięśniowa, która in vivo jest głównym  
m otorem  tej termogenezy.

500 R - JU SIA K , P . PO CZO PK O  [14]
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3. M ożliw e przyczyny niezgodności w yn ik ów  badań nad m etabolizm em  izolow anych
tkanek

Badania nad przem ianą podstawową zw ierząt przeprowadza się w ści
śle określonych i racjonalnie uzasadnionych w arunkach. Trudno jednak 
zdecydować jakie w arunki uznać za właściwe do badania tkanek in vitro. 
Poważny wpływ na szybkość m etabolizm u tkanek ma sposób ich przy
gotowania do oznaczeń. Najczęściej sporządza się skraw ki, miazgę lub 
homogenaty. Należy zgodzić się z K r e b s e m  (46), że skraw ki tkanek 
są „bliższe stanowi natu ralnem u” niż miazga lub homogenat, ponieważ 
procent uszkodzonych fizycznie kom órek jest w nich najm niejszy. Na
ruszenie norm alnej s truk tu ry  kom órek poważnie obniża szybkość ich 
metabolizmu (31, 44).

K r e b s  (46) przebadał metabolizm tkanek inkubowanych w surowicy 
krwi, surowicy uzupełnionej niektórym i m etabolitam i oraz w trzech 
sztucznych środowiskach, oznaczonych jako I, II i III. Pobieranie tlenu 
przez skraw ki inkubowane w tych sztucznych środowiskach było in ten
sywniejsze niż w stosowanych wcześniej przez innych autorów. Qo2 
większości tkanek nie zależał w znaczniejszym stopniu od tego, w którym  
ze środowisk Krebsa były one inkubowane. Większe różnice stwierdzono 
tylko w przypadku kory mózgowej i tkanki wątrobow ej. Pobieranie tlenu 
przez korę mózgową inkubowaną w środowisku II było od 37 do 87°/o 
większe niż w środowisku III. Ponieważ jednak wartości przy użyciu śro-

Tablica 3

Pobieranie 0 2 przez tkanki szczura w trzech różnych roztworach (w mm3/godz./mg suchej masy)

Ciężar ciała 
g

Wątroba Śledzio
na

Nerka
Mięsień
szkiele

towy
Serce Przepona Mózg Litera

tura

Roztwór Krebsa-Ringera

150—250
100—150

250
273

9,08
4,90
5,50
7,53

7,10

14,19
11,80
14,50
20,70

3,10

8,48
7,90

10,50
10,40

6,08
5,60
5,80

8,70
9,80
6,50

12,00

(4)
(68)
(69)
(23)

Roztwór Locke-Ringera

320 23,98 — 40,20 — 27,21 5,04 — (17)

Roztwór Krebsa III

260 14,60 _ _ _ _ 19,30 (46)
263 10,14 9,90 15,40 3,90 7,38 7,66 11,40 (37)

2 Postępy Biochem ii http://rcin.org.pl
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dowiska III są zbliżone do wartości pobierania tlenu przez tkankę mózgo
wą in situ, K rebs wnioskuje, że Qo2 tkanki w środowisku II był „nie
norm alnie wysoki”.

Zatem  naw et wówczas, gdy stosuje się ten sam sposób przygotow y
w ania tkanek, szybkość pobierania tlenu może być różna, gdy użyje się 
innych środowisk do inkubacji. Ilu stru ją  to przykładow e dane w tablicy 3.

K r e b s  (46) nie poleca w sposób zdecydowany żadnego z w ypróbo
w anych środowisk, niem niej większość późniejszych autorów  używało 
środowiska III. Stało się więc ono środowiskiem standardow ym , mimo 
że nie podaje go podstawowy podręcznik technik m anom etrycznych (65).

W przypadku zbyt grubego skraw ka szybkość dyfuzji tlenu i m eta
bolitów może być zbyt mała aby dotarły  one do kom órek leżących w cen
trum  skraw ka. Oznaczenia ilościowe byłyby wówczas obarczone poważnym 
błędem. Grubość m aksym alną dla pełnej penetracji skraw ka przez tlen 
oblicza się z wzoru W arburga (65). P rzy jm uje się, że gdy grubość skraw ka 
nie przekracza 0,5 mm, a faza gazowa w naczynku użytym  do inkubacji 
zawiera czysty tlen, wszystkie komórki skraw ka są zaopatrzone w tlen
i uczestniczą w oddychaniu. Aby mieć pełne zaufanie do tego rodzaju 
obliczeń należy mieć pewność, że w staw iana do wzoru W arburga stała 
dyfuzji jest właściwa. Stałe dyfuzji gazów poprzez tkanki oznaczył К  r o g h 
(48). Można jednak podejrzewać, że ustalone przez tego autora stałe są 
za wysokie. H u s t o n  i M a r t i n  (37) stw ierdzili bowiem, że polepsze
nie dostępu tlenu  do tkanek przez umieszczenie skraw ków na specjalnych 
wkładkach z włókna szklanego zwiększa zużycie tlenu  co byłoby nie
możliwe gdyby tkanki badane standardow ą techniką były w pełni za
opatrzone w tlen, jak  to wynikało z obliczeń. O niepełnej penetracji tlenu 
do tkanek badanych standardow ą techniką W arburga świadczą również 
wyniki badań C a s c a r a n o  i wsp. (14, 15, 16)*.

W tym  przypadku, a także wtedy, gdy środowisko inkubacyjne nie 
zawiera odpowiedniej ilości m etabolitów , zużycie tlenu  może być „nie
norm alnie niskie”. Zaniżone wyniki oznaczeń m etabolizm u tkanek mogą 
być przyczyną, że sum aryczny metabolizm  wszystkich tkanek zwierzęcia 
jest niższy od jego przem iany postawowej. Z drugiej strony w arto zwró
cić uwagę, że może on być większy od przem iany podstawowej gdy 
zwiększy się dostęp tlenu  do tkanki (37) i uwzględni w obliczeniach po
praw ki na rzeczywistą głębokość penetracji skraw ka przez tlen. Popie-

* A u to rzy  ci zauw aży li, że sole te trazo lio w e d o dane  do śro d o w isk a  in k u b a c y j-  
nego w n ik a ją  do tk a n e k  i u leg a ją  w  n ich  z red u k o w an iu . P o w sta ją c e  fo rm azan y  
m a ją  s ilne  zab a rw ien ie , dz ięk i czem u ła tw o  je s t zm ierzyć  pod m ik ro sk o p em  głębokość 
na ja k ą  w n ik a ją  one do tk a n k i. Z reg u ły  w n ik a ją  one ty lko  do w a rs tw y  p o w ierz
chn iow ej. P o n iew aż  C a s c a r a n o  i w sp. (14, 15, 16) w ykaza li, że n a  tę  sam ą g łę 
bokość w n ik a  do tk a n k i tlen , m ożna ok reślić  ja k a  część badanego  sk ra w k a  b ierze 
u d z ia ł w  m etabo lizm ie . N a jb a rd z ie j p rzy d a tn y  do tego celu  okazał się ch lo rek  
2 -p - jo d o fe n y lo -3 -p -n itro fe n y lo -5 -fe n y lo  te tra zo lio w y  (INT). Z a in te re so w an y m  
szczegółam i zasto so w an ia  soli te trazo lio w y ch  w  b ad an ia ch  h is tochem icznych  m ożna 
polecić cy to w an e  pow yżej p race  o raz  a r ty k u ł A n c z y k o w s k i e g o  (1).
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rałoby to przekonanie G r a f e’a (29), że tkanki oddychają intensywniej 
in  v i t r o  niż in  s i tu .  Czy dotyczy to jednak wszystkich tkanek? Poprzednio 
w ysunęliśm y przypuszczenie, że m etabolizm  tkanki mięśniowej in  v i tr o  
jes t znacznie wolniejszy niż in  s i tu .  Możliwe, że inne tkanki mniej zależne 
od system u nerwowego, na przykład wątroba, oddychają in  v i t r o  znacznie 
intensyw niej niż in  v iv o .  Fakt, że zależność szybkości m etabolizm u tkanki 
w ątrobow ej in  v i t r o  od rozm iarów ciała można ująć rów naniem  M =  kW 1/4 
czyli takim  samym jak  zależność między przem ianą podstawową a rozm ia
ram i ciała, wcale nie wyklucza tej możliwości. Identyczny w ykładnik po
tęgow y (—1/4) świadczy bowiem tylko o identycznym  nachyleniu linii ilu
stru jących  omawiane zależności, a nie o tym, że te linie pokryw ają się. 
Mogą one bowiem przebiegać równolegle, przy czym w przypadku m eta
bolizmu tkanki wątrobowej in  v i t r o  wartość к w rów naniu byłaby wyższa 
niż to by wypadało z udziału tej tkanki w przem ianie podstawowej całych 
zwierząt. Bezpośredniego spraw dzianu słuszności wypowiedzianych przy
puszczeń dotychczas nie ma i nie będzie dopóty, dopóki nie znajdzie się 
sposobu badania m etabolizm u poszczególnych narządów in  s i tu .  Badania 
takie niew ątpliw ie przyczyniłyby się do bliższego poznania stosunku m e
tabolizm u tkankowego do metabolizmu całych zwierząt — zagadnienia, 
w którym  tkwi jeszcze sporo niejasności.

W skazując na istniejące niejasności i na potrzebę badania m etabo
lizmu całych narządów in  s i tu  nie m am y bynajm niej zam iaru negowania 
celowości badań nad metabolizmem izolowanych tkanek. W yniki otrzy
m yw ane w tych badaniach, przy zachowaniu jednakow ych warunków, 
są dość powtarzalne. Różnice w metabolizmie tkanek ze zwierząt znajdu
jących się przed zabiciem w w arunkach podstawowych i ze zwierząt znaj
dujących się w innych w arunkach (najedzonych, aklim atyzowanych do 
różnych tem peratu r lub ciśnień atm osferycznych, traktow anych hor
monami) świadczą o tym, że zmiany wywołane stanem  czynnościowym 
zwierzęcia przynajm niej częściowo zachowują się w wyosobnionych tkan
kach. Pozwala to badać in  v i tr o  na jakie procesy biochemiczne w posz
czególnych tkankach działają czynniki w yw ierające wpływ na metabolizm 
całego zwierzęcia.
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JACEK SL IW O W SK I *

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

B. Metody badania

Mechanisms of Enzymie Reactions with Two or More Substrates and 
Products

B. Methods of Investigation

M ethods of in v es tig a tio n  of enzym ie reac tio n  m echan ism s a re  described . K now n 
m ech a n ism s fo r  som e enzym ie reac tio n s  a re  rev iew ed .

W arty k u le  tym  zostaną omówione podstawowe techniki eksperym en
talne stosow ane w badaniach mechanizmów reakcji enzym atycznych (to 
jest przy ustalaniu  kolejności w jakiej przyłączają się do powierzchni 
enzym u substra ty  i uwalniane są z niej wytworzone produkty), oraz 
w yjaśnione sposoby in terpretacji wyników uzyskanych przy zastosowaniu 
tych technik. Podany też zostanie przegląd wyników osiągniętych do
tychczas w badaniach nad m echanizm ami niektórych reakcji.

Zarówno poprzedni (52 )jak i ten artyku ł poświęcony jest w znacznej 
m ierze om ówieniu teoretycznych rozważań C l  e l a n  d a  (9, 10, 11) oraz 
prac doświadczalnych planowanych na podstaw ach teoretycznych kine
tyki złożonych reakcji enzymatycznych, k tóre ten  uczony opracował.

I. Wprowadzenie

Rów nanie M ichaelisa-M entena można przekształcić w równoważną 
postać liniową:

- I - b * .  1 4- i  1
v V [А] V 

gdzie: v —  szybkość początkowa reakcji enzym atycznej, V — szybkość 
m aksym alna (w danych w arunkach), zaś K m — stała Michaelisa in te r
pretow ana jako takie stężenie substra tu  [A], przy którym  reakcja osiąga 
połowę szybkości m aksym alnej.

* M gr, Z a k ła d  B iochem ii R oślin , K a te d ra  B iochem ii, U n iw e rsy te t W arszaw 
ski, W arszaw a.
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Jeżeli równanie 1 przedstawić graficznie odkładając na osi rzędnych 

w artości v a na osi odciętych wartości wówczas otrzym ana prosta prze

tnie oś rzędnych w punkcie o wartości A , a m iarą jej nachylenia w sto

ję
sunku do osi odciętych będzie wartość — =  tga (rysunek 1).

Rys. 1. P ostać  g ra ficzna  ró w n an ia  M ich ae lisa -M en ten a

Podobne przedstaw ienie graficzne można zastosować przy badaniu 
reakcji enzymatycznych, w których w ystępuje więcej niż jeden substrat. 
W przypadku reakcji enzymatycznej, w której biorą udział 2 substra ty  
A i В wyniki otrzym ane przy pom iarach szybkości początkowych reakcji 
dla różnych stężeń A (przy ustalonym  stężeniu B) opisuje rów nanie 2, 
analogiczne do równania 1.

~  =  (nachylenie) ■ (przecięcie) 2

Jednakże dla w ykresu przedstawiającego zależność szybkości reakcji v

od stężenia substratu  A w układzie współrzędnych —  ла —д — w artość

punktu  przecięcia prostej z osią rzędnych będzie zależała od stężenia 
drugiego substra tu  B. Także w artość nachylenia w stosunku do osi od
ciętych może być różna dla różnych stężeń drugiego substratu . O brazuje 
to rysunek 2, przedstaw iający zależności v od [A] dla dwóch różnych 
ale ustalonych w danej serii doświadczeń stężeń substra tu  B, na przy
kład [Bx] i [B2]. W ykresy dla [Bx] i dla [B2] różnią się bądź wartością 
punktów przecięcia z osią rzędnych (rysunek 2a), bądź wartością na
chylenia w stosunku do osi odciętych (rysunek 2b), bądź jednym  i drugim  
param etrem  (rysunek 2c).

W artość punktu  przecięcia prostej z osią rzędnych w układzie współ

rzędnych - « -n a ——  Jest liczbowo równa odwrotności szybkości reakcji
V ГА1
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enzymatycznej przy nasycającym  stężeniu substra tu  A. Jeżeli wartość 
ta zmieni się w wyniku zmiany stężenia substra tu  В oznacza to, że jest 
ona funkcją [B] niezależnie od [A], ponieważ zmiana w ystąpiła nawet 
przy nasycającym  stężeniu A. Zmiana wartości nachylenia prostej w sto
sunku do osi odciętych w takim  układzie współrzędnych w w yniku zmiany 
[B] jest również dowodem, że stężenie substra tu  В wpływa na szybkość 
reakcji przy zmiennym [А].

Rys. 2a, b, c. Z ależność szybkości (v) re a k c ji d w u su b s tra to w e j od s tężen ia  s u b s tra 
tów  (A i B). O b ja śn ien ia  w  tek śc ie

Zmiany wartości punktów przecięcia z osią rzędnych oraz nachylenia 
w stosunku do osi odciętych można powiązać z mechanizmem danej reakcji 
enzymatycznej. Na przykład zależność v od [A] będzie modyfikowana 
przez zmianę [B] w różny sposób w zależności od tego czy reakcja prze
biega według mechanizmu sekwencyjnego, uporządkowanego czy według 
mechanizmu typu ping-pong.

C l e l a n d  (11) ustalił ścisłe reguły wiążące mechanizm reakcji enzy
matycznej ze sposobem m odyfikacji w artości punktów  przecięć, czy w ar
tość nachylenia prostej, obrazującej zależność szybkości reakcji enzy
matycznej od stężenia substratu  wykreślonej w układzie współrzędnych
1 1

— r a  Ttę~żenie substratu" (P°dwójnie odwrotnościowy układ współrzęd

nych, skrót P.O.U.W.) wywołanych przez zmiany stężeń innych substra
tów, czy produktów tej reakcji.
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Reguła 1
Związek X zmienia wartość punktu  przecięcia z osią rzędnych jeżeli 

łączy się odwracalnie z inną form ą enzymu (wolny enzym lub kompleks 
enzym -substrat(y) czy enzym-produkt(y)) niż ta, z k tórą łączy się sub- 
s tra t o stężeniu zm ienianym  w danej serii eksperym entów. Oznacza to, że 
zmiany szybkości reakcji enzymatycznej wywołanej przez związek X 
nie można usunąć naw et przez stosowanie nasycających stężeń substra tu
o zmienianym  stężeniu.

Reguła 2
Związek X zmienia wartość nachylenia w stosunku do osi odciętych 

jeżeli zarówno ten związek jak  i substrat o zm ienianym  stężeniu łączą 
się odwracalnie z tą samą form ą enzymu, lub jeżeli reakcje, w których 
związek X i substrat przyłączają się do enzymu są oddzielone szeregiem 
odwracalnych przemian. Zmiana stężenia związku X m odyfikuje szybkość 
reakcji przyłączenia się substra tu  o zm ienianym  stężeniu. M odyfikację 
tę można cofnąć stosując nasycające stężenie substra tu  o zm ienianym  stę
żeniu.

Określenie „przem iana odw racalna” zastosowane w regule 2 oznacza 
tu  każdą przem ianę, która nie jest:
a) przyłączeniem  substratu , występującego w m ieszaninie reakcyjnej 

w stężeniu nasycającym  enzym,
b) uwolnieniem  produktu  nie w ystępującego początkowo w m ieszaninie 

reakcyjnej,
c) przem ianą, w której zachodzi bardzo duża ujem na zmiana energii 

swobodnej, w reakcji z dużą stałą równowagi term odynam icznej. 
Podane reguły stosują się tylko do mechanizmów reakcji enzym a

tycznych, w których nie m a alternatyw nych sekwencji reakcji (mecha
nizmy sekwencyjne, uporządkow ane i m echanizm y typu  ping-pong). Za
leżności dla mechanizmów sekwencyjnych o dowolnej kolejności są b a r
dziej złożone (9, 10).

Przedstaw ione sform ułowania reguł Clelanda związane są z wyborem  
tej liniowej postaci równania M ichaelisa-M entena, k tóra zwana jest rów 
naniem  Linew eavera-B urka oraz układu P.O.U.W. W ybór innej liniowej 
postaci równania M ichaelisa-M entena (47) i inaczej określonego układu 
współrzędnych w ym agałby zmiany sform ułow ania tych  reguł.

II. Sposoby badania mechanizmów reakcji enzymatycznych

1. Badanie m odeli szybkości początkow ych

W ykorzystanie tej techniki do ustalenia m echanizm u stosunkowo pro
stej reakcji enzym atycznej, w której w ystępują tylko dwa substra ty  
wym aga pomiarów szybkości początkowych reakcji w następujących 
w arunkach:
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a) zmienne stężenie substratu  A w m ieszaninie wyjściowej, substrat В 
dodawany w kilku (np. dwóch) różnych ale ustalonych stężeniach dla 
danej serii stężeń A,

b) zmienne stężenie substratu  В dla kilku różnych ale ustalonych stężeń 
substra tu  A.

Mieszanina reakcyjna zawiera zawsze enzym o takiej samej lub porówny
walnej aktywności.

Jeżeli otrzym ane w ten sposób wyniki dla w arunków  podanych w pun

kcie a) zostaną przedstawione graficznie w układzie współrzędnych — 

1
n — to istnieją a priori dwie możliwości. P roste ilustru jące zależność 

LAJ
v od [A] dla różnych ale ustalonych [B] będą do siebie równoległe (ry
sunek 2b) albo będą się przecinały (por. rysunki 2a i 2c).

Równoległość prostych oznacza, że zmiana stężenia substra tu  В zmie
nia wyłącznie wartość punktu  ich przecięcia z osią rzędnych a nie wpływa 
na wielkość nachylenia do osi odciętych. Zmiana wartości punktu prze
cięcia w skazuje zgodnie z regułą 1, że substra t В łączy się z inną formą 
enzymu niż substrat A. Z reguły 2 wnioskujem y na podstawie nie zmie
nionego nachylenia prostej, że pomiędzy przyłączeniem  A i przyłączeniem 
В zaszła jakaś nieodwracalna przem iana. Ponieważ wym ieniona w regule
2 możliwość reakcji nieodwracalnej polegająca na przyłączeniu substratu  
występującego w stężeniu nasycającym  jest w rozważanym  przypadku 
wykluczona, najprościej jest założyć, że pomiędzy przyłączeniem  substra
tów A i В zachodzi uwolnienie produktu. Taki równoległy model szyb
kości początkowych wskazuje więc na m echanizm  typu ping-pong.

Jeżeli proste przecinają się na osi rzędnych (rysunek 2a) w tedy zmie
nia się tylko wielkość nachylenia w stosunku do osi odciętych, nie zmienia 
się punkt przecięcia z osią rzędnych. Zatem  zgodnie z regułą 1 i regułą
2 substrat A i substrat В mogą się przyłączyć do tej samej form y enzymu 
co sugeruje, że reakcja przebiega według mechanizm u sekwencyjnego
o dowolnej kolejności przyłączania substratów .

Przecinanie się prostych na osi odciętych (rysunek 2c) oznacza, że 
związek В zmienia zarówno wartość punktu  przecięcia z osią rzędnych, 
jak i wielkość nachylenia do osi odciętych, czyli zgodnie z regułam i 1 i 2 
substrat A łączy się z inną form ą enzymu niż substrat В oraz pomiędzy 
przyłączeniem substratu  A i substra tu  В nie zachodzi żadna nieodwracalna 
przemiana. Taka sytuacja jest typowa dla mechanizmów sekwencyjnych, 
uporządkowanych. Wobec tego tak  zwany przecinający się model szyb
kości początkowych wskazuje, że reakcja enzym atyczna przebiega według 
mechanizmu sekwencyjnego.

Analogiczne rozumowanie można przeprowadzić dla warunków  opi
sanych pod b).
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Trudniejszym  problem em  jest in terpretacja  modeli szybkości począt
kowych otrzym anych przy badaniu mechanizmów reakcji enzym atycz
nych z trzem a lub więcej substratam i. Szybkości początkowe reakcji enzy
matycznej przebiegającej według mechanizmu sekwencyjnego, uporząd
kowanego, trzy-trzy  (schemat 1), można mierzyć dla następujących ze
społów warunków:

A B C  P Q R

E EA EAB (EABC) EQR ER E 
\EPQRI

Schem at 1. M echanizm  re a k c ji sek w en cy jn y , u p o rząd k o w an y , tr z y - tr z y

substrat A — zmienne stężenie, substrat В — ustalone stężenie na kilku 
w ybranych poziomach i odwrotnie, 

substra t A — zmiennie stężenie, substra t С — ustalone stężenie jak  w y
żej i odwrotnie.

substra t В — zmiennie stężenie, substra t С — ustalone stężenie jak  w y
żej i odwrotnie.
W każdym z tych przypadków w arunkiem  zajścia reakcji jest obecność 

trzeciego substra tu  w mieszaninie reakcyjnej, przy czym jego stężenie 
nie jest zmieniane. Istotne jest tylko czy w ystępuje on w stężeniu nasy
cającym  enzym, czy też w niższym.

Ponieważ pomiędzy przyłączeniem  substratów  A i В oraz В г С nie 
zachodzi przem iana nieodwracalna, więc dla tych par substratów  otrzy
mam y przecinające się modele szybkości początkowych. P rzy  przew i
dywaniu modelu szybkości początkowych dla substratów  A i С należy 
zwrócić uwagę na stężenie substratu  B. Dla niskich stężeń В w ystąpi prze
cinający się model szybkości początkowych. P rzy  nasycającym  stężeniu 
substra tu  В model szybkości początkowych jest równoległy, gdyż przy
łączenie В zachodzące pomiędzy przyłączeniem  A i С jest przem ianą nie
odwracalną o ile [B] jest nasycające. W ten sposób można wykazać, który 
z trzech substratów  przyłącza się do powierzchni enzym u jako drugi. 
Kolejności dwóch pozostałych substratów  tą  techniką nie da się ustalić.

Również w reakcji przebiegającej według m echanizm u typu ping-pong, 
dw a-jeden-jeden-jeden (schemat 2) można się spodziewać dla substratów  
A i В przecinających się modeli szybkości początkowych. Natom iast dla 
substratów  A i С oraz В i С w ystąpią równoległe modele szybkości począt
kowych, gdyż odłączenie produktu P  zachodzące pomiędzy przyłączeniem  
pierwszego i drugiego substratu  z każdej pary  jest przem ianą nieodw ra
calną.
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T U  F f

Schem at 2. M echanizm  reak c ji ty p u  p ing -pong , d w a -je d e n - je d e n - je d e n

C l e l a n d  (14) podał też zależności dotyczące mechanizmów o do
wolnej kolejności przyłączania substratów , czy odłączania produktów, 
gdzie istnieją alternatyw ne sekwencje reakcji. Przykładem  może być 
reakcja enzymatyczna przebiegająca według mechanizmu sekwencyjnego
o dowolnej kolejności, dwa-dwa (porównaj schem at 6 według (52)). W tym  
przypadku stosując reguły 1 i 2 można dla substratów  A i В przewidzieć 
przecinające się modele szybkości początkowych. Stwierdzono dodatkowo, 
że jeżeli na przykład przyłączenie substra tu  A do enzymu ułatw ia nastę
pnie przyłączenie substratu B, w tedy punkt przecięcia prostych leży 
powyżej osi odciętych. Gdy przyłączenie jednego substra tu  utrudnia 
przyłączenie następnego, to punkt przecięcia się tych prostych leży poniżej 
osi odciętych.

Z przedstawionych danych wynika, że każdem u mechanizmowi zło
żonej reakcji enzymatycznej można przyporządkować pewien charakte
rystyczny zespół modeli szybkości początkowych. Ustalenie na drodze 
doświadczalnej takiego zespołu modeli dla szeregu reakcji enzymatycznych
o nieznanych mechanizmach, znacznie ułatw iło dalsze badania eliminując 
spośród wszystkich możliwych dla tych reakcji mechanizmów, te m echa
nizmy, dla których modele szybkości początkowych były niezgodne z w y
nikam i doświadczeń.

2. Badanie ham ow ania reakcji produktam i

Produkty  reakcji enzymatycznej są jej inhibitoram i, a wielkość za
hamowania zależy od stężenia produktów . W w arunkach fizjologicznych 
stacjonarne stężenie produktów reakcji w bezpośrednim  sąsiedztwie enzy
mu utrzym yw ane jest na takim  poziomie, że (pomijając przypadki regu
lacji aktywności enzymatycznej) ham ow anie produktam i nie ma istotnego 
wpływu na szybkość przebiegających w organizmie procesów metabolicz
nych (10, 56).

W badaniu mechanizmów reakcji enzym atycznych technika hamo
wania produktam i uzupełnia w znacznym stopniu technikę modeli szyb
kości początkowych. W tej ostatniej rozpatru je  się pary  dwóch substratów  
a pom iary szybkości odnoszą się do tej fazy reakcji, kiedy nie zdążyły 
się jeszcze nagromadzić większe ilości produktów . Natomiast stosując 
technikę hamowania produktam i analizuje się pary substrat-produkt. 
Szybkości początkowe reakcji m ierzy się przy różnych stężeniach jednego
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substra tu  (stężenia pozostałych są ustalone) przy czym dla ustalonej serii 
stężeń substratu  dodaje się do wyjściowej m ieszaniny różne stężenia 
produktu  włączając w to również stężenie zerowe. W yniki przedstawione

1 1
graficznie w układzie współrzędnych ^ n a  stężenie substratu dają sze‘

reg prostych, z k tórych każda odpowiada określonem u stężeniu produktu.
Hamowanie reakcji enzym atycznej przez produkt przejaw ia się 

w zwiększeniu wartości punktu  przecięcia prostych z osią rzędnych lub 
ich nachylenia w stosunku do osi odciętych bądź też w jednoczesnej zmia
nie obu param etrów.

W dalszym ciągu rozważane będą trzy  rodzaje hamowania: kompe- 
tycyjne, częściowo kom petycyjne oraz niekom petycyjne (10, 47). Liniowa 
postać równania M ichaelisa-M entena (równanie 1) dla tych trzech ro
dzajów hamowania przyjm ie odpowiednio następującą formę (równania 
3, 4, 5):

x + v  3

A ' V \ 1 Klp

gdzie [ I]— stężenie produktu  — inhibitora wyrażone w molach, K in — 
stała inhibicji równoważna takiem u [I], przy którym  następuje podwo
jenie wartości nachylenia prostej w stosunku do osi odciętych, K ip — stała 
inhibicji równoważna stężeniu produktu , przy którym  następuje podwo
jenie wartości punktu  przecięcia prostej z osią rzędnych.

Z postaci rów nania 3 wynika, że w przypadku hamowania kom pety- 
cyjnego zmienia się nachylenie prostej w stosunku do osi odciętych, 

К  / ril \ К
gdyż (1 +  ) Ф -rĘ-. Częściowo kom petycyjne hamowanie produk

tem  (równanie 4) zmienia wartość punktu  przecięcia prostej z osią rzęd

nych bo ^  у"* Р Г2У ham ow aniu niekom petycyjnym  (równa

nie 5) obserw uje się zmianę obu param etrów .
Równanie szybkości reakcji dla przypadku ham owania produktam i 

można otrzym ać z pełnego rów nania szybkości badanej reakcji, p rzy j
mując, że stężenia wszystkich produktów  (z w yjątkiem  tego, k tóry  jest 
dodawany do mieszaniny reakcyjnej) są w czasie pom iaru początkowych 
szybkości praktycznie równe zeru. P roste przekształcenia algebraiczne 
doprowadzają takie uproszczone rów nania szybkości reakcji enzymatycznej 
w obecności określonego produktu  do postaci analogicznej z równaniem  
3, 4 lub 5. Na przykład pełne rów nanie na szybkość reakcji przebiegającej

1
V

K m
V ( 1+

Ш '
к  in,

1 Km 1 i
V V ' ~A : V

1 Km
(1 +

J ]  J
V V K i j
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w edług m echanizmu sekwencyjnego, uporządkowanego, jeden-dw a (por. 
poprz. a rtyku ł (52)) można przekształcić do postaci, w której w ystępują 
w yłącznie stałe kinetyczne. Równanie pełne ma postać:

ѵ . Ц м - М )
v =

каѵг+ѵ2[Л]+ M lE l  + K'v,lQ1 ' Vl[P][Q] ■ Ѵг[АІ[Р]TC TC TC TC

przy czym z zależności Haldane wynika, że:

_  ѴіКірК,, =  VxKpKiq 
V2Ka V2Ka

Rozpatrujem y dwa w arianty warunków  pomiarów szybkości począt
kowych (w reakcji bierze udział tylko jeden substrat)
a) zmienne stężenia substratu  A — obecny produkt P
b) zmienne stężenia substratu  A — obecny produkt Q 
Dla w arian tu  a) korzystając z równania 6 otrzym uje się:

v - _________ V̂ A1_________  8
к av2+v2[A]+™  + Y ę m

-̂ eq - îp
Aby z równania 8 wyeliminować K eq skorzystano z równania 7 i otrzy
mano postać

v = ______ ViVJA ] ___________________ =  _  Vj[A] 9

K.V2+ V2[A] + ™ ? I + ^ f E  K ,+[A ] +  ! f + t f S
V irLpJ\icl J \ip

Równanie 9 przekształcono:

K , r A1 , Ka[P] [A][P]
L =  a _  Jl K pK iq +  K ip Ka 1 K JP] [A][P] 
v Ѵі[А] Vi[A] + КрѴ іК^А] 1 Ѵ і В Д  1U

i po przegrupowaniu równania 10 otrzymano:

- 1 =  Ka 
v Vx l 1 K pKiq/ [A] Ѵ Д  k J

Z postaci rów nania 11 wynika, że produkt P  jest inhibitorem  niekompe- 
tycyjnym  reakcji (por. równanie 5). Dla w ariantu  b) po analogicznych 
przekształceniach otrzymano następujące rów nanie szybkości reakcji 
w obecności produktu  Q

i  =  i Ł ( i + M \ .  _ L + _ L  i2
v ѵ Л  К  J  [А] +  V,

Produkt Q wyw ołuje więc inhibicję kom petycyjną (por. równanie 3).
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Do tych samych wniosków można dojść znacznie szybciej korzystając 
bezpośrednio z reguł Clelanda. Z reguły 1 wynika, że wartość punktu  
przecięcia prostej z osią rzędnych ulega zmianie gdy produkt-inhibitor 
łączy się z inną form ą enzymu niż substra t o stężeniu zm ienianym  przy 
pom iarach szybkości początkowych. Zmiana wielkości nachylenia w sto
sunku do osi odciętych pod wpływem  produktu oznacza zgodnie z regułą
2, że produkt-inhibitor łączy się z tą samą form ą enzymu, co substrat
o zmienianym  stężeniu lub, że przem iany, w których substra t i produkt 
przyłączają się do form enzymu nie są rozdzielone przem ianą nieodw ra
calną. Dla mechanizmu sekwencyjnego, uporządkowanego, jeden-dw a 
wielkość nachylenia prostych w stosunku do osi odciętych zmienia się 
zarówno w tedy gdy inhibitorem  jest produkt P  (pomiędzy przyłączeniem  
produktu P  i substra tu  A nie zachodzi przem iana nieodw racalna) jak  i gdy 
inhibitorem  jest produkt Q (produkt łączy się z tą samą form ą enzymu co 
substra t A). W artość punktu  przecięcia z osią rzędnych zmieni się tylko 
wtedy, gdy inhibitorem  jest produkt P. Tak więc produkt P  jest inhibito
rem  niekom petycyjnym , ponieważ zmienia zarówno wielkość nachylenia 
jak  i punkt przecięcia prostej, produkt Q zaś zmienia tylko wielkość na
chylenia prostej, czyli jest inhibitorem  kom petycyjnym .

Dla reakcji enzymatycznej przebiegającej według m echanizm u typu 
ping-pong, dwa-dwa (por. schem at 7 wg (52)) istn ieją  cztery w arianty  
warunków, w których można zmierzyć szybkości początkowe reakcji wo
bec produktu P  jako inhibitora. Analogiczne cztery w arian ty  można 
wyróżnić dla hamowania produktem  Q. W arianty te i rodzaje hamowania 
przewidziane dla rozważanej reakcji enzymatycznej według reguł 1 i 2 
zestawiono w tablicy 1.

Tablica 1

Hamowanie produktami reakcji enzymatycznej przebiegającej według mechanizmu 
typu ping-pong, dwa-dwa

Substrat, którego stężenie zmieniamy

A В

Produkt stężenie В 
niższe od 

nasycającego

nasycające 
stężenie В

в

stężenie A 
niższe od 

nasycającego

nacycające 
stężenie A

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

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

ne
wania

http://rcin.org.pl



[11J M EC H A N IZM Y  R E AK CJI 517

Na bliższe omówienie zasługuje w ariant, w którym  produkt P  nie 
powoduje hamowania. Dlaczego tak  się dzieje? Jeżeli substra t В w ystępuje 
w stężeniu nasycającym , w tedy znacznie obniża się stacjonarne stężenie 
form y enzymu F, z k tórą wiąże się ten substrat, w zrasta natom iast sta
cjonarne stężenie kom pleksu FB. P rodukt P, k tóry  w ykazuje powino
wactwo również do form y enzymu F nie ma się już z czym łączyć i nie 
działa hamująco.

Tablica 2 zestawia rodzaje ham owania produktam i, które można prze
widzieć dla reakcji enzym atycznej przebiegającej według mechanizmu 
sekwencyjnego, uporządkowanego dwa-dwa (schemat 1, wg (52)).

Tablica 2

Hamowanie produktami reakcji enzymatycznej przebiegającej wg mechanizmu sek
wencyjnego, uporządkowanego, dwa-dwa

1
Substrat, którego stężenie zmieniamy

A В
Produkt stężenie В 

niższe od 
nasycającego

nasycające 
stężenie В

stężenie A 
niższe od 

nasycającego

nasycające 
stężenie A

P hamowanie hamowanie hamowanie hamowanie
niekompety- częściowo kom niekompety- niekompety-
cyjne petycyjne cyjne cyjne

Q hamowanie hamowanie hamowanie nie ma hamo
kompetycyjne kompetycyjne niekompety-

cyjne
wania

Badając m echanizm y reakcji enzym atycznych om awianą techniką na
leży zwrócić uwagę na możliwość szczególnego rodzaju hamowania, m ia
nowicie związki nie będące substratam i ani produktam i danej reakcji 
tworzą niekiedy z enzymem  kompleksy, które nie ulegają już przemianom 
(ang. dead-end inhibition). Dla tego rodzaju hamowania proponuje się 
polski term in — ham ow anie przez niedysocjujące kompleksy. Takie inhi
bitory  zmieniają wielkość nachylenia lub wartość punktu  przecięcia pro
stej tylko wtedy, gdy przyłączają się do enzymu wcześniej niż substrat
o zmienianym stężeniu (11).

Częściej w ystępuje mieszane hamowanie: produktam i i przez niedy
socjujące kompleksy. Możliwe jest ono w tedy, gdy produkt może się 
łączyć również z inną form ą enzymu niż ta, z k tórą jest norm alnie połą
czony. Skutki obu rodzajów hamowania nakładają się wówczas i zmiany 
stopnia nachylenia i w artości punktów  przecięcia z osią rzędnych nie są 
proporcjonalne do stężenia inhibitora.

3 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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3. B adanie w ym ian y  izotopow ej w  rów now adze

Sposób ten polega na wprowadzeniu do m ieszaniny reakcyjnej zna
kowanego substratu  lub produktu  i m ierzeniu radioaktyw ności, która 
przechodzi do innych związków biorących udział w reakcji (4, 14). M ierzy 
się wówczas całkowitą szybkość reakcji w danym  kierunku, a nie szybkość 
„netto” jak  to ma miejsce przy badaniu modeli szybkości początkowych
i hamowania produktam i. Założenia stanu stacjonarnego w takim  ujęciu 
w jakim  były stosowane do w yprowadzenia równań szybkości dla reakcji 
enzymatycznych (52) nie są spełnione przy badaniu przemieszczania się 
radioaktyw ności pomiędzy substratam i i produktam i (14).

Badanie w ym iany izotopowej w równowadze pozwala odróżnić m e
chanizmy sekwencyjne uporządkow ane od mechanizmów sekw encyjnych
o dowolnej kolejności. Okazało się, że dla reakcji, co do których badania 
modeli szybkości początkowej i hamowania produktam i sugerow ały m e
chanizm uporządkow any kinetyka w ym iany izotopowej w równowadze 
ujaw niała istnienie sekwencji a lternatyw nych (5, 58).

Najprostszym  zaproponowanym  wytłum aczeniem  tych rozbieżności 
(44) jest sugestia, że alternatyw nych sekwencji reakcji, k tóre w w arunkach 
pom iaru szybkości początkowych przebiegają z w ielokrotnie m niejszą 
szybkością niż główny ciąg przem ian nie można w ykryć badając szybkość 
„netto”.

III. Przykłady zastosowania techniki badania modeli szybkości począt
kowych i hamowania produktami

Najlepszą ilustracją przedstaw ionych rozważań teoretycznych będzie 
pokazanie w jaki sposób były one stosowane przez badaczy do rozwiązy
wania konkretnych problemów.

Prenylotransferaza ЕС.2.5.1.1. C o r n f o r t h  i wsp. (16) wykazali, 
że enzym ten w ystępujący w w ątrobie świni katalizuje reakcję przedsta
wioną na schemacie 3, która jest etapem  biosyntezy izoprenoidów.

Ustalili też szereg szczegółów dotyczących tej reakcji, jak  na przykład, 
że uw alniany pirofosforan nieorganiczny pochodzi z pirofosforanu izo- 
pentenylu (17). W szystkie te dane nie w yjaśniły  jednak m echanizm u re 
akcji. Zagadnienie to rozwiązali H o l o w a y  i P o p j a k  (31), stosując 
technikę hamowania produktam i: nieorganicznym  pirofosforanem  i piro- 
fosforanem  farnezylu. W yniki tych badań przedstaw ione są na rysunku
3 a, b oraz 4 a, b, c.

Pirofosforan farnezylu zachowuje się jak  inhibitor niekom petycyjny 
bez względu na to czy substratem , którego stężenie zmienia się jest p iro
fosforan geranylu (rysunek За), czy pirofosforan izopentenylu (rysunek 
3b). Nieorganiczny fosforan jest inhibitorem  kom petycyjnym  gdy zmienia 
się stężenie pirofosforanu geranylu (rysunek 4a) i inhibitorem  niekom pe- 
tycyjnym  w stosunku do pirofosforanu izopentenylu (rysunek 4c).
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HoC
H 2 CH3
I I'C / C\  / c \  C H .- O - 0 - ®

H  ę /  44

V
•c

H

с
I

H2

с
I

H

H2C

/

' \ r
/ C h 2- o- ® ^ d

I
H 2

, \  /  
pirofosforan geranylu /  pirofosforan łzopentenylu

4- pirofosforan nieorganiczny

H2 CH3 H2 CH3
HSCN

H3C
'с  С с с с сн2—о—®—®

/  % гУ-С
Iн

с
Iн2

с
Iнн н2

pirofosforan farnezylu

Schem at 3. R eakcja katalizow ana przez prenylotransferazę (ЕС. 2.5.1.1.) z w ątroby
św in i (w g 16)

Taki zespół rodzajów ham owania produktam i odpowiada mechanizmo
wi typu izo-ping-pong, dwa-dwa (schemat 8 wg (52)) lub mechanizmowi 
sekwencyjnem u, uporządkowanem u, dwa-dwa. Jednakże fakt, że pirofo
sforan nieorganiczny pochodzi z pirofosforanu izopentenylu wyklucza 
pierwszy mechanizm (9).

-6 -4 -г o 2 4 6 8 10 12 
W~5/[pirofosforan izopentenylu] (M4)

- 3 - 2 - 1 0  1 2 3 4 
JO'5/[pirofosforan 

geranyluJiM"1)
Rys. За, b. W pływ  pirofosforanu farnezylu  na szybkości początkow e (v) reakcji

prenylotransferazy (wg 31)
Pirofosforan fernezylu  w  stężeniach: O — zero, □  — 2, V  — 4, ф — 8 цМ

a) stężenie pirofosforanu geranylu zm ienia się , stężen ie p irofosforanu  izopentenylu  sta łe
(0,9 цМ;)

b) stężenie p irofosforanu geranylu stałe (3 цМ); stężen ie  p irofosforanu izopentenylu  zm ienia s ię .

Porównanie ustalonych rodzajów ham ow ania z danym i z tablicy 2 
pokazuje, że jako pierwszy przyłącza się do powierzchni enzymu piro
fosforan geranylu (A) a jako drugi — pirofosforan izopentenylu (B). P ierw 
szym związkiem dysocjującym  z powierzchni enzymu jest pirofosforan
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1 0  1 2  3 4 
W ~5/  [pir o Fosforan 

geranyta](M4) W~6/[oirofosforan geranglu](M ’)

Rys. 4a, b, c. W pływ  n ieo rgan icznego  p iro fo sfo ran u  na  szybkości początkow e (v) 
re a k c ji p re n y lo tra n s fe ra z y  (w g 31)

N ieorganiczny pirofosforan w  stężeniach: O — zero, □  — 0,5, V  — A  — 10> •  — 
a) i b) stężenie pirofosforanu geranylu  zm ienia się, przy czym  w  a) stosow ano w yższe niż 
w  b); stężenie pirofosforanu izopentenylu  stałe (1,0 |iM w  b) i 1,0 цМ w  a); c) stężenie pirofosfo

ranu izopentenylu  zm ienia się, stężen ie pirofosforanu geranylu  stałe (3 цМ)

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

Galaktokinaza EC.2.7.1.6. C a r d i n i  i L e l o i r  (8) oraz K a l c k a r  
(34) stw ierdzili, że enzym ten otrzym any w stanie znacznie oczyszczonym 
z Escherichia coli (46), drożdży (28) i w ątroby świni (3) katalizuje reakcję 
przedstaw ioną na schemacie 4.

galaktoza-f Mg-ATP gal aktozo-1-fosforan +M g-A D P+H +
Schem at 4. R eak c ja  k a ta lizo w an a  p rzez  g a lak to k in azę  (ЕС. 2.7.1.6.).

M echanizm dla reakcji katalizowanej przez galaktokinazę z E. coli za
proponowali G u l b i n s k y  i C l e l a n d  (24). Zastosowali oni technikę 
badania modeli szybkości początkowych, hamowanie produktam i a po
nadto badali wym ianę izotopową w równowadze.
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W yniki badań modeli szybkości początkowych uzyskane przez G u 1 - 
b i n s к y ’e g o  i C l e l a n d a  (24) przedstawiono na rysunkach 5 a, b.

R ys. 5a, b. M odele szybkości początkow ych  re a k c j i k a ta lizo w an e j p rzez  g a lak to k in azę
z E. co li (w g 24).

a) stężenie galaktozy zm ienia się, stężenie M g-ATP: (1) 0.884, (2) 0.590, (3) 0.295, (4) 0.205,
(5) 0.154 mM.

b) stężen ie galaktozo-l-fosforanu  zm ienia się, stężen ie  M g-ADP: (1) 0.502, (2) 0.250, (3) 0.166, 
(4) 0.125 mM. Szybkości początkowe są w yrażone w: цМ galaktozo-l-fosforanu  na m inutę (a)

i (j,M ATP na m inutę (b).

Zarówno galaktoza jako substra t o zm ienianym  stężeniu (rysunek 5a) 
jak  i galaktozo-І-Р  (rysunek 5b) dają przecinające się modele szybkości 
początkowych. W ykluczony jest więc m echanizm  typu  ping-pong. Możli
w y jest nadal mechanizm sekwencyjny, uporządkowany, dw a-dw a i m e
chanizm  sekwencyjny o dowolnej kolejności, dwa-dwa.

Należy zwrócić uwagę na fakt, że rysunek 5b przedstaw ia model po
czątkowych szybkości dla reakcji „wstecz” gdy w mieszaninie reakcyjnej 
jest galaktozo-I-P  i Mg-ADP, nie w ystępuje zaś początkowo galaktoza
i Mg-ATP.

W yniki badania hamowania produktam i przedstawiono na rysunkach
6 a, b, c, d.

G alaktozo-I-P  jest prawdopodobnie kom petycyjnym  inhibitorem  
w stosunku do galaktozy jako substratu , którego stężenie zmienia się 
(rysunek 6a) i niekom petycyjnym  inhibitorem  w stosunku do M g-ATP 
(rysunek 6b). Mg-ADP jest kom petycyjnym  inhibitorem  w stosunku do 
M g-ATP (rysunek 6c) i niekom petycyjnym  inhibitorem  w stosunku do 
galaktozy (rysunek 6d). Z tablicy 2 wynika, że dla m echanizm u sekwen
cyjnego, uporządkowanego, dwa-dwa w ystępuje tylko jedno ham owanie 
kom petycyjne, pomiędzy pierwszym  przyłączającym  się do enzym u sub- 
stratem  i drugim  odłączającym się od enzym u produktem . Te dane w po
łączeniu z faktem, że stałe inhibitorow e ulegają zmianie wraz ze zmianą 
stężenia substratów  wykluczyły m echanizm  sekw encyjny uporządkow any 
dwa-dwa.

0 0,4 0,8 12 1,6 
f/[galaktoza]mM~1

0,4 0,8 IZ 
1/[galaktoza 1-fosforanJmM'
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Jedynym  niew yelim inowanym  m echanizm em  pozostaje więc m echa
nizm sekw encyjny o dowolnej kolejności dw a-dw a (por. ze schem atem  6 
wg (52)). Badanie w ym iany izotopowej potwierdziło w ystępowanie dwóch 
niedysocjujących kompleksów: enzym -galaktoza-M g-ADP i enzym-M g-
- ATP-galaktozo-І -P.

b)

I 2 3
1/[даlaktoza] mH

-/ 0 1 2  
!/[galaktoza] mM 1

R ys. 6a, b, c, d. H am o w an ie  p ro d u k ta m i re a k c ji k a ta liz o w a n e j p rzez  g a lak to k in azę
(ЕС. 2.7.1.6.) (wg 24).

a) galaktozo-fosforan  jako inh ibitor w  stężeniu  (1) zero, (2) 0.394, (3) 0.910, (4) 1.51 mM. Stężen ie
glukozy zm ienia się, stężenie M d-ATP stałe (0.641 mM).

b) galaktozo-fosforam  jako inh ib itor, stężen ie Mg-ATP zm ienia się, stężen ie galaktozy stałe;
c) M g-ADP jako inhibitor, stężenie M g-ATP zm ienia się, stężen ie g lu k ozy  stałe; 

d) M g-ADP jako inhibitor, stężen ie  galaktozy zm ienia się, stężenie M g-ATP stałe. 
Szybkości początkow e w yrażone w: тц М  pow stającego galaktozo-I-fosforanu/m in .

IV. Przegląd reakcji enzymatycznych o znanym mechanizmie

Przystępując do przeglądu reakcji, k tórych mechanizm został ustalony 
(chociaż z różnym  stopniem  pewności) należy zwrócić uwagę, że m echa
nizm niektórych reakcji enzym atycznych czasami badano kolejno w kilku 
pracow niach a uzyskanie nowych faktów doświadczalnych, często po
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ciągało za sobą zmianę interpretacji. W takim  przypadku przegląd ten 
przedstaw ia in terpretację nowszą podając jednak odnośniki do prac 
wcześniej szych.

1. M echanizm y sekw encyjne

1.1. M echanizm y sekw encyjne uporządkow ane

Dehydrogenaza alkoholowa z wątroby konia ЕС.1.1.1.1. katalizuje 
reakcję wg schem atu 5.

Ponadto udowodniono istnienie niedysocjujących kompleksów: 
E-NAD-aldehyd i E-zred.NAD-alkohol (58, 59). Dokładne badania w yka
zały, że chociaż w pewnych w arunkach stężeń następuje częściowa dyso- 
cjacja tych kompleksów co stw arza możliwość alternatyw nych sekwencji 
reakcji, to jednak w w arunkach fizjologicznych reakcja biegnie według 
m echanizm u uporządkowanego (48, 18, 19, 20).

NAD Alkohol Aldehyd Zred.NAD

E E-NAD lE-NAD-alkohol , ) E-zred.NAD EI E-zred. NAD-aldehyd)

Schem at 5. M echanizm  re a k c ji d eh y d ro g en azy  a lkoho low ej w g (58, 59 o raz  55, 1Й,
19, 20).

Dehydrogenaza jabłczanowa, mitochondrialna ЕС.1.1.1.37. działa jak 
pokazano na schemacie 6. Stosując m etodę w ym iany izotopowej w rów 
nowadze wykazano możliwość alternatyw nej sekwencji reakcji przy pH 
9 (49).

NAD Jabłczan Szczania o etan Zred.NAD

£ E-NAD (E-NAD-jabłezan ) E-zred. NAD E 
E-zrea. NAD-szcza-]

\ wioactan /

Schem at 6. M echanizm  re a k c ji d eh y d ro g en azy  jab łezan o w ej w g (41, 42, 43 o raz
27, 49).

M echanizm działania dehydrogenazy jabłezanowej (dekarboksylującej) 
(NAI*>) z w ątroby gołębia przedstaw ia schem at 7.

Dehydrogenaza glukoza-6-fosforanowa z erytrocytów ludzkich, 
ЕС.1.1.1.49 działa 'najprawdopodobniej według schem atu 8. Jednak nie 
wykluczono całkowicie możliwości, że reakcja ta przebiega według m e
chanizmu sekwencyjnego o dowolnej kolejności przy czym tw orzyłby się 
niedysocjujący kompleks E-glu-6-P-zred.N A D P (50).
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NADP Glukozo- 6- fosforan
6-fosfogiukono- 
lakton Zred.NADP

E E-NADP (E-NADP-glu. 6- fosforan I 
' E-zred. NADP-6-fosfo- J 
\ glukonolakton /

E-zred. NADP E

Schem at 7. M echan izm  re a k c ji d ehyd rogenazy  jab łczan o w ej, d e k a rb o k sy lu ją ce j
(NADP) w g (33).

NADP Jabłczan C02 Pirogronian Zred.NADP

E E-NADP [E-NADP-jabłczan E-zred. NADP- E-zredMDP E 
/ E-zred. NADP- / -pirogronian 
\-pirogronian CO2/

Schem at 8. M echan izm  re a k c ji d eh y d rogenazy  g lukozo -6 -fo sfo ranow ej w g (50).

M echanizm reakcji katalizowanej przez heksokinazę z drożdży 
ЕС.2.7.1.1. obrazuje schem at 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 
I -Mg-ADP /

Schem at 9. M echanizm  re a k c ji h ek so k in azy  w g (40, 23, 60 o raz  26 i 22).

1.2. M echanizm y sekw encyjne o dow olnej kolejności

Dla dehydrogenazy izocytrynianowej  (NADP) z cytoplazm y komórek 
ssaków, ЕС.1.1.1.42 postuluje się m echanizm  sekw encyjny o dowolnej 
kolejności, zakładając, że funkcją tego enzymu jest reduktyw na karbo- 
ksylacja 2-okso-glutaranu do izocytrynianu, k tóry  przekształca się na-

LredNADP 2-oksoglutaran Izo cytrynian NADP

E-zredNADP E-zred. NADP-
-2-oksoglułaran

(E-NADP

E \ / (E-zred. NADP-CO2 \ \
Ê-zred.NADP E-zred.NADP-C02 / 1-2-oksoglutaran ] \E-izocgtrynian

\E-NADP-izocytrynian]

Zred.NADP C02 2- oksoglutaran m p  Izo cytrynian

Schem at 10. M echan izm  re a k c ji dehy d ro g en azy  izo cy try n ian o w ej (NADP) w g (15).
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stępnie w cytrynian a ten służy jako prekursor kwasów tłuszczowych. 
Schem at 10 przedstaw ia dwie z sześciu możliwych kolejności przyłączania 
substratów  do powierzchni enzymu (15).

Fosjorybozylotransferaza hipoksantynowa  z erytrocytów  ludzkich 
ЕС.2.4.2.8 działa również według m echanizm u sekwencyjnego. W yniki 
badań H e n d e r s o n a  i wsp. (29) wykluczyły możliwość mechanizmu 
typu  ping-pong. Kolejność przyłączania substratów  i odłączania produktów 
w tej reakcji nie została jeszcze ustalona.

Kinaza NAD z wątroby gołębia, ЕС.2.7.1.23 katalizuje reakcję według 
schem atu 11. Substratem  i produktem  tej reakcji jest więc nie ATP
i ADP ale kompleksy Mg-ATP i M g-ADP (2).

Mg-ATP

E-NAD

E-Mg-ATP

Mg-ADP
\

HADP

(E-Mg-ATP-NAD ) 
(.E-Mg-ADP-NADPJ

E-NADP

E-Mg-ADP

Mg-ATP NAD NADP

S ch em a t 11. M echanizm  re a k c ji k inazy  NAD w g (2).

Schem at 12 obrazuje działanie kinazy pirogronianowej, ЕС.2.7.1.40.

Fosfoenolopirogronian Mg-ADP Pirogronian Mg-ATP

E-fosfoenolopiro-
gron/an

E-Mg-AOP

E-Mg-ATP

E-Mg-ADP-fosfo- 
' enolopirogronian \  E-pirogronian л 

E-Mg-ATP-pirogronian

Mg-ADP Fosfoenolopiro- Mg-ATP Pirogronian
gronian

Schem at 12. M echan izm  re a k c ji k in azy  p iro g ro n ian o w ej w g (37).

Kinaza kreatynowa z mięśni królika, ЕС.2.7.3.2. działa według sche
m atu 13. Oprócz Mg2+ rolę czynnika kom pleksującego mogą spełniać jony 
Ca2+ i Mn2+ (39).

Kinaza adenylanowa z drożdży i mięśni królika, ЕС.2.7.4.3. katalizuje 
reakcję według schem atu 14. AMP i ADP mogą tworzyć niedysocjujące
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kompleksy (45). K inaza adenylanowa z m ięśni królika ma dwa miejsca 
wiążące: jedno dla nukleotydów chelatow anych Mg2+, drugie dla nukle- 
otydów niechelatow anych (45).

Mg-ATP Kreatyna Fosfokreatyna Mg-ADP

E-Mg-ATP

E-kreatgna
(E-Mg-ATP-kreatyna) 
' E-Mg-ADP-fosfo- 

kreałyna

E-Mg-ADP

E-fasfakreatyna

Kreatyna Mg-ATP Mg-ADP Fosfokreatyna

Schem at 13. M echanizm  re a k c ji k in azy  k re a ty n o w e j w g  (38, 39).

Mg-ADP ADP Mg-ATP AMP

E-Mg-ADP

E-ADP

ADP

(E-Mg-ADP-ADP) 
lE-Mg-ATP-AMP7

E-AMP

E-Mg-ATP

.Mg-ADP AMP Mg-ATP

Schem at 14. M echanizm  re a k c ji k in azy  ad en y la n o w e j w g  (45, 51).

Schem at 15 przedstaw ia mechanizm działania liazy cytrynianowej  
ЕС.4.1.3.1.

Bursztynian Glioksałan

Izocgtrynian

E-izocytrynian
E-bursztynian-gtioksa-

lan

E-glioksalan

E-bursztgnian

Glioksałan Bursztynian 

S ch e m a t 15. M echanizm  re a k c ji liazy  izo cy try n ian o w e j w g (21).

Liaza adenylo-bursztynianowa  ЕС.4.3.2.2. katalizuje reakcję według 
schem atu 16.
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Adenyloburszfynian

E /E-AMP-bur.sztynian) 
\E-AMP-fumaran '

AMP Fumaran

Schem at 16. M echanizm  re a k c ji liazy  a d en y lo b u rsz ty n ian o w e j w g (6).

2. M echanizm y typu p ing-pong

Dehydrogenaza glicerolowa (NADP) ЕС.1.1.1. z mięśni szczura katali
zuje reakcję według mechanizm u typu izo-ping-pong, dw a-dw a (sche
m at 17), w którym  następuje izomeryzacja stabilnej form y enzymu (54).

Aldehyd glicerynowy NABP Zred.NADP Glicerol

E-NADP (E-NADP-aldehyd 
glicerynowy 
, F-HADP-glicerol)

F-g/icerol E-zred.HADP-
glic.

F-zredMDP
E-NADP

Schem at 17. M echanizm  re a k c ji d eh y d ro g en azy  g licero low ej (NADP) w g (54).

Hydroksylaza DOPA-aminy, ЕС.1.14.2.1 działa także według m echa
nizmu ping-pong. Dotychczas nie została jednak ustalona względna ko
lejność przyłączania do enzymu 3,4-dwuhydroksyfenyloetyloam iny 
(D.H.F.E.A.) i 0 2 oraz względna kolejność uw alniania z powierzchni enzy
mu noradrenaliny i H20 . Na schemacie 18 kolejność zaproponowana dla 
tych związków jest hipotetyczna, natom iast wszystkie inne zależności 
zostały udowodnione doświadczalnie (25).

Dehydro-
Askorbinian askorbinian DHFEA 02 Noradrenalina H20

E (E-askorbinian ) F-DHEFA (F-OHFEA-Oz \ Е-НгО E
\F-dehydroaskorbinian) E-noradrena-

\ lina -H2 0 J

Schem at 18. M echanizm  re a k c ji h y d ro k sy lazy  D O P A -am iny  w g (25) (DHFEA, 3,4-
-d w u h y d ro k sy fen y lo e ty lo am in a ).

Aminotransferaza asparaginianowa z serca świni ЕС.2.6.1.1. (schemat 
19) i aminotransferaza alaniny, ЕС.2.6.1.2 (schemat 20) działają również

Fumaran AMP
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według mechanizm u ping-pong. W obu tych reakcjach koenzym nie od- 
dysocjowuje od powierzchni enzymu. Transam inacja powoduje przekształ
cenie kompleksu enzym -fosforan pirydoksalu (E-P.K.) w kompleks en- 
zym-fosforan pirydoksam iny (E-P.A.), a reakcja z ketokw asem  przywraca 
stan wyjściowy.

Asparaginian Szczania octan 2-oksoglutaran

E- Р. K. (E-P.K- asparaginian 
[F-P.A- szczawiooctan)

Glutaminian

F-P.A. (F-P.A.- 2-oksoglutaran) E-PK 
[E-P. K.-glutaminian /

Schem at 19. M echanizm  re a k c ji am in o tra n sfe ra z y  a sp a ra g in ia n o w e j w g (30).

Alanina Glutaminian

E-P.K. (E-P. K-alanin a ) 
f-P.A-pirogronian)

F-P.A. (F-P.A.-2-oksoglutaran) 
, E-PK.-glutaminian )

E-P.K

Schem at 20. M echanizm  re a k c ji a m in o tran sfe razy  a lan in o w e j w g (7).

Reakcja katalizowana przez a m in o tr a n s fe r a z ę  t y r o z y n o w ą  z  w ą tr o b y  
s zc z u r a ,  ЕС.2.6.1.5 różni się tym  od reakcji innych am inotransferaz, że 
koenzym może całkowicie oddysocjować od enzym u (35, 36).

Do enzymów działających według m echanizm u ping-pong należą też 
k in a z a  a r g in in o w a  z  la n g u s ty ,  ЕС.2.7.3.3 (schemat 21) i fo s fa ta z a  k w a ś n a  
z  z ie m n ia k ó w ,  ЕС.3.1.3.2 (schemat 22).

Mg-ATP Mg-ADP Arginina Fosfoarginina

E (E-Mg-ATP) F (F- arginina ) E
I F-Mg -ADPj (E-fosfoarginina)

Schem at 21. M echanizm  re a k c ji k in azy  a rg in in o w ej w g (55).

J3-gticerofosforan Glicerol H20 Fosforan nieorg.

E (E-Ji-gticero fosforan) F (F-H20 ) f
[F-glicerol / \E-fosforan)

Schem at 22. M echanizm  re a k c ji fo sfa tazy  k w aśn e j w g (32).

V. Zakończenie
W arto zwrócić jeszcze uwagę na kilka bardzo istotnych zagadnień, 

które w całej masie podanych w tym  i poprzednim  (52) a rtyku le  teorii, 
faktów, sposobów in tepretacji mogły pozostać niezauważone.
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Metody badania mechanizmów reakcji enzym atycznych są stosowane 
in vitro. W takich badaniach używa się krystalicznych enzymów lub 
oczyszczonych w znacznym stopniu preparatów  enzymatycznych. Nie
które stosowane przy pom iarach szybkości początkowych reakcji stężenia 
substratów  czy produktów są niefizjologiczne. Nie można w sposób jedno
znaczny odpowiedzieć na pytanie w jakim  stopniu to co zostało ustalone 
in vitro jest prawdziwe in vivo. Prawdopodobnie pewne alternatyw ne 
sekwencje reakcji typowe dla mechanizmów o dowolnej kolejności przy
łączania substratów  i odłączania produktów  nie zachodzą w nieuszko
dzonej komórce.

Opisane m etody badania mechanizmów reakcji stosowano, gdy enzym, 
substraty  i produkty można było rozpuścić w odpowiednich buforach. 
Ograniczało to możliwość badań niem al wyłącznie do tak zwanych enzy
mów rozpuszczalnych lub do enzymów, które można uwolnić ze struk tu r 
komórkowych zachowując ich aktywność. M echanizmy reakcji katali
zowanych przez enzymy trw ale wbudowane w stru k tu ry  pozostają 
w dalszym ciągu praw ie całkowicie nieznane.

Omawiając techniki ustalania mechanizmów reakcji enzymatycznych 
nie wspomniano też, że do wyznaczania stałych Michaelisa, stałych inhi
bitorowych czy szybkości m aksym alnych reakcji nie stosuje się trady 
cyjnych metod graficznych ponieważ są one subiektyw ne i mało dokładne. 
Analityczne m etody wyznaczania stałych kinetycznych reakcji enzyma
tycznych używane obecnie opierają się na teorii błędów oraz m atem a
tycznych metodach interpolacji i aproksym acji danych doświadczalnych 
uzyskanych z pomiarów szybkości początkowych reakcji enzymatycznych 
przy różnych stężeniach substratów  i produktów  (13, 57). Opracowano 
szereg program ów um ożliwiających obliczenie potrzebnych stałych kine
tycznych przy zastosowaniu m aszyn m atem atycznych (12). Omówienie 
tych zagadnień wykracza jednak poza ram y tego artykułu .
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K R ZYSZTO F  SZ Y M B O R SK I *

O możliwości występowania oddziaływań donorowo-akceptorowych 
w układach biologicznych

On the Possibility of Donor-Acceptor Interactions in Biological Systems

T h e  th eo ry  of d o n o r-accep to r com plexes has  b een  ou tlin ed  an d  ex p e rim e n ta l 
d a ta  in d ica tiv e  of such  in te rac tio n s  in  b io log ica l sy s tem s h av e  been  c ritica lly  
rev iew ed .

W szystkie cząsteczki chemiczne znajdujące się w niewielkiej wzajem 
nej odległości oddziały wuj ą na siebie za pośrednictw em  sił o rozm aitym  
charakterze. Do oddziaływań tych należy przyciąganie lub odpychanie 
w ypadkow ych ładunków elektrycznych, trw ałych lub indukowanych di
poli, a także oddziaływanie dyspersyjne. W szystkie wym ienione przy
padki stanowią oddziaływania niespecyficzne i w ystępują — w mniejszym 
lub większym stopniu — pomiędzy param i dowolnych cząsteczek. Od
działywania typu donorowo-akceptorowego, k tórym  poświęcony jest ten 
artyku ł, należą do oddziaływań o dużym  stopniu specyficzności. Obecność 
ich wiązano zwykle z istnieniem  tak  zwanych kompleksów z przeniesie
niem  ładunku (ang. c h a r g e - tr a n s je r  c o m p le x e s ,  w skrócie kompleksy c-t) 
posiadających charakterystyczne własności optyczne. Oddziaływania te 
nie zawsze jednak prowadzą do tw orzenia się kompleksów i właściwa ich 
definicja jest szersza, a jednocześnie bardziej ścisła. Zostanie ona podana 
w części dotyczącej teorii.

Choć znaczenie biologiczne oddziaływań donorowo-akceptorowych nie 
zostało w pełni wyjaśnione, ich in teresujący z wielu względów charakter, 
a także dotychczasowe wyniki doświadczalne pozwalają przypuszczać, że 
w wielu przypadkach mogą one spełniać w układach biologicznych pewne 
specyficzne funkcje. Nie w ystępują one nigdy w stanie „czystym ”, lecz 
zawsze obok innych oddziaływań, jednakże mogą niekiedy stanowić isto
t n y — jakkolwiek niewielki — przyczynek do energii stabilizującej nie

* M gr, K a te d ra  B iofizyki, U n iw e rsy te t W arszaw sk i, W arszaw a.
W ykaz s tosow anych  sk ró tów : OYE — „ s ta ry  żó łty  fe rm e n t”, c - t — p rzen iesien ie  

ła d u n k u  (ang. charge transfer), E R P — e lek tro n o w y  rezonans param ag n e ty czn y .
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które kompleksy międzycząsteczkowe. Rola ich w takim  przypadku jest
o ty le interesująca, że wielkość oddziaływań donorowo-akceptorow ych 
zależy w znacznym stopniu od położenia składników kom pleksu względem 
siebie. W kom pleksach par cząsteczek o własnościach donatorów i akcep
torów oddziaływania te powodować mogą całkowite przeniesienie elektro
nu z cząsteczki donatora na akceptor, na przykład w reakcjach oksydore- 
dukcyjnych, między innym i w łańcuchu oddechowym. Oddziaływania do- 
norowo-akceptorowe decydować mogą także o k ierunku zachodzenia i k i
netyce szeregu innych reakcji chemicznych. Zagadnieniu tem u poświęcony 
jest artykuł E. K o s o w e r a  (45). W skondensowanych układach barw 
ników (w kryształach m olekularnych) mogą one powodować pojawienie 
się pasm przewodnictwa (73). Oddziaływania stabilizujące kom pleksy 
koordynacyjne jonów m etali o charakterze am foterycznym  są także typu  
donorowo-akceptorowego, kom pleksy te m ają jednak specyficznie od
m ienny charakter opisywany odrębną teorią (26). W artykule  tym  nie 
będą one omawiane.

Zagadnieniu kompleksów z przeniesieniem  ładunku poświęcono wiele 
badań, z których większość ma charakter podstawowy i dotyczy aspektów 
fizyko-chemicznych tych oddziaływań. W yniki ich są in teresujące dla 
biochemików ze względu na rolę, jaką oddziaływania donorowo-akcepto- 
rowe mogłyby odgrywać w układach biologicznych. W yrazem tego zainte
resowania, a jednocześnie czynnikiem pobudzającym  je  stała się między 
innym i w ydana w roku 1960 książka A lberta Szent-G yorgyi’ego „W stęp 
do biologii subm olekularnej” (90). Nie jest to książka w pełnym  tego słowa 
znaczeniu naukowa. A utor jej spróbował wprowadzić pojęcie kom pleksu 
c-t do rozważań nad ogólnymi, elektronow ym i i energetycznym i aspekta
mi procesu fotosyntezy i reakcji łańcucha oddechowego, a także zasta
naw iał się nad mechanizmem działania niektórych leków, doszukując się 
jego związku z własnościami donorowymi tych substancji. Książka Szent- 
-G yorgyi’ego zawierała wiele śmiałych sugestii i hipotez, z k tórych w ięk
szość stała się dziś n ieaktualna w w yniku postępu badań. W ostatnich la
tach zagadnienie roli biologicznej oddziaływań donorowo-akceptorowych 
doczekało się kilku opracowań przeglądowych (6, 11, 12, 41, 45, 70, 76).

I. Teoria

Najbardziej charakterystyczną właściwością kompleksów donorowo- 
-akceptorowych, której w ielu badaczy przypisuje znaczenie definicji, jest 
występowanie w ich widm ie absorpcyjnym , w ultrafiolecie lub w w i
dzialnym  obszarze, tak  zwanego pasma „charge transfer” (c-t), którego 
położenie zależy w określony sposób od własności donorowych i akcepto
rowych obu składników kompleksu. Pasmo takie w widm ie roztw oru jodu 
w benzenie zaobserwowali w roku 1949 B e n e s i  i H i l d e b r a n d  (9).
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Teorię w yjaśniającą powstawanie i charak ter kompleksów donorowo- 
-akceptorow ych zawdzięczamy laureatow i nagrody Nobla, chemikowi 
am erykańskiem u R. S. M u l l i k e n o w i  (66, 67, 68, 69). Przedstaw ienie 
jego teorii posługującej się pojęciam i chemii kwantowej wym aga w pro
wadzenia definicji kilku podstawowych pojęć opisujących własności elek
tronow e cząsteczek chemicznych, między innym i pojęcie donatora i akcep
tora elektronów.

Jak  wiadomo, elektrony w cząsteczce, podobnie jak  w atomie, znajdo
wać się mogą jedynie w stanach o pewnej określonej energii, które nazy
wam y poziomami energetycznym i. Energię elektronów znajdujących się 
w tych dyskretnych stanach uważa się za ujem ną, co oznacza, że są one 
„związane” z cząsteczką i mogą zajmować w jej obrębie jedynie określone 
obszary. Obszary takie zwane są orbitalam i m olekularnym i. Poziomów 
dyskretnych odpowiadających rozm aitym  orbitalom  jest w cząsteczce 
więcej niż elektronów, toteż w stanie podstawowym zajęta jest tylko 
część z nich do pewnego określonego poziomu odpowiadającego najwyższej 
zajętej orbitali m olekularnej. Powyżej tego poziomu wszystkie orbitale 
są wolne. Omawiane będą tylko dwa poziomy: najniższy niezapełniony 
(najniższa niezajęta orbitala m olekularna) oraz ten, na którym  energia 
elektronu jest dostateczna dla oderw ania go od cząsteczki (jest równa 
zeru). Odległość energetyczna tego poziomu od najwyższej zapełnionej 
w stanie podstawowym orbitali odpowiada energii jonizacji.

Widmo ciągte

Najniższa orbitala 
niezajęta

x  Najwyższa orbitala 
zajęta

Schem at 1. Poziom y en e rg e ty czn e  e lek tro n ó w  w  cząsteczce 
J — energia jonizacji, Е д  — p ow inow actw o elek tronow e

Układ poziomów energetycznych cząsteczki przedstaw iono na sche
macie 1. Dostarczenie energii jonizacji J  elektronow i zajm ującem u n a j
wyższą zajętą orbitalę prowadzi do reakcji:

D ->■ D +-f e.
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Wielkość Ea zwana powinowactwem elektronow ym  stanow i energetyczny 
bilans reakcji przyłączenia elektronu do cząsteczki A:

e + A  ->• A“.
Im większe jest EA, tym  łatw iej cząsteczka przyłącza dodatkowy elektron 
czyli jes t tym  lepszym akceptorem . Czym m niejsza jest energia jonizacji 
J, tym  lepszym donatorem  jest cząsteczka.

Jak  w ynika ze schem atu 1 różnica J —EA stanowi najm niejszą energię 
przejścia elektronowego, którem u odpowiada w absorpcyjnym  widmie 
elektronow ym  cząsteczki pasmo położone w zakresie najdłuższych fal. 
Przejście takie wyobrazić sobie można jako składające się z dwu procesów: 
najp ierw  elektron usuw any jest z najwyższego zajętego poziomu poza 
cząsteczkę, a następnie opada na najniższy poziom niezapełniony. W y
obraźm y sobie, że w bliskim sąsiedztwie cząsteczki będącej dobrym  
donatorem  (mała wartość J) znajduje się cząsteczka, która jest dobrym  
akceptorem  (duże EA). Sytuację taką przedstaw ia schem at 2.

— *----- *—

---- *------*—
Donator Akceptor

Schem at 2. S to su n k i en erg e ty czn e  w  cząsteczkach  d o n a to ra  i ak cep to ra  podczas 
w zb u d zen ia  e lek tronow ego  z p rzen iesien iem  ła d u n k u  (p rze jśc ie  „charge tra n s fe r”).
ДЕСТ — przybliżona energia przejścia, w  której n ie uw zględn iono w pływ u rezonansu struktur.

Jeśli zezw alają na to w arunki przestrzenne (gdy sprzężenie orbitali 
donatora i akceptora jest dostatecznie duże) elektron usunięty  z cząstecz
ki D może opaść na najniższy niezajęty poziom w cząsteczce A, gdyż jest 
to korzystniejsze energetycznie: EA(A) >  EA(D). W w yniku takiego przej
ścia para obojętnych cząsteczek zamienia się w parę jonów.

http://rcin.org.pl



[5] O D D Z IA Ł Y W A N IE  D O N O R -A K C EPT O R 535

W odniesieniu do kompleksów z przeniesieniem  elektronu obraz taki 
jest zbyt uproszczony, stanowi on jednak pewien przypadek graniczny 
i może ułatw ić zrozumienie teorii M ullikena. W teorii tej w prowadzono 
pojęcie kwantowo-mechanicznego rezonansu s tru k tu r elektronow ych. 
Tak zwana s truk tu ra  niewiążąca, opisywana funkcją falową ^p(DA), w któ
rej obie cząsteczki są elektrycznie obojętne i oddziaływują na siebie w y
łącznie za pośrednictw em  sił Van der W aalsa oraz stru k tu ra  jonowa opi
syw ana funkcją falową ip(D+A~), odpowiadająca parze jonów stanowią 
s tru k tu ry  skrajne. Rzeczywisty stan podstawowy układu D : A daje się 
opisać jako mieszanina tych dwu struk tu r, co oznacza, że w stanie pod
stawowym  elektron z donatora jest jakgdyby częściowo przeniesiony na 
cząsteczkę akceptora. Funkcja falowa tego stanu jest kom binacją liniową 
dwu funkcji odpowiadających strukturom  skrajnym :

Wówczas w widmie kompleksu poza zwykłym i przejściam i „lokalnym i” 
czyli wewnątrzcząsteczkowymi pojaw ia się pasmo odpowiadające przej
ściu z przeniesieniem  ładunku (przejście c-t). P rzy  przejściu tym  jeśli 
elektron, k tóry  w stanie podstawowym znajduje się głównie w cząsteczce 
donatora, a tylko w niewielkim stopniu w cząsteczce akceptora (stan 
opisany równaniem  1), przechodzi do stanu wzbudzonego, spełniającego 
odw rotny w arunek, to prawdopodobieństwo jego znalezienia na akcepto
rze jest znacznie większe niż na donatorze. S tan  ten jest także m ieszaniną 
rezonansową dwu stanów skrajnych i opisuje go funkcja falowa 2)

Stosunki energetyczne dla przejścia absorpcyjnego związanego z prze
niesieniem ładunku ilustru je schem at 3.

Należy podkreślić, że pochodzący z rezonansu s tru k tu r przyczynek R n 
do energii stabilizującej stan podstawowy jest stosunkowo niew ielki i nie 
przekracza kilku procent całkowitej energii stabilizacji stanu  podsta
wowego, АН. W arunkiem  powstania kom pleksu jest zatem  w ystępow anie 
również innych oddziaływań wiążących cząsteczki. Są to, ogólnie rzecz 
biorąc, rozm aite oddziaływania typu Van der W aalsa lub w iązania wo
dorowe. (Możliwy jest także przypadek, w którym  stała równowagi w sta
nie podstawowym jest równa zeru lecz w w yniku przypadkow ych zderzeń 
swobodnych cząsteczek następuje przejście z przeniesieniem  ładunku. 
W przypadkach takich mówimy o kom pleksach zderzeniowych).

Metodę doświadczalnego wyznaczania współczynnika ekstynkcji dla 
przejścia c-t i stałej równowagi kom pleksu podali B e n e s i  i H i 1 - 
d e b r a n d  (9). Równanie przez nich wyprowadzone jest słuszne dla 
kompleksów, których składniki w ystępują w stosunku 1 : 1 i przy szeregu 
dodatkowych w arunków  nie zawsze łatw ych do spełnienia. Jeśli stężenie 
jednego ze składników kompleksu jest znacznie większe od stężenia dru-

ij)N =  а г|)(БА) +  b\|'(D+A ) a2 >  b2 1

ajjE =  a -ip(D+A") — b -ip(DA) (a-)2 >  (b-)2 2
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fE=aJ(D +A-)-b"r(DA)

J

•*k+*n

fH-a9(DA)-hb 4>(D+A~)

Schem at 3. S to su n k i en erg e ty czn e  w  ko m p lek sie  d o n o ro w o -ak cep to ro w y m  (wg l l a ) .  
ДН — całkow ita  energia stab ilizacji stanu podstaw ow ego kom pleksu;
WQ — składow a tej energii pochodząca od odziaływ ań  typu  Vam der W aalsa;
Rn  — energia pochodząca z rezonansu struktury jonow ej i n iew iążącej;
J — energiia jon izacji.d on atora;  

hvCT — energia przejścia z przeniesien iem  ładunku;
Ea —. pow in ow actw o elek tronow e akceptora;
Ec — energia oddziaływ ania kulom bow skiego jon ów  D+ i A ~ ;
Re  — energia pochodząca od rezonansu struktur w  stan ie w zbudzonym .

giego, tak, że jego zmiana w w yniku kom pleksowania może być zaniedba
na, wówczas pom iar absorpcji pasma c-t dla serii układów o różnych 
proporcjach stężeń donatora i akceptora um ożliwia jednocześnie w yzna
czenie współczynnika ekstynkcji molowej i stałej równowagi kom pleksu 
na podstawie związku:

[AJ* _  1 , 1  3
A [D]Ke e

gdzie [A] — stężenie akceptora 
[D] — stężenie donatora 

1 — długość drogi optycznej 
A — absorpcja w m aksim um  pasma c-t 
К  — stała równowagi kom pleksu 

e — współczynnik ekstynkcji molowej pasma c-t

ЧІ D+e~+A

D++A~

D1A++0...A 

D*..A~

-o D+A

D...A 

П...А++Г+ A'

fi o,CT

1*0 AU--
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W ostatnich latach teoria dotycząca tego zagadnienia została znacznie 
udoskonalona, nowe równania na stałą równowagi są znacznie ściślejsze 
i uw zględniają również wpływ rozpuszczalnika (15, 18). B rak miejsca nie 
pozwala na przedstawienie tu  szczegółów teorii i rozpatryw anie przy
padków szczególnych.

Metoda spektrofotom etryczna jest jedną z wielu fizycznych metod 
badania kompleksów donorowo-akceptorowych, gdyż powstawanie ich 
powoduje charakterystyczne zmiany wielu własności układu. Inną m e
todą jest badanie widma elektronowego rezonansu param agnetycznego 
(ERP). Metoda ta pozwala na w ykryw anie wolnych rodników' czyli czą
steczek posiadających „niesparow ane” elektrony. W rozpatryw anych ukła
dach sygnał ERP pojawia się gdy nastąpi całkowite przeniesienie elektro
nu z cząsteczki donatora na akceptor, w w yniku czego kom pleks rozpada 
się na dwa jony—rodniki. P rzy  spełnieniu pewnych w arunków  energe
tycznych przejście takie może być indukowane term icznie. Należy je od
różniać od częściowego przeniesienia ładunku prowadzącego do powsta
wania kompleksu donorowo-akceptorowego, które nie w yw ołuje poja
wienia się sygnału ERP.

II. Klasyfikacja donatorów i akceptorów oraz typy kompleksów

D onatory i akceptory, a także utw orzone przez nie kom pleksy skla
syfikować można według typów orbitali m olekularnej donatora, z której 
pochodzi „przenoszony” elektron (najwyższej zapełnionej orbitali) oraz 
orbitali akceptora, na k tórą przenosi się ten  elektron w w yniku przejścia 
c-t. Dwa najważniejsze typy organicznych donatorów to donatory typu 
л, których typowym  przykładem  są węglowodory arom atyczne oraz do
natory typu n, w których elektron biorący udział w procesie przeniesienia 
ładunku znajduje się na orbitali niewiążącej n  na heteroatom ie (głównie 
N i O). Do tej ostatniej grupy należą pewne związki heterocykliczne, 
aminy, alkohole a także organiczne związki siarki, jodu i inne. Najważ
niejsze akceptory organiczne są akceptoram i typu  л. Spośród podstawo
wych związków o znaczeniu biologicznym własnościami akceptorow ym i 
wyróżniają się związki cykliczne o charakterze chinonów. Ich powino
wactwo elektronowe rośnie w w yniku podstawienia pierścienia podstaw ni
kami silnie elektroujem nym i (chlorowce, -N 0 2). Popularne akceptory nie
organiczne: J 2, Cl2, czy jony niektórych m etali zaliczamy do akceptorów 
typu o, co oznacza, że przyjm ow any przez nie elektron zajm uje an ty - 
wiążącą orbitalę m olekularną o *. Najczęściej rozważanym i przez nas 
kompleksami są kompleksy typu л - > л *  i n->  л*.

III. Kompleksy donorowo-akceptorowe cząsteczek biologicznych

Po ukazaniu się książki A. Szent-G yorgyi’ego (90) wielu biochemików 
i biofizyków przypuszczało, że powstawaniem  kompleksów donorowo-
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-akceptorow ych można będzie wyjaśnić szereg zagadnień związanych 
z oddziaływaniam i międzycząsteczkowymi w układach biologicznych 
(w szczególności mechanizmów oksydoredukcji) a także z biologiczną 
funkcją wielu związków wyróżniających się swymi własnościami dono
rowymi, czy akceptorowymi. Z teorii wiemy, że cząsteczki organiczne za
w ierające atom y tlenu lub azotu z wolnym i param i elektronów  powinny 
być dobrymi donatorami, zaś związki arom atyczne mogą, w zależności 
od rodzaju podstawników, być zarówno dobrymi donatoram i, jak  akcepto
rami. Oddziaływania donorowo-akceptorowe praw dopodobnie mogą od
grywać zasadniczą rolę w następujących układach biologicznych (76): 
(a) w kompleksach cząsteczek zaw ierających pierścień indolowy z nukle- 
otydam i pirym idynow ym i lub flawinowymi, (b) w koenzymach łańcucha 
oddechowego (87) oraz (c) w kom pleksach puryn  z flawinam i, węglowo
doram i arom atycznym i, akrydynam i i purynam i. Szczególnymi w łasno
ściami akceptorow ym i w yróżniają się cząsteczki z grupy chinonów (fla- 
winy, koenzym Q) i ku nim  skierowało się przede wszystkim  zaintere
sowanie biologów (76).

Obszerny przegląd publikacji na tem at kompleksów donorowoakcep- 
torow ych związków biologicznych zaw ierają prace P u l l m a n ó w  (76) 
oraz artyku ł F. J. B u l l o c k a  (12). Ten ostatni podaje listę 160 sub
stancji, k tóre zostały zbadane jako potencjalne składniki tego typu  kom 
pleksów. Jest to zestaw najobszerniejszy z dostępnych, choć niekom plet
ny, gdyż brak w nim takich związków jak  lipidy, porfiryny, czy karote- 
noidy. Przytoczona przez Bullocka in terpretacja  wyników doświadczalnych 
wzbudza często wielkie zastrzeżenia. Nie zawsze bowiem obserwowane 
zmiany widma są wynikiem  powstawania kom pleksu donorowo-akcepto- 
rowego, nie mówiąc już o tym, jak  trudno z wyników uzyskanych przy 
badaniu prostych układów modelowych wyciągnąć jakieś wnioski doty
czące biologicznej roli badanego związku. Obecny stan badań i poglądów
o roli oddziaływań donorowo-akceptorowych w układach biologicznych 
można przedstawić omawiając kilka grup związków.

1. F law iny

Budowa pierścienia izoalloksazynowego w skazuje na to, że w zależności 
od stopnia utlenienia pierścienia, flaw iny mogą być zarówno dobrym i 
akceptoram i jak  i donatoram i elektronów. Rola oddziaływań donorowo- 
-akceptorow ych w przypadku koenzymów flawinowych, FMN i FAD, 
może być trojaka: mogą one brać udział w wiązaniu enzym u z koenzy
mem, odgrywać jakąś rolę w oddziaływaniu enzymu i koenzym u z sub- 
stratem , wreszcie, w przypadku FAD, oddziaływania wew nątrzcząsteczko- 
we pomiędzy adeniną i pierścieniem  izoalloksazynowym mogą w arunkow ać 
konform ację cząsteczki koenzymu. Przew ażająca większość badań nad 
kom pleksam i koenzymów flawinowych m iała na celu ustalenie roli od
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działywań donorowo-akceptorowych w wiązaniu enzymu z koenzymem 
(przegląd (87)). Według teorii w ysuniętej przez T h e o r e l l a  i N y g a -  
a r d a (91) FMN połączony jest z białkową częścią „starego żółtego fer
m entu” (OYE) za pośrednictwem  dwóch wiązań wodorowych. W wią
zaniach tych m iały brać udział N3 i C4 =  0  pierścienia izoalloksazynowe- 
go FMN, oraz grupy -OH tyrozyny enzymu. W yniki badań przeprowadzo
nych na układach modelowych podważyły słuszność tej teorii. H a r b u г у 
i F o l e y  (30) używając jako modeli kompleksów różnych fenoli z rybo- 
flawiną i z 3-m etyloryboflawiną stw ierdzili, że powstają one z łatwością 
po zablokowaniu azotu N3 przez grupę metylową, co uniemożliwiało utw o
rzenie się jednego z wiązań wodorowych. Stabilizację tych kompleksów 
w arunkują zatem inne oddziaływania a nie wiązania wodorowe. Ponieważ 
już wcześniej M ulliken w ysunął przypuszczenie o dużej roli kompleksów 
z przeniesieniem  ładunku w układach biologicznych, zaś К  o s o w e r 
(43, 48) publikując wyniki swych badań nad kom pleksami soli p irydy
nowych sugerował, że pasmo absorpcyjne przy 360 nm w widmie de
hydrogenazy triozofosforanowej jest pasmem c-t, H arbury  i Foley uznali 
kompleks OYE : FMN za kompleks donorowoakceptorowy. Badając widmo 
absorpcyjne w ykryli oni efekt hypochrom owy (zmniejszenie współczyn
nika absorpcji) oraz niewielkie przesunięcie widm a absorpcyjnego fla
winy w kierunku czerwieni. Zm iany takie towarzyszą istotnie oddziały
waniom międzycząsteczkowym i pow staw aniu asocjatów, ale o donorowo- 
-akceptorow ym  charakterze oddziaływań świadczy jedynie pojawianie się 
pasma c-t odpowiadającego przeniesieniu ładunku.

Opublikowane przez m ałżeństwo Pullm anów w 1958 roku wyniki 
obliczeń teoretycznych (78, 79), opartych na modelu orbitali m olekular
nych, potwierdzały przypuszczenie, że utleniona form a ryboflaw iny może 
być dobrym  akceptorem  elektronów. Dla w ielu serii kompleksów flawin 
zaobserwowano istotnie korelację pomiędzy wartościam i oszacowanych 
tym  sposobem wielkości Ip — EA a doświadczalnie wyznaczonymi ener
giami przejść z przeniesieniem  ładunku. Dzięki tem u przypuszczenie, że 
oddziaływania donorowo-akceptorowe mogą mieć w przypadku flawin 
istotne znaczenie biologiczne, zyskało pewne podstawy.

Aby przekonać się, czy zdolność akceptorow a ryboflaw iny wzrasta 
w w yniku protonacji pierścienia izoalloksazynowego, F l e i s h m a n  
i T o 11 i n (23, 24) badali oddziaływanie ryboflawiny, lum iflaw iny i lu- 
michromu, z szeregiem fenoli w środowisku silnie kwaśnym . W kilku 
przypadkach udało im się wyosobnić z roztw oru barw ne kompleksy. Pod 
wpływem większości fenoli następowało znaczne rozszerzenie pasma 
absorpcyjnego ryboflawiny, a po dodaniu 1,4-naftalendiolu pojawiło się 
nawet wyraźnie wyodrębnione nowe pasmo absorpcji, uwarunkow ane 
według autorów wytworzeniem  kom pleksu c-t. Fenole podstawione g ru
pami elektroujem nym i (chlorowce, -N 0 2), zm niejszającym i ich własności 
donorowe, nie daw ały żadnych barw nych reakcji po zmieszaniu z roz

http://rcin.org.pl



54 0 К . SZ Y M BO R SK I [Ю]

tw orem  ryboflawiny. Fleishm an i Tollin stw ierdzili, że istotnie w silnie 
kwaśnych roztworach trw ałość kompleksów m aleje, lecz nie potrafili usta
lić jej zależności od właściwości donorowych badanych związków. W ba
danych m ieszaninach pojawia się sygnał ERP charakterystyczny dla se- 
m ichinonu ryboflawiny, którego natężenie rośnie ze wzrostem  kwasowości 
roztworu. Świadczyłoby to o tym , że chociaż w kw aśnym  środowisku 
trwałość kompleksów zmniejsza się, jednak reakcja całkowitego przenie
sienia elektronu zachodzi łatw iej, co jest, być może, związane z większą 
trw ałością form y semichinowej ryboflaw iny w tych w arunkach. Z w yni
ków H erbury’ego i Foley oraz Fleishm ana i Tollina nie wynika, aby w w a
runkach fizjologicznych oddziaływanie donorowo-akceptorowe rybofla
winy z grupą -OH tyrozyny mogło wpływać stabilizująco na kompleks 
FMN : OYE. W ydaje się, że decydujące znaczenie w układach fenol-ry- 
boflawina m ają oddziaływania typu Van der W aalsa.

Oprócz tyrozyny kom pleksy c-t z pierścieniem  izoalloksazynowym 
ryboflaw iny mogą tworzyć tryptofan  i serotonina. W roku 1958 I s e n -  
b e r g  i S z e n t - G y ó r g y i  (36) zauważyli powstawanie czerwonych 
kompleksów po zmieszaniu tych związków z FMN. Widmo różnicowe u ja 
wniło obecność nowego pasma absorpcji z m aksim um  przy 503 nm, bli
skiego zatem  pasma charakterystycznego dla semichinonu flawinowego 
w środowisku kw aśnym  (500 nm). Pow stanie tego pasma autorzy przy
pisali przejściu z przeniesieniem  ładunku pomiędzy pierścieniem  indolo- 
wym  i ryboflawiną, co wzbudziło pewne wątpliwości (31). Nieco później ci 
sami badacze próbując znaleźć potwierdzenie swej tezy przeprowadzili 
badania widma elektronowego rezonansu param agnetycznego (ERP) (37, 
38) kompleksów FMN z serotoniną i tryptofanem . W kwaśnych roztworach 
pojawiał się sygnał ERP charakterystyczny dla rodnika semichinonowego, 
jednakże w roztworach obojętnych nie było żadnego sygnału. Ponieważ 
później okazało się (23), że te słabe sygnały w ykryw ane w przypadku 
kwaśnych środowisk wyw ołane są działaniem światła, hipoteza Isenberga 
i Szent-G yorgyi’ego o sam orzutnym  powstawaniu semichinonu rybofla
winy w wyniku przeniesienia ładunku nie znalazła właściwie potw ierdze
nia.

Pasmo absorpcji w okolicy 500 nm uznawano za pasmo c-t do chwili, 
kiedy К  o s o w e r  (46) wykazał na podstawie porównania własności op
tycznych serii kompleksów FMN i indolu, że pasmo c-t kom pleksu FMN : 
indol powinno leżeć w pobliżu 330 nm. W obszarze tym  jest ono trudne  do 
zaobserwowania ze względu na dużą absorpcję samej flawiny. W ydaje 
się, że m aksimum  absorpcyjne przy 500 nm obserwowane w widmie 
różnicowym FMN : tryp tofan  jest pozorne i pochodzi od rozszerzenia lub 
przesunięcia długofalowego pasma absorpcji ryboflaw iny o m aksimum  
przy 447 nm.

O statnia, interesująca hipoteza o możliwej roli oddziaływań z prze
niesieniem  ładunku w wiązaniu koenzymu flawinowego z enzymem  przy
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pisuje rolę donatora anionowi tiolowem u -S~ cysteiny. Jej twórca, К  o - 
s o w e r  (45) przypisywał czerwone zabarwienie związku pośredniego 
tworzącego się podczas redukcji dehydrogenazy kwasu liponowego powsta
waniu kompleksu -S _ : FAD. Nie jest jednak jasne dlaczego taki kompleks 
m iałby powstawać jedynie przejściowo w czasie redukcji enzymu, ani 
jaka jest rola utlenianego substratu.

Badanie charakteru  oddziaływań enzym -koenzym -substrat w reakcjach 
biologicznych nastręcza poważne trudności w ynikające ze złożoności ta
kiego układu. Rozbieżności in terp re tacy jne  są tu  jeszcze większe niż 
w przypadku prostych układów modelowych.

W roku 1956 В e i n e r t (8) zaobserwował w widm ach flawoproteidów 
dwa pasma absorpcyjne (570 i 900 nm), które wiązał z tworzeniem  się 
form y semichinonowej flawiny. W ykrył on także korelację pomiędzy 
danym i spektroskopowym i a występowaniem  sygnału ERP (60). G i b - 
s o n i wsp. (25) stwierdzili, że te dwa pasma absorpcyjne flawoproteidów 
zachowują się różnie i wysunęli przypuszczenie, że absorpcję przy 900 
nm  wywołuje kompleks donorowoakceptorowy między zredukow anym  
i utlenionym  FMN (zred. FMN : FMN). Kompleks taki mógłby też, ich 
zdaniem, mieć postać dim eru semichinonowego (FMNH*)2. К  o s o  w e r  
(45) zastanawiając się nad słusznością takiej in terp retacji zwraca jednakże 
uwagę na to, że niewiele wiadomo o kom pleksach z FMN jako akceptorem  
oraz o widmie dim eru utworzonego z semichinonu ryboflawiny. Jego 
zdaniem jest bardzo wątpliwe, czy jest to istotnie pasmo c-t.

M a s s e у wraz z grupą współpracowników (46, 64) przebadał kom
pleksy w ielu enzymów flawoproteidowych (między innym i dehydrogenazy 
am idu kwasu liponowego i oksydazy D-aminokwasowej), których koenzy
mem jest FAD. N iektóre pojaw iające się w widm ie maksima przypisał on 
przejściom z przeniesieniem  ładunku. Na przykład pojawienie się pasma
o maksimum  przy 720 nm  w czasie redukcji enzymu w układzie: dehydro
genaza am idu kwasu liponowego — zred. FAD — NAD+ (porównaj ze wsp- 
m nianą wyżej hipotezą Kosowera (45)) uznał za w ynik powstawania kom
pleksu, w którym  udział biorą dwa koenzymy. Badając proste układy m a
jące stanowić modele oddziaływań pomiędzy sąsiednimi enzymami w łań
cuchu oddechowym M a s s e y  w ykrył nowe pasma absorpcji w kom
pleksach, w których donatorem  był zredukow any m ononukleotyd fla- 
winowy, zaś akceptoram i N -m etylo-3-nikotynam id (510 nm), N-metylo-4- 
-nikotynam id (około 610 nm) oraz N A D ł (około 580 nm). Powstawanie 
zielono zabarwionego kom pleksu zaobserwowano przy mieszaniu FMN 
ze zred. NAD przez zmielenie w stanie suchym  (60). Jednocześnie poja
wiał się sygnał ERP co wskazuje na to, że w w yniku przeniesienia elek
tronu tworzy się semichinon flawinowy. Przeniesienie ładunku zred. 
NAD -> FMN wydaje się energetycznie możliwe i być może nie udało się 
go wykryć w roztw orze jedynie z powodu zbyt wielkiej reaktywności 
tego układu (81).
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Przypuszczenie, że oddziaływania typu donorowo-akceptorowego po
między adeniną a pierścieniem  izoalloksazynowym w FAD decydować 
mogą o konform acji przestrzennej tego koenzymu znalazło stosunkowo 
najsłabsze potwierdzenie. Z prac T s i b r i s a  i wsp. (92) oraz M a n -  
t i o n e (61) wynika, że kom pleksy ryboflaw iny z adeniną, a także z in
nym i purynam i i pirym idynam i, stabilizowane są przez oddziaływanie typu 
Van der Waalsa — Londona i że rola oddziaływań donorowo-akcepto- 
rowych jest w nich mało istotna.

Mówiąc o badaniach nad rolą tych oddziaływań w chemii i biochemii 
flaw in można wspomnieć jeszcze o próbie w yjaśnienia ham ującego dzia
łania i,l,3-trójcyjano-2-am inoprope.nu na fosforylację oksydacyjną (20). 
Przypuszczano (94), że związek ten  może tworzyć kompleks c-t z rybo- 
flawiną, w ydaje się jednak nieprawdopodobne, aby związek tego typu 
mógł mieć własności donatora ze względu na elektroujem ność grup cy
janowych.

2. D w unukleotyd  n ikotynam idoadeninow y

W dziedzinie badań własności akceptorowych pierścienia pirydynowego 
podstawowe znaczenie m ają prace E. Kosowera. Od roku 1955 zajął się 
on badaniem  (42, 43, 44, 47, 49, 50) kompleksów jonów 1-alkilopirydy- 
nowych z J - . W ich widm ach zidentyfikował on pasma absorpcyjne 
związane z przeniesieniem  ładunku. Zależność położenia maksimów tych 
pasm  od własności podstaw nika w pierścieniu pirydynow ym  była tak 
charakterystyczna, że ich przesunięcia wywołane przez rozm aite podstaw 
niki Kosower uznał za lepszą m iarę powinowactwa elektronowego p ier
ścienia niż m ierzony m etodą polaryzacyjną potencjał redukcyjny.

W yniki badań Kosowera świadczące o w yraźnym  akceptorow ym  cha
rakterze pirydynow ej części FAD+ stanow iły podstawę do poszukiwań 
modeli układu NAD+ — enzym, w których składniki byłyby związane 
w znacznej mierze za pomocą oddziaływań donorowo-akceptorowych.

Najprostsze tego typu modele badane przez C i l e n t o  i G i u s t i  
(16, 17) a także przez A l i v a s i t o s a  i wsp. (2) stanowią układy, w k tó
rych analogami NAD+ są pochodne amidu kwasu nikotynowego (1-feny- 
lonikotynamid) donatoram i zaś indol, tryptofan, serotonina i ich pochodne. 
W widm ach tych układów w ykryto szerokie pasma absorpcyjne od 300 
do 420 nm, pozbawione w yraźnych maksimów. Cilento i Giusti uznali 
je za pasma c-t i na podstawie pomiarów spektroskopowych wyznaczyli 
stałe równowagi kompleksów, k tórych wartości w ahały się w granicach 
2—4 mol/l. Ten rząd wielkości stanowi dolną granicę stosowalności m etody 
Benesi-Hildebranda, toteż wyniki te obarczone są prawdopodobnie znacz
nym  błędem.

Inny in teresujący model w ybrał S h i f r i n  (84, 85, 86) poszukując 
układu, k tóry  odtw arzałby spektralne własności NAD+ związanego z czą
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steczką enzymu. Dokonał on syntezy serii związków zawierających w czą
steczce amid kwasu nikotynowego jako akceptor elektronów oraz pier
ścień indolowy lub inną grupę o charakterze donorowym (na przykład 
wzór I). Układ taki powinien lepiej imitować sytuację, w jakiej znajduje 
się związany NAD+, k tóry  z częścią białkową enzymu połączony jest 
prawdopodobnie także za pośrednictw em  wiązań walencyjnych. Shifrin 
badał absorpcję i emisję zsyntetyzow anych przez siebie związków i za
uważył w ich widmach absorpcyjnych pasma analogiczne do pasm w wi
dmach kompleksów badanych przez Cilento i Giusti. Jednak  nie nastę
pował wzrost natężenia fluorescencji w stosunku do wolnego nikotyna- 
midu, jaki obserwuje się w przypadku związanego z enzymem NAD+.

Opisywane układy modelowe dostarczyć mogą jedynie bardzo nie
pełnych inform acji o charakterze rzeczywistych oddziaływań badanych 
związków w w arunkach naturalnych. Obserwacja ich zachowania sta
nowić może jednak podstawę do tworzenia hipotez posiadających pewne 
znamiona prawdopodobieństwa.

Interesującą próbą w yjaśnienia niektórych etapów procesu fosfory
lacji oksydacyjnej była hipoteza pani B. G r a b ę  (28). W edług niej FMN 
i NAD w m itochondriach znajdują się względem siebie w ściśle określo
nym  sztywnym  położeniu, w którym  płaszczyzny pierścienia pirydynowego 
NAD i izoalloksazynowego flaw iny są równoległe. W tych ściśle określo
nych w arunkach przestrzennych częściowe przeniesienie ładunku z NAD 
na FMN stanowi pierwszy krok w procesie przem iany obecnych w roz
tworze jonów fosforanowych w aktyw ow ane grupy fosforylowe. W dal
szym etapie syntetyzuje się ATP przy pomocy cytochrom u zajmującego 
sąsiednie miejsce w łańcuchu oddechowym. Hipoteza ta, jakkolwiek cał
kowicie spekulatyw na, ilustru je dobrze trudności związane z badaniami 
oddziaływań międzycząsteczkowych w układach biologicznych. Jak  wią- 
domo, aby powstał kompleks donorowo-akceptorow y konieczny jest kon
tak t między cząsteczką donatora i akceptora (stabilizacja stanu podstawo
wego kompleksu); w strukturach  biologicznych, takich jak  mitochondria, 
kontakt ten  i właściwa wzajem na orientacja przestrzenna zapewnione są 
przez ścisłą organizację na poziomie cząsteczkowym. Na ogół bezpośred
nie badanie własności fizykochemicznych układów stanowiących składnik 
tej struk tu ry  jest niemożliwe. W w arunkach in vitro  kompleks może 
mieć zbyt m ałą stałą równowagi, lub też w ogóle nie powstawać, co nie 
wyklucza możliwości jego tworzenia się in vivo.
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Dla rozważań nad w ystępowaniem  i rolą oddziaływań donorowo-akcep- 
torowych w układach biologicznych bogatego m ateriału  dostarczają ba
dania własności elektrycznych cząsteczek. Szczególnie in teresujące są 
prace L o v e l o c k a  i wsp. (55, 56, 57) poświęcone badaniom  powino
wactwa różnych substancji organicznych do elektronów  o energiach te r
micznych. Spośród zbadanych przez zespół Lovelocka związków chemicz
nych bardzo dużym powinowactwem do elektronów term icznych wyróżnia 
się niewielka stosunkowo grupa substancji o w yraźnym  działaniu biolo
gicznym. Należą do niej produkty  pośrednie procesu utleniania glukozy 
w cyklu Krebsa, horm ony kierujące procesami utleniania — w pierwszym 
rzędzie sterydowe — a także pewna ilość związków bardzo toksycznych 
(zwłaszcza związki arom atyczne zawierające grupę nitrow ą i atom y chlo
rowców). Do grupy tej zaliczają się także związki typu chinonów i przy
puszczalnie NAD. W szystkie te substancje pośrednio lub bezpośrednio 
związane są z procesem utleniania biologicznego, albo proces ten  zakłócają.

3. P orfiryny i karotenoidy

Według teoretycznych obliczeń (76) porfiryny oraz karoteny a i fi 
powinny być zarówno dobrym i donatoram i jak  i akceptoram i. Próby 
doświadczalnego potwierdzenia tych przew idyw ań nie we wszystkich przy
padkach dały wyniki przekonyw ujące. P l a t t  (74) stw ierdził, że dane 
spektroskopowe świadczą o w ystępowaniu in vivo  jakiegoś rodzaju aso
cjacji pomiędzy karotenoidam i a chlorofilem. W ysuwa on hipotezę, że 
oddziaływania donorowo-akceptorowe prowadzić mogą w karotenoidach 
do obniżenia poziomu wzbudzonego i na tej podstaw ie proponuje me
chanizm przenoszenia elektronów wzdłuż łańcuchów karotenoidow ych 
zbudowanych ze sprzężonych wiązań podwójnych. W 1963 roku L u - 
p i ń s k i  (53) donosi o w ykryciu pasma c-t w okolicy 1000 nm  w wid
mie kompleksów J + z karotenem . Jednak E b r e y  (21) uważa, że pasmo 
to nie może powstawać w w yniku przeniesienia ładunku w kompleksie 
donorowo-akceptorowym, lecz wywołane jest przesunięciem  pasma ab
sorpcyjnego P-karotenu.

Badając własności donorowe koproporfiryny i etioporfiryny G o u - 
t e r m a n  i S t e v e n s o n  (27) wykazali, że tw orzą one z trój n itro
benzenem kompleksy 1 : 1 .  Również hem atoporfiryna tw orzy kompleksy 
z tym  dobrym  akceptorem  (32). Jednak  M a u z e r a l l  (65) nie mógł 
w ykryć żadnego nowego pasma absorpcyjnego w widm ach kompleksów 
różnych porfiryn z dużymi kationam i organicznym i (na przykład pury- 
nami) jako akceptoram i. H e a t h c o t e  i wsp. (32) badali układy skła
dające się z hem atoporfiryny jako akceptora i różnych donatorów elek
tronów, między innym i aminokwasów. W ykazali oni, że w układach tych 
tworzą sie kompleksy donorowo-akceptorowe i obserwowane zmiany
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widma są term icznie odwracalne. Dla szeregu kompleksów wyznaczyli 
stałe równowagi oraz ciepła tworzenia.

Ze związków biorących udział w procesie fotosyntezy zwraca uwagę 
plastochinon, k tóry  jest jednym  z najsilniejszych akceptorów elektronów 
w ystępujących w organizmach żywych (82).

Zebrane dotychczas dane, podobnie jak  w przypadku nukleotydów 
flawinowych i pirydynowych, nie pozwalają rozstrzygnąć o słuszności 
jakiejkolw iek teorii dotyczącej m echanizm u reakcji fotochemicznej w fo
tosyntezie. Podobnie jak m itochondria, chloroplasty są bardzo złożonymi 
struk turam i i in terpretacje nasuw ają te same zastrzeżenia jak  w przy
padku łańcucha oddechowego. Najbardziej interesującą teorią eksponu
jącą znaczenie oddziaływań donorowo-akceptorowych we w stępnym  eta
pie fotosyntezy zaproponował С a 1 v i n (14). Chlorofil zbudowany jest, 
jak  wiadomo, z hydrofilowego pierścienia porfiry  nowego, z którym  zwią
zany jest rozpuszczalny w tłuszczach łańcuch węglowodorowy. W związku 
z tym  w chloroplastach pierścień porfirynow y znajduje się na granicy 
pomiędzy fazą wodną i lipidową. Zgodnie z modelem Саіѵіпа porfiryna 
chlorofilowa spełnia w procesie fotosyntezy na przem ian rolę donatora 
i akceptora elektronów. W zbudzony chlorofil oddaje elektron nieziden
tyfikowanem u akceptorowi znajdującem u się w fazie lipidowej, a następ
nie stając się akceptorem  odbiera elektron od rozpuszczonego w fazie 
wodnej donatora, którym  może być na przykład zredukow any cytochrom. 
W takich procesach przenoszenia elektronu zasadniczą rolę odgrywałaby 
wzajem na orientacja i własności donorowo-akceptorowe biorących w nich 
udział cząsteczek.

4. Farm akologiczne działanie n iektórych  substancji na układ nerw ow y

Pierwsze próby wykrycia zależności między aktyw nością farm akolo
giczną niektórych leków układu nerwowego a ich własnościami donoro
wymi datują się z roku 1958 (75). W roku 1959 K a r r e m a n  i wsp. 
(40) donieśli, że chloropromazyna (largactil) — lek stosowany przy schizo
f re n ii— jest wyjątkowo dobrym  donatorem  elektronów (tak dobrym, że 
zadziwiający jest fak t jej chemicznej trwałości), zaś M a s o n  (63) ustalił 
ścisłą zależność między działaniem narkotycznych gazów szlachetnych 
a ich przekrojem  czynnym na w ychw ytyw anie powolnych elektronów. 
W ten sposób hipoteza wiążąca m echanizm  działania leków anestetycz- 
nych z ich własnościami donorowym i znalazła pewne potwierdzenie. 
S z e n t - G y o r g y i  (90) poświęcił cały rozdział swego „W stępu do 
biologii subm olekularnej” rozważaniom na ten  tem at i wśród substancji
o wybitnych własnościach donorowych wym ienia serotoninę, halucyno- 
geny z grupy LSD, bufontynę, a także chininę, nikotynę, atropinę, m or
finę, strychninę i hormony z grupy estrogenów.
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Zwrócono także uwagę na własności akceptorow e wielu leków. 
P u  l i m a n  (77) przypisuje w ybitne własności akceptorow e aktynom y- 
cynie C3. Inni badacze (1, 7, 59, 88, 93) zajm ują się w większości m echa
nizmem działania leków znieczulających i halucynogenów. G r e g o r y
(29) podejm uje także próbę w yjaśnienia toksycznego działania CC14 i nie
których podobnych związków. Jego zdaniem dzięki swym akceptorow ym  
własnościom związki te mogą przyjm ować wolny elektron i tworzyć wol
ny rodnik, k tóry oddziały wuj ąc z centram i czynnym i enzymów powo
duje zahamowanie ich aktywności. Pew nym  dowodem słuszności jego tezy 
jest fakt, że CC14 redukuje się in vivo  do CHC13.

5. Czynniki m utageniczne i kancerogenne

Zgodnie z hipotezą L e r m a n a (52, 53, 54) oddziaływanie pomiędzy 
DNA a czynnikami m utagenicznym i typu akrydyny prowadzi do powsta
w ania kompleksów, w których cząsteczka barw nika „w ślizguje” się po
między dwie sąsiednie pary zasad w podwójnej spirali DNA. Proces ten 
zwany jest interkalacją. Ze względu na stosunkowo ścisłe upakowanie 
zasad w spirali (odległość dwu par wynosi około 3,5 A) oddziaływanie 
układów л-elektronów  zasad azotowych i barw nika akrydynow ego musi 
być znaczne. Na to, że mogą one w tym  przypadku odgrywać istotną rolę, 
wskazuje jeszcze fakt, że w pewnych w arunkach akry  dyna przejaw ia 
cechy dobrego akceptora elektronów (72). Nie w yjaśniono czy między 
akrydyną a wolnym i purynam i i pirym idynam i tw orzą się kom pleksy c-t 
(19). W yniki otrzym ane m etodą ERP w skazują na taką możliwość, je
dnakże nie udało się w ykryć pasma c-t.

Z własnościami donorowo-akceptorowymi próbowano także powiązać 
rakotwórcze działanie związków chemicznych (patrz a rtyku ł przeglądowy. 
(51). P race te  (3, 4, 5, 10, 13, 22, 33, 34, 35, 39, 57, 62, 71, 80, 83) m ają 
jedynie znaczenie historyczne, podobnie jak  teorie Masona, Hoffmana 
i Ladika, Briksa oraz Allisona i Nasha wiążące działanie kancerogenne 
z powstawaniem  kompleksów donorowo-akceptorowych. E p s t e i n  i wsp. 
(22) po zbadaniu 107 związków (głównie węglowodorów arom atycznych) 
stw ierdzili ostatecznie, że nie istnieje zależność między działaniem  rako
twórczym a własnościami donorowymi czy akceptorowymi.

Jak  wynika z tego przeglądu w ybranych zagadnień dotyczących bio
logicznej roli oddziaływań donorowo-akceptorowych nie możemy już dziś 
podzielać pierwotnego entuzjazm u A lberta Szent-G yorgyi’ego wyrażonego 
w jego „W stępie do biologii subm olekularnej”. On sam przyznaje zresztą
(89), że „pojęcie kompleksu z przeniesieniem ładunku nie znalazło sobie 
właściwie miejsca w  biologii i „pozostało dla biologa, w  m nie jszym  lub 
w iększym  stopniu, tylko  ciekawostką chemiczną’1. W ydaje się jednak, że 
w wielu przypadkach nie można rozważać procesów biochemicznych bez 
uwzględnienia oddziaływań typu donorowo-akceptorowego. W cytowanej
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powyżej pracy Szent-Gyórgyi form ułuje nową hipotezę, zgodnie z którą 
oddziaływania te odgrywać mogą zasadniczą rolę w dziedzinie regulacji 
wzrostu komórki, różnicowania i transform acji rakow ej. Jak  owocna 
będzie ta hipoteza wykażą przyszłe badania.
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S T A N IS Ł A W  S Z A L A  *, J A N  FILIPSKI **

Stabilność struktury drugorzędowej DNA 

Stability of Secondary Structure of DNA

T h e p ro b lem  of s ta b ility  of seco n d ary  s tru c tu re  of DNA is rev iew ed . T he con- 
tr ib u t io n  of h y d ro g en  bond, v an  d e r W aals and  L ondon  forces, in te ra c tio n  of DNA 
w ith  th e  so lv e n t an d  in te rac tio n s  b e tw een  n e g a tiv e  charged  p h o sp h a te  groups 
on  th e  s ta b iliz in g  fo rces  of he lix  fo rm  of DNA a re  d iscussed .

Jednym  z podstawowych wym agań jakie musi spełniać m aterialny 
nośnik inform acji genetycznej jest stabilność jego s truk tu ry . Bardzo spe
cyficzna budow a cząsteczek DNA, ich podwójna spirala posiadająca we
w nątrz  u k ry te  „znaki kodu” w postaci zasad azotowych z zablokowanymi 
przez w iązania wodorowe grupam i chemicznie aktyw nym i, spełnia wa
runek  trw ałości poprzez uzyskaną w ten sposób mechaniczną sztywność 
i zm niejszenie reaktyw ności chemicznej. Z drugiej jednak strony w a
runkiem  spełnienia przez cząsteczki DNA roli nośnika inform acji musi 
być ich zdolność do zmian sk truk tura lnych  tj. przem iany dwuniciowej 
cząsteczki spiralnej w jednoniciową (16). Zakłócenie tej zdolności powo
duje uszkodzenia w funkcjonow aniu aparatu  genetycznego. Istnieje szereg 
związków (np. ak ry  dyna i jej pochodne, antybiotyki jak  np. aktynom y- 
cyna D, daunom ycyna), których cząsteczki w budow ują się pomiędzy 
płaszczyzny zasad w łańcuchach spirali. Zwiększają one oddziaływania po
m iędzy zasadam i obniżając tym  samym zdolność przejścia form y spiralnej 
w jednoniciow ą (18, 40, 51, 60). In vivo  substancje takie blokują m echa
nizmy replikacji i transkrypcji inform acji genetycznej.

Początkowo W a t s o n  i C r i c k  (64) byli zdania, że stabilność 
drugorzędowej s tru k tu ry  DNA zapew niają wiązania wodorowe pomiędzy 
kom plem entarnym i zasadami. Obecnie dopuszcza się wiele innych rodza
jów oddziaływań stabilizujących s truk tu rę  DNA, które można z grubsza 
podzielić na oddziaływania elektrostatyczne, Londona, hydrofobne oraz 
typu w iązań wodorowych (6, 8, 12, 41, 48, 60, 63).

* M gr, Z ak ład  B iologii N ow otw orów , In s ty tu t O nkologii, G liw ice.
** D r inż., Z ak ład  B iologii N ow otw orów , In s ty tu t  O nkologii, G liw ice.
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W kolejnych rozdziałach omówimy rodzaje poszczególnych sił stabi
lizujących struk tu rę  drugorzędową DNA.

I. Denaturacja

Proces przem iany stru k tu ry  dwuniciowego spiralnego polinukleotydu 
w jednoniciowe kłębki, k tóry  obserw uje się in vitro, nazywa się denatu- 
racją. Istnieje cały szereg czynników powodujących taką przem ianę bez 
naruszenia s tru k tu ry  pierw szorzędow ej: zmiana środowiska w kierunku 
skrajnych wartości pH, obniżenie siły jonowej roztworu, podwyższenie 
tem pera tu ry  (40, 58, 60). We wszystkich przypadkach krzyw a obrazująca 
reakcję przejścia spirala-kłębek ma sigm oidalny charakter przejścia fa
zowego kryształ-ciecz i dlatego proces ten  nazywa się często „topnie
niem ”.

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

W yniki obliczeń H i 1 l ’a (29) prowadzą do uw ypuklenia znaczenia 
wielkości energii oddziaływań skrajnej pary  związanej ze skrajną parą 
w obszarze zdenaturow anym . Istnienie już związanej pary  zasad ułatw ia 
tw orzenie kolejnych wiązań wodorowych pomiędzy następnym i kom ple
m entarnym i param i zasad. Przejście fazowe polinukleotydu zawdzięcza 
swą ostrość w dużym stopniu tem u właśnie czynnikowi.

Model denaturacji polinukleotydów typu  „zamka błyskawicznego” 
G i b b s’a i D i  M a r z i o  (20), w którym  denaturacja zachodzi wyłącznie 
do końców cząsteczki z dobrym  przybliżeniem  opisuje przejście fazowe 
dla polinukleotydów o krótkim  łańcuchu.

Teoria przejścia spirala —► kłębek dla DNA została rozbudowana przez 
różnych autorów, głównie w kierunku wyliczenia w pływ u istnienia, udzia
łu  i rozkładu wzdłuż łańcucha dwu rodzajów par: GC i AT (14,21).

Najlepiej została zbadana denaturacja term iczna obserwowana spek- 
trofotom etrycznie. W yznaczanie spektrofotom etrycznej krzywej „topnie
n ia” opiera się na zjawisku zwiększania się optycznej gęstości roztw oru 
podczas denaturacji. Tem peratura, w której efekt hyperchrom ow y osiąga 
połowę wielkości m aksym alnej nazywa się tem pera tu rą  topnienia i oznacza 
się ją symbolem Tm (40). Podobnie w przypadku denaturacji kwaśnej 
i alkalicznej definiuje się pHm jako wartość pH, przy której efekt hyper
chrom owy osiąga połowę swojej wartości (58). Wielkości te są m iarą trw a
łości struk tu ry  spiralnej w danych w arunkach. Efekt hyperchrom ow y 
w yw ołany jest zmniejszeniem w zajem nych oddziaływań lokalnych pól 
rozciągających się wokół heterocyklicznych pierścieni zasad (9). Nie można 
mówić o prostej proporcjonalności pomiędzy ilością rozerw anych wiązań 
w  danej tem peraturze a przyrostem  gęstości optycznej (3). Zm iany lep
kości roztworów DNA podczas denaturacji w ynikające z przem iany
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względnie sztywnych cząsteczek dwuniciowych w bardziej giętkie, po
jedyncze nici polinukleotydowe można zaobserwować w tem peraturach, 
w których nie obserwuje się jeszcze w zrostu gęstości optycznej (1, 61). 
Podobnie zmiany skręcalności optycznej DNA w ynikające ze zniszczenia 
wysokiej sym etrii spirali (2), jak  również ujaw nienia się katalitycznej 
aktyw ności grup aminowych obserwowane oscylopolarograficznie (46) są 
widoczne w tem peraturach niższych niż początek spektrofotom etrycznego 
topnienia.

Można więc przypuszczać, że pewne zmiany stru k tu ry  DNA zacho
dzą zanim następuje rozejście się polinukleotydowych nici (38). Z drugiej 
strony uważa się, że pomimo przekraczania tem peratury  w której kończy 
się wzrost gęstości optycznej pojedyncze nici DNA nie rozchodzą się 
całkowicie (19).

Z badań kinetyki rozpadu podwójnej spirali na pojedyncze nici wynika, 
że w tem peraturach powyżej Tm szybkość pojawienia się zdenaturowanego 
DNA jest o kilka rzędów wielkości m niejsza niż szybkość hyperchrom azji 
i jest skończona powyżej tem peratury, w której kończą się zmiany gę
stości optycznej (59).

II. Wiązania wodorowe

Istotną cechą wiązania wodorowego jest to, że atom  wodoru stanowi 
jak  gdyby mostek między dwoma atom ami elektroujem nych pierw iast
ków np. tlenu  lub azotu, zawierającym i wolne pary  elektronów. Proton 
u trzym uje się między param i elektronów atomów w w yniku istnienia 
momentów dipolowych.

Analizując dane W i l l k i n s a  i wsp. (65) oraz F r a n k l i n  i G o s -  
l i n g a  (15) pochodzące z badań nad dyfrakcją prom ieni X, W a t s o n  
i С r i с к (64) zaproponowali model s tru k tu ry  drugorzędowej DNA *. 
Zgodnie z tym  modelem uporządkowana s truk tu ra  cząsteczki DNA może 
być jedynie zachowana przez połączenie przy pomocy wiązań wodorowych 
puryn  z pirym idynam i. Jakkolw iek w ydaje się, że mogą występować po
łączenia adeniny z tym iną i adeniny z cytozyną oraz guaniny z tym iną 
i guaniny z cytozyną, względy sterochem iczne powodują, że w modelu 
W atsona i Cricka połączenie w pary  może zajść wyłącznie między adeniną 
i tym iną oraz guaniną i cytozyną. W iązań wodorowych w parze AT jest 
tylko dwa, podczas gdy w parze GC, po uzupełnieniach P a u l i n g a  
i С o r  e y ’a (47), trzy.

Sądząc ze swoistości wiązań między kom plem entarnym i param i w y
dawało się, że one właśnie zapewniają stabilność struk tu ry  drugorzędowej

* B ardzie j szczegółow em u m odelow i s t ru k tu ry  d rugo rzędow ej DNA pośw ięcony 
je s t a r ty k u ł H am ilto n a  (25).
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DNA (40, 64). To, że stabilność DNA bogatego w pary  GC była większa 
od DNA o przewadze par AT była istotnym  argum entem  na korzyść tej 
koncepcji (40). Fakt ten tłumaczono wpływem  trzeciego dodatkowego w ią
zania wodorowego w parze GC. S tąd też zaskakujące były eksperym enty, 
w których zamiast wody jako rozpuszczalnika używano wody ciężkiej, 
D20  (5). Zmiana ta zwiększa trwałość wiązań wodorowych z powodu 
większej masy deuteru  i powinna dać w rezultacie wzrost tem peratu ry  
topnienia (Tm). Jednak tego typu zmiana nie w yw ołuje istotnych zmian 
stabilizacyjnych w DNA (5), w przeciw ieństwie do wzrostu stabilności 
stru k tu ry  drugorzędowej rybonukleazy (przesunięcie Tm o 4 stopnie) (53). 
Również tak klasyczny czynnik denaturu jący  białka jak  mocznik, k tóry  
rozrywa wiązania wodorowe, jest mniej efektyw nym  czynnikiem  dena
turu jącym  niż np. C104~, czy CCl3COO_, które rozryw ają wiązania hy- 
drofobne (41, 43).

C r o t h e r s  i Z i m m  (6) zakładając, że wiązania wodorowe między 
kom plem entarnym i param i są równocenne pod względem energetycznym , 
przyjęli, że dwa wiązania wodorowe w parze AT wnoszą w swobodną 
energię tworzenia s tru k tu ry  spiralnej z kłębków — 2 kcal/mol par zasad 
a trzy  wiązania wodorowe w parze GC — 3 kcal/mol par zasad. Byłby to 
jednak  dość niewielki wkład energetyczny w ogólną energię tworzenia 
s tru k tu ry  spiralnej. Większość jej tzn. około — 7 kcal/mol par zasad po
chodzi z oddziaływań zasad wzdłuż łańcuchów polinukleotydowych (6).

III. Wiązania van der Waalsa i Londona

Siły van der W aalsa związane są z w ystępowaniem  w cząsteczkach 
trw ałych i indukowanych m omentów dipolowych. W yróżnia się trzy  za
sadnicze typy takich oddziaływań: oddziaływanie pomiędzy cząsteczkami 
obdarzonym i trw ałym i dipolami, oddziaływanie pomiędzy cząsteczkami
o trw ałych dipolach a cząsteczkami niepolarnym i, w których dipole mogą 
być wyindukowane, oraz oddziaływania pomiędzy cząsteczkami, które nie 
m ają trw ałych momentów dipolowych ale mogą ulegać polaryzacji. Siły 
w ynikające z oddziaływań dipol indukowany — dipol indukow any nazy
w ane są siłami Londona. We wszystkich trzech przypadkach energia po
tencjalna oddziaływań zależy od r 6 — gdzie r  oznacza odległość pomiędzy 
dipolami. Siły te są znacznie słabsze (od 10 do 100 razy) od wiązań kow a
lencyjnych i rozciągają się na większe odległości (od 3 do 5 razy) niż 
wiązania walencyjne.

Zagadnienie w kładu sił van der Waalsa i Londona w stabilizację s tru k 
tu ry  DNA rozważali D e  V o e  i T i n o c o  (8). Obliczyli oni teoretycznie 
wkład poszczególnych sił w ogólną sumę oddziaływań m iędzy zasadami 
w podwójnej spirali. Z obliczeń wynika, że istnieją silne oddziaływania 
typu elektrostatycznego i londonowskiego zarówno pomiędzy zasadami

http://rcin.org.pl



[5] ST R U K T U R A  DR U G O R ZĘD O W A  D N A 555

w parze jak  i pomiędzy zasadami w tym  samym  łańcuchu. Energia w ią
zań wodorowych, jak oceniają, w niewielkim  stopniu wpływa na sta
bilność stru k tu ry  dwuniciowej, choć one to właśnie zapew niają specy
ficzność wiązania się A z T i G z C. Zdaniem tych autorów różnica 
w  tem peraturach  topnienia pomiędzy polinukleotydam i o różnej zaw ar
tości GC i AT wynika przede wszystkim  z różnicy w oddziaływaniach 
typu dipol — dipol, które w przypadku pary  GC sprzyjają sparowaniu, 
natom iast w przypadku pary  AT działają w kierunku destrukcji pary. 
Oddziaływania typu dipol-indukow any dipol, pomiędzy zasadami w sek
w encjach:

AT TAT|
, „  oraz .

AT{ t a {

(kierunek strzałki wskazuje wiązania zasada-dezoksyryboza-3’-fosforan- 
-5 ’-dezoksyryboza-zasada) niw elują to działanie i w sumie polim er za
w ierający wyłącznie adeninę i tym inę jest w w arunkach założonych 
w obliczeniach stabilny, jednak stabilizująca go energia jest około dw u
kro tn ie  niższa od energii stabilizującej polinukleotyd zawierający w y
łącznie pary  GC.

Istnienie oddziaływań pomiędzy zasadami wzdłuż łańcucha polinukle- 
otydowego (ang. base stacking) można wykazać doświadczalnie (2, 23, 
42, 43). B r a h m s  i M o m m a e r t s  (2) obserwowali dichroizm kołowy 
oligonukleotydów w roztworze. Pojedyncze nukleotydy w ykazują widmo 
dichroizm u kołowego, które w m iarę wzrostu stopnia polim eryzacji oligo
nukleotydów  ulega zmianom, w szczególności następuje znaczny wzrost 
m aksym alnej wartości E =  EL — EP, gdzie E L i EP oznaczają odpowiednio 
współczynniki molowe absorpcji oligonukleotydów dla światła spolary
zowanego kołowo w lewo i prawo. Takie zachowanie świadczy o zwięk
szeniu się asym etrii w m iarę w zrostu ciężaru cząsteczkowego 
i jest spowodowane tym, że nie wszystkie wzajem ne położenia prze
strzenne nukleotydów w łańcuchu polinukleotydowym  są energetycznie 
równocenne. W yraźny spadek Emax ze wzrostem  tem peratury , który ma 
kształt rozmytej krzywej „topnienia”, dowodzi istnienia najbardziej uprzy
wilejowanej pozycji wzajemnej zasad w cząsteczce dwunukleotydu. Spa
dek w raz z tem peraturą staje się bardziej ostry w m iarę wzrostu ciężaru 
cząsteczkowego polimeru.

Na istnienie oddziaływań pomiędzy zasadami w trójnukleotydach 
w skazują też badania przy pomocy magnetycznego rezonansu jądrowego 
(NMR) (52). Pole magnetyczne, które towarzyszy sprzężonym wiązaniom 
w heterocyklicznych pierścieniach działa na protony sąsiadujących zasad 
i w yw ołuje przesunięcie m aksimum  w widmie NMR dla polinukleotydów 
w stosunku do m ononukleotydów. Podobnie zmiany w widmie NMR 
wraz z tem peraturą sugerują istnienie oddziaływań, które powodują 
powstanie dwucząsteczkowych kompleksów w roztworach puryny (28).
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Można sądzić, że obserwowane przy zastosowaniu dichroizmu koło
wego i NMR równoległe usytuow anie zasad w roztw orach wolnych zasad 
(50), polinukleotydów czy kwasów nukleinowych w ynika z oddziaływań 
natu ry  elektrostatycznej lub Londona (43). Stw ierdzono mianowicie, że 
dodatek do roztw oru DNA substancji, k tórych oddziaływania typu van 
der Waalsa z zasadami są silne, powodują destabilizację s tru k tu ry  spi
ralnej na zasadzie konkurencji i to w stopniu tym  większym im silniejsze 
są te oddziaływania (26).

IV. Oddziaływania cząsteczek rozpuszczalnika z cząsteczkami DNA

Określając udziały energetyczne poszczególnych sił stabilizujących 
struk tu rę  drugorzędową DNA nie można pominąć w kładu oddziaływań 
grup polarnych i niepolarnych w cząsteczkach DNA z cząsteczkami 
wody.

Jedną z pierwszych hipotez oddziaływania cząsteczek DNA z czą
steczkami wody była sugestia J a c o b s o n a  (32). Po rozpuszczeniu DNA 
w wodzie następuje rozerwanie s tru k tu ry  wody i przegrupow anie s truk 
turalne, w w yniku którego cząsteczki polim eru ściśle dopasowują się do 
spiralnych przestrzeni m iędzywęzłowych w struk turze  wody. Zoriento
wane cząsteczki wody tworzą wiązania wodorowe z grupam i polarnym i 
DNA, k tóre służą jako donory lub akceptory. Pow oduje to stabilizację 
s tru k tu r wodnych przez powierzchnie graniczne m akrocząsteczki i powsta
nie w arstw y hydratacyjnej. Badania H e a r s t a  i V i n o g r a d a  (27) 
potw ierdzałyby przypuszczenia Jacobsona. Z analiz sedym entacyjnych 
wynika, że cząsteczki DNA bakteriofaga T4 w tem peraturze 25° przy 
aktyw ności wody zbliżonej do jedności wiążą około 50-ciu cząsteczek 
wody na nukleotyd.

Również dane m agnetycznego rezonansu jądrowego potw ierdzają po
glądy Jacobsona. Poszerzanie się sygnałów rezonansowych wody i zm niej
szanie się powierzchni pod krzyw ym i sygnałów jest in terpretow ane jako 
efekt uporządkowania sieci wodnej (22). Jednak  dane te sugerują, że za
ledwie drobna ilość wody znajduje się w postaci związanej (22). Dowo
dziłoby to, że powłoki hydratacyjne cząsteczek DNA są raczej niewielkie 
i nie obejm ują dużych obszarów uporządkowanej sieci podobnej do lodu, 
tak jak  to proponuje Jacobson. Badania DNA m etodą spektroskopii w pod
czerwieni nie w ykryły  przesunięcia pasma 4,7 \x w kierunku m niejszych 
długości fal w niskiej tem peraturze (7), czego można by oczekiwać, gdyby 
cząsteczki DNA m iały taki wpływ na s tru k tu rę  wody jak  proponował 
Jacobson.

Na podstawie badań sam odyfuzji wody w roztworach DNA W a n g 
(62) twierdzi, że ilość wody hydratacyjnej wynosi zaledwie 0,35 g na gram 
suchej m asy DNA (tzn. około 6—8 cząsteczek HzO na nukleotyd).
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Analiza sedym entacyjna roztworów DNA przeprowadzona przez P  o - 
u  у e t a i wsp. (49) dowodzi, że solw atacja cząsteczek DNA w decydujący 
sposób zależy od rodzaju kationu soli znajdującej się równocześnie w roz
tworze. Ilość cząsteczek wody związanej przez nukleotyd (Г) jest skrajnie 
m ała w szerokim zakresie molarności w roztworze LiBr. W roztworach 
NaCl i NaBr Г wynosi 8 w niskiej sile jonowej i zmniejsza się ze wzrostem 
stężenia. W roztworach chlorku cezu Г wynosi 0 w niskich stężeniach 
i zwiększa się ze wzrostem stężenia soli, przy stężeniu 3M osiąga m axi- 
m um  (Г =  7) i zmniejsza się stopniowo przy wzroście molarności. W iel
kość uwodnienia nie zależy od m asy cząsteczkowej p repara tu  DNA i jest 
charakterystycznym  param etrem  natyw nej, spiralnej s tru k tu ry  DNA.

Według obliczeń P o u y e t a  i wsp. (49) uwodnienie par GC i AT 
jest różne i wynosi dla GC około 7 cząsteczek wody, a dla AT około 11,5. 
Ta różnica w uwodnieniu par GC i AT mogłaby tłum aczyć zmiany gę
stości właściwej preparatu  DNA w gradiencie chlorku cezu w zależności 
od składu zasad (55).

Analizując właściwości elektryczne DNA О’К  o n s к i (45) wyraża 
pogląd, że dla wyjaśnienia właściwości dielektrycznych i przewodnictwa 
roztworów DNA zbędne jest postulowanie istnienia podobnych do lodu 
powłok hydratacyjnych o grubości setek angstrem ów. Sądzi on, że woda 
hydratacyjna DNA stanowi cienką powłokę o grubości zaledwie kilku 
cząsteczek.

L e w i n  (36) sugeruje, że wiązania hydrofilne są jednym  z głównych 
czynników w arunkujących stabilność stru k tu ry  drugorzędowej DNA. 
W form ie B, tzn. w formie ąuasi-krystalicznej, grupy aminowe adeniny 
i cytozyny w większym rowku cząsteczki DNA oraz grupa aminowa gu- 
aniny w rowku m niejszym  tw orzą wiązania wodorowe z cząsteczkami 
wody. Stabilizujący wpływ tego typu wiązań powinien być obserwowany 
raczej w niskich siłach jonowych, gdyż wzrost siły jonowej powoduje co
raz to większy destrukcyjny wpływ jonów elektrolitu  na s truk tu rę  wody.

Hipoteza L e w i n a  (36) jest o ty le dyskusyjna, że mimo całego 
szeregu doświadczeń nie potwierdzono jego przypuszczeń o w yraźnym  
przesunięciu Tm przy podstawieniu HzO wodą ciężką (DzO). Z drugiej 
strony należy dodać, że w w yniku w ystępowania konkurencyjnych w ią
zań wodorowych między cząsteczkami wody rzeczywista siła wiązań wo
dorowych między grupam i polarnym i w  środowisku wodnym  jest raczej 
mała i entalpia tworzenia się wiązania zmniejsza się do —1,5 kcal/mol 
(44).

Nie jest wykluczone, że większy w pływ  stabilizujący na s truk tu rę  
DNA m ają oddziaływania hydrofobne grup niepolarnych DNA. H a m a -  
g u c h i  i G e i d u s c h e k  (24) w ykazali denaturu jący  wpływ niektó
rych anionów organicznych na DNA, przy  czym w stężeniu 4M efekt 
ten  m aleje w szeregu CCl3COO-  >  CNS-  >  CF3COO-  !> СЮ 4 >  J “ >  
CH3COO-  >  B r- , C l- , СНОГ. W edług tych autorów  aniony byłyby czyn
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nikam i naruszającym i stru k tu rę  wody w pobliżu grup niepolarnych DNA. 
Dawałoby to w efekcie m niejsze oddziaływanie m iędzy zasadami wzdłuż 
łańcucha i w końcu zmiany denaturacyjne.

W rozważaniach nad w pływ em  grup lub cząsteczek niepolarnych 
na struk tu rę  wody przeważa obecnie pogląd, przy jęty  od czasu badań 
F r a n k a  i E v a n s a  (13), że rozpuszczanie cząsteczek niepolarnych 
w wodzie m odyfikuje jej s truk tu rę . W zrasta mianowicie udział labilnych 
s truk tu r o charakterze krystalicznym  na skutek większego stopnia po
wiązania cząsteczek wody wiązaniam i wodorowymi oraz ograniczenia ro 
tacji sąsiadujących cząsteczek wody. Daje to wzrost tendencji do tworzenia 
wokół cząsteczek niepolarnych grup cząsteczek wody o charakterze lo
kalnej s truk tu ry  lodowej. Tego typu  zmiany s tru k tu ry  wody zm niejszają 
entalpię i entropię w obrębie samej s tru k tu ry  (33). Zgodnie z tym i zało
żeniami reakcja 1

sp irala+ HOH -> kłębek • НОН 1

powinna mieć ujem ną wartość entalp ii i dość dużą ujem ną wartość en tro 
pii (26). Jednakże badania prowadzone między innym i przez В u n v i 11 e’a 
i wsp. (4) wykazały, że ten typ reakcji ma dodatnią entalpię (8 kcal/mol 
par zasad) i dużą dodatnią w artość entropii (20 do 30 cal/mol «stop. 
w 25°C). W skazywałoby to na niew ielki udział oddziaływań hydrofobnych 
w energii stabilizującej s tru k tu rę  drugorzędową DNA, jak  sugeruje H a n -  
1 o n (26).

Badając wpływ solw entu na stabilność stru k tu ry  drugorzędowej DNA, 
S i n a n o g l u  i wsp. (56, 57) uzasadnili teoretycznie wpływ rodzaju 
rozpuszczalnika na oddziaływania stabilizujące cząsteczki DNA. Energię 
swobodną przejścia fazowego kłębek spirala (Af 0(h_C) * przedstaw iają 
oni jako sumę składowych (rów nanie 2)

д Р о(н -с) =  A F g - c )  +  Ą F(H -c) +  AF (H -c) +  A F (H -c) 2

W rów naniu tym  AF(bSTc) — różnica w swobodnej energii oddziaływań 
spirala-solw ent i kłębek-solw ent; AF(r)“c ) — zmniejszenie przez solwent 
swobodnej energii oddziaływań m iędzy zasadami wzdłuż łańcucha; 
A F|cfc) — różnica między swobodną energią potrzebną do utw orzenia 
klatk i w struk turze wody dokoła spirali i energią swobodną potrzebną 
do utworzenia dwóch klatek dokoła kłębków w danym  roztworze; 
FA(vfc* — swobodna energia przejścia s p i r a l a k ł ę b e k  w próżni.

Badając wpływ różnych solwentów na wielkość poszczególnych skła
dowych S i n a n o g l u  i A b d u l n u r  (56) stw ierdzili, że wielkość 
^ F ((r)_c) jest względnie m ała i praw ie niezależna od rodzaju solwentu. 
W artość AF[*oc) jest energetycznie duża i pochodzi głównie z oddziały
wania kłębków z cząsteczkami solwentu, podczas gdy energia oddziały

* S ym bolika  pochodzi z p racy  S i n a n o g l u  i A b d u l n u r a  (56).
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wania spirali z rozpuszczalnikiem jes t względnie mała. Oczywiście, wiąże 
się to z większym uwodnieniem  kłębków niż spirali. W artość A F (^ C) 
jest również praw ie niezależna od solwentu. Wielkość AF[crc) jest względ
nie duża i zdecydowanie zależy od rodzaju solwentu. Pochodzi ona z ko
nieczności powiększenia powierzchni k latki w struk tu rze  solwentu, aby 
zmieścić nici polinukleotydowe w postaci kłębków. W artość ta zmienia 
się z — 38 kcal/mol par zasad w wodzie do — 12 kcal/mol w alkoholu 
m etylowym . W edług S i n a n o g l u  i A b d u l n u r a  (56) zmiany w iel
kości A F S " C) pochodzą raczej ze zmian entalpii niż ze zmian entropii.

Ogólnie można sądzić, że duże w artości entalpii przegrupowania czą
steczek wody tworzących klatkę decydują o stabilności s tru k tu ry  drugo- 
rzędowej DNA w wodzie. Destabilizujący efekt takich rozpuszczalników 
jak  alkohol etylowy, form am id czy pochodne glikolu etylenowego po
chodzi ze zmniejszonych wielkości entalpii tworzenia k latk i w tych roz
puszczalnikach.

V. Elektrostatyczne oddziaływania pomiędzy grupami fosforanowymi

Badanie w pływu jednow artościowych kationów na term iczną stabilność 
s truk tu ry  drugorzędowej DNA pozwoliło stwierdzić, że tem peratura  top
nienia DNA (Tm) rośnie w przybliżeniu proporcjonalnie ze wzrostem

dTm
logarytm u stężenia kationu (10, 54). W spółczynnik tem peraturow y

waha się w zakresie 15—20°C. Zm iany siły jonowej zm ieniają również 
w istotny sposób właściwości hydrodynam iczne roztworów DNA. Wraz 
ze zmniejszeniem się siły jonowej od 0Д5М do 0,0002M NaCl F r i s m a n
i wsp. (17) obserwowali zwiększenie się wartości lepkości istotnej (л) DNA 
od wartości (rj)X10~2 =  70 dla 0Д5М NaCl do (rj)X10"2 =  1100 dla roz
tw oru DNA w 0,0002M NaCl. Działanie stabilizujące kationów polega 
głównie na ekranow aniu ujem nych reszt fosforanowych i zmniejszeniu 
tym  samym swobodnej energii elektrostatycznej kulombowskiego od
działywania między łańcucham i polinukleotydów (10, 11, 34, 37, 39, 54). 
W niskich siłach jonowych cząsteczki DNA są rozciągnięte w wyniku 
odpychania ujem nie naładow anych reszt fosforanowych (11) i stosunkowo 
łatwo ulegają wówczas denaturacji (37). W m iarę wzrostu elektrosta
tycznego osłaniania ujem nie naładow anych grup przez kationy, cząsteczki 
DNA przyjm ują pofałdowaną, bardziej term odynam icznie prawdopodobną 
konfigurację (11). W ydaje się, że tego typu zjawisko obserwował I n m a n
(30), k tóry stw ierdził, że długość cząsteczek DNA faga mierzona w m ikro
skopie elektronow ym  zależy od siły jonowej roztworu, z którego nano
szono preparaty  na film  z cytochromu. Długość cząsteczki DNA nano
szonej z wody wynosiła 17,2 ц, podczas gdy p reparaty  DNA nanoszone 
z fazy zawierającej 0,1M octanu sodu lub 0,1M NaCl wykazywały odpo
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wiednio 13,6 i 10,8 ц. O podobnych spostrzeżeniach donieśli również L a n g
i wsp. (35). „

Podstaw y teoretyczne elektrostatycznych oddziaływań jonów ze zjo- 
nizowanymi grupam i polielektrolitów wywodzą się z klasycznej teorii 
D e b y e ’ a i H u c k e l a .  Obliczyli oni potencjał wokół ładunku punk
towego w przypadku istnienia atm osfery jonowej.

Z równania wyrażającego zależność między ty a gęstością ładunku 
(równanie 3):

4 лA t y = -  —  3

gdzie: A — oznacza operator Laplace’a, D — stałą dielektryczną, q — gę
stość ładunku, można otrzym ać podstawowe równanie D ebye’a i Huckela 
zwane również równaniem  Boltzmanna-Poissona. Rozwiązaniem również 
jest szereg, z którego Debye i Huckel uwzględnili dwa pierwsze wyrazy 
(równanie 4):

ezi4 =  - — * 4

[ 4ле2 l 1̂ /2
—kT Л П^  ' 6 — Z dunek elem entarny; n ; — stężenie jo

nów w 1 cm3; Z;— wartościowość jonu.
K o t i n  (34) trak tu jąc  DNA jako liniowy polielektrolit, w którym  

ujem ne ładunki reszt fosforanowych są zastąpione przez jeden ciągły 
ładunek równom iernie rozmieszczony na powierzchni cylindrycznej czą
steczki, określił wielkość energii elektrostatycznej jako AFe =  ety i za
leżność m iędzy AFe a siłą jonową (M) w yraził w rów naniu 5:

_*_ =  Cl- c 2 logM 5

gdzie: c: i c2 stałe niezależne od tem peratury , równe odpowiednio 0,3
i 0,6.

Bardziej złożony model oddziaływania jonów na ładunki reszt fosfo
ranow ych zaproponowali S c h i l d k r a u t  i L i f s o n  (54). W modelu 
tym  ładunki reszt fosforanowych są rozłożone w sposób nieciągły, a ty 
oblicza się jako funkcję odległości między ładunkam i na obydwu niciach 
polinukleotydowych (r — Г;) (równanie 6):

ty(r) = (̂ 5-) J j  exp {-*Іг- гі|}/Іг- гз| 6

Sumowanie przeprowadzono dla 56 grup fosforanowych przyjm ując, że 
oddziaływanie grupy fosforanowej jednej nici na reszty fosforanowe
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drugiej nici rozciąga się na odległość 93 A. Energia elektrostatyczna 
AFe na jeden mol par zasad obliczona w edług równania (7):

AFe =  — X2e\|j 7

(gdzie A jest ułam kowym  ładunkiem  0,22 elektronów na resztę fosfora
nową) jest liniową funkcją Tm. Z nachylenia tej prostej S c h i l d k r a u t
i L i f s o n (54) obliczyli wartość entalpii (AH°) przejścia spirali w kłębek 
w wypadku nie występowania oddziaływań elektrostatycznych. W artość 
AH° wahała się w zakresie 1,5 do 2,8 kcal/mol par zasad i jest zbyt mała 
w porównaniu z wartością eksperym entalną (8 kcal/mol par zasad).

Dopiero uwzględnienie dalszych wyrazów szeregu będącego rozwiąza
niem równania 3 może dać dobrą zgodność teorii z w ynikam i ekspery
m entalnym i. W ten sposób M a c  G i l l i v r a y  i Mc  M u l l e n  (39) 
obliczyli swobodną energię elektrostatyczną dla kłębka i spirali, i w re 
zultacie dla polim eru dAT : dAT otrzym ali bardzo dobrą zgodność z w y
nikami eksperym entalnym i I n m a n  i B a l d w i n a  (31).

VI. Energia swobodna przejścia spirala-kłębek

Wielkość energii swobodnej reakcji przejścia spirala-kłębek jest m iarą 
trwałości jednej z form  DNA.
Równanie 8

AF =  A H -T A S 8

odzwierciedla tendencje układu do przejścia w stan o niższej energii 
oraz w stan mniej uporządkowany. AF, АН i AS są różnicami odpowiedniej 
energii swobodnej, entalpii i entropii kłębka i spirali. Jeżeli AF >  0 czą
steczki DNA znajdują się w postaci spiralnej, gdy AF <C 0 trw ały  jest 
stan kłębka. W tem peraturze, w której AF =  0, form a spiralna i kłębek 
są w stanie term odynam icznej równowagi. P rzy jm uje się, że jest to tem 
peratura topnienia, Tm  (54). AF można rozbić na składowe zależne i nie
zależne od siły jonowej (równanie 9):

AF =  AF0+ A F e 9
gdzie: AFe jest swobodną energią elektrostatyczną kulombowskiego odpy
chania pomiędzy resztam i fosforanowymi, a AF0 jest sumą pozostałych 
oddziaływań, k tóre w przybliżeniu nie zależą od siły jonowej. Teoretyczne 
obliczenia (54, 63) wykazują, że wielkość AFe jest ujem na i mieści się 
w granicach kilkuset kalorii na mol par zasad. W roztworach o sile jonowej 
zbliżonej do zera AFe ^  — 0,4 kcal/mol par zasad (54). AFe zmniejsza 
się ze wzrostem siły jonowej i w dostatecznie dużych stężeniach elektroli
tów można napisać AFe =  0. W tych w arunkach AF =  AF0.

Oznaczona w artość AF wynosi + 1  kcal/m ol par zasad (63) i dla AFC =  
=  0, równa jest sumie energii swobodnych oddziaływań niezależnych od
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siły jonowej. Ta niewielka wartość energii swobodnej reakcji przejścia 
spirala -> kłębek w arunkuje stabilność spirali DNA w w arunkach fizjo
logicznych a równocześnie umożliwia zmiany struk tu ra lne  niezbędne dla 
procesów replikacji i transkrypcji.
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IRENA SZUMIEL *

Regulacja translacji genów u zwierząt 

Regulation of Gene Translation in Animals

R ecen t ad v an ces  in th e  stu d ies  on th e  m ech an ism  of reg u la tio n  of the  t r a n s la 
tion  p rocess  a re  rev iew ed  and  d iscussed.

Badania przeprowadzone w ostatnich latach istotnie wzbogaciły wie
dzę o procesie translacji genów. Niektóre problem y związane z tym i ba
daniam i omówiono w ostatnich zeszytach Postępów Biochemii (20, 26). 
W toku poznawania mechanizmu translacji coraz większe zainteresowanie 
zaczęło budzić zagadnienie regulacji tego procesu. Powodem tego był 
m iędzy innym i fakt, że ogólnie przyjęty  schem at regulacji biosyntezy 
białka zaproponow any przez J a c o b a  i M o n o d a  (33), zakładający 
odw racalne blokowanie transkrypcji genów, nie tłum aczył w w ystarcza
jący sposób wyników niektórych doświadczeń, przeprowadzonych za
równo na bakteriach jak i na organizmach wielokomórkowych. Dlatego 
też w ysunięto nowe hipotezy (8, 3, 82), przew idujące, że represja i in
dukcja genów zachodzi na poziomie ich translacji. W oparciu o takie 
założenie można wyjaśnić wiele spostrzeżeń z zakresu genetyki bakterii 
(58). W ydaje się jednak, że u eukariontów, u których procesy transkrypcji
i translac ji są oddzielone przestrzennie, zwłaszcza zaś u organizmów wie
lokomórkowych, mechanizmy regulacyjne są bardziej złożone i z pewno
ścią obejm ują oba te procesy. W organizmach wielokomórkowych bardzo 
precyzyjnej regulacji podlegają zarówno rodzaj i ilość cząsteczek posz
czególnych białek, jak  i szybkość ich syntezy (40). Początkowo sądzono, 
że na poziomie translacji kontrolowana jest szybkość biosyntezy białka, 
natom iast proces transkrypcji decyduje o tym, jakie białka i w jakiej 
ilości zostaną wytworzone. Jednakże wiele danych świadczy o tym, że

* D r, Z ak ład  R adiobiologii i O chrony  Z drow ia , In s ty tu t B adań  Jąd ro w y ch , 
W arszaw a.

'W y k a z  sto so w an y ch  sk ró tów : R FC  — rozpuszczalna  f r a k c ja  cy top lazm atyczna , 
A C PC  — k w as i-a m in o cy k lo p en tan o k a rb o k sy lo w y .
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nie tylko transkrypcja lecz i translacja genów może zachodzić wybiórczo. 
W niniejszym  artykule  zostaną omówione wyniki niektórych doświadczeń, 
na podstawie których sform ułowano ostatnio hipotezy dotyczące mecha
nizmów regulacji procesu translacji genów.

1. R egu lac ja  szybkości p rocesu  tr a n s la c ji

Teoria Jacoba i Monoda zakłada, że w komórce baktery jnej o szybkości 
biosyntezy białka decyduje — przy stałej ilości rybosomów — ilość mRNA 
a zatem reakcja komórki na bodźce zewnętrzne, wyw ołujące zmiany w ilo
ści produkowanych białek następuje na poziomie transkrypcji. Założenie 
to jest prawdopodobne wobec stosunkowo niewielkiej złożoności aparatu 
genetycznego bakterii. Należy się jednak spodziewać, że u zwierząt, ze 
względu na bogactwo inform acji genetycznej, zmiana szybkości biosyntezy 
białka pod wpływem  takich bodźców jak  np. w ahania stężeń am inokwa
sów i substratów  przem ian dostarczających energii może zachodzić nie
zależnie od ilości mRNA powstającego w jądrze komórkowym.

Świadczą o tym  między innym i badania v o n  d e r  D e c k e n  (13, 14), 
która spostrzegła, że zmiana diety z bezbiałkowej, o dużej zawartości 
węglowodanów, na wysokobiałkową powoduje u szczurów zwiększoną 
o 60—80% i niezależną od w pływu aktynom ycyny D syntezę białek. Z ja
wisko to można zaobserwować in vitro zarówno w preparatach  rybosomów 
jak  i mikrosomów; w ykazuje ono zależność od ilości rozpuszczalnej frakcji 
cytoplazm atycznej — RFC — (supernatant po w irow aniu przy 165 000 g) 
dodanej do układu bezkomórkowego (rysunek 1).

R ys. 1. W pływ  zaw arto śc i rozpuszczalnej f ra k c ji cy to p lazm aty czn e j (RFC) w  u k ła 
dzie bezkom órkow ym  z w ą tro b y  szczura na w łączan ie  14C -leu cy n y  do b ia łek  w g (15) 
Szczur hodow any: na d iecie w ysokob iałkow ej — Д, na d iecie bezbiałkow ej, w ęglow odano

w ej — A
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V o n  d e r  D e c k e n  (15) oddzieliła niskocząsteczkowe składniki 
tej frakcji przez sączenie m olekularne na żelu Sephadex G-25, a na
stępnie zbadała ich wpływ na aktyw ność rybosomów. Stw ierdziła ona, że 
w  regulacji procesu translacji uczestniczą GTP i GSH. Z wykresów za
leżności biosyntezy białka od stosunku ilości białka RFC do RNA rybo- 
somowego można wywnioskować, że względny wzrost biosyntezy białka 
pod wpływem  GTP w układach bezkomórkowych otrzym anych z w ą
troby  jest większy u szczurów hodowanych na diecie węglowodanowej, bez- 
białkowej niż na diecie wysokobiałkowej. Natom iast GSH w yraźniej przy
spiesza translację w układzie przygotowanym  z w ątroby szczurów otrzy
m ujących dietę wysokobiałkową (rysunek 2a, b) zaś jednoczesne dodanie 
tych  związków powoduje w przypadku obu diet znaczne pobudzenie w łą
czania aminokwasów do białek (rysunek 2c)

mg białka RFC / mg RNA rybosomowego

R ys. 2. W pływ  zaw artośc i rozpuszczalnej f r a k c ji  cy top lazm atyczne j (RFC) p o d d a 
n e j sączen iu  m o lek u la rn em u , o raz  G T P  i G SH  na  w łączan ie  14C -leucyny  do b ia łek  

w  uk ładz ie  bezkom órkow ym  z w ą tro b y  szczura w g (15)
Szczur hodow any: na diecie w ysokobiałkow ej — Д , na d iecie bezbiałkow ej, w ęglow odano

w ej — A
a — układ bez dodatków , b — układ z dodatkiem  10 mM GSH, с — układ z dodatkiem  10 mM

GSH i 0,1 mM GTP

Zwiększenie stężenia GTP do 0,5mM nie zmieniło przebiegu obserwo
wanych zjawisk a ilość 14C-leucyny włączanej do białek była niższa w ukła
dzie przygotowanym  z w ątroby szczura hodowanego na diecie bezbiałko
wej. Poddanie sączeniu m olekularnem u frakcji mikrosomowej powodowa
ło obniżenie włączania aminokwasów o 30—40°/o w przypadku układu 
z w ątroby szczurów hodowlanych na diecie wysokobiałkowej, natom iast 
w bardzo niewielkim  stopniu wpływało na aktywność układu z w ątroby 
szczurów będących na diecie węglowodanowej. Sugerowałoby to istnienie 
w mikrosomach szczurów otrzym ujących pożywienie białkowe jakiegoś 
czynnika aktyw ującego proces translacji. Dodanie do układu GTP łącznie
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z mieszaniną aminokwasów powoduje w przypadku obu diet zwiększenie 
syntezy do poziomu wyższego niż w układzie, którego składników nie 
poddawano sączeniu m olekularnem u (tablica 1)

Tablica 1

Włączanie 14C-leucyny do białek w układzie bezkomórkowym z wątroby szczurów 
hodowanych na diecie węglowodanowej — bezbiałkowej (A) i wysokobiałkowej (B)

wg (15)

Składniki układu Dodatek GTP 
do układu

Włączanie 14C-leucyny 
imp/min/100 mg 

RNA mikroskopowego B/A

A В

Mikrosomy, RFC* 4- lub — 11 400 20 800 1,82
Mikrosomy po sączeniu
molekularnym, RFC +  lub — 10 200 12 900 1,26
Mikrosomy i RFC po
sączeniu molekularnym - 8 000 12 200 1,52

+
+  oraz miesza
nina aminokwa-

14 200 14 900 1,05

kwasów 19 800 24 200 1,22

* RFC— rozpuszczalna frakcja cytoplazmatyczna

W yniki zaw arte w tablicy 1 świadczą, że GTP jest nie tylko źródłem 
energii zużywanej w procesie translacji, ale również jego regulatorem . 
Sugerują one, że stosując sączenie m olekularne RFC i dodatek GTP można 
zmienić wydajność procesu translacji in vitro, określoną w kom órkach 
przez rodzaj diety.

Jak  już wspomniano uprzednio, von der Decken uzyskała takie same 
wyniki dla mikrosomów jak i dla rybosomów. Można zatem  przypuszczać, 
że badane przez nią czynniki regulujące są składnikam i rozpuszczalnej 
frakcji cytoplazm atycznej.

Doświadczenia w ykonane w pracowni Hoaglanda świadczą o w ystę
powaniu czynnika regulującego szybkość procesu translacji również w re- 
tikulum  endoplazmatycznym . Czynnik ten  w ykryto, porów nując in ten
sywność biosyntezy białka w norm alnej i regenerującej w ątrobie szczura
(31); okazało się, że po usunięciu części w ątroby następuje zwiększenie 
syntezy białka, mimo że liczba i rozmieszczenie polirybosomów nie zmie
niają się w porównaniu z norm alną w ątrobą, przy czym zwiększenie to 
obserw uje się tylko w polirybosomach związanych z retiku lum  endoplaz
m atycznym , a zatem w tych, które w nienaruszonej kom órce w ytw arzają
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białko (28,29). Nasunęło to przypuszczenie, że w retikulum  zaw arty jest 
inhibitor, którego aktywność zanika w regenerującej w ątrobie (rysu
nek 3).

R ys. 3. B iosynteza b ia łk a  w  u k ład ac h  bezkom órkow ych  z w ą tro b y  szczura z do 
d a tk iem  i bez d o d a tk u  G T P  w g (31) 

a) układ z w ątroby norm alnej — • .  b) układ z w ątroby regenerującej — O. x — układy a i b
zm ieszane w  stosunku 1 : 1

W ykryty przez Hoaglanda inhibitor ma charakter lipoproteidu, czyn
nego w obecności GSSG. Ulega on inaktyw acji pod wpływem  związków 
z grupą-SH, a jak  widać na rysunku 3 GTP częściowo znosi jego wpływ 
na translację. Hoagland przypuszcza, że w norm alnych komórkach w ą
troby czynnik ten zmniejsza szybkość odczytywania inform acji genetycz
nej oddziały wuj ąc na enzymy przenoszące reszty aminoacylowe z tRNA 
na w ydłużający się łańcuch peptydow y. Z dalszych badań grupy Ho
aglanda (70) wynika, że wzrost szybkości syntezy białka obserwowany in 
vitro w regenerującej wątrobie, a poprzedzający wzmożoną syntezę RNA 
spowodowany jest z jednej strony niższą aktyw nością inhibitora lipo- 
proteidowego, z drugiej zaś strony zmniejszonym  uwalnianiem  przez li- 
zosomy enzymów litycznych, które mogą rozkładać składniki rybosomów.
O ile w ydaje się prawdopodobne, że inhibitor lipoproteidowy działa rów 
nież in vivo i stanow i składnik system u regulującego ogólną szybkość 
biosyntezy białka na poziomie translacji, to trudno jest na podstawie 
dotychczas uzyskanych badań ocenić wpływ hydrolaz lizosomowych na 
ten proces in vivo.

Zmiany zdolności rybosomów do włączania znakowanych am inokwa
sów do białek w układach bezkomórkowych obserwowali również К  e r r, 
C o h e n  i W o r k  (34). W ykazali oni, że układ bezkomórkowy zawie
rający rybosomy i supernatant z kom órek raka puchlinowego Krebs II 
myszy syntetyzuje białko z różną intensywnością, zależnie od sposobu 
przem ywania i w arunków  inkubacji kom órek przed przygotowaniem 
układu. . £ |

Przem ycie kom órek zbuforowanym  roztworem  soli fizjologicznej 
w tem peraturze pokojowej powoduje 2—3 krotne obniżenie aktywności 
układu syntetyzującego białko w porów naniu z układem  otrzym ywanym
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z komórek przem yw anych tym  samym  roztworem  w tem peraturze 0°. 
Jak  w ynika z danych zestawionych w tablicy 2 jest to spowodowane 
zmianą aktyw ności rybosomów.

Tablica 2

Wpływ przemywania i inkubacji komórek raka puchlinowego Krebs II myszy na in
tensywność biosyntezy białka in vitro wg (34)

Rybosomy z komórek Supernatant 
z komórek

Włączanie L-l4C-fenylo- 
alaniny imp/min/2 mg 
białka rybosomowego

przemytych w temp. 0° przemytych w 860
temp. 0°

99 przemytych w 870
temp. pokojowej

przemytych w temp. pokojowej 99 358
przemytych w temp. pokojowej przemytych w 750
i inkubowanych w pożywce temp. 0°
Earle’a 37° 20 min.
jak wyżej bez glukozy ” 295

Jednakże niekorzystny wpływ przem ywania kom órek w tem peraturze 
pokojowej można znieść przez następne inkubowanie ich w 37° przez co 
najm niej 20 m inut w pożywce Earle’a a zatem  w środowisku zaw ierają
cym 0,2% glukozy. Inkubacja w tejże pożywce pozbawionej glukozy nie 
przyw raca aktyw ności rybosomów.

Intensyw na przem iana glukozy dodanej do środowiska mogłaby po
średnio powodować między innym i zwiększenie stężenia GTP w komórce, 
a związek ten zgodnie z wynikam i doświadczeń von der Decken i Ho- 
aglanda w yw ierałby wpływ na szybkość translacji. Przypuszczenie to 
wym aga jednak potw ierdzenia w toku bardziej szczegółowych badań.

K e r r ,  C o h e n  i W o r k  (34) w yjaśnili, że zmiany w aktyw ności 
układu syntetyzującego białko w tym  doświadczeniu nie są wyw ołane wa
haniam i ilości mRNA w komórkach, ponieważ dodanie aktynom ycyny 
D do inkubowanej m ieszaniny nie wpływało na przebieg biosyntezy. 
Ponadto taka sama była ilość mRNA ekstrahowanego z rybosomów ak tyw 
nych i nieaktyw nych, oznaczana na podstawie pobudzenia włączenia 
L-14C-leucyny do białka w układzie bezkomórkowym  z retikulocytów  
królika. Nie stw ierdzono też degradacji mRNA pochodzącego z komórek 
przem ywanych w tem peraturze pokojowej.

Omówione tu  dane zaczerpnięte z trzech prac w ykonanych w różnych 
układach doświadczalnych prowadzą do wspólnego wniosku, że kompleks 
mRNA-rybosom może występować w postaci aktyw nej lub nieaktyw nej, 
a aktyw acja jego zależy między innym i od zasobów energetycznych ko
mórki.
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2. W pływ  horm onów  na translację genów

W ydaje się obecnie, że działanie horm onu na kom órkę polega na odblo
kowaniu części jej genomu a zatem  spowodowaniu syntezy nowych ry 
bosomów oraz nowych rodzajów mRNA, a następnie odpowiadających 
im białek (84). Jednakże coraz więcej danych wskazuje, że wpływ taki 
nie jest w yw ierany bezpośrednio oraz, że nie jest to jedyny sposób dzia
łania hormonów (27, 40, 84); wiele spośród nich zwiększa włączanie zna
kowanych aminokwasów do białek in vitro naw et po dodaniu aktyno- 
m ycyny D w stężeniu w ystarczającym  do całkowitego zaham owania syn
tezy RNA. Oznacza to, że wzmożona synteza białek następuje  z wyko
rzystaniem  mRNA wytworzonego już przed wniknięciem  horm onu do 
komórki. Zjawisko to stwierdzono m iędzy innym i dla horm onu wzrosto
wego (53), ACTH (19), horm onu luteinizującego (22), insuliny (17) i hor
monów tarczycy (41, 73, 74, 75, 76). Można zatem  przypuszczać, że horm o
ny w yw ierają wpływ zarówno na proces transkrypcji jak  i translacji.

Dla badań nad regulacją procesu translacji interesujące są zwłaszcza 
wyniki doświadczeń prowadzonych nad 4 hormonam i: insuliną, hormonem 
wzrostowym, estradiolem  i hydrokortizonem .

W pływ insuliny na przebieg translac ji jest szczególnie wyraźny. Ilu
stru ją  to wyniki pracy  W o o l a  i M o y e r a  (92) w pełni potwierdzające 
wnioski E b o u e - B o n i s a  i wsp. (17). Jak  w ynika z danych zesta
wionych w tablicy 3, wzrost syntezy białka w izolowanej przeponie szczura 
pod wpływem  insuliny jest w niew ielkim  tylko stopniu ham owany przez 
aktynom ycynę D. W o o 1 i C a v i c c h i  (90) stw ierdzili też, że puro- 
m ycyna lub cykloheksimid mogą całkowicie znieść w pływ  insuliny na 
włączanie tRNA -14C-fenyloalaniny do białek.

Tablica 3

Wpływ aktynomycyny D i insuliny na włączanie 14C-glicy- 
ny do białek izolowanej przepony szczura wg (92)

Dodane do 
środowiska 
inkubacji

Radioakty
wność białek 
imp/min/mg

Zahamowa
nie aktyno- 

mycyną
°//0

Pobudzenie
insuliną

V/0

_ 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 stw ierdzeniu w pływu insuliny na translację W o o l  i C a v i c c h i
(90) próbowali spowodować zwiększenie syntezy białka za pomocą insu
liny w układzie bezkomórkowym; pobudzenie tej syntezy obserw uje się 
jednak tylko w tedy gdy hormon działa na całe, nieuszkodzone komórki. 
Nasuwa się oczyw iście— przez analogię z omówioną już pracą K e r r a
i wsp. (34) — wniosek, że insulina pobudza biosyntezę białka w następstw ie 
oddziaływania na transport glukozy i aminokwasów. Jednakże okazało 
się, że wpływ insuliny na biosyntezę białka nie jest zależny od zwiększo
nego transportu  tych związków do w nętrza kom órki (49, 71, 89, 91). 
W o o l  i C a v i c c h i  (90) przypuszczają zatem, że w ciągu kilku m inut 
po podaniu insulina powoduje syntezę jakiegoś białka, które spełnia rolę 
właściwego czynnika regulującego proces translacji. Takie w yjaśnienie 
wymaga przyjęcia możliwości swoistego i odwracalnego blokowania tran s
lacji odpowiednich cząsteczek mRNA, skoro akty nomy cyna D nie znosi 
działania horm onu na syntezę białka, jednakże założenie to nie tłum aczy, 
dlaczego odblokowanie mRNA pod wpływem  insuliny może mieć miejsce 
tylko w nienaruszonej komórce.

Nieco światła na rolę hipotetycznego białka powstającego pod w pły
wem insuliny rzucają dalsze badania grupy W o o 1 a (83). Badacze tej 
grupy zwrócili uwagę na fakt, że w m ięśniach szkieletowych szczurów, 
u których wywołano cukrzycę alloksanową znajduje się znacznie mniej 
dużych polirybosomów, a więcej małych — niż u zw ierząt zdrowych. Po
dobne skutki w yw ołuje 96-godzinne głodzenie a także podanie cyklohek- 
simidu. Norm alną ilość dużych polirybosomów można przywrócić w strzy
kując zwierzętom cukrzycowym  insulinę, natom iast jednoczesne podanie 
insuliny i cykloheksimidu nie powoduje pow rotu do stanu normalnego. 
Obserwacje te ilustru je  rysunek 4.

70
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Współczynniki sedymentacji polirybosomów S°0, w

R ys. 4. W spó łczynn ik i sed y m en tac ji po lirybosom ów  z m ięśn i szk ie le tow ych  szczura
w g dan y ch  z (83)

1 — szczury norm alne, 2 — z cukrzycą alloksanow ą, 3 — z cukrzycą alloksanow ą po podaniu
insuliny
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Okazało się również (61), że rybosom y z m ięśnia sercowego szczurów 
z cukrzycą alloksanową m ają zmniejszoną zdolność translacji kwasu po- 
liurydylow ego w porównaniu z rybosomami otrzym anym i z serc zdrowych 
zwierząt. Podanie insuliny szczurom cukrzycowym  przyw raca rybosomom 
norm alną aktywność. W ydaje się zatem, że brak insuliny pozbawia ko
m órki czynnika niezbędnego do przyłączenia mRNA przez rybosomy. 
Następstwem  tego jest rozpad polirybosomów na mono-, di- i trim ery, 
co z kolei powoduje zmniejszenie szybkości translacji. Jak  w ynika z ba
dań  S c h w a r t z a  i A m o s a  (69) insulina zmienia aktywność rybo
somów nie tylko w mięśniach szkieletowych: w kom órkach zarodka ku
rzego hodowanych w samej tylko pożywce Eagle’a bez surowicy, synteza 
białka ulega zahamowaniu, jednakże nie obserwowano przy tym  rozpadu 
polirybosomów (72). Dodatkiem insuliny można syntezę białka pobudzić, 
jakkolw iek w m niejszym  stopniu niż przez dodanie 3%  surowicy. Z do
świadczenia tego, którego rezultaty  zestawiono w tablicy 4 wynika zatem,

Tablica 4

Wpływ insuliny na aktywność rybosomów w układach bezkomórkowych otrzymanych 
z fibroblastów zarodka kurzego wg (69)

Układ z komórek 
hodowanych w:

RNA
informacyjny

Włączanie l łC-fenyloalaniny 
imp/min/200 (xg RNA rybosomowego

1. pożywce Eagle’a endogenny 113±9 129 ±13 115 ±  6
poli U 139± 7 184±11 147 ±  6

2. pożywce Eagle’a endogenny 156± 3 204 ±  9 158 ±10
z dodatkiem in
suliny poli U 236 ± 22 310± 9 272±33

3. pożywce Eagle’a endogenny 239 ±15 321 ± 26 204 ±  1
z dodatkiem 3%
surowicy poli U 385 ±15 525 ± 22 375 ±17

że oprócz insuliny na aktywność rybosomów w pływ ają również jakieś 
niezidentyfikow ane składniki surowicy, być może inne hormony. Praw do
podobnie jednym  z nich mógłby być horm on wzrostowy, bowiem K o r 
n e  r (35, 36) stw ierdził zmniejszoną zdolność do syntezy białka in vitro  
w przypadku rybosomów z w ątroby szczurów, k tórym  usunięto przysadkę 
mózgową. Dalsze jego badania (37) wykazały, że w ątroba takich szczurów 
zawiera mniej polirybosomów, a więcej pojedynczych rybosomów niż 
w ątroba szczurów kontrolnych. Zjawiska tego nie można przypisać w y
łącznie zmniejszeniu syntezy mRNA, ponieważ obserwowano je również 
po podaniu aktynom ycyny D (37, 38 39). К  o r n e r (40) stw ierdził rów 
nież mniejsze włączanie 14C-lizyny po dodaniu kwasu poliadenylowego do 
układu bezkomórkowego z w ątroby szczurów pozbawionych przysadki 
w  porównaniu ze szczurami, którym  podawano hormon wzrostowy, można
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zatem sądzić, że horm on ten  — podobnie jak  insulina — wpływa na zdol
ność rybosomów do przyłączania mRNA i odczytywania zaw artej w nim 
inform acji genetycznej. Zmniejszoną zdolność rybosomów do przeprow a
dzenia translacji można przywrócić dodając duży nadm iar supernatan tu  
otrzym anego po odwirowaniu rybosomów (40); fak t ten potwierdza 
wnioski v o n  d e r  D e c k e n  (15) co do w pływ u rozpuszczalnych skład
ników cytoplazm atycznych na przebieg translacji. Nie stwierdzono, czy 
obserwowana po dodaniu omówionych hormonów wzmożona synteza bia
łek in vitro  poprzedzająca syntezę RNA jest w ynikiem  translacji wszyst
kich dostępnych rodzajów mRNA, czy też tylko niektórych spośród nich. 
Ponieważ jednak horm ony w yw ołują często swoiste zm iany fizjologiczne 
w poszczególnych tkankach wcześniej niż indukcję nowych enzymów, 
można się spodziewać, że obserwowane zmiany są następstw em  w pływ u 
na translację tylko niektórych rodzajów mRNA. Nie wyklucza to od
działywania hormonów na ogólną szybkość translacji.

O możliwości w yw ierania przez niektóre horm ony wybiórczego w pły
wu na translację świadczą wyniki doświadczeń G r u b e r a  (25), k tóry  
badał wpływ 17P-estradiolu na biosyntezę fosfowityny — składnika żółtka 
ja ja  kurzego. Jest to białko powstające w w ątrobie niosących się kur. 
Podanie estradiolu może spowodować syntezę fosfowityny w w ątrobie 
koguta. Po upływ ie około 20 godzin od chwili w strzyknięcia horm onu 
fosfowityna pojawia się w osoczu koguta i ilość jej rośnie przez 60 godzin 
aż do osiągnięcia w artości m aksym alnej, w prost proporcjonalnej do dawki 
estradiolu, a następnie spada. Nie obserw uje się jednocześnie zmian za
wartości innych białek osocza. Podanie aktynom ycyny D nie później niż 
w 8  godzin po w strzyknięciu horm onu całkowicie ham uje syntezę fosfo
wityny. Oznacza to, że hormon powoduje w w ątrobie koguta transkrypcję  
mRNA odpowiadającego tem u białku. Jeżeli jednak w 100 godzin po 
pierwszej porcji estradiolu w strzyknąć drugą — zachodzi ponowny wzrost 
ilości fosfowityny w osoczu przy czym następuje on znacznie szybciej niż 
poprzednio i tym  razem jest niezależny od podania aktynom ycyny D. 
Sugeruje to, że druga porcja estradiolu działa na poziomie translacji po
wodując wybiórcze odblokowanie mRNA odpowiadającego fosf owity nie.

Niedawno opublikowana praca M o s с o n у i wsp. (57) rozpatru je  
podobny przypadek, w którym  wpływ horm onu na translację jest w tórny 
względem transkrypcji, w yw ierany pośrednio i wybiórczy względem okre
ślonego mRNA. Przedm iotem  tej pracy jest indukcja horm onalna synte- 
tazy glutaminowej (ЕС 6.3.1.2) w hodowlach siatkówki z zarodka kurzego. 
Ilość tego enzymu bardzo szybko w zrasta począwszy od 16 dnia rozwoju 
zarodka tj. w okresie różnicowania się siatkówki. W zrost ten  a jednocześ
nie rozpoczęcie różnicowania można spowodować we wcześniejszym etapie 
rozwoju dodając do pożywki hydrokortyzonu lub innego ^P-hydroksy- 
kortykosterydu. M o s c o n a  i wsp. (57) badając ten proces stw ierdzili, 
że zachodzi on następująco. W pierwszym  etapie indukcji następuje synte

http://rcin.org.pl



[11] R E G U LA C JA  T R A N S L A C JI GENÓW 5 75

za trwałego mRNA, najprawdopodobniej odpowiadającego syntetazie glu
tam inowej a zatem  horm on działa na proces transkrypcji. Jak  widać na 
rysunku 5 — w czasie pierwszych czterech godzin po podaniu hormonu 
aktynom ycyna D ham uje syntezę enzymu, zaś cykloheksimid w tym  sa
m ym  czasie nie w yw iera jeszcze żadnego wpływ u na ten  proces. Na
stępnie — po upływie 4 godzin — zachodzi synteza enzymu z w ykorzysta
niem  nagromadzonego zapasu mRNA, hamowana przez cykloheksimid. 
Synteza ta pozostaje pod kontrolą 2 czynników — najprawdopodobniej 
białkowych, gdyż ich działanie zależne jest od syntezy RNA wykazującej 
różną wrażliwość na aktynom ycynę D. Są nimi:

R ys. 5. In d u k c ja  sy n te tazy  g lu tam in o w ej w  hodow li s ia tk ó w k i za ro d k a  kurzego  pod

Act D — w  obecności 10 ng/ml ak tynom ycyny D, Cy — w  obecności 2 ng/ml cykloheksim idu, 
Cy -► Act D — w  hodow li, do której dodano cykloheksim id  w  czasie 0 a po upływ ie  

4 godzin przeniesiono tkankę do pożyw ki z aktynom ycyną D, НС — w  hodow li kontrolnej

1) represor translacji mRNA syntetazy (lub represor degradacji tego 
enzymu, jeśli przyjąć, że wzrost ilości enzymu spowodowany jest 
zmniejszeniem szybkości jego rozpadu); tworzenie represora można za
trzym ać dużym stężeniem  aktynom ycyny D.

2 ) derepresor działający przeciwnie niż represor, w rażliw y na niskie stę
żenie aktynom ycyny D.
Dodanie dużej ilości aktynom ycyny D do hodowli 4-godzinnej ham uje 

syntezę całego RNA, a zatem również RNA represora. W tej sytuacji syn
teza enzymu zachodzi norm alnie, gdyż odpowiadający mu mRNA powstał 
już wcześniej (rysunek 6 ).
Natomiast podana w tym  samym  czasie aktynom ycyna D nie blokuje 
syntezy RNA represora, ham uje zaś syntezę RNA derepresora i w ten 
sposób zatrzym uje również syntezę enzymu. Jak  widać na rysunku 6 , 
oba antybiotyki podane w czasie zero znoszą efekt działania hormonu.

W obu rozpatryw anych przypadkach — estradiolu i hydrokortyzonu — 
wybiórczość w pływ u hormonu na translację jest oczywista, jednakże efekt 
ten  jest poprzedzony transkrypcją  genów odpowiadających indukowanym  
białkom. W przypadku syntetazy glutam inowej — horm onalna indukcja 
białka enzymatycznego pociąga za sobą wytw orzenie białek regulujących 
wybiórczo jego syntezę na rybosomach a zatem jest to niewątpliw ie re 

Godziny

w pływ em  h y d ro k o rty zo n u  w g (57)
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gulacja pośrednia. Natom iast m echanizm  w pływ u estradiolu na tran s
lację mRNA fosfowityny nie został w yjaśniony. Biorąc pod uwagę szyb
kość pojawiania się fosfowityny po drugiej dawce estradiolu, można są
dzić, że hormon ten działa np. jako efektor allosteryczny specyficznego 
białka regulującego translację mRNA fosfowityny, przy czym uprzednio 
indukowałby on syntezę mRNA zarówno dla fosfowityny jak  i dla białka 
regulującego.

Rys. 6. W pływ  n isk iego  i w ysokiego  s tężen ia  a k ty n o m y cy n y  D na  ak ty w n o ść  sy n - 
te ta zy  g lu tam in o w ej in d u k o w an e j h y d ro k o rty zo n em  w  hodow lach  s ia tk ó w k i zaro d k a

kurzego  w g (57)
Act D — hodow la z ak tynom ycyną; antyb iotyk  podaw ano w  czasie 0, lub 4 godz., HC — h o

dow la kontrolna

Na podstawie dotychczas uzyskanych danych trudno powiedzieć, czy 
oddziaływanie horm onu na translację jest zawsze w tórne tj. poprzedzone 
pobudzeniem transkrypcji określonych genów, odpowiadających białkom
o charakterze swoistych regulatorów  translacji lub niespecyficznych czyn
ników zwiększających ogólną intensywność translacji. Szybkie pobudze
nie biosyntezy białka przez niektóre horm ony, np. insulinę i tyroksynę, 
poprzedzające uchw ytny wzrost syntezy RNA inform acyjnego i rybo- 
somowego jest zdaniem niektórych autorów  (72) dowodem bądź bezpoś
redniego zwiększenia aktyw ności rybosomów, bądź też wybiórczego od
działywania na mRNA, którego translacja nie zachodzi przy braku  odpo
wiedniego hormonu. Każdy z wym ienionych poglądów jest uzasadniony 
w ynikam i kilku doświadczeń. Konieczne są zatem bardziej w nikliw e ba
dania, mogące wykazać, k tóry  z postulowanych obecnie mechanizm ów 
działania hormonów na translację jest prawdziwy.

Omówione poprzednio doświadczenie G r u b e r a  (25) w ykazujące 
wpływ estradiolu na translację mRNA dla fosfowityny stanowiło jeden 
z argum entów  na korzyść jego teorii p rzyjm ującej, że szybkość translacji 
jest regulowana przez odłączanie się gotowych cząsteczek białkowych od

0 4 24
Godziny

3. N iektóre teorie regu lacji translacji
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rybosomów. W procesie tym  współdziałałyby specyficzne dla poszczegól
nych białek czynniki (np. hapteny, hormony), które powodowałyby przy
jęcie przez cząsteczki białkowe konform acji umożliwiającej uwolnienie 
ich z kompleksu z rybosomem.

Podobne założenie przyjęli C l i n e  i B o c k  (11) w opublikowanej 
niezależnie od Grubera, choć niem al jednocześnie z nim, teorii regulacji 
translacji genów za pośrednictwem  zmian konform acji rosnącego łańcucha 
peptydowego. Autorzy ci uważają, że łańcuch taki zwija się stopniowo 
w sposób określony sekwencją aminokwasową, przybierając następnie 
kształt kolidujący z przyłączeniem  dalszych cząsteczek aminoacylo-tRNA 
lub przesuwaniem  mRNA względem rybosomu, albo też w przypadku 
gotowej cząsteczki białka — z jej odłączeniem od rybosomu. Rola czyn
ników regulujących biosyntezę danego białka polegałaby zatem  na takiej 
m odyfikacji konform acji łańcucha peptydowego, która bądź zatrzym y
wałaby bądź przeciwnie — umożliwiała kontynuow anie translacji i odłą
czanie gotowej cząsteczki. W ten  sposób represja lub indukcja syntezy 
w przypadku enzymu odbywałaby się na poziomie translacji na zasadzie 
oddziaływania allosterycznego m iędzy syntetyzow aną cząsteczką enzymu 
a substratem , analogiem substra tu  lub m etabolitem  innej przem iany enzy
matycznej i białkiem  regulatorowym . Przykład represji syntezy enzymu 
przedstawiono na schemacie 1 .

Norma/na Represja
synteza syntezy
enzymu enzymu

Schem at 1. S ch em at re a k c ji sy n tezy  enzym u  w g (11)
Białe pałeczki — podjednostk i k atalityczne enzym u, czarne kółka — podjednostk i białka regu

latorow ego, trójkącik i — cząsteczki korepresora

Oddziaływanie allosteryczne powoduje w m yśl tego schem atu zmianę kon
formacji podjednostek, która przeszkadza przyłączeniu kolejnego am ino
acylo-tRNA w skutek zawady przestrzennej.

Cline i Bock przypuszczają, że u bakterii za pośrednictw em  translacji 
regulowana jest transkrypcja w sposób zaproponowany przez S t e n  t a  
(82). Na poparcie przedstawionej hipotezy przytaczają oni wiele prac 
doświadczalnych z dziedziny genetyki bakterii, uw ażają jednak, że u zwie
rząt regulacja syntezy białka zachodzi na poziomie translacji, jakkolwiek 
w sposób bardziej złożony; transkrypcja  części genów jest blokowana 
trw ale lub okresowo — zależnie od rodzaju komórki, natom iast bardziej
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specyficzne i precyzyjne oddziaływanie mechanizmów regulacyjnych na 
syntezę białek odpowiadających transkrybow anym  genom zachodzi w cza
sie ich translacji.

Teoria СНпе’а i Bocka usuwa bardzo jasno i logicznie wiele wątpliwości 
jakie w ynikały z konfrontacji hipotezy Jacoba i Monoda z danym i do
świadczalnymi. Zwłaszcza zaś rozw iązuje w prosty sposób problem  w pły
wu represorów na biosyntezę białek, zakłada bowiem wspólne czynniki 
regulujące na zasadzie sprzężenia zwrotnego aktywność enzymu oraz jego 
syntezę.

Jakkolw iek niedaw na publikacja M o s e s a  i Y u d k i n a  (58) zdaje 
się świadczyć o tym , że represja enzymów E. coli przez katabolity  za
chodzi na poziomie translacji, to brak  jest prac doświadczalnych prze
prowadzonych na m ikroorganizm ach a bezpośrednio potw ierdzających 
tę teorię. Niemniej jednak porównanie wyników pracy L o d i s h a  (45) 
dotyczącej regulacji translacji RNA fagowego z postulatam i СИпе’а 
i Bocka jest bardzo interesujące.

RNA bakteriofaga f2 badany przez Lodisha jest jednoniciowy i za
wiera począwszy od końca 5’ kolejno inform ację o s truk tu rze  3 białek: 
białka otoczki, które jest głównym składnikiem  białkowym  faga, tzw. 
białka A (synonim ang. m aturation protein) oraz polim erazy RNA. Za
początkowanie syntezy pierwszych dwóch białek może odbywać się n ie
zależnie; Lodish stw ierdził jednak następującą zależność m iędzy tran s
lacją poszczególnych cistronów: białko otoczki nie ham uje własnej syn
tezy ani syntezy białka A, natom iast całkowicie uniemożliwia translację 
genu polim erazy RNA. Prawdopodobnie białko otoczki przyłącza się do 
RNA fagowego w taki sposób, że miejsce zapoczątkowania translacji po
lim erazy nie jest wprawdzie bezpośrednio zablokowane, niem niej jednak 
jest niedostępne dla rybosomu. Jeśli w środowisku nie ma cząsteczek 
białka otoczki, to zapoczątkowanie translacji genu polim erazy RNA za
chodzi tylko po pow staniu co najm niej sześcioaminokwasowego frag
m entu  białka otoczek. Lodish sugeruje, że synteza białek fagowych regu
lowana jest przez zmiany konform acji RNA faga pod wpływem  odw racal
nego tworzenia kompleksu RNA-białko otoczki a także w czasie translacji 
genu odpowiadającego tem u białku. Przypuszczenie to potwierdza fakt, 
że odszczepienie części RNA od strony 5’ umożliwia dostęp rybosomów* 
do miejsca zapoczątkowania translacji genu polim erazy RNA.

Doświadczenie Lodisha świadczy, że postulowana przez СНпе’а i Bocka 
regulacja translacji genów jednych białek przez cząsteczki innych białek 
ma istotnie miejsce, jakkolwiek odwracalnem u blokowaniu podlega ra 
czej proces inicjacji, a nie zakończenie syntezy łańcucha peptydowego^ 
Jest to argum ent przem aw iający za regulacją inicjacji, co nie wyklucza, 
że kontroli podlegają również dalsze etapy translacji. Nasuwa się zatem  
pytanie, w jakim  stopniu om awiana teoria może wytłum aczyć w yniki 
badań nad biosyntezą białka u zwierząt. Cline i Bock na poparcie swojej
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teorii przytaczają prócz wyników doświadczeń nad m ikroorganizm ami 
także rezultaty  prac na tem at biosyntezy hemoglobiny. Mianowicie stw ier
dzono, że hem pobudza syntezę globiny oraz tworzenie polirybosomów 
w retikulocytach (9, 23, 24, 44). W związku z tym  G r a y z e l  i wsp. (23) 
oraz G r i b b l e  i S c h w a r t z  (24) w ysunęli przypuszczenie, że dzia
łanie hemu polega na uw alnianiu gotowych cząsteczek globiny z ryboso
mów. Potwierdzałoby to hipotezę СПпе’а i Bocka. Jednakże ostatnia praca 
Т а ѵ і П а ,  G r a y z e l a  i wsp. (85) świadczy o tym , że hem wpływa na 
conajm niej trzy etapy syntezy hemoglobiny: tworzenie polirybosomów, 
połączenie łańcuchów a i p w dim er z pominięciem puli łańcucha a, który 
syntetyzow any jest w nadm iarze (droga 1 na schemacie 2 ) oraz przek
ształcenie dimerów сф w tetram ery  (droga 4 na schemacie 2).

4 Brak hemu 

Podjednostka oc-d-^-d-. — Ш-

Po/irybosum 

Podjednostka .

(1)

(3)

cc (3)

CC fi

В Hem obecny

Podjednostka cc

Potirybosom 
\

Podjednostka fi

(2)
NT H a }(3)

'/ I T r

Schem at 2. Przebieg ' syn tezy  hem og lob iny  w  re tik u lo c y ta c h  k ró lik a  w g (85)
A — w  n ieobecności hem u, В — w  obecności hem u, a — pula łańcucha a, aft — pula dimeru afi

Bliższe om ów ien ie w  tekściie

Natomiast zarówno T a v i 11, G r a y z e l  i wsp. (85) jak  i Z u с к e r 
i S c h u l m a n  (94, 95) stwierdzili, że brak  hem u nie ham uje uwalniania 
się z rybosomów cząsteczek a i (5-globiny. Ponadto purom ycyna, która 
uwalnia łańcuchy peptydow e z rybosomów, ma tylko nieznaczny wpływ 
na zmianę ilości hem iny związanej z polirybosom am i (8 8 ).

W ydaje się, że w pływ  hem u polega na um ożliwieniu inicjacji syntezy 
globiny i jednoczesnej stabilizacji polirybosomu. Świadczą o tym  nastę
pujące dane uzyskane przez Zuckera i Schulm ana (95) a przedstawione na 
rysunku 7. Jeżeli do układu bezkomórkowego z retikulocytów  królików, 
u których wywołano anemię podawaniem  fenylohydrazyny, dodać puro- 
m ycyny uw alniającej z rybosomów jeszcze nie ukończone łańcuchy pepty
dowe, to następuje rozpad polirybosomów. Jednoczesne dodanie heminy 
do układu powoduje, że mimo całkowitego ustania syntezy białka — poli-
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rybosomy nie rozpadają się. Natomiast zablokowanie inicjacji przez doda
nie do układu NaF pociąga za sobą rozpad polirybosomów niezależnie od 
tego czy hemina znajduje się w układzie czy też nie.

Te obserwacje oraz omówiony uprzednio wpływ  niektórych hormonów 
na zdolność wiązania mRNA przez rybosomy sugerują, że regulacji pod
lega proces zapoczątkowania translacji jakkolw iek nie wyklucza to m e
chanizmu regulacji postulowanego przez СПпе’а i Bocka. U m ikroorga
nizmów proces ten  badało kilku autorów; czynniki inicjujące (7, 62, 80) 
niezbędne do w ytw orzenia połączeń mRNA — podjednostka 30S rybosomu 
i N-form ylom etionylo-tRNA-rybosom-m RNA (63, 6 6 ) wykazują, jak  w y
nika z doświadczeń prowadzonych w pracowni Boscha (1), pewną spe
cyficzność względem mRNA. Natomiast u zw ierząt nie zidentyfikowano 
jeszcze czynników inicjujących translację, zaś wybiórczość rybosomów 
względem mRNA stwierdzono badając działanie interferonów , specyficz
nych gatunkowo białek chroniących kom órki zwierzęce przed infekcją 
wirusową (18). Okazało się, że in terferony zapobiegają translacji RNA 
wirusów, prawdopodobnie indukując syntezę białka, k tóre przyłącza się 
do rybosomów; powoduje to, że rybosomy kom órek inkubowanych 
w roztworze in terferonu  wiążą mRNA komórkowy, lecz nie są zdolne 
do tworzenia kompleksów z RNA fagowym (10,52).

80S 
'Kontrola J1 

W

M *  г  u i / ®a Kontrola
^  10'

80S
Pur o,my , \ k  
cyna 10 1,01

L Puromy- 80 S
cyna ii

+Hemina W  
h W '

15

eos

nr frakcji

Rys. 7. W pływ  p u rom ycyny , N aF  i hem iny  na  trw a ło ść  po lirybosom ów  w  uk ładz ie  
bezkom órkow ym  z re tik u lo cy tó w  k ró lik a  (wg 95)

Na osi odciętych  odłożone liczby porządkowe frakcji uzyskanych  przez w irow an ie w  gradiencie
stężeń sacharozy
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Do niedaw na przyjm owano, że rybosom y są w zasadzie jednakowe 
we wszystkich organizmach a różnice w budowie nie m ają istotnego zna
czenia dla ich funkcjonowania. Jednakże di G i r o l a m o  i C a m m a -  
r a n o  (2 1 ) stwierdzili, że nie wszystkie spośród kilkudziesięciu składni
ków białkowych rybosomów pochodzących z różnych gatunków zwierząt 
a naw et z różnych tkanek tych samych osobników są jednakow e pod 
względem ruchliwości elektroforetycznej na żelu poliakrylamidowym . 
Być może część białek — tych, które są jednakow e lub podobne w pre
paratach rybosomów różnego pochodzenia — odpowiada za samą czyn
ność rybosomów (59, 87); część zaś ma charakter akceptorów białkowych 
lub niebiałkowych czynników regulujących translację.

4. Rola białek  zasadow ych w  regulow aniu  procesu translacji

Niezwykle interesujące wyniki, rzucające nowe światło na zagadnienie 
regulacji translacji przyniosły prowadzone w ostatnich latach badania 
nad biosyntezą białka w oogenezie i wczesnych stadiach rozwoju za
rodka jeżowca i płazów. Badania te, niedawno szczegółowo omawiane na 
łamach Postępów Biochemii (93) wykazały, że w niezapłodnionej, doj
rzałej komórce jajow ej biosynteza białka nie zachodzi, natom iast roz
poczyna się ona w kilka m inut po zapłodnieniu (54). Początkowo sądzono, 
że jest to spowodowane brakiem  mRNA, zaś w chwili zapłodnienia rozpo
czyna się transkrypcja  genów. Jednakże aktynom ycyna D nie zakłóca 
rozwoju zapłodnionego ja ja  aż do stadium  blastuli i nie wpływa na 
szybkość syntezy białka, można zatem  sądzić, że w pierwszym  etapie 
rozwoju zarodka zachodzi odblokowanie procesu translacji i wykorzy
stanie powstałego w  czasie oogenezy mRNA, który  w ystępuje w dojrza
łej niezapłodnionej komórce jajowej w postaci uniemożliwiającej jego 
translację.

Przypuszczenie to potwierdzały prace, w których stwierdzono, że — 
wbrew pierwotnym  poglądom (48) — przed zapłodnieniem mRNA komórek 
jajowych związany jest nie z rybosom ami lecz z cząstkam i cięższymi od 
rybosomów (50, 56, 78, 81), natom iast po zapłodnieniu można go odnaleźć 
we frakcji mikrosomowej (50). Jednocześnie następuje tworzenie poli- 
rybosomów z pojedynczych rybosomów (32, 51, 79). Odblokowanie mRNA 
znajdującego się na niezapłodnionych oocytach można spowodować try - 
psyną (50) natom iast traw ienie innym i proteazam i nie jest skuteczne, 
a zatem związane z mRNA białko ma charakter zasadowy.

Związaną postać mRNA w ykryto nie tylko w oocytach i komórkach 
zarodkowych jeżowca, lecz także w różnych kom órkach innych zwierząt 
(30, 60, 67). Okazało się, że mRNA związany jest z cząsteczkami zasado
wego białka złożonego z kilku podjednostek o ruchliwości elektrofore
tycznej wyraźnie różnej od ruchliwości histonów i białek rybosomowych
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(67). Białko to nazwano inform oferem  a cząstki złożone z mRNA i infor- 
moferów — informosomami. Przypuszcza się, że informosom y są form ą 
transportu  mRNA z jądra  do cytoplazmy, gdzie następnie zachodzi odłą
czenie inform oferu i udostępnienie mRNA rybosomom.

Pewne dane wskazują, że proces ten zachodzi w sposób wybiórczy 
i może być związany z regulacją translacji. Mianowicie S p i e g e l ,  O z a - 
k i i T у 1 e r (77) oraz T e r m a n  i G r o s s  (8 6 ) badali białka po
wstające w czasie rozwoju zarodka jeżowca począwszy od stadium  2  bla- 
stomerów aż do stadium  blastuli. W yniki elektroforezy na żelu poliakry- 
lamidowym i autoradiogram y rozdzielonych białek świadczą o tym, że 
w czasie wczesnego rozwoju zarodka zmienia się zarówno ilość jak  i ro 
dzaj syntetyzow anych białek, przy czym zmiany te aż do stadium  b la
stuli zachodzą w jednakow y sposób tak w obecności jak  i wobec braku 
aktynom ycyny D. Oznacza to, że odczytywanie inform acji genetycznej 
w zarodku jeżowca zachodzi wybiórczo, a o tym , jaka jej część i z jaką 
szybkością jest odczytywana decyduje aż do stadium  blastuli wyłącznie 
mechanizm działający na poziomie translacji, a polegający praw dopodob
nie na selektyw nym  odblokowaniu mRNA. W ydaje się, że takie odbloko
wanie wiąże się między innym i z uaktyw nieniem  specyficznej proteazy, 
k tóra według danych M a n o  (51) wchodzi w skład informosomów. P rze j
ściowy wzrost aktyw ności proteolitycznej z jednoczesnym  w zrostem  za
wartości azotu niebiałkowego (64) obserw uje się w komórce jajowej 
w następstw ie zapłodnienia (46, 47), co może być związane z odblokowy
waniem  mRNA. Uaktyw nienie proteazy zachodzi pod wpływem  niezna
nych czynników pochodzenia cytoplazmatycznego; wpływ jąd ra  kom ór
kowego na tę aktyw ację wykluczono, ponieważ usunięcie go z kom órki 
jajowej i następne jej pobudzenie do rozwoju partenogenetycznego po
woduje równie szybkie rozpoczęcie intensywnej syntezy białek jak  w nor
malnych, zapłodnionych komórkach jajow ych (6 , 16).

Z odwróceniem opisanego zjawiska, tj. zablokowaniem norm alnie 
przebiegającej translacji zetknęli się S c h a r f f  i R o b b i n s  (6 8 ). 
Autorzy ci stw ierdzili, że w komórkach HeLa w czasie m etafazy nastę
puje zahamowanie biosyntezy białka, mimo, że pula aminokwasowa nie 
zmienia się. Jest to związane z degradacją polirybosomów do m onorybo- 
somów, jednakże degradacja nie jest wynikiem  braku mRNA, ponieważ 
średni okres półtrw ania mRNA w komórkach HeLa wynosi 3—4 godziny, 
a m etafaza trw a 15 m inut. Rozpad istniejącego mRNA również nie jest 
prawdopodobny, gdyż aktywność rybonukleazy nie zmienia się w tym  
okresie cyklu komórkowego.

S a l b  i M a r c u s  (65) stwierdzili, że rybosom y m etafazalne w ko
m órkach HeLa nie są zdolne do syntezy białka w układzie bezkomórko- 
wym, jednakże łagodna hydroliza trypsyną przyw raca im tę zdolność 
(rysunek 8 ). Pozwala to przypuszczać że i w tym  przypadku czynnikiem
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ham ującym  translację jest białko zasadowe, jednakże w ydaje się, że wiąże 
się ono z rybosomami powodując ich odłączenie od mRNA i — w następ
s tw ie — dezagregację polirybosomów, podczas gdy proces opisany w ko
m órkach zarodkowych polega na blokowaniu mRNA. Tym bardziej in te
resujące są dane M o n г о у a i wsp. (55), którzy twierdzą, że w nieza- 
płodnionych komórkach jajow ych rybosomy są nieaktyw ne niezależnie 
od dodatku egzogennego mRNA, a można je uaktyw nić działaniem tryp- 
syny. Można się spodziewać, że przyłączenie białka zasadowego ham uje 
aktywność w ykrytego ostatnio przez C o h e n a  (1 2 ) czynnika białkowego 
przekształcającego monorybosomy w polirybosomy. Przekształcenie ta 
kie uważane jest również za jeden z elem entów regulacji biosyntezy biał
ka u bakterii (43).

Rys. 8. R eak ty w ac ja  rybosom ów  m e ta faza ln y ch  z kom órek  H eL a pod w pływ em
nisk ich  s tężeń  try p sy n y  w g (65)

Na osi rzędnych podano w łączanie 14C -fenyloalaniny do białek w  układzie bezkom órkowym

Przedstawione tu  obserwacje zachęciły do zbadania w pływu białek 
zasadowych na translację in vitro. Doświadczenie takie wykonali B e r -  
l i n g u e t  i N o r m a n d  (4). Uzyskane przez nich wyniki — hamowa
nie włączania 14C-fenyloalaniny do białek w układzie bezkomórkowym 
z wątroby szczura przez histony i polilizylo-ACPC — przedstaw ia rysu
nek 9a. Ham ujący wpływ  obu rodzajów cząsteczek, które m ają charakter 
polikationów, można odwrócić dodając równoważną ilość polianionu-hepa- 
ryny (rysunek 9b) przy czym w przypadku hamowania histonam i można 
inhibicję odwrócić w 70%, zaś w przypadku polilizylo-ACPC — w 100%. 
Jak widać na rysunku 9b dodanie nadm iaru heparyny do układu ham uje 
również biosyntezę białka, jest to jednak spowodowane wiązaniem Mg2+.

Z pracy K r u h a  i L a b i e  (42) wynika, że in vitro  histony powo
dują dezagregację polirybosomów, co tłum aczy wzmożoną biosyntezę
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białka, a jednocześnie jest zbieżne z danymi uzyskanym i in ѵіѵо o w pły
wie białek zasadowych na translację.

Opierając się na zaobserwowanym  ham ow aniu syntezy hemoglobiny 
w układzie bezkomórkowym przez histony w sposób zależny od ich po
chodzenia tkankowego bardziej niż gatunkowego, K ruh  i Labie (42) w y
sunęli przypuszczenie, że regulujące czynność genów działanie histonów 
wyw ierane jest nie na poziomie transkrypcji lecz translacji. W myśl tego 
założenia histon przyłączony w chromosomie do miejsca transkrypcji 
danego genu wędrowałby wraz z odpowiednim mRNA do cytoplazmy, 
gdzie translacja genu mogłaby zajść dopiero po odłączeniu histonu. Jed 
nak taka in terp retacja  wyników doświadczeń nie jest jedyną możliwą 
i zaobserwowane różnice w hamowaniu syntezy hemoglobiny in vitro  
przez poszczególne frakcje histonów można również dobrze wyjaśnić 
różną zdolnością do wiązania z rybosomami, zależną od liczby dostępnych 
reszt aminokwasów zasadowych w cząsteczce histonu, a nie specyficz
nością tkankow ą decydującą o powinowactwie do mRNA hemoglobiny. 
W dodatku brak  jest danych o przemieszczaniu się histonów z jądra  do 
cytoplazmy, wiadomo zaś, że inform ofery, zasadowe białka cytoplazm a- 
tyczne i histony stanow ią trzy zupełnie odrębne grupy białek zasado
wych.

Rys. 9. H am o w an ie  b iosyn tezy  b ia łk a  in  v itro  w  u k ład z ie  bezkom órkow ym  z w ą tro 
by  szczura w g (4)

a) H am owanie przez h istony — d i  polim er L-lizylo-A CPC — Ol b) H am ow anie przez polim er  
L-lizylo-A CPC w  obecności heparyny

W yniki prac nad hamowaniem translacji przez białka zasadowe in 
vitro  w ykazują uderzające podobieństwo do rezultatów  badań (2,5) nad 
hamowaniem  transkrypcji przez histony i budzą te same zastrzeżenia 
co do przenoszenia wniosków z doświadczeń in vitro  na zjawiska obser
wowane in vivo. W ydaje się, że w obu przypadkach ham owanie polega 
na wytw orzeniu kom pleksu kwas nukleinow y-białko zasadowe i w skutek 
tego kwas nukleinowy nie może spełniać roli m atrycy w syntezie RNA
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lub białka. P rzy  tym  składnik białkowy kom pleksu jest, jak  się wydaje, 
mało specyficzny i należy przypuszczać, że stanowi tylko narzędzie re 
gulacji, zaś właściwy czynnik regulacyjny pozostaje nieznany.

5. U w agi końcow e

W yniki dotychczasowych badań nad regulacją procesu translacji skła
dają się na obraz bardzo jeszcze niejasny i fragm entaryczny, prowadzą 
jednak  do jednego, ważnego wniosku: translacja  nie jest procesem bier
nym, polegającym  na odczytaniu każdej inform acji genetycznej dostar
czonej przez jądro komórkowe, lecz procesem czynnym i przynajm niej 
w równej mierze co transkrypcja decydującym  o tym , czy dane białko 
jest syntetyzowane, w jakiej ilości i z jaką szybkością.

Ogólny schem at regulacji procesu translacji sporządzony na podsta
wie omówionych tu  prac przedstawiono na schemacie 3.

Informosom

Schem at 3. S ch em at reg u lac ji p rocesu  tra n s la c ji 
A — w ybiórcze odłączenie inform oferów , В — n iesw oiste ham ow anie translacji przez białka  
zasadow e, które w yw ołu ją  rozpad polirybosom ów , С — n iesw oisty  lipoproteidow y inhibitor  
transferazy peptydylow ej zaw arty w  retikulum  endoplazm atycznym , D — niesw oista  regulacja  
translacji przez składniki rozpuszczalnej frakcjii cytoplazm atycznej, E — regulacja sw oista , 
w yw ierana przez horm ony, substraty i specyficzne białka regulatorow e, Г — regulacja dłu
gości okresu półtrwamia mRNA przez specyficzne nuk leazy lub pod w pływ em  przyłączenia do

retikulum  endoplazm atycznego

Pierw szym  etapem  translacji byłoby odblokowanie mRNA, przenie
sionego do cytoplazmy w postaci informosomu. W spomniane uprzednio 
badania T e r m a n a  i G r o s s a  (8 6 ) sugerują, że jest to proces swoisty, 
nie wiadomo jednak, co decyduje o odłączeniu inform oferów (schemat 3, 
strzałka A). O intensywności syntezy danego białka decydowałyby czyn-
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niki regulujące zdolność rybosom u do przyłączania mRNA w sposób 
um ożliwiający zapoczątkowanie i kontynuow anie translacji, a zatem  to, 
co określa się zwykle jako aktywność rybosomu, jak  również — jeśli 
słuszna jest hipoteza СИпе’а i Bocka — ew entualne czynniki w pływ a
jące na przebieg translacji i odłączenie gotowej cząsteczki białkowej.

Drugi etap translacji — inicjacja i trzeci — właściwy proces odczy
tyw ania inform acji genetycznej mógłby podlegać kontroli nieswoistej 
i swoistej. Nieswoista polegałaby na przyłączaniu do rybosomów białek 
zasadowych (schemat 3, strzałka B), uniem ożliw iających powstanie lub 
powodujących rozpad kom pleksu m RNA-rybosomy i tym  samym  prze
rw anie translacji. Tego rodzaju m echanizm  działałby np. w przypadku 
zatrzym ania syntezy białka w kom órkach m etafazalnych (6 8 ) i w iązałby 
się z odwracalnym  rozpadem polirybosomów. Inny rodzaj kontroli nie
swoistej w yw ierałby inhibitor transferazy  peptydylow ej (schemat 3, 
strzałka C) opisany przez H o a g l a n d a  i wsp. (31, 70) oraz rozpusz
czalne czynniki cytoplazm atyczne (schemat 3, strzałka D), k tórych bada
nie rozpoczęła v o n  d e r  D e c k e n  (13,14,15).

K ontrola swoista m ogłaby być w yw ierana przez czynniki takie jak  
hormony, substraty  lub ich analogi (w przypadku enzymów) i specyficz
ne białka regulatorow e między innym i w sposób zaproponowany przez 
СПпе’а i Bocka (schemat 3, strzałka C).

Ponadto zupełnie niew ytłumaczona, a mało zbadana jest spraw a re 
gulacji długości okresu półtrw ania mRNA (schemat 3, strzałka F). Hipo
teza B r e n n e r a  (8 ) przew idująca istnienie specyficznych nukleaz 
rozkładających poszczególne mRNA w zależności od sekwencji nukleoty- 
dów w odpowiednich, określanych przez geny operatorow e fragm entach 
mRNA jest bardzo pomysłowa, nie ma jednak żadnego potw ierdzenia 
eksperym entalnego. Na inną możliwość w skazują badania T a t а ’ у (84), 
k tóry  uważa, że czynnikiem określającym  trwałość mRNA byłoby przy
łączenie polirybosomu do retikulum  endoplazmatycznego. Zaznaczone na 
omawianym  schemacie sposoby regulacji translacji nie są poparte do
świadczalnie na tyle, żeby można było mówić o ich ostatecznym  udo
wodnieniu, można się jednak spodziewać ich w yjaśnienia w niedługim  
czasie wobec dużego zainteresowania tą tem atyką badawczą.
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C ELIN A JA N IO N  *

Teorie mutagenezy chemicznej w świetle badań nad mutagenicz- 
nym działaniem hydroksylaminy

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

A n ou tlin e  is p re sen ted  of th e  chem ical basis  fo r th e  m u tag en ic  ac tion  of 
h y d ro x y lam in e  and  o th e r chem ica l m u tag en s; as w e ll as th eo rie s  of m u ta tio n  based  
on th e  chem ical m o d ifica tio n s p roduced  by  m u tag en s  an d  th e  re su ltin g  b io logical 
effects.

Pow stawanie pod wpływem  związków chemicznych osobników o ce
chach niespotykanych u form  rodzicielskich otworzyło nowe możliwości 
badania przyczyn i mechanizmów m utacji zachodzących w przyrodzie. 
Obecnie wiemy, że zasadą działania m utagenów — czynników powodu
jących m utacje — jest ich pośrednia, lub bezpośrednia reakcja z DNA, 
lub z RNA, gdy RNA stanowi podłoże dziedziczności. Sposoby działania 
m utagenów są rozmaite, efektem  musi być zmiana w zapisie genetycz
nym, brak części inform acji, lub zmiana w ułożeniu reszt nukleoty- 
dowych. Biologiczne działanie m utagenów próbuje się powiązać z reak
cjam i chemicznymi zachodzącymi pod ich wpływem  w niskocząsteczko- 
wych modelowych składnikach kwasów nukleinowych, polimerach, czy 
w kwasach nukleinowych. In terpretacja  działania m utagenów jest trudna 
ze względu na ich m ałą specyficzność (reagują one z różnymi składnika
mi kwasów nukleinowych, bądź powodują powstawanie kilku produktów 
w czasie danej reakcji) oraz fakt, że m utacji towarzyszy zawsze inakty- 
wacja układu biologicznego. Inaktyw acja może być wynikiem  zmiany 
m utacyjnej która powoduje uszkodzenie czynności istotnych dla życia 
komórki, lub też wynikiem  reakcji prowadzącej tylko do inaktywacji.

* D r, Z ak ład  F izykochem ii B iologicznej, In s ty tu t B iochem ii i B iofizyki, P o lska  
A kadem ia  N auk, W arszaw a.

W ykaz s tosow anych  sk ró tów : BU  — 5 -b ro m o u racy l, M eG — 7 -m ety loguan ina , 
НАС — hyd ro k sy cy to zy n a  (III), 2HAC — 5 ,6 -h y d ro k sy lam in o -h y d ro k sy cy to zy n a  (II).
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Dlatego o przydatności danego związku jako m utagenu świadczy stosunek 
zmian m utacyjnych do letalnych.

Obecny przegląd po krótkim  wprowadzeniu w rodzaje zmian spowo
dowanych m utacją i opisaniu sposobu działania częściej używanych m u- 
tagenów, będzie poświęcony szczegółowej analizie m utagenicznego dzia
łania hydroksylam iny.

!• Typy m utacji

Większość badanych m utacji rew ertujących (wstecznych), spontanicz
nych czy indukowanych, należy do tak  zwanych m utacji punktowych. 
Są to m utacje łatwo odwracalne, które praw dopodobnie pow stają na 
skutek zmiany jednego nukleotydu, lub pary  nukleotydów  w dwunicio- 
wym  DNA. F r e e s e  (31) na podstawie różnic w indukow aniu odwra- 
calności m utacji u fagów T4 doszedł do wniosku, że m utacje punktowe 
mogą powstać bądź w skutek tranzycji bądź transw ersji. Tranzycją na
zwał zastąpienie p irym idyny inną pirym idyną, a puryny  inną puryną. 
Zam iana pary  AT na parę GC, lub odwrotnie, jest przykładem  tranzycji. 
T ransw ersją nazwał zastąpienie puryny  pirym idyną, a p irym idyny pu
ryną. Zamiana pary  AT na parę TA lub CG, czy też zamiana pary  CG 
na parę GC lub AT są przykładam i transw ersji.

Do m utacji punktow ych zalicza się również m utacje pow stające przez 
delecje (wypadnięcie), lub insercje (dodanie) nukleotydu. Te w łaśnie ro
dzaje m utacji proponowali B r e n n e r  i wsp. (10) dla w ytłum aczenia 
działania m utagenów proflawinowych. Istnienie wszystkich wspom nia
nych rodzajów m utacji udowodniono pośrednio porów nując skład i se
kw encję aminokwasów białka norm alnego i zm utowanego oraz odpowia
dające im kodony genetyczne. W ten  sposób ustalono jakim  zmianom 
uległy poszczególne nukleotydy, aby mogły zaistnieć odpowiednie zmiany 
w kodowanych aminokwasach (8 8 , 110, 120, 123). Szczególną subtelnością 
tego rodzaju oznaczeń zwraca uwagę analiza składu aminokwasów m u
tantów  proflawinowych. Addycja, lub delecja jednej zasady zmienia 
całkowicie odczyt następnych nukleotydów. Jednak  można otrzym ać po
nownie aktyw ne białko poprzez krzyżowanie dwóch różnych m utantów  
określonych um ownie według С r  i с к a i wsp. (24) jako m utanty
o przeciwległych znakach ( +  ) i (—) co w rezultacie prowadzi do odzy
skania zdolności do odczytu pierw otnych tró jek  kodu poza obrębem  
zmutowanym . Przynależność do klasy ( +  ) i ( —) nie określa rodzaju 
zachodzącej m utacji, świadczy jedynie o tym , że skrzyżowanie m utantów  
należących do tych dwóch klas daje częściowe lub zupełne odwrócenie 
skutków m utacji. N astąpi to  na przykład gdy jeden z m utantów  powstał 
przez delecję jednej zasady, a drugi m u tan t w możliwie niewielkiej 
odległości ma insercję jednej lub delecję dwóch zasad.
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Białko syntetyzowane pod kontrolą podwójnie zmutowanego genu 
powinno wykazywać różnicę w składzie aminokwasów tylko w odcinku 
pomiędzy zmutowanym i punktam i. Te założenia całkowicie potwierdzili 
T e r z a g h i  i wsp. (110) oraz O k a  d a  i wsp. (8 8 ) badając lizozym 
podwójnych m utantów  proflawinowych faga T4. Analiza lizozymu jed
nego z podwójnych m utantów  wykazała, że różni się on pięcioma kolej
nym i am inokwasami od lizozymu szczepu dzikiego. Z porównania kodo- 
nów genetycznych dla tych dwóch różniących się odcinków sekwencji am i
nokwasów ej można było wnosić, że w jednym  z punktów  nastąpiła de- 
lecja, w drugim  insercja jednego nukleotydu (110). Lizozym innego pod
wójnego m utanta  proflawinowego odznaczał się brakiem  jednego i zmia
ną następnych pięciu aminokwasów, co wskazywało na podwójną delecję: 
dwóch nukleotydów w jednym  i jednego nukleotydu w drugim  punkcie 
kodonu lizozymu (8 8 ). Prace te nie tylko potw ierdzają teorie addycji 
i delecji zasad pod wpływem  prof lawiny, ale i główne założenie teorii 
translacji — jednokierunkow y sposób odczytyw ania kodu, obe/jmujący 
pew ną liczbę nukleotydów. Potw ierdzają one także w układzie in vivo, 
działanie kodonów genetycznych oznaczonych w układzie in vitro.

II. Mutageny chemiczne

1. C zynniki alkilujące. Do tej najliczniejszej i najróżnorodniejszej 
grupy m utagenicznych związków należą: pierwszy z opisanych m utage- 
nów chemicznych, siarczek dwuchloroetylowy, (iperyt) S(CH2CH 2C1) 2 (3), 
grupa iperytów  azotowych (na przykład dw uchlorom etyloetyloam ina, 
CH 3N(CH2CH 2C1)2), alkilowane siarczany (siarczan dwuetylowy 
(CH3CH 20 ) 2S 0 2), pochodne dwuazowe (dwuazometan N 2CH2), oraz wiele 
innych związków, których działanie biologiczne przypisuje się alkilacji 
zasad kwasów nukleinowych (76). Zasadą łatw iej ulegającą alkilowaniu 
jest guanina; adenina i cytozyna alkilowane są znacznie wolniej. Szybkość 
alkilowania, a niekiedy i pozycja, w którą w prowadzana jest grupa alki
lowa, zależy od stru k tu ry  w jakiej dana zasada w ystępuje. Po alkilacji 
DNA etylosulfonianem  metylowym  (12, 70), lu b ’ dwuazom etanem  (63) 
8 6 °/o zm etylow anych zasad stanowi 7-m etyloguanina, około 10% 3-mety- 
loadenina, pow stają także śladowe ilości 2-m etyloadeniny i 3-m etylocyto- 
zyny oraz przy intensywnej alkilacji śladowe ilości 7-m etyloadeniny (71). 
Natom iast po alkilowaniu RNA, m ieszaniny nukleozydów, czy denatu
rowanego DNA, 7-metyloguanina stanowi 61%, i-m etyloadenina 23%, 
3-metylocytozyna 16% wszystkich zalkilowanych zasad. W pływ struk 
tu ry  jest szczególnie widoczny przy porów naniu alkilacji poli A i kom
pleksu poli A z poli U. W poli A reszty adeniny alkilowane są w pozycji 
N lf a kompleksowanie z poli U ham uje proces alkilacji (79, 80). Te różnice 
są w ynikiem  niedostępności pewnych grup chemicznych biorących udział
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w budowie danej s tru k tu ry  i czasami mogą być w ykorzystane do badań 
nad struk tu rą  polim eru. W rażliwość DNA faga ФХ 174 na działanie for
m aldehydu stanowi w edług S i n s h e i m e r a  (105) jeden z dowodów 
jego jednoniciowej budowy. Odm ienny jest wpływ  stru k tu ry  na działa
nie nitrozoguanidyny. Związek ten  w yw ołuje m utacje głównie przez alk i
lowanie guaniny (82, 104, 113), ale wprowadzenie alk ilu  jest możliwe w y
łącznie w polimerach. Czynniki alkilujące zaw ierające więcej niż jedną 
grupę funkcyjną, na przykład iperyt, mogą jednocześnie alkilować dwie 
cząsteczki guaniny powodując wytw orzenie pochodnej bis 7-alkilo-guaniny 
(13, 14, 16). W dwuniciowym  DNA taka reakcja prowadzi do w ytw orzenia 
wiązań poprzecznych m iędzy blisko sąsiadującym i resztam i guaniny 
dwóch różnych łańcuchów, co powoduje wzrost letalności (15, 46, 70, 77, 
78) i prawdopodobnie w arunkuje  łatwo odw racalną denaturację alkilo- 
wanego DNA (42, 43). W szystkie znane produkty  powstające w czasie 
alkilow ania kwasów nukleinow ych podano na rysunku 1 .

7-alkiloguanina /-alkiloadenina j-alkiloadenina

7-alkiloadenina 3-alkiiocytozyna

O c h 7- c h 2- s - c h 2- c h 2 O

A  "
н г  у  \  /  Y T

H,N И /  "n N NH2

siarczek bis-(7-etyloguanini|)

R ys. 1. A lk ilow ane  pochodne G, A i C, gdzie R oznacza g ru p ę  a lk ilo w ą  o raz  p ro 
d u k t a lk ila c ji ip e ry tem  — bis pochodna gu an in y .

Zupełnie niew yjaśnionym  działaniem  czynników dw ufunkcyjnych jest 
w ytw arzanie grup aktyw nych w DNA działających naw et po usunięciu 
nadm iaru  nieprzereagowanej części związków alkilujących i pow odują
cych tworzenie nierozpuszczalnego żelu (26).
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Do tego złożonego obrazu zmian chemicznych dochodzą zmiany w tór
ne jak: depurynacja 7-metyloguaniny, 3-m etyloadeniny, 7-metyloadeni- 
ny, możliwy rozpad łańcucha polinukleotydowego w miejscu depuryna- 
cji i przekształcenie w DNA 3-metylocytozyny w 3-m etylouracyl a w RNA
i-m etyloadeniny w 6 -m etyloadeninę (13, 63, 6 6 , 70).

Efekt m utageniczny przypisuje się głównie alkilacji guaniny. Bada
nia nad m utacjam i i m utacjam i wstecznymi, w ykazują że pod wpływem  
czynników alkilujących zachodzi głównie tranzycja par zasad GC do AT, 
w  m niejszym  stopniu AT do GC (5, 32, 61), chociaż według T e s s m a n a  
i wsp. (112) w jednoniciowym DNA faga S13 możliwe są tranzycje wszyst
kich zasad A -> G, G -* А, С -> T, a naw et T — C.

2. Kwas azotawy. Dezaminuje on guaninę do ksantyny, adeninę do 
hipoksantyny, cytozynę do uracylu. To jego działanie chemiczne poznano 
dużo wcześniej niż działanie m utageniczne (8 ). Był pierwszym  czynni
kiem m utagenicznym, którym  działano bezpośrednio na w yodrębniony 
RNA z w irusa mozaiki tytoniowej (45) i na transform ujące kwasy dezo
ksyrybonukleinow e (2, 72, 87). O trzym anie m utantów  pod wpływem  
zmienionych przez H N 0 2 kwasów nukleinowych przyczyniło się do ugrun
towania poglądu o bezpośredniej zależności m utacji od zmian w kwasach 
nukleinowych. M utageniczny skutek dezam inacji cytozyny do uracylu 
(tranzycja С -> U) i adeniny do hipoksantyny (tranzycja A -> G) nie 
budzi wątpliwości. Dezaminację guaniny uważa się za główną przyczynę 
inaktywującego działania kwasu azotawego. W skazują na to porównania 
szybkości reakcji dezaminacji tych trzech zasad przy różnych wartościach 
pH z szybkością inaktyw acji fagów. Ilość m utantów  u fagów T2 uzyska
nych po reakcji w pH 4,2 jest 90-krotnie m niejsza niż po reakcji w pH 5 
i o tyle samo zmniejsza się szybkość dezam inacji A i C. Natom iast letal- 
ność jest 30-krotnie mniejsza podobnie jak  szybkość dezam inacji G (102, 
115). Związek między letalnym  działaniem  kwasu azotawego a dezami- 
nacją guaniny jest niezupełnie jasny. Samo powstawanie ksantyny praw 
dopodobnie nie jest przyczyną letalności, a dezam inacja guaniny w RNA 
raczej powinna prowadzić do m utacji (83). Letalność prawdopodobnie jest 
związana z niezupełnie wyjaśnioną reakcją uboczną, k tórą ujaw nia po
równanie ilości reszt guaninowych zanikających podczas dezam inacji 
z ilością pojawiającej się ksantyny (99, 103). Braki w bilansie zanikającej 
guaniny stanowią od 45% do 65% zależnie od pH reakcji (103). Niewiel
kiej części brakującego związku może odpowiadać w ykryta  niedawno 
jako produkt dezam inacji guaniny 2-nitrohipoksantyna (96, 97).

Dodatkową reakcją kwasu azotawego o znaczeniu letalnym  jest two
rzenie wiązań poprzecznych między dwoma łańcucham i DNA, co prow a
dzi do łatwo odwracalnej denaturacji DNA (7, 42, 43, 44) i prawdopodob
nie jest jedną z przyczyn powstawania delecji w rejonie r l l  faga T 4 

obejm ujących nieraz cały ten rejon (111). Prawdopodobnie reakcja ta
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uniemożliwia także drugi cykl kopiowania łańcucha dezoksyrybopolinu- 
kleotydowego na zdezaminowanej HNOz m atrycy poli dAT (59).

3. Analogi zasad. Stanowią one zupełnie odm ienną grupę m utagenów 
chemicznych, które działają poprzez w budow ywanie się do kwasów nu
kleinowych (30, 73). Do najczęściej używ anych należy 5-brom ouracyl — 
analog tym iny i 2-am inopuryna — analog adeniny. Ponieważ m utacje 
otrzym ane działaniem  brom ouracylu można łatwo odwrócić działaniem
2-am inopuryny i odwrotnie, F r e e s e  (31) przypuszcza, że te dwa ana
logi zasad powodują przeciw staw ne tranzycje par zasad AT -> GC i wska
zuje na tranzycje GC do AT jako uprzyw ilejow any k ierunek działania 
brom ouracylu. Spraw a ta nie jest jednak  tak  prosta: 5-brom ouracyl może 
zastąpić praw ie całkowicie tym inę w DNA faga T 2 i nie powodować m u
tacji (27, 73), natom iast ilości 2-am inopuryny, k tóre powodują m utacje 
są tak  małe, że naw et miejsce jej w budow ania nie jest znane (47, 116). 
Do tego zagadnienia wrócim y jeszcze przy opisie m echanizm u m utacji.

III. Mutageniczne działanie hydroksylaminy

Hydroksylam ina jak  i rzadziej stosowane jej m etylow e pochodne na
leżą do najbardziej specyficznie działających m utagenów chemicznych. 
Pierw sze doniesienie o wpływie hydroksylam iny na układy biologiczne 
dotyczyły jej inaktyw ującego działania na fagi (60), w irusy zwierzęce 
i infekcyjny RNA (29). Sądzono przytem  m ylnie, że jest to w ynik reakcji 
z białkami. W krótce stwierdzono zależność efektu biologicznego od reak
cji z kwasam i nukleinowym i i ukazały się pierwsze prace nad m utage- 
nicznym i właściwościami hydroksylam iny (33, 38). Okazało się, że hydro
ksylam ina w dużych stężeniach działa specyficznie spośród zasad kw a
sów nukleinowych tylko na cytozynę i uracyl (35, 100, 114). Dalszą 
specyficzność reakcji w arunkuje  pH. Optim um  reakcji z cytozyną znaj
duje się w pH  około 6,2, z uracylem  w pH  około 10 (100, 114). Różne są 
też losy poszczególnych pierścieni. Układ pierścieniowy cytozyny po 
reakcji z hydroksylam iną zostaje zachowany, natom iast pierścień u ra
cylu ulega rozpadowi. K onsekwencją biologiczną rozpadu pierścienia jest 
raczej inaktyw acja (101). Ponieważ w DNA uracyl nie w ystępuje (z w y
jątkiem  faga PBS2 (75)), zmiany jakie zachodzą pod wpływ em  hydroksyl
am iny w DNA dotyczą tylko zmian w  pierścieniu cytozyny.

Należy podkreślić, że specyficzne i m utageniczne właściwości hydro
ksylam ina w ykazuje tylko w stężeniach powyżej IM (6 , 38); w stężeniach 
poniżej IM, szczególnie w obecności tlenu, rozpada się ona na szereg rod
ników, nadtlenek wodoru i inne związki, k tó re  działają niespecyficznie 
i mogą powodować zmiany we w szystkich składnikach kwasów nukleino
w ych (36, 39, 94, 95).
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1. Przebieg reakcji m iędzy hydroksylam iną a zw iązkam i cytozyny

P rodukty  powstające w w yniku reakcji hydroksylam iny z pierścieniem  
cytozyny znane były od dawna, natom iast zrozum ienie całokształtu sto
sunków: związek wyjściowy — produkty reakcji jest wynikiem  ostatnich 
badań. Ze względu na aktualność zagadnienia i bezpośrednie odbicie 
w poglądach na mechanizm działania hydroksylam iny jako m utagenu, 
warto prześledzić rozwój badań prowadzących do w yjaśnienia chemicz
nych podstaw reakcji.

NH,

N n h 2o h  
-------->

o N '

N H ,

l \
,H

H
H! I / 1 

O ^ N ^ /^ N H O H

n h 2o h  
----------->

NHOH

-n h 2o h
--------->

[H+]

NHOH

II (2HAC)

O

NHOH

N

N '

III (НАС)

Schem at 1. S ch em at re a k c j i zachodzącej m iędzy pochodnym i cy tozyny , a h y d ro k sy l
a m in ą  w ed ług  B r o w n  i S c h e l l  (19).

Schem at podany przez B r o w n a  i S c h e l l a  (19) oraz V e o r -  
v o e r d a  i wsp. (114) i utrzym ujący się do niedaw na w literaturze 
przedstawia kolejne etapy reakcji hydroksylam iny z cytozyną lub N ^pod- 
stawionym i pochodnymi cytozyny (schemat 1). A utorzy proponowali, że 
w pierwszym  etapie reakcji następuje nasycenie wiązania 5,6 z utw orze
niem bardzo labilnego związku I. Następnie zachodzi bardzo szybka w y
miana grupy aminowej na hydroksylam inową i pow staje 5,6-hydroksyl- 
am ino-hydroksycytozyna (związek II — 2HAC). Związek ten  (II) w w a
runkach kwaśnych trac i cząsteczkę hydroksylam iny i przekształca się 
w hydroksycytozynę (III — НАС). Pow stawanie związku I w sposób bezpo
średni nie zostało udowodnione. Ponieważ reakcja zachodzi w dwóch 
punktach cząsteczki, jest bardzo prawdopodobne, że jeden z nich jest 
atakow any szybciej niż drugi. P rodukt III nie może powstawać w pierw -
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szym etapie reakcji, gdyż okazało się (52), że szybkość tworzenia związku 
II ze związku III jest znacznie m niejsza niż związku II z cytozyny. Na 
przejściowe występowanie produktu I w skazują również, obarczone dużym 
błędem stosowanej metody, badania reakcji hydroksylam iny i znakowa
nej O-m etylohydroksylam iny z poli С (18, 92). Pozostałe produkty  reakcji, 
IN^-podstawione pochodne II i III wyodrębniono w postaci krystalicznej 
w kilku pracowniach (19, 20, 22, 52).

Л[пт]

Rys. 2. W idm o ab so rp cy jn e  cy tozyny  (----- ) i p ro d u k tó w  p o w sta jący ch  po re a k c ji
cy tozyny  z h y d ro k sy lam in ą  (------ ).

Podstaw ą badań nad reakcją zasad z hydroksylam iną są zm iany zacho
dzące w widmie UV. Na rysunku 2 przedstaw iono widma cytozyny i po
w stających produktów. Nasycenie wiązania 5,6 pociąga za sobą bardzo 
drastyczną zmianę w widmie cytozyny — zanik występującego w widmach 
wszystkich pochodnych cytozyny m aksim um  około 270 nm. Związek III 
w ykazuje absorpcję w tym  zakresie długości fal, ale ponieważ uważano, 
że jest to produkt w tórny, śledzenie spadku absorpcji w Amax związku 
wyjściowego stało się powszechnie używ aną metodą w ykryw ania reak
cji i oznaczania jej szybkości. W ten sposób ustalono, że 5-m etylocytozyna 
nie reaguje z hydroksylam iną, a reakcja z 5-hydroksym etylocytozyną za
chodzi bardzo wolno. Przypuszczano przy tym , że produktem  reakcji jest 
odpowiednia pochodna związku II. Zm iany jakie zachodzą w 5-podsta- 
wionych pochodnych cytozyny są z tego względu interesujące, że są one 
bezpośrednią przyczyną m utacji zachodzących u fagów parzystych, na 
których przeprowadzono większość badań nad m utagenicznym i właściwo
ściami hydroksylam iny. W DNA tych fagów cytozyna jest całkowicie 
zastąpiona pochodnymi 5-hydroksym etylocytozyny (106, 122).
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W łaściwe zrozumienie zmian zachodzących pod wpływem  działania 
hydroksylam iny na 5-podstawione pochodne cytozyny stało się możliwe 
dopiero po oznaczeniu w czasie reakcji zmian krzyw ej absorpcji nie 
w jednym  w ybranym  punkcie, ale na całej jej długości (52, 53). Wówczas 
zauważono, że w skutek działania hydroksylam iny na 5-metylocytozynę 
pow staje zupełnie inny produkt o praw ie tej samej wartości ekstynkcji 
w /!max (rysunek 3). K ształt jego widma UV jak  i analiza chemiczna w ska
zuje, że jest to 5-metylo pochodna hydroksycytozyny.

Л [nm]

R ys. 3. W idm o ab so rp cy jn e  5 -m ety locy tozyny  (------ ) i p ro d u k tu  pow sta jącego  po
po re a k c ji z h y d ro k sy la m in ą  (----- ) w edług’ J a n i o n  i S h u g a r  (52).

Podobne badania przeprowadzone na 5-hydroksym etylocytozynie 
ujaw niły, że i w tym  przypadku tworzy się jeden produkt reakcji — po
chodna hydroksycytozyny (52). Stw ierdzenie przez autorów  poprzednich 
prac istnienia reakcji na podstawie spadku absorpcji w punkcie m aksy
m alnym  było możliwe tylko dzięki różnicom w absorpcji produktu  w yj
ściowego (Amax 284 nm  emax 76 000) i produktu  reakcji (^max 273 nm emax 
54 300). Zm iany zachodzące pod wpływem  hydroksylam iny w 5-podsta- 
wionych pochodnych cytozyny podano na schemacie 2 .

n h 2 k h c h

A _ k -—5 y \_ R
I I  I II

|| R =  C H , lub  CH 2OH
J  I I 'I

° ^ \ N/  c ^ \ N/
I I

Schem at 2. Schem at re a k c j i  zachodzącej m iędzy  5 -p o d s taw io n y m i pochodnym i cy to 
zyny a h y d ro k sy lam in ą .

W przypadku fagów parzystych hydroksylam ina jest idealnie działa
jącym  m utagenem : powoduje zmianę jednego składnika kwasów nuklei
nowych i daje jeden produkt reakcji.
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Powyższe wyniki wskazujące na możliwość pow staw ania pochodnych 
hydroksycytozyny (związek III) nie dzięki reakcji w tórnej, ale poprzez 
bezpośrednie działanie hydroksylam iny na związek wyjściowy, zwróciły 
uwagę na niedokładność uprzednio stosowanej m etody i stały się punk
tem  wyjścia rew izji ogólnie przyjętego schem atu reakcji hydroksylam iny 
ze związkami cytozyny.

Ponowne prześledzenie reakcji hydroksylam iny z glikozydowymi po
chodnymi cytozyny ale m etodą pozwalającą na uchwycenie obydwu pro
duktów wykazało, że produkt III pojawia się obok produktu  II na samym 
początku reakcji (17, 22, 56, 58, 67). Reakcja zachodzi zatem  w dwóch 
kierunkach: jeden z nich został przedstaw iony na schemacie 1 , drugim  
jest tworzenie związku III na drodze bezpośredniej w ym iany grupy am i
nowej na hydroksylam inową. Stosunek ilościowy tych dwóch produk
tó w — II/III — zależy od w arunków  reakcji. Zm niejszenie stężenia hy 
droksylam iny z 2,5 — IM (rysunek 4a i b) zmiana pH  w kierunku kw aś
nym, powoduje przesunięcie reakcji na korzyść związku III (56).

R ys. 4a, b. Ś ledzen ie  re a k c ji m iędzy po li С i h y d ro k sy lam in ą  w  pH  6,5 i 37°C, p rzy  
s tężen iu  (a) — 2,5 M; (b) — IM  h y d ro k sy lam in y .

Spadek absorpcji w  270 nm  (•••) jest m iarą tworzenia się związku II,  wzrost absorpcji w  300 nm  
(oo) jest m iarą tworzenia związku I I I  (według J a n i o n  i S h u g a r  (56)).

Pow stawanie hydroksycytozyny jako jednego z produktów  reakcji 
hydroksylam iny z cytozyną nasuwa przypuszczenie, że związek ten nie 
tylko powoduje m utacje u fagów parzystych, ale być może jest przyczyną 
m utacji zachodzących w innych układach biologicznych zawierających 
cytozynę w DNA, na przykład w jednoniciowym  DNA faga S13, czy 
w trasform ującym  DNA Bacillus subtilis. Istnieją pewne dane, które 
wskazują na słuszność takiego przypuszczenia. Na przykład 1000-krotnie 
mniejsza wydajność m utacji w transform ującym  DNA niż u fagów T 4 

(40), a także znaczne zwiększenie ilości m utacji w transform ującym  DNA
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przy przesunięciach pH reakcji z 6,2 do 5,5 (40) i 4,2 (6 ), można uznać 
za dowód zależności występowania m utacji od obecności pochodnych hy- 
droksycytozyny.

2. P ró b y  b io logiczne

M utageniczna specyficzność działania hydroksylam iny. Obok badań 
chemicznych na wysoką specyficzność działania hydroksylam iny w ska
zują badania biologiczne. Badania nad otrzym yw aniem  m utacji powsta
jących ze szczepów dzikich, jak  i m utacji wstecznych, prowadzących do 
odzyskania cech właściwych szczepom dzikim, przeprowadzone na fagach 
T 4 (23, 33, 38) i S13 (112) wskazują, że tylko pewne typy m utantów  mogą 
powstać, względnie ulec rew ersji pod wpływ em  hydroksylam iny. Te 
badania łącznie z danymi chemicznymi doprowadziły do wniosku, że 
miejscem  mutagenicznego działania hydroksylam iny są reszty cytozyny, 
a wynikiem  — tranzycja CG do AT w dwuniciowym  DNA, lub С do T 
w  jednoniciowym  DNA.

Próby z polimerazą RNA. Działanie polim erazy RNA (ЕС 2.7.7.6 ) ma 
wiele cech wspólnych z działaniem polim erazy DNA (ЕС 2.7.7.7). Oba te 
enzym y syntetyzują kwasy nukleinowe tylko z trój fosforanów nukleo- 
zydów, a powstający produkt jest kom plem entarnym  odbiciem m atryc 
polinukleotydowych (28, 109). Uważa się, że polim eraza RNA przenosi 
inform acje z DNA do RNA, czyli powoduje transkrypcję  cech zaw artych 
w DNA. Oprócz DNA, który uważa się za m atrycę naturalną, polimeraza 
RNA może między innymi używać jako m atrycy  poli C, na którym  syn
tetyzu je  poli G (28, 109). P h i l i p s  i wsp. (91) oraz W i l s o n  i C a i -  
c u t s  (1 2 1 ) badali wpływ działania hydroksylam iny na właściwości poli 
С jako m atrycy. Autorzy stwierdzili, że poli С pod wpływem  hydroksyl
am iny traci szybko zdolność włączania GTP, k tórą można częściowo 
przywrócić przez dodanie ATP. Działanie ATP jest specyficzne, UTP 
i CTP nie m ają w pływ u na reakcję. Bezwzględna ilość włączanego ATP 
jest bardzo mała, stanowi około 1,5%. Jak  podają P h i l i p s  i B r o w n  
(90) cytując nieopublikowane w yniki Banks, Brown i Grossmana, na 
m atrycy  kopolim eru cytydylo-hydroksycytydylow ego ilość włączanego 
ATP zwiększa się do przeszło 50%. W yniki te  świadczą o tranzycji С do 
T zachodzącej pod wpływem  hydroksylam iny w  układzie biologicznym.

Pew nych danych o roli enzymu, bądź wpływie sąsiadujących w m a
trycy  nukleotydów na proces syntezy RNA dostarczyli B u d o w s k y  
i wsp. (21). Używając polim erazy RNA związanej z kwasem dezoksyrybo
nukleinowym  spraw dzali oni, k tóry  z 4-ch trój fosforanów rybonukleozy- 
dowych, niezbędnych w tym  system ie do syntezy, może być zastąpiony 
przez odpowiednią pochodną związku II lub związku III. Z tych dwóch 
związków tylko jeden — trój fosforan hydroksycytydyny (pochodna zwią
zku III) — może być w budow any do powstającego łańcucha polimeru, przy
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tym  nie zastępuje on UTP, na co w skazywałyby doświadczenia poprzed
nich autorów, а СТР. Tak więc zachowanie się reszt hydroksycytozyny 
w tym  samym układzie biologicznym zależy od tego czy służą one jako 
m atryca (hydroksycytozyna =  uracylowi), czy jako substra t (hydroksy- 
cytozyna =  cytozynie). W świetle tych doświadczeń widać, na co już nie
którzy autorzy zwracali uwagę (112), że nie włączanie dX TP do DNA 
w układzie in vitro  (9) często uważane za dowód braku  m utagenicznych 
właściwości ksantozyny, niekoniecznie o tym  świadczy. Nie wiadomo jak  
oddziaływałyby reszty ksantozyny wbudow ane w łańcuch polinukleoty- 
dowy stanowiący m atrycę.

IV. Wpływ mutagenów na strukturę polimerów

1. T eorie pow staw ania m utacji

W szystkie teorie, które dotyczą m echanizmów pow staw ania m utacji 
prowadzących do tranzycji par zasad, stanow ią pewną m odyfikację teorii 
błędu parow ania (ang. pairing m istake) W a t s o n a  i C r i c k a  (118, 
119). Teoria ta  jako próba w ytłum aczenia m utacji spontanicznych, zo
stała przedstawiona równocześnie z modelem podwójnej spirali DNA 
i jest na tym  modelu oparta.

Jak  wiadomo DNA składa się z dwóch nici polinukleotydowych po
łączonych wiązaniami wodorowymi, w ystępującym i między określonymi 
param i zasad. Tym ina tworzy kompleksy z adeniną, a cytozyna lub 5-hy- 
droksym etylocytozyna z guaniną. Podczas replikacji specyficzność tw o
rzenia wiązań wodorowych w arunkuje  sposób ułożenia zasad dobudowu- 
jącego się łańcucha. Podstaw ą teorii błędu parow ania jest zdolność zasad 
kwasów nukleinowych do tautom erii. Zasady kwasów nukleinowych za
leżnie od pH środowiska mogą występować w dwóch różnych formach. 
Tylko jedna z tych form  w ystępuje w struk tu rze  dwuniciowego DNA, 
właściwości do kompleksowania drugiej form y nie są znane. W atson 
i Crick wysunęli przypuszczenie, że w pewnych w arunkach dana zasada 
może przekształcić się w taką rzadko w ystępującą form ę tautom eryczną, 
co prawdopodobnie powoduje zmianę właściwości kompleksowania 
i w czasie replikacji może prowadzić do zam iany dobudowywującego się 
nukleotydu. Na schemacie За para AT ma form ę w ystępującą w kwasach 
nukleinowych, schem at 3b przedstaw ia adeninę w rzadko w ystępującej 
form ie tautom erycznej oraz sposób, w jak i przypuszczalnie może ona po
łączyć się z cytozyną.

W podobny sposób F r e e s e (30, 31) oraz L i t m a n  i P a r d e e  
(74) tłum aczą mechanizm m utagenicznego działania brom ouracylu (84). 
F r  e e s e rozróżnia przy tym  błąd replikacji od błędu inkorporacji. P rzy  
błędzie replikacji BU wbudow ywany jest w miejsce tym iny i sama ta 
zamiana nie powoduje m utacji, zaś podczas replikacji BU w drugiej for
mie tautom erycznej m ylnie kom pleksuje się z guaniną, prowadząc do za-
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m iany pary  AT parą GC. Przy błędzie inkorporacji BU jest m ylnie w bu
dow yw any zamiast cytozyny, a podczas replikacji zachowuje się jak  
tym ina dobudowując w powstającym łańcuchu adeninę, co prowadzi do 
tranzycji pary  GC do AT.

(a) (b)
H H

N -H -O  CH3 N N

> < (  X W  Ы ч
O 4 o  \

A T  A* ' С

Schem at За, b. W ytw orzenie  w iązań  w odorow ych
(a) m iędzy ad en in ą  a ty m in ą ;

(b) po p rzesu n ięc iu  tau to m ery czn y m  w  ad en in ie  m iędzy  a d en in ą  a cy tozyną (w edług
W a t s o n a  i C r i c k a  (118).

Zwiększoną mutageniczność BU w porów naniu z tym iną L a w 1 e у
i B r o o k e s  (69) upatru ją  nie w w ystępow aniu innych form  tautom e- 
rycznych, ale w jonizacji tych zasad. Powodem takich przypuszczeń są 
znaczne różnice między wartościami pK tym idyny (9,8) i bromodezoksy- 
u rydyny  (8,1). Z w artości tych wynika, że praw dopodobieństwo w ystę
powania w w arunkach fizjologicznych form y zjonizowanej jest większe 
dla BU (około 8%) niż dla tyminy (około 0,16%). Na schemacie 4 przed
staw iono BU w odmianie tautomerycznej i w form ie zjonizowanej w kom
pleksie z guaniną.

(a) (b)

O - H - 0  Br O O Br

V 1
H

G BU G BU
Schem at 4a, b. T w orzenie w iązań  w odorow ych

(a) m iędzy  g u an in ą  a fo rm ą  enolow ą b ro m o u racy lu ; L i t m a n  i P a r d e e  (74);
(b) m iędzy  g u an in ą  a fo rm ą  jonow ą b ro m o u racy lu ; L a w l e y  i B r o o k e s  (69).

L a w l e y  i B r o o k e s  (68), jak  też N a g a t a i wsp. (85) tłumaczą 
podobnie m utacje zachodzące w wyniku alkilacji N7 guaniny. L a w l e y
i B r o o k e s  przypuszczają, że błąd w kom pleksowaniu następuje w w y
niku jonizacji 7-alkilo G (schemat 5a), natom iast N a g a  t a  i wsp. uw a
żają, że jest on spowodowany zmianą w rozłożeniu gęstości elektronów 
(schemat 5b). Rysem wyróżniającym  ten ostatni model jest założenie, że

8*
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właściwości kom pleksowania obydwu zasad pary  7-alkilo G : С zm ieniają 
się w w yniku następującego przemieszczenia wiązań wodorowych. Rów
nież i w tym  przypadku stw ierdzenie znacznych różnic między w artościa
mi pK 9,2 dla guanozyny i pK  7,2 dla 7-metylo i 7-etyloguanozyny 
przem awia za możliwością w ystępow ania zjonizowanej form y 7-alkilo- 
-guaniny w w arunkach fizjologicznych (68, 70).

(a) (b)

i
H

7-alkilo -G  T C A

Schem at 5a, b. T w orzen ie  w iązań  w odorow ych
( a )— m iędzy fo rm ą  jonow ą 7 -a lk ilo -g u a n in y  a ty m in ą ;

(b) — p rzesu n ięc ie  p ro tonów  m iędzy  a lk ilo w an ą  g u a n in ą  a cy tozyną  o raz  w p ły w  
ty ch  zm ian  n a  m y ln e  ko m p lek so w an ie  obydw u zasad  w  czasie re p lik a c ji;  B r o o -

k  e s (12).

Mimo niepewności, k tóry  z pow stających pod wpływem  hydroksy
lam iny związków (I, II czy III) jest m utageniczny, sądzono, że m utacje 
wywołane działaniem  hydroksylam iny w arunkuje  ten  sam mechanizm, 
polegający na zmianie właściwości tw orzenia kompleksów. O zmienione 
w stosunku do cytozyny zdolności kom pleksowania podejrzew ano związek
I w form ie iminowej (91, 92), a związki II i III w form ie oksymoiminowej 
(34, 62, 89). Proponowano również (podobnie jak  w przypadku 7-alkilo- 
-guaniny) możliwość przemieszczania protonów między związkiem II, 
lub III a guaniną, które prowadzą do zmian w kom pleksowaniu obydwu 
zasad, pierw otnie połączonych wiązaniam i wodorowymi (67, 86). W szyst
kie proponowane sposoby tłum aczenia m utacji (62, 86, 89, 90) zachodzą
cych pod w pływem  hydroksylam iny przedstaw iono na schemacie 6a i b.

Ujem nym  rysem  tych teorii jest b rak  poparcia doświadczalnego. O ile 
teorię udziału wiązań wodorowych w budowie podwójnej spirali można 
łatwo sprawdzić (zmieszanie w odpowiednich w arunkach dwóch polimerów 
składających się z zasad kom plem entarnych praw ie natychm iast pro
wadzi do utw orzenia kompleksu dwuniciowego (25, 117)), o ty le jak  do

http://rcin.org.pl



[15 ] M U TA G E N E ZA  CH EM ICZNA 605

tychczas nie udało się doświadczalnie potwierdzić istnienia kompleksów 
w ytworzonych z zasad, które o zdolność do kom pleksowania podejrzewano. 
Jedynym i dowodami, które mogą stanowić poparcie dla tego rodzaju 
przypuszczeń, są wspomniane dane o różnicach w wartościach pK  między 
brom odezoksyurydyną a tym idyną i m iędzy 7-alkilo-guanozyną a guano- 
zyną oraz różnice w rozmieszczeniu gęstości elektronów  w guaninie po 
alkilacji i cytozynie, lub hydroksym etylocytozynie po wprowadzeniu grupy 
hydroksylam inowej (69, 70, 85, 86). Jednak te  fak ty  nie mogą być uznane 
za równoznaczne ze stw ierdzeniem  zmian specyficznych zdolności kom
pleksowania.

(a)

но H

HO-NH

/ o
П

HHO
n - h-N

f r  N -H -N  
N—̂

/  O
Ш

s
V - N

(b )
OH/

G -T Ш (II)—A

S ch em at 6a, b. (a) — p ro p o n o w an e  sposoby w y tw a rz a n ia  ko m p lek só w  m iędzy po
chodnym i h y d ro k sy lam in y  a a d e n in ą ;

(b) — zm iany  w  rozm ieszczeniu  w iązań  w odorow ych  i w p ły w  ty ch  zm ian  na  b łędy
w  kom pleksow an iu .

Z badań nad komplesami wytworzonym i m iędzy resztam i brom oura- 
cylu i adeniny w układach monomerycznych (64), czy w kompleksach 
trójniciowych: poli A : 2 poli BU (4, 81) wynika, że siła wiązań wodoro
wych między kom plem entarną parą zasad brom ouracyl : adenina jest 
nawet wyższa, niż wiązań między parą zasad tym ina : adenina. Kompleksy 
wytworzone między poli 7-MeG i poli С dysocjują w znacznie niższej tem 
peraturze (Tm =  69°) niż kom pleksy poli G z poli С (Tm =  90°), ale prze
sunięcie stałej dysocjacji reszt 7-m etyloguaniny związanych w polimerze
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do pK  ponad 10 (84), podważa koncepcję powiązania zmian m utagenicz- 
nych ze zwiększoną częstością w ystępowania form y zjonizowanej w w a
runkach fizjologicznych.

Zm iany właściwości fizykochemicznych i zdolności tworzenia kom 
pleksów zachodzące na skutek w ym iany grupy aminowej cytozyny na 
hydroksylam inow ą (54, 55, 56, 57) zostaną omówione w rozdziałach na
stępnych.

2. W pływ  grupy hydroksylam inow ej na konfigurację poli С

Poli С podobnie jak  inne polim ery w ykazują pewien stopień upo
rządkow ania struk tu ry . Ich absorpcja w UV nie rów na się sumie absorpcji 
poszczególnych składników nukleotydowych, lecz w skutek oddziaływań 
w zajem nych zasad jest niższa. Absorpcja polim erów zwiększa się przy 
podwyższaniu tem peratury , i dorównuje sum arycznej absorpcji składni
ków po rozpadzie wiązań m iędzynukleotydowych (rysunek 5a). Widmo 
polim eru złożonego wyłącznie z kwasu hydroksycytydynow ego — poli 
НАС — w czasie ogrzewania nie ulega zmianom, natom iast po rozpadzie 
wiązań m iędzynukleotydowych absorpcja w zrasta głównie w 235 nm, 
a w 270 nm  pozostaje praw ie bez zmiany (rysunek 5b).

Л[пт] A [nm ]

R ys. 5a, b. (a) — W idm o ab so rp cy jn e  poli С oznaczone w  t° pok. (------ ), w  85°C (•••)
i po rozpadzie  n a  n u k leo ty d y  (----- );

(b) — w idm o  po li НАС w  t° od 0°—80°C (------ ) i po rozpadzie  n a  n u k leo ty d y  (----- ).
W aru n k i oznaczania: 0,0-lM b u fo r fo sfo ran o w y  pH  7.8, 0.1M N aCl. W edług  J  a n i o n

i S h  u g a r  (56).

W pH  3,0 do 5,0 poli С tworzy półprotonowaną, uporządkow aną s tru k 
tu rę  (1, 48, 51, 65), której form owanie uniemożliwia oznaczenie wartości 
pK  m etodą stosowaną w przypadku monomerów (98) poprzez badanie 
zmian absorpcji w widmie UV jako funkcji pH. Natom iast widmo poli 
НАС przy zmianie pH  zmienia się w sposób ciągły, poszczególne krzyw e 
zbiegają się w punktach izozbestycznych. Świadczy to o braku zdolności
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do tworzenia w w arunkach kwaśnych półprotonowanej struk tu ry  i pozwala 
na oznaczenie wartości pK reszt hydroksycytozyny związanych w polimerze 
(pK  =  2,7) (55, 56). Zmiany ekstynkcji po rozpadzie wiązań m iędzynukle- 
otydowych w poli НАС, jak i różnice między wartościam i pK  reszt hydro
ksycytozyny wolnych (pK =  2,26) i związanych w polimerze (pK =  2,7) 
mogą wskazywać na istnienie pewnej s tru k tu ry  w poli НАС, powstającej 
prawdopodobnie w wyniku wzajemnego przylegania zasad (ang. base 
stacking).

3. W pływ  grupy hydroksylam inow ej na zdolność do kom pleksow ania

Zm iany wartości pK  cytozyny i hydroksycytozyny nie w skazują na to, 
aby obecność grupy hydroksylaminowej zwiększała szansę w ystępowania 
w w arunkach fizjologicznych formy zjonizowanej, czy tautom erycznej, 
której efemeryczna obecność, dzięki odm iennym  włościwościom kom ple
ksowania, powoduje wbudowanie niepożądanego nukleotydu w czasie 
replikacji DNA. Jeśliby zamiana grupy aminowej na hydroksylam inową 
wpływała na zmianę właściwości kompleksowania cytozyny, to mogłyby 
się tworzyć odmienne kompleksy w układach in vitro.

Okazało się jednak, że poli НАС i polim er zbudowany z reszt hydro- 
ksylam ino-hydroksycytydynowych (poli 2HAC, związek II) którego udziału 
w m utagenezie spowodowanej modyfikacją reszt cytozynowych nie da się 
wykluczyć, nie tylko tracą zdolność tworzenia kompleksów z poli I (part
nerem  kom plem entarnym  poli C), lecz także nie kom pleksują z żadnym 
z innych badanych polimerów jak poli A, poli U, czy poli С (56). Te w y
niki następnie potwierdzono badając zachowanie się reszt hydroksycy
tozyny w ystępujących w tak zwanych kopolim erach, w k tórych obok 
reszt hydroksycytozyny występuje inna zasada o znanej zdolności kom
pleksowania czyli w w arunkach bardziej zbliżonych do naturalnych  (54, 
55, 56, 57).

Pierwsze badania nad kompleksowaniem kopolim erów przeprowadzili 
F r e s c o  i A l b e r t s  (41), którzy wykazali, że reszty  uracylu  w kom 
pleksie wytworzonym  między kopolimerem AU a poli U nie zajm ują 
miejsc w ew nątrz struk tu ry  dwuniciowej co by unieczynniało część nie- 
kom plem entarnych reszt U na przeciwległym łańcuchu, ale w ysuw ają się 
na zewnątrz w formie pętli (ang. loops). W ytw arzanie kompleksów między 
kopolimerami, a polim erami jest dogodną m etodą stw ierdzenia komple- 
m entarności zasad, których siła wiązania jest zbyt niska dla utw orzenia 
trw ałych kompleksów między homopolimerami (11, 93). Dowodem two
rzenia kom pleksu jest obniżenie absorpcji w ystępujące po zmieszaniu 
dwóch polimerów. Obliczenie stosunku stechiom etrycznego zasad wcho
dzących w skład budowy kompleksu przy osiągnięciu najniższego spadku 
absorpcji, daje odpowiedź czy wszystkie czy tylko część zasad w ystępu
jących w kopolimerze biorą udział w w ytw arzanym  kompleksie.
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Та metoda została w ykorzystana dla spraw dzenia zdolności kom ple
m entarnych reszt hydroksycytozyny (57). Do badań używano dwa ro
dzaje kopolimerów; poli (C,HAC) dla spraw dzenia czy hydroksycytozyna 
w ykazuje zdolności kompleksowania podobne do cytozyny i poli (U,НАС) 
w celu przekonania się czy hydroksycytozyna zgodnie z teorią tranzycji 
zachowuje się podobnie jak  uracyl. Rysunek 6a i b przedstaw ia niektóre 
z otrzym anych wyników: krzyw ą m ieszania (ang. т іхіпд  сигѵе) uzyskaną 
po zmieszaniu w różnych proporcjach poli (C,HAC) zawierającego 80%

^  J/ość С tv polifc, НАС) w %> molowych ^  J/ość U wpoH{U} НАС)w % molowych

R ys. 6a, b. K rzyw e m ieszan ia  (a) — poli (С, НАС) (20°/o re sz t НАС) z po li I; (b) —  
poli (U, НАС) (23°/o re sz t НАС) z po li A.

W arunki: 0.01M bufor fosforan ow y, 0.1M NaCl. W edług J a n i o n  i S h u g a r  (57).

reszt cytozyny i 20%  reszt hydroksycytozyny z poli I, oraz krzyw ą mie
szania poli (U,НАС) o 77°/o zawartości reszt uracylu  i 23'% zawartości 
reszt hydroksycytozyny z poli A. W obydwu przypadkach w obliczeniach 
stechiom etrycznych pom ijano w ystępujące w kopolim erach reszty  hydro
ksycytozyny. W obydwu doświadczeniach najniższy spadek absorpcji 
w ystępuje wtedy, gdy suma reszt cytozyny w poli (C,HAC) (względnie 
suma reszt uracylu w poli (U,НАС)) równoważy sumę reszt hipoksantyny 
w poli I (względnie reszt adeniny w poli A). O trzym ane w yniki potw ier
dzają dane uzyskane uprzednio w próbach kompleksowania reszt hydro
ksycytozyny w homopolimerach; nieobecność wystarczająco silnych w ią
zań wodorowych zdolnych do utrzym ania stru k tu ry  dwuniciowej m iędzy 
resztam i hydroksycytozyny a hipoksantyny, ani między resztam i hydro
ksycytozyny a adeniny.

V. Zakończenie

Z zestawionych danych wynika, że mechanizm zmian prowadzących 
do m utacji nie jest jeszcze w pełni wyjaśniony. Pom ijając m utacje, k tó
rych przyczyną jest bezpośrednia zamiana cytozyny na uracyl, czy ade
niny na guaninę, nie ma doświadczalnych podstaw dla tw ierdzenia, że 
zmiana kom plem entarności zasad powoduje błąd w zapisie genetycznym .
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W ydaje się, że aby dać odpowiedź na pytanie jakie istnieją powiązania 
m iędzy m odyfikacją zasad, a wbudowaniem  nieprawidłowego nukleotydu 
do kwasów nukleinowych, konieczna jest dokładniejsza znajomość roli 
system u enzymatycznego w syntezie kwasów nukleinowych. Czy w y
starczającym  czynnikiem selekcji zgodnie z teorią W atsona i Cricka jest 
kom plem entarność zasad czy też polim eraza DNA bierze udział w roz
poznawaniu i selekcji zasad syntetyzow anych nukleotydów. Jest to za
gadnienie niełatw e do rozwiązania. Na udział polim erazy DNA w se
lekcji zasad w skazują S р е  у e r  i wsp. (107, 108), którzy stw ierdzili zna
czne zwiększenie częstości rew ersji wśród m utantów  faga T4 zaw ierają
cych zm utowany gen polim erazy DNA. W edług F r e e s e  i B a u t z -  
- F r  e e s e (37) zwiększona częstość m utacji może być tłum aczona m niej
szym powinowactwem zmutowanego enzym u do części cukrowo-fosfora- 
nowej w skutek czego naw et przy braku lub niepraw idłow ych wiązaniach 
m iędzy zasadami, niewłaściwa zasada może być w budow ana do DNA. 
Za wnioskami Speyera i wsp. przem aw iają w yniki H a 11 a i wsp. (49, 
50), którzy porównywali działanie polim erazy DNA wyodrębnionej ze 
szczepu dzikiego i szczepu zmutowanego w układach in vitro. Zm utowa
na polim eraza w porów naniu z norm alną w ykazuje kilkakrotnie zwięk
szoną częstość włączania T do poli dC, przy jednakow ej częstości w łą
czania С do poli dAT. A utorzy uważają, że w tym  przypadku m utacja 
obejm uje tylko zmianę częstości trans w ersji G do T i że fak t ten stanowi 
dowód udziału enzymu w zapewnieniu prawidłowości dobudowywania 
kom plem entarnych zasad (50). Badania innych reakcji enzymatycznych 
zależnych od m atryc polinukleotydowych jak  synteza RNA, czy synteza 
białka stanowią inną drogę wyjaśnienia udziału w iązań wodorowych 
w tych procesach i jego uzależnienia od zmian m utacyjnych. Badania te 
mogą okazać się jeszcze bardziej owocne, jeśli zastosuje się syntetyczne 
m atryce pozwalające na uniknięcie reakcji ubocznych, a nie m atryce na
tu ralne zmodyfikowane czynnikami m utagenicznym i.

Prace własne omawiane w niniejszym  przeglądzie zostały wykonane 
przy częściowym poparciu W ellcome Trust, Św iatowej O rganizacji Zdro
wia, oraz Agricultural Research Service, U.S. Dept. of A griculture 
(UR-E21-/32/-30).
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RECENZJE

W. K unicki-G oldfinger, Ż ycie B akterii, P ań stw ow e W ydaw nictw o N aukow e,
W arszaw a 1968, stron 560.

P o d ręczn ik  W. K un ick ieg o -G o ld fin g e ra  je s t p rzeznaczony  zasadniczo  d la  s tu 
den tów  biologii. M oże on być rów n ież  w y k o rzy sty w an y  p rzez  s tu d en tó w  m edycyny , 
w e te ry n a r ii , zoo techn ik i lu b  w y dzia łu  ro lnego. Ze w zg lędu  n a  szersze o p racow an ie  
n iek tó ry ch  części s tu d e n t b iochem ii i m ik rob io log ii zna jdz ie  w  ty m  pod ręczn ik u  
w ie le  c iekaw ego m a te ria łu .

„Ż ycie B a k te r i i” n ie  je s t k lasycznym , tra d y c y jn y m  p o d ręczn ik iem  m ikrob io log ii. 
M a te ria ł zosta ł w yłożony  w  fo rm ie  16 rozdziałów  o raz  2 ad d en d u m . O b e jm u je  on 
h is to rię  m ikrob io log ii, m etody  m ikrobio log iczne, m etabo lizm , g ene tykę , w za jem n y  
w p ływ  b a k te r ii  i środow iska . Poza ty m  om ów iono sy s tem a ty k ę  b a k te r ii , m ik ro b io 
logię s to so w an ą  o raz  w iruso log ię .

A u to r p o tra f ił  p rzed staw ić  n aw e t tru d n e  zag ad n ien ia  w  p ro s te j, c iekaw ej fo r 
m ie. Z rozum ien ie  m a te r ia łu  u ła tw ia  74 tab e l o raz  348 ry c in  i schem atów , m iędzy 
innym i ry su n k i S zym ona K obylińskiego.

Z a c iek aw ą  szatą , p rzy s tęp n ą  fo rm ą, p ięk n y m  sty lem  k ry je  się dobry , now o
cześnie u ję ty  w y k ład  m ikrobio log ii. W  w ie lu  m ie jscach  a u to r  p rzed s taw ia  sw o je  
w łasn e  poglądy .

A u to r o p ie ra ł się n a  p iśm ien n ic tw ie  do 1967 ro k u  w łączn ie . Od tego czasu p o 
g lądy  na  pew ne  zag ad n ien ia  u leg ły  zm ianom : n a  p rzy k ład  n a  s tro n ie  102—3 au to r  
podaje , że „Nić DNA w  nuk leo idzie  n ie  w y s tę p u je  w  p o łączen iu  z b ia łk am i zw iąza
nym i z DNA...” . B adan ia  R oaf i B o n n era  (1968) w y k aza ły  obecność nu k leo p ro te id ó w  
w  nuk leo id ach  b ak te ry jn y c h . P rzy  ty m  stw ierdzono , że p odobn ie  do h is tonów  b ia łk a  
te  h a m u ją  syn tezę  RNA. N a str. 283 zak rad ła  się  n ieścisłość, że k o licyny  p o w odu ją  
lizę b ak te r ii .

W  n as tęp n y m  w y d an iu  by łoby  pożądane  rozszerzen ie  m a te r ia łu  pośw ięconego 
m echan izm ow i d z ia łan ia  an ty b io tyków .

Te d ro b n e  uw ag i n ie  p o m n ie jsza ją  dużej w a rto śc i tego now oczesnego p o d ręcz 
nika.

Z. L o rk iew ic z
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