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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przegladowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowaé syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie pismiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie jezeli zostanie ogtoszona
w ,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiedzialni sg za pra-
widtowos¢ i Scistos¢ podawanych informacji. Autoréw obowigzuje korek-
ta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem btedow
drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuly sg honorowane wediug obowig-
zujgcych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego arty-
kutu; zaméwienia na dalsze 100 odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisem-
nie odsytajac prace po korekcie autorskiej.

Autorzy proszeni sg o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien byé napisany jed-
nostronnie, z podwdéjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm. po lewej i ok.
1 cm. po prawej stronie.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(6éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres pocztowy na ktory autorzy
zycza sobie otrzymywac¢ korespondencje, tytut pracy oraz—w prawym
dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzorow i tabel oraz skrét tytutu
(nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko (a) auto-
ra(éw), tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, tytuty naukowe au-
tora(6w), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrétow sto-
sowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa
wigcznie, tabele, spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na
stronach koricowych.

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podziat na rozdziaty
i podrozdziaty. Wydzielone z tekstu tytuty rozdziatdw nalezy oznaczy¢
numeracjg rzymska, a ewentualne podrozdziaty opatrzyé dodatkowg nu-
meracjg arabskg (np. 1-2, 11-4 itp.). Tytuly podrozdziatéw nie wydzielo-
nych z tekstu nie powinny by¢ numerowane. W teksécie nie nalezy sto-
sowa¢ zadnych podkre$lern ani rozstrzelonego druku. Ewentualne su-
gestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢
otdwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek-
Scie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich
fonetyczne brzmienie. W tek$cie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic,
rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie na-
lezy podawaé¢ po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Autorzy proszeni sg o zwrocenie szczegblnej uwagi na poprawnosc
jezykowg tekstu a takze na S$cisto$¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotdw, nawet jesli niektore z nich bywaja uzywane w pracach
obcojezycznych.
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MARIAN KOCHMAN * ANDRZEJ DZUGAJ **

Wybrane zagadnienia ewolucji i ontogenezy niektérych biatek
oraz izoenzymow

Ontogeny and Phylogeny of Some Proteins and Isoenzymes

Selected aspects of cytochrome ¢ and hemoglobin evolution and phylogeny, as
well as ontogeny and phylogeny of FDP-aldolases and other enzymes were discussed.

W ostatnich latach nagromadzito sie wiele danych doswiadczalnych
wskazujagcych na powszechno$é¢ wystepowania enzyméw w réznych mole-
kularnych formach. Dzieki zastosowaniu subtelnych metod rozdziatu,
stwierdzono, ze szereg krystalicznych biatek, uwazanych do niedawna za
jednorodne, jest mieszaning réznych molekularnych form. Pokazano, ze
krystaliczna aldolaza mies$niowa sktada sie z co najmniej pieciu réznych
rodzajow czasteczek (1, 2, 3), podobnie heterogenng jest dehydrogenaza
aldehydu 3-P-glicerynowego, wyodrebniona i skrystalizowana z mieéni
krolika (2, 3, 4, 5), jak i wiele innych krystalicznych biatek (enolaza, kina-
za pirogronianowa, aldolaza drozdzowa itd.) (2, 3).

W niektérych wyzej wymienionych przypadkach udato sie wykazac,
ze ,,mikroheterogennosé” krystalicznych preparatéow jest prawdopodobnie
zwigzana z nieznacznymi rdznicami, jakie zostaly znalezione w strukturze
pierwszorzedowej podjednostek biatkowych (aldolaza (6, 7, 8)) i moze wy-
nika¢ z wyrazania sie allelicznych gendéw (3). W innych przypadkach licz-
by uzyskanych réznych molekularnych form danego enzymu nie dajg sie
przyporzagdkowaé¢ mozliwym kombinacjom dwoch typéw podjednostek
w czgsteczce biatkowej.

Heterogenno$¢ moze by¢ uwarunkowana nie tylko odmiennym zapisem
genetycznym lecz rdwniez innymi przyczynami. Moze by¢ ona wynikiem
selektywnej modyfikacji in vivo, tak jak to pokazano dla rybonukleazy A

* Doc. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki Akademii Medycznej we Wroctawiu.

** Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki Akademii Medycznej we Wroctawiu.

Wykaz stosowanych skrotéw: FDP — D-fruktozo-l,6-dwufosforan; F-I-P —
D-fruktozo-I-fosforan; LDH — dehydrogenaza mleczanowa; LDH-M —izoenzym de-
hydrogenazy mleczanowej, forma miesniowa; LDH-H —izoenzym dehydrogenazy
mleczanowej, forma sercowa; FDP-aldolaza — aldolaza fruktozodwufosforanowa.



500 M. KOCHMAN, A. DZUGAJ [2]

i B oraz cytochromu c i innych (9, 10). W przypadku dehydrogenazy jabt-
czanowej i aminotransferazy glutaminianowej innym zrédtem wieloposta-
ciowosci jest zdolno$¢ tych enzymdw do tworzenia stosunkowo trwatych
stanéw o roznej konformacji, tzw. konformerdéw (10, 11). Heterogennos$¢
moze by¢ rezultatem zwigzania z enzymem grup niebiatkowych. Wigzanie
takie moze by¢ stabe, oparte na sitach przyciggania elektrostatystycznego,
sitach Wan der Waalsa itp., tak jak ma to miejsce w przypadku wigzania
szeregu ligandow z biatkami. Moze to tez by¢ wigzanie kowalencyjne, np.
kwasu sjalowego, jak ma to miejsce w przypadku kwasnej fosfatazy stercza
(12). Innym przyktadem wystepowania enzymow w wielu molekularnych
formach moga by¢ ,btedy” w procesie transkrypcji lub translacji, czego
dowodem moga byé zmiany w sktadzie aminokwasowym enzymoéw biosyn-
tetyzowanych w stanach gtodowych (13). W tabeli | podano przyktady réz-
nych molekularnych form enzymoéw.

Tabela 1
Rézne molekularne formy enzymoéw
Lp Charakterystyka rc’)tnic’ wielorakich Przyktady
form enzymow

1 Biatka niezalezne genetycznie (izoen- Dehydrogenaza jablczanowa mitochon-

zymy) drialna i cytoplazmatyczna, aldolaza A,
B i C, dehydrogenaza mleczanowa M,
H i X i inne.

2 Hybrydy dwéch lub wigkszej ilosci tancu- Hybrydy LDH H z LDH M lub hybrydy
chéw peptydowych zwigzanych niekowa- aldolazy A z B (@33, a5 ap3*
lencyjnie

3 Genetyczne warianty (allele) (izoenzymy) Dehydrogenaza glikozo-6-fosforanowa

u cztowieka (blisko 50 wariantéw)

4 tancuchy polipeptydowe zwigzane zgru-  Fosforylaza a i b
pami nie biatkowymi

5 Biatka bedace wynikami degradacji Rodziny chymotrypsyn pochodzace z chy-
(zmian) tancucha polipeptydowego motrypsynogenu >

6 Polimery pojedynczych podjednostek Dehydrogenaza glutaminianowa o cie-

zarach 100000 i 250 000

7 Formy rézniace sie konformacjg (kon- Wszystkie allosteryczne formy enzymoéw

formery)

a-podjednostka LDH H lub aldolazy A
P-podjednostka LDH M lub aldolazy B

Wobec ztozonosci przyczyn wystepowania enzymoéw w wielorakich for-
mach zdecydowaliSmy ograniczy¢ nasze opracowanie do izoenzymoéw, to
znaczy do tych molekularnych form danego enzymu, ktére powstaty w wy-
niku wyrazania sie réznych gendw (14).

W jezyku polskim ukazaly sie trzy opracowania dotyczgce izoenzymadw
(15, 16, 17). Nie obejmowaty one zagadnien zwigzanych z ich ewolucyjnym
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rozwojem oraz zmian, jakim podlegajg podczas r6znicowania sie komorek.
Niniejszy artykut jest probag wypetnienia tej luki. Chcemy w nim réwniez
przedstawi¢ wybrane zagadnienia ewolucji struktury niektérych znanych
biatek — a mianowicie hemoglobiny i cytochromu c, aby na tych przy-
ktadach omoéwi¢ pewne charakterystyczne, og6lne kierunki zmian, jakim
podlegaja enzymy podczas filogenetycznego i ontogenetycznego rozwoju
gatunkéw.

I. Podziat i kryteria klasyfikacji izoenzymdw

Izoenzymy dzielimy zasadniczo na dwie grupy: izoenzymy alleliczne
i niealleliczne. W przypadku izoenzymoéw allelicznych kazdy typ biosyn-
tetyzowanych podjednostek znajduje sie pod kontrolg wspétdominuja-
cych genéw allelicznych. W organizmach diploidalnych w najprostszym
przypadku beda wystepowaty dwa rodzicielskie typy podjednostek biatko-
wych u heterozygoty, a tylko jeden typ izoenzymu u homozygoty. W onto-
genezie wzajemny stosunek obydwu alleli jest zwykle staty. R6znice struk-
turalne izoenzyméw allelicznych nie sg zazwyczaj zbyt wielkie i z tego
wzgledu trudno je odréznic¢ od siebie pod wzgledem immunologicznym.

Przyktadem allelicznych form izoenzyméw moga by¢ zbadane przez
grupe Neurath’a izoenzymy karboksypeptydazy A (18). Autorzy uzy-
li do badah krystaliczne preparaty enzymow otrzymane z pojedynczych
osobnikow i stwierdzili na czwartej pozycji od C-koricowego aminokwasu
réznice w skiadzie procentowym: leucyny i waliny. Zaobserwowano przy
tym taka prawidtowos¢, ze jesli w jednym przypadku byto wiecej leucyny
na mol biatka, to waliny znajdowano mniej i odwrotnie, ale suma tych
dwéch aminokwasoéw wynosita zawsze jeden mol na mol karboksypepty-
dazy. Wyniki te pozwolity w roku 1966 postulowac istnienie allelicznych
form karboksypeptydazy A. W po6zniejszych pracach pokazano, ze krysta-
liczne preparaty karboksypeptydazy A zawieraly dwa izoenzymy i pocho-
dzity od osobnikéw heterozygotycznych. U osobnikéw homozygotycznych
wykazano obecnos$¢ tylko jednego z allelicznych izoenzyméw (19).

Jak wspomniano, alleliczne izoenzymy cechuje wystepowanie w statym
do siebie stosunku, poniewaz znajdujg sie pod kontrolg takiego samego
operatora i genu regulatorowego. Wydaje sie jednak, ze nie zawsze tak
musi by¢é. Wystarczy sobie wyobrazi¢, ze gen operatorowy jednego z alleli
ulegt réwniez mutacji. Wowczas induktor i korepresor mogg mie¢ zmie-
nione powinowactwo do zmodyfikowanego operatora, wtedy stopien wy-
razania sie genow allelicznych ulega zmianie.

Izoenzymy niealleliczne stanowia druga grupe enzymoéw poligenicz-
nych. Ich biosynteza jest kontrolowana niezaleznie przez dwa lub wiecej
gendw wystepujacych w réznych loci. Takie izoenzymy sg na ogét na tyle
zroznicowane w strukturze pierwszorzedowej, ze fatwo je rozrézni¢ im-
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munologicznie. Uwaza sie, ze zostaty wytworzone w wyniku duplikacji ge-
néw i stanowig grupe homologiczng, ktéra zwykle, mimo znacznych réznic
w strukturze pierwszorzedowej, zachowuje podobng strukture czwarto-
rzedows.

Podstawowym zagadnieniem przy badaniu réznych molekularnych
form enzymoéw jest stwierdzenie, ktére z nich sg izoenzymami, oraz —
jesli to mozliwe — zlokalizowanie miejsca ich zapisu w aparcie genetycz-
nym. Poznanie struktury pierwszorzedowej uzupetnione badaniami gene-
tycznymi stanowi decydujace kryterium klasyfikacji izoenzymow. Ponie-
waz jednak zbadanie struktury pierwszorzedowej jak i wyznaczenie mapy
genetycznej badanych form czesto przekracza mozliwosci zespotdw ba-
dawczych, jako kryteria zastgpcze stosuje sie poréwnywanie map pepty-
dowych, wiasciwosci immunologicznych, katalitycznych, mas czasteczko-
wych itd.

Dzieki zastosowaniu metod klasycznej genetyki oraz biochemii udato
sie w wielu przypadkach wyznaczy¢ lokalizacje chromosomalng genow
odpowiedzialnych za synteze poszczeg6lnych izoenzymdw. Jako przyktad
moga stuzyé badania Ogity (20), przeprowadzone nad r6znymi moleku-
larnymi formami amylaz wystepujagcymi w organizmie muchy (Musca do-
mestica L). Znane sg mutanty tego owada charakteryzujace sie brgzowym
kolorem ciata (bwb), oczyma koloru ochra (ocra) i Scietymi skrzydtami (ct).

Cechy te zwigzane sg odpowiednio z mutacjami na drugim, trzecim
i czwartym chromosomie. Wszystkie osobniki muchy domowej posiadaja
po dwie grupy izoenzymow amylazy: pierwsza wedrujagcg do anody zwana
amy-A, i drugg wedrujagcg do katody zwang amy-B. U dzikiego szczepu
(Rp) stwierdzono w obrebie grupy pierwszej izoenzym amy-Ab w grupie
drugiej izoenzym amy-Bc szczep ten nie posiadat natomiast amy-Aa
i amy-Ba Osobniki o widocznych fenotypach bwb, ocra i ct nie posiadaty
iozenzymoOw amy-Abi amy-Bc W pokoleniu Fj otrzymanym przez krzyzo-
wanie dzikiego szczepu z potréjnym mutantem (bwb, ocra, ct, 9 XRP*0)
wszystkie osobniki posiadaty identyczne zymogramy amylaz. Drugie poko-
lenie osobnikéw F2 otrzymanych przez wsteczne krzyzowanie (bwb, ocra,

9 Fi cf) poddano analizie. Elektroforetyczny obraz izoenzymoéw u 0so-
bnikéw F2przedstawiono na schemacie 1. ,

Otrzymano wyrazng segregacje fenotypdw: bwb; +; ct, bwb; +; +;
+; +; ct, i +; +; +. Wszystkie te osobniki, ktdre posiadaty trzeci chro-
mosom pochodzacy od (Rp) (szczepu dzikiego), u heterozygoty posiadaty
izoenzymy amy-Aa amy-Ab oraz amy-Ba i amy-Bc Natomiast fenotypy
bwb; ocra; ct, bwb; ocra; +, +; ocra; cti +; ocra; +; w homozygotycz-
nych warunkach posiadaly amy-Aai amy-Ba Stad wniosek, ze gen (geny)
odpowiedzialne za izoenzymy amy-Ab i amy-Bc sg sprzezone z genami
zwigzanymi z kolorem oczu ochra znajdujacymi sie na trzecim chromoso-
mie. Badania te pozwolity na wyciaggniecie wniosku, ze poszczeg6lne izo-
enzymy w obrebie grup amy-A i amy-B sg kontrolowane przez kodominu-
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Fenotyp amy-BG --amy-B0 amy-Abm  —amy-Al

....................... — i e —
bwb ;ochra; ct m 1_ I

bwb ;ochra; +

1

S

Comia ] 1
Il. 1
I

+ + + I
o
Miejsce startu

Schemat 1. Elektroforogram amylaz u Musca domestice

Elektroforogram izoenzymoéw amylaz dla kazdego fenotypu F2 otrzymanych przez wsteczne

krzyzowanie bwb; ochra; ct ? Fi (bwb; ochra; ct 9 XRp”))'o. z elektroforogramu wynika, ze

gen lub geny odpowiedzialne za izoenzymy amylaz amy-Ab i amy-Bc sg potgczone z genami

odpowiedzialnymi za kolor oczu ochra lezagcymi na trzecim chromosomie. Opracowano na pod-
stawie Ogity (20)

jace geny alleliczne, natomiast kazda grupa amylaz (A i B), kontrolowana
jest przez oddzielne geny lezace na trzecim chromosomie. Badania stopnia
wymiany poszczegdélnych odcinkéw trzeciego chromosomu w procesie
crossing-over pozwolity na zlokalizowanie genu dla amylaz formy A w od-
legtosci 17,5 jednostek mapy genetycznej na prawo od locus petli skrzydta
(schemat 2).

ochro amy-B L? amy-A

u_—19 — 16 — p—m175  —1

Schemat 2. Lokalizacja chromosomu odpowiedzialnego za synteze amylaz

Lp. locus odpowiedzialny za petle skrzydta (loop ot wing). Opracowano na podstawie Og i
ty (20)

Locus dla formy B amylaz jest przesuniety o 16 jednostek w lewo od
petli na tym samym chromosomie.

Podobne badania pozwolity na stwierdzenie, ze izoenzymy kwasnych
fosfataz u much kontrolowane sg przez pare wspoétdominujacych alleli
w locus oddalonym o 26 jednostek od locus car recesywnego genu zmie-
nionej barwy oczu znajdujacego sie na pigtym chromosomie. Na tym chro-
mosomie znajdujg sie loci wiekszosci gendéw esterazowych. Stwierdzono
24 rozne formy molekularne esteraz, dla ktérych zlokalizowano dotad trzy
oddzielne loci stwierdzajgce rownocze$nie u esteraz obecno$¢ enzymow
mono i poligenicznych (20).

Genetyczne badania nad ludzkimi izoenzymami zostaty szeroko omo-
wione przez Harrisa i Hopkinsona (21).
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I1. Ewolucja biatek

Jak wiadomo, droge ewolucji wyznaczajg dwa podstawowe procesy:
mutacja i naturalna selekcja. Mutacje zachodzace w DNA sg zrédtem zmian
w sekwencji tancuchow polipeptydowych i prowadzg do powstania czgste-
czek biatkowych o odmiennych wiasciwosciach. Selekcja nie wigze sie bez-
posrednio ze zmiang sekwencji, ale z funkcjg, jakg dane biatko moze
spetni¢ (hormonalng, enzymatyczng, itp.). Wérdéd wielu poznanych mecha-
nizmow ewolucji struktur biatkowych duplikacje genow i punktowe mu-
tacje odgrywajg prawdopodobnie najwieksza role w filogenezie izoenzy-
mow. Ogdlne typy zmian, jakim podlegajg rézne molekularne formy enzy-
moéw, sg wspdlne dla wszystkich struktur biatkowych. Rozwazmy je na
przyktadzie cytochromu c i hemoglobiny.

I1-1. Cytochrom c¢

Ewolucja struktury cytrochromu c przebiegata na drodze punktowych
mutacji, co zostato udokumentowane przez Margoliasha i Fitcha
(22).

Cytochromy c zawierajg jedng hemowa grupe prostetyczng. Cechuje
je punkt izoelektryczny bliski pH 10. Wszystkie cytrochromy c reaguja
dos¢ tatwo z oksydaza cytrochromowag ssakdw i mozna je swobodnie zaste-
powaé¢ w tancuchu spalan komdrkowych. Nazywa sie je czesto cytochro-
mami ssakéw mimo, iz mogg pochodzi¢ z tak odlegtych organizmow jak
cztowiek i drozdze. W tabeli 2 przedstawiono struktury pierwszorzedowe,
a wiasciwie wariacje tych struktur obejmujgce 20 réznych organizmow
od drozdzy do cztowieka wiacznie. \

Poréwnujac podobieAstwa strukturalne mozna zauwazyc
1. Pozycje, w ktérych wystepujg te same aminokwasy.

2. Pozycje, w ktorych nastepowaty bardzo czeste zmiany aminokwasow
na ogét typu konserwatywnego z zachowaniem charakteru polarnego
i wielkosci taricucha bocznego.

3. Zachowanie ogdlnego fizykochemicznego charakteru catych fragmen-
téw tancucha polipeptydowego z zachowaniem aminokwaséw hydrofo-
bowych i zasadowych.

Badania statystyczne pokazaty, ze ze 103 do 110 aminokwasow, jakie
wchodza w skitad cytochroméw c, 27 do 29 zachowuje swoje potozenie
u wiekszosci réznych gatunkéw. Oczywiscie przy poréwnywaniu dwoch
dowolnych czasteczek cytochroméw ilos¢ reszt, ktore nie ulegty zmianie,
jest znacznie wieksza. Poréwnujac np. tak odlegte filogenetycznie orga-
nizmy jak cztowiek i drozdze widac¢, ze w ich cytochromach az 65 amino-
kwaséw znajduje sie w tych samych pozycjach. Sposréd tych aminokwa-
séw jedynie 28 jest niezbednych do wykazania aktywnos$ci biologicznej.
Identyczno$¢ pozostatych 37 reszt, stanowigca ponad 1/3 catego tancucha
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polipeptydowego, moze by¢ przypisana pozostatosci po wspolnym przodku.
Nalezy podkres$li¢, ze mutacje w cytochromach nie sga beztadnie rozrzu-
cone, 38°0 catkowitej liczby aminokwaséw zachowujacych swoje potoze-
nie znajduje sie w bezposrednim sasiedztwie hemu i prawdobodobnie sta-
nowi miejsce reakcji z oksydazg cytochromowsa.

Jezeli w czasie rozwoju ewolucyjnego substytucje aminokwasowe sg
wynikiem przypadkowego utrwalania selektywnie obojetnych lub prawie
obojetnych mutacji, to woéwczas zdaniem Ohta i Kimury (23) szyb-
ko$¢ rozwoju ewolucyjnego cistron6w moze by¢ przedstawiona w postaci
catki szybkosci mutacji v (s) i prawdopodobiefistwa utrwalania danej mu-
tacji u (s) jako funkcji wspotczynnika selekcji s. Catka ta nazywana jest
efektywng neutralng szybko$cig mutacji:

2/Ne
K = 2N u(s)v(s)ds
-2/Ne

gdzie:

Ne i N — to efektywna i aktualna liczebnos$¢ populaciji,

v (5) — szybkos$¢ mutaciji,

u (s) — prawdopodobienstwo utrwalania mutacji,

s — wspoiczynnik selekcji.

Autorzy ci rozwazyli wptyw efektywnej liczebnos$ci populacji i czasu
generacji na efektywng neutralng szybko$¢ mutacji, wyciggajagc wniosek,
ze jednolita szybko$¢ zastgpienn aminokwasowych w czasteczkach biatek
u réznych linii rozwojowych jest zgodna z przypadkowym utrwaleniem
neutralnych lub tylko w nieznacznym stopniu niekorzystnych mutacji.
Natomiast wyraznie korzystne dla funkcjonowania ustroju mutacje moga
wprowadza¢ znaczne zmiany w szybkos$ci zastapien aminokwasowych
w biatkach posréd réznych linii rozwojowych i tak np.: $ledzac rozwoj
ewolucyjny insuliny u réznych linii rozwojowych kregowcdw mozna zau-
wazy€, ze szybkos¢ ewolucji tego biatka byta znacznie wieksza w linii pro-
wadzacej do Swinki morskiej (5,31 paulinga *), niz w innych liniach roz-
wojowych (24). Podobnie jest w przypadku hemoglobiny, ktérej ewolucja
przebiegata szybciej u nizszych naczelnych (lemur) niz u pozostatych 'na-
czelnych (25, 26, 27).

Zmian, jakie zaszty w czasie rozwoju filogenetycznego danego biatka,
nie mozna jednak przypisa¢ przypadkowym mutacjom zasad w kodujacej
jednostce DNA. Najczestszym typem mutacji wprawdzie jest przejscie
guaniny w adenine, co zaobserwowano na przykiad w hemoglobinie, nie
zauwazono jednak komplementarnej tranzycji w zakresie zasad pirymidy-
nowych (22). Oprocz tego zauwazono, ze pewne aminokwasy, jak np. argi-

*

przez jeden pauling rozumie sie 1X10~9 zastgpieA reszt aminokwasowych na
jeden rok.
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nina, znacznie rzadziej utrwalaja sie w strukturach biatkowych w wyniku
mutacji niz wynikatoby to z przypadkowej wymiany zasad w czasie ewo-
lucji. Ohta i Kimura (28) ttumaczag to tzw. selektywnym wymusze-
niem aminokwasowych podstawien. Poniewaz arginina rd6zni sie znacznie
od innych aminokwaséw zaréwno dtugoscig tancucha weglowodorowego
jak i iloscig grup aminowych (w reszcie guanidylowej), zmiana jakiego-
kolwiek aminokwasu na arginine jest potgczona zwykle z zasadniczg zmia-
ng charakteru fizyko-chemicznego calej czasteczki biatkowej.

Na podstawie znajomosci odcinkéw czasu, jaki dzielit zasadnicze grupy
rozwojowe jak np. ssaki od ptakdw, oraz znajgc liczbe zmienionych w tym
czasie aminokwas6w, mozna byto wyznaczy¢ czas $redni dla dokonania sie
jednej zmiany. Ptaki od ssakéw dzieli okoto 280 milionéw lat. W tym
okresie zostato zastgpionych w cytochromach, srednio liczac 10,6 reszt ami-
nokwasowych. Wynika z tego, ze trzeba byto okoto 26,4 milionéw lat, aby
jedna reszta aminokwasowa zostata zastgpiona przez inng (22). Takie same
obliczenia mozna byto zastosowa¢ do zmian zasad w tancuchu polinukleo-
tydowym DNA, otrzymujac bardziej precyzyjng miare jednej mutacji. Po-
stugujgc sie uzyskanymi jednostkami czasu zastgpienia (mutacji) jednego
aminokwasu przez drugi, mozna byto wyznaczy¢ przypuszczalny odcinek
czasu, jaki dzieli w rozwoju ssaki lub ptaki od gadéw, ryb, bezkregowcow
a nawet drozdzy. Na podstawie zaobserwowanych mutacji w tafcuchu poli-
nukleotydowym cytrochroméw, Fitch i Margoliash zrekonstruowali drzewo

Hrzecigtny minimalny dystans mutacyjny

Candida T
Saccharomyces
Neurospora
Cma

Turiczyk |

Pingwin |
Kura
Kaczka
bolgb .
Kangur
Krolik
Swinia

Czlowiek

Schemat 3. Drzewo genealogiczne cytochromu ¢
Na podstawie Margoliasha i Fitcha (22)
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filogenetyczne rozwoju gatunkéw, taczac ze sobg te gatunki, ktore dzielita
najmniejsza liczba mutacji (schemat 3). W obliczeniach opartych na ra-
chunku statystycznym, uwzgledniono réznice diugosci tancuchow polipep-
tydowych réznych cytrochroméw, stad wartosci utamkowe (22).

W ten sposob otrzymano kopie znanego z biologii drzewa filogenetycz-
nego tacznie ze znanymi przypadkami regresji ewolucji, zaznaczonymi
wartosciami ujemnymi. Na tej podstawie pokazano réwniez, ze cytochro-
my pewnych gatunkéw ulegty ewolucji szybciej niz innych, np. cytochrom
krolika dzieli od wspo6lnego przodka co najmniej 3,5 mutacji, podczas gdy
cytochrom cztowieka az 7,7 mutacji. Powyzsze badania nie tylko pozwo-
lity na systematyczne uszeregowanie zmian filogenetycznych, ale umozli-
wily odgadniecie zmian, jakie mialy miejsce w strukturze biatek u nie
zbadanych dotad organizmow lezacych na tej samej linii rozwoju. Jednak,
mimo tak obszernej wiedzy odnosnie ewolucji struktury cytochromow,
nie znamy tej pierwotnej formy biatkowej, z ktérej wywodzg sie czasteczki
cytochromoéw c.

11-2. Hemoglobina

Zwigzek pomiedzy duplikacjg chromosoméw a pojawieniem sie nowych
mutacji po raz pierwszy zostal zaobserwowany przez Bridgesa (29).
Duplikacje moga by¢ dwojakiego rodzaju, mogg prowadzi¢ do powtdrzenia
czesci tancucha polinukleotydowego lub do duplikacji catkowitego cistronu.
Nowy cistron moze przez pewien czas nie ujawnia¢ sie (milczacy gen),
mimo to moze ulega¢ dalszej mutacji. Mutacje tego cistronu moga kumu-
lowa¢ sie w dtugim okresie czasu, a nastepnie ,na skutek mutacji mecha-
nizmu odpowiedzialnego za kontrole biosyntezy biatka, zmieniony cistron
moze sie nagle uczynni¢, w wyniku czego pojawia sie biatko o radykalnie
nieraz zmienionych wiasciwosciach. Najlepiej poznanymi biatkami, kto-
rych ewolucja przebiegata prawdopodobnie witasnie przez duplikacje ci-
stronéw i punktowe mutacje gendw sg tafcuchy a, 3 8, y hemoglobiny
oraz mioglobina (30, 31). Wedtug Ingrama (30), wszystkie .cistrony od-
powiedzialne za synteze tancuchow a, @y, 8 hemoglobiny oraz mioglobiny
pochodzg od wspdlnego prekursora. Cistrony odpowiedzialne za synteze
tancuchdéw a i @nie tylko rdznig sie znacznie miedzy sobg, lecz réwniez
leza na roznych chromosomach (32), podczas gdy cistrony kodujgce tan-
cuchy 81 Ysg jeszcze ze sobg sprzezone (33).

Poréwnujac obszary homologiczne hemoglobin ludzkich mozna byto
zrekonstruowaé najbardziej prawdopodobne nastepstwo duplikacji genow
zachodzace w czasie ewolucji. Pokazano np., ze tarficuchy 8 i @sa najbar-
dziej podobne do siebie, posiadajgc na ogo6lng liczbe 146 aminokwaséw,
136 identycznych pozycji. Lancuchy y posiadajg identyczne reszty amino-
kwasowe w 109 pozycjach z tancuchem @i 106 z tancuchem 8. Mozna byto
wyciagnaé whniosek, ze tancuchy @i 8 oddzielity sie stosunkowo niedawno
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w rozwoju ewolucyjnym, podczas gdy ich wspdlny przodek ((3-5-prekursor),
oddzielit sie znacznie wczesniej od prekursora tahncucha y. Lahcuch a wy-
kazuje znacznie mniej podobieAstw od innych fancuchéw posiadajac tylko
65 wspollnych reszt aminokwasowych z tafncuchem @ 62 z taricuchem 8
i 59 z tancuchem y. Mniej wiecej jednakowe podobieAstwo miedzy tancu-
chem a i kazdym cztonkiem grupy @ 5, y sugeruje, ze prekursor tancucha
a oddzielit sie od prekursora taricuchéw y, @ 5 najwczesniej w ewolucji.

Badania Scoulod’ego (34, 35 nad mioglobing foki wykazaty,
ze jej struktura przestrzenna jest bardzo podobna do mioglobiny spermy
wieloryba. Porownujac strukture I-rzedowag mioglobiny nasienia wielory-
ba z tancuchami a i (3-hemoglobiny ludzkiej wykazano 37 pozycji o iden-
tycznych resztach aminokwasowych. W ostatecznej konkluzji wszystkie te
tancuchy powinny posiada¢ wspdélnego przodka, co pozostaje w catkowitej
zgodnosci z badaniami Kendrew (36) i Perutza (37), ktorzy wy-
kazali uderzajagce podobieAstwo struktury przestrzennej mioglobiny i he-
moglobiny mimo znacznych réznic w strukturze pierwszorzedowej.

Ostatnie badania nad ewolucjg tancuchow hemoglobiny prowadzone
przez Chauveta i Achera (38), dostarczylty dalszych informacji.
Autorzy ci, analizujac ilos¢ mutacji, jakie zaszty u przedstawicieli 26 ga-
tunkéw kregowcdéw (od zaby do cztowieka), stwierdzili, ze aczkolwiek licz-
ba substytucji jest zalezna od czasu, to nie jest do niego proporcjonalna.

W tahncuchach @ hemoglobiny wykazano 54 niezmienione pozycje ami-
nokwasowe. Znaczna cze$¢ tych konserwatywnych pozycji wystepuje
w dwoch odcinkach tancucha polipeptydowego pomiedzy pozycjami 28
a 40 oraz 96 a 108, liczac wedtug numeracji przyjetej dla ludzkiej hemo-
globiny. Pozycje 30, 33, 34, 35 sg obsadzone przez aminokwasy petnigce
role aminokwaséw kontaktowych miedzy tancuchami (3 i ofi, natomiast po-
zycje 36, 37, 39, 40 miedzy @ i a2 podjednostkami a pozycja 38 jest kon-
taktowa dla (3-hemu. Nie zmieniajaca sie sekwencja aminokwaséw w pozy-
cji 96 do 108 moze by¢ wyjasniona koniecznoscig zachowania kontaktu
pomiedzy @tancuchem i hemem (pozycje 96 i 98) z jednej strony, a dwoma
a tancuchami — (pozycje 97, 98, 99, 101, 102, 108) z drugiej strony.

Jak wiadomo, efekt Bohra, ktéry tgczy zmiane powinowactwa hemoglo-
biny do tlenu ze zdolno$cig wigzania protonu (39) przez hemoglobine, wy-
nika z obecnosci wigzan solnych w tancuchach 3 wystepujacych pomiedzy
His— 146 i Asp—94 (40, 41), oraz Cys—93 (42). W tancuchu (3-hemoglobiny
u ssakéw, aminokwasy w tych wszystkich pozycjach pozostalty nie zmie-
nione.

Omoéwione wyzej badania nad zachowaniem budowy hemoglobiny, (mi-
mo, ze nie odnosza sie do czasteczki enzymu) wyraznie pokazujg wyste-
powanie Scistego zwigzku pomiedzy statosScig witalnych fragmentéw struk-
tury a funkcjg czasteczek biatkowych. Na marginesie powyzszych rozwa-
zan chcielibySmy nadmieni¢, ze wg McLachlana (43) powtarzajgce
sie sekwencje w czasteczkach réznych biatek nie stanowig dowodu na to,
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ze powstaty one przez duplikacje genu u wspoélnych przodkéw. Na podsta-
wie rachunku statystycznego autor dowodzi, ze wiekszo$¢ dotychczas po-
znanych biatek o ztozonej strukturze nie powstata przez duplikacje pro-
stych czasteczek, lecz wynikla ze stopniowego wzrostu tancucha polipep-
tydowego wokot obszaru centrum aktywnego, charakteryzujgcego sie
wzgledng trwatoscig sktadu aminokwasowego w procesie ewolucji.

I11. Filogeneza izoenzymow

Brak w tej chwili tak wyczerpujacych danych na temat struktury izo-
enzymow jak te, ktérymi dysponujemy w przypadku cytochromoéw, hemo-
globiny, rybonukleazy i niektérych innych biatek. Rozwdj ewolucyjny
izoenzymow mozna jednak prze$ledzi¢ w oparciu o szereg posrednich me-
tod badania struktury. W niniejszym artykule ograniczymy sie do dokitad-
niejszego opisania badan nad ewolucja dwéch enzyméw: FDP-aldolazy
i anhydrazy weglanowej.

Poréwnujgc izoenzymy wystepujace w organizmach stojgcych na roz-
nym stopniu rozwoju filogenetycznego mozna byto wykaza¢, ktéra z form
izoenzymow jest filogenetycznie starsza. Jako przyktad mogg postuzy¢ ba-
dania Tashianna i Shre filera (44) nad anhydrazg weglanowsg.

I11-1. Anhydraza weglanowa

Erytrocyty ssakow zawierajg jedng lub dwie formy tego enzymu pozo-
stajgcych pod kontrolg dwoéch niezaleznych genéw. Kazda z tych form
moze wystepowaé w jednej lub kilku zmutowanych postaciach réznigcych
sie ruchliwoscia elektroforetyczng. Jak stwierdzono, aktywnosci specyficz-
ne formy Il anhydrazy u roznych gatunkow sg do siebie bardzo zblizone,
co wskazuje na znaczne wzajemne podobienstwo strukturalne, natomiast
aktywnosci specyficzne formy | wykazujg duze réznice gatunkowe. Sktady
aminokwasowe tych izoenzymdw okazaly sie podobne. Anhydrazy te roz-
nity sie miedzy sobg zawartoscia seryny, glicyny, leucyny zachowujac jed-
nak dla okre$lonej formy molekularnej stato$¢ skiadu wsrdéd rdznych
gatunkéw. Porédwnanie map peptydowych oraz badania immunologiczne
dostarczyty dalszych dowodéw, ze struktura formy Il nie zmienita sie
w czasie filogenezy. W badaniach immunologicznych postuzono sie prze-
ciwciatami skierowanymi, przeciwko ludzkim formom anhydrazy | i IlI.
Przeciwciata te uzyto do badan krzyzowych z anhydrazami cztowieka,
matp oraz gryzoni. Uzyskane wyniki wykazaty brak réznic immunologicz-
nych anhydrazy Il u naczelnych oraz r6znice w strukturze anhydrazy |I.
Stwierdzono, ze przeciwciata skierowane przeciwko ludzkiej anhydrazie |
lub Il sg specyficzne dla swoich antygendw i u naczelnych nie dajg reakcji
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krzyzowych. Natomiast te same przeciwciata byty nie specyficzne w od-
niesieniu do anhydrazy | i Il wystepujgcych u gryzoni. Na tej podstawie
wysunieto przypuszczenie, ze jakkolwiek anhydrazy | i Il cztowieka réz-
nig sie znacznie strukturg, to anhydrazy gryzoni nie sg jeszcze miedzy sobg
dostatecznie zrdéznicowane i dlatego dajg reakcje precypitacji z obu for-
mami ludzkich przeciwciat (45).

Badania nad czestotliwo$cia mutacji anhydrazy weglanowej | i 1l
w erytrocytach ludzi, malp starego oraz nowego $wiata potwierdzity przy-
puszczenia, ze forma | ulegala znacznie czeSciej mutacjom niz forma Il
(44, 46). Pojawienie sie wariantéw jednej z form nie byto zwigzane ze
zmianami struktury Il formy, co wskazuje, iz s3 one wynikiem wyrazania
sie oddzielnych niezaleznych od siebie gendw.

Jak wspomnieliSmy, obok naczelnych, gryzonie posiadaja obie formy
anhydrazy, w zwigzku z powyzszym przypuszcza sie, ze duplikacja genéw
miata miejsce jeszcze przed wyksztalceniem sie tych gatunkéw. U ryb
wystepuje tylko jedna forma molekularna anhydrazy o wiasciwos$ciach
zblizonych do formy Il (47). Powyzsze doSwiadczenia, mimo ze jeszcze
nie ostateczne sugerujg przyblizony czas zajscia duplikacji genu, pozwa-
lajg tez stwierdzié, ze forma Il anhydrazy jest ewolucyjnie starsza. W ery-
trocytach przezuwaczy wystepuje tez tylko jedna forma molekularna an-
hydrazy a badania nad strukturg pierwszorzedowg oraz wiasciwosciami
katalitycznymi wskazaty, ze nalezy ona do formy Il anhydraz (46). Praw-
dopodobnie jednak gen anhydrazy | z erytrocytéw przezuwaczy nie za-
niknat lecz ulegt represji, poniewaz izoenzym ten mozna wykaza¢ w ko-
morkach epitelialnych zotgdka (rumeri) (48).

111-2. Aldolazy fruktozodwufosforanowe

Innym pasjonujgcym przykiadem ewolucji enzymow jest ewolucja
FDP-aldolaz. Nalezg one do enzymow o bardzo starym rodowodzie. Wy-
stepujg wszedzie tam, gdzie istnieje metabolizm weglowodanowy. W$réd
FDP-aldolaz wystepujg zaréwno biatka proste jak i ztozone (metalopro-
teidy). R6znig sie miedzy sobg nie tylko specyficzng aktywnos$cig enzyma-
tyczng, ale rowniez mechanizmem Kkatalizowanej reakcji. Wystepujg wsréd
nich, zarédwno biatka o wysoko zorganizowanej strukturze czwartorzedowej
jak i takie, ktore w ogole struktury czwartorzedowej nie posiadaja.

Zgodnie z zaproponowang przez Ru llera nomenklaturg (49), aldo-
lazy dzielimy na dwie klasy. Klase | wystepujaca gtéwnie u zwierzat
i roslin samozywnych oraz klase Il wystepujagcg u bakterii, grzybéw. Za-
réwno aldolazy klasy | jak Il wystepujg w Euglenie i Chlamydomonas. Cie-
zar czgsteczkowy aldolaz klasy | wynosi okoto 160 000, w centrum aktyw-
nym znajduje sie lizyna tworzaca z substratem (fosforanem dwuhydroksy-
acetonu) labilny zwigzek, zwiazek typu zasady Schiffa. Redukcja tej zasa-
dy borowodorkiem prowadzi do inaktywacji aldolaz klasy 1.

2 Postepy Biochemii



Analogie struktu
Struktury cen

Typ  Pochodzenie 4, 3 4 5 5§ 7 g 9 1 n 1
aldolazy aldolazy
Krolik (57)
migsnie szkie- Ala Leu Ser Asn His His lle Tyr Leu Gin Gly Thr
letowe

Wattusz (58)
migsnie szkie- Ala Leu Ser Asp His His Val Tyr Leu Gin Gly Thr
letowe

I i A

Zaba (59)
mignie szkie-  Ala Leu Ser Asx His His Val Tyr Leu GIx Gly Thr
letowe

Aldolazy KI.

Jesiotr
(60, 61) migSnie Ala Leu Ser Asp His His Val Tyr Leu Glu Gly Thr
szkieletowe

Krolik (62)

watroba Ala Leu Asn Asp His His Val Tyr Leu Gly Gly Thr

I T B

Wt (62)
watroba

Aldolazy
KI.

Ala Leu Asn Asp His His Val Tyr Leu Gly Gly Thr

Liscie szpina-
ku (63)

Struktury fragmentéw N-korcowych

Typ Pochodzenie 1 2 3 | 4

aldolazy aldolazy i3 6 ! 8 ° b 1w

K_ro,“k (64) Pro His Ser His Pro Ala Leu Thr Pro Glu Gin Lys
< Migs. szkiet.
N Krélik (8)
S S migs. szkiet,
< = a-podjednost. Pro His Ser His Pro Ala Leu Thr Glu Gin Lys
W  p-podjednost. Pro His His His Pro Ala Leu Thr Glu Glu Lys
Aldolaza Krélik (1)
KI. 1 mozg Pro His Ser Tyr Pro Ala
Typ C
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raine FDP-aldolaz
trow aktywnych

13 14 1 16 17 18 19 20 2

Leu Leu Lys Pro Asn Met Val Thr Pro

Leu Leu Lys Pro Asn Met Val Thr Ala

Leu Leu Lys Pro Asx Met Val Thr Ala

Leu Leu Lys Pro Asn Met Val Thr Ala

Leu Leu Lys Pro Asn Met Val Thr Ala

Leu Leu Lys Pro Asn Met Yal Thr Ala

Leu Leu Lys Pro Ser

2 23

Gly His

Gly His

Gly Asx

Gly Gin

Gly His

Gly His

24

Ala

Ser

Ala

Ala

Ala

Ala

Struktury fragmentéw C-koricowych

Typ Pochodzenie
aldolazy aldolazy i
KI 1 Krélik (65) a Phe  Leu

Typ A mies. szkiet.
p Phe  Leu

KL 1 Krélik (66)

Typ B watroba Gly

KL 1 Krélik (67)

Typ C mozg

KI 1 Szczur (68)

Typ A migs. szkiet.

KI. 1 Szczur (68)

Typ B watroba

KI. 1 Cztowiek (69)

Typ A mig$. szkiet.

KI 1 Ascaris suum \
migsnie (70)

Typ A wor skorno-
-migsniowy

[515]

lle Ser
lle Ser
Phe Leu

25

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Cys

Asn

Asp

Ala

26

Thr

Ser

Thr

Thr

Thr

His

His

Thr2

Ser

27

Gin

His

Glx

Lys

Lys

Lys

Ala

Ala

Ser2

Ala

Tabela 4

28

Lys

Lys

Lys

Lys

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr

Tyr
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Aldolazy klasy Il sg metaloenzymami o ciezarze czasteczkowym wyno-
szacym okoto 80 000; w centrum aktywnym w miejsce lizyny wystepuje
jon metalu dwuwarto$ciowego: zelazo, cynk, mangan lub kobalt, ktore
moga sie wzajemnie zastepowaé (50). Aldolazy te aktywuja sie zwigzkami
SH i jonami potasu, natomiast hamowane sg przez zwigzki kompleksujace
metale jak np. EDTA (51).

Wsréd aldolaz klasy | znaleziono u ssakéw trzy izoenzymy: aldolazy A,
B i C. U prymitywnych ryb obok aldolaz A, B i C wykazano elektrofore-
tycznie nowy rodzaj czasteczek o aktywnos$ci aldolazowej, ktéry nazwano
aldolazg D (52). Aldolazy A, B i C r6znig sie miedzy sobg strukturg pierw-
szorzedowag, a co za tym idzie wiasciwosciami katalitycznymi, immunolo-
gicznymi oraz ruchliwoscig elektroforetyczng.

Struktura podjednostkowa aldolaz A, B i C jest tetrameryczna (53, 54,
55). W wypadku dysocjacji i reasocjacji mieszaniny aldolaz A i C lub A
i B, obok dwoch wyjsciowych czasteczek powstajg trzy hybrydy a3y, a2y2
ay3 lub a3@3 a2 «P3 tworzgce sie w nastepstwie przypadkowego tgczenia
sie ze sobg podjednostek aldolazowych, gdzie a sg podjednostkami aldola-
zy A, (3-podjednostkami aldolazy B, a 7-podjednostkami aldolazy C (55, 56).

Aldolazy A, B i C dajg specyficzne reakcje immunologiczne (49, 56).
Przeciwciata anty-A reagujg tylko z aldolazg A, anty-B tylko z aldolazg B
i anty-C z aldolazg C. Opierajac sie na danych opublikowanych w latach
1968—1972 (1, 8, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71) ze-
stawiliSmy w tabeli 4 analogie strukturalne fragmentéw C i N-koricowych
oraz centrow aktywnych FDP-aldolaz pochodzacych z réznych gatunkéw.

Badania pracowni Horeckera (57, 66), Perhama (60, 71)
i Ruttera (1) pokazaly, ze aldolazy A, B i C z krdlika majg zblizone
sekwencje C-koncowe i N-kohncowe oraz struktury centrow aktywnych
(57, 62). Zaobserwowane roznice w strukturze pierwszorzedowej w zasa-
dzie odnoszg sie do nielicznych zastgpien natury konserwatywnej i mozna
je przypisa¢ pojedynczym zmianom zasad w tancuchu polinukleotydowym
W rejonie centrum aktywnego wystepuje tylko jedno opuszczenie amino-
kwasu — brak seryny u aldolazy A (57).

Poniewaz lizyna wystepujagca w centrum aktywnym jest niezbedna do
przejawiania funkcji biologicznej aldolaz, zachowanie niezmienionej struk-
tury w tym obrebie wydaje sie oczywiste. W przedstawionych sekwencjach
aldolaz A, B i C uderza jednak podobienstwo fragmentéw C i N-konco-
wych. Mogtoby to sugerowaé ich udziat w katalizowaniu reakcji enzyma-
tycznej. Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy funkcja katalityczng a obec-
noscig N-konicowych reszt aminokwasowych, natomiast usuniecie C-konco-
wej tyrozyny (tabela 5) powoduje utrate aktywnos$ci enzymatycznej wzgle-
dem FDP aldolazy A o 96°/o, aldolazy B o 50°/0 i o 90°/o u aldolazy C (67).
Aktywnosci enzymatyczne aldolaz A, B i C wzgledem FDP znacznie sie
miedzy sobg roznig, po usunieciu C-koncowego aminokwasu stajg sie do
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Tabela 5
/Wynik dziatania karboksypeptydazy A na aktywnos$¢ katalityczng aldolaz A, B i C.

) Wyjsciowa aktywno$¢ specyficzna Koncowa aktywno$¢ specyficzna
Aldolaza  FDP | P Fw?/;czvlv: FDP  FI-p FIE)C;COFW':
A 19 0,40 47 0,51 0,26 2
B 0,98 0,99 10 0,45 0,53 1,02
Cc 6,6 0,53 12,5 0,46 0,24 19

Opracowano na podstawie badan Penhoeta i wsp. (67).

siebie zblizone. Wynika z tego, ze C-koincowy fragment aldolazy jest funk-
cyjny i od niego uzalezniona jest przede wszystkim aktywno$é wzgledem
FDP. Nie ulega watpliwosci, ze mimo istniejagcych réznic aldolazy A, B
i C stanowig homologiczng grupe biatek.

Poréwnanie map peptydowych kroliczych aldolaz A, B i C wykazato,
ze wiekszo$¢ plam peptydowych nie pokrywa sie ze sobg (49, 67). Mozna
stagd wnosi¢, ze krolicze aldolazy A, B i C jakkolwiek homologiczne sg juz
dos$¢ odlegte od siebie w sensie ewolucyjnym.

Poréwnawcze badania Perhama i Andersona (71) wykazaty,
ze aldolazy miesniowe z krélika, $wini, wotu i jesiotra, a wiec pochodzace
z odlegtych szczebli drabiny ewolucyjnej, posiadajg zblizone sktady amino-
kwasowe, mapy peptydowe, ich N-koAcowym aminokwasem jest prolina.
Ponadto posiadajg takie same aminokwasy N-koncowe we fragmentach
otrzymanych po bromocyjanowaniu i rozbiciu tancuchéw polipeptydowych
przy metionianach (60). Mozna przypuszczaé, ze wszystkie te aldolazy po-
chodzg od tego samego genu zmieniajgcego sie w czasie rozwoju filogene-
tycznego na drodze punktowych mutacji. Siedzac rozw6j filogenetyczny
FDP-aldolaz, widzimy, ze u zwierzat jednokomdrkowych Wystepuje tylko
jeden typ aldolazy stale zachowujgcy wiasciwosci klasy | (72). U niekto-
rych bezkregowcéw obserwuje sie juz nie jedng lecz dwie r6zne moleku-
larne formy aldolaz (72, 73). Ostatnio przeprowadzone badania wykazaty,
ze obydwie te formy posiadajg wtasciwosci aldolaz klasy | (74). Stwierdzo-
no nadto, ze w swych witasciwosciach molekularnych i katalitycznych sa
one bardziej zblizone do aldolaz typu A anizeli do typu B (70). Wydaje sie
zatem, ze mozna z duzym prawdopodobieAstwem wysungé przypuszczenie,
ze witasnie aldolaza A jest najstarszg filogenetycznie forma (70).

Omawiajac aldolaze A wspomnieé nalezy o tzw. zjawisku mikrohetero-
gennosci. Mianowicie stwierdzono, ze krystaliczne preparaty aldolazy A
z mies$ni krélika wystepujg w pieciu molekularnych formach (1, 2, 3). Spo-
wodowane to jest prawdopodobnie istnieniem dwoéch typdw podjednostek
(71, 74, 75, 76, 77), ktore, jak to sugeruje Ha jos i wsp., réznig sie sek-
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wencjg w obszarze N-koricowego aminokwasu (8). Grupa Horeckera
wykazata, ze podczas wzrostu organizmu krélika nastepuje specyficzna de-
zamidynacja reszty asparaginianowej potozonej blisko wolnej grupy karbo-
ksylowej czasteczki (75, 65). Wynikatoby z tego, ze mikroheterogennos$é
aldolazy A jest wynikiem #gczenia sie ze sobg co najmniej dwaoch roznych
typow podjednostek biatkowych, ktére mogty powsta¢ zarobwno w wyniku
modyfikacji in vivo fancuchéw polipeptydowych, jak tez i takich, ktére sa
rezultatem wyrazania sie dwoch prawdopodobnie allelicznych genow.
Trudno powiedzieé, ktory z tych procesdéw przewaza, faktem jest, ze obok
pieciu gtdwnych frakcji w preparatach krystalicznej aldolazy A znajdowa-
no zawsze $lady dodatkowej heterogennosci (2, 3, 7).

Przytoczone na wstepie roznice strukturalne miedzy aldolazami klasy
I i Il zdawaty sie wyklucza¢ mozliwosci ich pochodzenia od tego samego
prekursora genetycznego. Wydawato sie, ze stanowig one przyktad ewolucji
niezaleznych linii rozwojowych (49). Ostatnie prace grupy Ruttera
sugeruja jednak pewne podobienstwa miedzy tymi dwoma klasami (78).
Badania te byly oparte wytgcznie na analizie sktadéw aminokwasowych
aldolazy drozdzowej oraz kroliczych aldolaz A, B i C. Z obliczonych war-
tosci odchylenia strukturalnego mozna byto wyciggna¢ wniosek, ze whrew
dotychczasowym pogladom istnieje pokrewienstwo pomiedzy tymi klasa-
mi. Tym bardziej, ze jak wykazali Harris i wsp. (78), mimo réznych
ciezarow czasteczkowych aldolaz klasy | i Il, ciezary ich podjednostek sg
takie same i wynoszg okoto 40 000.

W roku 1970 Lebherz odkryt w Micrococcus aerogenes aldolaze (52)
o wiasciwosciach zupetnie odmiennych od aldolaz typu bakteryjnego. Al-
dolaza odkryta przez Lebherza posiada witasciwosci zblizone do aldolaz
klasy | z lizyng centrum aktywnym, lecz sktada sie z jednego tancucha
polipeptydowego o masie czasteczkowej okoto 34 000. Opierajgc sie na tym
odkryciu, jak rowniez na innych danych literaturowych (49, 70, 72, 73,
78, 79, 80, 81, 82, 83) mozna zatozyé hipotetyczny przebieg ewolucji FDP-
aldolaz, ktory przedstawiono na schemacie 4.

Wydaje sig, ze aldolaza z Micrococcus aerogenes moze by¢ zachowanym
Sladem praprzodka czasteczki aldolazowej o masie okoto 40 000 i struktu-
rze l-podjednostkowej. Mozna zatem zatozy¢, ze na poczatku drogi ewolu-
cyjnej aldolazy istniat gen funkcjonalny dla czasteczek ztozonych tylko
z jednego fancucha polipeptydowego. W czasie dalszego rozwoju ewolu-
cyjnego, prawdopodobnie na skutek duplikacji genu, powstaty dalej dwa
niezalezne geny, z ktérych jeden funkcyjny ewoluowat w kierunku bio-
syntetyzowania taficuchow polipeptydowych, ktére fatwo ulegty dimery-
zacji lecz do przejawiania swej aktywno$ci w miejsce lizyny potrzebo-
waty metalu dwuwarto$ciowego (klasa Il). Drugi gen poczatkowo niefunk-
cjonalny ewoluowat roéwniez w kierunku biosyntetyzowania tancuchow
polipeptydowych +tatwo dimeryzujagcych, a potem tetrameryzujgcych,
a ktore nie potrzebowaty podobnie jak ich protoplasta metalu do petnienia
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Schemat 4. Postulowany przebieg rozwoju filogenetycznego FDP-aldolaz.
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swej funkcji katalitycznej (klasa 1). Funkcjonalny gen aldolaz klasy |
ujawnit sie nagle u progenitoréw, jak Euglena i Chlamydomonas, obok
aldolaz klasy Il (49, 83, 79). Nastepnie podczas dalszej ewolucji aldolazy
klasy Il zanikty, a w obrebie klasy I, w wyniku nowych duplikacji genow,
powstaty aldolazy A, B, C i D. Wydaje sie, ze podczas dalszego rozwoju
filogenetycznego aldolaza D zanikta.

Bardzo uzyteczne do badania homologii sekwencji aminokwasowej
izoenzymOw okazato sie obliczanie wspétczynnika korelacji (CC) (84) zde-
finiowanego jako:

G »gy)
Ce = y, (xy) - n

gdzie X i Y — przedstawiajag utamki molowe poréwnywanych par
aminokwaséw a ,n” stanowi catkowitg liczbe porow-
nan, tj. zazwyczaj 17—20 dla aminokwasow znajduja-
cych sie w danym biatku. CC zawarty jest w granicach
od 0 do 1, przy czym dazy do jednosci w miare wzro-
stu podobieAstwa struktury i tancucha polipeptydo-
wego.

Obliczone ze sktadu aminokwasowego wspotczynniki korelacji potwier-
dzity na przyktadzie kilku biatek, znane z biologii drzewo genealogiczne
rozwoju gatunkow. Wspétczynniki korelacji aldolazy A z tkanek zwierzat
zaliczanych do réznych gatunkéw sg bliskie jedno$ci (84), co sugeruje
znaczne podobienstwo strukturalne aldolaz A, wieksze nawet, anizeli po-
dobienAstwo izonezymow aldolaz A, B i C z tkanek tego samego zwierzecia.

111-3. Zachowanie struktury centréw wigzacych podjednostki

Zachowanie struktury izoenzymo6w w czasie ewolucji ogranicza sie do
obszaru centrum aktywnego, co jest faktem zrozumialym nie wymagaja-
cym szerszych objasnien. ChcielibySmy natomiast zwréci¢ uwage na bada-
nia dowodzace wyraznej konserwacji struktury centréw wigzacych pod-
jednostki biatkowe nawet w czgsteczkach tych enzymow, o ktérych przy-
puszcza sie, ze struktura czwartorzedowa nie jest konieczna dla ich funk-
cji enzymatycznej. Mimo, ze charakter wigzan, przy pomocy ktérych pod-
jednostki izoenzymdw tgczg sie ze soba, nie jest jeszcze wyjasniony, mozna
przypuszcza¢ na zasadzie analogii ze strukturg hemoglobiny, ze sg to
przede wszystkim wigzania hydrofobowe miedzy okre$lonymi resztami
aminokwasowymi. Jedng z metod pozwalajgcych na badania stopnia za-
chowania struktury obszaréw wigzacych podjednostki sg badania hybry-
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dyzacyjne, polegajace na wymianie tafncuchéw polipeptydowych pomiedzy
czasteczkami izoenzymoéw o roznej ruchliwosci elektroforetycznej. Badania
te zastosowane do dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego pozwo-
lity wykazaé zachowanie struktury centréw wiazacych podjednostki u izo-
enzyméw wyizolowanych z tak odlegtych od siebie pod wzgledem ewo-
lucyjnym organizmow jak bezkregowce i ssaki (85). Wykazano bowiem, ze
dehydrogenazy z robakéw obtych i cztowieka, nie posiadajgce pod wzgle-
dem immunologicznym zadnych wspoélnych cech hybrydyzowaty ze sobg
dajac trzy aktywne hybrydy, zgodnie z ich budowg tetrameryczng (patrz
schemat 5 A).

A B

Cztowiek Ascaris - Pi Krdlik Ascaris 0
==

¢

Start Start

Schemat 5.A. Elektroforogram uzyskany po dysocjacji i reasocjacji mieszaniny dehy-
drogenaz aldehydu 3-fosfoglicerynowego z mieséni ludzkich oraz Ascaris suum (85).
Wywotano na aktywno$¢ enzymatyczng

Schemat 5.B. Elektroforogram uzyskany po dysocjacji i reasocjacji mieszaniny aldolaz
z miesni krélika (typ A) z aldolazg otrzymang z Ascaris suum (70). Wywotano na ak-
tywnos$¢ enzymatyczng N

Podobne wyniki uzyskano w wypadku hybrydyzacji dehydrogenazy
mleczanowej wyizolowanej z Latimeria chalumnae (ryby, o ktérej pier-
wotnie sgdzono, ze wygineta okoto 75 milionéw lat temu), a dehydrogenazg
mleczanowg z wotu (86). Rowniez i w tym przypadku otrzymano 3 aktyw-
ne hybrydy. Spotorno i Holloway przeprowadzili hybrydyzacje
pomiedzy dehydrogenazg aldehydu 3-fosfoglicerynowego z drozdzy (tetra-
mer) i miesni (tetramer), lecz w tym przypadku uzyskano tylko jeden hy-
bryd zamiast spodziewanych trzech (87). Podobny wynik, aczkolwiek uzy-
skany z innymi enzymami otrzymali Kochman i Kwiatkowska
(70), (patrz rysunek 5) w wypadku hybrydyzacji tetramerycznej aldolazy
z Ascaris suum z aldolaza z miesni krolika.

Fakty te mozna wyjasnié w rozny sposéb, np. ze pozostate dwa hy-
brydy sg nieaktywne i dlatego nie zostaty wykryte barwieniem enzyma-
tycznym lub, ze ze wzgledow energetycznych asymetryczne hybrydy nie
sg trwate. Naszym jednak zdaniem, powodem tworzenia sie tylko jednego
rodzaju czasteczek o rownym udziale obu typéw podjednostek w tetrame-
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rycznej czasteczce jest istnienie dwoéch typow centré6w wigzacych pod-
jednostki (rozpoznajgcych podjednostki) w tych biatkach. Pierwszy dla
reakcji asocjacji:

monomer+monomer -» dimer, oraz drugi typ dla reakcji:

dimer+ dimer -> tetramer.

Podczas ewolucji pierwszy z typow centrow ,,rozpoznajgcych” prawdo-
podobnie tak sie zmienit, ze nie dochodzi do utworzenia heteromerycznego
dimer, podczas gdy podobienstwa strukturalne w obszarze drugiego typu
centrum rozpoznawczego sg jeszcze na tyle zachowane, iz mogg powstawac
heteromeryczne tetramery z homomerycznych dimerow.

I11-4. Rozmieszczenie izoenzyméw i ich funkcja

Rozwazmy funkcje izoenzymdéw na przykiadzie aldolazy i dehydroge-
nazy mleczanowej.

Aldolaza. Jakkolwiek aldolaza A wystepuje w kazdej tkance, to naj-
wieksze jej ilosci wystepuja w tkance miesniowej charakteryzujacej sie
intensywnymi procesami glikolizy (72). Aldolaza B, obok watroby, znajduje
sie gtownie w nerce i jelitach, organach zwigzanych przede wszystkim
z procesami anabolicznymi i procesami oksydacyjnej fosforylacji (72, 73).
W pozostatych tkankach wystepuje obok aldolazy A réwniez aldolaza C.
Znaczne ilosci aldolazy C wystepuja w tkance nerwowej i soczewce oka
(72, 73)

Porownawcze dane kinetyczne dla aldolaz A, B i C opracowane przez
grupe Ru11era (67) wskazujg na szczegélnie aktywng role aldolazy A
w rozkiadzie fruktozo-l,6-dwufosforanu. Rozkiada ona ten metabolit kilka-
nascie razy szybciej niz aldolaza C zwana popularnie mézgowa. Aldolaza A
znajduje sie we wszystkich tkankach, gdzie biegnie intensywna glikoliza,
jak tkanka embrionalna (72), 73), miesniowa oraz nowotworowa (68, 88, 89,
90, 91, 92). Najwyzsze z kolei powinowactwa aldolazy B do fosfotrioz zdaje
sie ukazywac jej role przy wytapywaniu fragmentéow tréjweglowych i re-
syntezie FDP, gdy w wyniku dziatania odpowiedniego mechanizmu regu-
latorowego zostang stworzone warunki do biosyntezy cukrowcow. Z da-
nych kinetycznych zwraca uwage najwyzsze ze wszystkich aldolaz powi-
nowactwo aldolazy B do F-1-P. Przy stezeniach zblizonych do fizjologicz-
nych, aldolaza B rozkiada F-I-P blisko 60 razy szybciej niz aldolaza A.
Jak z tego wynika, odgrywa ona gtdwng role w glukoneogenezie i metabo-
lizmie fruktozy, a jej brak (93), powoduje nietolerancje fruktozowsg.

Podczas ewolucji, w miare powstawania bardziej ztozonych form zycia,
dochodzito jednocze$nie do tworzenia aglomeratow komdrek dostosowa-
nych do petnienia specyficznych funkcji fizjologicznych oraz do biosyntezy
nowych molekularnych form enzyméw. Przyktadem tego moze by¢ fakt, ze
w ciele ttuszczowym muchy, ktéremu przypisuje sie niektére funkcje wat-
roby, wystepuje aldolaza o pewnych witasciwosciach zblizonych do kréliczej
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Tabela 6

Rozmieszczenie FDP-aldolaz w niektérych tkankach i organach u kregowcéw

Migsnie

sokolet Sledziona
Cztowiek . A A
Matpa A A
; Wot A /\; c
Swinia A A—C
Szczur A A
; Krolik A A
Kura A A—C
Z6tw A A
t
Zaba A A
Okon A A—C
j Rekin A A
Pstrag A ,C”
Jaszczurka
Zaskro-
niec
Gotgb
1

Serce  Modzg
A—C A—C
A—C A—C

A A—C
A—C A—C

A A <O

A A—C
A—C A—C
A—C A—C
A—C A—C
A—C A—-C
A—C A—C

iA—,C” ,C—D"

I
Watroba

Nerki

A—B

A—B

A—B

A—B

]

Jelito

A—B

A—B

A—B,
A—C

Soczewka

Opracowano na podstawie Lebherza i Ruttera (72) oraz Kochmana i wsp.. (73)

przez A — B rozumie sie piecioskladnikowy uktad czasteczek o skiadzie a!, a33, asPi, aP3, fi4
przez A — C rozumie sie piecioskladnikowy uktad czasteczek o skladzie a4, ocsYiaiYa. aY». &

Formy enzymatyczne, ktérych obecncs$¢ nie jest w petni udokumentowana ujeto w cudzystéw.

aldolazy watrobowej B, podczas gdy w miesniach tego samego owada ist-
nieje aldolaza o witasciwos$ciach zblizonych do aldolazy miesniowej A (82).

Obliczone przez Dedmana i wsp. (84) wspotczynniki korelacji dla
aldolazy A, B i C pokazujg, ze aldolaza B jest bardziej zblizona swojg
strukturg do aldolazy A niz aldolaza C.

Dehydrogenaza mleczanowa.
dehydrogenazy mleczanowej M i H, Blanco

Oprécz od dawna znanych izoenzymow
i Zinkham opisali trze-
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ci izoenzym zwany X (94, 95). Ta trzecia forma molekularna jest wyni-
kiem wyrazania sie oddzielnego genu niezaleznego od genu odpowiedzial-
nego za biosynteze form M i H. lIzoenzym X wystepuje w spermatocytach
ptakéw i ssakow. Jego biosynteza zwigzana jest zwykle z wytgczeniem
biosyntezy izoenzymoéw M i H. Optimum pH utlenienia lub redukcji piro-
gronianu jest dla izoenzymu X pos$rednie miedzy formag miesniowg i ser-
cowa. Powinowactwo do mleczanu jest najnizsze, natomiast do pirogronia-
nu najwyzsze i jest zblizone do powinowactwa formy M. Powinowactwo do
2-hydroksymaslanu, termostabilno$¢, zachowanie sie wzgledem inhibito-
row (szczawian, mocznik), jest podobne do enzymu sercowego (96). Podo-
bienstwa te rozciggaja sie na struktury czwartorzedowe, poniewaz forma
X tatwiej hybrydyzuje z enzymem sercowym (96).

Przytoczone przyktady wskazuja, ze izoenzymy zapewniajg ustrojowi
przystosowanie do r6znych warunkéw zycia, a takze umozliwiajg petnie-
nie specyficznych funkcji w wysoko wyspecjalizowanych komorkach po-
szczeg6lnych tkanek i organéw.

I11-5. Ontogeneza

Powszechnie znane sg w biologii poszukiwania zwigzku pomiedzy on-
togenezg i filogenezg. Jestesmy dalecy od udowodniania, ze w czasie onto-
genezy ujawnianie sie izoenzymow jest zgodne z ich rozwojem ewolucyj-
nym. ChcielibySmy natomiast wykazaé, ze w czasie rozwoju osobniczego
jako pierwszy, czesto ujawnia sie izoenzym, ktory jednoczes$nie pochodzi
od najstarszej ewolucyjnie formy molekularnej.

Podczas ontogenezy obserwuje sie dostosowanie biosyntezy nowych
molekularnych form enzymow do funkcji poszczegdlnych organow lub
tkanek. Np.: btona worka zéttkowego, ktéra petni pewne funkcje watroby
w embrionach ptakéw (97) jeszcze przed przejeciem ich przez watrobe,
syntetyzuje aldolaze typu watrobowego na wiele dni przed tym, zanim
nastapi wyksztatcenie sie watroby i inicjacja biosyntezy aldolazy B w wat-
robie (72).

W miare réznicowania sie komdrek podczas rozwoju osobniczego na-
stepuje, w krotkich odstepach czasu, uruchomienie kolejnych ciggow me-
tabolicznych, co obserwujemy jako pojawienie sie lub gwattowny wzrost
aktywnosci szeregu specyficznych biatek komdrkowych (72, 98, 99, 100).
Np. komorki trzustki szczura w 17 dniu rozwoju embrionalnego syntety-
zuja 1000 razy wiecej czasteczek rybonukleazy i chymotrypsynogenu niz
48 godzin wczesniej. Taki sam olbrzymi wzrost ma miejsce w przypadku
karboksypeptydazy A miedzy 17 a 20 dniem rozwoju, podczas gdy bio-
synteza amylazy wzrasta stopniowo od 13 do 19 dnia rozwoju komorek
trzustki (98). Rezultaty analogicznych badan przeprowadzone na 11 enzy-
mach podczas rozwoju ontogenetycznego watroby wykazaty, ze wsrdod ba-
danych enzymow aktywnos$¢ aldolazowa posiada do$¢ wyjatkowy przebieg:
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poczatkowo wysoka, stopniowo maleje, a nastepnie ponownie cho¢ nie-
znacznie ros$nie (98). Na podstawie badan immunologicznych oraz elektro-
foretycznych mozna byto wykazaé, ze we wczesnoembrionalnym stadium
watroba biosyntetyzuje znaczne iloSci aldolazy A. W miare rozwoju, bio-
synteza aldolazy A zostaje wylgczona: nastepuje gwattowny wzrost bio-
syntezy aldolazy B. Cato$¢ skomplikowanego przebiegu biosyntezy tych
dwoch izoenzymoéw aldolazy oraz innych enzymow przedstawiono na sche-
macie 6.

rOSt orylazg

axKiywnoscl

gy,
s
N

12 14 16 18 20 D 2 4 6 8
Dni zycia ptodowego Dni zycia

Schemat 6. Zmiany aktywnos$ci enzyméw w czasie ontogenezy w watrobie szczura na
podstawie Rullera (98)

Ze schematu tego widaé¢ jak w miare narastania biosyntezy aldolazy B
nastepuje inicjowanie biosyntezy UDPG-syntetazy, syntetazy glikogeno-
wej i innych enzymow typowych dla glukoneogenezy i funkcji watroby
w przemianie cukrowcow.

Obok watroby réwniez w nerce i jelicie obserwuje sie w miare roz-
woju osobniczego zahamowanie biosyntezy aldolazy A i inicjacje biosynte-
zy B (72, 73, 99, 101). Zahamowanie biosyntezy aldolazy A i inicjacje bio-
syntezy aldolazy C zaobserwowano w rozwoju mdzgu i soczewki (72, 73).
Natomiast odwrotny proces biegnie podczas ontogenezy miesni Swinki
morskiej, kurczat i serca ludzkiego (przejscie od C do A) (72, 102, 103). Za-
stepowanie biosyntezy aldolazy C przez biosynteze aldolazy B zostato za-
obserwowane w miare ontogenezy watroby ptakéw (97).

U organizmoéw, w ktérych zaobserwowano jednoczesne wystepowanie
aldolaz klasy 1 i Il, mozna spowodowaé wyrazanie sie genow aldolaz kla-
sy |i Il dobierajgc odpowiednie warunki wzrostu. Stwierdzono, ze u Chla-
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mydomonas mundana rosngcych na pozywce z C02 jako jedynym zrddle
wegla biosyntetyzuje sie tylko aldolaza klasy |. Zastgpienie C02 octanem
inicjuje biosynteze aldolazy klasy Il. Podobne efekty mozna uzyskaé
u Clnamydomonas reinhardii przy zastosowaniu r6znego stopnia naswietle-
nia hodowli tego organizmu (88, 104).

Innym przyktadem zmian izoenzymoOw w czasie ontogenezy sg zmiany
w biosyntezie dehydrogenazy mleczanowej. Np. w watrobie i migesniach
szkieletowych embrionu ludzkiego, kurzego czy kréliczego obserwuje sie
w miare rozwoju wytgczenie biosyntezy formy H z jednoczesnym wzrostem
formy M. W zwigzku z tym zmienia sie odpowiednio obraz hybrydow pie-
ciosktadnikowego uktadu M-H (105). Podobnie jest z resztg w miesniach
gtadkich macicy krolika, gdzie elektroforetyczny obraz izoenzymow doj-
rzatego organu odpowiada mniej wiecej takiemu, jaki wystepuje w migs-
niach szkieletowych, podczas gdy w mtodym organizmie udziat formy H
w uktadzie M-H jest bardzo wyrazny (106). Podanie estradiolu przyspiesza
biosynteze podjednostek M, aktynomycyna moze jg zatrzymac (106). Po-
budzenie przez estradiol jakkolwiek specyficzne w stosunku do formy
LDH-M pobudza jednocze$nie biosynteze aldolazy A, jak to wykazat
Schwark (107), a zatem otwiera biosynteze wiekszej liczby biatek. Nie-
stety nie wiemy, czy geny aldolazy A i LDH-M znajdujg sie w obrebie tego
samego operonu. Warto w tym miejscu podkresli¢ jednak pewng pra-
widtowos¢ wystepowania zespotu izoenzyméw np.: heksokinaza I, LDH-H
i aldolaza C wystepujg razem w tkankach o statej metabolicznej funkcji
(mozg, soczewka, serce), podczas gdy heksokinaza Il, LDH-M i aldolaza A
wystepuja razem w tkankach podlegajacych znacznym zmianom aktyw-
nosci metabolicznej (73, 67).

Innym czynnikiem, ktéry moze wywota¢ niezalezne wyrazanie sie izo-
enzymoOw LDH, jest cis$nienie parcjalne tlenu. Przy niskim nastepuje in-
dukcja biosyntezy LDH-M, a przy wysokim supresja M i indukcja for-
my H (108). Przyktady powyzsze dowodzg niezaleznej kontroli wyrazania
sie genow LDH-M i M, X oraz aldolaz A, Bi C.

111-6. Onkogeneza

Zmiany w obrazie izoenzymOw powstate w wyniku tworzenia sie tkanki
rakowej sg przedmiotem szeregu doniesien. ChcielibySmy tutaj zwrécic
uwage na jeden aspekt zaobserwowanych zmian. Ot6z w tkankach nowo-
tworowych obserwuje sie zymogramy takie, jakie charakteryzujg stadia
embrionalne, potwierdza to znany postulat Pottera (109), ze onkoge-
neza jest stadium zablokowanej ontogenezy. Wydaje sie, ze o ile w onto-
genezie nastepuje kolejno wigczanie i wytgczanie jednych genéw po dru-
gich, gdzie kazda konstelacja nowych genéw pobudza nastepng, o tyle
w procesie onkogenezy nastepuje niejako zamrozenie jednego z przejs-
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ciowych stadidw rozwojowych i powielenie go az do catkowitego wynisz-
czenia organizmu, bez mozliwo$ci uchwycenia ,,taSmy programujgcej” dal-
szy rozwo6j komorki. Przy czym im szybciej rosnaca jest dana tkanka no-
wotworowa, tym znaczniejsze jest cofniecie sie do stand6w wczesno em-
brionalnych. Szereg przyktadéw obrazujacych te zalezno$¢ podaty pracownie
Ruttera, Matsushimy iin. (90, 91, 92). Np. zmiane zahamowania
biosyntezy aldolazy C i inicjacje biosyntezy aldolazy A obserwuje sie w
nowotworach moézgowych (91). W nowotworach watroby obserwuje sie
zahamowanie biosyntezy aldolazy B i pojawienie sie aldolazy A (90, 91).
Shapird iwsp. pokazali (89, 110), ze w szybko rosngcych nowotworach
watroby, o niskim stopniu zréznicowania komérek obok aldolazy A wy-
stepuje réwniez aldolaza typu C. Wykazali oni, ze podobnie jak w tkance
embrionalnej tkanka watroby obok aldolazy A zawiera rowniez $lady al-
dolazy C (93). Ogo6lnie zatem biorac, powyzsze stany patologiczne charak-
teryzuje wybiorcza represja enzyméw charakterystycznych dla dojrzatych
z jednoczesnym zniesieniem represji enzymoéw produkowanych w sta-
nach embrionalnych.

IV. Zakonczenie

Oprocz opisanych przyktadoéw duplikacji genowej i punktowej mutacji
bedacych przyczyng powstania nowych gendéw, opisano ostatnio ciekawy
przypadek ,zszycia” genu. Od dawna wysuwano sugestie, ze w niektérych
ciggach metabolicznych istniejg enzymy o dwu funkcjach. Np.: przy syn-
tezie tryptofanu u E. coli dwa oddzielne cistrony sa odpowiedzialne za
synteze dwdch enzyméw, jednego katalizujacego przemiane indoliloglice-
rolo-3-fosforanu w indol i drugi enzym, ktéry katalizuje przemiane in-
dolu+seryna w tryptofan. U Neupospora crassa tylko jeden enzym ka-
talizujgcy obie te reakcje zostat wykazany (111, 112).

Doktadnie zbadany przypadek ,,zszycia” genu dotyczy drugiego i trzecie-
go genu w operonie histydyny u Sallmonella typhimurium (his D i his C)
his D jest odpowiedzialny za synteze dehydrogenazy histydynolowej, na-
tomiast his C za synteze aminotransferazy. Yourno i wsp. (113) opisali
mutacje Sallmonella typhimurium, w wyniku ktorej byto biosyntetyzowa-
ne biatko o masie czasteczkowej rownej w przyblizeniu sumie mas dehy-
drogenazy i aminotransferazy. Nowy enzym posiadat obie funkcje katali-
tyczne. Mapy peptydowe sporzadzone dla enzymoéw wyjsciowych i nowego
mutanta oraz analiza grup koncowych dostarczyty dowodéw na to, ze
utworzone biatko powstato na skutek zszycia dwodch oddzielnych gendw.

Powstaje problem, czy taki enzym moze by¢ nazywany izoenzymem
z punktu widzenia obecnie przyjetej nomenklatury. Jesli wystepowatby
rownocze$nie w tym samym organizmie, obok enzymoéw ,nie zszytych”,
uwazamy, ze tak.
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Opisane przykiady zmian zachodzacych w strukturze enzymow podczas
ewolucji jak i dostosowywanie wasciwosci katalitycznych izoenzyméw do
funkcji tworzacych sie tkanek organéw stawiajg przed biologia moleku-
larng nowe pasjonujgce problemy i zadania. Te na dzi§ — odnoszace sie
do kontroli wyrazania sie genéw poszczeg6lnych biatek izoenzyméw i réz-
nicowania sie komdrek i te na jutro — siegajace poczatkéw zycia i syntezy
pierwszego ,pragenu” oraz ,,prabiatka”.

Wszystkich zainteresowanych zagadnieniem ewolucji biatek odsytamy
do zbioru sympozjalnych prac, ktéry ukazat sie niedawno wydawnictwem
Brookhaven Symposia (114).
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ZOFIA KILIANSKA * LEOKADIA KLYSZEJKO-STEFANOWICZ **

Biologiczna rola biatek niehistonowych chromatyny

Biological Role of Nonhistone Proteins of Chromatin

Properties, biosynthesis and probable functions of nonhistone proteins of the
chromatin in eucariotic organisms are discussed.

W strukturze chromatyny eukariontéw uczestniczy kilka wielko-
czasteczkowych amfolitéw, tj. DNA, RNA oraz biatka zasadowe i kwasne.
Najmniej dotychczas poznanymi sktadnikami chromatyny sg biatka kwas-
ne, okreslane terminem niehistonowe biatka chromatyny. W literaturze
biochemicznej mozna odnotowaé dane o roznej ilosci tych biatek w r6znych
tkankach tego samego organizmu, jak np. embriony, erytrocyty, mozg, wa-
troba, jajowod, Sledziona i serce kurczecia (1, 2), watroba oraz dojrzate
i niedojrzate erytrocyty gesi (3), watroba i grasica szczura (4), watroba,
nerka i $ledziona myszy (5), moézdzek i przysadka wieprza (6), a ponadto
w réznych stadiach rozwojowych, np. jajowodu kurczecia (7), w zarodkach
i kietkach pszenicy (8) czy w chromatynie stadiow embrionalnych (blastu-
la, gastrula pluteus) jezowca morskiego (9). Chromatyny z metabolicznie
aktywnych tkanek, np. watroby zawierajg wieksze iloSci biatek niehistono-
wych w porédwnaniu z tkankami o niewielkiej aktywnos$ci, np. grasica (4,
10). Badania pordwnawcze euchromatyny z heterochromatyng wykazaty
wyzszg zawarto$¢ biatek niehistonowych w euchromatynie (11, 12, 13),
silniej zaangazowanej w procesie transkrypcji DNA. Zjawisko to przycigga
uwage ze wzgledu na zdolno$¢ biatek niehistonowych w odwracaniu hamu-
jacego wptywu histondéw na synteze RNA zalezng od DNA (14, 15, 16, 17).
Langan (14) w 1967 r. stwierdzit wyzszy odsetek aktywnych frakcji
biatek niehistonowych, tj. fosfoproteidéw u eukariontéw niz u prokarion-
tow, posiadajgcych stosunkowo prosty system chromosomowy. Szereg wia-

q
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Wykaz stosowanych skrotéw: cAMP —3’5’-adenozynomonofosforan; PHA — fito-
hemoglutynina; SDS —siarczan dodecylu sodu, NHC — niehistonowe biatka chroma-
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Sciwosci biatek niehistonowych, jak ich niejednorodnos¢ (5, 18—22), specy-
ficznos¢ tkankowa a nawet gatunkowa (18, 21—25, 25), obr6t (20, 26, 27),
rézna zawarto$¢ w obrebie chromatyny aktywnej i nieaktywnej (11, 12),
zdolno$¢ do interakcji z selektywnymi regionami DNA genomu (21, 22,
25), tworzenie komplekséw z histonami (28, 29), hormonami (2, 7, 30—32)
a takze aktywno$¢ enzymatyczna (4, 28, 35—45) zdaje sie wysuwacé te
jadrowe polianiony na stanowisko pozytywnych regulatoréw gendéw. Nadal
nie wyklucza sie rowniez udziatu tych biatek w utrzymaniu struktury
chromosomu (28, 46, 47).

W zwigzku z wymienionymi wiasciwosciami biatek niehistonowych po-
waznym zadaniem okazuje sie izolowanie ich w stanie nadajgcym sie do
badania ich aktywnosci biologicznej. Nastrecza ono jednak ogromne trud-
nosci z uwagi na wyjatkowo niska rozpuszczalno$é tego typu biatek w roz-
tworach wodnych o fizjologicznych wartosSciach pH, ich niejednorodnos¢
oraz tendencje do agregacji.

Na ogoét przyjete sg obecnie dwie drogi postepowania w otrzymywaniu
biatek niehistonowych. Jedna z nich, jako etap wstepny, wiacza ekstrakcje
chromatyny lub jader komérkowych, pozbawionych globulin, za pomoca
rozcienczonych roztworéw kwaséw mineralnych (HC1 lub H2S04 w celu
usuniecia histonéw; nastepnie pozostato$¢ chromatynowga rozpuszcza sie
w detergentach, np. w 0,1—1% roztworze SDS (29, 48), fenolu (3, 22, 26,
49) czy stezonych roztworach soli o zasadowym pH, np. 11'6 (50). Rozdzia-
tu biatek niehistonowych od kwaséw nukleinowych dokonuje sie w toku
ultrawirowania, albo na zasadzie odmiennej rozpuszczalnosci w fenolu tych
dwoch typéw zwigzkow.

Drugi wariant metod izolowania biatek niehistonowych sprowadza sie
do oddzielenia histondw od biatek niehistonowych na drodze chromato-
grafii jonowymiennej, filtracji zelowej lub na nosnikach elektroforetycz-
nych. Chromatyne zdysocjowang albo w roztworze NaCl o wysokiej sile
jonowej (1—3M) zawierajacym duze stezenie mocznika (najczeSciej 5M)
lub w uktadzie 25% HCOOH — 8M mocznik — 0,2M NaCl (14) poddaje sie
ultrawirowaniu np. 269 000gX24 godz (20) lub 100 000gX48 godz (3, 51)
w celu oddzielenia DNA. Wydaje sie, ze dobre wyniki w dysocjacji chro-
matyny daje stosowany ostathnio roztwor 2,5M chlorowodorku guanidyny,
zapewniajacy lepsze osadzenie DNA (9, 51, 52), ktéry tatwo daje sie od-
wirowac juz przez 18 godz przy 90 O0Og W stosunkowo prosty sposob, tj.
bez ultrawirowania mozna usung¢ DNA ze zdysocjowanej chromatyny wy-
korzystujac selektywne jego stragcenie za pomocg 0,0135M roztworu chlor-
ku lantanu (53). Uwolnione od DNA biatka chromatyny rozdziela sie na
drodze chromatografii na ztozach, np. Bio-Rex—70 (19, 20, 54), CM-celulo-
za (53), QAE-Sephadex A-50 (52,55), SP-Sephadex C-25 (56), SE-Sephadex
C-50 (52).

Inne zloze, tj. hydroksyapatyt wykorzystano do rozdziatu sktadnikéw
zdysocjowanej chromatyny, rozbitej dodatkowo ultradZzwiekami (5, 57—59).
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Biatka chromatyny i kwasy nukleinowe zaadsorbowane na hydroksyapa-
tycie wymywa sie przy zastosowaniu skokowego gradientu buforu fosfora-
nowego (pH 6,8) zawierajagcego 2 mole NaCl i 5 moli mocznika.

Filtracja zelowa na ztozu Bio-Gel A-50m chromatyny zdysocjowanej
w uktadzie 3M NaCl — 0,01M bufor tris-HCI (pH 8) pozwolita na oddziele-
nie DNA od biatek chromosomowych, ktérych chromatografia na katio-
nicie Bio-Rex—70 dostarczata biatek niehistonowych wolnych od histo-
néw (60). -

Jak dotgad ukazato sie niewiele doniesien dotyczgcych izolowania biatek
niehistonowych mocno zwigzanych z DNA (61). Na uwage zastuguje mozli-
wos$¢ wykorzystania zdolnosci wigzania tych biatek z rtecig (62). Jadra
komérkowe otrzymane z nerki szczura, po uprzednio dozylnym podaniu
AHg, pozbawiano globulin za pomo,cg 0,14M roztworu NaCl. Osad zawie-
szano w ukiadzie 0,6M NaCl— 6M mocznik — 0,05M NaHSO03 (pH 7,6)
i dializowano przez calg noc az do osiggniecia 0,14M stezenia z uwagi na
NaCl. Po odwirowaniu, supernatant zawierat tzw. rozpuszczalne biatko nie-
histonowe, odpowiadajgce biatkom kwasnym chromatyny, labilnie zwia-
zanym z DNA (28). Z osadu usuwano histony (ekstrakcja 0,2N HC1), kwasy
nukleinowe (trawienie RN-azg, DN-azg i hydrolizg w"500 TCA, 95°) oraz
lipidy. Pozostato$¢ rozpuszczano w ukiadzie 0,2M bufor fosforanowy (pH
7,4) — 6M mocznik — 0,056M NaHS04— 10% SDS uzyskujac frakcje, tzw.
nierozpuszczalnego biatka niehistonowego. Biatko to wedrowato w zelu
poliakrylamidowym, jako pojedyrncze pasmo o masie czasteczkowej odpo-
wiadajacej 150 000 daltonow. Wigczato sie weh 80—85°/02BHg, przy zni-
komym pietnie izotopowym w pozostatych frakcjach jadrowych, tj.
w DNA, globulinach, histonach i rozpuszczalnych biatkach niehistono-
wych.

Nalezy stwierdzi¢, ze mimo coraz to nowszych rozwigzan technicznych
nie udato sie dotychczas uzyska¢ w peini zadawalajgcych wynikéw w izo-
lowaniu catkowitych biatek niehistonowych.

I. Niejednorodnos$c¢ i specyficznos¢ biatek niehistonowych

Biatka niehistonowe stanowia skitadniki chromatyny o wybitnej nie-
jednorodnosci (21, 22, 56, 63—66) i ta cecha w duzej mierze spowodowata
zainteresowanie sie nimi jako ewentualnymi kandydatami na stanowisko
regulatoréw funkcji genoéw (3, 6, 15, 23, 24, 66). Juz pod koniec lat szesé-
dziesigtych zasygnalizowano ztozono$¢ tej grupy biatek jagdrowych (50, 63).

Chromatografia w zelu QAE-Sephadex A-25 oraz elektroforeza w zelu
poliakryloamidowym biatek niehistonowych watroby, grasicy oraz nerki
szczura udowodnity znaczng ich niejednorodno$¢ (20). Oznaczenie N-kon-
cowych aminokwaséw wykluczyto mozliwos¢, ze ta cecha biatek niehisto-
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nowych jest spowodowana ich degradacjg. Wysoki stopied niejednorodnos-
ci biatek niehistonowych nie wynikat réwniez z obecnosci RNA; trawienie
RN-azg nie zmieniato ich profilow elektroforetycznych i chromatograficz-
nych. Na uwage zastuguje fakt réznorodnej aktywnos$ci we wigczaniu
[3H]-tyrozyny przez poszczegélne frakcje biatka niehistonowego watroby
szczura uzyskiwane w wyniku rozdziatu w zelu QAE-Sephadex A-25. Po-
rownanie profilow chromatograficznych i elektroforetycznych biatek nie-
histonowych uzyskanych z trzech tkanek szczura pozwolito zaobserwowacé
réznice ilosciowe i tylko nieznaczne jakoSciowe. Zblizone wyniki w zelu
poliakrylamidowym zaobserwowano (6) dla biatek niehistonowych moézdz-
ku i przysadki wieprza. Chromatografia w zelu SE-Sephadex C-25 biatek
niehistonowych watroby szczura otrzymanych z chromatyny zdysocjowa-
nej uprzednio w uktadzie 25% HCOH — 8M mocznik — 0,2M NaCl pozwo-
lita uzyska¢ 10— 15 frakcji o charakterze kwasnym i réznej masie czastecz-
kowej od 12 500 do 142 000 daltondw (56). Rozpuszczalne w fenolu biatka
niehistonowe watroby szczura w doSwiadczeniach Tenga i wsp. (22)
dostarczyty w zelu poliakrylamidowym szeregu frakcji o masie czgstecz-
kowej w zakresie 13 000—80 000, przy czym przewazajacq ilos¢ frakcji sta-
nowity biatka o masie czasteczkowej ponad 35 000 daltonow.

Teng i wsp. (21, 23) stwierdzili ewidentne réznice w profilach elek-
troforetycznego rozdziatu w zelu poliakrylamidowym fosfoproteidow ja-
drowych z czterech tkanek szczura, tj. watroby, nerki, $ledziony i mézgu.
Ponadto r6zny byt stopien ufosforylowania in vivo biatek niehistonowych
pochodzacych z ré6znych tkanek tego samego gatunku.

Znacznego stopnia niejednorodnos¢ oraz rdznice iloSciowe i jakoSciowe
w obrazach elektroforetycznych w zelu poliakrylamidowym dla biatek
niehistonowych z watroby, nerki i $ledziony krélika zostaly stwierdzone
przez Levy’ego i wsp. (51), a w odniesieniu do biatek niehistonowych
watroby, $ledziony, nerek i watrobiaka Walkera u szczuréw przez Wanga
i wsp. (18, 23). Ci ostatni zdecydowanie wypowiadaja sie za istnieniem spe-
cyficznosci tkankowej w obrebie biatek niehistonowych.

Bardzo ostroznie natomiast na ten temat wyrazajg sie Mac Gilliv-
ray i wsp. (5) stwierdzajac tylko kilka drobnych réznic w profilach elek-
troforetycznych biatek niehistonowych nerki, watroby i mdzgu dwoch
odlegtych gatunkow, tj. myszy i wolu. We wszystkich rozdziatach wykazali
oni obecno$é kilku polipeptydéw o masie czasteczkowej ponad 40 000 dal-
tonéw, natomiast najwieksze réznice sprowadzaty sie do zmiennej obec-
nosci niskoczgsteczkowych polipeptydéw. Okazato sie, ze we frakcjach bia-
tek niehistonowych nerki myszy wystepujg cztery niskoczgsteczkowe
polipeptydy, ktérych nie obserwowano w przypadku watroby wotu (Ryc.
1). R6znice w obrazach elektroforetycznych biatek niehistonowych wydaja
sie by¢ raczej iloSciowe niz jakosciowe (5).

Badanie stopnia fosforylacji biatek niehistonowych pochodzgcych z wa-
troby, nerki, mozgu i nowotworu sutka (Landschutz ascites) myszy (67)
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e Wl

Rye. 1. Profile densytometryczne biatek niehistonowych nerki, watroby i mézgu wotu
oraz myszy rozdzielonych w 15% zelu poliakrylamidowym (wg 5)

dostarczyty innych spostrzezen. Analiza wykreséw fosforylacji biatek nie-
histonowych w roznych tkankach myszy (Ryc. 2) potwierdzita istnienie
wielu podobienstw, ale takze jaskrawe roznice (szczeg6lnie w przypadku
tkanki nowotworowej) w stopniu wigczania 3P we frakcje biatek niehisto-
nowych uzyskane w toku ich rozdziatlu na hydroksyapatycie (5) ponad
90°/o pietna izotopowego odnajdywano w biatkach niehistonowych, a tylko
okoto 6°/0 w histonach. Wydaje sie, ze w cechach genetycznych oraz ak-
tywnos$ci metabolicznej badanych tkanek nalezy szukaé przyczyny réznego
stopnia podobienstw miedzy szybko fosforylujgcymi sie frakcjami biatek
niehistonowych z réznych tkanek danego organizmu. By¢ moze nawet
drobne réznice w ufosforylowaniu biatek niehistonowych moga by¢ zwia-
zane z regulacjg duzej iloSci gendéw. Nie wyklucza sie jednak mozliwosci,
ze ufosforylowane biatka niehistonowe mogg reprezentowaé tylko czes¢
biatek regulatorowych (67).

Zastosowanie do rozdziatu biatek niehistonowych pochodzacych z wa-
troby szczura oraz watroby i retikulocytéw kurczecia potgczonej techniki
ogniskowania izoelektrycznego ze strefowg elektroforezg w zelu poliakry-
lamidowym zawierajgcym SDS pozwolito stwierdzi¢ znacznie wiecej po-
dobienistw miedzy biatkami niehistonowymi tkanki watrobowej w obydwu
gatunkach, anizeli miedzy biatkami niehistonowymi watroby i retikulocy-
téw kurczecia. Dla wszystkich trzech tkanek znaleziono tylko jedno wspél-
ne pasmo biatka niehistonowego odpowiadajgce masie 56 000 daltonow (68).

Ogromnie interesujgcag i sugestywng wiasciwos$cig biatek niehistono-
wych jest specyficzno$¢ ich oddziatywania in vitro z DNA. Selektywnos$¢
wigzania biatek niehistonowych rozpuszczalnych w fenolu z homologicz-
nym DNA wykazano na drodze chromatografii na DNA-celulozie (25) oraz
w wyniku tworzenia kompleksow z DNA w toku gradientowej dializy (22).



Ryc. 2. Fosforylacja biatek niehistonowych pochodzacych z nerki (..), watroby (——),
moézgu (---------- ) i guza puchlinowego (Landschutz) myszy (-------- ). (wg 67).

[s:P]-biatka niehistonowe (znakowane za pomocg [y3P]-ATP) rozdzielano w 15% zelu poliakry-
loamidowym zawierajgcym 0.1% SDS

Ryc. 3. Wigzanie biatek niehistonowych watroby szczura z ré6znymi typami DNA-ce-
lulozy: watroby (AA), spermy fososia (O--------- O) oraz E. coli (mm) (wg 25). Biatka
niehistonowe znakowano za pomocg 13U.

http://f&n.org.pl
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Interakcja z DNA biatek niehistonowych watroby szczura wystepowata
w najwiekszym stopniu w przypadku DNA watroby a byta niewielka z od-
legtym gatunkowo DNA z E. coli i DNA spermy fososia (Hyc. 3).

Rozpuszczalne w fenolu fosfoproteidy jadrowe tworzyty kompleksy
z DNA optymalnie, gdy oba sktadniki kompleksu pochodzity z tej samej
tkanki (np. watroba szczura), a nawet z ré6znych tkanek tego samego orga-
nizmu (np. watroba i nerka szczura). Rozlegtos¢ tworzenia kompleksu fo-
sfoproteidy—DNA zmniejszata sie juz w przypadku scisle spokrewnionych
gatunkow (szczur, mysz) a zanikata zupetnie przy probach kompleksowa-
nia fosfoproteidéw watroby szczura z DNA tozyska ludzkiego, watroby
psa czy DNA pneumokokéow (21, 22).

By¢ moze wysoce niejednorodne fosfoproteidy jadrowe zawierajg po-
pulacje biatek odpowiedzialne za specyficzne ich wigzanie z DNA. Okazato
sie, ze z okoto 13% catosci fosfoproteidéw watroby szczura wchodzacych
w interakcje z homologicznym DNA, tylko 8% mozna odzyskaé w czasie
ponownej ekstrakcji fenolem wytworzonego kompleksu biatko—DNA (22).
Odzyskane fosfoproteidy dostarczajg innego obrazu elektroforetycznego
w zelu poliakryloamidowym w poréwnaniu z izolowanymi bezpos$rednio
z tkanki. Nie wyjasniono dotychczas, czy brak pewnych frakcji w profilach
elektroforetycznych fosfoproteidéw, ktére poddawano interakcji z DNA
nalezy ttumaczy¢ zmianami strukturalnymi spowodowanymi warunkami
preparatyki, czy tez odmienng ich funkcjg. Biatka niehistonowe wykazujg
rowniez inhibitorowe dziatanie na biosynteze hemoglobiny w pozakomér-
kowym systemie retikulocytéw (69). By¢ moze, wiasciwosé ta jest wyni-
kiem zwigzania ich z hemoglobinowym messenger RNA.

I1. Aktywno$¢ enzymatyczna biatek niehistonowych

Wystepowanie szeregu pasm wspélnych i to w réznych ilosciach w elek-
troforegramach biatek niehistonowych réznego pochodzenia w zelu polia-
krylamidowym nasuwa przypuszczenie, ze niektére z tych pasm moga
odpowiada¢ enzymom.

Biatka niehistonowe posiadajg aktywnos$¢ wielu enzymow (28), wsérdd
ktorych na uwpge zastuguje obecnos¢ enzyméw zwigzanych z synteza
i degradacjg DNA (16, 33—36) (por. 47) a takze z fosforylacjg jadra komor-
kowego (17, 70, 71).

Fosfoproteidy stanowiag do$¢ znaczny odsetek suchej masy jader ko-
maorkowych np. 4% w przypadku grasicy cielecia, a 9% — w watrobie
szczura (4), natomiast okoto 26% dezoksyrybonukleoproteidu z tkanki
maézgowej (72, 73).

Biatka niehistonowe sg fosforylowane przez ATP, (lub tez inne nukle-
ozydotréjfosforany) na grupach hydroksylowych seryny i treoniny. Prze-
noszenie reszt fosforanowych na obydwa hydroksyaminokwasy przebiega
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z udziatem endogennej fosfokinazy, wykazujacej labilnos¢ termiczng, 3-mi-
nutowe ogrzewanie w 60° niszczy catkowicie jej aktywno$¢, przy czym
gtdwnie ulega ufosforylowaniu seryna (90°/0). Enzymatyczna fosforylacja
biatek niehistonowych grasicy cielecej przebiega optymalnie w obecnosci
ATP i jonow Mg2+ (25mM) w Srodowisku o dos$¢ rozlegtym zakresie pH
(6,5—9,5) i w przeciwienstwie do kazeiny i fosfofityny nie wymaga dodat-.
ku egzogennego enzymu kinazy fosfoproteidowej (4). Wiekszo$¢ jonéw je-
dno- i dwuwartosciowych przewaznie hamuje reakcje fosforylacji zardw-
no fosfopréteidéw grasicy cielecej (4) jak i z gruczotu krokowego szczura
(37). Proces ten jest rowniez w duzym stopniu hamowany przez N-etylo-
maleimid i p-chlororteciobenzoesan; jodooctan nie wykazuje nan zadnego
wptywu. Fosforylacje bialek niehistonowych badano in vitro z udziatem
réznych substratow jako donatoréw reszt fosforanowych. W procesie fosfo-
rylacji fosfoproteidow grasicy cielecia (4) i gruczotu krokowego (37) szczu-
ra stwierdzono, ze donatorami reszt fosforanowych moga by¢: ATP, dATP,
GTP, ITP, CTP i UTP, natomiast ADP, piro- i ortofosforan nie sg przy-
datne w tej reakcji. Efektywnos$¢ przenoszenia fosforanu jest najwyzsza
przy uzyciu ATP i dATP, jednakze dATP jest dobrym donatorem grup fo-
sforanowych tylko w niewielkim stezeniu (4). Wykazane dos$wiadczalnie
przenoszenie fosforanu z réznych nukleozydotrdjfosforandw na reszty
hydroksyaminokwasow moze mie¢ znaczenie biologiczne, gdyz nukleotydy
jako naturalne sktadniki jadra komorkowego, ktorych zawarto$¢ zmienia
sie w cyklu zyciowym komérki, mogtyby modyfikowaé strukture chroma-
tyny poprzez ich oddziatywanie z fosfoproteidami. Brak odwracalnosci
reakcji miedzy ATP i fosfoproteidami (4) sugeruje, ze te ostatnie nie moga
odgrywac roli zbiornikéw wysokoenergetycznego fosforanu ani posredni-
kéw wysokoenergetycznych w procesie oksydacyjnej fosforylacji. Okazato
sie, ze egzogenne 8&P-fosfoproteidy grasicy cielecej po wiaczeniu w jadra
komorkowe tego narzadu ulegaty szybciej defosforylacji (74). Zjawisko to
nie miato charakteru proteolizy. Blokowanie syntezy ATP w jadrach ko-
moérkowych jodooctanem prowadzito do zahamowania wymiany reszt fo-
sforanowych miedzy endo- i egzogennymi fosfoproteidami; dodanie pirogro-
nianu znoszacego hamujacy efekt jodooctanu przywracato reakcje fosfory-
lacji do poziomu proby kontrolnej. Okazato sie, ze cata radioaktywnos$¢
IP-fosfoproteidow dodanych do jader komorkowych przechodzita do frak-
cji rozpuszczalnej w zimnym 16°/0 roztworze kwasu tréjchlorooctowego.
Uzupetniajgca filtracja w zelu Sephadex G-15 wyjasnita, ze jedynym ra-
dioaktywnym produktem defosforylacji byt fosforan nieorganiczny, co
wskazywatoby, ze 3P fosfoproteidow nie jest wciggany w metaboliczne
przenoszenie reszt fosforanowych na inne akceptory. Wyrazem wzrostu
aktywnosci biatek niehistonowych zaangazowanych w procesie syntezy
RNA w czasie intensywnej genowej aktywnosci jest zwiekszone tempo ich
fosforylacji (40, 70, 71, 75). Stymulacja ludzkich limfocytow fitohemaglu-
tyning (PHA) prowadzi juz w 15 minut po podaniu izotopu do wzrostu fo-
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sforylacji biatek niehistonowych oraz wzmozonej syntezy RNA (71). Wy-
daje sie, ze proces fosforylacji biatek niehistonowych podobnie jak acety-
lacja histon6w poprzedza stymulacje syntezy RNA w jadrach limfocytow.
Stymulacja procesu transkrypcji przez ufosforylowane biatka niehistono-
we jest gatunkowo specyficzna (76). Podczas wielu doswiadczen nie obser-
wowano stymulacyjnego wptywu fosforylacji przez biatka niehistonowe
watroby szczura na synteze RNA, jesli jako matrycy uzyto DNA innego
gatunku (np. ze spermy tososia, grasicy cielecia, E. coli czy C. perfringens)
lub kiedy ufosforylowane biatka potraktowano alkaliczng fosfataza.
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Ryc. 4. Wptyw histonow catkowitych oraz ich 4 frakcji na fosforylacje jadrowych
fosfoproteidow.
Oznaczanie ilosci radioaktywnego zasadolabilnego fosforanu po 10-minutowej inkubacji tych
biatek z [7 8P]-ATP (wg 77)

Duzy wptyw na proces fosforylacji biatek niehistonowych wykazujg
histony (77). Dodanie histonéw in vitro powodowato 5—10-krotny wzrost
fosforylacji fosfoproteidéw grasicy, przy czym histon silnie lizynowy byt
najaktywniejszy w tej reakcji (Ryc. 4). W warunkach tych histony nie
ulegaty fosforylacji. Dziatanie odczynnikéw sulfhydrylowych hamujacych
wigczanie fosforanu w histony nie powodowato zmian w tempie enzyma-
tycznej fosforylacji. Wptyw histonéw na wigczanie fosforanu byt specyficz-
ny, efektu stymulacji nie dawaty inne biatka, np. cytochrom c. albumi-
na czy hemoglobina. Najprawdopodobniej histony zmieniajg konforma-
cje biatek niehistonowych i udostepniajg w tych ostatnich nowe regiony
dla reszt fosforanowych. Pojawienie sie zwiekszonej ilosci ujemnie nata-
dowanych grup w biatkach niehistonowych wzmaga site ich elektrosta-
tycznego wiazania z dodatnio natadowanymi histonami. Byé moze oddzia-
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tywanie miedzy 2 typami r6znoimiennie natadowanych biatek chromatyny
odstania nowe odcinki helisy DNA dla syntezy RNA.

Z chromatyny watroby szczura wyizolowano 2 kinazy biatkowe zaso-
cjowane z chromatyrna watroby szczura, przenoszace reszty y-fosforanowe
ATP na seryne i treonine fosfoproteidow (38). W wyniku rozdziatu w zelu
Sephadex G-200 uzyskano 2 frakcje enzymu okre$lane jako kinaza Aj i A2
Enzymy te byly najbardziej aktywne w zakresie pH 6,0—6,5 i 7,0—75
w obecnosci 20mM jonow Mg+2. Obie kinazy wykazywaly znaczng specy-
ficznos¢ substratowg w przypadku fosfoproteidow jadrowych, kazeiny czy
fosfofityny, natomiast nie dziataty na histony i protaminy.

Odmienna specyficzno$¢ substratowa cechuje réwniez dwie kinazy wy-
izolowane z jader komorkowych watroby szczura (41). Jedna z nich fosfo-
rylowata w zblizonym stopniu fosfityne, podczas gdy druga — gtéwnie fos-
fityne, a takze w niewielkim stopniu histony. Biatka enzymatyczne wy-
kazywatly znaczne r6znice w masie czasteczkowej (wspétczynnik sedy-
mentacji 3,6 oraz 10,8S).

Fosfoproteidy jadrowe inkubowane z ATP, jonami Mg+2 i homologiczna
chromatyna powoduja jej silniejszg fosforylacje (39). Obecna w nich endo-
genna kinaza biatkowa jest zdolna do przenoszenia grup fosforanowych
zarowno na fosfoproteidy jak i na histony frakcji F-2b. Oczyszczona na
fosfocelulozie kinaza biatkowa, inkubowana z fosfoproteidami i histonami
F-2b, fosforyluje obydwa substraty w jednakowym stopniu w mieszaninie
i oddzielnie. Histony F-2b usuniete z tej mieszaniny za pomocg protaminy
zachowuja radioaktywnos$¢ tego samego rozmiaru jak w przypadku od-
dzielnej inkubacji z kinazg (tabela 1). Jgdrowa kinaza nie jest jednak
zdolna do przenoszenia grup fosforanowych z fosfoproteidow na histony
F-2b.

Tabela 1

Fosforylacja fosfoproteidéw jadrowych i histonu F2b przez jadrowa kinaze biatkowa (wg 44)

Substrat @ w&qc_zony

(imp/min.)
Fosfoproteidy 1196
Histon F-2b 1155
Fosfoproteidy 4-histon F-2b 2785
Histon F-2b 1142

Histon usuwano z mieszaniny inkubacyjnej za pomocg protaminy.

Uwaza sie (37, 38, 40, 41, 44, 71, 78), ze proces fosforylacji biatek nie-
histonowych w przeciwieAstwie do histondw nie jest sytmulowany przez
cykliczny AMP (cAMP). Ostatnie jednak doswiadczenia (79) dowodza, ze
cAMP selektywnie stymuluje in vivo fosforylacje fenolorozpuszczalnych
fosfoproteiddw watroby szczura. W 15 minut po wstrzyknieciu cAMP
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obserwuje sie okoto 30% wzrost wigczania prekursora IP-ortofosforanu
w fosfoproteidy, przy czym w niektorych frakcjach wzrost stopnia fosfory-
lacji dochodzi do 200%. Dane te przemawiajg za selektywng fosforylacja
fosfoproteidow stymulowang przez cAMP.

Poréwnanie stopnia wiaczania radioaktywnego fosforanu w obecnosci
cAMP w biatka histonowe i niehistonowe pozwolito stwierdzi¢ w tych
ostatnich 2-krotnie wyzsze pietno izotopowe (80). By¢ moze, rzeczywista
réznica w radioaktywnosci obu typow biatek chromatyny byta wiegksza
z uwagi na prawdopodobne zanieczyszczenia histonéw biatkami niehisto-
nowymi. Fakt znacznie aktywniejszej fosforylacji wolnych frakcji histo-
nowych niz zwigzanych w kompleksie chromatynowym sugeruje, ze
w chromatynie ewentualne miejsca fosforylacji tych biatek sg w interakcji
z DNA, zmniejszajagc w ten spos6b dostepno$¢ do nich kinazy biatkowej.

I11. Udziat biatek niehistonowych w represji i aktywacji genéw

Powszechnie wiadomo, ze tylko niewielka ilo§¢ DNA chromatyny jest
aktywna jako matryca dla syntezy RNA. Aktywno$¢ matrycowa chromaty-
ny szczura w syntezie RNA in vitro stanowita okoto 15% aktywnosci wol-
nego DNA (66). Ograniczanie DNA jest prawdopodobnie tkankowo-specy-
ficzne. Dotychczas jednak definitywnie nie sprecyzowano, ktdry ze skiad-
nikow jadra komdrkowego posiada wiasciwosci tkankowo-specyficznej re-
presji. Wysokoczasteczkowe polianiony, jak biatka niehistonowe i RNA,
graja zapewne te role.

W poszukiwaniu czynnikéw odpowiedzialnych za ograniczanie matry-
cowej aktywnosci chromatyny dysocjowano natywng chromatyne gtdwnie
w uktadzie o pH 6,0 z nastepczym tworzeniem sztucznych hybrydow
chromatyny z uzyskanych produktéw dysocjacji i badaniem aktywnosci
tych hybrydéw w syntezie RNA (24, 81, 82).

Dysocjacja chromatyny w ukiadzie 2M NaCl — 5M mocznik — 0,05M
octan sodu (pH 6), z odwirowaniem przy 110 000Xg przez 36 godzin, do-
starczata w supernatancie histonéw z nieznacznym odsetkiem biatek nie-
histonowych (ok. 10%), za$§ w osadzie — DNA z gtéwng pulg biatek niehisto-
nowych. Odzyskanie jej stawato sie mozliwe w ukladzie 2M NaCl — 5M
mocznik — 0,01 bufor tris-HCI (pH 8,3) z dodatkiem 50mM NaHSO03 dla
zapobiezenia degradacji proteolitycznej. Chromatyna odtworzona ze skiad-
nikow zdysocjowanych zaré6wno w pH 6,0 jak i 83 wykazywata ograni-
czanie matrycowej aktywnosci DNA, zblizone do naturalnej chromatyny
(24). W chromatynie catkowicie pozbawionej histonéw okoto 25—40% DNA
pozostawato nieaktywnym w syntezie RNA.

Badanie aktywnosci matrycowej w syntezie RNA krzyzowych hybry-
dow utworzonych ze skladnikow zdysocjowanej w pH 6,0 chromatyny
watroby i grasicy szczura wykazato,' ze za tkankowospecyficzne ogra-
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niczenie chromatyny w syntezie RNA odpowiedzialne sg biatka niehisto-
nowe. Na przykitad chromatyna odtworzona z kompleksu DNA—biatka
niehistonowe watroby szczura oraz z histonéw z grasicy szczura wykazy-
wata aktywnos$é w syntezie RNA analogiczng do odpowiedniej aktywnosci
rodzimej chromatyny watroby szczura i odwrotnie (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Aktywno$¢ matrycowa w syntezie RNA in vitro mierzona stopniem hybry-
dyzacji DNA-RNA przepisanego z: rodzimej chromatyny watroby szczura (¢ --------- °),
rekonstruowanej chromatyny watroby (O--------- 0), rodzimej chromatyny grasicy
(H - H)> rekonstruowanej chromatyny gracicy (O-!------- ), a takze hybrydow
chromatyny utworzonych z histonéw grasicy i kompleksu DNA—biatka niehistonowe
chromatyny watroby (A --------- A) oraz z histonéw watroby i kompleksu DNA—biatka
niehistonowe chromatyny grasicy szczura (X--------- X), (wg 24)

W szystkie rekonstrukcje przeprowadzono w toku gradientowej dializy (od 2,0 do 04M NaCl)
wobec uktadu 5M mocznik—0,06M octan sodu (pH 6,0) przez 16 godzin, a nastepnie wobec
0,06M octanu sodu (pH 6,0)

t
Obok ostatnio wysuwanych sugestii, co do udziatu biatek niehistono-

wych w specyficznej represji genowej, od 1967 roku datujg sie doniesienia
o specyficznym aktywowaniu przez nie procesu transkrypcji. Niektore
prace (14, 23, 66, 75) potwierdzajg efekt stymulacji in vitro uktadu poli-
merazy RNA przez pewne frakcje biatek niehistonowych. Biatka niehisto-
nowe watroby szczura stymulujg w jednakowym stopniu matrycowg ak-
tywnos$¢ heterochromatyny i euchromatyny,tej tkanki z uwzglednieniem,
ze kontrolna euchromatyna, z uwagi na wyzszg zawarto$¢ biatek niehisto-
nowych, byta o 54°/o bardziej aktywna w syntezie RNA niz heterochroma-
tyna. Nowo utworzony RNA na chromatynach aktywowanych przez homo-
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logiczne lub heterologiczne biatka niehistonowe hybrydyzowat z DNA
pochodzacych z tych chromatyn w rozleglejszym stopniu niz RNA prze-
pisany z odpowiednich chromatyn kontrolnych (23). Mozna wnioskowac,
ze RNA nowo utworzony na chromatynie aktywowanej biatkami niehisto-
nowymi przedstawia sobg nowy typ RNA zawierajagcy wiecej informacji
z przepisanego odcinka genomu niz w chromatynie kontrolnej. RNA prze-
pisany z chromatyny guza Walkera, aktywowanej za pomocg homologicz-
nych biatek niehistonowych byt rézny od RNA syntetyzowanego na ma-
trycy stymulowanej heterologicznymi biatkami niehistonowymi.

Cato$¢ danych dowodzi, ze: 1. RNA przepisane z chromatyny aktywo-
wanej przez homologiczne i hetelrologiczne biatka niehistonowe repre-
zentujg produkty transkrypcji z dodatkowych odcinkéw DNA. 2. Homo-
logiczne biatka niehistonowe stymuluja transkrypcje z innych odcinkéw
DNA niz heterologiczne.

Tabela 2

Sktad nukleotydowy RNA przepisanego z chromatyny watroby szczura w obecnosci biatek
niehistonowych
(frakcje 9 i 20 uzyskane w toku chromatografii na DEAE-celulozie) (wg 66)

Mol% nukleotydow A+U
Matryca
CPM AMP GMP UMP C+G
Chromatyna 32,2 255 25,8 16,5 0,72
Chromatyna + biatka
niehistonowe (frakcja 9) 30,0 26,3 23,4 20,3 0,89
Chromatyna + biatka
niehistonowe (frakcja 20) 318 26,1 22,6 19,5 0,82

Ciekawy wydaje sie fakt, ze RNA nowo syntetyzowany na matrycy
chromatyny aktywowanej przez biatka niehistonowe wykazuje inny skiad
nukleotydowy w poréwnaniu z RNA przepisanym z chromatyny kontrol-
nej (tabela 2) (66). Zmiany na poziomie transkrypcji DNA in vitro wywo-
tane aktywacjag matrycy przez biatka niehistonowe znalazty rowniez odbicie
w procesie translacji. RNA nowo przepisane z chromatyny stymulowanej
przez rézne frakcje biatek niehistonowych kodowaty odmienne polipepty-
dy niz RNA kontrolny. Te jakoSciowo rozne tancuchy polipeptydowe byty
ponadto znacznie diuzsze (tabela 3), co potwierdzatoby dotychczasowe
wnioski, ze wzmozonej transkrypcji ulegty dodatkowe odcinki genomu.

Ludzkie fibroblasty WI-38 stymulowane do proliferacji przez zmiane
podtoza wykazujg wzrost matrycowej aktywnosci chromatyny, tj. wzmo-
zong synteze RNA w 1 godzine po wymianie starego $rodowiska hodowla-
nego na $wieze, zawierajgce 10°/o ptodowej surowicy cielecej (83). Zwiek-
szenie aktywno$ci matrycowej cechowato nie tylko chromatyne natywng
ze stymulowanych fibroblastow, ale réwniez chromatyne rekonstruowang

4 Postepy Biochemii



546 Z. KILIANSKA 1 IN. [14

- Tabela 3

Dtugos¢ tancuchéw polipeptydowych kodowanych przez?RNA
przepisane z chromatyny watroby szczura w obecnosci lub przy braku bialek niehistonowych
(wg 66)

[14C]-aminokwasy [3H]-puromycyna Wzgledna dtugosé

Matryce dla RNA wiaczone wiaczona tancuchéw polipep-
(imp./min) (imp./min) tydowych

DNA 992 2429 1,56
Chromatyna 707 2703 1,00
Chromatyna + biatka

niehistonowe (frakcja 9) 1106 2716 1,55
Chromatyna + biatka

niehistonowe (frakcja 20) 834 2263 1,41

z catoSci chromosomowych biatek takich fibroblastow z DNA pochodzacym
z komorek HeLa. Hybrydy chromatyny zawierajace DNA z komorek Hela,
histony z niestymulowanych i stymulowanych fibroblastow, a biatka nie-
histonowe tylko ze stymulowanych fibroblastow wykazywaly wyzszg ak-
tywno$¢ w syntezie RNA niz analogiczne hybrydy, ale z biatkami niehi-
stonowymi izolowanymi z niestymulowanych fibroblastéw. Z uwagi na
identyczno$¢ DNA i histonow w obu typach hybrydéw chromatynowych,
czynnikami aktywujgcymi proces transkrypcji wydawaly sie by¢ biatka
niehistonowe.

Wydaje sie prawdopodobne, ze natychmiast po pobudzeniu fibroblastow
do wzrostu na matrycach syntetyzowane sg biatka niehistonowe, ktdre
przytgczajac sie do genomu moga by¢ odpowiedzialne za wyzwolenie trans-
krypcji wymaganej do zainicjowania sekwencji wydarzehn biochemicznych
prowadzacych do syntezy DNA i podziatu komérkowego.

IV. Interakcja biatek niehistonowych z hormonami

Od sugestii Zalokara (84), ze dziatanie hormonéw wigze sie z se-
lektywng aktywacjag genéw w odpowiednich tkankach, przedmiotem
licznych doswiadczen stato sie badanie oddziatywania hormonéw z chroma-
tyng. W ostatnich latach wykazano specyficzne wigzanie pewnych hor-
mondéw, gtéwnie sterydowych, z chromatynami izolowanymi z tkanek doce-
lowych, np. 17|3-estradiolu (85—88), dwuetylostibestrolu (7,88) z chromaty-
ng macicy, progesteronu z chromatyng jajowodu (2, 7, 31, 32, 89), aldoste-
ronu z chromatyng nerki (85), hydrokortyzonu i kortyzolu z chromatyng
watroby (90,91), testosteronu z chromatyng gruczotu krokowego (37).
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Konkurencyjne wiagczanie in vitro znakowanych i nie znakowanych hor-
mondéw w chromatyne macicy i nerki wotu dowiodto selektywnego wig-
zania hormonoéw z chromatynami tylko pewnych tkanek (88). Aldosteron
wprowadzony do chromatyny nerki wotu w ilosci 104krotnie przewyz-
szajacej dawke uprzednio wiaczonego do niej 1,23H-aldosteronu obnizat
0 70—80°/o wigzanie znakowanego hormonu w chromatyne tego narzadu.
Dwuetylostilbestrol dodany réwniez w 104krotnym nadmiarze w poréw-
naniu z ilosciag 6,73H-estradiolu powodowat 60—70% spadek wigzania
radioaktywnego estradiolu w chromatyne macicy wotu; aldosteron nie
okazywat zadnego konkurencyjnego wptywu na ten proces. Wybidrcze
przytagczanie sie hormonéw do okre$lonych tkanek sugeruje obecno$c
w nich specyficznego receptora.

W badaniach in vitro z hormonami wigzg sie: DNA, histony, nukleohi-
stony oraz biatka niehistonowe (81, 82, 85, 86, 92—95).

Badanie oddziatywania in vitro 1,23H-hydrokortyzonu z histonami
grasicy cielecia doprowadzito do stwierdzenia, ze znakowany hormon tgczyt
sie gtownie (ok. 65%) z histonem argininowym F3, w mniejszym stopniu
z histonem F-1 i tylko nieznacznie z histonami F-2b i F-2a. Znaczne wig-
zanie hormonéw z histonem argininowym by¢é moze jest spowodowane
zanieczyszczeniem jego biatkami niehistonowymi (96). Prace nad charak-
terem wigzania progesteronu ze sktadnikami chromatyn réznych tkanek
kurczecia wykazaty, ze radioaktywny hormon, inkubowany z cytosolem
komorek watroby, wiaczat sie tylko nieznacznie w chromatyne jajowodu,
Sledziony czy watroby kurczecia, podczas gdy 3H-progesteron inkubowa-
ny z cytosolem komérek jajowodu wykazywat wybitne powinowactwo
wytgcznie do chromatyny jajowodu kurczecia (Ryc. 6A). Dane te suge-
rowaty, ze w tkankach wrazliwych na hormon wystepuje specyficzny dla
nich receptor, a wiec dla progesteronu — w cytosolu jajowodu. Uwal-
nianie sie kompleksu hormon—receptor z jader komérkowych pod wpty-
wem proteaz wskazywatoby na jego biatkowg nature (85). Radioaktywny
kompleks 3H-progestron—receptor cytoplazmatyczny jajowodu wigczat
sie w rodzima chromatyne jajowodu znacznie silniej niz w sztuczny nu-

DNA
kleohiston o stosunku odpowiadajagcym naturalnej chromatynie (31),

co sugerowatoby, ze w interakcji uktadu hormon—receptor z chromatyng
uczestnicza inne biatka niz histony (Ryc. 6B), najprawdopodobniej biatka
niehistonowe.

Wigzanie 3 -progesteronu uprzednio inkubowanego z cystosolem Kko-
morek jajowodu kurczecia zmienia sie w roznych stadiach rozwoju tego
narzagdu (r6znicowanie stymulowano przez podanie dwuetylostilbestrolu)
1 osigga maksimum w 7-mym dniu (7). Stopien wigzania kompleksu hor-
mon—receptor koreluje z poziomem biatek niehistonowych i RNA chroma-
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Ryc. 6 A. Wiazanie 8H-progesteronu preinkubowanego z cytosolem jajowodu (---------- )

lub z cytosolem watroby (--------- ) przez 30—50n<g rodzimych chromatyn: jajowodu

kurczat po 15—dniowym dziataniu estrogenu (O) oraz watroby (A) kurczat kon-
trolnych

Ryc. 6 B. Wigzanie 84-progesteronu (preinkubowanego z cystosolem jajowodu) przez

30—50li dzimei ch ¢ . q /histon_ 0.95: biatka niehistonowe 0.54:
lig rodzimej chromatyny jajowodu DA = 0% DNA = 0,54;

. /histon .
(O - 0), ,nukleohiston” A --—------ = 0,90; odstoniecie

matrycy: 9,0%/ (0—0) i ,nukleohiston” B (B-N--A---: 1,3; odstoniecie matrycy: 5,0% /

(A—A) (wg 31)
Oczyszczone histony jajowodu dodawano wolno mieszajagc do oczyszczonego DNA jajowodu;

w przypadku nukleohistonu A: 3mg histonéw i 3mg DNA, a nukleohistonu B — 6mg histonu
i 3mg DNA

tyny jajowodu. Z uwagi na to, ze chromatyna niezr6znicowanego jajowodu
kurczecia wigze kompleks progesteron—receptor znacznie aktywniej niz
chromatyna nerki czy erytrocytéw kurczecia, mozna wnioskowac, ze zdol-
no$¢ do wigzania hormonu nie jest osiggana w czasie indukowanego estro-
genem dojrzewania jajowodu, lecz musi istnie¢ juz we wczesnych stadiach
organogenezy tej tkanki (7).

Sprzezenie kompleksu hormon—cytoplazmatyczny receptor z chroma-
tyng moze sie odbywa¢ poprzez odstoniete odcinki DNA badZz poprzez biat-
ka niehistonowe, ktére spetniatyby w ten sposéb role akceptora. Z przed-
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stawianych licznych badan (2, 7, 31, 42, 89) wynikajg nastepujace dane:
1) Progesteron dla specyficznego potaczenia sie z chromatyng wymaga
biatkowego receptora w cytoplazmie komérek docelowych, tj. jajowodu;
2) Jadra komorkowe jajowodu wykazujg zdolno$¢ wigzania kompleksu
progesteron—cytoplazmatyczny receptor, podczas gdy tej cechy nie wy-
kazujg (lub tylko w nieznacznym odsetku) jadra komdérkowe nerki, ptuc,
jelit, watroby; 3) Jagdrowo zwigzany kompleks progesteronu z biatkowym
cytoplazmatycznym receptorem daje sie ekstrahowaé roztworami o wyso-
kim stezeniu soli. Wynik ten potwierdza wczes$niejsze obserwacje Kin -
ga i Gordona (85 86) nad izolowaniem i witasciwosciami kompleksu
receptor biatkowy 17|3-estradiol, pochodzacego z tkanek wrazliwych na
estrogeny.

Biatka niehistonowe chromatyny jajowodu posiadajg miejsca akcep-
torowe dla wigzania progesteronu, a ponadto wykazujg witasciwosci imuno-
logiczne (89). Rozpoznawanie przeciwciat skierowanych przeciw biatkom
niehistonowym byto wysoce specyficzne i reproduktywne. Odczyn wig-
zania dopetniacza mierzono w reakcji przeciwciat z antygenami, ktérymi
byty kompleksy DNA — biatka niehistonowe z chromatyny rodzimej czy
rekonstruowanej jajowodu badZ tez erytrocytéw kurczecia. Rekonstruowa-
na chromatyna réznita sie tylko nieznacznie w poréwnaniu z rodzimg
w zdolnos$ci reakcji wiazania z przeciwciatem, co mogto by¢ spowodowane
niepetng interakcjg biatek niehistonowych z DNA. Specyficzna zdolno$¢
przeciwciat w rozpoznawaniu tylko biatek niehistonowych jajowodu zosta-
ta potwierdzona brakiem wyraznej reakcji z kompleksem biatka niehisto-
nowe—DNA z rodzimej chromatyny erytrocytéw. Ciekawe jest stwierdze-
nie wigzania dopetniacza w przypadku zastosowania takiego hybrydowego
antygenu, jak DNA erytrocytow—biatka niehistonowe jajowodu, podczas
gdy hybryd w postaci DNA jajowodu—biatka niehistonowe erytrocytéw
wykazywat jedynie $ladowg antygennosc.

Badania prowadzone (97, 98) nad wyizolowaniem i wtasciwosciami kom-
pleksu estradiol—receptor macicy i endometrium cielecia doprowadzity do
stwierdzenia, ze estradiol jest zasocjowany z tzw. podjednostkg 4S ze-
whnatrzjgdrowego receptora biatkowego o masie 8S, ktéry moze przecho-
dzi¢ aktywng posta¢ 5S pod wptywem temperatury (98). Ta aktywna po-
sta¢ cytoplazmatycznego receptora biatkowego w kompleksie z hormonem
powoduje wzrost syntezy RNA (2,7-krotny w pordéwnaniu z kontrolg)
w jadrach komorkowych macicy cielecia; w przypadku jader komorko-
wych watroby i nerki szczura nie obserwowano podobnych zmian. Nalezy
nadmieni¢, ze ostatnio (99) udato sie wyizolowa¢ kompleks: cytoplazma-
tyczny receptor z macicy szczura—3-estradiol, ktory wiaczat sie w jadra
komérkowe tkanki docelowej (macica) réwnie dobrze jak i w jadra komar-
kowe innych tkanek szczura, (zotadek, watroba, nowotwdr sutka R3230AC);
wigzanie jego ze $ledziong bylo nieznaczne. Kompleksy hormon—receptor,
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wyizolowane (po uprzednim wiaczeniu) z jader komdrek docelowych i ko-
marek ,,niedocelowych” wykazywaty podobne wspoétczynniki sedymentacji.

Mechanizm, za pomoca ktérego hormony aktywuja geny po sprzezeniu
sie z chromatyng, stanowi powazny problem w molekularnej endokryno-
logii i biochemii. Najbardziej pomysSinym modelem do tego typu badan
wydajg sie by¢ politeniczne chromosomy owadoéw dwuskrzydtych.

Na uwage zastugujg zmiany zachodzace w lokalizacji biatek niehisto-
nowych w chromosomach olbrzymich gruczotéw Sliniankowych muszki
owocowej Drosophila hydei, a indukowane badZ termicznie badZz (3-ekdyso-
nem (100). Pufy tych chromosoméw reprezentujace wedtug Cle vera
(101) tzw. ,,geny w akcji” zawierajag wiecej biatek niehistonowych niz
chromosomy bezpufowe przy braku jakichkolwiek roznic w ilosci w nich
histonéw. Akumulacja biatek niehistonowych wydaje sie by¢ pierwszym
wydarzeniem w tworzeniu sie puféw. Biatka niehistonowe, izolowane z j3-
der komdrkowych gruczotéw Sliniankowych larw D. hydei kontrolnych,
a takze po uprzedniej indukcji termicznej 37°, 30 min. lub (3-ekdysonem
w obecnosci CAMP (45 min), poddawano elektroforezie w zelu poliakrylo-
amidowym. Biatka niehistonowe z chromosoméw politenicznych kontrol-
nych zawieraty 15—18 frakcji, natomiast w profilach elektroforetycznych
biatek niehistonowych z chromosoméw pufowych pojawiato sie dodatkowe
pasmo biatkowe o masie czasteczkowej 23 000 daltonéw w odpowiedzi na
dziatanie temperatury, a o masie 42 000 daltondw — przy zastosowaniu
ekdysonu jako czynnika indukujgcego tworzenie sie puféw. Nieomal jed-
nakowy rozktad radioaktywnos$ci we wszystkich pasmach elektroforetycz-
nych biatek niehistonowych otrzymanych z gruczotéw S$liniankowych larw
D. hydei po uprzedniej inkubacji z hormonem w obecnosci H-L-amino-
kwaséw wyklucza synteze jednej tylko frakcji biatkowej. Byé moze wraz
z aktywacjg genoéw pod wptywem hormonu nastepuje w jadrze komar-
kowym nagromadzenie biatek niehistonowych, ktére zostajg juz wczesniej
zsyntetyzowane i to najprawdopdobniej w cytoplazmie (100).

W chwili obecnej stato sie sprawa oczywistg, ze inne hormony jak hy-
drokortyzon, estradiol uczestniczg w indukowaniu specyficznych zmian
w syntezie bialek niehistonowych na terenie rdznych narzadéw docelo-
wych. | tak, np. 17-(3-estradiol stymuluje wzrost wigczania 3H-tryptofanu
we frakcje biatek niehistonowych macicy (87) wobec znikomego wiaczania
w biatka niehistonowe watroby. Ta stymulacja ogranicza sie¢ do pojedyn-
czej frakcji. Z dosSwiadczen powyzszych wynika, ze indukcja syntezy biatek
niehistonowych przez hormon jest narzadowo-specyficzna. Szybkos¢ wig-
czania [H]-tryptofanu w biatka niehistonowe macicy stymulowana przez
17-|3-estradiol jest najwieksza w 12 godzin po podaniu hormonu. W tym
samym czasie obserwowano maksymalng aktywacje gendw macicy (98)
przejawiajaca sie wzrostem aktywnos$ci matrycowej w syntezie RNA za-
leznej od DNA. Zjawisku temu towarzyszy zwiekszona synteza biatek nie-
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histonowych, w S$cistym zwigzku z pojawianiem sie nowych rybosoméw
w cytoplazmie (75, 102).

Ostatnio (26) rowniez dostarczono dowoddéw specyficznosci odpowiedzi
w syntezie biatek niehistonowych watroby szczura na aktywacje genowg
indukowang kortyzolem. Biatka te charakteryzuje wysoka szybko$¢ syn-
tezy, np. w 1 godzine po wigczeniu MC-leucyny specyficzna aktywnos¢
dla biatek niehistonowych wynosita 9550, dla biatek cytoplazmatycz-
nych — 5450, a dla histonow tylko 2640 imp./min./mg biatka. Analiza
w zelu poliakrylamidowym wykazata, ze wstrzykniecie kortyzolu adre-
nalektomizowanym szczurom indukuje szybka synteze tylko jednej frakcji
biatek niehistonowych watroby o masie czasteczkowej 41 000 specyficznie
wigzacej sie z kortyzolem.

Nalezy zwréci¢ uwage na wptyw testosteronu na metabolizm jadrowych
fosfoproteidéw gruczotu krokowego szczura (37). Orchiektomia powoduje
zanik wigczania 3P w fosfoproteidy miodej tkanki gruczotu krokowego,
a u osobnikoéw dojrzatych zanik gruczotu; nie okazuje ona zadnego wptywu
na fosforylacje fosfoproteidow watroby. Dodanie testosteronu catkowicie
znosi efekt kastracji szczura i juz w 30 minut po podaniu hormonu obser-
wuje sie intensywne wigczanie 3P w jadra komorkowe gruczotu. Kortyzol
podany normalnym i adrenalektomizowanym szczurom wptywa na poziom
grup tiolowych w biatkach jgdrowych. Okazato sig, ze w 15—30 minut po
podaniu hormonu nastepuje wzrost zawarto$ci grup tiolowych (oznaczo-
nych poprzez wigczanie 3H-jodooctanu, N-MC-etylomaleimidu lub meto-
dami kolorymetrycznymi) zaréwno w histonach jak i w biatkach niehisto-
nowych watroby o masie czasteczkowej odpowiadajacej 45 000 daltondw.
Rownolegle obserwowano stymulacje syntezy RNA.

V. Synteza biatek niehistonowych

W badaniach nad syntezag biatek komdrkowych w zsynchronizowanych
hodowlach HelLa S3stwierdzono praktycznie nie zmienione tempo syntezy
biatek niehistonowych (stanowigcych pozostato$¢ jader komdérkowych po
usunieciu globulin i histondw, rozpuszczalng w 0,I°/o roztworze SDS) w fa-
zach SjG2oraz w czasie mitozy (103). Aby zidentyfikowa¢ miejsce syntezy
biatek niehistonowych stosowano znakowanie 3H-leucyng komdrek Hela
w logarytmicznej fazie wzrostu (104). Po 2-minutowym znakowaniu pul-
sowym tym aminokwasem badano w ciggu 60 minut tempo syntezy biatek
catkowitych, cytoplazmatycznych oraz jagdrowych. Szybkos$¢ wigczania sie
sH-leucyny w biatko catkowite komoérek HelLa utrzymywata sie na tym
samym poziomie, natomiast obnizaniu sie stopnia wigczania tego amino-
kwasu w biatka cytoplazmatyczne towarzyszyto zwiekszanie sie tempa
pietna izotopowego w biatkach jadrowych. Aby wyeliminowa¢ mozliwosé
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wtérnego wigczania izotopu skrécono czas znakowania pulsowego 3H-leu-
cyny do 30 sekund, zatrzymujac reakcje przez dodanie cykloheksimidu.
Wyrazny spadek wigczania 8H-leucyny w biatka catkowite i cytOplazma-
tyczne z odpowiednim wzrostem radioaktywnos$ci w biatkach niehistono-
wych (Ryc. 7) byt podstawg do wniosku, ze te ostatnie syntetyzujg sie
w cytoplazmie, a potem sg transportowane do jagdra komdrkowego. Stwier-
dzenie to nie wyklucza jednak mozliwos$ci rownolegtej syntezy biatek nie-
histonowych na terenie jadra.

A B
& 40 ® 40
2 3 <3
< DA I 30
0 B-V\ 025 | A 0
| 320 A . 204 |
> 5 | 571
A R — . E»S}I
1 1 1 1 1 1 1 1
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Czas w minutach Czas W minutach
Ryc. 7 A. Wiaczanie 8H-leucyny w catkowite biatka komérki (O--------- O) biatka
jadrowe (®--------- *) i cytoplazmatyczne (® ----------- *) w réznym czasie po znako-
waniu pulsowym przez 30 sekund (reakcje zatrzymano przez podanie 5mg/ml cyklo-
heksoimidu)
Ryc. 7 B. Wiaczanie 8H-leucyny w histony (O ---------- O) i biatka niehistonowe

(o r-*) w warunkach podanych w A (wg 104)

Kinetyke syntezy biatek niehistonowych i ich nagromadzenie badano
(48, 105) w cyklu mitotycznym komorek HelLa. W przeciwienstwie do histo-
néw, ktérych synteza jest sprzezona z replikacjg DNA, wzrost syntezy
i nagromadzenie biatek niehistonowych zachodzi przed rozpoczeciem repli-
kacji DNA, czyli w p6znej fazie G z nastepnym spadkiem w fazie S i G2
i nie zostaje przerwana w czasie mitozy. Synteza tych biatek nie jest hamo-
wana przez czynniki blokujace synteze DNA (np. arabinozyd cytozyny).
Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym biatek niehistonowych z fazy Gi,
S, G2 znakowanych radioaktywnymi aminokwasami (H-Trp, uC-Liz) po-
zwolita stwierdzi¢ kilka pasm, o rdznych masach czasteczkowych. Niektére
z nich reprezentowaty histonopodobne peptydy, nie ekstrahujgce sie roz-
cienczonymi roztworami kwasOw mineralnych. Rozdzialy elektroforetyczne
frakcji biatkowych wymywajgcych sie 0,25M roztworem kwasu siarkowego
wykazaty obecnos¢ kilku frakcji biatek niehistonowych zawierajacych
traptofan, ktérych synteza przebiegata w ciggu catego cyklu mitotycznego
komorek HeLa. Mozna sie spodziewac, ze te peptydy moga by¢ odpowie-
dzialne w znacznym stopniu za synteze histondw w fazie Gi. Przejsciu
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komérek HelLa z fazy S w G2 towarzyszy synteza biatek niehistonowych
0 wysokiej specyficznej aktywnosci i duzej masie czgsteczkowej.

Badanie szybkos$ci syntezy biatek niehistonowych w cyklu mitotycznym
komérek nowotworowych szczepu P 815 Y pozwolito zaobserwowaé pod-
wyzszone jej tempo mierzone wigczaniem znakowanych MC-aminokwa-
séw w te biatka w fazie Gj z powolnym obnizaniem sie w fazie S i wyraz-
nym spadkiem w fazie G2 Réwnolegle przeprowadzano badanie stopnia
fosforylacji biatek niehistonowych; najaktywniejsze wigczanie radioaktyw-
nego fosforu nastepowato w fazie S (106).

Na uwage zastugujg wyniki badania tempa syntezy biatek niehistono-
wych w jadrach komoérkowych weztéw chtonnych $Swinki morskiej po
aktywacji przez PHA (27). Tkanka limfatyczna jest dobrym modelem do
badania wczesnych zmian aktywacji genomu; wiadomo, ze synteza DNA
1 mitozy wystepujg w niej w 24—48 godzin po zadziataniu PHA. Okazato
sie, ze w 1—3 godzin po stymulacji limfocytéw przez PHA nastepuje okoto
20°/o wzrost syntezy biatek niehistonowych, bez wyrazniejszych zmian
w syntezie histonéw, w poréwnaniu z komérkami nie stymulowanymi. Naj-
bardziej interesujace wydaje sie stwierdzenie, ze stymulacja syntezy bia-
tek niehistonowych przez PHA osigga rézny stopied w obrebie poszcze-
go6lnych frakcji, osiggajac maksimum po 8 godzinach oraz 6-krotny wzrost
ilosci tych biatek w kilku frakcjach (14, 16, 40, 52—54) w pordéwnaniu
z komorkami kontrolnymi.

Selektywno$¢ stymulacji syntezy biatek niehistonowych przez PHA (27)
i hormony (75, 87), odbywajacej sie znacznie wczesniej przed syntezg DNA,
przemawia za ich udziatem w kontrolowaniu ekspresji genow.

Uwagi koncowe

Biatka niehistonowe spetniajg wiele wymagan stawianych wielkocza-
steczkom kandydujacym na pozycje regulatoréw genéw, a mianowicie:
niejednorodnos$¢, specyficznos¢ tkankowa i gatunkowa, wybitny obrot, roz-
ng zawarto$¢ w obrebie euchromatyny i heterochromatyny, specyficzno$é
wigzania z homologicznym DNA, czy selektywno$¢ interakcji z hormo-
nami.

Biatka niehistonowe wykazujg ponadto wielorakg aktywnos$¢ enzyma-
tyczng, co wskazuje na ich zaangazowanie w wiele proceséw metabolicz-
nych miedzy innymi w fosforylacje biatek chromatyny. Wiekszos¢ pozna-
nych kinaz jadrowych stanowi aktywne frakcje biatek niehistonowych,
ktérych funkcja zwiazana jest z fosforylacjg ich samych (4, 37, 39, 40, 44,
77, 78) oraz histonéw (39). Zmiany w obrebie biatek niehistonowych chro-
matyny, w wyniku fosforylacji, mogag modyfikowa¢ konformacje komplek-
su chromatynowego (77), wzmaga¢ oddziatywanie z dodatnio natadowany-
mi histonami i przez to udostepnia¢ odblokowane odcinki genomu do od-
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czytywania podczas syntezy RNA. Zwiekszone tempo fosforylacji biatek
niehistonowych w procesie transkrypcji jest tego wyrazem (40, 70, 71, 75).

Wciaz dyskutowanym zagadnieniem jest wptyw cAMP na fosforylacje
biatek niehistonowych przez endogenne kinazy jadrowe. Wiekszo$¢ badan
podkresla niezalezno$¢ tego procesu od cAMP (37, 38, 40, 41, 71, 78). Jed-
nakze najnowsze doniesienia z pracowni Allfrey’a (79) oraz Chae
i wsp. (80) wykazaty, ze proces fosforylacji biatek niehistonowych, podob-
nie jak histonéw przebiega z udziatem tego nukleotydu. Rozbieznos¢ wy-
nikéw daje sie ttumaczy¢ miedzy innymi sposobem preparowania kinaz,
ktore w przypadku drastycznych warunkéw izolowania mogg dysocjowac
na podjednostke regulatorowg i katalityczng (108), przy czym ta ostatnia
zachowuje sie jak enzym dziatajacy niezaleznie od cAMP.
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MARIA SARNECKA-KELLER *

Makrocykliczne antybiotyki jako jonofory
jednowartoSciowych kationow

Macrocyclic Antibiotics as lonophores of Monovalent Cations

The structures of macrocyclic antibiotics, such as macrotetralides, enniatins,
valinomycin, gramicidins, alamethicin as well as antamanide are described. The
effects on biological and artificial lipid membranes and the ionophoric properties of
these compoundslin relation to their molecular conformation are discussed.

Btony biologiczne wykazujg, jak wiadomo, selektywno$¢ w przenikaniu
pewnych jonéw, nawet bardzo zblizonych pod wzgledem parametréow fizy-
kochemicznych, czego klasycznym przyktadem moze byé wybidrczosé
w stosunku do kationdw Na+ i K+. Istnieje wiele teorii ttumaczgcych te
selektywnos$¢ bton (1). Jedng z nich jest teoria nos$nikow, wedtug ktorej
jony tworzg przejsciowy kompleks z jakim$ skitadnikiem btony i w tej
formie sg przez nig transportowane. Zewnatrzkomoérkowymi jonoforami
jednododatnich kationéw, uzywanymi w badaniach nad selektywnoscig
bton, sa pewne antybiotyki zaliczane pod wzgledem wiasnosci biologicz-
nych do grupy walinomycyny. (Niektére wiasciwosci antybiotykéw oligo-
i polipeptydowych omawia artykut K. Obojskiej (2)).

|. Struktura pierwszorzedowa antybiotykowych jonoforow
jednowartosciowych kationdw

Najlepiej poznanymi co do charakteru chemicznego jonoforami jedno-
dodatnich kationéw sg antybiotyki: walinomycyna, gramicydyny, enniaty-
ny, teralidowe zwiazki grupy nonaktyny oraz wykryte w ostatnich latach
alametycyna i antamanida.

Dwa strukturalnie zblizone do siebie antybiotyki wyizolowane z Fu-
sarium oxysporum i nazwane enniatyng A i B (3, 4) scharakteryzowano
jako cykliczne tetradepsypeptydy zbudowane z na przemian powigzanych
reszt kwasu D-a-hydroksyizowalerianowego i N-metyloaminokwasu (2, 3).

*

Doc. dr hab., Zaktad Biochemii Zwierzat Instytutu Biologii Molekularnej Uni-
wersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
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W enniatynie A N-metylo-aminokwas zidentyfikowano jako N-metylo-L-
leucyne a w enniatynie B jako N-metylo-L-waline. P6Zniejsze oznaczenia
masy czasteczkowej oraz doktadniejsze analizy wykazaty, ze uktad dwdch
podstawowych reszt powtarza sie trzykrotnie w drobinach obu zwigzkow,
(5, 6, 7) a wiec sg one cyklicznymi heksadepsypeptydami (Ryc. 1).
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Rve. 1. Enniatvna RT

Enniatyna B okre$lana jest przez niektérych jako Bl (8) dla odr6znienia
od analogu strukturalnego enniatyny Bil, ktéra nie ma grup metylowych
przy zadnym atomie azotu iminowego (tzw. tri-desmetylo-enniatyna B).
Précz tego znane sg i uzywane gtdwnie w badaniach nad zalezno$cig
struktury i czynnosSci biologicznej tego antybiotyku: didesmetylo- i mono-
desmetylo-enniatyny B (9).

Walinomycyna jest wytwarzana przez Streptomyces filvissimus, jej
dwunastocztonowg odmiane przedstawia rycina 2.

W czasteczce tego zwigzku powtarza sie w ukiadzie cyklicznym trzy-
krotnie sekwencja: — kwas L-mlekowy-L-walina—kwas D-a-hydroksy-
izowalerianowy—D-walina—. W pier$cieniu wystepujg na przemian wigza-
nia peptydowe i estrowe i brak jest koricowych grup -NH2i -COOH. Znane
sg réwniez walinomycyny 8-cztonowa i 16-cztonowa, w ktérych zasad-
nicza sekwencja czterech reszt powtarza si¢ odpowiednio dwu- lub czte-
rokrotnie.

Nonaktyna produkowana przez Streptomyces sp. (11) jest przedstawi-
cielem antybiotyk6w tetralidowych. Do grupy tej naleza rowniez monakty-
na, dinaktyna i trinaktyna (12, 13), ktére sg homologami nonaktyny. Pod-
stawowgq ich strukture (14) tworzy pierscien tetralidowy o charakterze
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Rye. 2. Walinomycyna dwunastoczionowa
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Ryc. 3. Antybiotyki tetralidowe
nonaktyna 4R = 4H, monaktyna IR = CH, dinaktyna 2R = 2p'H3 trinaktyna 3R = 3CH,

pepsydu, ztozony z czterech reszt kwasu nonaktynowego lub homononak-
tynowego.powigzanych wigzaniami estrowymi (Ryc. 3).

Gramicydyny sg produkowane tgcznie z tyrocydynami przez Bacillus
brevis. W grupie tych zwigzkéw wyr6zni¢ mozna linearne gramicydyny
A, B, C, D oraz cykliczng gramicydyne S o strukturze zblizonej do tyrocy-
dyn i dlatego przez niektérych okreS$lang jako tyrocydyna S (15, 16).
Czynnos$¢ jonoforowg w odniesieniu do kation6w potasowcéw wykazujg
gtéwnie linearne gramicydyny. Handlowe preparaty gramicydyny tzw. A’
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zostaty rozdzielone metodg rozdziatu przeciwprgdowego na cztery skiadni-
ki (17) i sekwencja trzech z nich oznaczona (18, 19, 20). Rycina 4 podaje
strukture pierwszorzedowg gramicydyny A.

/[HCO—1—Wal >Gli 1—Ala d—Leu->1—Ala do—Wal 1—Wal
—d—Wal -»1—Try -»d—Leu 1—Try —pe—Leu->
>1—Try >d—Leu—=1—TryNHCHZHXDH

Ryc. 4. Gramicydyna A; gramicydyna B L-Tryu = L-Fen;
gramicydyna C: L-Tryu = L-Tyr

Reszta tryptofanu w pozycji 11 jest zastgpiona w gramicydynie B resztg
L-fenyloalaniny a w gramicydynie C resztg L-tyrozyny. Znane sg row-
niez gramicydyny izoleucynowe, w ktorych N-koncowa walina jest zastg-
piona przez reszte izoleucyny. Gramicydyna D wystepuje w $ladowych
ilosciach i jej zroznicowanie strukturalne wzgledem poprzednich nie jest
jeszcze wyjasnione. We wszystkich linearnych gramicydynach wystepuja
w tancuchu na przemian 1- i D-aminokwasy, koAcowa grupa aminowa jest
sformylowana, natomiast koficowa grupa karboksylowa podstawiona przez
etanoloamine.

Alametycyne wyizolowano z Trichoderma vivide i okre$lono wstepnie
jej sktad aminokwasowy: 2G1uNH2 Glu, 2Pro, Gli, 2Ala, 2Wal, Leu i 8
reszt kwasu a-aminoizomastowego, stwierdzajac | konfiguracje wszystkich
aminokwasow (21). Okazato sie jednak, ze w alametycynie wystepuje nie
8 lecz 7 reszt kwasu a-aminoizomastowego. Sekwencje aminokwasowg i jej
strukture cykliczng przedstawia rycina 5 (22).

PI"O'
}lu SEET TR A
Aim X
= GluNH, Ala
15 Aim 18 \
Aim
Wfl
B Ala 5
Al
”: GluNH,
Leu
Aim
10 Gli
Aim _/'Wa[

Ryc. 5. Alamecytyna

Aim — reszta kwasu a-aminoizomastowego
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Z Amanita phalloides wyizolowano antamanide zdolng do hamowania
toksycznych wiasnosci faloidyny i.amanityny produkowanych przez ten
sam organizm. Antamanide scharakteryzowano (23) jako cykliczny deka-
peptyd o sekwencji aminokwasowej podanej na rycinie 6.

Fen
Ala Fen
Pro Pro
t
Pro Pro
Wal Fen

Ryc. 6. Antamanida

Z powyzszego zestawienia wynika, ze antybiotyki oraz antamanida wy-
kazujace czynno$¢ jonoforowg w stosunku do jednododatnich kationdw
majg pewne wspolne cechy strukturalne. Zbudowane sg wytacznie z ami-
nokwaséw lub hydroksykwaséw o charakterze hydrofobowym i za wyjat-
kiem alametycyny N- i C-kofAcowe grupy tych zwigzkéw sg zablokowane
albo pewnymi podstawnikami albo w wyniku utworzenia form cyklicz-
nych. Charakterystyczna jest rowniez w niektérych obecno$¢ zwigzkow
o konfiguracji « a w alametycynie i antamanidzie proliny. Te cechy
strukturalne rzutujg na tworzenie okre$lonych konformacji. W rozpusz-
czalnikach o niskich statych dielektrycznych tworzg sie konformacje,
w ktérych dochodzi do uformowania hydrofilnego wnetrza i hydrofobowej
powtoki. Takie konformacje walinomycyny czy enniatyny sg trwate nawet
w rozpuszczalnikach o wysokich statych dielektrycznych i dlatego zwigzki
tego typu w wodzie nie rozpuszczajg sie w ogole wzglednie bardzo stabo.
Rozpuszczajg sie natomiast dobrze w rozpuszczalnikach o niskich statych
dielektrycznych.

Il. Wptyw makrocyklicznych antybiotykéw na btony

Badajac fizjologiczng role makrocyklicznych antybiotykbw McMu -
ray i Begg (24) stwierdzili, ze walinomycyna rozkojarza proces fosfo-
rylacji oksydacyjnej w mitochondriach. P6zniej wykazano (25, 26, 27, 28,
29), ze stymulowane przez walinomycyne utlenianie wymaga Pi i jest zwig-
zane z pobieraniem jonéw K+ a wydzielaniem H+ przez mitochondria. Kat-
iony Rb+ i Cs+ mogg zastapi¢ K+, natomiast Na+ i Li+ sg bez wptywu. Po-
dobne wiasnosci stwierdzono dla antybiotyk6éw grupy nonaktyny (28, 30),
wykazujac tak jak dla walinomycyny znacznie wiekszg swoisto$¢ w kierun-
ku K+i Rb+ niz Na+ (31, 32). Wedlug Gravena iwsp. (28, 33) wszystkie
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homologiczne tetralidowe antybiotyki rozkojarzajg oksydacyjna fosforyla-
cje i indukujg hydrolize ATP, przy czym jednowartoSciowe kationy po-
tasowcOw sg potrzebne do tej czynnos$ci. Przy niskich stezeniach kationéw
najwiekszy wptyw wywiera Rb+. Nonaktyna jest najmniej aktywna z tej
grupy antybiotykéw.

W dalszych badaniach przeanalizowano zachowanie sie w stosunku do
bton biologicznych innych antybiotykéw, jak réwniez ich syntetycznych
analogbw strukturalnych (34). Zastosowano takze btony sztuczne, rekon-
struowane z lipidow izolowanych z bton naturalnych (35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42) i.wykazano, ze i w tych uktadach pewne walinomycyny, ennia-
tyny gtdwnie grupy B, gramicydyny A, B, C i D oraz antybiotyki grupy
nonaktyny przyspieszaja transport jednododatnich kationéw. Adsorpcja
antybiotykéw grupy walinomycyny, nonaktyny i enniatyny na sztucz-
nych lipidowych btonach zwieksza przewodnictwo tych bton dla kationéw
potasowcéw az do 108 razy (39). W btonach utworzonych z lipidow serca
wotu na przykiad stwierdzono pod wptywem walinomycyny 400-krotne
zwiekszenie przepuszczalnosci btony dla K+ w pordéwnaniu do Na+ (39).
Enniatyny, antybiotyki tetralidowe, gramicydyny A, B i C s3g rowniez
aktywne ale okoto 100 razy stabiej. Wykazano réwniez wptyw walinomy-
cyny i gramicydyny na przemieszczanie kationdw K+ poprzez btony chro-
matoforé6w Rhodospirillum rubrum (43). Antybiotyki te w obecnosci ka-
tionow potasowcoOw i Pj wywotujg pecznienie mitochondriéw i zwiekszaja
pobieranie tlenu (27). W odro6znieniu jednak od walinomycyny, gramicy-
dyny wykazujg mniejszg swoistos¢ do okreslonych kationéw i sg aktywne
rowniez w obecnos$ci NH4 i w nieobecnosci Pi.

Alametycyna wywotuje w sztucznych btonach lipidowych przewodnic-
two jonow (44, 45), ktorymi w zaleznosci od nieobecnosci czy obecnosci
pewnych biatek zasadowych jak protaminy czy histony, mogg by¢ kationy
lub aniony (44). Alametacyna oddziatywa tez na btony naturalne (40). An-
tybiotyk ten charakteryzuje mata swoisto$¢ w stosunku do jednododatnich
kationéw. Antamanida jest jedynym dotychczas poznanym cyklicznym
peptydem o swoistej czynno$ci biologicznej, wykazujagcym wybidrczos¢
w stosunku do jonu Na+ (46).

Dla wytlumaczenia obserwowanych zjawisk wysunieto szereg hipotez.
Wedtug jednego z pogladéw walinomycyna i inne tego typu antybiotyki
majg zdolno$¢ do komplementarnego oddziatywania ze swoistymi lipopro-
teidowymi receptorami kontrolujgcymi transport kationow w Wonie (47).
Wysunieto tez dualistyczng hipoteze, wedtug ktérej walinomycyna zmie-
nia niezaleznie przepuszczalno$¢ bton dla kationow, jak i dziata bezpo-
$rednio na uktad zwigzany z produkcja energii w btonie mitochondrialnej
(48, 49). Inni przypuszczajg, ze pierScieniowe depsypeptydy, zaleznie od
warunkéw, moga dziataé zaréwno jako ruchome nos$niki kationéw jak tez
jako pory w bionach tworzac hydrofilne $rodowisko dla wedrujgcych ka-
tionow (35, 39).



[71 MAKROCYKLICZNE ANTYBIOTYKI 565

Obecnie wigkszo$¢ autor6w wypowiada sie za mechanizmem rucho-
mych noé$nikéw (50, 51), przy czym oprécz wykazanych zdolnosci do kom-
pleksowania kationow przez makrocykliczne antybiotyki (rozdziat Ill) jest
szereg innych danych doswiadczalnych potwierdzajgcych ten poglad (52,
53, 54, 55, 56, 38, 40).

Model dziatania obojetnego nosnika przy transporcie kationéw jedno-
dodatnich i kinetyke tego procesu przedstawia rycina 7. Gtéwnym etapem
ograniczajgcym szybkos$¢ transportu jondw jest przemieszczanie kompleksu
poprzez wnetrze btony (52).
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Ryc. 7. Transport kationu M+ przez neutralny nos$nik S poprzez btone lipidowa
(wg 81)
1i Il fazy wodne po dwéch stronach lipidowej btony; kD i kR state dysocjacii i reasocjacji MS+

w btonie; ks ikMg state szybkosci przemieszczania sig¢ S i MS+ w btonie; k™aik”| state szyb-
ko$ci przemieszczania sie S i MS+ przez bariere graniczng

Proces kompleksowania zachodzi na powierzchni btony (57) i prawdo-
podobnie konformacja tego miedzyfazowego kompleksu jest inna niz kon-
formacja lipofilnego kompleksu transportujgcego. Zaobserwowano tez
zmiany konformacyjne walinomycyny na powierzchni miedzyfazowej bto-
na/woda. Badajagc wspoOtoddziatywanie bton z antybiotykami (59) wyka-
zano, ze majg one rézne miejsca receptorowe i tak np. nonaktyna przyia-
cza sie do niepolarnych fragmentow drobin lecytyny.

I11. Zalezno$¢ czynnosci jonoforowej od konformacji

Istnieje Sciste powigzanie struktury makrocyklicznych antybiotykéw
z ich czynnoscig jonforowg, przy czym zwraca sie przede wszystkim uwage
na role atomoéw tlenu grup karbonylowych w kompleksowaniu jonéw me-
tali (34).

W oparciu o teoretyczne rozwazania zaproponowano modele jonéw
kompleksowych r6znych dodatnich kationéw z makrocyklicznymi anty-

5 Postepy Biochemii
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biotykami (39). Skierowane na zewnatrz weglowodorowe tancuchy anty-
biotyku mogag wchodzi¢ w interakcje z lipidami btony poprzez sity van der
Waalsa, podczas gdy skierowane do $rodka atomy tlenu grup karbonylo-
wych oddziatywujag na protony pierwszej powtoki hydratacyjnej wokot
kationu, wzglednie na kation pozbawiony ptaszcza wodnego. Nalezy za-
znaczyé, ze grupy karbonylowe depsypeptydow majg ciepto hydratacji
okoto 1,5 Kcal/mol wieksze niz wewnetrzna energia wigzania miedzy dwo-
ma dipolami wodnymi i dlatego grupy te moga z powodzeniem konkuro-
wac¢ w solwatacji kationdw. Aniony sg wykluczane z uwagi na odwrécong
polarnos$¢ ich warstw hydratacyjnych. Tworzenie komplekséw kationdw
alkalicznych z makrocyklicznymi depsypeptydami i ich syntetycznymi ana-
logami potwierdzono doswiadczalnie (60) wykazujac, ze zdolno$¢ do kom-
pleksowania jest okre$lona przede wszystkim przez czynniki wptywajace
na konformacje pierscieni.

W badaniach konformacji dwunastocztonowej walinomycyny i jej
kompleksu z K+ zastosowano metode jagdrowego rezonansu magnetycznego,
pomiar dyspersji skrecalnosci optycznej i momentu dipolowego oraz ana-
lize widm IR, a wiec metodyke pozwalajagcg na badania konformacji kom-
pleksow w roztworach o réznej polarnosci (61), a takze analizowano wy-
dzielone z roztworu chloroformowego kompleksy walinomycyny z KAuCl4
przy zastosowaniu klasycznej metody rentgenograficznej (62). Stwierdzono
zalezng od $rodowiska zmienno$¢ form konformacyjnych walinomycyny
(61, 62, 63, 64). W rozpuszczalnikach o niskiej polarnosci walinomycyna
wystepuje w dwu formach zawierajacych trzy lub sze$¢ wigzan wodoro-
wych pomiedzy grupami iminowymi i karbonylowymi kolejnych wigzan
peptydowych. Rownowaga pomiedzy tymi dwiema formami zalezy od po-
larno$ci $rodowiska — w niepolarnym wystepuje forma A, natomiast ze
wzrostem polarnosci przewaza forma B (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Uproszczone schematy konformacji walinomycyny w rozpuszczalnikach
o niskich statych dielektrycznych (wg 61)
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Konfiguracja trans ugrupowan estrowych i peptydowych warunkuje
utworzenie struktury, ktorg obrazowo mozna przedstawi¢ jako ztozong
z ogniw ,bransoletke” o $rednicy 8A i grubosci 4A. Zaleznie od ukierun-
kowania grup bocznych forma A moze tworzy¢ dwie odmiany (Ryc. 9),
przy czym trwalszg jest A®

Wybidrczos¢ walinomycyny w stosunku do jonu K+ tlumaczona jest
gtdwnie efektami sferycznymi wynikajacymi z wielkosci $rednic ,,otworu”
wewnetrznego czgsteczki walinomycyny i kationu kompleksowanego (42).
Dlatego walinomycyny 8-cztonowa i 16-cztonowa nie sg aktywne.

‘1:"."'l 4 V ) 1y -
il j el
il o, S0

Ryc. 9. Dwie odmiany konformacyjne walinomycyny w $rodowisku niepolarnym
(wg 61)

*C 00 ®N % K
Ryc. 10. Konformacja kompleksu walinomycyny z K+ (wg 61)
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oC 00 ® N
Ryc. 11. Niekompleksujgca konformacja enniatyny Bl (forma N) (wg 7)

oC 00 ®N % K
Ryc. 12. Kompleks enniatyny Bl z K+ (forma P) (wg 7)

Przy tworzeniu kompleksow z K+ konformacja walinomycyny zmienia
sie. Grupy karbonylowe wszystkich wigzan estrowych zostajg skierowane
do srodka w strone kompleksujgcego kationu z utworzeniem uktadu hek-
sagonalnego. W wyniku takiej konformacji zarébwno jon K+ jak réwniez
uktad wigzan wodorowych zostajg zastoniete przez hydrofobowe rozgate-
zione tancuchy weglowodorowe. Konformacje kompleksowego jonu wali-
nomycyny z K+ przedstawia rycina 10.

Podobng konformacje posiadajg kompleksy enniatyny z jonami K+
(7, 56). W niepolarnych rozpuszczalnikach mogg wystepowaé dwie formy
konformacyjne enniatyny ,N” i ,P”. Forma ,,N” (Ryc. 11) ma pseudo-
aksjalng orientacje trzech grup izopropylowych i pseudoekwatorialng
trzech pozostatych, nie ma elementéw symetrii i otworu wewnetrznego
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odpowiedniego do skompleksowania kationu. W przeciwienstwie do tej
konformacji forma kompleksujagca ,,P” (Ryc. 12) ma S$ciste upakowanie
grup funkcjonalnych wokét centralnego kationu, pseudoekwatorialne po-
tozenie wszystkich grup izopropylowych i wykazuje 0$ symetrii.

Konformacja kompleksu enniatyny B z K+ jest identyczng konformacja
wolnej enniatyny w S$rodowisku apolarnym. Sadzi sie,' ze konformacja
enniatyny kompleksujacej kationy jest w pewnych granicach zmienna, co
ttumaczy mniejszag od walinomycyny swoisto$¢ do kompleksowanego ka-
tionu (7).

Konformacje kompleksu nonaktyny z K+ wyjasniono (32) przy zasto-
sowaniu dyfrakcji promieni X (Ryc. 13).

Ryc. 13. Konformacja nonaktyny w kompleksie z K+ (wg 32)

W odro6znieniu od walinomycyny i enniatyny w nonaktynie nastepuje
tetraedryczne skoordynowanie kationu (65). Labilno$¢ konformacji cza-
steczki nonaktyny w roztworze i jej zdolno$¢ dopasowywania sie do roz-
miarow kompleksowanego kationu nasuneto przypuszczenie, ze nie rozmiar
wewnetrznego otworu w nonaktynie jest czynnikiem kontrolujacym wybor
kationu lecz energia hydratacji kationu, z ktdrego przed skompleksowa-
niem musi zosta¢ usunieta woda hydratacyjna.

Antamanida zachowuje sie pod wzgledem swoistosci odmiennie od po-
przednio oméwionych antybiotykéw. W alkoholowych roztworach tworzy
kompleksy z Na+ i K+ o statych stabilno$ci odpowiednio 2500 i 2501/mol
(46), co znajduje uzasadnienie rowniez w konformacji tego zwiazku.

Na podstawie teoretycznej analizy konformacyjnej oraz badan widm
w podczerwieni, dyspersji skrecalno$ci optycznej i jadrowego rezonansu
magnetycznego zaproponowano strukture konformacyjna komplekséw an-
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tamanidy z Na+ w roztworze. Konformacja antamanidy w roztworze jest
w znacznym stopniu zalezna od polarno$ci $rodowiska. W niepolarnych
rozpuszczalnikach czasteczka przybiera konformacje, w ktérej wszystkie
atomy wodoru grup iminowych uczestniczg w wewngtrzczasteczkowych
wigzaniach wodorowych. Struktura antamanidy kompleksujaca kationy
posiada inng konformacje (Ryc. 14 i 15) prawie niezalezng od solwentu.
Tylko cztery grupy iminowe biorg udziat w $rédczasteczkowych wigza-
niach wodorowych, ale w zasadniczy sposdb usztywniajg caty uktad, szes¢
grup karbonylowych natomiast uczestniczy w oddziatywaniu jonowo—di-
polowym z kationem Na+.

Konformacja kompleksu antamanidy z Na+ przypomina konformacje
kompleksu walinomycyny z K+, nie jest jednak identyczna. W walinomy-
cynie Srednica wewnetrznego otworu wynosi 3A, a w antamanidzie 2,5A.
Ttumaczy to wybidrczo$¢ walinomycyny dla wiekszych jonéw K+ a anta-
manidy dla mniejszych Na+. W walinomycynie wszystkie grupy karbony-
lowe (Ryc. 10) skierowane sg prawie doktadnie do centralnego atomu kat-
ionu, w antamanidzie taki kierunek wykazujg tylko grupy 4 i 9 (Ryc. 14).
Pozostate cztery grupy karbonylowe sa w antamanidzie nieco odchylone
od kierunku Na+....0, co tlumaczy nizszag warto$¢ statej stabilnosci kom-
pleksu antamanidy z Na+ od statej stabilnosci kompleksu walinomycyny
z K+, Podobnie jak w kompleksie antamanidy z Na+usytuowane sa grupy
karbonylowe w kompleksie enniatyny z K+ i podobng warto$¢ majag state
stabilnosci tych kompleksow.

Wedtug obecnych pogladéw gramicydyny A, B, C i D nie sg ruchomy-
mi no$nikami, lecz tworzg w okreSlonych warunkach kanaty poprzez lipi-
dowe btony (67, 68), przy czym dwie drobiny uczestniczg w tworzeniu ta-
kiego kanatu (15, 69, 70).

Na podstawie badan widm w podczerwieni zaproponowano dla dimeréw
gramicydyny A strukture antyrownolegta (3 prowadzaca do utworzenia
cyklicznego uktadu, w ktéorym grupy formylowe jednego kornica jednej cza-
steczki potaczone sg z grupami hydroksylowymi drugiego konca drugiej
czasteczki (71). Jednakze przestrzenne oddziatywanie wielu bocznych tan-
cuchéw, jak tez obecno$¢ 3 wigzan peptydowych ,cis” sg bardzo nieko-
rzystnymi cechami tej konformacji. Ostatnio (70, 72) zaproponowano za-
tem dla gramicydyn linearnych lewoskretng i lipofilng strukture spiralng
okreslong jako spirala JLD Jest ona energetycznie dopuszczalna, jak row-
niez spetnia wymagania dla tworzenia kanatow przez btone. Dwie takie
spirale tacza sie wigzaniami wodorowymi swymi podobnymi konicami
z utworzeniem wewnetrznego kanatu. Rozmiary kanatu zgadzaja sie z gru-
boscig btony oraz swoistoscia wykazywang w szeregu NH" > K+ > Na+
(72). Z badan dichroizmu kotowego wynika, ze konformacja zalezna jest
w duzym stopniu od rodzaju solwentu (73) i ze moga zachodzi¢ indukowane
fluktuacje tej konformacji, w wyniku ktérych kanat moze sie dopasowy-
wac do przejscia réznych kationéw. Ttumaczy to stosunkowo malg swo-



Ryc. 14. Wigzania wodorowe i jonowo-dipolowe w kompleksie antamanidy z Na+
(wg 66)

Rye. 15. Konformacja kompleksu antamanidy z Nat w roztworze (wg 66)
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istos¢ gramicydyn w stosunku do przenoszonego kationu, oraz zgadza sie
z teoretycznymi obliczeniami wykazujacymi szerokie minimum energii dla
konformacji Dziatanie gramicydyny na zasadzie mechanizmu kana-
towego zostato réwniez potwierdzone przez innych (74). Interesujgce jest
stwierdzenie, ze obecno$¢ cholesterolu w btonach obniza dziatanie grami-
cydyny (75).

Konformacja alametycyny nie jest poznana, a model jej czasteczki
skonstruowany zostat na podstawach teoretycznych (22). Wedtug tego mo-
delu hydrofobowe grupy skierowane sg na zewnatrz, a grupy karbonylowe
do wnetrza czasteczki. Zaproponowang strukture charakteryzuje sztywnos$é
pierscienia wynikajgca ze sterycznych ograniczen swobody ruchu taricucha
przez 7 reszt kwasu a-amino-izomastowego i 2 reszt proliny. Fragment tan-
cucha weglowego GIuUNH218 natomiast (Hyc. 5) moze sie swobodnie prze-
mieszcza¢ i prawdopodobnie w ten sposob utatwia przeniesienie katio-
nu z jednej strony czasteczki na drugg. Przyjmuje sie, ze alametycyna
dziata na zasadzie tworzenia tuneli hydrofilnych poprzez lipidowe warstwy
bton. W tworzeniu takich kanatéw uczestniczy¢ ma sze$¢ drobin alamety-
cyny (44). Przy odpowiedniej réznicy potencjaldéw alametycyna tworzy na
powierzchni bton agregaty, ktére formujg kanaty usytuowane blisko siebie
(75). Sumaryczne ich przewodnictwo jest wieksze niz suma przewodnictwa
poszczeg6lnych kanatéw. Molekularny mechanizm dziatania alametycyny
wymaga wyjasnienia.

IV. Uwagi koncowe

Ttumaczenie wpitywu makrocyklicznych antybiotyk6éw na transport
jednowartos$ciowych kationéw w oparciu o teorie nosnikow (38, 51, 52, 53)
nie jest wolne od niejasnosci. Oprocz jonofor6w rdéwniez inne czynniki
dzialaja na btone mitochondrialng i powodujg w ostatecznosci podobne
efekty. Najwcze$niej poznang substancja tego typu jest blizej nie zidenty-
fikowana dotychczas substancja zwana po angielsku ,.excitable inducing
material”, powstajgca w wyniku bakteryjnego rozkiadu biatek (50) i dziata-
jaca na btony podobnie jak alametycyna (76, 77). Modyfikacje w prze-
noszeniu jonéw mozna uzyskaé takze przez usuniecie z powierzchni ko-
marki jonéw Mg++ (78), przez dodanie jonow ciezkich metali np. Zn++
(79, 80), przez dodanie parathormonu wzglednie pewnych frakcji histo-
néw (8l) oraz pod wptywem organicznych zwigzkéw rteci lub innych re-
agujacych z grupami -SH (82).

Niejonowe detergenty jak Tritdn X-100 lub Lubrol WX uzyte w ta-
kich stezeniach, ktére nie powodujg lizy, wywotujg rowniez akumulacje
jondéw oraz pecznienie mitochondriow, gdy te zawiesi sie w Srodowisku za-
wierajacym octany czy fosforany (83). W warunkach tych zwieksza sie
zarowno szybko$¢, jak i absolutna ilos¢ przenoszonych jondéw. Proces ten
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jest Scisle uzalezniony od jonéw K+ i jest hamowany przez dwunitrofenol
oraz inne zwigzki rozkojarzajgce fosforylacje oksydacyjna.

Wplyw tak roznych czynnikéw na transport kationdw przez biony
zdaje sie przemawiaé przeciw nos$nikowej teorii dziatania makrocyklicz-
nych antybiotykdw. Zwiagzki te mogtyby oddziatywac jak niejonowe deter-
genty, tzn. wskutek interakcji z btong doprowadza¢ do takiej jej modyfi-
kacji strukturalnej, ze towarzyszytoby temu zmniejszenie bariery poten-
cjatu dla ruchu K+. Wobec stwierdzonego mechanizmu nos$nikowego dla
walinomycyny, enniatyny i nonaktyny, a kanatowego dla gramicydyny
linearnej i prawdopodobnie alametycyny, jest mozliwe, ze potaczenia zmie-
niajgce przepuszczalno$¢ bton dla jednowartosciowych kationow dziatajg
na roznych zasadach w zaleznosci od swej struktury i mozliwo$ci zmian
konformacyjnych. Na pewno jednak i zmiany konformacyjne biatek struk-
turalnych btony muszg by¢ brane pod uwage.

Jakikolwiek jest mechanizm dziatania makrocyklicznych antybiotykow,
interesujgce jest zagadnienie ewentualnego wystepowania tego typu zwigz-
kéw jako naturalnych skiadnikéw bton. Wysunieto na przyktad przypusz-
szenie, ze w btonie mitochondrialnej istnieje sktadnik zdolny do komplek-
sowania kationéw podobnie jak cykliczne antybiotyki (34). Niektorzy
przyjmujg tez wystepowanie w btonach erytrocytow ruchomego nosnika
jonow Na+ o dwdch miejscach wigzania réznigcych sie powinowactwem
do tego kationu i podaja model dziatania tego nos$nika (84). Z serca wotu
wyizolowano jonofor peptydowy, ktory reaguje zaréwno z jonami K+
i Na+ i utatwia ich przejscie przez wewnetrzng btone mitochondrialng (85).
Peptyd ten jako rozpuszczalny w rozpuszczalnikach ttuszczowych izoluje
sie tgcznie z frakcjg lipidowa. Wystepuje w ilosci 10—100ng/g biatka mito-
chondrialnego i zawiera waline, leucyne (lub jej izomer), proline (lub
hydroksyproline) i seryne. Zwigzkowi temu przypisano strukture duode-
kapeptydu o sekwencji —(Pro—Leu—Wal—Ser)3—, co zgadza sie z ozna-
czong masg czasteczkowa wynoszaca 1100. Otrzymany z mitochondriow
peptyd zachowuje sie podobnie do walinomycyny czy gramicydyny line-
arnej. Jest réwniez peptydem obojetnym, nie ma koncowych grup amino-
wej i karboksylowej, a wiec ma strukture cykliczng. Jest pierwszym jono-
forem peptydowym jednowarto$ciowych kationdéw, wyizolowanym z bton
biologicznych.
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JAN GOMULKIEWICZ *

Przenikanie anionow do erytrocytow

Permeation of Anions into Erythroc¥tes

Czerwone ciatka krwi byty jednymi z pierwszych zywych komorek,
w ktérych badano przenikanie réznych substancji do ich wnetrza. Dzieki
swojej stosunkowo prostej budowie, tatwosci uzyskiwania w duzej ilosci,
bez domieszek innych komaérek, trwatosci i tatwosci przechowywania przez
dtugi okres czasu oraz przezywaniu w roztworach fizjologicznych soli, ery-
trocyty sg bardzo dogodnym obiektem do badan nad przenikaniem sub-
stancji przez btony komoérkowe. Z tych tez powoddéw btona plazmatyczna
erytrocytéw w wielu badaniach jest traktowana jako model bton innych
komorek.*

Mimo zebrania ogromnego materiatu doswiadczalnego i sporej liczby
opracowan teoretycznych ciggle brak petnego opisu mechanizmu przeni-
kania do czerwonych krwinek wiekszosci istotnych dla ich zycia substancji.
Miedzy innymi nadal nie jest wystarczajgco poznany mechanizm prze-
nikania anionéw przez ich btony. Problemowi temu poswiecony jest obecny
artykut.

I. Wyniki poczatkowych badan nad przenikaniem anionéw do erytrocytow

Charakterystyczng cechg btony plazmatycznej erytrocytow jest okoto
milion razy wieksza przepuszczalno$¢ dla aniondéw niz dla kationéw o po-
dobnej wielkosci tadunku i podobnych rozmiarach. Dzigki temu juz na
poczatku badan przenikania substancji do czerwonych ciatek krwi stwier-
dzono, ze ich btona jest przepuszczalna dla aniondw. Poczatkowo zauwazo-
no, ze wzrost stezenia jondw weglanowych w $rodowisku zewnetrznym
powoduje ich wymiane na jony chlorkowe z wnetrza erytrocytow i od-

*

Dr hab., Instytut Biologii Roslin i Biofizyki, Akademia Rolnicza, Wroctaw.
Wykaz stosowanych skrétow: DNFB — I-fluoro-2,4-dwunitrobezen; MNT — 2-

metoksy-5-nitropone; SITS —kwas 4-acetamido-4-izotiocyjanostylbeno-2,2-dwusul-

fonowy; TNBS —kwas 2,4,6-trojnitrobezenosulfonowy; MA — bezwodnik maleinowy;
PCMBS —p-chlororteciobenzenosulfonian; PCMB — p-chlororteciobenzoesan.
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wrotnie. Nastepnie wykazano réwniez, ze jony CI“ moga by¢ wymieniane
na jony S07~ i NO”~. W podobny spos6b stwierdzono, ze btona erytrocytow
jest przepuszczalna dla wielu anionéw nieorganicznych (Cl-, Br-, F~,
HCO”, SO~, AsO* |, HPOf, HPO") oraz niektérych organicznych (mle-
czanowych, salicylowych, szczawianowych). Badania powtarzane na ery-
trocytach réznych ssakéw nie wykazaty jakosciowych roznic w przenikaniu
anionow przez ich btone (10, 23, 36, 83).

Wszystkie prowadzone do okoto 1920 roku badania miaty tylko jako-
Sciowy charakter (10). Wykazaty one jednak, ze jony CI- i inne jednowar-
tosciowe aniony nieorganiczne przenikajg przez btone erytrocytéw bardzo
szybko w poréwnaniu z anionami dwuwarto$ciowymi.

Doktadniejsze wyniki pozwolita uzyska¢ przeptywowa metoda badania
przenikania jonéw do erytrocytow (23). Polegata ona na szybkim zmiesza-
niu zawiesiny erytrocytow z CO02 dla zaburzenia réwnowagi jonowej,
a nastepnie przepuszczeniu jej ze znang szybkoscig przez rure przegrodzo-
ng filtrem. Znajgc szybkoS$¢ przeptywu zawiesiny oraz dokonujac analizy
filtrow (Yatwo przepuszczajagcych osocze lecz zatrzymujgcych krwinki)
umieszczonych w réznych odlegtosciach od poczatku rury, mozna wyzna-
czy¢ przebieg czasowy wymiany HCO03 z osocza na Cl- z wnetrza erytro-
cytébw. Otrzymany na tej drodze potéwkowy okres dla tej wymiany wy-
nosit 0,2 sek.

Wykorzystujgc fakt tatwego przenikania kationéw NH” do erytrocytow
uzyskano wzgledne szybkosci przenikania przez ich btony dla roznych
anionow, porownujac szybkosci zmian objetoSci krwinek umieszczonych
w roztworach soli amonowych (réznigcych sie anionem) (10).

Zaréwno wspomniane tu przyktadowo metody badan przenikania anio-
noéw przez btone erytrocytow jak i inne stosowane w poczatkowym okresie
badan (np. bezposredni pomiar potencjometryczny stezenia odpowiedniego
anionu w S$rodowisku zewnetrznym) poza tym, ze byly mato doktadne,
mialy jeszcze jedng wade, a mianowicie wymagaty zaburzenia réwnowagi
jonowej, a jak to sie p6zniej okaze, przy braku réwnowagi jonowej nie
mozna wyznaczyC¢ statej przenikania anionéw przez blone erytrocytéw.

Mozliwo$¢ badania przenikania jondw przez bione erytrocytéw w sta-
nie rbwnowagi jonowej miedzy wnetrzem komdrki a jej $rodowiskiem
zewnetrznym dato dopiero wykorzystanie do tych badan jonow znaczo-
nych izotopami promieniotworczymi. Znaczone jony dodaje sie w tak
matych iloSciach, ze nie zaburza to réwnowagi. Mierzac szybko$¢ zmian
radioaktywnos$ci w krwinkach lub w ich $§rodowisku mozna jednak badaé
kinetyke przenikania znaczonych jonéw przez btone komdrkowa. Prze-
szkodg w zastosowaniu tej metody do badania przenikania do erytrocytow
anionow z grupy chlorowcow (Cl-, F~, Br-, J~) byla przez dtugi czas duza
szybkos$¢ ich przenikania. Adaptujac metode przeptywu zawiesiny komé-
rek przez rure przegrodzong filtrem uzyskano mozliwos¢ przeprowadzenia
takich badan (78). Uzyskane wyniki wykazaly, ze proces przenikania
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anionéw z grupy chlorowcéw podlega kinetyce pierwszego rzedu. Otrzy-
mane okresy potowicznej wymiany w temperaturze pokojowej dla erytro-
cytow cztowieka i wotu, wynoszace odpowiednio dla jonu chlorkowego —
0,22sek, bromkowego— I,12sek, fluorkowego — 2,21sek i jodkowego —
I1,22sek, nie korelujg ani z promieniami jondéw ani z ich przewodnictwem
jonowym. Fakt ten dowodzi, ze inne czynniki decydujg o ich przenoszeniu
w swobodnym roztworze a inne w blonie erytrocytow. Czas potowkowej
wymiany (0,22sek) przez btone erytrocytéw dla jonéw chlorkowych jest
okoto 70 razy wiekszy od odpowiedniego czasu w swobodnym roztworze
dla tych jondw. Blona ogranicza wiec swobode ich dyfuzji.

Przeprowadzone badania przenikania (w stanie rownowagi) przy pomo-
cy jondw znaczonych radioaktywnym 3P wykazaty, ze szybkos¢ wymiany
jonow ortofosforanowych jest proporcjonalna do ich stezenia w srodowisku
zewnetrznym (34). Kinetyka wymiany jest dla jonéw ortofosforanowych,
podobnie jak dla innych aniondw kinetyka pierwszego rzedu (52, 62). Ba-
dania na erytrocytach cztowieka, psa, krolika, kota, wotu i kozy wykazaty,
ze charakter przenikania jonow ortofosforanowych do erytrocytéw réznego
pochodzenia jest taki sam (62). Réznice wystepuja tylko w warto$ciach sta-
tej szybkosci wymiany fosforanu wyznaczonej jako wspétczynnik nachy-
lenia prostej otrzymanej przez wykres$lenie logarytmu naturalnego radio-
aktywnosci osocza w funkcji czasu. State szybkosci (w h-1) dla wymiany
fosforanu wynosity odpowiednio dla cztowieka — 0,24, psa — 0,23, krdli-
ka — 0,21, kota — 0,11, wotu — 0,07 i kozy — 0,07.

Rowniez badania przenikania jonéw siarczanowych przy pomocy siarki
promieniotworczej (3) (56, 57) wykazaly, ze wymiana jondw siarczano-
wych w stanie réwnowagi jonowej podlega kinetyce pierwszego rzedu.

Réwnolegte do badan przenikania pomiary rozmieszczenia anionow
miedzy wnetrzem erytrocytow a Srodowiskiem zewnetrznym wykazaty
zgodno$¢ z rozmieszczeniem przewidywanym przez rownowage Donnana
(86) dla wszystkich aniondw nieorganicznych, poza jonami ortofosforano-
wymi. Zgodnie z kryteriami oceny charakteru procesu przenikania (23, 28,
39, 45, 86) nie ulegato watpliwosci, ze aniony (poza ortofosforanowymi)
przenikajg przez btone erytrocytow w sposéb bierny. Otwarta byta dalej
sprawa charakteru przenikania jonéw ortofosforanowych. Badania cha-
rakteru procesu przenikania tych jondw komplikowaty dwa fakty. Pierw-
szy to udziat jonow ortofosforanowych w procesach metabolicznych ko-
marki. Drugi to wystepowanie ich w warunkach fizjologicznego pH w dwu
formach — jedno i dwuzasadowej (H2Or i HPOr-)

Stwierdzone odstepstwo rozmieszczenia jonow ortofosforanowych od
przewidywanego przez réwnowage Donnana (53) mogto by¢ spowodowane
zmiang stezenia wewnatrzkomdrkowego tych jonéw, wywotang przez hy-
drolize estrow fosforanowych w czasie przygotowywania erytrocytéw do
analizy. Celem zmniejszenia tego biedu przeprowadzono doswiadczenia
z erytrocytami zawieszonymi w roztworach fizjologicznych o wyzszych ste-
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zeniach ortofosforandw anizeli w naturalnym osoczu (82). Ewentualna hy-
droliza estrow dawata wiec mniejszy biad wzgledny w oznaczaniu stezenh
ortofosforanéw. Otrzymane w tych doswiadczeniach wyniki wykazaty
praktyczna zgodnos$¢ rozmieszczenia jonow ortofosforanowych z rozmiesz-
czeniem przewidywanym przez rownowage Donnana. W ten sposob odpadt
jeden z argumentéw przemawiajagcych za aktywnym transportem jonéw
ortofosforanowych przez btone plazmatyczng erytrocytéw.

Na korzys$¢ aktywnego charakteru transportu jonéw ortofosforanowych
do erytrocytow mialy natomiast przemawiac nastepujgce fakty. Obnizenie
szybkos$ci przenikania tych jonéw spowodowane zahamowaniem procesu
glikolizy (30, 32). Wysoka energia aktywacji ich transportu (okoto
20kcal/mol) charakterystyczna dla reakcji chemicznych (32, 62). Stwier-
dzenie, ze radioaktywno$¢ wiasciwa niektorych frakcji organicznych fos-
foru komorkowego jest wyzsza od radioaktywnosci wiasciwej frakcji nie-
organicznej (31, -62, 63).

Dalsze badania procesu przenikania jondw ortofosforanowych do ery-
trocytow wykazaty niestuszno$¢ wszystkich argumentow popierajacych
poglad o aktywnym charakterze transportu tych jonéw. | tak, badajac za-
lezno$¢ przenikania jonow ortofosforanowych od stezenia tych jonow w
Srodowisku zewnetrznym (8, 81, 88) wykazano, ze pozostaje ona stata dla
wszystkich stosowanych stezen (maksymalne stezenie okoto 10-krotnie
przewyzszato stezenie fizjologiczne). Wynik ten wskazuje na brak nos$ni-
kéw dla jonéw ortofosforanowych w bionie erytrocytow, ktérych istnienia
wymagat model transportu aktywnego (31, 62). Okazato sie rOwniez, ze sta-
ta szybkos$ci przenikania jonéw ortofosforanowych nie zalezy od procesu
glikolizy (5, 21, 88). Przy tym wykazano, ze je$li proces glikolizy jest za-
hamowany, to przenikajacy do komorki fosfor 2P nie wbudowuje sie do
frakcji organicznej. Obserwowane (30, 32) zmniejszenie szybkosci przeni-
kania jonéw ortofosforanowych do erytrocytéw przy zahamowanej gliko-
lizie mogto by¢ spowodowane zaréwno zablokowaniem przechodzenia 3P
do frakcji organicznej fosforu komdrkowego (5) jak i strumieniem netto
tych jonoéw z komorki. Zablokowaniu glikolizy towarzyszy hydroliza es-
trow fosforanowych prowadzgca do wzrostu stezenia jonéw ortofosfora-
nowych w komorce, a wzrost stezenia jonow zakidca rownowage jonowa
miedzy wnetrzem komorki i jej Srodowiskiem.

Réwniez dzieki zastosowaniu odpowiedniej techniki szybkiego pobie-
rania probek (8) wykazano, ze w poczatkowym okresie (do okoto 30 minut
od momentu rozpoczecia do$wiadczenia) najwyzsza radioaktywnos$é wias-
ciwg ma frakcja nieorganiczna fosforu komorkowego. Stwierdzona po-
przednio (31, 62) wyzsza radioaktywno$¢ frakcji organicznej od radioak-
tywnosci frakcji nieorganicznej jest wynikiem znacznie wiekszej szybkosci
wchodzenia jonow ortofosforanowych w reakcje metaboliczne, anizeli szyb-
kos¢ ich przechodzenia przez btone komérkowa (75). Nie stwierdzono tez
konkurencji miedzy jonami ortofosforanowymi a jonami SOr~ i AsO*
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(8), ktéra ze wzgledu na podobieAstwo chemiczne tych jonéw powinna
wystgpié.

Nowsze badania potwierdzity natomiast wysokg warto$¢ energii ak-
tywacji procesu przenikania jonéw ortofosforanowych przez btone erytro-
cytéw. Wielkosci energii aktywacji podawane przez réznych autoréw réz-
nig sie co do wartosci, ale zawsze przekracza ona warto$¢ 20kcal/mol (15,
21, 22, 56, 57, 64). Jednak tak wysoka energia aktywacji nie musi by¢
dowodem aktywnego charakteru procesu przenikania jonow przez btone
komdérkowg. Dowodzi ona tylko, ze przenikanie nie moze zachodzi¢ na dro-
dze swobodnej dyfuzji przez wypetnione wodg kanaly w blonie. Jesli
jednak przyja¢, ze jony dyfundujg przez faze btony, ktdra jest bardziej
zblizona w swej strukturze do ciata statego, to tak wysoka warto$¢ energii
aktywacji wcale nie bedzie dziwna (64).

Biorgc pod uwage wszystko, co zostato wyzej powiedziane, nalezy przy-
ja¢, ze bierny charakter transportu anionéw (w tym rowniez jonow orto-
fosforanowych) przez blone erytrocytéw jest dzi§ wystarczajgco udowo-
dniony. Zgodni sg w tej kwestii praktycznie wszyscy badacze (poza nie-
licznymi wyjatkami (19, 47)) zajmujacy sie tym problemem. Nie jest to
jednak réwnoznaczne z poznaniem mechanizmu tego transportu.

Il. Mechanizm przenikania anion6w przez btone plazmatyczng erytrocytow

Badania, ktdrych zadaniem byto dokiadniejsze poznanie mechanizmu
przenoszenia anionéw przez btone plazmatyczng erytrocytdw ograniczaja
sie w zasadzie do dwéch rodzajéw jondéw — jondw siarczanowych (SO”-)
oraz jonéw ortofosforanowych (HZ2Or iHPO"). Jest tp spowodowane sto-
sunkowo matg szybkoS$cig przenikania tych jonow, co pozwala na dokladne
badanie kinetyki ich transportu. Wystepujace w komoérce w duzej ilosci
jony chlorkowe (Cl-) przenikajg przez btone erytrocytow tak szybko, ze
ciagle jeszcze prowadzenie doktadniejszych badan kinetycznych jest bar-
dzo trudne. Przyjmuje sie jednak, ze mechanizm przenikania wszystkich
aniondw jest podobny i prawidtowosci stwierdzone dla jednego rodzaju
anionéw sa stuszne dla pozostatych anionéw. Przyjmuje sie réwniez, ze
mechanizm transportu anionow przez btone erytrocytéw réznych ssakow
jest podobny (mimo wystepowania réznic w szybkos$ciach przenikania).

Obszerne badania poswiecone jonom SO”- prowadzone byly przez
Passowa i jego wspétpracownikéw. Wyniki tych badan przedstawione
sqg w kilku artykutach przeglagdowych i pracach oryginalnych (48, 56, 57,
58, 59, 60, 61). W zasadzie wszystkie te badania prowadzone byly w stanie
rbwnowagi jonowej (réwnowagi Donnana) miedzy wnetrzem komorki i jej
Srodowiskiem; przy pomocy znaczonych jonéw SOr- (20). Badana byta
zaleznos¢ statej przenikania od pH, skiadu jonowego i sity jonowej $rodo-

6 Postepy Biochemii
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wiska zewnetrznego, temperatury oraz réznych czynnikéw chemicznych.
Stwierdzono, ze przenikanie jonéw S(X" ros$nie wraz z obnizaniem pH
i sity jonowej oraz wraz ze wzrostem stosunku stezenia jonéw SOr~ do
stezenia jonow CIl- w $rodowisku zewnetrznym. Przenikanie jonéw SOi-
hamujg natomiast takie zwigzki chemiczne jak DNFB, MNT, salicylan,
benzoesan, fenol, anilina i ftalan. Stwierdzono réwniez, ze strumien jondw
S04 przez bione plazmatyczng erytrocytéw rosnie szybciej anizeli ich
stezenie w srodowisku zewnetrznym, a takze, ze energia aktywacji procesu
przenikania tych jonéw jest wysoka (okoto 28kcal/mol) i nie zalezy od pH
Srodowiska.

W tym samym czasie w réznych osrodkach prowadzono badania me-
chanizmu przenikania do erytrocytéw jondw ortofosforanowych (5, 6, 12,
13, 25, 26, 27, 29, 56; 65, 70). Okazato sie, ze zalezno$¢ przenikania tych
jonow od parametréw fizyko-chemicznych-srodowiska zewnetrznego (pH,
sita jonowa, sktad jonowy, temperatura) przedstawia sie podobnie jak dla
jonow siarczanowych. Dodatkowo stwierdzono natomiast, ze zamiana
w Srodowisku jondw CI- na inne aniony (13, 25) zmienia szybkos$¢ prze-
nikania jonow ortofosforanowych i to w réznym stopniu w zalezno$ci od
rodzaju zastosowanego anionu. Wykazano rdwniez, ze energia aktywacji
procesu przenikania jondw ortofosforanowych obniza sie wraz z obnize-
niem sity jonowej srodowiska (65) oraz, ze wraz z obnizeniem pH S$rodo-
wiska przenikanie tych jonéw osigga maksimum przy pH 6,4, a przy dal-
szym obnizaniu pH przenikanie maleje (13). Nie stwierdzno natomiast dla
jonow ortofosforanowych wptywu stosunku stezenia jonéw chlorkowych
do stezenia jonoéw ortofosforanowych ani na stalg przenikania, ani na
energie aktywacji (27).

W ostatnim czasie ukazato sie kilka prac, ktére wskazujg wbrew po-
wszechnie akceptowanemu dotychczas zatozeniu, ze istniejg pewne réznice
jakosciowe mechanizmdw przenikania réznych anionéw do erytrocytow.
Stwierdzno (58), ze zalezno$¢ przenikania jonow jodkowych (J~) do ery-
trocytow od pH $rodowiska zewnetrznego jest przeciwna do odpowiedniej
zaleznosci dla jonéw SOr~ oraz, ze przenikanie jonow J~ w zaleznosci od
ich stezenia (w zakresie do okoto 170mM) podlega Kkinetyce nasycenia.
Réwnoczesnie okazato sie, ze jony jodkowe hamujg przenikanie jonéw
siarczanowych, ale jony siarczanowe nie wptywajg na przenikanie jonéw
jodkowych. Powyzsze wyniki wskazujg wedtug Passowa (58) na mozli-
wos¢ wystepowania w btonie erytrocytéw dwoch rodzajow kanatow, przez
ktére aniony przenikaja; jedne kanaty sg dostepne dla wszystkich anionow,
drugie natomiast sg dostepne tylko dla jonéw jodkowych i ewentualnie
dla pozostatych chlorowcow.

Badajac dyfuzje jonéw CIl- przez btone plazmatyczng erytrocytéw pod-
danych dziataniu gramicydyny lub walinomycyny (czynnikéw zwieksza-
jacych przenikanie btony erytrocytéw dla kationéw jednowarto$ciowych)
stwierdzono (40, 68, 69), ze szybko$¢ przenikania jonéw chlorkowych przy
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strurrlieniu netto réznym od zera jest kilkaset razy mniejsza od szybkosci
wymiany jondw chlorkowych w stanie rownowagi jonowej, ze kinetyka
przenikania Cl- wykazuje nasycenie oraz, ze jony Cl- konkurujg z innymi
anionami przy przechodzeniu przez btone. Zdaniem autoréw powyzszych
prac wskazuje to na no$nikowy charakter transportu anionéw przez btone
erytrocytdw. Okazato sie réwniez (79), ze przewodnictwo chlorkowe biony
erytrocytow poddanych dziataniu walinomycyny jest okoto 10®razy mniej-
sze od przewodnictwa chlorkowego obliczonego z doSwiadczen prowadzo-
nych w stanie rownowagi jonowej.

Nalezy jednak pamietaé, ze chcac porownywaé wyniki badan przeni-
kania jonow jodkowych z wynikami uzyskanymi dla jondw siarczanowych,
trzeba byto prowadzi¢ dosSwiadczenia w temperaturze bliskiej zera (w skali
Celsjusza) a wiec w temperaturze znacznie odbiegajgcej od temperatury
fizjologicznej (okoto 37°) dla ssakow. Struktura btony erytrocytéw w tem-
peraturze bliskiej zera jest prawdopodobnie zmieniona w stosunku do
struktury tej btony w temperaturze fizjologicznej. Wskazuje na to wy-
razna zaleznos$¢ energii aktywacji procesu przenikania jonéw chlorkowych
do erytrocytow od temperatury (85). Réwniez btona plazmatyczna erytro-
cytéw poddanych dziataniu walinomycyny czy gramicydyny moze podle-
ga¢ zmianom strukturalnym, a te moga pocigga¢ za sobg zmiane mecha-
nizmu przenikania anionow.

Interesujacy przyczynek do badan nad mechanizmem przenikania anio-
néw do erytrocytow stanowi praca (15), w ktérej wykazuje sie, ze roznice
iloSciowe stwierdzone w przenikaniu anionéw do erytrocytow réznych ssa-
kéw sg uwarunkowane r6znym skiadem fosfolipidow w btonach plazma-
tycznych czerwonych ciatek krwi réznego pochodzenia.

I1l. Hipoteza tadunku zwigzanego

Dla wyjasnienia faktéw przedstawionych w poprzednim rozdziale,
Passow (57) zaproponowat hipoteze tadunku zwigzanego, opisujgcg me-
chanizm biernego transportu jonéw przez btone plazmatyczng czerwonych
ciatek krwi. Hipoteza ta zyskata duze uznanie i czesto przyjmowana jest
z mniejszym krytycyzmem anizeli odnosi sie do niej sam Passow.

Passow formutujgc hipoteze tadunku zwigzanego opart sie na szeroko
rozpowszechnionym pogladzie, ze milion razy wieksza przepuszczalnos¢
btony erytrocytdw dla Cl- w stosunku do przepuszczalno$ci dla K+ jest
wynikiem istnienia w tej btonie waskich por wypetnionych wodg, na Scian-
kach ktérych znajduje sie duzy dodatni tadunek elektryczny. Dalsze zato-
zenia Passowa sg nastepujgce: 1. Strumien jednokierunkowy, biernie tran-
sportowanych przez btone jonéw (w stanie réwnowagi Donnana), jest
jednoznacznag funkcjg ich stezenia w btonie. 2. Stezenie jonéw w bionie
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zalezy od stezenia tadunku zwigzanego oraz od stezenia wszystkich jonéw
w Srodowisku sasiadujagcym, z btong. 3. Jesli w bionie znajduje sie duzy
dodatni (zwigzany) tadunek elektryczny, to oddziatywanie elektrostatyczne
spowoduje, ze stezenie swobodnych kationéw bedzie w niej bardzo mate
(praktycznie rowne zeru). 4. Jes$li tadunek zwigzany stanowig dysocjujgce
grupy aminowe (NHi), to jego stezenie bedzie sie zmienia¢ wraz ze zmiang
pH w btonie. Warto$¢ pH w blonie bedzie natomiast uwarunkowana war-
tosciag pH i stezeniem wszystkich jonéw w $rodowisku zewnetrznym.
5. Zmiany pH oraz skladu jonowego srodowiska, wywotujagc zmiane ste-
zenia tadunku zwigzanego, beda powodowa¢ zmiane stezenia przenikaja-
cego jonu w btonie. Poniewaz strumien jonéw zalezy od ich stezenia w bto-
nie, to zmiana pH lub stezenia wszystkich jondw w $rodowisku zewnetrz-
nym wywota zmiane strumienia badanych jonéw przez bione.

Chcac sprawdzi¢ zgodno$¢ swojej hipotezy z dos$wiadczeniem, Passow
wyprowadzit réwnanie, ktére pozwalato na obliczenie stezenia interesu-
jacych jonéw w btonie. Poniewaz wiekszos¢ jego doswiadczen byta wyko-
nana z jonami siarczanowymi, réwnanie wyprowadzit dla jonéw SO ".
Mozna je jednak wykorzysta¢ dla dowolnych anionéw dwuwartosciowych.
Przy wyprowadzeniu swego réwnania Passow zatozyt, ze:

1 W btonie spetniony jest warunek elektroneutralno$ci w postaci:

2[S04"] + [CI-] = [A+];

2. Dysocjacja tadunku zwigzanego podlega prawu dziatania mas:

3. Ladunki zwigzane nie oddziatujg miedzy sobg;

4. Btona jest jednorodna;

5. Rozmieszczenie dyfundujacych anion6w jest zgodne z rozmieszcze-
niem przewidywanym przez rownowage Donnana:

|fs0.[SO.-a = fciTO = Hi

jlsor- ci- h+
Z tych zatozen otrzymuje sie nastepujgce réwnanie dla stezenia jondw
S04- w bionie:

2[S04-] + fpj' [S04n] = AK |/fSH[S04—]+q * @)

W powyzszych zalezno$ciach symbole chemiczne bez nawiaséw ozna-
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czajg aktywnos$ci a w nawiasach kwadratowych stezenia jonéw. Znaczenie
zastosowanych tu symboli jest nastepujgce: A — jest sumaryczng koncen-
tracjg zdysocjowanych i niezdysocjowanych grup odpowiedzialnych za
tadunek zwiazany, A+— jest koncentracjag grup niezdysocjowanych (ste-
zeniem fadunku zwigzanego), K — jest statg dysocjacji grup odpowiedzial-
nych za tadunek zwigzany btony, fsorifci----sg wspotczynnikami aktyw-
nosci odpowiednio dla jonéw SO" i CIl- w btonie, f = jfSOlfcl,
p=CIrSOff, q= H+/j/S04 > indeksy m i 0 oznaczaja stezenia w blo-
nie i Srodowisku zewnetrznym — odpowiednio.

Chcac z rownania (1) obliczy¢ stezenie jonéw SO”-.w blonie trzeba znac
wartosci parametrow A, K i f, ktdre nie dajg sie wyznaczyé eksperymen-
talnie. Wartosci parametrow A i K Passow dobrat na drodze kolejnych
przyblizen fak, aby obserwowane do$wiadczalnie strumienie jonow siar-
czanowych byty jednoznaczng funkcjg wyliczonego stezenia tych jonow
w btonie. Warunkowi temu najlepiej odpowiada A= 25M i K = 10-9.
Dla f przyjat natomiast warto$¢ réwna jednosci.

Przedstawiona wyzej w skrdécie hipoteza tadunku zwigzanego zgodna
jest z obserwowanymi zmianami strumienia jondw siarczanowych (48,
56, 57) oraz jondw ortofosforanowych (12, 13), przez blone plazmatyczng
erytrocytéw, w zaleznosci od pH i sktadu jonowego Srodowiska. Wyjasnia
ona réwniez selektywnos$¢ btony erytrocytéw dla anionéw. By jednak wy-
jasni¢ inne fakty doswiadczalne Passow przyjat dalsze zatozenia:

1. Obserwowana warto$¢ energii aktywacji dla procesu przenikania
jonow siarczanowych i ortofosforanowych (okoto 30kcal/mol) nie daje sie
pogodzi¢ z zatozeniem por wypetnionych wodg i natadowanych dodatnim
tadunkiem elektrycznym. Najwieksze wartosci energii aktywacji dla joni-
towych bton sztucznych nie przekraczajg bowiem 12kcal/mol. By wiec
pogodzi¢ wysoka warto$¢ energii aktywacji z hipotezag tadunku zwigzanego
Passow przyjat, ze btona erytrocytéw skiada sie z trzech warstw. Warstwy
zewnetrzne (lub odcinki por odpowiadajgce warstwom-zewnetrznym) bto-
ny zawierajg duzy tadunek dodatni, ktdry decyduje o stezeniu anionéw
w tych warstwach i stanowi bariere energetyczng dla kationéw. Srodkowa
warstwa stanowi natomiast bariere dla aniondw. Moga ja tworzy¢ lipidy
(jak w modelu btony elementarnej Daniellige’go — Robertsona), lub tez
odpowiadajace jej srodkowe odcinki por natadowane ujemnym tadunkiem
elektrycznym.

2. Wyniki eksperymentalne wskazujg, ze strumienie jonow siarczano-
wych i ortofosforanowych nie sg liniowg funkcja obliczonego stezenia tych
jonow w btonie, lecz wyrazajg sie szybko rosngcg wraz ze stezeniem funk-
cja eksponencjalng. Aby te obserwacje wyjasni¢ Passow przyjat, ze proces
przenikania anionéw przez bariere energetyczng btony jest procesem ko-
operatywnym, to znaczy, ze wraz ze wzrostem stezenia rosnie szybkos$é
przenikania jonow przez btone.

Mocnego poparcia dla hipotezy tadunku zwigzanego dostarczajg wyniki
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prac, w ktorych badano wptyw na przenikanie anionéw do erytrocytéw
zwigzkow reagujgcych z grupami aminowymi (zgodnie z hipotezg Passowa
grupy aminowe sg odpowiedzialne za dodatni tadunek zwiazany biony
erytrocytdw). Stwierdzno, ze zmniejszajg przenikanie aniondw takie zwigz-
ki jak: DNFB (42, 57, 59, 60, 61), MNT (58, 60), SITS (42), TNBS (42),
MA (54) oraz enzym pronaza (59).

Hipoteza fadunku zwiazanego (na co zwraca uwage sam Passow (57,
59) oraz inni autorzy (13, 25, 60, 65)) nie jest jednak w stanie wyjasnié
wszystkich faktow zwigzanych z przenikaniem anionéw do erytrocytow.
I tak nie ttumaczy ona: 1 Wystepowania maksymalnej przepuszczalnosci
btony erytrocytéw dla anionéw przy wartosci pH rownej 6,4 (13). 2. Dla-
czego zamiana jonéw chlorkowych w $rodowisku na rézne inne aniony
jednowartosciowe (13, 71, 85) lub duwartosciowe (25, 71) powoduje zmiane
przenikania badanych anionéw. Zgodnie z hipoteza tadunku zwigzanego
wazny jest tylko tadunek jonu, a nie jego wiasnosci chemiczne (decyduje
oddziatywanie elektrostatyczne). 3. Dlaczego pewne zwiazki chemiczne
hamuja przenikanie anionéw, mimo ze nie oddziatywujg z grupami amino-
wymi (57, 59) — nie moga wiec zmienia¢ wielkosci tadunku zwigzanego
w btonie. 4. Dlaczego reagujac z grupami aminowymi MNT w nieobec-
nosci fenolu hamuje przenikanie anionow, lecz praktycznie nie zmienia
przenikania kationéw. Natomiast po dodaniu fenolu MNT wyraznie zwigk-
sza przenikanie kationow bez wplywu na przenikanie anionow (58, 60).
5 Wystepowania zaleznosci energii aktywacji procesu przenikania jonow
ortofosforanowych do erytrocytéw od sity jonowej $Srodowiska zewnetrz-
nego (65). 6. Braku zaleznosSci statej przenikania btony erytrocytow dla
jonoéw ortofosforanowych od stosunku stezen jonow chlorkowych do orto-
fosforanowych w $rodowisku zewnetrznym (przy ustalonej sile jonowej
i pH $rodowiska) (26).

Aby przynajmniej niektére z powyzszych faktow pogodzi¢ z hipoteza
tadunku zwigzanego, niektérzy badacze proponujg przyjecie dodatkowych
zatozen. Sugeruje sie, ze na kooperatywne przenikanie danego anionu ma-
ja wptyw wszystkie aniony zmieniajgc bariere energetyczng w réznym
stopniu (13), lub ze aniony wptywaja na przenikanie danego anionu w roz-
nym stopniu, poniewaz mimo jednakowej wartosci sg w réznym stop-
niu wigzane na dodatnich centrach w btonie (85). Dla wyjasnienia réznego
wptywu MNT w obecno$ci i bez fenolu na przenikanie anionow i kationow
oraz wptyw PCMBS na przenikanie kationow i brak wptywu tego zwigzku
na przenikanie anionéw, proponuje sie, ze w btonie istniejg dwa obszary
natadowane dodatnio, z ktorych jeden kontroluje przenikanie anionow
a drugi przenikanie kationow (42).
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IV. Dyskusja zatozen stanowigcych podstawe hipotezy tadunku zwigzanego

Autor hipotezy tadunku zwigzanego — Passow, zdaje sobie sprawe
z tego, ze jego hipoteza nie catkowicie wyjasnia mechanizm biernego
transportu jondw przez bione erytrocytow. Traktuje jg jedynie jako hipo-
teze roboczg, ale rGwnoczesnie jedyna, ktéra w sposéb zadawalajacy opisuje
ten mechanizm (57, 58). Wydaje sie celowe przedyskutowanie tu stusznosci
zalozen i interpretacji zjawisk, ktére legty u podstaw powyzszej hipotezy.

Podstawe hipotezy tadunku zwigzanego stanowi zatozenie, ze mate cza-
steczki polarne, a wiec hydrofilne (jony i obdarzone momentem dipolo-
wym czasteczki nieelektrolitdw), przenikajg przez wypeinione wodg pory
btony komdrkowej. Warstwa lipidow powinna bowiem by¢ dla nich bardzo
stabo przepuszczalna. Dodatkowo, aby wyjasni¢ selektywno$¢ btony ery-
trocytow dla jonéw chlorkowych w poréwnaniu z jonami potasowymi (kto-
rych rozmiary sa bardzo podobne), przyjmuje sie obecno$¢ w tych porach
duzego dodatniego tadunku elektrycznego. Dowodem istnienia por w btonie
komdrkowej jest, wedtug zwolennikow ich istnienia, regularne zmniejszanie
sie przenikania (np. aniondw dwukarboksylowych (56)) wraz ze wzrostem
rozmiar6w przenikajacych czasteczek, a po przekroczeniu pewnego maksy-
malnego rozmiaru praktyczny brak przenikania dla tych czasteczek. Dru-
gim jeszcze wazniejszym i do niedawna powszechnie przyjetym dowodem
istnienia por w btonie komdrkowej jest réznica w statych przenikania bto-
ny dla wody, wyznaczanych metodg osmotyczng i metoda izotopowg. Mia-
nowicie stata przenikania dla wody wyznaczona z pomiaréw strumienia
osmotycznego, jest okoto 4 razy wieksza (dla erytrocytow) od statej prze-
nikania wyznaczonej w warunkach réwnowagi osmotycznej, wykorzystu-
jac wode trytowang (24, 73, 74, 83).

Na sztucznych btonach wykazano jednak, ze za réznice w statych prze-
nikania wyznaczanych metodg osmotyczng i izotopowa jest odpowiedzialna
warstwa nie mieszajgcej sie wody przy powierzchni btony, a nie istniejgce
w niej pory. Réwnoczes$nie nie stwierdzono faktdw sprzecznych z zatoze-
niem, ze woda przenika przez calg powierzchnie bton fosfolipidowych (16,
17, 66).

Metodami termodynamiki wykazano natomiast (77), ze doswiadczenia
izotopowe i osmotyczne sg nieporownywalne, a wiec i wyznaczone w opar-
ciu o nie state przenikania nie mogg by¢ poréwnywane; rdéznice w war-
tosciach statych przenikania wystapig rowniez wtedy, gdy woda przenika
przez catg powierzchnie btony.

Dalej, badajagc hamowanie przenikania wody przez blone erytrocytow
wywotane przy pomocy PCMB i PCMBS wykazano (50), ze nie towarzyszy
mu zahamowanie przenikania innych malych czasteczek polarnych. Row-
niez zahamowanie przenikania tych ostatnich przy pomocy floretolu nie
jest zwigzane z zahamowaniem przenikania wody. Dla wytlumaczenia
braku zwigzku przenikania wody i innych matych czasteczek polarnych
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(mocznika i szeregu glikoli) trzeba by przyja¢, ze pory w blonie sg wy-
biérczo przepuszczalne dla réznych czasteczek. Podobnie pod wptywem
dziatania PCMBS pojawia sie wyptyw potasu z erytrocytéw, lecz nie
stwierdza sie wptywu tego zwigzku na przenikanie jon6éw siarczanowych
(60). By to wyttumaczy¢ trzeba przyjac istnienie w bionie specjalnych por
dla poszczeg6lnych jonow.

Przedstawione wyzej fakty podwazajg prostote koncepcji por w btonie
komorkowej i czynig jg mniej prawdopodobna.

Wprowadzenie dodatnio natadowanych por dla wyjasnienia rdéznicy
w przenikaniu jonéw chlorkowych i potasowych przez btone erytrocytow,
w Swietle badan przenikania jonéw do liposoméw (1, 2, 3, 4, 55) wydaje
sie rowniez nie by¢ konieczne. Mianowicie liposomy, w wypadku ktérych
nic nie wskazuje na istnienie w nich por, sg przepuszczalne dla jondw.
Rownoczes$nie liposomy utworzone z pewnych rodzajow fosfolipidow wy-
kazujg bardzo duzg selektywno$¢ dla jonéw chlorkowych w poréwnaniu
z jonami potasowymi. Energie aktywacji procesu przenikania jonéw do
liposomoéw (55) (dla jonow chlorkowych okoto 6kcal/mol, a dla jonow
potasowych okoto 15kcal/mol) sg bardzo bliskie energiom aktywacji dla
przenikania tych jonéw do erytrocytéw. Przyczyng selektywnosci liposo-
moéw dla jonow chlorkowych oraz réznic w energiach aktywacji nie jest
(jak wykazano w powyzszej pracy) wypadkowy tadunek elektryczny lipo-
somow, lecz rozkiad potencjatu elektrycznego na granicy lipidy—woda,
okreslony przez polarng cze$¢ czasteczek fosfolipidéw. Podobng hipoteze
ttumaczaca selektywno$¢ btony erytrocytéw dla jondéw chlorkowych pro-
ponowat Danielli (9).

Dodatkowym zatozeniem, jakie przyjeto w hipotezie tadunku zwigza-
nego dla wyjasnienia duzych warto$ci energii aktywacji dla anionéw dwu-
wartosciowych, byto postulowanie nierdwnomiernego rozmieszczenia ta-
dunku elektrycznego w porach btony; przyjmowano w Srodkowej cz'esci
pory obecno$¢ tadunku ujemnego. Jak wynika z teorii (37), dla bton joni-
towych, stezenie anionéw w tym ujemnie natadowanym obszarze decydo-
watoby o ich strumieniu przez btone, a nie stezenie w obszarze natadowa-
nym fadunkiem dodatnim, jak tego wymaga hipoteza tadunku zwigzanego.
Takie rozmieszczenie tadunku w porze nie da sie wiec pogodzi¢ z hipoteza
tadunku zwigzanego. Rowniez druga wersja rozmieszczenia fadunku w po-
rze, zaktadajaca, ze Srodkowy odcinek pory jest hydrofobowy, jest nie-
zgodna z zatozeniem o istnieniu w btonie erytrocytow kanatéw wypetnio-
nych woda.

Jesli nawet zrezygnowa¢ z koncepcji por natadowanych dodatnio
i przyjac, ze istniejag wieksze obszary btony natadowane dodatnio, to na-
stepne zatozenie Passowa o spetnieniu w tych obszarach warunku elektro-
neutralnosci (koniecznego przy wyprowadzaniu réwnania (1)) jest mato
prawdopodobne. Mianowicie grubos$¢ tego natadowanego dodatnio obszaru
btony erytrocytéw nie moze przekraczaé 25A, poniewaz przy grubosci
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btony okoto 100A, do gtebokosci 10A nie stwierdza sie w niej grup natado-
wanych dodatnio (76, 84), a Srodkowa hydrofobowa warstwa btony ma
grubos$¢ okoto 30A (18). Dla warstwy o grubosci okoto 25A, a wiec tylko
kilka razy wiekszej od rozmiarow molekularnych, trudno oczekiwac, by
spetniony byt w niej warunek elektroneutralnosci.

Réwniez, jak wynika ze sktadu chemicznego btony erytrocytéw, ilosé
grup natadowanych ujemnie przewaza w niej nad iloscig grup natadowa-
nych dodatnio (57, 84). Zgromadzenie w pewnych obszarach btony duzego
tadunku dodatniego, jak to proponuje Passow, musi pocigga¢ za sobg po-
wstanie wyraznego nadmiaru tadunku ujemnego w innych obszarach bto-
ny. Te ujemnie natadowane obszary spetniatyby podobng role w stosunku
do kationow, jaka, zgodnie z hipoteza tadunku zwigzanego, spetniajg ob-
szary natadowane dodatnio w stosunku do anionéw. Btona erytrocytow
nie bytaby selektywna dla anionéw.

Przedstawiona tu dyskusja podstawowych zatozen przyjetych w hipo-
tezie tadunku zwigzanego wykazuje, ze sa one niewystarczajaco udoku-
mentowane oraz, ze zatozenia te sg czeSciowo ze sobg sprzeczne. Podwaza
to stuszno$¢ samej hipotezy.

Alternatywnie do hipotezy tadunku zwigzanego proponuje sie w pra-
cach (25, 26) nastepujace ttumaczenie wptywu parametréw fizyko-chemicz-
nych $rodowiska zewnetrznego (pH, sita jonowa i sktad jonowy) na prze-
nikanie aniondw do erytrocytéw. Mianowicie przyjmuje sie, ze aniony
przenikajg do czerwonych ciatek krwi przez catg powierzchnie ich biony,
a nie przez wypetnione wodg pory oraz, ze Srodkowg warstwe blony ery-
trocytéw (odpowiedzialng za bariere energetyczng dla przenikajgcych
przez nig jondw) stanowig lipidy i ewentualnie hydrofobowe czesci czaste-
czek zawartych w bionie biatek (7, 18, 28, 38, 43, 44, 51). Dalej zaklada sie,
ze struktura tej srodkowej warstwy hydrofobowej btony zalezy miedzy
innymi réwniez od pH, sity jonowej i skiadu jonowego S$rodowiska ze-
wnetrznego. Obserwowane zmiany przenikania aniondéw do erytrocytow
towarzyszgce zmianom parametrow fizyko-chemicznych Srodowiska przy-
pisuje sie wywotanym przez nie zmianom w strukturze lipidowej warstwy
btony. Zmiany strukturalne w lipidowej warstwie bitony plazmatycznej
moga by¢ spoowdowane przejsciami fazowymi w samych lipidach zaleza-
cymi od parametréw fizyko-chemicznych $rodowiska (11, 41, 49, 67, 72,
80), a rowniez moga by¢é wywotane zmianami konformacyjnymi zawartych
w btonie biatek, zaleznymi od pH i sity jonowej srodowiska (11, 35, 43, 44,
72,87).

Stwierdzona zalezno$¢ energii aktywacji procesu przenikania jondéw
ortofosforanowych do erytrocytéw od sity jonowej Srodowiska zewnetrz-
nego (66) przemawia za stusznos$cig powyzszych zatozen. Nie mozna jej
bowiem wyjasni¢ ani towarzyszaca zmianie sity jonowej zmiang ujemnego
elektrycznego tadunku powierzchniowego btony erytrocytéw (27), ani tez
kooperatywnym charakterem transportu jonéw ortofosforanowych przez
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btone czerwonych ciatek krwi (26). Rowniez spowodowany obnizeniem sity
jonowej wypltyw potasu z erytrocytow (25, 46) wskazuje, ze przepuszczal-
nos¢ ich btony zwieksza sie dla kationow podobnie jak dla anionow, przy
zmniejszaniu sity jonowej $rodowiska. Taki niespecyficzny wzrost prze-
puszczalnosci btony erytrocytow dla anionéw i kationéow fatwiej mozna
wytlumaczy¢ zmiang struktury btony, anizeli zmiang tadunku zwigzanego
btony, jak to sie probuje robi¢ w oparciu o hipoteze tadunku zwigzane-
go (57).

By jednak upewni¢ sig, czy wysunieta tu hipoteza jest stuszna, potrzeb-
ne sg dalsze badania wptywu pH i sktadu jonowego Srodowiska na energie
aktywacji procesu przenikania do erytrocytow jondw ortofosforanowych
i ewentualnie innych anionéw. Nalezy réwniez zbadaé wptyw pH, sity
jonowej i sktadu jonowego $rodowiska zewnetrznego na przejscia fazowe
w blonie plazamtycznej erytrocytow.
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdécenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tresé pracy.

Pismiennictwo: W artykule powinny byé cytowane prace oryginalne
z ostatnich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawia-
jace przedstawiang dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowa-
nych w ,Postepach Biochemii”.Nalezy stosowa¢ numerowanie prac w ko-
lejnosci ich cytowania w teks$cie. Wykaz piSmiennictwa zatem bedzie
obejmowat prace opatrzone kolejnymi numerami ale nieuporzadkowane
alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne winny mieé forme zalecang przez
Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii
Biochemikoéw (IUB) wediug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181—184.

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a),
inicjaty autor(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty
jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans

Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N.,
Greville G. D., t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Zataczniki: Kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym
numerowi uzytemu w tekscie, oraz oznaczy¢ (na goérze stronicy otdw-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywaé ich tres¢. Nalezy zaznaczy¢
z jakich (jakiej) prac(y) pochodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢é wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tuszem na biatym papierze
lub kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. RamKki
ujmujace wykresy mozna wykonaé linig cienszg niz linie wlasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszczaé opisow
stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykres6w natomiast win-
ny by¢é opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujace symbole: A OO A m o
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,dot’ (otow-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktorych nie mozna wpisa¢ na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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