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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

Redakcja zastrzega sobie mozno$s¢ wprowadzenia skrétéw i popra-
wek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢c w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢é napisany
jednostronnie, z podwéjna interliniag, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracja stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w peinym brzmieniu) i nazwiska
autorow, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placowek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdéwienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

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

W tekScie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskg w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekscie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

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

Zataczniki do tekstu. Kazdy zatacznik nalezy dotaczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks$-
cie, np. Tablica 1, Wz6r I, Rys. 1 lub Schemat 1 Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalgczniki nalezy oznaczy¢
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtéwek opisujgcy jej tres¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréow.
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ANDRZEJ KAHL™*

Receptory hormonéw sterydowych
Receptors of Steroid Hormones

Properties of cytoplasmic and nuclear receptors of various steroid hormones are
reviewed. The role of these receptors in the intracellular transport of steroid hor-
mones and in regulation of gene expression in target cells is discussed.

Przyjmuje sie, ze dziatanie wiekszosci hormonéw mozna wyjasnic¢ ich
wplywem na ekspresje genéw w odpowiednich komérkach. Wptyw ten
moze by¢ realizowany dwoma sposobami:

1) bezposrednio — gdy sam hormon wchodzi w fizyczno-chemiczny
kontakt z chromatyng tkanek docelowych,

2) posrednio — gdy miejscem dziatania hormonu jest zewnetrzna stro-
na btony komérkowej, w ktérej powstaje wowczas okreslony sygnat che-
miczny przenoszony do wnetrza komorki. Takim sygnatem jest np. zmia-
na stezenia cAMP (54), co poprzez kilka etapéw posrednich doprowadza
ostatecznie do zmian w chromatynie.

Wptyw posredni wywierajg przede wszystkim hormony o budowie
peptydowej, natomiast hormony sterydowe dziatajg bezposrednio, co jest
konsekwencjag ich wnikania do wnetrza komérek docelowych. W procesie
tym, a takze w nastepnych etapach dziatania hormonéw sterydowych —
decydujgca role odgrywajg swoiste biatka receptorowe.

Badania w tej dziedzinie staly sie mozliwe dzieki zastosowaniu hormo-
néw sterydowych znakowanych trytem (36, 49). W doswiadczeniach in
vivo (wstrzykiwanie zwierzetom radioaktywnych hormonéw) a takze in
vitro (inkubacja réoznych tkanek z hormonami) ujawnity sie znaczne réz-
nice narzgdowe w wychwytywaniu i zatrzymywaniu hormondéw. Roéznice

* Lek. med., mgr biochemii, doktorant Instytutu Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej im. L. Hirszfelda, Wroctaw; Zaktad Radiobiologii, Instytut Onkologii im. Curie-
Sktodowskiej, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéw: cAMP — cykliczny 3',5'-adenozynomonofosforan,

H — hormon sterydowy, R — receptor tego hormonu w tkankach docelowych, Rc —
R wyizolowany z cytosolu komérek docelowych, Rn — R wyizolowany z jader komo-
rek docelowych, HR, HRc, Hiln — kompleksy hormonéw sterydowych z odpowied-
nimi receptorami, NH — niehistonowe biatka chromatyny, DHT — dwuhydrotestoste-
ron, COL — hydrokortyzon (kortyzol), FSH — follikulostymulina (hormon dojrzewania
pecherzykoéw jajnika).
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te mozna zinterpretowac przyjmujac, ze w tkankach docelowych (Scis-
lej — w hialoplazmie, czyli w cytosolu komoérek docelowych) wystepuja
biatka 0 znacznym powinowactwie do odpowiednich hormondéw sterydo-
wych. W ten sposéb powstata hipoteza wewnatrzkomérkowych recepto-
row hormonalnych.

Biatka o duzym powinowactwie do hormonéw sterydowych wystepuja
takze pozakomoérkowo. W osoczu cztowieka stwierdza sie na przykiad
globuliny wigzgce swoiscie testosteron i estradiol (TeBG, SBP) (22,75),
globuline wigzaca kortykosterydy (CBG) (108); w osoczu ciezarnej swinki
morskiej znajduje sie biatko wigzgace progesteron (PBP) (77). Biatka te sg
jednak ré6zne od wewnatrzkomorkowych receptoréw i majg na ogot nieco
mniejsze powinowactwo do hormonéw. Niejednokrotnie powaznie utrud-
niajg cne badania nad wewnagtrzkomoérkowymi receptorami (76), gdyz
homogenaty tkanek docelowych dla hormonéw sterydowych przyrzadza
sie najczesciej bez uprzedniej perfuzji narzadéw. Obecnos¢ zatem biatek
osocza w mieszaninach inkubacyjnych stosowanych do badania wewnatrz-
komérkowych receptoréw powaznie obcigza wiekszos¢ wynikéw i jest
jednym z podstawowych zastrzezen wobec naszych sadéw o cytoplazma-
tycznych receptorach. Nie ma dotychczas dowodoéw na przechodzenie in
vivo wspomnianych globulin osocza do wnetrza komoérek docelowych dla
odpowiednich hormonéw sterydowych, ani receptoréw cytoplazmatycz-
nych — do krwi. Wewnatrz- i pozakomdérkowe biatka o duzym powino-
wactwie do hormonéw sterydowych naleza zatem — pod wzgledem pocho-
dzenia — do dwodch zupeinie odrebnych uktadéw, rozdzielonych blong
komoérkowa. Rola biatek osocza polega wiec na przetransportowaniu hor-
monoéw sterydowych i przekazywaniu ich wewngtrzkomdrkowym recepto-
rom w cytosolu komérek docelowych. Dalszy transport — do chromaty-
ny — odbywa sie przy udziale receptorow wewnatrzkomoérkowych.

I. Wiasnosci wewnatrzkomérkowych receptoréw

1 Wiasnosci fizykochemiczne

Hormony sterydowe (H) nie wigzg sie kowalencyjnie ze swymi recep-
torami (R) (5). Oddziatywanie H+ R"HR ma nature adsorpcji drobno-
czgsteczkowego zwiazku (H) przez swoiste i wystepujagce w ograniczonej
liczbie miejsca wigzace w drobinie wielkoczasteczkowego receptora. Pro-
ces ten prowadzi do wytwarzania wigzan hydrofobowych, ktore stabilizujg
kompleks HR. Przytgczony steryd powoduje zmiane konformacji swego
receptora i witasnie to wyzwala dalsze etapy biologicznej aktywnosci hor-
monu (miedzy innymi jego transport do jadra komoérkowego). Zawsze jed-
nak udaje sie oddysocjowaé steryd w niezmienionej postaci z kompleksu
HR metoda difugotrwatej dializy, dtugotrwatego wytrzagsania z nadmiarem
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innego adsorbenta, metodg ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi (de-
naturujacymi zazwyczaj receptor) lub metode wymiany z kompetycyjny-
mi inhibitorami tworzenia kompleksu (wypieranie znakowanego hormonu
hormonem nieznakowanym, syntetycznym zwigzkiem niesterydowym,
0 biologicznej aktywnosci badanego sterydu, lub antyhormonem * (7, 41,
42, 104, 133).

Wszystkie badane dotad receptory hormondéw sterydowych sa kwas-
nymi biatkami. Ich inaktywacje potgczong z uwolnieniem zwigzanych ste-
rydéw mozna uzyskaé¢ przez podgrzanie (98, 99) dziatanie detergentdw,
proteaz (5, 42, 98) oraz zwigzkéw blokujacych grupy -SH (100, 112), ktoére
jak sie wydaje sga niezbedne do utrzymywania biologicznej aktywnosci
receptoréow. Nukleazy nie niszczg komplekséw HR, ani wolnych recepto-
row (5, 42, 98, 99), co wskazuje na brak w ich czasteczkach fragmentow
polinukleotydowych. Nie ma dotychczas danych, czy inne, niebiatkowe
komponenty (lipidy, weglowodany) wchodzg w sklad czgsteczki recepto-
réw. Wydaje sie istotny udziat niektérych jonéw np. Zn++ w tworzeniu
kompleksow HR (28).

State sedymentacji Rc i HRc w gradiencie sacharozy zaleza wybitnie
od sity jonowej. W nieobecnos$ci soli majg najczesciej wartosci w grani-
cach 7-9S; w 0,3M KC1 sa dwukrotnie mniejsze (okoto 4S). Odwracalna
1 zalezna od sity jonowej zmiana 8Si=;4S (lub 5S) jest wspdlng cechg
wszystkich receptoréw cytosolu, niezalezng od gatunku zwierzecia i hor-
monu sterydowego (Rc estradiolu) w macicy (29, 41, 42, 53, 63), Rc pro-
gesteronu w jajowodzie (5, 93, 96, 114) i w macicy (5, 141), Rc DHT w gru-
czole krokowym (5, 31, 33, 65), Rc COL w watrobie i w tkance limfatycznej
(5, 107). Takie zachowanie sie receptoréw wskazuje na ich podjednostkowag
budowe i mozliwosci asocjacji lub dysocjacji podjednostek. Na zjawiska
te maja wptyw kationy dwuwartosciowe (14). Ostatnie badania wskazuja
na nierébwnocennos¢ podjednostek receptoréw (31, 95). Podjednostkowag
budowe receptoréw potwierdzajg rowniez spostrzezenia, ze w granicach
stezen KC1 od 0,1M do 0,3M ujawnia sie znaczny polimorfizm profiléw
sedymentacyjnych receptoréw w gradiencie sacharozy (5). Ta okolicznos¢
zadecydowata, ze nie znamy dotad rzeczywistego stopnia zasocjowania
receptoréw in vivo.

Z fizyko-chemicznego punktu widzenia receptor musi przejawia¢ dwie
cechy w stosunku do hormonu; duze powinowactwo i mata pojemnosc
wigzania (5, 41, 42). Miarg powinowactwa jest stata dysocjacji (Kd lub jej
odwrotnos¢ — stata asocjacji (Ka kompleksu HR. State te zalezg w duzym
stopniu od temperatury (malejg z jej wzrostem), sity jonowej i pH.
Ze wzgledu na labilnos¢ receptoréow i obecnos¢ proteaz wspomniane state

* nazwa moze wprowadza¢ w btad; w przypadku hormonéw sterydowych jest
stosowana dla zwiazkéw syntetycznych znoszacych dziatanie hormonu (nie dla prze-
ciwciat).
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oznacza sie zwykle w temperaturze 4°C przy ,fizjologicznych” wartosciach
dwéch pozostatych parametrow. Wszystkie poznane dotad receptory cy-
toplazmatyczne majg w tych warunkach Kdw granicach 10-0— 10-11M dla
odpowiednich hormondéw. Stale te sg przeto o kilka rzedoéw wielkosci niz-
sze od statych Michaelisa, ktore wyrazajg powinowactwo enzymow do
substratéw (4); to obrazuje, o ile wieksze jest powinowactwo receptora
do hormonu, niz enzymu do substratu. Dzieki niskim statym dysocjacji
rozpad komplekséw HR in vitro zachodzi tak wolno, ze mozna je wyizolo-
wa¢é, gdy inne, nieswoiste kompleksy juz sie rozpadty. In vivo zas$ dzieki
wielkiemu powinowactwu receptory ,wychwytujgag” hormony obecne
w bardzo niskich stezeniach (10-9— 10~IM), umozliwiaja ich retencje
w komodrkach i powodujag, ze praktycznie cata pula hormonéw sterydo-
wych wystepuje w postaci skompleksowanej jako HR. To za$ zapewnia
najbardziej oszczedng gospodarke hormonami wewnatrz komorki.

Receptory w jadrach komoérek docelowych majg prawdopodobnie jesz-
cze nizsze state dysocjacji (5). Ten naturalny, wzrastajacy gradient powi-
nowactwa osigga szczyt w niektorych miejscach chromatyny, wyznacza
droge poruszania sie hormonu sterydowego od osocza do jadra komorki
docelowej i skraca czas potrzebny do jej przebycia.

Druga wspomniang cechg receptorow jest mata pojemnos¢ wigzania
hormonoéw, co jest wynikiem obecnosci Scisle okreslonej i bardzo matej
liczby miejsc wigzgcych hormon w czasteczce receptora (zwykle od 1 do
kilku) (5, 141). W doswiadczeniach in vitro (inkubacja z réznymi steze-
niami H) cecha ta warunkuje nasycenie uktadu hormonem, czyli wyste-
powanie plateau na wykresie zaleznosci stezenia hormonu zwigzanego
w kompleksie (HR) od stezenia wolnego hormonu. Jezeli w warunkach
réwnowagi oznaczy¢ (5, 141):

[B] = stezenie zwigzanego hormonu,

[U] = stezenie niezwigzanego hormonu,

[N] = catkowite stezenie miejsc wigzacych we wszystkich czasteczkach

receptora,

[P] = stezenia biatka,

Kd= stata dysocjacji kompleksu HR,

n = liczba miejsc wigzgcych hormon w 1 czgsteczce receptora, to:
Bl=J M
Ka+ [U]

Jezeli przyjmuje sie, ze w badanym uktadzie nie ma innych biatek poza
receptorem, to mozna napisa¢: [N] = n*[P] oraz
n.[P].[U]
Ka+ [U]
Wzér ten wigze dwa podstawowe parametry oddziatywania w uktadzie
hormon—receptor: statg dysocjacji (miare powinowactwa) i liczbe miejsc
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wigzacych (miare pojemnosci). Wyraza on réwnoczesnie funkcje [B] =
= f(U), ktéra w tym przypadku ma ksztatt hiperboli. Prostoliniowosc¢

uzyskuje sie w wyniku nastepujacych przeksztatcen: p— =f, i \ (me-
1-1 VIOT *

[{=Y]

toda Lineweavera-Burka) (4, 110) Ilub = f@B (metoda

Scatcharda) (110). Metody te sg powszechnie stosowane w celu gra-
ficznego wyznaczania Kdi liczby miejsc wigzacych. Wartosci [N] mierzone
in vitro dla oczyszczonych ukitadow o wysokim powinowactwie zalezg od
[P] (128); inne parametry doswiadczenia pozostajg bez wptywu, jak sie
mozna spodziewaé z teoretycznego zwigzku [N] z liczbg miejsc wigzgcych
hormon w 1 czgsteczce receptora (n). Nasycenie populacji receptorow
w tkankach docelowych in vivo nastepuje zazwyczaj przy stezeniach hor-
monodéw nieco wyzszych od stezen fizjologicznych. Dzieki temu jest moz-
liwe — w razie potrzeby — wprowadzenie dodatkowej ilosci hormonoéw
w jego biologicznej czynnej postaci (HR) do komoérki docelowej. Zjawisko
nasycenia populacji receptoréw stanowi natomiast naturalne ograniczenie
ilosci aktywnego hormonu w komoérce. Wprawdzie po podaniu zwierzeciu
duzych dawek hormonéw stwierdza sie ich nienormalnie wysokie poziomy
w cytosolu komorek docelowych, jednak te dodatkowe ilosci hormonow
sg woéwczas zwigzane nieswoiscie z niereceptorowymi biatkami (41, 42).
Kompleksy takie tatwo dysocjujg i w ten sposéb nadmiar hormonu moze
by¢ szybko usuniety z komoérek.

2. Wiasnosci biologiczne

Z biologicznego punktu widzenia na szczeg6lng uwage zastuguje spra-
wa swoistosci receptoréw, ktora nalezy rozpatrywaé¢ w dwéch aspektach:
tkankowym i hormonalnym. Tkankowa swoisto$¢ przejawia sie wyste-
powaniem receptoréw dla okreslonych hormonéw sterydowych tylko
w tkankach docelowych dla tych hormonéw. Dzieki temu tkanki te moga
wychwytywac i zatrzymywac swoiste dla siebie hormony. Tak wiec w na-
rzadach pitciowych zenskich wystepuja receptory dla estradiolu i progeste-
ronu, w meskich — dla dwuhydrotestosteronu. Dzieki temu narzady te
moga ulega¢ rozrostowi, przerostowi a takze innym zmianom pod wpty-
wem wspomnianych hormondw. Indukcje enzymatyczne pod wplywem
glikokortykoidow w watrobie, a takze wybitny, kataboliczny wptyw
wspomnianych hormonoéw na limfacyty sg takze uwarunkowane obecno$-
cig receptorow w tych tkankach. Tak wiec tkankowa swoisto$¢ receptorow
jest wyrazem przystosowania niektorych tkanek do reagowania na okres-
lone hormony. Zaobserwowanie znacznego wychwytywania estradiolu
przez niektdére okolice podwzgérza (17, 56, 57), ktoére nie jest narzadem
docelowym dla estrogenéw, ma zwigzek z udziatem podwzgoérza w regu-
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lacji wydzielania FSH przez przysadke moézgowa; wydzielanie to za$ jest
kontrolowane przez poziom estrogenéw we krwi (17, 57). Zatem wystepo-
wanie receptorow estradiolu w podwzgorzu odzwierciedla wptyw tego
hormonu na czynno$¢ podwzgérza.

Swoistos¢ hormonalna — czyli swoisto$¢ interakcji konkretnego recep-
tora z okreslonym hormonem — przejawia sie w ten sposob, ze o miejsca
wigzgce w czasteczce receptora moga konkurowac¢ tylko 3 grupy zwigz-
kéw: wiasciwy hormon sterydowy, zwiazki syntetyczne (niekoniecznie
sterydy) o biologicznym dziataniu tego hormonu i zwiazki syntetyczne
wybioérczo blokujace jego aktywnos$¢ biologiczna (antyhormony). Ta swois-
toé¢ interakcji hormon—receptor wystepuje zaréwno in vitro, jak i in
vivo (5, 41, 62) 17P-estradiol zwigzany z receptorem cytosolu macicy nie
jest wypierany z potgczenia przez COL, ani testosteron (41, 88, 135). Row-
niez 17a-estradlol nie wypiera z kompleksu HRc naturalnego, 17Mzomeru,
Cco sugeruje, ze omawiana interakcja hormonu z receptorem jest stereo-
swoista (41, 135). Z preparatéw syntetycznych tylko dwuetylostilbestrol
(5, 41, 135) (niesterydowy zwigzek o silnym dziataniu estrogenowym) oraz
antyestrogeny (clomiphene, nafodixine) (26, 51, 79, 132, 134) wykazuja
znaczne powinowactwo do receptoréw estrogenowych. Podobny typ swois-
tosci wykazujg receptory androgenowe cytosolu prostaty, receptory gliko-
kortykoidowe i inne.

Zwraca uwage fakt, ze sterydowa budowa nie jest warunkiem koniecz-
nym, aby analog hormonu maégt swoiscie reagowaé¢ ze swoim receptorem.
Jezeli zatozy¢ ze hormony sterydowe i ich niesterydowe analogi lub anty-
hormony maja powinowactwo do tych samych miejsc wigzacych w recep-
torach, to trzeba przyjaé, ze nie cata czasteczka ligandu determinuje
swoistos¢ wigzania, lecz ze ta determinanta jest zlokalizowana we frag-
mencie czasteczki (dotad nieznanym). Innym rozwigzaniem ,paradoksu
swoistosci” jest przyjecie pogladu, ze wzér kreskowy zwigzku chemicz-
nego nie odzwierciedla tych ryséw czgsteczki, ktére dla swoistych in-
terakcji z receptorem sg najbardziej istotne.

Wytwarzanie komplekséw HRc w cytosolu komorek docelowych jest
najwczesniejszym etapem dziatania wszystkich hormonéw sterydowych.
In vitro proces ten nie zalezy od temperatury w granicach 0°—38°C (5, 41,
42). Nastepnym, wspolnym dla wszystkich hormonéw sterydowych etapem
jest przeniesienie kompleksu HRc do jader komérek docelowych (5, 41,
42, 52, 61, 69, 71, 124, 127). Po podaniu zwierzeciu znakowanego hormonu
obserwuje sie — po okresie szczytowego wyznakowania cytoplazmy ko-
moérek docelowych — stopniowe obnizanie sie radioaktywnosci w cytosolu
i rownoczesny jej wzrost we frakcji jadrowej. Proces ten mozna odtwo-
rzy¢ in vitro inkubujac najpierw cytosol komérek docelowych z hormo-
nem (powstawanie kompleksu HRc), a nastepnie dodajgc frakcje jadrowg
tkanki docelowej. Przenoszenie kompleksu HRc do jgder jest w tych wa-
runkach zalezne od temperatury (t. optymalna 30— 38°C) (5, 41, 42) i praw-
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dopodobnie od zwigzkéw bogatoenergetycznych. Integralnos$¢ bion jadro-
wych nie jest koniecznym warunkiem transportu komplekséw HRc:
inkubacja wyznakowanego hormonem cytosolu z chromatyng prowadzi
rowniez do wychwytywania hormonu (124), pod warunkiem, ze chroma-
tyna pochodzi z tkanek docelowych dla badanego hormonu (33, 85, 96,
124, 125). Wychwytywanie i retencja kompleksu HRc przez jadra komaor-
kowe jest zatem procesem w réwnej mierze swoistym tkankowo, co wy-
chwytywanie hormonu z osocza przez cytosol komorek docelowych; (o nie-
ktorych watpliwosciach wspomne przy omawianiu receptorow estroge-
nowych).

Z jader komoérkowych preinkubowanych z radioaktywnymi komplek-
sami HRc in vitro (lub in vivo — po podaniu zwierzetom radioaktywnych
hormonéw sterydowych) mozna wyekstrahowa¢ 0,4M roztworem KC1
nowe potgczenia hormonéw z biatkami — tzw. kompleksy jadrowe (HRn).
Maja one zaleznie od hormonu statle sedymentacji 4-5S w gradiencie sa-
charozy (5, 41, 42). Konieczno$¢ stosowania wysokich sit jonowych wska-
zuje, ze kompleksy te sg mocno zwigzane z chromatyng (24, 42, 60). Nie
ma przekonywujacych dowodéw w sprawie pochodzenia biatkowej kom-
ponenty potagczen HRn. Zwyklo sie jg nazywaé receptorem jadrowym
(Rn), aczkolwiek biatko to pochodzi prawdopodobnie z cytoplazmy i moze
by¢ po prostu podjednostka receptora cytoplazmatycznego zdysocjowa-
nego pod wptywem wysokiej sity jonowej. Poglad ten potwierdzajg spos-
trzezenia, ze kompleksy HRn (identycznie jak HRc) sg oporne na RNaze
i DNaze, a niszczone przez proteazy. O ile nie ma obecnie watpliwosci, ze
kompleks HRc odpowiada bodaj w przyblizeniu biologicznie aktywnej,
wewnatrzkomorkowej postaci hormonu sterydowego, o tyle wyizolowany
kompleks HRn jest prawdopodobnie artefaktem powstajagcym z powodu
zastosowania niefizjologicznych warunkow; (przy ,fizjologicznych” sitach
jonowych nie udaje sie wyizolowac¢ potaczen HRn z jader komadorkowych).

Il. Przenoszenie hormonéw sterydowych do miejsc
wiazacych w chromatynie

Droga przenoszenia hormonu sterydowego z krwi do chromatyny tka-
nek docelowych (schemat 1) obejmuje kilka etapow, z ktérych dwa udato
sie odtworzy¢ in vitro, w homogenatach. Na szczeg6lng uwage zastuguje
przekraczanie dwoch waznych bton biologicznych: komdérkowej (tu naste-
puje zmiana receptora) i jadrowej (receptor prawdopodobnie nie ulega
zmianie, lecz jedna z jego podjednostek jest razem z hormonem przeno-
szona do wnetrza jadra). Nie natrafitem w dostepnym mi piSmiennictwie
na prace o mechanizmach miedzyreceptorowego przekazywania hormonéw
sterydowych przez btony komdérkowe.
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Pierwszym, w peini odtworzonym w uktadzie pozakomérkowym, eta-
pem przenoszenia hormonéw sterydowych jest powstawanie komplekséw
HRc (inkubacja cytosolu tkanek docelowych z odpowiednimi hormona-

OSOCZE WNETRZE KOMORKI DOCELOWEJ
Cytoplazma Karioplazma
Chromatyna
Droga hormonu
sterydowego (H)
jego potaczenia
z receptorami H-receptory HRc
osocza
HRnN
HRN-NH

albo HRnN-histon
albo HRn-DNA

etapy, ktére mozna
odtworzy¢ in vitro

| — niezalezny od temperatury
(od 0° do 38°C)

Il — zalezny od temperatury
coraz wieksze powinowactwo (t. opt. 35°C)
do hormonu, coraz mniejsza
ilos¢ miejsc wigzacych
hormon

Schemat 1. Droga przenoszenia hormonu sterydowego z krwi do miejsc wigzacych w chromatynie komérek docelowych.
Oznaczenia: H — hormon sterydowy, Rc — receptor cytoplazmatyczny, Rn — receptor jadrowy, NH —
niehistonowe chromatyny.

mi — etap niezalezny od temperatury, niezupetnie identyczny z procesami
in vivo, gdyz inkubuje sie wolny hormon, a nie jego potaczenia z recepto-
rami osocza). Drugim etapem jest zalezne od temperatury przenoszenie
kompleksow HRc do jader komérek docelowych (5, 41, 42, 52, 61, 69,
71, 124).

Nasze dotychczasowe wiadomosci o interakcji przeniesionych kom-
plekséw z chromatyng sa niepetne. Watpliwosci nasuwaja sie juz przy
prébie zidentyfikowania tego sktadnika chromatyny, ktory przylacza kom-
pleksy HRc (lub HRn). Skiadnik ten powinien odpowiada¢ za tkankowag
swoistoscig wigzania HRn przez jadra komdérkowe, a réwnoczesnie musi
mie¢ takie wlasnosci fizykochemiczne, aby wigzanie to byto mozliwe.
Z pierwszego warunku wynika, ze najlepszym kandydatem sa kwasne
biatka (niehistonowe) odpowiedzialne w mys$Il przyjmowanych obecnie po-
gladéw za tkankowo swoistg restrykcje matrycowej aktywnosci chroma-
tyny (97, 120). Biatka te moga réwnoczesnie same powodowaé represje
i znosi¢ represje' zalezng od histonéw (47, 97). Poniewaz jednak cytoplaz-
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matyczne receptory hormonéw sterydowych sg same kwasnymi biatkami
(122, 123), przeto bezposrednie wigzanie ich ze wspomnianym kwasnym
sktadnikiem chromatyny jest malo prawdopodobne. Aby zatem pogodzi¢
fizykochemiczne wilasnosci receptoréw z tkankowa swoistoscig miejsc
wigzacych w chromatynie, nalezatoby przyjaé, ze pewna frakcja kwasnych
biatek chromatyny — to witasnie cytoplazmatyczne receptory hormondéw
sterydowych (lub niektére podjednostki tych receptoréw). Poglad ten wy-
raza m.in. O'Malley (122) opierajac sie na podobienstwie réznych
cech fizykochemicznych Rc i Rn progesteronu w jajowodzie kurczecia.
Z pogladu tego wynika jednoczesnie identycznos¢ jadrowych receptoréw
z receptorami cytoplaizmatycznymi (lub przynajmniej identycznos¢ nie-
ktorych podjednostek Rc i Rn). Dotychczas brak jednak przekonywuja-
cych dowodow, czy jest to ogdlna reguta dla wszystkich hormonéw stery-
dowych. Zastrzezenie to nie umniejsza jednak atrakcyjnosci hipotezy, ze
niektéore kwasne biatka cytoplazmatyczne (Rc) zmienione swoiscie pod
wptywem hormondw wydzielanych przez inne tkanki biora bezposredni
udziat w regulacji aktywnosci genéw w komodrkach docelowych dla tych
hormonow.

Drugim sposobem pogodzenia fizykochemicznych wiasnosci Rc z tkan-
kowg swoisto$cig miejsc wigzagcych hormony w chromatynie jest przyje-
cie, ze powstaja tu bardziej ztozone kompleksy, np.: HRn-histon-biatko
niehistonowe-DNA (biatka niehistonowe moga sie tgczy¢ bezposrednio
z DNA) (47), w ktérych pewna rola przypadataby ponadto kationom dwu-
wartosciowym. Takich potaczen dotychczas nie wyizolowano, lecz posred-
nie dowody wskazuja, ze DNA i wspomniane jony biora udziat w wychwy-
tywaniu komplekséw HRc przez chromatyne i w stabilizowaniu nowych
potaczen.

Wiadomo na przyktad, ze DNaza w niskich sitach jonowych i w nie-
obecnosci Mg++ uwalnia z jagder komdérkowych macicy kompleks 173
estradiol—Rn (46). Dodanie Mg++ lub Co++ do inkubatu zapobiega temu
uwalnianiu (46, 88, 98). Kompleks 17|3-estradiol—Rn nie powstaje in vitro,
jezeli jadra komoérkowe macicy preinkubowaé¢ z DNazg (83). Nawet sam
niezdenaturowany DNA ma zdolno$¢ tworzenia potgczen z kompleksami
estradiol—Rc (84). Oczywiscie nie mozna tu méwic¢ o jakiejkolwiek tkan-
kowej swoistosci wigzania zresztg nawet natywny DNA. E.coli wigze kom-
pleks estradiol—Rc (84), co wskazuje, ze wigzanie to nie zalezy od obec-
nosci jakich$ swoistych dla ssakéw sekwencji nukleotydowych. Mimo tych
wszystkich zastrzezen opisane zjawisko odzwierciedla jaki$ fakt biologicz-
ny in vivo, gdyz sam receptor Rc ma znacznie mniejsze powinowactwo
do DNA w nieobecnosci hormonu, zachowanie dwuniciowej struktury
DNA jest koniecznym warunkiem wspomnianej interakcji, a RNA nie ma
zdolnosci taczenia sie z kompleksem estradiol—Rc. Zjawiska te nie maja
chyba nic wspélnego z taczeniem sie wolnych hormonéw sterydowych
z DNA in vitro (118, 136). W takich interakcjach biorg udziat wytacznie
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jednoniciowe DNA lub RNA (21, 37, 38) i nie przypuszcza sie, ze podobne
procesy zachodzg in vivo (83).

taczenie sie hormonow sterydowych z chromatyng tkanek docelowych
kryje zatem jeszcze wiele zagadek. Mozliwe, ze skiadniki chromatyny
wigzace kompleksy HRn sg rézne w zaleznosci od hormonéw i nie ma
jednolitego, wspdélnego dla wszystkich hormonéw sterydowych mecha-
nizmu interakcji HRn z chromatyna. Nalezy takze pamietac¢, ze nie ma
dotad bezposrednich dowodéw, czym wiasciwie sg izolowane receptory
jadrowe (Rn). Przytaczany poglad, ze stanowig one przegrupowane pod-
jednostki receptoréow cytoplazmatycznych (Rc) opiera sie wytgcznie na
dowodach posrednich. Nie jest wiec wykluczone, ze w chromatynie od-
bywa sie przekazywanie hormonéw z kompleksu HRc na nowe biatko.
W ten spos6b znikitaby wspomniana trudno$¢ w tlumaczeniu taczenia
kompleksu estradiol—Rn z kwasnymi biatkami chromatyny.

Powinowactwo miejsc wigzacych hormony sterydowe do tych hormo-
now wzrasta, gdy rozpatruje sie poszczegdlne receptory w kierunku od
osocza do chromatyny tkanek docelowych. Réwnoczesnie obniza sie ilos¢
miejsc wigzagcych hormon. W chromatynie tkanek docelowych jest ona tak
mata, ze do ich wysycenia w jednym jadrze komoérkowym wystarcza
prawdopodobnie kilkanascie czgsteczek hormonu sterydowego (5). Jest
to ilos¢ porownywalna z iloSciami czasteczek induktora, lub korepresora,
ktére muszg dotrze¢ do wnetrza pojedynczej komorki bakteryjnej, aby
wywotaé w niej zmiany w szybkos$ci transkrypcji odpowiednich odcinkéw
genomu.

Ill. Przeglad receptorow hormonéw sterydowych

Badania nad poszczegélnymi receptorami rozwijaty sie w réznych kie-
runkach, zaleznie od rodzaju hormonu sterydowego. Kierunki te dotyczyty
mechanizméw oddziatywania hormonéw z chromatyng (R 17(3-estradiolu
i progesteronu), udziatu receptoréw w indukcjach enzymatycznych (R gli-
kokortykoidow) i w syntezie bialek stanowigcych najwczesniejsza, swoistg
odpowiedz komorki docelowej na hormon (R 17]3-estradiolu), wpiywu
kinaz biatkowych zaleznych cd cAMP na biologiczng aktywnos$¢ recepto-
row (R 17]3-estradiolu), roli receptoréw w realizowaniu biochemicznych
i morfologicznych cech fenotypu piciowego (R androgenéw), a takze zmian
w wystepowaniu i wlasnosciach receptoréw w tkankach docelowych do-
tknietych procesem nowotworowym (R 17(3-estradiolu). Niezaleznie od wy-
mienionych réznic w podejsciu do problemu biologicznej roli receptoréw
ostro zarysowuje sie nierbwnomierne zaawansowanie naszej wiedzy o pod-
stawowych, fizykochemicznych wiasnosciach poszczegélnych receptoréw.

Niewgtpliwie najlepiej poznano receptory estrogenéw. Z tego powodu
wspominatem je juz Kilkakrotnie w celu zilustrowania podstawowych
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wlasnosci receptoréw. W tym rozdziale poszczegolne receptory bedag roz-
patrywane gtdéwnie z punktu widzenia wyzej wymienionych kierunkéw
badan. Na zakonczenie za$ wspomne o ligandynie — zagadkowym biatku
wewnatrzkomorkowym, ktore aczkolwiek nie jest receptorem hormonoéw
sterydowych w przyjetym tego stowa znaczeniu, to jednak ma duze powi-
nowactwo do tych hormondéw i z powodu powszechnosci wystepowania
w réoznych tkankach moze znacznie utrudnia¢ badania nad receptorami.

1. Receptory estradiolu

Trytowany 17P-estradiol jest swoiscie wychwytywany in vivo i in vitro
przez macice (5, 41, 42, 100, 135), pochwe (5, 41, 42), ciatko zo6tte jajnika
(64), przednig czes¢ podwzgérza (17, 56, 57, 58, 74), przedni ptat przysadki
moézgowej (55, 57, 74), przez normalny gruczot mleczny (48) i niektére
jego raki (11, 12, 73, 78, 109). Z przytoczonego zestawienia wynika, ze
jezeli rzeczywiscie wewnagtrzkomérkowe receptory odgrywajg podstawo-
wa role w wychwytywaniu estradiolu, to sg one obecne w tych tkankach,
ktore ulegaja charakterystycznym zmianom pod wptywem tego hormonu
oraz w tych, ktére zawierajg osrodki sprzezen zwrotnych regulujacych
wydzielanie gonadotropin i estrogenow.

Estradiol nie ulega zmianom chemicznym po zwiazaniu go przez recep-
tory cytoplazmatyczne (46, 50, 126); nie wiadomo, czy naturalne meta-
bolity estradiolu — estron i estriol — reaguja z jego receptorami, ani czy
zmieniajg ich powinowactwo do estradiolu. Polimorfizm cytoplazmatycz-
nych miejsc wigzgcych ujawnia sie w tkankach nowotworowych. W ra-
kach gruczotu mlecznego podbudzanych do wzrostu przez estradiol wyste-
puja receptory o duzym (Kd= 10~IM) i mniejszym (Kd= 10~M) powi-
nowactwie do estradiolu (30, 60, 73). W nowotworach, ktére utracilty
zdolnos¢ do reagowania na ten hormon, znikaja receptory o duzym po-
winowactwie (73). To spostrzezenie moze wskazywac¢ na jeden z ogélnych
mechanizméw utraty hormonozaleznosci podczas progresji nowotwordow.

Estradiol nie jest induktorem syntezy swego receptora cytoplazma-
tycznego w macicy dojrzewajgcej samicy szczura. Pojawienie sie i nagro-
madzenie Rc nastepuje, zanim jajniki rozpoczng wydzielanie estrogenéw
(20) *. Zatem rozwdj macicy az do osiggniecia stanu peinej reaktywnosci
na estrogeny jest jej autonomiczng cecha.

*

Wiarygodno$¢ tego spostrzezenia (zgodnego zreszta z intuicyjnym odczuciem
niezaleznosci rozwoju narzadu od hormonu, na ktéry narzad ten odpowiada dopiero
wowczas, gdy osiagnie peitna dojrzatos¢) jest podwazona przez fakt, ze autorzy ozna-
czali Rc metoda adsorpcji kompleksu estradiol—Rc na sproszkowanym szkle. Metoda

ta (19) neguje jakakolwiek swoisto$¢ transportu komplekséw HRc in vitro, co jest
sprzeczne z obecnie przyjmowanymi pogladami.
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Pochtanianie estradiolu z cytoplazmy przez jadra komorek docelowych
ma w Swietle obecnych danych wszystkie cechy swoistosci tkankowej (15,
46, 96, 124). Wprawdzie wczesniejsze prace sugerowaty mozliwos¢ wy-
bidrczej adsorpcji komplekséw estradiol—Rc przez jadra komorkowe tka-
nek niedocelowych in vitro, a nawet na sproszkowanym szkle lub alu-
minium (19). W ten sposob tkankowa swoistos¢ transportu estradiolu do
jader komorek docelowych miataby by¢é wyznaczana wytacznie przez re-
ceptory cytoplazmatyczne. W S$Swietle obecnych danych poglad ten nie
daje sie utrzymac i prawdopodobnie jest wynikiem jakich$ biedéw meto-
dycznych w przeprowadzaniu doswiadczen.

Transport estradiolu z cytoplazmy do jader komorek docelowych prze-
biega z rozpadem cytoplazmatycznego kompleksu 8S. Z jader komorko-
wych (52, 53, 115) i chromatyny (115) macicy mozna wyizolowac
w 0,4M KC1 potaczenie estradiol—Rn o statej sedymentacji 5S. Jest godne
uwagi, ze cytoplazmatyczny kompleks estradiol—Rc (8S) mozna w $rodo-
wiskach o wysokiej sile jonowej roztozy¢é na podjednostke 5S wigzaca
estradiol (29, 63) i podjednostke 4S pozbawiong zdolnosci wigzania hor-
monu (53). Podczas inkubacji podjednostki 4S z cytosolem macicy udaje
sie ja przeksztaici¢ w podjednostke 5S, ktéra moze wowczas przytaczaé
estradiol (13). Sugeruje to, ze w skiad podjednostki %S wchodzi podjed-
nostka 4S, i jakies dodatkowe biatko, ktére warunkuje zdolno$¢ przytacza-
nia estradiolu. Wyniki te przemawiajg ponadto za pochodzeniem jadro-
wego receptora estradiolu z receptora cytoplazmatycznego.

Wychwytywanie cytoplazmatycznych potaczen estradiolu przez jadra
komdérkowe macicy jest in vitro zalezne od temperatury i sklada sie
z dwoch proceséw — swoistego i nieswoistego (85). Pierwszy zalezy od
cieptochwiejnego, swoistego tkankowo czynnika i prowadzi do powstawa-
nia dwéch wspomnianych podjednostek (estradiol 5S i 4S). Preinkubacja
jader komérkowych w temperaturze 40— 60°C eliminuje opisane zjawisko.
Drugi proces jest tkankowo nieswoisty, niewrazliwy na temperature
(adsorpcja kompleksu estradiol—Rc nawet wzrasta po uprzednim ogrza-
niu mieszaniny inkubacyjnej do 60°C) i nie prowadzi do powstawania pod-
jednostek 5S i 4S. Mozliwe, ze wtasnie ta nieswoista adsorpcja potgczen
estradiolu z receptorem cytoplazmatycznym na jadrach komdérkowych do-
prowadzita do sformutowania wspomnianej, biednej hipotezy o braku
tkankowej swoistosci transportu komplekséw estradiol—Rc.

Ostatnie badania wskazujag, ze prawie 1/3 czes$¢ estradiolu pochionie-
tego przez jadra komorkowe mozna wyizolowa¢ w postaci kompleksu 5S
z jaderek (3). Pojawienie sie estradiolu w jaderkach zbiega sie w czasie
z wybitnym wzrostem aktywnosci jaderkowej polimerazy RNA (polime-
raza A czyli 1), co sugeruje, ze enzym ten moze by¢ aktywowany in situ
przez kompleks estradiol—Rn (3, 103). Wspomniana polimeraza jest nie-
wrazliwa na a-amanityne i moze dziata¢ in vitro w Srodowiskach o niskiej
sile jonowej (w przeciwienstwie do polimerazy zlokalizowanej w nukleo-
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plazmie tzw. polimerazy B czyli Il1) (18, 34, 102). Produkt polimerazy | —
to gtownie RNA typu rybosomalnego (102). Aktywacja tej polimerazy
przez estradiol jest prawdopodobnie przyczyna znacznego wzrostu syntezy
rRNA w macicy po podaniu estradiolu kastrowanym szczurom (10, 45).
Wzrost syntezy rRNA w tkankach docelowych po podaniu odpowiednich
hormonoéw sterydowych jest powszechnym zjawiskiem (129).

Koniecznym warunkiem zaktywowania jgderkowej polimerazy przez
estradiol jest utrzymanie cigglej syntezy RNA i biatka, gdyz zaréwno
aktynomycyna D, jak puromycyna i cykloheksoimid hamujg zaktywowa-
nie tej polimerazy in vivo i in vitro (40, 103). Wykorzystujac 2 podstawo-
we roznice we wilasnosciach polimerazy jaderkowej (A) i pozajgderkowej
(B), mianowicie rézng wrazliwo$¢ na a-amanityne i rézng zaleznos¢ od
sity jonowej Srodowiska, udato sie in vitro ustali¢, ze synteza RNA nie-
zbedna do zaktywowania polimerazy jaderkowej (A) przez estradiol jest
wrazliwa na a-amanityne. Zaktywowanie to nie wystepuje rowniez, jezeli
inkubacje przeprowadza sie w wysokich sitach jonowych (16, 102, 103).
Z tego wynika, ze biatkowy czynnik aktywujacy polimeraze jaderkowag (A)
jest syntetyzowany na informacyjnym RNA powstajgcym przy udziale
innej polimerazy (prawdopodobnie polimeraza B) oraz, ze czynnik ten nie
dziata w $rodowiskach o wysokiej sile jonowej. Owym czynnikiem moze
by¢ jaki$s szczegolny skiadnik chromatyny lub polimerazy RNA, czynny
tylko w odpowiedniej sile jonowej (6, 18). Z badarn nad hamujacym wpty-
wem cykloheksomidu na aktywacje polimerazy A w macicy wynika, ze T 12
opisanego czynnika biatkowego jest rzedu 15 minut (76); podobny jest
okres pottrwania mRNA, na ktéorym ow czynnik powstaje (6).

Nowe Swiatto na funkcjonowanie przedstawionego mechanizmu dzia-
tania estradiolu w macicy rzucajg badania nad wptywem kinaz biatko-
wych zaleznych od cAMP na aktywacje polimeraz RNA (3). Kompleks
estradiol—Rn (5S) po ufosforylowaniu in vitro przez wspomniane kinazy
aktywuje znacznie silniej polimeraze A, w poréwnaniu z kompleksem
nieufosforylowanym. Spostrzezenie to zastuguje na szczeg6lna uwage,
gdyz do chwili obecnej bardzo mato wiadomo o powigzaniach miedzy hor-
monami sterydowymi i uktadami efektorowymi zaleznymi od cAMP.
W oparciu o przytoczone dane mozna zaproponowac¢ nastepujgca kolejnosé
wydarzen wyzwalanych w macicy przez estradiol (schemat 2).

Wydaje sie, ze najbardziej istotnym momentem w przytoczonym sche-
macie jest posrednictwo pewnych krotko zyjacych biatek w dziataniu
kompleksu estradiol—Rn. Ich pojawienie sie wyprzedza uogdlniong syn-
teze RNA i biatek pod wptywem estradiolu. Jez we wczes$niejszych pra-
cach mozna doszukac sie wzmianek o tych szczegdélnych biatkach o bardzo
krétkich T 12 (23, 72, 89, 130, 131), jednak dopiero w ubiegtym roku wska-
zano ich miejsce ws$rdéd innych przemian zapoczgtkowanych przez estra-
diol. Dla omawianych biatek proponowano nazwy: Key Intermediary
Proteins (KIP) lub Induced Proteins (IP). Nazwy te podkreslajg kluczowe
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znaczenie tych biatek w dziataniu estradiolu oraz fakt, ze sg one induko-
wane przez kompleks HRn (39, 87, 139). Krotki okres zycia KIP i ich infor-
macyjnych kwasdéw rybonukleinowych wskazuje, ze dziatanie tych biatek
moze by¢ szybko wigczane i wytgczane.

17 /S-estradiol-RN—------ rmktywacja polimerazy — mynteza mRNA- »synteza biatka (KIP)
(lub ufosforylowana RNA wrazliwej na o krétkim aktywujacego
postac tego kompleksu) oc-amanityne (prawdo- polimeraze A

podobnie polimeraza B)

aktynomycyna D puromycyna
a-amanityna cykloheksoimid
aktywacja polimerazy A ~synteza R N A -------—- — uogo6lniona
niewrazliwej na typu rybosomalnego synteza
oc-amanityne biatka
aktynomycyna D puromycyna

cykloheksoimid

Schemat 2. Kolejnos¢ wydarzen wyzwalanych w macicy przez estriadiol; wskazano miejsca dziata-
nia réznych inhibitoréw.

2. Receptory progesteronu

Wiekszo$¢ danych o receptorach tego hormonu dostarczyly prace
O'Malleya i wsp. nad uktadem: progesteron (jajowdd kurczecia) (93,
94, 96, 121, 122, 125). Receptory progesteronu badano réwniez w macicy
owcy i szczura (76, 141). Badania nad Rc progesteronu w macicy sa utrud-
nione z powodu obecnosci W tym narzadzie wewngtrzkomorkowego biatka
podobnego do globuliny wigzacej kortykosterydy (CBG) osocza. Biatko to
ma duze powinowactwo do progesteronu, lecz jest nieidentyczne z jego
Rc (76).

Cytoplazmatyczne receptory progesteronu wigza in vitro réwniez me-
tabolit tego hormonu — 5«-pregnan3,20-dion (5). Potaczenie progesteronu
z jego receptorem o statej sedymentacji 85 ma prawdopodobnie postaé:
Rc—progesteron—Rc (141). Wyizolowany Rc SS z jajowodu kurczecia jest
kwasnym biatkiem, ktoére tatwo dysocjuje na 2 podjednostki (A i B) o sta-
tych sedymentacji okoto 4S (95, 112, 114). Udato sie je rozdzieli¢ na ko-
lumnach z DEAE—celulozy i oczysci¢ kilkaset razy. Obie podjednostki
majg identyczne miejsca wigzace progesteron (na podstawie badan kine-
tycznych), lecz r6znig sie stabilnoscig w srodowiskach o niskich sitach jo-
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nowych, zwtaszcza w nieobecnosci 1-tioglicerolu (bardziej trwata jest pod-
jednostka B). Nie stwierdza sie przemiany A;=tB (112). Ostatnie badania
wskazuja, ze zdolnos¢ wigzania sie z chromatyng ma tylko podjed-
nostka B (95).

Liczba miejsc wiazacych progesteron w cytosolu jajowodu kurczecia
znacznie wzrasta po wstrzyknieciu dwuetylostilbestrolu (DES), zalezy za-
tem od stopnia dojrzatosci tego narzadu (94). DES nie zmienia jednak
kinetyki wigzania progesteronu przez ,nowe” miejsca wigzace. Estrogeny
zatem biorg udziat w indukcji Rc progesteronu i w ten sposéb wywotujag
w tkankach docelowych zdolno$¢ reagowania na progesteron.

Dla receptorow progesteronu zgromadzono najwieksza ilos¢ danych
0 identycznosci Rc i Rn (96, 122). W chromatynie jajowodu kurczecia
stwierdzono obecnos¢ pewnej szczegdlnej frakcji kwasnych biatek (tzw.
frakcja AP3, ktora zawiera miejsca wigzace dla progesteronu (95) i jest
prawdopodobnie identyczna ze wspomniang podjednostka B receptora cy-
toplazmatycznego, lub przynajmniej zawiera te podjednostke. Doswiad-
czenia nad chromatyng wybiérczo pozbawiong niektérych skladnikow,
a takze nad sztucznymi hybrydami chromatynowymi, w ktérych poszcze-
g6lne skiadniki pochodzity z réznych tkanek (95, 119, 125), wskazuja, ze
przytaczenie radioaktywnego progesteronu jest mozliwe tylko wtedy, gdy
kwasne biatka pochodzg z chromatyny tkanek docelowych dla progeste-
ronu. Chromatyna niezr6znicowanego jajowodu wigze kompleks progeste-
ron Rc znacznie silniej, niz chromatyna tkanek niedocelowych. Wynika
stad, ze obecno$¢ w chromatynie miejsc wigzacych wspomniany kompleks
nie zalezy od uzyskania przez jajow6d dojrzatosci pod wptywem estro-
genow (95). Miejsca te pojawiajg sie we wczesniejszych etapach organo-
genezy jajowodu. Trudno zatem pogodzi¢ ze sobag trzy nastepujace fakty:
1) zalezno$¢ indukcji Rc progesteronu od estrogendw, 2) brak wptywu
estrogendw na pojawianie sie jadrowych miejsc wigzgcych progesteron
13) identycznos¢ Rc i Rn progesteronu. Wystepujgca tu niezgodnos¢ suge-
ruje, ze w sklad wspomnianej frakcji AP3wchodzi — oprécz podjednostki
B cytoplazmatycznego receptora progesteronu — jakie$s inne, tkankowo
swoiste biatko, ktérego pojawienie sie nie zalezy od obecnosci estrogenéw,
lecz jest autonomiczng cechg jajowodu.

3. Receptory androgenéw

Najlepiej poznano receptory androgenowe prostaty i pecherzykéw na-
siennych szczura (31, 33, 66). Obecnos¢ tych receptorow stwierdzono réw-
niez w blizszych kanalikach kretych nerki myszy (90, 92) (kanaliki te —
pochodne przewodéw Wolfa — sg tkanka docelowg dla androgenéw). Wy-
mienione narzady wychwytujg testosteron — gtéwny pozakomérkowy
androgen. W poréwnaniu z receptorami innych hormonéw sterydowych

2 Postepy Biochemii
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receptory androgendéw odrézniaja sie wybitnym polimorfizmem profilow
sedymentacyjnych (66) oraz tym, ze bardzo stabo wigzg testosteron, a majg
wielkie powinowactwo do jego wewnatrzkomoérkowych metabolitow:
5a-dwuhydrotestosteronu (DHT) i 5a-androstandiolu (15, 31, 91). Metabo-
lity te powstajg w tkankach docelowych dla androgenéw pod wptywem
enzymow, ktére sg rézne od omawianych receptoréw (70, 138). W nerce
myszy 5a-androstandiol jest biologicznie aktywng postacia androgenéw
w cytoplazmie, a DHT — w jadrach komdérkowych (25, 91). W doswiadcze-
niach in vitro DHT moze jednak tgczy¢ sie zaréwno z Rc, jak z Rn narza-
dow docelowych.

Cytoplazmatyczne receptory androgenowe prostaty i pecherzykéw na-
siennych maja state sedymentacji w granicach od 3S do 9S, zaleznie od
metody preparatyki. Rc prostaty udato sie rozfrakcjonowac¢ na 2 podjed-
nostki— a(l) i 311 o statych sedymentacji 3— 3,5S. Obie podjednostki
tacza sie z DHT, lecz hormonalna swoisto$¢ sktadnika P wobec DHT jest
wieksza, niz skladnika a (31, 33, 65). Badajac szereg hormondw, ktore co-
raz silniej konkurujag z DHT o miejsca wigzgce w podjednostce P, mozna
zauwazyc¢, ze przylgczane moga by¢ tylko te sterydy, ktére majg szkielet
Sa-androstanu i zwigzane z nim grupy: 3-ketonowag i 17p-hydroksylowg
(66). Tylko podjednostka § przenosi DHT do chromatyny prostaty (31, 65).
Kompleks DHT z podjednostkg a nie tylko nie wigze sie z chromatyna,
ale nawet hamuje przytgczanie analogicznego kompleksu z podjednostka $
(66). Mozliwe, ze opisane zjawisko odzwierciedla mechanizm regulacji
wprowadzania kompleksow DHT—Rc do jader komoérkowych prostaty.

Jadrowy receptor androgenowy prostaty jest prawdopodobnie potaczo-
ng z chromatyna podjednostka P receptora cytoplazmatycznego. Poniewaz
sama podjednostka P nie wigze sie z chromatyng, mozna przypuszczaé, ze
dziatanie DHT sprowadza sie do wywotania takich zmian konformacji
podjednostki §, ktére umozliwiajg to wigzanie. lloS¢ przeniesionych czgste-
czek DHT do jednego jadra komorkowego prostaty jest rzedu 2000 w sta-
nie nasycenia, z czego w regulacji aktywnosci matrycowej chromatyny
uczestniczy ich prawdopodobnie jeszcze mniej (2, 31, 32).

taczenie komplekséw DHT—podjednostka P ze skiadnikami chroma-
tyny in vitro wymaga obecnosci biatek niehistonowych i niezdenaturowa-
nego DNA, lub innych polinukleotydéw o zachowanej strukturze Il-rzedo-
wej (np. rRNA) (137). Wskazuje to, ze zatrzymywanie kompleksow
DHT—RnN przez jadra komdérkowe jest zalezne od wytwarzania kilkakrot-
nie juz wspomnianych, wielosktadnikowych potgczen.

Szczesliwy zbieg okolicznosci sprawit, ze do badania biologicznej roli
receptoréw androgenowych mozna zastosowac¢ zdobycze genetyki. Istnieje
bowiem dobrze znane zaburzenie prawidtowego rozwoju fenotypu meskie-
go zwane zespolem femizujacym jader (Tfm syndrom). Zespoét ten — opi-
sany u cztowieka, u roznych zwierzat laboratoryjnych, m.in. u myszy —
charakteryzuje sie obecnoscig w jamie brzusznej jader o prawie niezmie-
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nionej czynnosci dokrewnej, zenskim fenotypem zewnetrznym i meska
ptcig chromosomalng (XY). Zastugg S. Ohno i wsp. (25, 39, 90, 134) jest
spostrzezenie, ze u myszek z zespotem Tfm powinowactwo cytoplazma-
tycznych receptoréw androgenowych w blizszych kanalikach kretych ner-
ki do DHT jest wybitnie obnizone. W doswiadczeniach in vitro nie udaje
sie uzyskac¢ plateau wyznakowania cytosolu nerki, nawet gdy inkubuje
sie go z bardzo duzymi stezeniami trytowanego DHT. Mutacja Tfm (sprze-
zona z chromosomem X) powoduje zatem wytwarzanie zmienionych Rc
androgenowych, co z kolei warunkuje niemoznos¢ transportu DHT do ja-
der komoérkowych i w konsekwencji — niewrazliwos¢ tkanek docelowych
na androgeny.

W blizszych kanalikach kretych nerki normalnej myszy 5a-androstan-
diol jest induktorem — na etapie translacji — 2 enzymoéw: P-glikuronidazy
i dehydrogenazy alkoholowej (90). Indukcja ta polega na uwalnianiu in-
formacyjnych RNA dla wymienionych enzyméw spod wptywu biatkowego
represora cytoplazmatycznego. Te procesy sa zaburzone u mutantéw Tfm;
jest to jednym z dowoddéw, ze wspomniany represor translacji moze by¢
identyczny z jakas$ podjednostkg Rc androgenéw. Dziatanie 5a-androstan-
diolu polega zatem u normalnych zwierzat na wywotaniu takich zmian
w czasteczce swego receptora cytoplazmatycznego, ze receptor ten traci
powinowactwo do informacyjnych RNA wspomnianych enzymoéw i moze
by¢ wychwytywany przez jadra komoérkowe. Objawia sie to odblokowa-
niem syntezy P-glikuronidazy i dehydrogenazy alkoholowej oraz zaktywo-
waniem jaderkowej polimerazy RNA (90), co z kolei prowadzi do uogol-
nionej syntezy rRNA (i biatka) i manifestuje sie jako rozrost tkanki
docelowej. U mutantow Tfm wszystkie te procesy sg zablokowane na sku-
tek utraty powinowactwa Rc do 5«-androstandiolu.

4. Receptory glikokortykoidow

Dziatanie kataboliczne odréznia glikokortykoidy od hormonéw stery-
dowych wymienianych w poprzednich podrozdziatach. Mimo tej roznicy
w koncowym efekcie metabolicznym, posrednictwo wewnatrzkomoérko-
wych receptoréw jest wspolnym elementem mechanizmu dziatania gliko-
kortykoidow i innych hormonow sterydowych.

Niewiele jest prac nad izolowaniem” oczyszczaniem i charakterystyka
receptoréow glikokortykoidowych. Jedng z przyczyn *jest wybitna nietrwa-
tos¢ tych receptorow (9, 111), co znacznie utrudnia ich preparatyke. Wia-
domosci o omawianych receptorach pochodzg gtéwnie z analizy KinetykKi
dziatania glikokortykoidéw w komoérkach docelowych — przede wszystkim
z analizy tych reakcji komoérki, ktore sg bezposrednio sprzezone z dziata-
niem komplekséw glikokortykoid—Rc. Ta odpowiedz komérki — to in-
dukcje enzymatyczne (aminotransferaza tyrozynowa w hepatocytach)

2*
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(107), synteza glutaminowa w siatkdwce (16) oraz zablokowanie fosfory-
lacji glukozy w tkance limfatycznej (81, 82). Nastepnej grupy dowodéw
na udziat receptoréw w dziataniu glikokortykoidéw dostarcza analiza Ki-
netyki pochtaniania tych hormonéw przez tkanki docelowe.

Tak wiec wiadomosci o receptorach glikokortykoidowych pochodza
przede wszystkim z danych posrednich i na tej podstawie mozna moéwic
0 obecnosci tych receptorow w watrobie i w réznych watrobiakach (43,
107), w siatkéwce (16), w limfocytach i tymocytach (9, 81, 82, 140),
w leukocytach (116), w fibroblastach (44) oraz w tych liniach komorko-
wych chioniaka, ktére reagujag zmianami wstecznymi na kortyzol (8).

Wyizolowano Rc glikokortykoidowy z fibroblastéw myszy. Jest on sia-
bo kwasnym biatkiem o statej sedymentacji 5,5S; jest prawdopodobnie
lipoproteidem (44) wrazliwym na fosfolipazy A i C, nie wiadomo jednak
czy komponenta lipidowa nie jest zanieczyszczeniem. Receptor ten tworzy
kompleks z kortyzolem i acetonidem triamcinolonu. Ten syntetyczny gli-
kokortykoid, podobnie jak deksametazon, ma znacznie wieksze powino-
wactwo do wszystkich receptoréw glikokortykoidowych, niz kortyzol
(COL). Z prac nad kinetyka indukcji aminotransferazy tyrozynowej pod
wptywem réznych sterydéw w hodowlach watrobiakéw in vitro (107) wy-
nika, ze receptory glikokortykoidowe sg allosterycznymi biatkami, ktore
moga wystepowaé w 2 postaciach — aktywnej i nieaktywnej, pozostajg-
cych ze sobg w réwnowadze. Rola sterydéw sprowadza sie do przesuwania
tej rownowagi w kierunku tworzenia postaci aktywnej.

Najwczesniejszym efektem metabolicznym kortyzolu w tkance limfa-
tycznej jest zahamowanie fosforylacji glukozy do glukozo-6-fosforanu (80,
81, 82). Zastuguje na uwage spostrzezenie, ze wystgpienie tego zjawiska
jest poprzedzone przez etap wrazliwy na aktynomycyne D, co wskazuje,
ze niezaburzona synteza RNA jest koniecznym warunkiem dziatania COL.
Wprawdzie inne prace wskazujg na obnizenie aktywnosci rozpuszczalnej
polimerazy RNA w grasicy pod wptywem glikokortykoidéw (81, 86), nie
przeczy to jednak, ze synteza jakiejs szczegdlnej frakcji RNA jest nie-
zbedna do ujawnienia pierwszych efektéw COL w tkance limfatycznej.
Frakcja ta moze by¢ informacyjnym RNA dla wspomnianych poprzednio
kluczowych biatek (KIP). Role syntezy RNA w dziataniu glikokortykoi-
dow potwierdzajg ponadto spostrzezenia, ze jaderkowa polimeraza RNA
w watrobie jest in vitro aktywowana przez COL (106). Udziat etapu wraz-
liwego na aktynomycyne stwierdzono réwniez przy badaniu dziatania
aldosteronu na pecherz moczowy ropuchy i nerke szczura (27, 105, 113).

W cytosolu watroby szczura stwierdza sie obecnos¢ eonajmniej czterech
biatek, ktore wigzg COL (117), a takze inne, anionowe metabolity stery-
dow. Jedno z nich — tzw. Corticosteroid Binder | — jest identycznie z biat-
kiem wigzacym kowalencyjnie zwiazki rakotworcze (59) (m.in. 3-metylo-
cholantren, barwniki azowe). Biatko to nazwano ligandyna. Aczkolwiek
nie jest ono receptorem hormonow sterydowych w powszechnie przyjetym
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znaczeniu, wspominam o0 nim przy omawianiu receptoréw glikokorty-
koidowych, gdyz jest ono najlepiej scharakteryzowanym fizyko-chemicz-
nie skiadnikiem cytosolu watroby wigzgcym COL. Ligandyna wystepuje
w watrobie, w nerce, w Sluzéwece jelit i prawdopodobnie réwniez w innych
tkankach (67). Jest zasadowym biatkiem (pHi = 9,3), wiaze niekowalen-
cyjnie kortyzol, metabolity estradiolu i inne zwigzki anionowe (m.in. bili-
rubine). Rola ligandyny polega wiec na odtruwaniu komorek przez
wychwytywanie i unieczynnianie produktéw przemiany sterydéw i zwigz-
kow rakotwérczych.

IV. Uwagi koricowe

Teoria wewnatrzkomérkowych receptorow hormonéw sterydowych
ukazuje wspoélny mechanizm transportu i dziatania hormonéw w komoér-
kach docelowych. Transport ten odbywa sie przy udziale swoistych, kwas-
nych biatek cytoplazmatycznych, przy czym ich obecno$¢ w komérce nie
zalezy od indukcyjnego wptywu hormonéw sterydowych, lecz jest autono-
miczng cechg komorki — wyrazem jej ewolucyjnego przystosowania do
reagowania na okreslony hormon. Omawiana teoria ograniczyta role hor-
monoéw; sprowadzita jg do faktu, ze hormon wywotluje taka zmiane
w swoistym biatku cytoplazmy, ze biatko to uzyskuje zdolno$¢ wchodzenia
do wnetrza jadra komérkowego. Caty zatem mechanizm dziatania hormo-
now sterydowych (a Scislej méwigc — dziatania ich receptoréw) jest przy-
gotowany przez komoérke docelowg, a rola hormonu polega tylko na wiag-
czeniu tego mechanizmu przez jedna reakcje — zmiane konformacji Rc.

Z chwilg przeniesienia kompleksu HRc do jadra komérkowego i zakty-
wowania jaderkowej polimerazy RNA konczy sie bezposredni udziat hor-
monu sterydowego, a rozpoczyna sie synteza krotko zyjacych mRNA i KIP
(etap wrazliwy na aktynomycyne D i a-amanityne). Jest godne uwagi, ze
etap ten jest réwniez jednym z najwczes$niejszych ogniw w przemianach
wyzwalanych przez sterydy kataboliczne. O etapie tym wiadomo jednak
bardzo mato.

Tak ujety mechanizm dziatania hormonéw sterydowych uderza swojg
prostota (90), podobnie jak mechanizm dziatania innych hormonoéw przez
CAMP (54). Ta prostota zmniejsza ryzyko popetnienia btedu w odbieraniu
i .realizowaniu przez komoérke informacji dostarczanej przez hormon.
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ANDRZEJ RABCZENKO *

Konformacja nukleozydéw

Conformation of Nucleosides

Waga problemu okreslenia konformacji biologicznie czynnych zwigz-
kow nie wymaga obszernych komentarzy. Bez szerokiej wiedzy o struktu-
rze przestrzennej czasteczek trudno rozwija¢ teorie, dotyczace funkcjo-
nowania poszczegdlnych etapéw biosyntezy — katalizy, asocjacji, tworze-
nia form przejsciowych itp. Jednoczesnie okreslenie, cho¢by w sposéb
przyblizony, konformacji zwiazkow majacych znaczenie w funkcjonowa-
niu organizmow, jest niezwykle twoércze, jak mozna to obserwowaé na
przyktadzie hipotezy Cricka i Watsona o strukturze przestrzennej natyw-
nego DNA. W kazdym badz razie, nie siegajac az tak gteboko, do autoréw
wyréznionych nagrodg Nobla, problemy oddziatywania enzym-substrat
czekajg na okreslenie konformacji zaréwno enzymu jak i substratu.

Ponizszy przeglad ma w swoim zatlozeniu zebranie danych o metodach
pozwalajacych na okreslenie konformacji oraz przedstawienie niektérych
wynikéw eksperymentalnych wraz z ich interpretacjg. Punkt ciezkosci
celowo przeniesiony jest na metodyke i potencjalne mozliwosci poszczegél-
nych technik, poniewaz wyniki sg jak dotychczas potilosciowe, a wiele
z nich interpretowanych jest w sposéb spekulatywny, a czestokro¢ biedny.
Niemniej jednak, prawdopodobnie w niedtugim czasie przy ciggtym udos-
konalaniu metod badawczych, ta dosy¢ chaotyczna dyskusja o strukturze
przestrzennej zamieni sie w konkretne wnioskowanie.

Istnieje bardzo duzo metod, ktérymi mozna sie postugiwaé, zeby okres-
lic konformacje, czy wzajemne ulozenie czgsteczek (na przyktad tworzenie
fotodimeréw zasad pirymidynowych moze w niektérych przypadkach by¢
zrodtem danych o wzajemnej ich orientacji) jednak podstawowymi uzy-
tecznymi technikami sg: rentgenografia, magnetyczny rezonans jadrowy,
badanie aktywnosci optycznej oraz metody chemii kwantowej.

* Dr, Zaktad Biofizyki, Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk,
Warszawa.
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I. Nomenklatura

Opis konformacji nukleozydu, czy nukleotydu sprowadza sie do okres-
lenia wzajemnego ustawienia wszystkich atomow skiltadowych czasteczki
w przestrzeni. W tym celu wystarczy podaé¢ odlegtosci miedzyatomowe
oraz katy pomiedzy wigzaniami. Definicje i opis katow konformacyjnych
nukleozydow i nukleotydow okreslaja rysunek 1 i tablica 1.

Oznaczenia i definicje katow konformacyjnych w stereochemii pochodnych kwaséw
nukleinowych

A — kat wok6t wigzania...

B — nomenklatura wedtug Sundaralingama (144

C — nomenklatura uzywana przez grupe Sasisekharana (78

D — nomenklatura A rno 1l a (14) bedaca w zgodzie z B

E — nomenklatura A rnotta (14) ré6znigca sie nizw B
Oznaczenia w nawiasach dotyczg pochodnych purynowych

A B C D E
Ca(s) Cy
C,—N x 0,, N. L XA Caa)
(9) Cy,
C]l e N, 1(9) :
o Cﬁl
P——Oy (0] PV 05, ¢ ¢
7 Co
05—Cs, O v C 0! 0
0 5
5’
C ’
Cie i ¢ O o or | &
Csl
’ 0 4
C‘,—Cg; 4‘ CB' C:; g
Cy,
’ ) PS'
C',_O’, ¢ g" 03' e' w
’l
5 Os,
0,—P o’ Cs P o | D
O'I
Cy
0,—C,, To C"I)C,,
oll
Cy, % Cs,
C,—Cy, T O"I/IC:' R l/, C’,
Cy G t
C, i ’
CI'_Cll T2 Cl'l/'c:l o
C’l ’
oll ’ C5,
Cy—Cy, T3 CI"/'C' ¢ G
Ca: 4 Csl C‘l

Oprocz cpisu Scistego, poprzez podanie wartosci moggcych ulec zmia-
nie katow, czesto stosuje sie opis konformacji nukleozydéw poétiloscio-
wy — osobno okresla sie konformacje cukru, osobno wzajemnag orientacje
zasady i cukru. Istniejg dwie metody okreslania konformacji cukru:
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pierwsza polega na wskazaniu atomu wychodzacego z ptaszczyzny wyty-
czonej przez pozostale atomy pierscienia furanozowego (Jardetzky —
(62, 63)). W przypadku jezeli ten atom lezy po tej samej stronie ptaszczyz-

v
H’(S’) H(5l)
C(s")
¢
0(5)
3 w
Rys. 1. Opis katéw konformacyjnych w rybozie wediug nomenklatury Sundara-
lingama (125).

ny co atom C5' dodajemy okreslenie -endo, gdy po przeciwnej--— exo.
Na rysunku 2 przedstawione sg pewne szczgblne konformacje rybofura-
nozy. Przez a, e, gqa, ge, i b oznaczone sg odpowiednio typy wigzan: aksjal-
ne, ekwatoralne, guasiaksjalne, gimszekwatorialne i wigzanie lezgace na
dwusiecznej kata miedzy wigzaniem aksjalnym i ekwatorialnym (definicje
poje¢ wedtug (39)), kétkami zaznaczone sa protony; w tablicy 2 podane sg
wartosci katow dwusciennych pomiedzy poszczegdélnymi typami wigzan
sasiadujacych ze sobg; w tablicy 3 podane sg wartosci katow dwusciennych
pomiedzy sasiadujacymi (wicynalnymi) protonami dla.réznych konfor-
macji pierscienia furanozowego w rybo i dezoksy nukleozydach.

Drugi sposéb opisu konformacji cukru (Sundaralingam, Jen-
sen (146)) zdefiniowany jest na rysunku 3 — wskazane jadro wychyla
sie okoto 0,5 A z ptaszczyzny wytyczonej przez jadra CIl'; 04'; C4'; jed-
nocze$nie pozostate jadro wychyla sie na przeciwng strone ptaszczyzny
o0 okoto 0,1 A. Oba opisy nie korelujg ze sobg — na przykiad ,C2'-endo”
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wedtug tej drugiej nomenklatury nie ma swojego odpowiednika w zapisie
wedtug Jardetzky (62), gdyz 2'-endo, 3'-exo oznacza, ze wielkos¢
wychylenia atoméw wegla C2' i C3' z ptaszczyzny wytyczonej przez CI',

planar 0— Ci— CG— GB3—
Cn-endo 0o— ¢ CG— &
C$-endo ocl— Ci C
NP'
C2-exo -H/Q‘Eé——— FA
a
C3- exo 0— ¢g—Cc”™ “c;

C2~endo-C3-exo

C2-ex0-C3-endo ©

qa

Rys. 2. Opis konformacji pierscienia furanozowego rybozy i 2'-dezoksyrybozy wedtug
Jardetzky (51).

04', C4' jest podobna, podczas gdy ,,C2'-endo” wedtug (146) méwi, jak juz

wspomniatem, o pieciokrotnie wiekszym wychyleniu C2' niz C3'.
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Tablica 2

Wartosci katéw obliczone na podstawie modelu Dreydinga (63) dla mozliwych kombinacji
wigzan w pieciocztonowym pierscieniu

Kat Kat Kat
a-a 180 b-b (trans) 120 e-e 60
a-gqa 165 b-b (cis) 0 e-a (trans) 120
a-qe 45 b-ga (trans) 135 e-a (cis) 60
b-ga (cis) 15 e-qa 45
b-ge (trans) 150 e-ge &)

b-ge (cis) 15

Tablica 3

Dwuscienne katy dla réznych konformacji 2'-dezoksyrybozy w nukleozydach (nazwy konformaciji
wedtug rys. 3 (63, 136))

Konformacja HI-2' HI'-2" H2'-3' H2”-3' H3-4'
Plaska 120 0 120
I-endo IE) 45 15 135 120
I'-exo 165 45 15 105 120
2-endo 165 45 15 75 105
2'-exo 75 45 45 165 135
3-endo 105 15 45 165 165
3'-exo 135 15 45 75 75
4'-endo 120 o] 15 105 75
4'-exo0 120 0 15 135 165
0-endo 135 15 0] 120 135
0-exo 105 15 0] 120 105
Iendo, 2-exo 60 60 45 165 135
I'-exo, 2'-endo 180 60 45 75 105
Iendo, O-exo 75 45 15 135 105
I'-exo, O-endo 165 45 15 105 135
2'-endo, 3-exo 165 45 60 60 75
2'-exo, 3-endo s 45 60 180 165
3'-endo, 4'-exo0. 105 15 45 165 180
3-exo, 4-endo 135 15 45 75 60
4'-endo, 0-exo 105 15 15 105 75
4'-exo0, O-endo 135 15 15 135 165

Wzajemna orientacja zasady azotowej i cukru opisana jest przez poda-
nie wartosci lub zakresu zmian kata konformacyjnego na wigzaniu gliko-
zydowym. Ogélnie moéwimy, ze konformacja nukleozydu jest syn, jezeli
grupa karbonylowa pirymidyny lub szesciocztonowy pierscien puryny
jest ponad pierscieniem cukru. Alternatywa jest konformacja anti. Zakta-
dajac okreslenie kata glikozydowego x wedlug Sundaralingama
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(144), to znaczy jako kata miedzy wigzaniami 04', CI', NI (9), C6(8) (w na-
wiasach dane dla puryn), spotykamy sie w literaturze z nastepujgcymi
definicjami okreslania syn i anti:

c5'

fo: ) c3’
!
\C4’/-—\ 0——c1’ ¥4' &
s’

0 =cr
/
f
c2 /
c

C3-exo C2

N ond ’
ca' = C1 c4’ 0

(v}
\csl

C2"-exo cz €2'-endo

Rys. 3. Opis konformacji pierscienia furanozowego wediug Sundaralingama,
Jensena (146).

1) Donohue, Trueblood (26) anti— —15— +75°; syn— —105—
—195° (kat glikozydowy okreslony w tej pracy <3 — —X)-

2) Sundaralingam (144) anti— 0— +90°; syn— 180— +90°.
Sundaralingam opart sie na notacji Klyne i Preloga (69), przy

czym zakres katow dla syn wedtug Klyne i Preloga odpowiada zakre-

sowi anti u Sundaralingama.

3) Saenger i Scheit (119) proponujg uzywanie kata glikozydowego
ten pOmiedzy wigzaniami C2', CI', NI(9), C6(8) oraz zgodnie z (69)
okreslenie anti dla zakresu katéw od 0 od —180° natomiast dla syn
od 0 do +180°. Ta definicja pokrywa sie z okresleniem Donohue,
Trueblood (26).

4) Kang (66) proponuje zakres dla syn (wedtug definicji £ Sunda -
ralingama (144)) od 62 do —180° dla anti pozostaty. K ang opie-
ra sie na teoretycznie obliczonych barierach potencjatu, miatby to byc¢
podziat naturalny.

5 Arnoll (3, 4 uzywa jeszcze innej definicji kata glikozydowego x'th
pomiedzy wigzaniami C2', Cl', NI(9), C2(4). W tej definicji kat gliko-
zydowy wedlug Sundaralingama (144, 146) jest rowny Xen”

—63°. Wedtug tego autora okreslenie syn jest gdy kat jest okoto
300° anti gdy okoto 90°.

Na rysunku 4 zestawione sg poszczegbélne notacje i definicje anti oraz
syn. W dalszej czesci pracy bede uzywal nomenklatury syn — anti Sunda-
ralingama i wtedy przy opisie konformacji cukru bede pisat C3'-exo,
C3'-endo i odpowiednio C2' (rysunek 3), natomiast jezeli bedzie opuszczone
oznaczenie wegla — 2'-exo, 3'-endo itp., bedzie to nomenklatura wedtug
Jardetzky (rysunek 2).
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Rys. 4. Definicja kata glikozydowego oraz definicja pojecia syn i anti wediug roz-
nych autoréw.

Il. Rentgenografia

W oparciu o wyniki metody obracanego krysztatu (22, 149) otrzymuje-
my dane o gestosci elektronow w elementarnej komérce badanego krysz-
talu. Na tej podstawie mozemy okresli¢ potozenia poszczeg6lnych atomoéw,
a tym samym konformacje danej czasteczki w Kkrysztale. Przebadano
strukture krystalograficzng okoto 50 krysztatéw nukleozydéw i nukleoty-
doéw. Liczba ta pozwala juz na pewne uogoélnienia. Przede wszystkim mo-
zemy poda¢ z duza dokitadnoscig odlegtosci miedzy atomami oraz pewne
katy konformacyjne (rysunek 5).

Doktadno$¢ metody krystalograficznej moze zilustrowaé¢ poréwnanie
oznaczen tych samych zwigzkédw przez niezalezne grupy badaczy w roéz-
nych osrodkach. Na przyktad zbadano 2,4-dwutiourydyne. HzO w Getyn-
dze (NRF) (Saenger, Suck (120))iw Madison (USA) (Lin, Sunda-
ralingam (87)). Parametry sieci mierzone z doktadnoscia okoto 0,002 A
réznity sie od siebie o okoto 0,01 A, odlegtodci miedzy jadrami mierzone
z doktadnoscig srednio 0,002 A roznity sie od siebie o 0,01—0,02 A, katy
réznity sie od siebie w granicach podanego biedu. Drugim przykiadem
moze by¢ badany rentgenograficznie kwas 5'-fosfo, 2'-dezoksycytydylowy
(Viswamitra, Reddy, Lin, Sundaralingam (162) przy
czym dwadch pierwszych autorow byto z osrodka w Bangalor (Indie). Ozna-
czenia w Bangalor i Madison wykonywane byly niezaleznie i opubliko-
wane wyniki réwniez roéznity sie od siebie bardziej niz wynikatoby to
z btedu pomiaru.

W tablicy 4 zestawione sg wartosci katéw konformacyjnych przebada-
nych nukleozydéw i nukleotydéw. Dane zostaly czeSciowo zaczerpniete
z przegladowych artykutéw (4, 144, 163). Na podstawie danych Sunda-

3 Postepy Biochemii
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Adenina Cytozyna

Rys. 5. a. Odlegtosci miedzy jadrami i katy konformacyjne dla zasad azotowych.
Wartosci $rednie na podstawie wielu pomiaréw (141).

ralingam (144) i Arnott (3) usitowali sformutowa¢ pewne ogdlne
reguty, dotyczace zaleznosSci miedzy konfiguracja a konformacjg. Stwier-
dzili oni, ze nukleozydy i nukleotydy na ogdt wystepuja w ciele statym
w konformacji anti, oraz ze najczesciej wystepujacymi konformacjami
pierscienia rybozy sg C2'-endo i C3'-endo. Nie mozna jednak powigzac
zmian konformacji z na przyktad, zmiang podstawnika na weglu 2'—
konformacja pierscienia furanozowego nie zalezy w sposéb widoczny od
tego czy mamy do czynienia z ryboza czy 2'-dezoksyryboza.

Z punktu widzenia biologii molekularnej metoda obracanego krysztatu

http://rcin.org.pl
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Rys. 5.b. Odlegtosci miedzy jadrami i katy ptaskie dla rybozy wedtug (4).

ma powazny mankament — jej wynikéw nie mozna w spos6b prosty od-
nies¢ do czagsteczek w roztworach, gdyz konformacje w ciele statym i roz-
tworze moga sie zasadniczo rozni¢. Na przyktad 4-tiourydyna w krysztale
ma konformacje syn (119), natomiast w wodnym roztworze anti (53, 134).
Roéznica w konformacji czasteczek ma miejsce dlatego, ze w Kkrysztale
o strukturze przestrzennej czasteczki decyduje warunek minimum energii
krysztatu jako catosci, natomiast w roztworze na konformacje oprocz sit
wewnatrzczasteczkowych ma wptyw ukltad energetyczny — czasteczka—
rozpuszczalnik.

I1l. Teoria

Badania rentgenograficzne dostarczajg danych dotyczacych odlegtosci
pomiedzy atomami skitadowymi czasteczek w Kkrysztale; przy przejsciu
czasteczki z ciata stalego do roztworu jej konformacja moze ulec zmia-
nie, natomiast odlegtosci miedzyatomowe nie zmieniaja sie w mierzalny
sposoéb.

Budujac przestrzenny model czasteczki, w ktorym kazde jadro otoczone
bedzie sztywna kulg o promieniu Van der Waalsa wiasciwym dla danego

3*
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jadra otrzymamy pewng ilo$¢ informacji, ktére moga wykluczy¢ niektore
przestrzenne struktury jako niedozwolone ze wzgledéw sterycznych. Na
takiej zasadzie opierajg sie obliczenia Hashmeyera i Richa (47),
Sasisekharana, Lakshminarayanana i Ramachandra-
na (123) czytez Lakshminarayanana i Sasisekharana (77).
Wynikéw tych prac nie bede tutaj cytowaé, gdyz ich uzyteczno$¢ w po-
réwnaniu z bardziej zaawansowanymi pracami teoretycznymi jest nie-
wielka. Otrzymane ta droga dane nie odbiegaja daleko od informacji uzys-
kanych z obserwacji modeli atomowych (Leybolda, Court ois czy
Coreya-Paulinga-Koltuna (CPK)).

Dalszym krokiem teorii bylty numeryczne obliczenia energii potencjal-
nej poszczegdlnych konformacji w oparciu o wyjsciowe funkcje opisujace
wewnatrzczasteczkowe oddziatywania: niewigzace (Van der Waalsa), elek-
trostatyczne (kulombowskie) i torsyjne (zwiazane z obrotem wokét wia-
zan) itp. Obliczenia takie zostaly rozwiniete dla polipeptydéw (przeglad:
Scheraga (130, Ramachandran, Sasisekharan (108)).
W dziedzinie kwasow nukleinowych — duzo bardziej skomplikowanych
strukturalnie — badania takie podjeto zaledwie kilka os$rodkéw: Sasi-
sekharana (78, 79, 112, 124), Wilson, Rahman (169), Coen,
Kerckx (17).

Prace Lakshminarayanana i Sasisekharana (78, 79
opieraly sie na nastepujacych zatozeniach dotyczacych sktadowych energii
potencjalnej czasteczki:

1. Oddziatywanie niewigzace (Van der Waalsa)

Przyblizone sa przez potencjat Lennarda-Jonesa:
Vb= —Ar-8+ Br-12
gdzie r jest odlegtoscia pomiedzy oddziatlujgcymi atomami; wartos¢ para-
metru A zalezy od atoméw oddziatujgcych; B zalezy od A oraz od sum
promieni Van der Waalsa R oddzialujgcej pary. Uzywane przez Sasi-
sekharana promienie Van der Waalsa R podane sg w tablicy 5.

2. Oddziatywania elektrostatyczne

Rozpatruje sie je w przyblizeniu monopolowym, umieszczajgc punkto-
we tadunki na atomach oddziatujgcych ze sobg. Matematyczny opis tych
oddziatywan wyraza wzér Coulomba:

Ves = 332,0 en/Dr



Tablica 4
Zestawienie niektérych danych rentgenograficznych dla krysztatéw nukleozydéw i nukleotydow

Zwiazek Klasy krysta- Konformacja i
lograficzna rybozy XA 1 or t3 (t3 a Ti o 0(0) 400 U
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n
reszta urydynowa w adenozyno 2/J/fosfoury-
lowym kwasie (128) P2i C3'-endo 71,6 4,9 2031 324,5 38,2 92,1 331,5 6,9 169,9 59,9 83,8
kwas cyklo 3/75'-fosfourydyiowy C3'-endo 119,0* 56,0
s6l trojetyloamonowa (18) P2X C3'-endo 145,0* 72,0
kwas J'-fosfourydylowy sol barowa (129) C222j C2/tenfo 108,5 43,0 259,8 238 327,0 149,9 314 344,2 176,0 55,2 145,0
tymidyna (153, 175) P212121 C3'-exo 102,7 39,0 273,0 33,0 323,0 147,2 28,0 -7 172,8 156,2
kwas J"~fosfotymidowy s6l wapniowa (155) P2i C3'-endo 104,0 425 204,0 3251 31,2 101,8 3434 356,1 2043 753 813
2'-endo
rybozo-tymina (56) ¥2N1n2 29,4
dwuhydro-tymidyna (73) C3'-exo 70,0
3'-0-acetylo-4-tiotymidyna (121) P212121 -63,7 139,0
cytydyna (35) P212121 C3'-endo 78,2 184 204,6 3253 37,4 91,8 332,0 6,2 271,3 47,1 83,0
kwas 3'-fosfocytydylowy (12) P2i C2'-endo 98,2 39,3 266,0 27,9 322,5 151,6 34,6 342,4 189,2 45,2 151,2
kwas 3'-fosfocytydylowy (145) P22121 C2'-endo 109,5 41,8 266,7 28,1 321,1 154,1 36,6 340,2 251,8 43,8 152,0
dezoksycytydyny HC1 (55) C3'-endo 0,0
2-tiocytydyna.2H2 (88) Pl 3'-endo 20,3 -35,3 371 -26,8 4,9
kwas 5'fosfo-2'dezoksycytydylowy (162) 3'-exo -5,9 32,6 .26.9 120 (11.7) 88
(-6,1) (31,1) (-25,) (7,9)
kwas cyklo 2',37%fosfocytydylowy (19) P2i ptaska 253
4/endo 242
5-bromo-2'-dezoksycytydyna w kompleksie z de-
zoksyguanozyna (46) P22121 C2'-endo 123,0* 58,7 15,8 328 36,7 33,9 60,8 1854
urydyna (36) P2i C2'-endo 16,8
C3'-endo 23,8
5-bromourydyna (57) P2i C2/endo 119,0* 56,0 318,9 38,2 338,7 356,2 51,9 146,7
i-bromo-2'dezoksyurydyna (57) P2j C2'-endo 106,0* 47,2 14,6 326,9 41,0 326,6 166,7 142,4
5-F-2'-dezoksyurydyna (41) P212121 C2'-endo 130,5 59,0 270,4 318,7 153,9 230,2 291,8 1543
5-/-2'-dezoksyurydyna (15) PI C2'-endo 63,3 18,7 326,9 381 332,1 146,6
5-Br-2,dezoksyurydyna kompleks z adenozyng
(45) p22121 C3'-endo 20,0
5-22r-urydyna kompleks z DM SO (58) C2'-endo 63,0 331,0 40,0 3231
A-tiourydyna (119) c2 C2'-endo 87,1 319,4 33,1 345,1 348,7 65,7 75,7
2,4-dwutiourydyna.H20 (87, 120) P2i2121 3C'-endo 18,0 -156,5 36,8 36,9 94,7 -24,7 -1,9 41,3 155,7
(19,5)
2'-dezoksyurydyna (107) P2x 2'-endo 28
2'-endo 24
oc-pseudourydyna.HgO (116) P2i 2'-exo 3,2
5,6-dwuhydrourydyna (141)
5-i?r-spongourydyna (154) P2j anti
adenozyna w komplecie z 5-Sr-dezoksyurydyna
(45) P212121 C3'-endo 745 124 207,5 3231 38,5 90,5 3313 5,0 40,9 84,1
kwas 5'-fosfoadenylowy.H2) (75) P2i C3'-endo 88,5 25,7 199,9 320,0 42,1 107,6 330,2 48 177,2 40,0 75,5
2'-dezoksyadenozyna.H2 (166) P2X C3'-exo 65,3 10,9 270,8 33,6 325,6 142,0 23,9 257,8 193,2 186,99 156,4
166,8
kwas 3'-fosfoadenylowy.2H20 (143) P2j C3'-endo 3,8 322,4 34,6 340,9 1495 171,2 356,6 83,8
reszta adenylowa w adenozyno 2',5/fosfourydy-
lowym kwasie (128) P2i C2'-endo 54,6 20,2 322,2 43,5 329,5 453 148,4
kwas cyklo 5',5'-fosfoadenylowy.H20 (165) P212121 4/fexo 50,0 258,0
S-bromoadenozyna (157). pP2X C2'-endo -120,0
3'-0-acetylo-adenozyna (111) P212121 C2'-endo -135,0
a-2/famino-2/dezoksyadenozyna.H20 (14) P212121 C3'-exo 300,2
jodek 5'-metyloamoniowy 5'-dezoksyadenozy- C2'-endo 3485
ny. H20 (117) P2x C3'-exo 218,8 31,4 323,1 30,9 158,3 158,3
inozyna (14, 152) P2i C2'-endo 121,1
C2'-endo 49,0
kwas J"fosfoinozylowy sél sodowa.7 H20 (110) C222x C2'-endo 41,0
kwas 5'-fosfoinozylowy sél dwusodowa (101) C222x C2'-endo 43,0
kwas 5'-fosfoinozylowy sé! barowa (101) P212121 C2/endo 46,0
C2'-endo 34,0
6-tioinozyna (127) 2'-endo -135
2'-endo -216
guanozyna (14) pP2X 2'-endo 1225
2'-endo 46,6
dezoksyguanozyna w kompleksie z 5-Br-2'-dezo-
ksycytydyna (46) P22XX 2'-endo 2113 20,2 329 306 3424
S-bromoguazyna (13, 147) P2i2i2x 2/endo -130

formycyna.HBr (74) 2'-endo 211
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Tablica 5

Wartosci sum promieni Van der Waalsa dla oddziaty-
wujacych ze soba par atoméw (wedtug 79)

(r — ryboza, b — zasada, a — amino)

Para R (A)
CT..CT 3,40
Cr..JVb 3,25
Ct..0Ot 3,22
CT..P 3,50
Cr...H 2,90
Cr...Cb 3,40
Cr...Na 3,25
Cr...0b 322
Nb...Or 3,07
Nb...P 3,35
N~ .-H 2,75
OoT..oT 3,04
or...P 3,32

2,72
or...ch 3,22
Or...Na 3,07
or...ob 3,04
p...p 3,60
P ...H 3,00
P ..Cb 3,50
P ..Na 3,35
P ...0b 3,32
H ...H 2,80
H ...Cb 2,90
H ...Na 2,75
H ...Ob 2,72

gdzie e e2tadunki na oddziatujacych atomach 1i 2, r odlegto$¢ pomiedzy
nimi, D stala dielektryczna. tadunki ej i e2 okreslone sa przez obliczony
metodami chemii kwantowej rozklad gestosci elektronowej o i jr. Proble-
mem jest wybodr wielkosci statej dielektrycznej, ktora w zaleznosci od
autora waha sie od 2do 4 Brant i Flory przyjeli = 35 (11), Scott
i Scheraga= 4,0 (125). W badaniach Sasisekharana przyjeto
D = 4.

3. Oddziatlywania torsyjne

Obrot fragmentéw czasteczki wokdt wigzan powoduje zmiane energii
oddziatywania w wyniku zblizenia lub oddalania podstawnikéw. Przy
obrocie wokoét wigzania C—C energie te opisuje wzor:

Vt= VW2l + cos 30)
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gdzie 0 jest katem konformacyjnym; dla nukleozydéw mégtby to by¢
kat czy 't', <D (tablica 1).

W prostych obliczeniach zaktada sie, ze VO= 0, zgodnie z Lakshmi -
narayanana, Sasisekharan (78, 79), ktérzy wykazali, ze podsta-
wowym cztonem energii danej konformacji sg oddziatywania niewigzace.

Najbardziej dyskusyjng jest posta¢ funkcji potencjatu dla oddziaty-
wan niewigzacych (168) — Coen i Kerckx (17) przyjeli w oblicze-
niach potencjat Buckinghama postaci Vrb = Aexp(-Br) —C/r6gdzie A, B, C
sg to state; stosowanie potencjatlu Lennarda-Jonesa zostato tez skrytyko-
wane przez Lifsona (86), ktory badajgc konformacje cykloheksanu
stwierdzit, ze najlepszym, dajacym wyniki zgodne z eksperymentem jest
potencjat krysztatu A/r9+B/r6 W kazdym badz razie, abstrahujgc od dys-
kusji nad ksztattem funkcji potencjalnych oraz sensownoscig podobnych
obliczen, w wyniku zastosowania ich do konkretnych problemoéw otrzy-
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Rys. 6. Zalezno$¢ sumy energii potencjalnej pochodzacej z oddziatywan

a. Konformacja pierscienia furanozowego — C3’-exo0.
a) adenina, b) guanina, c) cytozyna, d) tymina, e) uracyl; linia ciggta --———-- ryboza, przery-
d) i e) przesuniete sg wzgledem c) odpowiednio o jedna i dwie jednostki.
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mano interesujgce dane o energii konformacji pokazane przyktadowo na
rysunku 6 (patrz str. 206 i 207).

Ostatnio ukazaty sie prace Berthod, Pullman (6)i Kang (66),
w ktorych energia potencjalna nukleozydéw zostala okreslona metodami
chemii kwantowej. Nie zagiebiajgc sie w zatozenia teoretyczne stosowa-
nych obliczen, na rysunku 7 przedstawiono poréwnawczo wyniki.

Jak wida¢ z przedstawionych faktow do wynikéw teoretycznych na-
lezy podchodzi¢ z rezerwg. W tym przypadku teoria speinia jedynie role
opisu matematycznego wynikéw doswiadczen — w zaleznosci od stosowa-
nego sposobu obliczen otrzymujemy rézng wysokos¢ barier potencjalnych
miedzy konformacja syn a anti oraz rézny ksztatt dotdw potencjatu. Trze-
ba jeszcze jedno podkresli¢ — obliczenia przeprowadzane sg dla swobod-
nych czasteczek w prézni, wiec jezeli nawet Scisle odpowiadatyby rzeczy-
wistosci, mielibySmy tutaj problem podobny jak przy metodzie krystalo-

0 80 120 180 240 300 Sgc

niewigzacych i elektrostatycznych od kata glikozydowego;

b. Konformacja pierscienia furanozowego — C2’-endo.
W ana--—--—-------—-- 2’-dezoksyryboza. Krzywa b) przesunieta jest od a) o jednag jednostke; krzywe
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graficznej — czgsteczka moze zmieni¢ swojg konformacje w wyniku
oddziatywania z rozpuszczalnikiem.

/ / B \
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Rys. 7. Poréwnanie wynikéw réznych autoréw na zaleznos$¢ energii konformacji
w zaleznosci od kata glikozydowego dla tymidyny.
———————————————————— Berthod, Pullman (6), C3-endo
------------------- Wilson, Rahman (147), C3-exo
Kang (53), C3-endo

Lakhsminarayanan, Sasisekharan (65), C3-exo
» C3-endo

-------- kul-'-z")-/-\}\}é przesuniete sa wzgledem siebie — skala"pionowa spetnia jedynie role informacyjna.

IV. Protonowy Rezonans Magnetyczny (PMR)

Badanie absorpcji promieniowania elektromagnetycznego o czestos-
ciach mikrofalowych przez roztwory substancji znajdujacych sie w silnym
polu magnetycznym jest szeroko stosowang technikg w analizie organicz-
nej (patrz na przyktad (8, 28, 60, 140)). Protony w zaleznosci od tego w ja-
kim otoczeniu znajduja sie w czasteczce majg okreslony obszar spektralny
absorpcji, a wskutek oddziatywania spinowo-spinowego pomiedzy rézny-
mi protonami, poszczegllne sygnaly rozszczepiajg sie. Wielkos¢ tego roz-
szczepienia opisana stalg sprzezenia J zalezy od ich wzajemnej orientacji.
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1 Konformacja pentozy

Nukleozydy wydaja sie by¢ szczegdlnie dogodnymi czasteczkami, dla
analizy konformacji z pomocg PMR. Na rysunku 2 widzimy obwiedzione
kétkami protony w pierscieniu rybozy. Znajac zaleznos$¢ statej sprzezenia
od dwusciennego kata pomiedzy wicynalnymi protonami, okreslajgc je
otrzymujemy w spcsob bezposredni bezwzgledng konformacje rybozy
w roztworze.

Pierwszg probag okreslenia zaleznosci miedzy katem dwusciennym
a stalg sprzezenia byta relacja Karplusa (1959) (67) (rys. 8):

J/H1,H2/ = 8,5 cos24—0,28 dla katow 0~ 0™ 90°
9,5 cosx56—0,28 dla katéow 90 < <4< 180°

albo inaczej J(HI, H2) — 4,22—0,5 cosC+ 4,5 cos®
gdzie J— stata sprzezenia, HI, H2 — wicynalne protony, $ — kat dwu-
Scienny.

Q T80 B0 AR

Rys. 8. Zaleznos$¢ Karplusa taczgca kat dwuscienny miedzy wicynalnymi protonami
HI i H2 a eksperymentalng stala sprzezenia.

Teoria Karplusa opracowana na gruncie metod chemii kwantowej
doczekata sie natychmiast szeregu modyfikacji (1, 81, 84) korelujacych ja
z empirycznie okreslonymi katami i stalymi sprzezenia w modelowych
zwigzkach (na przyktad Len z, Heschen (81) pomnozyli prawag strone
réwnania przez 1,09). Wedtug oceny H alla (40), poniewaz stwierdzono
szereg odchylen od krzywej Karplusa (np. 80, 167), teoria nie jest
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na tyle dobra, zeby uzywac jg bez zastrzezen; zresztg sam K ar p lus (68)

podkresla przyblizony charakter swojego wzoru.
Sternhell (142) proponuje nastepujgca procedure:

1 Nalezy zbudowa¢, korzystajac z modeli Dreidinga, modele wszyst-
kich mozliwych konformacji i nastepnie pomierzy¢ odpowiednie dwu-
Scienne katy.

2. Skonfrontowaé zmierzone katy z otrzymanymi statlymi sprzezenia po-
przez krzywe typu Karplusa:

J = J°cos2>—C dla 0° ™ 4s: 90°
J = J18Xxo0s2$ -C dla 90° < O ™ 180°

dla ekstremalnych wartosci J° i J®rozwazanej struktury. Przy nie wiecej
niz jednym silnie elektroujemnym podstawniku, te ekstremalne wartosci
moga by¢ J°= 8i J®W= 12 o0raz J°= 12i J®W= 16 Hz (C~ 0,3). Na ogot
tylko jeden zbioér ,teoretycznych” statych sprzezenia zgadza sie z ekspe-
rymentem.

Powyzszy schemat postepowania jest wtasciwy dla ukiadéw o jednej
wyréznionej konformacji, przy czym Sternhell uwaza, ze mozna go
stosowac dla cztero- i piecio-cztonowych pierscieni z ostroznoscig bowiem
ocena katéw na podstawie modeli jest trudna.

W przypadku zwigzkow, ktore istniejg w kilku szybko w siebie prze-
chodzacych konformacjach — state sprzezenia sg wartosciami Srednimi
i ich wielkos¢ zalezy od rozktadu populacji konformerow.

Oprocz klopotéw zwigzanych z przypisaniem znalezionych statych
sprzezenia odpowiednim konformacjom, trudnosci wystepuja réwniez przy
eksperymentalnym ich oznaczaniu. Na rysunku 9 zaprezentowano przy-
ktadowo widmo PMR dla dezoksycytydyny (106). Struktura tego widma
na pierwszy rzut oka wydaje sie skomplikowana, jednak mozna ja jak
widac¢ rozwikita¢ droga analizy pierwszego rzedu. Trzeba jednak podkres-
li€, ze pokazane widmo pochodzi z przyrzgdu o czestosci podstawowej
220 MHz, ktorych znajduje sie w Swiecie zaledwie kilkanascie, natomiast
przy mniejszej czestosci podstawowej (100, 60 MHz) struktura widma
znacznie sie komplikuje ze wzgledu na mniejsze jego rozciggniecie.

W widmach dezoksynukleozydéw tryplet HI' poczatkowo (82) intepre-
towany tak jak na rysunku 11, w p6zniejszych pracach (62, 104, 113, 136)
zostal zinterpretowany jako wynik silnego sprzezenia HI' z jednym
z dwoch protondw H2' oraz stabego sprzezenia z pozostatym. Jezeli istnieje
mata réznica przesunie¢ chemicznych pomiedzy protonami H2' i H2" moze
powstac¢ tak zwane sprzezenia wirtualne — zamiast oczekiwanego dubletu
w widmie pojawia sie tryplet. Jednak na podstawie widm 220 MHz (106)
mozna doj$s¢ do wniosku, ze dla dezoksyurydyny i dezoksycytydyny ten
wypadek nie ma miejsca — juz przy zastosowaniu analizy pierwszego
rzedu mozna okresli¢ wszystkie stale sprzezenia i przesuniecia chemiczne
protonow.



[17] KONFORMACJA NUKLEOZYDOW 211

W wyniku stosowania aparatow 220 MHz mozna bardziej precyzyjnie
ustali¢ strukture widma i okresli¢ stale sprzezen, jednak nie jest to row-
noznaczne z tatwoscia w okresleniu konformacji. Tablica 6 i 7 zestawia
otrzymane z widm PMR state sprzezenia dla réznych nukleozydéw, ale
tylko w nielicznych wypadkach mozna poda¢ okreslong na podstawie za-
leznosci typu Karplusa konformacje pentozy z zastrzezeniami, o ktérych
byla mowa. Wydaje sie, ze mozna jg okresli¢ dla pochodnych 2',3'-0-izo-
propylideno (3'-endo, 2'-endo (106)). Dla innych pochodnych autorzy prac
(9, 52) dochodzg do wniosku, ze istnieje dosy¢ szeroka populacja réowno-
cennych konformacji.

Tablica 6

Wartosci statych sprzezenia dla wicynalnych protonéw pierscienia rybofuranozowego w przebadanych
rybonukleozydach

/ (///', H2")  / (H2\ H3") / (H3\ H4)

Urydyna (9, 105) 4,5 (4,4) 5,0 (5,3) 5,2 (5,5)
Rybozylotymina (105) 4.8 5,0 5,2
Cytydyna (105) 38 4,8 6,4
4-tio urydyna (53) 39 54 5,6
[3-pseudorydyna (52) 50 5,0 52
a-pseudourydyna (37) 33 4,2 7,9
Ortydyna (49) 3,6 6,3 7,0
rybozyd kwasu (3-cyjanuronowego (27) 39 6,4 6,6
2'-dezoksy 2'-fluorourydyna (23) 2,0 4,6 8,0
i'-dezoksy J'-fluorourydyna (23) 4,0 2,0 2,0
2'-fosfo andenozyna (63) 6,0 52 34
5'-fosfo adenozyna (33, 122a) 53 4,8 38
2', 3', y-tr6j-O-metylourydyna (105) 35 54 5,6
2', 3, y-troj-O-metylocytydyna (105) 3,0 5,0 7,0
2', J'-0-izopropylidenourydyna (105) 2,2 6,0 37
2', 3'-0-izopropylidenocytydyna (105) 2,3 6,6 4,0
2', 3, 5'-tr¢j-0-etylocytydyna (105) 2,8 50 7,2
5, 6-dwuhydrourydyna (24a) 6,3 6,0 3,6
metylo-p-D-rybofuranoza (w CDC13 (85) 0,8 4,9 6,3
Tablica 7

Wartosci stalych sprzezenia dla wicynalnych protonéw pierscienia furanozowego w przebadanych
dezoksynukleozydach

JHIY, / (HI', J (H3, / AH3, J (H3,
H2 H2") H2" H2") H4')
2'-dezoksycytydyna (106) 6,4 6,8 4,8 6,8 3,6
2'-dezoksyurydyna (106) 6,4 6,8 4,0 6,8 3,6
Tymidyna (82, 106) Srednia 6,8 7,0 4,8 50 4,0
a-tymidyna (82) 3,8 7,2 4,0 7,0

3'-fosfo, 2'-dezoksyadenozyna (32a) 81 6,0 6,3 29
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W chwili obecnej metoda PMR doskonale nadaje sie do wykrywania
zmian konformacji wskutek dziatania czynnikéw zewnetrznych na pod-
stawie wyznaczenia statej sprzezenia J(HI', H2'). Stwierdzono ta droga
zmiany konformacji pentozy wskutek podwyzszania temperatury (51), pod
wpltywem zwiekszenia stezenia soli (104) lub zmiany pH (24), w wyniku
oddzialywania z komplementarnymi zasadami (132).

2. Konformacja na weglu glikozydowym

Ostatnio ukazaly sie prace, w ktérych za pomocg PMR okreslono czy
nukleozyd znajduje sie w konformacji syn, czy anti. Problem ten nie do-
czekat sie rozwigzania teoretycznego, to znaczy, ze nie ma danych ani for-
mut wigzacych kat xcn - widmem PMR. Mozna jedynie wycigga¢ wnioskKi
jakosciowe — syn czy anti — inaczej — czy grupa 2-keto w pirymidynach
lub azot N@ w purynowych nukleozydach jest nad czy poza pierscieniem
pentozy.

Stwierdzono (133), ze podstawienie nukleozydu grupa fosforanowg
w pozycji 5 powoduje specyficzne odstanianie protonu H8 w purynach
lub protonu H6 w pirymidynowych nukleozydach o okoto 0,2 ppm; nie
nastepuje natomiast odstanianie H2 w purynowych lub H5 w pirymidy-
nowych nukleozydach. Odstanianie jest wieksze w pD 7,4 kiedy grupa
fosforanowa ma tadunek —2, zmniejsza sie w pD 5,9 kiedy ma tadunek
— 1 Autorzy tej pracy wnioskuja, ze jest to skutek oddziatywania H8 lub
odpowiednio w pirymidynach H6 z grupa fosforanowa, jest to zarazem
dowdd, ze badane nukleozydo-5'-monofosforany znajduja sie w konfor-
macji anti.

Podobne obserwacje poczynili inni autorzy (16, 33, 37, 52, 53, 156).
Ogodlnie, z prac tych wynika, ze wszystkie znane nukleozydy znajduja sie
w roztworze w konformacji anti. Wyjatek stanowia nukleozydy pirymidy-
nowe podstawione w pozycji 6— Schweizer, Witkowski, RoO-
ains (134) badali poréwnawczo 5-metylourydyne, 6-metylourydyne, 5-
metylocytydyne, 6-metylocytydyne i 6-oxocytydyne (schemat 1). Z badan
na modelach atomowych oraz na podstawie pomiaréw aktywnosci optycz-
nej (95) mozna wnioskowaé, ze 6-metylonukleozydy powinny mie¢ kon-
formacje syn. W istocie, w cytowanej pracy stwierdzono znaczne odsta-
nianie protonéw H2' (0,5—0,6 ppm) i H3' (0,15—0,2 ppm) w 6-metylo po-
chodnych, przy czym wartosci tych przesunie¢ niewiele réznity sie od
wartosci dla 6-oxocytydyny (podobnie dla rybozydu kwasu P-cyjanuro-
wego (27)). Wnioskowano zatem, ze odstanianie spowodowane jest oddzia-
tywaniem grupy 2-keto z protonami H2' i H3' w konformacji syn (dla
6-oxo pochodnej protony te muszg oddziatywa¢ z grupg keto w konfor-
macji i syn i anti). Na podobnych przestankach opart sie Hruska (49),
ktory potwierdzit konformacje syn dla orotydyny (schemat 1).
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i Xavier (5 opublikowata prace, w ktorej okreslita konformacje nu-
kleotydéw — 5'-fosfo-adenozyny i tymidyny na podstawie zmiany prze-
sunie¢ chemicznych niektérych protonéw, wskutek dodania do roztworu
jonébw paramagnetycznych, lantanowcéw: europu (I1l), neodymu (III),
gadolinu (I11) czy innych (103a). Przy zatozeniu, ze jony te oddziatywuja
przede wszystkim z grupa fosforanowag i przy przyjeciu ksztattu funkcji
zwigzanych z oddziatywaniem i odlegtoscig grupy fosforanowej wzgledem
poszczegbélnych protondéw, ograniczono zbiér mozliwych konformacji do
kilku. Autorzy tej pracy ,wierza, ze ta metoda bedzie przydatna do okres-
lenia strukturalnych wiasnosci w roztworze duzej liczby czasteczek, inte-
resujacych z punktu widzenia biofizyki”.

V. Jadrowy efekt Overhausera (NOE)

Jadrowy efekt Overhausera (NOE) jest jednym z efektdw powstatych
wskutek podwdjnego napromieniowywania probki w polu magnetycznym,
a mianowicie nastepuje zmiana catkowitego natezenia linii absorpcyjnej
jednego protonu w widmie PMR pod wptywem napromieniowywania ba-
danej substancji falg o czestosci odpowiadajgcej absorpcji innego protonu.
Wielko$¢ zmiany jest zalezna od I/r+6 gdzie r jest odlegtoscia od oddziatu-
jacych ze sobg protonéw, napromieniowywanym i obserwowanym. Ze
wzgledu na istnienie tej zaleznosci mozna wykorzysta¢ NOE do okreslenia
konformacji i struktury czasteczek organicznych (2).

NOE wydawatoby sie szczegdlnie przydatne do okreslenia konformacji
»Syn-anti” w nukleozydach. Badania takie zostaly przeprowadzone przez
Hart i Davis (42, 43, Schirmer, Noggle, Davis, Hart
(131). Interpretacja wynikéw pozwala na wysnucie wnioskéw odnosnie
konformacji ,,syn-anti” odmiennych niz wedtug dotychczasowych metod.
Opublikowano dane z badan nad guanozyna, 3,5'-cykloguanozyng i ich
2',3'-izopropylowymi pochodnymi. Ostatnio ukazaly sie dane dotyczace
urydyny i cytydyny oraz ich izopropylowych pochodnych (44), ktore wska-
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zuja, ze w roztworach wodnych mamy duzy procent zawartosci konfor-
merow ,,syn” obok ,anti”. Tablica 8 zestawia wyniki Harta i Da visa
wraz z procentowa zawartoscig przeciwnych sobie konformeréw. Jednak,
mimo dos$¢ przekonywujacych argumentéw przytoczonych przez autoréw
i jednoczesnie rzecznikdw powyzszej metody, wydaje sie, ze nalezy jeszcze
poczeka¢ na potwierdzenie wnioskéw uzyskanych ta drogg przy pomocy
innych metod (szczegolnie, ze Hart i Davies (44) popetnili kilka
istotnych btedoéw metodycznych — wspoétczynniki ekstynkcji nukleozydéw
odbiegajg od ich wartosci literaturowych).

Tablica 8
Zestawienie wynikéw badan metoda jadrowego efektu Overhausera
Doktadno$¢ oznaczehh —+4%
Proton Proton
o %
naswietl. obserw.
2\ J'-izopropylideno- H8 HI' 26
3', J'-cykloguanozyna (43) HI' H8 39 100% syn
H2' i H3' H8 1
2', J'-izopropylideno- HI' H8 23
adenozyna (43) H2' H8 9
H3' H8 3 przewaga syn
H5" i H5" H8 4
2', i"-izopropylideno- Hr H2 °
guanozyna (43) H8 HI' 20
Hr H8 12 réwnowaga
H2' i H3' H8 12 syn, anti
H5' i H5" H8 10
H4' H8 )
Cytydyna (44) HI' H6 n
H2' H6 13 réwnowaga
H3' H6 8 syn, anti
H5' H6 0
2', J'-izopropylideno- Hr H6 24
cytydyna (44) H2' H6 4
H3' H6 5 przewaga syn
HS5' H6 0
Urydyna (44) HI' H6 6
H2', 3, 4 H6 18 ptrzewaga anti
H5' H6 14
2', i'-izopropylideno- HI' H6 19
urydyna (44) H2' H6 10
H3' H6 4 przewaga syn

H5' H6 0
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V1. Aktywno$¢ optyczna

Od czasu odkry¢ Pasteura wiemy, ze czynnos$¢ optyczna wiagze sie
ze strukturg przestrzenng czgsteczki. W ostatnim dziesiecioleciu w wyniku
ulepszenia spektropolarymetrow i konstrukcji dichrograféw kotowych za-
interesowanie tg dziedzing gwattownie wzrosto (7, 20, 21, 25, 90, 137, 161,
171). Wzrost zainteresowania byt tez czesciowo spowodowany sukcesami,
jakie osiggneta ta metoda, w badaniu struktury przestrzennej waznej bio-
logicznie grupy zwigzkéw— steroidéw (np. 137, 161) oraz biatek (64, 171).

W chemii cukrow od 1909 r. istniata reguta Hudsona (54), ktéra
wigzata wartos$¢ skrecalnosci wtasciwej dla linii D sodu ich pierscieniowej
formy z konfiguracja na weglu glikozydowym. Ta wiasnie reguta upadta
jako pierwsza w przypadku nukleozydow (29, 83), gdyz okazato sie, ze
mimo konfiguracji (3— nukleozydy pirymidynowe majg skrecalnos¢ do-
datnig, czyli przeciwng do przewidywanej. W trakcie upowszechniania
metody ORD i CD w pracowniach biochemicznych i chemicznych, zajmu-
jacych sie kwasami nukleinowymi przebadano bardzo duzg ilo$¢ nukleozy-
déw i nukleotydéw (na rysunku 13 pokazano krzywe CD podstawowych
nukleozydéw) oraz ich analogéw (tablica 9). Prace poszczegdlnych grup
badaczy rozwijaty sie w kierunku okreslenia odpowiedniej reguty taczacej
czynnos$¢ optyczna z konformacjg lub konfiguracja czasteczki nukleozydu.

Grupa Ulbrichta (29— 31, 114, 115, 158— 160) w oparciu o pomiary
skrecalnosci (ORD) duzej grupy zwigazkéw zawierajgcej cyklopirymidy-
nowe pochodne nukleozydéw (nr: 134, 185, 187, 188 — tablica 9) wypro-
wadzita regute wigzaca znak efektu Cottona z konformacja dla pirymidy-
nowych nukleozydéw (31). Reguta ta zostala nastepnie zmodyfikowana
przez Rogersa i Ulbrichta (144). Wielkos¢ i znak efektu Cottona
purynowych nukleozyddw nie zostat ujety w Scistg regute (30), wiadomo
jedynie, ze w ogolnosci jest on ujemny i wedlug Rogersa i Ul-
brichta (115) zalezy w pierwszym rzedzie od wartos$ci kata glikozy-
dowego.

Efekt Cottona zalezy od dwédch, sprzezonych ze soba czynnikéw:

1 od chromoforu, a wiec od wartosci indukowanego momentu elek-
trycznego przez zaabsorbowang fale Swietlng oraz jego zorientowania
w czgsteczce (32, 126, 150, 151);

2. od budowy catej czasteczki — czyli inaczej od asymetrycznego za-
burzenia indukowanego momentu dipolowego.

Obrazowo mozna przedstawi¢ ten problem jako zagadnienie indukowa-
nego dipola elektrycznego umieszczonego w polu potencjatu pochodzacego
od reszty czgsteczki.

W przypadku nukleozydéw, chromoforem jest zasada azotowa, czeScig
zaburzajacag reszta cukrowa i trzeba tu szczeg6lnie podkresli¢, ze na efekt
Cottona bedzie wptywac nie tylko zmiana konformacji czasteczki ale réow-
niez réwnie istotna jest zmiana struktury elektronowej chromoforu —
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prowadzaca do zmiany widma elektronowego lub kierunku indukowanego
momentu dipolowego. Rogers i Ulbricht (114) za podstawe do
opracowywania widm ORD nukleozydéw przyjeli widma cyklo nukleozy-
dow (nr: 184, 185, 187, 188 tablica 9) o sztywnej konformacji, ale o zupet-
nie zmienionym chromoforze (zamiast grupy 2-keto mamy grupe 2-oksy).
Wobec takich zmian struktury elektronowej czasteczki mozna zmiany
efektu Cottona ttumaczy¢ zmiang chromoforu. Poréwnanie widm CD
z widmem 2-etoksyurydyny (nr 190, tablica 9) nie prowadzi do jedno-
znacznych wnioskéw, by¢é moze znaczny wpityw majg powstate w cyklo-
nukleozydach napiecia pirécienia. Zmiany w widmie absorpcyjnym (29, 95)
wydajg sie takg interpretacje potwierdzac¢ (rys. 14). Innym tlumaczeniem
zmian efektu Cottona w cyklonukleozydach jest sugestia Snatzke’'go
(138), ze duza role odgrywa tutaj dodatkowy pierscien, ktéry tworzy druga
sfere (138, 139) nie istniejacg w oryginalnych glikozydach.

Roéwnolegtymi badaniami do grupy Ulbrichta zajmuje sie grupa bada-
czy z Salt Lake City, ktorzy takze probuja znalez¢ zalezno$¢ miedzy kon-
formacjag a kotowym dichroizmem nukleozydéw. Sg to Daniel S
Miles i Henry Eyring, wraz z zespotem chemikéw organikow
Rolanda K. Robinsa (59,91—99). Autorzy ci dysponujg ogromnym
zbiorem w rézny sposéb zmodyfikowanych nukleozydéw (tablica 9). Grupa
ta podchodzi bardzo rozsadnie do zagadnienia — oprécz korelacji czysto
empirycznych prébuje obliczy¢ warto$¢ efektu Cottona na gruncie teorii
Kuhna-Kirkwooda-Tinoco (32, 150). Jednak ci autorzy nie
moga w chwili obecnej przedstawi¢ Scistej lub mniej Scistej korelacji mie-
dzy strukturg a efektem Cottona; podana przez nich empiryczna zalez-
nos¢ (95 )wielkosci natezenia diugofalowego pasma CD od kata na wigza-
niu glikozydowym x.. opiera sie jedynie na ujemnej sile skrecalnosci
dtugofalowego pasma kotowego dichroizmu dla 6-metylocytydyny i 6-me-
tylourydyny ,zamrozonych” ze wzgledéw sterycznych w konformacji syn
w poréwnaniu z dodatnig sitg skrecalnosci dla cytydyny i urydyny (sche-
mat 1). Inne argumenty sg bardzo dyskusyjne.

Grupa z Salt Lake City poréwnuje réznie podstawione purynowe nu-
kleozydy w pozycji 8 (nr: 159— 169 — tablica 9), zwiekszajagc w ten sposob
zawartos¢ sferycznie prawdopodobnego konformenu syn (99). Systema-
tycznie przebadano: serie pirymidynowych nukleozydéw z modyfikacjami
pierscienia furanozowego (94, 95), z analogami zasad pirymidynowych jako
chromoforami (91, 98) oraz cyklo pochodne nukleozydéw pirymidynowych
(91) i purynowych (59, 93) jako substancje modelowe do sprawdzenia
teorii (tablica 9).

Oprocz wymienionych powyzej najpowazniejszych serii prac jest w li-
teraturze szereg ciekawych przyczynkéw do problemu korelacji struktury
z widmem CD, na przyktad: Guschlbauer, Courtois (38) stwier-
dzili, ze w kwasnym s$rodowisku guanozyna jest w konformacji syn (co
potwierdzajg réwniez inni autorzy (99)).
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Nishimura, Shimizu, Iwai (102) przebadali okoto 40 anome-
row pochodnych uracylu, cytozyny, tyminy i adenozyny z prawie wszyst-
kimi mozliwymi modyfikacjami pentozy (ryboza, arabinoza, lyksoza, ksy-
loza, 1 id, a i P)i na tej podstawie stwierdzili, ze zmiana podstawnika
.z dolu do gory” w pozycji 2' (przejscie ryboza-arabinoza) najsilniej
zwieksza efekt Cottona, taka sama zamiana na weglu 3' wplywa mniej,
natomiast zamiana na weglu 4' pierscienia pentozy ma wptyw nieznaczny.
Wyniki Nishimury i wsp. pokrywajg sie z danymi Emerson a
i wsp. (31) oraz Milesa i wsp. (95, 96), takze dodatkowe fakty nad pod-
stawianym grupami metylowymi pierscieniem furanozy (93, 96, 97)
(nr: 13, 14, 18, 130, 131— tablica 9) sa zgodne z tg prawidtowoscia.

Klee i Mudd (70) zarejestrowali krzywe ORD dla serii nukleozy-
dow adeninowych podstawianych réznymi podstawnikami w pozycji 5
(nr 121— 126, tablica 9) i stwierdzili, ze nastepuje odwroécenie efektu

Cottona przy podstawieniu w 5 grupy tioalkilo. Te obserwacje potwier-
dzaja wyniki grupy z Salt Lake City (97).

Rabczenko, Jankowski, Ku$mierek i Shugar (105)
stwierdzili znaczny wzrost efektu Cottona przy podstawianiu grupami me-
tylowymi czy etylowymi grup hydroksylowych rybozy (nr: 84— 95, tabli-
ca 9), przy czym poréwnali to z konformacjg rybozy usztywniong przez
grupe 2'3'-izopropylidenowg — ta ostatnia pochodna ma mniejszy efekt
Cottona w poréwnaniu z rybo. Grupy metylowe przez steryczne oddziaty-
wanie zmieniajg rozktad populacji konformerow.

Grupa Witkopa (71, 72, 76, 82) prowadzi szerokie badania nad po-
chodnymi dwuhydro nukleozydéw i fotoproduktéow nukleozydéw (nr 92—
102, tablica 9). W tym przypadku na podstawie pomiarow aktywnosci
optycznej mozna byto okreslic bezwzgledng konformacje niektorych
zwigzkow.

Ciekawym zagadnieniem jest zmiana wlasnosci optycznych niektorych
nukleozydéw w innych niz wodne rozpuszczalniki. Reprezentatywnym
przyktadem sg tutaj pochodne cytozyny — w szeregu prac (Helene
Dozou (48), Morita, Nagakura (100), Wrébel, Rabczen-
ko, Shugar (170), Johnson, Vipond, Gird (65), Litonska,
Berens, Wierzchowski (89) stwierdzono zmiane widma elektro-
nowego w wyniku podwyzszenia temperatury wodnych roztworéw cyty-
dyny i innych pochodnych cytozyny oraz zmiane widma w stosunku do
roztworéw wodnych w rozpuszczalnikach takich jak dioksan, dwumetylo-
formamid.

Johnson i wspo6tpracownicy (65) przypisali te zmiany wigzaniom
wodorowym, ktore majg inny charakter w aprotycznych rozpuszczalni-
kach. W Swietle takiej interpretacji ciekawym wydaje sie spostrzezenie
Milesa i wsp. (95, 96), ze zmiana rozpuszczalnika drastycznie wplywa
na zmiane krzywej CD izopropylideno cytydyny czy tez 6-metylo pochod-
nych cytydyny. Dla niektérych przypadkéw maty dodatek wody w roz-

4 postepy Biochemii
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puszczalniku powoduje odtworzenie sie widma jakie otrzymujemy dla
roztworu wodnego, co mozna wigza¢ z wynikami L itonska i wsp. (89)
w podobnych warunkach w absorpcji UV. Miles i wsp. (96) przypisy-
wali obserwowane efekty réznicy konformacji w roztworze wodnym i nie-
wodnym, ale prostszym znacznie ttumaczeniem jest, Zze zmiany efektu
Cottona spowodowane sg przemieszczaniem sie lub zwiekszaniem czy
zmniejszaniem indukowanych momentéw przejs¢ (co odbija sie tez w wid-
mie absorpcyjnym) spowodowanych wigzaniami wodorowymi lub tez
efektem dielektrycznym (65, 89). Taka interpretacja znacznie ostabia
wnioskowanie dotyczace zaleznosci miedzy katem na wigzaniu glikozy-
dowym a sitg skrecalnosci, podane w formie krzywej przez Milesa
i wsp. (96).

Na zakonczenie, ze wzgledu na historyczne znaczenie, nalezy wspom-
nie¢ o pierwszych krzywych ORD zarejestrowanych przez Y anga
i Samej ime (172) w 1963 roku oraz o pracy Yanga, Samejimy
i Sarkara (174), w ktoérej autorzy zestawiajga widma ORD wszystkich
podstawowych nukleozydéw i nukleotyddéw rybo- i 2'-dezoksy-. Pomiary
te maja jednak niewielkg dokladnos$¢ i dlatego tez nie cytowatem ich
w tablicy 9.

Wydaje sie, ze mimo zaleznosci aktywnosci optycznej od duzego zes-
potu czynnikéw, przez badanie odpowiednich zwigzkéw modelowych
i wraz z ulepszeniem aparatury uda sie znalez¢ bezposrednia korelacje
miedzy widmem CD a konformacjag tak, ze na podstawie widma mozna
bedzie przewidzie¢ przynajmniej jakosciowo konformacje czgsteczki (prze-
glad: (10, 151, 173)). Jednocze$nie rozwoj teorii tgczacych aktywnosé op-
tyczna z konformacja czasteczki nukleozydu (32, 126, 148) by¢ moze uscisli
empiryczne reguty.

VIl. Uwagi koncowe

W przegladzie tym nie omoéwiono wszystkich technik stosowanych
przy badaniu konformacji nukleozydéw. Nie wspomniano na przyktad
0 stosowaniu widm w podczerwieni (103) ani tez o pomiarach absorpcji
ultradzwiekéw w roztworach nukleozyddéw (109) ze wzgledu na matg uzy-
tecznos¢ (jak w przypadku pierwszej metody) albo tez ze wzgledu na
ograniczong stosowalnos$¢ (jak w przypadku drugiej). Nie opisano réwniez
metody jgdrowego rezonansu magnetycznego 1 ani metody pomiaru mo-
mentoéw dipolowych gdyz do badania konformacji nukleozydéw zastoso-
wano je w roku 1972.

Okreslenie przestrzennej struktury nukleozydu nie jest sprawag tatwa.
Postep w badaniach nad konformacja jest $cisle zwigzany z postepem ba-
dan podstawowych nad udoskonaleniem poszczegdlnych technik badaw-
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czych. Wydaje sie, ze w przysztosci szczegdlna role bedzie zajmowata
technika rezonansu magnetycznego o wysokiej czestotliwosci podstawo-
wej — 220 MHz czy 300 MHz oraz technika podwdjnego rezonansu magne-
tycznego z tym powigzana. Badania tg metoda, przy dysponowaniu odpo-
wiednim zestawem modelowych zwigzkéw o sztywnej strukturze w celu
okreslenia empirycznych, rzetelnych zaleznosci pozwolg na precyzyjne
okreslenie zaréwno konformacji pierscienia rybofuranozowego, jak tez
i okreslenie kata glikozydowego.

Z pewnoscig doskonatym uzupelnieniem badan NMR beda badania
aktywnosci optycznej ze wzgledu na ich prostote i mozno$¢ pracy w wie-
kszym zakresie stezen. Zjawiska aktywnosci optycznej, mimo ze zalezg
w bardziej uwiklany sposéb od konformacji, zawierajg w sobie duze po-
tencjalne mozliwosci przy okreslaniu konformaciji, szczeg6lnie przy ocenie
oddziatywann miedzy zasadami azotowymi zmieniajgcymi jakosSciowo i ilos-
ciowo aktywnos¢ optycznag czasteczki.
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Tablica 9

Zestaw nukleozdéw i ich pochodnych dla ktérych zarejestrowano krzywe CD lub ORD

Skréty uzywane w tej tablicy:

Ryb — ryboza; dRyb— 2'-dezoksyryboza; Ara — arabinoza; Lyks — lyksoza; Ksyl — ksyloza;
wa; Me — grupa metylowa; Pr — grupa propionylowa;
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MARIA MALICKA-BLASZKIEWICZ *

Inhibitory rybonukleaz

Inhibitors of Ribonucleases

Naturally occuring inhibitors and the others factors affecting ribonucleases
activity are reviewed.

Rybonukleazy wewnatrzkomdrkowe roéznig sie wiasciwosciami fizyko-
chemicznymi i mechanizmem dziatania. W badaniach homogenatéw zwie-
rzecych stwierdza sie dwa optima aktywnosci rybonukleazowej, jedno
w zakresie kwasnym, w pH 52—58 i drugie w zakresie zasadowym, od
pH 78—8,7 Rahman (1966) stwierdzit w watrobie szczura obecnos¢
rybonukleazy o optimum pH w zakresie 9,0—95. Bardon i Rze-
czycki (1966) wykazali obecnos¢ rybonukleazy o optimum pH w zakre-
sie obojetnym. Rybonukleazy zasadowe sg oporne na ogrzewanie i kwasy,
kwasne natomiast sg wrazliwe. Aktywnos$¢ kwasnych rybonukleaz jest
w wielu tkankach kilkakrotnie wyzsza niz zasadowych. Kwasna rybo-
nukleaza znajduje sie wraz z innymi hydrolazami we frakcji lizosomalnej.
Rybonukleaza zasadowa wystepuje zarowno w strukturach subkomaérko-
wych jak i we frakcji cytoplazmatycznej i pozostaje w kontakcie z cyto-
plazmatycznym RNA.

Rybonukleazy zasadowe sg hamowane przez naturalny cytoplazma-
tyczny inhibitor, ktéry nie wptywa na aktywnos$¢ rybonukleaz kwasnych.
Wystepowanie biatkowego inhibitora wykazano ostatnio u wielu gatun-
koéw zwierzat. Z powodu nadmiaru inhibitora zasadowa rybonukleaza
wystepuje we frakcji cytoplazmatycznej w formie utajonej, w kompleksie
z inhibitorem i oznaczenie jej aktywnosci jest mozliwe jedynie w obec-
nosci odczynnikéw inaktywujgcych inhibitor. Wyjatek w grupie zasado-
wych rybonukleaz stanowi rybonukleaza stwierdzona przez Rahmana
(1967), we wszystkich frakcjach sedymentujgcych. W odrdéznieniu od po-
zostatych zasadowych rybonukleaz jest ciepto- i kwasochwiejna i nie jest
hamowana przez naturalny cytoplazmatyczny inhibitor.

Nukleotydy, wielkoczgsteczkowe polianiony i liczne inne zwigzki orga-
niczne hamujag aktywnos¢ rybonukleaz.

* Dr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw.

5 Postepy Biochemii
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I. Naturalny wewnatrzkomérkowy inhibitor

Pirotte i Desreux (1952) pierwsi zaobserwowali w watrobie
Swinki morskiej wystepowanie inhibitora. Nastepnie Roth (1956) wyka-
zat obecno$¢ inhibitora w homogenatach watroby i innych organach szczu-
ra. Najwyzsze stezenie inhibitora znalazt w madézgu, watrobie i ptucach,
najmniejsze w surowicy i miesniach. Zawartos¢ inhibitora w tych samych
tkankach, u réznych szczuréw wahata sie, w szerokich granicach. Roth
(1962) stwierdzit, ze supernatant 60 000xg z homogenatéw watroby réz-
nych ssakéw hamuje aktywnos$¢ rybonukleazy trzustkowej. Watroby
szczura i myszy zawierajg zblizone ilosci inhibitora, watroba chomika za-
wiera znacznie mniej, a watroba swinki morskiej jedna trzecig ilosci znaj-
dujacej sie w watrobie szczura. Kraft i Shortman (1970a) wyka-
zali wysoka aktywnos¢ inhibitora w watrobach szczura, myszy, oposa
i zmiji. Zasadowa rybonukleaza wystepuje w watrobie tych gatunkéw
w formie nieaktywnej. W watrobie kurczecia i zaby aktywnos$¢ inhibitora
jest niska, a aktywnos$¢ rybonukleazy wysoka.

1. Metody preparacji i oczyszczania inhibitora

Roth (1956) pierwszy rozdzielit kompleks rybonukleazy z inhibito-
rem. Zastosowal wysalanie siarczanem amonowym i absorpcje na zelu
fosforanowo—wapniowym. Wydzielit on i 10-krotnie oczyscit inhibitor
z 44% wydajnoscig (Roth, 1958a). Inhibitor przechowywany w 0° tracit
gwattownie aktywnosé.

Shortman (1961) poswiecit wiele uwagi badaniom inhibitora z wa-
troby szczura. Supernatant z homogenatéw watroby (60 000xg) poddawat
chromatografii na DEAE—celulozie i nastepnie na fosforanie wapnia.
Uzyskat preparat inhibitora 6000-krotnie oczyszczony, trwaty w temp. od
0—4°, z wydajnoscia 20°/0. Homogenizowanie watroby szczura w 0,25M
sacharozie dawato trwalsze i aktywniejsze preparaty, niz homogenizowa-
nie w wodzie. Dializa do wody i rozcienczanie wodg prowadzity do czescio-
wej inaktywacji inhibitora.

Gribnau i wsp. (1969 i 1970a) do izolacji inhibitora z watroby
szczura zastosowali frakcjonowanie siarczanem amonu, chromatografie na
DEAE— Sephadex A-50 i filtracje zelowag na Sephadex G-100. Preparaty
inhibitora zachowywalty jednak tylko 10°/0 aktywnosci.

2. Witasciwosci

Roth (1958a) i Shortman (1962a), stwierdzili, ze inhibitor z wa-
troby szczura hamuje krystaliczng rybonukleaze z trzustki bydlecej i zasa-
dowe rybonukleazy ssakéw, nie hamuje natomiast zasadowej rybonukleazy
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Ti z grzybow, zblizonej wlasciwosciami do rybonukleazy trzustkowej. Ha-
muje zasadowa rybonukleaze z watroby szczura, nie hamuje lub bardzo
stabo kwasng rybonukleaze z watroby. Kraft i Shortman (1970a)
nie stwierdzili zdecydowanej gatunkowej swoistosci inhibitora z watroby
szczura. Inhibitor ten jest termolabilny, nie dializuje, inaktywuje sie od-
czynnikami wigzgcymi grupy -SH, takimi jak Pb++ i chlorortecio-ben-
zoesan, w stezeniu 4X10-4M (Roth— 1958a, Shortman— 1961,
Gribnau i wsp.— 1970b) oraz przez dziatanie kwasu siarkowego
(Roth 1958a). Inhibitor poddany dziataniu tych czynnikéw tracit aktyw-
nos¢ po 24 godz. W badaniach Shortmana (1962) cysteina, EDTA
i fosforany czesciowo znoszg wpiyw chlororteciobenzoesanu. Dziatanie
Pb++ znosity cysteina i siarkowodor.

Mozliwos¢ odwracania inaktywacji spowodowanej przez odczynnikKi
wiagzace grupy -SH sugeruje, ze wolne grupy -SH sa istotne dla aktyw-
nosci inhibitora. Tworzenie dwusiarczkowych wigzan miedzy rybonu-
kleazg i inhibitorem jest jednak niemozliwe, poniewaz rybonukleaza nie
posiada wolnych grup -SH. Grupy -SH inhibitora mogg mie¢ znaczenie
w tworzeniu jego drugorzedowej struktury (Roth, 1958b).

Oczyszczone preparaty inhibitora okazaly sie nietrwate, nawet przy
przechowywaniu w -20° i po zliofilizowaniu, w obecnosci 10°/0 dekstranu.
Najtrwalsze preparaty inhibitora uzyskuje sie strgcajac go w 70°/0 nasy-
cenia siarczanem amonu i przechowujgc w -20°. Gribnau i wsp. (1969
i 1970a) stosowali z powodzeniem dwutiotreitol i EDTA do stabilizacji
inhibitora. Roth (1958a) zastosowat do stabilizacji inhibitora zreduko-
wany glutation w stezeniu Img/ml. Aktywnos$¢ inhibitora zmieniata sie
w zaleznosci od stosowanego buforu i sity jonowej. Najlepszy dla oznaczen
aktywnosci inhibitora jest bufor fosforanowy o niskiej sile jonowej
(Roth, 1962). Ciezar czgsteczkowy inhibitora jest zblizony do ciezaru
czgsteczkowego rybonukleazy. Za biatkowa naturg inhibitora przemawia-
ja: obecnos¢ biatka w oczyszczonych preparatach, inaktywacja odczynni-
kami wigzacymi grupy sulfhydrylowe, termolabilno$¢, duzy ciezar czas-
teczkowy, trawienie papaing (Shortman 1961), trypsyna i pronaza
(Gribnau, 1970b). Inaktywacja nadjodanem i niskimi stezeniami lizo-
zymu przemawia za naturg glikoproteidowag inhibitora (Shortman,
1961). Berns i wsp. (1971) wykazali w oczyszczonych preparatach inhi-
bitora aktywnos$¢ leucylo-aminopeptydazy.

Inhibitor i rybonukleaza tworza trwaty kompleks. Gribnau i wsp.
(1970b) donoszg, ze silny wptyw na tworzenie tego kompleksu wywiera
pH i stezenie jonéw Mg++. Optimum dziatania inhibitora jest zgodne
z optimum RN-azy trzustkowej i przypada na pH 7,0—8,0. Dziatanie inhi-
bitora znosi protamina (Shortman 1962a).

Inhibitor o wtasciwosciach zblizonych do inhibitora z watroby szczura
wykazano réwniez w homogenatach z nadnerczy szczura (Girija
i Srenivasan— 190 i Imrie i Hutchison — 1965), oraz z wa-



236 M. MALICKA-BLASZKIEWICZ [4]

troby Swinki morskiej we frakcji supernatantu 105000xg (Short-
man— 1961, Sirakov i Ko cha kian— 1969. W nadnerczach
szczura znaczna czes¢ inhibitora wystepuje w stanie wolnym, przewyzsza-
jac ilos¢ zwiazanej z nim RN-azy.

Girija i Srenivasan (1966) stosujgc wysalanie siarczanem
amonu, absorbcje na zelu fosforanowo—wapniowym i chromatografie na
DEAE—celulozie uzyskali 500-krotne oczyszczenie inhibitora z nadnerczy
szczura. Podobnie jak inhibitor z watroby nie dializuje i jest termolabilny.

Sirakov i Kochakian (1969) przedstawili prosta metode
oczyszczania inhibitora z homogenatéw watroby $swinki morskiej. Inhibi-
tor wysalat sie z frakcji supernatantu 105 OOOxg miedzy 0—40% nasyce-
nia siarczanem amonu. Poddany saczeniu na zelu Sephadex G-100 daje
dwa szczyty o aktywnosci inhibitora. Jeden ze szczytdw wykazuje row-
niez aktywnos$¢ rybonukleazowa. Inhibitor byt nietrwaly. W temp. 4° tra-
cit w ciggu 12 godz. 50°/0 aktywnosci. Aktywnos$¢ inhibitora nie zmieniata
sie przy podwyzszeniu temp. do 50° lecz gwattownie malata w temp. 60°.
Fosforany w wysokim stezeniu inaktywuja inhibitor. Ochronny wpiyw
na inhibitor z watroby swinki morskiej wywiera glicyna. Stabilizuje jego
aktywnos¢ w 4° w buforze fosforanowym i chroni przed niszczacym wpty-
wem mocznika.

3. Wystepowanie

Roth i Bachmurski (1957) zbadali uktad RN-azy i jej inhibi-
tora w serii jaj i sperm zwierzat morskich. Najwieksze stezenie inhibitora
wykazali w jajach i spermie Chaetopterus.

Rost i wsp. (1959) opisali inhibitor rybonukleazy w erytrocytach
ssakéw, rozny od inhibitora z watroby szczura. Priess i Zillig
(1967) stosujgc wysalanie siarczanem amonu oczyscili 100-krotnie inhibi-
tor z krdliczych retikulocytow. Inhibitor z reticulocytow hamuje niekom-
petytywnie RN-aze trzustkowg, nie hamuje natomiast RN-azy z Esche-
richia coli i RN-azy Tx Jest to prawdopodobnie biatko o ciezarze czastecz-
kowym miedzy 5X104i 1X105 Obecnos$¢ podobnych inhibitoréw wykazali
autorzy w erytrocytach kroélika, swinki i owcy, lecz nie wykazali ich
u bydia.

Kraft i Shortman (1970b) donoszg o wystepowaniu naturalnego
inhibitora w ludzkich i szczurzych erytrocytach oraz w limfocytach szczu-
ra. Poziom inhibitora w erytocytach jest wyzszy u zwierzat starych, nato-
miast poziom jego w limfocytach spada w miare starzenia sie zwierzecia,
co pozwala obserwowaé wzrost stezenia zasadowej RN-azy. Ci sami auto-
rzy nie stwierdzili obecnosci inhibitora w limfocytach i fagocytach ludz-
kich.

Burka (1968) donosi o hamowaniu RN-azy erytrocytéow przez hemine.
Hemina znacznie stabiej hamuje RN-aze trzustkowa.
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Dickman i wsp. (1960) w obrazie chromatograficznym fosforano-
wych ekstraktéow trzustki myszy i wotu zauwazyli dodatkowy szczyt, kto-
ry nie wystepowat w przypadku ekstrakcji tych trzustek 0,25N kwasem
siarkowym. Szczyt ten moze zawiera¢ rybonukleaze zwigzang z jakims
kwasnym materialem, o naturze inhibitora RN-azy.

Bardon i Pamuta (1969) donosza o wystepowaniu naturalnego
inhibitora RN-azy w tozysku ludzkim. Inhibitor ten mozna byto usunagé
z komplekséw z zasadowa RN-azg tozyska przez dziatanie kwasem sulfo-
salicylowym. Inhibitor nie ekstrahuje sie tym kwasem lub jest przez kwas
niszczony.

Ma skos i wsp. (1971) zaobserwowali obecnos¢ inhibitora rybonu-
kleazy w biatkach ekstrahujacych sie z miesni szkieletowych i miesnia
sercowego kwasem trojchlorooctowym lub sulfosalicylowym.

Brenheimer i Steele (1955) donoszg o wystepowaniu inhibi-
tora RN-azy w lisciach bzu lilaka. Inhibitor ten okazal sie termostabilng
dializujacg substancjg, a wiec rézng od inhibitora z watroby szczura. Po-
dobng substancje zaobserwowali réwniez w lisciach ligustru. Inhibitor

z lisci bzu hamowat rybonukleaze trzustkowa, rybonukleaze z Asclepias
i Lathyrus.

Jedynym lepiej poznanym biatkowym inhibitorem rybonukleazy
w Swiecie drobnoustrojow jest inhibitor z Bacillus subtilis. Smeaton
i Elliot (1967) wyizolowali i 1000-krotnie oczy$cili inhibitor z kultur
tych bakterii. Oczyszczony inhibitor jest stabilny w szerokim zakresie pH.

Najczystsze preparaty inhibitora zawierajg 35% kwasu glutaminowego
i asparaginowego i 18% glukozoaminy. Ciezar czgsteczkowy wynosi 12 500,
a wiec jest niewiele wyzszy od ciezaru czasteczkowego RN-azy z Bacillus
subtilis. Inhibitor trawi sie catkowicie pronazg i pepsyna, wolniej proteaza
z B.subtilis, nie ulega natomiast zupeinie wptywowi trypsyny, chymo-
trypsyny, RN-azy trzustkowej, DN-azy i neuraminidazy. W przeciwien-
stwie do inhibitora z watroby szczura (Breslow i Girotti, 1966)
nie inaktywuje sie nadjodanem, odczynnikami wigzacymi grupy -SH oraz
wysokimi stezeniami soli. Jest termostabilny. Bakteryjny inhibitor rybo-
nukleazy hamuje wytgcznie rybonukleaze wydzielang na zewnatrz ko-
morki, nie hamuje RN-azy trzustkowej oraz RN-azy Ti z Apsergillus
oryzae. Autorzy wykazali, ze inhibitor gromadzi sie w komérce bakteryj-
nej, a intensywnos$¢ jego produkcji jest réwna intensywnosci produkcji
RN-azy wydzielanej na zewnatrz komoérki. Zdaniem autoréw enzym
i inhibitor tworzg kompleks. Mato prawdopodobne jest aby tworzenie
kompleksu polegato jedynie na interakcji jonowej, poniewaz dodanie
w nadmiarze siarczanu protaminy nie wptywa na hamowanie. Bakteryjny
inhibitor podobny jest wiec do biatkowego inhibitora ssakéw, ale jego
kompleks z enzymem rézni sie stabilnoscia.
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4. Rola naturalnego inhibitora

Uktad wewngtrzkomoérkowych rybonukleaz i ich naturalnego inhibi-
tora speilnia wazng role w kontroli i regulacji metabolizmu kwaséw nu-
kleinowych oraz w syntezie biatka w komoérce. Dla wyjasnienia tej funkcji
badano zachowanie sie inhibitora w réznych stanach fizjologicznych zwie-
rzecia.

Shortman (1962b) badatl aktywnos$¢ inhibitora w watrobie szczura
regenerujgcej po czesciowej hepatektomii. Wykazat on, ze w 48 godzinie
po hepatektomii aktywnos$¢ inhibitora wzrasta o 140°/o. Wzrost stezenia
inhibitora poprzedza wzrost ilosci RNA. Analogiczng sytuacje spotyka sie
w nadnerczach szczura, gdzie Imrie i Hutchison (1965) zaobser-
wowali po podaniu ACTH gwattowny wzrost zawartosci inhibitora. Poda-
niu ACTH towarzyszyto obnizenie szybkosci rozktadu RNA réwnolegle
z obnizeniem aktywnosci RN-azowej.

Z ostatnich prac wynika, ze stosunek inhibitor—zasadowa RN-aza jesl
wysoki w tkankach charakteryzujacych sie wysokim poziomem RNA.
Stosunek ten maleje wtedy, gdy spada synteza biatka lub nasilajg sie
procesy kataboliczne (Kraft i Shortman, 1970).

Jacobson i Webb (1952, Barron (1953), Groth (1956)
i Brody (1957) wykazali bezposrednig zalezno$¢ miedzy aktywnoscig
rybonukleazowg, a tempem podziatbw komoérkowych. W skrajnie szybko
rozmnazajacej sie tkance jaka jest watrobiak Novikoffa, aktywnos$¢ inhibi-
tora jest nizsza niz u normalnego zwierzecia, natomiast w innych watro-
biakach aktywnos$¢ inhibitora wzrasta o 200% (R othv 1962). Mobzg
i watroba, zawierajace najwyzsza ilos¢ inhibitora charakteryzuja sie mata
liczba podziatéw komdrkowych.

Kontrolowanie poziomu komorkowego RNA i posrednio syntezy biat-
ka rozwaza sie na poziomie aktywnosci genu polimerazy RNA, lub syntezy
nukleotydéw. Kraft i Shortman (1970b), potwierdzili przypuszcze-
nia, ze kontrola degradacji RNA moze odbywac sie przez regulacje aktyw-
nosci rybonukleazowej. Polisomy izolowane z szeregu tkanek sg nietrwate
w obecnosci endogennej RN-azy.

Berns iwsp. (1971), Bont iwsp. (1965) oraz Blobel i Potter
(1966) zastosowali inhibitor rybonukleazy z watroby szczura jako czyn-
nik ochronny w uzyskiwaniu nienaruszonych polisoméw i podjednostek
rybosomowych. Roth (1962) zaklada mozliwos¢ wigzania inhibitora
z mikrosomami i przypuszczalnie rybosomami, a jego role wigze z prze-
miang RNA, szczegdlnie t-RNA i m-RNA.

Kraft i Shortman (1970b), zbadali i porownali poziom RN-azy
i jej inhibitora w komoérkach. W wyniku swych badan wnioskuja, ze za-
chodzi zaleznos$¢ miedzy poziomem cytoplazmatycznego RNA, aktywnoscig
RN-azy i jej inhibitora. Badajgc limfocyty ludzkiej krwi obwodowej
stwierdzili, ze charakteryzujg sie one niskim poziomem cytoplazmatycz-
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nego RNA oraz wzglednie niska syntezag biatka i RNA. Limfocyty nie za-
wieraty inhibitora i ich zasadowa RN-aza wystepuje w wolnym aktyw-
nym stanie. W limfocytach stymulowanych fitohemaglutyning nasilajg
sie procesy biosyntezy RNA i biatka oraz pojawia sie inhibitor rybo-
nukleazy.

Rola inhibitora moze polega¢ réwniez na inaktywowaniu rybonukleaz,
ktére dyfunduja z mitochondriéw lub lizosomoéw do cytoplazmy. Smea-

ton i Elliot (1967) przypisuja taka funkcje inhibitorowi u Bacillus
subtilis.

Il. Jony metali

Wielu autoréow zajmuje sie badaniem wptywu jonéw metali na aktyw-
no$¢ rybonukleaz. Wyniki otrzymane przy zastosowaniu rybonukleazy
trzustkowej i innych rybonukleaz tkankowych roéznig sie znacznie. Naj-
wieksze rdéznice obserwuje sie w badaniach surowych homogenatéw tkan-
kowych. Najlepiej zbadano rybonukleaze z trzustki bydlecej i z watroby
szczura. Odmienne wyniki otrzymuje sie badajac te sama RN-aze z zasto-
sowaniem roznych preparatow RNA.

Eichel (1962), Shortman (1962), Wojnar i Roth (1964)
wyjasnili réznice wystepujace w oznaczaniu poziomu rybonukleazy i jej
cytoplazmatycznego inhibitora. Okazato sie, ze handlowe preparaty RNA
sa w réznym stopniu zanieczyszczone jonami metali. Autorzy zidentyfi-
kowali metale i sprawdzili ich wptyw na rybonukleaze i jej cytoplazma-
tyczny inhibitor. Sposrod wykazanych w RNA metali, miedZ i cynk znoszg
dziatanie inhibitora juz w bardzo matych stezeniach, podczas gdy do
zinaktywowania rybonukleazy konieczne sg znacznie wyzsze stezenia.
Efekt inhibitora wykazano dla prawie wszystkich dwuwartosciowych
kationow. Wyniki badan do 1961 roku zebrali Anfinsen i White
w ,,The Enzymes” tom V.

Najbardziej sprzeczne dane dotycza wptywu kationéw Ca++ i Mg++.
O jonach Mg++ wiadomo, ze hamuja, aktywujag, lub nie majag wptywu na
aktywnos$¢ rybonukleazy. Jon Ca++ wymienia sie jako inhibitor, lub po-
zostajacy bez wptywu. Ogdlnie przyjeto, ze jony Mg++ hamuja rybo-
nukleazy zasadowe (Roth — 1954, Rahman— 1966, Bardon —
1967), zwiekszajag natomiast aktywno$¢ rybonukleaz kwasnych (Z en -
dzian, 1967).

Morril i wsp. (1969) zbadali wptyw jonéw wapnia i magnezu na
enzymatyczng degradacje wysokopolimeryzowanego RNA drozdzowego,
w warunkach doswiadczalnych zblizonych do panujacych wewnatrz ko-
morki (pH 7,2, stezenie jonéw od 0,0lmM do 10,0mM, zblizone stezenie
kationdw jednowartosciowych i stezenie RNA). Jony Ca++ i Mg++ oka-
zaly sie kompetytywnymi inhibitorami rybonukleazy. Jon Ca++ hamuje
50 razy silniej niz jon Mg++.
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Enzymatyczna degradacja RNA moze by¢é hamowana przez fizjologicz-
ny poziom Ca++ i Mg++ w wielu komérkach i tkankach. Ochronna rola
Ca++ i Mg++ wigze sie z odkryciem duzych ilosci tych metali, szczegélnie
Ca++ w RNA izolowanym z réznych zrodet. Mate réznice w ilosci jonu
wapnia zwigzanego z RNA moga dawa¢ znaczne zmiany w jego enzyma-
tycznej degradacji. Aktywnos¢ RN-azowa w komorce moze zaleze¢ nato-
miast nie tylko od poziomu jondéw wapnia i magnezu, lecz réwniez od
zdolnosci reagowania tych jonéw z innymi sktadnikami komérki, np. fos-
folipidami i DNA.

Nishimura i Novelli (1963) zaobserwowali hamowanie trawie-
nia t-RNA przez rybonukleaze trzustkowg i rybonukleaze z Bacillus sub-
tilis, w obecnosci IOmM Mg++. Przy zastosowaniu wysokopolimeryzowa-
nego RNA obserwowali tylko 50% hamowania. Potwierdza to wyniki
otrzymane przez Morril i wsp. (1969), ze jony wapnia lepiej chronig
t-RNA.

Skrajnie rézne wyniki dziatania jonow dwuwartosciowych uzyskali
Takahashi i wsp. (1967) i Eichhorn i wsp. (1969). Pierwsi sto-
sujac jako substrat 2',3'-cytydynomonofosforan i benzylo-3'-fosforan
stwierdzili hamowanie rybonukleazy A przez Cu++, Zn++ i Hg++,w pH 7,
przy stezeniu jonéw 10-4 do 10- ®. Przy tym stezeniu jon Mg++, Ca++
i Mn++ wykazywaty staby wptyw.

Eichhorn i wsp. (1969) stosujac jako substrat RNA w pH 5 i ste-
zenie jonu 10~4v, stwierdzili aktywacje rybonukleazy jonami Cu++, Zn++,
Mn++, Co++ i Ni++. Przy wzrastajgcym stezeniu obserwowali oni hamu-
jacy wptyw dla wszystkich badanych jonéw. Stwierdzili réwniez, ze nie-
zaleznie od uzytego jonu, aktywacja reakcji nastepuje przy stezeniu jonu
okoto 10- 4V. Stezenie jonu metalu hamujgce hydrolize zalezy od uzytego
metalu i wynosi 10- @M dla Cu++, do okoto 10 1M dla Mn++. Wszystkie
badane przez nich dwuwartosciowe kationy w stezeniu 10~9M, nie wpty-
waty na aktywnos¢ enzymu. Wraz ze wzrostem stezenia kationu wzrastata
aktywnos$¢ enzymu, az do osiggniecia optimum stezenia kationu, powyzej
ktérego aktywnos¢ enzymu maleje, az do jego kompletnej inaktywacji.

Autorzy ttumaczg to zjawisko istnieniem w czasteczce enzymu dwdch
miejsc wigzacych metal: ,aktywujacego” i ,hamujacego”. Przytaczenie
metalu do jednego z nich aktywuje, a do drugiego hamuje enzym. Przy
niskich stezeniach metalu zajmowane jest pierwsze z miejsc, a przy wyz-
szych drugie. O naturze tych miejsc wiadomo jednak mato.

Aktywacja i inhibicja reakcji enzym— substrat moze zaleze¢ rdéwniez
od interakcji metalu z substratem. Znana jest hydroliza RNA w nieobec-
nosci RN-azy katalizowana przez przytaczenie dwuwartosciowych jonéw
metalu do fosforan6éw (Eichhorn i Shin — 1968, Huff i wsp. —
1964). Jony metalu wigza sie w dwdch miejscach z czgsteczka kwasu nuk-
leinowego, a mianowicie z grupa fosforanowa i zasadami azotowymi.
Niskie stezenia jonéw faworyzujg wigzanie fosforu, wyzsze natomiast
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wigzanie zasad. Nieenzymatyczna degradacja RNA powodowana wigza-
niem jondw metali z fosforanami jest hamowana przez wigzanie jonow
metali z zasadami. Wigzanie jondéw dwuwartosciowych z RNA i DNA
moze wynikac¢ ze zniszczenia miedzynukleotydowych wiazan wodorowych
i rozfaldowania czasteczki (Eichhorn i Shin — 1968, Hiai— 1965).

Breslow i Girotti (1966), Girotti i Breslow (1968a
i 1968b) badajac interakcje trzustkowej RN-azy A z jonami Zn++ i Cu++,
w obecnosci i nieobecnosci kwasu cytydylowego, probowali okresli¢ miej-
sca, w ktorych czasteczka rybonukleazy wigze te jony. Istnieje pie¢ miejsc
w taricuchu RN-azy, ktdre mogg wigza¢ metal. Cztery z tych miejsc (ozna-
czone doswiadczalnie) zawierajg jeden z czterech imidazoli rybonukleazy
i azot sgsiedniego wigzania peptydowego. Pigte miejsce to N-koncowy
aminokwas (Girotti i Breslow, 1970).

W obecnosci kwasu cytydylowego wigzanie Cu++ i Zn++ jest silniej-
sze. Breslow i Girotti (1970) badali rowniez wptyw kwasu 2'-CMP
i 3-CMP na wigzanie jonéw miedzi z rybonukleaza oraz wptyw tych jo-
néw na wigzanie rybonukleazy z 2'-CMP i 3-CMP. Wigzanie 2'-CMP
z rybonukleazg ostabia jej zdolno$¢ do wigzania jondw miedzi i na odwroét
wiagzanie jonow miedzi zmniejsza jej czutos¢ na 2-CMP, co wynika z kon-
kurencji miedzy 2’-CMP, a Cu++ o0 najsilniej wigzgce miejsce w rybo-
nukleazie. Wigzanie 3-CMP z rybonukleaza zwieksza jej wrazliwo$s¢ na
dziatanie Cu++, podobnie przytaczenie miedzi do rybonukleazy zwieksza
jej wrazliwos¢ na 3-CMP. Analiza wigzania Cu++ 2z kompleksem
3-CMP — RN-aza wskazuje na kooperatywna interakcje miedzy dwoma
miejscami wigzacymi Cu++ i kompleksem 3'-CMP — RN-aza. Jedno z tych
miejsc moze wigza¢ grupy fosforanowe 3'-CMP. Badania NMR potwier-
dzity udziat His— 12 i His— 119. Inhibicje RN-azy spowodowang wigza-
niem jonéw metali z His—12 i His— 119 opisali réwniez Eichhorn
i wsp. (1969).

I1l. Wielkoczasteczkowe polianiony

Sekine iwsp. (1969) stwierdzili, ze DNA grasicowy hamuje kompe-
tytywnie aktywnos¢ trzustkowej RN-azy, przy czym zdenaturowany DNA
taczy sie z RN-azg w stosunku 100 razy wyzszym niz natywny DNA.
W niskiej sile jonowej RN-aza tworzy rozpuszczalny kompleks z DNA
w szerokim zakresie pH. W niskich wartosciach pH powstajg kompleksy
nierozpuszczalne. Wptyw pH na tworzenie komplekséw Swiadczy o kulom-
bowskim oddziatywaniu miedzy RN-azg i DNA. Kompleks rozpuszczalny
tworzy sie w warunkach, w ktérych rybonukleaza ma tylko kilka tadun-
kéw dodatnich. W niskich wartosciach pH, gdzie istnieje mozliwosé
wiekszej ilosci dodatnich tadunkéw kompleks staje sie nierozpuszczalny.
Zdenaturowany DNA z grasicy cielecej, mleczka tososia lub faga P2 ha-
muje o wiele silniej oczyszczong RN-aze | z Salomonella typhimurium
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w obecnos$ci poliA, lub poliU, niz rodzimy. Do catkowitego zahamowania
trzeba okoto 20 do 40 razy mniej DNA zdenaturowanego niz rodzimego.
Hamowanie jest odwracalne w obecnosci 0,2M KC1. RN-aza z Salmonella
typhimurium jest czulsza na dziatanie zdenaturowanego DNA niz RN-aza
trzustkowa. Stopien hamowania RN-azy zdenaturowanym DNA z grasicy
zalezy od substratu i jest niski, gdy jako substratu uzywa sie t-RNA lub
RNA (Mukhopodhyay i Burma, 1969).

Roth (1953), Zo6llner i Fellig (1953), Vanderdrische
(1956) oraz Houck (1957) badali hamowanie RN-azy przez anionowe
polimery takie jak heparyna i fosforan polifloretyny. Autorzy ci uwazaja,
ze zwigzki te zachowujg sie jak kompetytywne inhibitory rybonukleazy.
W przypadku heparyny konkurencja zachodzi miedzy sulfonowymi gru-
pami heparyny i zdysocjowanymi drugorzedowymi grupami fosforanowy-
mi kwasu nukleinowego (Zdllner i Fellig, 1953). Wykazano, ze he-
paryna hamuje obie fazy dziatania RN-azy trzustkowej na RNA tj. faze
gwattownego rozszczepienia fosfodwuestrowych wigzan z utworzeniem
2',3'-cyklicznych nukleozydofosforanoéw i faze druga wolniejsza, hydroli-
zy 2',3-fosfodwuestrowych wigzan z utworzeniem kwaséw 3’-nukleozydo-
fosforowych. Vanderdrische (1956) zaobserwowal, ze etap drugi
jest hamowany silniej. Hummel i wsp. (1958) donoszg o hamowaniu
przez fosforan poliksenylu hydrolizy 2',3'-cyklicznego fosforanu, rybo-
nukleaza trzustkowg. Hamowania nie zaobserwowali przy zastosowaniu
jako substratu RNA. Vanderdrische (1956) donosi réwniez, ze po-
lianiony sg efektywniejszymi inhibitorami wobec 2’,3-cyklicznych fosfo-
ranéw niz wobec RNA. Hamujacy wptyw polianionu znosi dodanie poli-
kationu (B renfeld, 1965). Dodanie poli-L-ornityny znosi dziatanie
kwasu poli-L-asparaginowego (Vanderdrische — 1956, Modest
i wsp. — 1963). Dziatanie heparyny i siarczanéw poliglukozowych znosi
dodanie protaminy. W badaniach Rotha (1953), Vanderdrische
(1956), De Lamirande (1953) heparyna hamowata 4 razy sitabiej
RN-azy zasadowe, niz kwasne. Roth (1953) obserwowat hamowanie ry-
bonukleazy przez treburon, syntetyczny kwas poligalakturonowy.

1V. Nukleotydy

Davis i Allen (1955) stwierdzili, ze nukleotydy pirymidynowe
silniej hamujg enzym niz nukleotydy purynowe. Jako substrat zastoso-
wali 2’,3-cytydynofosforan. Adenozyno-2'-fosforan hamowat silniej niz
adenozyno-5'-fosforan. Urydyna i uracyl nie wpltywaty na aktywnos¢ ry-
bonukleazy.

Hummel i wsp. (1958) zaobserwowali konkurencyjne hamowanie
enzymatycznej hydrolizy cyklicznego cytydynofosforanu przez kwas 2'-
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cytydylowy, nie zaobserwowali natomiast hamowania hydrolizy kwasu
nukleinowego z drozdzy.

Y ama saki i wsp. (1970a, 1970b) obserwowali silne hamowanie
RN-azy z B.subtilis przez niskie stezenia ATP i dATP. Hamowanie to jest
silniejsze w pH 7, niz w pH 57. IOmM ATP hamuje oczyszczong RN-aze
z B.subtilis w 90°/0 (Yamasaki i wsp., 1970a). ADP, GTP i GDP sg
mniej efektywnymi inhibitorami RN-azy z B.subtilis. Hamowanie rybo-
nukleazy przez ATP moze wynika¢ ze zmian w konformacji enzymu, wy-
wotanych przez elektrostatyczny efektor. ATP moze spetniac¢ role natural-
nego regulatora aktywnosci wewnatrzkomadrkowej rybonukleazy. W zbyt
wysokich stezeniach rdéwniez substrat hamuje dziatanie rybonukleazy.
Hamujacy wptyw substratu, mozna znosi¢ przez podwyzszenie sity jono-
wej Srodowiska. Wzrost sity jonowej i pH Srodowiska powoduje dysocjacje
grup kwasnych w RNA (Edeloch i Coleman, 1956).

Aktywnos$¢ rybonukleazy zalezy od stopnia dysocjacji RNA. Hamowa-
nie substratem wynika z wigzania stabo zdysocjowanego RNA z enzymem.
Ttumaczy to wptyw sity jonowej na hamowanie rybonukleazy przez sub-
strat. Dickman i wsp. (1956) podkreslaja istotne znaczenie doktadnego
okreslenia sity jonowej, dla otrzymywania powtarzalnych wynikéw, przy
oznaczaniu aktywnosci rybonukleazowej oraz jej aktywatorow i inhibi-
toréw.

Dickman i Ring (1958) ustalili maksimum aktywnosci enzymu
wobec RNA jako substratu, przy sile jonowej 0,1, a wobec substratow
syntetycznych przy sile jonowej 0,35.

Aktywnos$¢ rybonukleaz hamujg ponadto odczynniki utleniajace, od-
czynniki redukujace i kompleksujace, odczynniki wigzace grupy -SH
i wiele innych zwigzkéw organicznych. RN-aza z B.subtilis jest wrazliwa
na dziatanie EDTA (Yamasaki iwsp.— 1970a, Lazarius i Sher-
baum — 1967). Zasadowa RN-aza o optimum pH 9,5 jest silnie hamowa-
na przez EDTA. Hamowanie spowodowane EDTA mozna znosi¢ odpowied-
nimi stezeniami jonéw Mg++ i Mn++ (Rahman— 1966). EDTA, glicyna
i histydyna aktywujg zasadowg rybonukleaze z trzustki bydlecej (Dick-
man i wsp. — 1954). Aktywujacy wptyw EDTA moze wynika¢ z kom-
pleksowania dwuwartosciowych kationéw, ktére zanieczyszczajg handlo-
we preparaty RNA i hamujg aktywnos¢ rybonukleazy.

R oth (1953) donosi o hamowaniu RN-azy przez 2-aminobenzimidazol.
Benzimidazol i 5,6-dwumetylobenzimidazol powodowaty w jego doswiad-
czeniach wzrost aktywnosci rybonukleazowej. Masart i wsp. (1947)
obserwowali hamowanie RN-azy przez akrydyne i inne zasadowe barw-
niki. Inhibitorami RN-azy sg rowniez antybiotyki: penicylina (G er o111,
1949), streptomycyna (M assart i wsp., 1948). Gerotti (1949) obser-
wowat rowniez aktywujacy wptyw penicyliny na enzym. W doswiadcze-
niach Dickmana i wsp. (1956) anionowe detergenty hamujg, kationo-
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stymulujg, a niejonowe pozostajg bez wpltywu na aktywnos$¢ enzymu.

Zasadowa rybonukleaza o optimum dziatania w pH 9,5, dla wykazania
maksymalnej aktywnos$ci wymaga natomiast obecnos$ci niejonowego de-
tergentu Tritonu X-100 (Rahman, 1966).

Pani Profesor dr Wandzie Mejbaum-Katzenellenbogen serdecznie dziekuje za

konsultacje i pomoc okazang mi w czasie przygotowywania i opracowywania zebra-
nego materiatu do druku.
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STEFAN KALBARCZYK *

Niektore hipotezy dotyczace mechanizmu
dziatania egzogenicznego, zwierzecego DNA na ssaki

Some Hypotheses Concerning the Mechanism
of Action of Exogenous Animal DNA on Mammals

The following hypotheses are discussed: 1) extraintestinally introduced DNA is
utilized as a matrix; 2) its fragments are used for repairing the damaged recipient
DNA; 3) fragments of the administered biopolymer disturb the replication by in-
tegrating with endogenous DNA; 4) micromolecular products of disintegration of
exogenous DNA stimulate the synthesis of acceptor DNA; 5) the administered bio-
polymer acts as a protecting agent; 6) exogenous DNA, by reacting with histones or
other inhibitors of matrix activity of recipient DNA favours the derepression of the
latter.

I. Wstep

Liczne badania wskazuja, ze wysokospolimeryzowany DNA, pochodze-
nia zwierzecego, wprowadzony do hodowli komoérek, albo podany poza-
jelitowo ssakom moze by¢ zaabsorbowany przez komérki w postaci wiel-
koczgsteczkowej (9, 31, 33, 39, 41, 53).

Zaobserwowano, ze u zwierzat, napromienionych $miertelnymi daw-
kami promieni X lub gamma — ktére otrzymaly pozajelitowo wysokospo-
limeryzowany DNA — procesy: syntezy kwaséw nukleinowych (6, 8, 20),
proliferacji (25, 31, 43, 46) oraz r6znicowania sie (3, 46) komorek sg pobu-
dzone, odnowa tkanek przebiega szybciej (19, 41, 47, 49), nastepuje popra-
wa skitadu krwi obwodowej (13, 46, 47) i Smiertelno$¢ zwierzat obniza sie
(21) w poréwnaniu z kontrolg.

Badania wykonane na napromienionych hodowlach réznych komorek
zwierzecych (27, 41, 55), dostarczyty informacji potwierdzajacych dane
uzyskane in vivo.

W normalnych organizmach ssakéw, po dootrzewnowym wprowadze-
niu DNA, stwierdzono m.in.: pobudzenie fagocytarnej aktywnosci ukiadu
siateczkowo— $srédbtonkowego (5), zwiekszenie czestosci aberacji chromo-
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somowych (18, 26) oraz podwyzszenie syntezy DNA (20). To ostatnie zja-
wisko zaobserwowano réwniez w doswiadczeniach wykonanych na izolo-
wanych jadrach komérkowych (45).

Wykazano roéwniez, ze w hodowlach komoérek ssakéw egzogeniczny
DNA powoduje fenotypowe ekspresje genetyczne (10, 30) oraz transfor-
macje (33, 53).

Istniejg tez dane sSwiadczace, ze obcy DNA hamuje rozwoj ztosliwych
nowotworéw (12, 44).

Materiat informacyjny, dotyczacy wpitywu na ssaki wprowadzonego
pozajelitowo, zwierzecego DNA jest juz dos¢ obszerny. Jednakze mecha-
nizm dziatania tego biopolimeru nie zostat poznany.

1. Wykorzystanie egzogenicznego DNA
do naprawy uszkodzonego DNA biorcy oraz jako matrycy

Stosunkowo najwiecej danych o skutkach dziatania egzogenicznego,
zwierzecego DNA na ssaki uzyskano w badaniach napromienionych orga-
nizmoéw lub hodowli komoérek. Dane te majg duze znaczenie dla medy-
cyny, poniewaz wskazujg, ze wprowadzony z zewnatrz DNA moze pobu-
dza¢ procesy odnowy tkanek w ktérych nastgpito zniszczenie, jak réwniez
zahamowanie czynnosci, lub inne zaburzenia aparatu genetycznego réz-
nego rodzaju komoérek.

Pierwsza hipoteza, dotyczaca mechanizmu dziatania egzogenicznego
DNA na napromienione organizmy zostala opracowana przez K anazira
i wsp. (22— 24, 41). Wedtug tej hipotezy fragmenty podanego biopolimeru,
o odpowiedniej sekwencji zasad, moga zastepowac¢ uszkodzone przez pro-
mieniowanie odcinki czgasteczek DNA biorcy. W ten spos6b nastepowataby
naprawa aparatu genetycznego komoérek stanowigca pierwszy etap w po-
budzaniu proceséw odnowy tkanek.

Hipoteza ta, okreslona pdézniej mianem ,genetycznej rekombinacji”
(41), opiera sie przede wszystkim na doswiadczeniach Panj evaca (40),
Kanazira (24, 41) i ich wspétpracownikéw. W doswiadczeniach tych
zaobserwowano, ze po dootrzewnowym podaniu szczurom, napromienio-
nym dawkami 700, 800 i 850 R promieni X, wysokospolimeryzowanego,
allogenicznego, natywnego DNA z watroby i $ledziony $miertelno$¢ zwie-
rzat ulega obnizeniu. Réwniez ciezar ich ciata i zawarto$s¢ kwasow nuklei-
nowych w S$ledzionach sg wieksze niz u napromienionych zwierzat kon-
trolnych. W tych samych doswiadczeniach allogeniczny DNA z jader,
ksenogeniczny, zdenaturowany i zdegradowany przez nukleazy DNA oraz
zasady purynowe i pirymidynowe okazaty sie nieskuteczne.

Wedtug hipotezy ,genetycznej rekombinacji” dziatanie egzogenicznego
DNA jest swoiste, zalezne od jego pochodzenia i sekwencji zasad w czas-
teczkach.
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Do pogladu tego sktaniajg sie rowniez Libinzon i wsp. (31, 32).
Wprowadzajagc normalnym i napromienionym szczurom dootrzewnowo
allogeniczny DNA, znaczony promieniotwérczym fosforem — P23 badacze
ci wykonali obszerne obserwacje dotyczace wykorzystania podanego bio-
polimeru w réznych narzadach biorcow (31). Doswiadczenia te wskazuja,
ze w pierwszych kilku, lub kilkunastu godzinach (zaleznie od narzadu)
znaczna czes$¢ zaabsorbowanego w tkankach obcego DNA wystepuje
w postaci wysokospolimeryzowanej. Ulega on stopniowej depolimeryzacii,
a produkty rozpadu sg wykorzystywane do syntezy endogenicznych kwa-
s6w nukleinowych.

W szpiku napromienionych szczuréw, ktore otrzymatly DNA zaobser-
wowano, w poréwnaniu z napromienionymi zwierzetami kontrolnymi,
podwyzszenie aktywnosci mitotycznej w okresie do 24 godzin po podaniu
biopolimeru, a nastepnie znaczne zwiekszenie liczby komoérek (31). Nalezy
podkresli¢, ze pobudzenie proliferacji komorek zaznaczylo sie tylko we
wczesnym okresie po wprowadzeniu allogenicznego preparatu, a wiec
wowczas gdy obcy DNA wystepowat w tkankach w postaci wielkoczgs-
teczkowej. Natomiast w po6zniejszym okresie, gdy zaabsorbowany biopoli-
mer ulegt degradacji, aktywnos¢ mitotyczna byta zblizona do kontroli, lub
nawet nizsza. Te dane, wedtug Libinzon i wsp. (31) wskazujg, ze
.czynnikiem dziatajagcym” byt wielkoczgsteczkowy DNA, a nie oligo-,
lub mononukleotydy.

Libinzon iwsp. (32) zaobserwowali rowniez, ze obnizenie Smiertel-
nosci napromienionych zwierzat jest tym znaczniejsze im wiekszy jest
ciezar czasteczkowy wprowadzonego pozajelitowo, allogenicznego DNA.
Badacze ci sadza, ze wptyw na organizmy wywierajg przede wszystkim
natywny DNA i jego wieksze fragmenty. Przy tym podany biopolimer
jest wykorzystany w komérkach biorcy nie tylko do naprawy aparatu
genetycznego, lecz réwniez jako matryca. Brak istotnego wptywu zdegra-
dowanego DNA mozna wyjasni¢ tym, ze przy rozpadzie czasteczek obcego
biopolimeru zostajg uszkodzone aktywne biologicznie odcinki tych czas-
teczek. ,Fragmenty nie zawierajgce informacji nie mogg juz stuzy¢ jako
matryca, lub zastepowac¢ uszkodzonych odcinkéw DNA biorcy” (32).

Na mozliwo$¢ zastepowania uszkodzonych odcinkéw DNA komodrko-
wego przez komplementarne odcinki egzogenicznego biopolimeru wska-
zujg doswiadczenia Ayada i Foxa (2) wykonane na napromienionych
hodowlach komérek limfoidalnych.

Badania przeprowadzone in vitro przez Szybalskag i Szybal-
skiego (63) oraz Majumadara i Bosego (33), w ktérych wy-
kazano, ze wprowadzony z zewnatrz, zwierzecy DNA dziata na komorki
ssakow jako czynnik transformujgcy, $Swiadcza o jego matrycowej aktyw-
nosci.

Jednakze w licznych doswiadczeniach, wykonanych in vivo, uzyskano
informacje $wiadczace, ze wykorzystanie obcego, zwierzecego DNA do
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naprawy uszkodzonego aparatu genetycznego, lub jako matrycy w komor-
kach biorcy, jezeli nawet wystepuje w organizmach ssakéw, to nie odgry-
wa wiekszej roli w pobudzaniu proceséw odnowy tkanek. Mianowicie
Bankowski (4, Gotba (13), Mendecki (36), Savkovic¢ (50),
W ilczok (54) wykazali, ze nie tylko allogeniczny, ale rowniez kseno-
geniczny, zwierzecy, wysokospolimeryzowany DNA w podobnym stopniu
obnizajg $miertelnos¢ napromienionych myszy i szczuréw. Golba i wsp.
(13) zaobserwowali rowniez, ze u tych ostatnich zwierzat, pod wpltywem
obcogatunkowego biopolimeru, nastepuje poprawa skladu krwi obwodo-
wej. Wedtug danych Karpfela i wsp. (25) ksenogeniczny DNA po-
dobnie pobudza aktywno$¢ mitotyczng szpiku napromienionych myszy,
jak — syngeniczny. Ponadto Rogaczewa i wsp. (47) wykazali ostatnio
znaczng skutecznos¢ DNA z grasicy cielecej zarbwno w obnizaniu $mier-
telnodci, jak i w pobudzaniu proceséw odnowy tkanek napromienionych
psow. Te dane przemawiajg oczywiscie przeciwko zaleznosci dziatania
podanego biopolimeru od sekwencji zasad w jego czgsteczkach.

Na szczeg6lng uwage zastuguja dokladne doswiadczenia W ilczoka
i Mendeckiego (54) oraz Mendeckiego i wsp. (36) wykonane
na napromienionych szczurach. Badacze podawali zwierzetom dootrzew-
nowo $cisle scharakteryzowane preparaty DNA z grasicy cielecej, watréb
i Sledzion szczuréw, spermy tososia i Sledzia oraz komoérek raka Ehrlicha.
Preparaty te miaty rézny ciezar czasteczkowy i r6zng posta¢ (DNA: wyso-
kospolimeryzowany natywny, wysokospolimeryzowany zdenaturowany
i renaturowany, zdegradowany chemicznie oraz zdepolimeryzowany przez
dezoksyrybonukleazy). Wszystkie napromienione szczury kontrolne pa-
daty w czasie krdtszym niz 30 dni. Natomiast cze$¢ zwierzat, ktore otrzy-
maty wysokospolimeryzowany DNA, przezyta ten okres. Stwierdzono, ze
po podaniu preparatéw, o ciezarach czasteczkowych od 1X 10®do 8X 10®
procent przezywajgcych zwierzat zwiekszyt sie wzraz z wzrostem ciezaru
czgsteczkowego wprowadzanego biopolimeru. Efekt ten nie zalezal, ani od
pochodzenia, ani od postaci egzogenicznego DNA. Natomiast preparaty
zdegradowanego DNA nie zmniejszaty sSmiertelnosci szczuroéw.

W tych doswiadczeniach zatem decydujgce znaczenie miat wysoki cie-
zar czasteczkowy obcego biopolimeru, a swoisto$¢ jego dziatania, w zalez-
nosci od pochodzenia, nie zaznaczyla sie. Ponadto nalezy podkresli¢, ze
badania Mazurika iwsp. (34) wykazaly, iz po dootrzewnowym poda-
niu napromienionym szczurom zdegradowanego DNA — o ciezarze czas-
teczkowym 2X 103— i stosunkowo znacznie zanieczyszczonego biatkiem
(13°/0), sredni czas zycia zwierzat ulega skroceniu.

Wydaje sie prawdopodobne, ze zaobserwowane przez niektérych ba-
daczy ré6znice w przezywalnosci napromienionych ssakéw (31, 40) i w pro-
cesach odnowy tkanek (3, 19), ktére zaznaczyly sie po pozajelitowym
wprowadzeniu zwierzecego DNA ro6znego pochodzenia, nalezy przypisac
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nie tyle odmiennej sekwencji zasad w jego czasteczkach, ile przede
wszystkim réznicom w ciezarach czasteczkowych zaabsorbowanego przez
komorki biorcéw biopolimeru i by¢é moze réwniez — réznicom w czystosci
jego preparatow.

1. Egzogeniczny DNA
jako czynnik zaktodcajacy replikacje DNA biorcy

Jankovi¢-Stejin i wsp. (18) stwierdzili, ze allogeniczny, wiel-
koczgsteczkowy DNA, podany dootrzewnowo normalnym szczurom, pod-
wyzsza czesto$¢ aberacji chromosomowych w szpiku.

Slotova (51) zaobserwowata rowniez, ze zwierzecy DNA zwieksza
liczbe aberacji w napromienionych merystematycznych komodrkach Vicia
faba.

Zwiekszenie liczby aberacji, gtownie typu chromatydowego, stwier-
dzili tez Karpiel i Slotova (26) w szpiku normalnych myszy po
dootrzewnowym podaniu wysokospolimeryzowanego kseno- i allogenicz-
nego DNA, jak rowniez syngenicznego DNA z jader, nerek i moézgu. Przy
tym ksenogeniezne preparaty byly wydajniejsze w wywotywaniu aberacji,
niz allo- i syngeniczne. Natomiast syngeniczny DNA ze $ledziony, kseno-
geniczny DNA, enzymatyczne hydrolizaty DNA, poszczeg6lne nukleotydy
i histony nie wywieraty wplywu na czestos¢ aberacji.

Na podstawie tych danych Karpiel i Slotova (26) doszli do
whniosku, ze egzogeniczny DNA dziata ,,w pewnym stopniu w sposob bio-
logiczny” . Badacze przypuszczajg, ze zwiekszenie liczby aberacji jest skut-
kiem oddziatywania obcego biopolimeru z DNA chromosomowym, w trak-
cie ktérego wieksze fragmenty egzogenicznego preparatu zaktocajg pro-
cesy replikacji DNA biorcy. Obcy DNA moze, weditug Karpiela
i Slotovej, wywotlywaé rowniez mikrodelecje, ktére dajg efekty ge-
netyczne. ,Ten mechanizm wydaje sie odpowiedzialny za powstawanie
mutacji u muszek owocowych po aplikacji DNA”.

Hipoteza Karpiela i Slotovej, podobnie jak omoéwione po-
przednio hipotezy Kanazira (22—24, 41) i Libinzon (31, 32),
wskazuje wiec na swoistos¢ dziatania egzogenicznego, zwierzecego DNA.

Ponadto nalezy podkresli¢, ze hipoteza Karpfela i Slotovej
wskazuje na zaleznos¢ efektu wprowadzonego z zewnatrz DNA od fazy
cyklu rozwojowego komoérek—biorcéow w trakcie ktorej obcy biopolimer
wystepuje na terenie jgder komaérkowych. Zaktécenie replikacji nastepo-
watoby woéwczas, gdy wieksze fragmenty egzogenicznego DNA oddziaty-
wujg z DNA komoérek znajdujacych sie w stadium S (26). W tym stadium
oswobodzony od histonéw DNA biorcy bytby dostepny dla reakcji z poda-
nym biopolimerem.

6*
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W tkankach, w ktorych przebiega intensywna synteza DNA, jak
np. w szpiku, zakioécajgcy replikacje wptyw egzogenicznego DNA zazna-
czatby sie stosunkowo silnie wobec znacznego prawdopodobienistwa wyste-
powania obcego biopolimeru w komérkach znajdujacych sie w stadium S.
By¢ moze, iz jest to jedna z przyczyn wybiérczego hamowania ztosliwych
nowotworow przez obcy, zwierzecy DNA.

Podwyzszenie aberacji zwieksza procesy rozpadu komoérek w tkankach
i z tego powodu przypuszczalnie nastepuje pobudzenie fagocytarnej ak-
tywnosci uktadu siateczkowo—s$rédbtonkowego, ktére zaobserwowali
Bankowski iwsp. (6) w5i 12 dni po dootrzewnowym podaniu nor-
malnym szczurom DNA z grasicy cielecej.

Nalezy podkresli¢, ze podwyzszenie aberacji chromosomowych i fago-
cytarnej aktywnosci ukladu siateczkowo—s$rdédbtonkowego, a wiec uszka-
dzajgce dziatanie, stwierdzono u normalnych zwierzat po dawkach DNA
zblizonych do tych, przy ktérych nastepuje pobudzenie proceséw odnowy
tkanek i obnizenie Smiertelnosci napromienionych organizméw. To pozwa-
la sadzi¢, ze egzogeniczny DNA moze oddziatywa¢ na organizmy wedtug
réznych mechanizmow.

V. Wptyw drobnoczasteczkowych
produktéw rozpadu egzogenicznego DNA

Hipotezy Kanazira (22—24, 41), Libinzon (31, 32) oraz
Karpiela i Slotovej (26) wskazuja na wptyw wysokospolimeryzo-
wanych czasteczek egzogenicznego DNA. Natomiast Petrovi¢ (41), na
podstawie doswiadczen wykonanych na napromienionych hodowlach fib-
roblastéow, opracowatl hipoteze dotyczaca dziatania drobnoczgsteczkowych
produktéw rozpadu DNA — nukleotydow i nukleozydow.

Wedtug obserwacji tego badacza syngeniczny i ksenogeniczny DNA
oraz produkty ich enzymatycznej degradacji w podobnym stopniu obni-
zajag Smiertelno$¢ napromienionych komérek (41) i podwyzszajg synteze
DNA (42), jak dezoksyrybonukleotydy i dezoksyrybonukleozydy. Jednakze
te drobnoczgsteczkowe sktadniki DNA dziataja tylko wowczas, gdy wpro-
wadza sie do hodowli komérek cztery podstawowe dezoksyrybonukleoty-
dy, lub dezoksyrybonukleozydy w réwnoczgsteczkowym stosunku.

Petrovi¢ (41) sadzi, ze niekontrolowane i niezrbwnowazone pod-
wyzszenie puli prekursoré6w DNA, obserwowane po napromienieniu, moze
by¢ jednym z istotnych czynnikéw zaburzenia proceséw syntezy DNA
w organizmach. Po podaniu czterech podstawowych sktadnikéw DNA, lub
wysokopolimeryzowanego DNA i nastepnie po jego enzymatycznej degra-
dacji moze sie ustala¢ odpowiednia roéwnowaga w puli prekursoréw
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wewnatrz komoérek i w ich Srodowisku. W ten sposdb podane preparaty
wywieratyby normalizujacy wptyw na synteze DNA w organizmach.

Przeciwko istotnemu znaczeniu w organizmach mechanizmu zapropo-
nowanego przez Petrovica przemawiaja wspomniane poprzednio
dodwiadczenia wykonane in vivo przez: Pan jevaca (40), Kanazira
(22, 24), Libinzon (31), Wilczoka (54), Mendeckiego (36),
Mazurika (34), swiadczace, ze zdegradowany DNA nie jest skuteczny
w pobudzaniu proceséw odnowy tkanek i obnizaniu $miertelnosci napro-
mienionych zwierzat.

Ponadto Mazurik i wsp. (35), oznaczajac stezenie poli- i monode-
zoksyrybonukleotydéw, tymidyny, dezoksyurydyny oraz DNA w $ledzio-
nach napromienionych szczuréw, uzyskali ostatnio dane wskazujace, ze
obnizenie $miertelnosci zwierzat pod wplywem allogenicznego DNA nie
jest zwigzane z uzupeinieniem puli prekursoréw syntezy DNA u biorcow
przez drobnoczasteczkowe produkty rozpadu wprowadzonego pozajelito-
wo biopolimeru.

Istnieja tez obserwacje przeprowadzone in vitro, potwierdzajgce infor-
macje, ze procesy odnowy sg pobudzane przez wielkoczgsteczkowy DNA
(27, 55), a produkty jego degradacji nie sg skuteczne (55).

Nalezy ponadto podkresli¢, ze badania H i 11a (15) wykazaty, iz w ko-
morkach fibroblastéw, w przeciwienstwie do innych rodzajow komorek —
np. limfocytéw, obcy DNA jest szczeg6lnie szybko degradowany przez
enzymy i nie nagromadza sie w jadrach komoérkowych, tak jak w jadrach
limfocytéw. Z tego powodu zapewne wprowadzony przez Petrovica
do hodowli fibroblastow wielkoczgsteczkowy DNA dziatat tak, jak DNA
zdegradowany, nukleotydy i nukleozydy. Poza tym efekt zwiekszenia
przezywalnosci komoérek fibroblastéw, zaobserwowany w doswiadczeniach
Petrovica (41), byt znikomy. Natomiast pod wptywem wielkoczags-
teczckowego DNA podanego napromienionym zwierzetom Libinzon
i wsp. (31, Rogaczewa (46) oraz Rewina i Lemberg (43)
stwierdzili znaczne zwiekszenie liczby komérek w szpiku, $ledzionach
i jelitach cienkich.

Z przytoczonych wyzej wzgledéw hipoteza Petrovica (41), oparta
na obserwacji hodowli napromienionych fibroblastéw, nie ma wiekszego
znaczenia w wyjasnianiu mechanizmu dziatania egzogenicznego DNA jako
czynnika pobudzajgcego procesy odnowy w napromienionych organiz-
mach.

Wydaje sie rowniez matoprawdopodobne, aby w normalnych organiz-
mach ssakéw — w ktorych zwyktym zrédiem drobnoczasteczkowych pro-
duktéw rozpadu egzogenicznego DNA sg pokarmy — podwyzszenie puli
tych produktéw, po podaniu egzogenicznego DNA, stanowito skuteczny
czynnik pobudzajacy procesy odnowy tkanek.
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V. Hipotezy dotyczace
ochronnego dziatania egzogenicznego DNA

Smets oraz K uzin przedstawili hipotezy wskazujace na ochronne
dziatanie egzogenicznego DNA.

Wedtug Smetsa (52) obcy wysokospolimeryzowany DNA, po wnik-
nieciu do komoérek w napromienionych organizmach, stanowigc substrat
dla dezoksyrybonukleaz — ktorych aktywnos$¢ znacznie wzrasta wskutek
napromienienia — w sposob konkurencyjny chroni DNA biorcy. Bytoby
to zjawisko ,wychwytu enzymow”.

Natomiast K uzin (28) przypuszcza, ze wystepujagce w komoérkach
swobodne czgsteczki obcego DNA, lub produkty jego rozpadu wychwy-
tujg tzw. ,pierwotne radiotoksyny” (PRT), jak np.: o-fenole, semichinony
i nadtlenki nienasyconych kwasoéw ttuszczowych, ktorych ilos¢ zwieksza
sie po napromienieniu. W ten sposéb podany biopolimer chronitby DNA
biorcy przed uszkadzajgcym dziataniem PRT.

Jesliby egzogeniczny DNA dziatal w organizmach gtéwnie jako czyn-
nik ochronny, wéwczas powinny wyraznie zaznaczy¢ sie réznice w efek-
tach w zalezno$ci od terminu wprowadzenia biopolimeru. Podanie bez-
posrednio przed napromienieniem, albo niezwtocznie po nim powinno by¢
skuteczniejsze niz w poézniejszym terminie, kiedy dezoksyrybonukleazy
lub PRT uszkodza juz aparat genetyczny znacznej ilosci komérek i nastgpi
rozpad wielu z nich. Jednakze Libinzon i wsp. (31, 32) stwierdzili,
ze nie ma istotnej roznicy w obnizeniu Smiertelnosci zwierzat jezeli DNA
podaje sie jednorazowo bezposrednio przed napromienieniem organizmoéw
lub w okresie od 10 minut do 24 godzin po ich napromienieniu. Badania
Rewiny i Lemberga, Libinzon i wsp. oraz Rogaczewe]
wykazaty tez, ze allogeniczny DNA wprowadzony dootrzewnowo szczu-
rom zaréwno bezposrednio (43), jak i w 24 godziny po ich napromienieniu
(31, 46) nie powoduje obnizenia ilosci gingcych komoérek w jelitach cien-
kich (43), szpiku (31, 46) i Sledzionach (46). Zwiekszenie liczby komérek
w narzadach nastepuje dopiero po pobudzeniu, pod wpltywem podanego
biopolimeru, aktywnosci mitotycznej. Przy czym podwyzszenie liczby ko-
morek jest z tag aktywnoscig w pdzniejszym okresie skorelowane (31, 43).

Wedtug Rewiny i Lemberga (43) obcy DNA ,nie wptywa na
obnizenie uszkodzen popromiennych, lecz znacznie nasila zaczynajaca sie
reprodukcje komorek i wskutek tego obniza ubytek catej ich populacji”.

Ry sina (48) nie zaobserwowata wplywu egzogenicznego DNA na
aktywnos¢ dezoksyrybonukleaz w réznych narzadach napromienionych
szczurow w ciggu 3 dni po dootrzewnowym podaniu biopolimeru. Prepa-
raty wprowadzano w 3 godziny przed lub bezposrednio po napromienie-
niu zwierzat.

Ponadto nalezy podkresli¢, ze pobudzenie syntezy DNA, ktére obser-
wuje sie u normalnych i napromienionych zwierzat pod wptywem obcego
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biopolimeru (20), nie jest poprzedzone istotnym zwiekszeniem zawartosci
DNA w narzadach biorcy (20, 35, 48). Te dane, jak réwniez przytoczone
poprzednio obserwacje Libinzon i wsp. (31, Rewiny i Lem-
berga (43), Rogaczewej (46)i Rysinej (48) przemawiajg prze-
ciwko hipotezom Smetsa (52) i Kuzina (28) o ochronnym dziataniu

egzogenicznego, zwierzecego DNA na aparat genetyczny komoérek w orga-
nizmach ssakow.

VI. Egzogeniczny DNA
jako czynnik sprzyjajacy derepresji DNA biorcy

W szczeg6towych badaniach wykonanych na myszach, Ledoux
i wsp. (29) uzyskali dane wskazujgce, ze egzogeniczny DNA, wprowadzo-
ny pozajelitowo, przenika szybko w ré6znych narzgdach do jgder komor-
kowych w postaci wielkoczgsteczkowej.

Podany dozylnie biopolimer znika wczesnie z krwi bez uprzedniej de-
gradacji do sktadnikéw rozpuszczalnych w kwasach i lokalizuje sie w réz-
nych narzadach. Po uptywie 60 minut od chwili wprowadzenia DNA, nie
stwierdza sie juz jego obecnosci w krwi. W tym czasie rozpadowi do
drobnoczasteczkowych sktadnikéw ulega stosunkowo niewielka cze$¢ za-
absorbowanego w narzadach obcego biopolimeru (29).

Za wczesnym wystepowaniem w postaci wielkoczgsteczkowej stosun-
kowo znacznej czesci zaabsorbowanego DNA, przemawiajg roéwniez
wspomniane poprzednio obserwacje Libinzon i wsp. (31).

Na przenikanie syn-, allo- i ksenogenicznego DNA w postaci wielko-
czagsteczkowej do jader komorek ssakdow wskazujg liczne dane uzyskane
w badaniach wykonanych in vitro (2, 15, 33, 39, 41).

Jednoczes$nie na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze syn- i allogenicz-
ny DNA wykazuja podobng skutecznos¢ w pobudzaniu proceséw odnowy
tkanek, jak — ksenogeniczny. Przy tym duze znaczenie ma wysoki ciezar
czgsteczkowy obcego biopolimeru oraz czystos¢ jego preparatow.

Mozna zatem przypuszczaé, ze wazng role w dziataniu na organizmy
ssakow odgrywajag nie tyle wiasciwosci egzogenicznego, zwierzecego DNA
wynikajgce z okreslonej sekwencji zasad, ile jego wasciwosci jako wiel-
koczasteczkowej substancji o charakterze anionu.

DNA wykazuje szczeg6lne powinowactwo do polikationéw — histo-
néw. W komérkach histony wystepuja przede wszystkim w miejscach
lokalizacji DNA (16).

Wiele obserwacji przemawia za tym, ze histony dziatajg jako nie-
swoiste represory matrycowej aktywnosci DNA. Natomiast wystepujace
w chromatynie polianiony, jak np. kwasne biatka, ostabiajg hamujacy
transkrypcje wptyw histonéw (37).
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Istniejg tez dane Swiadczace, ze polianiony, ktére w normalnych wa-
runkach nie wystepuja w chromatynie, jak kwas poliakrylowy i siarczan
polietylenu, wigzac histony dziataja rowniez skutecznie jako czynniki
derepresyjne (1).

W Swietle tych informacji wydaje sie prawdopodobne, ze egzogenicz-
ny, zwierzecy DNA, po przeniknieciu w postaci wielkoczgsteczkowej do
jader komdrkowych w roéznych narzadach ssakéw, reaguje jako polia-
nion z polikationami histonami i ostabia ich represyjne dziatanie na
DNA-rratryce biorcy. Sprzyjatoby to nie tylko procesom transkrypcji, ale
rowniez replikacji DNA w wielu tkankach. Wiadomo bowiem, ze w ko-
morkach wstepujacych w stadium S, DNA jest uwalniany od histonéw.

W ten spos6b ezgogeniczny DNA oddziatywatby jako nieswoisty czyn-
nik pobudzajacy przede wszystkim synteze kwaséw nukleinowych, a skut-
ki jego interakcji z histonami zalezatlyby od rodzaju komérek biorcy, a w
szczegolnosci w zdolnych do podzialu komérkach — réwniez od fazy ich
cyklu zyciowego (Gi, S, G2 M), w ktérej zaabsorbowany polianion wy-
stepowatby w jadrach.

Za istotnym znaczeniem sugerowanego ,odblokowujgcego” mecha-
nizmu dziatania wprowadzonego pozajelitowo, zwierzecego DNA na ssaki
przemawiajg nastepujgce dane:

1 Czynnikiem pobudzajgcym procesy odnowy tkanek i obnizajgcym
Smiertelno$¢ napromienionych zwierzat jest wielkoczgsteczkowy, egzoge-
niczny DNA, a drobnoczasteczkowe produkty jego rozpadu nie sg sku-
teczne (22, 24, 31, 32, 34, 35, 36, 40, 54).

2. Egzogeniczny DNA dziata jako czynnik stymulujgcy rézne czyn-
nosci komoérek, np.: synteze kwasdw nukleinowych (6, 8, 20, 35), prolife-
racje (19, 25, 31, 43, 46, 47) i réznicowanie sie (3, 13, 46, 47). Natomiast
ochronny wptyw podanego biopolimeru, lub produktéw jego rozpadu na
aparat genetyczny komoérek nie zaznacza sie (20, 31, 32, 43, 46, 48).

3. Nie stwierdzono swoistosci gatunkowej histonéw, a DNA eukarion-
tow wigze sie ze wszystkimi frakcjami histonéw bez wzgledu na swoje
pochodzenie (16, 37). Rowniez w pobudzaniu proceséw odnowy i obni-
zaniu Smiertelnosci napromienionych zwierzat przez egzogeniczny DNA,
jego pochodzenie nie ma istotnego znaczenia (4, 13, 25, 36, 47, 50, 54).
Natomiast wykorzystanie i efekty tego biopolimeru zalezne sa od rodzaju
tkanek i komoérek biorcy (7, 17, 20, 29, 31, 46).

4. Histony wywierajg hamujacy wptyw zaréwno na synteze RNA, jak
i— DNA (16, 37), a egzogeniczny DNA pobudza synteze obu tych kwaséw
nukleinowych w rdéznych tkankach zwierzat (6, 8, 20, 35, 41).

Podwyzszenie syntezy kwasow nukleinowych, pod wptywem obcego
DNA, moze by¢ oczywiscie réwniez skutkiem wigzania przez podany bio-
polimer nie tylko histonéw, ale i innych represoréw matrycowej akty-
wnosci DNA biorcy. Egzogeniczny DNA bowiem obniza $miertelnosé
napromienionych bakterii (23). Jednakze u eukariontow interakcji obcego
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DNA z histonami nalezatoby przypisa¢ szczeg6lne znaczenie, ze wzgledu
na informacje wskazujgce na podstawowg role histonéw jako represorow
matrycowej aktywnosci DNA (16, 37).

Istniejg ponadto dane, ze histony sa inhibitorami nie tylko matryco-
wej aktywnosci DNA w jadrach, lecz réwniez wielu innych procesow w
komdrkach (16), np. syntezy ATP w mitochondriach (1).

W konsekwencji oddziatywania egzogenicznego DNA 2z histonami na-
stepowataby stymulacja réznych czynnosci tkanek i catych uktadéw bior-
cy, a miedzy innymi centralnego ukiadu nerwowego oraz hormonalnego.
W ten sposéb podany biopolimer stanowitby czynnik pobudzajacy caty
organizm. Istotnie wiele badan wskazuje na takie totalne dziatanie wpro-
wadzonego do organizmu DNA (3, 5 21, 31, 41, 43, 46, 47).

Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze nie tylko wprowadzony z zew-
natrz DNA, ale réwniez wielkoczgsteczkowy RNA, podany pozajelitowo,
obniza $miertelno$¢ napromienionych ssakéw (32, 41). Wydaje sie, ze
RNA jest nawet skuteczniejszy. Przy tym nalezy wspomnie¢, ze kseno-
geniczny, wysokopolimeryzowany RNA, w przeciwiennstwie do DNA, nie
podwyzsza liczby aberacji chromosomowych w tkankach zwierzat (26).

Wedtug danych Frenstera (11) waznym czynnikiem oswahadzaja-
cym w komoérkach DNA-matryce od histonéw jest RNA. By¢ moze, iz nie
tylko wprowadzony do organizmu DNA, lecz rdwniez egzogeniczny
RNA — jako polianion — sprzyja derepresji DNA biorcy, a przy tym RNA
nie zaktéca procesow replikacji (26). Jesli tak jest rzeczywiscie, wéwczas
bytoby interesujgce zastosowanie wysokospolimeryzowanych kwasow nu-
kleinowych, a szczegélnie RNA, w badaniach gerontologicznych. Wiadomo
bowiem, ze starzenie sie komorek jest m.in. zwigzane z zablokowaniem
DNA-matrycy (56). Jesliby nawet blokada ta, w ktorej istotng role wedtug
danych H ahna(14) odgrywajg histony, byta w niektérych komoérkach
nieodwracalna, wowczas aktywacja przez podany biopolimer innych ko-
morek, szczegblnie w centralnym uktadzie nerwowym, mogtaby sprzyjac
pobudzaniu proceséw odnowy i revitalizacji. Egzogeniczny kwas nukleino-
wy spetniatby w tym wypadku role czynnika bodZzcowego. Nalezy wspom-
nie¢, ze istnieja obserwacje wskazujace na lecznicze dziatanie egzogenicz-
nych kwaséw nukleinowych w przypadkach zaburzen czynnosci central-
nego ukladu nerwowego, dystrofii miesni i w stanach ogélnego wyczerpa-
nia organizméw (38).

VIl. Zakonczenie

Oddziatywanie wprowadzonego z zewnatrz, zwierzecego DNA na orga-
nizmy ssakow wydaje sie procesem szczegblnie ztozonym i obecny stan
badan w tej dziedzinie nalezy uzna¢ za poczatkowe ich stadium.
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Nie podjeto dotychczas systematycznych badan mechanizmu dziatania
egzogenicznego DNA. Przedstawione hipotezy opierajg sie przede wszyst-
kim na przeprowadzonych in vivo i in vitro obserwacjach ogoélnych efek-
tow oddzialywania tego biopolimeru na komorki, tkanki lub organizmy.
Hipotezy te maja zatem jedynie charakter roboczy, wytyczajgcy ewentual-
ne kierunki przysztych badan.

Istniejg dane przemawiajgce przeciwko istotnemu znaczeniu dziatania
egzogenicznego DNA w organizmach jako elementu wykorzystywanego
do naprawy uszkodzonych odcinkéw DNA biorcy oraz jako matrycy, lub
zrodta prekursoréw syntezy endogenicznego DNA. Nie zaznacza sie tez
ochronny wptyw podanego biopolimeru. Jednakze nie ma obecnie podstaw
do stwierdzenia, ze ktérykolwiek z tych mechanizméw nie wystepuje wo-
gbéle w organizmach ssakéw. Na przykiad, doswiadczenia in vitro, w kté-
rych wykazano transformujacy wptyw zwierzecego DNA na komdrki,
wskazujg na mozliwos¢ pewnej zaleznosci dziatania tego biopolimeru na
ssaki od sekwencji zasad w jego czasteczkach.

Na szczeg6lng uwage zastugujg dane Swiadczace, ze egzogeniczny DNA
z jednej strony zakléca procesy replikacji DNA w niektdrych komorkach
organizmoéw, przy czym zaznacza sie zalezno$¢ efektu od pochodzenia po-
danego preparatu; a z drugiej strony bez wzgledu na swoje pochodzenie
zwierzecy, wysokospolimeryzowany DNA znacznie nasila procesy odnowy
tkanek, w ktdrych aparat genetyczny roznego rodzaju komorek zostat
uszkodzony.

W Swietle uzyskanych dotychczas informacji nalezatoby przyja¢, ze
wielkoczgsteczkowy, zwierzecy DNA, wprowadzany pozajelitowo ssakom,
oddziatywuje na ich organizmy nie wedtug jednego, lecz wedtug Kkilku
odrebnych mechanizméw, a zaobserwowane ogolne efekty stanowiag ich
wypadkowsg. Przy czym wydaje sie prawdopodobne, ze wazng role odgry-
wa dziatanie egzogenicznego DNA jako czynnika sprzyjajgcego derepresji
DNA biorcy.
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TERESA LASKOWSKA-KLITA *

Oksydaza cytochromowa, budowa i funkcja
Cytochrome Oxidase, Structure and Function

The present state of research on the composition, structure and function of
cytochrome oxidase are reviewed.

Oksydaza cytochromowa (E.C. 1.9.3.1) jest enzymem terminalnym
w cyklu przemian tlenowych, o bardzo wysokim powinowactwie do tlenu,
wystepujacym powszechnie. Enzym ten jest jedyna oksydazag powigzang
bezposrednio z systemem dostarczajacym energii komérce, z oksydacyjng
fosforylacja.

Oksydaza cytochromowa jest lipoproteidem strukturalnie zwigzanym
z wewnetrzng btong mitochondrionu, zawierajgcym uktad hemowy i miedz.
Dtugi tancuch alkilowy (C1/H3iO) dotgczony do pierscienia porfirynowego
nadaje grupie prostetycznej lipidowy charakter, niezaleznie od reszty fo-
sfolipidowej dotgczonej do czesci biatkowej enzymu. Poza tancuchem al-
kilowym uktad hemu a zawiera grupe formylowa i hydroksylowa oraz
by¢ moze grupe ketonowg. Grupa prostetyczna taczy sie z czesScig biatkowa
enzymu poprzez histydyne.

I. Cytochrom a i cytochrom a3

Oksydaza cytochromowa charakteryzuje sie obecnoscig dwéch maksi-
mow absorpcji. Maksimum a w 605nm oraz w formie utlenionej enzymu
maksimum y— w 418nm. Redukcja powoduje przesuniecie maksimum
v, zwanego tez prazkiem Soreta, do 440nm oraz wzrost absorpcji w 605nm.
Trzecig, spektralnie odréznialng postacig enzymu jest powstajgca ze zre-
dukowanej, w wyniku gwaltownego nasycenia roztworu tlenem, oksydaza
utlenowana. Ma ona przesunietg pozycje prazka Soreta do 428nm, a ab-
sorpcja w maksimum a jest posrednia miedzy postacig utleniong i zredu-
kowang (rysunek 1). Zredukowana i utleniona oksydaza to dwie formy
enzymu zwigzane bezposrednio z aktywnoscig, utlenowana natomiast nie
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bierze udziatlu w reakcji i prawdopodobnie nie powstaje w procesie utle-
niania zredukowanego cytochromu c.

Dwa uktady hemowe wchodzace w sklad czasteczki enzymu wykazuja
réznag reaktywnos¢ wobec tlenu, reduktantéw oraz inhibitoréw. Tylko

Rys. 1. Widmo absorpcyjne zredukowanej (max 604 i 444 nm) utlenionej (max 597
i 418 nm) i utlenowanej (max 601 i 428 nm) oksydazy cytochromowej (wg 53).

jeden z nich, przypisywany cytochromowi a3 reaguje z tlenem, tlenkiem
wegla, natomiast drugi hem, nalezagcy prawdopodobnie do cytochromu a,
jest inertny. Przypuszczenie, ze w enzymie obecne sa dwa cytochromy,
a i a3 oparte jest gtdwnie na obserwacjach widm w obecnosci réznych
inhibitorow. Na podstawie analizy widma pochodnej tlenkoweglowej zre-
dukowanej oksydazy przyjmuje sie, ze cytochrom a jest odpowiedzialny
za 72% absorpcji w 605nm oraz 28% absorpcji prazka Soreta. Przesuniecie
prazka Soreta z 440nm do 430nm oraz pojawienie sie¢ ramienia w 590nm
przy maksimum a, zwigzane ma by¢ z obecnosciag komponenty nie reagu-
jacej z tlenkiem wegla, czyli z cytochromem a, natomiast pozycja maksi-
moéw charakteryzuje widmo fotochemicznie czynnej, tlenkoweglowej po-
chodnej oksydazy (rysunek 2).

llos¢ tlenku wegla zwigzana przez czasteczke enzymu (czasteczke
hemu) wynosi 1:2, co pozwala przypuszczaé¢, ze cytochromy a i a3 wyste-
puja w ilosciach ekwimolarnych, a zatem zgodnych z teorig o réwnomo-
larnych ilosciach cytochromdéw tworzacych ukfad cytochromowy (9).

Przytaczenie cyjanku do utlenionej i zredukowanej oksydazy nie przed-
stawia trudnosci (rysunek 3, 4). Natomiast potaczona z cyjankiem, utlenio-
na oksydaza nie ulega petnej redukcji. Czes¢ nie ulegajaca redukcji jest
uwazana za cytochrom a3 za$ cytochrom a nie tgczgcy sie z inhibitorem
ulega redukcji szybko i tatwo. Redukcja enzymu zredukowanym substra-



Rys. 2. Wptyw tlenku wegla na widmo zredukowanej oksydazy cytochromowej
(wg 110)

---forma zredukowana,----------forma zredukowana + CO, ... widmo réznicowe

Rys. 3. Wptyw NaCN na widmo absorpcyjne utlenionej oksydazy (wg 110).
forma utleniona,------ forma utleniona + NaCN, ... widmo réznicowe.

http://lrzan.org.pl
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tem jest dwufazowa (53, 55). Przyjmuje sie, ze pierwsza bardzo szybka
faza zwigzana jest z redukcjg cytochromu a, zas druga bardzo wolna jest
redukcjg cytochromu a3

0.400

Rys. 4. Wptyw NaCN na widmo absorpcyjne zredukowanej oksydazy cytochromowej
(wg 110)

—————————— forma zredukowana,-----—----- forma zredukowana + NaCN, .. widmo réznicowe

Jesliby udato sie rozdzieli¢c te dwa cytochromy, wtedy za oksydaze
cytochromowa mozna by uwaza¢ cytochrom at za$ cytochrom a byiby
substratem dla enzymu i ostatnim cztonem taricucha oddechowego. Jed-
nakze dotad wszelkie préby rozdzielenia konczyly sie niepowodzeniem.
Rowniez wszystkie interakcje miedzy cytochromem a i a3wydaja sie bar-
dziej ztozone niz miedzy enzymem i substratem. Nie istniejg dowody
wskazujace na strukturalng réznice miedzy grupami prostetycznymi enzy-
mu. Rézng aktywnos$¢ chemiczng najprosciej bytoby przypisa¢ réznym ty-
pom przytgczania dwéch hemoéw do rdéznej czesci tego samego biatka, lub
tez do dwdch czgsteczek biatkowych.

Brak roéznic strukturalnych, niejednoznaczne réznice kinetyczne oraz
niepowodzenia przy licznych prébach rozdzielenia cytochromu a i a3skilo-
nity do wysuniecia alternatywnej hipotezy budowy oksydazy. Koncepcja
jednostkowej budowy enzymu (77, 78, 98, 114, 115) zaklada polimeryzacje
identycznych podjednostek ztozonych ze strukturalnie takich samych
uktadéw hemowych i jednego tylko rodzaju biatka. Zwolennicy tej hipo-
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tezy uwazajg za nieprawdopodobne wystepowanie cytochromow a i a3
w uktadzie oksydazy cytochromowej. Dlaczego bowiem jest niemozliwe
rozdzielenie tylko dwéch cytochronéw mimo rozdzielenia innych? Czym
ttumaczy¢ obserwowana dla oksydazy tylko jedng warto$s¢ potencjatu
oksydoredukcyjnego i to zaréwno dla oksydazy rozpuszczonej jak i zwig-
zanej ze strukturg mitochondrionu (2, 41, 111)? Zawarto$¢ rowno-
molarnych ilosci miedzi w stosunku do hemu w preparatach enzymu moze
nie tylko zmienia¢ reaktywnos¢ hemu, lecz réwniez widmo enzymu oraz
wrazliwos$¢ na inhibitory. Nie da sie rowniez wykluczy¢ wptywu na widmo
i wkasnosci enzymu jego utlenowanej postaci, chociaz jej budowa i funk-
cja jest do tej pory niewyjasniona. W wielu pracowniach (74, 81) nato-
miast obserwowano polimeryczng forme enzymu, ktéra depolimeryzuje
do charakteryzujgcego sie bardzo wysoka aktywnoscig dimeru oraz mono-
meru (57, 81, 116) w peini aktywnego enzymatycznie i zachowujgcego
wszystkie wiasnosci oksydazy. Interesujgcym przyczynkiem do potgczenia
teorii dualistycznej z jednostkowa jest sugestia o allosterycznym charak-
terze oksydazy cytochromowej (70). Poczatkowa reakcja jednego hemu
(a3 zmienia¢ moze allosterycznie reaktywnos$¢ drugiego (a), co moze byc¢
przyczyng niezwyktych reakcji enzymu.

Il. Charakterystyka biatka enzymu

Oksydaza cytochromowa istnieje w Kilku stanach molekularnych za-
leznych od zawartosci fosfolipidéw, sity jonowej oraz obecnosci detergen-
tow w preparatach enzymu (11, 93). Z dotychczasowych prac wynika, ze
w niejonowych detergentach typu Tween roztwdr jest monodyspersyjny
o duzym stopniu agregacji czasteczek, natomiast w dezoksycholanie sodu
polidyspersyjny (96, 98). W nieobecnosci lipidow i detergentéw enzym
wystepuje w postaci nieaktywnych kulistych agregatow o Srednicy 90A.
Dodanie fosfolipidow powoduje dyspersje enzymu do takich form czastecz-
kowych, w ktérych konfiguracja zapewnia ekspozycje wszystkich grup
prostetycznych niezbednych do reakcji. Tworzy sie wtedy struktura bto-
niasta wielkosci 50— 55A (rysunek 5i 6) (12, 13).

Lipidy, stanowigce 20— 30% masy dotgczone sg do biatka wigzaniem
jonowym, prawdopodobnie do lizyny lub argininy (1, 34). Brak wptywu
fosfolipazy A na enzym sugeruje, ze zaréwno kwasy tluszczowe jak i pozo-
stata czes¢ czasteczki ttuszczu otoczona jest hydrofobowymi grupami biat-
ka (1).

Dotychczas wykonano cztery oznaczenia ciezaru czgsteczkowego na-
tywnej oksydazy z serca wolu. Takemori (96, 98) otrzymat wartos¢
530 000 dla preparatu Okunuki (74 w 0,25% Emasol'u z wartosci
SOw= 21,9X 10_Ixek, Dw= 3,58X 10-TcmZsek-1 i V = 0,72mlIXg_1. Mi-
nimalny ciezar czgsteczkowy wyliczony z zawartosci zelaza wynosit 100 000

7 Postepy Biochemii



Rys. 5. Preparat oksydazy cytochromowej po usunieciu lipidéw (wg 13).

Zawiera 15 mg Tritonu X-100/mg biatka. Barwienie negatywne. Powiekszenie 103000 razy,
marker 1500 A.

Rys. 6. Preparat oksydazy cytochromowej pozbawionej lipidéw (wg 13)

Zawiera 15 mg Tritonu X-100/mg biatka po dodaniu 23% fosfolipidéw. Barwienie negatywne,
powigekszenie 103000 razy. Marker 500 A.

[266]
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sugerujac pentameryczng postaé enzymu. Srednig warto$é okoto 298 000
(lub 230 000 po odjeciu lipidow) uzyskat Tzagoloff i wsp. (102).
W obecnosci 4—6M mocznika ciezar czasteczkowy obnizal sie do okoto
100 000. Wyliczony z zawartosci hemu $redni ciezar wynosit 124 000, co
wskazywatoby na dimerycznag posta¢é enzymu. Ostatnio Love, Chan
i Stotz (10, 57) oznaczyli, ze ciezar oksydazy preparowanej metodag
Y onetani (125) wynosi w przyblizeniu 200 000. Dimer ten w obecnosci
niejonowego buforu i w alkalicznym pH dysocjuje do monomeru o masie
100 000. Forma monomeryczna wykazuje okoto 90% aktywnosci dimeru,
charakteryzuje sie normalnym widmem absorpcyjnym oraz wigze CO
w ilosci dwukrotnie wiekszej w poréwnaniu z dimerem. Podejmowane
byty réwniez proby zmierzajgce do rozbicia polimerycznej formy enzymu
przez zastosowanie zwiazkéw depolimeryzujgcych. Minimalny ciezar czg-
steczkowy wynoszacy 72 000 uzyskat Criddle i Bock (16) w obec-
nosci 0,002M siarczanu dodecylu sodu. Preparat ten byt mieszaning 85%
monomeru i 15% dimeru. Orii i Okunuki (81), dziatajac na enzym
0 masie 530 000 w Tween'ie — siarczanem dodecylu sodu obserwowali
w ultrawiréwce czasteczki 16S i 5,7S. Wartosci statych sedymentacji odpo-
wiadajg masie czgsteczkowej 290 000 (dimer) i 67 000 (potowa monomeru).
W ainio iwsp. (116) stwierdzili, ze oksydaza cytochromowa w dezoksy-
cholanie sodu ma statg sedymentacji SOw= 8,4X 10~1%ek, a statg dyfuzji
£S2o0w= 3,21 X 10_TcmXsek_1, co odpowiada ciezarowi czasteczkowemu
210 000. Zastgpienie dezoksycholanu sodu Tween’em powodowato agrega-
cje oksydazy do czasteczek 16,5S. Autorzy oznaczyli z zawartosci zelaza
minimalny ciezar czasteczkowy réwny 110 000, za$ z analizy aminokwaséw
85 000. Wydaje sie zatem, ze w roztworach soli kwaséw zotciowych oksy-
daza wystepuje w formie dimerycznej.

Analize sktadu aminokwasowego wysoko oczyszczonego enzymu wyko-
nat Matsubara iwsp. (60), oraz W ainio iwsp. (116). Po usunieciu
lipidéw, w czasteczce o masie 93 000, znaleziono 820 reszt aminokwaso-
wych: Lys39, His3a Arg3-3i, Try3g Asps86, Tres2-53, Sers3 55, Glu®d 6
Pro46 GHS-59, Ala6o-64, Cys7, Wald 52 Met3, lleU43, Leu&B-88 Tyr32—ss,
Fen4 47, (NH35% Zawartos¢ lizyny i argininy przewyzsza ilos¢ aminokwa-
sow kwasnych mimo ze punkt izoelektryczny oksydazy jest w pH 4—5
(98). Zawartos¢ leucyny jest bardzo wysoka (88 reszt). Wsréd 7 reszt cy-
steiny przypuszcza si¢ obecnos¢ co najmniej dwoch mostkéw S—S, aktyw-
no$¢ oksydazy jest bowiem odwracalnie hamowana przez zwiazki tiolowe
(14, 15). Kirschbaum i Wainio (45) obserwowali zwiekszenie przez
EDTA liczby grup tiolowych reagujacych z nitroprusydkiem sodu z 2 do
4, lecz p6zniejsze badania Okunuki (80, 103) wykazaty reakcje 6 grup-
-SH z pCMB (p-chlororteciobenzoesan) bez zmiany aktywnosci enzymu.
Natomiast siédma grupa reaguje tylko w obecnosci siarczanu dodecylu
sodu przy rownoczesnym uwolnieniu znacznych ilosci miedzi z utratg ak-

7%
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tywnosci. By¢ moze grupy tiolowe odpowiedzialne sa za utrzymanie mie-
dzi w czgsteczce enzymu.

I1l. Miedz i jej rola

Obecno$¢ miedzi w preparatach oksydazy cytochromowej obserwowat
juz K eilin w latach trzydziestych (45). Poczatkowo przypuszczano, ze
jest ona niezbedna w procesie biosyntezy ukiadu hemowego, nie sgadzono
by brata udziat w transporcie elektronéw (26, 48). Wainio pracujac nad
oksydazg serca wotu, ekstrahowang dezoksycholanem sodu zwrécit uwage
na utrzymujacy sie w poblizu jedno$ci stosunek hemu do miedzi w czasie
oczyszczania (112, 113, 114). Wynik ten potwierdzono w innych pracow-
niach (4, 5, 76, 86, 97, 107, 108, 109, 127) i przyjmuje sie obecnie, ze w ak-
tywnej oksydazie cytochromowej dwa atomy miedzi towarzyszg dwom
ukitadom hemowym (5, 66, 81).

Utrata aktywnosci enzymu obserwowana przy probie usuniecia miedzi,
sugeruje jej udziat w transporcie elektrondéw, lecz dowody na to sa wrecz
znikome (38,39,58,94,112). Wszystkie inhibitory oraz zwigzki wigzace
miedz sg réwniez czynnikami wpltywajgcymi na uktad hemowy. Nie obser-
wuje sie nigdy redukcji tylko hemu lub tylko miedzi. Czynniki redukujace
hem, wsréd nich réwniez cytochrom c¢ (redukowany wodorem w obecnosci
platyny) redukuja rowniez miedz (82). Interesujgce wyniki uzyskali B ei -
nert i wsp. (3) stosujac do badania stanu oksydoredukcyjnego miedzi
i jej roli w oksydazie, metode elektronowego rezonansu paramagnetycz-
nego (EPR). Typowe widmo EPR dla mitochondriéw i czasteczek submito-
chondrialnych staje sie bardziej intensywne podczas oczyszczania oksy-
dazy, zanika jednak po redukcji enzymu. Widmo EPR jednowarto$ciowej
miedzi nie istnieje z powodu diamagnetycznego stanu jonu, stad tez bada-
nie enzymu zredukowanego jest posrednie. Nie obserwowano réwniez
zmian widma EPR natywnej miedzi w obecnos$ci chelatorow: EDTA i BCS
(metasiarczan 4,7-dwuhydroksyJ, 10-fenantroliny). Autorzy przypuszczaja,
ze stan oksydoredukcyjny miedzi jest paralelny do stanu hemu oraz, ze
conajmniej dwa atomy miedzi sg tak blisko siebie, ze moze zachodzi¢ mie-
dzy nimi reakcja wymiany. Nie udaje sie jednak uzyskaé¢ redukcji sub-
stratem calej miedzi zwigzanej z enzymem. Zwykle okoto 15% pozostaje
w formie utlenionej. Najbardziej kompletna i gwaltowna redukcja za-
chodzi w anaerobowych warunkach w obecnosci cyjanku i azydku. Zanika
tez widmo EPR oksydazy. Interesujgcym jest brak zdolnosci do reutlenie-
nia w obecnosci tych inhibitorow. Griffiths i Wharton (39) pro-
ponuja schemat, w ktdrym miedz mogtaby bezposrednio wchodzi¢ w reak-
cje z tlenem:

Askorbinian----—-- »Cyt C--------- mCyt a
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Analogicznie do innych miedzioproteidéw, jak plastocjanina, oksydaza
askorbinianowa, ceruloplazmina, lakaza, réwniez oksydaza cytochromowa
posiada w okolicy 830 nm maksimum absorpcji (37, 39). Absorpcja ta za-
nika po redukcji enzymu oraz pod wpitywem mocznika, BCS oraz po
usunieciu miedzi przez dialize wobec stezonych roztworéw cyjanku (31,
72, 117). Jednak jedynym dowodem przemawiajgcym za tym, ze istotnie
miedz jest odpowiedzialna za te absorpcje bylaby reinkorporacja miedzi
po uprzednim jej usunieciu. W 1966 roku N air i M ason (71, 73) usuneli
50% miedzi postugujac sie BCS. Utracong aktywnos¢ enzymatyczng odzys-
kiwano w obecnosci soli miedzigwych. Jednakze Beinert i wsp. (7)
wykazali ostatnio, ze BCS nie usuwa natywnej miedzi z oksydazy cyto-
chromowej. Wyniki analizy chemicznej Naira i Masona obarczone sag
btedem, uzyskano je bowiem w obecnosci duzych stezen chelatora, interfe-
rujgcego w oznaczeniach. Obnizenie aktywnos$ci enzymatycznej po BCS
zalezy zdaniem Beinerta i wsp. od tzw. ,efektu BCS” (58). Wydaje
sie, ze BCS zapobiega dezagregacji enzymu do maksymalnie aktywnych
jednostek (cytochrom a, cytochrom a3 dwa miedzioproteidy). Jon mie-
dzigwy zapobiega i znosi ,efekt BCS”.

IV. Utlenianie cytrochromu c

Oksydaza cytochromowa jest enzymem katalizujgcym utlenianie zredu-
kowanego cytochromu c przez czasteczke tlenu. Kinetyke tej reakcji mozna
obserwowac¢ badz spektrofotometrycznie, przez zanikanie zredukowanego
cytochromu ¢ w warunkach aerobowych, badZ tez mierzgc manometrycznie
zuzycie tlenu. Poniewaz zuzycie tlenu przy stechiometrycznych ilosciach
cytochromu c¢ bytoby niestychanie male, dodaje sie czynnik redukujacy,

ktéry nieenzymatycznie utrzymuje cytochrom ¢ w formie zredukowanej.
Zatem:

Reduktant--------- >Cytochrom ¢ —---—-- »Oksydaza — ----- »Tlen

W tych warunkach cytochrom c petni funkcje katalizatora, a zuzycie
tlenu jest ekwiwalentne do ilosci utlenionego reduktanta.

Z pierwszych obserwacji K ei lina (42), a nastepnie Stotza (92)
wynikato, ze rozpuszczalny, dodany do preparatow z miesnia sercowego
cytochrom c tworzy z oksydaza aktywny kompleks ES. Szybkos$é¢ zuzycia
tlenu jako funkcja stezenia cytochromu c jest krzywa hiperboliczng, z kto-
rej mozna wyliczy¢ wartos¢ statej Michaelisa Km (84, 85, 118, 126). Spek-
trofotometrycznie oznaczana aktywnos$¢ oksydazy jest reakcjg | rzedu
w odniesieniu do zredukowanego cytochromu c, nawet w jego bardzo wy-
sokich stezeniach. Jednakze stata szybkos$¢ reakcji spada ze wzrostem
stezenia substratu. Smith i Conrad (88), Minnaert (65) sugeruja
obecno$¢ intermediatow reakcji. Moze by¢ kilka mechanizméw odpowie-
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dzialnych za ten rodzaj kinetyki utleniania cytochromu c przez oksydaze.
Wiekszos¢ (106) autorow przychyla sie do zaproponowanego przez Min -
na erta (65) nastepujgcego schematu reakcji:

albo:

ki k* ke
S + E—— ES - EP

k2 k
Oezeli kl=k6 i k2=k& , wtedy

k1k2k3(S)e
vV =

ki1(k2 + k3) (P-S) + k2 (k2+k3;

Sta-ta Michael isa Kmdla (P + S ) = k2/k1 i szybkos$¢ maksymalna
k2k3 e

dla (P + 5 ) - - » 00 , roéwna sie

Ck2 k37 flmF)

Schemat 1. Mechanizm utleniania zredukowanego cytochromu c przez oksydaze cyto-
chromowg (wg 65).

c*ee, S — zredukowany cytochrom c = substrat; C---P— utleniony cytochrom c¢ = produkt; a-"
E — utleniona oksydaza cytochromowa; a--—- zredukowana oksydaza cytochromowa, v — szyb-
kosé¢ reakcji, K — stata szybkosci reakcji, c — catkowite stezenie enzymu, f = PI1/SJ.

Zaktada sie tu istnienie stechiometrycznych komplekséw miedzy enzy-
mem a utlenionym substratem. Szybko$¢ utleniania kompleksu ES jest
proporcjonalna do jego stezenia. Mechanizm ten wymaga jednakowego
powinowactwa oksydazy do utlenionego i zredukowanego cytochromu c,
co jest w zgodzie z zatlozeniem, ze wartosciowos$¢ zelaza cytochromu c nie
ma wptywu na jego elektrostatyczne powinowactwo do enzymu (24, 89),
to znaczy, ze stala asocjacji i dysocjacji kompleksu cytochromu ¢ z oksy-
daza nie zmienia si¢ ze zmiang wartosciowosci zelaza hemowego cyto-
chromu c.

Tworzenie kompleksu ES wykazat Kuboyama (46, 47), rozdzielajac
substraty i produkty reakcji na Sephadexie, O rii (79), poprzez kinetyke
utleniania askorbinianu i redukcje cytochromu c oraz wykazujac udziat
cytochromu c w precypitacji oksydazy w roztworze o matej sile jonowej.
Nicholls (68) stwierdzit tworzenie stechiometrycznego kompleksu
miedzy cytochromem c i enzymem, w ktorym molarny stosunek zwigza-
nego cytochromu c do hemu wynosit 1:1. State dysocjacji tego kompleksu
w réznych stezeniach soli sg takie same jak wyliczone z wartosci Kmdla
reakcji oksydazy z cytochromem c¢, w réznych wartosciach sity jonowej.
Istotnie, wartosci Kmwzrastajg ze wzrastajgcym stezeniem kationoéw, co
moze wynika¢ z kompetycji miedzy substratem a kationami w roztworze
0 miejsce na enzymie. Tego typu kompetycje obserwowat Estabrook
(22, 23), przy czym kationy o wyzszej wartosciowosci wykazujg tu wiekszg
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reaktywnos$¢. Badanie kinetyki utleniania w réznych stezeniach kationow
wykazato, ze przy spadajgcej sile jonowej maksymalna szybkos¢ reakcji
po osiagnieciu najwyzszej wartosci spada i ustala sie, chociaz Km obniza
sie nadal.

Badanie Kkinetyki utleniania cytochromu c przy zastosowaniu spektro-
fotometru rejestrujgcego przebieg reakcji w tysiecznych czesciach sekundy
(27, 28) wykazato, ze po gwattownym utlenieniu jednego mola cytochro-
mu c przez mol hemu oksydazy, szybkos¢ reakcji spada tak znacznie, ze
mozna juz oznaczenia prowadzi¢ w zwykiym spektrofotometrze. By¢ moze
szybkos¢ dysocjacji wytworzonego kompleksu ES jest czynnikiem ograni-
czajacym szybkos$¢ reakcji, badz tez zredukowany cytochrom c zastepuje
w kompleksie biatko utlenionego enzymu (29, 30). Role hamujgca moze tez
tu odgrywac¢ zasadowy charakter biatka cytochromu c, chociaz silnie zasa-
dowe gwanidynowe pochodne oksydazy, sg tak samo aktywne jak biatko
natywne i tez wykazujg wrazliwos¢ na wzrastajgce stezenia cytochromu c
(98). Jednakze obserwowano szybsze utlenianie kwasnego cytochromu c
z Thiobacillus niz zasadowego z Chlorobium w obecnosci oksydazy ssakéw
(122). Nie wydaje sie réwniez prawdopodobne, by hamujgce wiasnosci
kompleksu ES zalezaty od reakcji grup ¢-aminowych cytochromu c z kwas-
nymi resztami fosfolipidéw, dotaczonych do biatka oksydazy. Tréjnitro-
fenylacja e-aminowych grup cytochromu c¢ powoduje bowiem tylko 50°/0
utraty wilasnosci hamujgcych cytochromu c, za$ cytochrom c czesciowo
acetylowany jest w pelni aktywny jako inhibitor (99). Przypuszczalnie
w reakcji tej wspotdziatajg zarowno zasadowe jak i hydrofobowe grupy
substratu i enzymu. Nicholls (69) przypuszcza, ze miejsca wigzania
endogennego i egzogennego cytochromu c do oksydazy sg rézne. Endogen-
ny cytochrom tgczytby sie z miejscem wysokiego powinowactwa, za$ egzo-
genny, nienormalnie przytgczony mogtby by¢ odpowiedzialny za inhibicje
przez wzrastajgce stezenia substratu (17, 87, 90, 91).

Ostatnio Buur en iwsp. (106) obserwujagc odwrotng proporcjonalnosé
aktywnosci molekularnej (v:e) do stezenia oczyszczanego enzymu sugerujg
obecnos¢ inhibitora w preparacie, tworzgcego nieaktywne kompleksy z E,
ES, EP, o takiej samej wartosci statej inhibicji K;. Natomiast Mason
i Ganapathy (58) wzrost aktywnosci molekularnej zalezny od rozcien-
czenia enzymu przypisujg dezagregacji oksydazy do takich form moleku-
larnych, ktérych aktywnos$¢ enzymatyczna jest najwyzsza.

Zwroci¢ tu nalezy réwniez uwage na role fosfolipidow, ktére utatwiajg
reakcje miedzy cytochromem c i oksydazg (13a). Dopdki jedna z komponent
jest potaczona z lipidami, reakcja przebiega z szybkoscig maksymalng. Jed-
nakze zarowno budowa jak i wlasnosci katalityczne obydwu hemoprote-
idow zalezg od obecnosci fosfolipidéow. Potaczony z lipidami cytochrom c
moze istnie¢ w dwoéch formach molekularnych, nieaktywnej zagregatowa-
nej i aktywnej micelarnej. Wiasnosci katalityczne determinujg nie tylko
obecnos$¢ lipidéw, lecz réwniez ich orientacja na czasteczce biatka. Oksy-
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daza cytochromowa pozbawiona lipidow traci czesciowo zdolnos¢ interakcji
z kompleksem: lipidy—cytochrom c. Jesli lipidy wystepuja w potgczeniu
z cytochromem c i oksydazg, aktywnos¢ jest wieksza, niz gdy tylko z jed-
nym ze skladnikéw reakcji. Utrzymujg wtasciwg konfiguracje samej oksy-
dazy cytochromowej.

V. Reakcja z tlenem

W reakcji zredukowanej oksydazy cytochromowej z tlenem powstaje
w zalezno$ci od warunkow utleniona, badz tez réznigca sie od niej widmem
absorpcyjnym utlenowana forma enzymu. Greenwood i Gibson (36)
przyjmujac za jednostke kooperatywng oksydazy cytochrom a, cytochrom
a3 i dwa atomy miedzi, uwazaja, ze czasteczka tlenu dyfunduje w giab
enzymu dajagc dwie czasteczki wody, przy czym proces chemiczny musi
by¢ ztozony co najmniej z czterech reakcji: dyfuzja tlenu (1X 108V _1sek_1),
reakcja z cytochromem a3 (3X 10-4ek-1), nastepnie reakcja z miedzig
(7X103sek-1) oraz z cytochromem a (7 X 10xek_1). W procesie tym wyste-
puja prawdopodobnie wiecej niz cztery reakcje, lecz trudne sg do uchwy-
cenia, bowiem pétokres trwania jest krétszy niz 10 ]isek.

Z prac Whartona iwsp. (119) wynikato, ze gwattowna reakcja zre-
dukowanej oksydazy z tlenem prowadzi najpierw do formy utlenionej
enzymu, z ktdérej powstawa¢ mogtaby utlenowana. Podwazato to hipoteze,
ze utlenowany enzym mogitby by¢ forma posrednig w reakcji katalizowa-
nej przez oksydaze (55, 56). Wyniki Gilmour i wsp. (33) uzyskane przez
obserwacje zmian absorpcji jednoczesnie w 428 nm i 418 nm wykazaty,
ze czynnikiem limitujgcym powstawanie utlenionej Ilub utlenowanej
oksydazy podczas reakcji zredukowanego enzymu z tlenem jest stezenie
tlenu. Przy duzym i gwaltownym dostepie tlenu powstaje gtéwnie
utlenowany enzym, przy niewielkim stezeniu utleniony. Lemberg
i Culler (56) obserwowali utlenianie wiecej niz dwéch cytochroméw c
(w przeliczeniu na mol hemu) przez utlenowang oksydaze cytochromowa,
co ttumaczg wiekszg jej aktywnoscig w poréwnaniu z enzymem utlenio-
nym, spowodowang by¢ moze jej konformacja. Utlenowany enzym jest nie-
trwaty i samorzutnie (okoto 20min.) przechodzi w utleniony. Utlenowana
oksydaza nie jest potgczeniem analogicznym do oksyhemoglobiny (8), lecz
jej budowa nie jest znana. MiedZ prawdopodobnie wystepuje tu w postaci
utlenionej, nie obserwowano bowiem zmian w wielkosSci absorpcji przypi-
sywanej miedzi w 830nm (32, 54). Widmo rezonansu paramagnetycznego
elektronéw byto takie samo jak enzymu utlenionego (6, 110). Charaktery-
zuje sie obecnoscig maksimum w 603nm i przesunieciem prazka Soreta
do 428nm (Rys. 1) (18, 75). W obecnosci dwutionianu sodu ulega redukcji
szybko i tatwo i w przeciwienstwie do utlenionej oksydazy reakcja ta jest
jednofazowa (19, 20, 53), nie jest natomiast redukowana przez NADH
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i metasiarczan fenazyny (100). Poczatkowe sugestie, ze utlenowany enzym
moze mie¢ budowe podobng do nadtlenu oparte byly na obserwacji pow-
stawania tej formy w obecnosci 50jiM H2 2 (35, 51). Kataliza zapobiega
powstawaniu utlenowanej oksydazy, a dodana powoduje jej rozkitad (50).
Jednakze dalsze badania wykluczyty te hipoteze (53). Zwraca uwage podo-
bienstwo utlenowanej oksydazy do zwigzku 11l peroksydazy chrzanu, ale
budowa rowniez tego zwigzku jest niewyjasniona (123, 124). Utlenowana
oksydaza mogtaby by¢ mieszaning Fe2+, Fe3+, Cu2+, zawiera¢ zelazo na
wyzszym stopniu utlenienia, zawiera¢ konformacyjnie zmienione biatko
w otoczeniu ukitadu hemowego. Nie wyklucza sie réwniez zmian stanu
oksydoredukcyjnego grup na biatku innych niz zelazo i miedz, a wptywa-
jacych na widmo enzymu.

V1. Konformacja oksydazy cytochromowej

Z badan nad cytochromem c i innymi hemoproteidami wiemy, ze geo-
metryczna relacja grupy prostetycznej i apoenzymu zalezy od stanu war-
tosciowosci zelaza hemowego, od interakcji miedzy ukladami hemowymi
oraz od zmian konformacyjnych (21, 59, 61, 63, 121). Analiza widm dys-
persji rotacji optycznej (ORD) wykazata zmiany symetrii grupy proste-
tycznej cytochromu c zwigzane z procesem oksydoredukcji. Budowa prze-
strzenna utlenionego i zredukowanego cytochromu jest rézna, a nawet pod-
czas oksydoredukcji nastepuja zmiany w ligandach dotgczonych do zelaza.

Badaniem konformacji oksydazy cytochromowej zajmowali sie
Schellman, King, Myer (62, 83), Urry i wsp. (104). Szczeg6lnie
interesujgca wydaje sie obserwacja, (104), ze uktady hemowe w utlenionej
oksydazie sg odlegte od siebie o 10— 15 A, podczas gdy w formie zredu-
kowanej moga by¢ strukturalnie zblizone (Schemat 2).

2+ 3+ +

Cu Hem — Fe Cu
i

i . 2+
Biatko Biatko --—- Hem - Fe

. J. ., 2+
Biat ko Biatko --—- Hem - Fe
2+ 3+ +
Cu Hem - Fe Cu
Oksydaza utleniona Oksydaza zredukowana

Schemat 2. Utleniona i zredukowana oksydaza cytochromowa (wg 104)
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Strukturalne zblizenie moze by¢ potrzebne do transportu elektronéw
przez uktad oksydazy. Reagujgca czasteczka tlenu mogtaby dyfundowaé do
okreslonego miejsca na enzymie, gdzie dwa uklady hemowe i dwa atomy
miedzi przenosza cztery elektrony jednoczes$nie, lub w bardzo gwattownej
reakcji kaskadowej. Podczas utleniania czasteczka mogtaby sie otwierad
i jon oksylowy reagujac z protonami wytwarza¢ wode dyfundujaca na
zewnatrz. Ostatnio (64), sugeruje sie jednak brak zblizenia strukturalnego
miedzy ukiadami hemowymi réwniez w formie zredukowanej enzymu, co
podwaza te hipoteze.

Analiza widm dichroizmu kotowego wykazata wysoki stopien symetrii
otoczenia ukitadu hemowego, charakteryzujacy zredukowany enzym w
przeciwienstwie do utlenionego. Przypuszcza sie, ze zmianom wartoscio-
wosci zelaza towarzysza zmiany innych czynnikéw determinujacych sy-
metrie, jak wymiana miedzy biatkiem a grupag prostetycznag, rodzaj grup
dotgczonych w pozycji 5i 6 zelaza oraz konfiguracja samej grupy proste-
tycznej. Na te ostatnig duzy wptyw ma rodzaj detergentu zastosowanego
do izolowania enzymu oraz przechowywanie preparatu. W czesci biatkowej
enzymu przyjmuje sie obecnos¢ formy spiralnej oraz struktury P (64, 101).
Obserwuje sie tu réznice miedzy utleniong a zredukowang oksydaza. W
utlenionym enzymie forma spiralna stanowi 39°/o, a w zredukowanym
44°/0. Dotgczenie inhibitorow, jak tlenek wegla lub cyjanek réwniez powo-
duje zmiany w organizacji tancucha polipeptydowego. Zmiany konfor-
macji grupy prostetycznej dotyczg gtdwnie zredukowanej oksydazy, utle-
niona jest wzglednie stabilna. Co moze by¢ zatem czynnikiem powoduja-
cym zmienng pozycje prazka Soreta w widmie absorpcyjnym utlenionego
enzymu, obserwowang przez wielu autoréw (20, 25, 36, 74, 125)? M uij -
sers i wsp. (67) odrézniaja co najmniej trzy formy utlenionego enzymu:
(a), z prazkiem Soreta w 424nm (stabilizowana przez tlen); (b), w 420nm
(trwata w nieobecnosci tlenu); (c), w 418nm (uznana przez Lemberga
i Kinga (44, 49) za normalna utleniong oksydaze). Autorzy uwazajg je
za konformacyjnie rdzne.

VIl. Uwagi korncowe

Oksydaza cytochromowa zajmuje unikalng pozycje jako enzym kon-
cowy w uktadzie przenoszacym elektrony w mitochondriach. Od wielu lat
w centrum zainteresowania biochemikéw lezy wzajemny stosunek budowy
enzymu do jego funkcji. Jednakze pomimo intensywnych badan nasze wia-
domosci sg fragmentaryczne. Jeden cytochrom czy dwa, stan molekularny
czgsteczki, funkcja lipidow i miedzi, mechanizm dziatania — wszystkie te
problemy oczekuja wyjasnienia. Rozwéj nowoczesnych metod fizykoche-
micznych w przypadku oksydazy cytochromowej jest warunkiem nie-
zbednym do dalszego postepu badan.
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Wewnatrzkomorkowe peptydazy tkanek
zwierzecych

Endocellular Peptidases of Animal
Tissues

The classification, methods of isolation, physico—chemical properties and biolo-
gical role of endocellular peptidases of animal tissue are described.

Enzymy proteolityczne wystepuja powszechnie w organizmach zwie-
rzecych, roslinnych i drobnoustrojach. Jedne z nich dziatajg na zewnatrz
komorki (peptydazy egzocellularne), inne czynne sg w jej wnetrzu (pep-
tydazy endocelularne). Celem niniejszego opracowania sg wytacznie we-
wnatrzkomoérkowe enzymy proteolityczne tkanek zwierzecych. Aktywnos¢
proteolityczng komorek i tkanek wykazal po raz pierwszy w 1904 r.
Hedin (58). Zesp6t tych enzymow znany jest obecnie pod nazwag katep-
syn. Po raz pierwszy terminem tym postuzyli sie w 1928 roku W ills-
tater i Bamann (158) dla kwasnych proteaz ekstrahowanych wodg
z réznych tkanek zwierzecych. W stosowaniu terminu katepsyny nie ma
peinej zgody. Jedni autorzy zaliczajg do nich wszystkie proteazy komorki,
inni rezerwujg to pojecie jedynie dla kwasnych wewnatrzkomorkowych
proteaz. Endocelularne peptydazy budzg duze zainteresowanie nie tylko
biochemikoéw, ale réwniez i wsrdod klinicystow ze wzgledu na ich funkcje
fizjologiczne i role w patologii wielu schorzen.

I. Podziat i nomenklatura

Z tkanek zwierzecych izolowano caly szereg réznych enzymow prote-
olitycznych i czynione byty préby ich klasyfikacji. Jeden z proponowanych
podziatdw oparty jest na podobienstwie specyficznosci peptydaz tkanko-
wych do enzymow trawiennych: pepsyny, trypsyny i chymotrypsyny (37).

* Lek. med., Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologiczno—Biochemiczny, Akademia
Medyczna, Biatystok
** Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologiczno—Biochemiczny, Akademia Me-

dyczna, Biatystok
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Podstawag innego podziatu sg réznice w optimach pH dziatania tych enzy-
moéw. Nie wydaje sie on by¢ najlepszym podziatem, gdyz optimum pH
okreslonego enzymu zalezy od uzytego substratu i skiadu buforu.

Rozktad syntetycznych oligopeptydéw przez wewnatrzkomoérkowe pro-
teazy stat sie podstawg nowego podziatu tych enzyméw (39).

Wedtug specyficznosci substratowej oznaczono katepsyny wielkimi
literami A, B i C (36, 42). Pézniej wyizolowano z tkanek katepsyny, ktore
nie hydrolizowatly syntetycznych substratéow rozkladanych przez katepsy-
ny A, B i C i te oznaczono literami D i E. Klasyfikacja ta nie zakonczyta
problemu. Gdy zaczeto studiowac¢ specyficznos$¢ katepsyn za pomoca poli-
peptydow (104), oksydowanego tancucha B insuliny (21, 77, 91, 92) i sub-
stratow biatkowych (94) nie osiggnieto wynikéw zgodnych, z uzyskanymi
na syntetycznych niskomolekularnych substratach.

Od 1961 roku przyjety powszechnie jest podziat enzymoéw, opracowany
przez Komisje Enzymoéw Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (25). We-
diug tego podziatlu peptydazy naleza do trzeciej klasy enzymoéw. Sposréd
wyréznionych w tej klasie podklas, czwarta obejmuje enzymy proteoli-
tyczne. W skiad jej wchodza nastepujgce podpodklasy: hydrolazy a-amino-
acylopeptydowe (EC 3.4.1) czyli aminopeptydazy, hydrolazy peptydylo-
aminokwaséw (EC 3.4.2) bedace karboksypeptydazami, hydrolazy dwupep-
tydow (EC 3.4.2) i hydrolazy peptydylo-peptydéw (EC 3.4.4). Trzy pierwsze
podpodklasy obejmujg egzopeptydazy, czwarta za$ endopeptydazy. Spo-
$rod endocelularnych proteaz opatrzonych terminem katepsyn tylko ka-
tepsyna A nalezy do egzopeptydaz. Natomiast pozostate katepsyny B, C,
D i E sg endopeptydazami. Niektére z katepsyn posiadaja numery klasy-
fikacyjne (katepsyna C — EC 3.4.4.9; katepsyna D — EC 3.4.4.23).

W tablicy 1podano podziat endocelularnych peptydaz.

Il. Metody pomiaru aktywnosci endocelularnych peptydaz

Aktywnos¢ endocelularnych peptydaz oznacza sie w homogenacie tkan-
kowym, w izolowanej frakcji lizosomalnej otrzymanej metoda ultrawiro-
wania i w réznych ptynach biologicznych. Celem catkowitego uwolnienia
enzymow z lizosomow homogenat traktuje sie detergentami, np. Tritonem
X— 100, woda destylowang albo zamraza i odmraza kilkakrotnie.

Do wyznaczania optiméw pH tkankowych proteaz uzywa sie najczesciej
zdenaturowanej hemoglobiny w buforze uniwersalnym Brittona i Robin-
sona. Niektére z endocelularnych proteaz wymagaja udzialu aktywatoréw
lub stabilizatoréow. Do oznaczania aktywnosci katepsyn o sulfhydrylowych
centrach aktywnych dodaje sie mieszaniny aktywujacej, ztozonej z akty-
watora grupy -SH (np. cysteiny) i zwigzku chelatujgcego metale ciezkie
(np. EDTA). Istotnym przy pomiarze aktywnosci proteaz tkankowych jest
dobdér odpowiedniego substratu. Dotyczy on szczegdélnie pomiaréw akty-

8 Postepy Biochemii
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wnosci enzymow w materiale biologicznym zawierajagcym mieszanine pro-
teaz o réznej specyficznosci substratowej i w réznych stosunkach iloscio-
wych.

Najczesciej uzywanymi substratami sg hemoglobina (4, 10) lub kazeina
(24, 71), ale wydaje sie, ze najlepszym substratem sg naturalne biatka
cytoplazmatyczne. Przy uzyciu substratow biatkowych oznacza sie gtéwnie
katepsyne D. Produkty trawienia biatka mierzy sie woéwczas przyrostem
uwalnianej tyrozyny kwasorozpuszczalnej metodg kolorymetryczng (4, 95)
lub spektrofotometrycznie przez pomiar absorpcji przy 280nm (87, 110).

Czesto do badania aktywnosci proteolitycznej proteaz uzywa sie syn-
tetycznych substratéw, jak: peptydy, amidy, estry lub anilidy. Uzywajac
jako substratu peptydéw, aktywnos¢ katepsynowa ocenia sie metoda nin-
hydrynowa (51, 132). Rozkiad amiddéw przez proteazy endocelularne pro-
wadzi do uwolnienia amoniaku, ktéry oznacza sie w oparciu o metode
Conwaya (49, 72) lub za pomoca odczynnika Nesslera (130). Aktywnos¢
esterolityczng katepsyn $ledzi sie metodg miareczkowa (49) lub potencjo-
metrycznie (146). Przy stosowaniu syntetycznych chromogennych substra-
téw, aktywnos$¢ proteolityczng okresla sie kolorymetrycznie przez pomiar
natezenia barwy produktow reakcji (26).

Aktywnos¢ transpeptydazowag oznacza sie przy uzyciu jako substratow
estrow lub amidoéw aminokwasoéw i hydroksyloaminy (72, 105).

Szczegbétowe omowienie metod oznaczania aktywnosci enzymow prote-
olitycznych znajduje sie w szeregu publikacjach (12, 64, 107, 160).

I1l. Wystepowanie

Endocelularne proteazy moga by¢ uwazane za skiadniki wszystkich
tkanek zwierzecych. Wystepuja one w réznych narzadach i tkankach: ner-
kach, watrobie, Sledzionie, ptucach, mézgu (3, 8, 15, 88), a takze w leuko-
cytach (84), erytrocytach (106), ptytkach krwi (14) oraz w ptynach ustro-
jowych: surowicy krwi (65), ptynie mézgowo-rdzeniowym (56), soku zotad-
kowym (144) i moczu (85). Przypuszcza sie, ze katepsyny wystepujgce w
ptynach biologicznych pochodza z rozpadajgcych sie komérek na skutek
ich fizjologicznego zuzycia sie.

Katepsyny zlokalizowane sg gtéwnie w lizosomach komérkowych obok
innych enzyméw hydrolitycznych o kwasnych optimach pH (18), co uwi-
dacznia tablica 2.

Obecnos$¢ tych enzymoéw wykazano takze we frakcji jadrowej (43,
118), mitochondrialnej (124) i mikrosomalnej (152, 159). Ich wystepowanie
w tych podfrakcjach komérkowych spowodowane moze byé tym, ze sedy-
mentujg one czesciowo z lizosomami w czasie r6znicowego wirowania i za-
nieczyszczajag je (109).
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Tablica 2.

Aktywno$¢ wiasciwa peptydaz lizosomalnych watroby szczura (132)

m/iM roztozonego substratu/min/mg biatka

Enzym
Homogenat watroby Lizosomy watroby
Katepsyna A 15 120
Katepsyna B 4 30
Katepsyna C 50 700— 1000
Katepsyna D 20 200 — 340
Dwupeptydaza 230 040

tyrozyl-glicynowa

Tablica 3.
Aktywnos¢ proteolityczna niektérych tkanek szczura (109)
% aktywnosci
Tkanka .
Katepsyna B Katepsyna D Neutralne Leucynoamino-
proteazy peptydaza
Nerka* 100 100 100 100
Watroba 26 55 15 1
Trzustka 0 oa 26 9
Szpik 0 7 15 4

*Aktywno$¢ tkanki nerkowej przyjeto za 100%

Aktywnos¢ wewnagtrzkomoérkowych peptydaz jest rézna w réznych
tkankach (tablica 3).

Nalezy nadmieni¢, ze aktywno$¢ mierzona in vitro na syntetycznych
substratach nie musi by¢ zgodna z aktywno$cig proteaz w zywych tkan-
kach. Niska aktywno$¢ proteolityczna miesni, mozgu, erytrocytéw w po-
réwnaniu z wysokg aktywnoscig watroby, nerki, Sledziony moze by¢ spo-
wodowana tym, ze katepsyny roznych tkanek wykazuja rézng specyficz-
nos$¢ substratowg. Z tego wzgledu wyniki badan uzyskane in vitro na
wyodrebnionych katepsynach moga nie odpowiada¢ procesom zachodza-
cym w organizmie. Duza aktywnos¢ proteolityczna S$ledziony wigze sie
z likwidacja erytrocytéw, rozpadajacych sie w tym narzadzie (54).

IV. Charakterystyka wewnagtrzkomoérkowych peptydaz

1. Katepsyna A

Katepsyna A jest zdefiniowana jako wewnatrzkomdrkowa proteaza
rozszczepiajagca syntetyczny substrat karbobenzoksy-L-glutamyl-L-tyrozy-

8
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ne (Cbo-L-Glu-L-Tyr), ktérego uzywa sie do oznaczania aktywnosci tego
enzymu (37, 140). W miejscu tyrozyny moze by¢ takze fenyloalanina (67).
W karbobenzoksy-L-glutamyl-L-tyrozyl-glicynie enzym ten rozrywa wig-
zanie glutamyl-tyrozynowe (96). Specyficzno$¢ oczyszczonych preparatow
katepsyny A z réznych tkanek wykazuje réznice w dziataniu na syntetycz-
ne substraty i pod wzgledem wrazliwosci na aktywatory i inhibitory (67).
| odice i wsp. (67) opracowali metode izolacji i oczyszczania katep-
syny A z miesni kurczat. Metoda ta polega na ekstrakcji enzymu za pomo-
ca 2% KC1, wytrgcaniu w punkcie izoelektrycznym, ogrzewaniu i trakto-
waniu siarczanem amonu oraz na chromatografii na DEAE— Sephadexie.
Takie postepowanie pozwolito na oddzielenie katepsyny A od D.
Logunov i Orekhovich (97) izolowali katepsyne A z wolowej
Sledziony. Zastosowanie przez tych autorow frakcjonowania etanolem,
chromatografii na SE— Sephadexie i filtracji zelowej na Sephadexie
G— 200 pozwolito na uzyskanie wysokooczyszczonego preparatu.
Katepsyna A izolowana z miesnia jest bardziej stabilna niz z watroby
czy Sledziony. Nieznane sg aktywatory tego enzymu. Katepsyna A i karbo-
ksypeptydaza maja bardzo podobng specyficzno$é substratowa, ale ta dru-
ga jest aktywowana grupami -SH, a katepsyna A nie (37, 51). Optimum
pH katepsyny A wynosi 50—54. Nie hydrolizuje ona hemoglobiny, mio-
globiny i albuminy surowicy (67), natomiast dziata na glukagon (66).

2. Katepsyna B

Specyficznym substratem uzywanym do oznaczania aktywnos$ci katep-
syny B jest nitroanilid benzoil-L-argininy (26). Enzym dziata po aktywacji
cysteing i EDTA. Rozktada réwniez amid benzoil-L-argininy (113, 132).
Wynika z tego, ze specyficznos¢ katepsyny B podobna jest do trypsyny.
Nie rozkiada ona jednak amidu L-argininy i estru etylowego L-argininy
(49), co wskazuje na bardziej ograniczone dziatanie katepsyny B. Nieoczy-
szczony preparat z wieprzowych nerek (52) rozktada zelatyne i P-lakto-
globuling w pH 5,0, w obecnosci cysteiny. W badaniach nad specyficznos-
cig omawianego enzymu uzywano takze, jako substratu, oksydowany tan-
cuch B insuliny. Wykazano (79), ze katepsyna B i papaina w wiekszosci
rozszczepiaja te same wigzania peptydowe, ale czesto z réznicami iloscio-
wymi.

Katepsyna B byta wyizolowana i czesciowo oczyszczona ze Sledziony
wotowej (49). Preparatyka polegata na wytrgceniu siarczanem amonu,
chromatografii na Amberlicie IRC—50 oraz precypitacji etanolem i solami
rteci. Otrzymano enzym okoto 150—200 razy oczyszczony w poréwnaniu
z materiatem wyjsciowym, a wydajnos¢ metody wynosita 8%. W innej
metodzie otrzymano katepsyne B z acetonowego proszku z frakcji lizoso-
malno— mitochondrialnej cielecej watroby (135). Preparat byt oczyszczony
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rowniez okoto 200 razy. Jego ciezar czgsteczkowy oznaczono za pomoca
saczenia molekularnego — wynosit 25 000— 30 000.

Stwierdzono, ze aktywnos$¢ katepsyny B przy ogrzaniu do temperatury
52°C w ciggu 30 min., spada o 50°/0 (52). Katepsyna B jest enzymem sulf-
hydrylowym, do ktérych naleza réwniez roslinne proteazy papaina, ficy-
na i bromelina. Sekwencja aminokwaséw miejsca aktywnego tych en-
zymow wykazuje duze podobienstwo (146). Aktywatorami katepsyny B
jest cysteina, glutation, (3-merkaptoetylamina, 2,3-dwumerkaptopropra-
nolol, fi-merkaptoetanol. Poznanymi inhibitorami sg 0,00lIM jodoacetamid,
p-chlororteciobenzoesan (0,0001M). Fenylohydrazyna i hydroksyloamina
wykazujg takze wiasciwosci inhibicyjne w stosunku do katepsyny B, cho-
ciaz inhibicja ta jest znoszona przez cysteine a dwuizopropylofluorofosfo-
ran (DFP), dwunitrofenol i sojowy inhibitor trypsyny nie inhibujg tego
enzymu. Aktywnos$¢é katepsyny B w ekstrakcie watroby nie jest propor-
cjonalna do ilosci enzymu (30, 109), co mogtoby wskazywac¢ na obecnos¢
inhibitora w tym ekstrakcie. Katepsyny B wystepuja w réznych formach
molekularnych (112). Sposréd nich stosunkowo dobrze poznane sg formy
molekularne katepsyny Bl (33).

3 Katepsyna C

Katepsyna C byta badana intensywnie przez Plant e i wsp. (119,
120). Enzym ten w pH 5,0 hydrolizuje estry i amidy dwupeptydéw a w
pH 7—8 z amidoéw i estrow tworzy oligopeptydy (38, 73). W zwiazku z tym
katepsyna C uwazana jest za dwupeptydylo aminopeptydaze (104), a inni
autorzy okreslaja ja jako dwupeptydylo-transferaze (105). Substratem po-
lecanym do oznaczania aktywnosci katepsyny C jest P-naftylamid glicyl-L-
argininy (104). Oczyszczony preparat katepsyny C nie dziata na biatka
(117).

Preparaty katepsyny C uzyskane zostaty z wotowej $Sledziony (20, 140)
droga frakcjonowania siarczanem amonu, dziataniem podwyzszonej tem-
peratury i precypitacjg etanolem lub acetonem w obecnosci soli cynku.
W innej metodzie oczyszczania tego enzymu ze $ledziony (105) biatka
ekstrahowano roztworem kwasu siarkowego, precypitowano nastepnie
siarczanem amonu i w podwyzszonej temperaturze oraz chromatografowa-
no na Sephadexie G— 200, DEAE—celulozie i CM—celulozie. Uzyskano en-
zym oczyszczony okoto 90 razy. Wyznaczony za pomocg ultrawirowania
ciezar czasteczkowy katepsyny C wynosi 200 000— 210 000. Ciezar czastecz-
kowy katepsyny C z watroby jest takze tego samego rzedu (104).

Przypuszcza sie, ze katepsyna C zbudowana jest z podjednostek (104),
a na czasteczke przypada 8 grup -SH (105). Jest ona biatkiem kwasnym,
ktorego punkt izoelektryczny lezy w pH 54. W stanie nieoczyszczonym w
Srodowisku kwasnym przy pH 35 w temperaturze 65°C jest stabilna, na-
tomiast oczyszczony enzym w tych samych warunkach jest termolabilny.
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W 2M moczniku traci ona 65°/0 swojej aktywnosci (60). Aktywatorami
katepsyny C jest cysteina, (3-merkaptoetylamina, 2,3-dwumerkaptopro-
panol,,kwas tioglikolowy, cyjanki oraz aniony chlorkowe (46, 104), nato-
miast p-chlororteciobenzoesan, jodooctan i formaldehyd catkowicie jg in-
hibuja. Omawiana wewnatrzkomoérkowa peptydaza degraduje angiotenzy-
ne Il, ACTH, glukagon, sekretyne i oksydowany tancuch B insuliny (102,
104) odszczepiajac z tych peptydéw kolejno fragmenty dwupeptydowe od
N-konica. Katepsyna C dziata na amidy i estry dwupeptydéw z wolng gru-
pa a-aminowa (lub a-iminowa) w pozycji N-terminalnej (40, 68, 119). Cha-
rakter N-korncowego aminokwasu nie jest obojetny, gdyz enzym wykazuje
aktywnos¢ jedynie w przypadku obecnosci glicyny, L-alaniny, L-seryny
na N-koncu. Maskowanie grupy aminowej kornicowego aminokwasu czyni
substrat niepodatnym na dziatanie katepsyny C (68, 151). Natomiast obec-
nos¢ na C-koricu aminokwaséw hydrofobowych (tryptofan, tyrozyna, feny-
loalanina lub leucyna) czyni substrat bardziej podatnym na jej dziatanie.

4. Katepsyna D

Znanych jest szereg metod izolowania katepsyny D z r6znych organdw:
z wotowej $ledziony (78, 122), z kroliczej Sledziony i watroby (92) i miesni
kury (67). Katepsyna D izolowana byta rdéwniez z lizosomoéw watroby
szczura (157). Po rozbiciu lizosoméw woda destylowana frakcjonowano
biatka lizosomalne na Sephadexie G— 75 i CM— Sephadexie.

Katepsyna D $ledziony wotowej wystepuje w co najmniej 10 réznych
formach molekularnych (122). Cztery rézne frakcje: a, P, y i 8 byty izolo-
wane wstepnie na DEAE—celulozie. Kazda z tych frakcji, chromatografo-
wana na CM—celulozie okazata sie ztozona: a z 2 form, P z 3 form, y z 2
form i 5z 3 lub wiecej form. Preparat izolowany ze Sledziony wotowej po-
siada jako N-konncowy aminokwas glicyne (78, 81). Katepsyna D dziata na
syntetyczny substrat Gli-Fen-Leu-Gli-Fen.

Aktywnos$¢ katepsyny D oznaczana jest przy uzyciu zdenaturowanej
mocznikiem hemoglobiny (4) lub kazeiny (103). Optimum pH przy roz-
kiadzie hemoglobiny, zdenaturowanej kwasem solnym wynosi 2,8— 3,0 na-
tomiast przy hemoglobinie zdenaturowanej mocznikim — 3,8 (10, 67). Cie-
zar czasteczkowy tego enzymu wyizolowanego z watroby krélika, oznaczo-
ny na Sephadexie G— 100, wynosi 50 000— 52 000 (10), a z watroby szczu-
ra— 50 000— 60 000 (157). Nalezy nadmienié, ze istniejga znaczne réznice
w masie czgsteczkowej tego enzymu w zaleznosci od pochodzenia tkanko-
wego (11). Katepsyna D nie jest inhibowana metalami ciezkimi, odczynni-
kami blokujagcymi grupy -SH i inhibitorami proteaz serynowych. Inhibujg
ja natomiast N’-dwunitrofenylo-N-dwuazoacetylo-etylendwuamina (DDE)
(157). Do swojej aktywnosci katepsyna D wymaga obecnosci jonéw wap-
nia i magnezu. Specyficznos$¢ substratowg katepsyny D badano na oksydo-
wanym taricuchu B insuliny (22, 122). Wykazuje ona podobienstwo do pep-
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syny, ale zakres dziatania katepsyny D jest bardziej ograniczony. Badano
takze specyficznos¢ tej proteazy za pomocg heksapeptydu Gli-Fen-Leu-
Gli-Fen-Leu (74). Wykazano, ze katepsyna D rézni sie specyficznoscia sub-
stratowa od pepsyny. Rozrywa ona mianowicie w heksapeptydzie wigza-
nie miedzy aminokwasem drugim i trzecim, pepsyna natomiast dziata takze
na wigzanie miedzy aminokwasem trzecim i czwartym, a takze pigtym
i sz6stym. Heksapeptyd zbudowany z D-aminokwaséw nie jest hydrolizo-
wany a nawet hamuje kompetycyjnie enzym. Cyklizacja peptydu ztozone-
go z L-aminokwaséw czyni go niewrazliwym na dziatanie katepsyny D
i pepsyny, ale nie wykazuje on dziatania hamujacego na te enzymy.

5. Katepsyna E

Lapresle i Webb (93) wyizolowali ze szpiku kostnego krélika
enzym, ktory nazwali katepsyng E. Rozklada ona albumine surowicy, kto-
ra uzywana jest jako substrat do oznaczania jej aktywnosci, przy czym
optimum pH wynosi 2,5 (93).

Aktywnos$¢ tego enzymu oznacza sie takze na hemoglobinie denaturo-
wanej kwasem solnym. Optimum pH katepsyny E przy rozkiadzie hemo-
globiny zdenaturowanej mocznikiem wynosi 3,5, a przy hemoglobinie zde-
naturowanej kwasem solnym 25 (80). Cysteina nie zwieksza aktywnosci
tego enzymu w pH 25, natomiast obserwuje sie wzrost aktywnosci w pH
3,5—45.

Ogrzewanie do temperatury 60°C powoduje spadek aktywnosci enzy-
mu o 80°/0, natomiast ogrzewanie do temperatury 80°C inaktywuje catko-
wicie enzym.

Katepsyna E nie jest inhibowana ani jodooctanem, ani DFP, natomiast
hamuje ja dwuazoacetyl-norleucyl-metylester (DANME) (80). Specyficz-
nos¢ tej proteazy jest niejasna. Nie rozklada ona zadnych syntetycznych
substratéw rozszczepianych przez katepsyne A, B lub C. Z badan nad spe-
cyficznoscig tego enzymu prowadzonych na oksydowanym taricuchu B in-
suliny wynika znaczne podobiennstwo do katepsyny D (91), co przedsta-
wiono na rysunku 1

Katepsyna BL(L10) I I o o P
katepsyna B(75) | [ | 1 T T T
papaina (75) | [

12 3 4 5 6 7 89 101 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

NH NH SO H SCLH
| 13 173

H2N-Fen-Wal-Asp-Glu-His-Leu-Cys-Gli-Ser-His-Leu-Wal-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Wal-Cys-G(i-Glu-Arg-Gli-Fen-Fen-Tyr-Tre-Pro-Liz-Ala-COOH
pepsyna (117) f + i i A A A f i 1
katepsyna D(117) { b |}
katepsyna E(87) f i [ { f

Rys. 1. Specyficzno$¢ katepsyn badana na oksydowanym tancuchu B insuliny.
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6. Inne wewngatrzkomoérkowe peptydazy

Z poznanych aminopeptydaz najpowszechniej w tkankach zwierzecych
wystepuje leucynoaminopeptydaza (48). Homogenng leucynoaminopepty-
daze wyizolowano z nerek wieprza (63). Ciezar czgsteczkowy tego enzymu
wynosi okoto 300 000. Takg samag mase czasteczkowg podali juz przedtem
Smith i Spackman (134). Peptydaza ta rozszczepia rézne peptydy
i amidy aminokwasow, ale z r6zng szybkoscig. Najczesciej uzywanym syn-
tetycznym substratem do oznaczania jej aktywnosci jest amid L-leucyny
lub leucyl-P-naftyloamid (48). Przy rozktadzie peptyddéw i amidéw wymaga
ten enzym w kazdym przypadku wolnej grupy -NH2 N-koncowym ami-
nokwasem moze by¢ obok leucyny réwniez fenyloalanina, tyrozyna, his-
tydyna lub tryptofan. Leucynoaminoeptydaza wymaga do swojej akty-
wnosci jonéw metali, ktére biorg udziat w tworzeniu kompleksu enzym—
substrat za pomoca wigzan chelatowych. Wykazano, ze peptydaza ta za-
wiera cynk, ktéry czesciowo moze by¢ zastgpiony manganem (62). Na cza-
steczke tego enzymu przypada 1 atom cynku (61). Znajduje sie on w ak-
tywnym miejscu lub w jego poblizu.

W S$ledzionie wykazano aktywnos$¢ karboksypeptydazowag o optimum
pH 3—4, inhibowang jodooctanem (37, 49). Nie otrzymano jednak wysoko-
oczyszczonego preparatu tego enzymu. Karboksypetydaza hydrolizuje te
same substraty co katepsyna A, np. N-benzylokarboksyl-L-glutamyl-L-ty-
rozyne, ale ta ostatnia hydrolizuje wymienione substraty w pH 55 i bez
udziatu grup -SH. Wykazano takze podobiennstwo omawianego enzymu do
karboksypetydazy z trzustki (51).

Z nerek wotu wyizolowano enzym, ktéry nazwano karboksykatepsyna
(111). Hydrolizuje ona syntetyczne substraty w obojetnym pH, np. ben-
zoil-glicyl-L-fenyloalanyl-L-proline w pH 7,0—7,3. Karboksykatepsyna jest
biatkiem o punkcie izoelektrycznym réwnym 4. Wymaga do swej aktyw-
nosci wolnej koncowej grupy karboksylowej w substracie. Substraty biat-
kowe takie, jak: zdenaturowana hemoglobina, ludzka albumina, surowica,
tannicuch B wotowej globiny czy oksydowany tancuch B insuliny nie sa
przez nig rozszczepiane.

Obok peptydaz kwasnych wykryto w wielu tkankach rézne peptydazy
obojetnym i zasadowym pH. Wystepuja one miedzy innymi w leukocy-
tach (17, 123), tarczycy (69), skorze (32), watrobie (47, 150), mieSniach (98)
i mézgu (150). Paik i Lee (115) wyizolowali z nerek oraz innych na-
rzadow peptydazy hydrolizujgce w pH 8—9 specyficzne biatka zasadowe
protaminy i histony, podczas gdy albuminy i hemoglobina nie jest w ogdle
rozktadana przez te enzymy. Wiele uwagi poswieca sie rowniez dwupepty-
dazom (117, 143) i tréjpeptydazom (83, 117) izolowanym z réznych tkanek
i narzadow.
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V. Rola biologiczna

Powszechnie uwaza sig, ze podstawowag rolg endocelularnych proteaz
jest katabolizm biatek komoérkowych (11, 12, 38, 73, 142). Endocelularne
proteazy wspélnie z innymi enzymami hydrolitycznymi dokonujag lizy ko-
morek obumierajgcych, w wyniku ich fizjologicznego zuzycia sie. Ponadto
spetniajg istotng role w autolizie poSmiertnej organizméw. Rozkiad biatka
obumartych tkanek i narzadow do zwigzkdéw prostszych umozliwia przy-
swajanie ich przez inne organizmy, a tym samym powro0t azotu biatkowego
do obiegu w przyrodzie. W zywych tkankach natomiast biorg udziat
w utrzymaniu stanu dynamicznej rownowagi miedzy biatkami a produkta-
mi ich rozktadu. Metabolizm biatek w tkance charakteryzuje biologiczny
czas pottrwania (T/2) biatka (57). W tkankach gdzie czas poéttrwania biatka
jest krotki, obserwuje sie rowniez duza aktywnos$¢ proteaz. Poszczegélne
katepsyny rozszczepiaja wigzania peptydowe w roznym przedziale pH,
ktore zwykle rézni sie od pH fizjologicznego. Hydrolizujg one takze wig-
zania estrowe i amidowe roznych zwiazkéw chemicznych wystepujacych
w ustroju. Enzymy te w swojej czynnosci nawzajem sie uzupetniajg. We-
dtug I odice iwsp. (67) mieszanina katepsyny A i D wykazuje dwa razy
wiekszg aktywnos$¢ niz wynosi suma aktywnosci tych enzymoéw, badana
oddzielnie. Katepsyna D ma przygotowywac substrat dla drugiego enzy-
mu, czyli katepsyny A. Wykazano réwniez podobne wspoétdziatanie ka-
tepsyny A i C oraz B i D (3). Wyniki tych badarn pozwalajg wysungé przy-
puszczenie, ze biatka hydrolizowane sg najpierw przez katepsyny D i E.
W rezultacie powstaja peptydy obok nieroztozonych jeszcze biatek, na
ktore dziatajg katepsyny A i B. Dalej rozpad peptydow prowadzi katepsy-
na C i szereg egzopeptydaz o réznej specyficznosci (rysunek 2).

Katepsyna C,
Katepsyna 0,E "Katepsyna A,B egzopeptydazy

Y7 Y p—— AP E P T Y D Y e A A ceeeeeeeee 3 AMINOKWASY

Rys. 2. Wieloetapowa hydroliza biatek dokonywana przez endocelularne peptydazy.

Endocelularne proteazy moga rozktadac¢ takze biatka ztozone. Wykaza-
no ich udziat przy uwalnianiu glikoproteidow z tkanki chrzestnej (2, 90),
zwiaszcza w chorobach degeneracyjnych (3). Atakujg one gtéwnie biatka
rozpuszczalne cytoplazmy, a w mniejszym stopniu biatka strukturalne ko-
morki. U nizszych zwierzat katepsyny majg przede wszystkim charakter
enzymow trawiennych. Organizmy te nie wytwarzaja sokéw trawiennych
a wchtaniajg pokarm przez fagocytoze i trawig go wewnatrzkomdrkowo.

Istotng role odgrywaja lizosomalne hydrolazy krwinek biatych, zwtasz-
cza granulocytéw obojetnochtonnych w trawieniu bakterii wchionietych
w procesie fagocytozy i pinocytozy (7, 59, 136).
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Interesujace sg badania udziatu katepsyn w degeneracji ogona kijanki
(71, 153). Podczas metamorfozy ptazéw zachodzi znaczna przebudowa tka-
nek, zwigzana z niszczeniem licznych komérek spowodowanych dziataniem
enzymoéw lizosomalnych. Wraz z postepujacym zanikiem ogona narasta
progresywnie stezenia katepsyn.

Juz sam fakt, ze omawiane enzymy rozszczepiajg biatko komorkowe
wskazuje na konieczno$¢ dobrej regulacji ich aktywnosci, a jakiekolwiek
zaburzenia tej regulacji uszkadzajg w konsekwencji metabolizm komorki.
Enzymy proteolityczne wystepujg czesto w formie proenzymow, ktére sa
aktywowane za pomocag aktywatoréw. Wykazano istnienie (31) nieaktyw-
nego prekursora katepsyny D, aktywujgcego sie w pH 3,0. Szczeg6lnie ma-
to znane sg naturalne inhibitory tych enzymoéw. Dotad wykazano tylko in-
hibitor katepsyny B, ktéry wystepuje w cytoplazmie komoérki watrobo-
wej (30).

Na aktywnos$¢ enzymow proteolitycznych ma wptyw konformacja cza-
steczki enzymu. Wiadomym jest, ze globularne biatka wykazujg wiele
réznych form konformacyjnych, ktére sg nawzajem w dynamicznej réw-
nowadze (100). Rbwnowage te mozna przesuwac przez zmiane Srodowiska.
Przy tym dochodzi w konsekwencji do zmiany szybkosci rozszczepienia
substratéw biatkowych. Natywne biatka i peptydy sag stabo trawione przez
proteazy, natomiast denaturacja czyni je bardziej podatnymi na proteo-
lize (119).

Stwierdzono (9) uwalnianie ninhydryno— pozytywnych zwigzkéw che-
micznych (gtéwnie aminokwaséw) z ekstraktu mitochondriow szczura
w czasie inkubacji. Dodanie ogrzewanego ekstraktu mitochondridow zwiek-
sza szybko$¢ pojawiania sie i ilos¢ tych zwigzkéw. Ogrzewany ekstrakt
jest dobrym substratem dla proteaz obecnych w ekstrakcie nieogrzewa-
nym. Znany jest fakt, ze obecnos¢ kwasow ttuszczowych zwieksza opornosc¢
niektérych biatek na proteolize. Wykazano, ze wolne kwasy ttuszczowe
chronig takze mitochondria przed proteolizg (13, 133). Zmiana konformacji
enzymow mitochondrialnych doprowadza do rozkojarzenia oksydacyjnej
fosforylacji i czyni enzymy bardziej podatnymi na dziatanie proteaz (154,
155).

Nalezy réwniez podkresli¢, ze na poziom endocelularnych proteaz wy-
wieraja wptyw niektére hormony. Przy niskich poziomach gonadotropin
przysadkowych, np. w zaawansowanej cigzy obserwuje sie niskie wartosci
katepsyn, a podwyzszony poziom tych hormonéw idzie w parze z wysoka
ich zawartoscia (125). Tyroksyna ma réwniez zwieksza¢ poziom katepsyn
(101), podobnie jak kortyzon (89).

Katepsyny w srodowisku kwasnym katalizujg rozpad wigzan peptydo-
wych biatek, a w Ssrodowisku bliskim obojetnego katalizujg reakcje trans-
peptydacji i transamidacji (34, 35). Przy reakcjach transpeptydacyjnych
katepsyny sa specyficzne wzgledem donora i akceptora acylu (41, 108).
Stwierdzono, ze czeSciowo oczyszczony preparat katepsyny C katalizuje
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przy pH 7,5 polimeryzacje amidu glicyl-L-fenyloalaniny, dajaca w osta-
tecznosci stabo rozpuszczalny polipeptyd zawierajacy przecietnie 4 jed-
nostki glicyl-L-fenyloalaninowe (73). Podobnie polimeryzacja amidu L-ala-
nyl-L-fenylalaniny prowadzi do powstania heksapeptydu, a z amidu gli-
cyl-L-tyrozyny powstaje polipeptyd ztozony przecietnie z dziesieciu reszt
aminokwasowych (38).

Katepsyna B réwniez katalizuje reakcje transpeptydacji, ale gorzej
niz katepsyna C lub papaina (23, 41). Enzymatyczna synteza wigzan pepty-
dowych jest procesem endoergicznym, wymagajacym dostarczenia energii
w formie wysokoenergetycznych wigzan ATP. W badaniach in vitro wy-
kazano, ze przy 0,1 M stezeniu aminokwaséw w mieszaninie reakcyjnej,
katepsyny zamieniajg na peptydy okoto 4—5% aminokwasow, ale tak
wysokie stezenie aminokwaséw w tkankach nie jest spotykane. Stwierdzo-
no mianowicie, ze stezenie to w zywych tkankach wynosi okoto 10-3M
(147). Wobec powyzszego rola biologiczna aktywnosci transpeptydazowej
katepsyn wydaje sie by¢ watpliwa. Endocelularne proteazy maja wptyw
regulacyjny na rézne systemy enzymatyczne poprzez rozktad i inaktywa-
cje enzymoéw (111). Ponadto aktywujga one proenzymy na czynne enzymy
dzieki ograniczonej proteolizie, np. katepsyna B aktywuje trypsynogen do
trypsyny (50), podobnie jak trypsyna. Wazna funkcjg proteaz jest tworze-
nie biologicznie czynnych peptydéw, ktére powstajg z nieaktywnych pre-
kursoréw (111). Przypuszcza sie, ze karboksykatepsyna bierze udziat
w powstawaniu angiotenzyny Il z angiotenzyny | przez odszczepienie od
tancucha peptydowego dwoéch aminokwaséw C-koncowych. Katepsynie C
przypisuje sie role czynnika degradujacego glukagon w watrobie (102).
Procesy biosyntezy i katabolizmu biatek znajduja sie w warunkach fizjo-
logicznych w dynamicznej rownowadze. Zaburzenia tej rownowagi spo-
tyka sie w patologii.

Istotne znaczenie ma tu zachowanie prawidtowej przepuszczalnos$ci
btony lizosomalnej uzaleznionej od dziatania réznych labilizatoréw i sta-
bilizatoréow (19, 156). Normalne warunki tlenowe hamuja aktywnos$¢ pro-
teaz. W przypadku uszkodzenia komérki oraz po jej $mierci zmieniaja sie
warunki srodowiska, niedobdr lub brak tlenu i obnizenie pH sprzyja uwal-
nianiu lizosomalnych enzyméw i stwarza odpowiednie warunki do ich
dziatania (44).

Podwyzszenie aktywnosci endocelularnych proteaz obserwuje sie
w tkance miesniowej w postepujacej dystrofii (63, 116). Gut mann
i wsp. (53, 138) badali aktywnos$¢ katepsyn miesni szkieletowych szczura
i kury po odnerwieniu. W odnerwionym atroficznym mie$niu tych zwie-
rzat wzrasta szybko aktywnos$¢ katepsynowa i spada ilos¢ biatka.

Oznaczanie aktywnosci katepsyn przydatne jest w diagnostyce uszko-
dzen watroby. W zapaleniu watroby podwyzszenie aktywnosci katepsyn
w surowicy obserwuje sie juz w okresie przedzoéttaczkowym (65, 70).

Nie sg to jednak préoby swoiste dla uszkodzen watroby, gdyz zawartos¢
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katepsyn moze ulega¢ podwyzszeniu w przewlektym zapaleniu trzustki,
gruzlicy ptuc, czesto w zawale miesnia sercowego i w przypadkach choroby
wrzodowej (86).

W Sluzéwce zolgdka i w soku zoltgdkowym wykryto katepsyne, ktora
jest nieczynna w oddzialywaniu silnie kwasnym. Mozna natomiast stwier-
dzi¢ jej dziatanie przy pH ok. 3,5 (16). Szczeg6lne znaczenie przypisywano
temu enzymowi u noworodkéw oraz w tlumaczeniu istnienia czynnosci
trawiennej zotadka przy niedokwasnosci i powstawaniu wrzodéw trawien-
nych w tych warunkach. Obecnos$¢ katepsyny w soku zotgdkowym jest
przez wielu autorow poddawana w watpliwo$¢é w zwigzku z wykryciem
izoenzymow pepsyny (144, 148). Aktywnos¢ przypisywana katepsynie mo-
ze zaleze¢ od obecnosci w soku zotadkowym gastryksyny opisanej przez
Richmonda i wsp. (126), ktéra posiada optimum pH przy rozkiadzie
hemoglobiny réwne 3,2. Z prac Tanga i Tanga (141) oraz Seijf-
fersa i wsp. (129), ktérzy izolowali rozne formy molekularne pepsyno-
genu wynika, ze pepsynogen oznaczony liczbg I, po aktywacji przechodzi
w aktywny enzym odpowiadajgcy gastryksynie.

Stwierdzono, ze katepsyny wystepujg w wiekszych ilosciach w Scianie
aorty niz w Scianie zyty gtdwnej dolnej. Aktywnos¢ proteolityczna w Scia-
nie naczynia zylnego wynosi tylko 20% aktywnosci spotykanej w Scianie
aorty (82). Réznice w aktywnosci katepsyn oraz innych enzymow zyit
i tetnic uwaza autor za przyczyne wiekszych skilonnosci do zmian miaz-
dzycowych tych ostatnich. Badano takze proteolityczne enzymy gatki ocz-
nej, tj. aktywnos¢ katepsyn (6) i leucynoaminopeptydazy (55). A li (1)
badat aktywnos¢ katepsyn w obumierajgcej chrzastce. Endocelularne pro-
teazy biorg udziat w katabolizmie przeciwciat (29, 45, 127). Wedtug nie-
ktorych autoréow pomiary aktywnosci wewnagtrzkomdérkowej proteaz moga
mie¢ znaczenie w ocenie przydatnosci tkanek i narzadow w transplan-
tologii.

Enzymom lizosomalnym przypisuje sie duza role w patomechanizmie
niektérych schorzen (5, 21). Istnieje teoria karcinogenezy, w mysl ktoérej
enzymy lizosomalne majg zaburza¢ metabolizm komérki (44). Wykazano
(131, 137), ze aktywnos$¢ katepsyn miodych szybko rosngcych komdrek
nowotworowych jest wyzsza niz u starych. Wysoka aktywnos¢ proteoli-
tyczng wykazano takze u szczuréw z M-l-sarcoma (111). Z tkanki nowo-
tworowej udato sie autorom wyizolowa¢ dwie nowe katepsyny | i Il.

Katepsyna | specyficzna byta wytacznie dla tkanki nowotworowej, na-
tomiast podobny enzym do katepsyny Il tkanki nowotworowej wystepowat
takze w watrobie. Byty rowniez prowadzone pomiary aktywnosci protea-
zowej w doswiadczalnych nowotworach u zwierzat laboratoryjnych (75,
99) oraz podjeto proéby izolowania tych enzymoéw (76).

Znaczenie katepsyn daje sie odnotowaé takze w przemys$le miesnym
(28, 128, 149). Enzymy te odgrywaja istotng role w dojrzewaniu migsa po
uboju. Katepsyny dokonujag czesciowego rozktadu makroczasteczek biatko-
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wych widkien miesniowych. Dzieki tym procesom znacznie wzrasta straw-
nos¢ biatek, czyli ich dostepnos¢ dla enzyméw trawiennych przewodu po-
karmowego, zwieksza sie ilos¢ biatek rozpuszczalnych i nastepuje poprawa
smaku na skutek uwalniania pewnej ilosci wolnych aminokwaséw i pep-
tydow.

V1. Zakonczenie

Mimo znacznego postepu w poznaniu struktury chemicznej i roli fizjo-
logicznej endocelularnych peptydaz wiele podstawowych problemoéw pozo-
staje do dzi$ nierozwigzanych. Mechanizm dziatania tych enzymow nie
jest w petni poznany. Wykazanie w centrach aktywnych endocelularnych
proteaz grup karboksylowych (katepsyna D i E), sulfhydrylowych (kate-
psyna B i C) oraz kationéw metali (karboksypeptydaza) pozwolito na wy-
suniecie przypuszczenia o podobienstwie ich mechanizmu dziatania do tra-
wiennych proteaz o analogicznych centrach aktywnych (80).

Wiele kontrowersji odno$nie dziatania endocelularnych proteaz budzito
kwasne optimum pH ich dziatania. Nie stanowig one jednak wyjatku
wsrod enzymoéw w tym wzgledzie. Tak np. optimum pH kwasnej fosfatazy
wynosi 5, a optimum pH arginazy wynosi 10. Nie jest wykluczone, ze
w pewnych obszarach komérki pH moze znacznie odbiega¢ od obojetnego.
Nie poznano dotad takze inhibitorow katepsyn, za pomocg ktérych mozna
by bylo hamowaé¢ te enzymy w komodrce. Gidwng mozliwoscig regulacji
tych enzymoéw w komorce jest oddzialtywanie na przepuszczalnosé biony
lizosomalnej. W tym celu stosowane sa rézne zwigzki chemiczne labilizu-
jace lub stabilizujgce btone lizosomalna.
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JADWIGA CHROBOCZEK *

Ryfampina
Rifampin

Actual views on the antibacterial and antiviral action of rifampin are presented.

Ryfampina jest zwigzkiem syntetyzowanym z ryfamycyny SV, wytwa-
rzanej przez Streptomyces mediterraneous (24). Ryfamycyny zawierajg
pierscien chromoforowy naftochinonowy lub naftohydrochinonowy oraz
rozbudowana czes¢ makrocykliczng. Pochodne ich mogg mie¢ podstawiong
cze$¢ makrocykliczng lub aromatyczna.

Ryfamycyny znane sg od paru lat jako leki przeciwgruzlicze. Wiek-
szo$¢ z nich byta stosowana pozajelitowo. Poszukujac leku doustnego zsyn-
tetyzowano wiele nowych pochodnych ryfamycynowych, z ktérych naj-
skuteczniejsza okazata sie pochodna metylopiperazynowa, zwana kolejno:
ryfampicyna, rimactan, ryfampina. Lek ten hamuje wzrost bakterii gram-
dodatnich przy niskich dawkach terapeutycznych. Ryfampina ochrania
myszy przed zakazeniem gronkowcem juz przy dawce 0,12mg/kg. Przy
leczeniu gruzlicy aktywnos$¢ ryfampiny znajduje sie pomiedzy strepto-
mycyna i izoniazydem (16).

Ryfampina zostata otrzymana na drodze kondensacji 3-formylo-ryfa-
mycyny i i-amino,4-metylo-piperazyny w czterohydrofuranie. Produkt
krystalizuje z acetonu w postaci czerwonych ptatkéw. Jest stabo rozpusz-
czalny w wodzie, dobrze w organicznych rozpuszczalnikach, odznacza sie
silng fotolabilnoscia (16).

Ryfampina dodana do hodowli Staphylococcus aureus hamuje wigcza-
nie MC-uracylu przy stezeniu I[xg antybiotyku na ml zawiesiny bakteryj-
nej. Natomiast wiaczanie aminokwaséw do biatek in vitro nie jest hamo-
wane przez ryfampine. Nawet 40]3g antybiotyku w Im| mieszaniny inku-
bacyjnej nie hamuje wigczania fenyloalaniny do biatka w obecnosci poliU
(12). A wiec antybiotyk nie wptywa bezposrednio na mechanizm biosynte-
zy biatka. Stwierdzono natomiast, ze ryfampina hamuje in vitro powsta-
wanie kwasu rybonukleinowego na matrycy kwasu dezoksyrybonukleino-

* Dr, Zaktad Biosyntezy Biatka, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa.
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wego. W charakterze matryc uzyto DNA z grasicy, polyd(A-T), polyd(G)
i polyd(C). Stezenie antybiotyku 2X10~8 wystarczato aby obnizy¢ o 50%
wiaczanie uracylu do RNA, podczas gdy antybiotyk ten nawet w stezeniu
0,8X10~4M nie obnizat syntezy DNA na matrycy DNA. Antybiotyki sto-
sowane zwykle w celu zahamowania syntezy RNA, takie jak aktynomy-
cyna lub chromomycyna sa mniej specyficzne niz ryfampina, gdyz jedno-
czes$nie zatrzymuja synteze DNA. Przy tym stezenie ryfampiny hamujace
synteze RNA jest 10— 100 razy nizsze niz stezenie aktynomycyny (12).

Wehrli i Staehelin wykazali (32), ze za hamowanie syntezy
RNA odpowiedzialna jest czes¢ makrocykliczna czasteczki ryfampiny.
W czesci alifatycznej ryfampiny znajdujag sie trzy podwdéjne wigzania (l).
Okazato sie, ze w miare uwodorowywania tych wigzan maleje efekt hamo-
wania syntezy RNA przez antybiotyk.

Przeprowadzono badania majace na celu umiejscowienie dziatania ry-
fampiny w reakcji syntezy kwasu rybonukleinowego na matrycy kwasu
dezoksyrybonukleinowego. Stwierdzono, ze ryfamycyny nie hamujg syn-
tezy RNA jezeli sg dodane po zapoczgtkowaniu reakcji (25). A wiec anty-
biotyk dziata przed utworzeniem kompleksu inicjacyjnego, tj. kompleksu
enzym—DNA. Aktywnos$¢ bakteryjnej polimerazy RNA zaleznej od DNA
(EC 2.7.7.6.) hamowana jest in vitro przez bardzo niskie stezenie — ponizej
littg w Im1 mieszaniny inkubacyjnej (31). Jednak nawet wielokrotnie wyz-
sze stezenia antybiotyku nie wptywaja na aktywnos$¢ polimerazy izolowa-
nej z roslin (20) lub tkanek ssakoéw (31).

Bakteryjne polimerazy posiadaja rézna wrazliwos¢ na antybiotyk.
Wehrli i wsp. (30) porownywali wpltyw wywierany przez ryfampine
na hodowle Staphylococcus aureus i Escherichia coli. Wzrost S. aureus
byt hamowany przez 1000-krotnie nizsze stezenie antybiotyku niz wzrost
E. coli. Jednakze enzym wyizolowany ze S. aureus jest tylko 5— 10 razy
wrazliwszy niz enzym wyizolowany z E. coli. Odgrywa tu najprawdopo-
dobniej role réznica w przepuszczalnosci $cian obu organizmoéw.
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Stosujgc znakowang weglem MC-ryfampine autorzy ci stwierdzili, ze
polimeraza RNA tworzy stabilny kompleks z antybiotykiem, czemu to-
warzyszy zanik aktywnosci enzymu (29). Polimeraza RNA natomiast
wyizolowana ze szczepu niewrazliwego na antybiotyk nie tworzy kom-
pleksu z ryfamping i nie traci aktywnosci. Autorzy wyliczyli, ze czastecz-
ka enzymu wrazliwego wigze 1,5—6 czgsteczek antybiotyku. Rok pézZniej
uscislili swoje wyniki, podajgc, ze jedna czgsteczka enzymu wigze jedng
czasteczke antybiotyku (33). Poniewaz wiadomo, ze ryfampina nie hamuje
dziatalnosci polimerazy, ktéra juz rozpoczeta synteze kwasu rybonukleino-
wego, mozna sadzi¢, ze antybiotyk przylgcza sie do innego miejsca na en-
zymie niz matryce kwasu dezoksyrybonukleinowego (25).

Polimeraza RNA z E. coli sktada sie z 4 rodzajow podjednostek: ad j},
A\ o, ktére razem stanowiag strukture czynnego enzymu (28). Rabussay
i Zillig (22) wykazali, ze ryfampina wigze sie z podjednostka £ poli-
merazy RNA. Mutanty bakteryjne oporne na ryfampine wykazujg tole-
rancje dla réznych stezenn antybiotyku, co wskazuje, ze mogg to by¢ rézne
mutacje, zmieniajgce w niejednakowy sposéb podjednostke @ polimerazy
RNA (1).

Badano rowniez wptyw ryfampiny na polimeraze RNA znajdujaca
sie w mitochondriach. Mitochondrialny mechanizm biosyntezy biatek jest
podobny do bakteryjnego (23), mozna wiec byto sadzi¢, ze wrazliwosé
mitochondriéw na ryfampine pozwoli wykazaé, czy takze enzymy biorace
udziat w syntezie RNA sg podobne w mitochondriach i bakteriach. Wy-
niki badan nad wptywem antybiotyku na polimerazy mitochondrialne sa
niejednoznaczne. Gadaleta i wsp. (9) stwierdzili, ze ryfampina ha-
muje aktywnos¢ enzymu znajdujgcego sie w speczniatych mitochondriach,
natomiast nie dziata na enzym w nienaruszonych mitochondriach. Ci sami
autorzy podaja, ze enzym wyizolowany z mitochondriéw watroby szczura
jest wrazliwy in vitro na dziatanie antybiotyku, natomiast Winter -
sberger i Wintersberger (35), pracujac z enzymem roéwniez
wyizolowanym z watroby szczura, nie stwierdzili jego wrazliwosci na
dziatanie ryfampiny.

Wrazliwy na ryfampine szczep Escherichia coli, hodowany w pozywce
zawierajgcej 200].ig ryfampiny na ml przez okres czasu przekraczajgcy
30 minut, produkuje zmienione rybosomy, ktére sedymentujg wolniej
niz normalne rybosomy 70S. Zawierajg one mniej biatek i sg wrazliwsze
na dziatanie nukleaz (3). State sedymentacji RNA wyizolowanego z takich
rybosomow sg takie same jak RNA z normalnych rybosoméw. Autorzy
sugeruja, ze antybiotyk poza dziataniem posrednim na biosynteze biatka
drogg hamowania syntezy RNA moze takze bezposrednio obniza¢ biosyn-
teze biatka. Jednakze poglad ten jest raczej odosobniony i mato udo-
kumentowany.

Poza dziataniem antybakteryjnym ryfampina posiada takze wiasnosci
przeciwwirusowe. Efekt ten wykazano na wirusach ospy hodowanych w
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hodowlach tkankowych oraz na matych wirusach RNA (Qft, R17, f2)
zerujacych na Escherichia coli.

Mozna byto sadzi¢, ze ryfampina bedzie bezposrednio wplywata na
aktywnos¢ wirusowej polimerazy RNA, tak jak to ma miejsce w przy-
padku bakteryjnego enzymu. Jednak doniesienia na ten temat sa nie-
jednoznaczne. McAuslan w pracy z 1969 roku (17), a takze Gurgo
i wsp. w 1971 roku (11) twierdza, ze ryfampina dziata na wirusowy
enzym w ten sam sposéb, jak na bakteryjng polimeraze, jednakze nie
udato sie wykaza¢ tego efektu w przypadku polimerazy RNA w oczysz-
czanych czastkach wirusa ospy krowiej (4).

Ryfampina w stezeniu 100[ig/ml hamuje produkcje infekcyjnego wiru-
sa ospy krowiej w komorkach Hela (13, 26). Wykazano, ze ryfampina
nie zakidéca syntezy wirusowego DNA ani wirusowego mRNA (2, 17)
a takze, ze syntetyzowane sg zar6wno wczesne jak i pdézne biatka wirusa,
z tym, ze synteza po6znych bialek jest zahamowana (18). Do péznych
biatek nalezy gtowny polipeptyd strukturalny wirusa krowianki, o cie-
zarze czasteczkowym 76 000, powstajacy przez degradacje prekursora
0 ciezarze 125000 (14). Katz i Moss (15) wykazali, ze w obecnosci
ryfampiny zahamowane jest powstawanie gtdwnego strukturalnego poli-
peptydu wirusa, jednakze synteza prekursora tego biatka zachodzi nor-
malnie. Réwnoleglym efektem, by¢ moze wynikajgcym ze zjawiska opi-
sanego powyzej, jest niemoznos¢ wyizolowania dojrzatych czastek wirusa
krowianki z komoérek zakazonych w obecnosci ryfampiny. Po usunieciu
antybiotyku z hodowli, czastki te tworzg sie, mimo ze ponowna synteza
biatka zahamowana jest prawie catkowicie dziataniem cykloheksoimidu
(19). Swiadczy to o wczesnym zablokowaniu procesu organizowania sie
czasteczek wirusa, czego dowodza takze zdjecia otrzymane z zakazonej
hodowli komérkowej w obecnosci ryfampiny, uzyskane droga mikroskopii
elektronowej (10).

Przebadano takze wptyw wywierany przez ryfampine i jej pochodne
na onkogenne wirusy RNA. Wirusy te posiadajg bardzo charakterystycz-
ny enzym — polimeraze DNA zalezng od RNA (27). Okazato sie, ze ry-
fampina nie wywiera zadnego efektu na aktywnos$¢ tego enzymu. Zde-
metylowane pochodne ryfampiny hamujg natomiast aktywnos¢ polime-
razy DNA zaleznej od RNA z wirusa miesaka myszy (MSV), wirusa leu-
kemii kociej (FeLV) i wirusa myeloblastomy ptasiej (AMV). Wykazano
takze, ze po rozbiciu czasteczki ryfampiny na czesci sktadowe, 2-amino4-
-metylopiperazyna nie posiada dziatania przeciwwirusowego (6). Wynika
z tych doswiadczen, ze makrocykliczna czes¢ ryfampiny niezbedna jest
dla jej przeciwwirusowej aktywnosci. Zgadza sie to z wynikami uzyska-
nymi przez Wehrli iStaehelina, badajacymi udziat czesci skia-
dowych ryfampiny w hamowaniu bakteryjnej syntezy RNA (32).

Ryfampina wywiera hamujacy wptyw na rozwoéj tzw. matych wiru-
sow RNA. Sa to colifagi, rozmiarami zblizone do rybosomow, ktoére za-
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wieraja kwas rybonukleinowy jako materiat genetyczny (34). Po zaka-
zeniu komorki bakterii E. coli wirusy te produkuja enzym, przy pomocy
ktorego zachodzi powielanie RNA na matrycy RNA fagowego>. W odroz-
nieniu od efektu wywieranego na polimeraze RNA zalezng od DNA,
antybiotyk nie hamuje aktywnosci wirusowej polimerazy RNA, zaleznej
od RNA (21). Ryfampine zastosowano w celu zahamowania metabolizmu
komoérkowego, co pozwolito na lepsze wyeksponowanie syntezy bialek
i kwasu rybonukleinowego wirusa. Odnosne wyniki nie byly jednak
zgodne. Fromageot i Zinder (8) stwierdzili, ze ryfampina, od-
dana co najmniej 5 minut po infekcji, nie wpltywa w widoczny sposéb
na rozw0j faga f2 w komoérkach Escherichia coli, podczas gdy Frie-
sen (7) wykazat trzykrotne obnizenie produkcji faga f2, gdy antybio-
tyk byt dodawany nawet 15 minut po zakazeniu hodowli E. coli. Pas-
sent i Kaesberg (21) wykazali, ze ryfampina dodana do hodowli
E. coli w momencie infekcji fagiem QP (nalezagcym do tej samej grupy
matych fagobw RNA) powoduje obnizenie jego produkcji 5— 6-krotnie.
Efekt ten jest nieodwracalny. Autorzy przedstawili dane doswiadczalne,
ktore pozwalajg stwierdzi¢, ze zaré6wno synteza RNA jak i bialek wiru-
sowych zachodza z tg sama szybkoscia w hodowli zakazonej fagiem za-
réwno w obecnosci antybiotyku jak i bez niego, ale powstawanie czastek
faga z czesci sktadowych jest silnie uposledzone w obecnosci ryfampiny.
Autorzy postuluja istnienie komoérkowego faktora, niezbednego dla uor-
ganizowania sie dojrzatej czastki faga. Synteza tego faktora jest wstrzy-
mana ze wzgledu na zahamowanie aktywnos$ci komdrkowej polimerazy
RNA.

Wydaje sie, ze nie jest to jedyny mechanizm, dzieki ktéremu w obec-
nosci ryfampiny wykrywa sie mniej czastek wirusa, niz w komdrkach
E. coli zakazonej w nieobecnosci antybiotyku. Poréwnujgc ilos¢ wirusa
wewnatrzkomoérkowego i ilos¢ wirusa uwolnionego na zewnatrz droga
spontanicznej lizy wykazano, ze ryfampina nie tylko obniza ilo$¢ wirusa
utworzonego w zakazonej komorce, ale takze hamuje uwalnianie sie doj-
rzatych wirionéw z komérki (5).

Wyniki przedstawionych wyzej prac wskazuja na role ryfampiny nie
tylko jako leku, lecz jako substancji, ktérej uzycie pozwala na wyjasnie-
nie pewnych zjawisk biochemicznych w cyklu zyciowym bakterii i wi-
rusow.

Podsumowanie

Ryfampina jest antybiotykiem wykazujacym aktywnos¢ przeciwbak-
teryjna i przeciwwirusowg. Jako czynnik przeciwbakteryjny dziata po-
przez zahamowanie polimerazy RNA zaleznej od DNA, tworzac z enzy-
mem stabilny kompleks. Jako czynnik przeciwwirusowy hamuje dojrze-
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wanie wiruséw zawierajacych RNA, na drodze mechanizmu jeszcze
niewyjasnionego. W obu przypadkach czynng czedcig czgsteczki ryfampiny
jest pierscien makrocykliczny, a nie aminopiperazyna.
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ALEKSANDER WOLOS *, WACLAW MINAKOWSKI **

Karnozyna i jej rola biologiczna

Cornosine and its Biological Role

It was presented literature review on the occurence of carnosine, its biosyn-
thesis, and the effect on the biochemical processes in skeletal muscle.

Odkryta w 1900 roku przez Gulewicza i Amir adzibi (23)
karnozyna okreslona zostalta poézniej przez Gulewicza (22) jako
P-alanylohistydyna. Dwupeptyd ten okazat sie specyficznym skiadnikiem
miesni szkieletowych wiekszosci kregowcéw. Karozyna nie wystepuje
bowiem w miesniach gtadkich (50) i w mie$niu sercowym (50, 54). Nie-
znaczne jej ilosci stwierdzono w miesniach przepony i w watrobie (54).
W krwi ilos¢ tego zwigzku jest 10-krotnie nizsza anizeli w watrobie.
Wedtug dawnych doniesienn karnozyna nie wystepuje w tkance ptucnej
(29). W tkance moézgowej wielu zwierzat i cztowieka znaleziono natomiast
znaczne ilosci homokarnozyny (y-aminobutyrylohistydyny (1)).

I. Wystepowanie karnozyny
1. llo$¢ karnozyny w miesniach réznych gatunkéw zwierzat

Jak wynika z badan wielu autorow (cyt. zaWulfsonem (81)) kar-
nozyna nie wystepuje u bezkregowcoéw. Nieznaczne ilosci karnozyny i jej
metylowej pochodnej— anseryny (tagcznie okoto 6 mg°/0) znaleziono je-
dynie u kraba Portunus trituberculatus (71).

llos¢ karnozyny w miesniach kregowcow zalezy od gatunku zwie-
rzecia (15, 62, 71, 82). Badania Wulfsona (81) wykazaty, ze miesnie
niektérych gatunkoéw ryb (ptaszczka, ogoricza) nie zawierajg ani karnozy-
ny ani anseryny; charakteryzuje je natomiast znaczna ilos¢ P-alaniny.
Inng grupe stanowig ryby pelagiczne (pelamida, belona, sardela, Sledz,
szprot), ktéorych miesnie nie zawieraja dwupeptyddw ani P-alaniny, za-
wierajg natomiast duze ilosci histydyny. U ryb dorszowatych i tososio-

* Dr, Instytut Fizjologii i Biochemii Zwierzat, Akademia Rolnicza-Techniczna,
Olsztyn.
** pProf. dr, Instytut Fizjologii i Biochemii Zwierzat, Akademia Rolnicza-Tech-

niczna, Olsztyn.
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watych wykryto anseryne, przy czym u dorszowatych wystepuje réwno-
czes$nie MN-alanina, natomiast u tososiowatych — histydyna. Szczegélng gru-
pe stanowig wargacz, kwap, morski wegorz, podeszwica i morski drakon;
ich miesnie nie zawierajag ani dwupeptydéw ani P-alaniny i histydyny.

Z gromady ptazéw, jesli chodzi o wystepowanie karnozyny, dobrze
poznana jest zaba, u ktérej w miesniach wystepuje okoto 200 mg°/o tego
dwupeptydu (66). Obecno$¢ karnozyny stwierdzono takze u przedstawi-
ciela gadoéw — zétwia; u jaszczurki natomiast znaleziono anseryne (82).

Miesnie wyzszych kregowcow — ptakéw i ssakéw — zawierajg oba
dwupeptydy, ktorych suma u zwierzat dorostych wynosi 100 do 1000 mg°/o
w Swiezej masie miesni (57). Wedtug Parkera i Ringa (48) migsnie
szkieletowe krolika oraz kurczecia zawierajg okoto 450 mg°/o karnozyny
' anseryny.

Zdaniem Suyamy i wsp. (71) wiedza o wystepowaniu karnozyny
i anseryny jest ciaggle niedostateczna z powodu niedoktadnosci metod
analitycznych. Autorzy zbadali zawartos¢ tych dwupeptydow oraz bale-
niny (P-alanylo-3-metylohistydyna) w mieéniach 33 gatunkoéw kregowcow
(w tym 19 gatunkéw ryb) stosujac chromatografie jonowymienng na
Amberlicie IR-120. Wyniki tych badan zawierajg tablice 1i 2

Tablica 1

Zawarto$¢ karnozyny, anseryny i baleniny w miesniach ryb (wg Suyam iwsp. (71))

mg %
karnozyna anseryna balenina
Chrzestnoszkieletowe
Glyphis glaucus 0 22,6—34,3 2,3—36
Carcharinus longimanus 50,3 284 29,9
Isurus glaucus 0 872 29
Mustelus manazo (o] o 0
Saualus mitsukurii 0,4 1010 0,3
Dasyatis akajei 0 23 (o]
Kostnoszkieletowe

Thunnus obesus 0 859— 1590 0— 10,9
Thunnus albacares 9,5 1090 0
Thunnus alalunga 0,2 1570 0
Thunnus maccoyii (0] 735 (0]
Sardinops melanosticta o 0,1—4,3 0
Cololabis saira o 0 0
Scomber japonicus 0] (6] 0
Trachurus japonicus 0] 2,6 0]
Anguilla japonica 542 (o] (0]
Lateobrax japonicus 0,1 (o] 0,4
Pagrus major 0 18 (0]
Kareius bicoloratus 0] 0] 0
Labracogrossa argentiventris (6] 0 0
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Tablica 2.
Zawartos¢ karnozyny, anseryny i baleniny w miesniach ssakow, ptaka i gadéw
(wg Suyama iwsp. (71))
mg %
karnozyna anseryna balenina

Ssaki

guar (Bos gaurus) 230 10,5 0

Swinia (Sus v. domesticus) 387 30,7 41,9

finwal (Balaenoptera physalus) 103— 140 28— 50 1340— 1520

sejwal (Balaenoptera borealis) 272— 300 75— 182 1560— 1930

pletwal kartowaty (Balaenoptera acutorostrala) 117— 154 22,7— 49,3 1700— 1900

kaszalot (Physter catodon) 196— 235 83,6— 137 0,8—32

grindwal (Globicephala melaena) 227—275 37,5— 39,0 515— 590

delfin zwyczajny (Delphinus delphis) 384— 447 92,7— 136 489— 766

foka pospolita (Phoca vitulina) 511—592 118— 150 (0]
Ptaki

kura domowa (Gallus domestica) 439 956 6]
Gady

Elaphe quadrivirgata 21 2,8 391

Natrix tigrina tigrina 209 1,2 111

Agistrodon halys blomhoffii 140 2,7 74,4

2. llo$¢ karnozyny w zaleznosci od wieku zwierzecia

Karnozyna pojawia sie w tkance miesniowej w okreslonym okresie
zycia embrionalnego, zbiegajgcym sie z formowaniem sie tuku odrucho-
wego (57, 62, 82). U krolika karnozyna pojawia sie 22—24 dnia zycia
ptodowego (62) w ilosci 23 mg°/o. W pierwszym dniu zycia postembrio-
nalnego ilos¢ karnozyny w miesniach krélika wynosi juz 8 mg°/o i wzra-
sta stopniowo z wiekiem zwierzecia do trzeciego tygodnia zycia osiagajac
ponad 180 mg°/o. Nastepnie zawartos¢ karnozyny w miesniach krolikéw
maleje i u zwierzat dorostych wynosi okoto 70 mg°’/0. W miesniach kur
karnozyna zjawia sie 12— 14 dnia (57, 69), a u kaczek 20— 23 dnia zycia
embrionalnego (82). W momencie wykluwania sie kaczat ich miesnie nozne
zawierajag (w suchej masie miesni) okoto 120 mg°/0 karnozyny. W 30
dniu zycia postembrionalnego ilos¢ jej wzrasta do okoto 360 mg°/o, po
czym maleje, osiggajac u kaczek dorostych znowu okoto 120 mg°/0. W me-
mencie pojawienia sie karnozyny w miesniach embrionéw znajdujg sie w
nich réwniez znaczne ilosci prekursoréw tego dwupeptydu: P-alaniny
u krélika i histydyny u kury (57), a obu aminokwaséw u kaczek (82).
llos¢ tych aminokwaséw zmniejsza sie w miare wzrostu ilosci karnozyny
w miesniach. W miesniach zwierzat dorostych aminokwaséw tych nie
znaleziono ws$réd niebiatkowych zwigzkéw azotowych, prawdopodobnie
z powodu ich znikomych ilosci.
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U bydta karnozyna pojawia sie w 4-tym miesigcu zycia embrional-
nego. W miare rozwoju, jej poziom w migsniach ptodu wzrasta, a maleje
réwnoczesnie w miesniach matki (tablica 3). Najwyzsza zawarto$¢ tego
dwupeptydu zanotowano u krow w wieku 4—7 lat (tablica 4).

Tablica 3.
Zawartos¢ karnozyny w migsniach cielnych kréw i ich ptodéw
(wg Pielewina) (52)
mg% karnozyny w Swiezej masie miesni
Wiek ptodu (mies.)
matka ptéd
4 273 16
6 238 47
8 232 124
Tablica 4

Zawartos$¢ karnozyny w miesniach kréw w zaleznosci od ich wieku
(wg Pielewina (52))

Wiek krowy mg% karnozy w $wiezej masie miesni
8 dni 202
4-7 lat 248
powyzej 7 lat 192

3. Poziom karnozyny w zaleznosci od rodzaju mieénia

Zawartos¢ karnozyny, nawet u tego samego zwierzecia, zalezy od cha-
rakteru miesnia (59, 82). Siewierin i wsp. (59) wykazali, ze toniczne
miesnie zaby (m. gastrocnemius) zawierajg znacznie wiecej karnozyny niz
jej miesnie tetaniczne (m. sartorius, m. rectus abdominis). Cecha charak-
terystycznag miesni tonicznych jest ich zdolno$¢ do diugotrwatego skurczu.
Z badan Aleksachinej (2) wynika ponadto, ze miesnie biate (piersio-
we) kur zawierajg prawie trzykrotnie wiecej karnozyny i anseryny ani-
zeli miesnie czerwone (nozne). U kaczek sprawa przedstawia sie odwrot-

nie (82).
Rozmieszczenie karnozyny w poszczeg6lnych miesniach zwiazane jest
z ich unerwieniem. Z badan Siewierina i wsp. (59) wynika, ze w

poszczegdlnych odcinkach m. gastrocnemius zaby, charakteryzujgcego sie
robwnomiernym rozmieszczeniem zakonczen nerwowych, karnozyna wy-
stepuje w jednakowym stezeniu. M. sartorius natomiast najwieksze ste-
zenie tego dwupeptydu wykazuje w swojej czesci Srodkowej. RoOwniez
m. plantaris krdélika znacznie wiecej zawiera karnozyny w czesci dystalnej
(,nerwowej”), anizeli w czesci proksymalnej (73).
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Neurotomia lub tenektomia pocigga za sobg gwattowne zmniejszenie
zawartosci karnozyny w miesniu (26, 73). Stwierdzono, ze ilos¢ karnozyny
w m. plantaris kroélika obniza sie 3—4-krotnie w konczynach w ciggu
12— 14 dni po przecieciu nerwu. Jednocze$nie zachodzi wyréwnanie po-
ziomu karnozyny w poszczegdlnych czesciach badanego miesnia (73).
Judajew i wsp. (26) wykazali prawie catkowity zanik karnozyny w
miesniu przy neurotomii, czemu towarzyszyt silny wzrost ilosci P-alaniny.
Autorzy ci wykazali, ze wstrzykniecie w tym czasie zwierzeciu histydyny
powoduje catkowite znikniecie P-alaniny z rownoczesnym wzrostem ilosci
karnozyny. Zjawisko to moze stuzy¢ jako posredni dowdd powstawania
karnozyny w organizmie zwierzecia z wymienionych aminokwaséw. Do
chwili regeneracji nerwu i pojawienia sie stabego ruchowego przewodnic-
twa miesien pod wzgledem zawartosci karnozyny przypomina miesien
10— 12-dniowego krolika.

4. Poziom karnozyny w stanach patologicznych

Wykazano, ze w niektérych stanach odbiegajgcych od norm fizjolo-
gicznych, np. przy deficycie witaminy E u krdélikéw, zawarto$¢ karnozyny
w miesniach znacznie spada (39).

Ostatnio stwierdzono, ze im wiekszy stopien inwazji pasozytniczej
miesni tonicznych i nietonicznych $winki morskiej oraz szczura, tym
zawartos¢ karnozyny i anseryny jest w nich mniejsza (6) (tablica 5).

Tablica 5

Zalezno$¢ miedzy poziomem karnozyny i anseryny w miesniach szczura a stopniem ich zarazenia

larwami trychiny (wg Rekisza (6))

mg% w $wiezej masie

% larw w .
Miesien stosunku do migsni
ilosci catko-
witej karnozyna anseryna
Toniczne
przepona 30,33 22,15 106,38
jezyk 26,11 21,02 106,90
m. zwacz 16,54 22,13 126,58
Tetaniczne
tydkowy 7,88 59,48 160,70
trojgtowy 6,74 59,15 174,64
Mieszane
czworogtowy 6,21 56,80 163,10

skos$ny brzucha 6,19 64,25 185,51
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Il. Biosynteza karnozan

Gulewicz (22) wysungt dwa przypuszczenia o powstawaniu kar-
nozyny w organizmie zwierzecym. Pierwsze z nich zaklada mozliwosé
kondensacji (™-alaniny i histydyny, drugie natomiast — powstawanie kar-
nozyny na drodze dekarboksylacji asparagilohistydyny. Ta druga sugestia
nie zostata jednak eksperymentalnie potwierdzona (55). Na mozliwos¢
biosyntezy karnozyny w organizmie zwierzecia z P-alaniny i histydyny
zwrdcit réowniez uwage Judajew (cyt. za Mieszkowag, (42)). Po podaniu
rosngcym kroélikom histydyny autor stwierdzit wzrost zawartosci karno-
zyny w miesniach badanych zwierzat. Nastepnie Martignoni
i Winnick (38), w badaniach in vitro, przy zastosowaniu i-HC-$-alani-
ny, oraz Razina ((3) i Mc Manus (39) — przy zostosowaniu 2-uC-
-histydyny, wykazali powstawanie karnozyny w miesSniach. Tworzenie
karnozyny w miedniach drogg kondensacji P-alaniny i histydyny potwier-
dzono takze in vivo (17, 20). Czasteczka radioaktywnej P-alaniny, wpro-
wadzona doustnie ssgcym szczurom, wbudowuje sie w karnozyne miesni
koriczyn catkowicie; ~-alanina, wprowadzona dozylnie, znika z krwi juz
w pierwszej godzinie po iniekcji, przy czym pewna ilo$¢ tego aminokwasu
wydalana jest z moczem w niezmienionej formie (20). Badania na skraw-
kach watroby doprowadzity do sprzecznych wnioskéw (42, 53). Jednakze
Parszin i wsp. (51) wykazali synteze karnozyny zaréwno w izolowa-
nych miesniach konczyn jak i w izolowanej watrobie zaby. Metoda izo-
topowg ustalono, ze w watrobie zachodzi ona Srednio 22 razy intensyw-
niej anizeli w miesniach. Autorzy uwazajg zatem watrobe za glowne
miejsce powstawania karnozyny w organizmie zwierzecia. Malg zawartos¢
tego zwigzku w watrobie (3—5 mg°/0) mozna ttumaczy¢ jego szybkim
i nieprzerwanym odptywem za posrednictwem krwi do miesni.

Aonuma i wsp. (3) uwazaja rowniez watrobe za gtowne miejsce
biosyntezy anseryny. Autorzy sugerujg, ze anseryna jest pierwotnym
produktem biosyntezy, ktory nastepnie jest przeksztatcany w karnozyne.
Potwierdzatyby to ich badania nad przemiang tych dwupeptydéw (zna-
kowanych trytem), wprowadzonych dozylnie szczurom. Na podstawie za-
obserwowanego rozmieszczenia radioaktywnosci autorzy proponuja droge
tej przemiany (schemat 1), oraz drogi mozliwej biosyntezy karnozyny
i anseryny in vivo (schemat 2). Autorzy uwazajg, ze niezalezna biosyn-
teza tych dwupeptydéw, a takze powstawanie anseryny droga metylacji
nie sg mozliwe.

Winnickowie (76) oraz Kalyankar i Meister (28) wyod-
rebnili z miesnia piersiowego kurczecia czysty preparat enzymatyczny,
zdolny do syntezy karnozyny z P-alaniny i histydyny przy udziale ATP
i jonbw Mg2+ Otrzymana syntetaza karnozynowa (EC 6.3.2.11) charak-
teryzuje sie wzgledng specyficznoscig, zdolna jest bowiem rdéwniez do
syntezy anseryny z ~-alaniny i J-metylohistydyny (76). Enzym ten odzna-
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cza sie tez duzg aktywnoscig przy zastgpieniu j3-alaniny kwasem y-amino-
mastowym, czego wyrazem jest synteza homokarnozyny (1, 28). Przy
udziale tego enzymu mozliwa jest réwniez (wprawdzie znacznie stabsza)
synteza dwupeptydéw z P-alaniny i analogéw histydyny, np. 2-metylo-

WATROBA MIESIEN
p-alanina J3-alanina Anseryna Karnozyna
Zd 1 2 3
//
o -
5 (A)
ANSEryna e Karnozyna
1 2
Anseryna Karnozyna 1
3 1 (B)
T
J3-alanina J3-alanina Anseryna Karnozyna
2 1 2 3

Schemat 1. Przemiana znakowanej trytem anseryny (A) a karnozyny (B); cyfry 1, 2,
3 oznaczajg wielko$¢ specyficznej radioaktywnos$ci (wg Aonumy i wsp. (3))

Anseryna

(Demetylacja)

Kamozyna
1-metylohistydyna

(Metylacja? .
ylocar) Histydyna

B-alanina
A

Uraéyl

Schemat 2. Mozliwa droga biosyntezy karnozyny i anseryny in vivo (wg Aonumy
i wsp. (3))

histydyny (28). Dwupeptyd znaleziony w miesniach wieloryba (30) i zmii
(30) byt do niedawna mylnie uwazany za P-alanylo-2-metylohistydyne
(ofidyna). Dzieki bowiem analizie widma magnetycznego rezonansu jadro-

10 Postepy Biochemii
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wego ofidyna okazata sie identyczna z balening (P>-alanylo-3-metylohisty-
dyna). Dwupeptyd ten wystepuje w duzych ilosciach w miesniach ssakow
morskich oraz w miesniach niektérych gatunkéw wezy (71).

I11. Enzymatyczna hydroliza karnozyny

Stwierdzono, ze glicerynowy wycigg ze S$luzdéwki jelit cienkich oraz
dwupeptydaza nerki psa zdolne sg do hydrolizy karnozyny. Nastepnie
Mieszkowa (40) wykazata, ze karnozyna wprowadzona zwierzetom
parenteralnie wydalana jest czesciowo (30— 50%) z moczem w niezmienio-
nej formie, czesciowo zas$ ulega w organizmie rozpadowi. Tkanka watroby
ptakéw, w odroéznieniu od watroby ssakéw, nie jest zdolna, zdaniem
autorki, do rozszczepienia karnozyny. Hanson i Smith (24) wyosob-
nili karnozynaze (EC 3.4.3.3) z watroby, Sledziony oraz z nerki szczura,
a takze z nerki $wini. Enzym z nerki $wini, czeSciowo oczyszczony, jest
prawdopodobnie metaloproteidem. Autorzy sadza bowiem, ze jony cynku
wchodzg w skiad enzymu, jakkolwiek i jony Mn2+ aktywujg karnozynaze.

Obecno$¢ karnozynazy stwierdzono ostatnio w tozysku ludzkim (84)
oraz w najadrzu rocznego buhaja (79). W obu przypadkach jony Mn2+
okazaty sie aktywatorami tego enzymu.

Istnieje zatem najprawdopodobniej ujemna korelacja miedzy zawar-
toscig karnozyny a obecnoscig karnozynazy w poszczegélnych organach.

IV. Karnozyna — stymulator proceséw fizjologicznych
i biochemicznych w miesniu

1. Wptyw na kurczliwo$é¢ miesénia

Przytoczone wyzej dane eksperymentalne o pojawieniu sie karnozyny
w miesniach zwierzecia w okresie tworzenia sie tuku odruchowego, prak-
tyczny brak dwupeptydu w narzadach migzszowych i w Kkrwi oraz roz-
mieszczenie karnozyny w miesniach zalezne od ich fizjologicznego obcig-
zenia, wskazujg na Scisty jej zwigzek z fizjologiczna funkcja mieéni.

Badania nad wptywem karnozyny na skurczowe witasciwosci miesni
wykazaty, ze dodanie jej do roztworu Ringera, w ktérym zanurzono pre-
parat miesniowo-nerwowy, powoduje zwiekszenie amplitudy i diugo-
trwatosci skurczu miednia przy posrednim jego draznieniu pradem elek-
trycznym (7, 11, 59). Efekt ten nie wystepuje przy bezposrednim draz-
nieniu miesnia, co zdaniem Siewierina i wsp. (59) wskazuje na role
karnozyny jako posrednika w przekazywaniu impulséw nerwowych; przy-
czynia sie ona bowiem takze do likwidacji blokady tubokurarynowej w
ptytkach ruchowych (58). Stwierdzono ponadto, ze zwiekszeniu zdolnosci
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preparatu miesniowo-nerwowego do pracy pod wptywem karnozyny to-
warzyszy nasilenie procesu glikolizy, co uwidacznia sie zwiekszong synte-
za kwasu mlekowego oraz zwiekszonym zuzyciem ATP (11, 59).

2. Pobudzenie procesow fosforylacji w tkance miesniowej

Liczne badania nad wpitywem karnozyny i innych zwigzkéw imida-
zolowych (anseryna, imidazol) na procesy fosforylacji w tkance migs$nio-
wej wykazaty pobudzajgcy wptyw tych zwigzkéw na proces catosciowy
glikogenolizy oraz na poszczegdllne jej etapy (41, 45, 46, 47, 58, 60, 61,
63, 64, 65, 69). Badania Siewierina i wsp. (60, 61) na rozdrobnionej
tkance miesniowej zaby dowodza, ze dodanie karnozyny przyspiesza
estryfikacje nieorganicznego fosforanu, co wyraza sie dodatkowym na-
gromadzeniem labilnych zwiazkéw fosforanowych, ktérych ilo$¢ prze-
wyzsza poziom powstajacej fosfokreatyny. Karnozyna, a takze anseryna
i histydyna, dodane do ekstraktu tkanki miesniowej zaby (61), przyspie-
szaja reakcje przeksztatcania heksozo-2-fosforanu w heksozo-6-fosforan,
jak réwniez estryfikacje nieorganicznego fosforanu na etapie reakcji
sprzezonej z oksydoredukcjg. W badaniach na dializowanych ekstraktach
tkanki miesniowej karnozyna przyspiesza przenoszenie reszty fosforano-
wej z ATP na kreatyne. Dodatkowemu wigzaniu Ptw rozdrobnionym mie-
$niu piersiowym gotebia towarzyszy dodatkowe nagromadzenie kwasu fos-
foglicerynowego (45, 63, 65, 69) oraz fruktozodwufosforanu (45, 69). N a -
gradowa (46, 47), w badaniach na dializowanych ekstraktach tkanki
miesniowej krolika oraz przy zastosowaniu czystego preparatu dehydroge-
nazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, stwierdzita réwniez wptyw karno-
zyny na glikolityczng oksydoredukcje. Autorka wykazata takze brak bez-
posredniego wptywu karnozyny i innych zwigzkéw imidazolowych (anse-
ryna, histydyna) na aktywnos$¢ tego enzymu. Na podstawie uzyskanych wy-
nikéw autorka przypuszcza, ze wptyw tych zwigzkéw dotyczy ochrony
enzymu przed hamujgcym dziataniem mineralnego fosforanu.

Stwierdzono takze (66), ze karnozyna przeciwdzialta hamujacemu dzia-
taniu 2,4-dwunitrofenolu na tlenowa fosforylacje w tkance miesniowej.

Stosujac oczyszczony preparat dehydrogenazy kwasu pirogronowego
wykazano, ze karnozyna przyspiesza proces tlenowej dekarboksylacji
kwasu pirogronowego i tworzenie acetylo-CoA (67, 68).

Niektérzy autorzy (16, 72) wptyw karnozyny jak rdwniez anseryny
na procesy fosforylacji sktonni sa przypisac¢ ich buforowemu dziataniu (5).
Nalezy jednak nadmieni¢, ze badajgc wptyw dwupeptydow Dave y (16)
zastosowat w probach kontrolnych bufor imidazolowy. Badania w labo-
ratorium Siewierina wykazaty jednak, ze imidazol w pewnym stopniu
wptywa na reakcje fosforylacji.

ey
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3. Wptyw karnozyny na aparat kurczliwy widkna miesniowego

Stwierdzony przez wielu autoréw stymulujacy wptyw karnozyny na
procesy glikolityczne, ktére nie sg jednak swoiste tylko dla mieg$ni, nie
ttumaczy jej wystepowania jako specyficznego dla tych miesni dwupepty-
du. Poniewaz rozmieszczenie karnozyny w miesniach jest uzaleznione od
ich fizjologicznej aktywnosci, wydaje sie zatem stusznym przypuszczenie,
ze rola jej wiaze sie z funkcjonowaniem systemu kurczliwego miozyna-
-aktyna wiokien miesniowych. Zapewne poglad ten skionit badaczy do
poszukiwania wptywu karnozyny na wzajemne oddziatywanie biatek
Jkurczliwych” i ATP.

Kaldor i Gergely (27) nie wykazali wptywu karnozyny na ak-
tywnos¢ miofibrylarnej ATPazy. Analogiczne rezultaty uzyskali B o -
czarnikowa i Pietuszkowa (8 w niezbuforowanym $rodowisku

z naturalng aktomiozyng. Uprzednie przetrzymywanie enzymu w roztwo-
rze z karnozyng w ciggu 15—60 minut nie zmieniato wynikow doswiad-
czenia. Stwierdzono natomiast, ze karnozyna zmniejsza wptyw ATP na
btonkowe nici aktomiozynowe sporzgdzone wg metody Hayashi (zmniej-
szanie dodatkowego wydtuzenia obcigzonych nici po dodaniu ATP). Na
tej podstawie wysnuto wniosek, ze wptyw karnozyny polega na umoc-
nieniu wigzan miedzy aktyna i miozyna lub na stabilizacji wigzan miedzy
biatkowymi micelami.

Ciekawe wyniki daty badania B ow e n a (12) nad wptywem karnozyny
na kurczliwo$¢ glicerynowanych widkien miesniowych. Autor stwierdzit,
ze Na2ATP i 45mM karnozyna daje w efekcie 50-krotnie wigekszg wartosc¢
skurczu niz Na4ATP oraz 10-krotnie wiekszg niz Na2ATP i ImM MgCl2
podczas poczatkowych 5 sekund. Ponadto stwierdzono, ze ATP neutrali-
zowany karnozyng powoduje wiekszy skurcz anizeli ATP neutralizowany
NaOH. Podobny efekt daje tetrametyloamon uzyty zamiast karnozyny.
Wyniki tych badan, zdaniem Bowena, wskazujg, ze efekt karnozyny jest
specyficzny — nie odnoszacy sie do jej wkiadu w site jonowag roztworu
i polegatby na jej dziataniu jako duzego kationu.

Wpltyw zwiagzkéw imidazolowych na ATPaze miozynowg omawiajg
dwie sprzeczne ze sobg prace, ktérych wyniki sa ze sobg jednak niepo-
rownywalne z uwagi na duze réznice w stosowanej metodyce. Miesz-
kowa i Cwietkowa (44) wykazaly, ze zwigzki imidazolowe (w tej
liczbie i karnozyna) w ekwimolarnych stezeniach do stezen ATP nie
wplywajg na ATPazowg aktywnos$¢ miozyny. Nawet koncentracja tych
zwigzkoéw, 10-krotnie przewyzszajgca stezenie ATP(5mM), nie zmienia
aktywnosci enzymu, badanej w buforze Tris. Jedynie przy stezeniu 0,1 M
zwigzkow imidazolowych obserwowano nieznaczne (5%) obnizenie aktyw-
nosci miozynowej ATPazy. Natomiast Boczarnikowa i Pietusz-
kowa (9) wykazalty wplyw zwigzkéw imidazolowych na enzymatycznag
aktywnos¢ miozyny. Stwierdzono, ze zwiazki te w stezeniach 0,0IM w
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roztworze niezbuforowanym obnizajg aktywno$¢ miozynowej ATPazy.
Karnozyna wykazata przy tym najsilniejszy wptyw powodujgc obnizenie
aktywnosci enzymu o 30— 40°/0. Nalezy podkresli¢, ze badania byty prze-
prowadzone przy pH 7,6. Jak wykazali Kitagawa i wsp. (34) oraz
Sekine i Kielley (56) przy pH 7,5 ATPaza miozynowa wykazuje
obnizong aktywnos¢. Mozna by wiec przypuszczac, ze zwigzki imidazolowe
(dzieki swym wiasciwosciom buforowym) utrzymywaty niekorzystne pH
badanych préb, natomiast w prébach kontrolnych dochodzito zapewne do
obnizenia pH na skutek dziatania ATPazy, co mogto powodowac¢ wzrost
aktywnosci enzymu stwarzajac pozory hamowania reakcji przez zwigzki
imidazolowe.

Przed dziesieciu laty pojawity sie w pismiennictwie dane, ze karnozy-
na jest antagonista systemu rozkurczowego. Poczatkowo Kaldor
i Gergely (27) poszukujac czynnika rozkurczowego stwierdzili, ze
fosforan pirydoksalu hamuje synereze miofibryli i aktywno$¢ miofibry-
larnej ATPazy, karnozyna natomiast przeciwdziata tej inhibicji.

Nastepnie stwierdzono, ze karnozyna przeciwdziata hamujgcemu dzia-
taniu ziaren Marsh-Bendalla (pecherzyki sarkoplazmatycznego retikulum)
na skurcz glicerynowanych widkien miesniowych pod wptywem ATP (13)
i na aktywnos¢ miofibrylarnej ATPazy (18, 49). Yun i Parker (83)
stwierdzili nastepnie, ze karnozyna aktywuje miofibrylarng ATPaze po
inaktywacji ziaren tymolem. Stopien aktywacji wahat sie, w zaleznosci
od preparatu, w granicach 30—60%, przy czym maksymalng aktywacje
uzyskano przy 2mM stezeniu karnozyny, zwiekszenie jej stezenia do
IOmM dato maty dodatkowy efekt. Podobne rezultaty uzyskano w naszej
pracowni, bowiem 2,5mM stezenie karnozyny zwiekszato aktywnos$¢ akto-
miozynowej ATPazy 0 23—24% (77), a 8mM — o0 35% (80).

Yun i Parker wykazali ponadto, ze I0OmM karnozyna zwieksza
aktywnos¢ miofibrylarnej ATPazy w tym samym stopniu (o okoto 44%),
co 0,ImM CacCl2 Dodanie IOmM karnozyny do ATPazy, aktywowanej
0,ImM CaCl2 daje wzrost aktywnosci jeszcze o okoto 17%, przy czym nie
jest on uwarunkowany zanieczyszczeniem karnozyny jonami Ca2+. Auto-
rzy przypuszczaja, ze jony wapnia w stezeniu 0,0007mM mogty byc¢ jed-
nak wprowadzone jako zanieczyszczenia ATP. Chociaz aktywacja przez
wapn, wediug Yuna i Parkera ma tendencje do maskowania aktywacji
karnozyng, jednak wprowadzony Ca2+ (jako zanieczyszczenia ATP) jest
prawdopodobnie wigzany przez pecherzyki sarkoplazmatycznego retiku-
lum, a obserwowana aktywacja miofibrylarnej ATPazy jest istotnie wy-
nikiem dziatania karnozyny. Tym ttumacza autorzy poprzednie rezultaty,
ktore doprowadzity do wniosku, ze karnozyna jest antagonistg dziatania
ziaren Marsh-Bendalla.

Nasze badania wykazaty rowniez silny aktywujacy wptyw karnozyny
na miofibrylarng ATPaze (80). Karnozyna w stezeniu 8mM powodowata
2,5-krotny wzrost aktywnosci ATPazy, oznaczanej w obecnosci jonéw
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Ca2+ (5mM stezenie) przy 2mM stezeniu Na2ATP. Natomiast przy stezeniu
4mM NaATP, ktére powodowato 22°/0 hamowanie substratowe, karnozyna
powodowata 4,5-krotny wzrost aktywnosci miofibrylarnej ATPazy. Po-
niewaz jony Ca2+ byly obecne w takich samych stezeniach, zaréwno w
prébach z karnozyng jak i bez niej, nie wydaje sie zatem, aby tak wy-
razny efekt karnozyny byt w jakiejs mierze maskowany przez wplyw
Ca2+.

Stwierdzono, ze karnozyna nie wptywa na aktywnos¢ ATPazy miofi-
bryli z miesni bezkregowcéw (homar, dzdzownica), podczas gdy dwukrot-
nie zwieksza aktywnos$¢ miofibrylarnej ATPazy krdlika oraz kurczecia
(48). Istnieje zatem logiczny zwigzek miedzy wystepowaniem karnozyny
w miesniach zwierzecia a jej wptywem na biatka miofibryli.

Interesujgce dane wnoszg badania Aveny i Bovena (4) nad wpty-
wem karnozyny na ATPaze miozynowag i aktomiozynowg. Karnozyna
(0.1 M) aktywowata silniej ATPaze miozynowa anizeli jony K+ (0,0175—
0,206M). Wedtug autoréw nie jest to spowodowane wzrostem sity jonowej
pod wptywem karnozyny, bowiem wnoszona przez nig sita jonowa bytaby
nie wieksza niz 0,1. Autorzy sugerujg, ze w doswiadczeniu Yuna
i Parkera (83) 30-procentowa aktywacja miofibrylarnej ATPazy pod
wptywem karnozyny (0,002M) mogta by¢é wynikiem odwracania inhibicji
substratowej, spowodowanej 5mM ATP. Avena i Boven badali aktywnos¢
miozynowej ATPazy przy trzech stezeniach ATP: 0,5, 2 i 5mM. Przy tym
ostatnim stezeniu ATP uzyskano hamowanie substratowe, a karnozyna
odwracata te inhibicje bardzo znacznie.

Dodanie karnozyny (0,1M) zwiekszato aktywnos¢ miozynowej ATPazy
6-krotnie w obecnosci jonéw Mg2+, co sugeruje, ze karnozyna odwraca
czesciowo inhibicje spowodowang przez te jony. Takie przypuszczenia
potwierdzatyby takze inne badania (78). Uzyskano bowiem prawie 45-
-krotny spadek aktywnosci miozynowej ATPazy pod wptywem 1,25mM
stezenia MgCIl2 Karnozyna natomiast, dodana w ekwimolarnym stezeniu
(stez. ATP 1,25mM), podnosita aktywnos$¢ tej zahamowanej miozyny pra-
wie pieciokrotnie. Przy dwukrotnie wyzszym stezeniu Mg2+, powodujg-
cym catkowite zahamowanie hydrolizy ATP, karnozyna utrzymywata ak-
tywnos$¢ ATPazy na poprzednim poziomie.

Avena i Boven (4) zaobserwowali ponadto przy 4mM ATP 8— 10-
-krotna aktywacje miozynowej ATPazy karnozyng w fazie poczatkowej
(L min.), niezaleznie od tego czy substratem byt 4mM ATP czy tez 4mM
MgATP. ROwniez przy pozostatych stezeniach ATP (0,5 i 2mM) karno-
zyna zwiekszata aktywno$¢ enzymu, co wskazywato na brak interakcji
karnozyny i ATP. Zdaniem autoréw, efekt karnozyny nie polega réw-
niez na znoszeniu zahamowania spowodowanego przez ADP. Przy 4mM
ATP, w wyniku dziatania ATPazy, mogto sie uwolni¢ ADP w ilosci 0,0025
poczatkowego stezenia ATP, a wediug Bluma dodatek ADP w stezeniu
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10-krotnie wiekszym niz poczatkowe stezenie ATP, hamuje ATPaze nie-
znacznie.

Badano takze wptyw histydyny, imidazolu i P-alaniny na miozynowa
ATPaze. Jakkolwiek kazdy z tych zwigzkow wptywat tak na wczesng jak
i na pézniejsze fazy hydrolizy ATP, jednak zaden z nich nie byt tak
efektywny jak karnozyna w tym samym stezeniu (0,1M). Podobne rezul-
taty uzyskano poréwnujac wpiyw anseryny, metylohistydyny, metylo-
imidazolu i (3-alaniny. Wptyw karnozyny na aktomiozyne syntetycznag
(miozyna :aktyna = 4:1), zaznaczyt sie jednak wyraznie nie w fazie po-
czatkowej (tj. po 2 min.) lecz po 5 minutach, powodujac wzrost hydro-
lizy ATP o 35°/0.

Badania na oczyszczonych preparatach aktomiozyny naturalnej (77, 78)
wykazaty, ze wptyw karnozyny na aktywnos¢ aktomiozynowej ATPazy
uzalezniony jest od stezenia jonéw Mg2+, jak tez i od stezen stosowanej
karnozyny (0,5—2,5mM). Karnozyna w niskich stezeniach (0,5—1,5mM)
nieznacznie obniza aktywno$¢ ATPazy przy ImM stezeniu MgCl2 W za-
stosowanych warunkach przy ekwimolarnych stezeniach (ImM) karnozy-
ny i jonéw magnezu aktywnos$¢ enzymu byta najnizsza — 15% nizsza niz
bez karnozyny. Wyzsza od |,5mM stezenia karnozyny aktywowaty akto-
miozynowag ATPaze; przy ekwimolarnych stezeniach karnozyny i ATP
(2,5mM) aktywnos¢ enzymu byta o 24% wyzsza niz bez karnozyny. Przy
ekwimolarnych stezeniach ATP i jonéw magnezu (2,5mM) wzrost stezenia
karnozyny od 0,5—2,5mM pociggat za sobg stopniowy wzrost aktywnosci
aktomiozynowej ATPazy — do 23% przy 2,5mM stezeniu tego dwupep-
tydu.

Stwierdzono nastepnie (78, ze przy niskim stezeniu Mg+ i karnozyny
jej hamujacy wptyw byt najsilniejszy we wczesnej fazie hydrolizy ATP
przez aktomiozynowg ATPaze. Obserwowano bowiem po 2 min. 25%
hamowanie oraz stabsze (10— 13%) w fazach pdézniejszych (4— 15 min.).

Ostatnio zaobserwowano (80), ze 8mM karnozyna aktywuje o 35%
aktomiozynowg ATPaze. Okazato sie, przy tym, ze karnozyna nie zmienia
Km lecz zwieksza Vmax. Mozna by zatem przypuszczaé, ze karnozyna
powoduje zmiany konformacyjne w czasteczce miozyny, co pociggatoby
za sobg zmiany w aktywnosci ATPazy miozynowej, jak i aktomiozynowej.
Nie wykluczone, ze efekt ten byitby wynikiem wigzania sie¢ karnozyny
z pewnymi grupami -SH miozyny.

Na poparcie powyzszego przypuszczenia mozna przytoczy¢ wnioski
wyptywajagce z badan Boczarnikowej i Pietuszkowej (10)
nad zapobiegajagcym potowicznej denaturacji cieplnej dziataniem zwigz-
kéw imidazolowych na miozynowa ATPaze. Denaturacja ta wigzataby sie
z utlenianiem labilnych grup -SH miozyny z utworzeniem wigzan dwu-
siarczkowych (37). Liczne za$ badania wskazujg na istotng role grup -SH
miozyny w jej enzymatycznej aktywnosci (31, 32, 33, 35, 70). Przypuszcza
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sie takze (59), ze wptyw karnozyny na procesy enzymatyczne w tkance
miesniowej wigze sie z jej dziataniem na grupy -SH aktywnych centréw
enzymow.

4. Czy karnozyna uczestniczy w procesach transfosforylacji?

Istnieje prawdopodobienstwo, iz karnozyna moze uczestniczy¢ w pro-
cesach transfosforylacji. Na mozliwos¢ wystepowania w tkance migsnio-
wej ufosforylowanej karnozyny zwrécili juz uwage Siewierin,
Georgij ewskaj a i lwanow (60). Otrzymana bowiem przez nich
syntetycznie, przy uzyciu POCI3 dwufosfokarnozyna (I) ulegata z tatwos-
cig nie tylko kwasnej hydrolizie (najbardziej w roztworze molibdenianu
amonu), ale i hydrolizie enzymatycznej w wodnych ekstraktach tkanki
miesniowej.

~OH
HOOC-CH-NH-CO-CH2-CH2-NH-P =0
Ch2 oh

I
N--—C

HCX .CH
N
I

HOX I OH
O

Okazato sie przy tym, iz reszta fosforanowa przy grupie aminowej f3-ala-
niny jest bardziej labilna, anizeli reszta zwigzana z pierScieniem imidazo-
lowym histydyny. Nastepnie na mozliwos¢ istnienia w miesniach fosfo-
karnozyny jako donatora reszty fosforanowej wskazywat Goodall (19).
Jednakze Cain i wsp. (14) nie mogli wykaza¢ fosforylacji karnozyny
w miesniu. Dav ey (16) przypuszcza, ze mogto to by¢ spowodowane uzy-
ciem nieodpowiedniego obiektu miesniowego (m. retractor penis zétwia).
Miesien ten z uwagi na matg aktywnos¢ nie zawiera zapewne wiekszych
ilosci karnozyny. Daveyowi nie udato sie rowniez wykazac¢ obecnosci fosfo-
karnozyny w miesniach krolika. Autor uwaza, ze wynik ten mozna przy-
pisa¢ ewentualnemu rozpadowi fosforanu karnozyny podczas sporzadzania
ekstraktu miesniowego przy uzyciu kwasu nadchlorowego. Dotychczasowe
zatem niepowodzenia w prébach znalezienia fosfokarnozyny w miesniach
nie wykluczajg jednak mozliwosci fosforylacji karnozyny w procesie
skurczu miesniowego. Nalezy bowiem uwzgledni¢ fakt, ze tworzenie wy-
sokoenergetycznego fosforanu miozyny podczas hydrolizy ATP mozna
uwazac¢ za udowodnione (21, 36, 74, 75). Powstawanie fosfomiozyny T o -
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nom ur a i wsp. (74, ,75) uwazaja za kluczowg reakcje w skurczu akto-
miozynowego systemu pod wptywem ATP.

Biorgc zatem pod uwage, ze z tatwoscia mozna uzyskaé¢ syntetycznie
fosforany karnozyny, podobnie jak fosforan kreatyny, transfosforylacje
z fosfomiozyny na karnozyne mozna uwaza¢ za mozliwg. Z tym przypusz-
czeniem wigzatyby sie wyniki badan Mieszkowej i wsp. nad wpty-
wem syntetycznych fosforanéw imidazolu i karnozyny na aktywno$¢ mio-
zynowej ATPazy. Wykazano poczatkowo (44), ze fosforany te obnizajg
aktywnos¢ miozynowej ATPazy. Stwierdzono nastepnie (43), ze tylko
monofosfoimidazol jest kompetytywnym inhibitorem, podczas gdy dwu-
fosfoimidazol wptywa w nieznacznym stopniu na ATPaze, co jak przy-
puszczano mogto by¢ wynikiem zawartosci monofosfoimidazolu w prepa-
racie. Ostatnio stwierdzono (25), ze monofosfoimidazol przejawia hamujace
dziatanie jedynie w obecnosci jonéw Ca2+. Zaobserwowano 33— 45°/0 ha-
mowanie, przy czym stopien hamowania zalezat od aktywnosci wzglednej
preparatu miozyny. Prdécz monofosfoimidazolu, aktywnos¢ miozynowej
ATPazy obnizata tylko monofosfokarnozyna. Tréjfosfokarnozyna jak
i trojfosfoimidazol nie obnizaty aktywnosci enzymu. Hamowanie przez te
zwigzki miato kompetycyjny charakter.

Z dokonanego przegladu piSmiennictwa wynika, ze dotychczasowe ba-

dania rzucity juz pewne Swiatto na role karnozyny i anseryny, jednak nie
jest ona w petni wyjasniona.
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ANNA GRONOWSKA-SENGER *

Tokoferole a wykorzystanie karotenu i witaminy A
Tocopherols in Relation to the Utilization of Carotene and Vitamin A

Some recent data concerning interrelationships between carotene, vitamin A and
E in the human or animal body are discussed.

Wspotzaleznos¢ miedzy poszczegdlnymi sktadnikami pokarmowymi
W' organizmie cztowieka i zwierzat ma wielkie znaczenie zaréwno z teore-
ty/cznego jak i praktycznego punktu widzenia. Okreslenie w praktyce war-
tosci odzywczej pozywienia jest niezwykle trudne, poniewaz szereg czyn-
niikow, takich jak dostepnos$¢ tych skiladnikéw z pozywienia, obecnos¢ w
niim antywitamin i prowitamin, wptywaja na wykorzystanie witamin
prrzez organizm. W zwigzku z tym w niniejszym artykule zajeto sie za-
gadnieniem wspoétdziatania miedzy tokoferolami a karotenem i witaming
A., jako jednym z czynnikow okreslajgcych wykorzystanie tej witaminy
i Jej prowitaminy w organizmie.

Pierwszym, ktoéry jeszcze przed 1940 rokiem zaobserwowat wpltyw wi-
taminy E na wykorzystanie karotenu i witaminy A, byt Moore (28).
Stwierdzit on 2— 10-krotnie nizsze zapasy witaminy A w watrobie zwie-
rzat pozbawionych w pozywieniu witaminy E w poréwnaniu do grup
otrzymujacych te witamine. Wptyw ten byt znacznie mniejszy w przy-
padku podawania zwierzetom karotenu.

Nastepnie Sherman (32) juz w 1941 roku postulowat ochraniajace
dziatanie tokoferoli w stosunku do karotenu w procesie rozkitadu tego
zwigzku w obecnosci nienasyconych kwasow tluszczowych. Jednak
Johnson i Baumann (wg 33) wykazali, ze podawanie zwierzetom
z objawami niedoboru witaminy A, karotenu i tokoferolu powodowato
spadek ilosci witaminy A zmagazynowanej w watrobie tych zwierzat.

W toku dalszych badan Guggenheim iinni (15 oraz Rao (31)
ustalili, ze wykorzystanie karotenu z roslin zalezy od zawartosci w nich
tokoferoli, przy czym zwiekszajgca sie zawartos¢ tokoferoli powodowata
wzrost wydalania karotenu z kalem a tym samym obnizenie stopnia wy-
korzystania tej prowitaminy.

*

Dr inz., Katedra Technologii i Higieriy Zywienia Cztowieka, Akademia Rolnicza,
Warszawa

11 Postepy Biochemii
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Natomiast Kemmerer i wsp. (21) karmigc szczury szpinakiem z
dodatkiem a-tokoferolu nie stwierdzili zalezno$ci miedzy stopniem wyko-
rzystania ~-karotenu mierzonego iloscig witaminy A odfozonej w watro-
bie, a obecnoscig witaminy E w diecie. Na tej podstawie autorzy ci sugero-
wali, ze wzajemne powigzanie miedzy obu witaminami uzaleznione jest
dodatkowo od innych skitadnikéw diety.

Inni badacze (3, 17) zwrdcili uwage na fakt, ze zaleznie od uzytej daw-
ki tokoferolu zmieniato sie wykorzystanie karotenu i witaminy A przez
organizm. Badania te nasunely przypuszczenie, ze wspotzaleznos¢ miedzy
tymi dwiema witaminami sprowadza sie do oddziatywania na' proces
wchianiania karotenu, chociaz High i inni (19) wykazali, ze stwierdzenie
to jest stuszne tylko w przypadku matych dawek tokoferolu.

Jednoczesnie McGillivray i Worker (25) podajac szczurom
karoten i tokoferol drogg pozajelitowg zaobserwowali zahamowanie pro-
cesu konwersji karotenu do witaminy A. W pé6zniejszych badaniach auto-
rzy ci (26) wykazali ponadto, ze réwniez wzrastajacy poziom a-tokoferolu
we krwi i tkankach uposledzat wyzej wymieniony proces. Na tej podsta-
wie wysuneli hipoteze, ze karoten we krwi ulega prawdopodobnie gwatto-
wnemu rozszczepieniu a powstate produkty tej reakcji znacznie wolniej
konwertujg do witaminy A.

Jednak Wendel (37) oraz Tiews i inni (34) nie potwierdzili
tej hipotezy, wykazujac w doswiadczeniu na kurach, ze dodatek octanu
a-tokoferolu do diety nie wptywat na proces konwersji beta karotenu.

Istnieje rowniez szereg prac, ktorych autorzy badali wykorzystanie
samej witaminy A zaleznie od witaminy E.

Davis i Moore (7) w doswiadczeniu na szczurach pozbawionych
witaminy A i E w diecie, a posiadajacym 20 000 j. m. witaminy A w watro-
bie wykazali, ze okres 7 tygodni wystarczal do zredukowania zapasow
witaminy A w tym narzadzie do wartosci zerowej, podczas gdy u zwierzat
otrzymujacych witamine E poziom ten wynosit jeszcze 5000 j. m.

Podobne zaleznosci stwierdzili Dam i inni (6), w badaniach na kur-
czetach oraz na szczurach. Autorzy ci wywnioskowali, ze witamina E
dziata jako przeciwutleniacz w stosunku do witaminy A, a ponadto prze-
ciwdziata ona rozszerzaniu sie peroksydacji w catym organizmie zwie-
rzecym.

Fakt zwiekszonego odktadania sie witaminy A w watrobie w obecnosci
witaminy E oraz podwyzszonego poziomu karotenu w surowicy krwi (5,
14, 18, 29) doprowadzity do powstania pogladu, ze dziatanie przeciwutle-
niajgce witaminy E wystepuje przed procesem absorpcji witaminy A w
jelicie podczas gdy inni badacze (12) sugeruja, ze po tym procesie.

Istnieja réwniez prace (11, 24) wskazujace, ze powigzanie miedzy wita-
ming A i E in vivo nie jest zwigzane z rolg witaminy E jako przeciwutle-
niacza, natomiast magazynowanie witaminy A w tkankach uzaleznione
jest od warunkow doswiadczenia.
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Herbert i Morgan (17) podajgc szczurom r6zne dawki witaminy
A oraz stalg dawke a-tokoferolu przez okres 2 i 4 tygodni nie stwierdzili
wptywu tej dawki tokoferolu na magazynowanie witaminy A w watrobie.
Wyrazny wzrost w ilosci odtozonej witaminy A w stosunku do grupy kon-
trolnej wystgpit przy podawaniu zwierzetom w tych samych warunkach
doswiadczalnych réznych dawek karotenu.

Diplock i inni (10, Edwin i wsp. (11) badajac rozne tkanki
szczurow karmionych dietami o zréznicowanym poziomie witaminy A i E
wykazali spadek poziomu tokoferolu przy wzrastajacych dawkach wita-
miny A. Jednoczesnie Pudelkiewicz iwsp. (30) oraz Brubacher
i inni (4) stwierdzili, ze duze dawki witaminy A w diecie hamujg dziatanie
witaminy E zwiekszajgc tym samym zapotrzebowanie na witamine A.
Jednak Weber i Wiss (36) oraz Dicks i inni (8) przypuszczaja,
ze skutki wzajemnego powigzania metabolicznego tych witamin mogg wy-
stgpi¢ tylko w przypadku nadmiernych lub niedoborowych ich dawek.
Przy normalnych ilosciach obu witamin w diecie powigzanie to zdaje sie
nie odgrywac wiekszej roli.

Green i inni (13) podaja, ze specyficzna rola witaminy E odnosnie
zachowania zapaséw witaminy A w watrobie uzalezniona jest od po-
czatkowej zawartosci witaminy A w tym narzadzie. Przy niskiej poczat-
kowej zawartosci witaminy A trudno byto wykaza¢ dodatni wptyw toko-
ferolu. Jesli natomiast poczatkowe magazynowanie witaminy A bylo wy-
sokie, wowczas dodatek witaminy E do diety wyraznie zmniejszat zapasy
witaminy A w watrobie. Ten zwigzek miedzy witaming E a magazyno-
waniem witaminy A w watrobie zostat potwierdzony badaniami V ogt-
mana i innych (35), ktéorzy w doswiadczeniu na kurach stwierdzili, ze
wraz ze wzrostem zawartosci palmitynianu retinolu i octanu a-tokoferolu,
w diecie, wzrastat ich poziom w watrobie. Zwiekszenie dodatku witaminy
E powodowato réwnoczesnie procentowy wzrost zawartosci wielonienasy-
conych kwasow ttuszczowych w catosci lipidow watroby.

Istniejg rowniez prace sugerujgce powigzanie obu witamin zaleznie od
poziomu ttuszczu.

Horwill i inni (20) wykazali, ze wysoki poziom tluszczu w suro-
wicy krwi zwiekszat znacznie poziom tokoferolu i witaminy A w surowicy,
przy czym w przypadku witaminy A wzrost ten nie byt proporcjonalny do
wzrostu lipidéw surowicy, co obserwowano w przypadku tokoferolu.

Stwierdzono réwniez (16), ze podanie duzych dawek witaminy A (1 200
j. m. dziennie) szczurom zubozonym w witamine E zwiekszato znacznie
poziom cholesterolu we krwi w stosunku do zwierzat otrzymujgacych fizjo-
logiczne dawki tokoferolu.

Wspoétdziatanie miedzy obu witaminami wyraza sie réwniez ich wpty-
wem na zmiany w obrazie erytrocytow krwi i zawartos¢ w nich fosfo-
randéw.

Tikx
1
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Anderson i inni (1) badajac pod mikroskopem elektronowym ery-
trocyty szczuréw zubozonych w witamine A zaobserwowali, ze brak reti-
nolu, zaréwno przy fizjologicznym jak i wysokim poziomie tokoferolu
w diecie, powodowat znieksztatcenie erytrocytéw, przy czym byto ono
wieksze przy wysokim poziomie witaminy E. Podanie witaminy A cofato
te zmiany.

Kriukowa i inni (22) przez dtugotrwate podawanie $winkom mors-
kim duzych dawek witaminy A (150 000 j. m. dziennie) doprowadzili do
oznak awitaminozy E, jak niedokrwisto$¢, podwyzszona skionnos$¢ do he-
molizy erytrocytéw oraz zmiany dystroficzne w miesniach. Jednak obser-
wacje te nie znalazty potwierdzenia w badaniach na ludziach (23).

Melnik (27) badajagc wptyw witaminy A i E na zawartos¢ ATP
i ADP w erytrocytach szczurow stwierdzit, ze niedobér tych witamin w
diecie powodowat spadek zawartosci fosforanéw w erytrocytach o 50%
w poréwnaniu z grupg kontrolng otrzymujaca fizjologiczne dawki wita-
min.

Istnieje tez praca (9), ktoérej autorzy sugerujg mozliwos¢ wzajemnego
powiazania obu witamin w zakresie oddziatywania na system bion ko-
mérkowych. Przypuszczaja oni, ze witamina E jest jednym z czynnikéw
rownowazgcych zmienny wptyw duzych dawek witaminy A na biony
komadrkowe.

Ostatnio Berger (2) w artykule przeglagdowym zwrdécit uwage na
mozliwos¢é powigzania miedzy tymi witaminami z punktu widzenia zale-
canych norm zapotrzebowania na nie. Stwierdzono bowiem, ze witamina A
absorbuje sie szybciej z przewodu pokarmowego cztowieka niz witamina
E, co moze rzuca¢ nowe swiatto na zalecane zapotrzebowanie na omawiane
skiadniki.

Jak wynika z przedstawionego przegladu pismiennictwa, wykorzysta-
nie obu witamin przez organizm uwarunkowane jest wieloma czynnikami,
a uzyskane wyniki niejednokrotnie kontrowersyjne zwigzane by¢ moga
z brakiem ujednoliconej metodyki prowadzenia doswiadczen w tym za-
kresie. Skutkiem tego trudno oczekiwac¢ zbieznych wynikéw z tych do-
Swiadczen, w ktorych podawano tokoferol w celu zapobiezenia niedobo-
rowi tej witaminy z doswiadczeniami, w ktdérych tokoferol podawano w
nadmiarze, pomimo jego wystarczajacej ilosci w diecie.

Nalezy ponadto podkresli¢, ze zebrane dane w przewazajacej czesci do-
tyczg fizjologicznych aspektéw zagadnienia, niewiele natomiast wiadomo
na temat powigzania obu omawianych witamin na poziomie molekular-
nym. Niemniej jednak ogtoszone dotychczas prace moga stanowic¢ zrodto
waznych informacji rzucajacych wiele swiatlta na temat wspotzaleznosci
miedzy tymi witaminami. Wnoszac z powyzszego zainteresowania oma-
wianym zagadnieniem nalezy oczekiwac¢, ze najblizsze lata przyniosg dal-
sze dane doswiadczalne w tym zakresie.
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SPRAWOZDANIA

Sympozjum na temat Organellogenezy

Brno 25— 29. IX. 1972

XV Kongres Morfologiczny (Congressus Morphologicus cum Participatione In-
ternationali) zostat zorganizowany przez Towarzystwo Lekarskie i Towarzystwo Ana-
tomoéw Czechostowackich w Brnie. W ramach Kongresu odbyto sie sympozjum na
temat powstawania i rozwoju réznych organelli komérkowych. Sympozjum to zostato
zwotane pod auspicjami Uniwersytetu w Brnie, a jego organizatorem byt prof. dr

M. Dvorak, kierownik katedry histologii i embriologii. Prof. dr M. Dvorak byt tez
przewodniczagcym tego sympozjum (Symposium on the Genesis of Celi Organelles).
Wspoétprzewodniczacymi sympozjum byli: prof. Y. I. Afanasjew (Moskwa), prof.

J. André (Paryz), prof. P. Drochmans (Bruksela) oraz prof. K. Smetana (Praga).

W ramach sympozjum zaprezentowano zaroéwno referaty przegladowe, jak tez
doniesienia doswiadczalne. Do najciekawszych referatow wygtoszonych na Sympo-
zjum nalezat wyktad profesora J. André zatytutowany ,Biogenesis of Mitochondria —
General Considérations”. W swoim wystgpieniu profesor André przedstawit
najnowsze wyniki badan wilasnych i innych autoréw na temat powstawa-
nia i rozwoju mitochondriéw. Przewodnim motywem referatu profesora André
byto stwierdzenie, ze w wyniku dotychczasowych badan nad geneza mitochondriéw
u roéznych organizmoéw, dawna koncepcja powstawania mitochondriow de novo, musi
by¢ odrzucona. Referent poruszyt trzy podstawowe zagadnienia, na ktérych skupia
sie uwaga biochemikéw zajmujacych sie mitochondriogeneza. Zagadnieniami tymi
sa: miejsce syntezy makroczasteczek bioracych udziat w procesie formowania mito-
chondriéw, mechanizmy doprowadzajagce do wbudowania podstawowych sktadnikéw
organelli (tzn. biatek i fosfolipidéw) w architekture mitochondriéow oraz sposoby
regulacji proceséw mitochondriogenezy w komoérce.

Specjalng uwage André zwrécit na synteze biatek mitochondrialnych. Réznicowe
dziatanie cykloheksoimidu i chloramfenikolu na procesy biosyntezy biatek wewnatrz
organelli i poza nig przy udziale rybosomoéw cytoplazmatycznych, okazato sie nie-
zwykle cennym narzedziem badawczym. Dzieki wykorzystaniu réznicowego dziatania
obu substancji mozna juz dzisiaj stwierdzi¢ z cata pewnoscia, ze jedynie niewielka
cze$¢ puli biatek mitochondrialnych jest syntetyzowana in situ, przy udziale rybo-
somoéw mitochondrialnych.

W zwiagzku z poruszanym problemem syntezy biatek wewnatrz mitochondriéw,
André zakomunikowatl o obserwacji dokonanej niedawno w jego pracowni — obser-
wowat on, ze w mitochondriach drozdzy Candida utilis wystepuja struktury poliso-
malne. Jest to pierwsze doniesienie na ten temat (wyniki beda publikowane
w J. Celi Biol.).

André rozwazat mozliwosci wspoétdziatania systemu cytoplazmatycznego i mito-
chondrialnego w biosyntezie bialek, jak réwniez wspoétudziatu jadra komorkowego
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w syntezie mMRNA dla mitochondriéw. W zwigzku z tym ostatnim zagadnieniem
referent przedstawit badania wiasne nad synteza RNA (réznych klas) w mitochon-
driach u pozbawionej jadra ameby. Stwierdzit on, ze pod nieobecno$¢ jadra w komor-
ce— utrzymujacej sie przy zyciu przez pewien czas-— inkorporacja prekursoréw do
RNA mitochondrialnego znacznie wzrasta, w poréwnaniu do intensywnosci wiaczania
obserwowanej dla mitochondriéow w komérce posiadajacej jadro. Autor sugerowat,
ze wynik taki przemawia za hipoteza ,,hamujacego” synteze RNA w mitochondriach
wpiywu jadra komodérkowego. Tym samym, wyniki André raz jeszcze potwierdzity,
ze tzw. potowiczna samowystarczalno$¢ metaboliczna mitochondriéw determinowana
jest przez metabolity jadra komdérkowego.

Profesor Afanasjew w swoim referacie poruszyt kwestie powstawania de novo
mitochondriéw zwierzecych. Autor referatu (wspélnie z V. L. Goriaczking) obserwo-
wat niedojrzate funkcjonalnie formy mitochondriéw, tzw. promitochondria, w réznych
tkankach zwierzecych. Struktury promitochondrialne o $rednicy okoto 0,1 wykazu-
jace obecno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej, bytly stwierdzane przede wszystkim
u nowonarodzonych zwierzat. W komoérkach zwierzat starszych liczba promitochon-
driow znacznie spada, niemniej jednak sg one zawsze widoczne. Autor nie wy-
kluczyt mozliwosci, ze promitochondria moga powstawa¢ de novo. W zwigzku z tym
ostatnim stwierdzeniem wywigzata sie dyskusja, w ktoérej zabrat gtos prof. André,
krytycznie nastawiony do hipotezy o powstawaniu mitochondriéw z elementéw po-
zastrukturalnych komoérki.

Problemy zwigzane z mechanizmem wspoétdziatania gendw cytoplazmatycznych
i jadrowych omawiat w swym doniesieniu Kovac z Bratystawy. Omawiatl on wpiyw
inhibicji fosforylacji oksydatywnej na intensywno$¢ podziatéw organelli. Autor pod-
kreslit znaczenie obecnosci ATP w mitochondriach dla procesu replikacji DNA mito-
chondrialnego.

Profesor M. Dvorak wygtosit interesujacy referat zatytutowany ,Origin and
Development of Lysosomes and Peroxisomes”. Autor podkreslit, ze nie ma dzisiaj
dowodéw na powstawanie de novo tzw. pierwotnych lysosomoéw. Wtérne lysosomy
z kolei powstajg przez fuzje struktur pierwotnych. Wyrazit on przypuszczenie, ze
lysosomy moga wywodzi¢ sie ze struktur wchodzacych w skitad zespotéw Golgiego.
Podkreslit jednoczes$nie, iz enzymy wykrywane w lysosomach wykrywane sa pier-
wotnie w cytoplazmie, skad wnikaja do omawianej organelli.

Powstawanie peroksysomoéw jest mniej poznane. Zdaniem Dvoraka peroksysomy
moga powstawacé¢ z innych struktur komoérkowych, np. z endoplazmatycznego reti-
kulum; autoreprodukcja peroksysomoéw — jesli zachodzi — musi by¢ procesem od-
miennym niz podziat mitochondriow. Wynika to z nieobecnosci kwaséw nukleinowych
w peroksysomach. Dvorak podkreslit, ze wyniki badan w jego laboratorium wskazuja
na powigzanie peroksyzomow z aparatem Golgiego.

Profesor P. Drochmans z Uniwersytetu w Brukseli wygtosit przegladowy referat
zatytutowany ,,Endoplasmic Reticulum — Morphology, Function and Origin”. Omoéwit
on historie badan nad btonami endoplazmatycznego retikulum ilustrujac swoéj piekny
wyktad licznymi elektronogramami. Przytoczyt tez doswiadczenia nad stymulacja
wzrostu bion endoplazmatycznego reticulum pod wpitywem barbituranéw, a takze
fruktozy. Autor zwrécit uwage, iz btony endoplazmatycznego reticulum otaczajace
mitochondrium odbiegaja pewnymi witasciwosciami od bton reticulum lezgcych w cy-
toplazmie, ale nie w bezposrednim sasiedztwie organelli.

Interesujgce doniesienie zostato wygtoszone przez dr M. Havelkowa (Brno). Te-
matem tego doniesienia byta rola aparatu Golgiego w formowaniu i wzrosécie btony
komorkowej u protoplastéw drozdzy. Autorka zaobserwowata korelacje miedzy liczba
struktur Golgiego i aktywnos$cia wzrostu regenerujacej sie $ciany — po jej uformo-
waniu liczba struktur Golgiego w komoérce wyraznie zmniejsza sie.
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Autorka doniesienia zwrécita réwniez uwage na mozliwo$¢ udziatu bion reti-
culum endoplazmatycznego w regeneracji bton plazmatycznych protoplastu.

Profesor K. Smetana (Laboratorium Badan nad Ultrastruktura Komoérek i Tka-
nek, Praga) wygtosit referat zatytutowany ,,The Formation and Morphological Orga-
nization of Nuclear Ribonucleoprotein Structures”. Omoéwit on substrukture jaderka
i wyszczeg6lnit rézne typy czastek rybonukleoproteidowych wystepujacych w po-
szczegb6lnych uktadach strukturalnych jadra komoérkowego. Autor zwrécit uwage na
mozliwos¢ udziatu czastek nukleoproteidowych (intrachromatynowych i perichroma-
tynowych) w syntezie pozajaderkowego RNA. Wyktad ilustrowany byt licznymi prze-
zroczami.

Na uwage zastugiwal tez wyktad prof. Z. Vacka (wydziat Embriologii Uniwersy-
tetu Karola w Pradze) na temat ciliogenezy. Omdéwiono role centrioli w procesie mor-
fogenezy rzesek, jak réwniez przedstawiono ontogeneze centroli— od stadium pro-
centrioli az do ciatka bazalnego rzesek.

Ten krotki przeglad tematyki Sympozjum Organellogenezy w Brnie obrazuje
nam znaczny postep, jaki dokonat sie w ostatnich latach w badaniach nad powsta-
waniem i rozwojem poszczeg6lnych struktur komoérkowych.

T. Gotaszewski



http://rcin.org.pl



KOMUNIKATY

Nagrody przyznane w 1972 roku

Zarzad Gioéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z prawdziwg
przyjemnoscig zawiadamia czytelnikdbw o przyznaniu dorocznych nagréd
Towarzystwa:

Nagroda imienia Bolestawa Skarzynskiego

zostata przyznana dr Barbarze Czartoryskiej za artykut p.t. ,,Metabolizm gliko-
lipidow” opublikowany w Postepach Biochemii, 17, (1971).

Nagroda imienia Jakuba Parnasa

zostata przyznana dr T. Wiluszowi za prace p.t. ,,Preparation, crystallization and
properties of a trypsin inhibitor from bovine thyroid gland” opublikowang w Arch.
Immunol. Ther. Experim. 1S, (1971).

W konkursie dla mitodych biochemikéw za prace przedstawione na X Zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Poznaniu w 1972 roku przyznane zostaty
na wniosek Komisji nastepujace nagrody i wyréznienia:

Nagroda | — Hanausek M. — Otrzymywanie i charakterystyka hybrydoéw
DNA-rRNA z watroby szczura;

Nagroda Il — Filipowicz W., Wodnar A. — Witasnosci fizykochemiczne i aktyw-
nos$¢ biologiczna bakteriofagowego RNA zmienionego dziataniem
O-metylohydroksylu;

Nagroda IIl — Gaworowska-Michalik J., Switalski L. — Oksydaza o-dwufeno-
lowa Streptomyces lincolnensis\

Nagroda IlIl — Zubrzycka E., Sarzata M. C.— Rozdziat biatek sarkoplazmatycz-
nego retikulum metoda elektroforezy na zelu poliakrylamidowym.

Wyréznienia:

Torlinski L. — Aktywnos$¢ heks™okinazy i aldolazy krwinek czerwonych w réznych
okresach rozwoju przeszczepialnego watrobiaka Morrisa; Klein A. — Charakterystyka
grupy peptydow osocza krwi bydlecej; Wieraszko A., Oderfeld-Nowak B., Dgbrow-
ska J.— Aktywnos$¢ O-acetylotransferazy acetyloCoA: cholina w uktadzie limbicz-
nym szczura; Warwas M. — Proteazy i ich inhibitor z tozyska ludzkiego.



Zarzad Giéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zawiadamia, ze na
IV krajowym Sympozjum Fotobiologicznym w Krakowie w dniach 20— 22 pazdzier-
nika 1972 wybrano Zarzad Sekcji Polskich Fotobiologébéw naszego Towarzystwa:

Prof. dr Jan Zurzycki — przewodniczacy
Instytut Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Jagielloniskiego,
Krakéw, ul. Grodzka 53

Prof. dr Kazimierz L. Wierzchowski — v-przewodniczacy
Instytut Biochemii i Biofizyki
Polska Akademia Nauk,
Warszawa ul. Rakowiecka 36

Prof. dr Danuta Frackowiak — Vv-przewodniczgca
Instytut Fizyki
Politechniki Poznanskiej
Poznan, ul. Piotrowo 5

Dr Zofia Zargbska — sekretarz
Instytut Biochemii i Biofizyki
Polska Akademia Nauk
Warszawa, ul. Rakowiecka 36
tel. 44-52-01 wewn. 505
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