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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przeglgdowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowac syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie piSmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rébwnoznaczne z oswiadczeniem, 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 btedéw
drukarskich) ponosza autorzy. Artykuly sg honorowane wediug obowia-
zujagcych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego arty-
kutu; zamoéwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie
odsytajac prace po korekcie autorskiej.

Autorzy proszeni sg o przestrzeganie nastepujacych wskazowek:

Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyfa¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jed-
nostronnie, z podwdjng 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(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktorych pracuja autorzy, adres pocztowy na ktéry autorzy
zycza sobie otrzymywac korespondencje, tytut pracy oraz—w prawym
dolnym rogu —liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrét tytutu
(nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto-
ra(6w), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw sto-
sowanych w pracy.

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

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podziat na rozdziaty
i podrozdzialy. Wydzielone z tekstu tytuty rozdziatow nalezy oznaczy¢
numeracjg arabskg (np. 1-2, 11-4 itp.). Tytuty podrozdziatéw nie wydzielo-
nych z tekstu nie powinny by¢ numerowane. W tekscie nie nalezy sto-
sowa¢ zadnych podkre$led ani rozstrzelonego druku. Ewentualne su-
gestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczyé
otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek-
Scie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich
fonetyczne brzmienie. W tek$cie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic,
rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczyé: Tabela 1, Ryc. 1, Wzdr | itp. Numeracje wzoru w tekscie na-
lezy podawac po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy ().

Autorzy proszeni sg 0 zwrdcenie szczeg6lnej uwagi na poprawno$é
jezykowa tekstu a takze na Scisto$¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotow, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane w pracach
obcojezycznych.
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TADEUSZ WINCENTY
SZCZEPKOWSKI
(21.10.1916—11.11.1973)

W dniu 11 listopada 1973 r. zmart przedwcze$nie dr habil. Tadeusz
Wincenty Szczepkowski, profesor nadzwyczajny, kierownik Zaktadu Bio-
chemii Ogdlnej Instytutu Biochemii Lekarskiej Akademii Medycznej
w Krakowie oraz wicedyrektor tegoz Instytutu. Odszedt w petni sit twor-
czych, zywo zaangazowany w prace badawczg, w nauczanie studentéw
i prace spoteczng. Uczelnia, w ktdrej pracowat ponad 25 lat oraz nauka
polska poniosty niepowetowang strate.

Prof. Szczepkowski urodzit sie 21 pazdziernika 1916 r. w Dreglinie,
pow. Sierpc, w rodzinie inteligenckiej. Szkote Srednig ukonczyt w Warsza-
wie w 1936 r., po czym rozpoczat studia na Uniwersytecie Warszawskim,
najpierw w zakresie fizyki, skad po dwu latach przenidst sie na chemie.
Po wyzwoleniu kraju spod okupacji hitlerowskiej w 1945 r. przybyt do
Krakowa gdzie kontynuowal studia na Wydziale Chemicznym Uniwer-
sytetu Jagiellonskiego, otrzymujac w 1949 r. stopien magistra filozofii
w zakresie ‘chemii.

Tadeusz Szczepkowski juz jako student w 1948 r. rozpoczat prace na
stanowisku asystenta w Zakladzie Chemii Lekarskiej UJ. W rok po6zniej
z inicjatywy kierownika Zaktadu prof. B. Skarzynskiego rozpoczeto bada-
nia nad metabolizmem samozywnych bakterii siarkowych; do badan tych
Szczepkowski wiaczyt sie z petnym entuzjazmem, bedac w po6zniejszych
latach ich gtéwnym wykonawcg. W poczatkowym okresie badah postawiono
pytanie czy w takich pierwotnych — jak myslano wéwczas organizmach —



216 T. W. SZCZEPKOWSKI 2]

jak Thiobacillus thioparus i Thiobacillus thiooxydans, procesy utleniania
przebiegajg podobnie do przemian w innych aerobach, czy tez sg one
swoiste. Tadeusz Szczepkowski wykazat wéwczas, ze szczep Th. thioparus
zawiera tylko jeden cytochrom, ktérego witasnosci sg rézne zaréwno od
cytochromu c tkanek zwierzecych, jak i od cytochromu f wystepujgcego
w komorkach roslinnych. Cytochrom bakteryjny nazwany przez Szczep-
kowskiego cytochromem s zostat nastepnie wyizolowany w czystym stanie,
scharakteryzowano jego widmo i wartosci potencjatu oksydacyjno-reduk-
cyjnego.

Wyniki badain nad cytochromami autotroféw wzbudzity pdzniejsze za-
interesowania Szczepkowskiego innymi zwigzkami hemoproteidowymi.
W 1958 roku we krwi noworodkow z zottaczkg hemolityczng wykryt on
obecnos$¢ endogennej tlenkoweglowej hemoglobiny i postulowat, ze tlenek
wegla powstajacy w organizmie z rozktadu R-metinowego wegla hemu
bywa przyczyng ciezkiego uszkodzenia tkanki moézgowej dzieci dotknie-
tych tych schorzeniem. Wykazat on nastepnie, ze cytochrom ¢ podawany
noworodkom z zo6haczka hemolityczng wywiera korzystny, leczniczy
wptyw. W zwigzku z zastosowaniem cytochromu c, jako leku potrzebna
byta uproszczona metoda izolowania tego hemoproteidu na skale prze-
mystowg. Dzieta tego dokonat Tadeusz Szczepkowski a metode przez niego
opracowang stosuje sie nadal w produkcji.

Dazac do wyjasnienia sposobu wigzania uktadow hematynowych przez
grupy hemofilne biatek Szczepkowski zajat sie wiasnosciami potgczen he-
moproteidéw z tlenkiem azotu. Badania te, przeprowadzone czesciowo
w pracowni prof. H. Theorella w Karolinska Institutet w Sztokholmie
w latach 1956— 1957 wykazaty, ze cytochrom c i inne hemoproteidy da-
jace potaczenia z tlenkiem azotu sg diamagnetyczne przeto w swej struk-
turze posiadajg jon zelazawy. Uzyskane w tym zakresie wyniki opracowat
Szczepkowski jako swg rozprawe doktorskg pt. ,,Potgczenia hematynowe
tlenku azotu”, ktorg przedstawit w 1959 r. Radzie Wydzialu Matematycz-
no-Fizycznego-Chemicznego Uniwersytetu Jagieloniskiego. Dr Szczepkow-
ski podjat nastepnie doswiadczenia nad kinetyka denaturacji hemoglobin
ludzkich i zwierzecych, opracowujgc stosowang metode badania szybkosci
denaturacji tych bialek. Dalszym rozwinigciem powyzszych badan byto
zastosowanie pomiaréw rezonansu jagdrowego do badania stopnia uwod-
nienia biatek rodzimych i zdenaturowanych.

Drugim réwnolegtym torem zainteresowan badawczych dr Szczepkow-
skiego byto badanie mechanizmu utleniania tiosiarczanu przez samozywne
bakterie siarkowe. Tiosiarczan u Th. thioparus jest jedynym zrddiem siar-
ki, jak rowniez energii niezbednej w procesach chemosyntezy. Przez opra-
cowanie swoistej metody chromatografii bibutowej dr Szczepkowski wraz
ze swymi wspotpracownikami wykazat, ze utlenianie i degradacja czastecz-
ki tiosiarczanu u Th. thioparus nie przebiega przez stadium tetrationianu
i politionianéw jak to postulowali wczes$niejsi badacze. Stosujac izomery
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tiosiarczanu znakowanego 3 w atomie siarki zewnetrznej i wewnetrznej
udato mu sie wykaza¢, ze tylko zewnetrzny atom siarki (w pierwszym
stopniu utlenienia) moze przenika¢ przez btone do cytoplazmy komorki
podczas gdy atom siarki tiosiarczanu bedacy na pigtym stopniu utlenienia
pozostaje w pozywce w postaci jonu S04-2

Fakt, ze tiosiarczan jest prekursorem organicznych zwigzkéw siarki
niezbednych dla normalnego metabolizmu komorek autotroféw, nasuwa
Szczepkowskiemu mys$l sprawdzenia roli tego zwiazku w przemianach
siarki w tkankach zwierzecych. Za pomocg prostych doswiadczeh Szczep-
kowski wraz ze swymi wspdipracownikami wykazuje, ze tiosiarczan ulega
zmetabolizowaniu w watrobie szczura przy czym atom siarki wewnetrznej
jest szybko usuwany z organizmu w postaci siarczanu, atom siarki ze-
wnetrznej natomiast ulega wbudowywaniu w szereg zwigzkéw organicz-
nych. Przy pomocy badan izotopowych Szczepkowski stwierdzit pdzniej
wystepowanie w tkankach zwierzecych endogennej puli tiosiarczanu,
w tworzeniu ktdrego bierze udziat rodanaza. Szczepkowski rozwinagt dalej
badania w tym kierunku przygotowujgc rowniez z tej dziedziny swa roz-
prawe habilitacyjng, pt. ,,Rola fizjologiczna i mechanizm dziatania roda-
nazy” przedstawiong w 1961 r. Radzie Wydziatu Lekarskiego Akademii
Medycznej w Krakowie. W 1963 roku zostaje powotany na stanowisko
docenta w Zakladzie Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Kra-
kowie. W tym samym roku na zaproszenie Uniwersytetu w Memphis,
Tennessee doc. Szczepkowski wyjechat do USA, gdzie w pracowni prof.
J. Woodsa kontynuowat swoje badania nad rodanaza. Miedzy innymi wy-
kazat on, ze posrednik przemiany tiosiarczanu w tkankach zwierzecych —
tiocystyna — wytwarzana przez cystationaze — ulega z kolei rozktadowi
przez rodanaze w wyniku procesu transsulfuracji siarki na cyjanek, grupe
siarczynowg lub inne akceptory. Po powrocie do kraju doc. Szczepkowski
zostat powotany na stanowisko kierownika Zaktadu Biochemii Miedzy-
wydziatowej Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Kra-
kowie. Rozwijajac dalej badania nad rodanazg i cystationazg (tzw. system
cystationazo-rodanazowy), stwierdzit na przykiad, ze sg one kluczowymi
enzymami metabolizmu siarki w ustrojach heterotroficznych. Wykazat
takze, ze cystationaza jest enzymem indukcyjnym, ktérego aktywnos¢
wzrasta w watrobie myszy pod wptywem podawania metioniny, cysteiny,
tiocystyny, tiosiarczanu i siarczku. Aktywnosé enzymu nie ulegata jednak
podwyzszeniu, gdy wspomniane metabolity podawano myszom obcigzo-
nym nowotworem Ehrlicha lub guzem Guerin.

Siedzenie reakcji przemian tiosiarczanu w bakteriach samozywnych oraz
w tkankach zwierzecych nasuneto doc. Szczepkowskiemu mys$l otrzymania
potaczen tego metabolitu z innymi zwigzkami siarki. W konsekwencji
uzyskat nowa serie zwigzkéw siarkowych, tzw. cysteinotiosulfonianéw,
ktére nastepnie wykorzystat w pdzniejszych badaniach radiobiologicznych.
W tym zakresie Szczepkowski zauwazyt przede wszystkim, ze tiosiarczan
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wykazuje duzg reaktywno$¢ z biatkami. Wspomniane powyzej kwasy
cysteinotiosulfonowe tworzyty z tatwoscig podobne mieszane dwusiarczki
z biatkami. Sugerowato to ochronne dziatanie tych zwigzkéw przed wpty-
wem promieniowania jonizujgcego. Seria prac wykonana przy wspdipracy
z Klinikg Radiologiczng i Zakiadem Anatomii Patologicznej Akademii
Medycznej w Krakowie udowodnita stuszno$¢ przedstawionej koncepcji
Szczepkowskiego. Badania nad metabolizmem zwigzkéw siarki przyniosty
doc. Szczepkowskiemu wiele wyrdznien i nagrdéd, miedzy innymi dwie
nagrody Panstwowej Rady d/s Pokojowego Wykorzystania Energii Jadro-
wej w latach 1958 i 1960.

Uchwatg Rady PafAstwa w 1970 roku zostat Tadeusz Szczepkowski mia-
nowany profesorem nadzwyczajnym w zakresie nauk medycznych. W la-
tach 1969 do 1972 petnit funkcje Prodziekana na Wydziale Farmaceutycz-
nym Akademii Medycznej w Krakowie. Byt czynnym cztonkiem Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, chetnie biorgc udziat w pracach szeregu
komisji Zarzadu Gidwnego oraz Krakowskiego Oddziatu PTBioch. Byt
cztonkiem Komisji Medycznej Oddziatu Krakowskiego PAN. Od 1945 r.
Tadeusz Szczepkowski byt czynnym cztonkiem Stronnictwa Demokratycz-
nego. Pracowat rowniez spotecznie w Komisji Zdrowia miasta Krakowa,
a takze przez szereg lat petnit funkcje przewodniczacego Kasy Zapomogo-
wej ZZPS Zdrowia przy Akademii Medycznej w Krakowie. Za swg dzia-
talno$¢ spoteczng zostat odznaczony Ztotym Krzyzem Zastugi, a takze —
posmiertnie — Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski.

Tadeusz Szczepkowski byt z wyksztatcenia chemikiem, odznaczat sie
jednak takze szerokim zrozumieniem probleméw ogoélnobiologicznych oraz
medycznych. W pracy badawczej szczegdlnie zainteresowat sie biochemia
lekarska. Wysoko ceniono Go jako pedagoga; cieszyt sie sympatig studen-
tbw. W ocenie postepowania miodziezy byt obiektywny, tolerancyjny
i sprawiedliwy, a jej problemy traktowal z powagg i taktem. Wrazliwy na
piekno otaczajagcego nas $wiata chtonagt kazdy rodzaj sztuki inspirowanej
przez piekno przyrody. Najbardziej jednak lubit poezje, siegajac- do niej
czesto, zwiaszcza w trudnych chwilach swego zycia. Wspoétpracujac przez
ponad ¢éwier¢ wieku z prof. Szczepkowskim danym mi byto pozna¢ w Nim
dociekliwego i rzetelnego pracownika nauki, prawdziwego przyjaciela, wy-
jatkowo wrazliwego na ludzkie troski i niedole.

Wtodzimierz Ostrowski
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PIOTR WEGLENSKI *»

Genetyczna regulacja metabolizmu argininy u grzybdéw
Genetic Regulation of Arginine Metabolism in Fungi

Badania nad mechanizmami genetycznej regulacji metabolizmu orga-
nizmoéw wyzszych sg daleko mniej zaawansowane niz analogiczne badania
metabolizmu bakteryjnego. Wynika to przede wszystkim z wiekszej zio-
zonos$ci procesow regulacyjnych w organizmach wyzszych jak i trudnosci
w wykorzystywaniu szeregu metod genetycznych stosowanych z powodze-
niem w przypadku bakterii. Stosunkowo najbardziej obiecujace sg wyniki
prac nad regulacjg genetyczng metabolizmu grzybéw takich jak drozdze,
Aspergillus i Neurospora. Przyktadem moga by¢ badania genetycznej re-
gulacji argininy, ktérych wyniki podsumowano w niniejszym opraco-
waniu.

Grzyby, jako proste organizmy eukariotyczne, stanowig dogodny obiekt
badan nad regulacjag metabolizmu, poniewaz mozna zastosowa¢ do nich
wiele precyzyjnych metod analizy genetycznej. Atrakcyjnosé za$ badania
regulacji i kontroli genetycznej metabolizmu argininy wynika przede
wszystkim z faktu, ze znamy juz dobrze drogi przemian tego aminokwasu.
AktywnoS$¢ wiekszosci enzyméw zwigzanych z biosyntezg i rozktadem
argininy tatwo mozna oznacza¢; kilka z nich charakteryzuje sie duzg
zmiennoS$cig poziomu w zalezno$ci od warunkéw w jakich organizm sie
znajduje, co utatwia badanie kinetyki indukcji badZ represji ich syntezy.
System argininowy stwarza mozliwos¢ badania mechanizméw genetycz-
nej kontroli procesbw hamowania zwrotnego i represji syntezy enzymow
(droga biosyntezy argininy) oraz procesu indukcji i represji katabolicznej
(droga rozktadu argininy). Wykrycie mechanizmoéw odpowiedzialnych za
poszczegblne formy regulacji i ustalenie ich wzajemnych powigzan sta-
nowi niewatpliwie interesujgce zagadnienie.

Przedstawione w tym artykule koncepcje dotyczace regulacji katabo-
lizmu argininy u Aspergillus nidulans oparto na wynikach prac (czesciowo
nieopublikowanych) autora. Dla poréwnania omdwiono dokiadniej system
regulacji metabolizmu argininy w komorkach drozdzy. Dokladniej omo-

* Dr, Zaktad Genetyki Uniwersytetu Warszawskiego

Stosowane skroty: OTC — transkarbamylaza ornitynowa (karbamoilotransferaza
karbamoilofosforan: L-ornityna, E.C. 2.1.3.3); OTA — 8-transaminaza ornitynowa (ami-
notransferaza L-ornityna: 2-oksokwas, E.C. 2.6.1.13); GDH — dehydrogenaza glutami-
nianowa (oksydoreduktaza L-glutaminian: NADP, E.C. 1.4.1.4).
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wiono réwniez zjawisko represji azotowej, biorgc pod uwage fakt, ze za-
gadnienie to wigze sie $cisle z problemem regulacji katabolizmu argininy,
a takze to, ze genetyczna strona tego zagadnienia stata sie przedmiotem
badan dopiero w ostatnich dwéch latach.

I. Metabolizm argininy i jego regulacja u mikroorganizmow
I-1. Biosynteza argininy

Biosynteza argininy zachodzi podobnie u wszystkich zbadanych mikro-
organizmow. Jej przebieg ustalono najpierw w badaniach nad Escherichia
coli (1) a nastepnie nad szeregiem innych bakterii (2, 3) oraz grzybow
Saccharomyces cerevisiae (4), Neurospora crassa (5) i A. nidulans (6). Argi-
nina powstaje z kwasu glutaminowego w 8 etapach enzymatycznych
(Rye. 1) a roznice pomiedzy poszczegdélnymi gatunkami mikroorganizmaéw

glutaminian

N—acetyloglutaminian
2
fosforan N—acetyloglutamylu
3

Y—semialdehyd kwasu y—fosforan
N—acetyloglutaminowego glutamylu

4
N—acetyloornityna

5
OTA
ornityna ~—- - Y—semialdehyd kwasu glutaminowego

6 OTC
cytrulina
7
argininobursztynian kwas Alpirolino -5- karboksylowy
7

argimna proiina

Ryc. 1. Uproszczony schemat metabolizmu argininy i proliny u grzybéw. Na schemacie
podane sa nazwy trzech enzymoéw, arginazy, ¢-transaminazy ornitynowej (OTA)
i transkarbamylazy ornitynowej (OTC), o ktérych mowa w tej pracy
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moga dotyczy¢ jedynie etapu 5 i wynikajg z wystepowania bgdz deacylazy
acetyloornitynowej (E.C. 3.5.1.16) badz acetylotransferazy glutaminianowej
(E.C. 2.3.1.35), badZ tez obu enzyméw jednoczesnie (3).

Droga biosyntezy argininy jest klasycznym przykiadem systemu re-
presyjnego. Egzogenna arginina powoduje represje enzymow tej drogi
miedzy innymi w komorkach E. coli K12 (7, 8, 9), S. cerevisiae (4, 10, 11,
12), Chlamydomonas reinchardi (13). Represji przez egzogenng arginine
nie stwierdza sie w komérkach dzikiego szczepu A. nidulans. Natomiast
w warunkach gtodu argininowego, ktére mozna osiggnaé przez hodowanie
auksotrofa argininowego A. nidulans na pozywce nie zawierajgcej argini-
ny, obserwuje sie derepresje syntezy niektérych enzymoéw. Wydaje sie
wiec, ze w szczepie dzikim tego organizmu pula endogennie tworzonej
argininy jest wystarczajgco duza aby spowodowac represje syntezy enzy-
mow biosyntetycznych do charakterystycznego poziomu podstawowego,
ktéry nie ulega dalszemu obnizeniu (6). Synteza poszczeg6lnych enzymow
drogi argininowej nie jest w petni skoordynowana, co wykazano zaréwno
w komorkach E. coli (8) jak i A. nidulans (6) i S. cerevisiae (10, 12).
W przypadku A. nidulans synteza transkarbamylazy ornitynowej (OTC,
E.C. 2.1.3.3) w warunkach gtodu argininowego ulega 7—10 krotnej dere-
presji, podczas gdy synteza deacylazy acetyloornitynowej lub aminotrans-
ferazy acetyloornitynowej (E.C. 2.6.1.11) tylko 1,5—2 krotnej (14).

Jakkolwiek synteza enzymdw drogi argininowej zalezy od obecnosci
lub braku argininy, nie wiadomo jednak na pewno czy sama arginina dzia-
ta tu jako korepresor. Istniejg dowody wskazujgce na to, ze aminoacylo-
tRNA spetnia role korepresora szeregu drog biosyntezy aminokwaséw.
Proby wyjasnienia roli aminoacylo-tRNA w biosyntezie argininy przy-
niosty sprzeczne rezultaty. Posrednie dowody udziatu arginylo-tRNA
w represji uzyskano badajgc Ch. reinchardi (13) i N. crassa (19). Bezpo-
Srednie natomiast oznaczanie ilosci poszczegdlnych rodzajow arginylo-
tRNA w warunkach represji i derepresji w komdrkach odpowiednio do-
branych pod wzgledem genetycznym szczepéw E. coli, nie wykazato jakie-
gokolwiek udziatu arginylo tRNA w regulacji drogi biosyntezy argininy
(20, 21). W przypadku A. nidulans sprawa witasciwego korepresora biosyn-
tezy argininy pozostaje otwarta. Stwierdzono natomiast, ze synteza OTC
w komorkach tego organizmu zalezy nie tylko od poziomu argininy, lecz
rdwniez od poziomu ornityny. Ornityna powoduje indukcje syntezy OTC,
a zatem dziata przeciwstawnie do argininy (14).

Biosynteza argininy oprocz represji podlega réwniez inhibicji zwrotnej
przez egzogenng arginine. Zarowno w komorkach drozdzy (4) jak sinic (22)
i szeregu bakterii (2), zahamowaniu ulega aktywno$¢ drugiego z kolei en-
zymu tej drogi (kinazy N-acetyloglutaminianu — E.C. 2.7.2.8.). W przy-
padku S. cerevisiae opisano ponadto niezwykle interesujgcy mechanizm
regulacyjny, polegajacy na inhibicji OTC przez pierwszy enzym katabo-
lizmu argininy — arginaze (E.C. 3.5.3.1) (24, 25). Wykazano bezposrednie
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wigzanie sie tych dwoéch biatek enzymatycznych w obecnosci argininy
i ornityny. Sens tego mechanizmu sprowadza sie do uniemozliwienia re-
cyklizacji ornityny w argining, w sytuacji gdy arginina stuzy jako zrédto
azotu i ulega przemianie do ornityny, kwasu glutaminowego i amoniaku.
Nie mozna wykluczyé, ze podobny mechanizm wystepuje i u innych mi-
kroorganizmow, aczkolwiek recyklizacji ornityny moze réwniez zapobiec
fizyczne rozdzielenie pul ornityny ,anabolicznej” i ,katabolicznej”. Ba-
dania nad N. crassa (26, 27, 28) a takze nad supresorami prolinowymi
A. nidulans (29) przemawiajg za mozliwos$ciag takiego rozdziatu.

1-2. Katabolizm argininy

Sposréd szeregu mozliwych drég rozkiadu argininy, wydaje sie ze
w przypadku grzybdéw takich jak drozdze, Neurospora i Aspergillus, gtéw-
ng i jedyng istotng fizjologicznie jest ta, ktorg przedstawiono na rycinie 1
Swiadczy o tym fakt, ze w przeciwiefistwie do szczepéw dzikich, mutanty
grzybéw nie wykazujgce aktywnos$ci arginazy nie moga korzysta¢ z argi-
niny jako jedynego zrédta azotu (25, 30, 31). Droga ta wystepuje rowniez
u niektérych bakterii, np. Bacillus subtilis (32), podczas gdy u szeregu
innych jak E. coli i Mycobacterium, arginina ulega rozktadowi poprzez
agmatyne i 1,4 dwuaminomaslan do spermidyny i sperminy, lub tez jak
w przypadku Streptococcus i Pseudomonas przeksztatceniu przez cytruline
do ornityny, dzieki obecnosci deiminazy argininowej (E.C. 3.5.3.6) i OTC
(33, 34, 35, 36).

Egzogenna arginina powoduje w komdrkach grzybow indukcje syntezy
enzyméw Kkatabolicznych, arginazy i 6-transaminazy ornitynowej (OTA,
E.C. 2.6.1.13). W grzybni A. nidulans poziom indukowanych enzyméw
kilkunastokrotnie przewyzsza ich poziomy podstawowe, obserwowane
w grzybni hodowanej na pozywce nie zawierajgcej argininy (29). Précz
argininy takze homoarginina, cytrulina, kanawanina i lizyna (37) indukuja
obydwa te enzymy.

Badania kinetyki indukcji arginazy wykazaty, ze wzrost jej aktyw-
nosci po dodaniu induktora wynika z syntezy enzymu de novo, a nie
z aktywacji gotowego prekursora. W temperaturze 30°C i przy czasie po-
dwajania grzybni réwnym 3,9 godz., czas potrzebny na transkrypcje
i translacje genu kodujacego arginaze wynosi w przypadku A. nidulans
11 minut a czas péttrwania arginazowego mRNA wynosi 2,7 minut (38).
Poréwnujac te dane z analogicznymi danymi uzyskiwanymi w badaniach
np. (3-galaktozydazy (E.C. 3.2.1.23) z E. coli (39, 40) i uwzgledniajac réz-
nice w tempie wzrostu badanych organizméw, zauwazono daleko idacg
zgodnos$¢. Wydaje sie wiec (a nie byto to a priori oczywistym), ze podsta-
wowe procesy zwigzane z indukcjg syntezy enzymow w komdrkach bak-
terii i grzybow przebiegajg w podobny sposéb i charakteryzujg sie podéb-
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nymi parametrami. Nie oznacza to jednak, ze genetyczna kontrola pro-
cesu indukcji byta u grzybéw réwnie prosta co u bakterii.

Il. Regulacja genetyczna
I1-1. Geny struktury

Geny struktury wszystkich enzymow drogi biosyntezy argininy ziden-
tyfikowano w chromosomie E. coli, a niemal wszystkich w chromosomach
S. cerevisiae, N. crassa i A. nidulans. W zadnym z badanych organizmoéw
geny te nie tworza jednego operonu, lecz wystepujg w réznych miejscach
genomu. Jedynie w przypadku E. coli 4 sposrod 8 genow znajdujg sie
w jednym odcinku chromosomu, ale i one nie stanowig pojedynczego ope-
ronu, poniewaz w tym odcinku stwierdzono obecno$¢ dwdéch operatorow
(41, 42). Geny struktury arginazy i OTA zidentyfikowano w przypadku
A. nidulans (Guzewska, nieopubl., 43), S. cerevisiae (25) i N. crassa
(30, 31, 44). W zadnym z tych organizméw geny struktury arginazy i OTA
nie sg ze sobg sprzezone. Brak arginazy i OTA nie prowadzi do auksotrofii.
Mutanty nie produkujgce tych enzymoéw mozna wyrézni¢ na tej zasadzie,
ze nie maja zdolnosci do wykorzystywania argininy jako jedynego zrédia
azotu. Wzrost mutantdw bezarginazowych N. crassa ulega silnemu zaha-
mowaniu w obecnosci egzogennej argininy. Fakt ten ttumaczy sie tym, ze
arginina poprzez inhibicje zwrotng blokuje synteze ornityny, niezbednego
prekursora putrescyny i innych poliamin. Dodanie do pozywki putrescy-
ny przywraca mutantowi bezarginazowemu zdolno$¢ do wzrostu w obec-
nosci argininy (30). Arginina nie hamuje wzrostu analogicznych mutan-
téw A. nidulans. Moze to wskazywaé na brak lub mniejszg efektywnos$¢
inhibicji zwrotnej drogi biosyntezy argininy w komadrkach A. nidulans
w poréwnaniu z N. crassa.

11-2. Model genetycznej regulacji metabolizmu argininy w komérkach
Saccharomyces cerevisiae

Mutacje w genach regulacyjnych, kontrolujagcych biosynteze argininy
uzyskano w szczepach E. coli (45, 46) i S. cerevisiae (25, 47). W obu przy-
padkach zastosowano Kklasyczng metode selekcji, polegajacg na poszuki-
waniu mutantéw opornych na toksyczny analog produktu koncowego da-
nej drogi biosyntetycznej. W badaniach nad E. coli i S. cerevisiae postuzo-
no sie kanawaning, uzyskujac mutanty o zderepresjonowanych poziomach
enzymOw biosyntezy argininy. W przypadku E. coli wykazano istnienie
jednego genu regulacyjnego, ktory oznaczono symbolem argR, natomiast
w przypadku S. cerevisiae, trzech gendéw argRI, argRIl i argRIll. Produkt
genu argR E. coli zostat zidentyfikowany jako biatko o ciezarze czgsteczko-
wym okoto 45 000 (48). Prawdopodobnie speinia on bezposrednio funkcje
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represora syntezy wszystkich enzyméw drogi biosyntezy argininy. Postu-
luje sie, ze represor S. cerevisiae jest kompleksem ztozonym z produktéw
wszystkich trzech zidentyfikowanych gendéw regulacyjnych (25, 47), ale
kompleksu tego nie wyizolowano i nie przeprowadzono badan jego fizyko-
chemicznych wiasciwosci.

Mutacje w dowolnym genie argR S.cerevisiae prowadzg nie tylko do
derepresji enzyméw biosyntetycznych, ale réwniez do nieindukcyjnosci
enzymow katabolicznych, arginazy i OTA. Jak wiec widaé, w komorkach
S. cerevisiae istnieje wspdlna regulacja ana- i katabolizmu argininy nie
tylko poprzez kontrole aktywnos$ci enzymow (arginaza jest inhibitorem
OTC) ale réwniez ich syntezy. Nieindukcyjnosé arginazy i OTA w szcze-
pach argR powoduje niezdolno$¢ do wykorzystywania przez nie argininy
badz ornityny jako jedynego Zrdodia azotu. Wiasciwos¢ te wykorzystano
do selekcji mutacji w genach bezposrednio zwigzanych z regulacjg syntezy
enzymow katabolicznych.

Stosujac jako szczep wyjsciowy podwdjnego mutanta argRIl argRII
poszukiwano rewertantow o przywrdconej zdolnoSci do wykorzystywania
argininy lub ornityny (gdyby uzywano pojedynczych mutantéw argR, to
duza cze$¢ otrzymanych rewertantdw powstawataby w wyniku rewersji
mutacji argR). Mutanty takie otrzymano i zakwalifikowano do dwéch Kklas.
Pierwszg z nich stanowity mutanty zdolne do wykorzystywania ornityny
jako jedynego Zrédta azotu lecz nadal niezdolne do wykorzystywania argi-
niny. Mutanty te charakteryzowatly sie wysoka aktywnoscig OTA i nie-
indukcyjnoscig arginazy. Miejsce mutacji znajdowato sie w bezposrednim
sgsiedstwie genu struktury OTA (oznaczonego symbolem cargB), a sama
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Ryc. 2. Schemat genetycznej regulacji biosyntezy i rozktadu argininy w komorkach
Saccharomyces cerevisiae (25)

Represor kodowany przez trzy geny argRIl, argRIIl, i argRIU i zaktywowany przez arginine
lub ornityne blokuje operator (0) genu struktury transkarbamylazy ornitynowej (argF). Zakty-
wowany represor blokuje jednocze$nie synteze represora genéw struktury arginazy (cargAy
i 5-transaminazy ornitynowej (cargB), ktéry jest produktem genu regulacyjnego cargR. Liniami
przerywanymi oznaczono na schemacie oddziatywania pomiedzy represorami a operatorami.
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mutacja byta dominujaca. Tak wiec mutacje te spetniajg kryteria mutacji
genu operatora OTA. Drugg klase mutantow stanowity mutanty zdolne do
wykorzystywania argininy i ornityny i charakteryzujace sie podwyzszo-
nymi poziomami obu enzyméw katabolicznych. Wszystkie mutacje tego
typu sg recesywne i wystepujg w jednym locus nazwanym cargR. Postu-
luje sie, ze produkt tego genu stanowi represor syntezy arginazy i OTA.

Wykorzystujagc mutanty operatorowe OTA (cargB+0) wyizolowano
z kolei szczep o zmutowanym genie operatorze arginazy. Mutant taki
w przeciwienstwie do uzytego szczepu wyjsciowego o genotypie argRI
argRIl cargB+0 rosnie na podtozu z argining jako jedynym zrédtem azotu.

Tak wiec, badania nad S. cerevisiae pozwolity na zidentyfikowanie ope-
ratorow gendéw struktury kodujagcych dwa kolejne enzymy katabolizmu
argininy oraz niesprzezony z nimi gen regulator. Warto zaznaczy¢, ze jest
to pierwszy i jak dotychczas jedyny przypadek wykrycia genéw opera-
torow organizméw eukariotycznych. Wykrycie genéw operatoréw jak
tez i innych genow zwigzanych z regulacjg metabolizmu argininy w ko-
morkach S. cerevisiae jest wynikiem wieloletnich prac prowadzonych
przez prof. Wiame’a i jego zespot w Brukseli.

Zgodnie z hipoteza Wiame’a (25) synteza arginazy i OTA podlega
dwustopniowej regulacji. Arginina powoduje aktywacje kompleksu pro-
dukowanego przez geny argRI, argRIIl i argRIIl, ktéry niezaleznie od re-
presji genéw kodujagcych enzymy anaboliczne, powoduje represje syntezy
(lub inaktywacje) produktu genu regulatora katabolizmu (cargR), a tym
samym odblokowanie genéw struktury arginazy i OTA. Innymi stowy,
aktywno$¢ gendw kodujacych zar6wno enzymy anaboliczne jak i katabo-
liczne jest pod kontrolg negatywna, z tym, ze dziatanie genu regulatora
specyficznego dla katabolizmu zalezy od obecnosci lub braku aktywnego
produktu genéw regulujacych anabolizm argininy. Taki system regulacji
genetycznej gwarantuje wzajemne wykluczanie sie anabolizmu i katabo-
lizmu arigininy: w obecnosci egzogennej argininy anabolizm ulega wyla-
czeniu przy jednoczesnym wigczeniu katabolizmu, natomiast przy jej bra-
ku obserwuje sie sytuacje odwrotng. Model regulacji metabolizmu argini-
ny w komdrkach 5. cerevisiae jest przedstawiony na rycinie 2.

11-3. Genetyczna regulacja katabolizmu argininy w komdrkach Aspergillus nidulans

Mimo pewnych podobienstw, regulacja metabolizmu argininy w ko-
mdrkach A. nidulans wydaje sie odbywa¢ na innych niz przedstawione
wyzej zasadach. Opornosé dzikiego szczepu A. nidulans na kanawanine
i szereg innych analogéw argininy nie pozwala na otrzymywanie mutan-
tbw w genach odpowiedzialnych za regulacje biosyntezy argininy. Opra-
cowano natomiast metode izolowania mutantéw w genach regulujgcych
katabolizm.

Mutanty o zdepresjonwanej syntezie enzymoéw Kkatabolicznych. Mu-
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tanty prolinowe A. nidulans (proA i proB), zablokowane w pierwszym lub
drugim etapie biosyntezy proliny, nie rosng na pozywce minimalnej.
Wzrost mozna uzyska¢ uzupetniajac pozywke proling, argining lub orni-
tyng. Wydaje sie wiec, ze alternatywna droga syntezy proliny (patrz sche-
mat na rycinie 1) funkcjonuje jedynie w warunkach nadmiaru argininy
lub ornityny. Mutanty prolinowe rewertujg ze stosunkowo duzg czesto$cig
(rzedu 10-7), przy czym wiekszo$¢ przypadkoéw rewersji polega nie na mu-
tacjach powrotnych, lecz na mutacjach w genach supresorach (49). Ziden-
tyfikowano dotychczas 22 loci genéw supresorowych (50). Mutacje supre-
sorowe nie wykazujg specyficznosci w stosunku do poszczegolnych alleli
genow proA i proB i generalnie biorgc, mechanizm supresji we wszystkich
przypadkach polega na uruchomieniu drogi syntezy proliny z argininy
lub ornityny, ktora w szczepach supresorowych funkcjonuje nawet w nie-
obecnos$ci egzogennej argininy lub ornityny. Mozna to wykazaé wprowa-
dzajac do szczepu supresorowego mutacje otaAl (jest to mutacja w genie
struktury OTA powodujgca catkowita utrate aktywnosci enzymu), ktdra
znosi dziatanie supresorow (43).

Mechanizmy dziatania poszczegdlnych supresor6w réznig sie miedzy
sobg. Z najprostszym mechanizmem mamy do czynienia w przypadku
supresora suC, gdzie mutacja dotyczy genu struktury OTC i prowadzi do
znacznego obnizenia aktywnos$ci tego enzymu (29, 50). Mutanty suC rosng
wolno na pozywce minimalnej a dodanie argininy stymuluje ich wzrost.
W wyniku obnizenia aktywno$ci OTC nastepuje akumulacja ornityny
w grzybni, dzieki czemu aminokwas ten staje sie dostepny jako substrat
OTA i zostaje wykorzystany do syntezy proliny.

Wiekszos¢ sposrod zbadanych mutantow supresordw prolinowych cha-
rakteryzuje sie wysokimi lub podwyzszonymi poziomami enzymow kata-
bolicznych argininy. Tak wiec, jako supresory prolinowe mozna izolowac
mutanty w genach odpowiedzialnych za regulacje syntezy tych enzymodw.

Dotychczasowe badania wykazaty istnienie siedmiu gendw (SuA, suD,
Suk, suG, suH, sulJ i sul), ktérych mutacje prowadzg do derepresji syntezy
arginazy i OTA do poziomu kilkunastokrotnie przewyzszajagcego poziom
obserwowany w szczepie dzikim (Tabela 1). Ustalono pozycje na mapie
genetycznej niektérych sposréd tych gendw i wykazano, ze nie sg one
sprzezone ze sobg ani tez z genami struktury badanych enzymoéw (50).
Mutacje we wszystkich genach sg recesywne, z wyjatkiem mutacji
w genie suG, ktore sg potdominujace. Wystepowanie tak duzej liczby ge-
néw, ktorych mutacje prowadzg do jednakowej derepresji syntezy obu
enzymow, stwarza pierwszg trudno$¢ interpretacyjng. O ile przyjmiemy,
ze jeden z recesywnych gendw warunkuje powstawanie specyficznego
represora (analogicznego do produktu genu cargR S.cerevisiae), to jaka
jest rola pozostatych? Zatozenie, ze takim represorem jest kompleks pro-
duktow szesSciu gendéw, wydaje sie mato prawdopodobne. Recesywny cha-
rakter mutacji w tych genach skiania do przyjecia modelu regulacji nega-
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tywnej, z kolei whasciwosci mutantow suG mogg wskazywac na istnienie
regulacji pozytywnej. Odpowiedz na pytanie czy regulacja enzymow ka-
tabolizmu argininy ma charakter negatywny (tzn. jeden lub wiecej genow
produkuje represor unieczynniany przez argining) czy tez pozytywny
(tzn. indukcyjna synteza enzymdw wymaga produktu genu np. suG zakty-
wowanego przez argining), mozna byto otrzymaé jedynie w przypadku
uzyskania mutantéw nieindukcyjnych, allelicznych w stosunku do mutan-
tdbw o wysokich poziomach badanych enzymow.

Mutanty o nieindukcyjnych enzymach katabolicznych. Mutantéw ta-
kich poszukiwano selekcjonujac szczepy niezdolne do wykorzystywania
egzogennej argininy i ornityny jako zrédta proliny lub azotu.

Zastosowana metoda pozwolita na uzyskanie opisanych wyzej mutan-
tow w genach struktury arginazy i OTA, mutantow permeazowych, a takze
mutantéw regulacyjnych, ktore oznaczono symbolem anuA.

Mutant anuAl charakteryzuje sie podobnym poziomem podstawowym
arginazy i OTA co szczep dziki, jednak arginina nie indukuje w nim syn-
tezy zadnego z tych enzymow. Gen AnuA zlokalizowano przy pomocy me-
tody haploidyzacji w chromosomie VIII, a nastepnie mutanta anuAl skrzy-
zowano z mutantem suG47, wiedzac ze locus genu suG znajduje sie row-
niez w tym chromosomie. Krzyzowke przeprowadzono w uktadzie proA
suG anu+ X proA suG+ anuA. Wsrod 600 kolonii potomnych nie otrzy-
mano zadnej o genotypie proA suG+anuA+, co uznano za dowod allelicz-
nosci mutacji suG i anuA. Tak wiec, mutacje w jednym locus prowadzg
do dwobch przeciwstawnych fenotypow: zderepresjonowanej (suG) i nie-
indukcyjnej (@nuA) syntezy arginazy i OTA. Wszystkie otrzymane aliele
typu anuA sg recesywne zaréwno w stosunku do alleli suG jak i anuA+.

Mechanizm genetycznej regulacji katabolizmu argininy. Celem spraw-
dzenia zalezno$ci pomiedzy poszczeg6lnymi genami supresorowymi otrzy-
mano i przebadano szereg mutantdw podwdjnych. Uzyskane wyniki wy-
kazaty, ze efekty mutacji w locus suG i mutacji w dowolnym z pozosta-
tych loci sg addytywne, tzn. poziom badanych enzyméw w podwdjnych
mutantach jest wyzszy niz w kazdym z pojedyfAczych mutantow. Nie za-
obserwowano natomiast addytywnos$ci efektow mutacji np. w loci suD
i SUE lub suA i suD. Wyniki uzyskane w badaniach niektérych podwdj-
nych mutantéw przedstawiono w tabeli 1. Warto podkresli¢, ze zaréwno
mutacje w locus suG jak i w pozostatych szeSciu loci, nie prowadzg do
petnej derepresji syntezy arginazy i OTA. W mutantach tych egzogenna
arginina moze indukowaé obydwa enzymy do poziomu obserwowanego
w podwdéjnym mutancie suG47 suEIll (Tabela 1).

W wyniku krzyzéwek otrzymano réwniez podwojne mutanty suA anuA
i suD anuA. W szczepach tych poziom arginazy i OTA jest taki sam jak
w szczepach su+ anuA i zaden z enzymow nie ulega indukcji przez egzo-
genng arginine (Tabela 1). Mutacja anuAl jest wiec epistatyczna w sto-
sunku do recesywnych mutacji w genach regulacyjnych a produkt genu
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Tabela 1
Niektore wiasnosci mutantow Aspergillus nidulans o zmienionej regulacji katabolizmu argininy*
(50, 50a)
Aktywnosé Derepresja OTA Indukcyjnosé

w warunkach
Szczep . gtodu azotowego
arginaza OTA lub glukozowego

arginazy i OTA
przez arginine

dziki 0,2 7 +

SuA25 21 87 ) !
suD19 1,9 85 . +
sukll 2,0 80 +

suH45 21 2 + +
suJé5s 19 67 + +
suL18 2,2 75 + +

| suG47 2,4 48 _ +

anuAl 0,2 6 -

SsuF105 0,2 36 -

AniAl 0,2 7 ! -
SUA25 suD25 2,0 92 .
suD25 suEll 21 85

suG47 suEll 3,0 200

suG47 suF105 2,5 45 -

\ anuAl suD25 0,2 1 - -
anuAl suEll 0,2 1 - -
AniAl suD25 2,1 80 i "

i AniAl suEll 19 88 ' -
AniAl suF105 0,2 38 — +

* Wszystkie dane uzyskano z hodowli grzybni szczepéw A. nidulans na standartowej pozywce minimalnej. Przy ba-
daniu derepresji pozywka nie zawierata zrédta wegla (glukozy) lub azotu (NaNOj) a przy badaniu indukcyjnosci zawierata
edodatkowo 0,001 M arginine. Aktywnos$¢ enzyméw podano w takich samych jednostkach jak na rycinie 4.

** W szczepach posiadajagcych mutacje AniAl synteza OTA i arginazy ulega indukcji pod warunkiem, ze arginina

tanowi jedyne Zrédto azotu lub wegla w pozywce.

anuA okazat sie niezbedny aby mogta zajs¢ indukcyjna synteza arginazy
i OTA.

Zgodnie z klasycznymi modelami regulacji pozytywnej, opracowanymi
w oparciu o wyniki badan prowadzonych nad bakteriami (patrz np. 51,
52), mozna postulowac, ze indukcja syntezy arginazy i OTA w komdrkach
dzikiego szczepu A. nidulans polega na aktywacji przez arginine induk-
tora kodowanego przez gen anuA. Zaktywowany induktor umozliwia
transkrypcje genow struktury arginazy i OTA. Mutacja suG47 powodo-
wataby takg zmiane induktora, ze nie wymagatby on argininy dla urucho-
mienia transkrypcji tych genow.

Funkcja sze$ciu genow typu suD, ktérych mutacje prowadzg do ponad
10 krotnej derepresji syntezy arginazy i OTA staje sie w Swietle dowoddw
przemawiajacych za istnieniem systemu regulacji pozytywnej, tym bar-
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dziej niezrozumiata. Derepresja ta zachodzi bowiem w nieobecnosci egzo-
gennej argininy, z czego wynika, ze aktywacja produktu genu anuA nie
stanowi warunku koniecznego aby synteza arginazy osiggneta poziom
obserwowany np. w mutantach suA25 i suD19. Z drugiej jednak strony,
epistatyczno$¢ mutacji anuAl w stosunku do mutacji w genach suA i suD
wskazuje na to, ze obecno$¢ normalnego produktu genu AnuA jest nie-
zbedna aby synteza obu enzyméw mogta osiggng¢ poziom wyzszy niz
charakterystyczny dla szczepu dzikiego poziom podstawowy. Powyzsze
obserwacje nasuwajg wniosek, ze aktywacja produktu genu anuA jest
potrzebna jedynie do zlikwidowania bariery uniemozliwiajgcej transkryp-
cje genéw struktury, ktéra istnieje, o ile wszystkie geny typu suD sg
aktywne. Posiadane dane nie pozwalajg na jednoznaczne okreslenie cha-
rakteru tej ,bariery”. Jak wspomniano wyzej, wydaje sie mato prawdo-
podobne aby szes¢ genéw kodowato represor specyficznie blokujacy ope-
ratory genow struktury arginazy i OTA. W przypadku A. nidulans nie
otrzymano mutantow o witasciwosciach odpowiadajacych mutantom ope-
ratorowym bakterii czy drozdzy, mimo ze powinno sie je otrzymac np. jako
supresory prolinowe. Nie stanowi to oczywiscie wystarczajgcego dowodu
aby twierdzi¢ ze u A. nidulans operatory nie wystepujg. Faktem jest jed-
nak, ze badajgc rézne systemy metaboliczne tego organizmu, stwierdza sie
regulacje pozytywng a nie negatywng. Bytoby kuszgcym przyjecie hipo-
tezy, ze geny w rodzaju suD kontrolujg powstawanie niespecyficznych
represorow, by¢ moze stanowigcych staty sktadnik chromatyny, lub tez
majg zwigzek z powstawaniem okre$lonego niskoczasteczkowego metabo-
litu niezbednego dla utrzymania normalnej struktury chromatyny. W ta-
kiej sytuacji mutacje w genach typu suD powinny wptywac¢ na aktywnos$¢
wielu gendw, a nie tylko genéw zwigzanych z katabolizmem argininy.
Badania nad tym zagadnieniem sg obecnie w toku. Dotychczas stwierdzo-
no, ze wszystkie mutanty typu suD charakteryzujg sie derepresjg reduk-
tazy azotanowej (E.C. 1.6.6.3). Ponadto, mutacje w locus suD oddziatywujg
na biosynteze argininy. W mutancie suD19, w przeciwieAstwie do szczepu
dzikiego, obserwuje sie tylko nieznaczng derepresje syntezy OTC w wa-
runkach gtodu argininowego oraz niewrazliwos$¢ syntezy tego epzymu na
zwiekszanie wewnatrzkomérkowej puli argininy lub ornityny (53). Postu-
lowano, ze gen suD stanowi gen regulacyjny jednoczes$nie kontrolujgcy
biosynteze i rozktad argininy, wydaje sie jednak, ze mutacje w tym genie
maja bardziej plejotropowe efekty. Za tym przypuszczeniem przemawiaja
rowniez wyniki pracy Arsta i Cove’a (54), ktorzy wykazali, ze mu-
tacja suD19 znosi niektére efekty mutacji w genie areA, powodujacych
niezdolno$é do wykorzystywania wielu réznych zrédet azotu.

Na rycinie 3 przedstawiono schematycznie model regulacji syntezy
arginazy i OTA, stanowigcy podsumowanie omowionych wyzej zaleznosci
pomiedzy kontrolg pozytywng warunkowang przez gen anuA i kontrolg
negatywna uzalezniong od szesSciu genow typu suD. Model ten stanowi

2 Postepy Biochemii
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Ryc. 3. Schemat zaleznosci pomiedzy mechanizmami pozytywnej i negatywnej regu-
lacji <b5-transaminazy ornitynowej (OTA) w komorkach Aspergillus nidulans

Powstajacy pod kontrolg sze$ciu genéw represor blokuje gen struktury OTA. Represor
ulega usunieciu (unieczynnieniu) przez induktor (produkt genu anuA) zaktywowany przez
arginine. W przypadku gdy na skutek mutacji w jednym z genéw kontrolujacych powstawanie
represora represor nie tworzy sie (lub jest nieaktywny), induktor umozliwia transkrypcje genu
struktury nawet w nieobecnos$ci argininy. Oddziatywanie pomiedzy induktorem a postulowanym
promotorem genu struktury zaznaczono na schemacie linig przerywana

najprostszg interpretacje witasciwosci zbadanych mutantow regulacyjnych.
Zaklada wigzanie sie koinduktora (argininy) z induktorem produkowanym
przez gen anuA. Induktor spetnia dwie funkcje: usuwa badz unieczynnia
represor, ktérego powstawanie kontrolujg geny typu suD, a takze utatwia
transkrypcje genow struktury. Pierwsza z tych funkcji wymaga akty-
wacji induktora przez argining. Do modelu tego powrocimy po omoéwieniu
wptywu represji katabolicznej na synteze arginazy i OTA.

I11. Represja azotowa i glukozowa

Rozpatrujac regulacje syntezy arginazy i OTA nalezy wziaé pod uwage
efekty represji katabolicznej, przy czym w gre moze wchodzi¢ zaréwno
represja azotowa jak i glukozowa.

Zjawisko katabolicznej represji azotowej zostatlo wykryte stosunkowo
niedawno a materiat do badania jej mechanizmu stanowig gtéwnie drozdze
i Aspergillus. Punktem wyjsciowym do badan na tym rodzajem represji
byto stwierdzenie, ze jony amonowe hamujg indukcje szeregu enzymow
przez specyficzne dla nich koinduktory. Przyktadami takich enzymédw
w przypadku A. nidulans sg reduktaza azotanowa (54, 55), amidaza (E.C.
3.5.1.4) (56), enzymy katabolizmu puryn (57, 58), egzogenne proteazy (59)
a takze arginaza i OTA zarowno w przypadku A. nidulans (60) jaki i S. ce-
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revisiae (25, 61). Z drugiej strony, usuniecie azotu z pozywki powoduje
czesciowg derepresje syntezy wielu enzymdw katabolicznych, w tym réw-
niez arginazy i OTA w komorkach drozdzy (61) oraz OTA (lecz nie argi-
nazy) w komdrkach A. nidulans (60).

Sole amonowe, podobnie jak wiele innych dobrych Zr6det azotu, po-
woduja represje syntezy tych enzyméw, nie wiadomo jednak na pewno,
czy zjawisko represji przez NH| i zjawisko hamowania przez NHi in-
dukcji, mozna sprowadzi¢ do tego samego mechanizmu.

Badajac dziatanie NH| na synteze arginazy i OTA w komérkach A. ni-
dulans (60) ustalono ze:

1) NH”~ w koncentracjach hamujacych indukcje enzymdw nie hamuje
pobierania argininy z poditoza, a zatem jego efekt na indukcje nie polega
na wykluczaniu koinduktora;

2) NHi nie wptywa na proces translacji mRNA odpowiedzialnego za
powstawanie arginazy, co wskazuje na to, ze hamujac synteze enzymu
dziata na etapie transkrypcji;

3) Za efekt hamowania indukcji odpowiedzialne sg jony amonowe a nie
inne niskoczasteczkowe zwigzki azotu.

Brak wptywu NHi na translacje wykazano w do$wiadczeniu polegaja-
cym na indukowaniu argining syntezy arginazy w obecnosci inhibitora
syntezy biatek (cykloheksoimidu) a nastepnie badaniu efektu obecnoSci
NH| na pojawienie sie aktywnosci arginazy w grzybni przeniesionej do
pozywki nie zawierajacej argininy i inhibitora, a zatem w warunkach
w ktorych zachodzi synteza enzymu jedynie z zakumulowanego poprzed-
nio mRNA.

Bezposredni udziat NHi w hamowaniu indukcji wykazano badajac
wptyw metyloaminy na synteze arginazy. Chlorowodorek metyloaminy,
jako analog soli amonowych, hamuje indukcje szeregu enzymdw katabo-
licznych (62). Chlorowodorek metyloaminy zapobiega indukcji arginazy
przez arginine zaréwno w grzybni szczepu dzikiego jak i mutanta mauA
nie posiadajagcego aktywnej oksydazy monoamin (E.C. 1.4.3.4), a zatem
niezdolnego do roztozenia metyloaminy. Poniewaz chlorowodorek metylo-
aminy dziata w przypadku mutanta mauA réwnie efetkywnie jak w przy-
padku szczepu dzikiego, mozna przyjaé ze zwigzek ten (a przez analogie
N H|) bezposrednio oddziatywuje na indukcje arginazy. Nie mozna jednak
wykluczy¢, ze NH” powoduje aktywacje lub indukcje syntezy nieznanego
biatka, ktore speinia role represora w syntezie arginazy i innych enzy-
mow katabolicznych. Zagadnienie to bedzie rozpatrywane w dalszej czeSci
tej pracy.

Synteza OTA w komdrkach A. nidulans podlega réwniez represji glu-
kozowej. W warunkach gtodu glukozowego obserwuje sie derepresje syn-
tezy OTA tego samego rzedu co w warunkach gtodu azotowego, natomiast
synteza arginazy nie ulega derepresji, podobnie jak nie ulega ona dere-
presji w warunkach gtodu azotowego. Synteza obu enzymdéw wydaje sie

z
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Hyc. 4. Aktywno$¢ OTA (A) i arginazy (B) w ekstraktach grzybni dzikiego szczepu
Aspergillus nidulans w réznych warunkach hodowli (60)

Grzybnie wyhodowano na standartowej pozywce minimalnej (MM) zawierajacej NaNO,
jako zrodio azotu i glukoze jako Zrédto wegla, a nastepnie przetozono (czas 0 na wykresach) do
pozywek: MM (O—3), nie zawierajacej NaNO, (©—©) lub glukozy (A~A)> zawierajacej arginineg
(A—A), zawierajacej arginine lecz pozbawionej NaNO, (m—a) lub glukozy (O—O) oraz zawie-
rajacej arginine i dodatkowo (NHACjHjO« (*—). Aktywno$¢ OTA wyrazono w nmolach
semialdehydu kwasu glutaminowego/min/mg biatka, a aktywno$¢ arginazy w .«molach mocz-
nika/min/mg biatka

wiec identycznie reagowac na oba typy gtodzenia (Ryc. 4). Wptyw glukozy
na synteze arginazy jest widoczny w doswiadczeniach nad indukcje tego
enzymu: tempo indukcji na pozywce bezglukozowej jest duzo silniejsze
niz na pozywce zawierajgcej glukoze, przy czym to samo odnosi sie do
OTA (Ryc. 4). Warto jednak zaznaczyé, ze nawet najwyzsze stosowane
stezenia glukozy w pozywce nie powodowaly catkowitego zahamowania
indukcji arginazy i OTA, tak jak to sie dzieje w przypadku NH|.

Represji arginazy i OTA przez glukoze nie stwierdzono u drozdzy (61),
natomiast synteza obu enzymoéw jest wrazliwa na glukoze w przypadku
Bacillus licheniformis (63). Jak wiadomo, mechanizm represji glukozowej
u bakterii zostat w ostatnich latach poznany. Polega on na interakcji
okreslonego biatka receptorowego i cyklicznego 3',5'-adenozynomonofos-
foranu z promotorami poszczegdlnych operonéw (patrz prace przegladowe
64, 65, 66). Nie jest wykluczone, ze podobny mechanizm wystepuje u grzy-
béw, ale jak dotad sprawa nie zostata wyjasniona.
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I11-1. Genetyczna kontrola procesu represji azotowej

W ostatnich latach w kilku laboratoriach otrzymano niezaleznie mu-
tanty Aspergillus, Neurospora, Ustilago i drozdzy o zmienionej wrazli-
wosci na represje azotowg (54, 58, 59, 62, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,
76). W przypadku A. nidulans wyizolowano na przyktad mutanty, w kto6-
rych represji azotowej nie podlegaty amidaza (71), NAD zalezna dehydro-
genaza glutaminianowa (E.C. 1.4.1.2) (72, 73), egzogenna proteaza (59) i re-
duktaza azotanowa (54). Arst i Cove (54) wykazali, ze wiekszos¢
sposrod tych mutantéw jest ze sobg alleliczna. Warto jednak podkreslic,
ze poszczegdlne mutacje w locus areA (symbol uzywany przez Arsta
i Cove’a) roznig sie znacznie miedzy sobg pod wzgledem efektéw na po-
szczegOllne systemy enzymatyczne. Stosunkowo najbardziej plejotropowy
efekt majg mutacje otrzymane przez Cohena (59) i oznaczone przez
niego symbolem xprD. Mutacje te powodujg derepresje syntezy Kilku
enzymdw, takich jak reduktaza azotanowa, dehydrogenaza ksantynowa
(E.C. 1.2.1.37), oksydaza moczanowa (E.C. 1.7.3.3), egzogenna proteaza
i amidaza (54). Inne mutacje w locus areA wptywajg na synteze tylko jed-
nego lub dwoéch z wymienionych wyzej enzymow.

W locus areA umiejscowiono réwniez szereg mutacji (oznaczanych
symbolem areAr) charakteryzujgcych sie niezdolno$cig do wykorzystywa-
nia duzej liczby zwigzkéw, wykorzystywanych przez szczep dziki jako
zrédta azotu. Do zwigzk6éw tych nalezy kilkanascie r6znych L-aminokwa-
séw, a takze azotan, azotyn, adenina, hipoksantyna, kwas moczowy, alan-
toina, acetamid i inne. Testy enzymatyczne wykazaly, Zze mutacje typu
areAr powodujg obnizenie poziomu i nieindukcyjnos$¢ np. reduktazy azo-
tanowej i oksydazy moczanowej. Niektdre sposr6d mutantdw areAr sg ter-
mowrazliwe (tzn. nie wykorzystujg okreslonych zrédet azotu w tempera-
turze 37°C a wykorzystujg w 25°C), przy czym w nizszych temperaturach
przywracana jest zdolno$¢ do wykorzystywania tylko niektérych zwigz-
kéw. Biorgc pod uwage fakt, ze mutacje areATsg recesywne a mutacje
w tym genie prowadzace do derepresji sg pétdominujace, Arst i Cove
(54) postulujg, ze produkt genu areA jest niezbedny do syntezy wszyst-
kich enzymoéw podlegajacych represji azotowej. Innymi stowy, postulujg
istnienie wspolnej, pozytywnej regulacji syntezy tych enzymoéw.

W toku prac nad S. cerevisiae (77) i A. nidulans (67) otrzymano jeszcze
inny rodzaj mutantow (oznaczonych symbolem gdh) niewrazliwych na
represje azotowa. Sg to mutanty w genie struktury NADP zaleznej de-
hydrogenazy glutaminianowej (GDH, E.C. 1.4.1.4). W zwigzku z tym postu-
lowano, ze enzym ten niezaleznie od swojej funkcji katalitycznej spetnia
funkcje regulacyjne, tzn. jest represorem syntezy szeregu enzymow kata-
bolicznych. Interesujgcym jest fakt, ze w komorkach Klebsiella aerogenes
podobng role wydaje sie spetnia¢ syntetaza glutaminy (E.C. 6.3.1.2) (78).
Jednakze w przypadku A. nidulans Arst i Cove (54) wykazali, ze
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w podwdjnym mutancie areAlgdhA, mutacja areAr jest epistatyczna. Na
tej podstawie twierdzg oni, ze produkt genu areA jest bezposrednio zaan-
gazowany w regulacje syntezy szeregu enzymow, podczas gdy GDH jedy-
nie posrednio, byé moze poprzez regulacje poziomu i rozmieszczenia NH”
wewnatrz komérki. Sprawa roli GDH w represji azotowej wymaga jednak
na pewno dalszych badan.

I11-2. Genetyczna kontrola represji azotowej i glukozowej katabolizmu argininy
w komérkach A. nidulans

Jak wspomniano wyzej, w grzybni dzikiego szczepu A. nidulans w wa-
runkach gtodu azotowego lub glukozowego nastepuje derepresja syntezy
OTA (lecz nie arginazy) do poziomu przewyzszajgcego okoto 4 krotnie po-
ziom podstawowy tego enzymu. Wsrdd mutantow selekcjonowanych jako
supresory prolinowe otrzymano réwniez i takie, ktére charakteryzowaty
sie podwyzszonym (okoto 4 krotnie) poziomem OTA przy niezmienionym
poziomie arginazy (Tabela 1). Doktadniejsze badania przeprowadzono nad
mutantami tego typu nalezacymi do locus suF (67). W mutantach suF
synteza OTA nie ulega dalszej derepresji pod wptywem gtodu azotowego
lub glukozowego a tempo indukcji obu enzymow przez argining w grzybni
hodowanej na pozywce minimalnej (zawierajgcej glukoze i NaNO03 nie
rézni sie od tempa indukcji w grzybni hodowanej na pozywce bezazoto-
wej lub bezglukozowej. Sadzi¢ wiec mozna, ze mutacje w locus suF pro-
wadzg do jednoczesnego zniesienia wrazliwosci katabolizmu argininy na
represje azotowg i glukozowg. NH” nadal hamuje jednak indukcje argi-
nazy i OTA w komorkach mutantéw suF. Obserwacje te wskazujg na to,
ze istniejg dwa (co najmniej) miejsca oddziatywania NHi i jony amonowe
wptywajg na dwa rdzne procesy. Jednym jest proces derepresji syntezy
OTA w warunkach gtodu azotowego lub glukozowego (NHi hamuje dere-
presje) a drugim proces indukcji arginazy i OTA przez specyficzny ko-
induktor, arginine (NH* przeciwdziata indukcji). Gen suF ma zwiazek
jedynie z pierwszym z tych proceséw.

Selekcjonujgc mutanty niezdolne do wykorzystywania argininy jako
zrédta proliny, otrzymano mutanty oznaczone symbolem AniA. W grzybni
tych mutantéw hodowanej na pozywce minimalnej arginina nie powodo-
wata indukcji syntezy arginazy i OTA. Indukcja obu enzyméw w mutan-
tach AniA staje sie jednak mozliwa o ile arginina stanowi jedyne Zzrédio
azotu lub wegla w pozywce. Wiasciwo$é ta odréznia mutanty AniA od
opisanych wyzej mutantéw anuA, w ktérych indukcja badanych enzymow
nie zachodzi, niezaleznie od obecnosci lub braku w pozywce glukozy
lub innego niz arginina zrédta azotu. Mutacje w locus AniA nie powo-
dujg wiec utraty zdolnosci do indukcji arginazy i OTA, lecz nadwrazliwo$¢
tego procesu na represje glukozowa i azotowa.

Mutacje AniA wystepuja w jednym locus potozonym na chromosomie
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Il (Guzewska, nieopubl.) i nie sg sprzezone z zadnym z loci supreso-
réw prolinowych z suF wigcznie. Wszystkie zbadane mutacje AniA maja
charakter dominujacy, podczas gdy mutacje suF recesywny. W warunkach
gtodu glukozowego lub azotowego w grzybni mutantéw AniA obserwuje
sie derepresje syntezy OTA, analogiczng do obserwowanej w grzybni
szczepu dzikiego. Podwojny mutant AniA47 suF105 (Tabela 1) zachowuje
wszystkie wiasciwosci mutanta suF, tzn., mutacja w locus suF jest epista-
tyczna w stosunku do mutacji w locus AniA.

AGen struktury OTA ~

2 2,

Ryc. 5. Schemat wspétdziatania genéw suF i AniA w tworzeniu represora genu struk-
tury <5-transaminazy ornitynowej (OTA)

Symbolami G i N oznaczono niskoczasteczkowe efektory (niezidentyfikowany katabolit
glukozowy i metabolit azotowy, prawdopodobnie NH+), ktdrych obecno$¢ jest niezbedna aby
produkty genéw suF i AniA potaczyly sie w funkcjonalny represor

Funkcje genu suF w najprostszy sposéb mozna zinterpretowac naste-
pujaco: gen suF kontroluje powstawanie represora, ktéry w obecnosci
efektorow (katabolitu glukozy i niskoczgsteczkowego zwigzku azotowego,
prawdopodobnie NHI), blokuje transkrypcje genéw struktury arginazy
i OTA. Usuniecie jednego lub obu efektorow badz tez mutacja w locus suF,
prowadzg do inaktywacji represora.

Trudniej wyttumaczy¢ role genu AniA. Mozliwe, ze produkt tego genu
tagczy sie bezposrednio z produktem genu suF i stanowi statg skladowg
cze$¢ represora, ktéory musi by¢ usuniety aby mogta zajs¢ transkrypcja
gendw struktury arginazy i OTA. Koncepcje te przedstawiono schematycz-
nie na rycinie 5. W przypadku otrzymanych i zbadanych mutantéw AniA
represor w wyniku mutacji staje sie niewrazliwy na czynnik (by¢ moze
aktywowany produkt genu anuA, patrz nastepny podrozdziat), ktéry w ko-
morkach szczepu dzikiego powoduje inaktywacje represora. Takie zatoze-
nie ttumaczy dominacje AniA nad AniA+ a takze fakt znoszenia efektow
mutacji AniA przez gtod azotowy lub glukozowy oraz przez mutacje w ge-
nie suF.

Niezaleznie od tego czy powyzszg interpretacje uznamy za prawidtowa,
z badan nad mutantami suF i AniA wyptywa jeden istotny wniosek: istnie-



236 P. WEGLENSKI [18]

je Scista zalezno$¢ pomiedzy represja glukozowg i azotowg. Pojedyncze
mutacje prowadza albo do jednoczesnego zmniejszenia albo do jednoczes-
nego zwiekszenia wrazliwosci na oba typy represji. Nie mozna obecnie
definitywnie odpowiedzie¢ na pytanie, na czym polega zalezno$¢ pomiedzy
represjg azotowg i glukozowa. Wydaje sie, ze w gre wchodzg dwie mozli-
wosci:

1) Represor powstajagcy pod kontrolg genu regulacyjnego (np. suF)
posiada powinowactwo do dwoch efektordw, metabolitéw glukozowego
i azotowego; usuniecie obu lub jednego z nich powoduje inaktywacje re-
presora (ten typ interpretacji zastosowano powyzej, patrz rycina 5);

2) Synteza produktu genu regulacyjnego odpowiedzialnego za represje
azotowg i majgcego powinowactwo do efektora azotowego zalezy od obec-
nosci dobrego zrodta wegla. Innymi stowy, represja azotowa mogtaby za-
chodzi¢ jedynie wtedy gdy wystepuje represja glukozowa. Tego typu in-
terpretacje zaleznosci pomiedzy represjg azotowq i glukozowg faworyzuja
Arst i Cove (54). Kinghorn i Pateman (79 wykazali, ze
aktywnos¢ GDH, ktorej brak powoduje niewrazliwo$¢ syntezy szeregu
enzymOw na represje azotowaq, zanika w grzybni A. nidulans w warunkach
gtodu glukozowego. W przypadku udowodnienia bezposredniego udziatu
GDH w represji azotowej, fakt ten mocno przemawiatby za stusznoscia
powyzszej interpretacji.

W odniesieniu do katabolizmu argininy nie wykazano jakiegokolwiek
zwigzku pomiedzy aktywno$cig GDH a syntezg arginazy i OTA. Zaréwno
mutanty suF jak i mutanty AniA nie rdznig sie pod wzgledem aktywnosci
GDH od szczepu dzikiego (Piotrowska, nieopubl.). Zaden z tych mu-
tantow nie wykazuje tez podobieAstwa do mutantéw genu areA. Dotych-
czasowe badania nie wykazaty by mutacje w genach suF i AniA wply-
waty na synteze innych enzymow oprocz arginazy i OTA. Wydaje sie wiec,
ze system genetyczny suF AniA dziata specyficznie w stosunku do katabo-
lizmu argininy.

IV. Zwigzek pomiedzy represjg kataboticzng a regulacjg proceséw indukcji
i represji syntezy arginazy i OTA w komorkach A. nidulans

Na podstawie wasciwosci mutantdéw omoéwionych w poprzednich czes-
ciach tego opracowania, geny biorgce udziat w regulacji syntezy arginazy
i OTA w komérkach A. nidulans mozna podzieli¢ na trzy kategorie:

1) Geny, ktoérych mutacje sg recesywne i powodujg kilkunastokrotng
derepresje syntezy obu enzyméw (suA, suD, suE, suH, suJ i sul);

2) Gen odpowiedzialny za regulacje pozytywng, ktérego mutacje po-
wodujg derepresje (suG47) lub nieindukcyjnosé (anuAl) syntezy obu enzy-
mow;

3) Geny zwigzane z represjg azotowa i glukozowa (suF i AniA).
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Przeprowadzono badania celem sprawdzenia czy mutacje w genach na-
lezacych do grup 1i 2 powodujg réwniez zmiany we wrazliwosci syntezy
arginazy i OTA na represje azotowg i glukozowg. Okazato sie, ze w wa-
runkach gtodu azotowego lub glukozowego obserwuje sie derepresje syn-
tezy OTA w dwdch zbadanych mutantach grupy 1, suD19 i suEIll. Tak
wiec, mimo ze w grzybni tych mutantéw wystepuje duzo wyzszy poziom
OTA niz w grzybni szczepu dzikiego, mechanizm warunkujacy wrazliwosé
na represje azotowg i glukozowa nie zostat w wyniku mutacji uszkodzony.
W mutantach suD i suE NH4 nie hamuje indukcji OTA przez arginine,
a nawet powoduje indukcje syntezy tego enzymu, rownorzedng do tej jaka
wystepuje po podaniu argininy.

W grzybni mutanta anuAl nie obserwuje sie derepresji OTA w warun-
kach gtodu azotowego lub glukozowego. W grzybni mutanta suG47 réwniez
nie obserwuje sie derepresji OTA w tych warunkach, a ponadto NH” nie
hamuje indukcji arginazy i OTA przez arginine.

Mutacje w genach zaliczonych do grupy 1, a takze mutacja suG47, po-
wodujg derepresje syntezy OTA do poziomu wyzszego niz ten, ktory obser-
wuje sie w grzybni szczepu dzikiego w warunkach gtodu azotowego lub
glukozowego. Co wiecej, powodujg derepresje arginazy, czego nie obser-
wuje sie w czasie gtodzenia w szczepie dzikim. Na tej podstawie mozna
twierdzi¢, ze geny te nie majg bezposredniego zwigzku z mechanizmem
represji katabolicznej (azotowej lub glukozowej), a raczej kontrolujg pro-
ces indukcji. Przedstawione wyzej dane wskazujg jednak na to, ze w przy-
padku mutacji suG47 ulega zniesieniu wrazliwos$¢ syntezy badanych enzy-
méw na represje kataboliczng, a w przypadku zardwno tej mutacji jak
i mutacji w genach suD i suE, NH4 nie hamuje indukcji syntezy tych
enzyméw. Ta ostatnia obserwacja potwierdza przypuszczenie wysuniete
na podstawie badan nad mutantami suF, a dotyczace wptywu NHi na dwa
rézne procesy: jeden zwigzany z represjg kataboliczng i drugi z indukcja
syntezy enzymow przez specyficzny koinduktor, arginine. Gen suF ma
zwiazek z pierwszym z tych proceséw, natomiast geny suG oraz suD i Suk
z drugim.

Celem ustalenia zaleznoSci pomiedzy genami nalezgcymi do trzech wy-
mienionych wyzej grup uzyskano szereg podwdjnych mutantéw i zbadano
ich wiasciwosci (Tabela 1). Wnioski ptyngce z tych doswiadczenn mozna
podsumowaé nastepujgco:

1) Obecno$¢ normalnego produktu genu anuA (= suG) jest niezbedna
aby mogta zajs¢ indukcyjna synteza arginazy i OTA, a takze derepresja
OTA w warunkach gtodu azotowego lub glukozowego; mutacja anuAl (po-
wodujgca brak lub nieaktywnos$é tego produktu) jest w petni epistatyczna
w stosunku do wszystkich pozostatych mutacji regulacyjnych;

2) Efekty mutacji suF i suD oraz suF i suE sg addytywne, tzn. pod-
wojne mutanty charakteryzujg sie wyzszym poziomem enzymoéw niz kaz-
dy z mutantéw pojedynczych. Jak juz podawano wyzej, podobng sytuacje
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obserwuje sie w przypadku mutacji suG i suD, natomiast nie stwierdzono
addytywnosci efektow mutacji suG i suF, a takze addytywnosci efektow
mutacji w genach zaliczonych do grupy 1

3) Mutacja AniAl nie wptywa na poziom enzymoéw w szczepach suD
i SUE ale uniemozliwia dalszg indukcje OTA przez arginine w tych szcze-
pach hodowanych na pozywkach zawierajagcych glukoze i inne niz arginina
zrodto azotu. W grzybni podwdéjnego mutanta AniAl suG47 hodowanej
na takiej pozywce, arginina indukuje synteze OTA, ale tempo indukcji
jest stabsze niz obserwowane w szczepie AniA+ suG47.

Wiasciwosci pojedynczych mutantéw oraz omdéwione wyzej witasciwosci
mutantdéw podwdéjnych, pozwalajg na zaproponowanie modelu regulacji
syntezy arginazy i OTA, uwzgledniajgcego efekty represji katabolicznej
i dziatanie NH+. Model przedstawiono graficznie na rycinie 6.

Promotor 2 Gen struktury OTA ,

N ¢ il
R
Represor nieaktywny - : Represor [
] H
[z
+—t ]
suf AniA } : Represor I
-y R e AR e T
Fasii= —t A A +—F +— +
= ! SuUA TsuD”  suET TsuH sult sul
I Induktor aktywny
|
| NH;+| ?
: (———————arginina
1
Induktor W
anuA

Ryc. 6. Schemat genetycznej regulacji syntezy <5-transaminazy ornitynowej (OTA)
w komorkach Aspergillus nidulans (z uwzglednieniem mechanizmu represji kata-
bolicznej)

Zaznaczono (odwrécona strzatka) hamujacy wptyw NH+ na aktywacje induktora przez
arginine oraz ewentualny udziat w tym procesie produktu genu areA. Pozostate objasnienia
w teks$cie oraz w podpisach rycin 3 i 5

Model zaklada wspétistnienie kontroli pozytywnej i negatywnej.
W kontroli negatywnej biorg udziat dwa represory. Pierwszy (represor 1)
powstaje przy wspdétudziale genéw suF i AniA i aby byt aktywny wymaga
obecnosci efektorow ,,azotowego” (prawdopodobnie NH4) i ,glukozowego”
(tzn. powstajacego w warunkach wzrostu grzybni na glukozie). Nie mozna
obecnie wykluczy¢ mozliwosci, ze nie tylko aktywnos$¢ ale réwniez synteza
represora zalezy od jednego lub obu wymienionych efektoréw. Inakty-
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wacja represora | w wyniku usuniecia jednego z efektoréw lub w wyniku
mutacji w genie suF prowadzi do czeSciowej derepresji syntezy OTA.

Powstawanie drugiego represora (represor Il) zalezy od szes$ciu gendw.
Represor Il nie wymaga korepresora i dziata niezaleznie od represora I.
Funkcje represora Il nie polegaja tylko na hamowaniu transkrypcji genéw
struktury arginazy i OTA. Jego inaktywacja (lub inaktywacja jednego
z jego elementéw) powoduje derepresje syntezy arginazy i OTA a takze
szeregu innych enzymow.

Kontrole pozytywng warunkuje gen anuA {— suG). Produkt tego genu
(induktor) ulega aktywacji przez koinduktor, argininge. Aktywacja induk-
tora jest konieczna do usuniecia represoréw 1 i Il. W sytuacji gdy na sku-
tek mutacji w genach suF i np. suD represory te nie powstajg (lub sg nie-
aktywne), induktor pozostaje nadal niezbedny aby mogta zajs¢ derepresja
genow struktury, ale nie musi by¢ zaktywowany przez arginine.

Jony amonowe hamujg aktywacje induktora. Mozna rozpatrywaé¢ dwa
mechanizmy tego procesu. Albo polega on na bezpos$rednim wigzaniu sie
NHI z produktem genu anuA, albo oddziatywanie to zalezy od obecnosci
produktu jeszcze innego genu (byé moze zidentyfikowanego przez Arsta
i Cove’a genu areA). W obu przypadkach zwiekszenie koncentracji NHT
w komoérce zapobiega aktywacji induktora przez arginine. Mutacja typu
suG47 prowadzi do tego, ze induktor nie wymaga aktywacji do urucho-
mienia syntezy enzymow w obecnosci obu represoréw. Fakt, ze w grzybni
mutanta suG47 NH” nie hamuje indukcji arginazy i OTA przez arginine
do poziomu wyzszego niz charakterystyczny dla tego szczepu potwierdza
postulowany wyzej mechanizm dziatania NH4. Brak addytywnosci efek-
téw mutacji suG47 i suF105 oraz brak derepresji OTA w grzybni szczepu
suG47 w warunkach gtodu azotowego lub glukozowego, wskazuja na to,
ze produkt genu anuA (= suG) wyklucza dziatanie represora |, powstaja-
cego miedzy innymi pod kontrolg genu suF. Jak wspomniano wyzej, mu-
tacja suG47 nie prowadzi jednak do maksymalnej derepresji OTA.
W grzybni szczepu suG47 obserwuje sie indukcje syntezy tego enzymu po
podaniu argininy, a co wiecej, poziom OTA w grzybni podwo6jnego mu-
tanta suG47 suEll znacznie przewyzsza poziom enzymu w grzybni szczepu
suG47 suE+. Mozna wiec wnioskowaé, ze produkt genu anuA w mutancie
suG47 zachowat pewne powinowactwo do argininy i moze ulec dalszej
aktywacji. Aktywacja ta jest konieczna do catkowitego usuniecia repre-
sora Il. O ile role genu anuA (= suG) przewidziano w proponowanym mo-
delu prawidtowo, to nalezatoby sie spodziewac, ze rézne mutacje w tym
genie bedg w réznym stopniu wptywac¢ na poziom omawianych enzymoéw
w komarkach, a takze na wrazliwos$¢ procesu ich indukcji przez arginine
na dziatanie NH”. Zalozenie to bedzie mozna sprawdzi¢ po uzyskaniu
wiekszej liczby mutacji typu suG47 w locus anuA.

Poniewaz poziom arginazy w przeciwienstwie do poziomu OTA nie
ulega derepresji w grzybni hodowanej w warunkach gtodu azotowego lub



240 P. WEGLENSKI [221

glukozowego i nie jest tez podwyzszony w komdrkach mutantéw suF, na-
lezy zatozy¢, ze system represji Il dziata skuteczniej w przypadku genu
struktury arginazy niz genu struktury OTA, tak ze mimo inaktywacji
represora | nie nastepuje derepresja syntezy enzymu. Udziat represora |
w regulacji syntezy arginazy staje sie jednak widoczny w doSwiadcze-
niach nad indukcjg enzymu. We wszystkich pozostatych punktach obser-
wuje sie identyczne efekty zarowno poszczegdlnych mutacji jak i warun-
kéw hodowli na synteze obu badanych enzymow.

Przedstawiony na rycinie 6 model uwzglednia w zasadzie wszystkie
efekty mutacji w genach zwigzanych z regulacjg syntezy arginazy i OTA.
Stanowi on oczywiscie jedynie hipoteze roboczg i wymaga dalszego bada-
nia zarbwno przy uzyciu metod genetycznych jak i biochemicznych. Przede
wszystkim brak dotychczas informacji dotyczacych rodzaju i liczby miejsc
w genach struktury (lub w ich sasiedztwie) wiagzacych poszczegdlne repre-
sory lub majgcych powinowactwo do induktora. Zaktadajac istnienie spec-
jalnego odcinka genu struktury odpowiadajgcego promotorowi w opero-
nach bakteryjnych, nie wiadomo czy represor(y) wiaze sie z tym samym
odcinkiem, czy tez istniejg niezalezne odcinki odpowiadajgce operatorom.
Warto podkresli¢, ze mimo wypracowania dobrych metod selekcji, w przy-
padku A. nidulans nie otrzymano mutantéw operatorowych ani gendéw
katabolizmu argininy jak tez reduktazy azotanowej, czy amidazy. U grzy-
bow z reguty wystepuje pozytywna regulacja syntezy enzymow (80).
Wedtug proponowanego w tej pracy modelu, regulacja ta sprowadzataby
sie do odblokowania matrycy DNA a nie tylko do nadania specyficznosci
polimerazie RNA do danego promotora, tak jak to proponuje Engles-
berg woparciu o wyniki badan nad operonem arabinozow-ym E. coli (81).
Niezaleznie od przedstawionych wyzej wynikéw przemawiajacych za tg
hipotezg, nie jest ona sprzeczna z tym co og6lnie wiadomo o budowie chro-
mosomow organizmow eukariotycznych. Hipoteza stataby sie szczegOlnie
interesujgca, gdyby okazato sie, ze geny w rodzaju suA czy suD kontro-
luja powstawanie elementéw wchodzacych w skiad chromatyny.

Powszechno$¢ wystepowania zjawiska pozytywnej regulacji syntezy
enzymdw indukcyjnych w komorkach grzybéw, skiania do rozwazenia
odmiennej niz dotychczas proponowane koncepcji zaleznos$ci pomiedzy
mechanizmem specyficznej regulacji dziatania danego genu a mechaniz-
mami regulacji ogblnej (takimi jak represja azotowa i glukozowa), ktérym
podporzadkowane jest dziatanie wielu genéw. Wydaje sie mozliwym, ze
regulacji og6lnej podlega synteza lub aktywnos$é induktoréow specyficz-
nych dla okre$lonych genéw lub grup genéw. W przedstawionym w tej
pracy modelu zaproponowano taka wiasnie interpretacje dziatania NHI >
zakladajgc zreszta, ze oprécz tego istnieje niezalezny system regulacyjny
(geny odpowiedzialne za powstawanie represora 1), ktérego dziatanie jest
rowniez zalezne od poziomu NH” w komérce i ktory bezposrednio kontro-
luje transkrypcje badanych genow.
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-Przedstawiony model oparto przede wszystkim na wynikach badan
genetycznych. Dalsze prace powinny obja¢ badania nad efektami mutacji
w kilku innych genach (50), ktérymi dotychczas nie zajmowano sig, a ktére
sg prawdopodobnie réowniez zwigzane z regulacjg metabolizmu argininy.
W odniesieniu do problemu represji azotowej interesujgce wyniki powinno
sie uzyska¢ ze zbadania zaleznosci pomiedzy zidentyfikowanymi w réz-
nych laboratoriach genami kontrolujagcymi przebieg tego procesu. Osta-
teczna weryfikacja zaproponowanego w tej pracy modelu, czy tez innych
modeli ttumaczgcych mechanizm regulacji genetycznej u organizmoéw
eukariotycznych, bedzie jednak mozliwa dopiero po przeprowadzeniu ba-
dan, ktére pozwolityby na bezposrednie ustalenie charakteru produktow
genow biorgcych udziat w regulacji, miejsc ich wystepowania w komorce
i sposobu ich wigzania z niskoczgsteczkowymi efektorami. Badania takie
sq skomplikowane ze wzgledéw technicznych a takze ze wzgledu na duzg
liczbe genéw zaangazowanych w regulacje syntezy kazdego z enzymow,
niemniej nalezy oczekiwa¢, ze w najblizszych latach przyniosga one decy-
dujace rozwigzania.

Artykut wptynagt dnia 28.1.1974, wrdcit po rewizji autorskiej dnia 12.3.1974.
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Andrzej Kalinski*, Tomasz Mezykow ski**, Andrzej Jerzmanowski***
Badania nad strukturg nukleohistonu

Studies on the Structure of Nucleohistone

Wstep

Trwaly kompleks z biatkami jest czesto spotykang forma wystepowania
kwaséw nukleinowych w organizmach zywych. W przypadku kwaséw
rybonukleinowych przyktadem mogg by¢ rybosomy lub kompleksy rybo-
nukleoproteidowe zawierajagce mRNA. Kwas dezoksyrybonukleinowy wy-
stepuje w postaci dezoksyrybonukleoproteidu w jadrach organizméw euka-
riotycznych. Sposréd komplekséw DNA-biatko stosunkowo najlepiej po-
znano dezoksyrybonukleoproteidy z jader komérek organizmoéw wyzszych,
znane pod nazwg chromatyny. Termin ten odnosi sie zasadniczo do nukleo-
proteidu jadra interfazalnego, podczas gdy terminu chromosom uzywa sie
dla okreslenia tego samego nukleoproteidu w czasie podziatu jadra.

Wi ieloczasteczkowymi sktadnikami chromatyny sg: DNA, biatka zasa-
dowe — histony, biatka niehistonowe oraz rdznej wielkoSci iragmenty
RNA. Chromatyna zawiera tez nieznaczne ilosci lipidow oraz jony metali
jedno i dwuwarto$ciowych. Zasadniczymi elementami strukturalnymi
w tym kompleksie sa DNA i histony. (Zagadnienia zwigzane z wystepowa-
niem, budowg i metabolizmem histondw byty juz omawiane w Postepach
Biochemii (1)).

Stosunek iloSciowy DNA: histony w chromatynach pochodzacych z réz-
nych tkanek tego samego organizmu oraz z organizmdw nalezgcych do
roznych gatunkéw a nawet krélestw (rosliny i zwierzeta) jest bardzo po -
dobny i w przyblizeniu wynosi wagowo 1:1 (2, 3, 4, 5). Nie stwierdzono tez
istotnych réznic w stosunku ilosciowym DNA : histony miedzy chromatyng
a chromosomami z tego samego rodzaju komorek (6).

Biologiczna rola histonéw nie jest dotychczas jednoznacznie wyjasnio-
na. Od do$¢ dawna biatkom tym przypisuje sie role niespecyficznych
represoréw aktywnos$ci matrycowej chromatyny (7, 8, 9) mimo iz brak jest
na to jak dotad wiarygodnych, bezposrednich dowod6éw. Jednoczesnie
uwaza sie, iz histony sg niezbedne do organizowania jadrowego DNA
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w okreslone struktury morfologiczne, a co za tym idzie, do segregacji
i przekazywania materiatu genetycznego. Obie wspomniane funkcje nie
muszg sie wzajemnie wykluczad.

Niniejszy artykut poswiecono omowieniu danych dotyczacych budowy
chromatyny, a Scislej jej strukturalnego szkieletu t.j. nukleohistonu. Dane
te, chociaz nie pozwalaja jeszcze na zbudowanie kompletnej struktury,
rzucajg ciekawe Swiatto na zaleznosSci miedzy elementami nukleohistonu.

I. Charakter potgczen sktadnikéw w nukleohistonie

Histony nie tworzg wigzan kowalencyjnych z DNA. Mozna je catkowi-
cie usung¢ z nukleohistonu przez ekstrakcje roztworem chlorku sodu o od-
powiednio wysokiej sile jonowej (10, 11, 12, 13). Zasadniczymi oddziaty-
waniami miedzy DNA a histonami sg typowe wigzania jonowe miedzy
grupami zasadowymi aminokwasow: lizyny, argininy i histydyny a reszta-
mi fosforanowymi w DNA. Miedzy DNA a histonami w nukleohistonie
stwierdzono tez wystepowanie oddziatywan hydrofobowych (14, 15). Ich
roli w utrzymaniu struktury nukleohistonu nie zbadano jeszcze catkowi-
cie. Badania nad oddziatywaniem miedzy fragmentami polipetydowymi
a dwuniciowym DNA wskazuja, iz dzieki oddziatywaniom typowo hydro-
fobowym mozliwa jest interkalacja ptaskich, aromatycznych reszt amino-
kwasowych miedzy ptaszczyzny zasad w podwojnej spirali DNA (16). Moz-
liwe sg rowniez zewnetrzne oddziatywania hydrofobowe miedzy zasadami
a niepolarnymi resztami aminokwaséw alifatycznych, przy czym mozna
wskazaé nawet na pewng specyficznos¢ tego typu oddziatywan w stosunku
do sekwencji peptydu (17). Oddziatywania hydrofobowe miedzy histonami
i DNA zalezg w duzym stopniu od wielko$ci odcinkéw spiralnych w struk-
turze biatka. Wykazano, ze najwieksza ilos¢ oddziatywan hydrofobowych
wystepuje miedzy DNA a histonami argininowymi t.j. F3 i F2al, zawiera-
jacymi wiekszy niz pozostate histony procent spirali a, najmniejsza nato-
miast— miedzy DNA a histonem bogatym w lizyne, FI, ktéry ze wzgledu
na znaczng zawartos¢ proliny ma niewiele fragmentéw spiralnych (14,
15, 17).

Bardzo istotne w ogdélnym bilansie wigzan w nukleohistonie sg oddzia-
tywania miedzy czasteczkami histonéw. Sg to oddziatywania hydrofobowe
a prawdopodobnie réwniez i wigzania wodorowe (18, 19). Ze wzgledu na
nierownomierny rozktad aminokwasow zasadowych w czgsteczce histonu
(20, 21, 22, 23) mozna np. dla F2al lub FI wyr6zni¢ fragment lub frag-
menty bogate w lizyne i arginine, wigzace sie silnie, jonowo z DNA. Po-
zostata cze$¢ czasteczki moze uczestniczy¢ w oddziatywaniach biatko-
biatko (18, 19). Szczeg6lna role takich oddziatywan miedzy czasteczkami
histonu FI w kondensacji i aekondensacji chromatyny postulujg, na pod-
stawie badan metoda jadrowego rezonansu magnetycznego, Bradbury
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i wsp. (18). Kooperatywne wigzanie histonu F2al do DNA oraz faldowanie
powstajagcego kompleksu wymaga warunkéw umozliwiajgcych agregacje
czasteczek F2al, zatem niezbedne sg tu miedzyczgsteczkowe oddziatywania
miedzy hydrofobowymi resztami aminokwasow (19).

Waznym problemem, dotychczas jednoznacznie nierozwigzanym, jest
ustalenie, jaka czes¢ DNA w natywnym nukleohistonie pozostaje nieosto-
nieta histonami. Dotychczasowe badania nad wrazliwosciag DNA nukleohis-
tonu na dziatanie DNazy oraz dane z miareczkowania nukleohistonu poli-
lizyng wskazujg, ze okoto 50°/0 grup fosforanowych w DNA nie tworzy
wigzan jonowych z histonami (24, 25). Jednak wyniki badan nad termiczng
denaturacjg nukleohistonu pozwalajg oszacowac ilos¢ nie zwigzanego
z histonami DNA tylko na okoto 20% (26).

Jak dotad nie udato sie wykazac, jaka jest kolejnos¢ i wzajemna relacja
w utozeniu poszczegélnych histonéw wzgledem DNA w nukleohistonie.
Nieliczne i posrednie dane wskazujg na mozliwo$¢ wystepowania duzych
agregatéw tego samego rodzaju histonéw wzdtuz czasteczki DNA (19, 27).

Mato mamy rowniez danych co do tego, czy wystepuje jakakolwiek
specyficzno$¢ miedzy czasteczkg histonu a sekwencjg zasad skomplekso-
wanego z nig odcinka DNA. Ostatnio Clark i Felsenfeld (28) ba-
dajac sktad zasad fragmentéw DNA pozostatych po trawieniu DNazg kom-
pleksu zbudowanego z DNA i histonu F2al stwierdzili, ze we fragmentach
tych wystepuje przewaga par GC. Z drugiej strony badania rentgenogra-
ficzne sztucznych komplekséw fagowego DNA i histonéw (dodawanych
w proporcjach takich jak w nukleohistonie) wskazuja, iz og6lna struktura
takich kompleks6w bardzo przypomina strukture natywnego nukleohis-
tonu (29). Te ostatnie dane Swiadczg raczej o braku specyficznosci miedzy
histonami a sekwencja DNA.

Il. Konformacja czasteczki nukleohistonu

Zastosowanie hydrodynamicznych metod badania nukleohistonu w roz-
tworze pozwolito wyznaczy¢ ksztatt tej makroczasteczki (30, 31, 32, 33).

W 1971 roku Hensoni Walker (31) dokonali pomiarow lepkosci
dla natywnego nukleohistonu oraz nukleohistonu z cze$ciowo oddysocjo-
wanymi histonami. Wykazali oni, ze natywny nukleohiston i nukleohiston
z selektywnie usunietym histonem FI, zarébwno w roztworach o niskiej
jak i wysokiej sile jonowej, majg takg samg lepko$s¢ wewnetrzng wyno-
szacq 10dl/g. Niezalezno$¢ lepkosci od sity jonowej wskazuje ze obie cza-
steczki nukleohistonu — natywna i bez histonu FI — wystepujg w roztwo-
rze w postaci sztywnych pateczek. Zalezno$¢ lepkosci wewnetrznej od sity
jonowej roztworu zaczyna by¢ widoczna dopiero woéwczas, gdy oddysocjo-
wuje sie dalsze frakcje histonéw. | tak dla nukleohistonu, z ktérego wy-
ekstrahowano 75% wszystkich histondw za pomocg roztworu IM chlorku

3*
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sodu, lepkos$¢ maleje z 53dl/g w roztworze 0,7mM fosforanu sodu (pH =
= 7,0) do warto$ci 3ldl/g w 0,6M chlorku sodu, 0,7mM fosforanie sodu
(pH = 7,0). Oznacza to, ze nukleohiston po usunieciu z niego przez ekstrak-
cje IM roztworem chlorku sodu 75% histonéw, nie jest juz w roztworze
sztywng, lecz gietkg pateczkg. Nukleohiston zatem zatraca wiasnosci hy-
drodynamiczne sztywnej pateczki, gdy oprécz histonu Fl zaczynajg od-
dysocjowac inne histony.

Usuniecie z nukleohistonu wszystkich histonow (ekstrakcja roztworem
2M chlorku sodu) a pozostawienie tylko biatek niehistonowych powoduje,
ze makroczgsteczka przyjmuje konformacje potsztywnego kiebka charak-
terystyczng dla DNA wolnego. Fakt ten $wiadczy o tym, ze histony, a nie
biatka niehistonowe, nadajg czasteczce nukleohistonu okreslong konfor-
macje (31).

Na podstawie danych hydrodynamicznych dokonano ilosciowej oceny
niektdrych parametréw czasteczki nukleohistonu (31). Przyjmujac wartos$¢
I0dl/g dla lepkosci wewnetrznej czasteczki nukleohistonu oraz warto$¢
0,66 ml/g dla objetosci witasciwej (objetos¢ wiasciwa = NAV/M, gdzie:
Na— liczba Avogadro, V — objeto$¢ czasteczki i M — masa czasteczko-
wa), otrzymuje sie z rownania Sim h a (34) stosunki po6tosi odpowiednigj
elipsoidy rowne okoto 170. Lepszym modelem dla czasteczki nukleohis-
tonu jest cylinder o tej samej diugosci i masie jak elipsoida. Z dalszych
obliczen mamy: dtugos$¢ cylindra: 1160+120nm, S$rednica 5,6+3nm przy
masie czasteczkowej: 26 £2,6X10®.

Przyjmujac mase czasteczkowg DNA w preparatach nukleohistonu na
11+ 1,1X106 (35), otrzymuje sie dtugos¢ DNA w pojedynczej czasteczce
nukleohistonu o masie okoto 26X10® wynoszg okoto 5800 nm. Tak wiec
dtugos$¢ czasteczki nukleohistonu (1 160 nm) jest znacznie mniejsza niz
dtugo$¢ zawartego w niej DNA (5800 nm). Obliczenia te wskazujg wyraz-
nie, ze DNA w nukleohistonie musi by¢ znacznie bardziej upakowany, niz
nie zwigzany z histonami DNA, w roztworze.

Stopied upakowania DNA w nukleohistonie mozna w przyblizeniu
okres$li¢ rowniez z danych mikroskopii elektronowej (36, 37, 38, 39). Nu-
kleohiston na typowych elektronogramach wykazuje strukture siateczko-
watg, w ktorej oprécz wyciagnietych widkien widac¢ liczne zgrubienia
i wezty (Ryc. la).

Na rycinie Ib przedstawiony jest elektronogram cze$Sciowo rozdysocjo-
wanego nukleohistonu. Wydituzone wiékna DNA pochodza wyraZznie z bar-
dziej zwartych fragmentéw nukleoproteidowych.

Ostatnio Kreuger i Allison (36) podali wymiary obserwowa-
nych przez siebie pojedynczych wiokien: Srednica: 8—I10nm, dtugosé: od
50 do 500nm.

Witbékna nukleohistonu o $rednicy okoto IOnm poddawano mechanicz-
nemu rozcigganiu a nastepnie badano w mikroskopie elektronowym (37).
Okazato sie, ze na skutek rozciggania $rednica widkna maleje az do gra-
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nicznej wartosci 2,5—3,0nm. Przy dalszym rozcigganiu nastepuje zerwa-
nie widkna. Dane te wskazywatyby na to, ze widkno o Srednicy 10nm nie

jest wigzka kilku wiokien, lecz jedng w jaki$ sposob skrecong lub pofal-
dowang czasteczka.

Ryc. la. Mikrofotografia elektronowa widkien dezoksyrybonukleoproteinowych,
b. Mikrofotografia elektronowa preparatu dezoksyrybonukleoproteinowego po uprzed-
nim rozdysocjowaniu go w 0,5M octanie amonu — 0,000M EDTA (pH 6,0). Kontrasto-

wanie wykonano octanem uranylu (36)

I11. Struktura DNA i histonéw w nukleohistonie

Strukture DNA i histonéw w nukleohistonie bada sie wieloma metoda-
mi fizykochemicznymi. Jak dotad jednak najwiecej informacji pochodzi
z analizy danych spektropolarymetrycznych oraz z rentgenografii.

I11-1. Analiza krzywych dichroizmu kotowego

Dyspersja skrecalnosci optycznej (ORD) — ma ograniczony zasieg sto-
sowalnosci w badaniach konformacji ze wzgledu na to, ze krzywe ORD dla

http://rcin.org.pl
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DNA i histonow zachodzg na siebie (33, 40, 41, 42). Trudno jest zatem
stwierdzi¢, czy przyczyng okreSlonej zmiany w przebiegu krzywej ORD
nukleohistonu jest zmiana konformacji DNA, histondw czy obu sktadni-
kéw jednoczesnie.

Zastosowanie dichroizmu kotowego (CD) pozwala uzyskaé bardziej
jednoznaczne informacje o strukturze DNA i zwigzanych z nim histonéw
(43, 44, 45, 46, 47). Optycznie czynne pasmo w zakresie 260nm odpowiada
przejsciom w zasadach azotowych, za$ pasmo w zakresie okoto 220nm
jest zwigzane z przejSciem n—i- w grupach peptydowych. Badajagc widmo
CD nukleohistonu tatwo odrézni¢ efekty powodowane przez DNA od efek-
téw powodowanych przez biatka.

1 ] { { { 1 1 1 |

: : Tt |
280 300 nm 220 240 260 280 300

Ryc. 2. Krzywe dichroizmu kotowego DNA, nukleohistonu oraz sumy histondw;
a) w HD, pH 6—75; b) w 2 M NaCl, pH 7,

(1) —DNA, (2) —histony, (3) —nukleohiston, (4) —suma 1i 2. (43)

Rycina 2a przedstawia krzywe CD dla nukleohistonu oraz oddzielnie
dla DNA i histonéw (43). Widmo CD nukleohistonu rejestrowane w wodzie
posiada szerokie dodatnie pasmo z maksimum przy 277nm oraz wykazuje
niewielkie ujemne ramie przy 245nm i jedno pasmo przy 222nm. Przebieg
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krzywej CD nukleohistonu rézni sie zaréwno od krzywej CD dla DNA jak
i dla histonow. Widmo nukleohistonu nie jest rdwniez prostg sumag widm
CD wolnych sktadnikow (DNA i histonéw). Przesuniecie dodatniego pasma
absorpcji w nukleohistonie w strone czerwieni wraz z obnizeniem war-
tosci AA (réznica absorpcji Swiatta spolaryzowanego kotowo w lewo i pra-
wo) wskazuje na zmiane struktury DNA w nukleohistonie w stosunku
do DNA wolnego. Z kolei w ujemnym zakresie krzywej CD przy 222nm
wartos¢ ujemna AA wzrasta bardzo znacznie w nukleohistonie w poréwna-
niu z natywnymi histonami. Swiadczytoby to o tym, Ze histony majg wiek-
szg zawarto$¢ struktury spiralnej w stanie zwigzanym w nukleohistonie
niz w stanie wolnym w roztworze o tej samej sile jonowej (43). Ramm
i wsp. (43) na podstawie widm CD oceniajg zawartos¢ spirali a w histonach
zwigzanych z DNA na 25%, co jest zgodne z danymi O riela (40) uzys-
kanymi za pomocg ORD.

Rozdysocjowanie natywnego kompleksu nukleohistonu w roztworze 2M
chlorku sodu powoduje zmiane krzywej CD nukleohistonu w zakresie po-
wyzej 260nm do postaci charakterystycznej dla wolnego DNA. (Ryc. 2b).
Z rysunku widaé, iz w warunkach catkowitego rozdysocjonowania nukleo-
histonu otrzymuje sie widmo CD, ktore jest sumg widm DNA i histondw.

Istotne jest pytanie, jaka forma podwojnego heliksu DNA wystepuje
w nukleohistonie. Z pordwnania krzywych CD dla DNA w roztworach
o wysokim stezeniu soli i dla nukleohistonu w niskim stezeniu soli wynika,
ze przebieg tych krzywych w zakresie powyzej 260nm jest zasadniczo
podobny (43, 47) (Ryc. 3). Fakt ten sugeruje, ze struktura DNA w nukleo-
histonie jest podobna do tej, jaka DNA przyjmuje w roztworach soli
0 wysokim stezeniu.

W roztworach o wysokiej sile jonowej nastepuje czeSciowa dehydrata-
cja DNA (43), ktéra powoduje okresSlone zmiany w geometrii podwojnego
heliksu. Wiadomo, ze obnizenie wzglednej wilgotnosci w preparatach soli
litowej DNA powoduje przejscie formy B w forme C (48). Widmo CD
soli litowej DNA przy niskiej wzglednej wilgotnosci przypomina widmo
DNA w roztworze o wysokiej sile jonowej (4—6M NaCl). Identyczny za$
przebieg krzywej CD obserwuje sie, jak juz wspomniano wyzej, dla DNA
w nukleohistonie w roztworze o niskiej sile jonowej. Przedstawione dane
umozliwiajg jednoznaczne wnioskowanie o tym, ze DNA w nukleohistonie
wystepuje w formie zblizonej do formy C (43, 47).

Jednakze taki wniosek pozostaje w tej chwili w pewnej sprzeczno$ci
z danymi uzyskanymi metodg dyfrakcji promieni X. Analiza dyfrakcji
rentgenowskiej (punkt 111-2) wskazuje bowiem, ze DNA w nukleohistonie
wystepuje w formie B. Obecnie dos¢ trudno jest wyttlumaczy¢ te sprzecz-
no$é co do formy DNA w nukleohistonie miedzy danymi CD a dyfrakcja
rentgenowsky. Magiby to by¢, miedzy innymi, efekt ré6znych warunkdéw
eksperymentalnych, zwilaszcza sity jonowej, stosowanych w obu metodach
(43).
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Badanie witasnosci krzywych CD nukleohistonu i jego wolnych skitad-
nikéw wyraZznie wskazuje na to, ze zarowno DNA jak i histony wplywaja
wzajemnie w istotny sposéb na swojg konformacje w nukleohistonie.

10
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Ryc. 3. Krzywe dichroizmu kotowego DNA, sumy histonéw oraz nukleohistonu w réz-
nych stezeniach NacCl.

(1) —DNA w 0.007M NaCl, (2 —DNA w 4M NaCl, (3) —histony w 2M NaCl, (4 — nukleohiston
w H,0, (5)—suma 2i 3, (43)

111-2. Analiza rentgenograficzna

Badania rentgenograficzne nukleohistonu wykonywano od do$¢ dawna
w pracowniach Wilkinsa (1959) (49, 59, 51) oraz Luzzatiego
i Nicolaieffa (1959, 1963) (52, 53). Interpretacje rentgenogramow
w kategoriach struktury réznig sie jednak do$é znacznie a przy tym nie
ttumaczg dostatecznie wszystkich witasciwosci obrazu dyfrakcyjnego (49).

Sama metodyka otrzymywania obrazéw rentgenowskich jest podobna
do tej, jakg stosowano dla DNA (54, 55). Nukleohiston, pochodzi zazwy-
czaj z grasicy cielecej i jesli nie jest uprzednio poddawany ekstrakcji kwa-
sem lub solg, zawiera DNA i histony w stosunku 1:1.
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Dla zorientowanych witokien nukleohistonow otrzymuje sie obrazy
rentgenowskie stosujac metode rozpraszania pod duzymi katami. Ostatnio
stosuje sie czesto metode rozpraszania pod matymi katami pozwalajgcy
uzyska¢ rentgenogramy rozciefczonych roztworéw nukleohistonéw.

W 1967 roku Pardon, Wilkins i Richards (50) opierajagc sie
na wynikach badan rentgenograficznych, zarowno dla wysokokatowej jak
i niskokatowej dyfrakcji, opublikowali model przypisujagcy czasteczce
nukleohistonu strukture regularnej superspirali. Modelu tego dotychczas
jednoznacznie nie udowodniono, tym niemniej pozostaje on jak dotad naj-
bardziej atrakcyjng hipotezg dla struktury nukleohistonu. Ponizej przed-
stawiono skrétowo najwazniejsze przestanki oraz opis modelu.

Obrazy dyfrakcyjne uzyskiwane dla zorientowanych witokien i nie-
zorientowanych zeli, przy wysokiej wzglednej wilgotnosci, sktadajg sie
z trzech rodzajéw elementéw:

1) grupy refleksow pochodzacych od DNA zawartego w nukleohistonie —
grupa ta skitada sie gtéwnie z réwnikowych reflekséw rdznigcych sie
potozeniem (od 21 do 35A) w zalezno$ci od wzglednej wilgotnosci oraz
z reflekséw o potozeniu 11A, 8A, 34A.

Orientacja refleksow nie jest tak wyrazna jak dla czystego DNA lub

DNA w nukleoprotaminie, jakkolwiek ich zmienno$¢ w zalezno$ci od

wzglednej wilgotnosci przypomina analogiczng zmienno$¢ dla DNA

i DNA w nukleoprotaminie.

2) refleksbw charakterystycznych dla nukleohistonu — obserwuje sie
refleks przy 110A oraz jego podwielokrotnosci (55A, 37A, 27A, 22A
i 18A) przy wzglednej wilgotno$ci preparatu powyzej 98°/o. Przy obni-
zeniu wzglednej wilgotnosci, czyli wzroscie stezenia nukleohistonu
w probie, nastepuje generalnie przesuniecie wzglednej intensywnosci
ku refleksom o wiekszych katach rozpraszania. Juz redukcja wzgled-
nej wilgotnosci do 98°/0 powoduje znikniecie refleksu przy 110A a od-
powiednia redukcja do 92% — réwniez znaczne ostabienie refleksu przy
55A. W bardzo stezonych roztworach nukleohistonu (wzgledna wilgot-
no$¢ ponizej 75%) cata seria refleks6w stanowigcych podwielokrotnosé
110A zanika, pojawiajg sie natomiast szerokie pasma przy okoto 76A
i 36A. W przypadku widkien refleksy te wykazuja lekko potudnikowga
orientacje.

3) réwnikowego, dobrze zorientowanego refleksu przy 60A, przypisywa-
nego lipidom wchodzacym w sklad preparatu.

Rycina 4 przedstawia rentgenogramy i ich schematy uzyskane przez

Pardona i Richardsa w 1970 roku (54) (potozenie niektorych re-

flekséw nieco inne niz podawane wczesniej (49)). Autorzy uznaja, iz obec-

no$¢ charakterystycznego obrazu rozpraszania pod niskimi katami, nie
dawanego osobno przez DNA ani przez histony, wynika z wystepowania
regularnej trzeciorzedowej struktury czasteczki DNA w nukleohistonie.

Staba orientacja obrazu dyfrakcyjnego pochodzacego z DNA (punkt 1)
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wskazuje na to, ze czasteczki podwojnej spirali sg ztozone lub zwiniete tak
ze nie moga sie rozprostowa¢ wzdtuz osi widkna (49). Richards i wsp.
przyjmuja, iz najbardziej prawdopodobng, trzeciorzedowg strukturg jest

Ryc. 4. Rentgenogramy natywnego nukleohistonu. (A) —rozpraszanie pod duzymi ka-

tami na widknach, wzgledna wilgotnos¢ 98%; (B) —rozpraszanie pod matymi katami

na zelu, wzgledna wilgotno$¢ I00Yo. Obok zdje¢ zamieszczone sg odpowiednie diagra-
my (54)

w tym przypadku spirala. Struktura taka jest w istocie superspiralg, po-
niewaz zbudowana jest z podwdjnej spirali DNA (Ryc. 5). Wykonujac
obliczenia transformacji Fouriera dla uktadow modelowych wedtug zasad
podanych w pracy Cochrana Cricka i Vand’a (56). Richards
i wsp. stwierdzili najlepsza zgodno$¢ miedzy obliczonym a obserwowanym
rozproszeniem dla superspirali o $Srednicy 100A, skoku — 120A i kacie
wznoszenia linii Srubowej — 21A. Model taki odpowiadatby strukturze
nukleohistonu w rozcieficzonych roztworach. Powazng trudnos$é interpre-
tacyjng stanowi jednak obserwowane zanikanie reflekséw serii 110A
w stezonych roztworach nukleohistonu.

Wilkins i Pardon przypisujg ten efekt tworzeniu sie specyficz-
nych agregatéow superspiralnych widkien w roztworach o wyzszym ste-
zeniu (49). Obliczenia prowadzone przy zatozeniu pewnego typu agregacji
wydaja sie by¢ zgodne z obserwowanymi zmianami intensywnosci reflek-

http://rcin.org.pl
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sow. Wyjasnienie to nie daje jednak pewnej odpowiedzi na pytanie, w jaki
doktadnie sposOb agregujg poszczegdlne superspirale, poniewaz obserwo-
wane zmiany mozna przypisa¢ rowniez i innym typom utozenia (49). Cze$¢
krystalograféw nie zaprzeczajgc samej idei superspirali wydaje sie miec
watpliwosci co do szczegdtdw modelu, zwilaszcza co do wyjas$nienia zacho-
wania sie wtokien nukleohistonowych w stezonych roztworach (37, 57).

Z rentgenograficznych badan Pardona i Richardsa (54) nad
strukturg nukleohistondw pozbawionych przez selektywng ekstrakcje
okres$lonych rodzajow histonéw wynika, ze szczeg6lng role w utrzymy-
waniu struktury DNA odgrywa histon F2al (bogaty w arginine). Odwrot-
nie, histon bogaty w lizyne — FI wydaje sie nie wptywac¢ lub wplywaé
w niewielkim stopniu na istnienie superspirali (58).

Ryc. 5. Model superspiralnej struktury nukleohistonu wg Wilkinsa i wsp. (49,
50, 54)

Do tej pory nie ustalono jeszcze jednoznacznie do jakiego stopnia
w utrzymywaniu superspirali istotne sg oddzialywania biatko-biatko.

Podsumowanie

Przedstawione wyzej wyniki eksperymentalne dotyczace struktury
nukleohistonu mozna interpretowaé¢ jednoznacznie tylko w ograniczonym
zakresie.

Nie ulega watpliwosci, w zwigzku z wynikami badan hydrodynamicz-
nych i optycznych, ze DNA w nukleohistonie przyjmuje pod wptywem
histonéw okre$long strukture trzeciorzedowg, réznigcg sie od struktury
wolnego DNA wiekszym stopniem zwartosci (upakowania). Wydaje sie
tez nie ulega¢ watpliwosci, ze istnieje wzajemny wptyw DNA na struk-
ture przestrzenng histonéw.

Potrzeba wcigz jeszcze duzej ostrozno$ci w okres$laniu wplywu posz-
czeg6lnych frakcji histonéw na strukture trzeciorzedowg DNA w nukleo-
histonie. Stosunkowo najmniejszg role odgrywa tu prawdopodobnie histon
FI, natomiast kluczowe znaczenie moze mie¢ histon F2al.
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Struktura nukleohistonu ma najprawdopodobniej posta¢ spirali wyz-
szego rzedu niz podwodjna spirala DNA. Potrzebne sg jednak dalsze do-
wody by mozna byto przyja¢ szczeg6towy model superspirali proponowany
przez Wilkinsa i wsp. Jednoznaczne wykazanie, ze superspirala jest re-
gularna na catej diugosci (podobnie jak regularna jest podwdjna spirala
DNA) miatoby bardzo istotne znaczenie dla interpretacji struktury i funk-
cji genomu.

Intensywnos$¢ prowadzonych obecnie badan nad strukturg nukleohisto-
nu oraz waga tego problemu pozwalajg oczekiwaé nowych, waznych wy-
nikow w ciggu najblizszych lat.

Artykut wptynat dnia 7.2.1974, wrécit po rewizji autorskiej dnia 19.3.1974.
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MARIA MONIKA JEZEWSKA *
Mechanizm dziatania i rola oksydoreduktaz ksantynowych

Mechanism of Action and Role of Xanthine Oxidoreductases.

Oksydoreduktazy ksantynowe, katalizujgce reakcje hydroksylacji roz-
maitych substratéw z jednoczesng redukcjg akceptoréw elektrondw, sg
szeroko rozpowszechnione w tkankach zwierzat kregowych i bezkregowych
oraz w drobnoustrojach. Gidwng rolg fizjologiczng tych enzymdw jest
katalizowanie hydroksylacji hipoksantyny do ksantyny i z kolei — do
kwasu moczowego (schemat 1) w kohncowym etapie przemiany zwigzkéw
purynowych; enzymy te biorg takze udziat w przemianie pterydyn —
barwnikéw skrzydet owadzich.
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Schemat 1. Hydroksylacja hipoksantyny przez oksydoreduktazy ksantynowe

Hipoksantyna (I) i ksantyna (II) w formach tautomerycznych ulegajacych hydroksylacji
(42) do kwasu moczowego (ll1). W reakcjach tych nie ustala sie stan réwnowagi, przebiegaja
one praktycznie az do wyczerpania substratu i sg nieodwracalne (2,5)

Dwie kolejne.reakcje hydroksylacji hipoksantyny, obie katalizowane
przez te same oksydoreduktazy ksantynowe, majg swoisty przebieg, cha-
rakteryzujacy sie nagromadzaniem produktu posredniego — ksantyny
(1, 2, 3, 4). Zalezno$¢ miedzy stezeniem hipoksantyny i enzymu a iloscia
nagromadzajacej sie ksantyny (2, 5) nasuwa mys$l o roli oksydoreduktaz
ksantynowych w regulacji przemiany purynowej, roli, ktérej dotychczas
nie brano pod uwage (6, 7, 8).

* Dr habil., Zaktad Biochemii Poréwnawczej, Instytut Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk, Warszawa.

Wykaz uzywanych skrotow: Hyp —hipoksantyna, Xan —ksantyna, Uri— kwas
moczowy, PRPP —5-fosforybozylo-I-pirofosforan, FAD — dwunukleotyd flawinoade-
ninowy, NAD —nukleotyd nikotynamidowy, Fe/S—chromofor zelazowo-siarkowy
w oksydazie ksantynowej.
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Badania nad oksydoreduktazami ksantynowymi trwajg juz prawie
70 lat, od wykrycia w 1905 roku przez Buriana (cyt. za 9) oksydazy
ksantynowej w mleku. Enzymy te odznaczajg sie wyjgtkowo skompliko-
wang budowa centréow aktywnych, zawierajacych az cztery skiadniki bio-
ragce udziat w katalizie: dwunukleotyd flawinoadeninowy (FAD) znalezio-
ny w czasteczce oksydazy ksantynowej w 1939 roku, atomy molibdenu
i zelaza, wykryte w latach 1953—1954 (9, 9a) oraz ugrupowanie nad-
siarczkowe, ktérego obecnos¢ stwierdzono dopiero w 1972 roku (10). W la-
tach 60-tych uzyskano wiele danych o reakcjach oksydoredukcyjnych
zachodzacych w centrum aktywnym oksydoreduktaz ksantynowych, sto-
sujgc technike szybkiego zamrazania mieszaniny reakcyjnej (pozwala ona
bada¢ przebieg reakcji w odstepach czasu rzedu milisekund) (11) w pota-
czeniu z badaniem kolejnosci pojawiania sie sygnatdw elektronowego
rezonansu paramagnetycznego wysytanych przez redukowane skiadniki
centrum aktywnego. Dane te staly sie podstawg nowego schematu dzia-
tania centrum aktywnego oksydoreduktaz ksantynowych.

I. Oksydazy i dehydrogenazy ksantynowe

Zaleznie od rodzaju naturalnego akceptora elektronéw wsréd oksydo-
reduktaz ksantynowych wyr6znia sie oksydazy wspétdziatajgce z tlenem
i dehydrogenazy redukujgce dwunukleotyd nikotynamidowy (NAD) lub
ferredoksyne — niehemowy zelazoproteid. Specyficzno$¢ dehydrogenaz
wzgledem tych akceptoréw nie jest absolutna, w niewielkim stopniu moga
one wspoéidziata¢ z tlenem. In vitro zarowno oksydazy jak i dehydrogenazy
moga redukowaé rézne sztuczne akceptory elektronéw oraz cytochrom c.
Niewiadomo, czy ta ostatnia reakcja ma jakie$ znaczenie in vivo.

Do niedawna sadzono, ze w drobnoustrojach wystepuja dehydrogenazy
wspoétdziatajgce z ferredoksyna, w tkankach zwierzat poza ssakami — de-
hydrogenazy zalezne od NAD, zas w tkankach ssak6w — oksydazy ksanty-
nowe. Jednakze przyspieszenie hydroksylacji ksantyny obserwowane po
dodaniu btekitu metylenowego lub metosiarczanu metylofenazoniowego
do homogenatow i preparatow z tkanek ssakow (9, 14, 15, 16) zdawato sie
wskazywaé, ze obok oksydazy ksantynowej moze w nich wystepowaé takze
dehydrogenaza ksantynowa. Wigksze zuzycie tlenu, a mniejsza redukcja
innych akceptoréw elektronéw przez preparaty oksydaz ksantynowych
z tkanek ssakdw po przechowywaniu w niskiej temperaturze (14), po soni-
fikacji, dziataniu trypsyny i niektdrych czynnikéw utleniajgcych grupy
tiolowe (15) nasuneto natomiast przypuszczenie, ze preparaty te zawieraja
jedng oksydoreduktaze ksantynowag w dwdéch formach — dehydrogenazo-
wej (D) i oksydazowej (O) (15). To przypuszczenie potwierdzito sie, gdy za-
pobiegajac dziataniu enzymow proteolitycznych otrzymano (16, 17) z tka-
nek ssakow preparaty wykazujace gtdwnie aktywnos$¢ dehydrogenazy
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ksantynowej, zmieniajacg sie pod wptywem trypsyny (nieodwracalnie) lub
czynnikéw utleniajgcych grupy tiolowe (odwracalnie) w aktywno$¢ oksy-
dazowg (18). Nawet tak typowg oksydaze ksantynowg jak enzym Schar-
dingera udato sie wyodrebni¢ z mleka w formie niejako przejSciowej,
reagujacej zarowno z tlenem jak i z NAD (19). Te forme przejsciowa prze-
ksztatcono w forme dehydrogenazowg inkubujac preparat z 1IOmM dwu-
tiotreitolem lub kwasem dwuhydroliponowym, a w forme oksydazowg
przez inkubacje w 37°C bez dwutiotreitolu. By¢ moze forma przejSciowa
powstaje w gruczole mlecznym przy przejsciu enzymu z tkanki do mleka.
Przemiana ta bytaby zwiazana z utworzeniem uktadu dwusiarczkowego
z grup tiolowych (18), a naturalnym czynnikiem powodujagcym ja maégtby
by¢ termolabilny czynnik, wykryty w mleku (17), byé moze wystepujacy
w mikrosomach enzym, ktory katalizuje odwracalnie utlenianie grup tiolo-
wych (20).

Stirpe i Della Corte (15) przypuszczajg, ze przemiana formy
dehydrogenazowej w oksydazowa jest wspélng wiasciwosciag oksydore-
duktaz ksantynowych ssakdw i ze moze ona mie¢ jakie$ fizjologiczne zna-
czenie. Wspotdziatanie enzymu z tlenem zamiast z NAD mogtoby na
przyktad zmienia¢ rownowage hydroksylacji hipoksantyny do kwasu mo-
czowego; in vitro w przypadku dehydrogenazy ksantynowej z watrobo-
trzustki $limaka H. pomatia ilos¢ nagromadzajacej sie ksantyny zalezy od
rodzaju akceptora elektronéw (21). Przejscie formy dehydrogenazowej
w oksydazowg umozliwiatoby takze wytwarzanie przez enzym rodnikow
nadtlenkowych, bioracych udziat w niektérych reakcjach zachodzacych
in vivo (22).

Na podstawie przytoczonych danych mozna przyjaé, ze powszechnie
wystepujacg in vivo formg oksydoreduktaz ksantynowych jest forma de-
hydrogenazowa. Forma dehydrogenazowa oksydoreduktaz ssakdw jest nie-
trwala i podczas wyodrebniania z tkanek tatwo przechodzi w forme oksy-
dazowa (tzw. oksydazy ksantynowe), natomiast oksydoreduktazy z innych
zrédet sg trwate w formie dehydrogenazowej (tzw. dehydrogenazy ksanty-
nowe). Mozna przypuszczaé, ze zamiana jednej formy enzymu w druga
jest zwigzana ze zmianami konformacyjnymi tancucha polipeptydowego,
ktorego struktura w oksydazach ksantynowych bytaby inna niz w dehy-
drogenazach ksantynowych.

Il. Budowa i dziatanie oksydoreduktaz ksantynowych

Oksydoreduktazy ksantynowe z réznych tkanek myszy (16) wykazujg
rézng ruchliwo$¢ elektroforetyczng. Podobnie preparaty tych enzymoéw
z tkanek szczura (23), Drosophila melanogaster (24) i z plesni Aspergillus
nidulans (25) wykazuja obecnos¢ elektroforetycznie réznych form oksydo-
reduktaz ksantynowych. Dotychczas nie wiadomo, czy dziatanie katalitycz-

4 Postepy Biochemii
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ne tych form jest rézne i czy sg to odrebne izoenzymy. Na te ostatnig moz-
liwosé maégtby wskazywac fakt, ze w Drosophila (26) i Aspergillus (27)
aktywnos$¢ oksydoreduktaz ksantynowych jest kontrolowana co najmniej
przez trzy geny. Jednakze w przypadku tkanek myszy odrebne elektro-
foretycznie formy powstajg najprawdopodobniej wskutek proteolizy pod-
czas otrzymywania enzymu z tkanek, bowiem trypsyna przeksztatca forme
elektroforetyczng otrzymang z watroby w forme elektroforetyczng wyod-
rebniong z dwunastnicy (28).

Wyosobnione w stanie czystym oksydoreduktazy ksantynowe: oksy-
daza ksantynowa z mleka i dehydrogenazy ksantynowe z watroby kur-
czecia i z Micrococcus lactilyticus majg ciezar czgteczkowy okoto 300 000
(29). W kwasnym Srodowisku dwa perwsze enzymy rozpadajg sie na dwie
nieaktywne podjednostki o ciezarze czasteczkowym okoto 150 000, ktore
nie dysocjujg na mniejsze fragmenty pod dziataniem 8M mocznika i 4—
8M chlorowodorku guanidyny z dodatkiem 0,1M merkaptoetanolu (30).
Przy rozpadzie enzymu na podjednostki uwalnia sie FAD i zelazo (30).
Z kinetyki uwalniania FAD wynika, ze juz niewielka zmiana konformacji
tancucha polipeptydowego wystarcza do odigczenia sie FAD, natomiast
zelazo jest zwigzane bardziej trwale (12). Molibdenu nie udato sie dotych-
czas usungC z czasteczki enzymu bez jej znacznego zniszczenia (31). Na
udziat molibdenu w utrzymywaniu natywnej struktury taincucha polipep-
tydowego wskazuje podatno$¢ niezawierajgcej molibdenu, naturalnej for-
my oksydazy ksantynowej z mleka na czynniki denaturujgce (32). Skiad
aminokwasowy oznaczono dotychczas jedynie dla oksydazy ksantynowej
z mleka, jej czasteczki zawierajg duzo reszt aminokwasow zasadowych:
histydyny, lizyny i argininy (30, 33).

Trzy wymienione oksydoreduktazy ksantynowe majg po dwa centra
aktywne w czasteczce, a kazde z nich zawiera 1 czasteczke FAD, 1 atom
molibdenu i 4 atomy zelaza (29). Poczgtkowo, gdy jedynym znanym skiad-
nikiem niebiatkowym enzymu byt FAD, sadzono, ze oddziatywanie miedzy
uktadem izoalloksazynowym flawiny a uktadem purynowym Kksantyny
i tlenem utatwia utlenianie ksantyny do kwasu moczowego (34). P6Zniej,
po wykryciu molibdenu i zelaza, przypuszczano, ze trzy niebiatkowe sktad-
niki enzymu tworzg liniowy uktad przenoszacy pl.ektrony, ktéry przypo-
mina taficuch oddechowy:

ksantyna —»molibden -> FAD -> Fe3+ — tlen

Sktadniki te byty utozone wedtug wzrastajgcych potencjatow oksydo-
redukcyjnych, a atom zelaza miat ulega¢ odwracalnej redukcji do Fe2+,
podobnie jak w cytochromach. Za takim ukiadem zdawatly sie przemawiaé
dane uzyskane w badaniach sygnatéw elektronowego rezonansu paramag-
netycznego powstajagcych podczas redukcji oksydazy ksantynowej z mle-
ka (35). Udoskonalenie tej techniki i badania nad zmodyfikowanymi for-
mami oksydoreduktaz ksantynowych wptynety jednak na zmiane pogla-
déw o dziataniu centrow aktywnych tych enzymow.
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I1-1. Rola poszczegélnych sktadnikéw centrum aktywnego

Dwunukleotyd flawinoadeninowy (FAD). Istotny postep w badaniach
nad dziataniem oksydoreduktaz ksantynowych osiggnieto po opracowaniu
metod usuwania FAD z enzymu bez straty aktywnosci (12, 36). Dysocjacja
FAD od utlenionej czasteczki enzymu prowadzi do rozbicia jej na nie-
aktywne podjednostki (30), natomiast po redukcji enzymu FAD odszczepia
sie od jego czgsteczki prawie bez naruszenia struktury jej czesci biatko-
wej (36). Badania nad oksydazg ksantynowa z mleka i dehydrogenazg
ksantynowga z kurczat, przed i po usunieciu FAD, wykazaty ze FAD jest
sktadnikiem, z ktorego elektrony sg przenoszone na tlen i NAD, oraz sktad-
nikiem pobierajgcym elektrony ze zredukowanego NAD. Oba enzymy po-
zbawione FAD zachowujg zdolno$¢ do hydroksylowania ksantyny w obec-
nosci wielu sztucznych akceptorow, czesto reakcja zachodzi ze zwiekszong
szybkos$cia (12, 36). Poniewaz FAD jest tym skiadnikiem enzymu, ktéry
warunkuje reakcje zaréwno z tlenem jak i z NAD, prawdopodobnie zmia-
na konformacji tancucha polipeptydowego w otoczeniu FAD jest przyczy-
ng zmiany formy dehydrogenazowej oksydoreduktaz ksantynowych w for-
me oksydazowa.

Chromofor Fe/S. Danych o udziale zelaza w procesach katalizowanych
przez oksydoreduktazy ksantynowe dostarczylty badania poréwnawcze
widm tych enzyméw z widmami flawoproteidow nie zawierajacych nie-
hemowego zelaza (z6éity enzym oddechowy Warburga, oksydaza amino-
kwasowa, dehydrogenaza liponianowa) i biatek wigzacych niehemowo ze-
lazo (konalbumina, transferryna) (37). Okazato sie, ze zelazo nie zmienia
swojej wartosciowos$ci podczas redukcji czgsteczki enzymu, cho¢ jest in-
tegralng czescig uktadu przenoszacego elektrony. Wyjasnienia tego faktu
dostarcza koncepcja chromoforu Fe/S, wysunieta w pracowni Massey’a
(38), a opierajaca sie na obserwacji, ze wiele zelazoproteiddw niehemowych
zawiera rownomolarne ilosci zelaza i tzw. siarki labilnej, odszczepiajacej
sie w postaci siarkowodoru pod wptywem rozcieAczonych kwaséw. Wedtug
tej koncepcji chromofor Fe/S, ktorego budowe przedstawia schemat 2,
sktada sie z atomu zelaza i atomu siarki labilnej, tworzacej ukiad dwu-
siarczkowy z grupg tiolowag cysteiny. Po pobraniu elektronu tworzytby
sie rodnik zelazowo-siarkowy, przy czym wigzanie dwusiarczkowe ulega-
toby rozerwaniu. Zelazo po redukcji chromoforu bytoby nadal tréojwar-
tosciowe.

W czasteczce oksydazy ksantynowej z mleka znajduje sie 8 atomdw
zelaza i 8 atomow siarki labilnej, zredukowana czgsteczka enzymu zawiera
0 8 grup tiolowych wiecej niz utleniona (38). A zatem na kazde z dwdch
centrow aktywnych przypadatyby 4 chromofory Fe/S. Jednakze kazde
centrum aktywne w oksydazie ksantynowej moze pobra¢ tylko dwa elek-
trony. Przypuszczano zatem, ze chromofory Fe/S sg zgrupowane parami,
1ze kazda para moze pobra¢ tylko jeden elektron (39). Dane z pracowni
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Bray’a (40) wskazujg natomiast, ze w czasteczce oksydazy ksantynowej
sg dwa rodzaje chromoforow Fe/S — jeden o budowie przypominajacej
uktad zelazowo-siarkowy w ferredoksynie ze szpinaku i drugi o nieziden-
tyfikowanej dotychczas strukturze, oba zdolne do tworzenia rodnikéw pod-
czas redukcji enzymu.

\ Y 3

PR 4
F&'——$ Fe

Se

l—CH,——S — CH,——SH

Schemat 2. Budowa chromoforu Fe/S oksydoreduktazy ksantynowej (38)

Atom zelaza chromoforu Fe/S, zwigzany z biatkiem enzymu prawdopodobnie przez tyro-
zyne, nie zmienia swojej wartos$ciowosci podczas redukcji enzymu przez substrat. Atom siarki
labilnej chromoforu Fe/S, tworzacy w utlenionym enzymie wiazanie dwusiarczkowe z grupa
tiolowg cysteiny, podczas redukcji enzymu pobiera 1 elektron, przy czym wigzanie dwusiarcz-
kowe rozpada sige i powstaje rodnik zelazowo-siarkowy

Molibden. Sktadnik ten tworzy w centrach aktywnych oksydoreduktaz
ksantynowych ukiad oksydoredukcyjny MovwMo7Moyv (lub MovMoy jak
w dehydrogenazie z M. lactilyticus) o potencjale bardzo zblizonym do po-
tencjatu uktadu ksantyna/kwas moczowy. Atom molibdenu jest pierw-
szym skiadnikiem centrum aktywnego, ktory ulega redukcji podczas re-
akcji hydroksylacji katalizowanych przez enzym (35). Wystepujaca w mle-
ku, naturalna forma oksydazy ksantynowej nie zawierajgca molibdenu nie
jest zdolna do hydroksylacji ksantyny (32). W latach 60-tych sgdzono, ze
przy wspotudziale molibdenu tworzy sie kompleks enzym-hydroksylowany
substrat (9a), a hamujgce dziatanie cyjanku na hydroksylacje ttumaczono
powstawaniem kompleksu molibden-cyjanek, analogicznego do kompleksu
zelazo-cyjanek w hemoglobinie. Przeciwko temu Swiadczyt jednak brak
zmiany wysytanego przez molibden sygnatu elektronowego rezonansu pa-
ramagnetycznego podczas redukcji oksydazy ksantynowej zinaktywowanej
cyjankiem (12). Zapobieganie inaktywacji enzymu przez dodatek podsiar-
czynu sodu (41) takze wskazywato na inny mechanizm dziatania cyjanku.
Udziat molibdenu w tworzeniu kompleksu enzym-hydroksylowany sub-
strat wykluczyto ostatecznie wykrycie drugiej niezdolnej do hydroksylo-
wania ksantyny formy oksydazy ksantynowej z mleka (32). Forma ta za-
wierata molibden, FAD i chromofory Fe/S w tym samym stosunku iloscio-
wym jak forma aktywna wzgledem ksantyny. Poréwnanie redukcji tych
dwoch form enzymu przez NADH2 i podsiarczyn sodu wskazywato, ze
czasteczki formy nieaktywnej réznig sie od aktywnych czasteczek prawdo-
podobnie jedynie zmiang w otoczeniu molibdenu pojedynczego ligandu
utatwiajgcego kontakt enzymu z substratem i przeniesienie elektronu na
molibden (29).

Grupa nadsiarczkowa (—S—S-). Ligand biorgcy udziat w tworzeniu
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kompleksu enzym-hydroksylowany substrat jest wediug Massey’a
i wsp. (10) ugrupowaniem nadsiarczkowym. Wskutek dziatania cyjanku
na oksydaze ksantynowg tworzg sie produkty dwojakiego rodzaju: zwig-
zane z enzymem ugrupowanie -CNS, powstajagce z grup tiolowych, oraz
wolne jony rodankowe CNS-, ktére mogg powstawaé tylko w wyniku re-
akcji cyjanku z grupag nadsiarczkowa. Enzym pozbawiony grupy nad-
siarczkowej nie hydroksyluje ksantyny, a zmiany jego widma S$Swiadcza
o tworzeniu sie flawosemichinonu i rodnika zelazowo-siarkowego, co moz-
na ttumaczy¢ utlenianiem sie grup tiolowych w centrum aktywnym do
uktadu dwusiarczkowego z jednoczesng redukcjag FAD i Fe/S (schemat 3).

— (Fe/S),, —(Fe/S) —(Fe/S) —(Fe/S)rea
—FADCN' CNS‘| L pap A FoFAD L—FAD"
—Mo® — 4 —Mo" & Mo g s —Mo™
55~ 5" —$ —s

-5~ s s s

£ Po;,g;y Anaerobowa inaktywacja
o

% 207
S” _(Fe/s)ox 205

F— FAD
— Mo™
e 8

|
e

Schemat 3. Zmiany w centrum aktywnym oksydazy ksantynowej po reakcji z cyjan-
kiem potasu (10)

1) —przeksztatcenie ugrupowania nadsiarczkowego w tiolowe pod wptywem cyjanku po-
tasu, powodujace zanik zdolno$ci enzymu do hydroksylacji ksantyny,

2) —odwracalne reakcje oksydoredukcyjne zachodzace w centrum aktywnym enzymu w wa-
runkach beztlenowych: a) —utlenianie grup tiolowych do ukftadu dwusiarczkowego z jedno-
czesng redukcja atomu molibdenu; b) —przeniesienie elektronéw z molibdenu na FAD (z utwo-
rzeniem rodnika flawosemichinonu) i na chromofor Fe/S

3) —utlenienie sktadnikéw centrum aktywnego w warunkach tlenowych

4) —odtworzenie ugrupowania nadsiarczkowego w centrum aktywnym enzymu w reakcji
z siarczkiem sodu; proces ten przywraca zdolno$¢ enzymu do hydroksylacji ksantyny

Po utlenieniu tlenem sktadnikéw centrum aktywnego mozna dziatajgc
siarczkiem sodu odtworzy¢ grupe nadsiarczkowg i w ten sposéb przywré-
ci¢ zdolno$¢ enzymu do hydroksylacji ksantyny. Nietrwato$¢ grupy nad-
siarczkowej jest prawdopodobnie przyczyng tworzenia sie nieaktywnej
formy oksydazy ksantynowej podczas wyodrebniania tego enzymu z mleka.

\
I1-2. Mechanizm hydroksylacji ksantyny przez oksydoreduktazy ksantynowe

W 1972 roku Massey i wsp. zaproponowali (13) schemat reakcji
hydroksylacji ksantyny przez oksydoreduktazy ksantynowe, w ktérym za-
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sadniczg role odgrywa grupa nadsiarczkowa w centrum aktywnym (sche-
mat 4).

I (Fé/S) 0x =t Fe/s)ox
—(Fe/S)ac —(Fe/S)o $e
— FAD —FAD
i MOW‘.N
™ H
R SRR 5 8
H20.
22 3
Oz — (Fe/S)ox
—(Fels)ox
—FAD
— Mo™
[==0==—8"

Schemat 4. Mechanizm reakcji hydroksylacji ksantyny przez oksydaze ksantynowg (13)

Grupa nadsiarczkowa w centrum aktywnym przycigga swoim tadunkiem ujemnym ksan-
tyne w tautomerycznej formie majacej tadunek dodatni na atomie wegla w pozycji C-8 uktadu
purynowego. 1) —powstaje kompleks enzym-substrat, przy czym anion wodorkowy H~ redukuje
centrum aktywne. 2) —grupa hydroksylowa ze $rodowiska reakcji przytacza si¢ do atomu wegla
w pozycji C-8 ksantyny, powstaje kwas moczowy, przy czym kompleks enzym-produkt roz-
pada sig¢. 3) —zredukowany enzym utlenia sie w reakcji z tlenem

W przedstawionej reakcji bierze udziat jedyna z tautomerycznych form
ksantyny, ktora ulega hydroksylacji (42). Forma ta ma na hydroksylowa-
nym atomie wegla C-8 uktadu purynowego tadunek dodatni, ktéry utatwia
zwigzanie ksantyny z ujemnie natadowang grupg nadsiarczkowg i utwo-
rzenie kompleksu enzym-substrat. Nalezy jednak podkresli¢, ze ulegajaca
hydroksylacji tautomeryczna forma hipoksantyny (42) nie ma tadunku
dodatniego na hydroksylowanym atomie wegla C-2 (schemat 1); nie wia-
domo takze, dlaczego dehydrogenaza ksantynowa z M. lactilyticus wpro-
wadza grupe hydroksylowg w pozycje C-8 hipoksantyny, a nie w pozycje
C-2 jak inne oksydoreduktazy ksantynowe (29). Sposrod mozliwych me-
chanizméw redukcji (za pomocg protonow i elektronow, atomdédw wodoru
oraz anionoéw wodorkowych) autorzy przedstawionego schematu wybrali
redukcje anionem wodorkowym H~. O udziale tego anionu w reakcji hy-
droksylacji $wiadczg identyczne zmiany widma enzymu podczas hydro-
ksylacji ksantyny i podczas redukcji enzymu borowodorkiem sodu (10).
Anion wodorkowy redukuje atom molibdenu (43), co potwierdza wczes-
niejsze dane (35) o redukcji molibdenu jako o pierwszej reakcji oksy-
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doredukcyjnej zachodzacej w centrum aktywnym podczas hydroksylacji
ksantyny.

Proponowany mechanizm (schemat 4) jest mechanizmem ping-pong,
ustalonym dla oksydoreduktaz ksantynowych na podstawie danych kine-
tycznych (44, 45). Wedtug schematu 4 reakcja hydroksylacji przebiega
niezaleznie od utleniania zredukowanego enzymu. W istocie w warunkach
beztlenowych, w nieobecnosci akceptora elektronéw, moga powstawaé co
najmniej trzy czasteczki kwasu moczowego na jedno centrum aktywne
enzymu przy jego petnej redukcji.

11-3. Reakcje oksydoredukcyjne w centrum aktywnym oksydoreduktaz ksantynowych

W 1969 roku Massey iwsp. (12) zaproponowali kotowy uktad sktad-
nikéw przenoszacych elektrony w centrum aktywnym oksydazy ksanty-
nowej, jako zgodny z danymi o miejscach pobierania elektronéw przez nie-
ktére akceptory. Schemat 5 przedstawia ten uktad w postaci nieco zmody-
fikowanej i uzupetnionej wedtug danych (29, 36, 46).

Cyt.c
Fe (CN);?

Xan

fenazyna
bl. met,
O

NADH, NAD

Cyt.c
sole tetrazoliowe

Schemat 5. Reakcje oksydoredukcyjne w centrum aktywnym oksydazy ksantynowej

Sktadnikiem centrum aktywnego ulegajacym redukcji podczas hydroksylacji ksantyny jest
atom molibdenu. Elektrony z tego atomu moga przechodzi¢ bezpos$rednio na niektére akceptory
elektron6éw, np. na metosiarczan metylofenazoniowy (fenazyna) i biekit metylenowy, lub na
pozostate sktadniki uktadu przenoszacego elektrony —na chromofor Fe/S i na FAD. Z Fe/S
elektrony moga przechodzi¢ na cytochrom c¢ i Zzelazicyjanek, natomiast z FAD —na NAD
(w dehydrogenazach ksantynowych i w formie dehydrogenazowej oksydaz ksantynowych) lub
na tlen (w oksydazach ksantynowych). Cytochrom c i sole tetrazoliowe pobieraja elektrony
z FAD za posrednictwem tlenu. NADH2 moze redukowa¢ centrum aktywne enzymu wytacznie
poprzez FAD

Wedtug tego schematu elektrony z molibdenu zredukowanego przez
ksantyne mogg przechodzi¢ zarbwno na FAD jak i na chromofor Fe/S.
Redukcja akceptora elektron6w, katalizowana przez enzym, moze przebie-
ga¢ badz z udziatem jednego skiadnika centrum aktywnego badz dwdch
lub wszystkich trzech sktadnikéw, zaleznie od rodzaju akceptora. Na
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przyktad biekit metylenowy pobiera elektrony bezposrednio z molibdenu,
natomiast cytochrom c dopiero po przejsciu ich na FAD i chromofor Fe/S.
Sktadniki centrum aktywnego, nie biorgce udziatu w przenoszeniu elek-
trondw na dany akceptor, moga stuzy¢ jako magazyny réwnowaznikow
redukcyjnych (29).

Ze schematu widaé, ze zarobwno oksydazy jak i dehydrogenazy ksanty-
nowe (patrz cze$¢ 1) mogg redukowaé wiele sztucznych akceptorow jak
btekit metylenowy, metosiarczan metylofenozoniowy i zelazicyjanek. Za-
tem redukcja tych akceptorow nie moze by¢ wskaZznikiem aktywnosci de-
hydrogenazowej oksydoreduktaz ksantynowych, jak to sie czesto przyj-
muje (9, 14, 15, 16).

Za przejaw dehydrogenazowej aktywnos$ci enzymu uwazano rowniez
redukcje soli tetrazoliowych (47), jednakze okazato sie, ze reakcja ta jest
w istocie ukrytym procesem tlenowym, podobnie jak redukcja cytochro-
mu ¢ z udziatem FAD (schemat 5). Reakcja zredukowanej oksydazy ksan-
tynowej z tlenem moze przebiega¢ w dwojaki sposob (48): dwuelektronowo
(reakcja 1) lub jednoelektronowo (reakcja 2a):

Enzym —H2+ 02->enzym + H,02 1)
Enzym — H, + 202%enzym + 20- + 2H+ (2a)

Liczba elektronéw przenoszonych drogg jednoelektronowg zwieksza
sie ze wzrostem pH i stezenia tlenu; w pH 7 okoto 22% elektronéw prze-
chodzi droga jednoelektronowg, a w pH 10—80%. Powstajacy rodnik nad-
tlenkowy (reakcja 2a) pod wptywem dysmutazy nadtlenkowej daje wode
utleniong i tlen (reakcja 2b):

207 + 2H+->02+ HD 2 (2b)

Z dysmutazag nadtlenkowg moze wspotzawodniczy¢ cytochrom c (lub
sole terazoliowe) w reakcji 3:

2 cytochrom c++++ 20:r -> 2 cytochrom c++ 202 (3)

W reakcji 3 regenerujg sie obie czasteczki tlenu biorgce udziat w utle-
nieniu enzymu (reakcja 2a) i w ten sposéb zuzycie tlenu spada catkowicie,
mimo ze w przeniesieniu elektrondw na cytochrom c posredniczg rodniki
nadtlenkowe; tylko okoto 5% elektronéw przechodzi bezposrednio na cy-
tochrom ¢ z chromoforu Fe/S (schemat 5).

Zaohserwowane uprzednio hamowanie reakcji oksydoreduktaz ksanty-
nowych z cytochromem c przez mioglobine (49), anhydraze weglanowa (50)
i erytrokupreine (51) polega na katalizowaniu przez preparaty tych biatek
reakcji 2b, a wiec jest zwigzane z obecno$cig dysmutazy nadtlenkowej
w tych preparatach. Dysmutaza nadtlenkowg okazato sie tez biatko, ktore
na podstawie hamowania redukcji soli tetrazoliowych uznano za naturalny
inhibitor aktywnos$ci dehydrogenazowej oksydoreduktaz ksantynowych
(22). Mozna wspomnieé, ze dotychczas nie znaleziono inhibitora, ktéry wy-
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biorczo hamowatby hydroksylacje ksantyny przez dehydrogenazy ksanty-
nowe lub przez oksydazy ksantynowe.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze reakcja z solami tetrazoliowymi, uzywana
czesto w badaniach histochemicznych i do lokalizacji oksydoreduktaz ksan-
tynowych na chromatogramach, moze nie ujawnia¢ obecnosci oksydaz
ksantynowych, jesli w Srodowisku reakcji jest dysmutaza nadtlenkowa.

11-4. Rownocenno$¢ centrow aktywnych oksydoreduktaz ksantynowych

Ogdlnie przyjmuje sie, ze oksydoreduktazy ksantynowe zawierajg dwa
centra aktywne, nie wiadomo jednak czy sg one rownocenne. Rdéznice mie-
dzy nimi mogtyby polega¢ na roznej strukturze czesci biatkowej otacza-
jacej centra w dwdch podjednostkach biatkowych czasteczki enzymu, lub
na braku ktorego$ ze skiadnikow niebiatkowych centrum. Przypuszczenie
0 nierdwnocennos$ci centréw aktywnych nasuneto sie w toku badahA nad
uwalnianiem FAD 2z czasteczek dehydrogenazy ksantynowej z watroby
kurczecia (52). Enzym ten z poréwnywalng szybkos$cig hydroksyluje ksan-
tyne i utlenia NADHZ mimo to po redukcji za pomocg NADHU jego pre-
paraty traca pod wptywem jodku potasu calg ilos¢ zwiazanego FAD, a po
redukcji ksantyng — tylko potowe tej ilosci. To wskazywatoby, ze podczas
hydroksylacji ksantyny dziata tylko jedno centrum ulegajac redukcji uta-
twiajacej dysocjacje FAD (36). Podobne wyniki otrzymano dla oksydazy
ksantynowej z mleka (53). Jednakze uwalnianie tylko czeSci czasteczek
FAD z danego preparatu enzymu moze by¢ takze spowodowane obecnoscia
nieaktywnej formy enzymu, niezdolnej do hydroksylacji ksantyny, a ule-
gajacej redukcji przez NADH2 (32). Okazato sie bowiem, ze po przedtuze-
niu czasu reakcji enzymu z ksantyna, wystarczajagcym do zajscia powolnej
redukcji nieaktywnych czasteczek enzymu przez aktywne czgsteczki re-
dukowane przez ksantyne (54), odszczepienie FAD jest catkowite (55).
Z powyzszego wynika, ze nierbwnocenno$¢ centréw aktywnych mogtaby
sie wigza¢ z obecnoscig grupy nadsiarczkowej, niezbednej do utworzenia
kompleksu enzym-ksantyna, tylko w jednym centrum. Bytoby to zgodne
z danymi wskazujacymi, ze w kazdym z dwoéch centrow aktywnych oto-
czenie atomu molibdenu moze by¢ rézne (29) i ze réznica ta dotyczy tylko
pojedynczego ligandu. Preparaty oksydoreduktaz ksantynowych, obok for-
my niezawierajacej molibdenu (32), mogtyby zawieraé jeszcze trzy rodzaje
czasteczek enzymu: o dwéch centrach aktywnych zdolnych do hydroksy-
lacji ksantyny, o jednym centrum hydroksylujacym ksantyne a drugim
pozbawionym grupy nadsiarczkowej, oraz czasteczki nieaktywne wzgle-
dem ksantyny, bez grup nadsiarczkowych w obu centrach aktywnych (13).

Nieréwnocenno$¢ centrow aktywnych mogtaby takze polega¢ na od-
miennym rozmieszczeniu w kazdym z nich dwodch rodzajow chromoforow
Fe/S o roznej budowie (40).
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I11. Regulacyjna rola oksydoreduktaz ksantynowych

I11-1. Hydroksylacja hipoksantyny

Wszystkie dotagd opisane mechanizmy dotyczg hydroksylowania ksan-
tyny, najtatwiejszego do badania przy tak ztozonej budowie enzymu. Jed-
nakze fizjologiczng rolg oksydoreduktaz ksantynowych jest katalizowanie
dwéch kolejnych hydroksylacji hipoksantyny (schemat 1). Mdégtby to by¢
proces dwuetapowy, w ktéorym produkt przejSciowy, ksantyna, pozostaje
zwigzana z enzymem lub tez dwie reakcje kolejne: po pierwszej z nich
ksantyna odtgczataby sie od enzymu, a druga zachodzitaby po utworzeniu
nowego kompleksu enzym-ksantyna. Poniewaz obie te puryny, hipoksan-
tyna i ksantyna, sg hydroksylowane w tym samym centrum aktywnym,
a centrum moze katalizowac¢ potrojng hydroksylacje w nieobecnosci akcep-
tora elektronow, mozna byto przypuszczac, ze hydroksylacja hipoksantyny
jest procesem dwuetapowym. Jednakze ze schematu 4 wynikatoby, ze
czgsteczka substratu musi by¢ zwigzana z enzymem poprzez ten atom
wegla, ktdry ma ulec hydroksylacji. A zatem powstajagca ksantyna musi
sie odlgczy¢ od enzymu przed dalsza hydroksylacjg. To wskazywatoby, ze
hydroksylacja hipoksantyny do kwasu moczowego przebiega w dwoch ko-
lejnych reakcjach. Odtgczanie i przytgczanie ksantyny mogtoby by¢ bardzo
szybkie, jesli na przyktad zachodzitoby kolejno w dwoch centrach aktyw-
nych enzymu. Bytby to proces analogiczny do katalizy dwdch kolejnych,
odrebnych reakcji przez enzym majagcy dwa centra aktywne, kazde kata-
lizujace jedna z reakcji (56); w takim przypadku produkt posredni nie
nagromadza sie w $srodowisku reakcji. Jednakze nagromadzanie sie ksan-
tyny obserwuje sie podczas hydroksylacji hipoksantyny przez oksydo-
reduktazy ksantynowe dziatajgce in vitro (1, 2, 3, 4). Pula ksantyny jest
tym wieksza, im poczatkowe stezenie hipoksantyny jest wieksze, przy
czym zalezno$¢ ta nie jest liniowa (Ryc. 1), a w wiekszych stezeniach hipo-
ksantyny hydroksylacja ksantyny do kwasu moczowego rozpoczyna si¢
dopiero po pewnym okresie czasu (2). Taki przebieg reakcji mozna wyttu-
maczy¢ na zasadzie wspotzawodnictwa hipoksantyny i ksantyny o te same
centra aktywne enzymu. To wspétzawodnictwo powoduje, ze nie wytwarza
sie stan rownowagi i stosunek ksantyna:kwas moczowy zmienia sie¢ w cza-
sie reakcji w sposob odmienny dla kazdego stezenia hipoksantyny. Taki
obraz jak na rys. 1 otrzymuje sie przy kazdym stezeniu enzymu, jesli od-
powiednio dobierze sie stezenia hipoksantyny lub czas reakcji.

Krzywe na rycinie 1 odzwierciedlajg réznice aktywnos$ci enzymu otrzy-
mywane przy mierzeniu jej réznymi metodami (57). Aktywnos$¢ enzymu
mierzy sie bowiem oznaczajac badz ilos¢ powstajgcego kwasu moczowego
(krzywa Uri), badz ilos¢ obu puryn (krzywa Xan+ Uri), badz redukcje
akceptora elektronow (krzywa OH-). Pierwsza z tych metod nie uwzgled-
nia powstajagcej ksantyny, druga nie uwzglednia wprowadzenia drugiej
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grupy hydroksylowej do ukiadu purynowego hipoksantyny, trzecia
uwzglednia obie kolejne reakcje hydroksylacji, biegngce z rézng szyb-
koscia.
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Ryc. 1. Zalezno$¢ szybkosci dwoch kolejnych reakcji hydroksylacji hipoksantyny od

jej stezenia (2)

Enzymem katalizujgcym reakcje byta oksydaza ksantynowa z mleka. ¢« —e — Xan + Uri
(przyrost absorbcji w 2785nm, czyli w punkcie isosbestycznym tych dwéch puryn), A—A—A—
Uri (przyrost absorbcji w 3005nm), O—O—O— Xan (réznica przyrostéw absorbcji w 2785
i 300,5nm); wspdtczynniki molowe absorbcji dla kwasu moczowego sg sobie réwne w tych
dwdch ditugosciach fali i rowne wspoétczynnikowi dla ksantyny w 2785nm. Suma przyrostéow
absorbcji w tych dwoéch diugosciach fali obrazuje catkowita aktywnos$¢ enzymu, tzn. wprowa-
dzanie pierwszej grupy OH- (tworzenie ksantyny) i drugiej grupy OH- (tworzenie kwasu
moczowego) do uktadu purynowego hipoksantyny. W nasycajagcym enzym stezeniu hipoksan-
tyny tworzy sie duzo ksantyny i mato kwasu moczowego

Wielu autoréw podaje statg Michaelisa dla hipoksantyny, jednakze opi-
sany wyzej jednoczesny przebieg obu kolejnych reakcji hydroksylacji
wyklucza mozliwo$¢ otrzymywania prawidtowych wartosci tej statej.

Ksantyna nagromadza sie w $rodowisku reakcji podczas hydroksylacji
hipoksantyny zaréwno przez oksydaze ksantynowg z mleka (1, 2) jak
i przez dehydrogenazy ksantynowe: z watroby kurczecia (3), watrobo-
trzustki slimaka H. pomatia (4) i z komo6rek Micrococcus lactilyticus (2).

I11-2. Przemiana puryn a mechanizm dziatania oksydoreduktaz ksantynowych

W organizmach ssakéw kataboliczna przemiana puryn jest przede
wszystkim koncowym etapem $cis$le kontrolowanej przemiany kwasow
nukleinowych i koenzymow nukleotydowych. Koncowe produkty tej prze-
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miany, kwas moczowy i allantoina, nie majg wptywu na jej przebieg, na-
tomiast hipoksantyna i ksantyna (tzw. pula oksypuryn) silnie hamuja
pierwszy etap biosyntezy uktadu purynowego (6, 7, 58), katalizowany przez
amidotransferaze 5-fosforybozylo-I-pirofosforanu (PRPP) (schemat 6). Na
enzym ten oksypuryny nie dziataja bezposrednio, a dopiero po przeksztat-
ceniu w nukleotydy pod wptywem fosforybozylotransferazy hipoksantyno-
guaninowei.

Hamowanie zwrotne

Pula Hyp—2—» Xan | 3 Ui
PRPP Pula oksypuryn il

Schemat 6. Regulacja przemiany purynowej

1) —reakcja rozpoczynajgca synteze nukleotydéw de novo, katalizowana przez amidotrans-
feraze glutamina: PRPP

2) —reakcja syntezy nukleotydéw z wolnych puryn i PRPP, katalizowana przez fosfory-
bozylotransferaze hipoksantyno-guaninowa

3) —reakcje hydroksylacji katalizowane przez oksydoreduktazy ksantynowe.

Gdyby hydroksylowanie hipoksantyny byto reakcja dwuetapowa,
w ktdrej nie nagromadzataby sie ksantyna, wowczas wieksze stezenie hi-
poksantyny powodowatoby szybszg synteze kwasu moczowego, gdyz enzym
w warunkach fizjologicznych jest daleki od nasycenia substratem, i hamo-
wanie zwrotne przez nukleotydy nie mogtoby zachodzi¢. Jesli natomiast
hydroksylacja hipoksantyny do kwasu moczowego zachodzi w dwdch ko-
lejnych reakcjach, to gdy poziom hipoksantyny w S$rodowisku reakcji
zwiekszy sie (wskutek wiekszego pobierania puryn w pokarmie czy zwiek-
szonego rozpadu kwaséw nukleinowych) woéwczas oksydaza ksantynowa
wytwarza mniej kwasu moczowego, a wiecej ksantyny (Ryc. 1). Wskutek
dziatania enzymu pula oksypuryn zmniejsza sie tym wolniej, im wieksze
jest stezenie hipoksantyny w $rodowisku. Ogoélne zwiekszenie puli oksy-
puryn bedzie powodowato szybszg synteze nukleotydéw, a co za tym idzie
silniejsze zahamowanie biosyntezy puryn. W rezultacie poziom zwigzkdéw
purynowych powré6ci do normy. Z powyzszych rozwazan wynikatoby za-
tem, ze w organizmach ssakdw sposob dziatania oksydoreduktaz ksantyno-
wych ma decydujacy wptyw na hamowanie zwrotne biosyntezy puryn
przez fosforybozylotransferazy.

W organizmach zwierzat purynotelicznych puryny sa przede wszyst-
kim koncowymi produktami przemiany biatkowej i ich biosynteza de novo
nie moze by¢ zalezna od poziomu oksypuryn; zwiekszenie przemiany biat-
kowej musi u tych zwierzat prowadzi¢ do zwiekszenia wydalania puryn.
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Purynoteliczny $limak lgdowy, H. pomatia, w okresie snu zimowego,
gdy przemiana biatkowa jest mata, wytwarza prawie wylgcznie kwas mo-
czowy. Natomiast w okresie aktywnego zycia, gdy przemiana biatkowa
zwieksza sie okoto 5-ciokrotnie, Slimak syntetyzuje w wiekszych ilosciach
dwie puryny — ksantyne i kwas moczowy, wydalane w stosunku 1:1 (59).

Inne zwierzeta purynoteliczne jak ptaki i owady przy zwiekszonej ilosci
biatka w pokarmie wydalajg natomiast kwas moczowy w zwiekszonych
ilosSciach. W przypadku kurczat jest to mozliwe dzieki specyficznej wias-
ciwosci dehydrogenazy ksantynowej, ktorej aktywno$¢ zwieksza sie pod
wptywem ksantyny (45). Badania nad aktywacja substratowg tego enzymu
wykazaty, ze juz stezenia 10~7M substratu aktywujg enzym (60). Z drugiej
strony okazato sie, ze zwiekszona podaz biatka powoduje wzrost aktywnosci
amidotransferazy PRPP w watrobie kurczat (61) i ze oksypuryny nie
hamujg tego enzymu (58). Gdy zatem poziom hipoksantyny zwiekszy sie,
dehydrogenaza wytwarza wiecej ksantyny, aktywuje sie pod jej wptywem
i przemiana ksantyny na kwas moczowy przyspiesza sie. Dopiero przy
duzym zwiekszeniu sie stezenia oksypuryn, diuzej trwajacym, nastepuje
indukowana przez te substraty synteza dehydrogenazy ksantynowej i jej
poziom w tkankach zwieksza sie (62).

W ciele tluszczowym muszki owocowej, Drosophila melanogaster, pod
wptywem diety z duzg zawartoscig biatka, nastepuje podobnie jak w wa-
trobie kurczat aktywacja dehydrogenazy ksantynowej przez nieznany
czynnik, przy czym poziom enzymu nie zwieksza sie (24).

W organizmach zwierzat purynotelicznych witasciwos¢ oksydoreduktaz
ksantynowych aktywowania si¢ pod wptywem substratu lub innych czyn-
nikéw moze odgrywaé zasadnicza role w szybkim przystosowaniu sie do
zmiany intensywnosci przemiany biatkowej.

I11-3. Przemiana puryn a poziom oksydoreduktaz ksantynowych w organizmie

Stezenie oksydoreduktaz ksantynowych w komdérce moze by¢ drugim,
obok stezenia hipoksantyny, czynnikiem wptywajacym na przemiane pu-
ryn. Zalezno$¢ miedzy stezeniem enzymu a szybkosScig obu kolejnych reak-
cji hydroksylacji hipoksantyny przedstawia rycina 2 (5). Przy niskich ste-
zeniach enzymu przewaza wytwarzanie ksantyny, przy wyzszych — kwasu
moczowego. Stosunek ksantyna:kwas moczowy jest zatem zalezny od sto-
sunku enzymu do hipoksantyny.

W oméwionych wyzej organizmach zywych pula ksantyny jest zazwy-
czaj znacznie mniejsza niz pula kwasu moczowego (allantoiny). W suro-
wicy krwi zdrowego cztowieka stosunek tych obu pul wynosi okoto 0,13
(63), co odpowiada punktowi A na rycinie 2, a zatem takiemu stosunkowi
enzymu do hipoksantyny, przy ktérym obie reakcje hydroksylacji prze-
biegaja praktycznie do konca. W istocie stosunek hipoksantyna:ksantyna:
:kwas moczowy w surowicy zdrowego cztowieka wynosi 1:1:5,8 (63). W sa-
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siedztwie punktu A na rycinie 2 niewielkie zmiany poziomu enzymu beda
powodowac duze zmiany stosunku ksantyna:kwas moczowy, a wiec i zmie-
nia¢ pule oksypuryn. W tkankach ssakéw zmiana stezenia enzymu mogta-
by wiec wptywac na biosynteze puryn podobnie jak zmiana stezenia hipo-
ksantyny.
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Rycina 2. Zalezno$¢ szybkosci dwdch kolejnych reakcji hydroksylacji hipoksantyny
od stezenia oksydazy ksantynowej (5)

Stezenie hipoksantyny 30 (iM. Oznaczenie krzywych i metoda pomiaru jak w opisie
ryciny 1 Przy nizszych stezeniach enzymu w S$rodowisku reakcji przewaza ksantyna, przy
wyzszych kwas moczowy. W obszarze koto punktu A liczbowa warto$¢ molowego stosunku
Xan:Uri odpowiada warto$ciom oznaczonym w surowicy krwi zdrowego cztowieka (0,13(63)).
Wskazywatoby to, ze w warunkach fizjologicznych enzym daleki jest od nasycenia substratem

Patologiczne obnizenie poziomu oksydoreduktaz ksantynowych w tkan-
kach cztowieka (ksantynuria) powoduje zwiekszenie ilosci hipoksantyny
i ksantyny wydalanych w moczu przy jednoczesnym zmniejszeniu wyda-
lania kwasu moczowego (64). Objawy te przypisuje sie zwykle wybidr-
czemu zahamowaniu hydroksylacji ksantyny lub powstawaniu ksantyny
inng drogg, a mianowicie poprzez ksantozynomonofosforan i guanozyno-
monofosforan z guaniny (65, 66). Jak wida¢ jednak na rycinie 2 obnizenie
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poziomu enzymu powoduje poczatkowo zastgpienie kwasu moczowego
przez ksantyne (obszar za skrzyzowaniem krzywych), a przy dalszym obni-
zaniu poziomu enzymu synteza obu puryn zmniejsza (obszar przed skrzy-
zowaniem krzywych). Zwiekszone wydalanie oksypuryn w ksantynurii
moze wiec by¢ takze wynikiem obnizonego poziomu oksydoreduktaz ksan-
tynowych. W niektorych przypadkach ksantynurii wydalanie puryn w mo-
czu jest obnizone, w innych nie ma wyraznego wptywu zwiekszonej puli
oksypuryn na biosynteze puryn de novo (64); poziomu fosforybozylotrans-
ferazy hipoksantyno-guaninowej w ksantynurii nie badano.

Objawy wystepujace w ksantynurii mozna wywota¢ w organizmie kur-
czecia (67), szczura (68) i cztowieka (69) podawaniem 4-hydroksypirazolo
(3,4-d)pirymidyny (allopurinolu, wzor 1V). Zwigzek ten, jak réwniez
powstajgca z niego pod wptywem oksydoreduktaz ksantynowych hydrok-
sylowa pochodna, 4,6-dwuhydroksypirazolo (3,4-d) pirymidyna (alloksan-
tyna, wzor V), sg silnymi inhibitorami tych enzymow.

V1. 4-hydroksypirazolo/3,4-d/pirymidyna (allopurinol)
V. 4,6-dwuhydroksypirazolo/3,4-d/pirymidyna (alloksantyna)

W leczeniu schorzen charakteryzujacych sie miedzy innymi zwigkszo-
nym wydalaniem kwasu moczowego stosuje sie allopurinol w celu czes$-
ciowego zastgpienia kwasu moczowego ksantyng i hipoksantyng, co zapo-
biega tworzeniu sie ztogow moczanowych w tkankach. Zwiekszenie sie puli
oksypuryn pod wptywem allopurinolu polega prawdopodobnie przede
wszystkim na zmianie stosunku oksydoreduktazy ksantynowe/hipoksan-
tyna w komorce. Wskazuje na to ksztatt krzywych na rycinie 3, przedsta-
wiajgcym zalezno$¢ miedzy stezeniem allopurinolu a szybkoscig kolejnych
reakcji hydroksylacji hipoksantyny przez oksydaze ksantynowag in vitro
(5). Ksztatt tych krzywych jest analogiczny do ksztattu krzywych na ryci-
nie 2.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze hydroksylacje ksantyny allopurinol hamuje
juz w stezeniu 10“8(70), a hydroksylacje hipoksantyny dopiero w stezeniu
10~6 (5). Przydatno$¢ zwigzkdéw proponowanych jako inhibitory oksydo-
reduktaz ksantynowych w celach leczniczych nalezatoby badaé¢ uzywajac
hipoksantyny jako substratu. Niedostateczne obnizenie poziomu oksydore-
duktaz ksantynowych moze bowiem powodowac tworzenie sie zlogow
ksantyny, podobnie jak w ksantynurii (obszar przed skrzyzowaniem krzy-
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wych na rycinach 2 i 3); takie przypadki obserwowano podczas leczenia
allopurinolem (71) i obecnie uzyskaty one teoretyczne uzasadnienie (5).
Zwiekszona po podaniu allopurinolu pula oksypuryn w tkankach kur-

0,100
B Xan+Uri
8 i
3 o
= /
«. 80501
“ .
S a Uri
D
S5
Xan

Stezenie enzymu

Stezenie allopurinolu [<uM]

Rycina 3. Wptyw allopurinolu na szybko$¢ kolejnych reakcji hydroksylacji hipoksan-
tyny katalizowanych przez oksydaze ksantynowg z mleka (5)

Stezenie hipoksantyny 15nM, enzym 25Mg3 ml. Oznaczenie krzywych i sposéb pomiaru
jak w opisie do ryciny 1

czat indukuje biosynteze oksydoreduktaz ksantynowych i poziom oksy-
puryn powraca do normy (62). W organizmie cztowieka chorego na dne,
jesli poziom fosforybozylotransferazy jest normalny, to po podaniu allo-
purinolu w wyniku zwiekszenia puli oksypuryn (rycina 3) biosynteza pu-
ryn de novo zmniejsza sie (72), zgodnie ze schematem 6. Przypuszczenie, ze
allopurinol hamuje biosynteze puryn de novo ulegajagc przemianie na nu-
kleotyd i hamujgc amidotransferaze PRPP (schemat 6) nalezy raczej wy-
kluczy¢ (73), poniewaz zwigzek ten jest ztym substratem dla fosforybozylo-
transferazy hipoksantyno-guaninowej. W przypadkach dny i w zespole
Lesch-Nyhama (74), w Kktorych poziom fosforybozylotransferazy
hipoksantyno-guaninowej jest znacznie obnizony lub brak wogdle tego
enzymu (75), zwiekszony pod wptywem allopurinolu poziom oksypuryn
nie hamuje biosyntezy puryn de novo. W moczu tych chorych po podaniu
allopurinolu pojawiajg sie hipoksantyna i ksantyna w zwiekszonych ilos-
ciach, a poziom kwasu moczowego obniza sie.

Przy analizowaniu przebiegu krzywych na rycinie 1 nasuwa sie naste-
pujgce zagadnienie. Zwigkszone stezenie hipoksantyny powinno znacznie
zmienia¢ stosunek ksantyna:kwas moczowy, a tymczasem stosunek ten
w przypadkach chorob z kilkakrotnie zwiekszong biosyntezg puryn de
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novo ma wartos¢ zblizong do warto$ci wiasciwej ludziom zdrowym (65, 76).
Jaki czynnik wptywa na przesuniecie rownowagi kolejnych reakcji hydro-
ksylacji hipoksantyny w strone kwasu moczowego? Magtby nim by¢ znacz-
nie wyzszy poziom oksydoreduktaz ksantynowych lub zaburzenia tran-
sportu, sprawiajgce, ze substraty pozostawalyby diuzej w Srodowisku
reakcji.

By¢ moze jednak, ze ludzie z tymi zespotami chorobowymi majg oksy-
doreduktazy o budowie genetycznie zmienionej; na przyktad enzymy te
mogtyby by¢ aktywowane przez substrat, jak dehydrogenaza ksantynowa
z watroby kurczat (45, 60), i dzieki temu zmienia¢ stosunek ksantyna:kwas
moczowy. W tych przypadkach chorobowych, w ktérych poziom fosfory-
bozylotransferazy hipoksantyno-guaninowej jest normalny (na przyktad
niektore przypadki dny), takie dziatanie oksydoreduktaz ksantynowych
przyczyniatoby sie do zwiekszenia objawéw patologicznych. Usuwajac
z tkanek hipoksantyne enzymy te uniemozliwiatyby regulacje biosyntezy
puryn de novo.

Artykut wptynat dnia 28.12.1973, wrécit po rewizji autorskiej 20.3.1974.
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JACEK SLIWOWSKI*

Mechanizmy cyklizacji skwalenu do tréjterpendw
cztero- i pieciocyklicznych

Mechanisms of Sgualene Cyclization to Tetra- and Pentacyclic Triterpenes

W 1963 r. zostat opublikowany w Postepach Biochemii artykut poswie-
cony biosyntezie tréjterpendow (1) a w latach 1971—72 ukazata sie seria
artykutéw omawiajgcych biosynteze, wystepowanie i wtasnosci biologiczne
innych zwigzkéw poliprenoidowych takich jak: monoterpeny metylocyklo-
pentanowe (2), poliprenole (3), poliprenylowe chinony (4), sterole roslinne
(5), karotenoidy (6) oraz bufadienolidy i kardenolidy (7).

Bardzo szybki postep badah nad biosyntezg tréjterpendéw cztero- i pie-
ciocyklicznych wynikajagcy zaréwno z zastosowania nowych metod badaw-
czych jak i z zainteresowania jakie wzbudzity niektore sposréd tych zwigz-
kéw uzasadnia celowos¢ powtornego podjecia po 10 latach tego tematu.

W 1953 r. Ruzic¢ka (8 wysunat przypuszczenie, ze weglowodor ali-
fatyczny — skwalen jest prekursorem wszystkich tréjterpendéw zaréwno
cztero- jak i pieciocyklicznych. W nastepnych pracach Ruzicka,
Eschenmoser i wsp. (9—11) przedstawili teoretyczne mechanizmy
cyklizacji skwalenu do tréjterpendéw o réznych szkieletach. Propozycje te,
jak réwniez wystepowanie cyklicznych tréjterpendéw w organizmach zy-
wych zostaly omoéwione w poprzednich artykutach (1, 12), totez obecnie
ograniczono sie tylko do przypomnienia zatozen mechanizmoéw cyklizacji
skwalenu do trojterpendw, a zreferowano wyniki szczeg6towo eksperymen-
talnego sprawdzenia schematdw biosyntezy tréjterpen6éw dokonane w osta-
tnich latach.

I. Schematy biosyntezy trojterpenéw wedtug Ruzicki i Eschenmosera

Ruzi¢ka i Eschenmoser sformutowali nastepujace teoretyczne zalozenia
dotyczgce przemian zachodzacych zarowno bezposrednio przed cyklizacjg
skwalenu, jak i w procesie cyklizacji:

Procesowi cyklizacji ulega wytacznie forma skwalenu catkowicie trans.
tancuch skwalenu zostaje specyficznie pofatldowany na powierzchni enzy-
mu w okres$long sekwencje uktadow krzestowych lub t6dkowych, ktore wa-

* Dr. Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego, Warszawa
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runkujg konformacje pierscieni produktu cyklizacji. Cyklizacja skwalenu
jest wynikiem szeregu nastepujacych kolejno reakcji na sgsiadujacych ze
sobg atomach wegla to jest potaczen do podwojnych wigzan, przesunieé
Wagnera-Meerweina i eliminacji protonow. Reakcje te mogg zajs¢ tylko
wtedy gdy odpowiednie grupy atomoOw sg ustawione w tej samej ptaszczyz-
nie i w pozycji trans wzgledem siebie. Przeksztatcenie skwalenu w tréj-
terpeny cztero- i pieciocykliczne o ré6znych szkieletach zachodzi w reakcji
,hon—stop” to jest bez utworzenia trwatego metabolicznie posrednika, sta-
bilizowanego przez utrate protonu lub nukleofilowe przytaczenie.

Na rycinie 1 przedstawiono postulowany przez tych autor6w mecha-
nizm powstawania lanosterolu (wzo6r konformacyjny — V, wz6r ptaski —
V1) w wyniku cyklizacji skwalenu (I) pofatdowanego w sekwencje: krze-
sto-tddka-krzesto-tddka-niepofatdowany.

‘I | Mostek metylenowy
Z C-17 pomigdzy

c-18 i ¢-19
s
i LAB 17
: [
4 Wigzaala wodorowe o ke
HO 9 <»p@zeaz,// c-171 C-18H o)
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CH3 z C-90¢ do C-140%
Eliminacjo H* z C-10p3
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lll

HO

o€ 5
VI. Lanosterol (wzor plaski)

V. Lanosterol (wzdr konformacyjny)

Ryc. 1. Cyklizacja skwalenu do trojterpenu czterocyklicznego — lanosterolu
Znak = oznacza odpowiednio$¢ wzoru konformacyjnego i wzoru ptaskiego

Podana w tym schemacie (Ryc. 1) numeracja atomdéw wegla w zwigz-
kach jest taka sama jak w skwalenie i rézni sie (ze wzgledu na przegru-
powania zachodzace w czasie cyklizacji) od numeracji przyjetej dla troj-
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terpendw czterocyklicznych, ktérg dla poréwnania zastosowano we wzorze
ptaskim lanosterolu (VI). Ruzi¢ka i Eschenmoser zatozyli, ze w procesie
cyklizacji skwalenu do lanosterolu i cykloartenolu powstaje kilka kationo-
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Rye. 2. Cyklizacja skwalenu do tréjterpenéw pigciocyklicznych
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wych posrednikéw (I, 111, 1V). Pierwszym trwalym metabolicznie zwigz-
kiem jest dopiero lanosterol stabilizowany przez eliminacje protonu.

Na rycinie 2 przedstawiono postulowane mechanizmy cyklizacji skwa-
lenu pofatdowanego w sekwencje krzesto-krzesto-krzesto-tédka-todka.

Roéwniez i w tym przypadku Ruzicka i Eschenmoser zatozyli wystepo-
wanie w procesie cyklizacji skwalenu do tréjterpenéw pieciocyklicznych
o szkieletach oleananu j3-amyryna (XI), ursanu taraksasterol (X1V), ip-tara-
ksasterol (XV), a-amyryna (XVI) i lupanu lupeol (XVII) wielu metabo-
licznie nietrwatych kationowych zwigzkéw posrednich (VII, VIII, X, XII,
XI111). Oprécz przemieszczerh grup metylowych i atoméw wodoru (proto-
néw) postulowano w tym procesie dwukrotne rozerwanie tancucha weglo-
wego. We wzorze ptaskim j3-amyryny podano numeracje atomdéw wegla
stosowang w tréjterpenach pieciocyklicznych aby pokazaé rd6znice pomie-
dzy tg numeracjg a numeracjg w skwalenie.

Il. Doswiadczalne sprawdzenie schematéw biosyntezy trojterpenow
Ruzicki i Eschenmosera

I1-1. Metody stosowane w badaniach nad biosyntezg tréjterpendéw

Schematy Ruzicki i Eschenmosera zaktadaty przemieszczenia poszcze-
golnych atoméw lub grup atomdéw zachodzgce w czasie cyklizacji skwalenu
do tréjterpendéw cztero- i pieciocyklicznych. Uzyskanie danych dos$wiad-
czalnych potwierdzajacych wystepowanie takich przemieszczen atomoéw
bytoby réwnoznaczne z potwierdzeniem powyzszych schematéw biosyn-
tezy. W pracy nad rozwigzaniem tego zagadnienia stosowano dwie grupy
metod: badania nad enzymatyka cyklizacji skwalenu oraz badanie meto-
dami izotopowymi loséw poszczegblnych atomow skwalenu w produktach
cyklizacji.

Il-l.a. Metody enzymatyczne

W tych badaniach sprawdzono czy tkanki ro$linne (13, 14, 15, 16, 17)
lub zwierzece (18), a w bardziej zaawansowanych pracach, czy homogenaty
bezkomérkowe (19—21) lub frakcje subkomdrkowe (22—25) sg zdolne do
przeprowadzania reakcji cyklizacji skwalenu oraz jego analogéw do tréj-
terpendw cztero- i pieciocyklicznych o réznych szkieletach. W tym celu
inkubowano materiat biologiczny lub preparat enzymatyczny z radioak-
tywnymi prekursorami zwigzkow trojterpenowych takimi jak: MC-octan
(14, 26, 27) UC-mewalonian (13, 15, 28), MUC-skwalen (20, 24, 29, 30) czy
&H-skwalen (20, 29, 30). Podejmowano réwniez proby wyodrebnienia w sta-
nie czystym lub znacznie oczyszczonym enzymow cyklizujagcych skwalen
(29—32).
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I1-1.b. Metody izotopowe

Prekursory zwigzkéw tréjterpenowych stosowane do inkubacji z ma-
teriatlem biologicznym znakowane byty izotopami nieradioaktywnymi,
wzglednie izotopami radioaktywnymi (pojedynczo lub podwdjnie).

W tych badaniach wyprébowano trzy nieradioaktywne izotopy: IsO
(30, 33), 1 (34, 35) i H (17, 30). B 2i H2IsO uzyto w badaniach nad wy-
jasnieniem pochodzenia grupy 3/5 OH wytwarzanej podczas cyklizacji skwa-
lenu (30, 35, 36). 1 i H stosowano do inkubacji z materiatem biologicz-
nym w postaci takich zwigzkéw jak: 13C-mewalonian (34), 1 -skwalen (35)
i 6-H3mewalonian (17). Analiza zawartosci nieradioaktywnych izotopdw
w tréjterpenach wydzielonych po inkubacji z prekursorami znakowanymi
ciezkimi izotopami wymagata zastosowania nowoczesnych metod fizyko-
chemicznych takich jak spektrografia masowa (badanie ,nadmiaru” IsO
i 13T w zwigzkach) lub pomiary jadrowego rezonansu magnetycznego (ba-
danie zawartosci H) (37).

W badaniach nad biosyntezg tréjterpendéw stosowano skwalen i jego
analogi oraz praktycznie wszystkie radioaktywne prekursory skwalenu,
znakowane w réznych pozycjach za pomocg MC lub 3H (38—40). Losy po-
szczegOlnych atomdéw w procesie cyklizacji skwalenu $ledzono prowadzac
degradacje chemiczng produktéw jego cyklizacji, wyodrebnionych po in-
kubacji materiatu biologicznego z radioaktywnymi prekursorami (np. 41,
42). Porbwnywano znakowanie poszczeg6lnych fragmentéw lub atomow
uzyskanych po degradacji tréjterpenoidow z danymi teoretycznymi prze-
widujgcymi okre$lone przegrupowania atomow skwalenu w czasie cykli-
zacji. Metoda degradacji chemicznej wymaga dosy¢ duzych ilosci okres-
lonych zwigzkdw naturalnych, niezbednych do rozciefczenia radioaktyw-
nych tréjterpenoidéw wydzielanych w $ladowych ilosciach po inkubacji
z prekursorami. Degradacja trojterpenoidéw zachodzaca czesto z matg
wydajnosSciag wymagata zastosowania drastycznych warunkow (np. 43),
w ktorych byly mozliwe dodatkowe przegrupowania atoméw w otrzymy-
wanych w wyniku rozbicia czgsteczek fragmentach, co bardzo utrudniato
jednoznaczng interpretacje wynikow.

Zastosowanie jako prekursoréw trojterpenoidéw, preparatdéw kwasu
mewalonowego podwdjnie znakowanych za pomocg MC w pozycji 2 i za
pomocg 3H stereospecyficznie w roéznych pozycjach czasteczki spowodo-
wato szybki postep w badaniach biosyntezy tych zwigzkéw (5, 39, 44).
Metody otrzymywania podwdjnie znakowanych preparatdw kwasu me-
walonowego opracowali w potowie lat szesédziesiatych J. W. Cornforth
i R H Cornforth (45). Wzory tego zwigzku stereospecyficznie zna-
kowanego trytem w pozycjach: 2, 4 i 5 przedstawiono na rycinie 3.

Kwas mewalonowy ma jeden wegiel asymetryczny (C-3). Istniejg wiec
dwa enancjomery: kwas 3R-mewalonowy (XVlla) i kwas 3S-mewalonowy
(XV1Ib). Wykazano absolutng specyficzno$¢ kinazy mewalonianowej (jedy-
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6
ch3 OH OH ~"CH3
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HOOC> ,CH20H HoOoC”~ ~ :0'C™ A~.CH20H
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CH, -OH CH3 H
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Kwas 3R (5R) 5- 3H mewalonowy (XX)

Ryc. 3. Stereospecyficzne znakowanie kwasu mewalonowego za pomocg 84 (T) w roz-
nych pozycjach czasteczki

nego znanego dotychczas enzymu, dla ktérego kwas mewalonowy jest sub-
stratem) w stosunku do enancjomeru o konfiguracji R (46, 47).

Wiadomo, (np. 38, 40, 49, 50) ze atomy C-2 z réznych enancjomerdw
kwasu mewalonowego znakowanym za pomocg #C ulegajag whudowywaniu
do biosyntetyzowanego z nich skwalenu, a nastepnie do produktéw jego
cyklizacji. Tak wiec uzycie kwasu mewalonowego podwdjnie znakowanego
za pomocg MC w pozycji 2 i za pomocg H w okreslonej pozycji pozwalato
na $ledzenie losow poszczegdlnych atomoéw wodoru wytgcznie na podstawie
wartosci stosunku H:MC w izolowanych produktach cyklizacji skwalenu.
Zastosowanie kwasu mewalonowego, podwdjnie znakowanego w réznych
pozycjach, do badan biosyntezy zwigzkéw poliprenoidowych zostato szerzej
omowione na tamach Postepdw Biochemii (3,6).

11-2. Aktywacja skwalenu w biosyntezie tréjterpenéw cztero- i pieciocyklicznych

Ruziéka i Eschenmoser zatozyli, ze biosynteza trdjterpendw cztero-
i piecioklicznych odbywa sie w przebiegajacym ,,non—stop” procesie cy-
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klizacji skwalenu. Tymczasem stwierdzono (20, 22), ze w procesie biosyn-
tezy lanosterolu (prekursora cholesterolu i hormondw sterydowych w orga-
nizmach zwierzecych) ze skwalenu mozna wyr6zni¢ dwa etapy: aktywacje
skwalenu i wtasciwg cyklizacje. W reakcji katalizowanej przez specyficz-
ng oksydaze nastepuje utlenienie skwalenu do 2,3-oksydoskwalenu, ktory
cyklizuje do lanosterolu przy udziale drugiego enzymu — cyklazy 2,3-
-oksydoskwalenu. Stwierdzono, ze inkubacja z 2,3-iminoskwalenem, ana-
logiem 2,3-oksydoskwalenu, ktory jest inhibitorem cyklazy 2,3-oksydo-
skwalenu powodowata nagromadzenie sie 2,3-oksydoskwalenu w materiale
biologicznym (51). Stosujac jako prekursor 2,3-1-oksydoskwalen wyka-
zano, ze tlen pierscienia epoksydowego zostaje wbudowany do grupy
33—OH trojterpenéw. Dodatkowym potwierdzeniem faktu, ze utlenienie
skwalenu i cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu sg oddzielnymi procesami enzy-
matycznymi byty dane wskazujgce, ze 10,11-dwuhydroskwalen jest
w homogenatach watroby ssakéw utleniany do odpowiedniej 2,3-epoksy-
dowej pochodnej, ktora nie ulega jednak dalszej cyklizacji (20).

Wykazano (31, 32) takze, ze aktywno$¢ cyklazy 2,3-oksydoskwalenu
mozna zahamowac¢ podgrzewajac surowy preparat enzymatyczny do 50°C
w ciggu 5 minut. Po tym zabiegu aktywno$¢ cyklazy skwalenu mierzona
na podstawie szybkosci przeksztatcania skwalenu w 2,3-oksydoskwalen
pozostaje niezmieniona. Otrzymano réwniez dosy¢ dobrze oczyszczone pre-
paraty oksydazy skwalenu z watroby szczura (31, 32, 52) i cyklazy 2,3-
-oksydoskwalenu z watroby wieprza (32, 53). Cyklaze skwalenu uwalniano
z mikrosomdw dziataniem dezoksycholanu. W roztworach o wysokiej sile
jonowej (np. 0,4M KC1) i w obecnosci dezoksycholanu enzym zachowywat
wysokag aktywnos$¢. Zastosowanie sgczenia preparatéw cyklazy 2,3-oksy-
doskwalenu przez Sephadex G-200 wykazato, ze enzym ten moze wyste-
powac¢ zaré6wno w aktywnej, zdysocjowanej formie jak i w nieaktywnej —
zagregowanej. W roztworach o duzej sile jonowej i w obecnosci dezoksy-
cholanu przewazata zdysocjowana, aktywna forma enzymu o masie czg-
steczkowej okoto 90 000. Nie wykazano udziatu jakichkolwiek kofaktorow
w reakcji cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu do lanesterolu. Cyklaza jest réw-
niez niewrazliwa na wiele powszechnie stosowanych inhibitoréw, nato-
miast oksydaza skwalenu wymaga do swego dziatania dodatku sktadnikéw
zawartych w nadsaczu oraz 02i NADPH2 Tlenek wegla i jony CN- nie
powodujg inaktywacji tego enzymu.

Podobny do stwierdzonego w biosyntezie lanosterolu w tkankach zwie-
rzecych mechanizm aktywacji skwalenu, wystepuje réwniez w biosyntezie
prekursora steroli roslinnych — cykloartenolu (54, 55), kwasu fusidikowego
(56) czy pieciocyklicznego trojterpenu — (3-amyryny (57). Sugerujg to, ze
2,3-oksydoskwalen jest wspdlnym dla organizméw zwierzecych i roslin-
nych prekursorem zwigzkow tréjterpenoidowych zawierajgcych w pozycji
3 szkieletu grupe hydroksylowg lub inng funkcje tlenowa.
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11-3. Cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu i jego analogéw chemicznych do tréjterpendéw
czterocyklicznych

II-3.a. Cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu do lanosterolu

W wyniku badan przeprowadzonych in vivo oraz in vitro na materiale
zwierzecym wykazano, ze pierwszym metabolicznie trwatym produktem
cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu jest lanosterol (np. 32). Cyklizacje, 2,3-
-oksydoskwalenu do tego zwiazku stwierdzono rowniez w bezkomorko-
wych preparatach otrzymanych z grzybéw (58, 59).

Badania nad mechanizmem przemieszczania grup metylowych w pro-
cesie cyklizacji skwalenu do lanosterolu podjeto juz w 1958 r. (34—35)
(Rye. 1). Degradujac lanosterol i cholesterol (XXI) wyodrebnione po inku-
bacji 1 -skwalenu z homogenatem watroby stwierdzono na podstawie roz-
mieszczenia 1 w czasteczkach tych zwigzkéw, ze w procesie cyklizacji
skwalenu zachodzg dwie migracje grup metylowych pomiedzy sgsiadu-
jacymi atomami wegla.

Badaniem przemieszczen atoméw wodoru zachodzacych w procesie
cyklizacji skwalenu do lanosterolu zajeli sie Cornforth i wsp. (60).
Inkubowano kwas 2-UC(4R)4-sH mewalonowy z homogenatem watroby.
Warto$¢ stosunku H:MC oznaczona w lanosterolu wydzielonym po inku-
bacji (5:6) wskazywata na utrate w procesie cyklizacji skwalenu jednego
atomu 3H pochodzgcego z pozycji 4-pro-R kwasu mewalonowego (skwalen
jest syntetyzowany z 6-ciu czgsteczek tego kwasu). W cholesterolu (XXI)
pochodzgcym z lanosterolu stwierdzono natomiast eliminacje kolejnych
dwoch atoméw H i jednego atomu MUC (H:MC réwne 3:5).

Omowione powyzej badania zapoczatkowaly dalsze, w ktérych zasto-
sowano jako prekursory: kwas mewalonowy znakowany za pomocg 14C
w pozycji 2 i za pomocg H w pozycji 2 (konfiguracja R lub S, XVllla,b)
(61—64), w pozycji 4 (konfiguracja R, XIXa) (65, 66) i 5 (konfiguracja R,
XX) (67). Radioaktywne prekursory inkubowano z homogenatami watroby
ssakéw lub z preparatami enzymatycznymi otrzymanymi z Tetrahymena
pyriformis. Nastepnie w lanosterolu i cholesterolu wydzielonych z ma-
teriatu biologicznego, a takze w produktach ich chemicznej degradacji
oznaczano stosunki radioaktywnosci 3H:UC i porédwnywano z wartosciami
*H:14C otrzymanymi dla podwdjnie znakowanego skwalenu réwniez wyod-
rebnianego po inkubacji. Stwierdzono w ten sposéb, ze w procesie cykli-
zacji 2,3-oksydoskwalenu do lanosterolu ulega eliminacji proton z pozycji 9
szkieletu (pozycja 10 skwalenu) co jest zgodne z postulowanym przez
Ruzi¢ke i Eschenmosera mechanizmem cyklizacji skwalenu do tego zwigz-
ku (Rye. 1).

Bezposrednie dane dosSwiadczalne potwierdzajgce postulowane prze-
mieszczenia atomoéw wodoru z C-13 i C-17 do C-17 i C-20 (pozycja 18
skwalenu) uzyskano w wyniku badan nad lokalizacjg atoméw &8 w cho-
lesterolu wyodrebnionym po inkubacji z kwasem 2-UC(4R)4-8H mewala-



9] CYKLIZACJA SKWALENU 289

nowym (66). Wykazano, ze atomy 3 pochodzg z pozycji 4-pro-R kwasu
mewalanowego zgodnie z przewidywaniami uwzgledniajacymi wspomnia-
ne przemieszczenia zlokalizowane w pozycjach 17, 20 i 24-pro-R. Na ry-
cinie 4 przedstawiono zaproponowane przez Cornfortha i wsp. (60)
i potwierdzone w dalszych badaniach (np. 66) rozmieszczenie atomoéw 1C
i H w lanosterolu i cholesterolu po inkubacji z kwasem 2-UC(4R)4-H
mewalanowym.

2,3- oksydoskwalen (krzesto -t6dka-krzesto - t6dka- niepofatdowany)

HO

V. Lanosterol XXI. Cholesterol
i T- atomy ¥ i pochodzace z kwasu 2- AC(4R) 4~3H
mewalonowego

Ryc. 4. Rozmieszczenie atoméw 14C i 84 w lanosterolu i cholesterolu biosyntetyzowa-
nych z kwasu 2-¥4C(4R)4-8H4 mewalonowego

11-3.b. Cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu do kwasu fusidikowego

Ze wzgledu na brak trwatych zwigzkéw posrednich w procesie cykli-
zacji 2,3-oksydoskwalenu do tréjterpendéw czterocyklicznych trudno byto
sprawdzi¢ doswiadczalnie czy postulowane przez Ruziéke i Eschenmosera
kationowe zwigzki posrednie biorg udziat w tym procesie (Ryc. 1).

Badania biosyntezy kwasu fusidikowego (XXII), trdjterpenu cztero-
cyklicznego z ple$ni Fusidium coccineum dostarczyty wynikéw przema-
wiajagcych za udziatem kationowego zwigzku posredniego Il (Ryc. 1) w cy-
klizacji 2,3-oksydoskwalenu do tréjterpendéw czterocyklicznych. Struktura
kwasu fusidikowego sugerowata, ze powstaje on bezposrednio z kationu IllI
bez dodatkowych przeksztatcen polegajgcych na przemieszczeniu atomow
wodoru czy grup metylowych. Zgodnie z tym przypuszczeniem atomy wo-
doru pochodzace z pozycji 4-pro-R kwasu mewalonowego powinny znaj-
dowac¢ sie w kwasie fusidikowym w pozycjach, w jakich wystepowaty
w cyklizujgcym 2,3-oksydoskwalenie. Kwas fusidikowy wyodrebniony po
inkubacji z kwasem 2-4C(4R)4-8 mewalonowym powinien wiec zawieraé
atomy H w pozycjach: 3, 5, 9, 13 i 24. Rzeczywiscie wykazano (68, 69), ze
otrzymany w takich warunkach podwdjnie znakowany kwas fusidikowy
zawiera w czgsteczce cztery atomy H i sze$¢ atomdéw MUC (warto$¢ H:UC
po znormalizowaniu rdwna 4:6). Ustalona w wyniku degradacji chemicz-
nej lokalizacja atoméw 84 okazala sie zgodng z przewidywang (pozycje
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5a, 9b, 13a i 24). Eliminacja atomu 3H z pozycji 3 w procesie bio-
syntezy kwasu fusidikowego wskazywata, Ze podczas demetylacji w po-
zycji 4 nastepuje utlenienie grupy 3[3-OH do grupy ketonowej. Brak
eliminacji atoméw MC swiadczyt o tym, ze w czasie przemiany kationu Il
w kwas fusidikowy eliminowana jest grupa 4(3-metylowa. Na rycinie 5
przedstawiono rozmieszczenie atomow MC i H w kationowym zwiazku
posrednim Il i w kwasie fusidikowyrn (XXII) — po inkubacji z kwasem
2-UC(4R)4-8H mewalonowym.

2.,3-oksydoshwalen ( krzesto-iédka-krzesto-i6dka-niepofaldowany)

Kationowy zwigzek XXIT. Kwas fusidikowy
posredni I
i T - atomy ¥ i+ pochodzgce z kwasu 2-1C(4R)4~3W
mewalonowego

Ryc. 5. Biosynteza kwasu fusidikowego (68, 69)

W koncu 1972 r. ukazato sie¢ doniesienie z pracowni Caspiego (70),
w ktérym wykazano, ze atomy wodoru pochodzace z pozycji 2 kwasu me-
walonowego sg wigczane do kwasu fisidikowego w pozycji 22 bez zmiany
konfiguracji. Sugeruje to, ze w biosyntezie kwasu fusidikowego w F. cocci-
neum nie wystepuje zwigzek posredni o wigzaniu podwdjnym AD (22).

1113.C. Cyklizacja analogéw chemicznych 2,3-oksydoskwalenu do trdjtlenkéw czterocyklicznych

Po stwierdzeniu, ze 2,3-oksydoskwalen jest witasciwym substratem
cyklazy katalizujacej biosynteze lanosterolu podjeto préby chemicznej
syntezy radioaktywnych analogéw 2,3-oksydoskwalenu znakowanych za
pomocg MC lub $H w réznych pozycjach. Zsyntetyzowano analogi réznigce
sie od 2,3-oksydoskwalenu w takich miejscach czasteczki, ktére mogty
zmieni¢ oddziatywanie substratu z centrum aktywnym enzymu. Badajac
zachowanie sie takich analogow w obecnosci cyklazy 2,3-oksydoskwalenu
probowano okresli¢ zalezno$¢é pomiedzy mechanizmem dziatania enzymu
a strukturg chemiczng substratu. Do tych doswiadczer stosowano czescio-
wo oczyszczone, ,uptynnione” preparaty cyklazy otrzymane w wyniku
potraktowania mikrosonéw watroby szczura aezoksycholanem sodu (71).
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Poczatkowo w badaniach tych (72, 73) zastosowano analogi 2,3-oksydo-

skwalenu zmodyfikowane w koricowym fragmencie tafcucha weglowego
z ktérego pochodzit tancuch boczny lanosterolu (XXII, XXIV, XXV)

(Ryc. 6).
Cyklizacja
67 % 1
HO
XXVI
[ I ; I
O

I Cyktizacjo
» 52%

O H
XXV Xxvi

_Cywizacja
2% !
HO
XXVIL

Ryc. 6. Cyklizacja analogéw 2,3-oksydoskwalenu zmodyfikowanych w koncowym
fragmencie tancucha weglowego (72, 73)

Stwierdzono, ze chociaz wydajnos$¢ cyklizacji zmniejszata sie w miare
skracania tafcucha bocznego substratu, to wprowadzone modyfikacje che-
miczne nie uniemozliwity cyklizacji i przemieszczen grup metylowych oraz
atomow wodoru prowadzacych do stabilizacji wytworzonych analogéw
trojterpendow (XXVI, XXVII, XXVIII). W dalszych badaniach prébowano
wyjasni¢ znaczenie czwartorzedowego uktadu na C-2 2,3-oksydoskwalenu
w zapoczatkowaniu cyklizacji. W tym celu (74) przygotowano rézne ana-
logi zmodyfikowane w tej pozycji (XXIX, XXX, XXXI, XXXII, XXXIII)
(Ryc. 7).

Tylko dwa z nich (XXIX, XXXIIl) jak to zaznaczono na powyzszym
schemacie ulegaty cyklizacji katalizowanej przez preparat enzymatyczny
(XXXIV, XXXV). Wydajnos$¢ cyklizacji nie przekraczata jednak Kkilku
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Oyklizagia

o / Me HO /7 “Me
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XXX XXXV

Ryc. 7. Cyklizacja analogéw 2,3-oksydoskwalenu zmodyfikowanych w

procent. Pozostate analogi nie wchodzity w ogdle w reakcje. Potwierdzito
to decydujace znaczenie pozycji 2 dla zapoczgtkowania cyklizacji, gdyz
okazato sie, ze nawet niewielkie modyfikacje w tym miejscu czasteczki
uniemozliwiajg zajsScie tego procesu.

Ze schematow 1i 2 wynika, ze mechanizm cyklizacji sprowadza sie do
oddzialtywan pomiedzy jonami karboniowymi a sasiednimi podwdjnymi
wigzaniami. Zaktada sig, ze przemieszczenia grup metylowych i atoméw
wodoréw zachodza w spos6b skoordynowany z procesem cyklizacji. Dane,
ktére otrzymano badajgc biosynteze kwasu fusidikowego wskazujg jednak
na mozliwos¢ cyklizacji bez przemieszczen. Nasuwa sie wiec pytanie czy
na przyktad w biosyntezie lanosterolu mozna rozdzieli¢ faze cyklizacji od
fazy przemieszczen. Kontynuacja badan nad analogami 2,3-oksyloskwalenu
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(75—77) potwerdzita takg mozliwo$¢. Stwierdzono (Ryc. 8), ze kolejne
analogi 2,3-oksydoskwalenu (XXXVI, XXXVII) ulegaty enzymatycznej cy-
klizacji bez przemieszczen grup metylowych i atomow wodoru (XXXVIII,
XXXIX). Cyklizacja analogu 2,3-oksydoskwalenu (XXXVI) bez grup me-
tylowych w pozycjach 10 i 15 prowadzita do wytworzenia produktu zbli-

Cyklizacja

HO
XXXVIIr

Cyklizaga

HO

XXXVII XXXIX
Ryc. 8. Cyklizacja analogéw 2,3-oksydoskwalenu (75—77)

zonego do kwasu fusidikowego (XXXVIII), ktory powstawat prawdopo-
dobnie w wyniku eliminacji protonu w pozycji 20 odpowiedniego jonu kar-
boniowego. Substrat XXXVII zawierat natomiast dodatkowe podwdjne
wigzanie sprzezone z podwoOjnym wigzaniem koricowej jednostki izopre-
nowej. Obecno$¢ tego wigzania spowodowata, ze stabilizacja wytworzonego
w czasie cyklizacji jonu karboniowego byta zwigzana z przytagczeniem OH-
do C-20 prowadzac do wytworzenia dwuwodorotlenowego czterocyklicz-
nego trojterpenu (XXXIX).

11-4. Cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu i jego analogdw chemicznych
do tréjterpenéw pieciocyklicznych

Chociaz trojterpeny pieciocykliczne sa zwigzkami powszechnie wyste-
pujacymi w roslinach to badania nad ich biosyntezg zostaty zapoczatko-
wane dopiero w 1958 r. przez Arigoniego (41), ktory stwierdzit, ze
mtode siewki soji wigczaty do skwalenu i sojasapogenolu radioaktywnosé
z |-¥4C-octanu, 2-MC-octanu i 2-UC-mewalonianu (XL).

e Postepy Biochemii
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OCH,

23" CHzOH
XL. Sojasapogenol

Przeprowadzajac degradacje .chemiczng sojasapogenolu wyodrebnione-
go po inkubacji z kwasem 2-XC mewalonowym wykazano, ze sposrdd
dwoch grup metylowych C-23 i C-24 tego zwigzku znakowaniu ulega wy-
tacznie ekwatorialna grupa metylowa C-23. Wskazuje to, ze zarOwno pro-
ces izomeryzacji pirofosforanu izopentenylu do pirofosforanu dwumetylo-
allilu jak i proces cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu sag $cisle stereospecy-
ficzne, gdyz nie zachodzi podczas nich randomizacja grup metylowych
C-23 i C-24.

Wyniki badan nad biosyntezg (3-amyryny (XI), ktére prowadzono inku-
bujac kietkujgce nasiona grochu z kwasem 2-UC(4R)4-8H mewalonowym
wykazaty, ze wartos¢ stosunku H:UC byta taka sama w skwalenie i w (3
amyrynie, jak w stosowanym preparacie kwasu mewalonowego. Do ta-
kich samych wnioskéw doprowadzity doswiadczenia, w ktérych inkubo-
wano liscie Camelia sinensis (16) réwniez z kwasem mewalonowym zna-
kowanym jak poprzednio. Takze i w tej roslinie nie nastepowata utrata
trytu z tych pozycji (3-amyryny, ktére znakowat zastosowany preparat
kwasu mewalonowego. Inkubacja siewek grochu z tym samym prepara-
ratem kwasu mewalonowego oraz nastepcze oznaczenie stosunku 3H::C
w produktach degradacji chemicznej podwdjnie znakowanej (3-amyryny
pozwolito na lokalizacje 5-ciu z 6-ciu atomoéw 3H znajdujacych sie w cza-
steczce. Ustalone rozmieszczenie atoméw H byto zgodne z rozmieszcze-
niem przewidzianym na podstawie postulowanego przez Ruziéke i Eschen-
mosera mechanizmu cyklizacji skwalenu do (3-amyryny (Ryc. 2). Uzupet-
nieniem tych rezultatow byto badanie rozmieszczenia deuteru w skwalenie
i (3-amyrynie wyodrebnionych z siewek grochu po inkubacji z kwasem
6-2H3 mewalonowym. Wykazano, ze kofAcowe grupy metylowe w pozycji
cis skwalenu oraz grupa metylowa 4 (C-24) w (3-amyrynie powstajg ste-
reospecyficznie z grupy metylowej (C-6) kwasu mewalonowego. Barton
i wsp. (78) potwierdzili natomiast doswiadczalnie postulowane przez Ru-
zicke i Eschenmosera, a nastepnie przez innych (49, 50) przesuniecia ato-
moéw wodoru zachodzace w procesie cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu do
(3-amyryny.

Zaréwno (3-amyryna jak i sojasapogenol sg zaliczane do trojterpendw
pieciocyklicznych o szkielecie oleananu. W roslinach wyzszych szeroko
rozpowszechnione sg réwniez trojterpeny pieciocykliczne o szkieletach:
ursanu, lupanu, serratu, fridelanu i gammaceranu (43).

Sliwowski i Kasprzyk (79, 80) prowadzili badania nad stereo-
specyficzno$cia biosyntezy pieciocyklicznych alkoholi trdjterpenowych
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jedno- i dwuwodorotlenowych w izolowanych kwiatach jezyczkowych na-
gietka (Calendula officinalis). Poprzednio wykazano, ze kwiaty i siewki
tej rosliny biosyntetyzujg rnonole trojterpenowe o szkieletach: lupanu
(lupeol (IX)), oleananu ((3-amyryna (XI)) i ursanu (taraksasterol XIV),
m~-taraksasterol (XV), a-amyryna (XVI)), ktére sg nastepnie hydroksylo-
wane do odpowiednich dioli trojterpenowych (14, 27, 81—83). Stereospe-
cyficznos¢ biosyntezy tréjterpendw pieciocyklicznych o szkieletach ursanu,
lupanu i oleananu badano inkubujac kwiaty nagietka z czterema prepara-
tami kwasu mewalonowego podwdjnie znakowanego za pomocg 4C w po-
zycji 2 i 8 w pozycjach 2R, 2S, 4R i 5R,S. Na rycinie 9 przedstawiono
przewidywane w oparciu o mechanizmy cyklizacji skwalenu Ruzi¢ki
i Eschenmosera rozmieszczenie atoméw wegla i wodoru pochodzgcych
z poszczegblnych pozycji kwasu mewalonowego w szkieletach oleananu
(XL1), ursanu (XLII) i lupanu (XLIII).

T e
23(6)  24(2) XLI. Oleanan

XL11. Urson XLW. Lupan

Ryc. 9. Rozmieszczenie atoméw wegla pochodzacych z poszczeg6lnych pozycji kwasu
mewalonowego w szkieletach tréjterpenoéw pieciocyklicznych

W wyodrebnionych po inkubacji z preparatami podwdjnie znakowa-
nego kwasu mewalonowego alkoholach tréjterpenowych, pochodnych che-
micznych tych zwiazkéw oraz w skwalenie oznaczano stosunki radioak-
tywnosci H:M4C. W wyniku tych oznaczen stwierdzono obecno$¢ atomoéw
®Hw pozycjach 3, 12, 16, 21, 29 (taraksasterol) i 3, 12, 16, 21, 30 (ty-taraksa-
sterol) szkieletu ursanu; 3, 12, 29 i 30 szkieletu lupanu oraz 3, 11, 12 i 18
szkieletu oleananu. Wykazano takze, ze stabilizacja a- i (3-amyryn, fp-ta-
raksasterolu i lupeolu potgczona jest ze stereospecyficzng eliminacjg pro-
tonu odpowiednio z pozycji: 12, 21, 29 lub 30.

6*
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Uzyskane przez tych autoréw wyniki wskazujg, ze biosynteza alkoholi
trojterpenowych o szkieletach ursanu, lupanu i oleananu zachodzi w kwia-
tach nagietka zasadniczo wedtug mechanizméw postulowanych przez Ru-
zi¢ke i Eschenmosera (Ryc. 2). Ponadto wykryto odmienne pochodzenie
grup metylowych C-29 i C-30 w ip-taraksasterolu i taraksasterolu. Roz-
galezienie drég biosyntezy tych zwigzkéw zachodzi prawdopodobnie na
etapie kationu X (Ryc. 2) na skutek réznicy w stereochemii przesuniecia
jednej z blizniaczych grup metylowych z pozycji 21 cyklizujagcego skwa-
lenu. Stwierdzono takze randomizacje znakowania C-29 i C-30 grupy izo-
propylidenowej lupeolu.

Wiadomo, ze w jednej roslinie wystepujg czesto obok siebie tréjter-
peny pieciocykliczne o réznych szkieletach, na przyktad w nagietku, (14,
81) co sugeruje istnienie odrebnych cyklaz dla réznych typoéw szkieletow.
Ciekawe wyniki uzyskano stosujac analogi chemiczne 2,3-oksydoskwalenu.
Stwierdzono, ze 29,30-bis-nor-2,3-oksydoskwalen ulega w grochu prze-
ksztatceniu w 29,30-bis-nor-|3-amyryne (84). Ostatnio przeprowadzono
rowniez enzymatyczng (homogenat z siewek grochu) synteze (3-amyryny
z otrzymanego na drodze chemicznej dwucyklicznego izomeru 2,3-oksydo-
skwalenu (XLIV) (85). Enzymy cyklizujgce skwalen sg wiec zdolne do ka-

ARG 7

talizowania reakcji nawet wtedy gdy substrat jest w znacznym stopniu
zmodyfikowany ale cyklizacja prowadzi zawsze do zwigzkéw o okreslo-
nym typie szkieletu (np. (3-amyryna lub jej pochodne w przypadku zasto-
sowania homogenatéw z grochu).

11-5. Nieoksydacyjna cyklizacja skwalenu do pieciocyklicznych weglowodoréw
tréjterpenowych i 3-dezoksyalkoholi

W ostatnich latach wykryto réwniez duzg grupe tréjterpendéw piecio-
cyklicznych, ktérych budowa, wskutek braku grupy hydroksylowej lub
innej tlenowej grupy funkcyjnej w pozycji 3 szkieletu, wskazywata na
mozliwos$¢ innych, niz przedstawione powyzej mechanizméw aktywacji
i cyklizacji skwalenu. | tak, z r6znych gatunkdéw paproci wyodrebniono
pieciocykliczne weglowodory tréjterpenowe (89—91) jak réwniez monole
i diole trojterpenowe zawierajagce grupy hydroksylowe w pozycjach rdz-
nych od pozycji 3 (86, 92). Mozliwos¢ cyklizacji skwalenu inicjowanej
atakiem protonu (a nie jak proponawat Ruzicka, atakiem kationu OH+,
czy jak to wykazano p6zniej — utlenieniem skwalenu do 2,3-oksydoskwa-
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lenu) byta rozwazana juz dawno (47, 93). Dopiero jednak w latach 1969—
70 (29, 30, 33, 87, 94—96) uzyskano dane doswiadczalne potwierdzajace
nieoksydacyjny mechanizm cyklizacji skwalenu do 3-dezoksyalkoholi i we-
glowodorow trdjterpenowych.

Szczegbtowe badania przeprowadzono na paproci Polypodium vulgare
wytwarzajacej pieciocykliczne weglowodory trojterpenowe o0 rodznych
szkieletach oraz R-sitosterol (97). Liscie paproci inkubowano ze znakowa-
nymi trytem prekursorami: skwalenem i 2,3-oksydiskwalenem. Wykazano
(29), ze radioaktywno$¢ ze skwalenu zostata wigczona zarowno do weglo-
wodordw tréjterpenowych jak i do R-sitosterolu. Natomiast po inku-
bacji z H-2,3-oksydoskwalenem radioaktywno$¢ odnajdywano wytgcznie
w R-sitosterolu. Wykazano wiec, ze P. vulgare cyklizuje skwalen na dwa
rézne sposoby: z udziatem 2,3-oksydoskwalenu jako zwigzku pos$redniego
(biosynteza R3-sitosterolu) oraz bez uprzedniego utlenienia skwalenu (bio-
synteza pieciocyklicznych trojterpenowych weglowodoréw). Stwierdzono
ponadto, ze nie zachodzi przemiana 2,3-oksydoskwalenu w skwalen.

Dalszych danych, odnosnie biosyntezy weglowodoréw tréjterpenowych
dostarczyty badania (87), w ktorych zastosowano kwas 2-UC(4R)4-8H me-
walonowy. Po inkubacji z tym prekursorem wyodrebniono z P. vulgare
cztery weglowodory trojterpenowe: hopen (XLV), fernen (XLVI), diploten
i serraten a nastepnie oznaczono dla nich stosunki radioaktywnos$ci 3H:1C.
W fernenie, diplotenie i serratenie te stosunki byty w przyblizeniu takie

Skwalen (krzeslo -krzesTo-krzeslo - krzeslo - Todka )

cum‘u°°3°
T a0

L]
Przesunigcie
H z 0-21 do (-22
Eliminacjo T
H* 2 ¢-17

Przesunigeia

H z C-21 do C-22

H z C-17 do C-218
CHy z (-8 do C-17c%

Eliminacja

H* z ¢-13

XLVH. Neohop ~13(18)-en XLVI. Fernen

i T-atomy 1C i 3u pochodzace z kwasu 2-uC(4R)4 - 3H mewalonowego
X- nukleofilowa grupa enzymu

Ryc. 10. Biosynteza weglowodoréw tréjterpenowych: hopenu, neohop-13(18)-enu (87)

(e
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same jak w wydzielonym radioaktywnym skwalenie (6:6). Natomiast war-
to$¢ stosunku 8H:#C oznaczona dla hopenu wskazywata na utrate w pro-
cesie cyklizacji skwalenu jednego atomu trytu (5:6). Na tej podstawie
zaproponowano teoretyczny schemat biosyntezy weglowodorow piecio-
cyklicznych, ktérego fragment przedstawiony jest na rycinie 10.
Roéwnolegle prowadzone badania nad mechanizmem nieoksydacyjnej
cyklizacji skwalenu do tetrahymanolu (XLVII), pieciocyklicznego monolu

21,-OH

XLVIL Tetrahymenol

tréjterpenowego o szkielecie gammaceranu. Tetrahymanol syntetyzowany
przez pierwotniaka Tetrahymena pyriformis wykryty zostat réwniez
w roslinie Oleandra wallichii (92). Wyniki badan nad biosyntezg tego trdj-
terpenu prowadzone in vitro, przy uzyciu preparatobw enzymatycznych
otrzymanych z tego pierwotniaka (30, 33) oraz in vivo, w Kkulturach
T. pyriformis (96) wykazaly, ze cyklizacja skwalenu do tetrahymanolu za-
chodzi w warunkach beztlenowych i nie wymaga udziatu 2,3-oksydoskwa-
lenu, co sugerowato, ze atom tlenu w tym zwigzku nie pochodzi z 0 2 (95).
Inkubacja kultur i preparatdw enzymatycznych z T. pyriformis z miesza-
ning #H-2,3-oksydoskwalenu i 4C-skwalenu wykazata bowiem, ze do tetra-
hymanolu wigcza sie radioaktywnos$¢ wytacznie z UC-skwalenu (96). Do-
Swiadczenia z H2 ujawnity natomiast wigczenie w pozycji 3 jednego
atomu deuteru z wody (94). Inkubacja z H2D B pozwolita na stwierdzenie,
ze atom tlenu grupy OH w pozycji 21 tetrahymanolu pochodzi réwniez
z wody (33). Dane te nie pozwalajg jednak na rozrdznienie pomiedzy dwo-
ma mozliwymi mechanizmami cyklizacji skwalenu do tetrahymanolu, to
jest pomiedzy mechanizmem polegajacym na wstepnym ataku protonu
w pozycji 3 (tzw. ,puli” mechanizm) a mechanizmem postulujgcym za-
poczatkowanie cyklizacji skwalenu przez atak anionu hydroksylowego
(OH~) w wyniku ktérego nastepuje utworzenie grupy hydroksylowej w po-
zycji 21 (tzw. push mechanizm) (68). Jednak wyniki otrzymane w bada-
niach mechanizmow aktywacji i cyklizacji skwalenu do trdjterpenéw
z tlenowg grupg funkcyjng na atomie C-3, jak rowniez biosynteza piecio-
cyklicznych trojterpenowych weglowodorow z podwdjnie znakowanego
kwasu mewalonowego opisana przez Ghisalberti i Goodwina wskazuja,
ze machanizm, w ktorym cyklizacja rozpoczyna sie atakiem anionu OH*“
jest mniej prawdopodobny.

I1l. Uwagi koncowe

Trdjterpeny cztero- i pieciocykliczne oraz sterole sa doskonatym mo-
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delem do badania mechanizméw stereospecyficznych reakcji enzymatycz-
nych ze wzgledu na trwato$¢ szkieletdw tych zwiagzkdw. Reakcje cyklizacji
2,3-oksydoskwalenu do trojterpenow cztero- i pieciocyklicznych sg Scisle
stereospecyficzne. Wiadomo, ze na przyktad (3-amyryna moze teoretycznie
wystepowaé w 256 formach stereoizomerycznych, podczas gdy ukiady
enzymatyczne wystepujace w roslinach warunkuja powstawanie tylko
jednego enancjomeru. Dlatego tez postep w badaniach nad mechanizmami
biosyntezy zwiazkow trojterpenowych moze przyczynic¢ sie do wyjasnienia
stereospecyficzno$ci reakcji enzymatycznych (98, 99).

Artykut wptynat dnia 28.1.1974, po rewizji autorskiej wrocit dnia 12.3.1974.
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IGNACY ZENON SIEMION*

Spektroskopia Ramana w badaniach struktury biatek
Raman Spectroscopy in Investigation of Protein Structure

Spektroskopia Ramana traktowana jest w badaniach strukturalno-che-
micznych jako metoda dopetniajgca spektroskopie w podczerwieni (IR).
W zakresie badan nad polipeptydami i biatkami wykazuje ona jednak wy-
razng przewage nad spektroskopig IR. A to dzieki mozliwosci zastosowa-
nia techniki ramanowskiej do roztworéw wodnych badanych zwigzkéw
chemicznych.

Woda bardzo silnie absorbuje promieniowanie podczerwone w zakresie
czestoSci charakterystycznych dla grup w zwiazkach organicznych, co
praktycznie nieomal wyklucza mozliwo$s¢ dokonania pomiarow widm
absorpcyjnych tych zwigzkow w roztworach wodnych. W spektroskopii
Ramana bada sie natomiast nie absorpcje, a rozproszenie promieniowania
padajacego na prébke, i wykorzystuje zjawisko niesprezonych zderzen
kwantéw promieniowania z badanym os$rodkiem. Podczas zderzen nie-
sprezystych dochodzi do wymiany energii miedzy kwantem promienio-
wania, a czasteczkg. Energia kwantu podczas niesprezystego oddziatywania
z czasteczkg moze ulec zmianie — zmniejszeniu lub zwiekszeniu — o takie
porcje energii, ktdre odpowiadajg przejSciom miedzy kwantowymi pozio-
mami drgah w czasteczce. Jako nastepstwo zderzen niesprezystych, w roz-
proszonym przez badany o$rodek promieniowaniu wystapig obok kwantéw
0 niezmienionej energii, kwanty réznigce sie odpowiadajacg ich energii
dtugoscig fali od dtugosci fali zrédta promieniowania. Mozna je zaobserwo-
wac jako dodatkowe linie w widmie promieniowania rozproszonego przez
prébke. Linie powstajagce w wyniku oddania czesci energii kwantéw czg-
steczkom noszg nazwe linii Stokesa, te za$, ktére powstaja w wyniku akce-
ptacji przez kwanty energii czasteczek — linii antystokesowych. Linia wid-
ma promieniowania rozproszonego o niezmienionej dtugosci fali nosi nazwe
linii Rayleigha. Schematyczny obraz zachodzacych podczas zderzen nie-
sprezystych proceséw przedstawia rycina 1.

Z uwagi na fakt, ze wiekszo$¢ czasteczek wystepuje w niewzbudzonym
stanie podstawowym, powstawanie linii stokesowych, zwigzane z oddawa-
niem czesci energii kwantéw czasteczkom, jest bardziej prawdopodobne
nizeli proces, prowadzacy do pojawienia sie linii antystokesowych. Linie
stokesowe sg wiec intensywniejsze od antystokesowych i one sg w pierw-

* Prof, dr hab., Instytut Chemii, Uniwersytetu im. B. Bieruta, Wroctaw.
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szym rzedzie przedmiotem analizy. Widmo ramanowskie, podobnie jak
widmo IR, daje informacje o poziomach energetycznych drgan w czastecz-
ce. Wspotczesny zapis widma Ramana jest w peini analogiczny do zapisu
widma w podczerwieni i wskazuje w skali czestosci (cm-1) energie drgan

r L

a b c d

Ryc. 1. Diagram poziomdw energetycznych obrazujacy efekt Ramana (1):

a) linia Rayleigha — energia kwantéw promieniowania padajacego na préobke jest réwna
energii kwantéw promieniowania rozproszonego,

b) linia Stokesa — energia kwantéw promieniowania rozproszonego przez prébke jest
mniejsza od energii kwantéw promieniowania padajacego na prébke o porcje energii
réwna energii wzbudzenia okre$lonego drgania w czasteczkach probki,

c) linia antystokesowa — energia kwantéw promieniowania rozproszonego jest zwiekszona
o porcje energii odpowiadajaca energii okre$lonego drgania w czasteczkach,

d) energia wzbudzenia okreslonego drgania w czgsteczkach prébki (podczerwony zakres
promieniowania elektromagnetycznego)

poszczegolnych grup atoméw w badanej czasteczce. W odréznieniu jednak
od spektroskopii IR, w ktérej natezenie pasm absorpcji jest wyktadnicza
funkcjg stezenia badanej substancji, natezenie linii w widmie Ramana
wyraza z dobrym przyblizeniem liniowa funkcja stezenia.

Porownanie spektroskopii IR i spektroskopii Ramana ujawnia jednak
obok podobienstw zasadnicze roznice. Pojawienie sie pasm absorpcji w pod-
czerwieni zwigzane jest ze zmianami podczas drgan momentéw dipolowych
poszczegolnych wigzan chemicznych. Silne pasma absorpcji w widmie IR
przejawiajg wszystkie grupy polarne, jak karbonylowa, hydroksylowa
i amidowa (C=0, —OH, —NH—). Wystepowanie odpowiednich linii
w widmie Ramana wigze sie natomiast ze zmianami polaryzowalnosci wig-
zan chemicznych, te za$ sg silniejsze wiasnie dla drgan grup niepolarnych.
Silne linie Ramana dajg wiec na ogot, mato aktywne w widmie IR grupy,
jak C—C, S—S, C—S. Sytuacje te unaocznia rycina 2, na ktérej poréw-
nano widmo IR oraz widmo Ramana t-butylometyloketonu.

Zjawisko niesprezystych zderzed kwantéw promieniowania z czastecz-
kami wykryt Raman w roku 1928. Rejestracja widm ramanowskich, z uwa-
gi na bardzo matg intensywnos$¢ Swiatta rozproszonego niesprezyscie, wy-
wotanego naswietlaniem przez lampe rteciowg, byta diugotrwata. Dodat-
kowe kiopoty sprawiata nakladajgca sie na rozpraszanie ramanowskie
fluorescencja prébek. Zasadniczy postep wyrdwnujacy szanse stosowania
spektroskopii Ramana w stosunku do szybciej uprzednio rozwijajgcej sie
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Ryc. 2. Poréwnanie widm IR, oraz Ramana, t-butylo-metyloketonu (2)

Strzatka wskazuje znaczny relatywny spadek intensywnos$ci pasm drgan rozciagajacych
grupy karbonylowej (okoto 1700 cm-1) i grupy metylowej (okoto 3000cm-1), oraz wzrost
intensywnos$ci pasm lezacych ponizej 1000 cm-1

spektroskopii IR, przyniosto zastosowanie w charakterze zrédta promienio-
wania laserow. Laserowe Zzrédta promieniowania stosowane w spektros-
kopii ramanowskiej pracujg w widzialnym zakresie widma. Zastosowanie
lasera, wielokrotnie zwiekszajgc szybkos$¢ zapisu widma, powaznie ogra-
nicza réwniez mozliwos$¢ fluorescencji probek. Przeniesienie pomiaru do
zakresu widzialnego dodatkowo upraszcza problemy konstrukcji soczewek
skupiajacych i siatek dyfrakcyjnych, oraz umozliwia uzycie szkia jako
elementu konstrukcyjnego. Uproszczony schemat wspotczesnego laserowe-
go spektometru Ramana przedstawia rycina 3.

Prébka »| Monochromator Fotopowielacz
Wzmacniacz
[
b /
5
Rekorder

Ryc. 3. Uproszczony schemat laserowego spektrometru Ramana
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I. Spektroskopia ramanowska biatek

Mozliwo$¢ zastosowania spektroskopii Ramana do badania struktury
biatek rozwazat jeszcze w 1938 roku Edsall (3). W 1958 Garfinkel
i Edsall (4) przedstawili wykonane tradycyjng technikg widmo rama-
nowskie lizozymu. Dziesie¢ lat p6Zniej T ob in opublikowat pierwsze wid-
ma ramanowskie krystalicznych biatek: lizozymu, pepsyny i a-chymotryp-
syny wykonane przy uzyciu laserowego zrodta promieniowania (5). Szyb-
ko narastajgca w ostatnim piecioleciu liczba publikacji z tej dziedziny
badan wywotata pojawienie sie ostatnio kilku opracowan przeglagdowych
(6—9). Szczegdblne nadzieje, jesli chodzi o zastosowanie spektroskopii Ra-
mana w badaniach nad biatkami, budzi mozliwo$¢ stosowania roztwordéw
wodnych biatka i w zwigzku z tym mozliwos$¢ bezposredniego pordéwnania
widma biatka w fazie statej i w roztworze. Czasteczki wody dajg bardzo
stabe witasne rozpraszanie ramanowskie w charakterystycznym dla biatek
przedziale czesto$ci 300—1700cm_1. Jednakze, w widmach ramanowskich
wodnych roztworéw biatek obserwuje sie znaczng intensywno$¢ zaciem-
niajacego obraz tlta. Pojawienie sie tla wigzano badz z wpltywem zanie-
czyszczen fluoryzujacych (10), badZz z rozpraszaniem ramanowskim cza-
steczek wody silnie zwigzanych z polarnymi obszarami powierzchni czga-
steczki biatka (11—12), badz z brakiem optycznej homogennosci prob (13).
Wydaje sie jednak (14), ze zjawiska tego nie mozna sprowadzi¢ do pros-
tych proceséw ramanowskich lub fluorescencyjnych.

Jak wiadomo, podstawowe informacje o konformacji tancucha polipep-
tydowego czerpie sie w zakresie spektroskopii IR z analizy charakterys-
tycznych czestosci grupy amidowej. Czestosci te ulegajg w widmie rama-
nowskim powaznym modyfikacjom. Intensywno$¢ pasma Amid I, zwigza-
nego gtdwnie z drganiami rozciggajgcymi grup Jsarbonylowych wigzan
amidowych (vc_o) jest w widmie Ramana zredukowana, za$ pasmo Amid Il
przypadajace na zakres ok. 1550cm-1 zanika prawie kompletnie. Zmienia
sie rowniez wkitad poszczegélnych sktadowych pasm w og6lny obraz wid-
ma. Szczegdblnie wyraznie uwypukla sie to na przyktadzie pasma Amid |
dla tancucha polipeptydowego w (3-antyréwnolegtej konformacji. Konfor-
macje taka stwierdzono w przypadku poliglicyny I. Komdrke elementarng
krysztattu poliglicyny stanowig 4 reszty aminokwasowe ulokowanej po
dwie w dwu antyréwnolegtych tancuchach polipeptydowych. Zgodnie
z wyliczeniami Miyazawy (15) mozna w tym przypadku oczekiwaé
rozszczepienia pasma Amid | na podpoziomy, oznaczone jako A, Bx B2B3
0 réznicach fazowych drgan odpowiednio v(0,0), v(Orc), v(jt,0) i W33
Pierwsze drganie (typu A) jest catkowicie symetryczne i nie przejawia sie
w widmie IR. W widmie IR poliglicyny obserwuje sie natomiast pasma od-
powiadajgce drganiom Bj i B2 (1687 i 1644cm“). W widmie ramanowskim
poliglicyny (16—17) pojedyhicze pasmo Amid | wystepuje przy 1674cm_1.
Podobnie, pojedyncze pasma Amid | znaleziono dla poli-L-lizyny przy
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(1672cm-1) (18) i heksa-L-alaniny (19) w konformacji |3-antyréwnolegtej.
Sugeruje sie (9), ze pojedyncze pasmo Amid | widma ramanowskiego
struktury j3-antyréwnolegtej peptydu odzwierciedla nieaktywne w zakresie
podczerwieni drgania typu A, ktore, jak mozna stad wnosi¢, dominuje
w widmie ramanowskim.

Jak wskazuje analizowany tutaj przypadek, zakresy wystepowania po-
szczegblnych charakterystycznych pasm amidowych w widmach IR i w wi-
dmach ramanowskich nie pokrywajg sie $cislej, a obserwowane efekty
majg rézne podioza fizyczne. Whnioskow, jakie okre$lona technika badaw-
cza pozwala wyciggna¢ odnosnie konformacji peptydu, nie mozna mecha-
nicznie przenosi¢ na grunt drugiej, pokrewnej techniki. llustracje takiego
stanu rzeczy daje tablica I, w ktérej zestawiono charakterystyczne cze-
stosci ugrupowania amidowego w widmie Ramana, oraz w widmie IR,
poliglicyny I:

Tabela 8

Poréwnanie charakterystycznych czestosci ugrupowania amidowego w widmach
R i IR poliglicyny | (16)

Raman IR Przyporzadkowanie pasma
3301M 3308S Amid A
3088M Amid B
1674S 1685M Amid |
1636S Amid |
1564W Amid 11
1515W 1517S Amid 11
1234S 1236M Amid 11
1220W 1214w Amid 11
708S Amid V
601W 628W Amid VI
589M Amid IV
207w 217w Amid VII

S — pasmo silne, M — pasmo $redniej intensywno$ci, W — pasmo stabe

Il. Okreslenie konformacji fahicucha polipeptydowego na podstawie widm
ramanowskich

Jak wykazaty badania nad spektroskopig IR biatek i polipeptyddw
znaczenie diagnostyczne przy okres$leniu konformacji taficucha polipepty-
dowego moze mie¢ potozenie w widmie charakterystycznych pasm ugrupo-
wania amidowego. Badania ostatnich lat wykazaly wyraznie, ze analogicz-
ne nadzieje mozna wigzac ze spektroskopig Ramana. Szczeg6lnie obiecujace
wydaje sie by¢ tutaj zwtaszcza pasmo Amid Il11.

Badajac widmo ramanowskie wodnego roztworu lizozymu zaobserwo-
wal Lord (13) rozszczepienie tego pasma na trzy skladowe, wystepujace
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przy 1240, 1262 i 1274cm_1. Poniewaz natywny lizozym zawiera obszary
0 trzech rdéznych typach konformacji tancucha polipeptydowego: a-heliks,
struktury $-antyrownolegtej, oraz struktury nieuporzadkowanej (aperio-
dycznej), nasuwat sie wniosek, iz trzy skladowe pasma Amid Il w widmie
Ramana tego biatka odpowiadajg tym trzem typom struktury. W widmie
Ramana roztworu wodnego rybonukleazy obserwowat natomiast Lord
(20) tylko dwie sktadowe pasma Amid Il (przy 1240 i 1262cm-1), ktére
przyporzadkowat odpowiednio konformacji heliks (1262cm_1) i konfor-
macji aperiodycznej (1240cm_1). W przypadku a-chymotrypsyny skiadowe
pasma Amid Il wystapity przy 1245 i 1260cm-1, a wiec podobnie jak to
miato miejsce dla rybonukleazy. Mankamentem dokonanych przez Lorda
przyporzadkowan byta jednak ta okoliczno$¢, ze zar6wno w rybonukleazie,
jak i a-chymotrypsynie struktura helikalna stanowi tylko niewielkg czes¢
czgsteczki. Dlatego w dalszej pracy (21) dokonat Lord rewizji wcze$niej-
szych przyporzadkowan, postulujac, iz sktadowa wystepujaca przy ok.
1260cm-1 zwigzana jest raczej ze strukturg {3-antyrownolegta, sktadowa
wystepujagca ok. 1240cm-1 odnosi sie do obszaréw aperiodycznych, za$
sktadowa bedgca wkiadem struktury heliksalnej przypada na najwyzsze
czestosci. Na podstawie tych ustalef zinterpretowat Lord z konformacyj-
nego punktu widzenia widma Ramana albuminy surowicy krwi wotu oraz
(3-laktoglobuliny. Wykorzystat je rowniez (22) dla wyjasnienia zmian kon-
formacyjnych zachodzacych podczas denaturacji lizozymu, wywotanej
obecnos$cig duzych stezen bromku litu. Centrum pasma Amid IIl prze-
mieszcza sie podczas takiej denaturacji z zakresu 1260cm_1 do zakresu
1245cm-1, co zdaniem Lorda oznacza zanik uporzadkowania struktury tan-
cucha polipeptydowego biatka. Widmo Ramana lizozymu nie zmienia si¢
natomiast przy ogrzewaniu kwasnego (pH 5) roztworu biatka az do tem-
peratury 75°C.

Poczynione przez Lorda uogdlnienia podwazajg jednak w znacznej mie-
rze badania Yu i Liu (23). Autorzy ci poréwnali widma ramanowskie
trzech konformacji glukagonu. Wiadomo, iz hormon ten w stanie krysta-
licznym przybiera w okoto 75% konformacje helikalng, za$ jego Swiezo
przyrzadzony roztwér wodny ma chaotyczng strukture tafncucha. Przy
dtuzszym staniu roztwor wodny glukagonu przeksztatca sie w zel zawiera-
jacy czasteczki o f3-antyrdwnolegtej konformacji tafcucha. Zmiany te
uwidaczniajg sie w widmach ramanowskich przesunieciami pasma Amid
Il polipeptydu z zakresu 1266cm_1 (a-heliks), do zakresu 1248cm_1 (struk-
tura nieuporzgdkowana), a nastepnie 1232cm_1 (konformacja (3-antyrow-
nolegta). Ro6wnoczesnie pasmo Amid | przesuwa sie z zakresu 1658cm-1
do 1640, a nastepnie 1672cm-1. Nalezy tutaj zauwazyé¢, ze dokonane na tej
podstawie przyporzadkowanie okre$lonych zakreséw czestoSci pasm Amid
1i Amid Il poszczeg6lnym typom struktury tancucha polipeptydowego
pozostaje w dosy¢ dobrej korelacji z wynikami uzyskanymi dla syntetycz-
nych polimeréw aminokwasowych o znanej konformacji tancucha. | tak,
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Fanconi iwsp. (24) stwierdzili, iz w przypadku poli-L-alaniny w kon-
formacji heliks pasmo Amid | przypada na 1660, a Amid Il na 1264cm-1.
Dla poliglicyny 1 (konformacja (3-antyréwnolegta) pasma te przypadaja
odpowiednio na 1674 i 1234cm-1 (16).

Widma ramanowskie szeregu poliaminokwasow zbadat Koenig,
otrzymujac w szczeg6lnosci dane dotyczace heliksalnej konformacji poli-
-L-alaniny (25), poli-L-lizyny (26), oraz poli-L-leucyny i poli-y-benzylo-
-L-glutaminowego kwasu (27). Pasmo Amid | wystepowato na ogoét w re-
jonie 1652cm~\ Pasmo amid Il identyfikowat Koenig w zakresie 1310—
1330cm_1. Dla poliaminokwaséw w konformacji (3-antyréwnolegtej pasmo
Amid | wystgpito przy 1663—1668cm-1, za$§ pasmo Amid Il wykazywato
strukture ztozong, z silng linig w rejonie 1230—1236¢cm_t (9).

Przyporzadkowanie okreslonych zakreséw czestosci konformacji nie-
uporzadkowanej jest zdaniem Koeniga (9) zamierzeniem dosyé watpliwym.
Dla poliaminokwaséw w tej konformacji znalazt on wartosci czestoSci 1649
i 1247cm-1 w przypadku poliglutaminianu sodu oraz 1657cm~1w przy-
padku poli-L-lizyny (26). Zdaniem Lorda (13) dla poli-glutaminianu
sodu odpowiednie warto$ci wynoszg 1665 i 1248cm_1.

Oddzielnym wreszcie problemem jest przyporzgdkowanie odpowiednich
czestosci widma ramanowskiego konformacji (3-rownolegtej. Znaczne ilosci
tej rzadko wystepujacej konformacji zawiera tancuch polipeptydowy kar-
boksypeptydazy A. Poréwnujgc widma ramanowskie biatka w stanie krys-
talicznym i w roztworze wodnym Y u i Jo (28) stwierdzili, ze sktadowe
pasma Amid Il wystepuja w pierwszym przypadku przy 1247 i 1270cm_1,
za§ w drugim —przy 1243 i 1270cm_1. Skiadowa wystepujgca przy
1270cm-1 jest ich zdaniem zwigzana ze strukturag heliksalna, za$ zakres
1243—47cm_1 odpowiada nie tylko obszarom aperiodycznym, lecz réwniez
tancuchom polipeptydowym w konformacji ~-réwnolegtej.

Jak mozna wnosi¢ z przedstawionego materiatu, spektroskopia Ramana
istotnie budzi okre$lone nadzieje, jako metoda przyblizonego szacowania
zawartos$ci poszczegdlnych typow konformacji tancuchoéw polipeptydowych
w biatkach. Jednym z ostatnich przykiadéw jej zastosowan na tym polu
jest praca Y u i wsp. poswiecona badaniu widm ramanowskich insuliny
i proinsuliny (29). Analiza ta wykazata, iz ,,cze$¢ insulinowa” w proinsuli-
nie ma konformacje tancucha peptydowego bliskg konformacji insuliny,
znaczna cze$¢ tancucha C proinsuliny natomiast posiada konformacje he-
liksalng. Potwierdzenie tej konkluzji innymi metodami badawczymi mo-
gtoby by¢ wazkim argumentem Swiadczacym o duzej przydatnosci spek-
troskopii Ramana w badaniu konformacji biatek.

I11. Badanie konformacji poliproiiny

Poréwnanie widm Ramana (30) poliproiiny | (prawoskretny 103 heliks
z wigzaniami amidowymi w konformacji cis) i poliproiiny Il (lewoskretny

7 Postepy Biochemii
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heliks z wigzaniami amidowymi w konformacji trans) wykazato istnienie
szeregu réznic w widmach, mogacych stanowi¢ oparcie w badaniach struk-
tury oligomerow prolinowych. W szczegdlnosci, widmo Ramana polipro-
liny | zawiera unikalne linie przy 363, 662 i 781lcm-1. Wyrazne rdznice
wystepujg w zakresie intensywnos$ci pasma Amid I, oraz pasm potozonych
przy 1264 i 1239cm-1. Poréwnanie widma Ramana poliproliny (10) oraz
polihydroksyproliny (31) wykonanych w fazie statej oraz roztworéw wod-
nych tych polipeptydéw wskazuje przy tym, iz wyjSciowa konformacja
jest zachowana po rozpuszczeniu peptydu w wodzie. Widma Ramana oli-
gomeréw proliny, zawierajagcych 3—5 reszt prolinowych w tafncuchu (30)
wskazujg, iz peptydy te przybierajag w roztworze wodnym konformacje
poliproliny II.

IV. Badanie konformacji mostkéw dwusiarczkowych

Wysoka intensywno$¢ linii widma Ramana zwigzanych z drganiami
rozciggajacymi wigzan C—S i S—S czyni spektroskopie Ramana obiecu-
jacym narzedziem badan nad konformacjg mostkow dwusiarczkowych
w biatkach. Sugeruje sie rowniez (32) mozliwos¢ uzycia tej metody ba-
dawczej do ilosciowego okreslenia wystepowania mostkéw dwusiarczko-
wych w biatkach bton komdérkowych, co jest nadzwyczaj trudne do osiag-
niecia na innych drogach.

Analizujgc potozenie, oraz intensywnos$¢ linii widma Ramana, zwigza-
nych z drganiami rozciggajacymi wigzan C—S i S—S w serii modelowych
zwigzkOw o znanych z analizy rentgenostrukturalnej wartosciach kata
dwusciennego ugrupowania C—S—S—C Lord (13) doszedt do wniosku,
iz wartosci tego kata sa proporcjonalne do stosunku intensywnosci linii
Y ~s- W widmie Ramana lizozymu silna linia drgan vs_s wystepuje

Is-s
przy 509cm-t, w rybonukleazie linia ta jest stabsza i przesunieta do za-

kresu 516cm_1. Na podstawie wynikdw uzyskanych dla serii substancji
wzorcowych okreslit Lord warto$¢ kata dwusciennego mostkdw dwusiarcz-
kowych lizozymu na okoto 114°, za$ rybonukleazy na okoto 104°. W przy-
padku a-chymotrypsyny (20) linia drgan vs_swystepuje przy 511cm-1 i jest
rozmyta, co moze, zdaniem Lorda, sugerowac, ze poszczeg6lne mostki dwu-
siarczkowe tego biatka rdznig sie konformacja. Dla (3-laktogluobuliny
okreslit Lord (21) w analogiczny sposob konformacje mostkéw dwusiarcz-
kowych jako podobng do konformacji tych mostkow w lizozymie. Stosujac
podejscie Lorda, Y u i wsp. (33) stwierdzili wreszcie, ze wewngatrztancu-
chowy mostek dwusiarczkowy w insulinie rézni sie konformacja od dwu
pozostatych mostkéw tego biatka.

Potilosciowe badania Lorda poddat jednak ostatnio krytyce Schera-
ga (34), przeprowadzajagc doktadne pomiary widm ramanowskich szeregu
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zwigzkéw modelowych o znanych wartosciach kata dwusciennego grupy
C—S—S—C. Zwiazki modelowe zostaty dobrane przy tym w ten sposob,
aby rdéznigc sie wartoscig kata dwusciennego w ugrupowaniu C—S—S—C,
miaty w przyblizeniu jednakowe konformacje ugrupowania C—S—S—C,
tzn. aby kat dwuscienny zwigzany z mozliwoscig rotacji wokot wigzania
C—S nie odbiegat znacznie od wartosci typowej dla konformacji skosnej
(gauch). Wynikato to stad, iz wcze$niejsze badania Miyazawy (35)
wykazaly, ze potozenie pasma vs_s zalezy od przestrzennej orientacji (3-ato-
mow wegla przy mostku dwusiarczkowym. Dla dobranej w ten sposéb
serii zwigzkéw Scheraga uzyskat liniowg zalezno$¢ miedzy potozeniem
pasma vs_s, a wartoscig kata dwusciennego ugrupowania C—S—S—C, przy
czym najwyzsze wartosci czestosci linii przypadaly na warto$¢ kata dwu-
Sciennego bliskg 90° (Tablica 2). Wynik ten Swietnie koreluje z wylicze-
niami Boyda (36), ktory ustalit, ze wigzanie S—S jest najsilniejsze po-
déwczas, gdy kat dwuscienny w ugrupowaniu C—S—S—C jest réwny 90°
(w tej sytuacji dochodzi do minimalizacji sit odpychania elektrostatycz-
nego pomiedzy 3pjt orbitalami wolnych par elektronowych na atomie siar-
ki). Ustalona zaleznos¢ pozwolita przewidzie¢ konformacje mostka dwu-

Tabela 2

Zaleznosci miedzy wartosciami kata dwusciennego w ugrupowaniu C-S-S-C, a czestoscig linii

s-s (M)
Zwigzek t-s-scm-1 warto$¢ kata (p
N—CH3
- 486 10°
Hc-\[" o
(bezwodnik epiditiosarkozyny)
/°\
\/
492 22
I\
\'s —S/
(4-podstawione ditiolany)
D,L-6,8-tiooktowy kwas 501 35°
amid kwasu D,L-6,8-tiooktowego 496 ok. 35°
Iy \
[
{trans-2,3-ditiadekalina) 506 ok. 56°
chlorowodorek cystyny 519 81°

bromowodorek cystyny 519 81°
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siarczkowego dla naturalnego pentapeptydu produkowanego przez rdzne
szczepy Aspergillus niger — malforminy A. Przewidywanie oparte o dane
spektroskopii Ramana wykazato catkowita zgodno$¢ z wartosciami wyzna-
czonymi z danych spektroskopii UV. JeSli jednak liniowa zalezno$¢ miedzy
wartosciami czestosci linii vs-sw widmie Ramana a wartosciami kata dwu-
Sciennego w ugrupowaniu C—S—S—C daje sie z pozytkiem zastosowa¢ do
ustalania konformacji mostkéw dwusiarczkowych, to nie daje sie, ustali¢
zadnej korelacji pomiedzy konformacjg mostka, a intensywnos$cig linii
vc_s i vs_s. Badania Scheragi, potwierdzajgc stuszno$¢ gtéwnej mysli Lor-
da, wnoszg wiec réwnoczesnie istotne korekty do jego wynikéw.

Niedawna praca Brunnera i Sussnera (37) zwraca uwage na
inng jeszcze mozliwos$¢ spozytkowania danych spektroskopii ramanowskiej
w badaniach nad mostkami dwusiarczkowymi biatek. Stwierdzili oni mia-
nowicie, iz linia vs_s lizozymu zanika w temperaturze 76° tj. w tempera-
turze odwracalnej termicznej denaturacji tego biatka. Zdaniem wymienio-
nych wyzej autorow, ma to by¢ wynikiem towarzyszacego denaturacji
zerwania wszystkich mostkow dwusiarczkowych w biatku.

V. Badanie réznic konformacyjnych biatek w roztworze wodnym i fazie
statej

Poréwnanie widma Ramana biatek krystalicznych i ich wodnych roz-
tworéw moze by¢ wazkim argumentem w dyskusji tyczacej ewentualnych
zmian konformacji biatek podczas ich krystalizacji. Poréwnania takie prze-
prowadzit ostatnio Koenig (9), oraz, niezaleznie Y u i wsp. (28, 38).
Linie widma Ramana biatka w roztworze sg ostrzejsze, niz w wykonanym
dla fazy statej. Dokonane przez Yu i wsp. pordwnanie widm liofilizowa-
nego proszku rybonukleazy trzustkowej, pojedynczego krysztatu tego biait-
ka, oraz jego wodnego roztworu, wykazato istnienie wyraznych roéznic
w zakresie intensywnos$ci linii aromatycznej reszty tyrozonowej. Zmiany
konformacji majg wiec gtownie zakres lokalny, ograniczony do mikrooto-
czenia reszt tyrozynowych ,zamaskowanych” w hydrofobowym wnetrzu
czasteczki. Porownanie pasm Amid Il pozwala natomiast przypuszczaé, ze
konformacja tancucha polipeptydowego jest we wszystkich trzech przy-
padkach jednakowa. Analogiczne poréwnania, wykonane dla lizozymu, wy-
kazuja, iz w tym przypadku w liofilizacie biatka majg miejsce zmiany
konformacji tak tancucha bocznego, jak i #tancucha polipeptydowego.
Stwierdzono rowniez istnienie réznic konformacji reszt tyrozyny i feny-
loalaniny w krysztale lizozymu, i w roztworze wodnym tego biatka, acz-
kolwiek obserwowane efekty moga by¢ w duzej mierze wywotane rozni-
cami w solwatacji reszt aromatycznych.

Szczegdblnie interesujgce wyniki uzyskano ostatnio w tym zakresie
w badaniach nad biatkami jadu wezy: kobry Naja haje — a-neurotoksyna,
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i dwoma zasadowymi biatkami jadu kobry Naja naja: kobraming A i ko-
braming B (28, 39). Pierwsze z wymienionych biatek zbudowane jest z 61
reszt aminokwasowych, zawiera cztery mostki dwusiarczkowe i jedna
tylko reszte tyrozynowga ,,zamaskowana” we wnetrzu czasteczki. Zmierzo-
ny eksperymentalnie stosunek intensywnosci linii reszty tyrozynowej,
przypadajagcych na czestosci 644, 828 i 853cm-1, wynosi 0,5:1,0:0,5. Sto-
sunek taki proponuje Yu uzna¢ za charakterystyczny dla ,,zamaskowanej”
reszty tyrozynowej. Z drugiej strony w widmie modelowego peptydu gli-
cylotyrozyny stosunek intensywnosci tych linii wynosi 0,7:1,0:1,4, co
z kolei mozna uzna¢ za wielko$¢ typowa dla reszty tyrozynowej ekspono-
wanej w kierunku fazy wodnej.

Kobramina B zbudowana jest z 52 reszt aminokwasowych. karcuch
polipeptydowy tego biatka usztywnia trzy mostki dwusiarczkowe. tancuch
nie zawiera ani tryptofanu, ani tez histydyny, lecz zawiera trzy reszty
tyrozynowe. Stosunek intensywnosci linii reszt tyrozynowych w widmie
Ramana kobraminy B wynosi 0,5:1,0:0,5, co zgodnie z przedstawionymi
wyzej przestankami mozna uznaé za dowdd, iz wszystkie reszty tyrozyno-
we tego biatka sg ,,zamaskowane” we wnetrzu czasteczki. Dopiero w tem-
peraturze 85° stosunek intensywnos$ci linii zmienia sig, przyjmujac war-
tosci charakterystyczne dla eksponowanych reszt tyrozynowych. Analo-
giczne badania kobraminy A wskazaly, ze rdwniez w tym biatku wszyst-
kie— w liczbie czterech — reszty tyrozynowe sg ,,zamaskowane”.

Zmiany intensywnosci linii reszt aromatycznych obserwowane przy
porownywaniu widm Ramana biatek krystalicznych, liofilizowanych, i ich
roztworéw wodnych, mozna wiec z duzym prawdopodobieAstwem inter-
pretowa¢ jako przejaw wiekszego, lub mniejszego, odstaniania tych reszt.
Niezaleznie od tego, przedstawione przez Yu podejscie badawcze moze po-
stuzy¢ do szybkiej orientacji o mikrootoczeniu reszt tyrozynowych w na-
tywnym biatku. | tak np. z faktu, iz stosunek intensywnosci reszt tyrozy-
nowych w widmie ramanowskim rybonukleazy A wynosi 0,6:1,0:0,8 mozna
whnosi¢, ze trzy reszty tyrozynowe tego biatka sg ,,zamaskowane”, za$ jed-
na jest odstonieta. Podobnie, stosunek intensywnosci linii reszt tyrozyno-
wych w widmie Ramana insuliny pozwala wnioskowac, ze wszystkie reszty
tyrozynowe insuliny sg odstoniete.

VI. Drgania czasteczek biatka jako catosci

Niedawno Brown i wsp. (40) wykorzystujgc ulepszong technike ba-
dawcza, uzyskali widma Ramana a-chymotrypsyny w zakresie czestosci
lezagcych ponizej 50cm-1. Do pomiarow wykorzystano tak biatko krysta-
liczne, jak jego liofilizowany proszek, i w rozmaity sposéb preparowane
filmy. Niezaleznie od sposobu przygotowania prébki, w widmie Ramana
wykrywano obecno$é linii o czestosci 29cm_1. Linia nie wystepowata na-
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tomiast w biatku zdenaturowanym za pomocg siarczanu dodecylu. Zda-
niem Browna i wsp. wskazana linia widma Ramana musi odzwierciedla¢
drgania obejmujace calg czasteczke biatka, badz jego znaczne fragmenty
i prawdopodobnie zwiagzane jest z wtasciwg biatku natywnemu periodycz-
nym drganiom czasteczki biatka, jako catosci.

VIl. Rezonansowa spektroskopia Ramana w badaniach biatek

Rezonansowa spektroskopia Ramana moze sie staé perspektywiczna
metodg badania oddzialywan zwigzkéw niskoczgsteczkowych, jak koen-
zymoOw, substratow enzymow i inhibitoréw, z biatkiem. Ta interesujgca
modyfikacja techniki ramanowskiej polega na napromieniowaniu badanej
probki w takim zakresie promieniowania elektromagnetycznego, w ktorym
nastepuje wzbudzenie elektronowe badanej substancji. Przy spetnieniu te-
go wymogu intensywno$¢ rozproszenia ramanowskiego wzrasta o kilka
rzedéw. Rezonansowa spektroskopia Ramana pozwala wiec znacznie ogra-
niczyé stezenie badanej prébki. W przypadku biatek zawierajgcych rdzen
porfirynowy mozna uzyska¢ widmo Ramana juz przy stezeniu 2mg/ml,
podczas gdy w normalnej technice badawczej wymagane jest stezenie okoto
100mg/ml. Rezonansowe widmo Ramana zawiera silne linie skiadnika
ulegajacego wzbudzeniu: w przypadku chromoproteidéw beda to na przy-
ktad zwigzane z biatkiem czgsteczki barwnika. Pozwala to $ledzi¢ zmiany
widma zwigzanego z biatkiem barwnika w izolacji od tta, jakim, przy uzy-
ciu duzych stezen, stanowityby linie widma Ramana samego biatka.

Technika rezonansowej spektroskopii Ramana zostata w pierwszym
rzedzie wykorzystana do badania hemoglobiny (41, 42), oraz cytochromu ¢
(43, 44). Jak wiadomo, odwracalne wigzanie tlenu przez hemoglobinge wy-
wotuje wyrazne przesuniecie atomu zelaza w hemie: w dezoksyhemoglo-
binie atom zelaza lezy nieco ponad ptaszczyzng uktadu porfirynowego, za$
w hemoglobinie utlenowanej — w ptaszczyznie tego uktadu (45). Zgodnie
zdanymi Brunnera (41) zmiana ta uwidacznia sie w widmie Ramana
hemoglobiny przesunieciem linii drgah rozciggajacych ugrupowania
= C—N rdzeni pirolowych z zakresu 1355cm-1 do zakresu 1376cm_1, oraz
przesunieciem linii drgan zginajacych grup C—H z 1210 do 1233cm_1.
Danych tych nie potwierdza jednak praca Strekasa (42), ktéry w pro-
cesie utlenowania hemoglobiny obserwowat bardzo mate zmiany widma
ramanowskiego, sprowadzajgce sie do pojawiania sie charakterystycznych
dla pochodnych z atomem zelaza ulokowanym w ptaszczyznie uktadu por-
firynowego, nowych linii przy 1589 i 1638cm-1. Badacz ten stwierdzit na-
tomiast istnienie wyraznych réznic w widmach Ramana zredukowanego
i utlenionego cytrochromu c, przy czym zauwazyt, iz widmo Ramana zre-
dukowanej postaci cytochromu jest podobne do widma oksyhemoglobiny.

Technike rezonansowej spektroskopii Ramana wykorzystali rowniez
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ostatnio Carey i wsp. (46) do badania procesu wigzania barwnika (me-
tyloranzu) przez albumine surowicy wotu. Technika ramanowska umozli-
wia wykonanie pomiaru przy niktych stezeniach barwnika, wynoszacych
10-9M. Widmo kompleksu barwnika z biatkiem jest odmienne od widma
barwnika w roztworze wodnym, jest za$ bardzo podobne do widma barw-
nika w fazie statej. Zdaniem Carey’a i wsp. mozna stad wnosi¢ iz barwnik
nie jest absorbowany na powierzchni czgsteczki biatka, lecz przenika do
wnetrza czasteczki. Dokladna analiza widm Ramana wykazata przy tym, ze
konformacja rdzeni aromatycznych barwnika w jego kompleksie z bial-
kiem jest podobna do konformacji tych rdzeni w roztworze wodnym barw-
nika, oraz, ze grupa SOr barwnika oddzialywuje z dodatnio natadowym
obszarem czasteczki biatka.

Artykut wptynat dnia 14.2.1974, wrécit po rewizji autorskiej dnia 5.3.1974.
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JAWIGA SKIERCZYNSKA *

Elektryczne witasciwosci bton komdérkowych
Electrical Characteristics of the Celi Membran-es

Btony biologiczne sg wysokoopornymi strukturami, charakteryzujgcy-
mi sie duzg pojemnoscig elektryczng i selektywng przepuszczalnosci. Pod
wzgledem wiasciwosci elektrycznych wykazujg one wiele podobienstw.
Wociaz jeszcze jest jednak zbyt mato eksperymentalnych danych, aby oma-
wia¢ i porownywaé wiasciwosci elektryczne bton réznych organelli ko-
moérkowych. Ograniczymy sie zatem do omoOwienia tu tylko bton pokry-
wajacych powierzchnie protoplastu (bton plazmatycznych), poniewaz ich
wiasciwosci elektryczne poznano dotychczas stosunkowo najlepiej. Dane
eksperymentalne pochodzg z badan gtéwnie duzych pojedynczych komorek
nerwowych, miesniowych oraz miedzyweztowych komaérek glonéw z rodzi-
ny Characeae.

Potencjat spoczynkowy (Em), opor (R) i pojemnos¢ (C) sq podstawowy-
mi wielkoSciami stosowanymi przy opisach elektrycznych witasciwosci
bton. Potencjatem spoczynkowym nazywamy réznice potencjatéw elek-
trycznych (inaczej napiecie elektryczne) jaka istnieje miedzy dwoma
punktami lezgcymi po obu stronach btony tuz przy jej powierzchniach.
Przy omawianiu wartosci oporu i pojemnosci bton, podaje sie zwykle war-
tosci oporu jednostkowego (k£ cm2 i pojemnosci jednostkowej (mMFlcm-2)
tj. oporu i pojemnosci jaki wykazuje jednostka powierzchni btony, jezeli
prad skierowany jest prostopadle do niej.

Na podstawie pomiaru oporéw i pojemnos$ci wylicza sie statg czasowa

R R
btony: t = RC i stalg przestrzenng: A= , gdzie Rm— opdr btony

przeliczony na jednostke dtugosci cylindrycznej komérki, Rai Rj — opory
o$rodka zewnetrznego i wewnetrznego.

I. Potencjat spoczynkowy i czynnosciowy

Pierwsze pomiary potencjatu spoczynkowego, wykonali Hodgkin
i Huxley wroku 1939 (40) oraz Curtis i Cole w roku 1940 (25).
Badali oni aksony nerwu, stosujagc mikroelektrody wprowadzane do wne-
trza komorek.

Do pomiaru réznicy potencjatéw elektrycznych na bionie-stosuje sie

* Doc. dr habil., Instytut Fizyki Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin.
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przewaznie mikroelektrody cieczowe; sg to mikropipety napetnione roz-
tworem soli (zazwyczaj 3M KC1), potgczone z aparaturg pomiarowg po-
przez elektrody chloro—srebrne lub kalomelowe (59). Mierzona takimi
elektrodami roznica potencjatow jest w zasadzie algebraiczng sumg kilku
réznic potencjatéw: rozwazanego potencjatu spoczynkowego btony, réznic
potencjatéw na granicy dwu rdznych cieczy przy koncach mikroelektrod
i réznic potencjatdw na granicy przylegajacej do btony nieruchomej war-
stewki roztworu (11, 26). Analizujac wynik pomiaréw, przyjmuje sie, ze
wszystkie wymienione wyzej r6znice potencjatéw sg niewielkie w porow-
naniu z réznicg potencjatow na bionie i mogg byé pominiete (26, 103).

Jak wykazaly eksperymenty cytoplazma wszystkich komorek jest elek-
trycznie ujemna wzgledem zewnetrznego osrodka. Potencjat spoczynkowy
btony plazmatycznej komérek zwierzecych wynosi kilkadziesigt miliwol-
tébw, komérek roslinnych — okoto 150mV (13, 71, 81, 92, 93). Wartos¢
potencjatu spoczynkowego btony plazmatycznej komorek roslinnych jest
trudna do okre$lenia, poniewaz za znaczng cze$¢ tego potencjatu (~50mV)
odpowiedzialna jest Scianka komodrkowa (81).

Potencjat spoczynkowy jest funkcjg zaréwno proceséw zyciowych ba-
danego obiektu jak i szeregu czynnikéw zewnetrznych miedzy innymi
temperatury, oswietlenia, sktadu omywajacego komorke roztworu. Na
przyktad przy wzroscie w zewnetrznym roztworze koncentracji jonéw K+
btona ulega depolaryzacji (tj. bezwzgledna warto$¢ jej potencjatu spoczyn-
kowego maleje), przy wzroscie koncentracji HCOr — hyperpolaryzacji
(bezwzgledna warto$¢ potencjatu rosnie) (35), przy wystepowaniu w roz-
tworze jonéw Ni+ nastepuje hyperpolaryzacja badz depolaryzacja w zalez-
nosci od koncentracji tych jonow (1), w roztworze NaCl pojawiajg sie
spontaniczne oscylacje potencjatu (76, 106). Btony sg wrazliwe na zmiany
pH zewnetrznego o$rodka. Jony H+ (a takze Ca++) ulegajg adsorpcji na
powierzchni btony powodujac wzrost wartosci potencjatu spoczynkowego
(65). Zmiang koncentracji jonow H+ tlumaczy sie tez wspomniane wyzej
dziatanie na btony roztworu zawierajacego jony HC03 (35, 86).

Wielkosci elektryczne bton komdérek roslinnych zmieniaja sie silnie
przy zmianach os$wietlenia (5, 6, 15, 88, 107), zmiany potencjatu spoczynko-
wego zalezg przy tym od warto$ci pH w zewnetrznym roztworze: np. przy
pH 5,7 wytaczenie Swiatta powoduje silng depolaryzacje, przy pH 4,7 —
hyperpolaryzacje (19). Szybko$¢ przebiegu procesu zalezy od natezenia
strumenia Swietlnego (36). Badania wptywu oswietlenia na potencjat spo-
czynkowy wykazuja, ze reakcja fotosyntezy kontroluje zaréwno przeni-
kalnos¢ bton jak i prace ,,elektrogenicznych pomp” (102). Istnieje szereg
prac poswieconych dziataniu inhibitoréw metabolizmu na potencjat spo-
czynkowy (10, 94, 102).

Zalezno$¢ potencjatu spoczynkowego od czynnikéw zewnetrznych ma
czesto przebieg skomplikowany; nie zawsze jest on przy tym powtarzalny.
Jedna z przyczyn tego moga by¢ uszkodzenia btony powstate w procesie
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wprowadzania mikroelektrod. Na artefakty, ktdre wystepuja przy pomia-
rze parametrow elektrycznych btony metodg mikroelektrod zwraca ostat-
nio uwage kilku autoréow (55, 80, 82, 87, 112).

Po zadziataniu na btone réznego typu bodzcéw (mechanicznych, elek-
trycznych, chemicznych itp.) o natezeniu wigekszym od pewnego natezenia
progowego btona komdérkowa ulega pobudzeniu, ktore przejawia sie mie-
dzy innymi w gwattownej krdtkotrwatej zmianie wielkosci i znaku na-
piecia elektrycznego. Jest to tak zwany ,,potencjat czynnoSciowy” (Ryc. 1).
Czas trwania tych zmian w komorkach zwierzecych wynosi kilka msek;
w komorkach ro$linnych — kilka sekund (51). W czasie pobudzenia zmie-
niajg sie zaréwno witasnosci elektryczne komérki jak i mechaniczne: za-
trzymuje sie ruch cytoplazmy, zmniejsza sie cisnienie wewnetrzne (81).

=)
Illl'llll

- 100-

0A ms

Ryc. 1. Potencjat czynno$ciowy izolowanego aksonu katamarnicy (39)

Przy lokalnym pobudzeniu potencjat czynnosciowy rozprzestrzenia sie
po powierzchni komorki z predkoscig zalezng od osrodka zewnetrznego,
w komorkach nerwowych predkos$¢ rozprzestrzeniania sie impulsu jest
rzedu dziesigtkbw metrow na sekunde (34, 77), a w komdrkach roslin-
nych—~ fialedwie kilku cm na sekunde (78, 108).

Szeroko stosowang dzi§ metodg badan potencjatu czynnosSciowego jest
metoda szybkiej stabilizacji réznicy potencjatow na btonie na zadanym po-
ziomie i nastepnie badanie przeptywajgcego przez bione pradu (clamp
method technique) (62).

W komoérkach nerwowych — jak wykazaty pierwsze prace przeprowa-
dzone tg metodg — podczas potencjatu czynnosciowego jony Na+ wplywa-
ja do komérki a jony K+— wyptywajg (22).

Istotng role w tworzeniu sie potencjatu czynnosciowego odgrywajg
dwuwarto$ciowe jony (Ca++, Mg++) (12, 58, 97). Obecno$¢ jonow Ca++
w osrodku zewnetrznym jest konieczna do tego, aby btona stata sie po-
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budliwa (97). Udziat tych jonéw w tworzeniu sie potencjatu czynnoscio-
wego nie jest catkowicie wyjasniony. Szereg eksperymentéw wskazuje na
to, ze podczas procesu pobudzenia jony Ca++ a takze H+ wyptywaja z neu-
ronéw i komoérek mieSniowych (37, 49, 91, 105).

W komorkach roslinnych pradami przeptywajacymi przez btone w pro-
cesie pobudzenia, sg prawdopodobnie strumienie wyptywajgcych z komoér-
ki jonéw CI" i K+ (28, 30, 44).

Il. Opér i pojemnosc

Pojemnosci bton komdrek zwierzecych i roslinnych zawierajg sie w gra-
nicach od kilku dziesigtych do kilku M-Fcm-2, a opory w granicach od kilku
dziesigtych do kilkudziesieciu a nawet kilkuset k”cm2 wartosci oporow
wyzsze od dziesieciu kQcm?2 wykazujg wytgcznie btony komérek roslin-
nych (22, 26, 90). W tabeli 1 podane sg warto$ci oporu R i pojemnosci C,
statej przestrzennej X i statej czasowej t bton komérek nerwu kata-
marnicy i kraba, komaérki miesnia zaby i komorki glonu Nitella translu-
cens. (Wielkos¢ t okre$la czas, po uptywie ktérego napiecie elektryczne
przy gwattownym wytgczeniu pradu przeptywajacego przez btone maleje
0 e gdzie e — podstawa log naturalnego; wielko$¢ Xokresla dtugos¢ odcin-
ka komérki na ktorym napiecie, przy pradzie ptyngcym wzdtuz komorki,
zmienia sie o e-1).

Tabela 1
Parametry elektryczne bton réznych komorek (57)
. Pojemnos¢ Stata
Badany obiekt SR)?EIrZCbI’:’]OZr;y Jbl—ony Sta+?n$sz:lf)owa przestrzenna Autor
C(]xFcm-2) X(cm)
Nerw katamarnicy 0,7 1 0,7 05
Nerw kraba 50 1 50 0,25 Katz (1966r)
Migsien zaby 4,0 6 24,0 0,2
Nitella translucens 21,0 1 2,6 Williams
i wsp. (1964r)
_________ |V A—

Opor btony jest jednym z najbardziej niestabilnych jej parametréow.
Warto$¢ jego zalezy bardzo silnie od szeregu czynnik6w zewnetrznych
m.in. od skiadu chemicznego zewnetrznego roztworu i temperatury. | tak
w zakresie pH 10— 6 opér pozostaje staty, natomiast w roztworach bardziej
kwasnych i zasadowych maleje (35, 65). Przy obnizaniu temperatury opér
wzrasta niemonotonicznie, co jest prawdopodobnie zwigzane ze struktural-
nymi zmianami btony (109).

Wartosci oporu btony okre$lane r6znymi metodami wykazujg znaczne
réznice. Przyczyny tych roznic nie sg dotychczas catkowicie wyjasnione
(26, 83, 84).
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Stosunkowo dobrze powtarzalna i badana przez wielu autorow jest za-
lezno$¢ oporu od przyktadanego do btony napiecia elektrycznego. Charak-
terystyka pragdowo napieciowa btony pokazana jest na rycinie 2. Na osi
odcietych odkladana jest warto$¢ napiecia liczona wzgledem potencjatu
spoczynkowego btony. Na osi rzednych | > 0 oznacza prad wyptywajacy
z komorki czyli depolaryzujacy, | <CO— prad wptywajacy do wnetrza
komorki czyli— hyperpolaryzujacy.

+04

>

<E
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uGnv)

Ryc. 2. Charakterystyka pragdowo-napieciowa plazmalemmy glonu Chara australis (23)

Jak widac¢ z ryciny 2, w zakresie matych natezen praddéw w granicach
utamka j.IAcm-2 napiecie zmienia sie proporcjonalnie do natezenia, a zatem
op6r pozostaje wielkoscig statag. Dla wiekszych natezen pradu obserwuje
sie zalezno$¢ oporu od kierunku pradu tj. efekt prostowania: dla pradu
hyperpolaryzujacego opor elektryczny jest wiekszy niz dla pradu depola-
ryzujgcego. W komorkach Characeae wiasnosci prostownicze nie sa silne,
natomiast w komoérkach nerwowych, stosunek wartosci oporéow dla pradu
wptywajgcego i wyptywajacego siega stu (21).

Wiasnosci prostownicze mozna obserwowac réwniez w btonach sztucz-
nych. Za efekt ten mogg by¢ odpowiedzialne r6zne mechanizmy (21, 23).

Przy bardzo duzych napieciach hyperpolaryzujagcych nastepuje efekt
przebicia podobny do przebicia dielektryka i polegajacy na bardzo gwat-
townym wzroscie natezenia pradu (23). W odrdznieniu od przebicia dielek-
tryka efekt ten dla bton nie jest destrukcyjny, moze by¢ powtarzany sze-
reg razy i zawsze wystepuje przy tym samym potencjale.

Przy pewnej wartosci pradu hyperpolaryzujagcego ITwystepuje w wielu
btonach efekt zwany ,,hyperpolarizing response” — nie uwidoczniony na
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rycinie 2— polegajacy na gwattownym wzroscie oporu btony do wartosci
2—3 a czasem i dziesieciokrotnie wyzszej. Efekt ten zaobserwowany byt
po raz pierwszy przez Blinksa na komoérkach roélinnych (12, 13) w latach
1936— 1937 miedzy innymi na komorkach Nitella (IT= 2 mA cm-2), p6zniej
rejestrowany byt na komoérkach nerwowych (96).

W stanie niskooporowym btona podczas przeptywu pradu wykazuje
istnienie elementéw pojemnosciowych, w stanie wysokooporowym — ele-
mentow zaréwno pojemnosciowych jak i indukcyjnych (18, 21, 50).

Przy pradzie depolaryzujacym, ktérego natezenie przekracza pewng
warto$¢ progowa wystepuje potencjat czynnosciowy, podczas ktérego cat-
kowity op6r btony maleje okoto kilkunastu razy. Pojemnos$¢ btony w pro-
cesie pobudzenia zmniejsza sie zaledwie o utamek swojej wielkosci
(—15°/0) (31, 52). Charakterystyka pradowo napieciowa bton zardwno zwie-
rzecych jak i roslinnych w czasie procesu pobudzenia ma ksztatt przed-
stawiony na rycinie 3; jedna z wykreslonych gatezi odpowiada pradowi
K+ a druga Na+ (38, 41) (lub Cl- w komdrkach rosdlinnych (51)).

em?

-50  -25 0 25 S0 TS

Ryc. 3. Pradowo — napieciowa charakterystyka btony komoérkowej w czasie procesu
pobudzenia (22)

Jak z powyzszego widaé¢, mimo szeregu roznic, nieraz bardzo interesu-
jacych z punktu widzenia badawczego, btony powierzchniowe protoplastu
komérek zwierzecych i roslinnych pod wzgledem witasciwosci elektrycz-
nych sg podobne.

Jedng z metod poznawania struktury i witasciwosci bton plazmatycz-
nych jest konstruowanie sztucznych bton i badanie ich witasciwosci.
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Najwiecej prac wykonuje sie na dwuwarstwowych btonach lipidowych.
Pojemnos¢ takiej btony ma warto$¢ okoto I"F/cm2 opor jej jest wyzszy od
105 k£)cm?2 (66) i zalezy od rodzaju tworzacych jag lipidéw (4). Obnizenie
oporu bton lipidowych do wartosci takiej jaka posiadajg btony naturalne
mozna uzyska¢é — jak wykazali Mueller i Rudin (69) — dodajac
pewnych (dotychczas niezidentyfikowanych) substancji biatkowych.
Sztuczne btony moga wykazywaé wiasciwosci mechaniczne i elektryczne
analogiczne do witasciwosci bton naturalnych, nawet wytwarza¢ potencjat
czynnosciowy (47, 63, 67, 68, 69, 70). Warto zauwazy¢, ze btony czysto
lipidowe i lipido-biatkowe nie wykazujg selektywnej przepuszczalnosci
dla jednowartosciowych jonoéw. Przepuszczalno$é takg nadajg sztucznym
btonom pewne antybiotyki (np. walinomycyna (67, 70)), jednak znane dzi$
substancje nadajgce sztucznym bionom selektywng przepuszczalno$¢ nie
wystepujg w naturalnych btonach komoérkowych. Mechanizm selektywnej
przepuszczalnosci bton jest jeszcze mato znany.

I11. Interpretacja elektrycznych wiasciwosci bion

Potencjat spoczynkowy btony jest suma trzech réznic potencjatow (in.
napieé) elektrycznych: dwu istniejgcych na powierzchniach biony (tak
zwanych napie¢ Galvaniego) i trzeciego — w samej btonie. W rozwaza-
niach teoretycznych czesto pomija sie wystepowanie napieé¢ elektrycznych
na powierzchniach btony, co w zasadzie dopuszczalne jest tylko wtedy,
gdy napiecia te sa sobie rowne co do bezwzglednych wartosci albo niewiel-
kie w pordwnaniu z napieciem na samej btonie. Rdznica potencjatow istnie-
jaca na btonie jest wynikiem przeptywu przez bione tadunkoéw elektrycz-
nych. £adunki, ktérych przeptyw wytwarza omawiany spadek potencjatu
elektrycznego przenoszone sg przez jony w procesie zardwno dyfuzji jak
i tzw. elektrogenicznego aktywnego transportu.

W pierwszym z tych procesow przeptyw wystepuje na skutek asymetrii
rozktadu jonéw po obu stronach biony i wiasciwosci btony selektywnego
przepuszczania jonéw. Asymetria rozktadu jonéw utrzymywana jest dzia-
taniem tzw. pomp metabolicznych, to jest proceséw w trakcie ktdrych sub-
stancje przenoszone sg przez btone kosztem energii pobieranej bezposred-
nio z reakcji biochemicznych. Transport taki nosi nazwe transportu aktyw-
nego i moze odbywac sie¢ w kierunku przeciwnym do kierunku jaki jonom
nadaje gradient potencjatu elektrochemicznego.

Jezeli aktywnie transportowane czastki sg zjonizowane, to przeptyw
ich moze wnosié bezposredni wktad do wartosci napiecia na btonie i mowi-
my wtedy o elektrogenicznym aktywnym transporcie.

Ogélne rownanie przeptywu jonéw (wzdtuz osi x) podaje termodynami-
ka proceséw nieodwracalnych (45, 46):
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0]

J=i

gdzie Pi Pj — strumienie przeptywajacych jondw
i— potencjat elektrochemiczny
lu — wspoétczynniki oporowe (funkcje koncentracji wszystkich
sktadnikdw roztworu).

Pierwszy skiadnik powyzszego rownania okresla niezalezny bierny
transport substancji ,i”, pozostate sktadniki okreslajg transport bierny
wywotany oddziatywaniem na dany skiadnik ,,i” pozostatych tranfsporto—
A

Réwnanie powyzsze bardzo doktadnie opisuje przeptyw, ale stuszne jest
tylko dla poszczego6lnych punktéw biony i praktycznie mato uzyteczne.
Zasadniczg trudnoscig w teorii btony jest zcatkowanie tego réwnania i do-
prowadzenie go do postaci, w ktérej wystepujg wielkosci tatwo mierzalne.

Zcatkowanie réwnania (I) wymaga wprowadzenia szeregu upraszczajg-
cych zatozen. Prac teoretycznych dotyczacych tego zagadnienia jest wiele
i wcigz pojawiaja sie nowe préby uzyskania rownan przydatnych dla eks-
perymentatordw i wyprowadzonych przy mozliwie najmniej rygorystycz-
nych zatozeniach wyjsciowych (27, 98).

W zaleznosci od rodzaju zatozen przyjetych przy catkowaniu réwnania
(I) istnieje okoto 10 postaci réwnan korncowych. Najprostsze z nich to
dobrze znane w elektrochemii rownanie Nernsta stuszne dla stanu rowno-
wagi tj. rownosci potencjatéw elektrochemicznych danego jonu po obu
stronach btony oraz réwnanie Goldmana wprowadzone przy zatozeniu
statosci pola elektrycznego w btonie i pominieciu zaré6wno wzajemnego od-
dziatywania jonéw jak i elektrogenicznego aktywnego transportu.

Dla btony przenikalnej dla jondw K+ réwnanie Nernsta ma postac:

RT , [K+]z
[K+H (1>

gdzie Em— r6znica potencjatdw na btonie
[K+]i i [K+]0— koncentracje (Scislej aktywnosci) jondw K+ od-
powiednio wewngatrz komorki i w o$rodku zewnetrznym.

W sytuacji, ktdrg opisuje rownanie (II) strumienie jondw K+, wptywa-
jacy i wyptywajacy z komorki, sg jednakowe i przynajmniej jeden z jonéw
dla ktérych btona jest nieprzepuszczalna ma r6zng koncentracje po obu
stronach btony.

Réwnanie Goldmana dla btony przenikalnej dla jonéw K+, Na+ i Cl-
ma postac:

wanych sktadnikéw oraz elektrogeniczny aktywny transport

E =--51-, PKA{K+0+ PNa{Na10+ Pcl-[Cr]i
F  n PKHKHi+ PNe{Na#0+ Pcl-[CI-]0
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gdzie PK+ Pn3+i Pci- — tzw. wspotczynniki przenikalnosci jonow
K+ Na+i CI.

Réwnanie powyzsze okresla wartosé potencjatu spoczynkowego w sta-
nie stacjonarnym; catkowity prad przeptywajgcy przez blone jest wtedy
rowny zeru: IK++ INet+ Id_= 0 i roznica koncentracji po obu stronach
btony utrzymywana jest dzieki aktywnemu transportowi substancji.

Roéwnania Nernsta i Goldmana sg wcigz stosowane przez elektrofizjo-
logéw [np. 3], chociaz jak wykazano w szeregu pracach, opisywane tymi
rownaniami zaleznosci nie zawsze s spetnione (7, 43, 56, 89). Istnieje
wiele danych wskazujacych na to, ze elektrycznych witasciwosci bton ko-
morek roslinnych nie mozna wyjasni¢ w sposob zadawalajacy biorgc pod
uwage tylko ruch jonéw K+, Na+, i Cl- [85]. Kitasato (53), na pod-
stawie przeprowadzonych przez siebie badan roli H+ w zjawiskach elek-
trycznych bton komorek Clnaraceae, sugeruje wystepowanie szybkiej dy-
fuzji jonéw H+ do wnetrza komérek. Utrzymanie neutralnosci elektrycz-
nej cytoplazmy i statej wartosci pH wymagatoby w tej sytuacji zréwno-
wazenia wptywajgcego strumienia jonow H+ aktywnym wyptywem tych
jonéw. Istnieje szereg prac potwierdzajagcych te koncepcje (72, 73, 88), sa
jednak prace kwestionujgce hipoteze Kitasato (104).

Wiosciwosci prostujgce blony mozna wyjasni¢ w oparciu o termody-
namiczng teorie transportu jonow przyjmujac, ze biona jest wielowarst-
wowg strukturg. Dwuwarstwowe btony rozpatrywane byty pod tym wzgle-
dem w pracach Katchalskiego w latach 1967—68. Rozszerzenie termody-
namicznych analiz na btony wielowarstwowe prowadzi miedzy innymi do
whniosku, ze w wielowarstwowych uktadach znajdujacych sie w rGwnowa-
dze, prawo Nernsta moze nie obowigzywac (74).

Interesujaca jest teoretyczna analiza witasciwosci btony — analogiczna
do stosowanej przez Shockley’a do potprzewodnikowych prostowni-
kéw (54), — w ktorych przyjmuje sie, ze btona skitada sie z dwu warstw
tadunkéw zwigzanych o znakach przeciwnych. Na zlgczu takich warstw
istnieje silne pole elektryczne, ktérego wielko$¢ wzrasta lub maleje w za-
leznosci od kierunku przyktadanych do uktadu zewnetrznych napieé elek-
trycznych. Role elektronéw i dziur — nos$nikow tadunkéw w poéiprzewod-
nikach — odgrywaja w tej teorii swobodne kationy i aniony. Analiza row-
nan ruchu tych no$nikow pozwala wyjasni¢ zar6wno zmiany oporu btony
przy zmianach napiecia, jak i zdolno$¢ gromadzenia energii elektrycznej
to jest wystepowanie pojemnosci (23, 64).

Zjawiska elektryczne obserwowane w procesie pobudzenia dobrze opi-
suje teoria Hodgkina — Huxley’a (59). Teoria ta — przedstawia-
jaca element btony jako element obwodu elektrycznego, skladajgcego sie
z opordéw, ogniw i pojemnos$ci — jest teorig matematyczno — elektroniczng
i nie daje fizyko — chemicznego obrazu procesow, ktére mogtyby by¢
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przyczyng tych zmian. Wyjsciowe rownania tej teorii opisujgce zmiany
oporu btony dla jonéw Na+ i K+ sg rOwnianiami empirycznymi.

W ostatnich latach ukazuje sie wiele prac na temat kinetycznomoleku-
larnego mechanizmu procesu pobudzenia. W molekularnych opisach wtas-
ciwosci bton wysuwane sg koncepcje kanatéw regulujacych przeptyw jo-
néw Na+ i K+. Kanaty te pod wptywem zewnetrznego pola moga otwierac
sie albo zamyka¢ w wyniku przenikania do nich jonéw albo obrotu dipoli
zwigzanych z biatkami btony [99]. Role kanatow moga odgrywac drobiny
albo zespoty drobin dzieki specyficznej strukturze lub potozeniu (32, 33).

Autorzy wielu prac rozwijajg koncepcje Tasaki z 1968 r. (96). Zgod-
nie z tg koncepcja btona jest uktadem globularnym lipidobiatkowych kom-
plekséw ,,protomerdéw”, ktére moga wystepowaé co najmniej w dwu sta-
nach konformacyjnych (21, 9, 110).

Konformacyjny model btony zaproponowany np. przez Czizmdze-
wa i wsp. (110, 111) opiera sie na zatozeniu, ze bione tworzy dwuwymia-
rowy uktad protomerdw, ktére moga znajdowac sie w trzech stanach.
W jednym ze standw protomery wykazujg powinowactwo do jonéw Na+
i majg niski opdr elektryczny, w drugim — powinowactwo do jonéw K+
i wysoki op6r, w trzecim stanie zwigzane sg z jonami Ca++ i przedsta-
wiajg sobg catkowicie zablokowane kanaty. W zaleznosSci od liczby proto-
merow znajdujacych sie w kazdym z tych stan6w, btona jest bardziej lub
mniej przenikalna dla jonéw Na+ lub K+.

Réwnania wyprowadzone w oparciu o ten model zupetnie dobrze wy-
jasniaja (jakoSciowo) szereg wiasciwosci bton miedzy innymi zalezno$é
potencjatu spoczynkowego btony od koncentracji dwuwarto$ciowych jo-
néw w zewnetrznym o$rodku i przebieg zmian przewodnictwa w procesie
pobudzenia

Wyjasnienia witasciwosci elektrycznych bton oparte bywajg tez na in-
nych zatozeniach. | tak niektérzy autorzy traktuja btone jako ciekto-mo-
zaikowga strukture (48], inni jako strukture biatkowg ciekto-krystaliczna
(101) jeszcze inni przyjmujg za model btony warstewke ferroelektryka
o kierunku osi prostopadtym do powierzchni (44).

IV. Przewodnictwo elektronowe

Otwarty wcigz jest problem istnienia w btonach swobodnych elektro-
néw, to jest elektronow, ktore pod wpltywem zewnetrznego pola elektrycz-
nego mogtyby poruszac sie tworzgc prad elektryczny analogiczny do pradu
w metalach i potprzewodnikach. Wystepowanie w btonach przewodnictwa
elektronowego pozwolitoby zastosowaé¢ do opisu wiasciwosci bton kwan-
towo-mechaniczng teorie ciat statych (tzw. teorie pasmowa), ktéra odno-
sita duze sukcesy przy interpretacji zjawisk obserwowanych w poiprze-
wodnikach. Koncepcja traktowania btony jako ciata krystalicznego o witas-
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ciwosciach pétprzewodnika po raz pierwszy zostata wysunieta w roku 1941
przez S zent-Gyorgy’ego (95). Szereg autorow powraca pézniej do
tej koncepcji (28, 29, 60).

Istnienie w btonach swobodnych elektronéw wyjasnitoby obserwowany
w wielu pracach wptyw statego i zmiennego pola magnetycznego na stan
i funkcjonowanie roznych elementéw ukiadu nerwowego. Wysuwane sg
sugestie rozpatrywania pobudzenia jako procesu w pewnym stopniu elek-
tronowego (30).

Uzyskanie eksperymentalnych dowodéw na poparcie koncepcji wyste-
powania w btonie swobodnych elektrondw nie jest tatwe. Jednym z nie-
wielu doswiadczen pozwalajgcych odrézni¢ prad elektryczny od pradu
jonowego jest pomiar tzw. napiecia Halla. Jezeli obiekt wzdtuz ktérego
przeptywa prad elektryczny zostanie umieszczony w silnym polu magne-
tycznym skierowanym prostopadle do kierunku pradu, to w wyniku dzia-
tania pola megnetycznego nos$niki tadunkéw ulegna przesunieciu i na ba-
danym obiekcie w poprzek kierunku przeptywu pradu, wytworzy sie roz-
nica potencjatdw (napiecie Halla). Z wielko$ci i znaku tej rdznicy poten-
cjatow mozna okres$li¢ rodzaj nos$nikdéw.

Metodg pomiaru napie¢ Halla stwierdzono, ze w pewnych uwodnionych
drobinach biatkowych np. w hemoglobinie wystepuje przewodnictwo elek-
tronowe, a zatem drobiny te mozna traktowac¢ jako elementy poiprzewod-
nikowe [17, 29, 34], Wszystkie proby wykrycia bezposrednio w strukturach
biologicznych przewodnictwa elektronowego nie dawatly dotychczas po-
zytywnych wynikéw [61]. Dopiero doSwiadczenia przeprowadzone w ostat-
nich latach pozwalajg sadzi¢, ze przewidywania Szent-Gyorgy’ego
byty stuszne (16, 100). Do doswiadczen wykazujacych wystepowanie w bto-
nach przewodnictwa elektronowego naleza miedzy innymi pomiary napie¢
Halla w komdrkach glonéw Characeae (20). Pomiary te, tacznie z pomiara-
mi oporéw i pojemnosci przeprowadzonymi réwnolegle kilku metodami —
sugeruja, ze btona plazmatyczna skiada sie z dwu wysokooporowych
warstw przedzielonych strukturg wykazujgca witasciwosci potprzewodni-
kowe (79, 83, 84, 112).

V. Uwagi koncowe

Celem niniejszego artykutu bylo zapoznanie czytelnika z dotychczaso-
wymi osiggnieciami i obecnym stanem badah elektrycznych wiasnosci
bton komorkowych. Artykut ten nie jest opracowaniem monograficznym
i cytowane pozycje literatury sg czesto pozycjami dowolnie wybranymi dla
zilustrowania pogladéw znanych autorce zaréwno z piSmiennictwa jak ze
zjazdow naukowych, konferencji i indywidualnych spotkan.

W opisie wihasciwosci elektrycznych bton, gtéwny nacisk potozono na
wyniki badan parametréw elektrycznych i ich interpretacje. Proces tran-
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sportu jonow przez btone potraktowano bardziej marginesowo, mimo, iz
zwigzek miedzy wiasciwosSciami btony a przeptywem przez nig nosnikéw
tadunku — co starano sie podkreslic w artykule — jest Scisty i ma przy
tym charakter niezwykle ztozony.

Prac z zakresu badan zjawisk elektrycznych w btonach ukazuje sie
ostatnio bardzo duzo. Zawierajg one bogaty materiat doswiadczalny i po-
dajg roznorodne jego interpretacje, ale zatozenia przyjmowane przy tych
interpretacjach sa czesto catkowicie sprzeczne. Podaje sie oryginalne teo-
retyczne opisy poszczeg6lnych efektéw, ale brak jednolitej teorii opisujacej
wszystkie zjawiska elektryczne.

Wszystko to Swiadczy o tym, ze dziat nauki traktujgcy o elektrycznych
wiasciwosciach bton jest dopiero w stadium tworzenia sie.

Artykut wptynat dnia 14.9.1973, po rewizji autorskiej wrocit dnia 23.1974.
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SPRAWOZDANIA

IX Miedzynarodowy Kongres Biochemii

Sztokholm, 1—7 lipiec 1973

IX Miedzynarodowy Kongres Biochemii otworzyt prezydent Miedzynarodowej
Unii Biochemicznej prof. Hugo Theorell, a Adres powitalny wygtosit Lars Ernster —
Giéwny Organizator Kongresu.

Wyktady plenarne podczas sesji otwarcia dotyczyty:

Ewolucji enzymow (B. S. Hartley),
Interakcji miedzy btonami komoérkowymi (G. E. Palade).

Obrady toczyly sie w ramach 9 sekcji i 4 kolokwiow. Schemat organizacyjny
sekcji obejmowat posiedzenia sympozjalne, posiedzenia przeznaczone na ustne donie-
sienia oraz prezentacje doniesiefi w postaci plakatéw. Podobny byt tez organizacyjny
schemat kolokwi6w.

Tematyka sekcji i kolokwiéw byta nastepujgca:

Sekcja 1— Metody rozdzialu makroczasteczek;

Sekcja 2— Struktura i funkcja biatek;

Sekcja 3— Biosynteza kwasdéw nukleinowych i biatek;
Sekcja 4— Bioenergetyka;

Sekcja 5— Biochemia bton;

Sekcja 6 — Immunochemia;

Sekcja 7— Metaboliczne funkcje oksygenaz;

Sekcja 8— Regulacja metabolizmu posredniego;

Sekcja 9 — Biochemia lipidow.

Kolokwium A

—Biochemia struktur pozakomorkowych;

Kolokwium B

— Ewolucja molekularna;

Kolokwium C

—Biochemia przekaznictwa synoptycznego;

Kolokwium D

—Polipeptydy o wiasciwosciach hormonalnych, toksycznych i anytbio-
tycznych.

Sekcja M
—doniesien réznych (wytgcznie plakatowych).

Oprocz naukowych sesji podczas Kongresu zorganizowano 4 wyktady popularno-
naukowe dla os6b towarzyszacych oraz prasy, radia i telewizji. Wyktady te cieszyty-
sie rowniez duzym zainteresowaniem czynnych cztonkdéw Kongresu.

Podczas sesji zamkniecia wyktady plenarne wygtosili:

E. C. Slater —,, Transport elektrondw a zachowanie energii”,
S. Spiegelman — ,,Etiologia raka tkanek ludzkich —dowody molekularne”.
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Wyrazy podziekowania ze strony organizatorow przekazat Lars Ernster, uwagi
konicowe za$ ustepujacy prezydent Unii Hugo Theorell. Po czym podziekowanie ze
strony uczestnikdw ztozyl nowoobrany prezydent Unii O. Hayaishi.

Kongres zgromadzit ponad 6000 biochemikéw z catego $wiata. Biochemikéw pols-
kich reprezentowato 40 czynnych uczestnikow Kongresu z réznych osrodkéw krajo-
wych

Ogotem podczas Kongresu przedstawiono 200 wyktaddw, 680 doniesien ustnych
i 1390 doniesien plakatowych (co stanowito odpowiednio 10, 30 i 600o wszystkich
prezentacji). Uczestnicy z Polski przedstawili 2 referaty sympozjalne oraz 23 donie-
sienia (w tym 2 ustne, 21 plakatowych).

Wielu uczestnikéw Zjazdu szczegélnie pozytywnie ocenito dyskusje jakie miaty
miejsce podczas plakatowej prezentacji doniesien.

Polskich cztonkéw Kongresu zainteresowaty szczeg6lnie problemy omoéwione po-
nizej. Wyboér zagadnienn i szczegdtowo$¢ relacji wynikajag z zainteresowan referen-
tow, stanowig przeto —rzecz jasna — jedynie czastkowy obraz prac przedstawionych
podczas Kongresu.

Ewolucja enzymoéw

Wyktadowca, B. S. Hartley, oméwit na wstepie proteazy serynowe trzustki (tryp-
syna, chymotrypsyny, elastaza) oraz enzymy biorgce udziat w tworzeniu i rozpusz-
czaniu skrzepéw krwi (protrombina, trombina, plazmina) wskazujagc na zawarte
w nich analogiczne sekwencje aminokwaséw pomimo duzych réznic w specyficznosci
dziatania, co wskazuje na ewolucje od wspdlnego ,,przodka”. Szczeg6lnie podobne sg
w tych enzymach sekwencje tafncuchow lezagcych wewnatrz struktury przestrzennej
czasteczki. Roznice w sekwencji reszt aminokwasowych tafcuchéw lezacych na po-
wierzchni czasteczek enzymoOw sa znaczne i siegajg dwoch trzecich ich catkowitej
ilosci natomiast réznice w miejscach wigzacych substrat sg minimalne; np. chymo-
trypsyna i trypsyna rdznig sie tylko jedng reszta aminokwasowg (seryna w chymo-
trypsynie a kwas asparaginowy w trypsynie).

Podobne homologie strukturalne istniejg prawdopodobnie w grupie syntetaz ami-
noacylo-tRNA. Mimo duzych réznic w diugosci tarncuchéw enzymy te wywodza sie
prawdopodobnie réwniez od jakiego$ wspélnego ,,przodka”, gdyz ich tafhcuchy pepty-
dowe zawierajg dwa lub trzy powtarzajace sie ,intramery” o identycznej sekwencji
aminokwaséw. Niektére z tych syntetaz uzyskano w formie krystalicznej i obecnie
grupa Hartleya bada strukture przestrzenna tych enzymoéw.

Postulowany przez autora mechanizm powstawania takich rodzin enzyméw to
duplikacja genéw. W tym procesie jedna kopia genu zachowuje swojg oryginalng
aktywnos¢ a druga (inna) ulega mutacji w rezultacie czego powstajg enzymy o nowych
specyficznosciach.

W dalszej czeSci wyktadu prof. Hartley opisat badania nad doswiadczalng ewo-
lucjg niektérych enzyméw bakteryjnych przy pomocy urzgdzenia nazwanego chemos-
tatem albo ,evolutionstat”. Bakterie hoduje sie w tym urzgdzeniu w catkowitej izo-
lacij od zewnetrznej atmosfery przy jednoczesnej mozliwosci monitorowania ewo-
lucji enzymoéw bakteryjnych poprzez mieszalne zmiany poziomu zuzywanych sub-
stratbw. Wzrost biomasy bakterii mozna réwniez mierzy¢ gdyz urzadzenie dziata
w warunkach réwnowagi a nadmiar bakterii przechodzi do dotgczonego drugiego
naczynia. Ten chemostat jest swego rodzaju zamknietg nisza ekologiczng, w ktérej
substancje pokarmowe (substraty) zamieniane sg na biomase komérek. Biologiczne
zdolnosci zyjagcych w takiej niszy organizmdéw mozna mierzy¢ przez pomiar ilosci
pobranego pokarmu (substratu).
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Ewolucja molekularna

Tematowi temu poswiecono kolokwium (5 wyktadéw, 32 doniesienia). Oto tytuty
niektorych wyktadéw i doniesien: interakcje miedzy aminokwasami i nukleotydami
w $rodowisku nie zawierajgcym materii ozywionej, rola nieorganicznych fosforanéw
w ewolucji chemicznej i biologicznej, molekularna ewolucja hormondw luteinizuja-
cych i hormonow tyreotropowych, filogenetyka trypsynogenéw u ssakéw, strukturalne
podobienstwo miedzy biatkami jadu zmii, ewolucja hemoglobin (poréwnanie hemo-
globin nizszych i wyzszych kregowcoéw) itd.

Biosynteza kwaséw nukleinowych i biatka

Obrady w sekcji 3, gdzie wygtoszono 19 referatow sympozjalnych, 108 komunika-
téw i przedstawiono w formie plakatowej 207 doniesien, dotyczyly zagadnien zwia-
zanych ze strukturg i funkcjg aparatu rybosomalnego oraz replikacyjnego i z regu-
lacjg transkrypcji. Tak wiec obrady obejmowaty zespét probleméw zaliczanych do
dziedziny biologii molekularnej. Dziedzina ta dynamicznie rozwijajgca sie w ciggu
ubiegtych 20 lat, przechodzi w tej chwili okres mutacji. W poprzednim okresie prak-
tycznie co roku uzyskiwano rewelacyjne dane dotyczace dziatania podstawowych
mechanizméw biologicznych. Kongres Sztokholmski rewelacji na miare odczytania
kodu genetycznego nie dostarczyt, nie oznacza to jednak by w obrebie dziedziny
istniata stagnacja. Poprzednie badania daty zarys schematéw i stworzyly nowe idee.
Kongres Sztokholmski za$ byt probg rekapitulacji prac poswieconych wnikaniu
w szczegétowe mechanizmy poznanych juz procesow. Kongres byt tez $wiadectwem
powaznego rozwoju metodycznego biologii molekularnej. Badanie sekwencji kwaséw
nukleinowych i biatek, wydzielanie biatek biologicznie czynnych w stanie homogen-
nym, zastosowanie technik immunologicznych weszto do normalnego arsenatu metod
niejednego laboratorium. Ten rozwdj metodyczny, z towarzyszacg mu koncentracjg
na badaniach mechanizmu reakcji, prowadzi do zjawiska wyraznie podkreslonego
przez Hugo Theorella w uwagach zamykajagcych kongres—w biochemii zaczynajg
znajdowaé zastosowanie metody matematyczne i potozony zostaje nacisk na badania
fizykochemiczne. Taka jest tez w tej chwili sytuacja w biologii molekularnej. Elemen-
tem spajajacym rézne dziaty tej dziedziny wydaje sie by¢ obecnie problem oddzia-
tywania miedzy biatkiem a réznymi formami kwaséw nukleinowych.

Po tych kilku ogolnych uwagach, omawiamy ciekawsze referaty i doniesienia
wygtoszone w ramach sekcji, grupujac je tematycznie.

Procesy replikacji

Referat N. Sueoki i wspotpracownikow (3Sa2) dotyczyt replikacji DNA u Bacillus
subtilis. Autorzy ci wykazali, ze DNA zwigzane jest w komdrce z pewng frakcja
btony komoérkowej, réznigca sie sktadem biatkowym od pozostatej czesci btony.
Stwierdziwszy, ze in vitro replikacja DNA wymaga dodatku ATP, zajeli sie udziatem
wysokoenergetycznego zwigzku w replikacji i wykazali, ze najprawdopodobniej jest
on niezbedny do miejscowego rozplecenia podwdjnej nici DNA. Tego typu dziatanie
ATP wigze sie z funkcjg DN-azy zaleznej od ATP, enzymu wyizolowanego przez
autoréw i rozktadajgcego w obecnosci ATP tylko natywne DNA. Enzym ten jedno-
cze$nie wykazuje aktywno$¢ ATP-azy zalezng od obecnosci DNA. Zdjecia z mikros-
kopu elektronowego, mieszaniny zawierajacej omawiany enzym, ATP i natywne DNA,
wykazuja, ze w poczatkowym stadium dziatania enzymu, podwdéjna ni¢ DNA ulega
miejscowym rozpleceniom.

Zaawansowane badania nad mechanizmem replikacji faga T4 przedstawia pra-
cownia B. Albertsa (3Sa3). W obrebie genomu faga T4 wystepuje 6 genéw kontrolu-
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jacych produkcje biatek wchodzacych w skltad aparatu replikacyjnego tego faga.
Pierwsze z nich —biatko pozostajgce pod kontrolg genu 43 to fagowa polimeraza
DNA. Wyizolowany i oczyszczony enzym ten nie kopiuje jednak podwojnej, a tylko
pojedynczg ni¢ DNA i rozpoczyna replikacje tylko pofragmentowanych matryc — nie
wykazuje wiec witasnosci wymaganych w przypadku enzymu odpowiedzialnego za
przebieg replikacji in vivo. Aktywno$¢ wyizolowanej polimerazy DNA jest jednak
podnoszona przez dodatek biatka pozostajagcego pod kontrolg genu 32. Biatko to wigze
sie z DNA destabilizujagc podwdjna spirale, jest wiec biatkiem ,rozplatajagcym” wig-
zacym sie jako pierwszy skiadnik aparatu replikacyjnego z wybranymi fragmentami
DNA. DNA ,rozplecione” przez ,biatko 32” staje sie substratem dla polimerazy DNA,
ktorej specyficznos¢ w stosunku do fragmentdw inicjatorowych kwasu nukleinowego
i zdolno$¢ do reinicjacji pojawia sie w rezultacie interakcji miedzy enzymem a czte-
rema biatkami kontrolowanymi przez pozostate cztery geny odpowiedzialne za dzia-
fanie aparatu replikacyjnego faga.

Model DNA Watsona i Cricka sprawial zawsze trudnosci przy interpretowaniu
przebiegu replikacji —liczono z jakg szybkoScig miata by sie poruszaé wzdtuz po-
dwajnej nici replikaza i jak znaczna energia musiata by zosta¢ zuzyta na rozplecenie
catej podwajnej nici DNA oraz zastanawiano sie czy dtugie nici DNA nie splataty by
sie ze sobg podczas replikacji. Rekapitulacja prac grupy z Uniwersytetu z Nagoya
dokonana przez Okazaki i wspotpracownikéw (3Sa4) stawia w nowym Swietle roz-
wazania dotyczace mechanizmu replikacji. Otéz replikacja DNA nie zachodzi w spo-
sob ciagly, a jest inicjowana w wielu miejscach na nici DNA przy czym tworzg sie
tzw. fragmenty Okazaki. Co wiecej, kazdy taki wzglednie krétki fragment dezoksy-
rybonukleotydowy (500—2000 nukleotydéw) poprzedza zwigzany z nim kowalencyjnie
fragment rybonukleotydowy o dtugosci 50—100 nukleotydéw. Byé moze kazdy z tych
fragmentow RNA ma identyczng sekwencje —w kazdym razie na koncu 5’ kazdego
z tych fragmentéw wystepuje zawsze sekwencja pppGpUp... a na koncu 3’ (potgczo-
nym kowalencyjnie z DNA wigzaniem (sekwencja ...p/rPy/p/rAlp/rU lub
rC/p/dC/... Tak wiec replikacja DNA zaczyna sie najprawdopodobniej syntezg krdt-
kich fragmentéw RNA lezagcych wzdtuz nici DNA. W tych miejscach zostaje zaini-
cjowana synteza fragmentéw DNA komplementarnych do nici macierzystych, a na-
stepnie kowalencyjne zwigzane z fragmentami DNA odcinki RNA zostajg wytrawione
przez RN-aze. Poszczegblne fragmenty DNA polgczone zostaja za posrednictwem
enzymow reperujgcych w dlugg potomnag ni¢ DNA.

Transkrypcja

Istotne osiggniecia w badaniach DNA/RNA przedstawione zostaly przez M. J.
Chamberlina (3Sbl) pracujgcego nad transkrypcjag DNA z faga T7 przez bakteryjng
polimeraze RNA. Interakcja miedzy fragmentem promotorowym DNA, a polimerazg
RNA prowadzi do powstawania kompleksu mogacego znajdowaé sie w dwu stanach
przejsciowych przy czym w jednym z tych standéw nastepuje inicjacja syntezy mRNA.
Co wiecej in vivo transkrypcja fagowego RNA zachodzi odcinkami. Podobnie dziata
wyizolowana przez Chamberlina polimeraza RNA odczytujgca fagowe DNA.

Innym powaznym osiggnieciem w badaniach nad transkrypcjg byty przedstawione
przez B. Muller-Hilla (3Sb3) wyniki dotyczace mechanizmu dziatania represora ope-
ronu Lac u E coli. W pracowni tej stosujgc odpowiednie metody genetyczne uzyskano
szczepy bakteryjne syntetyzujgce biatko represorowe w ilosci okoto stukrotnie wyz-
szej niz normalne szczepy. Biatko to zostato wyizolowane w stanie homogennym
w ilosci 10g. Jego sekwencja i wihasnosci zostaty poznane, przy czym okazato sie, ze
nie jest to biatko typu histonu. Nastepnie zajeto sie badaniem mechanizmu wigza-
nia tego biatka z chromosomem E. coli i wykazano, ze biatko to tworzy na nici DNA
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kompleks tetrameryczny. Badania nad dziataniem zmutowanych form biatka represo-
rowego wykazaty, ze miejsce wigzgce sie z operatorem znajduje sie w okolicy N-konca
biatka, a miejsce wigzace induktor w centralnym fragmencie czasteczki. Delegacje
prowadzgce do utracenia fragmentéw C konca biatka represorowego znosity obie
jego funkcje. Mutacje takie znoszg rowniez tendencje biatka represorowego do two-
rzenia tetrameréw.

Translacja

A. Rich i wspotpracownicy przedstawili trojwymiarowy model drozdzowego
tRNAFn Model ten wynika z badan rentgenograficznych ortorombowych krysztatow
tRNA. Zgodnie z nim czasteczka tRNA ma ksztatt duzej litery L, przy czym na
koncu krétszej kreseczki L wystepuje koniec CCA ulegajacy aminoacylacji, za$ anty-
kodon znajduje sie na koncu dtuzszej kreseczki litery L. Doswiadczalne dane wska-
zujace, ze tRNA w roztworze posiada réwniez strukture proponowang przez Richa
oraz, ze ta struktura ma charakter ogélny dla wszystkich rodzajow tRNA zostaty
przedstawione przez J. Ofenganga i wspotpracownikéw (3k9). Procent wprowadzo-
nych fotochemicznie wigzan miedzy 4 tiourydyna w pozycji 8 i cytydyng w pozycji
13 byt zgodny dla réznych rodzajéw tRNA z modelem Richa. Model ten w istotny spo-
s6b rozni sie od dotychczas przyjmowanego ,,gruszkowego” modelu Cramera i bedzie
miat napewno istotne znaczenie przy rozwazaniu nad mechanizmami oddziatywania
miedzy tRNA i rybosomem i nad przebiegiem aminoacylacji tRNA. Zastrzezenia do-
tyczace modelu Richa wynikajg z polimorfizmu krysztatow tRNA, co sugeruje istnie-
nie réznych form przestrzennych w populacji czasteczek tRNA. Nalezy zwrdci¢ uwa-
ge, ze Rich przedstawit pierwszg analize rentgenograficzng czasteczki tRNA.

W rozwazaniach nad dziataniem miedzy syntetazg aminoacylo-tRNA, a tRNA
Smith i Celis (3Sc2) zastosowali typowo genetyczne metody. Okazuje sie, ze zamiana
pojedynczej zasady w obrebie dwu koncowych par przy koncu CCA (Al, A2, A80,
U81) lub zasady bezposrednio poprzedzajacej koniec CCA (G82), decydujg o zmianie
specyficznos$ci w rozpoznawaniu supresorowego, tyrozynowego tRNA przez syntetaze
aminoacylo-tRNA. Tak wiec w rozpoznaniu struktury danego tRNA przez odpowiedni
enzym istotng role odgrywa sekwencja i ksztatt konca akceptorowego tRNA.

Istotny udzial w badaniach proceséw translacji maja prace dotyczace organizacji
rybosomu i zwigzku tej organizacji z biosyntezg biatka. M. Nomura (3Cc4) przedstawit
schemat przebiegu organizowania sie in vitro aktywnej podjednostki rybosomowej
30S z 16S RNA i 21 oczyszczonych biatek rybosomowych, ustalajgc kolejnos¢ w jakiej
do RNA dotaczajg sie poszczeg6lne biatka. Schemat organizacji rybosomu u protoka-
riontow prawdopodobnie ma znaczenie ogélne, bowiem wigkszo$¢ biatek rybosomo-
wych E. coli daje sie zastgpi¢ biatkami rybosomowymi z B. stearothermophilus
(z punktu widzenia chemicznego — do$¢ réznych od biatek E. coli). Za fenotyp ry-
bosomowy charakterystyczny dla danego gatunku, odpowiada prawdopodobnie tylko
pare biatek rybosomowych (moze SI?). W pracowni Kurlanda (3Sc5) stosujgc od-
czynniki sprzegajace biatka, badano wzajemne sagsiedztwo réznych biatek rybosomo-
wych i wykazano, ze w podjednostce rybosomowej lzejszej sasiadujg ze soba biatka
S5-S8, S18-S21, S13-S19. Podobny typ badan topograficznych nad rozmieszczeniem
biatek rybosomowych przedstawit J. Gordon (3Sd3) oraz J. Highland i wspétpracow-
nicy (3g4). Oparte one byty na zastosowaniu specyficznych, w stosunku do 50 biatek
rybosomowych, przeciwciat i okre$laniu wptywu tych przeciwciat na asocjacje pod-
jednostek rybosomowych i pojawienie sie aktywnosci rybosomowej GTP-azy.

Przedstawione tez zostaty nowe poglady na przebieg inicjacji specyficznych poli-
peptydow w uktadzie bakteryjnym. H. O. Voorma i wspotpracownicy (3g5) stosujac
znakowane faktory inicjacyjne potwierdzili, ze tworzenie kompleksu inicjacyjnego
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przebiega poprzez kolejne stadia polegajgce na przytaczeniu do podjednostki 30S
kolejno czynnikéw inicjujgcych IF3, IF1, IF2 (proces dotgczania sie faktorow ma
charakter kooperatywny). Dopiero po przytaczeniu faktoréw, dotacza sie do rybo-
soméw mRNA, a N-formylo-tRNAMt dotgcza sie w ostatnim etapie tworzenia kom-
pleksu inicjacyjnego. Tak wiec wybor wiasciwego odcinka mRNA majgcego znalezé
co jest nowym elementem w poznaniu procesu inicjacji.

Obszerny referat M. Revela i wspoétpracownikow (3Sd2) dotyczyt udziatu faktora i
(interferujgcego) w procesie inicjacji. Rozne formy tego faktora wigzac sie z czyn-
nikiem IF3 nadajg mu odpowiednig specyficzno$¢ w stosunku do okreslonych frag-
mentéw inicjacyjnych mRNA. Biatka aparatu inicjacyjnego wydajg sie wptywac na
proces transkrypcji. Komplikuje to oczywiscie obraz mechanizmu inicjacji. Revel
przedstawit tez interesujacy spekulatywny schemat dziatania czynnikéw inicjacyjnych,
zgodnie z ktdrym majg one leze¢ na powierzchni rybosomu bezposrednio sie ze sobg
stykajac. Wspotdziatanie ich wzajemnego utozenia (narzucanego przez konformacje
powierzchni rybosomu) oraz zmian alloesterycznych w obrebie faktora i prowadzi do
specyficznego wyboru przez dany kompleks rybosomowy witasciwego odcinka inicju-
jacego w obrebie mRNA.

Tematycznie zwigzany z omawiang sekcjg byt odczyt plenarny wygtoszony pod-
czas sekcji zamkniecia Kongresu przez S. Spiegelmana n.t. ,Etiologia raka tkanek
ludzkich —dowody molekularne”. Odczyt ten przyjety z wielkim zainteresowaniem
rekapitulowat jakby ostatnie dwadziescia lat pracy nad kwasami nukleinowymi, przy-
noszac dane co do molekularnych mechanizméw odgrywajacych role przy rakowace-
niu tkanki. Stosujac techniki opracowane przez biologdw molekularnych (a wiele
sposéréd nich powstato w pracowni samego Spiegelmana) wykazat on, ze w przypadku
okreslonych typow raka w zaatakowanej tkance pojawia sie RNA o sekwencji po-
dobnej do RNA zawartego w wirusach powodujacych podobne procesy rakowacenia
u zwierzat doswiadczalnych. RNA w tkance ma rdwniez ciezar czasteczkowy zbli-
zony do ciezaru RNA wirusowego i co wiecej w gradiencie sacharozowym sedymen-
tuje pod postaciag kompleksu z ,odwrotng transkryptazg”, enzymem specyficznym
dla dziatania wiruséw onkogennych. Wreszcie doswiadczenia przeprowadzone nad
biataczka ludzka wykazaty, ze w przypadku tego raka w komoérkach nie wystepuje
segment DNA, ktérego transkrypcja prowadzita by do powstania RNA wirusowego.
Referat ten wykazat istotne znaczenie badan podstawowych w dziedzinie biologii
molekularnej dla poznania mechanizmu zmian rakotwdérczych.

W ramach sekcji przedstawiono w postaci plakatowej 8 prac z laboratoriow
krajowych.

Bioenergetyka

Szeroko dyskutowano w Sztokholmie zagadnienia biologicznych przemian ener-
getycznych. Oprocz sekcji pod nazwa ,Bioenergetyka”, bedacej czescig skitadowg
Kongresu, odbyto sie bezposrednio po Kongresie dwudniowe sympozjum na temat
proceséw energetycznych w btonach biologicznych. Niniejsze sprawozdanie obejmuje
réwniez najwazniejsze problemy omawiane na tym ,satelitarnym” sympozjum.

Dwa zagadnienia z zakresu bioenergetyki wysunety sie na czoto w ostatnich
kilku latach i byly tez przedmiotem szczegblnego zainteresowania na Kongresie
i pokongresowym Sympozjum. Pierwsze, to formy cytochroméw, zdolne do udziatu
w procesach przeksztatcania energi, drugie —rekonstrukcja btony zdolnej do ,,sprze-
zenia energetycznego”. Odkrycia wysokoenergetycznych form cytochromu b dokonat
kilka lat temu B. Chande (Filadelfia). Zagadnienie to podjeto nastepnie kilka innych
pracowni, m.in. Slatera w Amsterdamie. Chance i jego wspdipracownicy przedsta-
wili na Kongresie badania w zakresie cytochromu a3 z ktérych wynika, ze i ten
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cytochrom, podobnie jak cytochrom b-r, moze zmienia¢ potencjat oksydoredukcyjny
w zalezno$ci od stanu energetycznego biony mitochondrialnej, a wiec moze uczestni-
czy¢ w przeksztatceniu energii transportu elektronéw w energie syntezy ATP. Refe-
rat plenarny E. C. Slatera wygtoszony na zamkniecie Kongresu zawierat przekony-
wujace dane doswiadczalne na to, ze w dwdéch tzw. ,miejscach sprzezania energe-
tycznego” w tancuchu oddechowym istotng role w przeksztatcaniu energii odgry-
waja te wiasnie ,przekaznikowe” (ang. ,transducing”) formy cytochromoéw. Wydaje
sie prawdopodobne, ze zmiany potencjatu oksydoredukcyjnego tych cytochromoéw
zwigzane sg z jakimi§ zmianami korformacyjnymi ich czasteczek.

Niezwykle wazne dla zrozumienia mechanizmu sprzezenia energetycznego, a za-
razem bardzo efektowne, sg badania E. Rackera (Ithaca, USA) nad rekonstytucja
liporoteidowej btony zdolnej do prowadzenia proceséw przeksztatcania energii. Prace
w tym Kierunku podjat niezaleznie V. P. Skulachev (Moskwa). Otrzymane przez niego
tzw. proteoliposomy, ztozone ze specjalnie dobranej mieszaniny fosfolipidow oraz
oksydazy cytochromowej lub mitochondrialnej ATP-azy, zdolne sg do tworzenia
transmembranowego potencjatu elektrycznego i do aktywnego transportu jonow kosz-
tem energii utleniania cytochromu c¢ (gdy sktadnikiem biatkowym proteoliposomu
jest oksydaza cytochromowa) lub kosztem energii hydrolizy ATP (gdy skiadnikiem
tym jest ATP-aza). Zrekonstruowane btony zawierajgce zaréwno oksydaze cytochro-
mowg jak i ATP-aze fosforylujg ADP kosztem energii utleniania cytochromu c.
Badania Rackera zmierzajg obecnie do rekonstrukcji innych (poza mitochondrialnymi)
bton zdolnych do aktywnego transportu jonéw, np. btony sarkoplazmatycznego reti-
kulum transportujgcej jony Ca++ i blon komoérkowych nerki przenoszacych jonu
K+ i Na+. Skulachey natomiast dazy do dalszego udowodnienia, ze w ,,sprzezonych
energetycznie” btonach mitochondrialnych mozliwe jest wzajemne i odwracalne prze-
ksztatcenie trzech Zrddet energii: potencjatu elektrycznego, procesow oksydoredukcji
i hydrolizy ATP. Stanowi to piekne potwierdzenie ,,chemiosmotycznej” koncepcji
oksydacyjnej fosforylacji zaproponowanej z goérg 10 lat temu przez P. Mitchella.
Jakkolwiek koncepcja ta nie wyjasnita chemizmu syntezy ATP, to zastuga jej byto
zwrocenie uwagi badaczy na $cisty wspdtzalezno$¢ miedzy transportem elektronow,
transportem jonow i synteza ATP w btonach mitochondriéw i chloroplastéw.

Nowg prébag przedstawienia mechanizmu oksydacyjnej fosforylacji byt referat
P. D. Boyera (Los Angeles). Badacz ten, twérca, tak zwanej konformacyjnej teorii
oksydacyjnej fosforylacji, zaproponowat obecnie koncepcje, wedtug ktdérej potaczenie
ADP i ortofosforanu z wydzieleniem wody i wytworzeniem ATP zachodzi w centrum
katalitycznym odpowiedniego enzymu bez naktadu energii. Energia pochodzaca z pro-
cesow oksydoredukcyjnych potrzebna jest dopiero do uwolnienia powstatego ATP
od enzymu. Grajg tu, wedtug autora, decydujaca role konformacyjne zmiany enzymu.
Na potwierdzenie swojej teorii przedstawia Boyer dane doswiadczalne z wymiany
izotopowej 3P miedzy ortofosforanem a ATP i 10 miedzy ATP a wodg i ortofosfOra-
nem. Dane te sg jednak trudne do jednoznacznej interpretacji. Argumentem prze-
mawiajacym za koncepcjg Boyera stato sie ostatnio wykazanie m.in. w pracowni
E. C. Slatera w Amsterdamie, ze mitochondrialna ATP-aza zawiera $cile zwigzane
ATP i ADP.

Z przedstawionych na Kongresie referatow i toczonych dyskusji zaczynajg wy-
fania¢ sie wzajemne zazebienia miedzy trzema, dotychczas odrebnymi a czesto wrecz
sprzecznymi, koncepcjami oksydacyjnej fosforylacji: teorig ,,chemicznego sprzezenia”,
teorig ,,chemiosmotyczng” i teorig ,konformacyjng”. Mozna zatem zywi¢ ostrozng
nadzieje, ze najblizsze lata pozwolg na sformutowanie teorii, godzacej r6zne aspekty
i roznorodne przejawy jednego z najwazniejszych proceséw zyciowych, jakim jest
biologiczne przeksztatcenie energii.
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Regulacja metabolizmu posredniego

W sekcji tej wygtoszono 20 referatow sympozjalnych i przedstawiono 174 komu-
nikaty w tym okoto potowe na tzw. poster sessions.

Dotychczasowy stan badah nad mechanizmem dziatania hormondéw oraz przeglad
podejs¢ eksperymentalnych przedstawiono w referatach T. R. Taty (Londyn) i O. He-
chtera (Chicago). Badanie interakcji hormon-receptor, wiasciwosci kompleksu hor-
mon-receptor, nastepnie poznanie natury chemicznej sygnatlu wytworzonego przez
taki kompleks —oto problemy, na ktérych skupia sie obecnie uwaga badaczy. Jak-
kolwiek chemiczna natura réznych hormonoéw zostata juz do$¢ dobrze poznana, to
w dalszym ciggu brak danych o szczegétach budowy receptoréw. Obecnie prowadzi
sie intensywne badania sktadnikéw biatkowych i lipidowych bton cytoplazmatycznych
bedacych gtéwnym siedliskiem receptoréw hormonalnych. Dane te sg pierwszym
krokiem w kierunku zrozumienia fizykochemicznych mechanizméw, dzieki ktorym
hormon powoduje zmiane aktywnosci cyklazy adenilowej (znajdujacej sie w btonach
cytoplazmatycznych). Zostato stwierdzone (M. Rodbell, Bethesda), ze glukagon wigze
sie do grup hydrofobowych receptora (btony plazmatyczne watroby szczura) swymi
resztami histydynowymi, co w nastepstwie powoduje zmiane konformacji i aktyw-
nosci cyklazy. W procesie tworzenia kompleksu hormon-receptor (btony) konieczna
jest obecnos¢ GTP lub GDP, lecz rola ich jest narazie niewyjasniona. Podobne zja-
wisko zaobserwowano (G. Krishna, Bethesda) w przypadku interakcji prostaglandyny
z ptytkami krwi; GTP bardzo znacznie stymulowato dziatanie tego hormonu. Autor
przytoczyt szereg danych wskazujgcych, ze natura aktywacji polega na zmianach
konformacji btony.

Do$¢ duzg trudno$¢ w zrozumieniu bardzo zrdznicowanego dziatania hormonow
stanowit fakt, ze systemem przekaznikowym dla wiekszosci z nich jest jeden uni-
wersalny zwigzek — cykliczny AMP. Obecnie ustala sie poglad, ze specyficzne dzia-
tanie poszczego6lnych hormonow realizuje sie gtdwnie poprzez obecno$¢ specyficznych
receptoréw w danej tkance. llos¢ tych specyficznych miejsc wigzacych w komor-
kach zmienia sie wraz z rozwojem organizmu (R. |. Salganik, Nowosybirsk) lub na
skutek szczegélnych warunkéw zewnetrznych niskie temperatury (J. Himms Hagen,
Ottawa i R. W. Butcher, Worcester).

Fosforylacja i defosforylacja biatek regulujgcych stanowig system znany od lat
kilku, rozpracowany szczegotowo na przyktadzie rozktadu glikogenu. Obecnie donie-
siono o zaleznej od wapnia fosforylazie troponiny fosforylujgcej podjednostki enzy-
mu, ktore z kolei ulegajg defosforylacji przez fosfatazy (E. G. Krebs, Kalifornia).
Sa takze w toku dalsze badania nad aktywng (nieufosforylowang) i nieaktywna (ufos-
forylowang) formg dehydrogenazy pirogronianowej. Insulina, ktéra w komorkach
tkanki tluszczowej podwyzsza aktywnos$¢ dehydrogenazy piorogromanowej, dziata
poprzez podwyzszenie przepuszczalnosci btony mitochondrialnej dla wapnia, powo-
dujac szybsza defosforylacje dehydrogenazy. Jony wapnia okazaly sie silnymi akty-
watorami fosfatazy dehydrogenazy pirogronianowej (R. N. Denton, Bristol) oraz B. R.
Martin i T. Clausen, Kopenhaga).

System hormon-receptor-cykliczny AMP nie reguluje proceséw zachodzacych
w mitochondriach, poniewaz btony mitochondrialne nie posiadajag receptoréw hor-
monalnych ani cyklazy adenylowej. Aktywno$¢ enzymdéw mitochondrialnych jest na-
tomiast pod kontrolg bezpos$redniego oddziatywania substratow, produktéw i kofak-
torow na biatka enzymatyczne. Szczegdlnie wazng role odgrywajag w metabolizmie
mitochondriéw tzw. enzymy regulatorowe to znaczy takie, ktére podlegajg efektom
allosterycznym. Pod tym katem bada sie od kilku lat kinetyke zaleznej od NAD
dehydrogenazy izocytrynianowej oraz dehydrogenazy glutaminianowej z tkanek zwie-
rzecych, roslinnych i z bakterii. Nowos¢ w tej dziedzinie stanowig doniesienia
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0 allosterycznych efektorach dehydrogenazy bursztynianowej, jak szczawiooctan, ATP,
zredukowany ubichinon (T. P. Singer Kalifornia i M. Gutman Tel Aviv).

Innym mechanizmem kontrolujagcym procesy mitochondrialne sa zmiany prze-
puszczalnosci btony mitochondrialnej wzgledem substratow i kofaktoréw. Zmiany
te moga wywotywaé badz metabolity, bgdZz hormony, w tym ostatnim przypadku nie-
bezposrednio, lecz w wyniku taicuchowych reakcji, ktére np. zmieniajg stezenie
kationow. (Wspomniany wyzej przyktad dziatania insuliny na dehydrogenaze piro-
gronianowa).

Wzajemne powiazania procesdw glukoneogenezy, ketogenezy i utleniania w cyklu
Krebsa byly tematem serii referatow: M. Lopez-Cardozo, Utrecht; A. Van Tol, Rot-
terdam; P. K. Tubbs, Cambridge; A. B. Wojtczak et. al, Warszawa; L. Wojtczak et al.,
Warszawa). Wiele uwagi poswiecono w nich roli kwaséw tluszczowych i ich acylo-
wych pochodnych. Estry dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych z CoA hamujg
transport przez btone mitochondrialng nukleotydéw adeninowych i anionéw troj-
karboksylowych. Prowadzi to z kolei do powaznych konsekwencji w catym metabo-
lizmie mitochondriéw. Wykazano np., ze zahamowanie wymiany ATP—ADP pomiedzy
mitochondriami a medium (cytoplazma) powoduje obnizenie utleniania w cyklu Kreb-
sa, podwyzszenie ketogenezy i ponadto moze by¢ powodem stymulacji roznych syntez
(np. cytruliny lub szczawiooctanu), na skutek podwyzszenia stosunku ATP/ADP we-
wnatrz mitochondriow.

Metabolizmem etanolu w watrobie zajmuje sie wiele grup badawczych, miedzy
innymi |. Botter et al. z Monachium; E. R. Gordon z Montrealu; H. Thieden et al.
z Kopenhagi; J. R. Williamson z Filadelfii i inni. Stwierdzono, ze w wyniku adap-
tacji moze w watrobie zwiekszy¢ sie znacznie aktywno$¢ dehydrogenazy alkoholowej.
Przedstawiono dane, ze tzw. otluszczona watroba (patologiczny skutek alkoholizmu)
powstaje na skutek zahamowania utleniania kwasoéw ttuszczowych w watrobie, spo-
wodowane znacznym zredukowaniem NAD przez dehydrogenaze alkoholowg (istnieje
kompetycja o NAD pomiedzy etanolem i kwasami tluszczowymi, ktérg wygrywa
etanol). Z powodu duzego zainteresowania tematem odbylo sie po Kongresie osobne,
dwudniowe sympozjum dotyczace przemian etanolu i enzymologii dehydrogenazy
alkoholowej.

Biochemia bton

W szerokim wachlarzu tematdw poruszonych w 20 referatach sympozjalnych
1243 komunikaty dajg sie wyrézni¢ nastepujace grupy zagadnien: organizacja mem-
bran i struktura jej sktadnikéw; biogeneza membran; rola membran w procesach
metabolicznych komérki; rola sktadnikéw membran w ich oddziatywaniu z czynni-
kami zewnetrznymi; transport jonéw i zwigzkéw niskoczasteczkowych poprzez mem-
brany.

Ogélnie akceptowany ,,ptynny” mozaikowy model membran komérkowych zakta-
da, faze ptynnag stanowi podwojna warstwa lipidowa, w ktorej ,,zawieszone” sg cza-
steczki biatek (glikoproteidow). Tak zwane biatka integralne o charakterze ,,amfipa-
tycznym” majg cze$¢ hydrofilowa usytuowang na zewnatrz blony (na zewnatrz lub
we wnetrzu komorki), a cze$¢ hydrofobowa w warstwie lipidowej. Biatka integralne
wydziela sie przy zastosowaniu metod powodujacych catkowita deorganizacje mem-
bran (detergenty, rozpuszczalniki). Do biatek integralnych zaliczono np. sjalogliko-
proteidy erytrocytéw oraz cytochrom b5 mikrosoméw. Biatka peryferyjne tacza sie
przypuszczalnie z btonami poprzez niekowalencyjne oddziatywania z odstonietymi
fragmentami biatek integralnych lub (Lenaz i wsp.) z grupami polarnymi fosfolipidow.
Biatka peryferyjne udaje sie wydzielac z membran metodami fagodnej ekstrakcji,
nie naruszajacej ich struktury. Przykiadami biatek peryferyjnych sg cytochrom c
mitochondriéow, alfa-laktoalbumina gruczotéw mlekowych, spektryna erytrocytow.

9 Postepy Biochemii
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Uwaza sie, ze biatka peryferyjne stanowig ,rusztowanie” powierzchni bton zwiegk-
szajac ich mechaniczng odporno$¢ (Singer).

Badania poréwnawcze sztucznych uktadéw lipidowych z naturalnymi membrana-
mi o réznym skiadzie lipidowym wykazaty korelacje wiasciwosci (transport, liza)
i sktadu lipidowego bton. Nawet drobne réznice w sktadzie lipidowym powoduja
znaczne réznice wiasciwosci bton, czy nawet poszczeg6lnych regiondéw tej samej
btony. Uzycie oczyszczonych i zdefiniowanych fosfolipaz dostarczyto wielu informa-
cji o zroznicowanej lokalizacji lipidbw w membranach, o oddziatywaniach lipidy—
biatka i o mechanizmie dziatania zaleznych od lipidébw enzyméw membran (Van
Deenen).

Lipidy membran sa w stanie dynamicznej rownowagi i moga ulega¢ wymianie
z lipidami otoczenia (Fujii). Wymiane fosfolipidow miedzy r6znymi membranami sty-
muluje szeroko rozpowszechniony czynnik biatkowy. Czynnik ten oczyszczony z wa-
troby wotu specyficznie stymulowat wymiane fosfatydylocholiny. Pozostaje do wy-
jasnienia czy istniejg czynniki swoiste dla kazdej z klas fosfolipidéw (Wirtz).

Badania struktury membran metodg dyfrakcji rentgenowskiej majg duze ogra-
niczenia spowodowane heterogennos$cig organizacji bton. Wiekszo$¢ informacji uzys-
kuje sie droga posrednig przez badanie prostych systeméw modelowych, jak lipo-
somy czy kompleksy lipidowo-biatkowe (Luzatti). Badania mikroskopowe, a zw#asz-
cza technika jreeze-etching daje bezposrednig wizualizacje hydrofobowego wnetrza
membrany. Badania mikroskopowe i rentgenowskie nadajg sie szczeg6lnie do mem-
bran o ograniczonej heterogennosci, jak np. membrany Halobacterium halobium,
membrany ,retional rod outer segment” i in. (Stoeckenius).

W cyklu referatow sympozjalnych omdéwiono problemy biosyntezy membran
retikulum endoplazmatycznego komérek watroby (Omura), mitochondriéw drozdzy
(Poyton i wsp; Tzagaloff) i chloroplastow (Ohad). Z referatéw tych wytania sie wnio-
sek, ze biatka (enzymy) powstajg po czesci in situ, tzn. w blonach odpowiednich
elementéw subkomoérkowych, po czesci za§ w cytoplazmie. Np: niekatalityczne pod-
jednostki wieloenzymowych komplekséw powstajg w mitochondriach, katalityczne
za$ w cytoplazmie. Po potaczeniu kompleks wiaze sie z wewnetrzng btong mitochon-
drialna.

Biosynteza biatek sekrecyjnych zachodzi z udziatem polirybosoméw zwigzanych
z membranami reticulum endoplazmatycznego. Wykryto dwa rodzaje wigzan tacza-
cych rybosomy z membranami: wigzanie za posrednictwem powstajacego polipeptydu
wrazliwe na puromycyne oraz wigzanie bezposrednie, rozrywane przy wysokiej sile
jonowej. Badania idag w Kierunku scharakteryzowania elementéw membran zaanga-
zowanych w wigzanie rybosomdéw (Sabatini i wsp.).

tancuchy peptydowe syntezowane przez zwigzane z membranami rybosomy
ulegajg nastepnie stopniowej glikozylacji przy udziale transferaz zwigzanych z btona-
mi endoplazmatycznego reticulum i aparatu Golgi’ego. Udziat alkoholi poliizopreny-
lowych w procesach glikozylacji jest znacznie lepiej wyjasniony u bakterii (Stro-
minger) niz w komérkach zwierzecych (Carminatti i wsp.; Molnar). Rozwazne sg
dwa mechanizmy biosyntezy glikoproteidéw: 1) kolejne dodawanie pojedynczych mo-
nocukréw do powstajacego tancucha peptydowego; 2) synteza posrednich jednostek
oligosacharydowych na nos$niku lipidowym i nastepne ich wiaczenie do fancucha
peptydowego. Mechanizm biosyntezy glikoproteidéw moze byé uzalezniony od rodzaju
komérki. Na podstawie trzech referatéw i okoto 20 komunikatéw dotyczacych tego
zagadnienia zaznacza sie wyraznie fakt, ze udziat zwigzkéw o naturze lipidowej,
gtéwnie pochodnych dtugotancuchowych cis/trans poliizoprenoidéw ma charakter
powszechny. Ogolnie biorgc, dobrze ilustruje on procesy wytwarzania makroczasteczek
w bogatych w lipidy strukturach membranowych, gdyz uwzglednia réwniez procesy
translokacji. W referacie J. Stromingera szczegétowo oméwiono zagadnienie wptywu
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detergentow na aktywno$¢ enzymow pochodzacych ze struktur membranowych.
Przedstawione obserwacje, mdéwigce o tym, ze efekt wywierany przez detergent na
aktywno$¢ enzymatyczng zalezy wytacznie od jego natury hydrofilowo-lipofilowej
(liczbowa wartos¢ RHL, cz. rownowagi hydrofilowo-lipofilowej). To dobrze udoku-
mentowane stwierdzenie ma wazne znaczenie dla badan nad funkcjg enzymoéw za-
wartych w btonach biologicznych.

W dziedzinie badania mechanizmu transportu jonéw i innych zwigzkéw nisko-
czasteczkowych przez blony najwiecej uwagi poswiecono transportowi jonéw sodu
i potasu i charakterystyce ATP-azy aktywowanej przez Na++K+, oraz transportowi
jonéw wapnia przez btony réznych komérek i charakteryzacji makroczasteczek po-
$redniczacych w tym transporcie (np. glikoproteid membrany mitochondrialnej). Wiele
komunikatéw dotyczyto transportu nukleotyddéw, aminokwasdw i cukrow.

W omawianej sekcji znalazty sie dwa komunikaty z Polski. Jeden z nich dotyczyt
zmian konformacji biatek membran erytrocytow pod wptywem promieniowania
gamma (Leyko i Koter), drugi—obrazu elektroforetycznego biatek i zawartosci
cukrow w membranie miesnia szkieletowego krdlika (sarkolemma) (Zubrzycka i wsp.).

W Sekcji Biochemiia Lipidow, grupa referatéw (K. Biemann, H. M. Fales i C.
C. Sweeley z US.A. i R. Ryhage ze Szwecji) w Sympozjum poswieconym spektro-
metrii masowej stanowita dobry przeglagd stosowania w biochemii nowoczesnych
metod i identyfikacji lipidow, fragmentdw czasteczek biatkowych (polipeptydy zto-
zone z kilkunastu aminokwaséw), wielocukréw itp. Duze osiggniecia w tej dziedzinie
sg wynikiem wprowadzenia znacznych udoskonalen technik rozdziatu chromatografii
gazowej, stosowaniu w metodzie spektrometrii masowej roznych technik jonizacji
oraz wydoskonaleniu sposobdw interpretacji widm w drodze zastosowania systeméw
komputerowych o duzej pojemnosci. Jak wynikatlo z przedstawionego réwniez ma-
teriatu filmowego stosowaniem spektrometrii masowej w biochemii zajmujg sie wy-
dzielone 5— 10 osobowe zespoty (Ygcznie z personelem technicznym) gtdwnie chemikéw
w doskonale wyposazonych laboratoriach. Jak mozna sie zorientowa¢ sg to wzorowe
»laboratoria $rodowiskowe” o charakterze ustugowym. Wida¢ réwniez duze wspot-
autorskie zaangazowanie personelu tych laboratoriow w pracach naukowych doty-
czacych réznych dziedzin biologii oraz twoérczy udziat w opracowywaniu i dostarcza-
niu biologom nowych technik badawczych. Nasuwa sie refleksja, ze bez podobnej
organizacji badan w drodze tworzenia pojedyrnczych silnych o$rodkéw metodycznych
koncentrowanie oddzielnych tematycznie jednorodnych laboratoriow umozliwi reali-
zacje jedynie przecietnego poziomu prac. W ramach sekcji przedstawiono 3 prace
(jako posters).

Metaboliczne funkcje oksygenaz

W sekcji tej wygtoszono 20 referatdw sympozjalnych i przedstawiono 74 komuni-
katy. Miedzy innymi dotyczyty one roli oksygenaz w przemianach kwasow ttuszczo-
wych i sterydéw, a takze funkcji cytochromu P-450.

W tlenowym mechanizmie biosyntezy nienasyconych kwasow ttuszczowych, dziata
na kwasy tluszczowe powigzane tioestrowo z CoA, system enzymatyczny zlokalizo-
wany we frakcji mikrosomalnej komdrek zwierzecych. To, ze reakcja odwodorowa-
nia wymaga obecnosci tlenu czasteczkowego oraz NAD(P)H znano juz stosunkowo
od dawna, jednakze do ostatnich lat nie znano obiegu tego procesu. Nie stwierdzono
bowiem, aby odpowiednie hydroksykwasy, lub tlenowe pochodne kwaséw nasyconych
stanowily intermediaty w procesie powstawania kwaséw nienasyconych. Dla wythu-
maczenia tego faktu wysuwano szereg hipotez. Badania przedstawione przez R. Sato
i innych z Uniwersytetu w Osace (Japonia) wykazaly, ze powstawanie nienasyconych
kwaséw tluszczowych zachodzi nie poprzez enzymatyczng hydroksylacje (jak przy-
puszczano), a poprzez odmienny ukiad enzymatycznych. Mianowicie, z systemu enzy-
matycznego katalizujgcego synteze kwasoéw nienasyconych w mikrosomach watroby

g*
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wyodrebniono czynnik czuty na cjanek cyjanide—sensitive factor (CSF). Czynnik
ten jest oksydazg i przeprowadza reakcje desaturacji per se, poprzez zuzycie tlenu
i redukujacych rownowaznikéw pochodzacych od NAD(P)H. Zaproponowano naste-
pujacy schemat:

NADH fps
}~ bs CSF

NADPH fp2

gdzie przejscie elektronéw z NAD(P)H do CSF zachodzi poprzez (fpi)—NADH—cyto-
chrom b5 reduktaze, (fp2—NADH—cytochrom c reduktaze, oraz b5—cytochrom bg.
Przez potgczenie wyodrebnionych uprzednio z bs i fpi udato sie zrekonstruowac desa-
turaze zalezng od NADH. Synteza tego biatka CSF zachodzi na polisomach zwigza-
nych z szorstkimi btonami endoplazmatycznego retikulum, skad zostaje ono przenie-
sione na btone szorstkiego, a nastepnie gtadkiego endoplazmatycznego retikulum.

Stumpf (California, USA) podsumowat badania nad procesami utleniania w tkan-
kach roslinnych kwaséw tluszczowych, poprzez wprowadzenie do nich grupy hydro-
ksylowej. Wyr6zniono trzy drogi wprowadzenia grupy hydroksylowej do czasteczki
kwasu tluszczowego. Pierwsza stanowi [3-oksydacje (zaréwno w tkankach fotosynte-
tyzujacych jak i nie fotosyntetyzujacych). System enzymatyczny dziata tutaj na kwasy
tluszczowe nie zwigzane tioestrowo z CoA i o dtugosci taincucha nie mniejszej niz Cu.
Drugi system enzymatyczny znaleziony w wyciggach z avocado kieruje do powstania
DL-a-hydroksykwaséw i dziata na kwasy tluszczowe powigzane z CoA, o dtugosci
tancucha Cs—Ci2 W trzecim systemie (znalezionym tylko w nasionach Ricinus com-
munis) wystepuje hydroksylaza wiasciwa (oksydaza o funkcji mieszanej), wymaga-
jaca obecnosci 02i NADH i dziatajagca specyficznie na decylo-CoA.

Zagadnieniami zwigzanymi z ,,00° oksydacjg kwasow tluszczowych, kierujgcg do
powstania odpowiednich kwaséw dwukarboksylowych zajmowata sie do$¢ duza ilos¢
badaczy. Reakcje utleniania kwaséw tluszczowych typu ,c0” zachodza we frakcji
mikrosomalnej komérki i jak wiadomo wymagaja obecnosci 02 i NADPH. Hydroksy-
kwasy wystepuja jako intermediaty reakcji. W procesie tym wystepuje kilka biatko-
wych komponent, oprécz bowiem hydroksylazy witasciwej, wystepuje NADP-cyto-
chrom c reduktaza i cytochrom P-450. S. Orrenius, A. Ellin i inni (Stockholm, Szwecja)
wykazali, ze w réznych tkankach zwierzecych procesy te zachodzg w réznym stopniu
(np. mikrosomy kory nadnercza nie przeprowadzajg w ogole tej reakcji).

Podobne reakcje hydroksylacji zachodzg réwniez przy biosyntezie cholesterolu
i kwasow zétciowych. Hydroksylacje tutaj sa wysoce specyficzne, grupa OH ulega
przytaczeniu do okreslonego $cisle atomu wegla. Hydroksylacje w pozycji C-6«, C-6P,
C-7, C-12 i C-24 zachodzag w mikrosomach i wymagaja obecnosci cytochromu P-450.
Hydroksylacja C-26 zachodzi takze we frakcji mitochondrialnej. Referaty sympozjal-
ne na te tematy wygtosili G. S. Boyd i K. E. Suckling (Edynburg, Anglia), oraz
L. Bjorkhem i H. Danielson (Stockholm, Szwecja).

Wiasciwosci enzymoéw wiaczonych w procesy hydroksylacji sg od kilku lat przed-
miotem badan M. J. Coona i jego zespotu.

Z kolei M. Katagiri i S. Takemori (Kanazawa, Japonia) wyodrebnili i oczyscili
z systemu kierujacego hydroksylacja Il-|3-steroli w mitochondriach kory nadnercza
trzy biatkowe skiadniki. Sg to: adrenodoksyna, NADPH adrenodoksyno reduktaza
i cytochrom P-450.

Mechanizm dziatania cytochromu P-450 w mitochondriach kory nadnercza w hy-
droksylacji I1-|3-steroli zostat przedstawiony przez D. T. Coopera, H. Schleyera
i O. Rosenthala (Philadelphia, USA). Wedtug tych autoréw cytochrom P-450 w formie
zredukowanej przytgcza poczatkowo czasteczke tlenu dajac P-450 (Fe2+)02 Kompleks
ten nie jest jednak wasciwym czynnikiem hydroksylujgcym. Hydroksylacja zachodzi
dopiero w potgczeniu ze zredukowang ?orma adrenodoksyny.
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Biochemia struktur miedzykomérkowych

Przedstawiono w ramach kolokwium A pie¢ wyktadéw oraz 46 doniesien. Tema-
tyka wykladéw byla nastepujgca: nowe tendencje w badaniach nad kolagenem; za-
poczatkowanie biosyntezy tancuchéw polisacharydowych tkanki tgcznej; fizykoche-
miczne aspekty biologicznej roli polisacharydéw pozakomdérkowych; immunologiczne
badania nad rozpadem makroczasteczek zawartych w przestrzeniach miedzykomaérko-
wych; btedy metabolizmu glikozaminoglikanow. Doniesienia dotyczyly podobnej te-
matyki.

W badaniach dotyczacych hydroksylazy prolinowej, jednego ze swoistych enzy-
moéw w biosyntezie kolagenu stwierdzono, ze hydroksylacja zachodzi na rosngcych
tancuchach «-kolagenu w czasie a byé moze po zakoriczeniu translacji (Udenjried,
USA). Na szczeg6lna uwage zastuguje stwierdzenie, ze hydroksylacja indywidualnych
reszt prolinowych jest reakcja wysoce selektywna. W hodowlach fibroblastéw stwier-
dzono metodg immunologiczng obecno$¢ nieczynnego proenzymu wymagajacego do
swej aktywacji znacznych ilosci mleczanu (10-3M) oraz niewielkich ilosci askorbinia-
nu (10~@v), (Udenfriend), co jest wynikiem szczegdlnie ciekawym.

Struktura i funkcja biatek

Sekcja ta byla najobszerniejszg — pod wzgledem liczby referatéw i komunika-
tow—sekcjg Kongresu. Zitozyto sie na nig: 20 referatow sympozjalnych i okoto
470 komunikatéw (w tym 3 z Polski).

Na tematyce referatow sympozjalnych zawazyt, dajacy sie wyraznie odczuc
w ostatnich latach, wptyw osiggnie¢ uzyskanych za pomocg rentgenograficznych me-
tod badania struktury biatek. Znaczna cze$¢ referatow oparta byta bezposrednio na
wynikach tych badan, w wielu za$ dalszych referatach dane rentgenograficzne uzy-
wano dla weryfikacji innych metod. Tendencja ta zaznaczata sie wyraznie, pomimo,
iz bezposrednio przed Kongresem miato miejsce w Sztokholmie specjalne sympozjum
poswiecone strukturze makroczasteczek biologicznych, na ktérym przedstawiono naj-
wazniejsze osiggniecia w dziedzinie rentgenografii biatek.

Neurath, w referacie otwierajagcym sympozjum, przedstawit poglady na istote
proceséw aktywacji zymogenéw. Omowiwszy szereg danych strukturalnych i kine-
tycznych wysunat przypuszczenie, ze w zymogenach proteaz serynowych mechanizm
rozszczepiania wigzan w substratach jest w petni funkcjonalny, brak jest natomiast
uformowanego miejsca wigzania substratow. Wydaje sie, ze w prokarboksypepty-
dazie A sytuacja moze by¢ odwrotna.

Strout i Krieger oraz Kraut przedstawili w swych referatach poglady na me-
chanizmy dziatania proteaz serynowych, w oparciu o dane strukturalne proteaz i ich
komplekséw z réznego rodzaju substratami i inhibitorami.

Grupa badaczy z Uppsali przedstawita wyniki badan rentgenograficznych de-
hydrogenazy alkoholowej z watroby konia. Uzyskano rozdzielczo$é 2,9A, co pozwolito
na dobre rozeznanie struktury enzymu i rozmieszczenie koenzyméw w drobinie biatka.

H. C. Watson omoéwit serie prac swej grupy z Bristolu nad strukturg szeregu
enzymow glikolitycznych, jakkolwiek z rozdzielczoscig nie pozwalajagcg jeszcze na
zorientowanie sie¢ we wszystkich szczegotach ich budowy, za$ Blake i Evans omowili
doktadniej strukture kinazy fosfoglicerynianowej z miesni konia. Z rozdzielczoscig
5,5A zostata zbadana transkarbamylaza asparaginianowa —wyniki pracy harvardzkiej
grupy krystalograféw przedstawit Lipscomb.

Dzieki zastosowaniu innych technik: NMR i badan kinetycznych, poznano blizej
mechanizm dziatania fosfoglukomutazy (Ray jr.), drozdzowej kinazy fosfoglicerynia-
nowej (Larsson-Raznikiewicz) oraz mechanizm tworzenia wtornej struktury w czas-
teczce nukleazy stafilokokowej (Schechter).
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Perutz przedstawit w swoim referacie mechanizmy oddziatywan pomiedzy jona-
mi zelazawymi skoordynowanymi z hemem, a tancuchami polipeptydowymi hemoglo-
biny i vice versa. Zmiana utlenowania (i spinu) jonu zelazawego wywotuje zmiane
jego promienia jonowego i przemieszczenie wzgledem hemu, a to pocigga za sobg
zmiany w potozeniu sagsiadujgcej z zelazem reszty histydyny; zmiana ta przenosi sie
na dalsze obszary czgsteczki biatkowe;j.

Regulacji i organizacji procesew enzymatycznych poswiecono referaty Raddy,
Hessa oraz Stadtmana. W koncowym referacie sympozjum Koshland jr. przedstawit
aktualne poglady na temat podstawowych proceséw katalizy enzymatycznej.

Mnogosé krétkich komunikatéw nalezacych od tej sekcji uniemozliwia petniejsze
przedstawienie ich tresci, mozna jedynie wspomnie¢ 0 pewnych grupach komunika-
tow, wskazujacych jakie dziedziny byty badane szczeg6lnie intensywnie — jesli liczba
komunikatow moze tu by¢ odpowiednig miara.

Kilka komunikatdw byto poswieconych szczegdtowym wynikom strukturalnych
badan rentgenograficznych, a mianowicie: komplekséw chymotrypsyny z roznymi
inhibitorami (Blow), heksokinazy drozdzowej (Steitz i wsp.), izomerazy fosfotrioz
(Phillips i wsp.), dehydrogenazy 3-fosfogliceraldehydu (Rossman i wsp.) oraz konka-
nawaliny A. Strukture tego ostatniego biatka zademonstrowano ponadto na dobrze
zrobionym filmie instruktazowym, ktdry przedstawiono wraz z innymi, na specjal-
nym seansie.

Autorzy kilku komunikatow zajmowali sie teoretycznymi aspektami tworzenia
specyficznej konformacji biatek. Wetlaufer przedstawit poglad, ze struktura rodzi-
mych biatek jest metastabilng i to jest przyczyng szybkiego metabolizmu tych zwigz-
kéw. Craig i Harris stosujac syntetyczne, modelowe oligopeptydy wykazali bardzo
duze roznice w konformacji wystepujace przy niewielkich zmianach struktury
pierwszorzedowej. Mozna byto rowniez zauwazyC postep W eksperymentalnych meto-
dach badan konformacji biatek, poza—omawianymi juz —metodami rentgenogra-
fizycznymi. Woody przedstawit teorie dichroizmu kotowego helikalnych polipeptydow
w dalekim ultrafiolecie (140—200nm). Yang i Chen opisali nowe podejscie do ustale-
nia drugorzedowej struktury biatek z danych dichroizmu kotowego. Nagy zastosowat
badania linearnego dichroizmu do badania polipeptydéw i biatek widkienkowych.

Badania mechanizmdw dziatania chymotrypsyny i trypsyny byto przedmiotem
doniesieri Fershta, Laskowskiego jr., Bosshardta, Maurera i Kilku innych badaczy.

Okoto 20 komunikatéw byto poswieconych hemoglobinie. Donoszono o zjawiskach
alosterycznej regulacji, badano kinetyke wiazania tlenu, optyczne witasciwosci globiny
i jej fermentow wigzacych hem. Kilka komunikatéw dotyczyto wigzania jonéw z he-
moglobing i efektu Bohra. Przedstawiono wyniki badan patologicznych hemoglobin,
hemoglobin nizszych gatunkéw zwierzat oraz hemoglobin ro$linnych.

Pare komunikatéw dotyczyto wiasciwosci szeregu proteaz roslinnych, inhibitorow
proteolizy wydzielonych z materiatu roslinnego i fitohemaglutynin.

Enzymem, ktérym zajmuje sie wielu badaczy jest dehydrogenaza 3-fosfogliceral-
dehydu. Oprécz badan rentgenograficznych (Rossman) przedstawiono komunikaty
0 wiasciwosciach tego enzymu otrzymywanego z réznych zrodet: erytrocytow, roslin
(wymaga NADPH jako koenzymu), Escherichia coli—gdzie stwierdzono ciekawe
efekty alosteryczne, a takze z bakterii termofilnych. Szczegdétowe badania kinetyki
1 struktury innych enzyméw otrzymywanych z drobnoustrojow termofilnych byty
przedmiotem kilku doniesien. Struktura tych biatek budzi zainteresowanie, chodzi
bowiem o wyjasnienie przyczyn ich duzej stabilnosSci termiczne;j.

Duze zainteresowanie budzi ciggle kinaza pirogronianowa. Doniesiono o zbadaniu
pierwszorzedowej struktury tego enzymu z drozdzy; badano jego alosteryczng regu-
lacje przez fenyloalanine; zwrocono uwage, ze kinaza pirogronianowa z hepatoma ma
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inne wiasciwosci niz enzym pochodzacy z macierzystej, normalnej watroby. Wykazano
istnienie dwéch form tego enzymu u Streptococcus fecalis.

Wida¢ byto, iz duzy wkiad pracy zostat wtozony w badania anhydrazy weglano-
wej, fosfofruktokinazy i aminotransferazy asparaginianowej. Na uwage zastuguja tez
komunikaty dotyczace kinetyki karboksypeptydazy A, oraz badania nad hydrofobo-
wym miejscem wigzagcym w albuminie surowicy.

Ogolnie, obraz aktualnych badan w dziedzinie struktury i funkcji biatek mozna —
na podstawie referatdbw i doniesien kongresowych—scharakteryzowa¢ nastepujgco:
Rentgenograficzne badania daly nam solidne podstawy wiedzy o strukturze szeregu
biatek globularnych. W kilku przypadkach badania te wniosty wiele do poznania
prawdopodobnych mechanizméw reakcji enzymatycznych. Wiele innych, prostszych
metod mozna zweryfikowa¢ w oparciu o te dane. Arsenat Srodkdw, takich jak: me-
tody NMR i EPR, spektroskopia, spektropolarymetria i wiele innych, pozwala nam
na bazie zmian zachodzacych w strukturach biatkowych w zwigzku z ich funkcja-
mi biologicznymi. Badania kinetyczne enzymoéw przy uzyciu réznorodnych substratow
i inhibitorow, naturalnych i syntetycznych, umozliwiajg wyciagniecie wielu wnioskéw
na temat mechanizméw aktywnosci biologicznej. Pozostaje jednak na tym polu jeszcze
wiele do zrobienia.

Polipeptydy o wiasciwosciach hormonalnych, toksycznych i antybiotycznych —
przedyskutowano w ramach specjalnego kolokwium

Podobnie jak inne kolokwia i to sktadato sie z pieciu wyktadow i pewnej liczby
doniesien, ktérych w tym przypadku bylo 48. W wykiadach oméwiono nastepujace
tematy: ulepszenie metody oznaczania struktury pierwszorzedowej polipeptydow;
tréjwymiarowa struktura insuliny; struktura i biologiczne dziatanie peptydow za-
wierajacych alfa, beta-nienasycone aminokwasy; toksyczne peptydy muchomora;
molekularny mechanizm dziatania hormonow peptydowych. A oto tytuty niektérych
doniesien: struktura i biosynteza insuliny w tkankach prymitywnych kregowcéw;
oczyszczanie i wihasciwosci czynnika podwzgdrzowego regulujgcego wydzielanie hor-
monu wzrostowego z przysadki; izolowanie i charakterystyka polpeptydu z btony
$luzowej majacego zdolno$¢ uwalniania insuliny, badania nad konformacjag hormonu
luteinizujacego, wigzanie oksytocyny w tkance gruczotu mlekowego szczura itd.

Immunochemia

W czasie sympozjum wygtoszono 20 referatow przez zaproszonych, wybitnych ba-
daczy z dziedziny immunochemii. Oprdcz referatow wygtoszono lub przedstawiono
w formie plakatowej 82 komunikaty, w tym 3 z Polski. Tematem sympozjum byty
zagadnienia struktury immunoglobulin, mechanizmu reakcji entygen-przeciwciato,
réznicowania sie przeciwciat, mechanizmu odpowiedzi immunologicznej, oddziatywa-
nia antygenow z komorkami oraz komdrek immunologicznie kompetentnych miedzy
soba.

Szczegoblnie interesujgce okazaty sie wyniki badan struktury fragmentéw Fab’
z ludzkich immunoglobulin 1gG, uzyskanych od pacjentéw z objawami szpiczaka.
Badania te prowadzone przez Popjaka i wsp. (USA) za pomocg dyfrakcji rentge-
nowskiej, przy zdolnosci rozdzielczej 2,8A wykazaly, ze struktura przestrzenna oraz
pofatdowanie taricuchéw w obszarach globularnych VL i Ci byly podobne do obsza-
row VHi C~.Stwierdzono réwniez duze podobienstwo strukturalne obszaréw V1 i Vh
do CLi CA. Poréwnanie wynikéw tych badan z wynikami oznaczen sekwencji amino-
kwasowych wykazato, ze w regionach odpowiadajagcych miejscom wigzacym w prze-
ciwciatach znajduja sie obszary hydrofobowe zawierajagce reszty tryptofanu i ty-
rozyny.
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Oznaczenia sekwencji aminokwasowych C-koncowych odcinkéw ludzkich tancu-
chéw ciezkich « i (i, przeprowadzone przez Kehoe i wsp. (USA), wykazaly istnienie
duzej homologii sekwencji. Wyniki te ttumacza mozliwo$¢ istnienia reakcji krzyzo-
wych miedzy fancuchami « i ji. Ci sami badacze stwierdzili, ze pewne sekwencje
aminokwasowe powtarzajg sie¢ we wszystkich obszarach C& tancuchdw y izolowanych
z kroliczych i ludzkich 1gG. Fakt ten moze sie wigza¢ z aktywnos$cig cytofilng immu-
noglobulin.

Jednym z najbardziej interesujgcych probleméw w immunologii jest problem
zmian konformacyjnych w drobinie przeciwciata przy oddziatywaniu z antygenem.
Wystepowanie zmian konformacyjnych zachodzacych we fragmencie Fab, w obszarze
lub w poblizu obszaru wigzacego, znajduje potwierdzenie w wynikach uzyskanych
w wielu o$rodkach naukowych. Przekonywujgce na to dowody przedstawiono w kilku
komunikatach.

Froese i wsp. (Kanada) badali za pomocg pomiaréw widm Ramana w S$wietle
laserowym oddziatywania przeciwciat anty-DNP z haptenem dwuninitrofenylowym
(DNP), ttlumaczac uzyskane wyniki zmianami konformacyjnymi w obszarze Fab.
W podobny sposéb ttumaczy sie wyniki uzyskane przez Cathou i wsp. (USA) oraz
Singera i wsp. (USA). Cathou i wsp. badali reakcje przeciwciato-hapten za pomoca
pomiaru efektywnos$ci przenoszenia energii miedzy chromoforem specyficznie przy-
taczonym do obszaru aktywnego w przeciwciele a chromoforem zwigzanym z —SH
grupa powstatg ze zredukowanego mostka —S—S— miedzy tancuchami ciezkimi.
Wykazali oni, ze obszary wigzace w przeciwciele znajdujg sie w odlegtosci 81A od
peptydu stykowego, praktycznie na koncu fragmentu Fab. Singer i wsp. badali od-
dziatywania przeciwciato-dwuwarto$ciowy hapten za pomocg ultrawirowania. Zmiany
konformacyjne w przeciwciele wykazat rowniez Morawiecki i wsp. (Polska) badajac
reakcje antygen-przeciwciato za pomocg perturbacji rozpuszczalnikowych.

o] mozliwoéci wystepowania zmian konformacyjnych w obszarze fragmentu Fc
w czasie reakcji antygen-przeciwciato brak jest dotychczas bezposrednich dowodow
eksperymentalnych. Posredni dowdd przedstawili Lisowski i wsp. (Polska), ktorzy
badali oddziatywanie przeciwciat cytofilnych z makrofagami.

W ramach badan struktury glikoproteidéw z krwinek ludzkich o aktywnosci M
i N wyniki badan nad wyizolowanymi niskoczasteczkowymi glikopeptydami, wskazu-
jacymi aktywnos$¢ N (Lisowska i wsp., Polska).

Biochemia przekaznictwa synaptycznego

W uwagach wstepnych Wdith Heilbronn (Szwecja), ktéra przewodniczyta obra-
dom, podkre$lita, ze badania biochemiczne zjawisk zachodzacych na synapsach sg
obecnie jednym z najbardziej pasjonujacych zagadnien neurochemii. Mechanizmy do-
tyczace magazynowania przekaznika chemicznego (mediatora) w zakonczeniach ner-
wowych oraz zjawiska uwalniania go do szczeliny synaptycznej sg nadal niejasne.
Rowniez charakterystyka receptora wymaga dalszych badan. Tym zagadnieniom po-
Swiecona byla znaczna ilos¢ referatéw i doniesienn kolokwialnych.

Wydaje sie, ze uktad modelowy jakim sg ,,sztuczne pecherzyki synaptyczne” moze
w znacznym stopniu utatwi¢ wyjasnienie procesu magazynowania a nastepnie wy-
dzielania substancji przekaznikowej (Karen Halle, Norwegia). ,,Sztuczne pecherzyki
synaptyczne” sg to agregaty utworzone przez fosfolipidy oraz chromograning A —
biatko charakterystyczne dla pecherzykéw synaptycznych pochodzacych z zakonczen
noradrenergicznych. Twory te zdolne sa do wigzania znacznych ilosci noradrenaliny
oraz ATP.

Wyniki prac I. G. Morgana i wsp. (Francja) wskazuja, ze btony pecherzykéw
synaptycznych réznig sie sktadem biatkowym i glikoproteidowym od plazmatycznych
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bton synaptosoméw (synaptic plasma membrane). Jednakze stwierdzili oni obecno$¢
biatek i glikoproteidéw charakterystycznych dla bton pecherzykéw synaptycznych
rowniez i we frakcji plazmatycznych bton synaptosomalnych. Autorzy sugeruja, ze
dane te moga $wiadczy¢ o fuzji tych dwoch typéw bton w chwili uwalniania media-
tora do szczeliny synaptycznej. Przypuszczenie to spotkato sie z krytyka ze wzgledu
na mozliwo$¢ zanieczyszczen uzyskiwanych preparatéw.

Izolacji i charakterystyce receptora cholinergicznego poswiecony byt miedzy
innymi referat J. P. Changeux (Francja) oraz doniesienie E. Heilbronn i C. Mattssona
(Szwecja) i J. Barrantesa (USA). Przy oczyszczaniu substancji receptorowej z organu
elektrycznego niektérych ryb stosuje sie solubilizacje, a nastepnie chromatografie
powinowactwa. Dyskusja dotyczyta gtdwnie szczeg6tow metodycznych. Duzym osigg-
nieciem Changeux i wsp., ktérzy od kilku lat zajmujg sie tym zagadnieniem, jest
catkowite oddzielenie receptora cholinergicznego od esterazy acetylocholinowej
(AChE) enzymu rozktadajagcego mediator — acetylocholine. Stwierdzili oni, ze receptor
cholinergiczny jest biatkiem o budowie podjednostkowej. Jego skitad aminokwasowy
rézni sie od sktadu aminokwasowego AChE. Wydaje sie wiec, ze hipoteze, w ktorej
utozsamiano miejsce receptorowe dla acetylocholiny z centrum aktywnym AChE oraz
poglady, ze miejsce receptorowe, aczkolwiek rozne od centrum aktywnego AChE,
znajduje sie na tej samej czasteczce biatkowej nalezy odrzucic.

Pozostate referaty i komunikaty dotyczyly przede wszystkim wplywu rdéznych
substancji na procesy zachodzace na synapsach oraz wiasnosciom enzyméw zwigza-
nych z syntezag i rozktadem mediatorow.

Metody rozdzielania makromolekut

W sekcji poswieconej metodyce rozdzielania substancji wielkoczasteczkowych
przedstawiono 16 referatow sympozjalnych i ponad 90 komunikatéow (w tym 2
z Polski).

W referatach sympozjalnych omowiono niektére techniki rozdzielania, w ktérych
w ostatnich latach zaznaczyt sie szczeg6lnie duzy postep. Porath przedstawit teore-
tyczne podstawy chromatografii powinowactwa, zwracajagc uwage jaki wplyw wy-
wierajg state asocjacji pomiedzy skiadnikami ruchomymi i nieruchomymi ukiadu
na sposéb rozdziatlu mieszanin. Wilchek oméwit zalety nowego typu nosnikéw dla
chromatografii powinowactwa. Jest to Sepharosa z ktorg zwigzane sg kowalencyjnie
réozne poliaminokwasy; do nich z kolei mozna tatwo przytaczy¢ specyficzne ligandy.
Nosniki takie sa bardziej trwate i uniwersalne od stosowanych dotychczas.

Hjerten zwrocit uwage, iz biatka réznig sie stopniem hydrofobowos$ci swoich
powierzchni. Wysoce hydrofobowe sg na ogét biatka bton komérkowych. Mozna wy-
korzysta¢ te ceche jako podstawe chromatograficznego rozdziatu biatek, eluujac je
z kolumn rozpuszczalnikami o zmieniajacej sie polarnosci.

Michaels oraz Hatefi przedstawit mozliwosci rozdzielenia makroczasteczek za
pomoca bton potprzepuszczalnych. W tej dziedzinie obserwuje sie duzy postep dzieki
wprowadzeniu bton o duzej przepuszczalnosci, a takze o bardzo duzej powierzchni
czynnej (,,hollow fibers”). Wielkosci por sa doktadnie okreslone; istnieja tez mozli-
wosci dalszej regulacji przepuszczalnosci tych bton.

W referatach Waltera, Johanssona i Bowmana omawiano zagadnienia rozdziatu
makroczasteczek pomiedzy dwie fazy bedace roztworami polimeréw. Istnieja liczne
zastosowania i modyfikacje tej techniki. Zmieniajgc warunki eksperymentu (np. przez
zmiany pH) mozna uzyskiwa¢ rozdziaty substancji nawet bardzo zblizonych swoimi
wiasciwosciami.

Rilbe i Vesterberg przedstawili postepy w technikach ogniskowania izoelektrycz-
nego. Wprowadzenie krdtkich kolumn o duzych gradientach stezen, lub stosowanie
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zeli jako czynnikéw stabilizujagcych spowodowato znaczne skrécenie czasu i wiele
innych udogodnien w tej metodyce.

Zagadnieniom rozdzielania makroczasteczek i fragmentdw subkomérkowych za
pomocg ultrawirowania w gradientach gestosci poswiecono referaty Vinograda, de
Duve oraz Wattiaux, za$ Springer i Schachman omowili technike analitycznego ultra-
wirowania réznicowego. Referat Tanforda taczyt zagadnienia rozdzielania biatek
z zagadnieniami konformacji biatek i oddziatywania czynnikéw denaturujgcych.

Krotkie komunikaty zawieraly doniesienia na temat rozdzielania i oczyszczania
biatek, kwaséw nukleinowych, komérek i skitadnikow komérkowych, a takze sub-
stancji niskoczasteczkowych o znaczeniu biologicznym. Niektére komunikaty zawie-
raty dane na temat nowych lub zmodyfikowanych technik, w innych pracach postu-
giwano sie tradycyjnymi metodami. Technika, ktéra znalazta bardzo szerokie zasto-
sowanie jest chromatografia powinowactwa. Przy jej pomocy rozdzielono wiele enzy-
mow, stosujac zwigzane substraty lub ich analogi, inhibitory badZz koenzymy;
wydzielono receptory estradiolu z komérek macicy, rozdzielano kwasy nukleinowe
i inne substancje.

Nadal szeroko stosowang technikg jest ultrawirowanie w gradientach gestosci.
Coraz czeSciej stosuje sie te technike do rozdzielania komoérek, organeli komorko-
wych, bton cytoplazmatycznych itp. Do rozdzielania takich materiatdw stosuje sie
takze techniki podziatu miedzy dwie fazy wodno-polimerowe.

Bardzo przydatne sg nadal techniki elektroforetyczne. Coraz lepsze wyniki roz-
dzielania na skale preparatywng uzyskuje sie z pomoca ciggtej elektroforezy. Z dru-
giej strony, miniaturyzacja metod elektroforezy i elektroogniskowania w zelach po-
zwala na rozdziat bardzo matych ilosci substancji. Sporym postepem w tej dziedzinie
jest zastosowanie fotoelektrycznego urzadzenia skanujgcego kolumny elektrofore-
tyczne w ultrafiolecie. Pozwala to na $ledzenie proceséw migracji elektroforetycznej
i znacznie utatwia wyznaczanie parametréw badanych substancji. Inne ciekawe mo-
dyfikacje technik elektroforetycznych to: zastosowanie bardzo wysokich spadkow
napiecia w koncowej fazie elektroogniskowania, oraz zastosowanie pulsujgcego na-
piecia do elektroforezy.

J. Baranska, T. Chojnacki, L. Dziatoszynski,
E. Lisowska, J. Lisowski, A. Morawiecki,
J. Skangiel-Kramska, A. B. Wojtczak, L.
Wojtczak, W. Zagorski, Z. Zielinska, E. Zu-
Wojtczak, W. Zagorski, Z. Zielinska,

E. Zubrzycka



Miedzynarodowe Sympozjum

na temat ,,Biochemiczne aspekty funkcji nerki”

Gdansk 2—5.1X.1973 r.

Pierwsze Sympozjum na temat ,,Biochemicznych aspektéw funkcji nerki” odbyto
sie przed trzema laty w Austrii. W obradach tego Sympozjum wzieto udziat 92 osoby,
w tym 40 uczestnikéw z zagranicy, reprezentujgcych osrodki naukowe Anglii, Austrii,
Belgii, Butgarii, Berlina Zachodniego, Czechostowacji, Irlandii, Kanady, NRF, Szwaj-
carii i USA.

Obrady drugiego Sympozjum odbywaly sie w Ratuszu Staromiejskim w Gdansku.

Otwarcia Sympozjum dokonat Stefan Angielski, Przewodniczacy Komitetu Nau-
kowo-Organizacyjnego Sympozjum. Wyktad inauguracyjny pt. ,,Posrednie i bezpo-
Srednie wykorzystanie energii metabolicznej w transporcie kanalikowym” —wygtosit
Karl Ullrich (Instytut Max-Plancka, NRF).

Program Sympozjum obejmowata nastepujace tematy;

1) Specyfika metabolizmu roéznych czesci nefronu;

2) Funkcja i metabolizm nerki w kwasicy i alkalozie;

3) Wptyw inhibitoréw i diuretykéw na funkcje i metabolizm nerki;
4) Zwigzek miedzy metabolizmem i transportem sodu w nerce;

5) Hormonalna regulacja funkcji i metabolizmu nerki.

Wygtoszono pie¢ nastepujacych referatow plenarnych:

— ,,Swoisto$¢ przemian w roznych czesciach nefronu” (U. Dubach, Szwajcaria.
U. Schmidt, NRF);

— ,,Regulacja przemian nerki przy zmianach roéwnowagi kwasowozasadowej” (D.
C. Simpson, USA);

— ,Badania metaboliczne w doswiadczalnej kwasicy kanalikowej” (S. Angielski,
Polska);

— ,Przemiana lipidéw w nerce: zwiazek z transportem sodu” (M. Hohenegger,
Austria);

— ,Nerka jako narzad wydzielniczy” (F. Kokot, Polska).

W czasie obrad wygtoszono 39 doniesien, w tym 10 z osrodkéw polskich i 29
z osrodkéw zagranicznych. Wszystkim wystgpieniom towarzyszyta ozywiona dyskusja,
ktérej czas nie byt ograniczany.

Spotkanie towarzyskie uczestnikéw Sympozjum odbyto sie w Motelu we Wdzy-
dzach Kiszewskich, dato ono mozliwo$¢ do nawigzania osobistych kontaktdw.

Wszyscy uczestnicy uznali Sympozjum za dobrg okazje do wymiany mysli i do-
$wiadczen ludzi zajmujacych sie badaniem funkcji i metabolizmu nerki — problemu
znajdujacego sie w centrum zainteresowan biochemikow, biofizykdw, fizjologéw i kli-
nicystow. Uznano za celowe organizowanie tego rodzaju spotkan w latach przysztych.
Nastepne Sympozjum odbedzie sie w roku 1975 w Bazylei, organizatorem bedzie
U. Dubach. Sympozjum byto sukcesem naukowym. Uczestnicy Sympozjum opuszczali
Gdansk pod wrazeniem pigkna tego miasta i sprawnos$ci organizacyjnej calej imprezy.

S. Angielski
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KOMUNIKAT

Uchwaty Komisji Stownictwa Biochemicznego

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

podjete na posiedzeniu w dniu 11.1X.1973 w Biatymstoku

1) Skroty nazw aminokwaséw, cukréw, zasad purynowych i pirymidynowych na-
lezy wyprowadza¢ z nazw angielskich — zgodnie z zaleceniami Komisji Nomenklatury
Biochemicznej IUPAC-IUB z 1965 r.

2) Nalezy dazy¢ do konsekwentnego stosowania liczebnikow tacinskich lub grec-
kich w nazwach zwigzkéw chemicznych (np. mono-, di-, tri-, tetra-). Dopuszcza sig
stosowanie liczebnikéw polskich w pracach o charakterze przeglagdowym i popula-
torskim.

3) Zaleca sie nazwe heliks (przymiotnik — helikalny) dla spirali przestrzennej.

4) Zaleca sie potoczng nazwe kwas sjalowy (a nie sjalinowy) dla kwasu N-ace-
tyloneuraminowego.

5) Zaleca sie stosowanie nazwy kwas foliowy, anion —folian, nie kwas folowy
i folan.

6) Zaleca sie nazwe izoenzym, a nie izozym.

7) Dopuszczalna jest nazwa wegiel chiralny zamiast wegiel asymetryczny
w zwigzkach organiczych, nalezy jednak objasni¢ znaczenie tej nazwy w kazdym
tekscie.

8) Dopuszczalna jest nazwa lokant na okreslenie liczby oznaczajagcej pozycje
podstawnika w nazwach zwigzkéw chemicznych.
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres$¢ pracy.

Pismiennictwo: W artykule powinny byé cytowane prace oryginalne
z ostatnich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawia-
jace przedstawiong dziedzinge z uwzglednieniem artykutéw opublikowa-
nych w ,,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy cytowac jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz pismiennictwa zatem bedzie obejmowat prace opa-
trzone kolejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos-
niki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow
Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikow (IUB)
wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181—184.

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autor(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty
jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikaciji,
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 otow-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczgtkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowa¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtdwki rubryk winny jasno opisywac¢ ich tre$¢. 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 oméwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ cieAsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig ciefdszg niz linie wiasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$é
nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwacé sie skrétami. Osie wykreséw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktow
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: A O O » Si®
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,goéra” i ,,dét” (otéw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

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

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