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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Kwartalnik „Postępy Biochemii” publikuje artykuły przeglądowe 
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuły winny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta
wie piśmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykułu do Re
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikowana w innym czasopiśmie jeżeli zostanie ogłoszona 
w „Postępach Biochemii”. Autorzy artykułu odpowiedzialni są za pra
widłowość i ścisłość podawanych informacji. Autorów obowiązuje korek
ta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem błędów 
drukarskich) ponoszą autorzy. Artykuły są honorowane według obowią
zujących stawek. Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek swego arty 
kułu; zamówienia na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisemnie 
odsyłając pracę po korekcie autorskiej.

Autorzy proszeni są o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jed
nostronnie, z podwójną interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 
1 cm po prawej stronie.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imio
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w języku polskim 
i angielskim, w których pracują autorzy, adres pocztowy na który autorzy 
życzą sobie otrzymywać korespondencję, tytuł pracy oraz — w prawym 
dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót tytułu 
(nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrótów sto
sowanych w pracy.

Strona 2 i następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu korzystny jest często podział na rozdziały 
i podrozdziały. Wydzielone z tekstu tytuły rozdziałów należy oznaczyć 
numeracją arabską (np. 1-2, II-4 itp.). Tytuły podrozdziałów nie wydzielo
nych z tekstu nie powinny być numerowane. W tekście nie należy sto
sować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ewentualne su
gestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć 
ołówkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek
ście liter alfabetu greckiego należy na marginesie wpisać ołówkiem ich 
fonetyczne brzmienie. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, 
rycin czy wzorów, lecz w żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz 
i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. Numerację wzoru w tekście na
leży podawać po nazwie związku np. kwas glutaminowy (I).

Autorzy proszeni są o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność 
językową tekstu a także na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie 
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do
raźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane w pracach 
obcojęzycznych.
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Post . Biochem. 20 , 215—218 (1974)

TADEUSZ WINCENTY 
SZCZEPKOWSKI

(21. 10. 1916— 11. 11. 1973)

W dniu 11 listopada 1973 r. zm arł przedwcześnie dr habil. Tadeusz 
W incenty Szczepkowski, profesor nadzwyczajny, kierownik Zakładu Bio
chemii Ogólnej In sty tu tu  Biochemii Lekarskiej Akademii M edycznej 
w Krakow ie oraz w icedyrektor tegoż Insty tu tu . Odszedł w pełni sił tw ór
czych, żywo zaangażowany w pracę badawczą, w nauczanie studentów  
i pracę społeczną. Uczelnia, w której pracował ponad 25 lat oraz nauka 
polska poniosły niepowetowaną stratę .

Prof. Szczepkowski urodził się 21 października 1916 r. w Dreglinie, 
pow. Sierpc, w rodzinie inteligenckiej. Szkołę średnią ukończył w W arsza
wie w  1936 r., po czym rozpoczął studia na Uniwersytecie W arszawskim, 
najp ierw  w zakresie fizyki, skąd po dwu latach przeniósł się na chemię. 
Po wyzwoleniu k ra ju  spod okupacji hitlerow skiej w 1945 r. przybył do 
Krakowa gdzie kontynuow ał studia na W ydziale Chemicznym U niw er
sy tetu  Jagiellońskiego, otrzym ując w 1949 r. stopień m agistra filozofii 
w  zakresie ’chemii.

Tadeusz Szczepkowski już jako student w 1948 r. rozpoczął pracę na 
stanowisku asystenta w Zakładzie Chemii Lekarskiej UJ. W rok później 
z in icjatyw y kierow nika Zakładu prof. B. Skarżyńskiego rozpoczęto bada
nia nad m etabolizm em  samożywnych bak terii siarkowych; do badań tych 
Szczepkowski włączył się z pełnym  entuzjazm em, będąc w późniejszych 
latach ich głównym wykonawcą. W początkowym  okresie badań postawiono 
pytanie czy w takich pierw otnych — jak m yślano wówczas organizm ach —
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2 1 6 T. W. SZ C Z E PK O W SK I [2 ]

jak Thiobacillus thioparus i Thiobacillus thiooxydans, procesy utleniania 
przebiegają podobnie do przem ian w innych aerobach, czy też są one 
swoiste. Tadeusz Szczepkowski wykazał wówczas, że szczep Th. thioparus 
zawiera tylko jeden cytochrom, którego własności są różne zarówno od 
cytochrom u c tkanek zwierzęcych, jak i od cytochromu f w ystępującego 
w kom órkach roślinnych. Cytochrom  bak tery jny  nazwany przez Szczep
kowskiego cytochromem  s został następnie wyizolowany w czystym  stanie, 
scharakteryzow ano jego widmo i w artości potencjału oksydacyjno-reduk- 
cyjnego.

W yniki badań nad cytochromam i autotrofów  wzbudziły późniejsze za
interesow ania Szczepkowskiego innym i związkami hemoproteidowym i. 
W 1958 roku we krw i noworodków z żółtaczką hem olityczną w ykrył on 
obecność endogennej tlenkowęglowej hemoglobiny i postulował, że tlenek 
węgla powstający w organizmie z rozkładu ß-metinowego węgla hem u 
bywa przyczyną ciężkiego uszkodzenia tkanki mózgowej dzieci dotknię
tych tych schorzeniem. W ykazał on następnie, że cytochrom c podawany 
noworodkom z żółtaczką hem olityczną w yw iera korzystny, leczniczy 
wpływ. W związku z zastosowaniem cytochrom u c, jako leku potrzebna 
była uproszczona m etoda izolowania tego hem oproteidu na skalę prze
mysłową. Dzieła tego dokonał Tadeusz Szczepkowski a metodę przez niego 
opracowaną stosuje się nadal w produkcji.

Dążąc do w yjaśnienia sposobu wiązania układów hem atynow ych przez 
grupy hemofilne białek Szczepkowski zajął się własnościami połączeń he- 
moproteidów z tlenkiem  azotu. Badania te, przeprowadzone częściowo 
w pracowni prof. H. Theorella w Karolińska Institu te t w Sztokholm ie 
w latach 1956— 1957 wykazały, że cytochrom  c i inne hem oproteidy da
jące połączenia z tlenkiem  azotu są diam agnetyczne przeto w swej s tru k 
turze posiadają jon żelazawy. Uzyskane w tym  zakresie w yniki opracował 
Szczepkowski jako swą rozprawę doktorską pt. „Połączenia hem atynow e 
tlenku azotu”, k tórą przedstaw ił w 1959 r. Radzie W ydziału M atem atycz- 
no-Fizycznego-Chemicznego U niw ersytetu Jagielońskiego. Dr Szczepkow
ski podjął następnie doświadczenia nad kinetyką denaturacji hemoglobin 
ludzkich i zwierzęcych, opracowując stosowaną metodę badania szybkości 
denaturacji tych białek. Dalszym rozwinięciem powyższych badań było 
zastosowanie pom iarów rezonansu jądrowego do badania stopnia uwod
nienia białek rodzim ych i zdenaturow anych.

Drugim  równoległym  torem  zainteresowań badawczych dr Szczepkow
skiego było badanie m echanizm u utleniania tiosiarczanu przez samożywne 
bakterie siarkowe. Tiosiarczan u Th. thioparus jest jedynym  źródłem siar
ki, jak  również energii niezbędnej w procesach chemosyntezy. Przez opra
cowanie swoistej metody chrom atografii bibułowej d r Szczepkowski wraz 
ze swymi współpracownikam i wykazał, że utlenianie i degradacja cząstecz
ki tiosiarczanu u Th. thioparus nie przebiega przez stadium  tetration ianu  
i politionianów jak to postulowali wcześniejsi badacze. Stosując izom ery
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tiosiarczanu znakowanego 35S w atom ie siarki zewnętrznej i w ew nętrznej 
udało mu się wykazać, że tylko zew nętrzny atom  siarki (w pierwszym 
stopniu utlenienia) może przenikać przez błonę do cytoplazm y kom órki 
podczas gdy atom  siarki tiosiarczanu będący na piątym  stopniu utlenienia 
pozostaje w pożywce w postaci jonu S 0 4~2.

Fakt, że tiosiarczan jest prekursorem  organicznych związków siarki 
niezbędnych dla norm alnego m etabolizm u komórek autotrofów, nasuwa 
Szczepkowskiemu myśl sprawdzenia roli tego związku w przem ianach 
siarki w tkankach  zwierzęcych. Za pomocą prostych doświadczeń Szczep
kowski w raz ze swymi współpracownikam i wykazuje, że tiosiarczan ulega 
zm etabolizowaniu w w ątrobie szczura przy czym atom  siarki w ew nętrznej 
jest szybko usuw any z organizmu w postaci siarczanu, atom  siarki ze
w nętrznej natom iast ulega wbudow ywaniu w szereg związków organicz
nych. P rzy  pomocy badań izotopowych Szczepkowski stw ierdził później 
występow anie w tkankach zwierzęcych endogennej puli tiosiarczanu, 
w tw orzeniu którego bierze udział rodanaza. Szczepkowski rozwinął dalej 
badania w tym  kierunku  przygotowując również z tej dziedziny swą roz
praw ę habilitacyjną, pt. ,,Rola fizjologiczna i mechanizm działania roda- 
nazy” przedstaw ioną w 1961 r. Radzie W ydziału Lekarskiego Akademii 
M edycznej w Krakowie. W 1963 roku zostaje powołany na stanowisko 
docenta w Zakładzie Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w K ra
kowie. W tym  sam ym  roku na zaproszenie U niw ersytetu w Memphis, 
Tennessee doc. Szczepkowski w yjechał do USA, gdzie w pracowni prof. 
J. Woodsa kontynuow ał swoje badania nad rodanazą. Między innym i w y
kazał on, że pośrednik przem iany tiosiarczanu w tkankach zwierzęcych — 
tiocystyna — w ytw arzana przez cystationazę — ulega z kolei rozkładowi 
przez rodanazę w w yniku procesu transsu lfuracji siarki na cyjanek, grupę 
siarczynow ą lub inne akceptory. Po powrocie do k raju  doc. Szczepkowski 
został powołany na stanowisko kierow nika Zakładu Biochemii Między
wydziałowej K atedry  Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w K ra
kowie. Rozwijając dalej badania nad rodanazą i cystationazą (tzw. system  
cystationazo-rodanazowy), stw ierdził na przykład, że są one kluczowymi 
enzymami m etabolizm u siarki w ustro jach heterotroficznych. W ykazał 
także, że cystationaza jest enzymem indukcyjnym , którego aktywność 
w zrasta w w ątrobie m yszy pod wpływ em  podawania metioniny, cysteiny, 
tiocystyny, tiosiarczanu i siarczku. Aktywność enzymu nie ulegała jednak 
podwyższeniu, gdy wspom niane m etabolity  podawano myszom obciążo
nym  nowotworem  Ehrlicha lub guzem Guerin.

Siedzenie reakcji przem ian tiosiarczanu w bakteriach samożywnych oraz 
w tkankach zwierzęcych nasunęło doc. Szczepkowskiemu myśl otrzym ania 
połączeń tego m etabolitu  z innym i związkami siarki. W konsekwencji 
uzyskał nową serię związków siarkowych, tzw. cysteinotiosulfonianów, 
k tóre następnie w ykorzystał w późniejszych badaniach radiobiologicznych. 
W tym  zakresie Szczepkowski zauważył przede wszystkim, że tiosiarczan
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w ykazuje dużą reaktyw ność z białkami. W spomniane powyżej kwasy 
cysteinotiosulfonowe tw orzyły z łatwością podobne mieszane dw usiarczki 
z białkam i. Sugerowało to ochronne działanie tych związków przed w pły
wem prom ieniowania jonizującego. Seria prac w ykonana przy współpracy 
z K lin iką Radiologiczną i Zakładem  Anatom ii Patologicznej Akadem ii 
M edycznej w Krakow ie udowodniła słuszność przedstaw ionej koncepcji 
Szczepkowskiego. Badania nad metabolizmem związków siarki przyniosły 
doc. Szczepkowskiemu wiele w yróżnień i nagród, między innym i dwie 
nagrody Państw owej Rady d/s Pokojowego W ykorzystania Energii Jąd ro 
wej w latach 1958 i 1960.

Uchwałą Rady Państw a w 1970 roku został Tadeusz Szczepkowski m ia
nowany profesorem  nadzwyczajnym  w zakresie nauk  medycznych. W la
tach 1969 do 1972 pełnił funkcję Prodziekana na W ydziale Farm aceutycz
nym  Akadem ii M edycznej w Krakowie. Był czynnym  członkiem Polskiego 
Tow arzystw a Biochemicznego, chętnie biorąc udział w pracach szeregu 
kom isji Zarządu Głównego oraz Krakowskiego Oddziału PTBioch. Był 
członkiem Komisji Medycznej Oddziału Krakowskiego PAN. Od 1945 r. 
Tadeusz Szczepkowski był czynnym  członkiem Stronnictw a Dem okratycz
nego. Pracow ał również społecznie w Komisji Zdrowia m iasta Krakowa, 
a także przez szereg lat pełnił funkcję przewodniczącego Kasy Zapomogo
wej ZZPS Zdrowia przy Akadem ii Medycznej w Krakowie. Za swą dzia
łalność społeczną został odznaczony Złotym  Krzyżem  Zasługi, a także — 
pośm iertnie — Krzyżem  K aw alerskim  O rderu Odrodzenia Polski.

Tadeusz Szczepkowski był z w ykształcenia chemikiem, odznaczał się 
jednak także szerokim zrozumieniem problemów ogólnobiologicznych oraz 
m edycznych. W pracy badawczej szczególnie zainteresow ał się biochemią 
lekarską. Wysoko ceniono Go jako pedagoga; cieszył się sym patią studen
tów. W ocenie postępowania młodzieży był obiektywny, to lerancyjny 
i spraw iedliw y, a jej problem y traktow ał z powagą i taktem . W rażliwy na 
piękno otaczającego nas św iata chłonął każdy rodzaj sztuki inspirowanej 
przez piękno przyrody. N ajbardziej jednak lubił poezję, sięgając- do niej 
często, zwłaszcza w trudnych chwilach swego życia. W spółpracując przez 
ponad ćwierć wieku z prof. Szczepkowskim danym  mi było poznać w Nim 
dociekliwego i rzetelnego pracow nika nauki, prawdziwego przyjaciela, w y
jątkowo wrażliwego na ludzkie troski i niedole.

Włodzimierz Ostrowski

http://rcin.org.pl



Post .  Blochem.  20, 219—243, 1974

PIOTR W ĘG LE Ń SK I *>

Genetyczna regulacja metabolizmu argininy u grzybów 

Genetic Regulation of Arginine Metabolism in Fungi

Badania nad mechanizm ami genetycznej regulacji m etabolizm u orga
nizmów wyższych są daleko m niej zaawansowane niż analogiczne badania 
m etabolizm u bakteryjnego. W ynika to przede w szystkim  z większej zło
żoności procesów regulacyjnych w organizm ach wyższych jak i trudności 
w w ykorzystyw aniu szeregu metod genetycznych stosowanych z powodze
niem  w przypadku bakterii. Stosunkowo najbardziej obiecujące są w yniki 
prac nad regulacją genetyczną m etabolizm u grzybów takich jak drożdże, 
Aspergillus i Neurospora. Przykładem  mogą być badania genetycznej re 
gulacji argininy, których wyniki podsumowano w niniejszym  opraco
waniu.

Grzyby, jako proste organizm y eukariotyczne, stanowią dogodny obiekt 
badań nad regulacją metabolizmu, ponieważ można zastosować do nich 
wiele precyzyjnych metod analizy genetycznej. A trakcyjność zaś badania 
regulacji i kontroli genetycznej m etabolizm u argininy w ynika przede 
wszystkim  z faktu, że znamy już dobrze drogi przem ian tego aminokwasu. 
Aktywność większości enzymów związanych z biosyntezą i rozkładem  
argininy łatwo można oznaczać; kilka z nich charakteryzuje się dużą 
zmiennością poziomu w zależności od w arunków  w jakich organizm  się 
znajduje, co ułatw ia badanie k inetyki indukcji bądź represji ich syntezy. 
System  argininow y stw arza możliwość badania mechanizmów genetycz
nej kontroli procesów hamowania zwrotnego i represji syntezy enzymów 
(droga biosyntezy argininy) oraz procesu indukcji i represji katabolicznej 
(droga rozkładu argininy). W ykrycie mechanizmów odpowiedzialnych za 
poszczególne form y regulacji i ustalenie ich wzajem nych powiązań sta
nowi niew ątpliw ie interesujące zagadnienie.

Przedstaw ione w tym  artyku le  koncepcje dotyczące regulacji katabo
lizmu argininy u Aspergillus nidulans oparto na w ynikach prac (częściowo 
nieopublikowanych) autora. Dla porównania omówiono dokładniej system  
regulacji m etabolizm u argininy w kom órkach drożdży. Dokładniej omó

*) Dr, Zakład Genetyki Uniwersytetu Warszawskiego
Stosowane skróty: 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 również zjawisko represji azotowej, biorąc pod uwagę fakt, że za
gadnienie to wiąże się ściśle z problem em  regulacji katabolizm u argininy, 
a także to, że genetyczna strona tego zagadnienia stała się przedm iotem  
badań dopiero w ostatnich dwóch latach.

I. Metabolizm argininy i jego regulacja u mikroorganizmów

Biosynteza argininy zachodzi podobnie u wszystkich zbadanych m ikro
organizmów. Je j przebieg ustalono najpierw  w badaniach nad Escherichia 
coli (1) a następnie nad szeregiem innych bakterii (2, 3) oraz grzybów 
Saccharomyces cerevisiae (4), Neurospora crassa (5) i A. nidulans (6). Argi- 
nina powstaje z kwasu glutaminowego w 8 etapach enzym atycznych 
(Rye. 1) a różnice pomiędzy poszczególnymi gatunkam i m ikroorganizm ów

I- l. Biosynteza argininy

glutaminian

N—acetyloglutaminian

2

fosforan N—acetyloglutamylu

3

Y—semialdehyd kwasu 
N—acetylogl utami nowego

y—fosforan 
glutamyl u

4

N—acetyloornityna

5
OTA

ornityna .----- - Y'—semialdehyd kwasu glutaminowego

6 OTC

cytrulina

7

argininobursztynian kwas A1pirolino -5- karboksylowy

7

argimna p roi i na

Ryc. 1. Uproszczony schemat metabolizmu argininy i proliny u grzybów. Na schemacie 
podane są nazwy trzech enzymów, arginazy, ¿-transaminazy ornitynowej (OTA) 

i transkarbamylazy ornitynowej (OTC), o których mowa w tej pracy
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mogą dotyczyć jedynie etapu 5 i w ynikają z występowania bądź deacylazy 
acetyloornitynow ej (E.C. 3.5.1.16) bądź acetylotransferazy glutam inianow ej 
(E.C. 2.3.1.35), bądź też obu enzymów jednocześnie (3).

Droga biosyntezy argininy jest klasycznym  przykładem  system u re 
presyjnego. Egzogenna arginina powoduje represję enzymów tej drogi 
m iędzy innym i w kom órkach E. coli K12 (7, 8, 9), S. cerevisiae (4, 10, 11, 
12), Chlamydomonas reinchardi (13). Represji przez egzogenną argininę 
nie stw ierdza się w kom órkach dzikiego szczepu A. nidulans. Natomiast 
w w arunkach  głodu argininowego, które można osiągnąć przez hodowanie 
auksotrofa argininowego A. nidulans  na pożywce nie zawierającej argini
ny, obserw uje się derepresję syntezy niektórych enzymów. W ydaje się 
więc, że w szczepie dzikim tego organizmu pula endogennie tworzonej 
argininy jest w ystarczająco duża aby spowodować represję syntezy enzy
mów biosyntetycznych do charakterystycznego poziomu podstawowego, 
k tó ry  nie ulega dalszemu obniżeniu (6). Synteza poszczególnych enzymów 
drogi argininow ej nie jest w pełni skoordynowana, co wykazano zarówno 
w kom órkach E. coli (8) jak  i A. nidulans  (6) i S. cerevisiae (10, 12). 
W przypadku A. nidulans synteza transkarbam ylazy ornitynowej (OTC, 
E.C. 2.1.3.3) w w arunkach głodu argininowego ulega 7— 10 krotnej dere- 
presji, podczas gdy synteza deacylazy acetyloornitynow ej lub am inotrans- 
ferazy acetyloornitynow ej (E.C. 2.6.1.11) tylko 1,5—2 krotnej (14).

Jakkolw iek synteza enzymów drogi argininowej zależy od obecności 
lub braku  argininy, nie wiadomo jednak na pewno czy sama arginina dzia
ła tu  jako korepresor. Istnieją dowody w skazujące na to, że aminoacylo- 
tRNA spełnia rolę korepresora szeregu dróg biosyntezy aminokwasów. 
Próby w yjaśnienia roli am inoacylo-tRNA w biosyntezie argininy przy
niosły sprzeczne rezultaty . Pośrednie dowody udziału arginylo-tRNA 
w represji uzyskano badając Ch. reinchardi (13) i N. crassa (19). Bezpo
średnie natom iast oznaczanie ilości poszczególnych rodzajów arginylo- 
tRNA w w arunkach represji i derepresji w kom órkach odpowiednio do
branych pod względem genetycznym  szczepów E. coli, nie wykazało jakie
gokolwiek udziału arginylo tRNA w regulacji drogi biosyntezy argininy 
(20, 21). W przypadku A. nidulans  spraw a właściwego korepresora biosyn
tezy argininy pozostaje otw arta. Stwierdzono natom iast, że synteza OTC 
w kom órkach tego organizm u zależy nie tylko od poziomu argininy, lecz 
również od poziomu ornityny. O rnityna powoduje indukcję syntezy OTC, 
a zatem  działa przeciw staw nie do argininy (14).

Biosynteza argininy oprócz represji podlega również inhibicji zwrotnej 
przez egzogenną argininę. Zarówno w kom órkach drożdży (4) jak sinic (22) 
i szeregu bakterii (2), zaham owaniu ulega aktywność drugiego z kolei en
zymu tej drogi (kinazy N -acetyloglutam inianu — E.C. 2.7.2.8.). W przy
padku S. cerevisiae opisano ponadto niezw ykle in teresujący m echanizm  
regulacyjny, polegający na inhibicji OTC przez pierwszy enzym katabo
lizmu argininy — arginazę (E.C. 3.5.3.1) (24, 25). W ykazano bezpośrednie
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wiązanie się tych dwóch białek enzym atycznych w obecności argininy 
i ornityny. Sens tego m echanizm u sprowadza się do uniem ożliwienia re- 
cyklizacji orn ityny  w argininę, w sytuacji gdy arginina służy jako źródło 
azotu i ulega przem ianie do ornityny, kw asu glutaminowego i amoniaku. 
Nie można wykluczyć, że podobny m echanizm  w ystępuje i u innych mi
kroorganizmów, aczkolwiek recyklizacji ornityny może również zapobiec 
fizyczne rozdzielenie pul orn ityny  „anabolicznej” i „katabolicznej”. Ba
dania nad N. crassa (26, 27, 28) a także nad supresoram i prolinowym i 
A . nidulans (29) przem aw iają za możliwością takiego rozdziału.

1-2. Katabolizm argininy

Spośród szeregu możliwych dróg rozkładu argininy, w ydaje się że 
w  przypadku grzybów takich jak drożdże, Neurospora i Aspergillus, głów
ną i jedyną istotną fizjologicznie jest ta, którą przedstawiono na rycinie 1. 
Świadczy o tym  fakt, że w przeciw ieństwie do szczepów dzikich, m u tan ty  
grzybów nie wykazujące aktyw ności arginazy nie mogą korzystać z arg i
n iny jako jedynego źródła azotu (25, 30, 31). Droga ta w ystępuje również 
u niektórych bakterii, np. Bacillus subtilis  (32), podczas gdy u szeregu 
innych jak E. coli i M ycobacterium, arginina ulega rozkładowi poprzez 
agm atynę i 1,4 dwuam inom aślan do sperm idyny i sperm iny, lub też jak 
w przypadku Streptococcus i Pseudomonas przekształceniu przez cy tru linę 
do ornityny, dzięki obecności deim inazy argininowej (E.C. 3.5.3.6) i OTC 
(33, 34, 35, 36).

Egzogenna arginina powoduje w kom órkach grzybów indukcję syntezy 
enzymów katabolicznych, arginazy i ô-transam inazy ornitynow ej (OTA, 
E.C. 2.6.1.13). W grzybni A. nidulans poziom indukow anych enzymów 
kilkunastokrotnie przewyższa ich poziomy podstawowe, obserwowane 
w grzybni hodowanej na pożywce nie zawierającej argininy (29). Prócz 
argininy także homoarginina, cytrulina, kanaw anina i lizyna (37) indukują 
obydwa te enzymy.

Badania k inetyki indukcji arginazy wykazały, że wzrost jej ak tyw 
ności po dodaniu induktora w ynika z syntezy enzymu de novo, a nie 
z aktyw acji gotowego prekursora. W tem peraturze 30°C i przy czasie po
dw ajania grzybni rów nym  3,9 godz., czas potrzebny na transkrypcję  
i translację genu kodującego arginazę wynosi w przypadku A. nidulans 
11 m inu t a czas półtrw ania arginazowego mRNA wynosi 2,7 m inut (38). 
Porów nując te dane z analogicznym i danym i uzyskiw anym i w badaniach 
np. (3-galaktozydazy (E.C. 3.2.1.23) z E. coli (39, 40) i uwzględniając róż
nice w tem pie wzrostu badanych organizmów, zauważono daleko idącą 
zgodność. W ydaje się więc (a nie było to a priori oczywistym), że podsta
wowe procesy związane z indukcją syntezy enzymów w kom órkach bak
terii i grzybów przebiegają w podobny sposób i charakteryzują się podób-
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nym i param etram i. Nie oznacza to jednak, że genetyczna kontrola pro
cesu indukcji była u grzybów równie prosta co u bakterii.

II. Regulacja genetyczna

II- l. Geny struktury

Geny s tru k tu ry  w szystkich enzymów drogi biosyntezy argininy ziden
tyfikowano w chromosomie E. coli, a niem al wszystkich w chromosomach 
S. cerevisiae, N. crassa i A. nidulans. W żadnym  z badanych organizmów 
geny te nie tw orzą jednego operonu, lecz w ystępują w różnych m iejscach 
genomu. Jedynie w przypadku E. coli 4 spośród 8 genów znajdują się 
w  jednym  odcinku chromosomu, ale i one nie stanow ią pojedyńczego ope
ronu, ponieważ w tym  odcinku stwierdzono obecność dwóch operatorów  
(41, 42). Geny s tru k tu ry  arginazy i OTA zidentyfikowano w przypadku 
A. nidulans (G u z e w  s k a, nieopubl., 43), S. cerevisiae (25) i N. crassa 
(30, 31, 44). W żadnym  z tych  organizmów geny s tru k tu ry  arginazy i OTA 
nie są ze sobą sprzężone. B rak arginazy i OTA nie prowadzi do auksotrofii. 
M utanty  nie produkujące tych  enzymów można wyróżnić na tej zasadzie, 
że nie m ają zdolności do w ykorzystyw ania argininy jako jedynego źródła 
azotu. W zrost m utantów  bezarginazowych N. crassa ulega silnem u zaha
m owaniu w obecności egzogennej argininy. Fakt ten  tłum aczy się tym , że 
arginina poprzez inhibicję zw rotną blokuje syntezę ornityny, niezbędnego 
prekursora putrescyny i innych poliamin. Dodanie do pożywki putrescy- 
ny przyw raca m utantow i bezarginazowem u zdolność do wzrostu w obec
ności argininy (30). A rginina nie ham uje w zrostu analogicznych m utan
tów A. nidulans. Może to wskazywać na brak lub m niejszą efektywność 
inhibicji zwrotnej drogi biosyntezy argininy w kom órkach A. nidulans 
w porów naniu z N. crassa.

II-2. Model genetycznej regulacji metabolizmu argininy w komórkach
Saccharomyces cerevisiae

M utacje w genach regulacyjnych, kontrolujących biosyntezę argininy 
uzyskano w szczepach E. coli (45, 46) i S. cerevisiae (25, 47). W obu przy
padkach zastosowano klasyczną m etodę selekcji, polegającą na poszuki
waniu m utantów  opornych na toksyczny analog produktu  końcowego da
nej drogi biosyntetycznej. W badaniach nad E. coli i S. cerevisiae posłużo
no się kanawaniną, uzyskując m utan ty  o zderepresjonow anych poziomach 
enzymów biosyntezy argininy. W przypadku E. coli wykazano istnienie 
jednego genu regulacyjnego, k tó ry  oznaczono symbolem argR, natom iast 
w przypadku S. cerevisiae, trzech genów argRI, argRII i argRIII. P rodukt 
genu argR E. coli został zidentyfikow any jako białko o ciężarze cząsteczko
wym około 45 000 (48). Prawdopodobnie spełnia on bezpośrednio funkcję
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represora syntezy wszystkich enzymów drogi biosyntezy argininy. Postu
luje się, że represor S. cerevisiae jest kompleksem złożonym z produktów  
wszystkich trzech zidentyfikow anych genów regulacyjnych (25, 47), ale 
kom pleksu tego nie wyizolowano i nie przeprowadzono badań jego fizyko
chemicznych właściwości.

M utacje w dowolnym genie argR S.cerevisiae prowadzą nie tylko do 
derepresji enzymów biosyntetycznych, ale również do nieindukcyjności 
enzymów katabolicznych, arginazy i OTA. Jak  więc widać, w kom órkach 
S. cerevisiae istnieje wspólna regulacja ana- i katabolizm u argininy nie 
tylko poprzez kontrolę aktyw ności enzymów (arginaza jest inhibitorem  
OTC) ale również ich syntezy. Nieindukcyjność arginazy i OTA w szcze
pach argR powoduje niezdolność do w ykorzystyw ania przez nie argininy 
bądź ornityny jako jedynego źródła azotu. Właściwość tę w ykorzystano 
do selekcji m utacji w genach bezpośrednio związanych z regulacją syntezy 
enzymów katabolicznych.

Stosując jako szczep wyjściowy podwójnego m utanta argRI argRII 
poszukiwano rew ertantów  o przywróconej zdolności do w ykorzystyw ania 
argininy lub ornityny (gdyby używano pojedynczych m utantów  argR, to  
duża część otrzym anych rew ertantów  powstawałaby w w yniku rew ersji 
m utacji argR). M utanty takie otrzym ano i zakwalifikowano do dwóch klas. 
Pierw szą z nich stanow iły m utan ty  zdolne do w ykorzystyw ania orn ityny  
jako jedynego źródła azotu lecz nadal niezdolne do w ykorzystyw ania argi
niny. M utanty te charakteryzow ały się wysoką aktyw nością OTA i nie- 
indukcyjnością arginazy. Miejsce m utacji znajdowało się w bezpośrednim  
sąsiedstwie genu s tru k tu ry  OTA (oznaczonego symbolem cargB), a sama

argRI arg RE arg RM

Ryc. 2. Schemat genetycznej regulacji biosyntezy i rozkładu argininy w komórkach
Saccharomyces cerevisiae (25)

Represor kodow any przez trzy geny  argRI, argRII,  i argRIU  i zaktyw ow any przez argin inę  
lub ornitynę b lokuje operator (0) genu struktury transkarbam ylazy ornitynow ej (argF). Z akty
w ow any represor b lokuje jednocześn ie syntezę represora genów  struktury arginazy (cargAy
i 5-transam inazy ornitynow ej (cargB), k tóry jest produktem  genu regu lacyjnego cargR.  L in iam i 
przeryw anym i oznaczono na schem acie oddziaływ ania pom iędzy represoram i a operatoram i.
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m utacja była dom inująca. Tak więc m utacje te spełniają k ry teria  m utacji 
genu operatora OTA. Drugą klasę m utantów  stanow iły m utan ty  zdolne do 
w ykorzystyw ania argininy i ornityny i charakteryzujące się podwyższo
nym i poziomami obu enzymów katabolicznych. W szystkie m utacje tego 
typu  są recesywne i w ystępują w jednym  locus nazwanym  cargR. Postu
lu je  się, że produkt tego genu stanowi represor syntezy arginazy i OTA.

W ykorzystując m utan ty  operatorowe OTA (cargB+0 ) wyizolowano 
z kolei szczep o zm utowanym  genie operatorze arginazy. M utant taki 
w  przeciw ieństwie do użytego szczepu wyjściowego o genotypie argRI 
argRII cargB+0  rośnie na podłożu z argininą jako jedynym  źródłem azotu.

Tak więc, badania nad S. cerevisiae pozwoliły na zidentyfikowanie ope
ratorów  genów s tru k tu ry  kodujących dwa kolejne enzymy katabolizm u 
argininy oraz niesprzężony z nimi gen regulator. W arto zaznaczyć, że jest 
to pierwszy i jak dotychczas jedyny przypadek w ykrycia genów opera
torów organizmów eukariotycznych. W ykrycie genów operatorów jak 
też i innych genów związanych z regulacją metabolizmu argininy w ko
m órkach S. cerevisiae jest w ynikiem  wieloletnich prac prowadzonych 
przez prof. W iame’a i jego zespół w Brukseli.

Zgodnie z hipotezą W i a m e’ a (25) synteza arginazy i OTA podlega 
dwustopniowej regulacji. Arginina powoduje aktyw ację kom pleksu pro
dukowanego przez geny argRI, argRII i argRIII, k tóry  niezależnie od re 
presji genów kodujących enzymy anaboliczne, powoduje represję syntezy 
(lub inaktywację) produktu  genu regulatora katabolizm u (cargR), a tym  
sam ym  odblokowanie genów s tru k tu ry  arginazy i OTA. Innym i słowy, 
aktyw ność genów kodujących zarówno enzym y anaboliczne jak i katabo- 
liczne jest pod kontrolą negatyw ną, z tym , że działanie genu regulatora 
specyficznego dla katabolizm u zależy od obecności lub braku aktywnego 
produktu  genów regulujących anabolizm argininy. Taki system  regulacji 
genetycznej gw arantu je wzajem ne wykluczanie się anabolizm u i katabo
lizmu arigininy: w obecności egzogennej argininy anabolizm ulega w yłą
czeniu przy jednoczesnym  włączeniu katabolizm u, natom iast przy jej b ra 
ku obserw uje się sytuację odwrotną. Model regulacji metabolizmu arg in i
ny w kom órkach 5. cerevisiae jest przedstaw iony na rycinie 2.

II-3. Genetyczna regulacja katabolizmu argininy w komórkach Aspergillus nidulans

Mimo pewnych podobieństw, regulacja m etabolizm u argininy w ko
m órkach A. nidulans  w ydaje się odbywać na innych niż przedstawione 
wyżej zasadach. Oporność dzikiego szczepu A. nidulans na kanawaninę 
i szereg innych analogów argininy nie pozwala na otrzym yw anie m utan
tów w genach odpowiedzialnych za regulację biosyntezy argininy. O pra
cowano natom iast m etodę izolowania m utantów  w genach regulujących 
katabolizm.

Mutanty o zdepresjonwanej syntezie enzymów katabolicznych. M u
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tan ty  prolinowe A. nidulans (proA  i proB), zablokowane w pierwszym  lub 
drugim  etapie biosyntezy proliny, nie rosną na pożywce m inim alnej. 
W zrost można uzyskać uzupełniając pożywkę proliną, argininą lub orni- 
tyną. W ydaje się więc, że a lternatyw na droga syntezy proliny (patrz sche
m at na rycinie 1) funkcjonuje jedynie w w arunkach nadm iaru argininy 
lub ornityny. M utanty prolinowe rew ertu ją  ze stosunkowo dużą częstością 
(rzędu 10-7), przy czym większość przypadków rew ersji polega nie na m u
tacjach powrotnych, lecz na m utacjach w genach supresorach (49). Ziden
tyfikow ano dotychczas 22 loci genów supresorow ych (50). M utacje supre- 
sorowe nie w ykazują specyficzności w stosunku do poszczególnych alleli 
genów proA  i proB  i generalnie biorąc, mechanizm supresji we wszystkich 
przypadkach polega na uruchom ieniu drogi syntezy proliny z argininy 
lub ornityny, k tóra w szczepach supresorowych funkcjonuje naw et w nie
obecności egzogennej argininy lub ornityny. Można to wykazać w prow a
dzając do szczepu supresorowego m utację otaA l (jest to m utacja w  genie 
s tru k tu ry  OTA powodująca całkowitą u tra tę  aktyw ności enzymu), która 
znosi działanie supresorów (43).

M echanizmy działania poszczególnych supresorów różnią się między 
sobą. Z najprostszym  mechanizmem m am y do czynienia w przypadku 
supresora suC, gdzie m utacja dotyczy genu s tru k tu ry  OTC i prowadzi do 
znacznego obniżenia aktyw ności tego enzymu (29, 50). M utanty suC  rosną 
wolno na pożywce m inim alnej a dodanie argininy stym uluje ich wzrost. 
W w yniku obniżenia aktyw ności OTC następuje akum ulacja o rn ityny  
w grzybni, dzięki czemu aminokwas ten staje  się dostępny jako substra t 
OTA i zostaje w ykorzystany do syntezy proliny.

Większość spośród zbadanych m utantów  supresorów prolinowych cha
rak teryzu je  się wysokimi lub podwyższonymi poziomami enzymów k a ta - 
bolicznych argininy. Tak więc, jako supresory prolinowe można izolować 
m utan ty  w genach odpowiedzialnych za regulację syntezy tych  enzymów.

Dotychczasowe badania wykazały istnienie siedmiu genów (su A , suD, 
suE, suG, suH, suJ  i suL), k tórych m utacje prowadzą do derepresji syntezy 
arginazy i OTA do poziomu kilkunastokrotnie przewyższającego poziom 
obserwowany w szczepie dzikim  (Tabela 1). Ustalono pozycje na m apie 
genetycznej niektórych spośród tych genów i wykazano, że nie są one 
sprzężone ze sobą ani też z genami s tru k tu ry  badanych enzymów (50). 
M utacje we wszystkich genach są recesywne, z w yjątkiem  m utacji 
w genie suG, k tóre są półdominujące. W ystępowanie tak  dużej liczby ge
nów, k tórych m utacje prowadzą do jednakow ej derepresji syntezy obu 
enzymów, stw arza pierwszą trudność in terpretacyjną. O ile przyjm iem y, 
że jeden z recesywnych genów w arunkuje  powstawanie specyficznego 
represora (analogicznego do produktu  genu cargR S.cerevisiae), to jaka 
jest rola pozostałych? Założenie, że takim  represorem  jest kompleks pro
duktów sześciu genów, w ydaje się mało prawdopodobne. Recesywny cha
rak te r m utacji w tych genach skłania do przyjęcia modelu regulacji nega
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tyw nej, z kolei właściwości m utantów  suG  mogą wskazywać na istnienie 
regulacji pozytyw nej. Odpowiedź na pytanie czy regulacja enzymów ka
tabolizm u argininy ma charakter negatyw ny (tzn. jeden lub więcej genów 
produkuje  represor unieczynniany przez argininę) czy też pozytyw ny 
(tzn. indukcyjna synteza enzymów wym aga produktu  genu np. suG zakty- 
wowanego przez argininę), można było otrzym ać jedynie w przypadku 
uzyskania m utantów  nieindukcyjnych, allelicznych w stosunku do m utan
tów o wysokich poziomach badanych enzymów.

Mutanty o nieindukcyjnych enzymach katabolicznych. M utantów  ta 
kich poszukiwano selekcjonując szczepy niezdolne do w ykorzystyw ania 
egzogennej argininy i ornityny jako źródła proliny lub azotu.

Zastosowana metoda pozwoliła na uzyskanie opisanych wyżej m utan
tów w genach s tru k tu ry  arginazy i OTA, m utantów  permeazowych, a także 
m utantów  regulacyjnych, które oznaczono symbolem anuA.

M utant a nuA l charakteryzuje się podobnym poziomem podstawowym  
arginazy i OTA co szczep dziki, jednak arginina nie indukuje w nim  syn
tezy żadnego z tych enzymów. Gen A nuA  zlokalizowano przy pomocy m e
tody haploidyzacji w chromosomie VIII, a następnie m utanta anuA l skrzy
żowano z m utantem  suG47, wiedząc że locus genu suG  znajduje się rów
nież w tym  chromosomie. Krzyżówkę przeprowadzono w układzie proA  
suG anu+ X proA suG + anuA. Wśród 600 kolonii potom nych nie otrzy
m ano żadnej o genotypie proA suG + anuA +, co uznano za dowód allelicz- 
ności m utacji suG  i anuA. Tak więc, m utacje w jednym  locus prowadzą 
do dwóch przeciw staw nych fenotypów: zderepresjonowanej (suG) i nie- 
indukcyjnej (anuA ) syntezy arginazy i OTA. W szystkie otrzym ane alíele 
typu  anuA  są recesywne zarówno w stosunku do alleli suG  jak i a nuA +.

Mechanizm genetycznej regulacji katabolizmu argininy. Celem spraw 
dzenia zależności pomiędzy poszczególnymi genami supresorowym i otrzy
mano i przebadano szereg m utantów  podwójnych. Uzyskane w yniki w y
kazały, że efekty m utacji w locus suG i m utacji w dowolnym z pozosta
łych loci są addytyw ne, tzn. poziom badanych enzymów w podwójnych 
m utan tach  jest wyższy niż w każdym  z pojedyńczych m utantów . Nie za
obserwowano natom iast addytyw ności efektów m utacji np. w loci suD  
i suE lub suA i suD. W yniki uzyskane w badaniach niektórych podwój
nych m utantów  przedstaw iono w tabeli 1. W arto podkreślić, że zarówno 
m utacje w locus suG  jak  i w pozostałych sześciu loci, nie prowadzą do 
pełnej derepresji syntezy arginazy i OTA. W m utantach tych egzogenna 
arginina może indukować obydwa enzym y do poziomu obserwowanego 
w podw ójnym  m utancie suG47 su E ll  (Tabela 1).

W w yniku krzyżówek otrzym ano również podwójne m utan ty  suA  anuA  
i suD anuA. W szczepach tych poziom arginazy i OTA jest taki sam jak 
w szczepach su+ anuA  i żaden z enzymów nie ulega indukcji przez egzo
genną argininę (Tabela 1). M utacja anuA l jest więc epistatyczna w  sto
sunku do recesyw nych m utacji w genach regulacyjnych a produkt genu
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Tabela 1

Niektóre własności mutantów Aspergillus nidulans o zmienionej regulacji katabolizmu argininy*
(50, 50a)

Szczep

Aktywność

arginaza OTA

Derepresja OTA 
w warunkach 

głodu azotowego 
lub glukozowego

Indukcyjność 
arginazy i OTA 
przez argininę

dziki 0,2 7 + +

su A 25 2,1 87 + +

suD19 1,9 85 + +
suEll 2,0 80 + +

suH45 2,1 72 + +
suJ65 1,9 67 + +
suL18 2,2 75 + +

j  suG47 2,4 48 _ +
anuAl 0,2 6 - -

suF105 0,2 36 _ +

Ani A l 0,2 7 + _  * *

su A 25 suD25 2,0 92 + +

suD25 suEll 2,1 85 + +

suG47 suEll 3,0 200
suG47 suF105 2,5 45 - +

\ anuAl suD25 0,2 1 - -
anuAl suEll 0,2 1 - -
Ani A l suD25 2,1 80 + _  * *

j  Ani A l suEll 1,9 88 + _  * *

Ani A l suF105 0,2 38 — +
* W szystkie dane uzyskano z hodow li grzybni szczepów A. nidulans n a  standartow ej pożywce m inim alnej. Przy b a 

dan iu  derepresji pożyw ka nie zawierała źródła węgla (glukozy) lub azotu (N aN O j) a  przy badaniu  indukcyjności zawierała 
•dodatkow o 0,001 M  argininę. A ktyw ność enzym ów  podano  w tak ich  sam ych jednostkach  jak  n a  rycinie 4.

** W  szczepach posiadających m utację Ani A l  synteza O TA  i arginazy ulega indukcji pod  w arunkiem , że arg in ina 
tanow i jedyne źródło azotu  lub węgla w pożywce.

anuA  okazał się niezbędny aby mogła zajść indukcyjna synteza arginazy 
i OTA.

Zgodnie z klasycznym i modelami regulacji pozytywnej, opracowanym i 
w oparciu o wyniki badań prowadzonych nad bakteriam i (patrz np. 51, 
52), można postulować, że indukcja syntezy arginazy i OTA w kom órkach 
dzikiego szczepu A. nidulans polega na aktyw acji przez argininę induk- 
tora kodowanego przez gen anuA. Zaktywowany induktor umożliwia 
transkrypcję  genów s tru k tu ry  arginazy i OTA. M utacja suG47 powodo
w ałaby taką zmianę induktora, że nie w ym agałby on argininy dla urucho
m ienia transkrypcji tych genów.

Funkcja sześciu genów typu  suD, k tórych m utacje prowadzą do ponad
10 krotnej derepresji syntezy arginazy i OTA staje się w świetle dowodów 
przem aw iających za istnieniem  system u regulacji pozytyw nej, tym  b a r
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dziej niezrozumiała. Derepresja ta zachodzi bowiem w nieobecności egzo
gennej argininy, z czego wynika, że aktyw acja produktu genu anuA  nie 
stanowi w arunku koniecznego aby synteza arginazy osiągnęła poziom 
obserwowany np. w m utantach suA25 i suD19. Z drugiej jednak strony, 
epistatyczność m utacji anuA l w stosunku do m utacji w genach su A  i suD  
wskazuje na to, że obecność normalnego produktu  genu A nuA  jest n ie
zbędna aby synteza obu enzymów mogła osiągnąć poziom wyższy niż 
charakterystyczny dla szczepu dzikiego poziom podstawowy. Powyższe 
obserwacje nasuw ają wniosek, że aktyw acja produktu  genu anuA  jest 
potrzebna jedynie do zlikwidowania bariery  uniem ożliwiającej tran sk ry p 
cję genów struk tu ry , która istnieje, o ile wszystkie geny typu suD  są 
aktyw ne. Posiadane dane nie pozwalają na jednoznaczne określenie cha
rak teru  tej „bariery”. Jak  wspomniano wyżej, wydaje się mało praw do
podobne aby sześć genów kodowało represor specyficznie blokujący ope
ratory  genów s tru k tu ry  arginazy i OTA. W przypadku A. nidulans nie 
otrzym ano m utantów  o właściwościach odpowiadających m utantom  ope
ratorow ym  bakterii czy drożdży, mimo że powinno się je otrzym ać np. jako 
supresory prolinowe. Nie stanowi to oczywiście wystarczającego dowodu 
aby twierdzić że u A. nidulans operatory nie występują. Faktem  jest jed
nak, że badając różne system y metaboliczne tego organizmu, stw ierdza się 
regulację pozytywną a nie negatywną. Byłoby kuszącym przyjęcie hipo
tezy, że geny w rodzaju suD  kontrolują powstawanie niespecyficznych 
represorów, być może stanowiących stały składnik chrom atyny, lub też 
m ają związek z powstawaniem  określonego niskocząsteczkowego m etabo
litu  niezbędnego dla utrzym ania norm alnej s tru k tu ry  chrom atyny. W ta 
kiej sytuacji m utacje w genach typu suD  powinny wpływać na aktyw ność 
wielu genów, a nie tylko genów związanych z katabolizm em  argininy. 
Badania nad tym  zagadnieniem  są obecnie w toku. Dotychczas stw ierdzo
no, że wszystkie m utan ty  typu suD  charakteryzują  się derepresją reduk- 
tazy azotanowej (E.C. 1.6.6.3). Ponadto, m utacje w locus suD  oddziaływują 
na biosyntezę argininy. W m utancie suD19, w przeciw ieństwie do szczepu 
dzikiego, obserw uje się tylko nieznaczną derepresję syntezy OTC w w a
runkach głodu argininowego oraz niewrażliwość syntezy tego ępzym u na 
zwiększanie w ew nątrzkom órkowej puli argininy lub ornityny (53). P ostu 
lowano, że gen suD  stanowi gen regulacyjny jednocześnie kontrolujący 
biosyntezę i rozkład argininy, wydaje się jednak, że m utacje w tym  genie 
m ają bardziej plejotropow e efekty. Za tym  przypuszczeniem  przem aw iają 
również wyniki pracy A r s t a  i C o v e ’ a (54), którzy wykazali, że m u
tacja suD19 znosi niektóre efekty m utacji w genie are A, powodujących 
niezdolność do w ykorzystyw ania wielu różnych źródeł azotu.

Na rycinie 3 przedstaw iono schem atycznie model regulacji syntezy 
arginazy i OTA, stanow iący podsumowanie omówionych wyżej zależności 
pomiędzy kontrolą pozytyw ną w arunkow aną przez gen anuA  i kontrolą 
negatyw ną uzależnioną od sześciu genów typu suD. Model ten stanow i
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Ryc. 3. Schemat zależności pomiędzy mechanizmami pozytywnej i negatywnej regu
lacji <5-transaminazy ornitynowej (OTA) w komórkach Aspergillus nidulans

P ow stający  pod kontrolą sześciu  genów  represor blokuje gen  struktury OTA. Represor 
ulega usunięciu  (unieczynnien iu) przez induktor (produkt genu anuA ) zaktyw ow any przez 
argininę. W przypadku gdy na skutek  m utacji w  jednym  z genów  kontrolu jących  pow staw anie  
represora represor n ie  tw orzy się  (lub je st  n ieaktyw ny), induktor um ożliw ia  transkrypcję genu  
struktury naw et w  n ieobecności argininy. O ddziaływ anie pom iędzy induktorem  a postulow anym  
prom otorem  genu struktury zaznaczono na schem acie lin ią  przeryw aną

najprostszą in terp retację  właściwości zbadanych m utantów  regulacyjnych. 
Zakłada wiązanie się koinduktora (argininy) z induktorem  produkowanym  
przez gen anuA. Induktor spełnia dwie funkcje: usuwa bądź unieczynnia 
represor, którego powstawanie kontrolują geny typu suD, a także ułatw ia 
transkrypcję  genów struk tu ry . Pierw sza z tych funkcji wym aga ak ty 
w acji induktora przez argininę. Do modelu tego powrócimy po omówieniu 
w pływ u represji katabolicznej na syntezę arginazy i OTA.

III. Represja azotowa i glukozowa

R ozpatrując regulację syntezy arginazy i OTA należy wziąć pod uwagę 
efekty represji katabolicznej, przy czym w grę może wchodzić zarówno 
represja azotowa jak i glukozowa.

Zjawisko katabolicznej represji azotowej zostało w ykryte stosunkowo 
niedaw no a m ateriał do badania jej mechanizmu stanow ią głównie drożdże 
i Aspergillus. Punktem  wyjściowym  do badań na tym  rodzajem  represji 
było stw ierdzenie, że jony amonowe ham ują indukcję szeregu enzymów 
przez specyficzne dla nich koinduktory. P rzykładam i takich enzymów 
w  przypadku A. nidulans są reduktaza azotanowa (54, 55), amidaza (E.C. 
3.5.1.4) (56), enzymy katabolizm u puryn  (57, 58), egzogenne proteazy (59) 
a także arginaza i OTA zarówno w przypadku A. nidulans (60) jaki i S. ce-
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revisiae (25, 61). Z drugiej strony, usunięcie azotu z pożywki powoduje 
częściową derepresję syntezy wielu enzymów katabolicznych, w tym  rów 
nież arginazy i OTA w kom órkach drożdży (61) oraz OTA (lecz nie arg i
nazy) w kom órkach A. nidulans  (60).

Sole amonowe, podobnie jak  wiele innych dobrych źródeł azotu, po
w odują represję syntezy tych enzymów, nie wiadomo jednak na pewno, 
czy zjawisko represji przez N H | i zjawisko hamowania przez N H i in
dukcji, można sprowadzić do tego samego mechanizmu.

Badając działanie N H | na syntezę arginazy i OTA w kom órkach A. ni
dulans (60) ustalono że:

1) NH^ w koncentracjach ham ujących indukcję enzymów nie ham uje 
pobierania argininy z podłoża, a zatem  jego efekt na indukcję nie polega 
na w ykluczaniu koinduktora;

2) N H i nie wpływa na proces translacji mRNA odpowiedzialnego za 
powstawanie arginazy, co wskazuje na to, że ham ując syntezę enzymu 
działa na etapie transkrypcji;

3) Za efekt hamowania indukcji odpowiedzialne są jony amonowe a nie 
inne niskocząsteczkowe związki azotu.

Brak wpływ u N H i na translację wykazano w doświadczeniu polegają
cym  na indukow aniu argininą syntezy arginazy w obecności inhibitora 
syntezy białek (cykloheksoimidu) a następnie badaniu efektu obecności 
N H | na pojawienie się aktyw ności arginazy w grzybni przeniesionej do 
pożywki nie zawierającej argininy i inhibitora, a zatem  w wrarunkach 
w których zachodzi synteza enzymu jedynie z zakumulowanego poprzed
nio mRNA.

Bezpośredni udział N H i w ham ow aniu indukcji wykazano badając 
wpływ m etyloam iny na syntezę arginazy. Chlorowodorek m etyloam iny, 
jako analog soli amonowych, ham uje indukcję szeregu enzymów katabo
licznych (62). Chlorowodorek m etyloam iny zapobiega indukcji arginazy 
przez argininę zarówno w grzybni szczepu dzikiego jak i m utanta m auA  
nie posiadającego aktyw nej oksydazy m onoamin (E.C. 1.4.3.4), a zatem  
niezdolnego do rozłożenia m etyloam iny. Ponieważ chlorowodorek m etylo
am iny działa w przypadku m utanta m auA równie efetkyw nie jak  w przy
padku szczepu dzikiego, można przyjąć że związek ten  (a przez analogię 
N H |)  bezpośrednio oddziaływuje na indukcję arginazy. Nie można jednak 
wykluczyć, że NH^ powoduje aktyw ację lub indukcję syntezy nieznanego 
białka, k tóre spełnia rolę represora w syntezie arginazy i innych enzy
mów katabolicznych. Zagadnienie to będzie rozpatryw ane w dalszej części 
tej pracy.

Synteza OTA w kom órkach A. nidulans podlega również represji glu
kozowej. W w arunkach głodu glukozowego obserw uje się derepresję syn- . 
tezy OTA tego samego rzędu co w w arunkach głodu azotowego, natom iast 
synteza arginazy nie ulega derepresji, podobnie jak  nie ulega ona dere- 
presji w w arunkach głodu azotowego. Synteza obu enzymów w ydaje się
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Hyc. 4. Aktywność OTA (A) i arginazy (B) w ekstraktach grzybni dzikiego szczepu 
Aspergillus nidulans w różnych warunkach hodowli (60)

G rzybnię w yhodow ano na standartow ej pożyw ce m inim alnej (MM) zaw ierającej NaNO, 
jako źródło azotu i glukozę jako źródło w ęgla , a następnie przełożono (czas 0 na w ykresach) do 
pożyw ek: MM (□ —□ ), n ie zaw ierającej NaNO, (©—©) lub glukozy (A~A)> zaw ierającej argininę  
(A —A ), zaw ierającej argininę lecz  pozbaw ionej NaNO, (■ —■ ) lub  glukozy (O—O) oraz zaw ie
rającej argininę i dodatkow o (NH^CjHjO« ( • —• ) .  A ktyw ność OTA w yrażono w  nm olach  
sem ialdehydu kw asu glutam inow ego/m in/m g białka, a aktyw ność arginazy w  .«molach m ocz
nika/m in/m g białka

więc identycznie reagować na oba typy głodzenia (Ryc. 4). W pływ glukozy 
na syntezę arginazy jest widoczny w doświadczeniach nad indukcję tego 
enzymu: tempo indukcji na pożywce bezglukozowej jest dużo silniejsze 
niż na pożywce zawierającej glukozę, przy czym to samo odnosi się do 
OTA (Ryc. 4). W arto jednak zaznaczyć, że naw et najwyższe stosowane 
stężenia glukozy w pożywce nie powodowały całkowitego zaham owania 
indukcji arginazy i OTA, tak  jak to się dzieje w przypadku N H |.

R epresji arginazy i OTA przez glukozę nie stwierdzono u drożdży (61), 
natom iast synteza obu enzymów jest wrażliwa na glukozę w przypadku 
Bacillus licheniformis (63). Jak  wiadomo, mechanizm represji glukozowej 
u bakterii został w ostatnich latach poznany. Polega on na in terakcji 
określonego białka receptorowego i cyklicznego 3',5'-adenozynomonofos- 
foranu z prom otoram i poszczególnych operonów (patrz prace przeglądowe 
64, 65, 66). Nie jest wykluczone, że podobny mechanizm w ystępuje u grzy
bów, ale jak dotąd spraw a nie została wyjaśniona.
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I I I- l. Genetyczna kontrola procesu represji azotowej

W ostatnich latach w kilku laboratoriach otrzym ano niezależnie m u
tan ty  Aspergillus, Neurospora, Ustilago i drożdży o zmienionej w rażli
wości na represję azotową (54, 58, 59, 62, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 
76). W przypadku A. nidulans wyizolowano na przykład m utanty , w któ
rych represji azotowej nie podlegały amidaza (71), NAD zależna dehydro
genaza glutam inianow a (E.C. 1.4.1.2) (72, 73), egzogenna proteaza (59) i re- 
duktaza azotanowa (54). A r s t  i C o v e  (54) wykazali, że większość 
spośród tych m utantów  jest ze sobą alleliczna. W arto jednak podkreślić, 
że poszczególne m utacje w locus areA  (symbol używ any przez A rsta 
i Cove’a) różnią się znacznie między sobą pod względem efektów na po
szczególne system y enzymatyczne. Stosunkowo najbardziej plejotropow y 
efekt m ają  m utacje otrzym ane przez C o h e n a  (59) i oznaczone przez 
niego symbolem xprD. M utacje te powodują derepresję syntezy kilku 
enzymów, takich jak  reduktaza azotanowa, dehydrogenaza ksantynowa 
(E.C. 1.2.1.37), oksydaza moczanowa (E.C. 1.7.3.3), egzogenna proteaza 
i am idaza (54). Inne m utacje w locus areA  w pływ ają na syntezę tylko jed
nego lub dwóch z wym ienionych wyżej enzymów.

W locus areA  umiejscowiono również szereg m utacji (oznaczanych 
symbolem  areAr) charakteryzujących się niezdolnością do w ykorzystyw a
nia dużej liczby związków, w ykorzystyw anych przez szczep dziki jako 
źródła azotu. Do związków tych należy kilkanaście różnych L-aminokwa- 
sów, a także azotan, azotyn, adenina, hipoksantyna, kwas moczowy, alan- 
toina, acetam id i inne. Testy enzym atyczne wykazały, że m utacje typu  
areA r powodują obniżenie poziomu i nieindukcyjność np. reduktazy azo
tanow ej i oksydazy moczanowej. N iektóre spośród m utantów  areAr są te r- 
m owrażliwe (tzn. nie w ykorzystują określonych źródeł azotu w tem pera
turze 37°C a w ykorzystują w 25°C), przy czym w niższych tem peraturach  
przyw racana jest zdolność do w ykorzystyw ania tylko niektórych związ
ków. Biorąc pod uwagę fakt, że m utacje areAT są recesywne a m utacje 
w tym  genie prowadzące do derepresji są półdominujące, A r s t  i C o v e  
(54) postulują, że produkt genu areA  jest niezbędny do syntezy wszyst
kich enzymów podlegających represji azotowej. Innym i słowy, postulują 
istnienie wspólnej, pozytyw nej regulacji syntezy tych enzymów.

W toku prac nad S. cerevisiae (77) i A. nidulans (67) otrzym ano jeszcze 
inny rodzaj m utantów  (oznaczonych symbolem  gdh) niew rażliw ych na 
represję azotową. Są to m utan ty  w genie s tru k tu ry  NADP zależnej de
hydrogenazy glutam inianow ej (GDH, E.C. 1.4.1.4). W związku z tym  postu
lowano, że enzym ten  niezależnie od swojej funkcji katalitycznej spełnia 
funkcje regulacyjne, tzn. jest represorem  syntezy szeregu enzymów ka ta - 
bolicznych. In teresującym  jest fakt, że w kom órkach Klebsiella aerogenes 
podobną rolę w ydaje się spełniać syntetaza g lutam iny (E.C. 6.3.1.2) (78). 
Jednakże w przypadku A. nidulans A r s t  i C o v e  (54) wykazali, że
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w podwójnym  m utancie areA1 gdhA, m utacja areAr jest epistatyczna. Na 
tej podstawie tw ierdzą oni, że produkt genu areA  jest bezpośrednio zaan
gażowany w regulację syntezy szeregu enzymów, podczas gdy GDH jedy
nie pośrednio, być może poprzez regulację poziomu i rozmieszczenia NH^ 
w ew nątrz komórki. Spraw a roli GDH w represji azotowej wym aga jednak 
na pewno dalszych badań.

III-2. Genetyczna kontrola represji azotowej i glukozowej katabolizmu argininy
w komórkach A. nidulans

Ja k  wspomniano wyżej, w grzybni dzikiego szczepu A. nidulans w w a
runkach  głodu azotowego lub glukozowego następuje derepresja syntezy 
OTA (lecz nie arginazy) do poziomu przewyższającego około 4 krotnie po
ziom podstawowy tego enzymu. W śród m utantów  selekcjonow anych jako 
supresory prolinowe otrzym ano również i takie, k tóre charakteryzow ały 
się podwyższonym (około 4 krotnie) poziomem OTA przy niezm ienionym  
poziomie arginazy (Tabela 1). Dokładniejsze badania przeprowadzono nad 
m utantam i tego typu  należącym i do locus suF  (67). W m utantach suF 
synteza OTA nie ulega dalszej derepresji pod wpływem  głodu azotowego 
lub glukozowego a tem po indukcji obu enzymów przez argininę w grzybni 
hodowanej na pożywce m inim alnej (zawierającej glukozę i N aN 03) nie 
różni się od tem pa indukcji w grzybni hodowanej na pożywce bezazoto
we j lub bezglukozowej. Sądzić więc można, że m utacje w locus suF  pro
wadzą do jednoczesnego zniesienia wrażliwości katabolizm u argininy na 
represję azotową i glukozową. N H ^ nadal ham uje jednak indukcję arg i
nazy i OTA w kom órkach m utantów  suF. Obserwacje te w skazują na to, 
że istn ieją  dwa (co najm niej) miejsca oddziaływania N H i i jony amonowe 
w pływ ają na dwa różne procesy. Jednym  jest proces derepresji syntezy 
OTA w w arunkach głodu azotowego lub glukozowego (N H i ham uje dere- 
presję) a drugim  proces indukcji arginazy i OTA przez specyficzny ko- 
induktor, argininę (NH* przeciwdziała indukcji). Gen suF  ma związek 
jedynie z pierwszym  z tych procesów.

Selekcjonując m utan ty  niezdolne do w ykorzystyw ania argininy jako 
źródła proliny, otrzym ano m utanty  oznaczone symbolem AniA . W grzybni 
tych  m utantów  hodowanej na pożywce m inim alnej arginina nie powodo
wała indukcji syntezy arginazy i OTA. Indukcja obu enzymów w m utan
tach A niA  staje  się jednak możliwa o ile arginina stanowi jedyne źródło 
azotu lub węgla w pożywce. Właściwość ta odróżnia m utan ty  A niA  od 
opisanych wyżej m utantów  anuA, w których indukcja badanych enzymów 
nie zachodzi, niezależnie od obecności lub braku  w pożywce glukozy 
lub innego niż arginina źródła azotu. M utacje w locus A niA  nie powo
dują więc u tra ty  zdolności do indukcji arginazy i OTA, lecz nadwrażliwość 
tego procesu na represję glukozową i azotową.

M utacje A niA  w ystępują w jednym  locus położonym na chromosomie
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II (G u z e w s k a, nieopubl.) i nie są sprzężone z żadnym  z loci supreso- 
rów prolinowych z suF  włącznie. W szystkie zbadane m utacje A niA  m ają 
charak te r dom inujący, podczas gdy m utacje suF  recesywny. W w arunkach 
głodu glukozowego lub azotowego w grzybni m utantów  A niA  obserw uje 
się derepresję syntezy OTA, analogiczną do obserwowanej w grzybni 
szczepu dzikiego. Podw ójny m utant AniA47 suF105 (Tabela 1) zachowuje 
wszystkie właściwości m utanta suF, tzn., m utacja w locus suF  jest epista- 
tyczna w stosunku do m utacji w locus A niA .

 ̂ Gen struktury OTA ^

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

Sym bolam i G i N oznaczono niskocząsteczkow e efek tory  (n iezidentyfikow any k atabolit  
glukozow y i m etabolit azotow y, praw dopodobnie N H +), k tórych  obecność jest n iezbędna aby  
produkty genów  suF  i A n iA  połączy ły  się  w  funkcjonalny  represor

Funkcję genu suF  w najprostszy sposób można zinterpretow ać nastę
pująco: gen suF kontro lu je powstawanie represora, k tóry  w obecności 
efektorów  (katabolitu glukozy i niskocząsteczkowego związku azotowego, 
prawdopodobnie N H Í), blokuje transkrypcję  genów s tru k tu ry  arginazy 
i OTA. Usunięcie jednego lub obu efektorów bądź też m utacja w locus suF, 
prowadzą do inaktyw acji represora.

Trudniej wytłum aczyć rolę genu A niA . Możliwe, że produkt tego genu 
łączy się bezpośrednio z produktem  genu suF  i stanowi stałą składową 
część represora, k tó ry  musi być usunięty  aby mogła zajść transkrypcja  
genów s tru k tu ry  arginazy i OTA. Koncepcję tę przedstawiono schem atycz
nie na rycinie 5. W przypadku otrzym anych i zbadanych m utantów  A niA  
represor w w yniku m utacji staje się niew rażliw y na czynnik (być może 
aktyw ow any produkt genu anuA, patrz następny podrozdział), k tó ry  w ko
m órkach szczepu dzikiego powoduje inaktyw ację represora. Takie założe
nie tłum aczy dom inację A niA  nad A n iA +, a także fak t znoszenia efektów 
m utacji A niA  przez głód azotowy lub glukozowy oraz przez m utacje w ge
nie suF.

Niezależnie od tego czy powyższą in terp retację  uznam y za prawidłową, 
z badań nad m utantam i suF  i A niA  wypływa jeden istotny wniosek: istn ie
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je ścisła zależność pomiędzy represją glukozową i azotową. Pojedyncze 
m utacje prowadzą albo do jednoczesnego zm niejszenia albo do jednoczes
nego zwiększenia wrażliwości na oba typy represji. Nie można obecnie 
definityw nie odpowiedzieć na pytanie, na czym polega zależność pomiędzy 
represją  azotową i glukozową. W ydaje się, że w grę wchodzą dwie możli
wości:

1) Represor pow stający pod kontrolą genu regulacyjnego (np. suF) 
posiada powinowactwo do dwóch efektorów, m etabolitów  glukozowego 
i azotowego; usunięcie obu lub jednego z nich powoduje inaktyw ację re- 
presora (ten typ in terp retacji zastosowano powyżej, patrz rycina 5);

2) Synteza produktu  genu regulacyjnego odpowiedzialnego za represję 
azotową i mającego powinowactwo do efektora azotowego zależy od obec
ności dobrego źródła węgla. Innym i słowy, represja azotowa mogłaby za
chodzić jedynie w tedy gdy w ystępuje represja glukozowa. Tego typu in
terp retację  zależności pomiędzy represją azotową i glukozową faw oryzują 
A r s t  i C o v e  (54). K i n g h o r n  i P a t e m a n  (79) wykazali, że 
aktyw ność GDH, k tórej brak  powoduje niewrażliwość syntezy szeregu 
enzymów na represję azotową, zanika w grzybni A. nidulans w w arunkach 
głodu glukozowego. W przypadku udowodnienia bezpośredniego udziału 
GDH w represji azotowej, fak t ten mocno przem aw iałby za słusznością 
powyższej in terpretacji.

W odniesieniu do katabolizm u argininy nie wykazano jakiegokolwiek 
związku pomiędzy aktyw nością GDH a syntezą arginazy i OTA. Zarówno 
m utan ty  suF jak i m utanty  A niA  nie różnią się pod względem aktyw ności 
GDH od szczepu dzikiego ( P i o t r o w s k a ,  nieopubl.). Żaden z tych m u
tantów  nie w ykazuje też podobieństwa do m utantów  genu areA. Dotych
czasowe badania nie wykazały by m utacje w genach suF i A niA  w pły
w ały na syntezę innych enzymów oprócz arginazy i OTA. W ydaje się więc, 
że system  genetyczny suF A niA  działa specyficznie w stosunku do katabo
lizmu argininy.

IV. Związek pomiędzy represją katabołiczną a regulacją procesów indukcji 
i represji syntezy arginazy i OTA w komórkach A. nidulans

Na podstawie właściwości m utantów  omówionych w poprzednich częś
ciach tego opracowania, geny biorące udział w regulacji syntezy arginazy 
i OTA w kom órkach A. nidulans można podzielić na trzy  kategorie:

1) Geny, których m utacje są recesywne i powodują kilkunastokrotną 
derepresję syntezy obu enzymów (suA , suD, suE, suH, suJ i suL );

2) Gen odpowiedzialny za regulację pozytywną, którego m utacje po
w odują derepresję (suG47) lub nieindukcyjność (a n u A l) syntezy obu enzy
mów;

3) Geny związane z represją azotową i glukozową (suF  i AniA).

http://rcin.org.pl



[19] M ETABO LIZM  A R G IN IN Y 2 3 7

Przeprowadzono badania celem spraw dzenia czy m utacje w genach na
leżących do grup 1 i 2 powodują również zmiany we wrażliwości syntezy 
arginazy i OTA na represję azotową i glukozową. Okazało się, że w wa
runkach głodu azotowego lub glukozowego obserwuje się derepresję syn
tezy OTA w dwóch zbadanych m utantach grupy 1, suD19 i su E ll.  Tak 
więc, mimo że w grzybni tych m utantów  w ystępuje dużo wyższy poziom 
OTA niż w grzybni szczepu dzikiego, mechanizm w arunkujący wrażliwość 
na represję azotową i glukozową nie został w w yniku m utacji uszkodzony. 
W m utantach suD  i suE NH4+ nie ham uje indukcji OTA przez argininę, 
a naw et powoduje indukcję syntezy tego enzymu, równorzędną do tej jaka 
w ystępuje po podaniu argininy.

W grzybni m utanta anuA l nie obserw uje się derepresji OTA w w arun
kach głodu azotowego lub glukozowego. W grzybni m utanta suG47 również 
nie obserw uje się derepresji OTA w tych w arunkach, a ponadto NH^ nie 
ham uje indukcji arginazy i OTA przez argininę.

M utacje w genach zaliczonych do grupy 1, a także m utacja suG47, po
wodują derepresję syntezy OTA do poziomu wyższego niż ten, k tóry  obser
wuje się w grzybni szczepu dzikiego w w arunkach głodu azotowego lub 
glukozowego. Co więcej, powodują derepresję arginazy, czego nie obser
w uje się w czasie głodzenia w szczepie dzikim. Na tej podstawie można 
twierdzić, że geny te nie m ają bezpośredniego związku z mechanizmem 
represji katabolicznej (azotowej lub glukozowej), a raczej kontrolują pro
ces indukcji. Przedstawione wyżej dane wskazują jednak na to, że w przy
padku m utacji suG47 ulega zniesieniu wrażliwość syntezy badanych enzy
mów na represję kataboliczną, a w przypadku zarówno tej m utacji jak 
i m utacji w genach suD  i suE, NH4+ nie ham uje indukcji syntezy tych 
enzymów. Ta ostatnia obserwacja potwierdza przypuszczenie wysunięte 
na podstawie badań nad m utantam i suF, a dotyczące w pływu N H i na dwa 
różne procesy: jeden związany z represją kataboliczną i drugi z indukcją 
syntezy enzymów przez specyficzny koinduktor, argininę. Gen suF ma 
związek z pierwszym  z tych procesów, natom iast geny suG  oraz suD  i suE 
z drugim.

Celem ustalenia zależności pomiędzy genami należącymi do trzech w y
mienionych wyżej grup uzyskano szereg podwójnych m utantów  i zbadano 
ich właściwości (Tabela 1). Wnioski płynące z tych doświadczeń można 
podsumować następująco:

1) Obecność norm alnego produktu genu anuA  (=  suG) jest niezbędna 
aby mogła zajść indukcyjna synteza arginazy i OTA, a także derepresja 
OTA w w arunkach głodu azotowego lub glukozowego; m utacja anuA l (po
wodująca brak lub nieaktywność tego produktu) jest w pełni epistatyczna 
w stosunku do w szystkich pozostałych m utacji regulacyjnych;

2) Efekty m utacji suF i suD  oraz suF  i suE  są addytyw ne, tzn. pod
wójne m utanty  charakteryzują  się wyższym poziomem enzymów niż każ
dy z m utantów  pojedynczych. Jak  już podawano wyżej, podobną sytuację
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obserw uje się w przypadku m utacji suG  i suD, natom iast nie stwierdzono 
addytyw ności efektów m utacji suG  i suF, a także addytyw ności efektów 
m utacji w genach zaliczonych do grupy 1;

3) M utacja A n iA l  nie wpływa na poziom enzymów w szczepach suD  
i suE  ale uniemożliwia dalszą indukcję OTA przez argininę w tych szcze
pach hodowanych na pożywkach zaw ierających glukozę i inne niż arginina 
źródło azotu. W grzybni podwójnego m utanta A n iA l suG47 hodowanej 
na tak iej pożywce, arginina indukuje syntezę OTA, ale tem po indukcji 
jest słabsze niż obserwowane w szczepie A n iA + suG47.

Właściwości pojedynczych m utantów  oraz omówione wyżej właściwości 
m utantów  podwójnych, pozwalają na zaproponowanie modelu regulacji 
syntezy arginazy i OTA, uwzględniającego efekty represji katabolicznej 
i działanie NH+. Model przedstawiono graficznie na rycinie 6.

Ryc. 6. Schemat genetycznej regulacji syntezy <5-transaminazy ornitynowej (OTA) 
w komórkach Aspergillus nidulans (z uwzględnieniem mechanizmu represji ka ta

bolicznej)
Zaznaczono (odw rócona strzałka) ham ujący w p ływ  N H + na aktyw ację induktora przez 

argin inę oraz ew entualny udział w  tym  procesie produktu genu areA.  Pozostałe objaśnienia  
w  tek ście  oraz w  podpisach rycin  3 i 5

Model zakłada współistnienie kontroli pozytywnej i negatyw nej. 
W kontroli negatyw nej biorą udział dwa represory. Pierw szy (represor I) 
powstaje przy współudziale genów suF  i A ni A  i aby był aktyw ny wymaga 
obecności efektorów „azotowego” (prawdopodobnie NH4+) i „glukozowego” 
(tzn. powstającego w w arunkach w zrostu grzybni na glukozie). Nie można 
obecnie wykluczyć możliwości, że nie tylko aktywność ale również synteza 
represora  zależy od jednego lub obu wym ienionych efektorów. Inakty-
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w acja represora I w w yniku usunięcia jednego z efektorów lub w w yniku 
m utacji w genie suF  prowadzi do częściowej derepresji syntezy OTA.

Pow staw anie drugiego represora (represor II) zależy od sześciu genów. 
R epresor II nie w ym aga korepresora i działa niezależnie od represora I. 
F unkcje  represora II nie polegają tylko na hamowaniu transkrypcji genów 
s tru k tu ry  arginazy i OTA. Jego inaktyw acja (lub inaktyw acja jednego 
z jego elementów) powoduje derepresję syntezy arginazy i OTA a także 
szeregu innych enzymów.

K ontrolę pozytyw ną w arunkuje  gen anuA {— suG). P rodukt tego genu 
(induktor) ulega ak tyw acji przez koinduktor, argininę. A ktyw acja induk- 
tora jest konieczna do usunięcia represorów I i II. W sytuacji gdy na sku
tek  m utacji w genach suF  i np. suD  represory te nie pow stają (lub są nie
aktyw ne), induktor pozostaje nadal niezbędny aby mogła zajść derepresja 
genów struk tu ry , ale nie musi być zaktyw ow any przez argininę.

Jony  amonowe ham ują aktyw ację induktora. Można rozpatryw ać dwa 
m echanizm y tego procesu. Albo polega on na bezpośrednim  wiązaniu się 
N H Í z produktem  genu anuA, albo oddziaływanie to zależy od obecności 
produktu  jeszcze innego genu (być może zidentyfikowanego przez A rsta 
i Cove’a genu are A). W obu przypadkach zwiększenie koncentracji NHT 
w komórce zapobiega aktyw acji induktora przez argininę. M utacja typu 
suG47 prowadzi do tego, że induktor nie wym aga aktyw acji do urucho
m ienia syntezy enzymów w obecności obu represorów. Fakt, że w grzybni 
m utan ta  suG47 NH^ nie ham uje indukcji arginazy i OTA przez argininę 
do poziomu wyższego niż charakterystyczny dla tego szczepu potwierdza 
postulow any wyżej m echanizm  działania NH4+. Brak addytyw ności efek
tów  m utacji suG47 i suF105 oraz brak derepresji OTA w grzybni szczepu 
suG47 w w arunkach głodu azotowego lub glukozowego, w skazują na to, 
że produkt genu anuA  (=  suG) wyklucza działanie represora I, pow stają
cego między innym i pod kontrolą genu suF. Jak  wspomniano wyżej, m u
tacja  suG47 nie prowadzi jednak do m aksym alnej derepresji OTA. 
W grzybni szczepu suG47 obserw uje się indukcję syntezy tego enzymu po 
podaniu argininy, a co więcej, poziom OTA w grzybni podwójnego m u
tan ta  suG47 s u E ll  znacznie przewyższa poziom enzym u w grzybni szczepu 
suG47 suE +. Można więc wnioskować, że produkt genu anuA  w m utancie 
suG47 zachował pew ne powinowactwo do argininy i może ulec dalszej 
aktyw acji. A ktyw acja ta jest konieczna do całkowitego usunięcia rep re
sora II. O ile rolę genu anuA  (=  suG) przewidziano w proponowanym  mo
delu prawidłowo, to należałoby się spodziewać, że różne m utacje w tym  
genie będą w  różnym  stopniu wpływać na poziom om awianych enzymów 
w komórkach, a także na wrażliwość procesu ich indukcji przez argininę 
na działanie NH^. Założenie to będzie można sprawdzić po uzyskaniu 
większej liczby m utacji typu  suG47 w locus anuA.

Ponieważ poziom arginazy w przeciw ieństw ie do poziomu OTA nie 
ulega derepresji w grzybni hodowanej w w arunkach głodu azotowego lub
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glukozowego i nie jest też podwyższony w kom órkach m utantów  suF, na
leży założyć, że system  represji II działa skuteczniej w przypadku genu 
s tru k tu ry  arginazy niż genu s tru k tu ry  OTA, tak  że mimo inaktyw acji 
represora I nie następuje derepresja syntezy enzymu. Udział represora I 
w regulacji syntezy arginazy staje się jednak widoczny w doświadcze
niach nad indukcją enzymu. We wszystkich pozostałych punktach obser
w uje się identyczne efekty zarówno poszczególnych m utacji jak i w arun 
ków hodowli na syntezę obu badanych enzymów.

Przedstaw iony na rycinie 6 model uwzględnia w zasadzie w szystkie 
efekty  m utacji w genach związanych z regulacją syntezy arginazy i OTA. 
Stanow i on oczywiście jedynie hipotezę roboczą i wym aga dalszego bada
nia zarówno przy użyciu metod genetycznych jak i biochemicznych. P rzede 
w szystkim  brak dotychczas inform acji dotyczących rodzaju i liczby miejsc 
w genach s tru k tu ry  (lub w ich sąsiedztwie) wiążących poszczególne rep re - 
sory lub m ających powinowactwo do induktora. Zakładając istnienie spec
jalnego odcinka genu s tru k tu ry  odpowiadającego promotorowi w opero- 
nach bakteryjnych, nie wiadomo czy represor(y) wiąże się z tym  samym 
odcinkiem, czy też istnieją niezależne odcinki odpowiadające operatorom. 
W arto podkreślić, że mimo w ypracowania dobrych metod selekcji, w przy
padku A. nidulans nie otrzym ano m utantów  operatorow ych ani genów 
katabolizm u argininy jak też reduktazy azotanowej, czy amidazy. U grzy
bów z reguły w ystępuje pozytywna regulacja syntezy enzymów (80). 
W edług proponowanego w tej pracy modelu, regulacja ta sprow adzałaby 
się do odblokowania m atrycy DNA a nie tylko do nadania specyficzności 
polim erazie RNA do danego promotora, tak  jak to proponuje E n g l e s -  
b e r g w oparciu o wyniki badań nad operonem arabinozow-ym E. coli (81). 
Niezależnie od przedstaw ionych wyżej wyników przem aw iających za tą 
hipotezą, nie jest ona sprzeczna z tym  co ogólnie wiadomo o budowie chro
mosomów organizmów eukariotycznych. Hipoteza stałaby się szczególnie 
interesująca, gdyby okazało się, że geny w rodzaju suA czy suD kontro
lu ją  powstawanie elem entów wchodzących w skład chrom atyny.

Powszechność występowania zjawiska pozytywnej regulacji syntezy 
enzymów indukcyjnych w kom órkach grzybów, skłania do rozważenia 
odm iennej niż dotychczas proponowane koncepcji zależności pomiędzy 
mechanizmem specyficznej regulacji działania danego genu a m echaniz
m am i regulacji ogólnej (takim i jak  represja azotowa i glukozowa), którym  
podporządkowane jest działanie wielu genów. W ydaje się możliwym, że 
regulacji ogólnej podlega synteza lub aktywność induktorów  specyficz
nych dla określonych genów lub grup genów. W przedstaw ionym  w tej 
p racy  modelu zaproponowano taką właśnie in terpretację  działania N H Í > 
zakładając zresztą, że oprócz tego istnieje niezależny system  regulacyjny 
(geny odpowiedzialne za powstawanie represora I), którego działanie jest 
również zależne od poziomu NH^ w komórce i k tóry  bezpośrednio kontro
lu je  transkrypcję  badanych genów.
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- Przedstaw iony model oparto przede wszystkim  na w ynikach badań 
genetycznych. Dalsze prace powinny objąć badania nad efektam i m utacji 
w kilku innych genach (50), którym i dotychczas nie zajmowano się, a które 
są prawdopodobnie również związane z regulacją metabolizmu argininy. 
W odniesieniu do problem u represji azotowej interesujące wyniki powinno 
się uzyskać ze zbadania zależności pomiędzy zidentyfikow anym i w róż
nych laboratoriach genami kontrolującym i przebieg tego procesu. O sta
teczna w eryfikacja zaproponowanego w tej pracy modelu, czy też innych 
m odeli tłum aczących mechanizm regulacji genetycznej u organizmów 
eukariotycznych, będzie jednak możliwa dopiero po przeprowadzeniu ba
dań, które pozwoliłyby na bezpośrednie ustalenie charakteru  produktów  
genów biorących udział w regulacji, m iejsc ich występowania w komórce 
i sposobu ich wiązania z niskocząsteczkowymi efektoram i. Badania takie 
są skomplikowane ze względów technicznych a także ze względu na dużą 
liczbę genów zaangażowanych w regulację syntezy każdego z enzymów, 
niem niej należy oczekiwać, że w najbliższych latach przyniosą one decy
dujące rozwiązania.

A r ty k u ł  w p ły n ą ł  dnia 28.1.1974, w róc i ł  po re w iz j i  au torsk ie j  dnia 12.3.1974.
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Badania nad strukturą nukleohistonu 

Studies on the Structure of Nucleohistone

Wstęp

Trw ały kompleks z białkam i jest często spotykaną form ą występowania 
kwasów nukleinowych w organizm ach żywych. W przypadku kwasów 
rybonukleinow ych przykładem  mogą być rybosomy lub kom pleksy rybo- 
nukleoproteidowe zawierające mRNA. Kwas dezoksyrybonukleinowy w y
stępuje w postaci dezoksyrybonukleoproteidu w jądrach organizmów euka
riotycznych. Spośród kompleksów DNA-białko stosunkowo najlepiej po
znano dezoksyrybonukleoproteidy z jąder kom órek organizmów wyższych, 
znane pod nazwą chrom atyny. Term in ten  odnosi się zasadniczo do nukleo- 
proteidu jądra interfazalnego, podczas gdy term inu  chromosom używa się 
dla określenia tego samego nukleoproteidu w czasie podziału jądra.

W ielocząsteczkowymi składnikam i chrom atyny są: DNA, białka zasa
dowe — histony, białka niehistonowe oraz różnej wielkości iragm enty  
RNA. Chrom atyna zawiera też nieznaczne ilości lipidów oraz jony m etali 
jedno i dwuwartościowych. Zasadniczymi elem entam i struk tu ra lnym i 
w tym  kompleksie są DNA i histony. (Zagadnienia związane z w ystępow a
niem, budową i m etabolizmem  histonów były  już omawiane w Postępach 
Biochemii (1)).

Stosunek ilościowy DNA: histony w chrom atynach pochodzących z róż
nych tkanek tego samego organizmu oraz z organizmów należących do 
różnych gatunków a naw et królestw  (rośliny i zwierzęta) jest bardzo po 
dobny i w przybliżeniu wynosi wagowo 1:1 (2, 3, 4, 5). Nie stwierdzono też 
istotnych różnic w stosunku ilościowym DNA : histony między chrom atyną 
a chromosomami z tego samego rodzaju kom órek (6).

Biologiczna rola histonów nie jest dotychczas jednoznacznie w yjaśnio
na. Od dość dawna białkom tym  przypisuje się rolę niespecyficznych 
represorów aktyw ności m atrycow ej chrom atyny (7, 8, 9) mimo iż brak  jest 
na to jak dotąd w iarygodnych, bezpośrednich dowodów. Jednocześnie 
uważa się, iż h istony są niezbędne do organizowania jądrowego DNA

* Mgr, Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego,
** mgr, Instytut Hematologii, Warszawa,
*** mgr, Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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w określone s tru k tu ry  morfologiczne, a co za tym  idzie, do segregacji 
i przekazyw ania m ateriału  genetycznego. Obie wspom niane funkcje nie 
m uszą się wzajem nie wykluczać.

Niniejszy artyku ł poświęcono omówieniu danych dotyczących budowy 
chrom atyny, a ściślej jej struk turalnego szkieletu t.j. nukleohistonu. Dane 
te, chociaż nie pozwalają jeszcze na zbudowanie kom pletnej struk tu ry , 
rzucają ciekawe światło na zależności między elem entam i nukleohistonu.

I. Charakter połączeń składników w nukleohistonie

Histony nie tworzą wiązań kowalencyjnych z DNA. Można je całkowi
cie usunąć z nukleohistonu przez ekstrakcję roztworem  chlorku sodu o od
powiednio wysokiej sile jonowej (10, 11, 12, 13). Zasadniczymi oddziały
w aniam i między DNA a histonam i są typowe wiązania jonowe między 
grupam i zasadowymi aminokwasów: lizyny, argininy i histydyny a reszta
mi fosforanowymi w DNA. Między DNA a histonam i w nukleohistonie 
stw ierdzono też występowanie oddziaływań hydrofobowych (14, 15). Ich 
roli w utrzym aniu s tru k tu ry  nukleohistonu nie zbadano jeszcze całkowi
cie. Badania nad oddziaływaniem  m iędzy fragm entam i polipetydowymi 
a dwuniciowym  DNA wskazują, iż dzięki oddziaływaniom typowo hydro
fobowym możliwa jest interkalacja płaskich, arom atycznych reszt amino- 
kwasowych między płaszczyzny zasad w podwójnej spirali DNA (16). Moż
liwe są również zewnętrzne oddziaływania hydrofobowe między zasadami 
a niepolarnym i resztam i aminokwasów alifatycznych, przy czym można 
wskazać naw et na pewną specyficzność tego typu  oddziaływań w stosunku 
do sekwencji peptydu (17). Oddziaływania hydrofobowe między histonam i 
i DNA zależą w dużym stopniu od wielkości odcinków spiralnych w s tru k 
turze białka. Wykazano, że najw iększa ilość oddziaływań hydrofobowych 
w ystępuje między DNA a histonam i argininow ym i t.j. F3 i F2al, zaw iera
jącym i większy niż pozostałe histony procent spirali a, najm niejsza nato
m ia s t— między DNA a histonem  bogatym  w lizynę, F I, k tó ry  ze względu 
na znaczną zawartość proliny ma niewiele fragm entów  spiralnych (14, 
15, 17).

Bardzo istotne w ogólnym bilansie wiązań w nukleohistonie są oddzia
ływ ania m iędzy cząsteczkami histonów. Są to oddziaływania hydrofobowe 
a prawdopodobnie również i wiązania wodorowe (18, 19). Ze względu na 
nierów nom ierny rozkład aminokwasów zasadowych w cząsteczce histonu 
(20, 21, 22, 23) można np. dla F2al lub F I wyróżnić fragm ent lub frag
m enty  bogate w lizynę i argininę, wiążące się silnie, jonowo z DNA. Po
została część cząsteczki może uczestniczyć w oddziaływaniach białko- 
białko (18, 19). Szczególną rolę takich oddziaływań między cząsteczkami 
histonu F I w kondensacji i aekondensacji chrom atyny postulują, na pod
staw ie badań metodą jądrowego rezonansu magnetycznego, B r a d b u r y
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i wsp. (18). Kooperatyw ne wiązanie histonu F2al do DNA oraz fałdow anie 
powstającego kom pleksu wym aga w arunków  um ożliw iających agregację 
cząsteczek F2al, zatem  niezbędne są tu  międzycząsteczkowe oddziaływania 
m iędzy hydrofobowym i resztam i aminokwasów (19).

W ażnym problem em , dotychczas jednoznacznie nierozwiązanym , jest 
ustalenie, jaka część DNA w natyw nym  nukleohistonie pozostaje nieosło
nięta histonami. Dotychczasowe badania nad wrażliwością DNA nukleohis- 
tonu na działanie DNazy oraz dane z m iareczkowania nukleohistonu poli- 
lizyną wskazują, że około 50°/o grup fosforanowych w DNA nie tw orzy 
w iązań jonowych z histonam i (24, 25). Jednak  w yniki badań nad term iczną 
denaturacją nukleohistonu pozwalają oszacować ilość nie związanego 
z histonam i DNA tylko na około 20% (26).

Jak  dotąd nie udało się wykazać, jaka jest kolejność i wzajem na relacja 
w ułożeniu poszczególnych histonów względem DNA w nukleohistonie. 
Nieliczne i pośrednie dane w skazują na możliwość w ystępowania dużych 
agregatów tego samego rodzaju histonów wzdłuż cząsteczki DNA (19, 27).

Mało m am y również danych co do tego, czy w ystępuje jakakolw iek 
specyficzność m iędzy cząsteczką histonu a sekwencją zasad skomplekso- 
wanego z nią odcinka DNA. Ostatnio C l a r k  i F e l s e n f e l d  (28) ba
dając skład zasad fragm entów  DNA pozostałych po traw ieniu  DNazą kom 
pleksu zbudowanego z DNA i histonu F2al stw ierdzili, że we fragm entach 
tych w ystępuje przew aga par GC. Z drugiej strony  badania rentgenogra- 
ficzne sztucznych kompleksów fagowego DNA i histonów (dodawanych 
w proporcjach takich jak w nukleohistonie) wskazują, iż ogólna s tru k tu ra  
takich kompleksów bardzo przypom ina stru k tu rę  natyw nego nukleohis
tonu (29). Te ostatnie dane świadczą raczej o braku  specyficzności między 
histonam i a sekwencją DNA.

II. Konformacja cząsteczki nukleohistonu

Zastosowanie hydrodynam icznych metod badania nukleohistonu w roz
tworze pozwoliło wyznaczyć kształt tej m akrocząsteczki (30, 31, 32, 33).

W 1971 roku H e n s o n i  W a l k e r  (31) dokonali pom iarów lepkości 
dla natywnego nukleohistonu oraz nukleohistonu z częściowo oddysocjo- 
wanym i histonami. W ykazali oni, że natyw ny nukleohiston i nukleohiston 
z selektyw nie usuniętym  histonem  F I, zarówno w roztworach o niskiej 
jak i wysokiej sile jonowej, m ają taką sam ą lepkość w ew nętrzną w yno
szącą lOdl/g. Niezależność lepkości od siły jonowej wskazuje że obie czą
steczki nukleohistonu — natyw na i bez histonu F I — w ystępują w roztw o
rze w postaci sztyw nych pałeczek. Zależność lepkości w ew nętrznej od siły 
jonowej roztworu zaczyna być widoczna dopiero wówczas, gdy oddysocjo- 
w uje się dalsze frakcje  histonów. I tak  dla nukleohistonu, z którego w y
ekstrahowano 75% wszystkich histonów za pomocą roztw oru IM chlorku
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sodu, lepkość m aleje z 53dl/g w roztworze 0,7mM fosforanu sodu (pH =  
=  7,0) do wartości 3ld l/g  w 0,6M chlorku sodu, 0,7mM fosforanie sodu 
(pH =  7,0). Oznacza to, że nukleohiston po usunięciu z niego przez ekstrak 
cję IM  roztworem  chlorku sodu 75% histonów, nie jest już w roztworze 
sztyw ną, lecz giętką pałeczką. Nukleohiston zatem  zatraca własności hy 
drodynam iczne sztyw nej pałeczki, gdy oprócz histonu F I zaczynają od- 
dysocjować inne histony.

Usunięcie z nukleohistonu wszystkich histonów (ekstrakcja roztworem  
2M chlorku sodu) a pozostawienie tylko białek niehistonowych powoduje, 
że m akrocząsteczka przyjm uje konform ację półsztywnego kłębka charak
terystyczną dla DNA wolnego. Fakt ten świadczy o tym, że histony, a nie 
białka niehistonowe, nadają cząsteczce nukleohistonu określoną konfor
m ację (31).

Na podstawie danych hydrodynam icznych dokonano ilościowej oceny 
niektórych param etrów  cząsteczki nukleohistonu (31). Przyjm ując wartość 
lOdl/g dla lepkości w ew nętrznej cząsteczki nukleohistonu oraz wartość
0,66 ml/g dla objętości właściwej (objętość właściwa =  NAV/M, gdzie: 
Na — liczba Avogadro, V — objętość cząsteczki i M — masa cząsteczko
wa), otrzym uje się z rów nania S i m  h a (34) stosunki półosi odpowiedniej 
elipsoidy równe około 170. Lepszym modelem dla cząsteczki nukleohis
tonu jest cylinder o tej samej długości i masie jak elipsoida. Z dalszych 
obliczeń mamy: długość cylindra: 1160±120nm, średnica 5 ,6±3nm  przy 
masie cząsteczkowej: 26 ±2,6X10®.

Przyjm ując masę cząsteczkową DNA w preparatach nukleohistonu na 
11± 1,1X106 (35), otrzym uje się długość DNA w pojedynczej cząsteczce 
nukleohistonu o masie około 26X10® wynoszą około 5 800 nm. Tak więc 
długość cząsteczki nukleohistonu (1 160 nm) jest znacznie m niejsza niż 
długość zawartego w niej DNA (5 800 nm). Obliczenia te wskazują w yraź
nie, że DNA w nukleohistonie musi być znacznie bardziej upakowany, niż 
nie związany z histonam i DNA, w roztworze.

Stopień upakowania DNA w nukleohistonie można w przybliżeniu 
określić również z danych m ikroskopii elektronow ej (36, 37, 38, 39). Nu
kleohiston na typowych elektronogram ach wykazuje s truk tu rę  siateczko- 
watą, w której oprócz wyciągniętych włókien widać liczne zgrubienia 
i węzły (Ryc. la).

Na rycinie lb  przedstaw iony jest elektronogram  częściowo rozdysocjo- 
wanego nukleohistonu. W ydłużone włókna DNA pochodzą wyraźnie z bar
dziej zw artych fragm entów  nukleoproteidowych.

Ostatnio K r e u g e r  i A l l i s o n  (36) podali w ym iary obserwowa
nych przez siebie pojedynczych włókien: średnica: 8— lOnm, długość: od 
50 do 500nm.

W łókna nukleohistonu o średnicy około lOnm poddawano mechanicz
nem u rozciąganiu a następnie badano w mikroskopie elektronow ym  (37). 
Okazało się, że na skutek rozciągania średnica włókna m aleje aż do gra-
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nicznej w artości 2,5—3,0nm. Przy dalszym rozciąganiu następuje zerw a
nie włókna. Dane te w skazywałyby na to, że włókno o średnicy lOnm nie 
jest w iązką kilku włókien, lecz jedną w jakiś sposób skręconą lub pofał
dowaną cząsteczką.

Ryc. la . Mikrofotografia elektronowa włókien dezoksyrybonukleoproteinowych, 
b. Mikrofotografia elektronowa preparatu dezoksyrybonukleoproteinowego po uprzed
nim rozdysocjowaniu go w 0,5M octanie amonu — 0,001M EDTA (pH 6,0). Kontrasto

wanie wykonano octanem uranylu (36)

III. Struktura DNA i histonów w nukleohistonie

S tru k tu rę  DNA i histonów w nukleohistonie bada się wieloma m etoda
mi fizykochemicznymi. Jak  dotąd jednak najw ięcej inform acji pochodzi 
z analizy danych spektropolarym etrycznych oraz z rentgenografii.

III-l. Analiza krzywych dichroizmu kołowego

D yspersja skręcalności optycznej (ORD) — ma ograniczony zasięg sto
sowalności w badaniach konform acji ze względu na to, że krzyw e ORD dla
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DNA i histonów zachodzą na siebie (33, 40, 41, 42). Trudno jest zatem  
stwierdzić, czy przyczyną określonej zmiany w przebiegu krzyw ej ORD 
nukleohistonu jest zmiana konform acji DNA, histonów czy obu składni
ków jednocześnie.

Zastosowanie dichroizm u kołowego (CD) pozwala uzyskać bardziej 
jednoznaczne inform acje o struk tu rze  DNA i związanych z nim  histonów 
(43, 44, 45, 46, 47). Optycznie czynne pasmo w zakresie 260nm odpowiada 
przejściom  w zasadach azotowych, zaś pasmo w zakresie około 220nm
jest związane z przejściem  n —h i *  w  grupach peptydowych. Badając widmo 
CD nukleohistonu łatwo odróżnić efekty powodowane przez DNA od efek
tów powodowanych przez białka.

a) b)

nm

Ryc. 2. Krzywe dichroizmu kołowego DNA, nukleohistonu oraz sumy histonów; 
a) w H20 , pH 6—7,5; b) w 2 M NaCl, pH 7;

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

Rycina 2a przedstaw ia krzyw e CD dla nukleohistonu oraz oddzielnie 
dla DNA i histonów (43). Widmo CD nukleohistonu rejestrow ane w wodzie 
posiada szerokie dodatnie pasmo z m aksim um  przy 277nm oraz wykazuje 
niewielkie ujem ne ram ię przy 245nm i jedno pasmo przy 222nm. Przebieg
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krzyw ej CD nukleohistonu różni się zarówno od krzyw ej CD dla DNA jak 
i dla histonów. Widmo nukleohistonu nie jest również prostą sum ą widm 
CD wolnych składników (DNA i histonów). Przesunięcie dodatniego pasma 
absorpcji w nukleohistonie w stronę czerwieni wraz z obniżeniem w ar
tości AA (różnica absorpcji św iatła spolaryzowanego kołowo w lewo i p ra 
wo) wskazuje na zmianę s tru k tu ry  DNA w nukleohistonie w stosunku 
do DNA wolnego. Z kolei w ujem nym  zakresie krzyw ej CD przy 222nm 
wartość ujem na AA wzrasta bardzo znacznie w nukleohistonie w porówna
niu z natyw nym i histonami. Świadczyłoby to o tym, że histony m ają w ięk
szą zawartość s tru k tu ry  spiralnej w stanie związanym w nukleohistonie 
niż w stanie wolnym w roztworze o tej samej sile jonowej (43). R a m m 
i wsp. (43) na podstawie widm CD oceniają zawartość spirali a w histonach 
związanych z DNA na 25%, co jest zgodne z danym i O r  i e 1 a (40) uzys
kanym i za pomocą ORD.

Rozdysocjowanie natyw nego kom pleksu nukleohistonu w roztworze 2M 
chlorku sodu powoduje zmianę krzyw ej CD nukleohistonu w zakresie po
wyżej 260nm do postaci charakterystycznej dla wolnego DNA. (Ryc. 2b). 
Z rysunku widać, iż w w arunkach całkowitego rozdysocjonowania nukleo
histonu otrzym uje się widmo CD, które jest sumą widm  DNA i histonów.

Istotne jest pytanie, jaka forma podwójnego heliksu DNA w ystępuje 
w nukleohistonie. Z porównania krzyw ych CD dla DNA w roztworach
o wysokim stężeniu soli i dla nukleohistonu w niskim  stężeniu soli wynika, 
że przebieg tych krzyw ych w zakresie powyżej 260nm jest zasadniczo 
podobny (43, 47) (Ryc. 3). Fakt ten sugeruje, że s truk tu ra  DNA w nukleo
histonie jest podobna do tej, jaką DNA przyjm uje w roztworach soli
o wysokim stężeniu.

W roztworach o wysokiej sile jonowej następuje częściowa dehydrata- 
cja DNA (43), która powoduje określone zm iany w geometrii podwójnego 
heliksu. Wiadomo, że obniżenie względnej wilgotności w preparatach soli 
litowej DNA powoduje przejście form y B w formę C (48). Widmo CD 
soli litowej DNA przy niskiej względnej wilgotności przypom ina widmo 
DNA w roztworze o wysokiej sile jonowej (4—6M NaCl). Identyczny zaś 
przebieg krzyw ej CD obserw uje się, jak już wspomniano wyżej, dla DNA 
w nukleohistonie w roztworze o niskiej sile jonowej. Przedstaw ione dane 
umożliwiają jednoznaczne wnioskowanie o tym, że DNA w nukleohistonie 
w ystępuje w formie zbliżonej do form y C (43, 47).

Jednakże taki wniosek pozostaje w tej chwili w pewnej sprzeczności 
z danym i uzyskanym i metodą dyfrakcji promieni X. Analiza dyfrakcji 
rentgenowskiej (punkt III-2) w skazuje bowiem, że DNA w nukleohistonie 
w ystępuje w form ie B. Obecnie dość trudno jest w ytłum aczyć tę sprzecz
ność co do form y DNA w nukleohistonie między danym i CD a dyfrakcją 
rentgenowską. Mógłby to być, między innymi, efekt różnych warunków  
eksperym entalnych, zwłaszcza siły jonowej, stosowanych w obu metodach 
(43).
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Badanie własności krzyw ych CD nukleohistonu i jego wolnych skład
ników w yraźnie wskazuje na to, że zarówno DNA jak i histony w pływ ają 
wzajem nie w istotny sposób na swoją konform ację w nukleohistonie.

Ryc. 3. Krzywe dichroizmu kołowego DNA, sumy histonów oraz nukleohistonu w róż
nych stężeniach NaCl.

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

III-2. Analiza rentgenograficzna

Badania rentgenograficzne nukleohistonu wykonywano od dość dawna 
w pracow niach W i l k i n s a  (1959) (49, 59, 51) oraz L u z z a t i e g o  
i N i c o l a i e f f a  (1959, 1963) (52, 53). In terp retacje  rentgenogram ów  
w kategoriach s tru k tu ry  różnią się jednak dość znacznie a przy tym  nie 
tłum aczą dostatecznie wszystkich właściwości obrazu dyfrakcyjnego (49).

Sama m etodyka otrzym yw ania obrazów rentgenow skich jest podobna 
do tej, jaką stosowano dla DNA (54, 55). Nukleohiston, pochodzi zazwy
czaj z grasicy cielęcej i jeśli nie jest uprzednio poddawany ekstrakcji kw a
sem lub solą, zawiera DNA i histony w stosunku 1:1.
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Dla zorientow anych włókien nukleohistonów otrzym uje się obrazy 
rentgenowskie stosując metodę rozpraszania pod dużymi kątam i. Ostatnio 
stosuje się często metodę rozpraszania pod m ałymi kątam i pozwalającą 
uzyskać rentgenogram y rozcieńczonych roztworów nukleohistonów.

W 1967 roku P a r d o n ,  W i l k i n s  i R i c h a r d s  (50) opierając się 
na wynikach badań rentgenograficznych, zarówno dla wysokokątowej jak  
i niskokątowej dyfrakcji, opublikowali model przypisujący cząsteczce 
nukleohistonu s truk tu rę  regularnej superspirali. Modelu tego dotychczas 
jednoznacznie nie udowodniono, tym  niem niej pozostaje on jak dotąd n a j
bardziej a trakcyjną hipotezą dla s tru k tu ry  nukleohistonu. Poniżej przed
stawiono skrótowo najw ażniejsze przesłanki oraz opis modelu.

Obrazy dyfrakcyjne uzyskiwane dla zorientow anych włókien i nie
zorientow anych żeli, przy wysokiej względnej wilgotności, składają się 
z trzech rodzajów elementów:
1) grupy refleksów pochodzących od DNA zawartego w nukleohistonie — 

grupa ta składa się głównie z równikowych refleksów różniących się 
położeniem (od 21 do 35A) w zależności od względnej wilgotności oraz 
z refleksów o położeniu 11 A, 8A, 3,4A.
Orientacja refleksów nie jest tak  w yraźna jak  dla czystego DNA lub 
DNA w nukleoprotam inie, jakkolwiek ich zmienność w zależności od 
względnej wilgotności przypom ina analogiczną zmienność dla DNA 
i DNA w nukleoprotam inie.

2) refleksów charakterystycznych dla nukleohistonu — obserw uje się 
refleks przy 110A oraz jego podwielokrotności (55A, 37A, 27A, 22A  
i 18A) przy względnej wilgotności p reparatu  powyżej 98°/o. Przy  obni
żeniu względnej wilgotności, czyli wzroście stężenia nukleohistonu 
w próbie, następuje generalnie przesunięcie względnej intensyw ności 
ku refleksom  o większych kątach rozpraszania. Już redukcja względ
nej wilgotności do 98°/o powoduje zniknięcie refleksu przy 110A a od
powiednia redukcja do 92%  — również znaczne osłabienie refleksu przy 
55A. W bardzo stężonych roztworach nukleohistonu (względna w ilgot
ność poniżej 75% ) cała seria refleksów stanowiących podwielokrotność 
110A zanika, pojaw iają się natom iast szerokie pasma przy około 76A  
i 36A. W przypadku włókien refleksy te w ykazują lekko południkow ą 
orientację.

3) równikowego, dobrze zorientowanego refleksu przy 60A, przypisyw a
nego lipidom wchodzącym w skład preparatu.

Rycina 4 przedstaw ia rentgenogram y i ich schem aty uzyskane przez 
P a r d o n a  i R i c h a r d s a  w 1970 roku (54) (położenie niektórych re 
fleksów nieco inne niż podawane wcześniej (49)). Autorzy uznają, iż obec
ność charakterystycznego obrazu rozpraszania pod niskim i kątam i, nie 
dawanego osobno przez DNA ani przez histony, w ynika z w ystępow ania 
regularnej trzeciorzędowej s tru k tu ry  cząsteczki DNA w nukleohistonie. 

Słaba orientacja obrazu dyfrakcyjnego pochodzącego z DNA (punkt 1)
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w skazuje na to, że cząsteczki podwójnej spirali są złożone lub zw inięte tak 
że nie mogą się rozprostować wzdłuż osi włókna (49). R ichards i wsp. 
przyjm ują, iż najbardziej prawdopodobną, trzeciorzędową s tru k tu rą  jest

Ryc. 4. Rentgenogramy natywnego nukleohistonu. (A) — rozpraszanie pod dużymi ką
tami na włóknach, względna wilgotność 98%; (B) — rozpraszanie pod małymi kątami 
na żelu, względna wilgotność lOÔ /o. Obok zdjęć zamieszczone są odpowiednie diagra

my (54)

w tym  przypadku spirala. S truk tu ra  taka jest w istocie superspiralą, po
nieważ zbudowana jest z podwójnej spirali DNA (Ryc. 5). W ykonując 
obliczenia transform acji Fouriera dla układów modelowych w edług zasad 
podanych w pracy C o c h r a n  a, C r i c k a  i V a n d ’ a (56). Richards 
i wsp. stw ierdzili najlepszą zgodność między obliczonym a obserwowanym  
rozproszeniem dla superspirali o średnicy 100A, skoku — 120A i kącie 
wznoszenia linii śrubowej — 21 A. Model taki odpowiadałby struk turze 
nukleohistonu w rozcieńczonych roztworach. Poważną trudność in terp re
tacyjną stanowi jednak obserwowane zanikanie refleksów serii 110A 
w stężonych roztworach nukleohistonu.

W i l k i n s  i P a r d o n  przypisują ten efekt tworzeniu się specyficz
nych agregatów superspiralnych włókien w roztworach o wyższym stę
żeniu (49). Obliczenia prowadzone przy założeniu pewnego typu  agregacji 
w ydają się być zgodne z obserwowanymi zmianami intensywności reflek-
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sów. W yjaśnienie to nie daje jednak pewnej odpowiedzi na pytanie, w jaki 
dokładnie sposób agregują poszczególne superspirale, ponieważ obserwo
wane zmiany można przypisać również i innym  typom  ułożenia (49). Część 
krystalografów  nie zaprzeczając samej idei superspirali w ydaje się mieć 
wątpliwości co do szczegółów modelu, zwłaszcza co do w yjaśnienia zacho
wania się włókien nukleohistonow ych w stężonych roztworach (37, 57).

Z rentgenograficznych badań P a r d o n a  i R i c h a r d s a  (54) nad 
s tru k tu rą  nukleohistonów pozbawionych przez selektyw ną ekstrakcję 
określonych rodzajów histonów wynika, że szczególną rolę w u trzym y
waniu s tru k tu ry  DNA odgrywa histon F2al (bogaty w argininę). O dw rot
nie, histon bogaty w lizynę — F I w ydaje się nie wpływać lub wpływać 
w niew ielkim  stopniu na istnienie superspirali (58).

>o

Ryc. 5. Model superspiralnej struktury nukleohistonu wg W i 1 k i n s a i wsp. (49,
50, 54)

Do tej pory nie ustalono jeszcze jednoznacznie do jakiego stopnia 
w utrzym yw aniu superspirali istotne są oddziaływania białko-białko.

Podsumowanie

Przedstaw ione wyżej w yniki eksperym entalne dotyczące s tru k tu ry  
nukleohistonu można interpretow ać jednoznacznie tylko w ograniczonym 
zakresie.

Nie ulega wątpliwości, w związku z w ynikam i badań hydrodynam icz
nych i optycznych, że DNA w nukleohistonie przy jm uje pod wpływem  
histonów określoną s tru k tu rę  trzeciorzędową, różniącą się od s tru k tu ry  
wolnego DNA większym  stopniem  zwartości (upakowania). W ydaje się 
też nie ulegać wątpliwości, że istnieje w zajem ny w pływ  DNA na s tru k 
tu rę  przestrzenną histonów.

Potrzeba wciąż jeszcze dużej ostrożności w określaniu wpływ u posz
czególnych frakcji histonów na s truk tu rę  trzeciorzędową DNA w nukleo
histonie. Stosunkowo najm niejszą rolę odgrywa tu  prawdopodobnie histon 
F I, natom iast kluczowe znaczenie może mieć histon F2al.
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S truk tu ra  nukleohistonu ma najprawdopodobniej postać spirali wyż
szego rzędu niż podwójna spirala DNA. Potrzebne są jednak dalsze do
wody by można było przyjąć szczegółowy model superspirali proponowany 
przez W ilkinsa i wsp. Jednoznaczne wykazanie, że superspirala jest re 
gularna na całej długości (podobnie jak regularna jest podwójna spirala 
DNA) m iałoby bardzo istotne znaczenie dla in terp retacji s tru k tu ry  i funk
cji genomu.

Intensywność prowadzonych obecnie badań nad s tru k tu rą  nukleohisto
nu oraz waga tego problem u pozwalają oczekiwać nowych, ważnych w y
ników w ciągu najbliższych lat.

A r ty k u ł  w p ły n ą ł  dnia 7.2.1974, wróc i ł  po rew iz j i  au torsk ie j  dnia 19.3.1974.
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M ARI A  MONI KA J EŻ E W S K A  *

Mechanizm działania i rola oksydoreduktaz ksantynowych 

Mechanism of Action and Role of Xanthine Oxidoreductases.

O ksydoreduktazy ksantynow e, katalizujące reakcje hydroksylacji roz
m aitych substratów  z jednoczesną redukcją akceptorów elektronów, są 
szeroko rozpowszechnione w tkankach zwierząt kręgowych i bezkręgowych 
oraz w drobnoustrojach. Główną rolą fizjologiczną tych enzymów jest 
katalizow anie hydroksylacji hipoksantyny do ksantyny i z kolei — do 
kwasu moczowego (schemat 1) w końcowym etapie przem iany związków 
purynowych; enzymy te biorą także udział w przem ianie p terydyn  — 
barw ników  skrzydeł owadzich.

i ii ni

Schemat 1. Hydroksylacja hipoksantyny przez oksydoreduktazy ksantynowe
H ipoksantyna (I) i ksantyna (II) w  form ach tautom erycznych  u legających  h ydroksylacji 

(42) do kwasu m oczow ego (III). W reakcjach tych  n ie  ustala się stan rów now agi, przebiegają  
one praktycznie aż do w yczerpania substratu i są nieodw racalne (2,5)

Dwie k o le jn e . reakcje hydroksylacji hipoksantyny, obie katalizow ane 
przez te same oksydoreduktazy ksantynowe, m ają swoisty przebieg, cha
rak teryzujący  się nagrom adzaniem  produktu pośredniego — ksantyny 
(1, 2, 3, 4). Zależność między stężeniem hipoksantyny i enzymu a ilością 
nagrom adzającej się ksan tyny  (2, 5) nasuwa myśl o roli oksydoreduktaz 
ksantynow ych w regulacji przem iany purynow ej, roli, k tórej dotychczas 
nie brano pod uwagę (6, 7, 8).

* Dr habil., Zakład Biochemii Porównawczej, Instytut Biochemii i Biofizyki 
Polskiej Akademii Nauk, Warszawa.

Wykaz używanych skrótów: Hyp — hipoksantyna, Xan — ksantyna, Uri — kwas 
moczowy, PRPP — 5-fosforybozylo-l-pirofosforan, FAD — dwunukleotyd flawinoade- 
ninowy, NAD — nukleotyd nikotynamidowy, Fe/S — chromofor żelazowo-siarkowy 
w oksydazie ksantynowej.

i
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Badania nad oksydoreduktazam i ksantynow ym i trw ają  już praw ie 
70 lat, od w ykrycia w 1905 roku przez B u r i a n a  (cyt. za 9) oksydazy 
ksantynow ej w mleku. Enzymy te odznaczają się wyjątkow o skompliko
waną budową centrów aktyw nych, zawierających aż cztery składniki bio
rące udział w katalizie: dw unukleotyd flawinoadeninowy (FAD) znalezio
ny w cząsteczce oksydazy ksantynow ej w 1939 roku, atom y molibdenu
i żelaza, w ykryte w latach 1953— 1954 (9, 9a) oraz ugrupow anie nad- 
siarczkowe, którego obecność stwierdzono dopiero w 1972 roku (10). W la
tach 60-tych uzyskano wiele danych o reakcjach oksydoredukcyjnych 
zachodzących w centrum  aktyw nym  oksydoreduktaz ksantynow ych, sto
sując technikę szybkiego zam rażania m ieszaniny reakcyjnej (pozwala ona 
badać przebieg reakcji w odstępach czasu rzędu milisekund) (11) w połą
czeniu z badaniem  kolejności pojawiania się sygnałów elektronowego 
rezonansu param agnetycznego w ysyłanych przez redukow ane składniki 
centrum  aktywnego. Dane te stały się podstawą nowego schem atu dzia
łania centrum  aktywnego oksydoreduktaz ksantynow ych.

I. Oksydazy i dehydrogenazy ksantynowe

Zależnie od rodzaju naturalnego akceptora elektronów wśród oksydo
reduktaz ksantynow ych wyróżnia się oksydazy współdziałające z tlenem
i dehydrogenazy redukujące dw unukleotyd nikotynam idow y (NAD) lub 
ferredoksynę — niehem owy żelazoproteid. Specyficzność dehydrogenaz 
względem tych akceptorów nie jest absolutna, w niew ielkim  stopniu mogą 
one współdziałać z tlenem. In vitro  zarówno oksydazy jak i dehydrogenazy 
mogą redukować różne sztuczne akceptory elektronów  oraz cytochrom  c. 
Niewiadomo, czy ta ostatnia reakcja ma jakieś znaczenie in vivo.

Do niedawna sądzono, że w drobnoustrojach w ystępują dehydrogenazy 
współdziałające z ferredoksyną, w tkankach zwierząt poza ssakami — de
hydrogenazy zależne od NAD, zaś w tkankach ssaków — oksydazy ksan ty
nowe. Jednakże przyspieszenie hydroksylacji ksantyny obserwowane po 
dodaniu błękitu  metylenowego lub m etosiarczanu m etylofenazoniowego 
do homogenatów i preparatów  z tkanek ssaków (9, 14, 15, 16) zdawało się 
wskazywać, że obok oksydazy ksantynow ej może w nich występować także 
dehydrogenaza ksantynowa. Większe zużycie tlenu, a m niejsza redukcja 
innych akceptorów elektronów przez p repara ty  oksydaz ksantynow ych 
z tkanek ssaków po przechowyw aniu w niskiej tem peraturze (14), po soni- 
fikacji, działaniu trypsyny  i niektórych czynników utleniających grupy 
tiolowe (15) nasunęło natom iast przypuszczenie, że p repara ty  te zaw ierają 
jedną oksydoreduktazę ksantynow ą w dwóch form ach — dehydrogenazo- 
wej (D) i oksydazowej (O) (15). To przypuszczenie potwierdziło się, gdy za
pobiegając działaniu enzymów proteolitycznych otrzym ano (16, 17) z tk a 
nek ssaków preparaty  w ykazujące głównie aktyw ność dehydrogenazy
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ksantynow ej, zmieniającą się pod wpływem  trypsyny (nieodwracalnie) lub 
czynników utleniających grupy tiolowe (odwracalnie) w aktywność oksy- 
dazową (18). Nawet tak  typową oksydazę ksantynow ą jak enzym Schar- 
dingera udało się w yodrębnić z mleka w form ie niejako przejściowej, 
reagującej zarówno z tlenem  jak i z NAD (19). Tę formę przejściową prze
kształcono w form ę dehydrogenazową inkubując preparat z lOmM dw u- 
tiotreitolem  lub kwasem dwuhydroliponowym, a w formę oksydazową 
przez inkubację w 37°C bez dw utiotreitolu. Być może form a przejściowa 
powstaje w gruczole mlecznym przy przejściu enzymu z tkanki do mleka. 
Przem iana ta byłaby związana z utworzeniem  układu dwusiarczkowego 
z grup tiolowych (18), a naturalnym  czynnikiem  powodującym  ją mógłby 
być term olabilny czynnik, w ykryty  w m leku (17), być może w ystępujący 
w m ikrosomach enzym, który  katalizuje odwracalnie utlenianie grup tiolo
wych (20).

S t i r p e  i D e l l a  C o r t e  (15) przypuszczają, że przem iana form y 
dehydrogenazowej w oksydazową jest wspólną właściwością oksydore- 
duktaz ksantynow ych ssaków i że może ona mieć jakieś fizjologiczne zna
czenie. W spółdziałanie enzymu z tlenem  zamiast z NAD mogłoby na 
przykład zmieniać równowagę hydroksylacji hipoksantyny do kwasu mo
czowego; in vitro  w przypadku dehydrogenazy ksantynow ej z w ątrobo- 
trzustk i ślim aka H. pomatia ilość nagrom adzającej się ksantyny zależy od 
rodzaju akceptora elektronów (21). Przejście form y dehydrogenazowej 
w oksydazową umożliwiałoby także w ytw arzanie przez enzym rodników 
nadtlenkowych, biorących udział w niektórych reakcjach zachodzących 
in vivo  (22).

Na podstawie przytoczonych danych można przyjąć, że powszechnie 
w ystępującą in vivo  form ą oksydoreduktaz ksantynow ych jest form a de- 
hydrogenazowa. Form a dehydrogenazowa oksydoreduktaz ssaków jest n ie
trw ała i podczas w yodrębniania z tkanek łatwo przechodzi w formę oksy
dazową (tzw. oksydazy ksantynowe), natom iast oksydoreduktazy z innych 
źródeł są trw ałe  w formie dehydrogenazowej (tzw. dehydrogenazy ksan ty 
nowe). Można przypuszczać, że zamiana jednej form y enzymu w drugą 
jest związana ze zmianam i konform acyjnym i łańcucha polipeptydowego, 
którego struk tu ra  w oksydazach ksantynow ych byłaby inna niż w dehy
drogenazach ksantynowych.

II. Budowa i działanie oksydoreduktaz ksantynowych

Oksydoreduktazy ksantynow e z różnych tkanek myszy (16) w ykazują 
różną ruchliwość elektroforetyczną. Podobnie p repara ty  tych enzymów 
z tkanek szczura (23), Drosophila melanogaster (24) i z pleśni Aspergillus 
nidulans  (25) w ykazują obecność elektroforetycznie różnych form oksydo
reduktaz ksantynow ych. Dotychczas nie wiadomo, czy działanie katalitycz-
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ne tych  form  jest różne i czy są to odrębne izoenzymy. Na tę ostatnią moż
liwość mógłby wskazywać fakt, że w Drosophila (26) i Aspergillus  (27) 
aktyw ność oksydoreduktaz ksantynow ych jest kontrolow ana co najm niej 
przez trzy  geny. Jednakże w przypadku tkanek myszy odrębne elektro- 
foretycznie form y powstają najprawdopodobniej wskutek proteolizy pod
czas otrzym yw ania enzymu z tkanek, bowiem trypsyna przekształca form ę 
elektroforetyczną otrzym aną z w ątroby w form ę elektroforetyczną wyod
rębnioną z dw unastnicy (28).

W yosobnione w stanie czystym  oksydoreduktazy ksantynowe: oksy
daza ksantynow a z m leka i dehydrogenazy ksantynow e z w ątroby k u r
częcia i z Micrococcus lactilyticus m ają ciężar cząteczkowy około 300 000 
(29). W kw aśnym  środowisku dwa perwsze enzymy rozpadają się na dwie 
n ieaktyw ne pod jednostki o ciężarze cząsteczkowym około 150 000, które 
nie dysocjują na m niejsze fragm enty  pod działaniem 8M mocznika i 4— 
8M chlorowodorku guanidyny z dodatkiem  0,1M m erkaptoetanolu (30). 
P rzy  rozpadzie enzymu na podjednostki uwalnia się FAD i żelazo (30). 
Z k inetyki uw alniania FAD wynika, że już niewielka zmiana konform acji 
łańcucha polipeptydowego wystarcza do odłączenia się FAD, natom iast 
żelazo jest związane bardziej trw ale (12). Molibdenu nie udało się dotych
czas usunąć z cząsteczki enzymu bez jej znacznego zniszczenia (31). Na 
udział m olibdenu w utrzym yw aniu natyw nej s tru k tu ry  łańcucha polipep
tydowego w skazuje podatność niezawierającej molibdenu, naturalnej for
m y oksydazy ksantynow ej z mleka na czynniki denaturujące (32). Skład 
am inokwasowy oznaczono dotychczas jedynie dla oksydazy ksantynow ej 
z mleka, jej cząsteczki zaw ierają dużo reszt aminokwasów zasadowych: 
histydyny, lizyny i argininy (30, 33).

Trzy wym ienione oksydoreduktazy ksantynow e m ają po dwa centra 
ak tyw ne w cząsteczce, a każde z nich zawiera 1 cząsteczkę FAD, 1 atom  
m olibdenu i 4 atom y żelaza (29). Początkowo, gdy jedynym  znanym  skład
nikiem  niebiałkow ym  enzymu był FAD, sądzono, że oddziaływanie między 
układem  izoalloksazynowym flawiny a układem  purynow ym  ksantyny 
i tlenem  ułatw ia utlenianie ksantyny do kwasu moczowego (34). Później, 
po w ykryciu  m olibdenu i żelaza, przypuszczano, że trzy  niebiałkowe skład
niki enzym u tw orzą liniowy układ przenoszący pl.ektrony, k tóry przypo
m ina łańcuch oddechowy:

ksantyna —► m olibden -> FAD -> Fe3+ — tlen
Składniki te  były ułożone według w zrastających potencjałów oksydo- 

redukcyjnych, a atom  żelaza miał ulegać odwracalnej redukcji do Fe2+, 
podobnie jak  w cytochromach. Za takim  układem  zdawały się przem awiać 
dane uzyskane w badaniach sygnałów elektronowego rezonansu param ag
netycznego pow stających podczas redukcji oksydazy ksantynow ej z m le
ka (35). Udoskonalenie tej techniki i badania nad zmodyfikowanymi for
mami oksydoreduktaz ksantynow ych w płynęły jednak na zmianę poglą
dów o działaniu centrów aktyw nych tych enzymów.
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II- l. Rola poszczególnych składników centrum aktywnego

Dwunukleotyd flawinoadeninowy (FAD). Istotny postęp w badaniach 
nad działaniem oksydoreduktaz ksantynow ych osiągnięto po opracow aniu 
metod usuwania FAD z enzymu bez s tra ty  aktyw ności (12, 36). Dysocjacja 
FAD od utlenionej cząsteczki enzymu prowadzi do rozbicia jej na n ie
aktyw ne podjednostki (30), natom iast po redukcji enzymu FAD odszczepia 
się od jego cząsteczki praw ie bez naruszenia s tru k tu ry  jej części białko
wej (36). Badania nad oksydazą ksantynow ą z m leka i dehydrogenazą 
ksantynow ą z kurcząt, przed i po usunięciu FAD, w ykazały że FAD jest 
składnikiem , z którego elektrony są przenoszone na tlen i NAD, oraz skład
nikiem  pobierającym  elektrony ze zredukowanego NAD. Oba enzym y po
zbawione FAD zachowują zdolność do hydroksylow ania ksan tyny  w obec
ności wielu sztucznych akceptorów, często reakcja zachodzi ze zwiększoną 
szybkością (12, 36). Ponieważ FAD jest tym  składnikiem  enzymu, k tó ry  
w arunkuje reakcję zarówno z tlenem  jak i z NAD, prawdopodobnie zm ia
na konform acji łańcucha polipeptydowego w otoczeniu FAD jest przyczy
ną zmiany form y dehydrogenazowej oksydoreduktaz ksantynow ych w for
mę oksydazową.

Chromofor Fe/S. Danych o udziale żelaza w procesach katalizow anych 
przez oksydoreduktazy ksantynow e dostarczyły badania porównawcze 
widm tych enzymów z widm am i flawoproteidów nie zaw ierających nie- 
hemowego żelaza (żółty enzym oddechowy W arburga, oksydaza am ino- 
kwasowa, dehydrogenaza liponianowa) i białek wiążących niehem owo że
lazo (konalbumina, transferryna) (37). Okazało się, że żelazo nie zmienia 
swojej wartościowości podczas redukcji cząsteczki enzymu, choć jest in 
tegralną częścią układu przenoszącego elektrony. W yjaśnienia tego fak tu  
dostarcza koncepcja chrom oforu Fe/S, w ysunięta w pracowni M a s s e y ’ a 
(38), a opierająca się na obserwacji, że wiele żelazoproteidów niehem owych 
zawiera równom olarne ilości żelaza i tzw. siarki labilnej, odszczepiającej 
się w postaci siarkowodoru pod wpływem  rozcieńczonych kwasów. W edług 
tej koncepcji chrom ofor Fe/S, którego budowę przedstaw ia schem at 2, 
składa się z atom u żelaza i atom u siarki labilnej, tworzącej układ dw u- 
siarczkowy z grupą tiolową cysteiny. Po pobraniu elektronu tw orzyłby 
się rodnik żelazowo-siarkowy, przy czym wiązanie dwusiarczkowe ulega
łoby rozerwaniu. Żelazo po redukcji chrom oforu byłoby nadal tró jw ar
tościowe.

W cząsteczce oksydazy ksantynow ej z m leka znajduje się 8 atom ów 
żelaza i 8 atomów siarki labilnej, zredukow ana cząsteczka enzym u zawiera
0 8 grup tiolowych więcej niż utleniona (38). A zatem  na każde z dwóch 
centrów aktyw nych przypadałyby 4 chrom ofory Fe/S. Jednakże każde 
centrum  aktyw ne w oksydazie ksantynow ej może pobrać ty lko  dwa elek
trony. Przypuszczano zatem, że chrom ofory Fe/S są zgrupowane param i,
1 że każda para może pobrać tylko jeden elektron (39). Dane z pracow ni
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B r a y ’ a (40) wskazują natom iast, że w cząsteczce oksydazy ksantynow ej 
są dwa rodzaje chromoforów Fe/S — jeden o budowie przypom inającej 
uk ład  żelazowo-siarkowy w ferredoksynie ze szpinaku i drugi o nieziden
tyfikow anej dotychczas strukturze, oba zdolne do tworzenia rodników pod
czas redukcji enzymu.

Schemat 2. Budowa chromoforu Fe/S oksydoreduktazy ksantynowej (38)
Atom  żelaza chrom oforu Fe/S, zw iązany z białkiem  enzym u praw dopodobnie przez tyro

zynę, n ie zm ienia sw ojej w artościow ości podczas redukcji enzym u przez substrat. Atom siarki 
lab ilnej chrom oforu Fe/S, tw orzący w  utlen ionym  enzym ie w iązanie dw usiarczkow e z grupą 
tio low ą cystein y , podczas redukcji enzym u pobiera 1 elektron, przy czym  w iązanie dw usiarcz
kow e rozpada się i pow staje rodnik żelazow o-siarkow y

Molibden. Składnik ten tworzy w centrach aktyw nych oksydoreduktaz 
ksantynow ych układ oksydoredukcyjny Mov7Mo7Mo,v (lub Mov/Mo,v jak 
w dehydrogenazie z M. lactilyticus) o potencjale bardzo zbliżonym do po
tencjału  układu ksantyna/kw as moczowy. Atom m olibdenu jest pierw 
szym składnikiem  centrum  aktywnego, k tóry  ulega redukcji podczas re 
akcji hydroksylacji katalizowanych przez enzym (35). W ystępująca w mle
ku, na turalna form a oksydazy ksantynow ej nie zawierająca molibdenu nie 
jest zdolna do hydroksylacji ksantyny (32). W latach 60-tych sądzono, że 
przy współudziale molibdenu tworzy się kompleks enzym -hydroksylowany 
substra t (9a), a ham ujące działanie cyjanku na hydroksylację tłumaczono 
powstawaniem  kom pleksu m olibden-cyjanek, analogicznego do kompleksu 
żelazo-cyjanek w hemoglobinie. Przeciwko tem u świadczył jednak brak 
zm iany wysyłanego przez m olibden sygnału elektronowego rezonansu pa
ram agnetycznego podczas redukcji oksydazy ksantynow ej zinaktywowanej 
cyjankiem  (12). Zapobieganie inaktyw acji enzymu przez dodatek podsiar- 
czynu sodu (41) także wskazywało na inny mechanizm działania cyjanku. 
Udział molibdenu w tworzeniu kompleksu enzym -hydroksylow any sub
s tra t wykluczyło ostatecznie w ykrycie drugiej niezdolnej do hydroksylo- 
w ania ksantyny form y oksydazy ksantynow ej z mleka (32). Form a ta za
w ierała molibden, FAD i chrom ofory Fe/S w tym  samym  stosunku ilościo
wym  jak form a aktyw na względem ksantyny. Porównanie redukcji tych 
dwóch form enzymu przez NADH2 i podsiarczyn sodu wskazywało, że 
cząsteczki form y nieaktyw nej różnią się od aktyw nych cząsteczek praw do
podobnie jedynie zmianą w otoczeniu molibdenu pojedynczego ligandu 
ułatw iającego kontakt enzymu z substratem  i przeniesienie elektronu na 
m olibden (29).

Grupa nadsiarczkowa (—S—S - ). Ligand biorący udział w tworzeniu
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kompleksu enzym -hydroksylow any substra t jest według M a s s e y ’ a
i wsp. (10) ugrupowaniem  nadsiarczkowym. W skutek działania cy janku 
na oksydazę ksantynow ą tworzą się produkty  dwojakiego rodzaju: zwią
zane z enzymem ugrupowanie -CNS, powstające z grup tiolowych, oraz 
wolne jony rodankowe CNS- , które mogą powstawać tylko w w yniku re 
akcji cyjanku z grupą nadsiarczkową. Enzym pozbawiony grupy nad- 
siarczkowej nie hydroksyluje ksantyny, a zm iany jego widma świadczą
o tworzeniu się flawosem ichinonu i rodnika żelazowo-siarkowego, co moż
na tłum aczyć utlenianiem  się grup tiolowych w centrum  aktyw nym  do 
układu dwusiarczkowego z jednoczesną redukcją FAD i Fe/S (schemat 3).

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

1) — przekształcenie ugrupow ania nadsiarczkow ego w  tio low e pod w pływ em  cyjanku  po
tasu, pow odujące zanik zdolności enzym u do h ydroksylacji ksantyny,

2) — odw racalne reakcje oksydoredukcyjne zachodzące w  centrum  aktyw nym  enzym u w  w a
runkach beztlenow ych: a) — u tlen ian ie grup tio low ych  do układu dw usiarczkow ego z jed no
czesną redukcją atom u m olibdenu; b) — p rzen iesien ie elektronów  z m olibdenu na FAD (z u tw o
rzeniem  rodnika flaw osem ich inonu) i na chrom ofor Fe/S

3) — u tlen ien ie  sk ładn ików  centrum  aktyw nego w  w arunkach tlenow ych
4) — odtw orzenie ugrupow ania nadsiarczkow ego w  centrum  aktyw nym  enzym u w  reak cji 

z siarczkiem  sodu; proces ten przyw raca zdolność enzym u do hydroksylacji ksantyny

Po utlenieniu tlenem  składników centrum  aktyw nego można działając 
siarczkiem sodu odtworzyć grupę nadsiarczkową i w ten sposób przyw ró
cić zdolność enzymu do hydroksylacji ksantyny. Nietrwałość grupy nad- 
siarczkowej jest prawdopodobnie przyczyną tworzenia się nieaktyw nej 
form y oksydazy ksantynow ej podczas w yodrębniania tego enzymu z m leka.

\

II-2. Mechanizm hydroksylacji ksantyny przez oksydoreduktazy ksantynowe

W 1972 roku M a s s e y i wsp. zaproponowali (13) schem at reakcji 
hydroksylacji ksan tyny  przez oksydoreduktazy ksantynowe, w k tórym  za-
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sadniczą rolę odgrywa grupa nadsiarczkowa w centrum  aktyw nym  (sche
m at 4).

Schemat 4. Mechanizm reakcji hydroksylacji ksantyny przez oksydazę ksantynową (13)

Grupa nadsiarczkow a w  centrum  aktyw nym  przyciąga sw oim  ładunkiem  ujem nym  ksan- 
ty n ę  w  tautom erycznej form ie m ającej ładunek dodatni na atom ie w ęgla w  pozycji C-8 układu  
purynow ego. 1) — p ow staje kom pleks enzym -substrat, przy czym  anion w odorkow y H~ redukuje  
centrum  aktyw ne. 2) — grupa hydroksylow a ze środow iska reakcji przyłącza się do atom u w ęgla  
w  p ozycji C-8 ksantyny, pow staje kw as m oczow y, przy czym  kom pleks enzym -produkt roz
pada się. 3) — zredukow any enzym  utlenia się w  reakcji z tlenem

W przedstaw ionej reakcji bierze udział jedyna z tautom erycznych form  
ksantyny, która ulega hydroksylacji (42). Form a ta ma na hydroksylow a- 
nym  atom ie węgla C-8 układu purynowego ładunek dodatni, k tó ry  ułatw ia 
związanie ksantyny z ujem nie naładow aną grupą nadsiarczkową i utw o
rzenie kom pleksu enzym -substrat. Należy jednak podkreślić, że ulegająca 
hydroksylacji tautom eryczna form a hipoksantyny (42) nie ma ładunku 
dodatniego na hydroksylow anym  atom ie węgla C-2 (schemat 1); nie w ia
domo także, dlaczego dehydrogenaza ksantynow a z M. lactilyticus  w pro
wadza grupę hydroksylową w pozycję C-8 hipoksantyny, a nie w pozycję 
C-2 jak inne oksydoreduktazy ksantynow e (29). Spośród możliwych m e
chanizmów redukcji (za pomocą protonów i elektronów, atomów wodoru 
oraz anionów wodorkowych) autorzy przedstawionego schem atu w ybrali 
redukcję anionem  wodorkowym H~. O udziale tego anionu w reakcji hy
droksylacji świadczą identyczne zmiany widma enzymu podczas hydro
ksylacji ksantyny i podczas redukcji enzymu borowodorkiem sodu (10). 
Anion wodorkowy redukuje atom  molibdenu (43), co potwierdza wcześ
niejsze dane (35) o redukcji molibdenu jako o pierwszej reakcji oksy-
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doredukcyjnej zachodzącej w centrum  aktyw nym  podczas hydroksylacji 
ksantyny.

Proponowany mechanizm (schemat 4) jest mechanizmem ping-pong, 
ustalonym  dla oksydoreduktaz ksantynow ych na podstawie danych k ine
tycznych (44, 45). W edług schem atu 4 reakcja hydroksylacji przebiega 
niezależnie od utleniania zredukowanego enzymu. W istocie w w arunkach 
beztlenowych, w nieobecności akceptora elektronów, mogą powstawać co 
najm niej trzy  cząsteczki kwasu moczowego na jedno centrum  aktyw ne 
enzym u przy jego pełnej redukcji.

II-3. Reakcje oksydoredukcyjne w centrum aktywnym oksydoreduktaz ksantynowych

W 1969 roku M a s s e y i wsp. (12) zaproponowali kołowy układ sk ład
ników przenoszących elektrony w centrum  aktyw nym  oksydazy k san ty 
nowej, jako zgodny z danym i o m iejscach pobierania elektronów przez nie
które akceptory. Schem at 5 przedstaw ia ten układ w postaci nieco zmody
fikow anej i uzupełnionej według danych (29, 36, 46).

Schemat 5. Reakcje oksydoredukcyjne w centrum aktywnym oksydazy ksantynowej
Składnikiem  centrum  aktyw nego ulegającym  redukcji podczas hydroksylacji k santyny  jest 

atom  m olibdenu. E lektrony z tego atom u mogą przechodzić bezpośrednio na n iektóre akceptory  
elektronów , np. na m etosiarczan  m ety lofenazon iow y (fenazyna) i b łęk it m ety len ow y , lub  na 
pozostałe sk ładnik i układu przenoszącego elektrony — na chrom ofor Fe/S i na FAD. Z Fe/S 
elektrony m ogą przechodzić na cytochrom  c i żelazicyjanek , natom iast z FAD — na NAD  
(w  dehydrogenazach k santynow ych  i w  form ie dehydrogenazow ej oksydaz ksantynow ych) lub  
na tlen  (w  oksydazach ksantynow ych). Cytochrom  c i sole tetrazoliow e pobierają elek trony  
z FAD za pośrednictw em  tlenu. NADH2 m oże redukow ać centrum  ak tyw ne enzym u w yłączn ie  
poprzez FAD

W edług tego schem atu elektrony z m olibdenu zredukowanego przez 
ksantynę mogą przechodzić zarówno na FAD jak i na chrom ofor Fe/S. 
Redukcja akceptora elektronów, katalizowana przez enzym, może przebie
gać bądź z udziałem  jednego składnika centrum  aktyw nego bądź dwóch 
lub wszystkich trzech składników, zależnie od rodzaju akceptora. Na
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przykład błękit m etylenow y pobiera elektrony bezpośrednio z molibdenu, 
natom iast cytochrom  c dopiero po przejściu ich na FAD i chromofor Fe/S. 
Składniki centrum  aktywnego, nie biorące udziału w  przenoszeniu elek
tronów  na dany akceptor, mogą służyć jako m agazyny równoważników 
redukcyjnych (29).

Ze schem atu widać, że zarówno oksydazy jak i dehydrogenazy ksanty- 
nowe (patrz część I) mogą redukować wiele sztucznych akceptorów jak 
błękit m etylenowy, m etosiarczan metylofenozoniowy i żelazicyjanek. Za
tem  redukcja tych akceptorów nie może być w skaźnikiem  aktywności de- 
hydrogenazowej oksydoreduktaz ksantynow ych, jak to się często p rzy j
m uje (9, 14, 15, 16).

Za przejaw  dehydrogenazowej aktyw ności enzym u uważano również 
redukcję soli tetrazoliow ych (47), jednakże okazało się, że reakcja ta jest 
w istocie ukry tym  procesem tlenowym , podobnie jak  redukcja cytochro- 
mu c z udziałem FAD (schemat 5). Reakcja zredukow anej oksydazy ksan- 
tynowej z tlenem  może przebiegać w dwojaki sposób (48): dwuelektronowo 
(reakcja 1) lub jednoelektronowo (reakcja 2a):

Enzym —H2 + 0 2 -> enzym + H ,0 2 (1)

Enzym — H, + 2 0 2 -*• enzym + 2 0 -  + 2H+ (2a)

Liczba elektronów przenoszonych drogą jednoelektronow ą zwiększa 
się ze wzrostem pH i stężenia tlenu; w pH 7 około 22%  elektronów prze
chodzi drogą jednoelektronową, a w pH 10—80%. Pow stający rodnik nad
tlenkow y (reakcja 2a) pod wpływem  dysm utazy nadtlenkow ej daje wodę 
utlenioną i tlen (reakcja 2b):

20?  + 2H+ -> 0 2 + H20 2 (2b)

Z dysm utazą nadtlenkow ą może współzawodniczyć cytochrom  c (lub 
sole terazoliowe) w reakcji 3:

2 cytochrom c + + + + 20:r -> 2 cytochrom c++ + 2 0 2 (3)

W reakcji 3 regenerują się obie cząsteczki tlenu biorące udział w u tle
nieniu enzymu (reakcja 2a) i w ten sposób zużycie tlenu spada całkowicie, 
mimo że w przeniesieniu elektronów na cytochrom c pośredniczą rodniki 
nadtlenkowe; tylko około 5% elektronów przechodzi bezpośrednio na cy
tochrom  c z chrom oforu Fe/S (schemat 5).

Zaobserwowane uprzednio hamowanie reakcji oksydoreduktaz ksanty
nowych z cytochromem  c przez mioglobinę (49), anhydrazę węglanową (50) 
i erytrokupreinę (51) polega na katalizowaniu przez p repara ty  tych białek 
reakcji 2b, a więc jest związane z obecnością dysm utazy nadtlenkowej 
w tych preparatach. Dysm utazą nadtlenkow ą okazało się też białko, które 
na podstawie hamowania redukcji soli tetrazoliow ych uznano za natu ra lny  
inhibitor aktywności dehydrogenazowej oksydoreduktaz ksantynow ych 
(22). Można wspomnieć, że dotychczas nie znaleziono inhibitora, k tóry  w y
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biorczo ham ow ałby hydroksylację ksantyny przez dehydrogenazy ksanty
nowe lub przez oksydazy ksantynowe.

Należy zwrócić uwagę, że reakcja z solami tetrazoliowymi, używana 
często w badaniach histochemicznych i do lokalizacji oksydoreduktaz ksan
tynow ych na chrom atogram ach, może nie ujaw niać obecności oksydaz 
ksantynow ych, jeśli w środowisku reakcji jest dysm utaza nadtlenkowa.

II-4. Równocenność centrów aktywnych oksydoreduktaz ksantynowych

Ogólnie przyjm uje się, że oksydoreduktazy ksantynow e zaw ierają dwa 
centra aktyw ne, nie wiadomo jednak czy są one równocenne. Różnice mię
dzy nimi m ogłyby polegać na różnej struk tu rze  części białkowej otacza
jącej centra w dwóch podjednostkach białkowych cząsteczki enzymu, lub 
na braku  któregoś ze składników niebiałkowych centrum . Przypuszczenie
o nierównocenności centrów aktyw nych nasunęło się w toku badań nad 
uw alnianiem  FAD z cząsteczek dehydrogenazy ksantynow ej z w ątroby 
kurczęcia (52). Enzym ten z porównywalną szybkością hydroksyluje ksan- 
tynę i utlenia NADH2; mimo to po redukcji za pomocą NADHU jego pre
pa ra ty  tracą pod wpływem  jodku potasu całą ilość związanego FAD, a po 
redukcji ksantyną — tylko połowę tej ilości. To wskazywałoby, że podczas 
hydroksylacji ksantyny działa tylko jedno centrum  ulegając redukcji uła
tw iającej dysocjację FAD (36). Podobne wyniki otrzym ano dla oksydazy 
ksantynow ej z mleka (53). Jednakże uw alnianie tylko części cząsteczek 
FAD z danego prepara tu  enzymu może być także spowodowane obecnością 
nieaktyw nej form y enzymu, niezdolnej do hydroksylacji ksantyny, a ule
gającej redukcji przez NADH2 (32). Okazało się bowiem, że po przedłuże
niu czasu reakcji enzymu z ksantyną, w ystarczającym  do zajścia powolnej 
redukcji nieaktyw nych cząsteczek enzymu przez aktyw ne cząsteczki re
dukowane przez ksantynę (54), odszczepienie FAD jest całkowite (55). 
Z powyższego wynika, że nierównocenność centrów aktyw nych mogłaby 
się wiązać z obecnością grupy nadsiarczkowej, niezbędnej do utworzenia 
kom pleksu enzym -ksantyna, tylko w jednym  centrum . Byłoby to zgodne 
z danym i wskazującymi, że w każdym  z dwóch centrów  aktyw nych oto
czenie atom u molibdenu może być różne (29) i że różnica ta dotyczy tylko 
pojedynczego ligandu. P repara ty  oksydoreduktaz ksantynowych, obok for
m y niezaw ierającej molibdenu (32), m ogłyby zawierać jeszcze trzy rodzaje 
cząsteczek enzymu: o dwóch centrach aktyw nych zdolnych do hydroksy
lacji ksantyny, o jednym  centrum  hydroksylującym  ksantynę a drugim  
pozbawionym grupy nadsiarczkowej, oraz cząsteczki nieaktyw ne wzglę
dem ksantyny, bez grup nadsiarczkowych w obu centrach aktyw nych (13).

Nierównocenność centrów  aktyw nych mogłaby także polegać na od
m iennym  rozmieszczeniu w każdym z nich dwóch rodzajów chromoforów 
Fe/S o różnej budowie (40).
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III. Regulacyjna rola oksydoreduktaz ksantynowych

III-l. Hydroksylacja hipoksantyny

W szystkie dotąd opisane m echanizm y dotyczą hydroksylow ania ksan- 
tyny , najłatw iejszego do badania przy tak  złożonej budowie enzymu. Jed 
nakże fizjologiczną rolą oksydoreduktaz ksantynow ych jest katalizow anie 
dwóch kolejnych hydroksylacji hipoksantyny (schemat 1). Mógłby to być 
proces dwuetapowy, w którym  produkt przejściowy, ksantyna, pozostaje 
związana z enzym em  lub też dwie reakcje kolejne: po pierwszej z nich 
ksantyna odłączałaby się od enzymu, a druga zachodziłaby po utw orzeniu 
nowego kom pleksu enzym -ksantyna. Ponieważ obie te puryny, hipoksan- 
tyna i ksantyna, są hydroksylowane w tym  samym  centrum  aktyw nym , 
a centrum  może katalizować potrójną hydroksylację w nieobecności akcep
to ra  elektronów, można było przypuszczać, że hydroksylacja hipoksantyny 
jest procesem dwuetapowym . Jednakże ze schem atu 4 wynikałoby, że 
cząsteczka substra tu  musi być związana z enzymem poprzez ten  atom  
węgla, k tó ry  ma ulec hydroksylacji. A zatem  powstająca ksan tyna musi 
się odłączyć od enzymu przed dalszą hydroksylacją. To wskazywałoby, że 
hydroksylacja hipoksantyny do kwasu moczowego przebiega w dwóch ko
lejnych reakcjach. Odłączanie i przyłączanie ksantyny mogłoby być bardzo 
szybkie, jeśli na przykład zachodziłoby kolejno w dwóch centrach ak tyw 
nych enzymu. Byłby to proces analogiczny do katalizy dwóch kolejnych, 
odrębnych reakcji przez enzym m ający dwa centra aktyw ne, każde ka ta 
lizujące jedną z reakcji (56); w takim  przypadku produkt pośredni nie 
nagrom adza się w środowisku reakcji. Jednakże nagrom adzanie się ksan
tyny  obserw uje się podczas hydroksylacji hipoksantyny przez oksydo
reduktazy ksantynow e działające in vitro (1, 2, 3, 4). Pula ksan tyny  jest 
tym  większa, im początkowe stężenie hipoksantyny jest większe, przy 
czym zależność ta nie jest liniowa (Ryc. 1), a w większych stężeniach hipo
ksantyny hydroksylacja ksantyny do kwasu moczowego rozpoczyna się 
dopiero po pew nym  okresie czasu (2). Taki przebieg reakcji można w y tłu 
maczyć na zasadzie współzawodnictwa hipoksantyny i ksantyny o te same 
centra aktyw ne enzymu. To współzawodnictwo powoduje, że nie w ytw arza 
się stan równowagi i stosunek ksantyna:kw as moczowy zmienia się w cza
sie reakcji w sposób odm ienny dla każdego stężenia hipoksantyny. Taki 
obraz jak na rys. 1 otrzym uje się przy każdym  stężeniu enzymu, jeśli od
powiednio dobierze się stężenia hipoksantyny lub czas reakcji.

K rzywe na rycinie 1 odzwierciedlają różnice aktywności enzym u o trzy
m ywane przy m ierzeniu jej różnym i m etodam i (57). Aktywność enzym u 
m ierzy się bowiem oznaczając bądź ilość powstającego kwasu moczowego 
(krzywa Uri), bądź ilość obu puryn  (krzywa Xan +  Uri), bądź redukcję 
akceptora elektronów  (krzywa OH- ). Pierw sza z tych metod nie uw zględ
nia pow stającej ksantyny, druga nie uwzględnia wprowadzenia drugiej
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grupy hydroksylow ej do układu purynowego hipoksantyny, trzecia 
uwzględnia obie kolejne reakcje hydroksylacji, biegnące z różną szyb
kością.

Hipoksantyna [/uM]

Ryc. 1. Zależność szybkości dwóch kolejnych reakcji hydroksylacji hipoksantyny od
jej stężenia (2)

E nzym em  kata lizu jącym  reakcje była oksydaza ksantynow a z m leka. • —• — X an +  Uri 
(przyrost absorbcji w  278,5nm , czyli w  punkcie isosbestycznym  tych  dw óch puryn), A—A —A— 
Uri (przyrost absorbcji w  300,5nm), O—O—O— X an (różnica przyrostów  absorbcji w  278,5 
i 300,5nm); w spółczynn ik i m olow e absorbcji dla kw asu  m oczow ego są sobie rów ne w  tych  
dw óch d ługościach  fa li i rów ne w spółczynn ikow i dla ksantyny  w  278,5 nm. Suma przyrostów  
absorbcji w  tych  dw óch  d ługościach  fa li obrazuje całkow itą  aktyw ność enzym u, tzn. w p row a
dzanie p ierw szej grupy OH-  (tw orzenie ksantyny) i drugiej grupy OH-  (tw orzenie kw asu  
m oczow ego) do układu purynow ego h ipoksantyny. W n asycającym  enzym  stężeniu  hipoksan
ty n y  tw orzy się  dużo k san tyn y  i m ało kw asu  m oczow ego

W ielu autorów  podaje stałą Michaelisa dla hipoksantyny, jednakże opi
sany wyżej jednoczesny przebieg obu kolejnych reakcji hydroksylacji 
wyklucza możliwość otrzym yw ania praw idłowych wartości tej stałej.

K santyna nagrom adza się w środowisku reakcji podczas hydroksylacji 
hipoksantyny zarówno przez oksydazę ksantynow ą z m leka (1, 2) jak 
i przez dehydrogenazy ksantynow e: z w ątroby kurczęcia (3), w ątrobo- 
trzustk i ślim aka H. pomatia (4) i z kom órek Micrococcus lactilyticus  (2).

III-2. Przemiana puryn a mechanizm działania oksydoreduktaz ksantynowych

W organizm ach ssaków kataboliczna przem iana puryn  jest przede 
w szystkim  końcowym  etapem  ściśle kontrolow anej przem iany kwasów 
nukleinow ych i koenzymów nukleotydowych. Końcowe produkty  tej prze
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miany, kwas moczowy i allantoina, nie m ają w pływu na jej przebieg, na
tom iast hipoksantyna i ksantyna (tzw. pula oksypuryn) silnie ham ują 
pierwszy etap biosyntezy układu purynowego (6, 7, 58), katalizowany przez 
am idotransferazę 5-fosforybozylo-l-pirofosforanu (PRPP) (schemat 6). Na 
enzym ten oksypuryny nie działają bezpośrednio, a dopiero po przekształ
ceniu w nukleotydy pod wpływem  fosforybozylotransferazy hipoksantyno- 
guaninowei.

Hamowanie zwrotne

Schemat 6. Regulacja przemiany purynowej
1) — reakcja rozpoczynająca syntezę nuk leotydów  de novo, katalizow ana przez am idotrans

ferazę glutam ina: PRPP
2) — reakcja syntezy n u k leotydów  z w olnych  puryn i PRPP, katalizow ana przez fo sfo ry -  

bozylotransferazę hipoksantyno-guaninow ą
3) — reakcje hydroksylacji katalizow ane przez oksydoreduktazy ksantynow e.

Gdyby hydroksylowanie hipoksantyny było reakcją dwuetapową, 
w której nie nagrom adzałaby się ksantyna, wówczas większe stężenie h i
poksantyny powodowałoby szybszą syntezę kwasu moczowego, gdyż enzym 
w w arunkach fizjologicznych jest daleki od nasycenia substratem , i hamo
wanie zwrotne przez nukleotydy nie mogłoby zachodzić. Jeśli natom iast 
hydroksylacja hipoksantyny do kwasu moczowego zachodzi w dwóch ko
lejnych reakcjach, to gdy poziom hipoksantyny w środowisku reakcji 
zwiększy się (wskutek większego pobierania puryn w pokarm ie czy zwięk
szonego rozpadu kwasów nukleinowych) wówczas oksydaza ksantynow a 
w ytw arza m niej kwasu moczowego, a więcej ksantyny (Ryc. 1). W skutek 
działania enzymu pula oksypuryn zmniejsza się tym  wolniej, im większe 
jest stężenie hipoksantyny w środowisku. Ogólne zwiększenie puli oksy
puryn  będzie powodowało szybszą syntezę nukleotydów, a co za tym  idzie 
silniejsze zahamowanie biosyntezy puryn. W rezultacie poziom związków 
purynow ych powróci do normy. Z powyższych rozważań w ynikałoby za
tem, że w organizmach ssaków sposób działania oksydoreduktaz ksantyno
wych ma decydujący wpływ na hamowanie zwrotne biosyntezy puryn  
przez fosforybozylotransferazy.

W organizmach zwierząt purynotelicznych puryny  są przede wszyst
kim końcowymi produktam i przem iany białkowej i ich biosynteza de novo 
nie może być zależna od poziomu oksypuryn; zwiększenie przem iany biał
kowej musi u tych zwierząt prowadzić do zwiększenia w ydalania puryn.
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Purynoteliczny ślim ak lądowy, H. pomatia, w okresie snu zimowego, 
gdy przem iana białkowa jest mała, w ytw arza praw ie wyłącznie kwas mo
czowy. Natomiast w okresie aktywnego życia, gdy przem iana białkowa 
zwiększa się około 5-ciokrotnie, ślim ak syntetyzuje w większych ilościach 
dwie puryny — ksantynę i kwas moczowy, wydalane w stosunku 1:1 (59).

Inne zwierzęta purynoteliczne jak ptaki i owady przy zwiększonej ilości 
białka w pokarm ie w ydalają natom iast kwas moczowy w zwiększonych 
ilościach. W przypadku kurcząt jest to możliwe dzięki specyficznej właś
ciwości dehydrogenazy ksantynow ej, k tórej aktywność zwiększa się pod 
wpływem  ksantyny (45). Badania nad aktyw acją substratow ą tego enzymu 
wykazały, że już stężenia 10~7 M substra tu  ak tyw ują enzym (60). Z drugiej 
strony okazało się, że zwiększona podaż białka powoduje wzrost aktywności 
am idotransferazy PR PP w w ątrobie kurcząt (61) i że oksypuryny nie 
ham ują tego enzym u (58). Gdy zatem poziom hipoksantyny zwiększy się, 
dehydrogenaza w ytw arza więcej ksantyny, aktyw uje się pod jej wpływem 
i przem iana ksantyny na kwas moczowy przyspiesza się. Dopiero przy 
dużym  zwiększeniu się stężenia oksypuryn, dłużej trw ającym , następuje 
indukowana przez te substra ty  synteza dehydrogenazy ksantynow ej i jej 
poziom w tkankach zwiększa się (62).

W ciele tłuszczowym muszki owocowej, Drosophila melanogaster, pod 
wpływem  diety z dużą zawartością białka, następuje podobnie jak w wą
trobie kurcząt aktyw acja dehydrogenazy ksantynow ej przez nieznany 
czynnik, przy czym poziom enzymu nie zwiększa się (24).

W organizmach zw ierząt purynotelicznych właściwość oksydoreduktaz 
ksantynow ych aktyw ow ania się pod wpływem  substratu  lub innych czyn
ników może odgrywać zasadniczą rolę w szybkim przystosowaniu się do 
zm iany intensywności przem iany białkowej.

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

Stężenie oksydoreduktaz ksantynow ych w komórce może być drugim, 
obok stężenia hipoksantyny, czynnikiem  w pływ ającym  na przem ianę pu
ryn. Zależność między stężeniem  enzymu a szybkością obu kolejnych reak
cji hydroksylacji hipoksantyny przedstaw ia rycina 2 (5). P rzy niskich stę
żeniach enzymu przeważa w ytw arzanie ksantyny, przy wyższych — kwasu 
moczowego. Stosunek ksantyna:kw as moczowy jest zatem  zależny od sto
sunku enzymu do hipoksantyny.

W omówionych wyżej organizmach żywych pula ksantyny jest zazwy
czaj znacznie mniejsza niż pula kwasu moczowego (allantoiny). W suro
wicy krw i zdrowego człowieka stosunek tych obu pul wynosi około 0,13 
(63), co odpowiada punktow i A na rycinie 2, a zatem takiem u stosunkowi 
enzym u do hipoksantyny, przy którym  obie reakcje hydroksylacji prze
biegają praktycznie do końca. W istocie stosunek hipoksantyna:ksantyna: 
:kwas moczowy w surow icy zdrowego człowieka wynosi 1:1:5,8 (63). W są
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siedztwie punktu  A na rycinie 2 niewielkie zmiany poziomu enzymu będą 
powodować duże zmiany stosunku ksantyna:kw as moczowy, a więc i zmie
niać pulę oksypuryn. W tkankach ssaków zmiana stężenia enzymu mogła
by więc wpływać na biosyntezę puryn  podobnie jak zmiana stężenia hipo- 
ksantyny.

Mg enzymu

Rycina 2. Zależność szybkości dwóch kolejnych reakcji hydroksylacji hipoksantyny 
od stężenia oksydazy ksantynowej (5)

Stężen ie h ipoksantyny 30 (iM. O znaczenie krzyw ych  i m etoda pom iaru jak w  opisie  
ryciny 1. Przy niższych stężeniach  enzym u w  środow isku reakcji przeważa ksantyna, przy  
w yższych  kw as m oczow y. W obszarze koło punktu A liczbow a w artość m olow ego stosunku  
X an:U ri odpow iada w artościom  oznaczonym  w  surow icy krw i zdrow ego człow ieka (0,13(63)). 
W skazyw ałoby to, że w  w arunkach fizjo log icznych  enzym  daleki jest od nasycenia  substratem

Patologiczne obniżenie poziomu oksydoreduktaz ksantynow ych w tk an 
kach człowieka (ksantynuria) powoduje zwiększenie ilości hipoksantyny 
i ksantyny w ydalanych w moczu przy jednoczesnym zm niejszeniu w yda
lania kwasu moczowego (64). Objawy te przypisuje się zwykle w ybiór
czemu zaham owaniu hydroksylacji ksantyny lub powstawaniu ksantyny 
inną drogą, a mianowicie poprzez ksantozynom onofosforan i guanozyno- 
monofosforan z guaniny (65, 66). Jak  widać jednak na rycinie 2 obniżenie
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poziomu enzymu powoduje początkowo zastąpienie kwasu moczowego 
przez ksantynę (obszar za skrzyżowaniem  krzywych), a przy dalszym obni
żaniu poziomu enzymu synteza obu puryn zmniejsza (obszar przed skrzy
żowaniem krzywych). Zwiększone w ydalanie oksypuryn w ksantynurii 
może więc być także wynikiem  obniżonego poziomu oksydoreduktaz ksan
tynowych. W niektórych przypadkach ksantynurii w ydalanie puryn w mo
czu jest obniżone, w innych nie ma wyraźnego wpływu zwiększonej puli 
oksypuryn na biosyntezę puryn  de novo (64); poziomu fosforybozylotrans- 
ferazy hipoksantyno-guaninow ej w ksantynurii nie badano.

Objawy w ystępujące w ksantynurii można wywołać w organizmie k u r
częcia (67), szczura (68) i człowieka (69) podawaniem 4-hydroksypirazolo 
(3,4-d)pirym idyny (allopurinolu, wzór IV). Związek ten, jak również 
powstająca z niego pod wpływem  oksydoreduktaz ksantynow ych hydrok
sylowa pochodna, 4,6-dwuhydroksypirazolo (3,4-d) pirym idyna (alloksan- 
tyna, wzór V), są silnym i inhibitoram i tych enzymów.

VI.
v.

W leczeniu schorzeń charakteryzujących się między innym i zwiększo
nym  wydalaniem  kwasu moczowego stosuje się allopurinol w celu częś
ciowego zastąpienia kwasu moczowego ksantyną i hipoksantyną, co zapo
biega tw orzeniu się złogów moczanowych w tkankach. Zwiększenie się puli 
oksypuryn pod wpływem  allopurinolu polega prawdopodobnie przede 
w szystkim  na zmianie stosunku oksydoreduktazy ksantynow e/hipoksan- 
tyna w komórce. W skazuje na to kształt krzyw ych na rycinie 3, przedsta
wiającym  zależność między stężeniem  allopurinolu a szybkością kolejnych 
reakcji hydroksylacji hipoksantyny przez oksydazę ksantynow ą in vitro  
(5). K ształt tych krzyw ych jest analogiczny do kształtu  krzyw ych na ryci
nie 2.

Należy zwrócić uwagę, że hydroksylację ksantyny allopurinol ham uje 
już w stężeniu 10“ 8 (70), a hydroksylację hipoksantyny dopiero w stężeniu 
10~6 (5). Przydatność związków proponowanych jako inhibitory oksydo
reduktaz ksantynow ych w celach leczniczych należałoby badać używając 
h ipoksantyny jako substra tu . Niedostateczne obniżenie poziomu oksydore
duktaz ksantynow ych może bowiem powodować tworzenie się złogów 
ksantyny, podobnie jak w ksantynurii (obszar przed skrzyżowaniem  krzy-

IV v
4-hydroksypirazolo/3,4-d/pirym idyna (allopurinol) 
4,6-dw uhydroksypirazolo/3,4-d/pirym idyna (alloksantyna)
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wych na rycinach 2 i 3); takie przypadki obserwowano podczas leczenia 
allopurinolem  (71) i obecnie uzyskały one teoretyczne uzasadnienie (5). 

Zwiększona po podaniu allopurinolu pula oksypuryn w tkankach kur-

Stężenie allopurinolu [<uM]

Rycina 3. Wpływ allopurinolu na szybkość kolejnych reakcji hydroksylacji hipoksan- 
tyny katalizowanych przez oksydazę ksantynową z mleka (5)

Stężenie hipoksantyny 15 nM, enzym  25M-g/3 ml. O znaczenie k rzyw ych  i sposób pomiaru  
jak w  opisie do ryciny 1.

cząt indukuje biosyntezę oksydoreduktaz ksantynow ych i poziom oksy
puryn  powraca do norm y (62). W organizmie człowieka chorego na dnę, 
jeśli poziom fosforybozylotransferazy jest norm alny, to po podaniu allo
purinolu w w yniku zwiększenia puli oksypuryn (rycina 3) biosynteza pu- 
ryn de novo zmniejsza się (72), zgodnie ze schem atem  6. Przypuszczenie, że 
allopurinol ham uje biosyntezę puryn  de novo ulegając przem ianie na nu- 
kleotyd i ham ując am idotransferazę PR PP (schemat 6) należy raczej w y
kluczyć (73), ponieważ związek ten jest złym substratem  dla fosforybozylo
transferazy  hipoksantyno-guaninowej. W przypadkach dny i w zespole 
L e s c h - N y h a m a  (74), w których poziom fosforybozylotransferazy 
hipoksantyno-guaninow ej jest znacznie obniżony lub brak wogóle tego 
enzymu (75), zwiększony pod wpływem  allopurinolu poziom oksypuryn 
nie ham uje biosyntezy puryn de novo. W moczu tych chorych po podaniu 
allopurinolu pojaw iają się hipoksantyna i ksantyna w zwiększonych iloś
ciach, a poziom kwasu moczowego obniża się.

P rzy  analizowaniu przebiegu krzyw ych na rycinie 1 nasuwa się nastę
pujące zagadnienie. Zwiększone stężenie hipoksantyny powinno znacznie 
zmieniać stosunek ksantyna:kw as moczowy, a tymczasem stosunek ten 
w przypadkach chorób z k ilkakrotnie zwiększoną biosyntezą puryn  de
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novo  ma w artość zbliżoną do wartości właściwej ludziom zdrowym  (65, 76). 
Jak i czynnik w pływ a na przesunięcie równowagi kolejnych reakcji hydro
ksylacji h ipoksantyny w stronę kwasu moczowego? Mógłby nim  być znacz
nie wyższy poziom oksydoreduktaz ksantynow ych lub zaburzenia tra n 
sportu, spraw iające, że substra ty  pozostawałyby dłużej w środowisku 
reakcji.

Być może jednak, że ludzie z tym i zespołami chorobowymi m ają oksy
doreduktazy o budowie genetycznie zmienionej; na przykład enzymy te 
mogłyby być aktyw ow ane przez substrat, jak dehydrogenaza ksantynow a 
z w ątroby kurcząt (45, 60), i dzięki tem u zmieniać stosunek ksantyna:kw as 
moczowy. W tych przypadkach chorobowych, w których poziom fosfory- 
bozylotransferazy hipoksantyno-guaninow ej jest norm alny (na przykład 
niektóre przypadki dny), takie działanie oksydoreduktaz ksantynow ych 
przyczyniałoby się do zwiększenia objawów patologicznych. Usuwając 
z tkanek hipoksantynę enzymy te uniem ożliwiałyby regulację biosyntezy 
puryn  de novo.

A rty k u ł w p ły n ą ł dn ia  28.12.1973, w ró c ił po re w iz ji  a u to rsk ie j 20.3.1974.
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JA C E K  SL IW O W SK I*

Mechanizmy cyklizacji skwalenu do trójterpenów 
cztero- i pięciocyklicznych

Mechanisms of Sąualene Cyclization to Tetra- and Pentacyclic Triterpenes

W 1963 r. został opublikow any w Postępach Biochemii a rtyku ł poświę
cony biosyntezie tró jterpenów  (1) a w latach 1971—72 ukazała się seria 
artykułów  om awiających biosyntezę, występowanie i własności biologiczne 
innych związków poliprenoidowych takich jak: m onoterpeny m etylocyklo- 
pentanow e (2), poliprenole (3), poliprenylowe chinony (4), sterole roślinne 
(5), karotenoidy (6) oraz bufadienolidy i kardenolidy (7).

Bardzo szybki postęp badań nad biosyntezą tró jterpenów  cztero- i pię
ciocyklicznych w ynikający zarówno z zastosowania nowych metod badaw 
czych jak  i z zainteresow ania jakie wzbudziły niektóre spośród tych  związ
ków uzasadnia celowość powtórnego podjęcia po 10 latach tego tem atu.

W 1953 r. R u z i ć k a (8) w ysunął przypuszczenie, że węglowodór a li
fatyczny — skwalen jest prekursorem  wszystkich tró jterpenów  zarówno 
cztero- jak i pięciocyklicznych. W następnych pracach R u z i ć k a, 
E s c h e n m o s e r  i wsp. (9— 11) przedstaw ili teoretyczne m echanizm y 
cyklizacji skw alenu do tró jterpenów  o różnych szkieletach. Propozycje te, 
jak  również w ystępowanie cyklicznych tró jterpenów  w organizm ach ży
wych zostały omówione w poprzednich artyku łach  (1, 12), toteż obecnie 
ograniczono się tylko do przypom nienia założeń mechanizmów cyklizacji 
skw alenu do trójterpenów , a zreferowano w yniki szczegółowo eksperym en
talnego spraw dzenia schem atów biosyntezy tró jterpenów  dokonane w osta
tn ich  latach.

I. Schematy biosyntezy trójterpenów według Ruzicki i Eschenmosera

Ruzićka i Eschenmoser sform ułow ali następujące teoretyczne założenia 
dotyczące przem ian zachodzących zarówno bezpośrednio przed cyklizacją 
skwalenu, jak  i w procesie cyklizacji:

Procesowi cyklizacji ulega wyłącznie form a skw alenu całkowicie trans. 
Łańcuch skwalenu zostaje specyficznie pofałdowany na powierzchni enzy
m u w określoną sekw encję układów krzesłowych lub łódkowych, k tó re  wa

* Dr. Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego, Warszawa
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ru n k u ją  konform ację pierścieni produktu  cyklizacji. Cyklizacja skw alenu 
jest w ynikiem  szeregu następujących kolejno reakcji na sąsiadujących ze 
sobą atom ach węgla to jest połączeń do podwójnych wiązań, przesunięć 
W agnera-M eerw eina i elim inacji protonów. Reakcje te mogą zajść tylko 
w tedy gdy odpowiednie grupy atom ów są ustaw ione w tej samej płaszczyź
nie i w pozycji trans względem siebie. Przekształcenie skw alenu w tró j- 
terpeny  cztero- i pięciocykliczne o różnych szkieletach zachodzi w reakcji 
„non—stop” to jest bez utw orzenia trw ałego metabolicznie pośrednika, s ta 
bilizowanego przez u tra tę  protonu lub nukleofilowe przyłączenie.

Na rycinie 1 przedstawiono postulowany przez tych autorów  m echa
nizm  pow staw ania lanosterolu (wzór konform acyjny — V, wzór płaski — 
VI) w w yniku cyklizacji skw alenu (I) pofałdowanego w sekwencję: krze- 
sło-łódka-krzesło-łódka-niepofałdow any.

Ryc. 1. Cyklizacja skwalenu do trójterpenu czterocyklicznego — lanosterolu  
Znak =  oznacza odpow iedniość w zoru konform acyjnego i w zoru p łask iego

Podana w tym  schemacie (Ryc. 1) num eracja atomów węgla w związ
kach jest taka sama jak w skwalenie i różni się (ze względu na p rzegru
powania zachodzące w czasie cyklizacji) od num eracji przyjętej dla tró j-
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terpenów  czterocyklicznych, którą dla porównania zastosowano we wzorze 
płaskim  lanosterolu (VI). Ruzićka i Eschenmoser założyli, że w  procesie 
cyklizacji skw alenu do lanosterolu i cykloartenolu powstaje k ilka kationo-

I .  Skwalen

Przesunięcia 
H z C-17a do C~21a 
h z c-i3p ao c-na 
CH$ zC -H a , do C-l3oi

Eliminacja 
H + z C-29 
Lub z C-30

"V  18 HO 
X Eliminacja 

H+ z C-12
Mostek metylenowy 
z C-22 pomiędzy 

C-20 i  C-21

/3-AmyrynaEliminacja 
H+ z C-30

Eliminacja 
y + z c-12

Przesunięcia 
H 2 C-Ha, do C-21 ot, 
H z C-13f) do C-17ft

Taraksasterol

XH oc-Amyryna
Ryc. 2. Cyklizacja skwalenu do trójterpenów pięciocyklicznych 

Znak =  oznacza odpow iedniość wzoru konform acyjnego i w zoru płask iego
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wych pośredników (I, III, IV). Pierw szym  trw ałym  metabolicznie związ
kiem  jest dopiero lanosterol stabilizowany przez elim inację protonu.

Na rycinie 2 przedstawiono postulowane m echanizm y cyklizacji skw a
lenu pofałdowanego w sekwencję krzesło-krzesło-krzesło-łódka-łódka.

Również i w  tym  przypadku Ruzicka i Eschenm oser założyli występo
wanie w procesie cyklizacji skwalenu do tró jterpenów  pięciocyklicznych
o szkieletach oleananu ¡3-amyryna (XI), u rsanu  taraksastero l (XIV), ip-tara- 
ksasterol (XV), a-am yryna (XVI) i lupanu lupeol (XVII) wielu m etabo
licznie nietrw ałych kationowych związków pośrednich (VII, VIII, X, XII, 
XIII). Oprócz przemieszczeń grup m etylow ych i atom ów wodoru (proto
nów) postulowano w tym  procesie dw ukrotne rozerw anie łańcucha węglo
wego. We wzorze płaskim  j3-amyryny podano num erację atomów węgla 
stosowaną w tró jterpenach  pięciocyklicznych aby pokazać różnice pomię
dzy tą  num eracją a num eracją w skwalenie.

II. Doświadczalne sprawdzenie schematów biosyntezy trójterpenów 
Ruzicki i Eschenmosera

II-l. Metody stosowane w badaniach nad biosyntezą trójterpenów

Schem aty Ruzicki i Eschenmosera zakładały przemieszczenia poszcze
gólnych atomów lub grup atomów zachodzące w czasie cyklizacji skwalenu 
do tró jterpenów  cztero- i pięciocyklicznych. Uzyskanie danych doświad
czalnych potw ierdzających występowanie takich przemieszczeń atomów 
byłoby równoznaczne z potwierdzeniem  powyższych schematów biosyn
tezy. W pracy nad rozwiązaniem tego zagadnienia stosowano dwie grupy 
metod: badania nad enzym atyką cyklizacji skw alenu oraz badanie m eto
dam i izotopowymi losów poszczególnych atom ów skw alenu w produktach 
cyklizacji.

II-l.a . M etody enzym atyczne

W tych badaniach sprawdzono czy tkank i roślinne (13, 14, 15, 16, 17) 
lub zwierzęce (18), a w bardziej zaaw ansow anych pracach, czy hom ogenaty 
bezkomórkowe (19—21) lub frakcje subkom órkowe (22—25) są zdolne do 
przeprow adzania reakcji cyklizacji skw alenu oraz jego analogów do tró j
terpenów  cztero- i pięciocyklicznych o różnych szkieletach. W tym  celu 
inkubowano m ateria ł biologiczny lub p repara t enzym atyczny z rad ioak
tyw nym i prekursoram i związków tró jterpenow ych takim i jak: 14C-octan 
(14, 26, 27) 14C-m ewalonian (13, 15, 28), 14C-skwalen (20, 24, 29, 30) czy 
8H-skwalen (20, 29, 30). Podejmowano również próby wyodrębnienia w s ta 
nie czystym  lub znacznie oczyszczonym enzymów cyklizujących skwalen 
(29—32).
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II-l.b . M etody izotopow e

Prekursory  związków tró jterpenow ych stosowane do inkubacji z m a
teriałem  biologicznym znakowane były izotopami nieradioaktyw nym i, 
względnie izotopami radioaktyw nym i (pojedynczo lub podwójnie).

W tych  badaniach wypróbowano trzy  nieradioaktyw ne izotopy: lsO 
(30, 33), 13C (34, 35) i 2H (17, 30). 180 2 i H2 lsO użyto w badaniach nad w y
jaśnieniem  pochodzenia grupy 3/5 OH w ytw arzanej podczas cyklizacji skw a- 
lenu (30, 35, 36). 13C i 2H stosowano do inkubacji z m ateriałem  biologicz
nym  w postaci tak ich  związków jak: 13C-m ewalonian (34), 13C-skwalen (35) 
i 6-2H 3-m ewalonian (17). Analiza zawartości nieradioaktyw nych izotopów 
w tró jterpenach  w ydzielonych po inkubacji z prekursoram i znakow anym i 
ciężkimi izotopami wym agała zastosowania nowoczesnych metod fizyko
chemicznych tak ich  jak spektrografia masowa (badanie „nadm iaru” lsO 
i 13C w związkach) lub pom iary jądrowego rezonansu magnetycznego (ba
danie zawartości 2H) (37).

W badaniach nad biosyntezą tró jterpenów  stosowano skwalen i jego 
analogi oraz praktycznie wszystkie radioaktyw ne prekursory  skwalenu, 
znakowane w różnych pozycjach za pomocą 14C lub 3H (38—40). Losy po
szczególnych atomów w procesie cyklizacji skw alenu śledzono prowadząc 
degradację chemiczną produktów  jego cyklizacji, w yodrębnionych po in
kubacji m ateriału  biologicznego z radioaktyw nym i prekursoram i (np. 41, 
42). Porównywano znakowanie poszczególnych fragm entów  lub atomów 
uzyskanych po degradacji trójterpenoidów  z danym i teoretycznym i prze
w idującym i określone przegrupow ania atomów skw alenu w czasie cykli
zacji. Metoda degradacji chemicznej wym aga dosyć dużych ilości okreś
lonych związków naturalnych, niezbędnych do rozcieńczenia rad ioaktyw 
nych trójterpenoidów  wydzielanych w śladowych ilościach po inkubacji 
z prekursoram i. Degradacja trójterpenoidów  zachodząca często z m ałą 
wydajnością w ym agała zastosowania drastycznych w arunków  (np. 43), 
w których były możliwe dodatkowe przegrupow ania atomów w otrzym y
wanych w w yniku rozbicia cząsteczek fragm entach, co bardzo u trudniało  
jednoznaczną in terp re tac ję  wyników.

Zastosowanie jako prekursorów  trójterpenoidów , preparatów  kw asu 
mewalonowego podwójnie znakowanych za pomocą 14C w pozycji 2 i za 
pomocą 3H stereospecyficznie w różnych pozycjach cząsteczki spowodo
wało szybki postęp w badaniach biosyntezy tych związków (5, 39, 44). 
Metody otrzym yw ania podwójnie znakowanych preparatów  kwasu m e
walonowego opracowali w połowie lat sześćdziesiątych J. W. C o r n f o r t h  
i R. H.  C o r n f o r t h  (45). W zory tego związku stereospecyficznie zna
kowanego try tem  w pozycjach: 2, 4 i 5 przedstawiono na rycinie 3.

Kwas mewalonowy ma jeden węgiel asym etryczny (C-3). Istn ieją  więc 
dwa enancjomery: kwas 3R-mewalonowy (XVIIa) i kwas 3S-mewalonowy 
(XVIIb). W ykazano absolutną specyficzność kinazy m ewalonianowej (jedy-
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Ryc. 3. Stereospecyficzne znakowanie kwasu mewalonowego za pomocą 8H (T) w  róż
nych pozycjach cząsteczki

nego znanego dotychczas enzymu, dla którego kwas m ewalonowy jest sub- 
stratem ) w stosunku do enancjom eru o konfiguracji R (46, 47).

Wiadomo, (np. 38, 40, 49, 50) że atom y C-2 z różnych enancjom erów 
kwasu mewalonowego znakowanym  za pomocą ł4C ulegają wbudow yw aniu 
do biosyntetyzowanego z nich skwalenu, a następnie do produktów  jego 
cyklizacji. Tak więc użycie kwasu mewalonowego podwójnie znakowanego 
za pomocą 14C w pozycji 2 i za pomocą 3H w określonej pozycji pozwalało 
na śledzenie losów poszczególnych atomów wodoru wyłącznie na podstaw ie 
wartości stosunku 3H:14C w izolowanych produktach cyklizacji skwalenu. 
Zastosowanie kwasu mewalonowego, podwójnie znakowanego w różnych 
pozycjach, do badań biosyntezy związków poliprenoidowych zostało szerzej 
omówione na łam ach Postępów Biochemii (3,6).

II-2. Aktywacja skwalenu w biosyntezie trójterpenów cztero- i pięciocyklicznych

Ruzićka i Eschenmoser założyli, że biosynteza tró jterpenów  cztero- 
i pięcioklicznych odbywa się w przebiegającym  „non—stop” procesie cy-
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klizacji skwalenu. Tymczasem stwierdzono (20, 22), że w procesie biosyn
tezy lanosterolu (prekursora cholesterolu i hormonów sterydow ych w orga
nizm ach zwierzęcych) ze skw alenu można wyróżnić dwa etapy: aktyw ację 
skw alenu i właściwą cyklizację. W reakcji katalizowanej przez specyficz
ną oksydazę następuje utlenienie skw alenu do 2,3-oksydoskwalenu, k tó ry  
cyklizuje do lanosterolu przy udziale drugiego enzymu — cyklazy 2,3- 
-oksydoskw alenu. Stwierdzono, że inkubacja z 2,3-iminoskwalenem, ana
logiem 2,3-oksydoskwalenu, k tóry  jest inhibitorem  cyklazy 2,3-oksydo
skw alenu powodowała nagrom adzenie się 2,3-oksydoskwalenu w m ateriale  
biologicznym (51). Stosując jako prekursor 2,3-180-oksydoskw alen w yka
zano, że tlen pierścienia epoksydowego zostaje wbudow any do grupy 
3(3— OH trójterpenów . Dodatkowym potwierdzeniem  faktu, że utlenienie 
skw alenu i cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu są oddzielnymi procesami enzy
m atycznym i były dane wskazujące, że 10,11-dwuhydroskwalen jest 
w hom ogenatach w ątroby ssaków utleniany do odpowiedniej 2,3-epoksy- 
dowej pochodnej, k tóra nie ulega jednak dalszej cyklizacji (20).

W ykazano (31, 32) także, że aktywność cyklazy 2,3-oksydoskwalenu 
można zahamować podgrzewając surowy preparat enzym atyczny do 50°C 
w ciągu 5 m inut. Po tym  zabiegu aktyw ność cyklazy skw alenu m ierzona 
na podstawie szybkości przekształcania skw alenu w 2,3-oksydoskwalen 
pozostaje niezmieniona. O trzym ano również dosyć dobrze oczyszczone p re
para ty  oksydazy skwalenu z w ątroby szczura (31, 32, 52) i cyklazy 2,3- 
-oksydoskw alenu z w ątroby wieprza (32, 53). Cyklazę skw alenu uw alniano 
z mikrosomów działaniem dezoksycholanu. W roztworach o wysokiej sile 
jonowej (np. 0,4M KC1) i w obecności dezoksycholanu enzym zachowywał 
wysoką aktywność. Zastosowanie sączenia preparatów  cyklazy 2,3-oksy
doskwalenu przez Sephadex G-200 wykazało, że enzym ten może w ystę
pować zarówno w aktyw nej, zdysocjowanej form ie jak i w nieaktyw nej — 
zagregowanej. W roztworach o dużej sile jonowej i w obecności dezoksy
cholanu przeważała zdysocjowana, aktyw na form a enzymu o masie czą
steczkowej około 90 000. Nie wykazano udziału jakichkolw iek kofaktorów 
w reakcji cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu do lanesterolu. Cyklaza jest rów 
nież niew rażliwa na wiele powszechnie stosowanych inhibitorów, nato
m iast oksydaza skwalenu wym aga do swego działania dodatku składników  
zaw artych w nadsączu oraz 0 2 i NADPH2. Tlenek węgla i jony CN-  nie 
powodują inaktyw acji tego enzymu.

Podobny do stw ierdzonego w biosyntezie lanosterolu w tkankach zwie
rzęcych mechanizm aktyw acji skwalenu, w ystępuje również w biosyntezie 
prekursora steroli roślinnych — cykloartenolu (54, 55), kwasu fusidikowego 
(56) czy pięciocyklicznego tró jte rpenu  — (3-amyryny (57). Sugerują to, że
2,3-oksydoskwalen jest wspólnym  dla organizmów zwierzęcych i roślin
nych prekursorem  związków trójterpenoidow ych zawierających w pozycji
3 szkieletu grupę hydroksylow ą lub inną funkcję tlenową.
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II-3. Cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu i jego analogów chemicznych do trójterpenów
czterocyklicznych

ll-3 .a . Cyklizacja 2,3-oksydoskw alenu do lanosterolu

W w yniku badań przeprowadzonych in vivo  oraz in vitro na m ateriale 
zw ierzęcym  wykazano, że pierwszym  m etabolicznie trw ałym  produktem  
cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu jest lanosterol (np. 32). Cyklizację, 2,3- 
-oksydoskw alenu do tego związku stw ierdzono również w bezkomórko- 
w ych prepara tach  otrzym anych z grzybów (58, 59).

Badania nad m echanizm em  przem ieszczania grup m etylowych w pro
cesie cyklizacji skwalenu do lanosterolu podjęto już w 1958 r. (34—35) 
(Rye. 1). D egradując lanosterol i cholesterol (XXI) w yodrębnione po inku
bacji 13C-skw alenu z homogenatem  w ątroby  stw ierdzono na podstawie roz
m ieszczenia 13C w cząsteczkach tych związków, że w procesie cyklizacji 
skw alenu zachodzą dwie m igracje grup m etylow ych pomiędzy sąsiadu
jącym i atom am i węgla.

Badaniem  przemieszczeń atomów wodoru zachodzących w procesie 
cyklizacji skw alenu do lanosterolu zajęli się C o r n f o r t h  i wsp. (60). 
Inkubow ano kw as 2-14C(4R)4-sH mewalonowy z hom ogenatem  wątroby. 
W artość stosunku 3H:I4C oznaczona w lanosterolu wydzielonym  po inku
bacji (5:6) wskazywała na u tra tę  w procesie cyklizacji skwalenu jednego 
atom u 3H pochodzącego z pozycji 4-pro-R kwasu mewalonowego (skwalen 
jest syntetyzow any z 6-ciu cząsteczek tego kwasu). W cholesterolu (XXI) 
pochodzącym z lanosterolu stw ierdzono natom iast elim inację kolejnych 
dwóch atom ów  3H i jednego atom u 14C (3H:14C równe 3:5).

Omówione powyżej badania zapoczątkowały dalsze, w k tórych zasto
sowano jako prekursory: kwas mewalonowy znakowany za pomocą 14C 
w pozycji 2 i za pomocą 3H w pozycji 2 (konfiguracja R lub S, XVIIIa,b) 
(61—64), w pozycji 4 (konfiguracja R, XIXa) (65, 66) i 5 (konfiguracja R, 
XX) (67). Radioaktyw ne prekursory  inkubow ano z hom ogenatam i w ątroby 
ssaków lub z preparatam i enzym atycznym i otrzym anym i z Tetrahymena  
pyriformis. N astępnie w lanosterolu i cholesterolu wydzielonych z m a
teriału  biologicznego, a także w produktach  ich chemicznej degradacji 
oznaczano stosunki radioaktyw ności 3H :UC i porównywano z wartościam i 
*H:14C otrzym anym i dla podwójnie znakowanego skwalenu również wyod
rębnianego po inkubacji. Stwierdzono w  ten  sposób, że w procesie cykli
zacji 2,3-oksydoskwalenu do lanosterolu ulega elim inacji proton z pozycji 9 
szkieletu (pozycja 10 skwalenu) co jest zgodne z postulowanym  przez 
Ruzićkę i Eschenmosera mechanizmem cyklizacji skwalenu do tego związ
ku  (Rye. 1).

Bezpośrednie dane doświadczalne potw ierdzające postulowane prze
mieszczenia atomów wodoru z C-13 i C-17 do C-17 i C-20 (pozycja 18 
skwalenu) uzyskano w w yniku badań nad lokalizacją atomów 8H w cho
lesterolu w yodrębnionym  po inkubacji z kw asem  2-14C(4R)4-8H m ew ala-
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nowym  (66). Wykazano, że atom y 3H pochodzą z pozycji 4-pro-R  kwasu 
mewalanowego zgodnie z przew idyw aniam i uwzględniającym i wspom nia
ne przemieszczenia zlokalizowane w pozycjach 17, 20 i 24-pro-R. Na ry 
cinie 4 przedstaw iono zaproponowane przez C o r n f o r t h a  i wsp. (60) 
i potw ierdzone w dalszych badaniach (np. 66) rozmieszczenie atom ów 14C 
i 3H w lanosterolu i cholesterolu po inkubacji z kwasem 2-14C(4R)4-3H 
m ewalanowym.

Ryc. 4.

II-3.b. C yklizacja 2,3-oksydoskw alenu do kw asu fusidikow ego

Ze względu na brak  trw ałych  związków pośrednich w procesie cykli- 
zacji 2,3-oksydoskwalenu do tró jterpenów  czterocyklicznych trudno  było 
sprawdzić doświadczalnie czy postulowane przez Ruzićkę i Eschenmosera 
kationowe związki pośrednie biorą udział w tym  procesie (Ryc. 1).

Badania biosyntezy kw asu fusidikowego (XXII), tró jte rpenu  cztero- 
cyklicznego z pleśni Fusidium coccineum  dostarczyły wyników przem a
w iających za udziałem  kationowego związku pośredniego III (Ryc. 1) w cy- 
klizacji 2,3-oksydoskwalenu do tró jterpenów  czterocyklicznych. S tru k tu ra  
kwasu fusidikowego sugerow ała, że pow staje on bezpośrednio z kationu III 
bez dodatkowych przekształceń polegających na przem ieszczeniu atom ów 
wodoru czy grup m etylow ych. Zgodnie z tym  przypuszczeniem  atom y wo
doru pochodzące z pozycji 4-pro-R  kw asu mewalonowego powinny znaj
dować się w kwasie fusidikow ym  w pozycjach, w jakich w ystępow ały 
w cyklizującym  2,3-oksydoskwalenie. Kwas fusidikowy w yodrębniony po 
inkubacji z kwasem 2-14C(4R)4-8H m ewalonowym powinien więc zawierać 
atom y 3H w pozycjach: 3, 5, 9, 13 i 24. Rzeczywiście w ykazano (68, 69), że 
o trzym any w takich w arunkach  podwójnie znakowany kwas fusidikow y 
zawiera w cząsteczce cztery  atom y 3H i sześć atomów 14C (wartość 3H:14C 
po znorm alizowaniu rów na 4:6). Ustalona w  w yniku degradacji chemicz
nej lokalizacja atom ów 8H okazała się zgodną z przew idyw aną (pozycje

2 ,3 -  oksydoskw alen ( k rz e s ło  - łó d k a -k rz e s ło  -  łódka -  n iepofałdow any)

V. Lano sterol XXI. Cholesterol
• i  T -  atomy 14C  i 3 l - l  pochodzące z kwasu 2- ,4C (4 R ) 4~3H 

mewalonowego

Rozmieszczenie atomów 14C i 8H w  lanosterolu i cholesterolu biosyntetyzowa- 
nych z kwasu 2-ł4C(4R)4-8H mewalonowego
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5a, 9b, 13a i 24). Elim inacja atom u 3H z pozycji 3 w  procesie bio
syntezy kwasu fusidikowego wskazywała, że podczas dem etylacji w po
zycji 4 następuje utlenienie grupy 3[3-OH do grupy ketonow ej. Brak 
elim inacji atomów 14C świadczył o tym , że w czasie przem iany kationu III 
w kwas fusidikowy eliminowana jest grupa 4(3-metylowa. Na rycinie 5 
przedstawiono rozmieszczenie atomów 14C i 3H w kationowym  związku 
pośrednim  III i w kwasie fusidikowyrn (XXII) — po inkubacji z kwasem 
2-14C(4R)4-8H mewalonowym.

2.,3-oksydoshw alen  ( k rz e s to -ió d k a -k rz e s to -ió d k a -n ie p o fa ld o w a n y )

• i T -  atomy 14C  i  y H  pochodzące z kwasu 2 - 14C (4 R )4 ~ 3W 
mewalonowego

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

W końcu 1972 r. ukazało się doniesienie z pracow ni C a s p i e g o  (70), 
w  którym  wykazano, że atom y wodoru pochodzące z pozycji 2 kw asu me- 
walonowego są włączane do kwasu fisidikowego w pozycji 22 bez zmiany 
konfiguracji. Sugeruje to, że w biosyntezie kwasu fusidikowego w F. cocci- 
neum  nie w ystępuje związek pośredni o w iązaniu podwójnym  A20 (22).

II13.C. Cyklizacja analogów  chem icznych 2,3-oksydoskwalenu do trójtlenków  czterocyklicznych

Po stw ierdzeniu, że 2,3-oksydoskwalen jest właściwym  substratem  
cyklazy katalizującej biosyntezę lanosterolu podjęto próby chemicznej 
syntezy radioaktyw nych analogów 2,3-oksydoskwalenu znakowanych za 
pomocą 14C lub SH w różnych pozycjach. Zsyntetyzowano analogi różniące 
się od 2,3-oksydoskwalenu w takich m iejscach cząsteczki, które mogły 
zmienić oddziaływanie substra tu  z centrum  aktyw nym  enzymu. Badając 
zachowanie się takich analogów w obecności cyklazy 2,3-oksydoskwalenu 
próbowano określić zależność pomiędzy mechanizmem działania enzym u 
a s tru k tu rą  chemiczną substratu . Do tych doświadczeń stosowano częścio
wo oczyszczone, „upłynnione” p reparaty  cyklazy otrzym ane w w yniku 
potraktow ania m ikrosonów w ątroby szczura aezoksycholanem sodu (71).
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Początkowo w badaniach tych (72, 73) zastosowano analogi 2,3-oksydo- 
skw alenu zmodyfikowane w końcowym fragm encie łańcucha węglowego 
z którego pochodził łańcuch boczny lanosterolu (XXIII, XXIV, XXV) 
(Ryc. 6).

Ryc. 6. Cyklizacja analogów 2,3-oksydoskwalenu zmodyfikowanych w końcowym  
fragmencie łańcucha węglowego (72, 73)

Stwierdzono, że chociaż wydajność cyklizacji zmniejszała się w m iarę 
skracania łańcucha bocznego substratu , to wprowadzone m odyfikacje che
miczne nie uniem ożliwiły cyklizacji i przemieszczeń grup m etylow ych oraz 
atom ów wodoru prowadzących do stabilizacji wytw orzonych analogów 
tró jterpenów  (XXVI, XXVII, XXVIII). W dalszych badaniach próbowano 
wyjaśnić znaczenie czwartorzędowego układu na C-2 2,3-oksydoskwalenu 
w zapoczątkowaniu cyklizacji. W tym  celu (74) przygotowano różne ana
logi zmodyfikowane w tej pozycji (XXIX, XXX, XXXI, XXXII, XXXIII) 
(Ryc. 7).

Tylko dwa z nich (XXIX, XXXIII) jak  to zaznaczono na powyższym 
schemacie ulegały cyklizacji katalizowanej przez p reparat enzym atyczny 
(XXXIV, XXXV). W ydajność cyklizacji nie przekraczała jednak kilku
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procent. Pozostałe analogi nie wchodziły w ogóle w reakcję. Potw ierdziło 
to  decydujące znaczenie pozycji 2 dla zapoczątkowania cyklizacji, gdyż 
okazało się, że naw et niew ielkie m odyfikacje w tym  miejscu cząsteczki 
uniem ożliw iają zajście tego procesu.

Ze schematów 1 i 2 wynika, że m echanizm  cyklizacji sprowadza się do 
oddziaływań pomiędzy jonam i karboniow ym i a sąsiednim i podwójnym i 
wiązaniami. Zakłada się, że przemieszczenia grup m etylow ych i atomów 
wodorów zachodzą w sposób skoordynow any z procesem cyklizacji. Dane, 
k tóre otrzym ano badając biosyntezę kw asu fusidikowego w skazują jednak 
na możliwość cyklizacji bez przemieszczeń. Nasuwa się więc py tan ie  czy 
na przykład w biosyntezie lanosterolu można rozdzielić fazę cyklizacji od 
fazy przemieszczeń. K ontynuacja badań nad analogam i 2,3-oksyloskwalenu
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(75—77) potw erdziła taką możliwość. Stwierdzono (Ryc. 8), że kolejne 
analogi 2,3-oksydoskwalenu (XXXVI, XXXVII) ulegały enzym atycznej cy
klizacji bez przemieszczeń grup m etylowych i atomów wodoru (XXXVIII, 
XXXIX). Cyklizacja analogu 2,3-oksydoskwalenu (XXXVI) bez grup me
tylow ych w pozycjach 10 i 15 prowadziła do wytw orzenia produktu  zbli-

XXXVII XXXIX

Ryc. 8. Cyklizacja analogów 2,3-oksydoskwalenu (75—77)

żonego do kw asu fusidikowego (XXXVIII), k tóry  powstawał prawdopo
dobnie w w yniku elim inacji protonu w pozycji 20 odpowiedniego jonu kar- 
boniowego. S ubstra t XXXVII zawierał natom iast dodatkowe podwójne 
wiązanie sprzężone z podwójnym  wiązaniem  końcowej jednostki izopre- 
nowej. Obecność tego wiązania spowodowała, że stabilizacja wytworzonego 
w czasie cyklizacji jonu karboniowego była związana z przyłączeniem  OH-  
do C-20 prowadząc do wytw orzenia dwuwodorotlenowego czterocyklicz- 
nego tró jte rpenu  (XXXIX).

II-4. Cyklizacja 2,3-oksydoskwalenu i jego analogów chemicznych 
do trójterpenów pięciocyklicznych

Chociaż tró jterpeny  pięciocykliczne są związkami powszechnie w ystę
pującym i w roślinach to badania nad ich biosyntezą zostały zapoczątko
wane dopiero w 1958 r. przez A r i g o n i e g o  (41), k tó ry  stw ierdził, że 
młode siewki soji w łączały do skwalenu i sojasapogenolu radioaktyw ność 
z l - 14C-octanu, 2-14C-octanu i 2-14C-m ewalonianu (XL).

e P ostępy B iochem ii
http://rcin.org.pl
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XL. Sojasapogenol

Przeprow adzając degradację .chemiczną sojasapogenolu wyodrębnione
go po inkubacji z kwasem  2-14C m ewalonowym wykazano, że spośród 
dwóch grup m etylowych C-23 i C-24 tego związku znakowaniu ulega w y
łącznie ekw atorialna grupa m etylowa C-23. W skazuje to, że zarówno pro
ces izomeryzacji pirofosforanu izopentenylu do pirofosforanu dwum etylo- 
allilu  jak i proces cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu są ściśle stereospecy- 
ficzne, gdyż nie zachodzi podczas nich random izacja grup m etylowych 
C-23 i C-24.

W yniki badań nad biosyntezą (3-amyryny (XI), k tóre prowadzono inku- 
bując kiełkujące nasiona grochu z kwasem  2-14C(4R)4-8H m ewalonowym 
wykazały, że wartość stosunku 3H:14C była taka sama w skwalenie i w (3- 
am yrynie, jak w stosowanym  preparacie kwasu mewalonowego. Do ta 
kich samych wniosków doprowadziły doświadczenia, w których inkubo- 
wano liście Camelia sinensis (16) również z kwasem  mewalonowym zna
kowanym  jak poprzednio. Także i w tej roślinie nie następowała u tra ta  
try tu  z tych pozycji (3-amyryny, które znakował zastosowany preparat 
kwasu mewalonowego. Inkubacja siewek grochu z tym  samym  prepara- 
ratem  kwasu mewalonowego oraz następcze oznaczenie stosunku 3H:14C 
w produktach degradacji chemicznej podwójnie znakowanej (3-amyryny 
pozwoliło na lokalizację 5-ciu z 6-ciu atomów 3H znajdujących się w czą
steczce. Ustalone rozmieszczenie atomów 3H było zgodne z rozmieszcze
niem  przew idzianym  na podstawie postulowanego przez Ruzićkę i Eschen- 
mosera mechanizmu cyklizacji skwalenu do (3-amyryny (Ryc. 2). Uzupeł
nieniem  tych rezultatów  było badanie rozmieszczenia deu teru  w skwalenie 
i (3-amyrynie wyodrębnionych z siewek grochu po inkubacji z kwasem  
6-2H3 mewalonowym. Wykazano, że końcowe grupy m etylow e w pozycji 
cis skw alenu oraz grupa m etylowa 4 (C-24) w (3-amyrynie powstają ste- 
reospecyficznie z grupy m etylowej (C-6) kwasu mewalonowego. B a r t o n  
i wsp. (78) potwierdzili natom iast doświadczalnie postulowane przez Ru
zićkę i Eschenmosera, a następnie przez innych (49, 50) przesunięcia ato
mów wodoru zachodzące w procesie cyklizacji 2,3-oksydoskwalenu do 
(3-amyryny.

Zarówno (3-amyryna jak i sojasapogenol są zaliczane do trójterpenów  
pięciocyklicznych o szkielecie oleananu. W roślinach wyższych szeroko 
rozpowszechnione są również tró jterpeny  pięciocykliczne o szkieletach: 
ursanu, lupanu, serratu , fridelanu i gam m aceranu (43).

S l i w o w s k i  i K a s p r z y k  (79, 80) prowadzili badania nad stereo- 
specyficznością biosyntezy pięciocyklicznych alkoholi tró jterpenow ych
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jedno- i dwuw odorotlenow ych w izolowanych kw iatach języczkowych na
gietka (Calendula officinalis). Poprzednio wykazano, że kw iaty i siew ki 
tej rośliny biosyntetyzują rnonole trójterpenow e o szkieletach: lupanu 
(lupeol (IX)), oleananu ((3-amyryna (XI)) i ursanu (taraksasterol XIV), 
■^-taraksasterol (XV), a-am yryna (XVI)), które są następnie hydroksylo- 
wane do odpowiednich dioli tró jterpenow ych (14, 27, 81—83). Stereospe- 
cyficzność biosyntezy tró jterpenów  pięciocyklicznych o szkieletach ursanu, 
lupanu i oleananu badano inkubując kw iaty nagietka z czterem a p repara
tam i kw asu mewalonowego podwójnie znakowanego za pomocą 14C w po
zycji 2 i 8H w pozycjach 2R, 2S, 4R i 5R,S. Na rycinie 9 przedstaw iono 
przew idyw ane w oparciu o m echanizm y cyklizacji skw alenu Ruzićki 
i Eschenmosera rozmieszczenie atomów węgla i wodoru pochodzących 
z poszczególnych pozycji kwasu mewalonowego w szkieletach oleananu 
(XLI), ursanu  (XLII) i lupanu (XLIII).

2.6

XL11. Urson XLW. Lupan

Ryc. 9. Rozmieszczenie atomów węgla pochodzących z poszczególnych pozycji kwasu 
mewalonowego w  szkieletach trójterpenów pięciocyklicznych

W wyodrębnionych po inkubacji z preparatam i podwójnie znakow a
nego kwasu mewalonowego alkoholach trójterpenow ych, pochodnych che
m icznych tych związków oraz w  skwalenie oznaczano stosunki radioak
tywności 3H:14C. W w yniku tych oznaczeń stw ierdzono obecność atom ów 
®H w 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. W ykazano także, że stabilizacja a- i (3-amyryn, “ip-ta- 
raksasterolu i lupeolu połączona jest ze stereospecyficzną elim inacją pro
tonu odpowiednio z pozycji: 12, 21, 29 lub 30.

6*

1
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Uzyskane przez tych autorów  w yniki wskazują, że biosynteza alkoholi 
tró jterpenow ych o szkieletach ursanu, lupanu i oleananu zachodzi w kw ia
tach  nagietka zasadniczo według mechanizmów postulowanych przez Ru- 
zićkę i Eschenmosera (Ryc. 2). Ponadto w ykryto  odm ienne pochodzenie 
g rup  m etylowych C-29 i C-30 w ip-taraksasterolu i taraksasterolu. Roz
gałęzienie dróg biosyntezy tych związków zachodzi prawdopodobnie na 
etapie kationu X (Ryc. 2) na skutek różnicy w stereochem ii przesunięcia 
jednej z bliźniaczych grup m etylow ych z pozycji 21 cyklizującego skw a
lenu. Stwierdzono także random izację znakowania C-29 i C-30 grupy izo- 
propylidenowej lupeolu.

Wiadomo, że w jednej roślinie w ystępują często obok siebie tró jte r-  
peny pięciocykliczne o różnych szkieletach, na przykład w nagietku, (14, 
81) co sugeruje istnienie odrębnych cyklaz dla różnych typów szkieletów. 
Ciekawe w yniki uzyskano stosując analogi chemiczne 2,3-oksydoskwalenu. 
Stwierdzono, że 29,30-bis-nor-2,3-oksydoskwalen ulega w grochu prze
kształceniu w 29,30-bis-nor-|3-amyrynę (84). O statnio przeprowadzono 
również enzym atyczną (homogenat z siewek grochu) syntezę (3-amyryny 
z otrzym anego na drodze chemicznej dwucyklicznego izomeru 2,3-oksydo- 
skw alenu (XLIV) (85). Enzymy cyklizujące skwalen są więc zdolne do k a 

talizow ania reakcji naw et w tedy gdy substrat jest w znacznym  stopniu 
zmodyfikowany ale cyklizacja prowadzi zawsze do związków o określo
nym  typie szkieletu (np. (3-amyryna lub jej pochodne w przypadku zasto
sowania homogenatów z grochu).

II-5. Nieoksydacyjna cyklizacja skwalenu do pięciocyklicznych węglowodorów 
trójterpenowych i 3-dezoksyalkoholi

W ostatnich latach w ykryto  również dużą grupę tró jterpenów  pięcio
cyklicznych, których budowa, w skutek braku  grupy  hydroksylow ej lub 
innej tlenowej grupy funkcyjnej w pozycji 3 szkieletu, w skazywała na 
możliwość innych, niż przedstaw ione powyżej mechanizm ów aktyw acji 
i cyklizacji skwalenu. I tak, z różnych gatunków  paproci wyodrębniono 
pięciocykliczne węglowodory trójterpenow e (89—91) jak również monole
i diole trójterpenow e zawierające grupy hydroksylowe w pozycjach róż
nych od pozycji 3 (86, 92). Możliwość cyklizacji skw alenu inicjow anej 
atakiem  protonu (a nie jak  proponawał Ruzićka, atakiem  kationu OH+, 
czy jak to wykazano później — utlenieniem  skw alenu do 2,3-oksydoskwa-
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lenu) była rozważana już dawno (47, 93). Dopiero jednak w  latach 1969— 
70 (29, 30, 33, 87, 94— 96) uzyskano dane doświadczalne potw ierdzające 
nieoksydacyjny m echanizm  cyklizacji skw alenu do 3-dezoksyalkoholi i wę
glowodorów tró j terpenowych.

Szczegółowe badania przeprowadzono na paproci Polypodium vulgare  
w ytw arzającej pięciocykliczne węglowodory tró jterpenow e o różnych 
szkieletach oraz ß-sitosterol (97). Liście paproci inkubowano ze znakow a
nym i try tem  prekursoram i: skwalenem  i 2,3-oksydiskwalenem. W ykazano 
(29), że radioaktyw ność ze skw alenu została włączona zarówno do węglo
wodorów tró jterpenow ych jak i do ß-sitosterolu. Natom iast po inku
bacji z 3H-2,3-oksydoskwalenem radioaktyw ność odnajdywano w yłącznie 
w ß-sitosterolu. W ykazano więc, że P. vulgare cyklizuje skw alen na dwa 
różne sposoby: z udziałem 2,3-oksydoskwalenu jako związku pośredniego 
(biosynteza ß-sitosterolu) oraz bez uprzedniego utlenienia skw alenu (bio
synteza pięciocyklicznych trójterpenow ych węglowodorów). Stw ierdzono 
ponadto, że nie zachodzi przem iana 2,3-oksydoskwalenu w skwalen.

Dalszych danych, odnośnie biosyntezy węglowodorów tró jterpenow ych 
dostarczyły badania (87), w k tórych zastosowano kwas 2-14C(4R)4-8H m e
walonowy. Po inkubacji z tym  prekursorem  wyodrębniono z P. vulgare  
cztery węglowodory trójterpenow e: hopen (XLV), fernen (XLVI), diploten
i serraten  a następnie oznaczono dla nich stosunki radioaktyw ności 3H:14C. 
W fernenie, diplotenie i serratenie te stosunki były w przybliżeniu tak ie

Ryc. 10.

Skwalen ( krzesTo -krzesTo-krzesTo-krzesło -  Tódka)

Przesunięcie 
H z C-21 do C-22
Eliminacja 
H+ z C-17

Przesunięcia 
H z C-21 ao c-22 
H z  C-17 do C-21ß 

CH3 z  C-18 do c-na .
Eliminacja 
H+ z C-13

XLVH. Neohop ~13 (18)- en XLVI. Fernen
• i T -a to m y  14C  i  3u pochodzące z kwasu 2 - u C (4 R )4  -  3H mewalonowego 
X -  nukleofilowa grupa enzymu

Biosynteza węglowodorów trójterpenowych: hopenu, neohop-13(18)-enu (87)

G* http://rcin.org.pl
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same jak w wydzielonym  radioaktyw nym  skwalenie (6:6). Natom iast w ar
tość stosunku 8H :ł4C oznaczona dla hopenu wskazywała na u tra tę  w pro
cesie cyklizacji skw alenu jednego atom u try tu  (5:6). Na tej podstawie 
zaproponow ano teoretyczny schem at biosyntezy węglowodorów pięcio- 
cyklicznych, którego fragm ent przedstaw iony jest na rycinie 10.

Równolegle prowadzone badania nad mechanizmem nieoksydacyjnej 
cyklizacji skw alenu do tetrahym anolu  (XLVII), pięciocyklicznego monolu

trójterpenow ego o szkielecie gamm aceranu. Tetrahym anol syntetyzow any 
przez pierw otniaka Tetrahymena pyriformis  w ykryty  został również 
w roślinie Oleandra wallichii (92). W yniki badań nad biosyntezą tego tró j- 
terpenu prowadzone in vitro, przy użyciu preparatów  enzym atycznych 
otrzym anych z tego pierw otniaka (30, 33) oraz in vivo, w kultu rach  
T. pyriformis  (96) wykazały, że cyklizacja skwalenu do tetrahym anolu  za
chodzi w w arunkach beztlenowych i nie wymaga udziału 2,3-oksydoskwa
lenu, co sugerowało, że atom  tlenu  w tym  związku nie pochodzi z 0 2 (95). 
Inkubacja k u ltu r  i preparatów  enzym atycznych z T. pyriformis  z miesza
niną 3H-2,3-oksydoskwalenu i 14C-skwalenu wykazała bowiem, że do te tra 
hym anolu włącza się radioaktywność wyłącznie z 14C-skwalenu (96). Do
świadczenia z 2H 20  ujaw niły natom iast włączenie w pozycji 3 jednego 
atom u deu teru  z wody (94). Inkubacja z H 20 18 pozwoliła na stwierdzenie, 
że atom  tlenu  grupy OH w pozycji 21 tetrahym anolu pochodzi również 
z wody (33). Dane te nie pozwalają jednak na rozróżnienie pomiędzy dwo
ma możliwymi mechanizm ami cyklizacji skwalenu do tetrahym anolu, to 
jest pom iędzy m echanizm em  polegającym  na w stępnym  ataku protonu 
w pozycji 3 (tzw. „puli” mechanizm) a mechanizmem postulującym  za
początkowanie cyklizacji skw alenu przez atak  anionu hydroksylowego 
(OH~) w w yniku którego następuje utworzenie grupy hydroksylowej w  po
zycji 21 (tzw. push mechanizm ) (68). Jednak wyniki otrzym ane w bada
niach m echanizm ów aktyw acji i cyklizacji skwalenu do tró jterpenów  
z tlenow ą grupą funkcyjną na atom ie C-3, jak również biosynteza pięcio- 
cyklicznych tró jterpenow ych węglowodorów z podwójnie znakowanego 
kw asu mewalonowego opisana przez G hisalberti i Goodwina wskazują, 
że machanizm , w k tórym  cyklizacja rozpoczyna się atakiem  anionu OH“ 
jest m niej prawdopodobny.

XLVJL Tetrahymenol

III. Uwagi końcowe

T rójterpeny cztero- i pięciocykliczne oraz sterole są doskonałym mo
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delem  do badania m echanizmów stereospecyficznych reakcji enzym atycz
nych ze względu na trw ałość szkieletów tych związków. Reakcje cyklizacji
2,3-oksydoskwalenu do trójterpenów  cztero- i pięciocyklicznych są ściśle 
stereospecyficzne. Wiadomo, że na przykład (3-amyryna może teoretycznie 
występować w 256 form ach stereoizomerycznych, podczas gdy układy 
enzym atyczne w ystępujące w roślinach w arunkują  pow staw anie tylko 
jednego enancjom eru. Dlatego też postęp w badaniach nad m echanizm am i 
biosyntezy związków tró jterpenow ych może przyczynić się do w yjaśnienia 
stereospecyficzności reakcji enzym atycznych (98, 99).

A rty k u ł w p łyn ą ł dn ia 28.1.1974, po re w iz ji a u to rsk ie j w rócił dn ia 12.3.1974.
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IG N A C Y ZENON SIEMION*

Spektroskopia Ramana w badaniach struktury białek 

Raman Spectroscopy in Investigation of Protein Structure

Spektroskopia Ram ana traktow ana jest w badaniach strukturalno-che- 
m icznych jako m etoda dopełniająca spektroskopię w podczerwieni (IR). 
W zakresie badań nad polipeptydam i i białkam i w ykazuje ona jednak w y
raźną przewagę nad spektroskopią IR. A to dzięki możliwości zastosowa
nia techniki ram anow skiej do roztworów wodnych badanych związków 
chemicznych.

Woda bardzo silnie absorbuje prom ieniowanie podczerwone w zakresie 
częstości charakterystycznych dla grup w związkach organicznych, co 
praktycznie nieom al wyklucza możliwość dokonania pomiarów widm 
absorpcyjnych tych związków w roztworach wodnych. W spektroskopii 
Ram ana bada się natom iast nie absorpcję, a rozproszenie promieniowania 
padającego na próbkę, i w ykorzystuje zjawisko niesprężonych zderzeń 
kw antów  prom ieniowania z badanym  ośrodkiem. Podczas zderzeń nie- 
sprężystych dochodzi do w ym iany energii między kw antem  promienio
wania, a cząsteczką. Energia kw antu podczas niesprężystego oddziaływania 
z cząsteczką może ulec zmianie — zm niejszeniu lub zwiększeniu — o takie 
porcje energii, k tóre odpowiadają przejściom między kwantowym i pozio
mami drgań w cząsteczce. Jako następstw o zderzeń niesprężystych, w roz
proszonym przez badany ośrodek prom ieniow aniu w ystąpią obok kwantów
o niezm ienionej energii, kw anty różniące się odpowiadającą ich energii 
długością fali od długości fali źródła prom ieniowania. Można je zaobserwo
wać jako dodatkowe linie w widm ie prom ieniowania rozproszonego przez 
próbkę. L inie pow stające w w yniku oddania części energii kw antów  czą
steczkom noszą nazwę linii Stokesa, te zaś, które pow stają w w yniku akce
ptacji przez kw anty  energii cząsteczek — linii antystokesowych. L inia wid
ma prom ieniow ania rozproszonego o niezm ienionej długości fali nosi nazwę 
linii Rayleigha. Schem atyczny obraz zachodzących podczas zderzeń nie
sprężystych procesów przedstaw ia rycina 1.

Z uwagi na fakt, że większość cząsteczek w ystępuje w niewzbudzonym 
stanie podstawowym, pow staw anie linii stokesowych, związane z oddawa
niem  części energii kw antów  cząsteczkom, jest bardziej prawdopodobne 
niżeli proces, prowadzący do pojawienia się linii antystokesowych. Linie 
stokesowe są więc intensyw niejsze od antystokesow ych i one są w pierw 

* Prof, dr hab., Instytut Chemii, Uniwersytetu im. B. Bieruta, Wrocław.
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szym rzędzie przedm iotem  analizy. Widmo ram anowskie, podobnie jak  
widmo IR, daje inform acje o poziomach energetycznych drgań w cząstecz
ce. Współczesny zapis widma Ramana jest w pełni analogiczny do zapisu 
widm a w podczerwieni i w skazuje w skali częstości (cm-1) energie drgań

L
a b c d

Ryc. 1. Diagram poziomów energetycznych obrazujący efekt Ramana (1):
a) lin ia  R ayleigha — energia kw antów  prom ieniow ania padającego na próbkę jest równa 

energii k w antów  prom ieniow ania rozproszonego,
b) lin ia  Stokesa — energia kw antów  prom ieniow ania rozproszonego przez próbkę jest  

m niejsza od energii kw antów  prom ieniow ania padającego na próbkę o porcję energii 
równą energii w zbudzenia określonego drgania w  cząsteczkach próbki,

c) lin ia  antystokesow a — energia k w antów  prom ieniow ania rozproszonego jest zw iększona  
o porcję energii odpow iadającą energii określonego drgania w  cząsteczkach,

d) energia w zbudzenia określonego drgania w  cząsteczkach próbki (podczerw ony zakres 
prom ieniow ania elektrom agnetycznego)

poszczególnych grup atomów w badanej cząsteczce. W odróżnieniu jednak 
od spektroskopii IR, w której natężenie pasm absorpcji jest wykładniczą 
funkcją stężenia badanej substancji, natężenie linii w  widm ie Ram ana 
w yraża z dobrym  przybliżeniem  liniowa funkcja stężenia.

Porów nanie spektroskopii IR i spektroskopii Ram ana ujaw nia jednak 
obok podobieństw zasadnicze różnice. Pojaw ienie się pasm absorpcji w  pod
czerwieni związane jest ze zmianam i podczas drgań momentów dipolowych 
poszczególnych wiązań chemicznych. Silne pasma absorpcji w widm ie IR 
przejaw iają w szystkie grupy polarne, jak karbonylowa, hydroksylowa
i amidowa (C =  0 , —OH, —NH—). W ystępowanie odpowiednich linii 
w widmie Ramana wiąże się natom iast ze zm ianam i polaryzowalności w ią
zań chemicznych, te zaś są silniejsze właśnie dla drgań grup niepolarnych. 
Silne linie Ramana dają więc na ogół, mało ak tyw ne w widm ie IR grupy, 
jak  C — C, S—S, C—S. Sytuację tę unaocznia rycina 2, na k tórej porów
nano widmo IR oraz widmo Ram ana t-butylom etyloketonu.

Zjawisko niesprężystych zderzeń kw antów  prom ieniow ania z cząstecz
kam i w ykrył Ram an w roku 1928. R ejestracja widm  ram anowskich, z uw a
gi na bardzo m ałą intensywność św iatła rozproszonego niesprężyście, w y
wołanego naśw ietlaniem  przez lam pę rtęciową, była długotrwała. D odat
kowe kłopoty spraw iała nakładająca się na rozpraszanie ram anow skie 
fluorescencja próbek. Zasadniczy postęp w yrów nujący szanse stosowania 
spektroskopii Ram ana w  stosunku do szybciej uprzednio rozw ijającej się
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Ryc. 2. Porównanie widm IR, oraz Ramana, t-butylo-metyloketonu (2)
Strzałka w skazuje znaczny rela tyw n y spadek in tensyw ności pasm drgań rozciągających  
grupy karbonylow ej (około 1700 cm-1) i grupy m etylow ej (około 3000 cm -1), oraz wzrost 
in tensyw ności pasm  leżących  poniżej 1000 cm -1

spektroskopii IR, przyniosło zastosowanie w charakterze źródła prom ienio
wania laserów. Laserowe źródła prom ieniowania stosowane w spektros
kopii ram anowskiej pracują w w idzialnym  zakresie widma. Zastosowanie 
lasera, w ielokrotnie zwiększając szybkość zapisu widma, poważnie ogra
nicza również możliwość fluorescencji próbek. Przeniesienie pom iaru do 
zakresu widzialnego dodatkowo upraszcza problem y konstrukcji soczewek 
skupiających i siatek dyfrakcyjnych, oraz umożliwia użycie szkła jako 
elem entu konstrukcyjnego. Uproszczony schem at współczesnego laserowe
go spektom etru Ramana przedstaw ia rycina 3.

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

Możliwość zastosowania spektroskopii Ram ana do badania s tru k tu ry  
białek rozważał jeszcze w 1938 roku E d s a 11 (3). W 1958 G a r f i n k e l
i E d s a 11 (4) przedstaw ili w ykonane tradycyjną techniką widmo ram a- 
nowskie lizozymu. Dziesięć lat później T o b i n opublikował pierwsze wid
ma ram anowskie krystalicznych białek: lizozymu, pepsyny i a-chym otryp- 
syny wykonane przy użyciu laserowego źródła prom ieniow ania (5). Szyb
ko narastająca w ostatnim  pięcioleciu liczba publikacji z tej dziedziny 
badań wywołała pojawienie się ostatnio kilku opracow ań przeglądowych 
(6—9). Szczególne nadzieje, jeśli chodzi o zastosowanie spektroskopii Ra
m ana w badaniach nad białkami, budzi możliwość stosowania roztworów 
wodnych białka i w związku z tym  możliwość bezpośredniego porównania 
widma białka w fazie stałej i w roztworze. Cząsteczki wody dają bardzo 
słabe własne rozpraszanie ram anowskie w charakterystycznym  dla białek 
przedziale częstości 300— 1700cm_1. Jednakże, w widm ach ram anowskich 
wodnych roztworów białek obserwuje się znaczną intensywność zaciem
niającego obraz tła. Pojaw ienie się tła wiązano bądź z wpływem  zanie
czyszczeń fluoryzujących (10), bądź z rozpraszaniem  ram anow skim  czą
steczek wody silnie związanych z polarnym i obszarami powierzchni czą
steczki białka (11— 12), bądź z brakiem  optycznej homogenności prób (13). 
W ydaje się jednak (14), że zjawiska tego nie można sprowadzić do pros
tych  procesów ram anowskich lub fluorescencyjnych.

Jak  wiadomo, podstawowe inform acje o konform acji łańcucha polipep- 
tydowego czerpie się w zakresie spektroskopii IR z analizy charak terys
tycznych częstości grupy amidowej. Częstości te ulegają w widmie ram a
nowskim poważnym m odyfikacjom. Intensywność pasma Amid I, związa
nego głównie z drganiam i rozciągającym i grup Jsarbonylowych wiązań 
amidowych (vc_o) jest w widm ie Ramana zredukowana, zaś pasmo Amid II 
przypadające na zakres ok. 1550cm-1 zanika praw ie kom pletnie. Zmienia 
się również wkład poszczególnych składowych pasm  w ogólny obraz w id
ma. Szczególnie w yraźnie uw ypukla się to na przykładzie pasma Amid I 
dla łańcucha polipeptydowego w (3-antyrównoległej konform acji. K onfor
m ację taką stwierdzono w przypadku poliglicyny I. Kom órkę elem entarną 
k ryształtu  poliglicyny stanowią 4 reszty aminokwasowe ulokowanej po 
dwie w dwu antyrów noległych łańcuchach polipeptydowych. Zgodnie 
z wyliczeniam i M i y a z a w y  (15) można w tym  przypadku oczekiwać 
rozszczepienia pasma Amid I na podpoziomy, oznaczone jako A, Bx, B2 B 3,
o różnicach fazowych drgań odpowiednio v(0,0), v(0,rc), v(jt,0) i v(3x,3t). 
P ierw sze drganie (typu A) jest całkowicie sym etryczne i nie przejaw ia się 
w widmie IR. W widmie IR poliglicyny obserw uje się natom iast pasma od
powiadające drganiom  Bj i B2 (1687 i 1644cm“ 1). W widm ie ram anow skim  
poliglicyny (16— 17) pojedyńcze pasmo Amid I w ystępuje przy 1674cm_1. 
Podobnie, pojedyncze pasma Amid I znaleziono dla poli-L-lizyny przy
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(1672cm-1) (18) i heksa-L-alaniny (19) w konform acji |3-antyrównoległej. 
Sugeruje się (9), że pojedyncze pasmo Amid I widma ram anowskiego 
s tru k tu ry  j3-antyrównoległej peptydu odzwierciedla nieaktyw ne w zakresie 
podczerwieni drgania typu  A, które, jak można stąd wnosić, dom inuje 
w widmie ram anowskim .

Jak  wskazuje analizow any tu ta j przypadek, zakresy występowania po
szczególnych charakterystycznych pasm amidowych w widm ach IR i w w i
dm ach ram anow skich nie pokryw ają się ściślej, a obserwowane efekty 
m ają różne podłoża fizyczne. Wniosków, jakie określona technika badaw 
cza pozwala wyciągnąć odnośnie konform acji peptydu, nie można m echa
nicznie przenosić na g run t drugiej, pokrew nej techniki. Ilustrację takiego 
stanu rzeczy daje tablica I, w której zestawiono charakterystyczne czę
stości ugrupow ania amidowego w widmie Ramana, oraz w widmie IR, 
poliglicyny I:

T a b e la  8

Porównanie charakterystycznych częstości ugrupowania amidowego w widmach 
R i IR poliglicyny I (16)

Raman IR Przyporządkowanie pasma

3301M 3308S Amid A
3088M Amid B

1674S 1685M Amid I
1636S Amid I

1564W Amid II
1515W 1517S Amid II
1234S 1236M Amid III
1220W 1214W Amid III

708S Amid V
601W 628W Amid VI

589M Amid IV
207W 217W Amid VII

S —  pasm o silne, M  —  p asm o  średniej intensywności, W  —  pasm o słabe

II. Określenie konformacji łańcucha polipeptydowego na podstawie widm  
ramanowskich

Jak  wykazały badania nad spektroskopią IR białek i polipeptydów 
znaczenie diagnostyczne przy określeniu konform acji łańcucha polipepty
dowego może mieć położenie w widmie charakterystycznych pasm ugrupo
wania amidowego. Badania ostatnich lat w ykazały wyraźnie, że analogicz
ne nadzieje można wiązać ze spektroskopią Ramana. Szczególnie obiecujące 
w ydaje się być tu ta j zwłaszcza pasmo Amid III.

Badając widmo ram anow skie wodnego roztw oru lizozymu zaobserwo
wał L o r d  (13) rozszczepienie tego pasma na trzy  składowe, w ystępujące
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przy  1240, 1262 i 1274cm_1. Ponieważ natyw ny lizozym zawiera obszary
0 trzech różnych typach konform acji łańcucha polipeptydowego: a-heliks, 
s tru k tu ry  $-antyrównoległej, oraz s tru k tu ry  nieuporządkow anej (aperio- 
dycznej), nasuwał się wniosek, iż trzy  składowe pasma Amid III w widmie 
Ramana tego białka odpowiadają tym  trzem  typom  struk tu ry . W widmie 
Ram ana roztworu wodnego rybonukleazy obserwował natom iast L o r d  
(20) ty lko dwie składowe pasma Amid III (przy 1240 i 1262cm-1), które 
przyporządkował odpowiednio konform acji heliks (1262cm_1) i konfor
macji aperiodycznej (1240cm_1). W przypadku a-chym otrypsyny składowe 
pasm a Amid III w ystąpiły przy 1245 i 1260cm-1, a więc podobnie jak  to 
miało m iejsce dla rybonukleazy. M ankam entem  dokonanych przez Lorda 
przyporządkowań była jednak ta okoliczność, że zarówno w rybonukleazie, 
jak i a-chym otrypsynie s truk tu ra  helikalna stanowi tylko niew ielką część 
cząsteczki. Dlatego w dalszej pracy (21) dokonał Lord rew izji wcześniej
szych przyporządkowań, postulując, iż składowa w ystępująca przy ok. 
1260cm-1 związana jest raczej ze s tru k tu rą  {3-antyrównoległą, składowa 
w ystępująca ok. 1240cm-1 odnosi się do obszarów aperiodycznych, zaś 
składowa będąca wkładem  stru k tu ry  heliksalnej przypada na najwyższe 
częstości. Na podstawie tych ustaleń zinterpretow ał Lord z konform acyj- 
nego punktu  widzenia widma Ramana album iny surow icy krw i wołu oraz 
(3-laktoglobuliny. W ykorzystał je również (22) dla w yjaśnienia zmian kon- 
form acyjnych zachodzących podczas denaturacji lizozymu, wywołanej 
obecnością dużych stężeń brom ku litu. C entrum  pasma Amid III prze
mieszcza się podczas takiej denaturacji z zakresu 1260cm_1 do zakresu 
1245cm-1, co zdaniem Lorda oznacza zanik uporządkowania s tru k tu ry  łań 
cucha polipeptydowego białka. Widmo Ram ana lizozymu nie zmienia się 
natom iast przy ogrzew aniu kwaśnego (pH 5) roztw oru białka aż do tem 
p era tu ry  75°C.

Poczynione przez Lorda uogólnienia podważają jednak w znacznej m ie
rze badania Y u i L i u (23). Autorzy ci porównali widma ram anow skie 
trzech konform acji glukagonu. Wiadomo, iż hormon ten w stanie k ry sta 
licznym przybiera w około 75% konform ację helikalną, zaś jego świeżo 
przyrządzony roztw ór wodny ma chaotyczną struk tu rę  łańcucha. P rzy  
dłuższym  staniu  roztwór wodny glukagonu przekształca się w żel zaw iera
jący cząsteczki o f3-antyrównoległej konform acji łańcucha. Zm iany te 
uwidaczniają się w widm ach ram anowskich przesunięciam i pasma Amid 
III polipeptydu z zakresu 1266cm_1 (a-heliks), do zakresu 1248cm_1 (struk
tu ra  nieuporządkowana), a następnie 1232cm_1 (konformacja (3-antyrów- 
noległa). Równocześnie pasmo Amid I przesuw a się z zakresu 1658cm-1 
do 1640, a następnie 1672cm-1. Należy tu ta j zauważyć, że dokonane na tej 
podstawie przyporządkowanie określonych zakresów częstości pasm  Amid
1 i Amid III poszczególnym typom  s tru k tu ry  łańcucha polipeptydowego 
pozostaje w dosyć dobrej korelacji z w ynikam i uzyskanym i dla syntetycz
nych polimerów aminokwasowych o znanej konform acji łańcucha. I tak,
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F a n c o n i i wsp. (24) stw ierdzili, iż w przypadku poli-L-alaniny w kon
form acji heliks pasmo Amid I przypada na 1660, a Amid III na 1264cm-1. 
Dla poliglicyny I (konformacja (3-antyrównoległa) pasma te  przypadają 
odpowiednio na 1674 i 1234cm-1 (16).

W idma ram anow skie szeregu poliaminokwasów zbadał K o e n i g ,  
otrzym ując w szczególności dane dotyczące heliksalnej konform acji poli- 
-L-alaniny (25), poli-L-lizyny (26), oraz poli-L-leucyny i poli-y-benzylo- 
-L-glutaminowego kwasu (27). Pasmo Amid I występowało na ogół w re 
jonie 1652cm~\ Pasm o am id III identyfikow ał Koenig w zakresie 1310— 
1330cm_1. Dla poliaminokwasów w konform acji (3-antyrównoległej pasmo 
Amid I wystąpiło przy 1663— 1668cm-1, zaś pasmo Amid III wykazywało 
s tru k tu rę  złożoną, z silną linią w rejonie 1230— 1236cm_ł (9).

Przyporządkow anie określonych zakresów częstości konform acji nie
uporządkowanej jest zdaniem Koeniga (9) zamierzeniem  dosyć wątpliwym . 
Dla poliaminokwasów w tej konform acji znalazł on wartości częstości 1649
i 1247cm-1 w przypadku poliglutam inianu sodu oraz 1657cm~1 w przy
padku poli-L-lizyny (26). Zdaniem  L o r d a  (13) dla poli-glutam inianu 
sodu odpowiednie wartości wynoszą 1665 i 1248cm_1.

Oddzielnym wreszcie problem em  jest przyporządkowanie odpowiednich 
częstości widma ram anowskiego konform acji (3-równoległej. Znaczne ilości 
tej rzadko w ystępującej konform acji zawiera łańcuch polipeptydowy kar- 
boksypeptydazy A. Porów nując widma ram anowskie białka w stanie k rys
talicznym  i w roztworze wodnym  Y u i J  o (28) stwierdzili, że składowe 
pasma Amid III w ystępują w pierwszym  przypadku przy 1247 i 1270cm_1, 
zaś w drugim  — przy 1243 i 1270cm_1. Składowa w ystępująca przy 
1270cm-1 jest ich zdaniem  związana ze stru k tu rą  heliksalną, zaś zakres 
1243—47cm_1 odpowiada nie tylko obszarom aperiodycznym , lecz również 
łańcuchom  polipeptydow ym  w konform acji ^-równoległej.

Jak  można wnosić z przedstawionego m ateriału, spektroskopia Ramana 
istotnie budzi określone nadzieje, jako metoda przybliżonego szacowania 
zawartości poszczególnych typów konform acji łańcuchów polipeptydowych 
w białkach. Jednym  z ostatnich przykładów  jej zastosowań na tym  polu 
jest praca Y u i wsp. poświęcona badaniu widm ram anowskich insuliny
i proinsuliny (29). Analiza ta  wykazała, iż „część insulinow a” w proinsuli- 
nie ma konform ację łańcucha peptydowego bliską konform acji insuliny, 
znaczna część łańcucha C proinsuliny natom iast posiada konform ację he
liksalną. Potw ierdzenie tej konkluzji innym i m etodami badawczymi mo
głoby być ważkim argum entem  świadczącym o dużej przydatności spek
troskopii Ramana w badaniu konform acji białek.

III. Badanie konformacji poliproiiny

Porównanie widm  Ramana (30) poliproiiny I (praw oskrętny 103 heliks 
z wiązaniami amidowym i w konform acji cis) i poliproiiny II (lewoskrętny

7 P ostępy B iochem ii
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heliks z wiązaniami amidowym i w konform acji trans) wykazało istnienie 
szeregu różnic w widmach, mogących stanowić oparcie w badaniach s tru k 
tu ry  oligomerów prolinowych. W szczególności, widmo Ram ana polipro- 
liny I zawiera unikalne linie przy 363, 662 i 781cm-1. W yraźne różnice 
w ystępują w zakresie intensywności pasma Amid I, oraz pasm położonych 
przy 1264 i 1239cm-1. Porównanie widma Ram ana poliproliny (10) oraz 
polihydroksyproliny (31) w ykonanych w fazie stałej oraz roztworów wod
nych tych polipeptydów wskazuje przy tym, iż wyjściowa konform acja 
jest zachowana po rozpuszczeniu peptydu w wodzie. W idma Ram ana oli
gomerów proliny, zaw ierających 3—5 reszt prolinowych w łańcuchu (30) 
wskazują, iż peptydy te przybierają w roztworze wodnym  konform ację 
poliproliny II.

IV. Badanie konformacji mostków dwusiarczkowych

Wysoka intensywność linii widma Ramana związanych z drganiam i 
rozciągającymi wiązań C—S i S—S czyni spektroskopię Ram ana obiecu
jącym narzędziem  badań nad konform acją mostków dw usiarczkowych 
w białkach. Sugeruje się również (32) możliwość użycia tej m etody ba
dawczej do ilościowego określenia występowania mostków dwusiarczko
wych w białkach błon komórkowych, co jest nadzwyczaj trudne do osiąg
nięcia na innych drogach.

Analizując położenie, oraz intensywność linii widma Ramana, związa
nych z drganiam i rozciągającym i wiązań C—S i S—S w serii m odelowych 
związków o znanych z analizy ren tgenostrukturalnej w artościach kąta 
dwuściennego ugrupowania C—S—S—C L o r d  (13) doszedł do wniosku, 
iż wartości tego kąta są proporcjonalne do stosunku intensyw ności linii

Y  ~s-  W widmie Ramana lizozymu silna linia drgań vs_s w ystępuje
l s - s

przy 509cm- ł , w rybonukleazie linia ta  jest słabsza i przesunięta do za
kresu 516cm_1. Na podstawie wyników uzyskanych dla serii substancji 
wzorcowych określił Lord wartość kąta dwuściennego mostków dw usiarcz
kowych lizozymu na około 114°, zaś rybonukleazy na około 104°. W przy 
padku a-chym otrypsyny (20) linia drgań vs_s w ystępuje przy 511cm-1 i jest 
rozmyta, co może, zdaniem Lorda, sugerować, że poszczególne m ostki dw u- 
siarczkowe tego białka różnią się konform acją. Dla (3-laktogluobuliny 
określił Lord (21) w analogiczny sposób konform ację mostków dw usiarcz
kowych jako podobną do konform acji tych m ostków w lizozymie. Stosując 
podejście Lorda, Y u i wsp. (33) stw ierdzili wreszcie, że w ew nątrzłańcu- 
chowy mostek dwusiarczkowy w insulinie różni się konform acją od dwu 
pozostałych mostków tego białka.

Półilościowe badania Lorda poddał jednak ostatnio krytyce S c h e r a -  
g a (34), przeprowadzając dokładne pom iary widm ram anowskich szeregu
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związków modelowych o znanych wartościach kąta dwuściennego grupy 
C—S—S—C. Związki modelowe zostały dobrane przy tym  w ten sposób, 
aby różniąc się w artością kąta dwuściennego w ugrupow aniu C—S—S—C, 
m iały w przybliżeniu jednakowe konform acje ugrupow ania C—S—S—C, 
tzn. aby kąt dwuścienny związany z możliwością rotacji wokół wiązania 
C—S nie odbiegał znacznie od w artości typowej dla konform acji skośnej 
(gauch). W ynikało to stąd, iż wcześniejsze badania M i y a z a w y (35) 
wykazały, że położenie pasma vs_s zależy od przestrzennej orientacji (3-ato- 
mów węgla przy m ostku dwusiarczkowym. Dla dobranej w ten  sposób 
serii związków Scheraga uzyskał liniową zależność między położeniem 
pasma vs_s, a wartością kąta dwuściennego ugrupowania C—S—S—C, przy 
czym najwyższe wartości częstości linii przypadały na wartość kąta dw u
ściennego bliską 90° (Tablica 2). W ynik ten  świetnie koreluje z wylicze
niam i B o y d a (36), k tóry  ustalił, że wiązanie S—S jest najsilniejsze po
dówczas, gdy kąt dwuścienny w ugrupow aniu C—S—S—C jest rów ny 90° 
(w tej sytuacji dochodzi do m inim alizacji sił odpychania elektrostatycz
nego pomiędzy 3pjt orbitalam i wolnych par elektronow ych na atom ie siar
ki). Ustalona zależność pozwoliła przewidzieć konform ację mostka dw u-

Tabela 2

Zależności między wartościami kąta dwuściennego w ugrupowaniu C-S-S-C, a częstością linii
vs-s (^4)

Związek ł-s-scm-1 wartość kąta (p

N—CH3

i !
H’c - \ | ^ o

(bezwodnik epiditiosarkozyny)

/ ° \
\ /

486 10°

/ \  
\ s —S /

(4-podstawione ditiolany)

492 22°

D,L-6,8-tiooktowy kwas 501 35°
amid kwasu D,L-6,8-tiooktowego

/ y \  

\ / \  ^

496 ok. 35°

{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 różne 
szczepy Aspergillus niger  — m alform iny A. Przew idyw anie oparte o dane 
spektroskopii Ram ana wykazało całkowitą zgodność z wartościam i w yzna
czonymi z danych spektroskopii UV. Jeśli jednak liniowa zależność między 
wartościam i częstości linii vs- s w widmie Ram ana a w artościam i kąta  dwu- 
ściennego w ugrupow aniu C—S—S—C daje się z pożytkiem  zastosować do 
ustalania konform acji mostków dwusiarczkowych, to nie daje się, ustalić 
żadnej korelacji pomiędzy konform acją mostka, a intensywnością linii 
vc_s i vs_s. Badania Scheragi, potw ierdzając słuszność głównej m yśli Lor
da, wnoszą więc równocześnie istotne korekty do jego wyników.

Niedawna praca B r u n n e r a  i S u s s n e r a  (37) zwraca uwagę na 
inną jeszcze możliwość spożytkowania danych spektroskopii ram anowskiej 
w badaniach nad m ostkam i dwusiarczkowym i białek. Stw ierdzili oni m ia
nowicie, iż linia vs_s lizozymu zanika w tem peratu rze 76°, tj. w tem pera
turze odwracalnej term icznej denaturacji tego białka. Zdaniem  wym ienio
nych wyżej autorów, ma to być w ynikiem  towarzyszącego denaturacji 
zerwania wszystkich m ostków dwusiarczkowych w  białku.

V. Badanie różnic konformacyjnych białek w roztworze wodnym i fazie
stałej

Porównanie widma Ramana białek krystalicznych i ich wodnych roz
tworów może być ważkim argum entem  w dyskusji tyczącej ew entualnych 
zmian konform acji białek podczas ich krystalizacji. Porów nania takie prze
prowadził ostatnio K o e n i g  (9), oraz, niezależnie Y u i wsp. (28, 38). 
Linie widma Ramana białka w roztworze są ostrzejsze, niż w w ykonanym  
dla fazy stałej. Dokonane przez Yu i wsp. porównanie w idm  liofilizowa
nego proszku rybonukleazy trzustkow ej, pojedynczego kryształu  tego biał
ka, oraz jego wodnego roztworu, wykazało istnienie w yraźnych różnic 
w zakresie intensywności linii arom atycznej reszty tyrozonowej. Zm iany 
konform acji m ają więc głównie zakres lokalny, ograniczony do m ikrooto- 
czenia reszt tyrozynowych „zam askow anych” w hydrofobow ym  w nętrzu 
cząsteczki. Porównanie pasm Amid III pozwala natom iast przypuszczać, że 
konform acja łańcucha polipeptydowego jest we wszystkich trzech przy
padkach jednakowa. Analogiczne porównania, wykonane dla lizozymu, w y
kazują, iż w tym  przypadku w liofilizacie białka m ają miejsce zm iany 
konform acji tak  łańcucha bocznego, jak i łańcucha polipeptydowego. 
Stwierdzono również istnienie różnic konform acji reszt tyrozyny i feny- 
loalaniny w krysztale lizozymu, i w roztworze w odnym  tego białka, acz
kolwiek obserwowane efekty mogą być w dużej m ierze w yw ołane różni
cami w solwatacji reszt arom atycznych.

Szczególnie interesujące w yniki uzyskano ostatnio w tym  zakresie 
w badaniach nad białkam i jadu węży: kobry Naja haje — a-neurotoksyną,
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i dwoma zasadowymi białkam i jadu kobry Na ja na ja: kobram iną A i ko- 
bram iną B (28, 39). Pierw sze z w ym ienionych białek zbudowane jest z 61 
reszt aminokwasowych, zawiera cztery mostki dwusiarczkowe i jedną 
tylko resztę tyrozynow ą „zam askow aną” we w nętrzu cząsteczki. Zmierzo
ny  eksperym entalnie stosunek intensywności linii reszty tyrozynowej, 
przypadających na częstości 644, 828 i 853cm-1, wynosi 0,5:1,0:0,5. Sto
sunek tak i proponuje Yu uznać za charakterystyczny dla „zam askow anej” 
reszty  tyrozynow ej. Z drugiej strony  w widm ie modelowego peptydu gli- 
cylotyrozyny stosunek intensywności tych linii wynosi 0,7:1,0:1,4, co 
z kolei można uznać za wielkość typow ą dla reszty tyrozynowej ekspono
w anej w  k ierunku  fazy wodnej.

K obram ina B zbudowana jest z 52 reszt aminokwasowych. Łańcuch 
polipeptydow y tego białka usztyw nia trzy  mostki dwusiarczkowe. Łańcuch 
nie zawiera ani tryptofanu, ani też histydyny, lecz zawiera trzy  reszty 
tyrozynowe. Stosunek intensywności linii reszt tyrozynowych w widmie 
Ram ana kobram iny B wynosi 0,5:1,0:0,5, co zgodnie z przedstaw ionym i 
wyżej przesłankam i można uznać za dowód, iż wszystkie reszty tyrozyno
we tego białka są „zam askowane” we w nętrzu cząsteczki. Dopiero w tem 
peraturze 85° stosunek intensywności linii zmienia się, przyjm ując w ar
tości charakterystyczne dla eksponowanych reszt tyrozynowych. Analo
giczne badania kobram iny A wskazały, że również w tym  białku wszyst
k ie — w liczbie czterech — reszty tyrozynow e są „zam askowane”.

Zm iany intensywności linii reszt arom atycznych obserwowane przy 
porów nyw aniu widm  Ramana białek krystalicznych, liofilizowanych, i ich 
roztworów wodnych, można więc z dużym  praw dopodobieństwem  in ter
pretow ać jako przejaw  większego, lub mniejszego, odsłaniania tych  reszt. 
Niezależnie od tego, przedstaw ione przez Yu podejście badawcze może po
służyć do szybkiej orientacji o m ikrootoczeniu reszt tyrozynowych w na- 
tyw nym  białku. I tak  np. z faktu, iż stosunek intensywności reszt tyrozy
nowych w widmie ram anow skim  rybonukleazy A wynosi 0,6:1,0:0,8 można 
wnosić, że trzy  reszty  tyrozynow e tego białka są „zam askowane”, zaś jed
na jest odsłonięta. Podobnie, stosunek intensywności linii reszt tyrozyno
w ych w widm ie Ram ana insuliny pozwala wnioskować, że wszystkie reszty 
tyrozynow e insuliny są odsłonięte.

VI. Drgania cząsteczek białka jako całości

Niedawno B r o w n  i wsp. (40) w ykorzystując ulepszoną technikę ba
dawczą, uzyskali w idm a Ram ana a-chym otrypsyny w zakresie częstości 
leżących poniżej 50cm-1. Do pom iarów wykorzystano tak  białko k ry sta 
liczne, jak jego liofilizowany proszek, i w rozm aity sposób preparow ane 
filmy. Niezależnie od sposobu przygotowania próbki, w widmie Ramana 
w ykryw ano obecność linii o częstości 29cm_1. Linia nie występowała na
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tomiast w białku zdenaturow anym  za pomocą siarczanu dodecylu. Zda
niem  Browna i wsp. wskazana linia widma Ram ana musi odzwierciedlać 
drgania obejm ujące całą cząsteczkę białka, bądź jego znaczne fragm enty  
i prawdopodobnie związane jest z właściwą białku natyw nem u periodycz
nym  drganiom  cząsteczki białka, jako całości.

VII. Rezonansowa spektroskopia Ramana w badaniach białek

Rezonansowa spektroskopia Ramana może się stać perspektyw iczną 
m etodą badania oddziaływań związków niskocząsteczkowych, jak  koen
zymów, substratów  enzymów i inhibitorów, z białkiem . Ta interesująca 
modyfikacja techniki ram anowskiej polega na naprom ieniow aniu badanej 
próbki w takim  zakresie prom ieniowania elektrom agnetycznego, w k tórym  
następuje wzbudzenie elektronow e badanej substancji. P rzy  spełnieniu te 
go wymogu intensywność rozproszenia ram anowskiego wzrasta o kilka 
rzędów. Rezonansowa spektroskopia Ram ana pozwala więc znacznie ogra
niczyć stężenie badanej próbki. W przypadku białek zaw ierających rdzeń 
porfirynow y można uzyskać widmo Ramana już przy stężeniu 2mg/ml, 
podczas gdy w norm alnej technice badawczej w ym agane jest stężenie około 
100mg/ml. Rezonansowe widmo Ram ana zawiera silne linie składnika 
ulegającego wzbudzeniu: w przypadku chrom oproteidów będą to na p rzy 
kład związane z białkiem  cząsteczki barw nika. Pozwala to śledzić zm iany 
widma związanego z białkiem  barw nika w izolacji od tła, jakim, przy uży
ciu dużych stężeń, stanow iłyby linie widma Ramana samego białka.

Technika rezonansowej spektroskopii Ramana została w pierwszym  
rzędzie w ykorzystana do badania hemoglobiny (41, 42), oraz cytochrom u c 
(43, 44). Jak  wiadomo, odwracalne wiązanie tlenu  przez hemoglobinę w y
wołuje w yraźne przesunięcie atom u żelaza w hemie: w dezoksyhem oglo- 
binie atom  żelaza leży nieco ponad płaszczyzną układu porfirynowego, zaś 
w hemoglobinie utlenow anej — w płaszczyźnie tego układu (45). Zgodnie 
z danym i B r u n n e r a  (41) zmiana ta uwidacznia się w widmie Ram ana 
hemoglobiny przesunięciem  linii drgań rozciągających ugrupow ania 
=  C—N rdzeni pirolowych z zakresu 1355cm-1 do zakresu 1376cm_1, oraz 
przesunięciem  linii drgań zginających grup C—H z 1210 do 1233cm_1. 
Danych tych nie potwierdza jednak praca S t r e k a s a  (42), k tóry  w pro
cesie utlenowania hemoglobiny obserwował bardzo m ałe zm iany widm a 
ramanowskiego, sprowadzające się do pojawiania się charakterystycznych 
dla pochodnych z atom em  żelaza ulokowanym  w płaszczyźnie układu por
firynowego, nowych linii przy 1589 i 1638cm-1. Badacz ten stw ierdził na
tom iast istnienie w yraźnych różnic w widm ach Ram ana zredukow anego 
i utlenionego cytrochrom u c, przy czym zauważył, iż widmo Ram ana zre
dukowanej postaci cytochromu jest podobne do widma oksyhemoglobiny.

Technikę rezonansowej spektroskopii Ramana w ykorzystali również
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ostatnio C a r e y i wsp. (46) do badania procesu wiązania barw nika (me- 
tyloranżu) przez album inę surowicy wołu. Technika ram anowska umożli
wia wykonanie pom iaru przy nikłych stężeniach barw nika, wynoszących 
10- 5M. Widmo kom pleksu barw nika z białkiem  jest odmienne od widma 
barw nika w roztworze wodnym, jest zaś bardzo podobne do widma barw 
nika w fazie stałej. Zdaniem  C arey’a i wsp. można stąd wnosić iż barw nik 
nie jest absorbowany na powierzchni cząsteczki białka, lecz przenika do 
w nętrza cząsteczki. Dokładna analiza widm Ramana wykazała przy tym , że 
konform acja rdzeni arom atycznych barw nika w jego kompleksie z biał
kiem  jest podobna do konform acji tych rdzeni w roztworze wodnym  barw 
nika, oraz, że grupa SO r barw nika oddziaływuje z dodatnio naładowym  
obszarem cząsteczki białka.

A rty k u ł w p łyn ą ł dnia 14.2.1974, w ró c ił po re w iz ji a u to rsk ie j dnia 5.3.1974.
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JA W IG A  SK IE R C Z Y Ń S K A  *

Elektryczne właściwości błon komórkowych 

Electrical Characteristics of the Celi Membran-es

Błony biologiczne są wysokoopornymi strukturam i, charakteryzujący
m i się dużą pojemnością elektryczną i selektyw ną przepuszczalności. Pod 
względem właściwości elektrycznych w ykazują one wiele podobieństw. 
Wciąż jeszcze jest jednak zbyt mało eksperym entalnych danych, aby oma
wiać i porównywać właściwości elektryczne błon różnych organelli ko
mórkowych. Ograniczym y się zatem  do omówienia tu  tylko błon pokry
w ających powierzchnię protoplastu (błon plazmatycznych), ponieważ ich 
właściwości elektryczne poznano dotychczas stosunkowo najlepiej. Dane 
eksperym entalne pochodzą z badań głównie dużych pojedyńczych komórek 
nerwowych, m ięśniowych oraz międzywęzłowych kom órek glonów z rodzi
ny  Characeae.

Potencjał spoczynkowy (Em), opór (R) i pojemność (C) są podstawowy
mi wielkościami stosow anym i przy opisach elektrycznych właściwości 
błon. Potencjałem  spoczynkowym nazywam y różnicę potencjałów elek
trycznych (inaczej napięcie elektryczne) jaka istn ieje między dwoma 
punktam i leżącymi po obu stronach błony tuż przy jej powierzchniach. 
P rzy  omawianiu wartości oporu i pojemności błon, podaje się zwykle w ar
tości oporu jednostkowego (k£2 cm2) i pojemności jednostkowej (mJF1 cm -2) 
tj. oporu i pojemności jaki w ykazuje jednostka powierzchni błony, jeżeli 
prąd skierowany jest prostopadle do niej.

Na podstawie pom iaru oporów i pojemności wylicza się stałą czasową
R

błony: t  =  RC i stałą przestrzenną: À =  , gdzie Rm — opór błony

przeliczony na jednostkę długości cylindrycznej komórki, Ra i Rj — opory 
ośrodka zewnętrznego i wewnętrznego.

I. Potencjał spoczynkowy i czynnościowy

Pierwsze pom iary potencjału spoczynkowego, w ykonali H o d g k i n  
i H u x l e y  w roku 1939 (40) oraz C u r t i s  i C o l e  w roku 1940 (25). 
Badali oni aksony nerw u, stosując m ikroelektrody wprowadzane do wnę
trza komórek.

Do pom iaru różnicy potencjałów  elektrycznych na błonie-stosuje się

* Doc. dr habil., Instytut Fizyki Uniwersytetu Marii Curie-Skłodowskiej, Lublin.
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przeważnie m ikroelektrody cieczowe; są to m ikropipety napełnione roz
tw orem  soli (zazwyczaj 3M KC1), połączone z apara tu rą  pom iarową po
przez elektrody chloro—srebrne lub kalomelowe (59). Mierzona takim i 
elektrodam i różnica potencjałów jest w zasadzie algebraiczną sumą kilku 
różnic potencjałów: rozważanego potencjału spoczynkowego błony, różnic 
potencjałów na granicy dwu różnych cieczy przy końcach m ikroelektrod 
i różnic potencjałów na granicy przylegającej do błony nieruchom ej w ar
stew ki roztw oru (11, 26). Analizując w ynik pomiarów, przyjm uje się, że 
wszystkie wym ienione wyżej różnice potencjałów są niewielkie w porów
naniu z różnicą potencjałów na błonie i mogą być pom inięte (26, 103).

Jak  wykazały eksperym enty cytoplazm a wszystkich kom órek jest elek
trycznie ujem na względem zewnętrznego ośrodka. Potencjał spoczynkowy 
błony plazm atycznej komórek zwierzęcych wynosi kilkadziesiąt m iliwol- 
tów, komórek roślinnych — około 150mV (13, 71, 81, 92, 93). W artość 
potencjału spoczynkowego błony plazm atycznej komórek roślinnych jest 
trudna  do określenia, ponieważ za znaczną część tego potencjału (~50m V ) 
odpowiedzialna jest ścianka komórkowa (81).

Potencjał spoczynkowy jest funkcją zarów no procesów życiowych ba
danego obiektu jak i szeregu czynników zewnętrznych m iędzy innym i 
tem peratury , oświetlenia, składu omywającego kom órkę roztworu. Na 
przykład przy wzroście w zew nętrznym  roztworze koncentracji jonów K + 
błona ulega depolaryzacji (tj. bezwzględna wartość jej potencjału spoczyn
kowego maleje), przy wzroście koncentracji H C O r — hyperpolaryzacji 
(bezwzględna wartość potencjału rośnie) (35), przy w ystępowaniu w roz
tw orze jonów N i+ następuje hyperpolaryzacja bądź depolaryzacja w zależ
ności od koncentracji tych jonów (1), w roztworze NaCl pojaw iają się 
spontaniczne oscylacje potencjału (76, 106). Błony są wrażliwe na zm iany 
pH zewnętrznego ośrodka. Jony H + (a także Ca++) ulegają adsorpcji na 
powierzchni błony powodując wzrost w artości potencjału spoczynkowego 
(65). Zm ianą koncentracji jonów H + tłum aczy się też wspomniane wyżej 
działanie na błony roztw oru zawierającego jony H C 0 3_ (35, 86).

Wielkości elektryczne błon kom órek roślinnych zm ieniają się silnie 
przy zmianach oświetlenia (5, 6, 15, 88, 107), zmiany potencjału spoczynko
wego zależą przy tym  od wartości pH w zew nętrznym  roztworze: np. przy 
pH 5,7 wyłączenie św iatła powoduje silną depolaryzację, przy pH 4,7 — 
hyperpolaryzację (19). Szybkość przebiegu procesu zależy od natężenia 
strum enia świetlnego (36). Badania w pływ u oświetlenia na potencjał spo
czynkowy wykazują, że reakcja fotosyntezy kontroluje zarówno przeni- 
kalność błon jak i pracę ,,elektrogenicznych pom p” (102). Istnieje szereg 
prac poświęconych działaniu inhibitorów  m etabolizmu na potencjał spo
czynkowy (10, 94, 102).

Zależność potencjału spoczynkowego od czynników zew nętrznych m a 
często przebieg skomplikowany; nie zawsze jest on przy tym  pow tarzalny. 
Jedną z przyczyn tego mogą być uszkodzenia błony powstałe w procesie
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wprowadzania m ikroelektrod. Na artefak ty , które w ystępują przy pom ia
rze param etrów  elektrycznych błony metodą m ikroelektrod zwraca ostat
nio uwagę kilku  autorów  (55, 80, 82, 87, 112).

Po zadziałaniu na błonę różnego typu bodźców (mechanicznych, elek
trycznych, chemicznych itp.) o natężeniu większym od pewnego natężenia 
progowego błona komórkowa ulega pobudzeniu, które przejaw ia się mię
dzy innym i w gwałtownej krótkotrw ałej zmianie wielkości i znaku na
pięcia elektrycznego. Jest to tak zwany „potencjał czynnościowy” (Ryc. 1). 
Czas trw ania tych zmian w kom órkach zwierzęcych wynosi kilka msek; 
w kom órkach roślinnych — kilka sekund (51). W czasie pobudzenia zmie
niają się zarówno własności elektryczne kom órki jak i mechaniczne: za
trzym uje się ruch  cytoplazmy, zmniejsza się ciśnienie w ew nętrzne (81).

- 100—

0A ms

Ryc. 1. Potencjał czynnościowy izolowanego aksonu kałamarnicy (39)

Przy  lokalnym  pobudzeniu potencjał czynnościowy rozprzestrzenia się 
po powierzchni kom órki z prędkością zależną od ośrodka zewnętrznego, 
w kom órkach nerw owych prędkość rozprzestrzeniania się im pulsu jest 
rzędu dziesiątków m etrów  na sekundę (34, 77), a w kom órkach roślin
n y c h —̂ .fialedwie kilku cm na sekundę (78, 108).

Szeroko stosowaną dziś metodą badań potencjału czynnościowego jest 
metoda szybkiej stabilizacji różnicy potencjałów na błonie na zadanym  po
ziomie i następnie badanie przepływającego przez błonę prądu (clamp 
method technique) (62).

W kom órkach nerw owych — jak wykazały pierwsze prace przeprow a
dzone tą  m etodą — podczas potencjału czynnościowego jony N a+ w pływ a
ją do kom órki a jony K + — w ypływ ają (22).

Istotną rolę w tw orzeniu się potencjału czynnościowego odgrywają 
dwuwartościowe jony (Ca++, Mg++) (12, 58, 97). Obecność jonów Ca+ + 
w ośrodku zew nętrznym  jest konieczna do tego, aby błona stała się po
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budliw a (97). Udział tych jonów w tworzeniu się potencjału czynnościo
wego nie jest całkowicie wyjaśniony. Szereg eksperym entów w skazuje na 
to, że podczas procesu pobudzenia jony Ca++ a także H + w ypływ ają z neu
ronów i kom órek mięśniowych (37, 49, 91, 105).

W komórkach roślinnych prądam i przepływ ającym i przez błonę w pro
cesie pobudzenia, są prawdopodobnie strum ienie w ypływ ających z kom ór
ki jonów C l" i K+ (28, 30, 44).

II. Opór i pojemność

Pojemności błon kom órek zwierzęcych i roślinnych zaw ierają się w gra
nicach od kilku dziesiątych do kilku M-Fcm-2, a opory w granicach od kilku 
dziesiątych do kilkudziesięciu a naw et kilkuset k ^ c m 2; w artości oporów 
wyższe od dziesięciu kQcm 2 w ykazują wyłącznie błony kom órek roślin
nych (22, 26, 90). W tabeli 1 podane są wartości oporu R i pojemności C, 
stałej przestrzennej X i stałej czasowej t  błon kom órek nerw u kała- 
m arnicy i kraba, kom órki mięśnia żaby i kom órki glonu Nitella translu-  
cens. (Wielkość t  określa czas, po upływie którego napięcie elektryczne 
przy gwałtownym  wyłączeniu prądu przepływającego przez błonę m aleje
o e gdzie e — podstawa log naturalnego; wielkość X określa długość odcin
ka kom órki na którym  napięcie, przy prądzie płynącym  wzdłuż kom órki, 
zmienia się o e- ł ).

Tabela 1
Parametry elektryczne błon różnych komórek (57)

Badany obiekt Opór błony 
R(ki2cm2)

Pojemność
błony

C(|xFcm-2)

Stała czasowa 
t  (msek)

Stała 
przestrzenna 
X (cm)

Autor

Nerw kałamarnicy 0,7 1 0,7 0,5
Nerw kraba 5,0 1 5,0 0,25 Katz (1966r)
Mięsień żaby 4,0 6 24,0 0,2
Nitella translucens 21,0 1 2,6 W i l l i a m s  

i wsp. (1964r)
--------- V , --------

Opór błony jest jednym  z najbardziej niestabilnych jej param etrów . 
W artość jego zależy bardzo silnie od szeregu czynników zew nętrznych 
m.in. od składu chemicznego zewnętrznego roztworu i tem peratury . I tak  
w zakresie pH 10— 6 opór pozostaje stały, natom iast w roztw orach bardziej 
kw aśnych i zasadowych m aleje (35, 65). P rzy  obniżaniu tem pera tu ry  opór 
w zrasta niemonotonicznie, co jest prawdopodobnie związane ze s tru k tu ra l
nym i zmianam i błony (109).

W artości oporu błony określane różnym i metodami w ykazują znaczne 
różnice. Przyczyny tych  różnic nie są dotychczas całkowicie w yjaśnione 
(26, 83, 84).
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Stosunkowo dobrze pow tarzalna i badana przez wielu autorów jest za
leżność oporu od przykładanego do błony napięcia elektrycznego. C harak
tery styka  prądowo napięciowa błony pokazana jest na rycinie 2. Na osi 
odciętych odkładana jest wartość napięcia liczona względem potencjału 
spoczynkowego błony. Na osi rzędnych I >  0 oznacza prąd w ypływ ający 
z kom órki czyli depolaryzujący, I <C 0 — prąd w pływ ający do wnętrza 
kom órki czyli — hyperpolaryzujący.

U G n V )
Ryc. 2. Charakterystyka prądowo-napięciowa plazmalemmy glonu Chara australis (23)

Jak  widać z ryciny 2, w zakresie m ałych natężeń prądów w granicach 
ułam ka ¡.lAcm-2 napięcie zmienia się proporcjonalnie do natężenia, a zatem 
opór pozostaje wielkością stałą. Dla w iększych natężeń prądu obserw uje 
się zależność oporu od kierunku prądu tj. efekt prostowania: dla prądu 
hyperpolaryzującego opór elektryczny jest większy niż dla prądu depola- 
ryzującego. W kom órkach Characeae własności prostownicze nie są silne, 
natom iast w kom órkach nerwowych, stosunek wartości oporów dla prądu 
wpływającego i w ypływającego sięga stu  (21).

Własności prostownicze można obserwować również w błonach sztucz
nych. Za efekt ten mogą być odpowiedzialne różne m echanizm y (21, 23).

Przy bardzo dużych napięciach hyperpolaryzujących następuje efekt 
przebicia podobny do przebicia d ielektryka i polegający na bardzo gwał
tow nym  wzroście natężenia prądu  (23). W odróżnieniu od przebicia dielek
tryka efekt ten  dla błon nie jest destrukcyjny, może być pow tarzany sze
reg razy i zawsze w ystępuje przy tym  sam ym  potencjale.

P rzy pewnej w artości prądu hyperpolaryzującego IT w ystępuje w wielu 
błonach efekt zwany „hyperpolarizing response” — nie uwidoczniony na
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rycinie 2 — polegający na gwałtow nym  wzroście oporu błony do wartości 
2—3 a czasem i dziesięciokrotnie wyższej. Efekt ten  zaobserwowany był 
po raz pierwszy przez Blinksa na kom órkach roślinnych (12, 13) w latach 
1936— 1937 między innym i na kom órkach Nitella  (IT =  2 mA cm -2), później 
rejestrow any był na kom órkach nerw owych (96).

W stanie niskooporowym błona podczas przepływu prądu  wykazuje 
istnienie elem entów pojemnościowych, w stanie wysokooporowym — ele
m entów zarówno pojemnościowych jak i indukcyjnych (18, 21, 50).

Przy prądzie depolaryzującym , którego natężenie przekracza pewną 
wartość progową w ystępuje potencjał czynnościowy, podczas którego cał
kow ity opór błony m aleje około kilkunastu  razy. Pojemność błony w pro
cesie pobudzenia zmniejsza się zaledwie o ułam ek swojej wielkości 
(—- 15°/o) (31, 52). C harakterystyka prądowo napięciowa błon zarówno zwie
rzęcych jak i roślinnych w czasie procesu pobudzenia ma kształt przed
staw iony na rycinie 3; jedna z w ykreślonych gałęzi odpowiada prądowi 
K + a druga Na+ (38, 41) (lub Cl-  w kom órkach roślinnych (51)).

Ryc. 3. Prądowo — napięciowa charakterystyka błony komórkowej w czasie procesu
pobudzenia (22)

Jak  z powyższego widać, mimo szeregu różnic, nieraz bardzo in teresu 
jących z punktu  widzenia badawczego, błony powierzchniowe protoplastu 
kom órek zwierzęcych i roślinnych pod względem właściwości elektrycz
nych są podobne.

Jedną z metod poznawania s tru k tu ry  i właściwości błon plazm atycz- 
nych jest konstruow anie sztucznych błon i badanie ich właściwości.
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Najwięcej prac wykonuje się na dwuw arstw ow ych błonach lipidowych. 
Pojem ność takiej błony ma wartość około l^F /cm 2, opór jej jest wyższy od 
105 k£)cm2 (66) i zależy od rodzaju tworzących ją lipidów (4). Obniżenie 
oporu błon lipidowych do wartości takiej jaką posiadają błony natu ra lne  
można uzyskać — jak wykazali M u e l l e r  i R u d i n  (69) — dodając 
pew nych (dotychczas niezidentyfikowanych) substancji białkowych. 
Sztuczne błony mogą wykazywać właściwości m echaniczne i elektryczne 
analogiczne do właściwości błon naturalnych, nawet w ytw arzać potencjał 
czynnościowy (47, 63, 67, 68, 69, 70). W arto zauważyć, że błony czysto 
lipidowe i lipido-białkowe nie w ykazują selektyw nej przepuszczalności 
dla jednowartościowych jonów. Przepuszczalność taką nadają sztucznym  
błonom pewne antybiotyki (np. walinom ycyna (67, 70)), jednak znane dziś 
substancje nadające sztucznym błonom selektyw ną przepuszczalność nie 
w ystępują w naturalnych  błonach komórkowych. Mechanizm selektyw nej 
przepuszczalności błon jest jeszcze mało znany.

III. Interpretacja elektrycznych właściwości błon

Potencjał spoczynkowy błony jest sumą trzech różnic potencjałów (in. 
napięć) elektrycznych: dwu istniejących na powierzchniach błony (tak 
zwanych napięć Galvaniego) i trzeciego — w samej błonie. W rozważa
niach teoretycznych często pomija się występowanie napięć elektrycznych 
na powierzchniach błony, co w zasadzie dopuszczalne jest tylko w tedy, 
gdy napięcia te są sobie równe co do bezwzględnych wartości albo niew iel
kie w porównaniu z napięciem na samej błonie. Różnica potencjałów istn ie
jąca na błonie jest w ynikiem  przepływu przez błonę ładunków elektrycz
nych. Ładunki, których przepływ  w ytw arza om aw iany spadek potencjału 
elektrycznego przenoszone są przez jony w procesie zarówno dyfuzji jak  
i tzw. elektrogenicznego aktyw nego transportu.

W pierwszym  z tych procesów przepływ w ystępuje na skutek asym etrii 
rozkładu jonów po obu stronach błony i właściwości błony selektywnego 
przepuszczania jonów. A sym etria rozkładu jonów utrzym yw ana jest dzia
łaniem tzw. pomp metabolicznych, to jest procesów w trakcie których sub
stancje przenoszone są przez błonę kosztem energii pobieranej bezpośred
nio z reakcji biochemicznych. T ransport taki nosi nazwę transportu  ak tyw 
nego i może odbywać się w kierunku przeciwnym  do kierunku jaki jonom 
nadaje gradient potencjału elektrochemicznego.

Jeżeli aktyw nie transportow ane cząstki są zjonizowane, to przepływ  
ich może wnosić bezpośredni wkład do wartości napięcia na błonie i m ówi
my wtedy o elektrogenicznym  aktyw nym  transporcie.

Ogólne równanie przepływ u jonów (wzdłuż osi x) podaje term odynam i
ka procesów nieodw racalnych (45, 46):
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(I)
J = i

gdzie Pi Pj — strum ienie przepływ ających jonów 
i — potencjał elektrochem iczny 

lu — współczynniki oporowe (funkcje koncentracji wszystkich 
składników roztworu).

Pierw szy składnik powyższego równania określa niezależny bierny
transport substancji „i”, pozostałe składniki określają transport bierny
wyw ołany oddziaływaniem  na dany składnik „i” pozostałych transporto-

f .
w anych składników oraz elektrogeniczny aktyw ny transport — — P„rfi

Równanie powyższe bardzo dokładnie opisuje przepływ, ale słuszne jest 
tylko dla poszczególnych punktów  błony i praktycznie mało użyteczne. 
Zasadniczą trudnością w teorii błony jest zcałkowanie tego rów nania i do
prowadzenie go do postaci, w której w ystępują wielkości łatw o m ierzalne.

Zcałkowanie równania (I) wym aga wprowadzenia szeregu upraszczają
cych założeń. Prac teoretycznych dotyczących tego zagadnienia jest wiele 
i wciąż pojaw iają się nowe próby uzyskania rów nań przydatnych dla eks
perym entatorów  i wyprowadzonych przy możliwie najm niej rygorystycz
nych założeniach wyjściowych (27, 98).

W zależności od rodzaju założeń przyjętych przy całkowaniu rów nania 
(I) istnieje około 10 postaci równań końcowych. Najprostsze z nich to 
dobrze znane w elektrochem ii rów nanie N ernsta słuszne dla stanu równo
wagi tj. równości potencjałów elektrochem icznych danego jonu po obu 
stronach błony oraz rów nanie Goldmana wprowadzone przy założeniu 
stałości pola elektrycznego w  błonie i pominięciu zarówno wzajemnego od
działywania jonów jak  i elektrogenicznego aktyw nego transportu .

Dla błony przenikalnej dla jonów K + rów nanie N ernsta ma postać:

RT , [K+]ź
[K+Ł (II>

gdzie Em — różnica potencjałów na błonie
[K+]i i [K+]0 — koncentracje (ściślej aktywności) jonów K + od
powiednio w ew nątrz kom órki i w ośrodku zewnętrznym .

W sytuacji, k tórą opisuje równanie (II) strum ienie jonów K +, w pływ a
jący i w ypływ ający z komórki, są jednakowe i przynajm niej jeden z jonów 
dla k tórych błona jest nieprzepuszczalna ma różną koncentrację po obu 
stronach błony.

Równanie Goldmana dla błony przenikalnej dla jonów K +, N a+ i C l-  
ma postać:

E = - - 5 1 - ,  PK+[K+]0 +  PNał[Na10 +  Pcl-[Cr]i 
F n PK+[K+]i + PNa+[Na+]0 + Pcl-[Cl-]0
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gdzie P K+, Pn3+ i Pci- — tzw. współczynniki przenikalności jonów

K+, Na+ i Cl'.

Równanie powyższe określa wartość potencjału spoczynkowego w s ta 
nie stacjonarnym ; całkowity prąd przepływ ający przez błonę jest w tedy 
rów ny zeru: IK+ +  INa+ +  ICi_ =  0 i różnica koncentracji po obu stronach 
błony u trzym yw ana jest dzięki aktyw nem u transportow i substancji.

Rów nania N ernsta i Goldmana są wciąż stosowane przez elektrofizjo- 
logów [np. 3], chociaż jak wykazano w szeregu pracach, opisywane tym i 
rów naniam i zależności nie zawsze są spełnione (7, 43, 56, 89). Istn ieje  
wiele danych w skazujących na to, że elektrycznych właściwości błon ko
m órek roślinnych nie można wyjaśnić w sposób zadaw alający biorąc pod 
uwagę ty lko ruch jonów K +, N a+, i C l-  [85]. K i t a s a t o  (53), na pod
staw ie przeprow adzonych przez siebie badań roli H + w zjaw iskach elek
trycznych błon kom órek Clnaraceae, sugeruje występowanie szybkiej dy
fuzji jonów H + do w nętrza komórek. U trzym anie neutralności elektrycz
nej cytoplazm y i stałej wartości pH wym agałoby w tej sytuacji zrówno
ważenia w pływającego strum ienia jonów H + aktyw nym  wypływ em  tych 
jonów. Istn ieje  szereg prac potw ierdzających tę  koncepcję (72, 73, 88), są 
jednak prace kw estionujące hipotezę K i t a s a t o  (104).

Włościwości prostujące błony można wyjaśnić w oparciu o term ody
nam iczną teorię transportu  jonów przyjm ując, że błona jest w ielow arst
wową s truk tu rą . Dw uwarstwowe błony rozpatryw ane były pod tym  wzglę
dem w pracach Katchalskiego w latach 1967—68. Rozszerzenie term ody
nam icznych analiz na błony wielowarstwowe prowadzi między innym i do 
wniosku, że w wielow arstwowych układach znajdujących się w rów now a
dze, praw o N ernsta może nie obowiązywać (74).

In teresująca jest teoretyczna analiza właściwości błony — analogiczna 
do stosowanej przez S h o c k l e y ’ a do półprzewodnikowych prostow ni
ków (54), — w których przyjm uje się, że błona składa się z dwu w arstw  
ładunków  związanych o znakach przeciwnych. Na złączu takich w arstw  
istnieje silne pole elektryczne, którego wielkość w zrasta lub m aleje w za
leżności od k ierunku przykładanych do układu zew nętrznych napięć elek
trycznych. Role elektronów i dziur — nośników ładunków w półprzewod
nikach — odgryw ają w tej teorii swobodne kationy i aniony. Analiza rów 
nań ruchu tych  nośników pozwala w yjaśnić zarówno zm iany oporu błony 
przy zm ianach napięcia, jak i zdolność gromadzenia energii elektrycznej 
to jest w ystępowanie pojemności (23, 64).

Zjaw iska elektryczne obserwowane w procesie pobudzenia dobrze opi
suje teoria H o d g k i n a  — H u x l e y ’ a (59). Teoria ta  — przedstaw ia
jąca elem ent błony jako elem ent obwodu elektrycznego, składającego się 
z oporów, ogniw i pojemności — jest teorią m atem atyczno — elektroniczną 
i nie daje fizyko — chemicznego obrazu procesów, które mogłyby być

8 P ostępy B iochem ii
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przyczyną tych zmian. W yjściowe równania tej teorii opisujące zmiany 
oporu błony dla jonów N a+ i K + są równianiam i empirycznymi.

W ostatnich latach ukazuje się wiele prac na tem at kinetycznom oleku- 
larnego mechanizmu procesu pobudzenia. W m olekularnych opisach właś
ciwości błon wysuw ane są koncepcje kanałów regulujących przepływ jo
nów N a+ i K +. K anały te pod wpływem  zewnętrznego pola mogą otw ierać 
się albo zamykać w w yniku przenikania do nich jonów albo obrotu dipoli 
związanych z białkam i błony [99]. Rolę kanałów mogą odgrywać drobiny 
albo zespoły drobin dzięki specyficznej s truk tu rze  lub położeniu (32, 33).

Autorzy wielu prac rozw ijają koncepcję T a s a k i  z 1968 r. (96). Zgod
nie z tą koncepcją błona jest układem  globularnym  lipidobiałkowych kom
pleksów „protom erów ”, które mogą występować co najm niej w dwu sta
nach konform acyjnych (21, 9, 110).

K onform acyjny model błony zaproponowany np. przez C z i z m d ż e -  
w a  i wsp. (110, 111) opiera się na założeniu, że błonę tworzy dwuw ym ia
rowy układ protomerów, które mogą znajdować się w trzech stanach. 
W jednym  ze stanów protom ery w ykazują powinowactwo do jonów Na+ 
i m ają niski opór elektryczny, w drugim  — powinowactwo do jonów K + 
i wysoki opór, w trzecim  stanie związane są z jonam i Ca++ i przedsta
w iają sobą całkowicie zablokowane kanały. W zależności od liczby proto
m erów znajdujących się w każdym  z tych stanów, błona jest bardziej lub 
mniej przenikalna dla jonów Na+ lub K +.

Równania wyprowadzone w oparciu o ten model zupełnie dobrze w y
jaśniają (jakościowo) szereg właściwości błon między innym i zależność 
potencjału spoczynkowego błony od koncentracji dwuwartościowych jo
nów w zewnętrznym  ośrodku i przebieg zmian przewodnictwa w procesie 
pobudzenia

W yjaśnienia właściwości elektrycznych błon oparte byw ają też na in
nych założeniach. I tak  niektórzy autorzy trak tu ją  błonę jako ciekło-mo- 
zaikową stru k tu rę  (48], inni jako s tru k tu rę  białkową ciekło-krystaliczną 
(101) jeszcze inni przy jm ują za model błony w arstew kę ferroelektryka
o kierunku osi prostopadłym  do powierzchni (44).

IV. Przewodnictwo elektronowe

O tw arty  wciąż jest problem  istnienia w błonach swobodnych elektro
nów, to jest elektronów, które pod wpływem  zewnętrznego pola elektrycz
nego m ogłyby poruszać się tworząc prąd elektryczny analogiczny do prądu 
w m etalach i półprzewodnikach. W ystępowanie w błonach przewodnictwa 
elektronowego pozwoliłoby zastosować do opisu właściwości błon kw an- 
towo-mechaniczną teorię ciał stałych (tzw. teorię pasmową), która odno
siła duże sukcesy przy in terp retacji zjawisk obserwowanych w półprze
wodnikach. Koncepcja traktow ania błony jako ciała krystalicznego o w łaś-
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ciwościach półprzewodnika po raz pierwszy została w ysunięta w roku 1941 
przez S z e n t - G y ó r g y ’ e g o  (95). Szereg autorów  powraca później do 
tej koncepcji (28, 29, 60).

Istn ienie w błonach swobodnych elektronów w yjaśniłoby obserwowany 
w w ielu pracach wpływ stałego i zmiennego pola m agnetycznego na stan
i funkcjonow anie różnych elem entów układu nerwowego. W ysuwane są 
sugestie rozpatryw ania pobudzenia jako procesu w pewnym  stopniu elek
tronow ego (30).

U zyskanie eksperym entalnych dowodów na poparcie koncepcji w ystę
powania w błonie swobodnych elektronów nie jest łatwe. Jednym  z nie
w ielu doświadczeń pozwalających odróżnić prąd elektryczny od prądu 
jonowego jest pom iar tzw. napięcia Halla. Jeżeli obiekt wzdłuż którego 
przepływ a prąd  elektryczny zostanie umieszczony w silnym  polu m agne
tycznym  skierow anym  prostopadle do kierunku prądu, to w w yniku dzia
łania pola m egnetycznego nośniki ładunków ulegną przesunięciu i na ba
danym  obiekcie w poprzek kierunku przepływ u prądu, w ytw orzy się róż
nica potencjałów  (napięcie Halla). Z wielkości i znaku tej różnicy poten
cjałów można określić rodzaj nośników.

M etodą pom iaru napięć Halla stwierdzono, że w pewnych uwodnionych 
drobinach białkowych np. w hemoglobinie w ystępuje przewodnictwo elek
tronowe, a zatem  drobiny te można traktow ać jako elem enty półprzewod
nikowe [17, 29, 34], W szystkie próby w ykrycia bezpośrednio w struk turach  
biologicznych przew odnictw a elektronowego nie dawały dotychczas po
zytyw nych w yników [61]. Dopiero doświadczenia przeprowadzone w ostat
nich latach pozwalają sądzić, że przew idyw ania S z e n t - G y ó r g y ’ e g o  
były słuszne (16, 100). Do doświadczeń w ykazujących w ystępowanie w bło
nach przew odnictw a elektronowego należą między innym i pom iary napięć 
Halla w kom órkach glonów Characeae (20). Pom iary te, łącznie z pom iara
mi oporów i pojemności przeprowadzonymi równolegle kilku metodami — 
sugerują, że błona plazm atyczna składa się z dwu wysokooporowych 
w arstw  przedzielonych s tru k tu rą  w ykazującą właściwości półprzewodni
kowe (79, 83, 84, 112).

V. Uwagi końcowe

Celem niniejszego artyku łu  było zapoznanie czytelnika z dotychczaso
wym i osiągnięciami i obecnym stanem  badań elektrycznych własności 
błon kom órkowych. A rtykuł ten nie jest opracowaniem  m onograficznym
i cytow ane pozycje lite ra tu ry  są często pozycjami dowolnie w ybranym i dla 
zilustrow ania poglądów znanych autorce zarówno z piśm iennictw a jak ze 
zjazdów naukowych, konferencji i indyw idualnych spotkań.

W opisie właściwości elektrycznych błon, główny nacisk położono na 
w yniki badań param etrów  elektrycznych i ich in terpretację. Proces tra n 
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sportu  jonów przez błonę potraktow ano bardziej marginesowo, mimo, iż 
związek między właściwościami błony a przepływ em  przez nią nośników 
ładunku — co starano się podkreślić w artyku le  — jest ścisły i ma przy 
tym  charak ter niezwykle złożony.

Prac z zakresu badań zjawisk elektrycznych w błonach ukazuje się 
ostatnio bardzo dużo. Zaw ierają one bogaty m ateriał doświadczalny i po
dają różnorodne jego interpretacje, ale założenia przyjm ow ane przy tych 
in terp re tac jach  są często całkowicie sprzeczne. Podaje się oryginalne teo
retyczne opisy poszczególnych efektów, ale brak  jednolitej teorii opisującej 
wszystkie zjawiska elektryczne.

W szystko to świadczy o tym , że dział nauki trak tu jący  o elektrycznych 
właściwościach błon jest dopiero w stadium  tw orzenia się.

A r ty k u ł w p łyn ą ł dn ia 14.9.1973, po  r e w iz ji  a u to rsk ie j w ró c ił dn ia 2.3.1974.
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SPRAWOZDANIA

IX Międzynarodowy Kongres Biochemii 

Sztokholm, 1—7 lipiec 1973

IX Międzynarodowy Kongres Biochemii otworzył prezydent Międzynarodowej 
Unii Biochemicznej prof. Hugo Theorell, a Adres powitalny wygłosił Lars Ernster — 
Główny Organizator Kongresu.

Wykłady plenarne podczas sesji otwarcia dotyczyły:
Ewolucji enzymów (B. S. Hartley),
Interakcji między błonami komórkowymi (G. E. Palade).

Obrady toczyły się w ramach 9 sekcji i 4 kolokwiów. Schemat organizacyjny 
sekcji obejmował posiedzenia sympozjalne, posiedzenia przeznaczone na ustne donie
sienia oraz prezentację doniesień w postaci plakatów. Podobny był też organizacyjny 
schemat kolokwiów.

Tematyka sekcji i kolokwiów była następująca:
Sekcja 1 — Metody rozdziału makrocząsteczek;
Sekcja 2 — Struktura i funkcja białek;
Sekcja 3 — Biosynteza kwasów nukleinowych i białek;
Sekcja 4 — Bioenergetyka;
Sekcja 5 — Biochemia błon;
Sekcja 6 — Immunochemia;
Sekcja 7 — Metaboliczne funkcje oksygenaz;
Sekcja 8 — Regulacja metabolizmu pośredniego;
Sekcja 9 — Biochemia lipidów.

Kolokwium A
— Biochemia struktur pozakomórkowych;
Kolokwium B
— Ewolucja molekularna;
Kolokwium C
— Biochemia przekaźnictwa synoptycznego;
Kolokwium D
— Polipeptydy o właściwościach hormonalnych, toksycznych i anytbio- 

tycznych.

Sekcja M
— doniesień różnych (wyłącznie plakatowych).

Oprócz naukowych sesji podczas Kongresu zorganizowano 4 wykłady popularno
naukowe dla osób towarzyszących oraz prasy, radia i telewizji. Wykłady te cieszyły- 
się również dużym zainteresowaniem czynnych członków Kongresu.

Podczas sesji zamknięcia wykłady plenarne wygłosili:
E. C. Slater — „Transport elektronów a zachowanie energii”,
S. Spiegelman — „Etiologia raka tkanek ludzkich — dowody molekularne”.
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Wyrazy podziękowania ze strony organizatorów przekazał Lars Ernster, uwagi 
końcowe zaś ustępujący prezydent Unii Hugo Theorell. Po czym podziękowanie ze 
strony uczestników złożył nowoobrany prezydent Unii O. Hayaishi.

Kongres zgromadził ponad 6000 biochemików z całego świata. Biochemików pols
kich reprezentowało 40 czynnych uczestników Kongresu z różnych ośrodków krajo
wych

Ogółem podczas Kongresu przedstawiono 200 wykładów, 680 doniesień ustnych 
i 1390 doniesień plakatowych (co stanowiło odpowiednio 10, 30 i 600/o wszystkich 
prezentacji). Uczestnicy z Polski przedstawili 2 referaty sympozjalne oraz 23 donie
sienia (w tym 2 ustne, 21 plakatowych).

Wielu uczestników Zjazdu szczególnie pozytywnie oceniło dyskusje jakie miały 
miejsce podczas plakatowej prezentacji doniesień.

Polskich członków Kongresu zainteresowały szczególnie problemy omówione po
niżej. Wybór zagadnień i szczegółowość relacji wynikają z zainteresowań referen
tów, stanowią przeto — rzecz jasna — jedynie cząstkowy obraz prac przedstawionych 
podczas Kongresu.

Ewolucja enzymów

Wykładowca, B. S. Hartley, omówił na wstępie proteazy serynowe trzustki (tryp- 
syna, chymotrypsyny, elastaza) oraz enzymy biorące udział w tworzeniu i rozpusz
czaniu skrzepów krwi (protrombina, trombina, plazmina) wskazując na zawarte 
w nich analogiczne sekwencje aminokwasów pomimo dużych różnic w specyficzności 
działania, co wskazuje na ewolucję od wspólnego „przodka”. Szczególnie podobne są 
w tych enzymach sekwencje łańcuchów leżących wewnątrz struktury przestrzennej 
cząsteczki. Różnice w sekwencji reszt aminokwasowych łańcuchów leżących na po
wierzchni cząsteczek enzymów są znaczne i sięgają dwóch trzecich ich całkowitej 
ilości natomiast różnice w miejscach wiążących substrat są minimalne; np. chymo- 
trypsyna i trypsyna różnią się tylko jedną resżtą aminokwasową (seryna w chymo- 
trypsynie a kwas asparaginowy w trypsynie).

Podobne homologie strukturalne istnieją prawdopodobnie w grupie syntetaz ami- 
noacylo-tRNA. Mimo dużych różnic w długości łańcuchów enzymy te wywodzą się 
prawdopodobnie również od jakiegoś wspólnego „przodka”, gdyż ich łańcuchy pepty- 
dowe zawierają dwa lub trzy powtarzające się „intram ery” o identycznej sekwencji 
aminokwasów. Niektóre z tych syntetaz uzyskano w formie krystalicznej i obecnie 
grupa Hartley’a bada strukturę przestrzenną tych enzymów.

Postulowany przez autora mechanizm powstawania takich rodzin enzymów to 
duplikacja genów. W tym procesie jedna kopia genu zachowuje swoją oryginalną 
aktywność a druga (inna) ulega mutacji w rezultacie czego powstają enzymy o nowych 
specyficznościach.

W dalszej części wykładu prof. Hartley opisał badania nad doświadczalną ewo
lucją niektórych enzymów bakteryjnych przy pomocy urządzenia nazwanego chemos- 
tatem  albo „evolutionstat”. Bakterie hoduje się w tym urządzeniu w całkowitej izo- 
lacij od zewnętrznej atmosfery przy jednoczesnej możliwości monitorowania ewo
lucji enzymów bakteryjnych poprzez mieszalne zmiany poziomu zużywanych sub
stratów. Wzrost biomasy bakterii można również mierzyć gdyż urządzenie działa 
w warunkach równowagi a nadmiar bakterii przechodzi do dołączonego drugiego 
naczynia. Ten chemostat jest swego rodzaju zamkniętą niszą ekologiczną, w której 
substancje pokarmowe (substraty) zamieniane są na biomasę komórek. Biologiczne 
zdolności żyjących w takiej niszy organizmów można mierzyć przez pomiar ilości 
pobranego pokarmu (substratu).
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Ewolucja molekularna

Tematowi temu poświęcono kolokwium (5 wykładów, 32 doniesienia). Oto tytuły 
niektórych wykładów i doniesień: interakcje między aminokwasami i nukleotydami 
w środowisku nie zawierającym materii ożywionej, rola nieorganicznych fosforanów 
w ewolucji chemicznej i biologicznej, molekularna ewolucja hormonów luteinizują- 
cych i hormonów tyreotropowych, filogenetyka trypsynogenów u ssaków, strukturalne 
podobieństwo między białkami jadu żmii, ewolucja hemoglobin (porównanie hemo
globin niższych i wyższych kręgowców) itd.

Biosynteza kwasów nukleinowych i białka

Obrady w sekcji 3, gdzie wygłoszono 19 referatów sympozjalnych, 108 komunika
tów i przedstawiono w formie plakatowej 207 doniesień, dotyczyły zagadnień zwią
zanych ze strukturą i funkcją aparatu rybosomalnego oraz replikacyjnego i z regu
lacją transkrypcji. Tak więc obrady obejmowały zespół problemów zaliczanych do 
dziedziny biologii molekularnej. Dziedzina ta dynamicznie rozwijająca się w ciągu 
ubiegłych 20 lat, przechodzi w tej chwili okres mutacji. W poprzednim okresie p rak
tycznie co roku uzyskiwano rewelacyjne dane dotyczące działania podstawowych 
mechanizmów biologicznych. Kongres Sztokholmski rewelacji na miarę odczytania 
kodu genetycznego nie dostarczył, nie oznacza to jednak by w obrębie dziedziny 
istniała stagnacja. Poprzednie badania dały zarys schematów i stworzyły nowe idee. 
Kongres Sztokholmski zaś był próbą rekapitulacji prac poświęconych wnikaniu 
w szczegółowe mechanizmy poznanych już procesów. Kongres był też świadectwem 
poważnego rozwoju metodycznego biologii molekularnej. Badanie sekwencji kwasów 
nukleinowych i białek, wydzielanie białek biologicznie czynnych w stanie homogen- 
nym, zastosowanie technik immunologicznych weszło do normalnego arsenału metod 
niejednego laboratorium. Ten rozwój metodyczny, z towarzyszącą mu koncentracją 
na badaniach mechanizmu reakcji, prowadzi do zjawiska wyraźnie podkreślonego 
przez Hugo Theorella w uwagach zamykających kongres— w biochemii zaczynają 
znajdować zastosowanie metody matematyczne i położony zostaje nacisk na badania 
fizykochemiczne. Taka jest też w tej chwili sytuacja w biologii molekularnej. Elemen
tem spajającym różne działy tej dziedziny wydaje się być obecnie problem oddzia
ływania między białkiem a różnymi formami kwasów nukleinowych.

Po tych kilku ogólnych uwagach, omawiamy ciekawsze referaty i doniesienia 
wygłoszone w ramach sekcji, grupując je tematycznie.

Procesy replikacji

Referat N. Sueoki i współpracowników (3Sa2) dotyczył replikacji DNA u Bacillus 
subtilis. Autorzy ci wykazali, że DNA związane jest w komórce z pewną frakcją 
błony komórkowej, różniącą się składem białkowym od pozostałej części błony. 
Stwierdziwszy, że in vitro replikacja DNA wymaga dodatku ATP, zajęli się udziałem 
wysokoenergetycznego związku w replikacji i wykazali, że najprawdopodobniej jest 
on niezbędny do miejscowego rozplecenia podwójnej nici DNA. Tego typu działanie 
ATP wiąże się z funkcją DN-azy zależnej od ATP, enzymu wyizolowanego przez 
autorów i rozkładającego w obecności ATP tylko natywne DNA. Enzym ten jedno
cześnie wykazuje aktywność ATP-azy zależną od obecności DNA. Zdjęcia z m ikros
kopu elektronowego, mieszaniny zawierającej omawiany enzym, ATP i natywne DNA, 
wykazują, że w początkowym stadium działania enzymu, podwójna nić DNA ulega 
miejscowym rozpleceniom.

Zaawansowane badania nad mechanizmem replikacji faga T4 przedstawia p ra 
cownia B. Albertsa (3Sa3). W obrębie genomu faga T4 występuje 6 genów kontrolu
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jących produkcję białek wchodzących w skład aparatu replikacyjnego tego faga. 
Pierwsze z nich — białko pozostające pod kontrolą genu 43 to fagowa polimeraza 
DNA. Wyizolowany i oczyszczony enzym ten nie kopiuje jednak podwójnej, a tylko 
pojedynczą nić DNA i rozpoczyna replikację tylko pofragmentowanych matryc — nie 
wykazuje więc własności wymaganych w przypadku enzymu odpowiedzialnego za 
przebieg replikacji in vivo. Aktywność wyizolowanej polimerazy DNA jest jednak 
podnoszona przez dodatek białka pozostającego pod kontrolą genu 32. Białko to wiąże 
się z DNA destabilizując podwójną spiralę, jest więc białkiem „rozplatającym” wią
żącym się jako pierwszy składnik aparatu replikacyjnego z wybranymi fragmentami 
DNA. DNA „rozplecione” przez „białko 32” staje się substratem dla polimerazy DNA, 
której specyficzność w stosunku do fragmentów inicjatorowych kwasu nukleinowego 
i zdolność do reinicjacji pojawia się w rezultacie interakcji między enzymem a czte
rema białkami kontrolowanymi przez pozostałe cztery geny odpowiedzialne za dzia
łanie aparatu replikacyjnego faga.

Model DNA Watsona i Cricka sprawiał zawsze trudności przy interpretowaniu 
przebiegu replikacji — liczono z jaką szybkością miała by się poruszać wzdłuż po
dwójnej nici replikaza i jak znaczna energia musiała by zostać zużyta na rozplecenie 
całej podwójnej nici DNA oraz zastanawiano się czy długie nici DNA nie splątały by 
się ze sobą podczas replikacji. Rekapitulacja prac grupy z Uniwersytetu z Nagoya 
dokonana przez Okazaki i współpracowników (3Sa4) stawia w nowym świetle roz
ważania dotyczące mechanizmu replikacji. Otóż replikacja DNA nie zachodzi w spo
sób ciągły, a jest inicjowana w wielu miejscach na nici DNA przy czym tworzą się 
tzw. fragmenty Okazaki. Co więcej, każdy taki względnie krótki fragment dezoksy- 
rybonukleotydowy (500—2000 nukleotydów) poprzedza związany z nim kowalencyjnie 
fragment rybonukleotydowy o długości 50—100 nukleotydów. Być może każdy z tych 
fragmentów RNA ma identyczną sekwencję — w każdym razie na końcu 5’ każdego 
z tych fragmentów występuje zawsze sekwencja pppGpUp... a na końcu 3’ (połączo
nym kowalencyjnie z DNA wiązaniem (sekwencja ...p/rPy/p/rA/p/rU lub 
rC/p/dC/... Tak więc replikacja DNA zaczyna się najprawdopodobniej syntezą krót
kich fragmentów RNA leżących wzdłuż nici DNA. W tych miejscach zostaje zaini
cjowana synteza fragmentów DNA komplementarnych do nici macierzystych, a na
stępnie kowalencyjne związane z fragmentami DNA odcinki RNA zostają wytrawione 
przez RN-azę. Poszczególne fragmenty DNA połączone zostają za pośrednictwem 
enzymów reperujących w długą potomną nić DNA.

Transkrypcja

Istotne osiągnięcia w badaniach DNA/RNA przedstawione zostały przez M. J. 
Chamberlina (3Sbl) pracującego nad transkrypcją DNA z faga T7 przez bakteryjną 
polimerazę RNA. Interakcja między fragmentem promotorowym DNA, a polimerazą 
RNA prowadzi do powstawania kompleksu mogącego znajdować się w dwu stanach 
przejściowych przy czym w jednym z tych stanów następuje inicjacja syntezy mRNA. 
Co więcej in vivo  transkrypcja fagowego RNA zachodzi odcinkami. Podobnie działa 
wyizolowana przez Chamberlina polimeraza RNA odczytująca fagowe DNA.

Innym poważnym osiągnięciem w badaniach nad transkrypcją były przedstawione 
przez B. Müller-Hilla (3Sb3) wyniki dotyczące mechanizmu działania represora ope- 
ronu Lac u E coli. W pracowni tej stosując odpowiednie metody genetyczne uzyskano 
szczepy bakteryjne syntetyzujące białko represorowe w ilości około stukrotnie wyż
szej niż normalne szczepy. Białko to zostało wyizolowane w stanie homogennym 
w ilości lOg. Jego sekwencja i własności zostały poznane, przy czym okazało się, że 
nie jest to białko typu histonu. Następnie zajęto się badaniem mechanizmu wiąza
nia tego białka z chromosomem E. coli i wykazano, że białko to tworzy na nici DNA
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kompleks tetrameryczny. Badania nad działaniem zmutowanych form białka represo- 
rowego wykazały, że miejsce wiążące się z operatorem znajduje się w okolicy N-końca 
białka, a miejsce wiążące induktor w centralnym fragmencie cząsteczki. Delegacje 
prowadzące do utracenia fragmentów C końca białka represorowego znosiły obie 
jego funkcje. Mutacje takie znoszą również tendencję białka represorowego do two
rzenia tetramerów.

Translacja

A. Rich i współpracownicy przedstawili trójwymiarowy model drożdżowego 
tRNAFen. Model ten wynika z badań rentgenograficznych ortorombowych kryształów 
tRNA. Zgodnie z nim cząsteczka tRNA ma kształt dużej litery L, przy czym na 
końcu krótszej kreseczki L występuje koniec CCA ulegający aminoacylacji, zaś anty- 
kodon znajduje się na końcu dłuższej kreseczki litery L. Doświadczalne dane w ska
zujące, że tRNA w roztworze posiada również strukturę proponowaną przez Richa 
oraz, że ta struktura ma charakter ogólny dla wszystkich rodzajów tRNA zostały 
przedstawione przez J. Ofenganga i współpracowników (3k9). Procent wprowadzo
nych fotochemicznie wiązań między 4 tiourydyną w pozycji 8 i cytydyną w pozycji 
13 był zgodny dla różnych rodzajów tRNA z modelem Richa. Model ten w istotny spo
sób różni się od dotychczas przyjmowanego „gruszkowego” modelu Cramera i będzie 
miał napewno istotne znaczenie przy rozważaniu nad mechanizmami oddziaływania 
między tRNA i rybosomem i nad przebiegiem aminoacylacji tRNA. Zastrzeżenia do
tyczące modelu Richa wynikają z polimorfizmu kryształów tRNA, co sugeruje istnie
nie różnych form przestrzennych w populacji cząsteczek tRNA. Należy zwrócić uw a
gę, że Rich przedstawił pierwszą analizę rentgenograficzną cząsteczki tRNA.

W rozważaniach nad działaniem między syntetazą aminoacylo-tRNA, a tRNA 
Smith i Celis (3Sc2) zastosowali typowo genetyczne metody. Okazuje się, że zamiana 
pojedynczej zasady w obrębie dwu końcowych par przy końcu CCA (Al, A2, A80, 
U81) lub zasady bezpośrednio poprzedzającej koniec CCA (G82), decydują o zmianie 
specyficzności w rozpoznawaniu supresorowego, tyrozynowego tRNA przez syntetazę 
aminoacylo-tRNA. Tak więc w rozpoznaniu struktury danego tRNA przez odpowiedni 
enzym istotną rolę odgrywa sekwencja i kształt końca akceptorowego tRNA.

Istotny udział w badaniach procesów translacji mają prace dotyczące organizacji 
rybosomu i związku tej organizacji z biosyntezą białka. M. Nomura (3Cc4) przedstawił 
schemat przebiegu organizowania się in vitro aktywnej podjednostki rybosomowej 
30S z 16S RNA i 21 oczyszczonych białek rybosomowych, ustalając kolejność w jakiej 
do RNA dołączają się poszczególne białka. Schemat organizacji rybosomu u protoka- 
riontów prawdopodobnie ma znaczenie ogólne, bowiem większość białek rybosomo- 
wrych E. coli daje się zastąpić białkami rybosomowymi z B. stearothermophilus 
(z punktu widzenia chemicznego — dość różnych od białek E. coli). Za fenotyp ry- 
bosomowy charakterystyczny dla danego gatunku, odpowiada prawdopodobnie tylko 
parę białek rybosomowych (może SI?). W pracowni Kurlanda (3Sc5) stosując od
czynniki sprzęgające białka, badano wzajemne sąsiedztwo różnych białek rybosomo
wych i wykazano, że w podjednostce rybosomowej lżejszej sąsiadują ze sobą białka 
S5-S8, S18-S21, S13-S19. Podobny typ badań topograficznych nad rozmieszczeniem 
białek rybosomowych przedstawił J. Gordon (3Sd3) oraz J. Highland i współpracow
nicy (3g4). Oparte one były na zastosowaniu specyficznych, w stosunku do 50 białek 
rybosomowych, przeciwciał i określaniu wpływu tych przeciwciał na asocjację pod- 
jednostek rybosomowych i pojawienie się aktywności rybosomowej GTP-azy.

Przedstawione też zostały nowe poglądy na przebieg inicjacji specyficznych poli- 
peptydów w układzie bakteryjnym. H. O. Voorma i współpracownicy (3g5) stosując 
znakowane faktory inicjacyjne potwierdzili, że tworzenie kompleksu inicjacyjnego
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przebiega poprzez kolejne stadia polegające na przyłączeniu do podjednostki 30S 
kolejno czynników inicjujących IF3, IF1, IF2 (proces dołączania się faktorów ma 
charakter kooperatywny). Dopiero po przyłączeniu faktorów, dołącza się do rybo
somów mRNA, a N-formylo-tRNAMet dołącza się w ostatnim etapie tworzenia kom
pleksu inicjacyjnego. Tak więc wybór właściwego odcinka mRNA mającego znaleźć 
się w obrębie kompleksu inicjacyjnego nie wymaga obecności inicjatorowego tRNA, 
co jest nowym elementem w poznaniu procesu inicjacji.

Obszerny referat M. Revela i współpracowników (3Sd2) dotyczył udziału faktora i 
(interferującego) w procesie inicjacji. Różne formy tego faktora wiążąc się z czyn
nikiem IF3 nadają mu odpowiednią specyficzność w stosunku do określonych frag
mentów inicjacyjnych mRNA. Białka aparatu inicjacyjnego wydają się wpływać na 
proces transkrypcji. Komplikuje to oczywiście obraz mechanizmu inicjacji. Revel 
przedstawił też interesujący spekulatywny schemat działania czynników inicjacyjnych, 
zgodnie z którym mają one leżeć na powierzchni rybosomu bezpośrednio się ze sobą 
stykając. Współdziałanie ich wzajemnego ułożenia (narzucanego przez konformację 
powierzchni rybosomu) oraz zmian alloesterycznych w obrębie faktora i prowadzi do 
specyficznego wyboru przez dany kompleks rybosomowy właściwego odcinka inicju
jącego w obrębie mRNA.

Tematycznie związany z omawianą sekcją był odczyt plenarny wygłoszony pod
czas sekcji zamknięcia Kongresu przez S. Spiegelmana n.t. „Etiologia raka tkanek 
ludzkich — dowody molekularne”. Odczyt ten przyjęty z wielkim zainteresowaniem 
rekapitulował jakby ostatnie dwadzieścia lat pracy nad kwasami nukleinowymi, przy
nosząc dane co do molekularnych mechanizmów odgrywających rolę przy rakowace- 
niu tkanki. Stosując techniki opracowane przez biologów molekularnych (a wiele 
spośród nich powstało w pracowni samego Spiegelmana) wykazał on, że w przypadku 
określonych typów raka w zaatakowanej tkance pojawia się RNA o sekwencji po
dobnej do RNA zawartego w wirusach powodujących podobne procesy rakowacenia 
u zwierząt doświadczalnych. RNA w tkance ma również ciężar cząsteczkowy zbli
żony do ciężaru RNA wirusowego i co więcej w gradiencie sacharozowym sedymen- 
tuje pod postacią kompleksu z „odwrotną transkryptazą”, enzymem specyficznym 
dla działania wirusów onkogennych. Wreszcie doświadczenia przeprowadzone nad 
białaczką ludzką wykazały, że w przypadku tego raka w komórkach nie występuje 
segment DNA, którego transkrypcja prowadziła by do powstania RNA wirusowego. 
Referat ten wykazał istotne znaczenie badań podstawowych w dziedzinie biologii 
molekularnej dla poznania mechanizmu zmian rakotwórczych.

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

Bioenergetyka

Szeroko dyskutowano w Sztokholmie zagadnienia biologicznych przemian ener
getycznych. Oprócz sekcji pod nazwą „Bioenergetyka”, będącej częścią składową 
Kongresu, odbyło się bezpośrednio po Kongresie dwudniowe sympozjum na temat 
procesów energetycznych w błonach biologicznych. Niniejsze sprawozdanie obejmuje 
również najważniejsze problemy omawiane na tym „satelitarnym ” sympozjum.

Dwa zagadnienia z zakresu bioenergetyki wysunęły się na czoło w ostatnich 
kilku latach i były też przedmiotem szczególnego zainteresowania na Kongresie 
i pokongresowym Sympozjum. Pierwsze, to formy cytochromów, zdolne do udziału 
w procesach przekształcania energi, drugie — rekonstrukcja błony zdolnej do „sprzę
żenia energetycznego”. Odkrycia wysokoenergetycznych form cytochromu b dokonał 
kilka lat temu B. Chande (Filadelfia). Zagadnienie to podjęło następnie kilka innych 
pracowni, m.in. Slatera w Amsterdamie. Chance i jego współpracownicy przedsta
wili na Kongresie badania w zakresie cytochromu a3, z których wynika, że i ten
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cytochrom, podobnie jak cytochrom b-r, może zmieniać potencjał oksydoredukcyjny 
w zależności od stanu energetycznego błony mitochondrialnej, a więc może uczestni
czyć w przekształceniu energii transportu elektronów w energię syntezy ATP. Refe
ra t plenarny E. C. Slatera wygłoszony na zamknięcie Kongresu zawierał przekony
wujące dane doświadczalne na to, że w dwóch tzw. „miejscach sprzężania energe
tycznego” w łańcuchu oddechowym istotną rolę w przekształcaniu energii odgry
wają te właśnie „przekaźnikowe” (ang. „transducing”) formy cytochromów. Wydaje 
się prawdopodobne, że zmiany potencjału oksydoredukcyjnego tych cytochromów 
związane są z jakimiś zmianami korformacyjnymi ich cząsteczek.

Niezwykle ważne dla zrozumienia mechanizmu sprzężenia energetycznego, a za
razem bardzo efektowne, są badania E. Rackera (Ithaca, USA) nad rekonstytucją 
liporoteidowej błony zdolnej do prowadzenia procesów przekształcania energii. Pracę 
w tym kierunku podjął niezależnie V. P. Skulachev (Moskwa). Otrzymane przez niego 
tzw. proteoliposomy, złożone ze specjalnie dobranej mieszaniny fosfolipidów oraz 
oksydazy cytochromowej lub mitochondrialnej ATP-azy, zdolne są do tworzenia 
transmembranowego potencjału elektrycznego i do aktywnego transportu jonów kosz
tem energii utleniania cytochromu c (gdy składnikiem białkowym proteoliposomu 
jest oksydaza cytochromowa) lub kosztem energii hydrolizy ATP (gdy składnikiem 
tym jest ATP-aza). Zrekonstruowane błony zawierające zarówno oksydazę cytochro- 
mową jak i ATP-azę fosforylują ADP kosztem energii utleniania cytochromu c. 
Badania Rackera zmierzają obecnie do rekonstrukcji innych (poza mitochondrialnymi) 
błon zdolnych do aktywnego transportu jonów, np. błony sarkoplazmatycznego reti- 
kulum transportującej jony Ca++ i błon komórkowych nerki przenoszących jonu 
K+ i Na+. Skulachey natomiast dąży do dalszego udowodnienia, że w „sprzężonych 
energetycznie” błonach mitochondrialnych możliwe jest wzajemne i odwracalne prze
kształcenie trzech źródeł energii: potencjału elektrycznego, procesów oksydoredukcji 
i hydrolizy ATP. Stanowi to piękne potwierdzenie „chemiosmotycznej” koncepcji 
oksydacyjnej fosforylacji zaproponowanej z górą 10 lat temu przez P. Mitchella. 
Jakkolwiek koncepcja ta nie wyjaśniła chemizmu syntezy ATP, to zasługą jej było 
zwrócenie uwagi badaczy na ścisłą współzależność między transportem elektronów, 
transportem jonów i syntezą ATP w błonach mitochondriów i chloroplastów.

Nową próbą przedstawienia mechanizmu oksydacyjnej fosforylacji był referat 
P. D. Boyera (Los Angeles). Badacz ten, twórca, tak zwanej konformacyjnej teorii 
oksydacyjnej fosforylacji, zaproponował obecnie koncepcję, według której połączenie 
ADP i ortofosforanu z wydzieleniem wody i wytworzeniem ATP zachodzi w centrum 
katalitycznym odpowiedniego enzymu bez nakładu energii. Energia pochodząca z pro
cesów oksydoredukcyjnych potrzebna jest dopiero do uwolnienia powstałego ATP 
od enzymu. Grają tu, według autora, decydującą rolę konformacyjne zmiany enzymu. 
Na potwierdzenie swojej teorii przedstawia Boyer dane doświadczalne z wymiany 
izotopowej 32P między ortofosf oranem a ATP i 180 między ATP a wodą i ortofosfOra
nem. Dane te są jednak trudne do jednoznacznej interpretacji. Argumentem prze
mawiającym za koncepcją Boyera stało się ostatnio wykazanie m.in. w pracowni 
E. C. Slatera w Amsterdamie, że mitochondrialna ATP-aza zawiera ściśle związane 
ATP i ADP.

Z przedstawionych na Kongresie referatów i toczonych dyskusji zaczynają w y
łaniać się wzajemne zazębienia między trzema, dotychczas odrębnymi a często wręcz 
sprzecznymi, koncepcjami oksydacyjnej fosforylacji: teorią „chemicznego sprzężenia”, 
teorią „chemiosmotyczną” i teorią „konformacyjną”. Można zatem żywić ostrożną 
nadzieję, że najbliższe lata pozwolą na sformułowanie teorii, godzącej różne aspekty 
i różnorodne przejawy jednego z najważniejszych procesów życiowych, jakim jest 
biologiczne przekształcenie energii.
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Regulacja metabolizmu pośredniego

W sekcji tej wygłoszono 20 referatów  sympozjalnych i przedstawiono 174 kom u
nikaty w tym około połowę na tzw. poster sessions.

Dotychczasowy stan badań nad mechanizmem działania hormonów oraz przegląd 
podejść eksperymentalnych przedstawiono w referatach T. R. Taty (Londyn) i O. He- 
chtera (Chicago). Badanie interakcji hormon-receptor, właściwości kompleksu hor- 
mon-receptor, następnie poznanie natury chemicznej sygnału wytworzonego przez 
taki kompleks — oto problemy, na których skupia się obecnie uwaga badaczy. J a k 
kolwiek chemiczna natura różnych hormonów została już dość dobrze poznana, to 
w dalszym ciągu brak danych o szczegółach budowy receptorów. Obecnie prowadzi 
się intensywne badania składników białkowych i lipidowych błon cytoplazmatycznych 
będących głównym siedliskiem receptorów hormonalnych. Dane te są pierwszym 
krokiem w kierunku zrozumienia fizykochemicznych mechanizmów, dzięki którym  
hormon powoduje zmianę aktywności cyklazy adenilowej (znajdującej się w błonach 
cytoplazmatycznych). Zostało stwierdzone (M. Rodbell, Bethesda), że glukagon wiąże 
się do grup hydrofobowych receptora (błony plazmatyczne wątroby szczura) swymi 
resztami histydynowymi, co w następstwie powoduje zmianę konformacji i ak tyw 
ności cyklazy. W procesie tworzenia kompleksu hormon-receptor (błony) konieczna 
jest obecność GTP lub GDP, lecz rola ich jest narazie niewyjaśniona. Podobne zja
wisko zaobserwowano (G. Krishna, Bethesda) w przypadku interakcji prostaglandyny 
z płytkami krwi; GTP bardzo znacznie stymulowało działanie tego hormonu. Autor 
przytoczył szereg danych wskazujących, że natura aktywacji polega na zmianach 
konformacji błony.

Dość dużą trudność w zrozumieniu bardzo zróżnicowanego działania hormonów 
stanowił fakt, że systemem przekaźnikowym dla większości z nich jest jeden uni
wersalny związek — cykliczny AMP. Obecnie ustala się pogląd, że specyficzne dzia
łanie poszczególnych hormonów realizuje się głównie poprzez obecność specyficznych 
receptorów w danej tkance. Ilość tych specyficznych miejsc wiążących w kom ór
kach zmienia się wraz z rozwojem organizmu (R. I. Salganik, Nowosybirsk) lub na 
skutek szczególnych warunków zewnętrznych niskie tem peratury (J. Himms Hagen, 
Ottawa i R. W. Butcher, Worcester).

Fosforylacja i defosforylacja białek regulujących stanowią system znany od lat 
kilku, rozpracowany szczegółowo na przykładzie rozkładu glikogenu. Obecnie donie
siono o zależnej od wapnia fosforylazie troponiny fosforylującej podjednostki enzy
mu, które z kolei ulegają defosforylacji przez fosfatazy (E. G. Krebs, Kalifornia). 
Są także w toku dalsze badania nad aktywną (nieufosforylowaną) i nieaktywną (ufos- 
forylowaną) formą dehydrogenazy pirogronianowej. Insulina, która w komórkach 
tkanki tłuszczowej podwyższa aktywność dehydrogenazy piorogr omanowej, działa 
poprzez podwyższenie przepuszczalności błony mitochondrialnej dla wapnia, powo
dując szybszą defosforylację dehydrogenazy. Jony wapnia okazały się silnymi ak ty 
watorami fosfatazy dehydrogenazy pirogronianowej (R. N. Denton, Bristol) oraz B. R. 
Martin i T. Clausen, Kopenhaga).

System hormon-receptor-cykliczny AMP nie reguluje procesów zachodzących 
w mitochondriach, ponieważ błony mitochondrialne nie posiadają receptorów hor
monalnych ani cyklazy adenylowej. Aktywność enzymów mitochondrialnych jest na
tomiast pod kontrolą bezpośredniego oddziaływania substratów, produktów i kofak- 
torów na białka enzymatyczne. Szczególnie ważną rolę odgrywają w metaboliżmie 
mitochondriów tzw. enzymy regulatorowe to znaczy takie, które podlegają efektom 
allosterycznym. Pod tym kątem  bada się od kilku lat kinetykę zależnej od NAD 
dehydrogenazy izocytrynianowej oraz dehydrogenazy glutaminianowej z tkanek zwie
rzęcych, roślinnych i z bakterii. Nowość w tej dziedzinie stanowią 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 kontrolującym procesy mitochondrialne są zmiany prze
puszczalności błony mitochondrialnej względem substratów i kofaktorów. Zmiany 
te mogą wywoływać bądź metabolity, bądź hormony, w  tym ostatnim  przypadku nie- 
bezpośrednio, lecz w wyniku łańcuchowych reakcji, które np. zmieniają stężenie 
kationów. (Wspomniany wyżej przykład działania insuliny na dehydrogenazę piro- 
gronianową).

Wzajemne powiązania procesów glukoneogenezy, ketogenezy i utleniania w cyklu 
Krebsa były tematem serii referatów: 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 poświęcono w nich roli kwasów tłuszczowych i ich acylo- 
wych pochodnych. Estry długołańcuchowych kwasów tłuszczowych z CoA hamują 
transport przez błonę mitochondrialną nukleotydów adeninowych i anionów trój- 
karboksylowych. Prowadzi to z kolei do poważnych konsekwencji w całym metabo
lizmie mitochondriów. Wykazano np., że zahamowanie wymiany ATP—ADP pomiędzy 
mitochondriami a medium (cytoplazmą) powoduje obniżenie utleniania w cyklu Kreb
sa, podwyższenie ketogenezy i ponadto może być powodem stymulacji różnych syntez 
(np. cytruliny lub szczawiooctanu), na skutek podwyższenia stosunku ATP/ADP we
wnątrz mitochondriów.

Metabolizmem etanolu w wątrobie zajmuje się wiele grup badawczych, między 
innymi I. Bötter et al. z Monachium; E. R. Gordon z Montrealu; H. Thieden et al. 
z Kopenhagi; J. R. Williamson z Filadelfii i inni. Stwierdzono, że w wyniku adap
tacji może w wątrobie zwiększyć się znacznie aktywność dehydrogenazy alkoholowej. 
Przedstawiono dane, że tzw. otłuszczona wątroba (patologiczny skutek alkoholizmu) 
powstaje na skutek zahamowania utleniania kwasów tłuszczowych w wątrobie, spo
wodowane znacznym zredukowaniem NAD przez dehydrogenazę alkoholową (istnieje 
kompetycja o NAD pomiędzy etanolem i kwasami tłuszczowymi, którą wygrywa 
etanol). Z powodu dużego zainteresowania tematem odbyło się po Kongresie osobne, 
dwudniowe sympozjum dotyczące przemian etanolu i enzymologii dehydrogenazy 
alkoholowej.

Biochemia błon

W szerokim wachlarzu tematów poruszonych w 20 referatach sympozjalnych
1 243 komunikaty dają się wyróżnić następujące grupy zagadnień: organizacja mem
bran i struktura jej składników; biogeneza membran; rola membran w procesach 
metabolicznych komórki; rola składników m embran w ich oddziaływaniu z czynni
kami zewnętrznymi; transport jonów i związków niskocząsteczkowych poprzez mem
brany.

Ogólnie akceptowany „płynny” mozaikowy model membran komórkowych zakła
da, fazę płynną stanowi podwójna warstwa lipidowa, w której „zawieszone” są czą
steczki białek (glikoproteidów). Tak zwane białka integralne o charakterze „amfipa- 
tycznym” mają część hydrofilową usytuowaną na zewnątrz błony (na zewnątrz lub 
we wnętrzu komórki), a część hydrofobową w warstwie lipidowej. Białka integralne 
wydziela się przy zastosowaniu metod powodujących całkowitą deorganizację mem
bran (detergenty, rozpuszczalniki). Do białek integralnych zaliczono np. sjalogliko- 
proteidy erytrocytów oraz cytochrom b5 mikrosomów. Białka peryferyjne łączą się 
przypuszczalnie z błonami poprzez niekowalencyjne oddziaływania z odsłoniętymi 
fragmentami białek integralnych lub (Lenaz i wsp.) z grupami polarnymi fosfolipidów. 
Białka peryferyjne udaje się wydzielać z membran metodami łagodnej ekstrakcji, 
nie naruszającej ich struktury. Przykładami białek peryferyjnych są cytochrom c 
mitochondriów, alfa-laktoalbum ina gruczołów mlekowych, spektryna erytrocytów.

9 P ostępy Biochem ii
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Uważa się, że białka peryferyjne stanowią „rusztowanie” powierzchni błon zwięk
szając ich mechaniczną odporność (Singer).

Badania porównawcze sztucznych układów lipidowych z naturalnym i membrana
mi o różnym składzie lipidowym wykazały korelację właściwości (transport, liza) 
i składu lipidowego błon. Nawet drobne różnice w składzie lipidowym powodują 
znaczne różnice właściwości błon, czy nawet poszczególnych regionów tej samej 
błony. Użycie oczyszczonych i zdefiniowanych fosfolipaz dostarczyło wielu informa
cji o zróżnicowanej lokalizacji lipidów w membranach, o oddziaływaniach lipidy— 
białka i o mechaniźmie działania zależnych od lipidów enzymów membran (Van 
Deenen).

Lipidy membran są w stanie dynamicznej równowagi i mogą ulegać wymianie 
z lipidami otoczenia (Fujii). Wymianę fosfolipidów między różnymi membranami sty
muluje szeroko rozpowszechniony czynnik białkowy. Czynnik ten oczyszczony z w ą
troby wołu specyficznie stymulował wymianę fosfatydylocholiny. Pozostaje do wy
jaśnienia czy istnieją czynniki swoiste dla każdej z klas fosfolipidów (Wirtz).

Badania struktury membran metodą dyfrakcji rentgenowskiej m ają duże ogra
niczenia spowodowane heterogennością organizacji błon. Większość informacji uzys
kuje się drogą pośrednią przez badanie prostych systemów modelowych, jak lipo- 
somy czy kompleksy lipidowo-białkowe (Luzatti). Badania mikroskopowe, a zwłasz
cza technika jreeze-etching daje bezpośrednią wizualizację hydrofobowego wnętrza 
membrany. Badania mikroskopowe i rentgenowskie nadają się szczególnie do mem
bran o ograniczonej heterogenności, jak np. membrany Halobacterium halobium, 
membrany „retional rod outer segment” i in. (Stoeckenius).

W cyklu referatów sympozjalnych omówiono problemy biosyntezy membran 
retikulum  endoplazmatycznego komórek wątroby (Omura), mitochondriów drożdży 
(Poyton i wsp; Tzagaloff) i chloroplastów (Ohad). Z referatów tych wyłania się wnio
sek, że białka (enzymy) powstają po części in situ, tzn. w błonach odpowiednich 
elementów subkomórkowych, po części zaś w cytoplaźmie. Np: niekatalityczne pod- 
jednostki wieloenzymowych kompleksów powstają w mitochondriach, katalityczne 
zaś w cytoplaźmie. Po połączeniu kompleks wiąże się z wewnętrzną błoną mitochon- 
drialną.

Biosynteza białek sekrecyjnych zachodzi z udziałem polirybosomów związanych 
z membranami reticulum endoplazmatycznego. Wykryto dwa rodzaje wiązań łączą
cych rybosomy z membranami: wiązanie za pośrednictwem powstającego polipeptydu 
wrażliwe na puromycynę oraz wiązanie bezpośrednie, rozrywane przy wysokiej sile 
jonowej. Badania idą w kierunku scharakteryzowania elementów membran zaanga
żowanych w wiązanie rybosomów (Sabatini i wsp.).

Łańcuchy peptydowe syntezowane przez związane z membranami rybosomy 
ulegają następnie stopniowej glikozylacji przy udziale transferaz związanych z błona
mi endoplazmatycznego reticulum i aparatu Golgi’ego. Udział alkoholi poliizopreny- 
lowych w procesach glikozylacji jest znacznie lepiej wyjaśniony u bakterii (Stro- 
minger) niż w komórkach zwierzęcych (Carminatti i wsp.; Molnar). Rozważne są 
dwa mechanizmy biosyntezy glikoproteidów: 1) kolejne dodawanie pojedyńczych mo- 
nocukrów do powstającego łańcucha peptydowego; 2) synteza pośrednich jednostek 
oligosacharydowych na nośniku lipidowym i następne ich włączenie do łańcucha 
peptydowego. Mechanizm biosyntezy glikoproteidów może być uzależniony od rodzaju 
komórki. Na podstawie trzech referatów i około 20 komunikatów dotyczących tego 
zagadnienia zaznacza się wyraźnie fakt, że udział związków o naturze lipidowej, 
głównie pochodnych długołańcuchowych cis/trans poliizoprenoidów ma charakter 
powszechny. Ogólnie biorąc, dobrze ilustruje on procesy wytwarzania makrocząsteczek 
w bogatych w lipidy strukturach membranowych, gdyż uwzględnia również procesy 
translokacji. W referacie J. Stromingera szczegółowo omówiono zagadnienie wpływu
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detergentów na aktywność enzymów pochodzących ze struktur membranowych. 
Przedstawione obserwacje, mówiące o tym, że efekt wywierany przez detergent na 
aktywność enzymatyczną zależy wyłącznie od jego natury hydrofilowo-lipofilowej 
(liczbowa wartość RHL, cz. równowagi hydrofilowo-lipofilowej). To dobrze udoku
mentowane stwierdzenie ma ważne znaczenie dla badań nad funkcją enzymów za
wartych w błonach biologicznych.

W dziedzinie badania mechanizmu transportu jonów i innych związków nisko- 
cząsteczkowych przez błony najwięcej uwagi poświęcono transportowi jonów sodu 
i potasu i charakterystyce ATP-azy aktywowanej przez N a++K +, oraz transportowi 
jonów wapnia przez błony różnych komórek i charakteryzacji makrocząsteczek po
średniczących w tym transporcie (np. glikoproteid membrany mitochondrialnej). Wiele 
komunikatów dotyczyło transportu nukleotydów, aminokwasów i cukrów.

W omawianej sekcji znalazły się dwa komunikaty z Polski. Jeden z nich dotyczył 
zmian konformacji białek membran erytrocytów pod wpływem promieniowania 
gamma (Leyko i Koter), drugi — obrazu elektroforetycznego białek i zawartości 
cukrów w membranie mięśnia szkieletowego królika (sarkolemma) (Zubrzycka i wsp.).

W Sekcji Biochemiia Lipidów, grupa referatów (K. Biemann, H. M. Fales i C. 
C. Sweeley z U.S.A. i R. Ryhage ze Szwecji) w Sympozjum poświęconym spektro
metrii masowej stanowiła dobry przegląd stosowania w biochemii nowoczesnych 
metod i identyfikacji lipidów, fragmentów cząsteczek białkowych (polipeptydy zło
żone z kilkunastu aminokwasów), wielocukrów itp. Duże osiągnięcia w tej dziedzinie 
są wynikiem wprowadzenia znacznych udoskonaleń technik rozdziału chromatografii 
gazowej, stosowaniu w metodzie spektrometrii masowej różnych technik jonizacji 
oraz wydoskonaleniu sposobów interpretacji widm w drodze zastosowania systemów 
komputerowych o dużej pojemności. Jak wynikało z przedstawionego również m a
teriału filmowego stosowaniem spektrometrii masowej w biochemii zajmują się w y
dzielone 5— 10 osobowe zespoły (łącznie z personelem technicznym) głównie chemików 
w doskonale wyposażonych laboratoriach. Jak można się zorientować są to wzorowe 
„laboratoria środowiskowe” o charakterze usługowym. Widać również duże współ
autorskie zaangażowanie personelu tych laboratoriów w pracach naukowych doty
czących różnych dziedzin biologii oraz twórczy udział w opracowywaniu i dostarcza
niu biologom nowych technik badawczych. Nasuwa się refleksja, że bez podobnej 
organizacji badań w drodze tworzenia pojedyńczych silnych ośrodków metodycznych 
koncentrowanie oddzielnych tematycznie jednorodnych laboratoriów umożliwi reali
zację jedynie przeciętnego poziomu prac. W ramach sekcji przedstawiono 3 prace 
(jako posters).

Metaboliczne funkcje oksygenaz

W sekcji tej wygłoszono 20 referatów sympozjalnych i przedstawiono 74 komuni
katy. Między innymi dotyczyły one roli oksygenaz w przemianach kwasów tłuszczo
wych i sterydów, a także funkcji cytochromu P-450.

W tlenowym mechaniźmie biosyntezy nienasyconych kwasów tłuszczowych, działa 
na kwasy tłuszczowe powiązane tioestrowo z CoA, system enzymatyczny zlokalizo
wany we frakcji mikrosomalnej komórek zwierzęcych. To, że reakcja odwodorowa- 
nia wymaga obecności tlenu cząsteczkowego oraz NAD(P)H znano już stosunkowo 
od dawna, jednakże do ostatnich lat nie znano obiegu tego procesu. Nie stwierdzono 
bowiem, aby odpowiednie hydroksykwasy, lub tlenowe pochodne kwasów nasyconych 
stanowiły intermediaty w procesie powstawania kwasów nienasyconych. Dla w ytłu
maczenia tego faktu wysuwano szereg hipotez. Badania przedstawione przez R. Sato 
i innych z Uniwersytetu w Osace (Japonia) wykazały, że powstawanie nienasyconych 
kwasów tłuszczowych zachodzi nie poprzez enzymatyczną hydroksylację (jak przy
puszczano), a poprzez odmienny układ enzymatycznych. Mianowicie, z systemu enzy
matycznego katalizującego syntezę kwasów nienasyconych w mikrosomach wątroby
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wyodrębniono czynnik czuły na cjanek cyjanide— sensitive factor (CSF). Czynnik 
ten jest oksydazą i przeprowadza reakcję desaturacji per se, poprzez zużycie tlenu 
i redukujących równoważników pochodzących od NAD(P)H. Zaproponowano nastę
pujący schemat:

gdzie przejście elektronów z NAD(P)H do CSF zachodzi poprzez (fpi)—NADH—cyto
chrom b5 reduktazę, (fp2)—NADH—cytochrom c reduktazę, oraz b5—cytochrom bg. 
Przez połączenie wyodrębnionych uprzednio z bs i fpi udało się zrekonstruować desa- 
turazę zależną od NADH. Synteza tego białka CSF zachodzi na polisomach związa
nych z szorstkimi błonami endoplazmatycznego retikulum, skąd zostaje ono przenie
sione na błonę szorstkiego, a następnie gładkiego endoplazmatycznego retikulum.

Stumpf (California, USA) podsumował badania nad procesami utleniania w tkan
kach roślinnych kwasów tłuszczowych, poprzez wprowadzenie do nich grupy hydro
ksylowej. Wyróżniono trzy drogi wprowadzenia grupy hydroksylowej do cząsteczki 
kwasu tłuszczowego. Pierwsza stanowi [3-oksydację (zarówno w tkankach fotosynte- 
tyzujących jak i nie fotosyntetyzujących). System enzymatyczny działa tutaj na kwasy 
tłuszczowe nie związane tioestrowo z CoA i o długości łańcucha nie mniejszej niż C14. 
Drugi system enzymatyczny znaleziony w wyciągach z avocado kieruje do powstania 
DL-a-hydroksykwasów i działa na kwasy tłuszczowe powiązane z CoA, o długości 
łańcucha Cs—Ci2. W trzecim systemie (znalezionym tylko w nasionach Ricinus com- 
munis) występuje hydroksylaza właściwa (oksydaza o funkcji mieszanej), wymaga
jąca obecności 0 2 i NADH i działająca specyficznie na decylo-CoA.

Zagadnieniami związanymi z „00” oksydacją kwasów tłuszczowych, kierującą do 
powstania odpowiednich kwasów dwukarboksylowych zajmowała się dość duża ilość 
badaczy. Reakcje utleniania kwasów tłuszczowych typu ,,co” zachodzą we frakcji 
mikrosomalnej komórki i jak wiadomo wymagają obecności 0 2 i NADPH. Hydroksy- 
kwasy występują jako intermediaty reakcji. W procesie tym występuje kilka białko
wych komponent, oprócz bowiem hydroksylazy właściwej, występuje NADP-cyto- 
chrom c reduktaza i cytochrom P-450. S. Orrenius, Á. Ellin i inni (Stockholm, Szwecja) 
wykazali, że w różnych tkankach zwierzęcych procesy te zachodzą w różnym stopniu 
(np. mikrosomy kory nadnercza nie przeprowadzają w ogóle tej reakcji).

Podobne reakcje hydroksylacji zachodzą również przy biosyntezie cholesterolu 
i kwasów żółciowych. Hydroksylacje tutaj są wysoce specyficzne, grupa OH ulega 
przyłączeniu do określonego ściśle atomu węgla. Hydroksylacje w pozycji C-6«, C-6P, 
C-7, C-12 i C-24 zachodzą w mikrosomach i wymagają obecności cytochromu P-450. 
Hydroksylacja C-26 zachodzi także we frakcji mitochondrialnej. Referaty sympozjal- 
ne na te tematy wygłosili G. S. Boyd i K. E. Suckling (Edynburg, Anglia), oraz 
L. Bjorkhem i H. Danielson (Stockholm, Szwecja).

Właściwości enzymów włączonych w procesy hydroksylacji są od kilku lat przed
miotem badań M. J. Coona i jego zespołu.

Z kolei M. Katagiri i S. Takemori (Kanazawa, Japonia) wyodrębnili i oczyścili 
z systemu kierującego hydroksylacją ll-|3-steroli w mitochondriach kory nadnercza 
trzy białkowe składniki. Są to: adrenodoksyna, NADPH adrenodoksyno reduktaza 
i cytochrom P-450.

Mechanizm działania cytochromu P-450 w mitochondriach kory nadnercza w hy
droksylacji ll-|3-steroli został przedstawiony przez D. T. Coopera, H. Schleyera 
i O. Rosenthala (Philadelphia, USA). Według tych autorów cytochrom P-450 w formie 
zredukowanej przyłącza początkowo cząsteczkę tlenu dając P-450 (Fe2+)02. Kompleks 
ten nie jest jednak właściwym czynnikiem hydroksylującym. Hydroksylacja zachodzi 
dopiero w połączeniu ze zredukowaną ?ormą adrenodoksyny.

NADH
CSF

NADPH
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Biochemia struktur międzykomórkowych

Przedstawiono w ramach kolokwium A pięć wykładów oraz 46 doniesień. Tema
tyka wykładów była następująca: nowe tendencje w badaniach nad kolagenem; za
początkowanie biosyntezy łańcuchów polisacharydowych tkanki łącznej; fizykoche
miczne aspekty biologicznej roli polisacharydów pozakomórkowych; immunologiczne 
badania nad rozpadem makrocząsteczek zawartych w przestrzeniach międzykomórko
wych; błędy metabolizmu glikozaminoglikanów. Doniesienia dotyczyły podobnej te 
matyki.

W badaniach dotyczących hydroksylazy prolinowej, jednego ze swoistych enzy
mów w biosyntezie kolagenu stwierdzono, że hydroksylacja zachodzi na rosnących 
łańcuchach «-kolagenu w czasie a być może po zakończeniu translacji (Udenjried, 
USA). Na szczególną uwagę zasługuje stwierdzenie, że hydroksylacja indywidualnych 
reszt prolinowych jest reakcja wysoce selektywna. W hodowlach fibroblastów stw ier
dzono metodą immunologiczną obecność nieczynnego proenzymu wymagającego do 
swej aktywacji znacznych ilości mleczanu (10-3M) oraz niewielkich ilości askorbinia- 
nu (10~6M), (Udenfriend), co jest wynikiem szczególnie ciekawym.

Struktura i funkcja białek

Sekcja ta była najobszerniejszą — pod względem liczby referatów i komunika
tó w — sekcją Kongresu. Złożyło się na nią: 20 referatów sympozjalnych i około 
470 komunikatów (w tym 3 z Polski).

Na tematyce referatów sympozjalnych zaważył, dający się wyraźnie odczuć 
w ostatnich latach, wpływ osiągnięć uzyskanych za pomocą rentgenograficznych me
tod badania struktury białek. Znaczna część referatów oparta była bezpośrednio na 
wynikach tych badań, w wielu zaś dalszych referatach dane rentgenograficzne uży
wano dla weryfikacji innych metod. Tendencja ta zaznaczała się wyraźnie, pomimo, 
iż bezpośrednio przed Kongresem miało miejsce w Sztokholmie specjalne sympozjum 
poświęcone strukturze makrocząsteczek biologicznych, na którym przedstawiono na j
ważniejsze osiągnięcia w dziedzinie rentgenografii białek.

Neurath, w referacie otwierającym sympozjum, przedstawił poglądy na istotę 
procesów aktywacji zymogenów. Omówiwszy szereg danych strukturalnych i kine
tycznych wysunął przypuszczenie, że w zymogenach proteaz serynowych mechanizm 
rozszczepiania wiązań w substratach jest w pełni funkcjonalny, brak jest natomiast 
uformowanego miejsca wiązania substratów. Wydaje się, że w prokarboksypepty- 
dazie A sytuacja może być odwrotna.

Strout i Krieger oraz K raut przedstawili w swych referatach poglądy na me
chanizmy działania proteaz serynowych, w oparciu o dane strukturalne proteaz i ich 
kompleksów z różnego rodzaju substratam i i inhibitorami.

Grupa badaczy z Uppsali przedstawiła wyniki badań rentgenograficznych de
hydrogenazy alkoholowej z wątroby konia. Uzyskano rozdzielczość 2,9A, co pozwoliło 
na dobre rozeznanie struktury enzymu i rozmieszczenie koenzymów w drobinie białka.

H. C. Watson omówił serię prac swej grupy z Bristolu nad strukturą szeregu 
enzymów glikolitycznych, jakkolwiek z rozdzielczością nie pozwalającą jeszcze na 
zorientowanie się we wszystkich szczegółach ich budowy, zaś Blake i Evans omówili 
dokładniej strukturę kinazy fosfoglicerynianowej z mięśni konia. Z rozdzielczością 
5,5A została zbadana transkarbam ylaza asparaginianowa — wyniki pracy harvardzkiej 
grupy krystalografów przedstawił Lipscomb.

Dzięki zastosowaniu innych technik: NMR i badań kinetycznych, poznano bliżej 
mechanizm działania fosfoglukomutazy (Ray jr.), drożdżowej kinazy fosfoglicerynia
nowej (Larsson-Raźnikiewicz) oraz mechanizm tworzenia wtórnej struktury w cząs
teczce nukleazy stafilokokowej (Schechter).
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Perutz przedstawił w swoim referacie mechanizmy oddziaływań pomiędzy jona
mi żelazawymi skoordynowanymi z hemem, a łańcuchami polipeptydowymi hemoglo
biny i vice versa. Zmiana utlenowania (i spinu) jonu żelazawego wywołuje zmianę 
jego promienia jonowego i przemieszczenie względem hemu, a to pociąga za sobą 
zmiany w położeniu sąsiadującej z żelazem reszty histydyny; zmiana ta przenosi się 
na dalsze obszary cząsteczki białkowej.

Regulacji i organizacji procesęw enzymatycznych poświęcono referaty Raddy, 
Hessa oraz Stadtmana. W końcowym referacie sympozjum Koshland jr. przedstawił 
aktualne poglądy na temat podstawowych procesów katalizy enzymatycznej.

Mnogość krótkich komunikatów należących od tej sekcji uniemożliwia pełniejsze 
przedstawienie ich treści, można jedynie w s p o m n ie ć  o pewnych grupach kom unika
tów, wskazujących jakie dziedziny były badane szczególnie intensywnie — jeśli liczba 
komunikatów może tu być odpowiednią miarą.

Kilka komunikatów było poświęconych szczegółowym wynikom strukturalnych 
badań rentgenograficznych, a mianowicie: kompleksów chymotrypsyny z różnymi 
inhibitorami (Blow), heksokinazy drożdżowej (Steitz i wsp.), izomerazy fosfotrioz 
(Phillips i wsp.), dehydrogenazy 3-fosfogliceraldehydu (Rossman i wsp.) oraz konka- 
nawaliny A. Strukturę tego ostatniego białka zademonstrowano ponadto na dobrze 
zrobionym filmie instruktażowym, który przedstawiono wraz z innymi, na specjal
nym seansie.

Autorzy kilku komunikatów zajmowali się teoretycznymi aspektami tworzenia 
specyficznej konformacji białek. Wetlaufer przedstawił pogląd, że struktura rodzi
mych białek jest metastabilną i to jest przyczyną szybkiego metabolizmu tych związ
ków. Craig i Harris stosując syntetyczne, modelowe oligopeptydy wykazali bardzo 
duże różnice w konformacji występujące przy niewielkich zmianach struktury 
pierwszorzędowej. Można było również zauważyć p o s t ę p  w eksperymentalnych meto
dach badań konformacji białek, poza — omawianymi już — metodami rentgenogra- 
fizycznymi. Woody przedstawił teorię dichroizmu kołowego helikalnych polipeptydów 
w dalekim ultrafiolecie (140—200nm). Yang i Chen opisali nowe podejście do ustale
nia drugorzędowej struktury białek z danych dichroizmu kołowego. Nagy zastosował 
badania linearnego dichroizmu do badania polipeptydów i białek włókienkowych.

Badania mechanizmów działania chymotrypsyny i trypsyny było przedmiotem 
doniesień Fershta, Laskowskiego jr., Bosshardta, Maurera i kilku innych badaczy.

Około 20 komunikatów było poświęconych hemoglobinie. Donoszono o zjawiskach 
alosterycznej regulacji, badano kinetykę wiązania tlenu, optyczne właściwości globiny 
i jej fermentów wiążących hem. Kilka komunikatów dotyczyło wiązania jonów z he
moglobiną i efektu Bohra. Przedstawiono wyniki badań patologicznych hemoglobin, 
hemoglobin niższych gatunków zwierząt oraz hemoglobin roślinnych.

Parę komunikatów dotyczyło właściwości szeregu proteaz roślinnych, inhibitorów 
proteolizy wydzielonych z materiału roślinnego i fitohemaglutynin.

Enzymem, którym zajmuje się wielu badaczy jest dehydrogenaza 3-fosfogliceral
dehydu. Oprócz badań rentgenograficznych (Rossman) przedstawiono komunikaty
0 właściwościach tego enzymu otrzymywanego z różnych źródeł: erytrocytów, roślin 
(wymaga NADPH jako koenzymu), Escherichia coli — gdzie stwierdzono ciekawe 
efekty alosteryczne, a także z bakterii termofilnych. Szczegółowe badania kinetyki
1 struktury innych enzymów otrzymywanych z drobnoustrojów termofilnych były 
przedmiotem kilku doniesień. S truktura tych białek budzi zainteresowanie, chodzi 
bowiem o wyjaśnienie przyczyn ich dużej stabilności termicznej.

Duże zainteresowanie budzi ciągle kinaza pirogronianowa. Doniesiono o zbadaniu 
pierwszorzędowej struktury tego enzymu z drożdży; badano jego alosteryczną regu
lację przez fenyloalaninę; zwrócono uwagę, że kinaza pirogronianowa z hepatoma ma
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inne właściwości niż enzym pochodzący z macierzystej, normalnej wątroby. Wykazano 
istnienie dwóch form tego enzymu u Streptococcus fecalis.

Widać było, iż duży wkład pracy został włożony w badania anhydrazy węglano
wej, fosfofruktokinazy i aminotransferazy asparaginianowej. Na uwagę zasługują też 
komunikaty dotyczące kinetyki karboksypeptydazy A, oraz badania nad hydrofobo
wym miejscem wiążącym w albuminie surowicy.

Ogólnie, obraz aktualnych badań w dziedzinie struktury i funkcji białek można — 
na podstawie referatów i doniesień kongresowych— scharakteryzować następująco: 
Rentgenograficzne badania dały nam solidne podstawy wiedzy o strukturze szeregu 
białek globularnych. W kilku przypadkach badania te wniosły wiele do poznania 
prawdopodobnych mechanizmów reakcji enzymatycznych. Wiele innych, prostszych 
metod można zweryfikować w oparciu o te dane. Arsenał środków, takich jak: me
tody NMR i EPR, spektroskopia, spektropolarymetria i wiele innych, pozwala nam 
na bazie zmian zachodzących w strukturach białkowych w związku z ich funkcja
mi biologicznymi. Badania kinetyczne enzymów przy użyciu różnorodnych substratów 
i inhibitorów, naturalnych i syntetycznych, umożliwiają wyciągniecie wielu wniosków 
na tem at mechanizmów aktywności biologicznej. Pozostaje jednak na tym polu jeszcze 
wiele do zrobienia.

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

Podobnie jak inne kolokwia i to składało się z pięciu wykładów i pewnej liczby 
doniesień, których w tym przypadku było 48. W wykładach omówiono następujące 
tematy: ulepszenie metody oznaczania struktury pierwszorzędowej polipeptydów; 
trójwymiarowa struktura insuliny; struktura i biologiczne działanie peptydów za
wierających alfa, beta-nienasycone aminokwasy; toksyczne peptydy muchomora; 
molekularny mechanizm działania hormonów peptydowych. A oto tytuły niektórych 
doniesień: struktura i biosynteza insuliny w tkankach prymitywnych kręgowców; 
oczyszczanie i właściwości czynnika podwzgórzowego regulującego wydzielanie hor
monu wzrostowego z przysadki; izolowanie i charakterystyka polpeptydu z błony 
śluzowej mającego zdolność uwalniania insuliny, badania nad konformacją hormonu 
luteinizującego, wiązanie oksytocyny w tkance gruczołu mlekowego szczura itd.

Immunochemia

W czasie sympozjum wygłoszono 20 referatów przez zaproszonych, wybitnych ba
daczy z dziedziny immunochemii. Oprócz referatów wygłoszono lub przedstawiono 
w formie plakatowej 82 komunikaty, w tym 3 z Polski. Tematem sympozjum były 
zagadnienia struktury immunoglobulin, mechanizmu reakcji entygen-przeciwciało, 
różnicowania się przeciwciał, mechanizmu odpowiedzi immunologicznej, oddziaływa
nia antygenów z komórkami oraz komórek immunologicznie kompetentnych między 
sobą.

Szczególnie interesujące okazały się wyniki badań struktury fragmentów Fab’ 
z ludzkich immunoglobulin IgG, uzyskanych od pacjentów z objawami szpiczaka. 
Badania te prowadzone przez Popjaka i wsp. (USA) za pomocą dyfrakcji rentge
nowskiej, przy zdolności rozdzielczej 2,8A wykazały, że struktura przestrzenna oraz 
pofałdowanie łańcuchów w obszarach globularnych VL i Cl były podobne do obsza
rów VH i C ^ . Stwierdzono również duże podobieństwo strukturalne obszarów Vl i Vh 
do CL i C^. Porównanie wyników tych badań z wynikami oznaczeń sekwencji amino- 
kwasowych wykazało, że w regionach odpowiadających miejscom wiążącym w prze
ciwciałach znajdują się obszary hydrofobowe zawierające reszty tryptofanu i ty 
rozyny.
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Oznaczenia sekwencji aminokwasowych C-końcowych odcinków ludzkich łańcu
chów ciężkich « i (i, przeprowadzone przez Kehoe i wsp. (USA), wykazały istnienie 
dużej homologii sekwencji. Wyniki te tłumaczą możliwość istnienia reakcji krzyżo
wych między łańcuchami « i ji. Ci sami badacze stwierdzili, że pewne sekwencje 
aminokwasowe powtarzają się we wszystkich obszarach C& łańcuchów y izolowanych 
z króliczych i ludzkich IgG. Fakt ten może się wiązać z aktywnością cytofilną immu- 
noglobulin.

Jednym z najbardziej interesujących problemów w immunologii jest problem 
zmian konformacyjnych w drobinie przeciwciała przy oddziaływaniu z antygenem. 
Występowanie zmian konformacyjnych zachodzących we fragmencie Fab, w obszarze 
lub w pobliżu obszaru wiążącego, znajduje potwierdzenie w wynikach uzyskanych 
w wielu ośrodkach naukowych. Przekonywujące na to dowody przedstawiono w kilku 
komunikatach.

Froese i wsp. (Kanada) badali za pomocą pomiarów widm Ramana w świetle 
laserowym oddziaływania przeciwciał anty-DNP z haptenem dwuninitrofenylowym 
(DNP), tłumacząc uzyskane wyniki zmianami konformacyjnymi w obszarze Fab. 
W podobny sposób tłumaczy się wyniki uzyskane przez Cathou i wsp. (USA) oraz 
Singera i wsp. (USA). Cathou i wsp. badali reakcję przeciwciało-hapten za pomocą 
pomiaru efektywności przenoszenia energii między chromoforem specyficznie przy
łączonym do obszaru aktywnego w przeciwciele a chromoforem związanym z —SH 
grupą powstałą ze zredukowanego mostka —S—S— między łańcuchami ciężkimi. 
Wykazali oni, że obszary wiążące w przeciwciele znajdują się w odległości 81A od 
peptydu stykowego, praktycznie na końcu fragmentu Fab. Singer i wsp. badali od
działywania przeciwciało-dwuwartościowy hapten za pomocą ultrawirowania. Zmiany 
konformacyjne w przeciwciele wykazał również Morawiecki i wsp. (Polska) badając 
reakcję antygen-przeciwciało za pomocą perturbacji rozpuszczalnikowych.

O możliwości występowania zmian konformacyjnych w obszarze fragmentu Fc 
w czasie reakcji antygen-przeciwciało brak jest dotychczas bezpośrednich dowodów 
eksperymentalnych. Pośredni dowód przedstawili Lisowski i wsp. (Polska), którzy 
badali oddziaływanie przeciwciał cytofilnych z makrofagami.

W ramach badań struktury glikoproteidów z krwinek ludzkich o aktywności M 
i N wyniki badań nad wyizolowanymi niskocząsteczkowymi glikopeptydami, wskazu
jącymi aktywność N (Lisowska i wsp., Polska).

Biochemia przekaźnictwa synaptycznego

W uwagach wstępnych Wdith Heilbronn (Szwecja), która przewodniczyła obra
dom, podkreśliła, że badania biochemiczne zjawisk zachodzących na synapsach są 
obecnie jednym z najbardziej pasjonujących zagadnień neurochemii. Mechanizmy do
tyczące magazynowania przekaźnika chemicznego (mediatora) w zakończeniach ner
wowych oraz zjawiska uwalniania go do szczeliny synaptycznej są nadal niejasne. 
Również charakterystyka receptora wymaga dalszych badań. Tym zagadnieniom po
święcona była znaczna ilość referatów i doniesień kolokwialnych.

Wydaje się, że układ modelowy jakim są „sztuczne pęcherzyki synaptyczne” może 
w znacznym stopniu ułatwić wyjaśnienie procesu magazynowania a następnie w y
dzielania substancji przekaźnikowej (Karen Halle, Norwegia). „Sztuczne pęcherzyki 
synaptyczne” są to agregaty utworzone przez fosfolipidy oraz chromograninę A — 
białko charakterystyczne dla pęcherzyków synaptycznych pochodzących z zakończeń 
noradrenergicznych. Twory te zdolne są do wiązania znacznych ilości noradrenaliny 
oraz ATP.

Wyniki prac I. G. Morgana i wsp. (Francja) wskazują, że błony pęcherzyków 
synaptycznych różnią się składem białkowym i glikoproteidowym od plazmatycznych
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błon synaptosomów (synaptic plasma membranę). Jednakże stwierdzili oni obecność 
białek i glikoproteidów charakterystycznych dla błon pęcherzyków synaptycznych 
również i we frakcji plazmatycznych błon synaptosomalnych. Autorzy sugerują, że 
dane te mogą świadczyć o fuzji tych dwóch typów błon w chwili uwalniania media
tora do szczeliny synaptycznej. Przypuszczenie to spotkało się z krytyką ze względu 
na możliwość zanieczyszczeń uzyskiwanych preparatów.

Izolacji i charakterystyce receptora cholinergicznego poświęcony był między 
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 niektórych ryb stosuje się solubilizację, a następnie chromatografię 
powinowactwa. Dyskusja dotyczyła głównie szczegółów metodycznych. Dużym osiąg
nięciem Changeux i wsp., którzy od kilku la t zajmują się tym zagadnieniem, jest 
całkowite oddzielenie receptora cholinergicznego od esterazy acetylocholinowej 
(AChE) enzymu rozkładającego mediator — acetylocholinę. Stwierdzili oni, że receptor 
cholinergiczny jest białkiem o budowie podjednostkowej. Jego skład aminokwasowy 
różni się od składu aminokwas owego AChE. Wydaje się więc, że hipotezę, w której 
utożsamiano miejsce receptorowe dla acetylocholiny z centrum aktywnym AChE oraz 
poglądy, że miejsce receptorowe, aczkolwiek różne od centrum aktywnego AChE, 
znajduje się na tej samej cząsteczce białkowej należy odrzucić.

Pozostałe referaty i komunikaty dotyczyły przede wszystkim wpływu różnych 
substancji na procesy zachodzące na synapsach oraz własnościom enzymów związa
nych z syntezą i rozkładem mediatorów.

Metody rozdzielania makromolekuł

W sekcji poświęconej metodyce rozdzielania substancji wielkocząsteczkowych 
przedstawiono 16 referatów sympozjalnych i ponad 90 komunikatów (w tym 2 
z Polski).

W referatach sympozjalnych omówiono niektóre techniki rozdzielania, w których 
w ostatnich latach zaznaczył się szczególnie duży postęp. Porath przedstawił teore
tyczne podstawy chromatografii powinowactwa, zwracając uwagę jaki wpływ wy
wierają stałe asocjacji pomiędzy składnikami ruchomymi i nieruchomymi układu 
na sposób rozdziału mieszanin. Wilchek omówił zalety nowego typu nośników dla 
chromatografii powinowactwa. Jest to Sepharosa z którą związane są kowalencyjnie 
różne poliaminokwasy; do nich z kolei można łatwo przyłączyć specyficzne ligandy. 
Nośniki takie są bardziej trwałe i uniwersalne od stosowanych dotychczas.

Hjerten zwrócił uwagę, iż białka różnią się stopniem hydrofobowości swoich 
powierzchni. Wysoce hydrofobowe są na ogół białka błon komórkowych. Można w y
korzystać tę cechę jako podstawę chromatograficznego rozdziału białek, eluując je 
z kolumn rozpuszczalnikami o zmieniającej się polarności.

Michaels oraz Hatefi przedstawił możliwości rozdzielenia makrocząsteczek za 
pomocą błon półprzepuszczalnych. W tej dziedzinie obserwuje się duży postęp dzięki 
wprowadzeniu błon o dużej przepuszczalności, a także o bardzo dużej powierzchni 
czynnej („hollow fibers”). Wielkości por są dokładnie określone; istnieją też możli
wości dalszej regulacji przepuszczalności tych błon.

W referatach Waltera, Johanssona i Bowmana omawiano zagadnienia rozdziału 
makrocząsteczek pomiędzy dwie fazy będące roztworami polimerów. Istnieją liczne 
zastosowania i modyfikacje tej techniki. Zmieniając warunki eksperymentu (np. przez 
zmiany pH) można uzyskiwać rozdziały substancji nawet bardzo zbliżonych swoimi 
właściwościami.

Rilbe i Vesterberg przedstawili postępy w technikach ogniskowania izoelektrycz- 
nego. Wprowadzenie krótkich kolumn o dużych gradientach stężeń, lub stosowanie
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żeli jako czynników stabilizujących spowodowało znaczne skrócenie czasu i wiele 
innych udogodnień w tej metodyce.

Zagadnieniom rozdzielania makrocząsteczek i fragmentów subkomórkowych za 
pomocą ultrawirowania w gradientach gęstości poświęcono referaty Vinograda, de 
Duve oraz W attiaux, zaś Springer i Schachman omówili technikę analitycznego u ltra
wirowania różnicowego. Referat Tanforda łączył zagadnienia rozdzielania białek 
z zagadnieniami konformacji białek i oddziaływania czynników denaturujących.

Krótkie komunikaty zawierały doniesienia na tem at rozdzielania i oczyszczania 
białek, kwasów nukleinowych, komórek i składników komórkowych, a także sub
stancji niskocząsteczkowych o znaczeniu biologicznym. Niektóre komunikaty zawie
rały dane na temat nowych lub zmodyfikowanych technik, w innych pracach posłu
giwano się tradycyjnymi metodami. Techniką, która znalazła bardzo szerokie zasto
sowanie jest chromatografia powinowactwa. Przy jej pomocy rozdzielono wiele enzy
mów, stosując związane substraty lub ich analogi, inhibitory bądź koenzymy; 
wydzielono receptory estradiolu z komórek macicy, rozdzielano kwasy nukleinowe 
i inne substancje.

Nadal szeroko stosowaną techniką jest ultrawirowanie w gradientach gęstości. 
Coraz częściej stosuje się tę technikę do rozdzielania komórek, organeli komórko
wych, błon cytoplazmatycznych itp. Do rozdzielania takich materiałów stosuje się 
także techniki podziału między dwie fazy wodno-polimerowe.

Bardzo przydatne są nadal techniki elektroforetyczne. Coraz lepsze wyniki roz
dzielania na skalę preparatywną uzyskuje się z pomocą ciągłej elektroforezy. Z d ru 
giej strony, miniaturyzacja metod elektroforezy i elektroogniskowania w żelach po
zwala na rozdział bardzo małych ilości substancji. Sporym postępem w tej dziedzinie 
jest zastosowanie fotoelektrycznego urządzenia skanującego kolumny elektrofore
tyczne w ultrafiolecie. Pozwala to na śledzenie procesów migracji elektroforetycznej 
i znacznie ułatwia wyznaczanie parametrów badanych substancji. Inne ciekawe mo
dyfikacje technik elektroforetycznych to: zastosowanie bardzo wysokich spadków 
napięcia w końcowej fazie elektroogniskowania, oraz zastosowanie pulsującego na
pięcia do elektroforezy.

J. Barańska, T. Chojnacki, L. Działoszyński, 
E. Lisowska, J. Lisowski, A. Morawiecki, 
J. Skangiel-Kramska, A. B. W ojtczak, L. 
Wojtczak, W. Zagórski, Z. Zielińska, E. Zu- 
Wojtczak, W. Zagórski, Z. Zielińska,
E. Zubrzycka
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Międzynarodowe Sympozjum

na temat „Biochemiczne aspekty funkcji nerki” 

Gdańsk 2—5.IX.1973 r.

Pierwsze Sympozjum na temat „Biochemicznych aspektów funkcji nerki” odbyło 
się przed trzema laty w Austrii. W obradach tego Sympozjum wzięło udział 92 osoby, 
w tym 40 uczestników z zagranicy, reprezentujących ośrodki naukowe Anglii, Austrii, 
Belgii, Bułgarii, Berlina Zachodniego, Czechosłowacji, Irlandii, Kanady, NRF, Szwaj
carii i USA.

Obrady drugiego Sympozjum odbywały się w Ratuszu Staromiejskim w Gdańsku. 
Otwarcia Sympozjum dokonał Stefan Angielski, Przewodniczący Komitetu Nau- 

kowo-Organizacyjnego Sympozjum. Wykład inauguracyjny pt. „Pośrednie i bezpo
średnie wykorzystanie energii metabolicznej w transporcie kanalikowym” — wygłosił 
Karl Ullrich (Instytut Max-Plancka, NRF).

Program Sympozjum obejmowała następujące tematy;
1) Specyfika metabolizmu różnych części nefronu;
2) Funkcja i metabolizm nerki w kwasicy i alkalozie;
3) Wpływ inhibitorów i diuretyków na funkcję i metabolizm nerki;
4) Związek między metabolizmem i transportem  sodu w nerce;
5) Hormonalna regulacja funkcji i metabolizmu nerki.

Wygłoszono pięć następujących referatów plenarnych:
— „Swoistość przemian w różnych częściach nefronu” (U. Dubach, Szwajcaria. 
U. Schmidt, NRF);
— „Regulacja przemian nerki przy zmianach równowagi kwasowozasadowej” (D. 
C. Simpson, USA);
— „Badania metaboliczne w doświadczalnej kwasicy kanalikowej” (S. Angielski, 
Polska);
— „Przemiana lipidów w nerce: związek z transportem sodu” (M. Hohenegger, 
Austria);
— „Nerka jako narząd wydzielniczy” (F. Kokot, Polska).

W czasie obrad wygłoszono 39 doniesień, w tym 10 z ośrodków polskich i 29 
z ośrodków zagranicznych. Wszystkim wystąpieniom towarzyszyła ożywiona dyskusja, 
której czas nie był ograniczany.

Spotkanie towarzyskie uczestników Sympozjum odbyło się w Motelu we Wdzy
dzach Kiszewskich, dało ono możliwość do nawiązania osobistych kontaktów.

Wszyscy uczestnicy uznali Sympozjum za dobrą okazję do wymiany myśli i do
świadczeń ludzi zajmujących się badaniem funkcji i metabolizmu nerki — problemu 
znajdującego się w centrum zainteresowań biochemików, biofizyków, fizjologów i k li
nicystów. Uznano za celowe organizowanie tego rodzaju spotkań w latach przyszłych. 
Następne Sympozjum odbędzie się w roku 1975 w Bazylei, organizatorem będzie 
U. Dubach. Sympozjum było sukcesem naukowym. Uczestnicy Sympozjum opuszczali 
Gdańsk pod wrażeniem piękna tego miasta i sprawności organizacyjnej całej imprezy.

S. Angielski
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KOMUNIKAT

Uchwały Komisji Słownictwa Biochemicznego

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

podjęte na posiedzeniu w dniu 11.1X.1973 w Białymstoku

1) Skróty nazw aminokwasów, cukrów, zasad purynowych i pirymidynowych na
leży wyprowadzać z nazw angielskich — zgodnie z zaleceniami Komisji Nomenklatury 
Biochemicznej IUPAC-IUB z 1965 r.

2) Należy dążyć do konsekwentnego stosowania liczebników łacińskich lub grec
kich w nazwach związków chemicznych (np. mono-, di-, tri-, tetra-). Dopuszcza się 
stosowanie liczebników polskich w pracach o charakterze przeglądowym i popula- 
torskim.

3) Zaleca się nazwę heliks (przymiotnik — helikalny) dla spirali przestrzennej.
4) Zaleca się potoczną nazwę kwas sjalowy (a nie sjalinowy) dla kwasu N-ace- 

tyloneuraminowego.
5) Zaleca się stosowanie nazwy kwas foliowy, anion — folian, nie kwas folowy 

i folan.
6) Zaleca się nazwę izoenzym, a nie izozym.
7) Dopuszczalna jest nazwa węgiel chiralny zamiast węgiel asymetryczny 

w związkach organiczych, należy jednak objaśnić znaczenie tej nazwy w każdym 
tekście.

8) Dopuszczalna jest nazwa lokant na określenie liczby oznaczającej pozycję 
podstawnika w nazwach związków chemicznych.
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania 
poprawek nie wpływających na treść pracy.

Piśmiennictwo: W artykule powinny być cytowane prace oryginalne 
z ostatnich kilku lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawia
jące przedstawioną dziedzinę z uwzględnieniem artykułów opublikowa
nych w „Postępach Biochemii”. W tekście należy cytować jedynie nazwis
ka badaczy, których prace mają podstawowe znaczenie w przedstawianej 
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerować w kolejności ich cytowa
nia w tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem będzie obejmował prace opa
trzone kolejnymi numerami, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnoś
niki bibliograficzne winny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców 
Czasopism Biochemicznych Międzynarodowej Unii Biochemików (IUB) 
według Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,
181—184.

Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
inicjały autor(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę 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

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w 2 egzemplarzach na 
oddzielnych kartkach i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym 
numerowi użytemu w tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołów
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi wyrazami tytułu 
pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli
i nagłówki rubryk winny jasno opisywać ich treść. Należy zaznaczyć 
z jakich (jakiej) prac(y) pochodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie należy opatrzyć 
numeracją w kolejności ich omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę 
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto
grafie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze 
matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze 
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być mniejszy niż 
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe wy
kresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów natomiast win
ny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznaczenia punktów 
doświadczalnych można stosować następujące symbole: A  □  O  ^  Si® 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołów
kiem). Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy
dawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na od
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, 
należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów aby zabezpieczyć 
maszynopisy i ilustracje przed pogięciem.

http://rcin.org.pl



C ena 20 zł.

SPIS TREŚCI

Tadeusz Szczepkowski 1916—1973, (W. O strow ski) .....................................................215
P. W ę g l e ń s k i — Genetyczna regulacja metabolizmu argininy u grzybów 219 
A. K a l i ń s k i .  T. M ę ż y k o w s k i ,  A. J e r z m a n o w s k i — Badania nad

strukturą n u k le o h is to n u ...........................................................  243
M. M. J e ż e w s k a  — Mechanizm i rola oksydoreduktaz ksantynowych . . . 259 
J. S l i w o w s k i  — Mechanizmy cyklizacji skwalenu do trójterpenów cztero-

i pięciocyklicznych.................................................................................................. 281
I. Z. S i e m i o n  — Spektroskopia Ramana w badaniach struktury białek . . 303 
J. S k i e r c z y ń s k a  — Elektryczne właściwości błon komórkowych . . . 317 
Sprawozdania:
9-ty Międzynarodowy Kongres Biochemii, Sztokholm 1—7 lipiec 1973 . . . 333 
Międzynarodowe Sympozjum n.t. „Biochemiczne aspekty funkcji nerki”, Gdańsk 350

2—5 wrzesień 1973 (S. A ngielski)........................................................................
Komunikat:
Komisji Słownictwa PTBioch. ...............................................................................352

Post. Biochem. T. 20 nr 3 s. 213—356 Warszawa 1974 
Indeks 37144

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



