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NOWE W BIOCHEMII

Geny eukariontéow i wirusy onkogenne — struktura i transkrypcja *

Struktura genéw komoérek eukariotycznych, transkrypcja i przetwarzanie pre-
kursorowego raRNA oraz struktura wirus6w onkogennych typu DNA i RNA byly
wiodacym tematem czwartej konferencji naukowej ,Arolla Workshop”.

Sesje poswiecong strukturze DNA, chromatyny i chromosoméw otworzyt referat
F. Cricka (Cambridge) na temat tzw. sekwencji pasozytniczych DNA (egoistyczny
DNA ang. selfish DNA). Sekwencje te pojawiajg sie i rozsiewajg w genomie orga-
nizméw wielu gatunkéw, gdzie pozostajg jako sekwencje milczace, genetycznie nie-
czynne lub tez ingerujg w funkcje genomu stanowigc dodatkowe sygnaty kontrolu-
jace ekspresje gendéw, mutacje itd. Warunkiem rozprzestrzeniania sie sekwencji
pasozytniczej jest uzyskanie przez nig specyficznej sekwencji nukleotydowej a takze
znalezienia odpowiedniego ,$rodowiska” jakim jest DNA komoérkowy. K. Scherrer
(Paryz) przedstawit elektronogramy DNA erytrocytow kaczki poddanego kontrolo-
wanej denaturacji chemicznej. W czasteczkach DNA znaleziono regiony bogate
w AT o charakterystycznej budowie: rozrzucone one sg jako regiony (,taczniki”)
0 diugosci ok. 800 par zasad (pz) i wystepujg w grupach 4-6 dzielgc sekwencje DNA
na odcinki ok. 2500 pz. Grupy ,tacznikéw” bogatych w AT oddalone sa od siebie
0 ok. 10-100 kpz (kilo pz). Organizacje chromosomu metafazowego, a w szczeg6lnosci
budowe szkieletu (scaffold) chromosomu komoérek HelLa przedstawit U. K. Laemli
(Genewa). Po usunieciu histonédw i wiekszosci biatek niehistonowych z izolowanych
chromosomoéw metafazowych pozostaje resztkowa struktura wykazujagca w mikro-
skopie elektronowym szkielet nukleoproteidowy, z ktérego wychodzg niezliczone
petle DNA o dtugosci 5-100 kpz. W skiad niehistonowych biatek resztkowych wchodzi
5-6 gtownych komponentéw oraz ok. 25 mniejszych. Podobnag budowe wykazuje in-
terfazowy chromosom myszy (R. Hancock, Lozanna).

A. Mirzabekov (Moskwa) prezentowat wiasny model budowy nukleosomu.

Kilka wyktadéw poswiecono macierzy jadrowej. A. O. Pogo (Nowy Jork) sadzi,
ze macierz jagdrowa determinuje domeny chromatyny aktywnej i nieaktywnej oraz
pozycje tych domen w jadrze i bierze udziat w formowaniu chromosomoéw w okresie
profazy. Nowsze badania wskazujg, ze hnRNA jest silnie zwigzany z macierza,
sadzi sie wiec, ze macierz bierze udzial w procesie przetwarzania pre-mRNA
(splicing) i transporcie mRNA do cytoplazmy (Pogo; W. J. van Venrooij, Nijmegen).
Macierz jadrowa jest wzbogacona w replikujacy DNA i aktywne transkrypcyjnie
domeny chromatyny (R. Berezney, Buffalo).

W krétkim sprawozdaniu nie spos6b omowié¢ blizej kilku duzych sesji poswie-
conych strukturze genéw i regulacji transkrypcji. Przedstawiono szereg nowych
analiz struktury pierwszorzedowej gendw i otaczajacych je sekwencji. W odlegtosci
okoto 30 pz od punktu inicjacji transkrypcji (miejsce CAP) u wielu genéw transkry-
bowanych przez RNA-polimeraze Il znaleziono sekwencje TATAA Ilub sekwencje
pochodne od niej (zwang ,,TATA-box", sekwencja Hognesa lub sekwencja Goldber-

* jest to omowienie problematyki konferencji naukowej , Arolla Workshop”, ktéra odbyta
sie w dniach 1822 sierpnia 1980 r. w Arolla, Szwajcaria.
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ga), ktérg wielu badaczy uwaza za niezbedng dla inicjacji transkrypcji. Istotnie
w warunkach transkrypcji w uktadach bezkomérkowych wyciecie regionu zajmo-
wanego przez sekwencje TATA lub indukowanie mutacji w tym rejonie prowadzi
do znacznego zahamowania transkrypcji. Zalezno$¢ taka wykazali R. A. Flavel
(Londyn) i P. Dierks (Zurich) na modelu genu (i-globiny, a M. J. Tsai (Houston)
dokonat analogicznego spostrzezenia w odniesieniu do genu owoalbuminy kurczecia.
Regulatorowy region o podstawowej budowie CCAAT potozony jeszcze dalej ,w le-
wo” od punktu CAP (ok. 80 pz) jest najpewniej niezbedny w transkrypcji in vivo,
jednakze jego usuniecie nie wptywato w widoczny sposo6b na transkrypcje izolo-
wanego genu.

Znaczenie sekwencji poprzedzajacych poczatek genu w procesie regulacji trans-
krypcji ilustrowano wynikami badaA nad zwiekszong wrazliwos$cig na dziatanie
nukleaz regionéw przylegtych do konca 5' genu. S. Elgin z Uniwersytetu Harward
stwierdzita takg zwiekszong wrazliwo$s¢ na DNAaze | konca 5 genu biatka szoku
termicznego w locus 67B u Drosophila melanogaster. U tego gatunku A. Worcel
(Princetown) spostrzegt podwyzszong wrazliwo$¢ na DNAaze | i nukleaze mikro-
kokalng konca 5' genéw histonowych. Na podstawie badan wrazliwosci regionu
5' genéw 5S Worcel sadzi, ze nadwrazliwo$¢ regionu regulatorowego jest zwigzana
z odpowiednim utozeniem w fazie nukleosomdw, ktédrych pozycja warunkuje zwig-
zanie czynnika niezbednego dla rozpoczecia transkrypcji. Spostrzezenie Y. Aloni
(Rehovot), ze region p6znego promotera w minichromosomie wirusa SV40 wykazuje
nadwrazliwo$é na DNAaze i jednoczes$nie pozbawiony jest struktury nukleosomalnej,
takze wskazuje, ze stan organizacji nukleosomow moze mie¢ istotne znaczenie dla
ekspresji genu.

Geny transkrybowane RNA polimerazg | i Ill posiadajg réwniez regiony nie-
zbedne dla rozpoczecia transkrypcji ale lokalizacja ich jest odmienna. Przycinanie
(truncation) od konca 5' segmentu restrykcyjnego zawierajagcego gen tRNAMt nie
powodowato zadnych zaburzen transkrypcji az do osiggniecia 13 pz od konca 5' genu.
Naruszenie tej sekwencji znosito transkrypcje genu (H. Hofstetter, Zurich). Analo-
giczna sekwencja niezbedna dla zachowania transkrypcji znajduje sie u konca ge-
nu tRNA Mt

Doskonaty wyktad D. Flavella (Londyn) podsumowat najnowsze dane o budowie
genéw globinowych oraz strukturze i procesie przetwarzania czasteczek prekurso-
rowych mRNA globiny poczawszy od pierwszego transkryptu o wielkosci 15S poprzez
formy posrednie. Przedstawiono liczne dane uzupetniajgce niepetny jeszcze obraz
mechanizmu wycinania sekwencji intronowych i spajania wigzaniem kowalencyjnym
koncéw sasiadujacych eksondw. Analizowano strukture gendéw globinowych u ludzi
z wrodzong hemoglobinopatig. Ustalono, ze zespét genéw globinowych ulega roz-
legtym uszkodzeniom, najczesciej typu delecji; w wielu przypadkach hemoglobino-
patii obszar delecji zostat precyzyjnie okreslony.

Strukture genu aktyny omawiali I. Sures (Genewa) i R. Firtel (La Jolla) a orga-
nizacje genéw histonowych M. Birnsteil (Zurich). Gen histonu H2A jezowca wykazuje
sekwencje TATAAATA, ktéra w stosunku do polimerazy Il determinuje pozycje
konca 5'. Wydaje sig, ze sekwencja ta odpowiada zatem funkcji selektora trans-
krypcji. Dalej w lewo od sekwencji selektora znajduje sie w obrebie przerywnika
sekwencja modulatorowa okre$lajgca szybko$¢ transkrypciji.

M. Jacob (Strasburg) przedstawita analize sekwencji na granicy intron-ekson
wskazujagc na homologie sekwencji przygranicznych wielu pre-mRNA. Sekwencje
te wykazujg komplementarno$¢ do 16 nukleotydowej sekwencji drobnoczasteczko-
wego RNA (Ul). Zdaniem niektérych autoréw czasteczka Ul moze stuzy¢ jako element
stabilizujgcy miejsca cie¢ i spojen na granicy intron-ekson. Interesujace, ze w hnRNA
znaleziono znaczng ilo$¢ (40%) drobnoczgstekowego RNA gtéwnie frakcji U2, Ul,
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U3 i Ux (M. Jacob, T. Pederson, Worcester Foundation, Sirewsbury). H. Naora
(Canberra) zaproponowat model przetwarzania' pre-mRNA, w ktorym elementem
stabilizujacym region ciecia i spajania na granicy ekson-intron-ekson sg dwupas-
mowe struktury wytwarzane w obrebie tej samej czasteczki hnRNA.

Zupetnie nowg koncepcje mechanizmu przetwarzania pre-mRNA cytochromu b
w mitochondrialnym DNA drozdzy zaproponowat P. Stonimski (Gif sur Yvette).
Grupa Stonimskiego stwierdzita, ze niektére sekwencje intronowe genu cytochro-
mu b kodujg biatko (,maturaze”) niezbedne dla usuwania intronédw i spajania ekso-
now w pre-mRNA cytochromu b. Maturaza jest biatkiem wspétdziatajgcym z innymi
sktadnikami mechanizmu ,splicingNiektdre mutanty w obrebie introndw unie-
mozliwiajgce petng transkrypcje informacji dla maturazy sg niezdolne (;0 przetwa-
rzania pre-mRNA, ktéry gromadzi sie w zwiekszonych ilosciach.

Sesje poswiecong organizacji ekspresji gendw immunoglobuliny (lg) otworzyt
Swietny referat R. Perry’ego (Filadelfia). W obszernym wstepie referent podat pod-
stawy biologii rozwoju komdrek wytwarzajgcych immunoglobuliny, oméwit przy-
datno$¢ modelowych szpiczakéw myszy dla badan nad struktura genéw Ig i naturg
réznorodnosci przeciwciat. Na przyktadzie analizy gendw lekkiego tancucha 1i x wia-
domo, ze geny kodujgce region zmienny (V lub wg obecnie proponowanej nomen-
klatury region CDR-Complementarity Determining Region) wystepuja w liczbie Kil-
kuset (ok. 300), natomiast gen regionu statego (C) jest pojedynczy. Formowanie osta-
tecznej struktury genu po zadziataniu antygenu nastepuje w trakcie réznicowania sie
limfocytu typu B i polega na przegrupowaniu i przyblizeniu jednego z genéw V do
jednego z pieciu segmentow J potozonych w odlegtosci ponad 1000 pz (sekwencja
IVS) od poczatku genu C. Tak uformowany gen ulega transkrypcji a pre-mRNA
przetworzeniu (wyciecie sekwencji IVS) w koncowa czasteczke mRNA, w Kktorej
region V/J przechodzi bezposrednio w region C. R6znorodno$¢ przeciwciat warunkujg
mnogo$¢ gendéw V, mozliwo$é doboru segmentu J i zmienno$¢ w rejonie spojenia V-J,
a takze mutacje w hiperzmiennych regionach genu V.

Molekularne podtoze zjawiska ,przetgczania” klas gendw tahcucha H przeciw-
ciat byto przedmiotem dalszej czesci wyktadu Perry’ego jak réwniez oddzielnych
referatdw (T. H. Rabbitts, Cambridge; B. Mach, Genewa; U. Storb, Seattle; F. Alf,
MTI-Cambridge, USA). Gen C jest potozony u lewego kofica zespotu gendéw tancu-
cha H i ulega ekspresji jako czasteczka IgM, ktéra jest pierwszym przeciwciatem
syntetyzowanym w odpowiedzi na antygen. Uformowanie czynnego genu C polega —
podobnie jak w przypadku genoéw tancucha Xiy —na przegrupowaniu odpowiednie-
go genu V-J w sasiedztwo C . ,Przefaczenie” na synteze nastepnych w czasie klas Ig
(np. 19G) na poziomie molekularnym polega na nastepnej rekombinacji, w wyniku
ktorej region VJ zbliza sie do odpowiedniego genu C (np. C yi)- Rekombinacja za-
chodzi w obrebie miejsc S, ktdrych struktura nie jest jeszcze blizej poznana. W wy-
niku rekombinacji obszar DNA miedzy genem VJ a genem danej klasy taricucha H
ulega delecji.

Interesujacy proces ekspresji genow alfa-amylazy przedstawili O. Hagenbuechle,
U. Schibler i wsp." (Lozanna). mRNA alfa-amylazy S$linianki i watroby myszy réznia
sie niekodujacym koncem 5'. Sekwencja poprzedzajagca kodon AUG mRNA watroby
jest dtuzsza o ok. 100 zasad od analogicznej sekwencji mRNA S$linianki. Ponadto sek-
wencja poprzedzajgca kodon AUG w mRNA S$linianki jest transkryptem komplemen-
tarnym do regionu oddalonego w lewo o ok. 3000 zasad od regionu kodujgcego takg
sekwencje w watrobie. By¢é moze odkrycie to przyczyni sie do poznania réznic
w funkcji genu w odmiennie wyspecjalizowanych komoérkach. Odmiennosci narzg-
dowe w ekspresji genéw amylazy i strukture genoéw insuliny omawiat W. Rutter
(San Francisco).

Tematyka sesji poswieconej wirusom onkogennym typu DNA obejmowata gtow-
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nie molekularng strukture adenowirusa typ 2 i SV40 i koncentrowata sie¢ na cha-
rakterystyce promoteréw, inicjacji transkrypcji oraz przetwarzaniu transkryptow
pierwotnych. Analize komplekséw transkrypcyjnych adenowirusa metodg mikroskopii
elektronowej przedstawit O. Miller (Pasadena), a J. Blanchard (Montpelier) omoéwit
badania nad czasteczkami mRNA wirusa w zakazonych komdrkach linii Hela.
Analizowano strukture i funkcje wczesnych i p6znych promoter6w adenowirusa.
Silny promoter TATAAA pasma r znajduje sie w pozycji 16.3 mapy wirusa w od-
legtosci o ok. 30 nukleotydéw w lewo od miejsca CAP (C. Kedinger, Strasburg;
O. Hagenbuechle, Lozanna). Regulacja transkrypcji wczesnych regionéw 2 i 4 podlega
negatywnej kontroli. Transkrypcja tych regionéw po osiggnieciu maksymum jest
wytgczona przez biatko wykazujace wihasciwosé wigzania z DNA, a bedace produk-
tem wczesnego genu 2 (J. R. Nevins, Nowy Jork). Mechanizmy kontroli ekspresji
genow adenowirusa 2, zaleznosci miedzy ekspresja wczesnych i po6znych gendw,
proces przetwarzania pre-mRNA i funkcje regulatorowe przedstawit w postaci
obszernego referatu przeglagdowego L. Philipson (Uppsala).

,P0zne” geny wirusa SV40 nie zawierajg sekwencji typu TATA w odrdznieniu
od wczesnego regionu, gdzie sekwencje typu ,,TATA-box" wystepujg w regionie
poprzedzajacym poczatek genu kodujacego antygen T, jednak nie nalezy przypisy-
wacé im znaczenia bezwzglednych sygnatéw dla transkrypcji in vivo (R. Kamen,
Londyn). Dane te potwierdzajg badania laboiatorium Fiersa wskazujace, ze delecje
sekwencji poprzedzajacych pézne geny SV40 (kodujgce biatka otoczki wirusa) nie
wptywajg na przebieg transkrypcji (G. Haegeman, Ghent). R. Weil (Genewa) wskazat
na plejotropowe dziatanie antygenu T w komoérkach zakazonych SV40.

Pieknym referatem o retrowirusach i odwrotnej transkryptazie D. Baltimore
(Cambridge, USA) otworzyt sesje poswiecong retrowirusom. RNA retrowiruséw po
skopiowaniu na dsDNA integruje sie z genomem gospodarza dzieki strukturze sek-
wencji typu ,directrepeat” na koncach transkryptu. Pierwszg fazag integracji jest
utworzenie z dsDNA formy kolistej. Ciekawg hipoteze powstawania biataczek u pta-
kéw pod wptywem wirusa ALV przedstawit W. S. Hayward (The Rockefeller Uni-
versity, Nowy Jork). Badania Haywarda oraz S. M. Astrin i B. C. Neela z Instytutu
Badan nad Rakiem w Filadelfii wskazuja, ze indukcja biataczki moze zaj$¢ poprzez
insercje w genom gospodarza promotera pochodzgcego z prowirusa ALV. Jest to
jeden z ciekawszych kierunkéw badaA nad rolg sekwencji niosgcych okreslone
funkcje i wigczanych w genom w procesie powstawania nowotworéw. J. M. Verma
(San Diego) analizowat przyktady biogenezy retrowiruséw. Wirus miesaka myszy —
Moloney (M-MSV) jest zdolny do wiaczenia we wiasny genom sekwencji genomu
gospodarza. Te nabyte sekwencje moga ulec ekspresji jako niezalezny produkt wirusa
lub jako dodatkowy fragment strukturalnych biatek wirusowych. v

W konferencji brato udziat okoto 120 uczestnikéw. Poziom konferencji byt bar-
dzo wysoki i nie mogtem oprze¢ sie uczuciu zazenowania jak bardzo pozostalismy
w tyle. Organizatorzy konferencji: Robert Perry (Filadelfia), Klaus Scherrer (Pa-
ryz) i George Spohr (Genewa) oraz koledzy z Uniwersytetu Genewskiego, moga miec
gtaboka satysfakcje nie tylko z pozytecznej i stymulujacej konferencji naukowej lecz
takze z faktu, ze jej uczestnicy nigdy nie zapomng przyjaznej atmosfery jaka tam
organizatorzy stworzyli. Wszyscy tez zachowamy na zawsze w pamieci bajkowe
scenerie z okolicy Arolla i alpejskiej wycieczki.

M. Chorazy

Zaakceptowano do druku 3.4.1981 Instytut Onkologii, Wybrzeze Armii Czerwo-
nej 15, 44-100 Gliwice
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Badania nad strukturg i funkcjg czynnika elongacyjnego EFTu z bakterii
E.coli

Czynnik elongacyjny EFTu z bakterii Escherichia coli jest biatkiem sktadajacym
sie z pojedynczego tancucha polipetydowego o ciezarze czasteczkowym 43 225, w skitad
ktorego wchodzg 393 aminokwasu (1).

W procesie biosyntezy biatka czynnik EFTu katalizuje wiazanie AA-tRNA do
rybosomoéw w cyklu reakcji, ktorych pierwszym etapem jest utworzenie kompleksu
dwusktadnikowego z GTP (EFTu-GTP). Nastepnie, w interakcji z AA-tRNA powstaje
kompleks trojsktadnikowy: AA-tRNA-EFTu-GTP. W wyniku oddzialywania z wtasci-
wym kodonem mRNA na rybosomie nastepuje przytaczenie kompleksu tréjsktadni-
kowego do rybosomu, po czym zachodzi utworzenie wigzania peptydowego pomiedzy
AA-tRNA (z kompleksu trojsktadnikowego) a syntetyzowanym peptydylo-tRNA. Po
hydrolizie GTP uwalniany jest z kompleksu rybosomalnego nowy kompleks dwu-
sktadnikowy: EFTu-GDP. Dla kontynuacji procesu biosyntezy biatka konieczne jest
ponowne utworzenie kompleksu EFTu-GTP; uczestniczy w tej reakcji czynnik elon-
gacyjny EFTs, ktéry tworzy kompleks dwusktadnikowy EFTu-Ts. Czynnik elonga-
cyjny EFTu nie wystepuje in vivo w stanie wolnym, a jedynie w formie komplekséw
z GDP lub z czynnikiem Ts (EFTu-GDP lub tez EFTu-Ts); oba te kompleksy dwu-
sktadnikowe sg zaangazowane réwniez w etapach posrednich procesu wydtuzania
tancucha polipeptydowego (2, 3).

Jak wynika z powyzszego schematycznego opisu czynnik Tu oddziatuje z wieloma
makromolekularni aktywnymi w procesie biosyntezy biatka a mianowicie: AA-tRNA,
GDP, GTP, EFTs i skiadnikami rybosomalnymi (2,3 i literatura tam cytowana).
Niezaleznie od pokrétce scharakteryzowanych powyzej funkcji EFTu jest podjed-
nostkg Q% RNA polimerazy (4); tworzy réwniez kompleksy (byé moze funkcjonalne)
z nastepujacymi zwigzkami czynnymi biologicznie: kirromycyng, aurodox i pulvo-
mycyng (5, 6, 7).

Na szczeg6towg analize procesu interakcji pomiedzy czynikiem elongacyjnym
EFTu a czasteczka przenoszacego RNA (tRNA) pozwalajg obecnie liczne dane”ekspe-
rymentalne, a szczegolnie:

1) okreslona struktura I-, Il- i Ill-rzedowa tRNA; mozna przyja¢, iz model przeno-
szacego RNA jest powszechnie znany (8, 9) i aczkolwiek nie jest znana struktura
trojwymiarowa czgsteczki aminoacylo-tRNA, nalezy jednakze przypuszczaé, iz jest
ona bardzo podobna;

2) znana sekwencja aminokwaséw czynnika EFTu z bakterii E.coli (1), jak réwniez
opracowany na podstawie danych krystalograficznych model tréjwymiarowy kom-
pleksu EFTu-GDP (10-12);

3) czuta i wysoce specyficzna metoda detekcji oddziatywah pomiedzy czynnikiem
elongacyjnym a jego ligandami (przede wszystkim AA-tRNA) oparta na kom-
petycji z L-l-chloro-4-fenylo-3-tolueno-p-sulfonamido-butan-2-onem  (TPCK)
(wzo6r 1) (13-16 i literatura tam cytowana).
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Jednym z podstawowych pytan dotyczacych EFTu jest problem regulowania
jego aktywnos$ci. Prawdopodobnie jest ona determinowana allosterycznie poprzez
zmiany konformacyjne, wywotywane przytgczeniem dwufosforanu i trdjsforanu
guanozyny (GDT i GTP). Istniejg co najmniej dwa sposoby sprawdzenia tej hipotezy:
po pierwsze poprzez badania krystalograficzne (10) oraz po drugie poprzez badania
nad inhibicjg aktywnosci biologicznej (13).

W przypadku pierwszej alternatywy optymalna droga prowadzi do wydziele-
nia i wykrystalizowania, a nastepnie do okre$lenia parametrow krystalograficznych
i stworzenia modelu przestrzennego komplekséw, w ktédrych wystepuje jednocze$nie
czynnik Tu oraz fosforan guanozyny, a wiec w tym wypadku: dwéch kompleksoéw
dwusktadnikowych (EFTu-GTP i EFTu-GDP) oraz kompleksu trojsktadnikowego
(AA-tRNA-EFTu-GTP).

Obecnie znany jest model tréjwymiarowy kompleksu dwusktadnikowego EFTu-
GDP opracowany na podstawie danych krystalograficznych dla czynnika wydzielo-
nego z bakterii E.coli (10). Czgsteczka kompleksu ma ksztatt owalny, nieco wydtuzo-
ny (stosunek osi wynosi 2,5-3), z kilkoma nieregularnymi wybrzuszeniami.

Aczkolwiek autorzy biezagco wprowadzajg do swego modelu pewne korekty, jed-
nakze moze on juz by¢ w peini przydatny w pracach i rozwazaniach nad oddzia-
tywaniami pomiedzy czynnikiem Tu a jego Ugandami. Mozliwe jest takie utozenie
obu struktur: kompleksu dwusktadnikowego EFTu-GDP oraz tRNA, Zze sa one niejako
komplementarne wzgledem siebie, tworzac zwartg bryte. Niestety, brak jest danych
eksperymentalnych wskazujagcych na wzajemne utozenie przestrzenne tych cza-
steczek, a przytoczony powyzej opis bazuje jedynie na dopasowaniu do siebie modeli
wykonanych w tej samej skali (10). W przeciwienstwie do kompleksu EFTu-GDP
nie mamy danych krystalograficznych kompleksu EFTu-GTP, ani tez danych na
temat kompleksu trojsktadnikowego AA-tRNA-EFTu-GTP. Tak wigc poglady na
temat wzajemnego utozenia przestrzennego trzech czasteczek (GTP, AA-tRNA i EF)
sg tylko hipotezami.

Roéwnolegle z pracami krystalograficznymi byly prowadzone badania nad struk-
turg l-rzedowg czynnika Tu. Czynnik wyizolowano z trzech réznych szczepow
bakterii E.coli w formie kompleksu EFTu-GDP (1). Analize sekwencyjng prowadzono
w roznych laboratoriach technikg degradacji Edmana stosujac badZz to manualng
metode dansylowania, badz tez sekwencjonowanie automatyczne na statym pod-
tozu.

Poniewaz czynnik elongacyjny EFTu jest kodowany przez dwa rézne geny: tuf A
i tuf B (17) byto rzeczg niezwykle ciekawg poréwnanie sekwencji produktéw obu
gendéw. Nie stwierdzono réznic w strukturze I-rzedowej czynnikdw kodowanych przez
te dwa geny. Taki wynik analizy sekwencyjnej jest w S$cistej korelacji z pracami
prowadzonymi nad mechanizmem aktywnos$ci biologicznej. Wykonane badania nie
doprowadzity do wykrycia réznic funkcjonalnych. Istota wystepowania dwoch ge-
néw dla czynnika Tu nie jest w chwili obecnej zrozumiata. Jako jedyne réznice
wykryto, iz gen tuf B nie jest istotny dla wzrostu bakterii oraz, ze geny charakte-
ryzuja sie rdzng opornoscig na antybiotyk — kirromycyne (20). Wyizolowanie czynni-
ka EFTu jako produktu pojedynczego genu ze szczepu bakterii opornych na kirro-
mycyne pozwolito réwniez stwierdzi¢, iz faktor taki (okreslony jako EFTu A) nie
jest aktywny w QB3 RNA polimerazie, jak rowniez wykazuje (dla produktu genu
tuf B) niepetng aktywnos$¢ faktora Tu w procesie biosyntezy biatka (20). Jednakze
zmiany te byly indukowane pierwotng interakcja z antybiotykiem —kirromycyna.

Na podstawie znanej sekwencji probowano okresli¢ strukture Il-rzedowsa. Usta-
lono, ze ok. 30% tanicucha aminokwasowego Tu ma forme a-spirali(ang. a-helix), na-
tomiast ok. 16% stanowi konformacja @3 (ang. $-sheet). Mimo czynionych préb nie
stwierdzono korelacji pomiedzy Il-rzedowg strukturg EFTu a jego funkcjg. Nato-
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miast, co wydaje sie bardzo interesujace, wykryto duze podobiefistwo znacznych
fragmentéw strukturalnych czynnika EFTu oraz czynnika elongacyjnego EFG. Dla
niektorych odcinkéw tancucha polipeptydowego homologie sekwencyjng okreslono
na 80%.

Przypuszcza sie rowniez na podstawie wstepnych danych, iz struktura I-rzedo-
wa EF-1 moze by¢ bardzo podobna do struktury czynnika inicjujgcego 2 (IF2) oraz
czynnika terminujacego (RF). Wydaje sie rzecza bardzo istotng podkreslenie, ze
wymienione czynniki biatkowe (EFTu, EFG, IF2, RF) sg kodowane na chromosomie
przez sasiadujgce ze sobg geny ().

Znajac strukture I-rzedowg czynnika EFTu mozna byto zidentyfikowaé frag-
menty tafAcucha polipeptydowego oddziatujagce z czasteczkag AA-tRNA w procesie
biosyntezy biatka. Badania prowadzono z zastosowaniem technik: znakowania po-
winowactwa (ang. affinity labelling) oraz wytwarzania wigzan krzyzowych (ang.
crosslinking). Stwierdzono, iz w reakcji pomiedzy EFTu a AA-tRNA uczestniczy
region pomiedzy 44 a 57 aminokwasem; fragment ten zawiera 2 odcinki a-spi-
rali (2).

Z czasteczkg AA-tRNA oddziatuje rowniez bezposrednio cysteina (pozycja 81)
(1, 16) oraz znajdujace sie w bezposrednim sgsiedztwie reszty histydyny (18).

Drugg drogg badania mechanizmu oddziatywan pomiedzy czynnikiem EFTu
a AA-tRNA, poprzez hamowania aktywnos$ci biologicznej czynnika, zastosowano
w Czechostowackiej Akademii Nauk w laboratorium J. Jonaka. Scharakteryzowano
tam wysoce specyficzny inhibitor: TPCK (por. Ryc. 1), tworzacy wigzanie kowa-
lentne z grupami SH, pochodzacymi, np. z aminokwasu cysteiny. W procesie bio-
syntezy biatka TPCK hamuje tylko reakcje tworzenia kompleksu tréjsktadnikowego:
AA-tRNA-EFTu-GTP, a w konsekwencji uniemozliwia przytaczenie AA-tRNA do
rybosomoéw, czyli blokuje caty proces biosyntezy biatka. TPCK nie hamuje nato-
miast tworzenia komplekséw dwusktadnikowych pomiedzy Tu a GDP czy tez GTP.
Podobnie nie wykryto Zzadnego efektu TPCK na aktywno$¢ czynnika EFG, czy tez
faktora IF2 (czynniki te, jak wyzej wzmiankowano, wykazujg pewne podobiefstwo
sekwencyjne do czynnika Tu (13-16).

W wyniku utworzenia wigzania kowalentnego z grupami tiolowymi z cysteiny
przez TPCK czasteczka czynnika Tu jest niezdolna do tworzenia kompleksow
z AA-tRNA. Jednoczes$nie stwierdzono, ze czynnik Tu skompleksowany z AA-tRNA
(np. w kompleksie tréjsktadnikowym) jest chroniony przed i.naktywacjg.

A zatem mozna postawi¢ hipoteze, iz obie czasteczki, tj. TPCK i AA-tRNA, od-
dziatujg z tym samym elementem strukturalnym czynnika, a wiec z grupami SH,
pochodzacymi z reszty cysteiny znajdujacej sie w pozycji 81 jak to wynika z badah
sekwencyjnych. W przeciwienstwie do AA-tRNA czasteczka tRNA nie wykazuje
praktycznie zadnego efektu ochronnego, wzgledem czynnika Tu. Mozna wigc przy-
ja¢, ze w procesie oddziatywania i rozpoznania bezpos$rednio jest zaangazowany ko-
niec 3' czasteczki AA-tRNA. Dlatego tez do badan uzyto chemicznie zsyntetyzowanych
analogéw kornca 3' czasteczki AA-tRNA, a mianowicie:

— A-Phe (2',3',-O-L-fenyloalanyloadenozyny),
—» CpA-Phe (cytydylo-)3'-5'(-2")3'(-0-L-fenyloalanyloadenozyny).

W prébach kontrolnych zastosowano: fenyloalanine, cytydyne i adenine (Phe,
A i C). Efektu ochronnego nie stwierdzono. Natomiast w przypadku stosowania kom-
ponentéw konca 3' efekt ochronny uktadat sie w nastepujacej kolejnosci:

AA-tRNA > CpA-Phe > A-Phe

Eksperyment zostat wykonany w ten sposéb, iz czynnik Tu preinkubowano z okres-
lonym czynnikiem ochronnym, a nastepnie poddawano otrzymany kompleks inakty-
wacji za pomocg TPCK, po czym okre$lano stopien zdezaktywowania, a wiec po-
Srednio wspoOtczynnik ochronny danego czynnika (16). Jednoznacznym wnioskiem
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z powyzszego eksperymentu jest, ze koniec 3' czasteczki AA-tRNA jest bezposrednio
zaangazowany w procesie rozpoznania faktora (15, 16).

Kolejnym elementem strukturalnym czasteczki AA-tRNA zaangazowanym w pro-
cesie interakcji pomiedzy faktorem Tu a czasteczkg AA-tRNA jest wiagzanie estrowe
wystepujgce pomiedzy 3' koAcowa adenozyng a przytaczonym aminokwasem. Ce-
lem zbadania stuszno$ci tego przypuszczenia zastosowano zamiast AA-tRNA inny
analog konca 3'—a mianowicie antybiotyk puromycyne. Puromycyna jest petnym
analogiem strukturalnym uktadu adenozyna-aminokwas, z tym, ze zamiast wigzania
estrowego wystepuje w niej wigzanie amidowe.

Czasteczka puromycyny w analogicznym dosSwiadczeniu jak poprzednio nie wy-
kazata zadnej ochrony faktora Tu przed inaktywacjg za pomocg TPCK. Jedno-
znaczng konkluzja jest, ze czynnik elongacyjny EFTu rozpoznaje oraz rozréznia wig-
zanie amidowe i estrowe (15). Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze aby czynnik EFTu
mogt rozpoznawaé AA-tRNA musza by¢ spetniane nastepujgce warunki:

— czasteczka tRNA winna by¢ aminoacylowana,
— aminokwas musi byé polgczony poprzez wnazanie estrowe,
— grupa «-NH2 aminokwasu nie moze by¢ modyfikowana.
Specyficzno$¢ rozpoznania czynnika EFTu jest warunkowana przez:
— cysteine w pozycji 81 oraz sasiadujgce histydyny, a
— EFTu winien mie¢ forme kompleksu dwusktadnikowego z GTP (a nie z GDP).

Z rbdznicy w reaktywnoS$ci i specyficznosci rozpoznania ligandéw przez EFTu-
GTP i EFTu-GDP wynika, iz nukleotyd guanozyny powoduje zmiany we wiasnos-
ciach funkcjonalnych faktora. Przytgczenie GTP do faktora powoduje uaktywnienie
miejsca rozpoznania konca 3' czasteczki AA-tRNA. Tak wiec GTP lub GDP petnig
funkcje allosterycznych regulatoré6w aktywnos$ci biologicznej czynnika Tu, bowiem
decydujag o przytagczeniu AA-tRNA, czyli formowaniu kompleksu tréjsktadniko-
wego (19).

Okres$lenie struktury I-rzedowej czynnika EFTu- oraz opracowanie modelu
przestrzennego kompleksu EFTu-GDP stanowiag bardzo duze osiggniecia. Jednakze
jak dotad nie doprowadzity one do zaproponowania modelu interakcji z czasteczka
AA-tRNA. Stosunkowo proste badania mechanizmu kompetycji, pozwolity juz jed-
nak na okreSlenie uczestniczacych w procesie rozpoznania miejsc aktywnych obu
czasteczek. - f
‘ T. Twardowski, J. Pulikowska, K. Gulewicz
Zaktad Chemii Bioorganicznej PAN, Noskow-
skiego 12/14, 61-704 Poznanh

V.
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Kaskada kwasu arachidonowego *

W ciggu dwoch dni (26 i 27.1X.1980) ponad dwudziestu uczonych z Belgii, Fin-
landii, Francji, ltalii, Japonii, Polski, Szwajcarii, U.S.A., Wielkiej Brytanii i ZSRR
prowadzito ozywiong dyskusje nad zagadnieniami chemii, biochemii, fizjologicznym
znaczeniem i klinicznym zastosowaniem produktow przemiany kwasu cis-eikoza-
5,8,11,14-tetraenowego, czyli kwasu arachidonowego. Kwas ten jest biologicznie naj-
wazniejszym nienasyconym kwasem tluszczowym, stanowigcym szczegdlnie istotny
sktadnik fosfolipidéow bton komérkowych, skad uwalniany jest przez fosfolipaze A2
aby z budulca komoérkowego sta¢ sie substratem wewnatrzkomérkowych enzymoéw
oksydacyjnych. Enzymy te przetwarzajg go na wysoce aktywne mediatory reakcji
biologicznych, takie jak prostaglandyny, prostacyklina, tromboksan i leukotrieny.

Dr Rodric Flower (W. Brytania) przypomniat, ze zjawisko hamowania uwalnia-
nia kwasu arachidonowego z fosfolipidéw komdrkowych przez glukokortykosterydy
zostato po raz pierwszy odkryte w Polsce w 1975 roku. | chociaz do dzisiaj mecha-
nizm unieczynniania przez hormony nadnercza fosfolipazy A2nie zostat wyjasniony,
to jednak coraz wiecej gromadzi sie danych $wiadczgcych, ze totalne zahamowanie
przemian kwasu arachidonowego przez hydrokortyzon i sterydowe leki przeciwza-
palne moze leze¢ u podtoza ich skutecznosci leczniczej w odczynach uczuleniowych
i zapalnych. Glukokortykosterydy hamujg bowiem nie tylko tworzenie sie odczynu
zapalnego — prostaglandyn (podobnie, jak aspiryna), lecz réwniez mediatorow od-
czynu anafilaktycznego, leukotrienéw C i D, czynnika chemotaktycznego dla leuko-
cytow, leukotrienu B oraz cytotoksycznych lizolecytyn i tromboksanéw. Dr R. Flo-
wer przedstawit wiasng koncepcje dziatania glukokortykosterydéw na kaskade kwasu
arachidonowego. Wedtug niego sterydy tgczac sie z wiasciwymi im receptorami ko-
moérkowymi, drogg transkrypcji i translacji, zapoczatkowujg w komérce biosynteze
specjalnego biatka— makrokortyny, ktora jest endogennym inhibitorem fosfolipazy
A2 Farmakologiczna koncepcja Flowera indukowania endogennego inhibitora fos-
folipazy A2 przez glukokortykosterydy zyskata silne poparcie w badaniach nad
zaleznoscig pomiedzy populacjg receptoréw sterydowych, a biosyntetyczng zdolnoscig
prostaglandyn w hodowlach komdrkowych (Dr Francoise Russo-Marie, Francja),
oraz w badaniach nad wydzielaniem makrokortyny przez leukocyty stymulowane
deksametazonem (Dr Massimo di Rosa, Italia). Uwolniony kwas arachidonowy jest
substratem cyklooksygenazy przetwarzajagcej go na cykliczny nadtlenek prostaglan-
dynowy (PGG2. W pewnych komdrkach kwas arachidonowy ulega lipooksydacji

*

Podsumowanie sympozjum, ktoére odbyto sie w Poznaniu w dniach 26-27.1X.1980 pod pro-
tektoratem Europejskiego Towarzystwa Biochemicznej Farmakologii i Polskiego Towarzystwa
Farmakologie: nego.



272 NOWE W BIOCHEMII [10]

tworzac odpowiednie hydroperoksykwasy, z ktérych szczeg6lnie ciekawym biologicz-
nie jest kwas 5-hydroperoksy-eikozatetraenowy (5-HPETE).

Dr Kay Brune (Szwajcaria) przedstawit swéj nieortodoksyjny punkt widzenia
dziatania tzw. niesterydowych lekdw przeciwzapalnych (np. aspiryny lub indometa-
cyny) na przemiany kwasu arachidonowego. Otéz od 1971 roku tj. od chwili odkry-
cia przez Dr J. Vane’a (W. Brytania) hamowanie cyklooksygenazy przez aspiryne,
przyjmuje sie powszechnie, ze ten biochemiczny efekt wywotywany przez niestery-
dowe leki przeciwzapalne lezy u podtoza ich skutecznosci leczniczej, a takze dziatan
ubocznych (np. nadzerki S$luzowki zotadka, dziatanie nefrotoksyczne). Ten poglad
podwazyt Dr K. Brune wykazujac, ze usuniecie prostaglandyn z ogniska zapalnego
przez niesterydowe leki przeciwzapalne nie jest wystarczajacym wyttumaczeniem
ich dziatania przeciwzapalnego. Ponadto nie zawsze mozna skorelowac site dziatania
przeciwzapalnego leku z jego sitg hamowania biosyntezy prostaglandyn via cyklooksy-
genaza. Trudno sie oprzeé refleksji, ze w nauce obserwujemy nieustanng tendencje
do uzupetniania zastanego stanu wiedzy. Zwykle poczatkowo wynajduje sie luki
w istniejgcej koncepcji, a dopiero potem przychodzi czas na wypetnienie ich nowymi
hipotezami, ktore z kolei sa réwniez korygowane.

Dr Kenneth Eakins (W. Brytania) przedstawit odkrycie, ktére w pewnym
sensie wypetnia luke zauwazong przez Dr K. Brune w klasycznej ,prostaglandyno-
wej” koncepcji dziatania niesterydowych lekéw przeciwzapalnych. Jak wiadomo,
prostaglandyny (a gtdwnie wéréd nich prostaglandyna E2 zwiekszajg przepuszczal-
no$¢ naczyn wiosowatych, wywotujg zaczerwienienia i obrzeki, moga powodowac
nasilanie sie bolu wywotanego podraznieniem zakonczen nerwowych przez hista-
mine i bradykinine, ale nie jest to jeszcze pelny obraz odczynu zapalnego. Pro-
staglandyny nie majg dziatania chemotaktycznego ani chemokinetycznego na leu-
kocyty, a przeciez nacieki komoérkowe sg wazng czeScig sktadowa odczynu zapal-
nego. Dr K. Eakins odkryt, ze prawdziwym czynnikiem chemotaktycznym dla
leukocytéw jest produkt lipooksydacji kwasu arachidonowego, kwas 5,12-dwuhy-
droksyeikozatetraenowy (5,12-di-HETE, leukotrien B) dziatajacy chemotaktycznie
100—1000 razy silniej, niz jakikolwiek monohydroksy kwas wywodzacy sie z kwasu
arachidonowego. Aby wiec uzyska¢ silne dziatanie przeciwzapalne nalezy zahamo-
waé obie drogi przemian kwasu arachidonowego: 1) cyklooksygenacje prowa-
dzacg do prostaglandyn i 2) lipooksydacje prowadzacg do powstania leukotrienu B.
Tak dziatajg np. sterydowe leki przeciwzapalne. Znane jest jednak ich niebez-
pieczne dziatanie uboczne zwigzane 1z zasadniczym dziataniem hormonalnym
i -z dziataniem immunosupresyjnym. Nalezatoby wiec zsyntetyzowaé zwigzek o po-
dobnym dziataniu, ktéry nie bytby sterydem. Jedna z dr6g rozwigzania tej kwa-
dratury kota byloby stosowanie czystej makrokortyny Flowera. Inna mozliwo$¢
polega na znalezieniu syntetycznego leku, ktéry bytby jednocze$nie inhibitorem
cyklooksygenazy i lipooksydazy kwasu arachidonowego. Taka substancja ma by¢
zwigzek BW 755C, nad ktérym prowadzi badania Dr K. Eakins.

Powréémy jednak do zasadniczej drogi cyklooksygenacji kwasu arachidono-
wego. Pierwszymi produktami tej enzymatycznej reakcji sg nietrwate cykliczne
nadtlenki prostaglandynowe (PGG2i PGH2, ktére najprawdopodobniej bez udziatu
enzymdw moga przeksztatci¢ sie do réznorakich prostaglandyn (E2 F2 D2. Jednak
w uktadzie krgzenia z PGH2 powstajg na drodze enzymatycznej dwie nietrwate,
lecz bardzo aktywne substancje. W ptytkach krwi synteza tromboksanu wytwarza
z PGH2 tromboksan A2 (TXA2, zas$ w Srédbtonku 'tetnic, ptuc i nerek z PGH2
syntetaza prostacykliny tworzy prostacykling (PGI12. TXA2 wywotuje zlepianie sie
ptytek krwi i skurcz tetnic. PGI2 hamuje zlepianie sie ptytek krwi i rozszerza na-
czynia krwionosne. A wiec jeszcze jeden uktad ,,yin-yang”, jak pary c-AMP/c-GMP,
acetylocholina/adrenalina i wiele innych w ustroju. Temu ukladowi posSwiecono
duzo miejsca podczas sympozjum.
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Jednym z pierwszych uczonych, ktéry zwrdcit uwage na znaczenie ptytek krwi
i ich wspoétdziatanie ze $rédbtonkiem tetnic w celu utrzymania homeostazy w ukla-
dzie krazenia byt Dr Gustav Born (W. Brytania). On tez byt pierwszym, ktory
opracowat aparat do badania zlepiania sie ptytek (agregometr). Prostacyklinowo-
tromboksanowa hipoteza powstawania zakrzepéw wewnatrznaczyniowych, a takze
miazdzycy, byta szeroko dyskutowana podczas sympozjum.

Dobrze sie ztozyto, ze Dr G. Born przedstawit swojg odmiennag koncepcje po-
wstawania zakrzepow wewnatrznaczyniowych. Jego zdaniem, na pierwszy plan
w tym procesie wysuwa sie interakcja pomiedzy krwinkami czerwonymi, a krwin-
kami ptytkowymi. Srédbtonek naczyniowy wraz z jego prostacykling wg Dr G. Bor-
na odgrywa drugoplanowg role. ,,Skaleczenie” skalpelem polietylenowego przewodu,
w ktorym przeptywa krew, wywotuje powstawanie zakrzepu, podobnie jak gdyby
skaleczono tetnice. Zakrzep nie powstanie jednak, gdy zamiast krwi przez polietyle-
nowy przewo6d przeptywa bogatoptytkowe osocze. Wg Dr G. Borna biochemiczng
podstawg tego zjawiska jest uwolnienie z czerwonych ciatek krwi kwasu adeno-
zynodwufosforowego, ktéry wywotuje zlepianie sie ptytek krwi.

Dwa referaty: Dr A. Klimova (ZSRR) i Dr L. Samochowca (Polska) pozwolity
na zrozumienie roli metabolizmu lipidow dla rozwoju miazdzycy. W szczeg6lnosci
przedstawiono sposoby penetracji lipoproteidow do $ciany tetnicy, z ich nastep-
czym katabolizmem, aktywacjg biosyntezy glicerydéw i fosfolipiddw, oraz aku-
mulacjg estrow cholesterolu w $cianie tetnicy. Z drugiej strony przedstawiono
ochronng role fosfolipidow w przeciwdziataniu rozwojowi miazdzycy.

Z referatem Dr Fujio Numano zapoznaliSmy sie, niestety, jedynie na podsta-
wie streszczenia. Badania tego Autora wskazujag na znaczne obnizenie zawarto$ci
cyklicznego AMP w miazdzycowo zmienionych tetnicach, zwiekszonej wrazliwosci
tych naczyn na kurczace dziatania tromboksanu A2 i wzrost jego metabolitow
w osoczu ludzi i zwierzat z miazdzyca.

Dr Ryszard Gryglewski (Polska) i Dr Andrzej Szczeklik (Polska) wysuneli
koncepcje, ze miazdzyca jest choroba z niedoboru prostacykliny. Niedobo6r ten
powstaje wskutek zatrucia tetniczej i ptucnej syntetazy prostacykliny przez nad-
tlenki lipidow zamieszkujgce w lipoproteidach o niskiej gestosci (LDL). Niedobdr
prostacykliny wigze sie z nadmierng aktywacjg ptytek krwi i nadmierng pro-
dukcjg tromboksanu A2 przez ptytki. Na podstawie tej koncepcji dokonuje sie kli-
nicznych préb stosowania prostacykliny w miazdzycy tetnic koniczyn dolnych,
w dusznicy bolesnej i w zakrzepie zyty $rodkowej siatkéwki (Dr H. Zygulska-Ma-
chowa i Dr E. Kostka-Trgbkowa, Polska).

Podobne proby terapeutyczne byly podejmowane w miazdzycy tetnic konczyn
dolnych przy uzyciu prostaglandyny EIlt o czym miedzy innymi moéwit w swoim
przegladowym referacie Dr Heikki Vapaatalo (Finlandia). Prostaglandyna Ei ma
dziatanie zblizone do prostacykliny, chociaz przeciwptytkowo dziata 20-40 razy
stabiej.

Réwniez syntetyczne analogi prostacykliny i prostaglandyny Ex a takze inne
struktury chemiczne o dziataniu przeciwagregacyjnym na ptytkach krwi hamuja
tworzenie sie zakrzepéw in vivo (Dr Makoto Katori, Japonia). O drogach poszu-
kiwania tych analogébw metodg syntezy chemicznej moéwili Dr N. W hittaker (W. Bry-
tania) i Dr U. Axen (USA).

Inne kliniczne wykorzystanie przeciwagregacyjnych wilasciwosci prostacykliny
polega na zastosowaniu jej w krazeniu pozaustrojowym (sztuczna nerka, sztuczna
watroba, oboczne krazenie sercowo-ptucne), co umozliwia zmniejszenie dawko-
wania heparyny i zapobiega niektérym skutkom ubocznym diugotrwatego krazenia
pozaustrojowego jak np. zwiekszone zuzycie ptytek krwi. O badaniach na psach
i pierwszych probach klinicznych moéwit Dr S. Bunting (W. Brytania). On tez po-
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dat pierwsze wyniki wskazujace na fakt, ze terapia prostacyklinowa hamuje odrzut
przeszczepionej nerki u pséw, co wigze sie réwniez z anty-agregacyjnym dziata-
niem prostacykliny.

Inng teoretyczna mozliwo$¢ uzytkowania prostacykliny przez ustrdj przedsta-
wit Dr C. Pace-Asciak (Kanada). Wedtug niego, prostacyklina tworzona zaréwno
miejscowo w tetnicach, jak réwniez w korowej czesci nerki moze odgrywaé role
czynnika regulujgcego ci$nienie krwi, badZz na drodze lokalnego rozszerzania naczyn
krwionosnych, badz jako stymulator wydzielania reniny przez nerke.

Dr A. G. Herman (Belgia) przedstawit swoje ostatnie odkrycie, dotyczace rdznic
gatunkowych w wytwarzaniu prostacykliny i odczynowos$ci ptytek na prostacykli-
ne. Okazato sie, ze tetnice kurczat nie tworzg prostacykliny, a ich trombocyty nie
sg wrazliwe na prostacykline. Role prostacykliny u ptakéw wydaje sie spetniac
prostaglandyna E2

Wreszcie Dr J. Salmon (W. Brytania) i Dr C. Patrono (ltalia) przedstawili zasob
technik wspétcze$nie dostepnych, ktére umozliwiaja oznaczanie metabolitéw kwasu
arachidonowego w ptynach ustrojowych. Najwyzej ceniong, jednak najtrudniejsza
i najbardziej kosztowng jest technika spektrometrii masowej sprzezonej z chro-
matografia gazowa lub z wysokoci$nieniowg chromatografiag cieczowa. Uzycie ko-
lumn kapilarnych w chromatografii gazowej zwieksza rozdzielczo$¢ metody juz
w pierwszym etapie w stosunku do rozlicznych metabolitéw kwasu arachidono-
wego zawartych w ptynach biologicznych. Zalecane jest wstepne oczyszczanie ma-
teriatu biologicznego przy uzyciu chromatografii cienkowarstwowej lub kolumno-
wej. Powszechng trudno$¢ w stosowaniu tej metody stanowi brak na rynku
deuterowanych wewnetrznych standardéw poszczegdélnych metabolitow.

Technika radioimmunologiczna jest tatwiejsza tylko z pozoru. Pozorna jej
tatwos¢ wyptywa stad, ze na rynku sa dostepne zestawy przeciwciatl dla wielu
metabolitow kwasu arachidonowego. Przed oznaczeniem metabolitu nalezy jednak
dokona¢ jego wtasciwego wyboru (np. w moczu gtéwnym metabolitem tromboksa-
nu A2 jest 2,3-dinor-TXB2 a nie TXB2, zna¢ jego stabilno$¢ (np. 13,14-dwuhydr-
15-keto-PGE2 gtowny metabolit w surowicy jest nietrwaty w $rodowisku wodnym),
decydowaé sie na wstepne oczyszczenie materiatu hiologicznego, lub zaniechaé tej
procedury, ktéry moze ,zanieczysci¢” probke immunologicznie. Przykitadem trud-
nosci, jakie stwarza ta technika jest fakt, ze w wielu pracowniach wykryto
metoda radioimmunologiczng znaczne ilosci 6-keto-PGFi w prébkach z krwi zylnej,
chociaz nie udato sie potwierdzi¢ tam obecnosci tego metabolitu metoda spektro-
metrii masowej. Dr C. Patrono zwrécit uwage, ze metoda radioimmunologiczna
jest odgatezieniem metody biologicznej oznaczania metabolitow kwasu arachido-
nowego i jest obarczona jej niedoskonato$ciami.

Sumujagc, z referatow i dyskusji poznanskiego sympozjum wytonit sie naste-
pujacy obraz kaskady kwasu arachidonowego. W odczynach zapalnych i uczule-
niowych odgrywaja role mediatorow Ilub modulatoréw takie metabolity kwasu
arachidonowego, jak prostaglandyny, cykliczne nadtlenki prostaglandynowe i leuko-
trieny. Glukokortykosterydy, prawdopodobnie przez indukcje biosyntezy makro-
kortyny (endogennego inhibitora fosfolipazy A2 hamujg tworzenie sie tych me-
diatorow. By¢ moze dlatego sterydowe leki dziatajg tak silnie przeciwzapalnie
i przeciwuczuleniowo. Niesterydowe leki przeciwzapalne (np. aspiryna lub in-
dometacyna) hamuja tylko tworzenie sie produktéw cyklo-oksygenacji, a wiec cy-
klicznych nadtlenkéw prostaglandynowych i prostaglandyn. Leki te moga nawet
stymulowaé metabolizm kwasu arachidonowego w kierunku lipooksydacji, a wiec
tworzenia sie leukotrienéw. Dlatego aspiryna i inne leki aspiryno-podobne dziataja
przeciwzapalnie, lecz nie przeciwuczuleniowo. Odkrycie leukotriené6w B, C i D
stawia nowe zadania przed chemikami i farmakologami znalezienia nowego typu
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lekdw przeciwzapalnych i przeciwuczuleniowych, ktére beda jednoczesnie inhibito-
rami cykloogsygenazy i lipooksydazy kwasu arachidonowego.

W ukitadzie krgzenia antagonistyczng rcrte peitniag dwa inne metabolity kwasu
arachidonowego: prostacyklina i tromboksan A2 Prostacyklina wytwarzana jest
przez $rodbtonek tetnic, ptuc i nerek, natomiast tromboksan A2 przez piytki krwi.
Prostacyklina hamuje agregacje ptytek i rozszerza naczynia krwionos$ne. Trombok-
san wywotuje zlepianie sie ptytek i kurczy tetnice. Stwierdzono, ze w miazdzycy
doswiadczalnej spada zdolno$¢ tkanek do wytwarzania prostacykliny i wzrasta
zdolno$¢ ptytek do tworzenia tromboksanu A2 Przyczyng tego stanu rzeczy jest
prawdopodobnie wybidrcze hamowanie czynnoSci syntetazy prostacykliny przez
alifatyczne nadtlenki lipidéw nagromadzone w lipoproteidach o niskiej gestosci
(LDL). Wysunieto hipoteze, ze miazdzyca jest chorobg z niedoboru prostacykliny.
Zgodnie z tg hipotezg istniejg nastepujace mozliwosci powstrzymania rozwoju
choroby:

a) zahamowanie tworzenia sie alifatycznych nadtlenkéw lipidow i odpowiadajgcych
im wolnych rodnikéw (np. przez witamine E, zmiatacze wolnych rodnikéw,
przeciwutleniacze),

b) zahamowanie syntetazy tromboksanu (np. przez pochodne imidazolu),

¢) stymulacja biosyntezy prostacykliny (np. przez almitryne),

d) podawanie syntetycznej prostacykliny lub jej analogow.

Tak wiec rozpatrzenie patofizjologicznej roli dwoéch par metabolitow kwasu
arachidonowego tj. prostaglandyn/leukotrienéw oraz prostacykliny/tromboksanu po-
budzito uczestnikéw sympozjum do dalszych badan nad takg farmakologiczng in-
gerencja w kaskade kwasu arachidonowego, ktéra mogtaby sie okaza¢ skuteczna
w leczeniu odczynéw zapalnych i uczuleniowych, oraz zakrzepdw i miazdzycy.

R. Gryglewski
Instytut Farmakologii, Akademia Medyczna,
Grzego6rzecka 16, 31-531 Krakow
Zaakceptowano do druku 6.2.1981

Udziat wirusowej kinazy biatkowej w procesie nowotworzenia

W ciggu ostatnich dziesieciu lat odkryto regulacyjne znaczenie fosforylacji
biatek w wielu procesach. Sg to synteza i degradacja glikogenu, przemiany ttuszczéw
i niektérych aminokwasdw, transport jondw, skurcz mieé$ni, pobudzenie nerwowe,
transkrypcja i .translacja. Ostatnio za$ uzyskano dane dotyczace udziatu kinaz
biatkowych w procesie nowotworzenia. Rozpatrzmy proces nowotworzenia in-
dukowany przez maly wirus RNA — RSV (Rous Sarcoma Virus). Posiada on poje-
dynczy gen src odpowiedzialny za transformacje. Jego produktem jest fosfoproteina
0 ciezarze czasteczkowym 60 000 (oznaczana symbolem pp60i,c) i aktywnos$ci kinazy
biatkowej. Zdumiewajacy jest fakt, iz kinaza ta katalizuje przeniesienie fosforanu
z czasteczki ATP nie na treoninowe badZz serynowe, lecz na reszty tyrozynowe
biatka. Zaobserwowano ponadto, ze fosforyluje ona ciezki tancuch IgG w immuno-
precypitatach biatek wirusowych. Jakkolwiek wydaje sie, ze reakcja ta nie ma
fizjologicznego znaczenia, jest to wiasciwo$¢ wyr6zniajgca wirusowg kinaze i moze
by¢ wykorzystywana do jej detekcji. Biatko pp60”~ przeprowadza takze reakcje
autofosforylacji, produktem ktérej jest ufosforylowana reszta tyrozynowa. Auto-
fosforylacja pp60s,r u mutantow termowrazliwych jest zalezna od temperatury.
W temperaturze niepermisyjnej proces ten nie zachodzi i jednoczes$nie nie obserwuje
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sie transformacji nowotworowej. W komérce gospodarza biatko ppGO”™ moze by¢
takze fosforylowane w reszcie serynowej przez kinaze zalezng od cAMP.

Powstaje teraz pytanie, czy wirusowa kinaza jest zdolna do ufosforylowania
biatek komorki gospodarza i czy reakcja ta jest zwigzana z indukcjg procesu po-
wstawania miesaka? Ot6z stwierdzono, iz zawarto$¢ reszt fosfotyrozynowych z za-
infekowanej wirusem komdérce wzrasta dziesieciokrotnie. Gdy transformacja prze-
prowadza sie przy udziale termowrazliwego mutanta, ilos¢ ufosforylowanego ami-
nokwasu zalezy od temperatury, w jakiej nastepowata infekcja. W komorce gospo-
darza wykazano obecno$¢ biatka o ciezarze czasteczkowym 34 000 (34K); biatko to
jest fosforylowane przez pp60src zardwno in vivo jak i in vitro, co obserwowano
i w materiale ptasim i ssaczym. Naturalnie fosforylowana jest reszta tyrozynowa
i takze kinaza z mutantow termowrazliwych jest zdolna do ufosforylowania 34K
w waskim przedziale temperatury. Gdy transformacja wywotana jest wirusami
miesaka zawierajgcymi inny gen transformujgcy, takze obserwowano podwyzszong
fosforylacje biatka 34K.

Ostatnio zaktada sie, ze gen src jest produktem rekombinacji genomu wirusa
i komérki gospodarza. Sekwencje DNA S$cisle zblizone do wirusowego genu src sa
obecne w prawidlowych komdrkach kregowcow. Znaleziono takze biatko o masie
czasteczkowej 60 000"dajagce podobne odczyny immunologiczne co ppeO5' Wykazuje
ono réwniez aktywno$¢ kinazy fosforylujacej reszty tyrozyny. llos¢ tego biatka
w prawidtowej komorce jest 30—50-krotnie mniejsza niz ppeo” w komdrkach
zrakowaciatych.

Najnowsze doniesienia wskazujg na udziat pp60s< w fosforylacji biatek btony
komérkowej. Stwierdzono iz 30 minut po infekcji aktywno$¢ wirusowej Kkinazy
pojawia sie na powierzchni komoérek, czemu towarzyszy fosforylacja biatek btony.
Znaczenie tego procesu jest jeszcze nieznane.

Nie wiemy wiele o roli wirusowej kinazy w procesie indukcji nowotworu.
Obecnie jesteémy w stanie stwierdzi¢ jedynie skutek aktywnos$ci pp60src w komdérce
gospodarza, tzn. fosforylacje biatka 34K i zwigzane z tym wywotanie transfor-
macji. Nie znamy roli ufosforylowanych substratow w metabolizmie komérki i me-
chanizméw regulujgcych ekspresje genu kodujacego biatko odpowiadajace pp60src
w komdrkach kregowcdw. Nalezy sadzi¢, ze nadchodzace lata przyniosg szybki
rozwdj badan nad udziatem kinaz biatkowych w procesie transformacji nowo-
tworowej.

K. S. Famulski
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Zaakceptowano do druku 12.06.1981

Obecne poglady na wewnatrzkomdérkowy katabolizm biatek

Scharakteryzowanie wiekszosci znanych obecnie proteaz wewnatrzkomérko-
wych nastgpito dopiero w ostatnich latach. W zwigzku z tym poszerzyt sie tez
znacznie zakres wiedzy o procesach wewnatrzkomoérkowej degradacji biatka.
W chwili obecnej uwaga bardziej koncentruje sie na procesach regulacji kataboliz-
mu biatek, zwtaszcza w aspektach funkcjonalnych i w powigzaniu z morfologia
tkanek.

Skomplikowany przebieg katabolizmu biatek w zywym organizmie podlega
réznego rodzaju regulacji ogélnoustrojowej, takiej na przyktad jak regulacja hor-
monalna, czy tez wywotana niedoborem lub nadmiarem pokarmu (Ballard i wsp.,
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Bohley i wsp., Garlick, Millward i wsp., Simon i wsp.), przy czym w ro6znych
narzadach regulacja katabolizmu biatek zachodzi inaczej. Procesy kataboliczne
biatek regulowane sa takze juz w komoérkach hodowanych in vitro. Na przykiad
w hodowlach fibroblastébw Amenta i Brocher zaobserwowali cykliczne okresy
wzmozonej proteolizy znacznej czesci biatek cytoplazmy, po czym komorki powra-
caly do stanu w ktérym dominujg procesy anaboliczne i w konsekwencji nastepuja
podziaty ,mitotyczne.

Procesy degradacji biatek w zywym organizmie przebiegajg réwnocze$nie z pro-
cesami syntezy; w zaleznosci od tego, ktére z nich przewazajg obserwuje sie
w tkance stan kataboliczny, badZz anaboliczny. Z uwagi na powyzsze, aktywno$¢
enzymow proteolitycznych i ilosci degradowanych biatek nie sg wystarczajace dla
oceny katabolizmu tkanki. Jak stwierdzit Millward i wsp., wzmozonym procesom
anabolicznym tkanki, na przykiad w mig$niu ulegajacym hypertrofii, moze towa-
rzyszy¢ wzmozenie katabolizmu. W niektdrych stanach katabolicznych z kolei na-
stepuje zmniejszenie degradacji biatka, na przyktad przy niedoborach energetycz-
nych, lub w organizmach starzejgcych sie. Coraz czeSciej tez znajduje sie powig-
zania intensywnosci procesdw degradacji ze stanem funkcjonalnym tkanki. Jako
przyktad niech postuzy miesien szkieletowy, w ktorym moze nastagpi¢ wzmozenie
katabolizmu podczas zaréwno nadmiernego skurczu, jak i rozciagniecia (Etlinger,
Sohar i wsp.). Na jakiej drodze na poziomie molekularnym regulowane sg wy-
mienione procesy nie jest na razie wiadomo.

Poszczegdlne biatka charakteryzujg sie znacznymi r6znicami w szybko$ci me-
tabolizmu: okres péttrwania biatek w komoérce waha sie od minut do tygodni,
a nawet miesiecy. Duze znaczenie w regulacji katabolizmu wewnatrzkomdérkowego
majg inhibitory enzyméw proteolitycznych, stosunkowo mniejszg wage przypisuje
sie obecnie ilosci samych enzyméw proteolitycznych w tkance, chociaz wydaje sie,
ze jest ona skorelowana z szybkosSciag metabolizmu. O wejSciu na droge katabo-
lizmu decyduja przede wszystkim witasciwosci samych biatek, od ktérych wychodzi
sygnat do degradacji. Podatnosci biatka na proteolize sprzyja obecno$¢ na jego
powierzchni miejsc hydrofobowych, ktére utatwiajg reakcje z proteazami, jak row-
niez wzajemng agregacje czasteczek biatka, czy tez taczenia sie ich z btonami
komdérkowymi. Agregacje czasteczek oraz potgczenie ich z blonami uwaza sie za
procesy wstepne do wejscia biatka na droge degradacji (Bond i Offermann, Gold-
berg i wsp.). Obecno$¢ miejsc hydrofobowych na powierzchni czasteczki biatka,
albo tez ich przemieszczenie do $rodka wynika ze zmian stanu konformacyjnego
czasteczki. Biatka o wysokiej stabilnosci konformacyjnej sa na ogét odporniejsze
na dziatanie proteaz, jak tez majg dtuzszy okres poOttrwania niz biatka o niskiej
stabilnosci konformacyjnej (Pace i wsp.). Odstanianie sie miejsc hydrofobowych
moze tez by¢ spowodowane takimi czynnikami jak denaturacja, czy tez modyfika-
cja biatka poprzez fosforylacje lub czesSciowa proteolize. Wydaje sie, ze za ten
ostatni proces czesto odpowiedzialna jest tiolowa proteaza — katepsyna L (Kir-
schke, Kargal i wsp.). Duzg role w zwigkszaniu podatnoSci na proteolize przypisuje
si¢ obecnie utlenianiu grup -SH. W zwigzku z tym bardzo waznym dla regulacji
katabolizmu wewnatrzkomorkowego jest potencjat oksydo-redukcyjny komorki
(Khairallah, Bond i Offermann). PodatnosSci na proteolize sprzyja tez zwykle
rozdysocjowanie biatka na podjednostki, lub pozbawienie ligandow (Bohley i wsp.).
Z reguly znacznie tatwiej wchodzg na droge degradacji tak zwane ,biatka nie-
normalne”, powstate w wyniku mutacji, nieprawidtowosci transkrypcji lub trans-
lacji lub wbudowania analogdw aminokwas6w itp. Podatno$¢ na proteolize nato-
miast, jak obecnie uwaza sie, nie zalezy od takich cech biatek jak wielkos¢
czasteczki czy punkt izoelektryczny (Russell i wsp.).

Proteazy wystepujg nie tylko w lizosomach i cytosolu, o czym wiemy od daw-

2 Postepy Biochemii 3—4/81



278 NOWE W BIOCHEMII [16]

na, ale takze w licznych organelach komérkowych, jak mitochondria, jadro, rybo-
somy, systemy bion wewnatrzkomaérkowych czy btona komérki. Rola tych proteaz
i drogi ich regulacji nie sg dotad w petni poznane. Ciagle tez odkrywane sg nowe
proteazy wewnatrzkomoérkowe.

W komorce funkcjonuje kilka uktadéw degradujacych biatka. Najlepiej pozna-
nym, i by¢ moze gtdwnym z nich, jest uktad lizosomalny. Dziata on poprzez two-
rzenie autofagosomowych wakuoli, ktére powstaja z wyodrebnionej przez otaczanie
btonami czesci cytoplazmy wraz ze znajdujacymi sie w niej organelami. Degradacja
biatek nastepuje po potgczeniu autofagosomoéw z wiasciwymi lizosomami, zawie-
rajgcymi enzymy proteolityczne, w tym endopeptydazy — katepsyny B, D, H i S
(Pfeifer, Seglen i wsp.). Istotne znaczenie w regulacji powstawania autofagosoméw
ma zawarto$¢ sktadnikéw cytoplazmy, na przyktad wzrost stezenia niektorych
aminokwaséw hamuje powstawanie autofagosoméw (Seglen i wsp.). Uktad lizoso-
malny podlega tez wptywom réznych S$rodkéw farmakologicznych i warunkdéw
toksycznych: inhibitory katepsyn lizosomalnych, niektdre zwigzki hamujgce synteze
biatka, niektére hormony, zwigzki dezagregujagce mikrotubule jak kolchicyna i vin-
blastyna, czy tez niedotlenienie, dziatajg hamujgco na degradacje biatka przez ukiad
lizosomalny (Kovacs i wsp., Seglen i wsp.). Istota dziatania poszczegdlnych czynni-
koéw nie jest znana.

Uktad lizosomalny, jak sadzono do niedawna, jest stosunkowo mato wybi6rczy
wobec biatek. Przez niektdrych uwazany byt za gtdwny uktad katabolizujacy biatka
komérkowe ,krétko-zyjace”. Ostatnio przewazaja jednak poglady, iz uktad ten
bierze takze udzial w selektywnej, regulowanej przez inhibitory, degradacji bia-
tek ,dtugo-zyjagcych” —w tak zwanej ,indukowanej degradacji” (Baccino i wsp.,
Seglen i wsp.,, Van der Westhuyzen i wsp.). Ukiad lizosomalny nabiera jeszcze
wiekszego znaczenia w wielu stanach patologicznych, zwitaszcza zwigzanych ze
wzrostem katabolizmu. W ukiadzie lizosomalnym degradowane sg takze biatka
egzogenne, ktére dostaty sie do komorki poprzez fagocytoze lub pinocytoze. W roz-
nych komorkach ustroju degradowane sg ta droga biatka osocza krwi (Bouma).

Liczne biatka i organele komérkowe degradowane sg poza lizosomami. Jednym
ze znanych uktadéw pozalizosomalnych jest uktad dziatajacy w cytosolu, ktory
jak sie zdaje, selektywnie degraduje biatka, zwtaszcza ,,dtugo-zyjgce”. Wystepujace
w cytoplazmie proteazy neutralne serynowe i tiolowe, o wysokiej specyficznosci
substratowej, sg prawdopodobnie bardzo precyzyjnie regulowane przez inhibitory,
hormony, zwiazki drobnoczasteczkowe, jony Ca++ i tym podobne. Kilka proteaz,
ktére zaliczy¢ mozna do tego uktadu opisano m.in. w mieé$niu (Afting, Dahlmann
i wsp., Kay i wsp.).

Szczegllnie intensywnie badane w ostatnim czasie sg enzymy proteolizy we-
wnatrzkomadrkowej zalezne od ATP. Sg to zarobwno proteazy cytosolowe, jak i zwia-
zane z btonami, w tym réwniez proteazy mitochondrialne. Jedng z poznanych pro-
teaz tego typu jest serynowa endopeptydaza (Goldberg i wsp.). W niektérych tylko
przypadkach do dziatania zaleznego od ATP uktadu proteolitycznego niezbedna jest
aktywno$¢ ATP-azowa (Goldberg i wsp.). Jak sie uwaza, droga proteolizy zaleznej
od ATP ulegajg degradacji peptydy o masie czasteczkowej kilkanascie tysiecy
i wiekszej, uprzednio zmodyfikowane, badZz biatka ,nienormalne”, oraz czes$¢ biatek
»krotko-zyjacych” (Goldberg i wsp., Hipkiss i wsp.). Enzymy proteolityczne zalez-
ne od ATP s3 odpowiedzialne takze za degradacje mitochondridw, ktéra zachodzi
w cytosolu (Rappaport).

Wielu autoréw obserwuje wspoétzalezno$¢ procesow katabolicznych z syntezg
biatka w komoérce. Jaki jest jednak zwigzek regulacji wymienionych systemow
katabolicznych z procesem syntezy biatka nie jest wiadomo.

Zasygnalizowane powyzej w wielkim skrocie problemy byty gtéownymi temata-
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mi IV Sympozjum ,lIntracellular Protein Catabolism”, ktére odbyto sie w Rein-
hardsbrunn k/Gotha (NRD), w okresie 21—27 maja 1981 r. Streszczenia referatéw
zawarte sg w Materiatach Zjazdowych. Peine teksty wszystkich referatow, w tym
i cytowanych wyzej autoréw, zostang zamieszczone w Acta Biol. Med. Germ.

A. Jakubiec-Puka
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Zaakceptowano do druku 15.06.1981
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Wykaz stosowanych skrétow:

ATP —adenozyno-trojfosforan, CTP —cytydyno-tr6jfosforan, GTP — guanozyno-
trojfosforan, UTP — urydyno-tréjfosforan, [y P]JATP — adenozyno-tréjfosforan
znakowany w pozycji y, CAMP — cykliczny adenozyno-3":5'-monofosforan, cGMP —
cykliczny guanozyno-3':5'-monofosforan, SDS — sodowy siarczan dodecylu, NADP —

fosforan dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego, IF-3 — bakteryjny czynnik
inicjujacy 3.

l. Wstep

Fosfokinazy biatkowe katalizujg procesy fosforylacji bialek w ko-
morce z udziatem ATP lub GTP lub obu tych tréjfosfonukleotydow. Ak-
ceptorami grup fosforanowych sa reszty serynowe lub treoninowe biatka,
z ktorymi fosforan jest zwigzany estrowo.

* Dr, Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Mikrobiologii, Uniwersytet im. M. Cu-
rie-Sktodowskiej, ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
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Fosfokinazy biatkowe wystepujg w komorce zarobwno w postaci wolnej
jak tez w formie zwigzanej z licznymi strukturami komorkowymi takimi
jak mitochondria, rybosomy, jadro, frakcja membran. W warunkach
in vivo wilasciwymi ich substratami sg prawdopodobnie biatka charakte-
rystyczne dla danej struktury lub frakcji komérkowej. W warunkach in
vitro substratami sg histony, protamina, kazeina i fosfityna. Szczegétowe
informacje dotyczace tego zagadnienia znalez¢ mozna w artykule przegla-
dowym Wais h'a i Krebs’a ().

Mechanizm regulacji aktywnosci fosfokinaz biatkowych jest réznorod-
ny. Wyrdzniamy dwie grupy kinaz. Jedng stanowiag kinazy, ktérych ak-
tywnos¢ jest regulowana przez cykliczne nukleotydy, do drugiej grupy
nalezg enzymy, ktdrych aktywnos$¢ jest niezalezna od obecnosci tych
nukleotydéw.

Kinazy, ktorych aktywnos$¢ jest regulowana przez cAMP s3g zbudo-
wane z dwdch podjednostek: podjednostki regulatorowej R i katalitycz-
nej C. Obie tworza nieaktywny kompleks R2C2 W obecnosci cAMP za-
chodzi dysocjacja tego kompleksu i odszczepienie podjednostki katali-
tycznej. Dla kinaz biatkowych zaleznych od cGMP zwigzanie cyklicznego
nukleotydu jest konieczne dla aktywacji enzymu, lecz nie prowadzi do
dysocjacji na podjednostke regulatorowg i katalityczng. Oprécz cyklicz-
nych nukleotydow na aktywnoS$¢ tej grupy kinaz wptywa wiele biatek
modulatorowych.

Mechanizm regulacji aktywnos$ci kinaz niezaleznych od cyklicznych
nukleotydow jest ciagle niejasny. Wydaje sie, ze aktywno$¢ regulowana
jest przy udziale niskoczasteczkowych modulatoréw biatkowych posia-
dajagcych wspdlne cechy takie jak charakter kwasny i termostabil-
nosé.

Klasyfikacje fosfokinaz biatkowych przedstawita Traugh i in-
ni (2) a szczegotowe informacje na ten temat zamieScili w artykule prze-
glagdowym Krebs i Beavo (3).

Eukariotyczne fosfokinazy biatkowe sa przedmiotem zainteresowan
biochemikow od kilkunastu lat. Dysponujemy ogromng iloscig informa-
cji dotyczacych ich budowy i mozliwej ich regulacyjnej roli w wielu pro-
cesach komdérkowych. Badania nad metabolizmem glikogenu, wykazaty,
ze uczestnicza one w regulacji tego procesu (3). Ponadto jest wiele da-
nych o ich udziale w regulacji proceséw translacji (4), transkrypcji (5, 6)
oraz aktywnego transportu (7).

Il. Prokariotyczne kinazy biatkowe
Wystepowanie fosfokinaz biatkowych u organizméw prokariotycz-

nych nie byto w petni udowodnione przez dtugi czas. W latach 1969—1973
ukazaty sie prace Kuo i Greengar da (8) oraz Khandelwal’a
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i innych (9) opisujace obecno$¢ u bakterii kinaz zaleznych od cAMP.
W tym samym okresie czasu Gordon (10) opublikowat wyniki badan
zaprzeczajgce istnieniu tych enzymoéw u Prokaryota. Dzisiaj wydaje sie,
ze chociaz prace te obarczone byly wieloma btedami przez co prowadzity
do nieprawidtowych wnioskéw, to jednak odegraty inspirujagca role w po-
szukiwaniu kinaz biatkowych u organizmoéw prokariotycznych.

W roku 1972 Kurek i inni (11, 12) przedstawili badania stwierdza-
jace fosforylacje rybosoméw E.coli zarébwno w ukiladzie in vitro jak
i in vivo. Wykazano elektroforetycznie na zelu poliakryloamidowym obec-
no$¢ jednego ufosforylowanego pasma biatkowego we frakcji kwasnych
biatek rybosomowych, izolowanych z rybosoméw E.coli znakowanych
in vivo [@] ortofosforanem. Fosforan zwigzany by} estrowo z resztami
serynowymi biatka. Ponadto wykazano, ze z frakcjg rybosomowg zwigzana
jest kinaza, ktéra w warunkach in vitro z udziatem ATP powoduje fosfo-
rylacje biatek rybosomowych. Poziom tej fosforylacji nie ulegat zmianie
po dodaniu cAMP. Sugeruje to, ze komorka prokariotyczna dysponuje
aktywnoscig kinazowga niezalezng od cAMP.

Rezultaty Kurek i innych (11, 12) zostaly potwierdzone w labo-
ratorium Co.zzone w 1979 r. (13). Podczas znakowania in vivo ko-
morek E.coli [3P]ortofosforanem, stwierdzono pojawienie sie przynaj-
mniej 4-ech ufosforylowanych biatek we frakcji rozpuszczalnej, 5-ciu w
nieoczyszczonych preparatach rybosomowych i jednego w oczyszczonych
rybosomach. We wszystkich wypadkach fosforylacji ulegaty reszty treoni-
nowe i serynowe biatka. Autorzy nie identyfikowali fosforylowanych
biatek. Okreslili tylko ciezary czasteczkowe niektérych z nich. Fosforylo-
wane biatko w oczyszczonych rybosomach charakteryzuje sie ciezarem
czasteczkowym 68 000, ktory odpowiada biatku rybosomowemu Sl wg
nomenklatury Wittmanna (14) lub biatku A opisanemu przez Sub-
ramanian’a i innych (15).

Wang i Koshland (16), badajagc fosforylacje u S.typhimurium
wykazali obecno$¢ fosfokinazy biatkowej i udziat tego enzymu w fosfo-
rylacji biatek rozpuszczalnych. Autorzy ci na podstawie elektroforezy
w zelu poliakryloamidowym z SDS i autoradiografii lizatbw komorkowych
S.typhimurium znakowanych [3P]ortofosforanem in vivo, stwierdzili, ze
przynajmniej 4 biatka o ciezarze czgsteczkowym 88 000, 53 000, 48 000
i 45 000 ulegaty fosforylacji. Akceptorami grup fosforanowych byty reszty
serynowe i treoninowe biatka. Te same biatka i dodatkowe biatko o cie-
zarze 63000 byty fosforylowane w ukiadzie in vitro, gdy substratem
i Zrodtem enzymu byt supernatant 100 000Xg. Dawcami grup fosfora-
nowych mogly byé ATP, GTP a nawet pirofosforan. Chromatografia
supernatantu 100 000Xg na Sefadeksie G-100 umozliwita oddzielenie
frakcji zawierajagcych substrat od frakcji zawierajacych aktywnosé kina-
zowa. W wyniku potaczenia obydwu frakcji obserwowano fosforylacje
biatek w obecnosci trojfosfonukleotyddéw. Frakcja enzymatyczna wykazy-
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wala duzg specyficzno$¢ substratowg, gdyz nie fosforylowata w warun-
kach in vitro egzogennych substratow takich jak histon, kazeina czy
fosfityna.

W badaniach nad NADP — specyficzng dehydrogenazg izocytryniano-
wg (EC.1.1.1.42) u E.coli (17, 18) zostat po raz pierwszy zidentyfikowany
u Prokariota endogenny substrat fosfokinazy biatkowej. lzocytrynian
spetnia specyficzng role w metabolizmie drobnoustrojow. U wiekszosci
bakterii jest on substratem dwodch enzyméw: liazy izocytrynianowej
(EC.4.1.31) i NADP-specyficznej dehydrogenazy izocytrynianowej. Liaza
izocytrynianowa jest pierwszym enzymem cyklu glioksalowego, nato-
miast dehydrogenaza izocytrynianowa jest kluczowym enzymem cyklu
Krebsa. Od aktualnej aktywnos$ci obu tych enzyméw w komdrce zalezy
czy izocytrynian bedzie metabolizowany w cyklu kwasow trojkarboksy-
lowych czy w cyklu glioksalowym. Aktywno$¢ dehydrogenazy izocytry-
nianowej spada w komorce, gdy nastepuje uruchomienie cyklu glioksa-
lowego, a wiec np. wtedy gdy zamiast glukozy octan staje sie jedynym
zrédtem wegla i energii. | odwrotnie, gdy metabolizm izocytrynianu w cy-
klu glioksalowym zmniejsza sie, aktywno$¢ dehydrogenazy izocytrynia-
nowej powraca bez uruchomienia syntezy biatka de novo (19). Garnak
i Reeves (18) wykazali, ze dodanie octanu i [3P]ortofosforanu do ho-
dowli E.coli rosngcej na glukozie do osiggniecia stacjonarnej fazy wzrostu,
powoduje gwattowny spadek aktywnos$ci dehydrogenazy izocytrymano-
wej i towarzyszy temu fosforylacja tego biatka w resztach serynowych.
Izolowane w takich warunkach biatko dehydrogenazy izocytrynianowej
zostato oczyszczone do stanu homogennosci i wykazano jego fizykoche-
miczng i immunologiczng identyczno$¢ z enzymem izolowanym z hodowli
rosnagcej na glukozie. Autorzy sugerujg, ze obserwowana fosforylacja po-
woduje inaktywacje NADP-specyficznej dehydrogenazy izocytryniano-
wej (17).

Ostatnio Spudich i Stoeckenius wykazali odwracalng fosfo-
rylacje dwdéch biatek o ciezarze czasteczkowym 80 000 i 100 000 u halofil-
nej bakterii Halobacterium halobium. Fosforylacja ta podlega fotoregula-
cji z udziatem Swiatta zaabsorbowanego na bakteryjnych barwnikach re-
tinalowych (20).

Przedstawione tutaj dane pozwalajg stwierdzi¢, ze komorka prokario-
tyczna, podobnie jak eukariotyczna, posiada aktywnos$é fosfokinazowa.
Nie udato sie do chwili obecnej uzyska¢ bakteryjnej kinazy biatkowej
w stanie czystym. Dysponowanie oczyszczonym preparatem enzymatycz-
nym pozwolitoby wyjasni¢ wiele pytan takich jak: czy wykorzystywanie
pirofosforanu jako donora grup fosforanowych jest rzeczywiscie unikal-
ng cechyg fosfokinaz bakteryjnych? Jaka jest fizjologiczna rola fosfory-
lacji biatek u Prokariota?
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I1l. Wirusowe fosfokinazy biatkowe

I11-1. Fosfokinazy biatkowe bakteriofagow

W pierwszej potowie lat 70-tych zesp6t Rahmsdorfa wyizolowat,
oczyscit i scharakteryzowat kinaze bialkowg kodowang przez genom fa-
ga T7 (21, 22). Wykazano fosforylacje bialek gospodarza przez te kinaze
in vivo i w ukfadzie in vitro. Ponadto podjeto proby wykazania regula-
cyjnej roli fosforylacji biatek gospodarza w przebiegu infekcji fagowej
(23, 24, 25).

Fosfokinaze biatkowg oczyszczono z poptuczyn rybosomowych E.coli
Bs-! zebranych w 5 min. po zakazeniu fagiem T7, zmutowanym w genie 1,
kodujagcym fagowg polimeraze RNA (mape genetyczng wczesnego regio-
nu transkrypcji faga T7 przedstawia Rye. 1). Aktywnos$¢ kinazy zmie-
nia sie w przebiegu cyklu infekcyjnego. Maksymalng aktywno$¢ obser-
wowano w 5 min. po zakazeniu i po tym czasie nastepowat spadek aktyw-
nosci. Istnieje wiele danych wskazujacych, ze autofosforylacja prowadzi
do inaktywacji enzymu (21). Wyjasnienie tego problemy, wymaga dalszych
badan. Fosfokinaza biatkowa faga T7 jest monomerem o ciezarze cza-
steczkowym 37 000. Aktywno$¢ enzymu nie jest stymulowana przez
CAMP lub cGMP. W dos$wiadczeniach in vitro dawcg grup fosforanowych
jest ATP a akceptorem reszty serynowe i treoninowe lizozymu, histonéw,
protaminy, cytochromu c¢. Uzywajac jako matrycy DNA faga T7 w ukia-
dzie in vitro, uzyskano dowdd, ze syntetyzowany enzym jest produktem

fagowym. Gen dla tego enzymu znajduje sie we wczesnym regionie
z lewej strony genu 1 (Rye. 1).

Gen 03 07 1,0 11 13
(¥ W— F— [ T O —— 1
70dtugosci O 10 20 30
genomu T7 - A
TL

Rye. 1. Rekombinacyjna mapa genetyczna wczesnego regionu transkrypcji DNA
faga T7 (potaczone dane wg 26, 27, 28).

03 — koduje biatko zaangazowane w hamowanie enzymoéw restrykcyjnych gospodarza (29),
0.7 — koduje fosfokinaze biatkowa (25), 1.0 — koduje polimeraze RNA (26), 11 — funkcja
produktu tego genu nie jest wyjasniona (30), 1.3 — koduje DNA ligaze (26), TL — sygnat
terminacji wczesnego regionu DNA.

Stwierdzono (22), ze nie tylko genom faga T7 lecz takze genom faga T3
zawiera informacje dla syntezy kinazy biatkowej. Oba fagowe enzymy
wykazujg podobne wiasciwosci fizyko-chemiczne.

Po infekcji T7 okoto 40 biatek gospodarza ulega fosforylacji w resztach
serynowych i treoninowych. Ws$réd nich sg biatka rybosomowe (31),
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czynnik inicjujacy IF-3 (32) oraz podjednostki @i 3 RNA polimerazy
E.coli (23, 24).

Biatka rybosomowe moga by¢ substratem zaréwno in vivo jak
i w ukladach in vitro podczas inkubacji przemytych wysokim stezeniem
(1.0 M) NH4C1 rybosomow z oczyszczong kinazg (25). Ufosforylowane
in vitro rybosomy moga zastepowa¢ rybosomy kontrolne (nieufosforylo-
wane z niezakazonych komorek) w procesie translacji po dodaniu do mie-
szaniny reakcyjnej czynnikéw inicjujagcych (31). Ufosforylowany in vitro
IF-3 E.coli nie wykazuje réznicy w stosunku do kontrolnego czynnika
inicjujagcego w reakcji wigzania do podjednostki 30 S rybosomoéw (32).
Wydaje sie wiec, ze fosforylacja sktadnikéw uktadu syntetyzujacego biat-
ko, nie ma wplywu na przebieg tego procesu w warunkach in vitro.
By¢ moze taka modyfikacja jest efektywna tylko in vivo i jest wyma-
gana dla adaptacji komédrki do warunkéw infekcji. Faktem sktaniajgcym
do takiego rozumowania jest obserwacja, ze fosforylacja biatek ryboso-
mowych in vivo jest specyficzna dla infekcji T7. Zakazenie komorek
fagiem T4 nie powoduje fosforylacji biatek rybosomowych gospoda-
rza (31).

Wiele wskazuje, ze modyfikacja RNA polimerazy E.coli na drodze
fosforylacji moze odgrywac zasadniczg role w regulacji transkrypcji ge-
nomu T7. Transkrypcja T7 jest podzielona na dwie fazy (Rys. 1). Wczes-
na transkrypcja pierwszych 20°/0 genomu jest katalizowana przez poli-
meraze RNA gospodarza zaro6wno in vivo jak i in vitro. Transkrypcja
péznego regionu DNA jest przeprowadzana z udzialem T7 specyficznej
RNA polimerazy, produktu wczesnego genomu 1. Faza transkrypcji
z udziatem polimerazy RNA gospodarza jest kontrolowana przez dwa
mechanizmy: wczesng kontrole i wczesno-pdzng kontrole. Defekt we
wczesnej kontroli prowadzi do nadprodukcji RNA gospodarza i wczes-
nych RNA faga (23, 27, 28, 33). Doktadna analiza transkrypcji w ko-
mdérkach zakazonych mutantami T7 o zmienionym procesie wczesnej
kontroli wykazata, ze mutanty te byty takze Uszkodzone w produkcji
kinazy biatkowej (23). Sugerowato to, ze aktywno$¢ kinazy biatkowej
moze by¢ wilgczona we wczesnej transkrypcji. Podczas infekcji T7 ulega
fosforylacji wiele biatek gospodarza a wsréd nich @ i w mnigjszym
stopniu @ podjednostki RNA polimerazy E.coli. Fosforylacja zachodzi
w resztach treoninowych. Poziom fosforylacji jest wysoki okoto 8 moli
[@P]fosforanu/mol holoenzymu (24). Pojawieniu sie aktywnos$ci kinazo-
wej i ufosforylowaniu podjednostek polimerazy towarzyszy wytgczenie
syntezy RNA gospodarza (23). Wskazywatoby to, ze fosforylacja tych
podjednostek moze byé molekularng podstawa wczesnej kontroli trans-
krypcji. Stwierdzono, (23) ze in vivo aktywno$¢ kinazy ma wptyw nie
na wydluzanie syntetyzowanego #ancucha RNA lecz na jego inicjacje
i terminacje. W nieobecnosci kinazy sygnat terminacji wczesnego regio-
nu (rys. 1) nie jest efektywnie odczytywany.
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Prace zespotu Rahmsdorfa udokumentowaty obecnos¢ i dziatanie
fagowych kinaz biatkowych i fosforylacje biatek prokariotycznych, jak-
kolwiek w bardzo specyficznych warunkach. Wiele danych wskazuje, cho-
ciaz nie przedstawiono bezposredniego dowodu, ze taka fosforylacja jest
zaangazowana w modyfikacje metabolizmu zakazonej komorki.

111-2. Fosfokinazy biatkowe wiruséw zwierzecych
1

Jeszcze kilka lat temu nierozstrzygnietym byto wystepowanie fosfo-
kinaz biatkowych u wiruséw. Zebrane informacje nie udzielity odpowie-
dzi na pytanie: 1. czy obecno$é fosfobiatek w oczyszczonych wirusach
jest wynikem fosforylacji z udziatem kinaz komérkowych czy tez wirusy
posiadajg wtasny kompletny system fosforylacyjny; 2. Jaka jest biolo-
giczna rola fosforylacji (7)?

Dzisiaj nie ulega watpliwosci, ze wigekszo$¢ wiruséw zawiera witasne
kinazy biatkowe. Enzym wyizolowano i oczyszczono z takich wiruséw
jak ospy (34) i tzw. zabiego 3 (wirus zawierajacy DNA, replikujacy sie
w cytoplazmie — 35). Ogélnie mozna je scharakteryzowaé jako fosfo-
kinazy biatkowe niezalezne od cyklicznych nukleotydow, fosforylujgce
in vivo specyficzne biatka wirusowe i biatka gospodarza gtdwnie w resz-
tach serynowych i w mniejszym stopniu treoninowych. W warunkach
in vitro akceptorami reszt fosforanowych sg histony, protamina i fos-
fityna.

Pozostaje w dalszym ciggu sprawg otwartg biologiczna rola tej fos-
forylacji. Istniejg liczne dane dotyczace fosforylacji biatek rybosomo-
wych gospodarza po infekcji wirusowej. Dotychczas (36, 37) zidentyfiko-
wano trzy fosfobiatka w podjednostce rybosomowej 40 S. Dwa z nich
S2 i S16 ulegaja fosforylacji w wyniku infekcji. Biatko S6, ktore posiada
kilka miejsc akceptorowych dla grup fosforanowych (38, 39) fosforylo-
wane jest zardwno przez kinazy zalezne od cyklicznych nukleotydéw jak
i niezalezne (40). Podczas infekcji wirusowej, obserwowano podwyzsze-
nie jego fosforylacji, co prawdopodobnie jest wynikem dofosforylowania
przez kinazy wirusowe niezalezne od cyklicznych nukleotydéw (nomen-
klatura biatek rybosomowych wg Sherton i Woola —41). Brak
jest bezposredniego dowodu na funkcjonalng role indukowanej wirusem
modyfikacji rybosomoéw gospodarza. Za mozliwos$cig udziatu fosforylacji
tych biatek w blokowaniu syntezy biatek komérkowych przemawia ob-
serwowana przez Kaerlein i Horak (37) zbiezno$¢ w czasie fos-
forylacji biatek rybosomowych i wylgczenie syntezy biatek gospodarza.

Grupa Beau da (42—44) rozpatruje mozliwo$¢ udziatu ufosforylo-
wanych biatek wirusowych w obserwowanym zahamowaniu inicjacji
syntezy tancucha polipeptydowego gospodarza, po zakazeniu wirusem
ospy. Autorzy ci stwierdzili, ze strukturalne biatko wirusa ospy VP llb,
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ktore stanowi 11% biatek strukturalnych wirusa, ulega fosforylacji w re-
sztach serynowych. Proces ten nie jest skorelowany z ekspresjg genomu
wirusa. Biatko to jest specyficznie zasocjowane z rybosomami i poli-
rybosomami i daje sie oddysocjowa¢ po przemyciu 0.5 M KC1. In vitro
ulega ono fosforylacji przy udziale kinazy wirusa. Za mozliwos$cig udziatu
biatka wirusowego w wyitgczeniu syntezy biatek gospodarza przemawiajg
nastepujace fakty: 1. Zardwno wytaczenie syntezy biatka gospodarza jak
i fosforylacja i wigzanie ufosforylowanego VP Ilb do rybosomdw zacho-
dza w nieobecnos$ci ekspresji genomu wirusa, w okresie gdy nie sg syn-
tetyzowane nowe biatka wirusa. 2. Wylaczenie syntezy biatka nastepuje
wczesnie w przebiegu infekcji podobnie jak fosforylacja VP Ilb. 3. Przy
duzej wielokrotnosci zakazenia (wiecej niz 10 czastek wirusa przypada
na jedng zakazong komdrke) zostaje wprowadzony do komorki duzy nad-
miar biatka VP Ilb w stosunku do rybosomow i wtedy obserwuje sie
zahamowanie syntezy biatek komdérkowych. 4. Biosynteza biatka in vitro
jest hamowana w obecnos$ci rdzeni wirus6w ospy. ktére zawierajg VP Ilb
i kinaze.

Nie mozna wiec wykluczyé, ze do zahamowania biosyntezy biatek
gospodarza w wyniku infekcji wirusowej niezbedna jest zaréwno fos-
forylacja biatek komdérkowego systemu syntetyzujacego biatko jak i bia-
tek samego wirusa majacych powinowactwo do rybosomow.

Przeprowadzone w ostatnim czasie badania nad wirusami onkogenny-
mi przyniosty bardzo interesujgce dane wskazujace na udziat fosfory-
lacji i fosfokinaz biatkowych w procesie transformacji komorek. Zespot
Segawa (45, 46) wykazat, ze w komodrkach ssakow transformowanych
wirusami zawierajgcymi RNA jak i DNA ma miejsce endogenna fosfo-
rylacja biatka o ciezarze czasteczkowym 90 000 (90 K), niezalezna od
cyklicznych nukleotyddw. Biatko to ma zdolno$¢ asocjacji z rybosomami
i chromatyng gospodarza. W organellach komérek nietransformowanych
brak jest takiej fosforylacji. Stwierdzono, ze w przypadku transformacji
wirusem SV 40 wystepowanie biatka 90 K jest zalezne od obecnos$ci ge-
nomu wirusa. Trudno jednak, przy obecnym stanie badan, oceni¢ jakie
jest znaczenie takiej fosforylacji w przebiegu transformacji.

Wiecej wiadomo na temat transformacji wywotywanej onkogennymi
wirusami RNA — ASV (ang. — Avian Sarcoma Virus) i RSV (ang. — Rous
Sarcoma Virus). Wirusy te indukujg guzy u réznych zwierzat a takze
powodujg transformacje komorek ptasich i ssakéw w hodowli. Za trans-
formacje odpowiedzialny jest wirusowy gen src. W lizatach komoérek
zarodkéw kurczecia transformowanych tymi wirusami zidentyfikowano
produkt genu src (47). Otrzymane wyniki potwierdzone w badania in vitro.
Produkt genu src otrzymal nazwe pp60src co oznacza fosfoproteid (pp)
0 ciezarze czasteczkowym 60 000 (60) produkt wirusowego genu src (48,
49, 50). Nietransformowane komorki kregowcoéw zawierajg biatko pp60sarc
nazywane takze pp60proto'src, Scisle spokrewnione z wirusowym biatkiem
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pp60src. Zaréwno pp60src jak i pp60sarc sg fosfobiatkami o ciezarze 60 000.
Wirusy z czes$ciowg delecja w genie src moga odzyskiwac¢ peiny funkcjo-
nalnie gen podczas pasazu przez zarodek kurczecia. Mechanizm wiacze-
nia genomu gospodarza do genomu wirusa nie jest blizej znany (51, 54,
56). Immunoprecypitaty tych biatek wykazujg aktywno$é kinazowa
(52, 56). Nie udato sie dotychczas otrzymaé oczyszczonych preparatéw
pp60src i pp60proto’'src. Z tego wzgledu nie dysponujemy bezposrednim
dowodem na identyczno$¢ fosfoproteidéw pp60src i pp60proto™src i aktyw-
nosci kinazowej. Faktem przemawiajagcym na korzy$¢ tozsamosci pp60src
z kinazg, jest obserwacja ze te mutanty ASV (ang. temperature sensitive)
w transformacji wykazuja takze podwyzszong termolabilnosé aktywnosci
kinazowej w porownaniu do szczepu dzikiego (53). Immunoprecypitowana
z pp60src aktywno$¢ kinazowa charakteryzuje sie unikalnymi wiasci-
wosciami. Enzym fosforyluje uzyty do precypitacji ciezki tancuch immu-
noglobuliny w resztach tyrozynowych (54), a dawcg grup fosforanowych
moga by¢ tréjfosforany nukleotydéw zaré6wno purynowych jak i piry-
midynowych (ATP, GTP, UTP, CTP) (55). Fosfotyrozyna jest dominuja-
cym ufosforylowanym aminokwasem w obu biatkach pp60src i pp60sarc.
Transformowane komorki zawierajg 8-krotnie wiecej fosfotyrozyny w po-
rownaniu z komorkami nietransformowanymi lub zakazonych mutan-
tami z delecjg w genie src (54). Frakcjonowanie lizatdbw transformowa-
nych komorek wykazato, ze aktywno$¢ kinazowa i pp60src podobnie jak
pp60proto'src sg zlokalizowane gtownie we frakcji membran komorko-
wych. Rozdzielajgc frakcje membranowg poprzez wirowanie w skokowym
gradiencie sacharozy stwierdzono, ze aktywno$¢ kinazowa immunopre-
cypitatu pp60src jak réwniez pp60proto'src zwigzane sg z frakcja gtadkich
membran* Na podstawie obrazu w mikroskopie elektronowym i zawar-
tosci markerowego enzymu 5'-nukleotydazy, membrany te zidentyfiko-
wano jako plazmatyczne. W wiazaniu aktywnos$ci kinazowej pp60src
z membrang plazmatyczng nie posredniczy zaden kompleks biatkowy
(55, 56). Fosfoproteid pp60src jest integralnym biatkiem membrany po-
taczonym bezposrednio z jej lipidami. Za wiazanie pp60src z lipidami
membranowymi odpowiedzialny jest hydrofobowy fragment o ciezarze
czasteczkowym 8000 umieszczony na koAcu NH2 Fragment ten moze
by¢ odszczepiany w wyniku dziatania proteaz komoérkowych lub wiruso-
wych obecnych w lizatach komérkowych. Uzyskiwany po proteolizie
pp60src ma posta¢ polipeptydu o ciezarze czagsteczkowym 52 000 z za-
chowang aktywnoS$cig kinazowg i wystepuje we frakcji rozpuszczal-
nej (57). W wyniku inkubacji immunoprecypitatéw pp60src z ATP i liza-
tami transformowanych komorek obserwowano oprécz ufosforylowanego
pp60src, fosforylacje innych polipeptydéow o ciezarze czasteczkowym
35 000, 23 000 i 50 000. Polipeptydy o ciezarze 23 000 i 50 000 sg precy-
pitowane przez surowice specyficzne dla pp60src, a wiec sg spokrewnione
z tym biatkiem. Polipeptyd o ciezarze 50 000 zawiera ponadto, podobnie
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jak pp60src, fosfotyrozyne. Nie badano zawartosci fosfotyrozyny w poli-
peptydzie 23 000 (54, 53). Wydaje sie stuszng propozycja Hunter’a
i Sefton’a (54) aby endogenny substrat dla kinazy pp60scr identycz-
no$¢ na podstawie zawarto$ci fosfotyrozyny.

Jest chyba zbyt wczednie, aby wyciggng¢ jednoznaczne wnioski
z przedstawionych badan o roli fosforylacji biatek w procesie transfor-
macji nowotworowej komorek. Wydaje sie jednak bardzo prawdopodob-
ne, ze onkogenne wirusy mogga transformowaé¢ komorki poprzez nadpro-
dukcje polipeptydu funkcjonalnie réwnowaznego do biatka komérko-
wego (pp60src — pp60sarc) lub przez fosforylacje specyficznych biatek
gospodarza. Biatko pp60src zasocjowane z membrang plazmatyczng trans-
formowanej komérki a wiec w regionie kontaktu komdérka-komorka moze
zaktoca¢ hamowanie kontaktowe komorek.

IV. Uwagi koncowe

Poprzednie dwa lata i rok biezgcy przyniosty prace, ktére pozwa-
lajg na stwierdzenie, ze modyfikacja biatek na drodze fosforylacji jest
zjawiskiem uniwersalnym. Wystepuje ona od wirus6w poprzez Proka-
ryota do Eukaryota. Wydaje sie, ze jest to powszechny mechanizm mo-
dulujgcy szereg zasadniczych proceséw fizjologicznych. U Eukaryota
regulacyjna rola takiej modyfikacji zostata juz wykazana. Na podstawie
wielu danych mozna przypuszczaé, ze takze w przypadku prokariotycz-
nych i wirusowych fosfokinaz biatkowych taka rola jest mozliwa, chociaz
na obecnym etapie badan brakuje bezposrednich dowodow.

W tabeli 1 przedstawiono sumarycznie wilasciwosci prokariotycznych
i wirusowych fosfokinaz oraz sugerowang ich biologiczng role.

Trudnos$ci z przedstawieniem przekonywujacych dowoddw na istnie-
nie fosfokinaz biatkowych u Prokaryota wynikaty prawdopodobnie z wie-
lu powoddw. Jednym z czynnikéw byt z pewnoscig brak fosforylacji egzo-
gennych substratow, rutynowo uzywanych przy identyfikacji kinaz eu-
kariotycznych. Niski na og6t poziom fosforylacji w ukiadach prokario-
tycznych jest chyba nastepnym powodem, ktory nie utatwia S$ledzenia
procesu.

Autor sktada serdeczne podzigkowania Panu Prof. dr Eugeniuszowi Gasiorowi i Panu
Dr Nikodemowi Grankowskiemu za przeczytanie rekopisu i cenne uwagi oraz Pani Krystynie
Rusinek i Panu Mgr Ryszardowi Szyszce za pomoc techniczng podczas przygotowywania
artykutu.

Zaakceptowano do druku 10.3.1981
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cyjny: Katedra Diagnostyki Biochemicznej i Klinika Choréb Metabolicz-
nych, 31-501 Krakow, ul. Kopernika 15, telefony: 11-33-12, 11-13-84.

Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
Prof. dr hab. Jan Sznajd
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I. Wprowadzenie — potozenie linii M w sarkomerze

Zastosowanie mikroskopii elektronowej umozliwito doktadniejsze po-
znanie ultrastrukturalnej organizacji aparatu kurczliwego komdrki mies-
niowej.

Podstawowym elementem kurczliwym miegs$nia szkieletowego jest mio-
fibryla (Ryc. 1), ktérej obraz uzyskany w mikroskopie polaryzacyjnym
ukazuje charakterystyczne poprzeczne prazkowanie, czyli wystepowanie
na przemian jasniejszych prazkéw izotropowych (prazki 1) i ciemniej-
szych anizotropowych (prazki A). Prazek | stanowi wigzka rownolegle
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Ryc. 1. Przekr6j przez widékno miesnia prazkowanego (wedtug Hayashi T., 1962,
Sci. Americ., 3, 184—204). Schemat przedstawia miofibryle i miofilamenty, ktdre
uktadajg sie w charakterystyczne prazki.

A — widkno mie$niowe, z ktoérego wycieto fragment, B — wyciety fragment w powiekszeniu,
C — powigkszona miofibryla, m — miofibryla, Z — Linia Z, | — prazek I, A — prazek A,
H — prazek Hensena, TF — filament miozynowy, a — filament aktynowy

I
utozonych filamentéw aktynowych, prazek A zbudowany jest z leza-
cych réwnolegle do diugiej osi widkna miesniowego filamentéw miozy-
nowych. Wzajemna interakcja obu typéw filamentow jest podstawg
skurczu miesnia. W potowie prazki | przecina optycznie geste pasmo
tzw. linia Z. Jednostka strukturalna zawarta pomiedzy dwiema liniami Z
nazwana zostata sarkomerem.

Przez $rodek sarkomeru, a wiec i przez centralny rejon kazdego gru-
bego filamentu przechodzi elektronowo gestsze pasmo, szerokosci 750 A
do 860 A (1, 2), tak zwana linia M. Na podstawie obrazéw uzyskanych
w mikroskopie elektronowym przyjmuje sie, iz filament miozynowy
w swej Srodkowej strefie nie zawiera gtdwek miozynowych (budowa
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filamentéw miozynowych oraz linii M byta juz przedmiotem artykutu
zamieszczonego na tamach Postepow Biochemii (3).

Elektronogramy podiuznych przekrojow mieéni szkieletowych wy-
kazujg, ze pasmo -linii M sklada sie z szeregu oddzielnych prazkéw
(Ryc. 2). Zastosowanie krioultramikrotomii i powiekszen w mikroskopie
elektronowym powyzej 100 000 X pozwolito zaobserwowaé, ze iloS¢ pasm
linii M i ich grubos$¢ jest rézna i ze zalezy od typu witokna miesniowe-
go (4-7), a takze od gatunku zwierzecia (8). Przekroje poprzeczne przez
pasmo linii M (Ryc. 3) ujawnity, iz prazki widoczne na podiuznych
przekrojach miofibryli odchodzg promieniscie od kazdego grubego fila-
mentu tworzgc usieciowanie z szeScioma sgsiadujgcymi filamentami mio-
zynowymi (Ryc. 3) (1, 2, 9-11). *

Podczas skurczu odlegtos¢é miedzy filamentami wzrasta i wowczas ko-
nieczna jest elastyczna struktura, dzieki ktérej wzajemny uktad fila-
mentdw pozostaje bez zmian. Z badan morfologicznych wynika, ze role
te petni uktad zwany linig M.

Il. Modele linii M

I1-1. Model Pepe
%

Analiza obrazéw elektronomikroskopowych poprzecznych i podtuz-
nych przekrojow witokien miesniowych doprowadzita do zaproponowa-
nia pierwszego modelu linii M (Ryc. 4), ktérego autorem jest Pepe
(2, 12, 13). Jest to najprostszy z zaproponowanych modeli. Zaktada on
bowiem istnienie tylko jednego rodzaju elementow strukturalnych, jaki-
mi sa mostki poprzeczne linii M, wigzace kazdy miozynowy filament
z szeScioma sgsiednimi grubymi filamentami. Jak nalezy wnioskowac
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Ryc. 4. Model Pepe

a) Schemat przekroju podtuznego, b) Schemat przekroju poprzecznego, TF — filamenty mio-
zynowe, MB — mostki poprzeczne linii M.
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z potozenia prazkéw linii M widocznych na przekrojach podtuznych, lezg
one na réznych poziomach S$rodkowej strefy grubego filamentu. Kie-
runek mostkdw na kolejnych poziomach ulega przesunieciu o 60°. Maksy-
malna ilo$¢ tych pozioméw wynosi 5 a odlegtos¢ mieelzy nimi rowna jest
200—220 A.

11-2. Model Knappeisa i Carlsena
Do uktadu zaproponowanego przez Pepe, Knappeis i Carl-
sen (1) dodali nowy skiadnik — tzw. filament linii M (Ryc. 5). Element

ten wida¢ na zdjeciach mikroskopowo-elektronowych zaréwno poprzecz-
nych jak i podtuznych przekrojow widkien mieSniowych. Na przekrojach

a)

—

e

Ryc. 5. Model Knappeisa i Carlsena

a) Schemat przekroju podiuznego, b) Budowa mostka poprzecznego, TF — filamenty mio-
zynowe, MB — mostki poprzeczne linii M, MF — filamenty linii M, CPK — kinaza kreaty-
nowa

podtuznych ogladanych przy powiekszeniach 150 000 X — 220 000 X wi-
doczne sg w rejonie linii M biegngce rownolegle do filamentéw miozy-
nowych cienkie, bo o $rednicy 50—60 A, filamenty. Na przekrojach
poprzecznych dokonanych przez pasmo linii M widoczne sg okragte
zgrubienia w samym $rodku mostkéw poprzecznych. Ich $rednica wyno-
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si 50—60 A. Zastosowane w tym przypadku powiekszenia byty rzedu
250 000—500 000 X.

11-3. Model Luthera i Squire’a

Wprowadzenie do badan techniki otrzymywania bardzo cienkich
skrawkow, ktorych grubo$é wynosi okoto 200 A, a wiec nie przekracza
wymiaru odlegtosci, w jakiej znajdujg sie dwa kolejne poziomy mostkéw
poprzecznych linii M, umozliwito Lutherowi i Sauir e’owi (4, 14)
zauwazenie nowego elementu linii M tzw. mostkéw poprzecznych dru-
giego rzedu (secondary M-bridges) (Ryc. 6). Mostki te sg strukturami
0 ksztatcie drukowanej litery Y, spinajagce w takim wilasnie uktadzie

Ryc. 6. Model Luthera i Squire’a

a) Schemat przekroju podituznego, b) Schemat przekroju poprzecznego, TF — filamenty mio-
zynowe, MB — mostki poprzeczne linii M, MF — filamanty linii M, SM — mostki poprzeczne
drugorzedowe

trzy filamenty linii M. Ponadto badacze ci zauwazyli w centrum szkiele-
tu kazdego filamentu miozynowego wgtebienie o ksztatcie mniej lub bar-
dziej cylindrycznym i $rednicy okoto 30—50 A (Ryc. 6).

| to jest prawie wszystko, co wiadomo na temat morfologii ukiadu
zwanego linig M.

I11. Sktad biatkowy linii M

Znacznie trudniejsza jest interpretacja wynikow badan nad skiadem
biatkowym omawianego systemu. Zastosowanie znakowanych przeciw-
ciat (15) wykazato, ze w skiad biatek linii M nie wchodzi ani miozyna
ani tez zadne ze znanych biatek filamentu aktynowego.
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Izolowanie biatek linii M moze odbywaé sie dwojako, albo przez za-
stosowanie roztwordw o wysokiej sile jonowej — wdwczas rozpuszczeniu
ulega caty prazek A, badZ na drodze ekstrakcji roztworem o niskiej sile
jonowej (5 mM bufor tris o pH 8), ktdéra, jak wykazaty badania S am o-
sudowej (16), powoduje catkowity zanik prazkéw linii M (mikroskopia
elektronowa).

Pierwszg metode stosowali Masaki i Takaiti (8, 17, 18). Eks-
trahowali oni mianowicie miofibryle miesni szkieletowych roztworem
Hasselbacha — Schneidera (0,6 M KC1, 0,1 M bufor fosforanowy pH 6,4,
10 mM pirofosforan sodu i 1 mM MgCl2 i wysalali biatka linii M siarcza-
nem amonu w nasyceniu 16% przy pH 8,3. Uzyskali t3 metodg dwa pepty-
dowe skiadniki: Skiadnik 1 i Sktadnik II.

Stosujac elektroforeze w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS
oznaczono ciezary czasteczkowe obu polipeptydéw. Mniejszg ruchliwo-
Scig elektroforetyczng charakteryzowato sie biatko o ciezarze czastecz-
kowym 165 000, wiekszg — lzejszy sktadnik o ciezarze czasteczkowym
94 000. Skfadnik o ciezarze czasteczkowym 165 000 autorzy nazwali
»~prawdziwym biatkiem linii M”. Biatko to charakteryzowato sie dos¢
znacznym powinowactwem wobec miozyny (badania przeprowadzono
w roztworze 0,1 M KC1 przy pH 7,0), podczas gdy sktadnik Il (w takich
samych warunkach) nie wigzat sie z miozyng. To drugie biatko okazato
sie glikogenowa fosforylazg b (EC 2.4.1.1) (19). Zastosowanie metody
immunologicznej (przeciwciata znaczono zwigzkami fluorescencyjnymi)
pozwolito znalez¢ miejsce glikogenowej fosforylazy b w aparacie kurczli-
wym. Fluorescencje obserwowano gtéwnie w rejonie prazka 1, ale ob-
serwowano réwniez Swiecenie w rejonie linii M (19, 20). Dlatego tez
autorzy trzeciego omawianego tu modelu budowy linii M sugerujg, iz
by¢ moze mostki drugiego rzedu zbudowane sg z biatka bedacego gliko-
genowa fosforylaza b (4).

W wyniku ekstrakcji miofibryli miesni piersiowych kurczakéw roz-
tworami o niskiej sile jonowej, Eaton i Pepe (21) uzyskali réw-
niez dwa skiadniki, pierwszy o cigezarze czasteczkowym 43 000, drugi —
100 000. Biatko o ciezarze czagsteczkowym 100 000 miato wiasnosci gliko-
genowej fosforylazy b (19). Natomiast drugi, lzejszy skitadnik, niemal
rownocze$nie wykryty przez Morimoto i Harringtona (22
wystepowat w formie dimeru o ciezarze czasteczkowym 88 000. Obie pod-
jednostki tgczy wigzanie niekowalecyjne. Biatko to ma bardzo duze po-
winowactwo zaréwno do monomeréw miozyny (23) jak i do miozyno-
wych filamentdw (22). Szczegétowa charakterystyka biatka pozwolita
ustali¢, ze jest to kinaza kreatynowa (EC 2.7.3.2). Zastosowanie metody
posredniej fluorescencji ze znakowanymi przeciwciatami (24) doprowa-
dzito do wykrycia potozenia tego biatka w rejonie prazka A i znalezienia
miejsca wigzania z filamentami miozynowymi. Zbadano ruchliwos$¢ elek-
troforyczng biatka, zanalizowano jego ksztatt i wymiary, a takze ustalono
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ilos¢ podjednostek i ich skiad aminokwasowy (24-27). | w ten sposob
model Knappeisa i Carlsena zostat udoskonalony, gdyz przy-
jeto, ze mostek poprzeczny linii M zbudowany jest z kinazy kreatynowej
(24) (Ryc. 5b).

Biatko o ciezarze czasteczkowym 165 000 (8) zostato rowniez bardzo
doktadnie opisane (28, 29). Obecnie wiadomo, ze ma ono nieco wiekszy
ciezar czasteczkowy, bo 170 000 i przypuszcza sie, iz jest- materiatem,
z ktoérego zbudowane sg filamenty linii M. Dodatkowg przestanka dla ta-
kiej hipotezy jest zdolno$¢ tego biatka do agregacji w filamenty (8).

Stosujac roztwor o niskiej sile jonowej (5 mM bufor tris o pH 8) uzy-
skuje sie tzw. ,surowy” ekstrakt biatek linii M (30-33). Analiza elektro-
foretyczna ,surowych” ekstraktow wskazuje na obecno$¢ jeszcze do-
datkowych lzejszych, polipeptydowych sktadnikéw o ciezarach czastecz-
kowych okoto 38 000 i 20 000-22 000 (Ryc. 7, Tabela 1). Dodanie tego eks-
traktu do miofibryli, z ktérych wyizolowano omawiane biatka, pozwala
na rekonstytucje prazka M, co zostalo'stwierdzone przy uzyciu mikro-
skopu elektronowego (34). Warunkiem koniecznym rekonstrukcji jest
obecnos$¢ wszystkich biatek ,,surowego” ekstraktu (30).

Dodanie takiego ekstraktu do roztworu miozyny zarbwno monome-
rycznej * jak i bedacej juz w formie syntetycznych filamentow (3) po-
woduje powstanie wigzek réwnolegle wzgledem siebie utozonych fila-
mentéw miozynowych (31-33, 35) (Ryc. 8).

IV. Wiasnosci biochemiczne biatek linii M

IV-1. Wiasnosci enzymatyczne, wzajemna interakcja sktadnikéw linii M oraz zdol-
nos$¢ do tworzenia komplekséw z miozyng i jej fragmentami

Obecno$¢ takich biatek jak kinaza kreatynowa i glikogenowa fos-
forylaza b w aparacie linii M sugeruje, iz oprocz funkcji strukturalnych
uktad ten jest zdolny do regulacji poziomu ATP i glikogenu w czasie
skurczu.

Z szeregu badan przeprowadzonych nad uktadem dwuenzymatycznym,
w skiad ktoérego wchodzity kinaza kreatynowa i miozyna (36-38) wyni-
kato, iz reakcje katalizowane przez oba enzymy sg ujemnie sprzezone,
Obecnos$¢ kinazy hamuje aktywno$¢ ATPazy miozynowej oznaczanej
w obecno$ci jonow Ca2+ zaréwno w Srodowisku o niskiej (0,1 M roz-
twér KC1) jak i wysokiej (0,5 M roztwor KC1) sile jonowej. Poniewaz
jony magnezu aktywujg kinaze kreatynowg a hamujag ATPaze miozyno-
wa i sg endogennie zwigzane z kinazg, by¢ moze, iz tagcza sie one wy-

* Po obnizeniu sity jonowej roztworu z miozyny monomerycznej powstajg fila
menty miozynowe.
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biorczo z miozyng i w ten sposob powodujg inhibicje miozynowej
ATPazy (38). Jest to zjawisko o tyle interesujgce, ze charakterystyka
wiasnosci kinazy kreatynowej uzyskanej z ekstraktéw linii M i jej inter-
akcja z miozyng i fragmentami miozyny ** (39, 40) $wiadczg, iz maksimum
inhibicji ATPazy miozynowej oznaczanej w obecnosci jondw Ca2+ na-
stepuje wolwczas, gdy w roztworze sg nienaruszone czasteczki miozyny.
Stabszy efekt hamowania zaobserwowano w przypadku H-meromiozyny,
a najstabszy w przypadku subfragmentéow S-1. Tak wiec najsilniejsza in-
terakcja obu biatek nastepuje woéwczas, gdy mamy do czynienia z calg
nienaruszong czasteczkg miozyny. Wyniki tych badan potwierdzono przy
zastosowaniu réznych metod, jak oznaczenie widm dichroizmu koto-
wego (39), pomiar elektronowego rezonansu paramagnetycznego i za
pomocg techniki nanosekundowej depolaryzacji fluorescencji (41).

Z drugiej strony, badajgc zachowanie sie kompleksu: kinaza kreaty-
nowa-biatko o ciezarze czgsteczkowym 170 000 stwierdzono, iz biatko to
hamuje kompetytywn”e aktywno$¢ kinazy kreatynowej, a widma di-
chroizmu kotowego oraz wyniki uzyskane z wirowania analitycznego obu
biatek Swiadcza o tym, ze biatka te tworzg kompleks (42). Wiadomo
réwniez, ze miejscem kontaktu tzw. prawdziwego biatka linii M z cza-
steczkg miozyny jest rejon tzw. subfragmentu S-2 ** (43). Jest to obszar
czasteczki miozyny, w ktérym znajduje sie elastyczny zawias (hinge)
pozwalajacy globularnym wypustkom miozynowym (tzw. gtéwkom Ilub
subfragmentom S-l) na odsunigecie sie od trzonu czasteczki i tworzenie
mostkOw poprzecznych (cross-bridges) z filamentem aktynowym — reak-
cja ta jest podstawg skurczu miesnia (44—46).

Badania nad interakcjg innych fragmentéw czasteczki miozyny z tym
wysokoczgsteczkowym skitadnikiem linii M przyniosty wyniki negatyw-
ne (43).

Tak wiec, aby podsumowaé to, co juz wiemy o topografii biatek li-
nii M trzeba przyjaé, iz modele z Ryc. 5 i 6 nalezy interpretowac naste-
pujaco: filamenty linii M siegajg i kontaktujg sie obydwoma swymi kon-
cami z rejonami subfragmentow S-2 czasteczek miozynowych z dwéch
pozioméw grubych filamentéw, przenikajgc przez S$rodki mostkow po-
przecznych linii M (Ryc. 5b). Mostki poprzeczne linii M fgczg ze sobg
czasteczki miozynowe dwoch sasiednich filamentéw tez gdzie$ blisko po-
taczenia subfragmentow S-I i S-2; Swiadczy o tym wpiyw kinazy kreaty-
nowej na ATPaze miozynowa. Pozornie przeczy temu inny fakt, a mia-
nowicie to, ze powinowactwo kinazy jest wieksze wobec miozyny niz wo-
bec jej krétszego fragmentu H-meromiozyny.

** O budowie czagsteczki miozyny i o jej fragmentacji pisano na tamach Poste-
poéw Biochemii (3).
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1V-2. Wiasnosci kompleksu biatek linii M z miozyng pozbawiong obu lekkich tan-
cuchéw LCoa.

Zaobserwowang roznice miedzy powinowactwem kinazy Kkreatyno-
wej do miozyny i do H-meromiozyny mozna wyttlumaczy¢ na podstawie
innego oddziatywania ,,surowego” ekstraktu biatek linii M (31—33) na
preparaty miozynowe charakteryzujace sie rozng iloscig lekkich tancu-
chow LC2 (47—50) (Ryc. 9) (tancuchy te, jak sie obecnie przypuszcza,
znajdujg sie w rejonie zawiasu subfragment S-1 /subfragment S-2). Jak
wykazano, aktywno$¢ ATPazy miozynowej aktywowanej jonami Ca2+
ulega obnizeniu w obecnosci ,,surowego” ekstraktu biatek linii M w przy-
padku miozyny natywnej. Jest natomiast silnie stymulowana przez ,su-
rowy” ekstrakt biatek linii M woéwczas, gdy mamy do czynienia z pre-
paratem miozyny pozbawionej obu lekkich tancuchéw LC2 (Ryc. 10).
Taki sam efekt stymulacji uzyskano badajagc wptyw ,surowego” eks-

250 A1 —
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b

Ryc. 10. Wptyw biatek linii M na witasnosci enzymatyczne miozyny natywnej i po-
zbawionej obu lekkich tancuchow LC2 Wartosci aktywnos$ci ATPazy podano w pro-
centach wartosci aktywno$ci ATPazy preparatow miozynowych przed dodaniem
biatek linii M. Stupki zakreskowane w/g wzoru 1 obrazujg aktywno$¢ ATPazy mio-
zyny natywnej. Aktywno$¢ ATPazy miozyny natywnej oraz miozyny pozbawionej
obu tancuchow LC2po dodaniu do preparatow miozyny ,surowego” ekstraktu biatek
linii M obrazuja stupki zakreskowane odpowiednio w/g wzoréw 2 oraz 3.

a — ATPaza miozynowa stymulowana jonami K+, b — ATPaza miozynowa stymulowana jo-
nami Ca2+, ¢ — ATPaza aktomiozynowa stymulowana jonami Mg2+

traktu biatek linii M na interakcje réznych preparatéw miozyny z akty-
ng (Ryc. 10, 11). Mamy wiec przestanki do zastanowienia sie, czy kinaza
kreatynowa nie fgczy sie z miozyng tylko wowczas, gdy miozyna jest
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Ryc. 11. Wptyw ,,surowego” ekstraktu biatek linii M na superprecypitacje zeli akto-
miozynowych utworzonych z aktyny i miozyny natywnej oraz aktyny i miozyny
pozbawionej obu tancuchéw LC2 Krzywe przedstawiaja zmiane zmetnienia zelu
aktomiozynowego po dodaniu ATP. Kompleksy aktomiozynowe utworzone z aktyny
i miozyny natywnej (2), miozyny pozbawionej obu lekkich tancuchéw LC2 (4), mio-
zyny natywnej z dodanym ,surowym” ekstraktem biatek linii M (1), miozyny po-
zbawionej obu lekkich tancuchéw LC2 z dodanym ,surowym” ekstraktem biatek li-
nii M (3).

w formie natywnej, tzn. gdy zawiera komplet lekkich taficuchéw LC2
Podczas otrzymywania H-meromiozyny tancuch ten bywa czesto nad-
trawiony badz strawiony catkowicie. Innymi stowy, wydaje sie, ze tan-
cuchy LC2 gwarantujg sprawny mechanizm elastycznego ruchu gtoéwki
czasteczki miozyny. Utrata tancuchéw wydaje sie powodowaé utrate tej
elastycznos$ci i zmiane utozenia miozynowych gtdwek (31, 50).

Porusze jeszcze jeden aspekt tej sprawy. Ot6z ostatnio dzieki zasto-
sowaniu udoskonalonych metod immunologicznych pojawiajg sie prace
z réznych laboratoriéw donoszace o wykryciu w coraz to innych tkan-
kach niewidocznej morfologicznie linii M (51, 52). Obecno$¢ biatek linii M
w miesniu pobranym w dwunastym dniu miogenezy wykazano postu-
gujac sie metodami immunofluorescencyjnymi (53, 54). Autorzy powyz-
szych badan sugerujg, ze biatka linii M moga petni¢ role w montowaniu
grubych filamentéw i stabilizowaé¢ miofibrylarng strukture podczas roz-
woju. Poparciem tej tezy sg wyniki badan uzyskane w naszej pracowni
(31—33). Jezeli do preparatow miozyny pozbawionej obu tafcuchéw LC?2
doda¢ ,surowy” ekstrakt biatek linii M, to po obnizeniu sity jonowej
roztworu uzyskuje sie agregaty miozynowe skupione wokét niewidocz-
nego walca (Ryc. 12 — pordéwnaj z agregatami uzyskanymi z samej mio-
zyny pozbawionej obu tahcuchow LC2. Byé moze ktorys ze skiadnikow
»surowego” ekstraktu biatek linii M stanowi rdzen grubego filamentu,
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rdzen bedacy warunkiem samomontazu filamentéw. Obecnos$¢ takiego
rdzenia sugerowano juz wczesniej (4, 55—57). Stymulacja interakcji akto-
miozyny po dodaniu ,surowego” ekstraktu biatek linii M do preparatow
miozyny pozbawionej tancucha LC2 moze by¢ wynikiem usztywnienia
agregatdbw miozynowych, ale moze tez wynikaé z wprowadzenia sktad-
nika niskoczasteczkowego 20 000-22 000 do czgsteczki miozyny, co po-
woduje uelastycznienie gtéwki miozynowej lub tez moze by¢ wynikiem
obu tych ewentualnos$ci. Poniewaz podczas usuwania tancuchéw z prepa-
ratbw miozyny odigcza sie rowniez wysokoczateczkowy sktadnik, nie jest
wykluczone, ze jest to biatko linii M — i Ze oba te polipeptydy sg w ja-
ki$ sposdb powiazane ze sobg (Ryc. 9).

Tak wiec mozna by pokusi¢ sie o uzupetnienie zaproponowanego przez
Luthera i Squire’a modelu wspotdziatajacymi z nim dwoma elementami,

3)

‘Mostek poprzeczny
linii M z

Hipotetyczny rdzen
(ilamentu miozynowego

Ryc. 13. Proponowany” model struktury linii M. Pozbawione obu lekkich tancu-
chow LC2 czgsteczki miozyny tracg swg elastyczno$¢, co znajduje odbicie w utrud-
nionej interakcji aktyny z miozyng (a); przywrocenie prawidtowej interakcji naleza-
toby ttumaczy¢ usztywnieniem gtéwek miozynowych (b). Usztywnienie to nastapito po
potgczeniu ,surowego” ekstraktu biatek linii M z miozyng pozbawiong obu lekkich
tancuchéw LC2

a mianowicie hipotetycznym rdzeniem filamentu miozynowego i lekkim
tancuchem LC2 (Ryc. 13). Przyjmujac zatozenie, ze istnieje rdzen fila-
mentu miozynowego, wspotdziatanie pomiedzy sktadnikami biatek linii M
a tym rdzeniem bytoby mozliwe poprzez lekkie tancuchy LC2 miozyny,
tak jak to przedstawiono na Ryc. 13.

Zaakceptowano do druku 30.3.1981
Wyrazam, szczere podziekowanie Pani doc. dr hab. Irenie Kakol za cenne rady i uwagi

natury merytorycznej oraz Pani dr Annie Jakubiec-Puka za udostepnienie mi dwoéch zdjec
elektronowomikroskopowych.
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Ryc. 2. Podtuzny przekroj sarkomeru
Z — linia Z, | — prazek I, A — prazek A, M — linia M. Powigkszenie negatywu 12000 X. Zdjecie
udostepnita dr Anna Jakubiec-Puka (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

Ryc. 3. Poprzeczny przekréj przez miofibryle
Strzatkami zaznaczono mostki poprzeczne linii M. Powigkszenie negatywu 12000 X. Zdjecie
udostepnita dr Anna Jakubiec-Puka (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

Ryc. 7. Obraz elektroforetyczny ,surowego” ekstraktu biatek linii M. Elektroforeze
przeprowadzono w zelu poliakryloamidowym 7,5% w obecnos$ci SDS.

Ryc. 8. Elektronogram wigzki filamentéw miozyny natywnej uzyskanej po dodaniu
~surowego” ekstraktu biatek linii M. Powigkszenie negatywu 18 000 X. Wstawka (po-
wiekszenie 9000 X) filamenty uzyskane z miozyny natywnej. Filamenty miozynowe
przedstawiono w dwukrotnie mniejszym powiekszeniu niz wigzke.

Ryc. 9. Obrazy elektroforetyczne preparatow miozynowych

a) miozyna natywna, b) miozyna pozbawiona obu lekkich fafncuchéw LC2 Elektroforeze wy-
konano w 8% zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS. LCj, LC2, LC3 — lekkie tan-
cuchy miozyny.

Ryc. 12. Elektronogram wigzki agregatow utworzonych z miozyny pozbawionej obu
tancuchéw LC2 po dodaniu ,surowego” ekstraktu biatek Ilinii M. Powigkszenie
18000 X. Wstawka (powiekszenie 36 000 X) — mate agregaty uzyskane z miozyny
pozbawionej obu lekkich fafcuchéw LC2 niezdolne do formowania prawidtowych
bipolarnych filamentéw. Agregaty miozynowe przedstawiono w dwukrotnie wiekszym
powiekszeniu niz wigzke.
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ANNA JAKUBIEC-PUKA *

Filamenty posrednie (10 nm) komorek zwierzecych

Intermediate Filaments (10 nm) of Animat Cells.

Po zastosowaniu mikroskopii elektronowej do badann morfologicznych
wykryto w komorkach zwierzat wyzszych filamenty biatkowe o $rednicy
posredniej pomiedzy filamentami aktynowymi a miozynowymi i mikro-
tubulami. Filamenty takie nazwano wiec posrednimi. Poczatkowo trakto-
wano je czesto jako fragmenty mikrotubul lub filamentow miozyno-
wych.

Po raz pierwszy filamenty pos$rednie opisano w konhcu lat 60-tych
w miesniu prazkowanym (1, 2), nastepnie w komorkach uktadu nerwo-
wego (3, 4), a w ciggu kolejnych kilku lat w komoérkach wiekszosci na-
rzagdéw. Filamenty posrednie sg obecnie przedmiotem intensywnych ba-
dan, wiele kwestii dotyczacych tych filamentéw pozostaje jednak jeszcze
niejasnych. Z tego wzgledu przedstawiony ponizej obraz filamentow
posrednich jest niekompletny i czesto dyskusyjny, bedzie on zapewne
ulega¢ korekcjom w miare dalszych badan.

Cechy morfologiczne i fizykochemiczne filamentéw posrednich po-
chodzacych z roznych tkanek sg bardzo zblizone (1, 2, 3, 5 6). Bardzo
podobny rdéwniez jest skiad aminokwasowy izolowanych biatek fila-
mentéw (4, 7, 8, 9, 10) i ich struktura Il rzedowa, ktérej 40—50% stanowi
a-heliks (6, 11, 12). Z tego wzgledu poznanie budowy biatek filamentédw
posrednich oraz wyjasnienie roli i umiejscowienie filamentéw w komorce,
jak réwniez zbadanie réznic witasciwosci filamentéw otrzymanych z réz-
nych tkanek stato sie mozliwe dopiero obecnie, dzieki rozpowszechnie-
niu badan komoérek z hodowli in vitro oraz dzieki rozwojowi nowych
technik badania biatek, szczeg6lnie immunologicznych i elektroforezy
dwukierunkowej (13), jak tez badania produktdw organicznej pro-
teolizy.

Srednica filamentéw posrednich wynosi najczes$ciej okoto 10 nm,
w niektérych przypadkach moze wahac sie od 7 do 14 nm, powierzchnia

* Dr med, Pracownia Metabolizmu Biatek, Instytut Biologii Dos$wiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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filamentéw jest gtadka, ksztatt cylindryczny. Biatka filamentéw po-
$rednich sa hydrofobowe oraz nierozpuszczalne w roztworach o pH i o sile
jonowej wystepujagcych w komdrkach. Solubilizacji sprzyjaja czynniki
denaturujace biatka oraz rozrywajace ich wigzania hydrofobowe. Fila-
menty posrednie ulegajg solubilizacji w roztworach o niskiej sile jono-
wej, o niskim i o wysokim pH (5, 8, 14). Diugotrwata ekstrakcja jednak
roztworami o niskiej a takze o wysokiej sile jonowej i pH fizjologicznym
moze prowadzi¢ jednak do solubilizacji niektérych filamentéw posrednich.
W tych warunkach moze tez nastgpi¢ dezagregacja filamentéw na frag-
menty o mniejszej Srednicy i dtugosci (6, 15, 16, 17, 18). Biatka filamen-
tow posrednich mogg po rozpuszczeniu kopolimeryzowac, jesli zmienione
zostang sita jonowa lub pH roztworu (8, 18, 19). Tworzg sie woéwczas
filamenty o cechach morfologicznych zblizonych do naturalnych, jednak
o0 wiekszej réznorodnosci ksztattu i Srednicy (8, 10, 17). Kolejna wielo-
krotna solubilizacja i wytrgcanie filamentow jest jedng z technik roz-
dziatlu i oczyszczania biatek wchodzacych w ich skiad. Uzyskuje sie
wowczas jedno lub wiecej, do kilkunastu, biatek z jednego rodzaju fila -
mentéw posrednich (8, 12, 17). Biatka te wystepujg czesto w dwoch lub
wiecej formach, ktére uwazane sa za produkty tych samych gendéw.
Nieznaczne réznice w ciezarach czasteczkowych i punkcie izoelektrycz-
nym poszczeg6lnych form powstajg przypuszczalnie w wyniku ich mo-
dyfikacji (12, 20). Biatka filamentéw posrednich sa kwasne, zawieraja
okoto 20% kwasu glutaminowego i okoto 10°/0 kwasu asparaginowego.
Nalezg one do biatek stosunkowo konserwatywnych. Homologiczne biatka
filamentéw pochodzacych z réznych tkanek wykazujg znaczne podobien-
stwa lub nawet identyczno$¢ (4, 7, 8, 9, 10). Odnosi sie to takze czesto
do biatek pochodzacych z takich samych tkanek zwierzat roznych gatun-
kéw (21, 22). Najbardziej podobne lub identyczne sg odcinki fancucha pe-
ptydowego o strukturze a-heliksu (23). Pomimo tych daleko idacych po-
dobienstw, réznice struktury poszczegdlnych biatek i ich wzajemnych pro-
porcji sg na tyle istotne, ze pozwolity na wyrdznienie kilku klas filamen-
tdw posrednich (Tabela I).

Jako kryteria klasyfikacji filamentéw przyjeto: tkanke 2z Kktdrej
filamenty pochodza, wasciwosci ich biatek sktadowych (jak: sktad amino-
kwasowy, ciezar czasteczkowy, punkt izoelektryczny itp. oraz stosunek
ilosciowy biatek), specyficzno$¢ immunologiczng, reakcje na kolcemid i inne
zwigzki antymitotyczne, a takze pewne rdznice w rozpuszczalno$ci. Jak
dotad wyr6zniono nastepujace klasy filamentéw posrednich: filamenty
keratynowe i tonofilamenty, wytwarzane przez komdrki nabtonkowe i po-
chodzenia nabtonkowego (21, 24), neurofilamenty obecne w neuronach (15),
filamenty glejowe w komoérkach gleju (25), filamenty wimentynowe w ko-
morkach tkanki tgcznej i pochodzenia tacznotkankowego (14, 21), filamen-
ty posrednie w komorkach miesniowych (1, 2, 19, 26), oraz filamenty wy-
stepujace w soczewce oka (10, 27). Uwaza sie, ze w kazdej komérce wyste-
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puja filamenty posrednie co najmniej dwdéch klas, najczesciej jedng z nich
sg filamenty wiméntynowe (20, 21, 28, 29, 30).

Role filamentéw posrednich w komdrce najog6lniej mozna, jak sie
obecnie uwaza, sprowadzi¢ do tworzenia przez nie ,szkieletu” organizu-
jacego przestrzen komorkowa (8, 14, 19, 26) oraz rozmieszczenie organeli
takich jak jadro (6, 31, 32), czy mitochondria (14, 33). Biorg one takze
udziat w ruchach i przegrupowaniach organeli komoérkowych (34). Fila-
menty posrednie kazdej z klas majg na ogot charakterystyczne utozenie
i odrebng role w komorce (Tablica 1).

Filamentom keratynowym i tonofilamentom obecnym w komérkach
nabtonkowych i pochodzenia nabtonkowego, przypisuje sie gtownie role
»Szkieletowg” — nadawania komdrce ksztattu i sprezystosci (16, 29, 35).
Srednica ich bywa rézna, najczesciej wynosi okoto 8 nm. Wystepujg po-
jedynczo albo w peczkach czy agregatach (36). Umiejscowione sg przede
wszystkim w czes$ciach ocbwodowych komarki (20, 29, 35); najliczniej fila-
menty keratynowe wystepujg w tych okolicach btony komoérkowej, ktdre
stykajg sie z sasiednig komédrkg (37). Wydaje sie, ze filamenty te maja
jakis udziat w tgczeniu sasiednich komorek a wiec i utrzymaniu ksztattu
i sprezystosci tkanek (35). Filamenty keratynowe skiadajg sie z wielu
biatek o charakterze keratyn i ciezarach rzedu 40 000 do 70 000 (11, 24),
ktérych zawartosé i wielkos¢ zmienia sie w miare dojrzewania komdarek.
Komdrki lezagce w glebszych warstwach naskorka syntetyzujg na ogoét
krotsze tancuchy peptydowe (46 000-58 000), podczas gdy komorki po-
wierzchniowych warstw syntetyzujg diuzsze tancuchy (63 000-67 000) (38),
ulegajace dalszej modyfikacji w komorce (39). Wielkie agregaty filamen-
téw keratynowych wystepuja w komdrkach zmienionych patologicznie
np. w watrobie alkoholikow. Agregaty takie identyfikuje sie obecnie ze
strukturami znanymi z okresu przed badaniami ultrastruktury jako ,ciat-
ka Mallory” lub hialinowe (37, 40).

Neurofilamenty obecne w neuronach (3, 4) utrzymujg sprezystos¢
i wytrzymatos¢ aksonéw, tworzac w okolicy neurolemy siatke prze-
strzenng potgczong z mikrotubulami (41). Wykazano, ze fragmenty neuro-
filamentdw, jak réwniez wchodzace w ich skiad jednostki biatkowe prze-
suwajg sie wraz z aksoplazmag wzdtuz osi podituznej aksonéw (41, 42).
Neurofilamenty rdéznig sie od filamentéw posrednich pozostatych klas
tatwoscig solubilizacji w roztworach o niskiej sile jonowej i pH fizjolo-
gicznym (15) oraz w roztworach o wysokiej sile jonowej (18), moga takze
dysocjowaé na protofilamenty o $rednicy okoto 2 nm. Biatlka neurofila-
mentéw charakteryzujg sie znacznie wiekszymi ciezarami czasteczko-
wymi od biatek filamentéw innych klas, oraz wystepowaniem kilku réz-
nych biatek w podobnej ilosci. Gtdwne biatka neurofilamentow o cieza-
rach czasteczkowych okoto: 68 000, 145-150 000 i 200 000 (15, 43, 44), sa
niezaleznie syntetyzowane (43) i rbéznig sie strukturg pierwszorzedo-
wa (44). Neurofilamenty charakteryzujg sie znaczna zmiennos$cig gatun-
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kowg zaréwno wiasciwosci biochemicznych, jak i stosunkéw ilosciowych
poszczegolnych biatek. (44). Biatka neurofilamentow gromadzg sie w nad-
miernej ilosSci w aksonach u o0s6b cierpigcych na niektére neuropa-
tie (45).

Filamenty glejowe, o $rednicy okoto 7 nm (3) zbudowane sg z tzw.
kwasnego wibknistego biatka gleju o ciezarze czasteczkowym okoto 51 000
(15,25), wystepuja w wypustkach komdrek gleju, astrocytéw (25, 46, 47)
oraz prawdopodobnie niektérych komoérkach ependymalnych (47). Rola
tych filamentéw nie jest dotychczas okre$lona. Zwiekszenie ilosci kwas-
nego witoknistego biatka gleju obserwowano w roéznych stanach patolo-
gicznych tkanki mézgowej, jak procesy zwyrodnieniowe czy nowotworo-
we (7, 48, 49); wydaje sie, ze jego obecno$¢ moze stanowié¢ kryterium
diagnostyczne Swiadczgce o rodzaju nowotworu (47).

Filamenty, ktérych gtownym skiadnikiem jest wimentyna (ang. vi-
mentin lub decamin) wystepuja we wszystkich komaérkach tkanki tgcz-
nej i pochodzenia tagcznotkankowego, jak tez w wielu innych komérkach.
Wimentyna, biatko o ciezarze czasteczkowym 57 000-58 000, jest stosun-
kowo mato specyficzna gatunkowo (14, 21, 50). Najwieksza ilos¢ fila-
mentéw wimentynowych gromadzi sie w okolicy jadra komérkowego,
powodujac jego ,zakotwiczenie”, przy czym wydaje sie, ze filamenty te
nie faczq sie z btong jadrowa, a przenikajg do wnetrza jadra (6, 32). Cze$é
filamentow wimentynowych uktada sie promieniscie ku obwodowi ko-
mérki (32, 37). Filamenty wimentynowe tworzg potgczenia pomiedzy
soba i z mikrotubulami (34, 51), jak rowniez prawdopodobnie z filamen-
tami innych klas (30). Filamenty wimentynowe wystepuja we wszyst-
kich dzielagcych sie komérkach, niezaleznie od tkanki, z ktérej komorki
pochodzg (21, 28, 34, 50, 52), ich ukilad zmienia sie w czasie podziatu
komorki (14, 29); tworza sie agregaty otaczajace wrzeciono mitotyczne
i chromosomy (29). Podczas podziatlu komdrki filamenty wimentynowe
prawdopodobnie biorg udziat w oddzielaniu wrzeciona mitotycznego
i chromosomdw od reszty organeli komdrkowych, a by¢ moze réwniez
w ukierunkowaniu wrzeciona mitotycznego (29). Wydaje sie, ze filamenty
wimentynowe w fibroblastach decyduja o ruchach organeli i ich prze-
grupowaniu w czasie poruszania sie komorki, jak tez o przeptywie cyto-
plazmy, poniewaz zagregowanie filamentow wimentynowych powoduje
zmiane charakteru ruchu organeli i upodabnia przeptyw cytoplazmy do
spotykanego u ameb (51). Kolcemid i inne zwigzki antymitotyczne powo-
duja agregacje filamentéw wimentynowych i gromadzenie sie agregatow
w postaci otaczajacej jadro ,,czapeczki” lub siatki (1, 14, 21, 28, 37), przy-
pominajacej agregaty tworzace sie w czasie mitozy (29). OdpowiedZ ko-
morki na kolcemid stata sie jednym z ogolnie stosowanych kryteriow
pozwalajagcych na odroznienie filckmentdow wimentynowych od innych
rodzajéow filamentéw posrednich (14, 21).
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Filamenty posrednie miesnia szkieletowego, sercowego i niektorych
rodzajow mies$nia gtadkiego, zbudowane sg gtébwnie z desminy (skele-
tyny — ang. sceletin) (8, 12, 26), a filamenty posrednie mies$ni gtadkich
naczyn krwiono$nych zbudowane sg z wimentyny (53). Procz desminy
w skiad filamentéw posrednich mies$nia prazkowanego wchodza jeszcze
inne biatka, w tym aktyna (8, 19, 50).

Filamenty posrednie wibkna miesnia prazkowanego (1, 2), utrzymuja
we wiasciwym potozeniu organele ruchu — miofibryle (26, 54, 55). Two-
rzg one potgczenia miofibryli pomiedzy sobg oraz z btong wibdkna mies-
niowego. Potgczenia te wystepujg gtdwnie pomiedzy liniami Z sasiadu-
jacych miofibryli, powodujagc ich uporzadkowany uktad, manifestujacy
sie na przekroju mie$nia poprzecznym prazkowaniem * Dzieki temu ukta-
dowi wszystkie miofibryle potozone sg rownolegle wzdiuz osi diugiej
widkna miesniowego, a synchroniczny skurcz sarkomeréw w miofibrylach
powoduje skrocenie catego witdkna, co umozliwia wykonanie przez witok-
no miesniowe pracy mechanicznej. Filamenty posrednie w miesniu praz-
kowanym wiec oprécz roli ,,szkieletowej” grajg tez role integratora ruchu
(26, 54, 55). W przypadkach niektorych schorzen miesniowych, jak tez
w mies$niu regenerujagcym obserwowano wzrost ilosci filamentéw po-
$rednich oraz iloSci desminy (56, 57, 58). Rola natomiast filamentow po-
Srednich w mies$niu gtadkim jest nadal niewyjasniona. Nie ma zgod-
nosci wynikow i poglagdéw w kwestii czy majg one jaki$ udzial w inte-
gracji ruchu (59), jak w mie$niu prazkowanym, czy tez grajg tylko
role ,szkieletowa” (8, 19), podobnie jak ma to miejsce w komdrkach
niemiesniowych.

Filamenty posSrednie soczewki oka majg S$rednice okoto 10, 12 nm
i dlugo$é do 2 iam, sa przezroczyste. Filamenty te wystepujag w komér-
kach powierzchniowej czesci soczewki, tworzac prawdopodobnie ,szkie-
let” (9, 10, 27), nie wykluczone tez, ze majg jakie$ znaczenie dla ako-
modacji soczewki (60). W skiad filamentdw posrednich soczewki wcho-
dza trzy bardzo nieznacznie rdéznigce sie biatka, o ciezarach czasteczko-
wych okoto 54 000 (10). W komérkach soczewki oka znajduje sie réow-
niez wimentyna (34), ktéra jest zwigzana z btonami komérkowymi (61).
Komorki soczewki, mimo iz sg pochodzenia nabtonkowego, nie zawieraja
ani keratyny, ani tonofilamentow (34).

Obserwacje filamentow posrednich w czasie podziatu komadrek (29),
lub poruszania sie fibroblastéw (51, 62) upowazniaja do wniosku, ze
filamenty te moga sie w stosunkowo krétkim czasie przegrupowywaé
albo odwracalnie agregowa¢. Nie wiadomo jak dotad w jaki sposob pro-
cesy te zachodza i jakie warunki im sprzyjaja. Brane sg pod uwage trzy
mozliwos$ci: dezagregacja filamentéw na fragmenty i ponowne ich agre-
gowanie (16, 63), modyfikacja biatek filamentow posrednich przez ich

* por. nastepny artykut (str. 317).
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fosforylacje (59, 64), oraz rozktad proteolityczny biatek filamentéw po-
$rednich, charakteryzujacych sie znaczng podatnoscig na dziatanie pro-
teaz (22, 54, 63). W niektorych komérkach wystepujg proteazy o duzej
specyficznosci wobec biatek filamentow posrednich (65). In vitro biatka
filamentéw posrednich mogg ulega¢ modyfikacji w drodze proteolizy lub
fosforylacji (66).

Na podstawie przedstawionych powyzej danych, mozna uwazaé fila-
menty posrednie za jedna z podstawowych struktur komoérkowych. Wy-
daje sie réwniez, ze zmiany ich ilosci i zaburzenia sktadu oraz rozmiesz-
czenia w komdrce sg istotnym czynnikiem wielu proceséw patologicz-
nych. >

Zaakceptowano do druku 30.3.1981
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ANNA JAKUBIEC-PUKA *

Filamenty posrednie (10 nm) widkien mieSniowych

Intermediate Filaments (10 nm) of Muscle Fibres.

We wioknie miesniowym wystepujg filamenty kilku rodzajow. Sa to:
filamenty miozynowe czyli grube (o Srednicy okoto 15 nm), aktynowe
czyli cienkie (okoto 7 nm), mikrotubule (okoto 25 nm) oraz filamenty po-
$rednie (1, 2) o srednicy okoto 10 nm, o ktdrych bedzie mowa ponizej. We
wioknie miesniowym znajdujg sie najprawdopodobniej inne jeszcze fi-
lamenty: opisane przez Kelly'go (2, 3), a ostatnio szczeg6towiej zba-
dane przez Maruyame i jego grupe (4, 5 6), filamenty o $rednicy
2-4 nm (2) zbudowane z biatka konnektyny (4, 5) oraz filamenty wcho-
dzace w sktad struktury linii Z (3, 6).

Gtéownym biatkiem filamentow posrednich mie$nia szkieletowego,
sercowego i czeSci mie$ni gtadkich zwierzat wyzszych jest desmina, na-
zywana roéwniez skeletyng (ang. sceletin) (7, 8, 9). Znamienna rola
filamentow posrednich w wysoko zréznicowanej tkance, jakg jest miesien
prazkowany, polega — jak sie zdaje — na wytwarzaniu systemu inte-
grujagcego organele ruchu — miofibryle (7, 10, 11). Ponadto filamenty po-
Srednie we wioknie mies$nia, podobnie jak ma to miejsce w komdrkach
innych tkanek (co omowione zostato w poprzednim artykule na str. 309),
utrzymujg we wiasciwym potozeniu organele komérkowe, jak jadra (2,
12, 13), mitochondria (14, 15), a prawdopodobnie réwniez system T i ka-
naliki siatki sarkoplazmatycznej (11, 12, 13, 14).

Filamenty posrednie sg bardzo wyraznie widoczne na obrazach z mi-
kroskopu elektronowego mie$nia rozwijajacego sie, w ktorym opisano
je najwczes$niej (1, 2, 16); rowniez'stosunkowo dobrze sg widoczne na
obrazach miesnia przerastajacego lub regenerujacego (12, 13, 17). Sg one
natomiast z nieznanych powoddéw bardzo trudne do zauwazenia na obra-
zach ultrastruktury normalnego dojrzatego mieé$nia prazkowanego (18),
w ktérym widoczne sg gdzieniegdzie w okolicy podsarkolemalnej (obser-
wacje wiasne). Z tego wzgledu role tych filamentow w miesniu, jakkol-

* Dr med, Pracownia Metabolizmu Biatek, Instytut Biologii Dos$wiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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wiek sugerowang juz w 1969 roku przez Kelly’go (2), mozna byto
rozpozna¢ dopiero w ostatnich latach, po wprowadzeniu do badan miesni
technik immunologicznych i elektroforezy dwukierunkowej (19), umozli-
wiajgcych identyfikacje i umiejscowienie we wioknie mieSniowym po-
szczegOlnych biatek. Wyjasnienie tego problemu zawdzieczamy gtéwnie
pracom Lazar ides a (7, 10, 14, 20).

Najliczniejsze filamenty posrednie we wioknie mig$nia pragzkowanego,
tak szkieletowego jak i sercowego, wystepujag pomiedzy miofibrylami,
poprzecznie do osi diugiej widkna, tgczac i otaczajac linie Z sgsiaduja-
cych miofibryli (7, 12, 13, 21), jak to ukazuje Hyc. 1 i 2 na przykiadach
miesnia regenerujgcego. Diugos¢ filamentow posrednich moze dochodzic¢
do 5 Mm ich liczba pomiedzy dwiema sasiadujgcymi liniami Z wynosi od
kilku do kilkudziesieciu (22). Potgczone linie Z tworzg morfologiczng
catos¢ tzw. ,ptaszczyzne Z” (Ryc. 1A), obejmujacg cate widkno miesnio-
we w jego przekroju poprzecznym (14). ,Ptaszczyzna Z” umocowana jest
do sarkolemy za pomocg filamentdw posrednich (7, 12, 21), jednak nie
bezposrednio, a najprawdopodobniej poprzez strukture o gestosci linii Z
(12). ,Ptaszczyzny Z” zostaly wyizolowane przez Grangera i La-
zar idesa (14), ktorzy zastosowali ekstrakcje miesnia roztworami o wy-
sokiej sile jonowej, celem usuniecia filamentéw aktynowych i miozyno-
wych i ostabienia struktury prazkéw A i I, a nastepnie odpowiednig ho-
mogenizacje. Autorzy ci wykazali metodami immunologicznymi, ze po-
szczegblne linie Z w ,plaszczyznie Z” polgczone sg strukturg zawiera-
jaca desmine, ta ostatnia wystepuje komplementarnie z a-aktyning —
biatkiem linii Z. W catej ,ptaszczyznie Z” stwierdzono obecnos$¢ aktyny:
zarowno w liniach Z (razem z a-aktyning), jak i pomiedzy nimi»(razem
z desming). Kolejne linie Z miofibryli wchodzag w sktad kolejnych, row-
nolegle potozonych ,ptaszczyzn Z” tworzgc przestrzenny uktad porzad-
kujacy aparat kurczliwy. Temu uktadowi struktura kurczliwa zawdziecza
rownolegte potozenie miofibryli, jednakowga dtugos$¢ sasiadujgcych sarko-
merdw, oraz regularne ich utozenie, manifestujgce sie w obrazie miesnia
jako poprzeczne prazkowanie. Uktad ten ,,porzadkuje ruch” — umozliwia
jeden kierunek skurczu wszystkich sarkomerdw, oraz powoduje przenie-
sienie tego synchronicznego skurczu na wibdkno miesniowe jako catosc
(10, 11) i tym samym umozliwia wykonanie przez widkno miesSniowe
efektywnej pracy mechanicznej. Integrujgca aparat kurczliwy rola fila-
mentéw posrednich nie ogranicza sie do potgczen pomiedzy liniami Z,
mniej liczne potgczenia tworzg filamenty posrednie pomiedzy miofibry-
lami na poziomie linii M i by¢é moze w innych jeszcze miejscach (14).
W miesSniu sercowym filamenty posrednie wystepujg licznie w okolicy
desmosoméw i jak sie zdaje tgczag sie z nimi (12, 16).

W miegsniu gtadkim filamenty posrednie sg o wiele liczniejsze niz
w mie$niu pragzkowanym. Tworzg one nieregularng trojwymiarowg siat-
ke, rozciggajaca sie wzdtuz catego widkna, potgczong z btong komérkowa
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i ciatkami cytoplazmatycznymi, uwazanymi za prymitywne odpowied-
niki linii Z (8, 23, 24, 25, 26). Nie ma jak dotad jednolitego pogladu co
do roli filamentéw posrednich we widknie mie$nia gtadkiego. Badania
mies$ni gtadkich przewodu pokarmowego kregowcéw wykazaty, ze nie
ma w nich ani strukturalnej kontynuacji, ani funkcjonalnych powiazan
pomiedzy siatkg filamentéw posrednich, a filamentami aktynowymi
i miozynowymi. W czasie rozciggania wiokna nastepuje nawet oddzie-
lenie filamentéw posrednich od filamentéw miozynowych (25, 26). Wy-
dawatoby sie wiec, ze w mies$niu gtadkim filamenty posrednie stanowig
uktad niezalezny od uktadu filamentdw miozynowych i aktynowych,
ktéry nie bierze udzialu w integracji ruchu, a jego rola ogranicza sie do
integracji przestrzeni i zachowania sprezystosci komorki, podobnie jak
ma to miejsce w komadrkach niemiesniowych. We widknach miesnia gtad-
kiego pochodzacego z naczyn krwionos$nych, natomiast znaleziono pota-
czenia filamentéw aktynowych z ukiadem filamentdw posrednich (27).*
Sugeruje to, ze filamenty posrednie w tym mies$niu biorg udziat w in-
tegracji ruchu (18). Nie mozna wykluczyé, ze oba poglady sg stuszne,
tym bardziej, ze filamenty posrednie miesni gtadkich przewodu pokar-
mowego zbudowane sg gtéwnie z desrmny, podczas gdy filamenty mieéni
naczyhn prawdopodobnie nie zawierajg wcale desminy (28), a zbudowane
sg gldwnie z wimentyny (ang. vimentin), biatka charakterystycznego dla
filamentow posrednich komérek tkanki tacznej (29).

Desmina (skeletyna), biatko o ciezarze czgsteczkowym 50 000-55 000,
stanowi okoto 2-5°/0 biatek mies$nia prazkowanego (7, 9, 26) i do 20°0
biatek miesnia gtadkiego (8, 9). Desmine wyizolowano po raz pierwszy
z mies$ni gtadkich przewodu pokarmowego kregowcéw (8, 26). Jest to
biatko kwasne, o punkcie izoelektrycznym okoto pH 4, zawierajagce 234
aminokwasy w tym okoto 20°/0 kwasu glutaminowego, po okoto 10°/0
kwasu asparaginowego, leucyny i argininy, a bardzo mato aminokwasow
aromatycznych i cysteiny (8, 9, 30, 31). Ponadto desmina zawiera pen-
tozy i heksozy w ilosci mniejszej niz 0,3°/0 masy (9).

Desmina miesni wykazuje stosunkowo znaczna zmiennos$¢ gatunkowa
(21, 31), jak i narzgdowa, moze by¢ inna w miesniu gtadkim i prazko-
wanym (30). Badanie desminy metodg elektroforezy dwukierunkowej (19)
pozwolito wyodrebnié rézne jej formy, réznigce sie nieznacznie ciezarami
czasteczkowymi i punktem izoelektrycznym (9, 21, 32). Nie stwierdzono
dotad czy sa one produktami odrebnych gendéw, czy tez powstajg w wy-
niku modyfikacji; przewaza raczej ostatni poglad.

Desmina wystepuje w filamentach posrednich niektérych komorek
niemiesniowych jak fibroblasty, komdérki Schwanna czy komérki BHK-21
(32, 33). Znaczenie obecnosci desminy w tych komoérkach nie jest znane,
przypuszczalnie moze ona braé udziat w wigzaniu aktyny z btonami
komorkowymi (18).
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W filamentach posrednich miesnia prazkowanego oprécz desminy
wystepujg inne jeszcze biatka, w tym aktyna (7, 31, 34). Aktyna otrzy-
mana z filamentow pos$rednich charakteryzuje sie innymi wilasciwo$ciami
fizykochemicznymi i inng konformacjg niz aktyna filamentoéw cienkich
(31, 34), a jej rozpuszczalno$¢ jest bardzo bliska rozpuszczalnosci desminy:
kopolimeryzuje ona z desming, tworzgc filamenty posrednie bardzo po-
dobne do naturalnych. Catkowite rozdzielenie tych dwu biatek jest bar-
dzo trudne (8, 31, 34).

Wedtug Grangera i Lazaridesa (10) w skitad filamentow
posrednich dojrzatego miesnia prazkowanego wchodzi takze wimentyna —
biatko filamentdw posrednich tkanki tacznej (29) — rozmieszczona we
witoknie miesniowych tak samo jak desmina (10). We wczesnych stadiach
miogenezy mie$nia prazkowanego (w premioblastach i mioblastach), des-
mina nie wystepuje, a gtdwnym sktadnikiem filamentédw posrednich jest
wimentyna (20, 35). Jak wiadomo, filamenty wimentynowe wystepuja we
wszystkich dzielacych sie komérkach (29, 36), biorgc udziat w procesie
mitozy (37). Po zakonczeniu podziatbw mitotycznych, w okresie fuzji
mioblastéw, nastepuje gwattowny wzrost syntezy desminy, synchronicz-
ny z syntezg biatek aparatu kurczliwego miesnia (20). W tym czasie
stosunek ilosci desminy do wimentyny zwieksza sie znacznie. Poczatko-
wo desminowo-wimentynowe filamenty rozmieszczone sg w cytoplazmie
nieregularnie i reaguja na kolcemid tworzeniem agregatow (20) typo-
wych dla filamentow wimentynowych (29, 38). W dojrzalszych miotu-
bach nastepuje utozenie filamentow posrednich w okolicy linii Z, co jest
poprzedzone pojawieniem sie a-aktyniny w linii Z (20). Filamenty zwig-
zane z liniag Z wprawdzie nie tworzg agregatow w wyniku dziatania
kolcemidu (20), ale reagujg z przeciwciatami anty-wimentynowymi, co
moze wskazywaé na obecno$¢ wimentyny w dojrzatym widknie miesnia
prazkowanego; Lazarides i wsp. (10, 20) sugerujg jej umiejsco-
wienie wraz z desming. Obecnosci wimentyny w ,ptaszczyznie Z” doj-
rzatego mie$nia prazkowanego nie udato sie potwierdzi¢ przy zastoso-

waniu metod immunologicznych ani Frankemu i wsp. (29), ani
Bennettowi i wsp. (35).
Jak stwierdzili Wang i Lazarides (39) sktadnikiem filamen-

tow posrednich miesni prazkowanych, wystepujagcym w niewielkich ilos-
ciach, jest réwniez biatko o ciezarze czgsteczkowym okoto 68 000, umiej-
scowione we widknie miesniowym w okolicy linii Z, podobnie jak des-
mina (39). Biatko to jest najprawdopodobniej identyczne z biatkiem be-
dacym jednym z gtownych skiadnikdw neurofilamentéw — filamentow
posrednich komérek nerwowych (39, 40). Biatko to jak sie zdaje, sty-
muluje agregacje mikrotubuli (41, 42). Znajdowano je w nieznacznych
iloSciach rowniez w filamentach posrednich komoérek pochodzenia me-
zenchymalnego (39, 40). Rola biatka 68 000 w filamentach posrednich
miesnia dotad nie jest wyjasniona.
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Ws$rdd biatek zwigzanych z filamentami posrednimi miesni, procz wy-
mienionych, wystepujg jeszcze dwa inne o ciezarach czasteczkowych
43 000—45 000 oraz 47 000—49 000, uwazane za produkty proteolitycznej
degradacji desminy (9, 14, 31, 34). Znaczenie obecnosci w filamentach
posrednich miesnia pragzkowanego innych oprécz desminy biatek jest
niejasne: wydaje sie, ze nie sg one konieczne do tworzenia filamentow
posrednich, poniewaz czysta desmina polimeryzuje in vitro w bardzo
regularne filamenty o $rednicy okoto 10 nm (31).

Biatka filamentdw posrednich wystepuja w komorce zwierzecej
w formie ufosforylowanej (43). Stopien ich fosforylacji jest niestaty
i rézny w przypadku poszczegélnych form (32, 43). Fosforylacje desminy
i wimentyny katalizuje cytoplazmatyczna kinaza, zalezna od cykliczne-
go AMP (43, 44). Fosforylacje biatek uwaza sie za jeden z czynnikow
je modyfikujacych (44, 45), mogacych tez wptywac¢ na agregacje i dez-
agregacje filamentow posrednich (18); jak dotad nie udato sie potwier-
dzi¢ tego dosSwiadczalnie (20, 43). Innym czynnikiem modyfikujgcym
biatka i dezagregujacym filamenty posrednie mogg by¢ proteazy (18, 45);
wskazuje na to znaczna podatnos$¢ biatek filamentéw posrednich na pro-
teolize (10), zwiaszcza w obecnosci jonéw Ca2+. W badaniach in vitro
stwierdzono, ze neutralna proteaza mie$ni aktywowana jonami Ca2+ (46)
trawi desmine do peptydow o ciezarze czasteczkowym okoto 32 000
i okoto 18000 (30). W komdrkach niemiesniowych z kolei znaleziono
proteaze o wysokiej specyficznosci w stosunku do biatek filamentéw
posrednich, w tym rdwniez pochodzacych z miesni (47, 48). Nie wiemy
natomiast jeszcze jak przebiega proteoliza filamentéw posrednich in vivo,
ani tez jakie czynniki regulujg ten proces.

W mies$niu zmienionym patologicznie obserwuje sie takze niepra-
widtowosci filamentéw posrednich. Wzrost ilosci filamentéw poSrednich
oraz podwyzszenie ilosci desminy obserwowano w miesniu miopatycz -
nym, wykazujacym zmiany patologiczne w linii Z (49, 50), w regeneru-
jacym dojrzatym miesniu szkieletowym (17) oraz w przerastajgcym
mies$niu sercowym (12, 13). W mies$niu atroficznym natomiast najpraw-
dopodobniej nastepuje zmniejszenie sie ilosci filamentéw posrednich:
wskazuje na to zaréwno zmniejszenie ilosci desminy w miesniu (17, 50),
jak tez pos$rednio, charakterystyczne dla odnerwionego miesnia prze-
mieszczenie organeli we widknie (51, 52).

Przedstawione dane wskazujg na zasadnicze znaczenie filamentéw
posrednich dla prawidtowosci struktury i pracy miesnia. Znaczenie fila-
mentéw posrednich i desminy we widknie miesniowym moze polegaé
na: integracji przestrzeni, integracji ruchu, zachowaniu wtasciwej struk-
tury i potozenia organeli w czasie cyklu skurczowo-rozkurczowego, utrzy-
maniu mechanicznej wytrzymatosci wiokna miesniowego, powodowaniu
wiasciwego utozenia linii Z w okresie miogenezy i regeneracji, udziatu
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w biogenezie i whasciwym ustawieniu przestrzennym triad, a byé moze
takze w wigzaniu aktyny przez desmine z uktadem filamentow posred-
nich mie$nia gtadkiego oraz z btonami komorek niemie$niowych (11, 17,
18, 25, 26).

Zaakceptowano do druku 30.3.1981
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Ryc. 1. Regenerujacy miesied soleus szczura.
A

Przekréj podiuzny miesnia ,glicerynowanego” (ekstrakcja roztworem gliceryny przed
utrwaleniem mie$nia stosowana jest celem lepszego uwidocznienia elementéw struktury
kurczliwej w obrazie mikroskopowym). Widoczne wyraznie potaczenia pomiedzy linia-
mi Z (Z), tworzace wraz z nimi ,ptaszczyzny Z” (strzatki) oraz dyskretniejsze potfaczenia
pomiedzy liniami M (M) sasiadujacych miofibryli. 22 000 X.

Przekréj poprzeczny okolicy podsarkolemalnej. Widoczna nieregularna linia Z (Z) oraz
liczne filamenty posrednie (strzatki). 57000 X.

Przekréj poprzeczny. Liczne filamenty posrednie (strzatki) otaczajace i taczace nowotwo-
rzace sie linie Z (Z). 80000 X.

* Preparat do mikroskopu elektronowego wykonany przez Zesp6t Pracowni Metabolizmu

Biatek Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.



Ryc. 2. Regenerujacy miesien soleus szczura. Przekroje podiuzne.

A. Miesien glicerynowany, fragment Ryc. 1A. Widoczne filamenty posrednie (strzatki) po-
miedzy liniami Z (Z) sasiadujacych miofibryli. 56000 X.

B. Migsien glicerynowany. Widoczne filamenty posrednie (strzatki), taczace sie z linia Z (2).
50000 X.

C. Okolica podsarkolemalna. Widoczny peczek filamentéw posrednich (strzatki) pomiedzy
nieregularnymi liniami Z (Z), prawdopodobnie nowopowstatymi. 45000 X.

* Preparat do mikroskopu elektronowego wykonany przez Zesp6t Pracowni Metabolizmu

Biatek Instytutu Biologii Doswmdh{mﬁﬁrcml\o‘rglw PAN.
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I. Wprowadzenie

Fluor nalezy do pierwiastkéw, ktérych rola i znaczenie dla organiz-
moéw zywych budzi zainteresowanie specjalistow z réznych dziedzin
nauki. Po masowym zatruciu zwigzkami fluoru ludzi i zwierzagt w Meuse
Valley jednym z pierwszych zadan byto ustalenie dawek toksycznych (1).
Dalsze badania potwierdzity wptyw fluorkdw na przebieg wielu podsta-
wowych proceséw metabolicznych cukrowcow, biatek i lipidow. Do grupy
enzymoéw wrazliwych na fluorki nalezg takze enzymy oddechowe (2, 3).

W niniejszym artykule przedstawiono dane dotyczace mechanizmoéw
oddziatywania zwigzkéw fluorowych z enzymami oddechowymi. Badano
miedzy innymi: oksydaze cytochromowg, dehydrogenaze bursztynianowa,

* Doc. dr hab., Zaktad Chemii Fizjologicznej, Instytut Fizjologiczno-chemiczny,
Pomorska Akademia Medyczna, Al. Powstancow Wielkopolskich 72, 70-111 Szczecin.
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dehydrogenaze NADH, lakkaze, peroksydaze, oksydaze askorbinianowa,
dehydrogenaze jabiczanowg, ceruloplazmine i polifenylooksydaze. Z wy-
jatkiem dehydrogenazy jabiczanowej wymienione enzymy zawierajg
w swej czasteczce zelazo lub miedz, wzglednie oba te pierwiastki jed-
noczesnie. Zdaniem wielu autoréw interakcja fluoru z zelazem i fluoru
z miedzig ma zwigzek z hamowaniem aktywnosci tych enzyméw. Wia-
domo tez, ze anion fluorkowy nalezy do ligandow o duzych sktonnoSciach
do kompleksowania (4), w szczeg6lnosci atoméw lub jonéw wapnia i ze-
laza (2, 5).

Il. Mechanizm oddziatywania zwigzkéw fluoru z enzymami oddechowymi

I1-1. Enzymy mitochondrialnego tancucha oddechowego

Hamowanie pobierania tlenu przez preparat mie$nia sercowego po
dodaniu do niego fluorkéw zaobserwowali po raz pierwszy w 1939 roku

Keilin i Hartree (6), ktorzy efekt ten wigzali z dziataniem na
poziomie oksydazy cytochromowej. Wyniki te potwierdzit nastepnie B o-
rei (7).

Oksydaza cytochromowa (cytochrom aad jest enzymem sktadajagcym
sie z siedmiu biatkowych podjednostek i zawiera dwa atomy miedzi
i dwa hemy. Katalizuje ona szybkg, czteroelektronowg redukcje mole-
kularnego tlenu do wody (8-10).

Wptyw jonu fluorkowego na aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej
badano spektrofotometrycznie stosujgc zmienne iloSci cytochromu c i réz-
ne stezenia fluorku potasu (11). Enzym poddano preinkubacji z fluorkiem,
a nastepnie dodano do niego zmienne ilosci cytochromu c¢ bez fluorku.
W drugiej serii pomiarow do preinkubowanego enzymu z fluorkiem do-
dano cytochrom c z okreslong iloscig fluorku. KohAcowe stezenia fluorku
w roztworach obu serii byty jednakowe. Autorzy powyzszego doswiad-
czenia stwierdzili, ze fluorek reprezentuje mieszany typ inhibitora. Stata
inhibicji w przypadku fluorku i enzymu wynosita Ki = 10 mM, a stala
w przypadku fluorku i kompleksu enzymu z cytochromem c¢ odpowiednio
A= 35 mM.

Analiza spektrofotometryczna oksydazy cytochromowej, po dodaniu
100 mM fluorku, wykazata niewielkie przesuniecia w widmie utlenionego
enzymu (11). Zmiany te wynosity okoto 3°0 i okazaly sie niewystar-
czajace, aby podtrzymac¢ wcze$niejszg interpretacje Keilina i Har-
treeego (6). Autorzy ci uwazali bowiem, ze utleniona forma cyto-
chromu a3(Fe3+) wigze sie z fluorkami w podobny sposéb, jak z cyjan-
kami, siarczkami, azydkami i hydroksylaming. Zdaniem Muijsersa
i wspoétpracownikéw (11) fluorek nie wigze sie bezposrednio z zelazem
hemowym, lecz wptywa na zaklocenia obszaru pola ligandu. Stabilizacja
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pola ligandu jest jednym z czynnikéw odzwierciedlajgcych stabilnos¢
kompleksu (4). Potwierdzeniem sugestii Muijsersa moga by¢ obserwacje
poczynione przez Wilsona i wspétpracownikéow (12) wykazujace, ze
widmo EPR (elektronowy rezonans paramagnetyczny) utlenionego enzy-
mu nie zmienia sie w obecnosci fluorkéw. Jest to zgodne takze z inny-
mi badaniami dotyczacymi wplywu szeregu aniondéw na intensywnos$¢
widma EPR. Autorzy cytowanego wyzej doniesienia (12) badali inter-
akcje nieorganicznych anionéw z atomami miedzi oksydazy cytochro-
mowej. Sklasyfikowali oni fluorek jako ligand nieznacznie oddziatywu-
jacy na enzym, w przeciwienstwie do grupy innych anionéw zmienia-
jacych Srodowisko wokot miedzi lub powodujgcych jej redukcje (13).

Dane kinetyczne ukazaty dos¢ skomplikowany obraz oddziatywania
fluorkow z oksydazg cytochromowgq i pozwolity wyrdzni¢ tu trzy rodzaje
reakcji. W tych badaniach szybkos$¢ reakcji fluorkéw dodanych do izo-
lowanej oksydazy cytochromowej analizowano spektrofotometrycznie
przy dwoch réznych diugosciach fali, a mianowicie 638 nm i 430 nm.
Reakcja 1 przejawia sie w szybko zachodzacych zmianach absorbcji
przy 638 nm. Reakcji 3 przypisano pozostate 10-20%) zmian absorbcji
przy 638 nm postepujgcych bardzo wolno w czasie t12= 800 sekund.
Reakcja wymieniona jako 1 powodowala takze zmiany absorpcji przy
430 nm. Byta to reakcja | rzedu zalezna od stezenia fluorkéw. Jako reak-
cje 2 przyjeto reakcje niezalezng od stezenia fluorkdw. Rejestrowano ja
wyltgcznie przy 430 nm i przy obecnosci w roztworze ponad 100 mM
fluorkéw. Przebieg reakcji fluorkow z oksydazg cytochromowgq ilustruje
nastepujacy schemat:

k k
E+ 1_k__x EI638—k_-2 E 1638430
gdzie E oznacza wolny enzym, | — inhibitor (fluorek), EI6B — szybko
tworzacy sie kompleks enzym-fluorek, EI6848) — kohcowy kompleks en-
zym-fluorek.

Zastosowanie wykresu Hilla opisujgcego stan rownowagi miedzy en-
zymem i jego kompleksem nie rozwigzato watpliwosci, czy 1 mol fluorku
jest zwigzany przez 1 mol enzymu, czy tez przez 1 mol hemu (oksydaza
cytochromowg zawiera 2 hemy). Na podstawie podobienstwa wigzania sie
innych ligandéw z oksydazg cytochromowg mozna wnioskowa¢ o stusz-
nosci pierwszej mozliwosci (mol fluoru na mol enzymu) (11).

Przy poréwnywaniu reakcji fluorkoéw i azydkéw z oksydaza cytochro-
mowag podniesiono zagadnienie zmian konformacyjnych indukowanych
przez wigzanie sie enzymu z ligandami (14). Yoshikawa i Orii (15)
badali inhibitorowy wptyw réznych ligandw i zaproponowali model,
w ktorym dwie mozliwe konformacje oksydazy cytochromowej znajduja
sie w stanie rownowagi, ale tylko jedna z nich jest zdolna do reakcji z li-
gandami, w tym z fluorkiem.
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Zachowanie sie dehydrogenazy bursztynianowej wzbudzito szczegdlne
zainteresowanie przy okre$laniu wptywu zwigzkéw nieorganicznych
i organicznych fluoru na hamowanie aktywnos$ci tego enzymu (16). Me-
chanizm hamowania aktywnosci tej dehydrogenazy przez zwigzki fluoru
jest nadal nie jasny (17). W 1951 roku Slater okreslit fluorek jako
kompetycyjny inhibitor dehydrogenazy bursztynianowej. Zauwazyt on
takze, zé stopien inhibicji powodowany przez fluorki wzrasta w obec-
nosci fosforanu (18). W celu wyjasnienia dziatania fluorku na dehydro-
genaze bursztynianowg Sullivan (17) przeprowadzit badania in vitro
i in vivo podajagc szczurom przez 9 miesiecy rozne ilosci fluorkéw w wo-
dzie do picia. Badania in vitro miaty udzieli¢ informacji o bezposrednim
wptywie fluork6w na dehydrogenaze bursztynianowag, a badania in vivo
uwzgledniaty jednoczesnie wptyw innych, cho¢ nie sprecyzowanych przez
autora, uktadow enzymatycznych. Wieksze hamowanie aktywnos$ci enzy-
mu rejestrowano w badaniach in vitro, a w rdéznicowaniu narzgdowym
wieksze hamowanie wykazano dla dehydrogenazy bursztynianowej nerki
niz watroby. Metody cytochemiczne potwierdzity znaczace zmiany aktyw-
nosci dehydrogenazy bursztynianowej w komérkach zwierzecych nara-
zonych na wptyw zwigzkéw fluoru (19).

Badano rowniez oddziatywanie kwaséw fluorobursztynowych w reak-
cji z dehydrogenaza bursztynianowg (16, 20). Metabolizowany w ustroju
monofluorobursztynian tworzyt fumaran eliminujac jednoczesnie ze swej
czasteczki fluorowodo6r. Dwufluorobursztynian tworzyt fluorofumaran po-
przez enzymatyczng jak i nieenzymatyczng eliminacje fluorowodoru.
Fluorofurmaran prowadzit zawsze do wytworzenia fluorojabtczanu, a ten
przez niee”nzymatyczne usuniecie fluorowodoru przechodzit w szczawio-
octan. Dwu-, trzy- i perfluorobursztyniany oraz mono- i dwufluorofu-
marany dziataty jako kompetycyjne inhibitory utleniania bursztynianu.
Przejscie 2,2-dwufluorobursztynianu w monofluorofumaran katalizowa-
ne przez dehydrogenaze bursztynianowga przebiegato z Vimex ré6wng 0,25°/0
i Km 15 razy wyzszg niz w przypadku bursztynianu. DL-monofluorobur-
sztynian byt takze utleniany praez dehydrogenaze bursztynianowg
z Vmex = 45% w poréwnaniu z bursztynianem i odpowiednio 5 razy
wyzszg. L-monofluorobursztynian posiadat 'V nmex zblizong do burszty-
nianu.

W toku systematycznych badan wykazano, ze halotan (tréjfluoro-
bromochloroetan), zwigzek fluoroorganiczny zaliczany do srodkéw znie-
czulajgcych, hamuje szereg proceséw mitochondrialnych takich jak od-
dychanie, fosforylacja i zdolno$¢ do translokacji jonéw (21-23). Mate-
riatem w tych badaniach byly miedzy innymi mitochondria serca wotu,
mitochondria watroby szczura i czastki submitochondrialne przenoszace
elektrony (ETP). W stanie oddechowym IIl halotan hamowat utlenianie
substratow zaleznych od NAD. Obszar tego hamowania przez halotan
zlokalizowano w poblizu, lub w miejscu dziatania, takich inhibitorow
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jak rotenon lub amytal. Przemawia za tym hamowanie przez halotan
utleniania NADH w ETP, brak hamowania utleniania bursztynianu i brak
hamowania reduktazy NADH-zelazicyjanek. Poniewaz zelazicyjanek jest
akceptorem elektronow niehemowego zelaza FeNH skiadnika komplek-
su | tancucha oddechowego, inhibicja przez halotan, podobnie jak i przez
rotenon, dotyczy miejsca miedzy zelazem niehemowym a koenzymem Q
zgodnie ze schematem podanym przez Harrisa (21): hamowanie po-

halotan

NADH fpN CoQ ——» cytochromy
flawoproteid

Fe(CN)&3 bursztynian

wyzsze jest catkowicie odwracalne przy niskich stezeniach tego aneste-
tyku (2 mM). Podobny przebieg hamowania wykazujg takze inne aneste-
tyki, a takze rozpuszczalniki organiczne (metoksyfluran, fluroksen, chlo-
roform, czterochlorek wegla, oktanol i eter dwuetylowy). Mechanizm
hamowania przez te rozpuszczalniki transportu elektronéw opisali wczes-
niefj Redfearn i King (24). Wykazali oni, ze szereg rozpuszczalni-
kéw organicznych inaktywuje skiadowe oksydazy NADH w preparatach
Keilina-Hartree’®ego, a jednocze$nie wcale, lub w niewielkim
stopniu, oddziatywuje na proces utleniania bursztynianu. Hamowanie
transportu elektronéw przez halotan wigzano z jego oddziatywaniem na
zewnetrzny hydrofobowy obszar kompleksu I.

11-2. Peroksydazy i katalaza

Przedmiotem badan wiagzania, fluorkéw z peroksydazami byty pero-
ksydazy rzodkiewki, otrzymane na drodze rekonstytucji z apoprotein
i szeregu nienaturalnych hemow oraz dwie izoperoksydazy rzepy ozna-
czone jako Pi i P7 (25, 26). R6znice w budowie peroksydazy P: i P7
dotyczyty usytuowania grup karboksylowych i reszt histydylowych
w sgsiedztwie poszczeg6lnych heméw. Grupy te swojg zdolnoscig do jo-
nizacji, zwitaszcza przy zmiennych wartosciach pH, mogg wplywaé na
kinetyke wigzania fluorkdw przez te hemoproteinowe enzymy. Wiazanie
fluorkdw z peroksydazami ma miejsce w osiowej pozycji koordynacyj-
nej 6 zelaza, ktére to miejsce normalnie zajmuje czasteczka wody (ligand
wodny). Proces wigzania sie ligandu z enzymem jest procesem dwustop-
niowym:

Xy )

b F— 4_.El
k__.l E k_z L
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E — oznacza peroksydaze, E’— peroksydaze po usunieciu czgsteczki wo-
dy, EL — kompleks peroksydaza — ligand.

W pierwszym etapje nastepuje usuniecie czasteczki wody, co jest pro-
cesem stosunkowo powolnym. Drugi etap dotyczy tworzenia kompleksu
enzym-ligand. Jes$li jest to proces szybki, to powyzsze rownanie kinetycz-
ne ulega odpowiednio uproszczeniu, poniewaz wtedy dwuetapowy proces
jest rejestrowany jako jednoetapowy. Ogoélny wniosek, jaki autorzy wy-
prowadzili z tych badan, dotyczy zasadniczych roznic kinetycznych
w trakcie wigzania sie ligandu z izoenzymami. Proces wigzania sie pero-
ksydazy Px z fluorkiem jest procesem tak szybkim, ze nie mozna go
bada¢ nawet przy uzyciu techniki stopped-flow. Wigzanie fluorkéw przez
P7 jest procesem duzo wolniejszym i ztozonym z 3 pos$rednich reakcji.
Pierwsza reakcja, szybsza od dwoch nastepnych, polega na wigzaniu
enzymow z fluorkiem. Dwie pozostate reakcje dotyczg procesu izomery-
zacji kompleksu enzym-fluorek, a zwtaszcza zmian konformacyjnych te-
go kompleksu. Wczesniej doniesiono o mozliwosciach podobnych zmian
konformacyjnych w przypadku innych hemoprotein, a mianowicie pero-
ksydazy cytochromu c (27) oraz oksydazy cytochromowej (11, 15).

Zalezno$¢ wigzania anionu fluorkowego przez peroksydazy Px i P7
zalezy od liczby i rodzaju grup zjonizowanych w izoenzymach, a tym
samym od pH. Przyjmuje sie, ze Pxma dwie grupy zjonizowane a for-
ma P 7 posiada conajmniej trzy takie grupy. Reaktywno$¢ liganda zalezy
od tego, czy on sam jest zwigzkiem jonowym, czy tez wystepuje w formie
niezjonizowanej. Na podstawie badan kinetycznych oddziatywania pe-
roksydazy cytochromu c¢ z fluorkiem wnioskowano, ze w zakresie pH od
2,5 do 8,0 za jedynie reaktywng forme liganda uwaza sie kwas fluoro-
wodorowy (28). Dane kinetyczne uzyskane w badaniach peroksydazy mle-
ka takze przemawiaty za wigzaniem sie z enzymem wolnego kwasu fluoro-
wodorowego (29). Badajgc kinetyke wigzania fluorkow przez peroksydazy
rzodkiewki prébowano wyjasni¢ mechanizm tego wigzania jako protona-
cje zalezng od pH. Wedtug tych zatozen z dwéch protonéw znajdujacych
sie w poblizu hemu tylko jeden miat by¢ zastgpiony przez ligand (30).

Dla zlokalizowania miejsca wigzania fluorku przez katalaze zastoso-
wano metode ‘H-NMR (protonowy jadrowy rezonans magnetyczny) i EPR
(31, 32). Przy wyjasnianiu mechanizmu powstawania kompleksu kata-
laza-fluorek, podobnie jak w przypadku peroksydaz, rozpatrywano mozli-
wosci roznej lokalizacji protonow wokét zelaza hemowego. Po dodaniu
fluorkéw, a takze innych ligandow do enzymu obserwowano znaczne
podwyzszenie wartosci czaséw relaksacji *-NMR. Niektorzy badacze
uwazali, ze zmiany ~-NMR sg zwigzane z udzialem w tym procesie
czgsteczki wody zajmujgcej 6 pozycje koordynacyjng zelaza hemowego
katalazy (32, 33). Inni natomiast uwazali iz wieksze znaczenie dla ‘H-NMR
majg protony z innych dostepnych zrédet, a nie protony z czasteczki
wody. Tak wiec rola fluorku w tym procesie polegaé miata na zwieksze-
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niu liczby protonéw lub zmniejszeniu odlegtosci miedzyspinowej proto-
néw w wyniku konformacji lub w wyniku zmiany hydratacyjnej biatka
enzymatycznego.

11-3. Oksydazy miedzioproteidowe

Lakkaza, podobnie jak ceruloplazmina i oksydaza askorbinianowa,
zawiera trzy rodzaje jonow miedziowych zwigzanych odmiennie z biat-
kiem enzymatycznym (34). W utlenionej postaci enzymu jeden jon miedzi
okreSlono jako ,typ 1 Cu2+”, drugi jon jako ,typ 2 Cu2+” (oba wykry-
walne przy uzyciu EPR) oraz jako forme zitozong przypuszczalnie z silnie
powigzanej pary Cu2+— Cu2+ (niewykrywalnej przez EPR) (35). Szcze-
golne zainteresowanie budzi ,,typ 2 Cu2+”, poniewaz uwaza sie, ze w lak-
kazie nie zmienia warto$ciowosci w czasie reakcji katalitycznej. Ponadto
»typ 2 Cu2+” wykazuje wysokie powinowactwo do wielu anionéw, w tym
do jonu fluorkowego (36). Wigzanie sie jednego wzglednie dwdch ato-
moéow fluorku z ,typem 2 Cu2+” w lakkazie grzybowej zostato wczesniej
wykazane analizg EPR (37). W tej reakcji nie rejestrowano jednak zmian
w widmie absorbcyjnym. Dopiero widma réznicowe wykonane w odpo-
wiednich warunkach (pH 5,5 wykazaly obnizenie maksiméw absorbcji
przy 600 nm i 380 nm oraz podwyzszenie przy 320 nm. Podwyzszenie
maksimum absorbcji przy 320 nm byto w tych doswiadczeniach zawsze
powtarzalne (36). Analiza absorbcji przy 320 nm i widm EPR potwier-
dzita, ze po okresie inkubacji fluorkdw z lakkazg przez 5 godzin w tem-
peraturze pokojowej, zwigzanie sie jednego réwnowaznika fluorku po-
woduje wzrost absorbcji w 320 nm, a przytaczenie drugiego fluorku do
»typu 2 Cu2+” ma bardzo maty wpityw lub jest bez wptywu na te ab-
sorbcje.

Badania kinetyczne wykonane przy diugosciach fal 600, 420 i 320 nm
potwierdzity, ze szybkosci wigzania fluorku przez preparaty lakkazy wy-
osobnionej z réznych zrédet sg rézne. Ustalenie sie absorbcji przy 320 nm
w stosowanych warunkach badania lakkazy grzybowej osiggnieto juz po
jednej godzinie. Jest to reakcja I-rzedu z uwagi na nieskompleksowany
enzym i jest ona niezalezna od ilosci fluorku w zakresie 1-2 réwno-
waznikow. Te same wyniki w szybkosci wigzania fluorkow przez lakkaze
potwierdzono metodg potencjometryczng przy uzyciu elektrody fluorko-
wej. Na podstawie powyzszych obserwacji zaproponowano prosty sche-
mat kinetyczny:

E = B? (o)

F +E*i==:E*F
> (2)
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gdzie E oznacza enzym natywny niezdolny do wigzania fluorkéw (F~),
E* — forme aktywng enzymu w wigzaniu fluorkow, E*F~ — enzym
z zwigzanym fluorkiem do ,typu 2 Cu2+” enzymu.

Reakcjg ograniczajgcg szybko$¢ jest reakcja pierwsza ze stalg szyb-
kosci ki = 9*10-4 sek-1. Z podsumowania doswiadczen Brandena
i wspétautorow (36) wynika, ze fluorek jest inhibitorem lakkazy. Kom-
pleksuje on 90-100°/0 miedzi oznaczonej jako ,typu 2 Cu2+” po inku-
bacji 0,17 mM enzymu przez 24 godziny w 4°C w obecnosci jednego
réwnowaznika. W obecnosci 10 réwnowaznikow fluorkéw ,typ 2 Cu2+”
reaguje z dwoma jonami fluorkowymi.

Ceruloplazmina nalezy do tej samej gru“py”*-miedziowych oksydaz co
lakkaza (34). Mimo ich zblizonych wiasciwosci fizykochemicznych hamo-
wanie aktywnosci ceruloplazminy przebiegato w obecnosci fluorkéw
w sposob nieco inny niz dla lakkazy (36). Interakcja fluorkéw z miedzig
Ltyp 2 Cu2+” ceruloplazminy byta duzo wolniejsza niz w przypadku
lakkazy i wymagata do uzyskania jakichkolwiek zmian spektralnych
duzego nadmiaru fluorkéw. Przy wysokich stezeniach fluorkéw maksy-
malnie dwa jony fluorkowe moga by¢ zwigzane przez dwa jony miedzi
w formie ,,typ 2 Cu2+” ceruloplazminy (38). Wigzanie fluorkéw jest zalez-
ne od pH i ma miejsce tylko przy niskim pH medium (pH 5,5).

Oksydaza askorbinianowa, podobnie jak ceruloplazmina, zawiera dwa
razy wiecej miedzi niz lakkaza, a wiec przypuszczano, ze ma dwa razy
wiecej miejsc aktywnych niz lakkaza (39). Te badania dotyczace zawar-
tosci miedzi przeprowadzono metodg EPR i widm spektrofotometrycz-
nych. Nie wchodzac w szczegoty ztozonego katalitycznego mechanizmu
dziatania tych oksydaz (40-42) przyjmuje sie obecnie, ze fluorek, po-
dobnie jak azydek, wigze sie z miedzig w postaci ,typ 2 Cu2+” i ze ta
forma miedzi jest takze czeScig miejsca wigzania substratu (askorbi-
nianu). Fluorek hamuje aktywno$é¢ enzymu kompetycyjnie wzgledem
askorbinianu, a niekompetycyjnie wzgledem tlenu (43). Stata wigzania dla
fluorku, jako inhibitora kompetycyjnego, wynosi 1640 M-1, a stata wiga-
zania dla fluorku, jako inhibitora niekompetycyjnego wzgledem tlenu,
wynosi 435 M-1. Odpowiednie state Michaelisa uzyskane dla natywnego
enzymu i kwasu askorbinowego przy 250 mM tlenie wynoszag 4,2*10-4 M,
a przy 750 mM askorbinianie dla tlenu wynoszg 4,5*10-4 M. Miareczko-
wanie enzymu fluorkami nie powodowato znaczniejszych zmian w zakre-
sie widma widzialnego. Jedynie niewielkie odchylenia zaznaczyty sie
przy dtugosciach 380 nm i 310 nm przy stezeniu fluorkéw rzedu 10-3 M.
Fluorek, podobnie jak azydek, wigze sie z enzymem aczkolwiek w spo-
sob nieco odmienny. Fluorek wigze sie silniej z enzymem w jego tzw.
fazie spoczynkowej, podczas gdy a?ydek wigze sie silniej w formie
czynnej enzymu czyli w toku aktywnosci katalitycznej. Mniejszy wy-
miar anionu fluorkowego niz azydkowego nie pocigga za' sobg zmian
konformacyjnych w czasie wedréwki anionu do miejsca wigzania w enzy-
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mie. Obserwowano takze, ze w reakcji enzymatycznej ,typ 2 Cu2+” jest
wolniej redukowany w obecnosci fluorkéw niz bez fluorkéw (43), ponie-
waz reduktor wspotzawodniczy z fluorkiem w tym procesie. Fluorek
mozna takze tatwiej oddializowa¢ z kompleksu fluorek-lakkaza wobec
buforu zawierajgcego askorbinian (44). Askorbinian konkuruje wtedy
z fluorkiem o miejsce wigzania z miedzig ,typu 2 Cu2+” i powoduje
usuwanie fluorku z kompleksu enzymatycznego.

Pierwsze przypuszczenia dotyczace posredniego wptywu fluorkéw na
roslinng polifenylooksydaze poczyniono na podstawie badan cytochemicz-
nych. Badanie metoda mikroskopii elektronowej potwierdzito uszkadza-
jacy wptyw fluorkéw na organelle komdérkowe i zwigzane z nimi enzymy.
Spektrofotometryczne badania wyciggéw z lisci tytoniu, narazonego przez
szereg tygodni na dziatanie fluorowodoru wykazaty wzrost aktywnosci
polifenylooksydazy i peroksydazy (45).

I1l. Uwagi kohcowe

Nasze wiadomosci o oddziatywaniu fluorkdw na inne enzymy odde-
chowe sg do$¢ skape. Wiadomo, ze wolny fluor hamuje aktywno$¢ de-
hydrogenazy jabtczanowej i dehydrogenazy cytrynianowej w mniejszym
zakresie, niz fluorek sodowy i fluorek amonowy (3). Ponadto kwas beta-
fluoroSzczawiooctowy jest kompetycyjnym inhibitorem dehydrogenazy
jabtczanowej (46).

Z dotychczasowych badan wynikajag pewne wspolne spostrzezenia do-
tyczace wptywu fluorkéw na poszczeg6lne enzymy. Na przyktad nalezy
tu wymieni¢ podobne rownania kinetyczne sugerujace zblizone mecha-
nizmy przebiegu omawianych procesow. Takze aktywnosci enzymow
oddechowych sg z reguty hamowane przez fluorki. Grupa miedzioprotei-
dowych oksydaz posiada w swych czgsteczkach w podobny sposéb wbu-
dowane atomy miedzi i wykazuje zblizone witasciwosci w odniesieniu do
reakcji z fluorkami (wyjatek stanowi polifenylooksydaza). Badania wpty-
wu fluorkéw na aktywnosci enzymdw oddechowych byty w wielu przy-
padkach prowadzone rdéwnolegle z takimi inhibitorami jak cyjanki
i azydki. Azydki i fluorki wykazywaly wiele podobnych cech, co nasu-
neto przypuszczenie, ze model kinetyczny ich oddziatywania z enzymami
jest podobny. Na podstawie dotychczasowych obserwacji nie udato sie
jednak wustalié¢ prostej zaleznosci miedzy zdolno$cig fluorkéw do kom-
pleksowania metali a zmianami aktywnos$ci enzymow metaloproteino-
wych.

Zaakceptowano do druku 14.4.1981
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Stosowanie enzymoéw nukleolitycznych do badania struktury chro-
matyny ma juz wieloletnig tradycje. Pionierami tych badan byli Clark
i Felsenfeld (1), ktérzy w 1971 r. wykazali, ze okoto potowa DNA
w chromatynie jest podatna na dziatanie nukleazy ze Staphylococcus.
Kolejne prace tych i innych badaczy stopniowo dostarczaty nowych da-
nych na temat dziatania enzymoéw nukleolitycznych na chromatyne.
Dane te w powigzaniu z wynikami uzyskanymi przy uzyciu innych me-
tod pozwolity skonstruowaé przejrzysty model budowy chromatyny spo-
czynkowej, a takze uzyska¢ pewne wiadomos$ci na temat struktury chro-
matyny aktywnej transkrypcyjnie i chromatyny w stadium replikacji.

* Dr, Zaktad Biochemii Porownawczej, Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN,
ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa.
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Pewne informacje na temat zastosowania enzymow nukleolitycznych
do badania struktury chromatyny mozna znalez¢ w artykutach prze-
gladowych publikowanych juz wczesniej w ,Postepach Biochemii”
2, 3 4.

I. Podjednostkowa budowa chromatyny

Enzymy nukleolityczne odegraty decydujaca role w ustaleniu przy-
jetego powszechnie modelu podjednostkowej struktury chromatyny or-
ganizmow eukariotycznych. Chromatyna komdrek eukariotycznych sta-
nowi nukleoproteinowy kompleks, w skiad ktérego wchodzg DNA, RNA,
biatka histonowe i biatka niehistonowe. Wiele danych dotyczacych struk-
tury chromatyny wskazywato, ze 6w nukleoproteinowy kompleks cha-
rakteryzuje sie duzg regularnoscig budowy. Bezpos$rednich danych wska-
zujacych na istnienie regularnej struktury nukleohistonu dostarczyty prze-
de wszystkim badania przebiegu trawienia chromatyny przez nukleazy,
a takze obserwacje chromatyny w mikroskopie elektronowym. RoOwnie
przydatne byty badania dyfrakcji neutronéw przez preparaty chroma-
tyny oraz badania nad asocjacjg histonéw w roztworach. W roku 1973
Rill i van Holde (5 otrzymali w wyniku trawienia chromatyny
grasicy cielecej nukleazg z Micrococcus fragmenty nukleohistonu okres-
lane przez nich jako czastki ,,PS”. Ustalono, ze sg one jednakowe pod
wzgledem wielkosci i majg ciezar czasteczkowy ok. 1,76 XIO5 Z tych
danych mozna obliczyé, ze w czastce ,,PS” znajduje sie odcinek DNA
o dtugosci ok. 110-120 par zasad. W tym samym roku Hewish i Bur-
goyne (6) opublikowali prace dotyczaca' dziatania endogennej nukleazy
aktywowanej przez jony Ca2+ i Mg2+ na chromatyne z watroby szczura.
Pod wptywem dziatania tej nukleazy uzyskano serie fragmentow nu-
kleoproteinowych o wzrastajgcym ciezarze czasteczkowym. Ruchliwos¢
elektroforetyczna odcinkdbw DNA wyizolowanych z tych fragmentow
wskazywata, ze wieksze fragmenty sa catkowitymi wielokrotnosciami
fragmentéw mniejszych. Otrzymane wyniki pozwolity przyja¢, ze powta-
rzajagcy sie blok DNA w chromatynie jest prawdopodobnie zwigzany
z biatkami i dlatego wykazuje niewielka wrazliwo$¢ na trawienie endo-
genng nukleaza. Pomiedzy tymi blokami wystepuja miejsca bardziej
podatne na dziatanie enzymu. Noll (7) wykazat, ze przez dodanie egzo-
gennej nukleazy z Micrococcus uzyskuje sie podobny wynik trawienia
przy czym powstajg fragmenty nukleoproteinowe zawierajgce odcinki
DNA o dtugosci ok. 200 par zasad lub wielokrotnosci tej dtugosci.

Dane dotyczace regularnej struktury chromatyny uzyskane przy za-
stosowaniu enzymoOw nukleolitycznych sg zgodne z réwnolegle prowa-
dzonymi obserwacjami chromatyny w mikroskopie elektronowym.
W 1974 r. Olins i O1lins (8 opublikowali zdjecia przedstawiaja-
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ce chromatyne interfazalng. Na zdjeciach tych wyraZznie widoczne sg re-
gularnie rozmieszczone wzdtuz witbdkna chromatyny globularne czastki
0 $rednicy ok. 70 A rozdzielone widknami tgcznikowymi o S$rednicy
ok. 15 A.

Na podstawie powyzszych danych, badan rentgenograficznych oraz
badan dotyczacych asocjacji histonébw w roztworach wodnych (9)
Kornberg (10) zaproponowat model podjednostkowej struktury
chromatyny. Model ten zaktadat, ze widkno chromatyny jest gietkim
taricuchem potgczonych podjednostek zbudowanych z histondw i DNA.
Rdzen kazdej podjednostki ma Srednice ok. 100 A i ztozony jest z oSmiu
czasteczek histonéw, wok6t ktérych owija sie nic DNA. W skjad poje-
dynczego oktameru histonéw wchodzg po dwie czasteczki kazdego z hi-
stonéw H2A, H2B, H3 i H4. Odcinek DNA zawarty w podjednostce liczy
ok. 200 par zasad. W 1975 r. Oudet i wsp. (11) zaproponowali dla
okres$lenia podjednostki chromatyny nazwe nukleosom. Dalsze badania
nad strukturg chromatyny potwierdzity stuszno$¢ podstawowych zatozen
modelu zaproponowanego przez Kornberga. W oparciu o wyniki badan
nad przebiegiem trawienia chromatyny nukleazag z Micrococcus oraz
obserwacje w mikroskopie elektronowym wykazano takze uniwersalno$c
modelu podjednostkowej struktury chromatyny. Chromatyna wszyst-
kich badanych do tej pory organizmoéw wykazywata strukture podjed-
nostkowg (4).

Il. Badanie struktury rdzenia nukleosomu

Szczegbétowe badania dotyczace dotrawiania DNA w nukleosomie nu-
kleazag z Micrococcus wykazaty, ze pewien fragment podstawowego od-
cinka DNA, liczacego ok. 200 par zasad, zwigzanego z oktamerem histo-
néw daje sie stosunkowo tatwo zhydrolizowaé enzymatycznie. Pozo-
staty odcinek DNA, liczacy 144 par zasad, jest bardzo S$cis$le zwigzany
z biatkami i wykazuje znaczng oporno$¢ na dziatanie enzymu. Oktamer
histonéw potgczony z tym 144 nukleotydowym odcinkiem DNA stanowi
tzw. rdzen nukleosomu. W ciggu dalszych badan okazalo sie, ze DNA
rdzenia nukleosomu moze by¢ atakowany przez enzymy nukleolityczne.
1 tak np. DNAaza | moze wprowadzac¢ ciecia DNA rdzenia nukleosomu,
przy czym zaskakujgca jest regularno$¢ tych cie¢ (12). DNAaza | przecina
kazda z obu nici DNA rdzenia co 10 nukleotydow z przesunieciem o dwie
zasady w komplementarnych niciach. Szczegétowe badania kinetyki dzia-
tania DNAazy | na DNA rdzenia wykazaty, ze podatno$¢ poszczegdlnych
miejsc na nukleolityczny atak jest rézna. | tak miejsca najbardziej
podatne na przecinanie wystepujag w parach oddzielonych od siebie
0 80 nukleotydéw. Podobnie miejsca najbardziej oporne oddalone sg od
siebie o 80 nukleotydow. Przy zatozeniu, ze po wykonaniu petnego obrotu

6 Postepy Biochemii 3—4/81
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superheliksu, dwa miejsca tancucha znajdg sie obok siebie w podobnym
Srodowisku lokalnym, nalezy przypuszczaé, ze miejsca te beda jedna-
kowo podatne na nukleolityczny atak. Uwzgledniajagc to zatozenie oraz
fakt, ze fragmenty DNA oddalone o 80 nukleotydéw majg podobng wraz-
liwos¢ na atak DNAazy I, Lutter (13) wyciagnat wniosek, ze na pet-
ny skret superheliksu przypada 80 par nukleotydéw. Whniosek ten zostal
w peini potwierdzony przez badania krystalograficzne z zastosowaniem
promieni X (14). Analizujagc asymetryczne rozmieszczenie w obrebie rdze-
nia nukleosomu miejsc bardziej i mniej podatnych na dziatanie ONAazg |
Lutter przyjat, ze superspirala DNA jest lewoskretna.

Charakterystyczny wzér ciecia rdzeniowego DNA co 10 nukleotydow
zwigzany jest zapewne z pierwszorzedowymi skretami spirali DNA.
Nalezy oczekiwaé, ze odcinki DNA najbardziej podatne na nukleolityczny
atak sg luzniej zwigzane z biatkami histonowymi rdzenia nukleosomu.
Stosujac doktadniejsze metody badawcze wykazano, ze fragmenty DNA
uzyskiwane w wyniku dziatania DNAaza | na chromatyne sg wielokrot-
nosciami nie 10, a 10,4 nukleotydow (15, 16). Trawienie chromatyny inny-
mi nukleazami daje podobne rezultaty. DNAaza Il i nukleaza z Micrococ-
cus przecinajg DNA nukleosomdw w innych miejscach, ale w takich sa-
mych odstepach jak DNAaza | (17). Zestawienie tych danych pozwala
whnioskowac, ze regularno$¢ rozmieszczenia miejsc ciecia chromatyny przez
nukleazy nie zalezy od mechanizmu reakcji enzymatycznej, a jest raczej
zwigzana z periodyczno$cig budowy podwdjnej spirali DNA w chroma-
tynie (15). Co wiecej, Rhodes i Klug (18) wykazali, ze periodycz-
no$¢ rozmieszczenia miejsc ciecia wolnego od biatek DNA DNAazg | jest
bardzo podobna do periodycznos$ci rozmieszczenia miejsc ciecia tym en-
zymem DNA w nukleosomie. DNAaza | nacina wolny DNA i DNA w nu-
kleosomie co 10,6 i co 10,4 par zasad odpowiednio.

I11. Badanie ponadnukleosomowej struktury chromatyny

Dotychczasowe badania nad strukturg chromatyny wskazujg, ze ok.
90°/o chromatynowego DNA zorganizowane jest w formie nukleosomow.
Nukleosomy upakowane sg z kolei w struktury wyzszego rzedu — sole-
noidy. W chromosomach metafazalnych wystepujg jeszcze dwa dodatko-
we rzedy upakowania: supersolenoid i heliks utworzony z supersolenoi-
du. Wymienione tu struktury helikalne konieczne sg do osiggniecia okres-
lonego stopnia upakowania DNA, jednak ostateczny ksztatt chromoso-
mu zalezy prawdopodobnie od bardziej specyficznych czynnikéw, a prze-
de wszystkim od niehistonowych biatek ,szkieletowych”.

Metody badania ponadnukleosomowej struktury chromatyny obejmo-
waty miedzy innymi dziatanie na chromatyne enzymami nukleolityczny-
mi. Na podstawie analizy produktow trawienia chromatyny nukleaza
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z Micrococcus, Hozier i wsp. (19) postulowali w 1977 roku, ze chro-
matyna jest zorganizowana w ponadnukleosomowe jednostki struktural-
ne (superbeads), zawierajgce 6 do 10 nukleosomdw. Jednostki te zostaty
nastepnie wyizolowane i scharakteryzowane przy uzyciu nukleazy z Mi-
crococcus (20) a takze kilku enzymoéw specyficznych wobec jednonicio-
wych kwaséw nukleinowych (21). Fujimoto i wsp. (21) badali po-
datnos¢ chromatyny erytrocytéw kurczecia na trzy enzymy specyficzne
wobec jednoniciowych kwasow nukleinowych: nukleaze Pl z Penicillium
citrinum (22), nukleaze z fasoli ztocistej (23, 24) i fosfodwuesteraze z jadu
weza (25). Wszystkie trzy enzymy wprowadzajg endonukleolityczne cie-
cia DNA o chromatynie powodujgc powstawanie nukleoproteinowych
fragmentéw o statej sedymentacji 30—100S. Wielko$¢ tych fragmentéw
jest jednakowa dla wszystkich trzech enzyméw i prawie niezalezna od
czasu inkubacji z enzymem. Fragmenty te przypominajg ponadto pro-
dukty uwalniane w czasie tagodnej degradacji chromatyny nukleaza
z Micrococcus, ktéra réwniez wykazuje pewng preferencje wobec jedno-
niciowych substratow (26). Wielko$¢ fragmentéw uwalnianych przez nu-
kleazy specyficzne wobec jednoniciowych kwaséw nukleinowych odpo-
wiada 8—80 nukleosomom. Fragmenty te posiadajg superstrukture i wy-
dajg sie by¢ strukturalnymi jednostkami wyzszego rzedu (superbeads).
Jednostki te powiagzane sg prawdopodobnie tgcznikiem podatnym na dzia-
tanie enzymow nukleolitycznych. Wykazano bowiem, ze miejsce nukleo-
litycznego ataku trzech nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych
substratow jest takie samo jak w przypadku tagodnego dziatania na
chromatyne nukleazg z Micrococcus. Oligonukleosomy powstajgce w wy-
niku tagodnej hydrolizy nukleaza z Micrococcus pozostaja oporne na dzia-
tanie nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych kwaséw nukleino-
wych.

Fragmenty nukleoproteinowe powstajgce w wyniku dziatania nukleazy
Pl i nukleazy z fasoli ztocistej zachowujg strukture podjednostkowa,
0 czym sSwiadczy fakt, ze nukleaza z Micrococcus przeksztatca je do mo-
no- i oligonukleosomoéw.

Fujimoto i wsp. (21) wykazali rowniez, ze minichromosomy wi-
rusa SV40 sg catkowicie oporne na dziatanie nukleaz specyficznych wo-
bec jednoniciowych kwasow nukleinowych. Minichromosomy te mogg by¢
dobrym modelem jednostki struktury chromatyny wyzszego rzedu obec-
nej w chromatynie komdérkowej. Zaréwno minichromosomy jak i struk-
tury ponadnukleosomowe majg zwartg superstrukture (19, 27), a takze
podobng ruchliwos$¢ elektroforetyczna, statg sedymentacji, zawarto§¢ DNA
1 oporno$¢ na dziatanie nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych
substratow (21).

Interesujace jest, ze dziatanie nukleaz specyficznych wobec jedno-
niciowych kwaséw nukleinowych na chromatyne nie jest zalezne od
uorganizowania chromatyny w helikalne struktury wyzszego fzedu.
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iSwiadczy o tym powstawanie takich samych produktéw podczas hydro-
lizy natywnej chromatyny i chromatyny pozbawionej histonéw HI i H5.
Te bogate w lizyne histony odgrywajg jak wiadomo wazng role w utrzy-
maniu przez chromatyne struktur wyzszego rzedu (26, 28—30). Jedno-
niciowy charakter obszarow DNA w chromatynie podatnych na dziala-
nie nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych substratéw musi wiec
powstawaé¢ na poziomie pierwszorzedowego nukleofilamentu, albo tez
moze byé wynikiem eksponowania pewnych regionéw, co ma miejsce
w chromatynie eukariotycznej (31, 32).

IV. Rozmieszczenie biatek nukleosoméw wzdtuz nici DNA

Ustalenie podjednostkowej struktury chromatyny nasuneto wiele no-
wych watpliwos$ci dotyczgcych sposobu funkcjonowania DNA w chroma-
tynie. Miedzy innymi powstato pytanie, czy sekwencje DNA wigzace
sie z biatkami nukleosomow sg Scisle okresSlone czy tez moze przypad-
kowe. | znow w znalezieniu odpowiedzi na to pytanie bardzo przydatne
okazaty sie enzymy nukleolityczne, jednakze w zaleznosSci od metody
badawczej i zastosowanego enzymu uzyskiwano rézne rezultaty.

I tak np. badania prowadzone z zastosowaniem nukleazy z Micro-
coccus wskazywaty raczej na wigzanie sie z biatkami histonowymi przy-
padkowych sekwencji nukleotydéw w obrebie rdzenia nukleosoméw
(33, 34, 35). Jednoczes$nie wykazano, ze ta przypadkowos$¢ jest przynaj-
mniej czesciowo spowodowana zmiang utozenia histonéw indukowang
dziataniem nukleazy z Micrococcus (36). W celu unikniecia tego ubocz-
nego efektu zastosowano DNAaze | i nukleaze SI do badania rozmiesz-
czenia nukleosoméw wzdtuz nici DNA (37). Fragmenty DNA, 80 nukleo-
tydowe, powstajace w wyniku dziatania DNAazy | na chromatyne z wa-
troby szczura topiono w temperaturze 100°C, a nastepnie pozostawiano
w warunkach sprzyjajacych powolnej reasocjacji. Jak wynika z ustalo-
nego juz wczesSniej wzoru ciecia DNA rdzenia nukleosomu przez
DNAaze | (13), te 80 nukleotydowe fragmenty pochodza z nacie¢ przy
nukleotydach nr 10 i 90, 20 i 100, 40 i 120 oraz 50 i 130. Jezeli nukleoso-
my pochodzgce z réznych komorek miatyby to samo potozenie wzgle-
dem nici DNA, to 80 nukleotydowe fragmenty reasocjujgc dawatyby cza-
steczki, w ktérych dwuniciowe odcinki bytyby wielokrotnoscig 10 nukleo-
tydéw minus 2 nukleotydy (te 2 nukleotydy sa wynikiem przesuniecia
miejsc ciecia komplementarnych nici DNA przez DNAaze I). W takim
przypadku dziatanie nukleazy Sl na reasocjowane fragmenty powodo-
walyby powstawanie dwuniciowych czasteczek o dtugosciach 80, 70, 60,
50 i 40 nukleotydéw. JeSli natomiast nukleosomy rozmieszczone bytyby
przypadkowo wzdiuz nici DNA, dwuniciowe odcinki w reasocjujacych
czasteczkach miatyby wszystkie mozliwe diugosci. Dziatanie nukleazy
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Sl na takie czasteczki dawatyby wiec dwuniciowe odcinki DNA o diu-
gosci zmieniajagcej sie liniowo od 0 do 80 nukleotyddéw. Uzyskany wynik
Swiadczy o tym, ze sekwencje DNA zwigzane z biatkami histonowymi
nukleosomow sg przypadkowe. Po dziataniu nukleazg SI otrzymano bo-
wiem dwuniciowe fragmenty DNA o dtugosciach zmieniajgcych sie linio-
wo od 0 do 80 nukleotydéw. Podobnie Prunell i Kornberg (34)
wykazali, ze sekwencje DNA zwigzane z biatkowymi rdzeniami nukleo-
somow z embrionow Drosophila sg przypadkowe. Nie wykluczyli oni
jednak, ze mata grupa sekwencji DNA wystepujacych w pojedynhczych
kopiach moze byé zlokalizowana w $cisle okreSlonym miejscu wzgledem
biatkowego rdzenia nukleosomu.

Wyniki dalszych badan nad rozmieszczaniem DNA w stosunku do
rdzeni biatkowych nukleosoméw prowadzone w ostatnich latach wska-
zuja jednak czesto na preferencyjne wiazania sie rdzeni nukleosomow
z pewnymi sekwencjami DNA. Wykazano to miedzy innymi dla genow
tRNA kurczecia (38), genéw 5S RNA Xenopus (39) i genow biatek szoku
cieplnego Drosophila (40). Stosujagc nukleaze z Micrococcus, egzonuklea-
ze 111 i restrykcyjng endonukleaze Hae 11l wykazano, ze nukleosomy
w chromatynie zawierajacej satelitarny DNA watroby szczura nie sg roz-
mieszczone przypadkowo w stosunku do sekwencji DNA (41).

Doktadne ustalenie czy z biatkami histonowymi nukleosomow zwig-
zane sg zawsze te same, czy tez rézne sekwencje DNA jest bardzo istotne
ze wzgledu na wyjasnienie roli nukleosoméw w kontrolowaniu ekspresji
genow.

V. Badanie struktury chromatyny aktywnej transkrypcyjnie

Dane o strukturze chromatyny opisaner wyzej odnosza sie przede
wszystkim do upakowania DNA w jadrze i dotyczag chromatyny sta-
tycznej. W$rdéd badajacych istnieje jednak tendencja do powigzania wie-
dzy na temat struktury chromatyny z wiedzg na temat jej funkcji.

W ustaleniu struktury chromatyny aktywnej transkrypcyjnie przy-
datne okazaty sie rowniez enzymy nukleolityczne. Porownywano po-
datno$¢ chromatyny aktywnej i nieaktywnej transkrypcyjnie na atak
nukleolityczny. Okazato sie, ze wynik zalezy od rodzaju uzytego enzy-
mu. Produkty otrzymane w wyniku dziatania nukleazy ze Staphylococcus
na aktywng transkrypcyjnie chromatyne nierybosomalnych gendw, sg
bardzo podobne do produktow uzyskanych w wyniku dziatania tego
enzymu na chromatyne nieaktywng. Geny globinowe w retikulocytach,
ktére produkujg globinowy mRNA, sg upakowane w struktury o takiej
samej wielkosci jak nukleosomy. (42). Podobne wyniki otrzymano bada-
jac nukleoproteinowe monomery z jader kurzych jajowodéw (33). Ob-
serwacje chromatyny aktywnej transkrypcyjnie w mikroskopie elektro-
nowym potwierdzity jej podjednostkowa strukture (43).
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Chociaz efekt dziatania nukleazy z Micrococcus na chromatyne aktyw-
ng i nieaktywng transkrypcyjnie jest podobny, inna jest podatno$¢ na
nukleolityczny atak chromatyny aktywnie transkrybowanej i chromaty-
ny spoczynkowej. Wykazano, ze transkrybowane aktywnie rejony gendéw
sg preferencyjnie hydrolizowane przez DNAaze | (44—56), a takze
DNAaze Il (57) i nukleaze z Micrococcus (58).

Szczeg6towe badania wrazliwosci gendw aktywnych transkrypcyjnie
na dziatanie DNAazy | przyczynity sie do zebrania wielu danych doty-
czacych struktury transkrybowanej chromatyny. Zaobserwowano m.in.,
ze stopien wrazliwosci na dziatanie DNAazg | nie jest proporcjonalny
do aktywnosci transkrypcyjnej genu (45, 47, 56), co wskazuje, ze zmie-
niona konformacja jest charakterystyczna dla wszystkich gendéw przy-
gotowanych do transkrypcji. Struktura potencjalnie aktywnej i nie-
aktywnej chromatyny ustalona zostaje juz w momencie replikacji. Swiad-
czy o tym fakt, ze wrazliwos¢ na dziatanie DNAazy | pojawia sie juz
w ciggu 3 minut od zakonczenia replikacji danego fragmentu DNA (59).
Ponadto gen moze pozosta¢ wrazliwy na DNAaze | nawet gdy komodrka
utraci swa aktywnos$¢ transkrypcyjna (44, 48, 50—52, 54). Wrazliwos¢
gendw na dziatanie DNAaza | zwigzana jest ze specyficznos$cig tkankowag;
wrazliwos$¢ ta wystepuje zwykle w tkankach, ktérych geny ulegajg eks-
presji, a nie wystepuje w tkankach, w Kktorych te same geny nie sg
transkrybowane (44, 53, 55, 56). Ponadto wykazano, ze miejsca pierwsze-
go ciecia pojedynczej nici DNA przez DNAaze | (nick) grupujg sie we-
wnatrz transkrybowanych sekwencji genu (60).

Zastosowanie DNAazy | pozwolito tez uzyska¢ pewne dane dotyczace
mechanizmoéw kontrolowania ekspresjii genéw w komérkach eukariotycz-
nych. Jednym z czynnikéw kontrolujgcych jest grupa biatek wpiywa-
jacych na konformacje aktywnych genéw (high-mobility group proteins).
Niektére biatka tej grupy (HMG-14 i HMG-17) uwalniane sg z jader pod
wptywem dziatania DNAazy | (53). Wykazano, ze biatka te mogg przy-
wroci¢ chromatynie konformacje wrazliwa na dziatanie DNAazy |, utra-
cong pod wptywem dziatania roztworow soli (53). Te same biatka sg bez-
posrednio odpowiedzialne za utrzymanie struktury koniecznej do zacho-
wania aktywnosci transkrypcyjnej chromosomoéw (61).

W ostatnich latach zastosowano do badania struktury chromatyny
aktywnej transkrycyjnie réwniez enzymy restrykcyjne, takie jak re-
stryktaze Hae IIl i jej izoschizomer BspRI (62). Stwierdzono, ze staly
region genu kodujgcego lekki tancuch kappa z myeloma, gdzie region
ten ulega ekspresji, jest znacznie bardziej podatny na enzymy restryk-
cyjne niz taki sam region z watroby, gdzie nie ulega on ekspresji. Wy-
kazano rowniez, ze w jadrach z watroby pewne miejsca omawianego
regionu z sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne sg
chronione przed dziataniem restryktaz, a inne nie. Na podstawie po-
wyzszych obserwacji wysunieto wniosek, ze obszar genu nie podle-
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gajacy ekspresji ma strukture nukleosomowag, przy czym biatkowe rdze-
nie tych nukleosomow wigza sie preferencyjnie z pewnymi sekwencja-
mi DNA.

VI. Badanie struktury chromatyny w stadium replikacji
Do badania struktury replikujacych sie chromosomow szczeg6lnie
przydatne okazaly sie enzymy nukleolityczne specyficznie degradujgce

jednoniciowe kwasy nukleinowe. Wiadomo bowiem, ze w widetkach re-
plikacyjnych wystepujg jednoniciowe odcinki DNA (63—65), (Ryc. 1).

A//“—' %L

Fragmznfg Okazaki

Ryc. 1. Potencjalne miejsca dziatania nukleazy SI w widetkach replikacyjnych
DNA wirusa SV40 wg (66).

Herman, De Pamphilis i Wassarman (66) zastosowali nu-
kleaze SI i nukleaze z Neurospora crassa do badania struktury repliku-
jacych sie i dojrzatych chromosomow wirusa SV40. Chromosomy wirusa
SV40 replikujg w jadrach komorek ssakéw i tworzg tam nukleosomy,
ktérych struktura i sktad histonéw sga bardzo podobne do nukleosomoéw
gospodarza (67—73).

Poréwnanie podatnosci DNA na nukleolityczny atak w replikujgcych
sie chromosomach i jego opornosci w niereplikujgcych sie chromosomach
wirusa prowadzi do wniosku, ze ciecie replikujagcego sie DNA wyste-
puje w obrebie widetek replikacyjnych. Ponadto fragmenty DNA uwal-
niane przez nukleaze S| czy nukleaze z Neurospora crassa z replikuja-
cego sie DNA wirusa (100—300 nukleotydéw) odpowiadajg wielko$cia
fragmentom Okazaki tworzacym sie podczas replikacji DNA wirusa
(50—300 nukleotydow); (64, 74—T76).

Stosujac radioaktywne substraty Herman, De Pamphilis
i Wassarman (66) wykazali, ze nukleaza SI uwalnia z replikujacych
sie chromosomow wirusa SV40 najwyzej 50—60% obecnych tam frag-
mentow Okazaki. Pozostate 40—50% fragmentéow Okazaki zostaje nadal
zwigzane z wiekszymi czasteczkami DNA. Wynika to z faktu, ze w sto-
sowanych warunkach reakcji (pH 5,3) nukleaza SI nie rozpoznaje jedno-
niciowych fragmentéw liczagcych mniej niz 10 nukleotydow (77). Nale-
zalo sie wiec spodziewaé, ze ok. 50% fragmentéw Okazaki w repliku-
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jacych sie chromosomach SV40 jest oddzielone od dtuzszych tafcuchdéw
nowotworzonego DNA jedynie bardzo krotkim odcinkiem. Przypuszcze-
nia te potwierdzone zostaty przez Andersona i De Pamphilisa,
ktérzy stosujac ligaze z E. coli wykazali, ze najwyzej 20°/o fragmentow
Okazaki oddzielone jest od dtuzszego .fancucha jedynie przez brak poje-
dynczego wigzania fosfodwuestrowego (nick). Wykazali oni réwniez, ze
pozostate 30°/o fragmentéw Okazaki jest oddzielone od powstajgcego tan-
cucha DNA przez niewielki odstep (gap), ktéry moze by¢ zbyt kroétki
aby byt rozpoznany przez nukleaze SI, lub tez moze byé on zastoniety
przez RNA.

Co najmniej 90% fragmentéw Okazaki uwalnianych z replikujgcych
sie chromosomow wirusa SV40 przez nukleaze SI wystepuje jako nagi,
niezwigzany z biatkami DNA (66). Wykazano to poddajac dziataniu nu-
kleazy z Micrococcus uwolnione fragmenty Okazaki. Stopien i szybkos¢
hydrolizy tych fragmentéw byty takie same jak stopienn i szybkos$¢ hy-
drolizy wolnego DNA. Ponadto dziatanie nukleazy SI na replikujace sie
chromosomy SY40 potraktowane uprzednio formaldehydem (w celu unie-

DNA wirusa SV40
(258)
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Kolejne cigcia nukleaza Sy
| 1 =
|1 *"1 ‘\
1 Fragmenty Okazaki 2.Dwuniciowe czas- 3. DNA wirusa SV40
(4-6S) teczki o réinej w formie zrelaksowa-
dtugosci (4-19S) nego kofa i16S)

Ryc. 2. Schemat dziatania nukleazy Sl na replikujagcy sie DNA wirusa SV40
wg (66).

Numerami 1, 2, 3, oznaczone sg miejsca ciecia nukleaza S| prowadzace do wytworzenia: 1-frag-
mentéw Okazaki, 2-dwuniciowych czasteczek DNA o roéznej dtugosci, 3-DNA wirusa SV40
w formie zrelaksowanego kota
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mozliwienia oddysocjowywania jakichkolwiek biatek), powodowato po-
wstawanie fragmentéw o statej sedymentacji 4-6S i o takiej samej ge-
stosci w chlorku cezu jak oczyszczony DNA (1,68 gm/cm32. Z danych tych
wynika, ze conajmniej 90% uwalnianych nukleazami fragmentéw Oka-
zaki wystepuje poza nukleosomami. Obserwacja ta potwierdza schemat re-
plikacji chromosoméw, wedtug ktorego fragmenty Okazaki sga syntety-
zowane poza nukleosomami, a dopiero p6zniej wilaczajg sie do nich
i wigzg z nowo powstajagcym taricuchem DNA.

Herman, De Pamphilis i Wassarman (66) zapropono-
wali model struktury widetek replikacyjnych wirusa SV40 uwzglednia-
jacy produkty powstajagce w wyniku ciecia chromosomoéw SV40 przez
nukleazy specyficzne wobec jednoniciowych kwaséw nukleinowych
(Ryc. 1). Synteza DNA postepuje w sposéb ciggty na ,przednim ramie-
niu” widetek (78, 79) i w spos6b nieciagty, w postaci fragmentéw Oka-
zaki na ,wstecznym ramieniu” widetek. Na kazdym ,wstecznym ramie-
niu” widetek replikacyjnych wystepuje $rednio jeden fragment Oka-
zaki (80). Endonukleolityczne ciecie dowolnego jednoniciowego regionu
w widetkach replikacyjnych powoduje powstawanie czasteczek o stalej
sedymentacji 18S przypominajacych ,koto z ogonem” (Ryc. 2). Czasteczki
takie obserwowano pod mikroskopem elektronowym (81). Kolejne nu-
kleolityczne ciecia jednoniciowych fragmentdw DNA w widetkach repli-
kacyjnych powodujg powstawanie zrelaksowanych czasteczek kotowych
DNA (16S), liniowych dwuniciowych czasteczek o r6znej dtugosci (4-19S)
i fragmentéw Okazaki w formie dwuniciowych czasteczek DNA o statej
sedymentacji 4-6S (Ryc. 2).

Uwagi koncowe

Badanie struktury chromatyny za pomocg enzymow nukleolitycznych
0 roznej specyficznosci pozwolito skonstruowaé przejrzysty model bu-
dowy materiatu genetycznego organizmoéw eukariotycznych. Zastosowa-
nie nukleaz o niskim stopniu specyficznosci wobec struktury substratu,
takich jak nukleaza z Micrococcus i DNAaza |, przyczynito sie miedzy
innymi do opracowania modelu pddjednostkowej struktury chromatyny
spoczynkowej, a takze do uzyskania wielu danych na temat struktury
chromatyny aktywnej transkrypcyjnie. Uzycie natomiast enzymow spe-
cyficznych wobec jednoniciowych kwasow nukleinowych — np. nukleazy
Sl i nukleazy z Neurospora crassa — pozwolito bada¢ strukture chro-
matyny w czasie replikacji. Te ostatnie enzymy zastosowano réwniez do
badania ponadnukleosomowej struktury chromatyny, a takze do usta-
lenia rozmieszczenia rdzeni biatkowych nukleosoméw w stosunku do
nici DNA.

Od niedawna rowniez enzymy restrykcyjne znalazty zastosowanie do
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badania struktury chromatyny. Wykazano miedzy innymi, ze restryk-
taza Hae Il i jej izoschizomer BsuRI preferencyjnie atakujg tacznikowe
fragmenty DNA pomiedzy rdzeniami nukleosoméw (82). Enzymy re-
strykcyjne zastosowano réwniez do badania struktury wyzszego rzedu
w chromatynie spoczynkowej (83), a takze do badania struktury chro-
matyny aktywnej transkrypcyjnie (62). Badano rdwniez wrazliwos$¢ re-
jonu zawierajgcego miejsce startu replikacji (origin) minichromosomoéw
SV 40 na atak enzymdw restrykcyjnych (84).

Szeroko prowadzone badania nad enzymami nukleolitycznymi zywej
komorki stwarzajg potencjalnie mozliwo$¢ odkrycia nowych enzyméw,
ktore bytyby odpowiednimi instrumentami w dalszych badaniach nad
strukturg i funkcjonowaniem chromatyny. Interesujgce bytoby réwniez
badanie zaleznosci struktury aktywnej chromatyny od endogennych,
jadrowych enzyméw nukleolitycznych (85).

Zaakceptowano do druku 15.06.1981
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SPRAWOZDANIE

-EMBO — FEBS tRNA workshop” Strasbourg, 16—21 lipiec 1980

W terminie 16—21 lipca 1980 r., odbyta sie w Strasbourgu (Francja) miedzy-
narodowa konferencja robocza nt. transferowych kwaséw rybonukleinowych pod
nazwag ,EMBO-FEBS tRNA workshop”. Organizatorem konferencji byt profesor
Jean P. Ebel, dyrektor Institut de Biologie Moleculaire et Cellulaire w Strasbourgu,
natomiast finansowaty ja, jak to zresztg wynika z nazwy, miedzynarodowe towa-
rzystwa biochemiczne: EMBO i FEBS. W konferencji uczestniczyto okoto 200 nau-
kowcow z Europy, Azji oraz Ameryki Pin. i Ptd., w tej liczbie byto 6 Polak6w.

Obrady byty prowadzone w formie wyktadow, sesji plakatowych oraz dyskusji
plenarnych, okreslanych popularnym terminem ,dyskusji okragtego stotu”. Wszyst-
kie formy cieszyty sie ogromnym zainteresowaniem, prowadzono bardzo ozywione
dyskusje co spowodowane byto miedzy innymi homogennos$cig tematyczng konfe-
rencji, jak réwniez obecnos$cig wielu prominentéw nauki Swiatowej w tej dyscypli-
nie wiedzy. Zasadniczym tematem, motywem przewodnim konferencji, byta cza-
steczka tRNA rozpatrywana w roéznych aspektach. Jednakze z merytorycznego
punktu widzenia mozliwe jest wydzielenie kilku tematéw wiodacych omawianej
konferencji:

— oddziatywania (interakcje) czasteczek uczestniczacych w procesie biosyntezy
biatka (kwasy nukleinowe, syntetazy AA-tRNA, czynniki elongacyjne i rybo-
somy),

— struktura makroczasteczek uczestniczacych w biosyntezie biatka, gtéwnie tRNA
(analizowano zaréwno poszczeg6lne molekuty jako samodzielne indywidua che-
miczne, jak roéwniez w aspekcie dynamicznym, w trakcie proceséw biolo-
gicznych),

— biosynteza biatka w organellach komérkowych, a w szczeg6lnosci w mito-
chondriach,

— struktura, organizacja i ekspresja gen6w czasteczek uczestniczacych w procesie
syntezy biatka (gtdwnie tRNA).

Szeroki i réznorodny wachlarz problemoéw przedstawianych przez uczestnikéw
konferencji umozliwiat wskazanie zagadnien, ktére w najblizszej przysztosci beda
problemami wiodgcymi w problematyce tRNA. Niewatpliwie, byt to poglad wyra-
zany przez wiekszo$¢ uczestnikow konferencji, najbardziej interesujagcym zagadnie-
niem jest kwestia mechanizmu biosyntezy biatka w organellach komoérkowych.

Szczegb6lnie intensywnie, w ré6znych aspektach badanym problemem jest struktu-
ra i funkcja mitochondrialnych tRNA. Problematyka mitochondrialnych tRNA
(okreslanych jako mt-tRNA) zaczyna si¢ od pytania czy wszystkie tRNA wystepu-
jace w mitochondriach sag transkrybowane z mt-DNA. | stad nastepne pytanie,
czy istnieje transport tRNA z cytoplazmy do mitochondriow. Kolejnym zagadnie-
niem bardzo kontrowersyjnym jest struktura mitochondrialnych tRNA. W labo-
ratorium G. Dirheimera okres$lono sekwencje 8 drozdzowych mt-tRNA. Stwierdzono,
iz wszystkie one majg klasyczng budowe liScia koniczyny i zasadnicze elementy
struktury pierwszorzedowej zblizone do tRNA cytoplazmatycznych.

Jednocze$nie B. A. Roe przedstawit wyniki sugerujace, iz wiekszo$¢ mitochon-
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drialnych tRNA ma bardzo matg, w stanie zaniku petle DHU. Tenze sam autor wy-
kryt jedynie 24-26 r6znych tRNA, jako catkowitg liczbe tRNA wystepujacych w mi-
tochondriach, kodowanych przez mitochondrialny DNA; jest to bardzo mato, w po-
rownaniu np. z cytoplazma. Badania prowadzone nad rozpoznawaniem kodu genetycz-
nego przez mt-tRNA pozwalajg sadzi¢, iz dla tych tRNA wystarczajg jedynie dwie
pierwsze litery kodu. Obserwacja ta moze by¢ nader istotna. Mozna domniemywac,
ze w mitochondriach ,czytane” sg dwie litery kodu, u prokariotéw- trzy (zgodnie
z klasycznym schematem), natomiast u eukariotéw istotne znaczenie ma roéwniez
kolejna zasada, a wiec niejako czwarta litera kodu genetycznego.

Podobnie zaprezentowana zostata przez M. Sudaralingama propozycja klasyfi-
kacji strukturalnej tRNA, bedaca jednocze$nie kryterium rozwoju ewolucyjnego
bioczgsteczek, a mianowicie:

tRNA:

cytoplazmatyczny prokariotyczny mitochondrialny

dlugi-dlugi dlugi-krétki krotki-krotki

Jak -przedstawiono na ryc. 1 podstawag klasyfikacji jest diugo$¢ petli DHU
i petli dodatkowej.

Najwiekszag dynamika w tematyce badahn nad tRNA charakteryzujg sie w chwili
obecnej prace zwigzane z technika klonowania gendéw, mapowania operonu oraz
lokalizacji poszczeg6lnych genéw na ‘operonie. Miarag postegpu w tej dziedzinie
moze by¢ przedstawienie przez H. Ozeki petnej mapy genetycznej lokalizacji ge-
now tRNA dla bakterii E. coli. Przedstawiona mapa zawierata ponad 50 geno6w
co odpowiadato okoto 35 roznym specyficznym tRNA. Jednakze mozna i w tym
wypadku stwierdzié, ze ta nowa metoda w istotny sposéb powieksza zasbéb pytan,
na ktére w chwili obecnej brak odpowiedzi. W ramach dyskusji ,okragtego stotu”
D. Soli przedstawit kilka otwartych, zupeinie w chwili obecnej niewyjasnionych
kwestii wigzgcych sie z problematyka tRNA:

— dlaczego wystepuja geny wielokrotne (ang. multiple genes)?;

— ktéry gen, z kilku wykrytych na operonie, jest transkrybowany in vivo':, a moze
wszystkie, ale z rézng kinetyka?, jezeli tak, to jakie jest fizjologiczne znaczenie
tego faktu;

— czy istnieje w chwili obecnej jaki$§ ewidentny dowdéd na funkcje regulatorowe
procesu transkrypcji, co jest tak czesto sugerowane przez wielu autoréow?;

— dlaczego tRNA o roznej specyficznosci sa na operonie zlokalizowane obok siebie?,
a izoakceptory w duzej odlegtosci?, jak jest funkcja struktury operonu?

Prace nad strukturg i konformacjg makromolekut oddziatywujgcych ze sobg
w procesie biosyntezy przebiegaja niejako dwoma torami. Pierwszy Kkierunek
zmierza do uscislenia i zwiekszenia precyzji danych otrzymywanych metodami kla-
sycznymi, gtéwnie technika rentgenografii, poprzez zwiekszanie rozdzielczosci i udo-
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ktadnianie danych. W problematyce tej, w analizie rentgenograficznej tRNA, nie-
watpliwie osrodkiem wiodgcym jest pracownia A. Richa. Na konferencji przedsta-
wiono badania poréwnawcze Kkrysztatbw tRNAIB oraz inicjatorowego tRNAMt
Stwierdzono istotne ro6znice pomiedzy strukturag krystaliczng inicjatorowego
tRNAMt z E. coli w poréwnaniu z elongacyjnym tRNAPc w ramieniu akceptoro-
wym, w ramieniu D, jak réwniez w petli antykodonu.

Druga grupa badaczy szuka metod analizy konformacyjnej czasteczek w trakcie
przemian funkcjonalnych. Jako przyktad mozna poda¢ w tym miejscu prace
M. Sprintzla z zastosowaniem nie-izomeryzujacych analogéw”™ tRNA; stwierdzit on,
ze faktor Tu nie rozpoznaje czy grupa aminokwasowa znajduje s w miejscu
2' czy tez 3', natomiast czynnik EFG rozrdéznia konformacje cis-diol czgsteczki
AA-tRNA. Rowniez metody spektroskopowe, aczkolwiek juz od diuzszego czasu
stosowane dla badan strukturalnych czasteczki tRNA, umozliwiajg ostatnio w miare
precyzyjne okre$lenie zmian zachodzacych np. w ramieniu antykodonowym i w ra-
mieniu D (prace R. Rigiera i L. Nilsona). Stwierdzono mianowicie, wystepowanie
trzech stanéw konformacyjnych, ktérych istnienie jest zalezne od stezenia jonéw
magnezu, sperminy oraz od temperatury.

Przedstawiony byt réwniez model czgsteczki czynnika elongacyjnego 'EF Tu
z E. coli (B. F. C. Clark) opracowany na podstawie badan krystalograficznych.
Obecnie znana jest rowniez sekwencja tancucha aminokwasowego faktoru EFTu,
tak wiec jest to niezwykle korzystny ukitad modelowy dla badania procesu in-
terakcji z czasteczkg tRNAPhe, dla ktérej od dawna dysponujemy juz analogicz-
nymi danymi. Pomimo wielu préb eksperymentalnych autorom nie udato sie
jednoznacznie okres$lic w jaki sposéb te dwie molekuty oddzialtywujg ze sobg. Przed-
stawiono jedynie mozliwe wzajemne utozenie obu czasteczek wzgledem siebie
w przestrzeni. By¢é moze czynnikiem limitujgcym jest fakt, iz dla czynnika elonga-
cyjnego dysponujemy danymi odnoénie formy EFTu-GDP Tu-GDP, a dla tRNA"he
w formie deacylowanej, gdy tymczasem zn vivo interakcja dotyczy kompleksu:
AA-tRNA-EF Tu-GTP. Natomiast metodami znakowania powinowactwa udato
sie juz okres$li¢c prawdopodobne miejsca oddziatywan pomiedzy tancuchem biatko-
wym a polinukleotydowym (J. Jonak).

Problematyka wzajemnych interakcji, modelu utozenia przestrzenn.ego, jak
rowniez komplekséw przejsciowych w trakcie elongacji tancucha polipeptydowego
byta tematem wielu wystgpien (H. G. Gassen, M. Sprintzl, J. Ofengand, K. Nier-
haus). Podstawowe zagadnienia to kwestia btedu w odczytywaniu kodu genetycz-
nego, wzajemnego ulozenia czasteczek na rybosomie, biatek rybosomalnych two-
rzacych poszczegélne centra aktywne, jak réwniez sekwencji wydarzen i proceséw
zachodzacych na rybosomie. Aczkolwiek prezentowano rézne koncepcje mechaniz-
mow poszczeg6lnych etapow biosyntezy z calg pewnos$cig nie zostato jeszcze w tej
kwestii wypowiedziane ostatnie stowo.

Konferencja w Strasborgu byta nader cenna dla tej grupy os6b, dla ktérych
czgsteczka tRNA znajduje sie w centrum zainteresowania badawczego, niezaleznie
od stosowanych metod i technik. Byt to autentyczny przeglad wszelkich nowoSsci
zwigzanych z tag makroczgsteczkg. Jednoczes$nie tego typu konferencja monote-
matyczna, w ktérej uczestniczy relatywnie niewielu naukowcéw jest z pewnoscia
najbardziej efektywnym forum dla wymiany pogladéw i dyskusji. Jest w tym réw-
niez ogromna zastuga organizatoréw, ktérzy zapewnili doskonalg organizacje i at-
mosfere obrad.

T. Twardowski



KOMUNIKAT

Komitet Cytobiologii Polskiej Akademii Nauk oraz Uniwer-
sytet Jagiellonski organizujg we wrzes$niu (22—23.1X) 1983 roku
w Krakowie dwudniowa Pierwsza Ogo6lnopolskg Konferencje
Biologii Komorki. Przewidziane sg obrady w nastepujacych
sekcjach:

1. Sekcja Struktury i Funkcji Bton Biologicznych

2. Sekcja Enzymologii Struktur Komérkowych

3. Sekcja Mechanizméw Ruchu Komdrek

4. Sekcja Regulacji Wzrostu i Podziatu Komarek.

W sekcjach przewiduje sie jeden referat plenarny, doniesie-
nia plakatowe i dyskusje okragtego stotu.

Osoby zainteresowane proszonfe sg o zgtoszenie swojego
udziatu w obradach wyzej wymienionych sekcji na adres:

Prof. dr Wincenty Kilarski, Uniwersytet Jagiellonski,
Instytut Zoologii. 30-060 Krakéw, ul. M. Karasia 6
w terminie do 31 grudnia 1982 roku.



RECENZJE

S. Pfeifer, H. H. Borchert

Pharmakokinetik und Biotransformation; eine Einfuhrung VEB Verlag Volk und Gesundheit
Berlin 1980, str. 156, cena M 20, 70

,

Obserwowany w NRD szybki rozwo6j farmakologii klinicznej wymaga ksztatce-
nia kadry farmaceutéw i lekarzy m. innymi w zakresie farmokokinetyki oraz bio-
transformacji lekéw. Recenzowana praca S. Pfeifera i H. H. Borcherta pt.: ,,Phar-
makokinetik und Biotransformation eine Einfuhrung” wychodzi naprzeciw temu
zadaniu. Autorzy ksigzki przekazali czytelnikom na 142 stronach druku podsta-
wowe wiadomosci z zakresu farmakokinetyki i réwnie podstawowe wiadomosci
z zakresu chemii, biochemii i biologii proceséw biotransformacji lekéw. Cze$¢ pracy
zatytutowana ,Farmakokinetyka” stanowi zestawienie podstawowych wiadomosci
dotyczacych budowy bton komoérkowych, mechanizméw transportu, problemoéw
zwigzanych z wchtanianiem leku z przewodu pokarmowego, tkanki mie$niowej,
skory, otrzewnej, omowienie wydalania leku na drodze nerkowej i pozanerkowej
oraz farmakokinetyczng analize stezen leku obserwowanych w krwi po jednorazo-
wym podaniu dozylnym i pozanaczyniowym jak réwniez po jego podaniu wielo-
krotnym. Wszystkie zebrane w tej czes$ci informacje oparte sg na klasycznych mo-
delach jedno i dwukompartmentowych. O niezwykle waznej wielkos$ci jaka jest
klirens wspomniano jedynie przy okazji omawiania wydalania nerkowego nie
nawigzujac juz do niego przy omawianiu wydalania pozanerkowego (watrobowego
itp.). Ta cze$¢ ksigzki zamyka kréotkie omodwienie mozliwosci wykorzystania analo-
gowych maszyn matematycznych w farmakokinetyce.

Cze$¢ druga, zatytutowana ,Biotransformacja” stanowi wtasciwie wstep do
3-tomowej pracy S. Pfeifera pt. ,Biotransformation von Arzneimitteln” wydanej
w latach 1975—1979 przez to samo wydawnictwo Volk und Gesundheit w NRD.

Zawiera ona omowienie reakcji chemicznych sktadajacych sie na procesy l-ej i li-ej
fazy biotransformacji lekéw, omoéwienie roli niektéorych czynnikéw takich jak pte¢,
wiek, cigza, odzywianie, rytm dobowy i schorzenia na proces biotransformacji,

zagadnienie hamowania oraz indukcji enzymatycznej oraz znaczenie tych problemoéw
w terapii a takze zjawisko biotransformacji w procesie pierwszego przejscia
(/¢rst pass effect).

Dla czytelnika polskiego, majacego dostep nie tylko do krajowych opracowan
problematyki farmakokinetycznej ale i do obszernych i wyczerpujacych mono-
grafii Gibaldiego (Gibaldi M., Perrier D.: Pharmacokinetics M. Decker 1975) czy
Wagnera (Wagner J. G.: Fundamentais of Clinical Pharmacokinetics. Drug Intell.
Publ. Hamilton 111. 1975) zdecydowanie wiekszg warto$¢ posiada druga cze$é
pracy S. Pfeifera i H. H. Borcherta dotyczaca biotransformacji lekéw i zawierajgca
wiadomos$ci moze i podstawowe ale co jest w tym przypadku istotne — zebrane
w jednym miejscu.

Wadag ksigzki jest natomiast bardzo skape pismiennictwo ograniczone do 64 po-
zycji, z ktédrych niemal potowa (31) stanowi odnos$niki do prac monograficznych,
oraz numerowanie wzorow lekéw i ich metabolitéw zastepuje podawanie petnych
nazw. To ostatnie nie przyczynia sie napewno do jasniejszego przedstawienia tresci

7 Po6tepy Biochemii 3—4/81
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ksigzki.
Ksigzka moze by¢ wykorzystana przez wszystkich, ktérzy sg zainteresowani
procesami biotransformacji.

A. Danek

Human nutrition; a comprehensive treatise

t. 3A — Nutrition and the adult: macronutrients str. 290, cena $ 25.—
t. 3B — Nutrition and the adult: micronutrients str. 424, cena $ 395
Red. Roslyn B. Alfin-Slater and David Kritchevsky, Plenum Press, New York, 1980.

Autorzy obszernej monografii wydanej w serii Human Nutrition jako t. 3A
i 3B podejmujg ambitng probe catoSciowego ujecia roéznych aspektéw zywienia
ludzi dorostych. Jak podkre$laja we wstepie, celem tego typu monografii jest prze-
glad i krytyczna ocena juz posiadanych danych oraz zwrdcenie uwagi na dziaty
niedostatecznie jeszcze opracowane, z nadziejg, ze luka ta zostanie szybko zapet-
niona.

Monografie rozpoczyna rozdzial o zapotrzebowaniu pokarmowym cztowieka na
podstawowe skitadniki odzywcze oraz na witaminy i skitadniki mineralne. Podane
sg rowniez techniki stosowane do oceny stanu odzywienia. Zapotrzebowanie kalo-
ryczne cztowieka jest tematem dalszych dwéch rozdziatdw, w ktérych dyskuto-
wana jest takze miedzy innymi warto$¢ kaloryczna pokarmoéw, metody jej ozna-
czania, osobnicze zapotrzebowanie na energie w zalezno$ci od ptci, wieku oraz
rodzaju wykonywanej pracy, pomiary wymiany energii i przemiany podstawowej.
W trzech rozdziatach omawiane sg nastepnie przemiany zwigzkéw dostarczaja-
cych energii — weglowodanéw i ttuszczéw. Zwrécona jest w nich uwaga nie tylko
na pobieranie, trawienie i przemiany tych zwigzkéw w réznych organach, lecz
takze na czynniki warunkujace odpowiedZ osobniczg na podanie weglowodano6w
i thuszczow.

Osobne rozdzialty monografii poswiecone sa omoéwieniu przemian zwigzkéw
0 ,specjalnych funkcjach” tzn. biatek i aminokwaséw, niezbednych kwaséw ttusz-
czowych (EFA), cholesterolu i btonnika. Podobnie jak w przypadku weglowodandéw
1ttuszczéw, zwrocono uwage na udziat tych zwigzkéw w etiologii szeregu choréb.

Druga cze$¢ monografii poswiecona jest omdwieniu takich skitadnikéw pozy-
wienia jak witaminy i pierwiastki $ladowe. Rozdziat pierwszy tego tomu traktuje
o tych witaminach, ktére sa prekursorami wielu koenzymoéw, a mianowicie o bio-
tynie, kwasie nikotynowym, kwasie pantotenowym, witaminie Bg i B2 kwasie
foliowym, witaminie B itd. W przypadku kazdej witaminy przedstawiono kroétko
historie jej wykrycia, a nastgpnie omoéwiono wspdéiczesne poglady na mechanizm
dziatania. Osobne rozdziaty dotyczg witaminy C, A, E i K. W rozdziatach tych

obok historii wykrycia i opisu mechanizmu dziatania i metabolizmu poszcze-
g6lnych witamin podano szereg wiadomos$ci farmakologicznych oraz wskazano na
udziat tych witamin w etiologii licznych choréb. Zwrécono réwniez uwage na

mozliwo$¢ wystgpienia przy przedawkowaniu witamin, zwtaszcza witaminy D i A,
niekorzystnych objawoéw ubocznych a nawet symptoméw toksycznych. Zelazo i hemo-
globina oraz pierwiastki $ladowe stanowig tre$¢ nastepnych dwoéch rozdziatéw.
Réwniez wyczerpujgco potraktowano w specjalnych rozdziatach zagadnienia wspot-
zaleznoéci dziatania lekéw i stanu odzywienia cztowieka, zapotrzebowania pokar-
mowego w przypadku stosowania S$rodkéw antykoncepcyjnych oraz zagadnienie
odzywiania ludzi starych.
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Monografia wydana jest bardzo starannie, kazdy rozdzial konczy przeglad
podstawowego piSmiennictwa a kazdy tom zamyka wyczerpujacy indeks rzeczowy.
Recenzowana monografia jest bardzo cenna dla biologéw, biochemikdéw, farmako-
logéw i zywieniowcéw zainteresowanych réznorakimi aspektami zywienia czto-
wieka.

B. Grzelakowska-Sztabert

Robert B. McComb, George N. Bowers Jr., and Solomon Posen Alkaline Phosphatase

Plenum Press, 1979, New York and London, str. XVI+986, cena US $ 90,00; ISBN 0-306-40214-9

Oznaczenia aktywnos$ci alkalicznej fosfatazy stanowig obecnie, jak sie wydaje,
najczeéciej wykonywane testy enzymatyczne dzieki prostocie technicznej i wy-
sokiej czuto$ci metod analitycznych. W ciggu ostatnich sze$ciu lat corocznie uka-
zuje sie ponad tysigc prac oryginalnych, zawierajgcych w tytule termin ,alka-
liczna fosfataza” (EC 3.1.3.1). JeS$li wiec mierzy¢ wage zagadnienia produkcjg publi-
kacyjna, to fosfataza alkaliczna bez watpienia nalezy do najbardziej popularne-

go — co0 nie oznacza najwazniejszego — tematu w biochemii dni dzisiejszych.
Mimo ponad 70-ciu lat intensywnych badan alkaliczna fosfataza — ten bodaj
najbardziej wszechobecny enzym — pozostaje nadal tajemnicza i enigmatyczna.

Patrzac z perspektywy czasu mozna z calg odpowiedzialnoscig za stowo stwierdzic,
ze postep wiedzy w wielu obszarach badan nad alkaliczng fosfataza, jej struktura
i funkcjami in vivo, byt hamowany przez szybkie i bezkrytyczne gromadzenie
faktow, w istocie przypadkowych. W stowie wstepnym do omawianej monografii
prof. D. W. Moss pisze: ,Uczy sie naukowcéw w okresie ich wczesnej kariery
(zawodowej), ze — by uzyé stéw sir Johna Herschela — ,,pos$pieszne wuogélnienie
stanowi nieszcze$cie nauki.” Niemniej, we wszystkich obszarach dziatalnosci nauko-
wej przychodzi pora, gdy uogélnienie staje sie wrecz nieodzowne, a to w celu
wyselekcjonowania istotnych faktéw 2z masy danych juz nagromadzonych oraz
w celu stworzenia podstaw wyjsciowych do nowych odkry¢ i nowych kierunkéw
badan” (s. 1X). To wtasnie bytlo celem omawianej monografii: krytycznie prze-
analizowa¢ literature przedmiotu od 1907 roku (liczacej ponad 10 000 wazniejszych
pozycji), okres$lic znaczenie odkry¢ dokonanych w latach przesztych, aby tym
samym uporzadkowa¢ grunt i przygotowaé¢ przedpole pod badania przyszte. Za-
danie, zdawatoby sie, niewykonalne; a jednak wykonane!

Problem potraktowano cato$ciowo acz syntetycznie, poczynajagc od skrétowego
zarysu historycznego kolei loséw badan nad fosfatazg, z nastepnym omowieniem
wystepowania tego enzymu we wszystkich grupach systematycznych $wiata ozy-
wionego. W rozdziale 4. omoéwiono metody oczyszczania enzymu z r6znego mate-
riatu biologicznego, a w nastepnych strukture enzymu, mechanizmy reakcji oraz
metody oznaczania aktywnos$ci, tacznie z technikami analizy izoenzyméw alka-
licznej fosfatazy. Te rozdzialy maja ogromne znaczenie poznawcze, i w potgczeniu
z rozdziatem 12. o fizjologicznych funkcjach enzymu m sg wyjagtkowo interesujace
dla biochemikéw i fizjologéw. Trzy rozdziaty poswiecono zagadnieniom wykorzy-
stywania testu aktywnos$ci alkalicznej fosfatazy w badaniach Kklinicznych i wete-

rynaryjnych (diagnostyka) oraz przemystowych i rolniczych. Stosowany racjo-
nalnie, test ten oddaje nieocenione przystugi przy diagnozie schorzen, zanieczyszczen
mikrobiologicznych w przemys$le spozywczym i farmaceutycznym, przy ocenie

stanu gleb. Ksigzke konczy rozdziat zawierajacy przepisy standardowych metod

7*



360 RECENZJE KSIAZEK [4]

analizy fosfataz alkalicznych. Indeks rzeczowy liczacy 70 stron jest wyjatkowo
szczeg6towy; umozliwia natychmiastowe wyszukanie potrzebnych informacji.

Monografii opartej o omoéwienie 6131 prac oryginalnych (cytowanych w peinym
zapisie bibliograficznym tj. z tytutami), zawierajgcej 163 rys. oraz 121 tabel nie
sposéb omodwi¢ szczegétowo. Stwierdzi¢ mozna, ze autorzy dokonali ogromnej pracy,
poniewaz udato im sie wprowadzi¢ tad do zagadnienia, ktérego w chwili obecnej
nikt nie byt w stanie ogarngé. Wnioski autoré6w sa udokumentowane, a wysuwane
przepuszczenia niewatpliwie nakierujg przyszte badania w tej dziedzinie na spra-
Wy najistotniejsze.

OtrzymaliSmy monografie wyjgtkowo rzetelng. Stanowi¢ ona bedzie podsta-
wowe zrédto wiedzy o alkalicznej fosfatazie. Ksigzka warta jest polecenia kaz-
demu, kto zajmuje sie enzymami.

S. J. Knypl

Pathobiochemie und Laboratoriumsdiagnostik in der Perinatalperiode

Red. J. Gross, D. Scheuch
VEB Verlag Volk und Gesundheit, Berlin 1980, stron 484, cena 42 M

Recenzowane 2 tomowe opracowanie stanowi 36 tom seryjnego wydawnictwa
»Postepy Medycyny Dos$wiadczalnej” (Ergebnisse der experimentellen Medizin) i za-
wiera 46 prac naukowych przedstawionych w wiekszos$ci na 12 Kongresie Towa-
rzystwa Chemii Klinicznej i Diagnostyki Laboratoryjnej NRD (kwiecien 1978 —
Karl Marx Stadt).

Znaczna wiekszo$¢ prac (42) zaréwno klinicznych jak i eksperymentalnych
opracowana zostata przez autoré6w NRD (w tym jedna w wspotpracy z Wegrami).
4 opracowania pochodzg z Anglii, Czechostowacji, Polski i Butgarii.

Cato$¢ opracowania podzielona jest na rozdziaty: 1) Genetyka — 6 prac, 2) Pa-
tobiochemia — 15 prac, 3) Kliniczna biochemia — 25 prac.

Cato$¢ opracowana jest bardzo starannie i obejmuje bardzo szeroki zakres
problemoéw interesujagcych patologéw, potoznikéw, pediatrow i biochemikéw kli-
nicznych.

Szczegblnie ciekawe i praktyczne w znaczeniu lekarskim sg prace rozdziatu
trzeciego ujmujace problemy diagnostyki perinatalnej i postnatalnej uwzgledniajace
badania analityczne i morfologiczne zaréwno ptynéw ptodowych tkanek jak i krwi
(surowicy), elementéw morfotycznych krwi oraz moczu.

Szereg prac ma charakter opracowan monograficznych, a obszerne cytowane
piSmiennictwo czyni z nich dobry przewodnik po zawitych problemach diagnostyki
laboratoryjnej.

Na uwage zastuguje bardzo staranna szata graficzna i umieszczanie w tekstach
licznych schematéw réznicowego postepowania diagnostycznego.

Zakres omawianych metod diagnostycznych jest daleko szerszy niz istniejgce
mozliwos$ci wiekszosci naszych laboratoriéw, nawet specjalistycznych.

Nalezy jednak przyja¢, ze zagadnienia te powinny by¢ znane, nawet tylko
z teoretycznego punktu widzenia, klinicystom-potoznikom i stad przedstawiona
do recenzji ksigzka winna by¢ polecona szerokim kregom odbiorcéw.

\ J. Gregorczyk
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Subcellular Biochemistry, vol. 6

Red. D. B. Roodyn
Plenum Press, New York and London, 1979, 525 str., 45 $

Zadaniem seryjnego wydawnictwa ,Biochemia Struktur Komoérkowych” jest
publikacja prac dotyczacych szerokiego zakresu badan nad biologia i biochemia
komorki. Oprécz wynikéw badania izolowanych organeli, publikowane artykuty
dotyczg genetyki, ewolucji oraz biogenezy struktur subkomérkowych, budowy
i funkcji bton biologicznych oraz oddziatywan pomiedzy mitochondriami i cyto-
plazmag a takze jadrem i cytoplazmg. Tom 6 wydawnictwa rozpoczyna artykut
ktéry opracowali: T. P. Karpetsky, M. S. Boguski i C. C. Levy na temat budowy,
wiasnosci i funkcji kwasu poliadenylowego (poli-A). Jest to wyczerpujace opra-
cowanie tego tematu zawierajace metody izolowania i wykrawania poli-A, a takze
wyznaczanie rozmiarow jego fragmentéw. Nastepnie autorzy przechodzg do omo-
wienia wystepowania poli-A w zywych organizmach. Pierwotnie wykryto ten po-*
limer jako komponente mRNA w komoérkach ssakéw. Obecnie wiadomo, ze wy-
stepuje on powszechnie w komdrkach eukariotycznych a takze i w pewnych
prokariotycznych. Szeroko omawiana jest biologiczna funkcja poli-A. Polimerowi
temu przypisuje sie udzial w procesie transportu mRNA z jadra do cytoplazmy,
ale coraz wiecej danych przemawia réwniez za dziataniem poli-A jako kompe-
tycyjnego inhibitora rybonukleaz i czynnika regulujagcego stezenie mRNA w cyto-
plazmie. Ochrona mRNA przed degradacja przez rybonukleazy jest realizowana
poprzez wigzanie mRNA z btonami rybosomalnymi. Konhcowe fragmenty poli-A
w mRNA sg w duzej mierze odpowiedzialne za to wigzanie poprzez wytwarzanie
hydrofobowych oddziatywan. Autorzy podajg rozlegta charakterystyke struktury
poli-A w zaleznos$ci od S$rodowiska. Na zakoriczenie omoéwiono interakcje poli-A
ze zwigzkami o niskim ciezarze czgsteczkowym, jak puryny, aminokwasy i poli-
aminy oraz z innymi polinukleotydami,” na przykiad 2z poli-U. Podano okoto
500 pozycji literatury.

Drugi artykut poswigecony komputerowemu modelowi wirowania w gradiencie
gestos$ci jest autorstwa J. Steensgaarda i N. P. Hundahl Moliera. Poczynajac od
omoOwienia teoretycznych podstaw metody wirowania przy zastosowaniu gradientu
stezen autorzy nastepnie podajg komputerowy model optymalizacji warunkéw pro-
cedury technicznej w celu uzyskania najlepszego rozdziatu przy jednoczesnym
zmniejszeniu efektow ubocznych.

Nastepna praca dotyczy ogromnie interesujacej propozycji zastosowania nowego
modelu do badania procesu powstawania nowotworéw. U. C. Knopf wykazuje
podobienstwo pomiedzy rozwojem bulw korzeniowych wytwarzanych pod wpltywem
bakterii wigzacych azot (Rhizobia) i roslinnym nowotworem wystepujagcym pod
dziataniem Agrobacterium tumefaciens. Autor opisuje szczegétowo trzy fazy trans-
formacji nowotworowej komorek roslinnych pod wpitywem tych bakterii konczace
sie rozwojem guza. Proliferacja komoérek nowotworowych nie wymaga obecnosci
bakterii, ktére sa niezbedne do zainicjowania calego procesu. Autor podaje wiele
wiadomos$ci na temat molekularnego mechanizmu tworzenia raka roslin a takze
genetycznych podstaw mutacji tego zjawiska.

Nastepny artykut P. A. Whittakera dotyczy wykorzystania mutacji ,petite”
u drozdzy jako modelu do badania biogenezy mitochondriéw i roli mitochondriai-
nego DNA. W 1949 roku stwierdzono, ze kultury drozdzy poddane dziataniu akry-
flawiny wytwarzajg mutanty zdolne do wzrostu i rozmnazania si¢ pomimo braku
funkcjonujacych mitochondriéw i niezdolnosci do syntezy biatek mitochondrial-
nych. Mutacje ,petite" wystepujag pod dziataniem wielu czynnikéw mutagennych
do ktorych nalezag podwyzszona temperatura, naSwietlanie promieniami UV, nie-
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dobory pokarmowe, zwtaszcza witamin a takze zwiazki chemiczne, jak 5-fluoro-
uracyl, siarczan dodecylu i bromek etydyny. Autor podaje wyczerpujacg charakte-
rystyke mitochondrialnego DNA i RNA u tych mutantéw oraz powigzanie zmian
budowy obu polimeréw ze zmianami fenotypu komoérek drozdzy.

Trzy ostatnie prace dotycza bitony komdrkowej. Obszerny artykut G. Lenaza
omawia podstawowe aspekty funkcji lipidow w bionie komoérkowej, poczawszy od
charakterystyki modeli lamellarnych jak liposomy Ilub ,czarna” btona poprzez
charakterystyke oddziatywania biatko-lipid i modele ukazujgce usytuowanie lipi-
dow w btonie. Artykut zawiera wiele informacji na temat wptywu lipidéw na stan
fizyczny i wiasnosci bion biologicznych, takie jak przepuszczalno$¢ i transport
przenos$nikowy. Wazne i ciekawe sg wiadomos$ci dotyczace wptywu lipidéow na
aktywno$¢ enzymatyczng ze szczeg6lnym uwzglednieniem Kkinetyki enzymow zwig-
zanych z btong, jak (Na+, K+) ATP-aza, a takze omowienie zjawiska allosterycz-
nosci wywotanej zmianami sktadu lipidowego bton. Przedyskutowany jest rowniez
efekt lipidéw na receptory hormonalne poprzez wptyw na cyklaze adenylowg.
Lipidy tworzac hydrofobowe oddziatywania w wodnym S$rodowisku spetniajg wazng
funkcje umozliwiajac ukierunkowane przenoszenie jonéw w transporcie Ca2+
lub pompie wodorowej w procesie oksydacyjnej fosforylacji.

Dehydrogenazom zwigzanym z blong téomoérkowg posSwiecony jest artykut
F. L. Crane, H. Goldenberga, D. J. Morre i H. L6wa. Autorzy prezentujg wiele
danych przemawiajacych za wystepowaniem szeregu dehydrogenaz zwigzanych
z btong komdrkowga. Dehydrogenazom tym przypisuje sie role w aktywnym trans-
porcie oraz w procesie stymulacji hormonalnej poprzez tworzenie i rozktad cyklicz-
nych nukleotydéw.

Artykut autorstwa N. Lakshminarayanaiah jest posSwiecony procesom trans-
portu przez btony biologiczne a szczeg6lnie roli. potencjatu transmembranowego
bton tzw. cienkich (ponizej 100 A) i grubych (powyzej 100 A). Autor podaje ob-
szerng liste zwigzkéw zmieniajgcych wtasnos$ci bton biologicznych: przewodnictwa
i przepuszczalno$ci, oraz teoretyczne podstawy wyznaczania potencjatu transmem-
branowego a takze potencjatu powierzchniowego. Wielkim walorem tej pracy jest
wykazanie jak klasyczne fizykochemiczne teorie moga znalezé zastosowanie do
badan bton biologicznych.

Tom zawiera rowniez przeglad wazniejszych pozycji z dziedziny biochemii i bio-
logii komoérki wydanych w latach 1974—1977. ,

W sumie jest to ksigzka zawierajgca obszerne artykuty przeglagdowe a takze
wiele nowych informacji na tematy specjalistyczne, ale napisana tak przystepnym
jezykiem, ze moze by¢ polecana studentom wydziatéw biologicznych.

E. Walajtys-Rode

Pathiobiochemie.
Perspektiven und Entwicklungstendenzen fur die klinische Chemie und Labora-
toriumsdiagnostik

Wyd. R. Haschen i C. Wagenknecht
Seria Ergebnisse der experimentellen Medizin, t. 30
VEB Verlag Volk und Gesundheit, 1981, Berlin, str. 250, cena 27.— M.

Ksigzka jest zbiorem 13 artykutéw omawiajacych wybrane zagadnienia pato-
biochemii. Czytelnik zapoznaje sie z kierunkami rozwoju niektérych metod kli-
nicznych i ich trudno$ciami wynikajgcymi w zastosowaniu zaréwno w badaniach
profilaktycznych, jak rowniez do celéw terapeutycznych.
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Bardziej szczegdétowo omdwione zostaly te zagadnienia patobiochemii, ktore
w sposéb bezposredni lub posredni wigzg sie z okresem cigzy. Ponadto omoéwiono
znaczenie diagnostyki opartej na badaniu sktadu izoenzyméw przy rozpoznawaniu
choréb watroby.

Omoéwiono znaczenie badan biochemicznych przy rozpoznawaniu i leczeniu
niektérych choréb serca.

Trudnos$ci na jakie powinny by¢ przygotowane laboratoria przykliniczne, opie-
rajace diagnoze na wynikach analizy enzymo6w w moczu przedstawione w pierwszym
artykule, ilustrujg ztozono$¢ problemow patobiochemii.

Ksigzka moze zainteresowac¢ wszystkich biochemikéw a zwtaszcza tych, ktorzy
zajmuja sie problemami biochemii klinicznej.

. Kagkol

Toxische Beeinflusung der Hamostase

Wyd. Hans-Peter Kldcking

Seria Ergebnisse der experimentellen Medizin t. 38
VEB-Verlag Volk und Gesundheit. 1981; Berlin

str. 120, cena 13,90 M

Zaburzenia zdolnosci organizmu do samoistnego tamowania krwawienia zo-
staty omoéwione w 10 artykutach, z ktérych wiekszo$¢ stanowia prace eksperymen-
talne poprzedzone nieco obszerniejszym wprowadzeniem w zagadnienie. W artyku-
tach przegladowych omoéwiono dziatanie uboczne lekéw i wptyw niektérych tru-
cizn na krzepliwo$¢ krwi. W. Barthel wiele uwagi pos$wiecit zaburzeniom funkcji
ptytek krwi wywotanym ubocznym dziataniem niektéorych lekéw i trucizn. Jasno
przedstawione zagadnienie zmian funkcji ptytek w artykule W. Barthel’a doskonale
poparte jest bogatg literatura (245 odnos$nikéw do prac oryginalnych). Autorzy
K. Hruby, E. Thaler i K. Lenz przedstawiaja problem toksycznych uszkodzen wa-
troby pociagajacych za sobg zaburzenia krzepliwosci krwi.

Trzy kolejne artykuty poswiecono omoéwieniu mechanizmu dziatania, skutecz-
noéci dziatania i innych probleméw toksykologicznych pochodnych 4-hydroksyku-
maryny i 1,3-indandionu, stosowanych do zwalczania plagi szczuréw i myszy.

Artykut Heleny Cwajdy, interesujgcy zaréwno z punktu widzenia medycyny
pracy jak i toksykologii, zawiera informacje na temat zaburzeh hemostazy powsta-
tych przy chronicznych zatruciach dwusiarczkiem wegla u ludzi. W nastepnej
pracy wchodzacej w skiad omawianej ksigzki ta sama autorka wraz z Malgo-
rzata Woyke opisuje doswiadczenia wykonane na krolikach zmierzajagce do wy-
jasnienia dziatania dwusiarczku wegla na odpowiednie fazy hemostazy. J. Perlowitz
omoéwit krétko wptyw chromatyny, 2,4-dwunitrofenolu, jodooctanu na produkcje
aktywatoréw plazminogenu w hodowlach tkanek nerek i fibroblastow.

Ostatni artykut jest poswiecony mozliwos$ci znalezienia wczesnych zaburzen
zdolnosci organizméw do samoistnego tamowania krwawienia w poszczegdélnych
jej fazach.

W szystkie artykuty omawiajgce og6lne zagadnienia zaburzen hemostazy jak
i szczegb6towe przyktady okresSlonych oddziatywan lekéw czy substancji toksycznych
na poszczeg6lne jej fazy stanowiag bardzo interesujaca lekture i moga by¢ przy-
datne zaréwno hematologom jak i biochemikom. Jest to napewno jeszcze jedna
udana pozycja serii Ergebnisse der experimentallen Medizin.

1 Kakol
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Heinz Weide, Harald Aurich

Allgemeine Mikrobiologie,
Gustav Fischer Verlag Jena, 1979, str. 519

Autorzy, z ktérych pierwszy jest profesorem mikrobiologii a drugi profeso-
rem biochemii w wyzszej uczelni omawiajg w ocenianym podreczniku wtasciwosci

wiruséw, bakterii i grzybéw, jako przedstawicieli prokariontéw i eukariontéw.
Cato$¢ ujeto w o$miu czesciach, z ktérych kazda sktada sie z szeregu odpowied-
nio do tresci zatytutowanych i ponumerowanych rozdziatéw.

Pierwsza cze$¢ stanowi wprowadzenie pos$wiecone omowieniu przedmiotu mi-
krobiologii oraz potrzeby zapoznania sie z zagadnieniami mikrobiologii ogdlnej.

W nastepnych czeéciach opisano sktadniki chemiczne komoérki oraz struktury
komérek niektérych prokariontéw i eukariontow. Wiele miejsca (200 stron druku)
poswiecono omowieniu proceséw przemiany materii, gtéwnie zagadnieniom biosyn-
tezy RNA i DNA. W kolejnych dwu cze$ciach zajeto si¢ zagadnieniami wzrostu
drobnoustrojow i réznymi problemami z dziedziny genetyki.

W ostatniej, 6smej czeSci przedstawiono wybrane zagadnienia mikrobiologii
stosowanej, dotyczacej na przyktad wytwarzania réznych produktéw zywnoscio-
wych, lekéw i szczepionek. Omawiano takze drobnoustroje jako czynniki chorobo-
tworcze oraz metody ich zwalczania. Pokrdtce zostaty tez wspomniane podsta-
wowe zagadnienia serologii i immunologii bakteryjnej.

Liczne szkice i rysunki oraz prosty, nieskomplikowany jezyk umozliwiajg tatwe
stosunkowo $ledzenie mys$li autoréw. Podrecznik moze odda¢ duze ustugi w pracy
nie tylko mikrobiologom, lecz réwniez pracownikom specjalizujagcym sie w innych
dziedzinach nauk przyrodniczych, jak na przyktad fizjologii.

H. Meisel

Z. J. Vejdelek, B. Kakac
Farbreaktionen in der spektrophotometrischen Analyse organischer Verbindungen

Erganzungsband 1. Organische Farbreagenzien
VEB Gustav Fischer Verlag Jena, 1980, str. 830, cena 150.— M

Ksigzka jest pierwszym tomem suplementu do wydanej w 1969 roku pracy
pod tym samym tytutem. Uwzgledniono w niej literature na temat barwnikéw
organicznych, ktéra ukazata sie do roku 1976/77. Kazdy rozdziat posSwiecony jest
jednemu barwnikowi organicznemu stosowanemu przy analizie spektrofotome-
trycznej zwigzkéw organicznych. Wiadomos$ci uporzadkowane sg w ramach roz-
dziatéw jednorodnie w nastepujacej kolejnosci: nazwa barwnika, jego wzér, me-
chanizm reakcji, zastosowanie wraz ze wskazéwkami metodycznymi, opisy kon-
kretnych metod, tabele zwigzkéw analizowanych przy uzyciu opisywanego barwni-
ka, literatura.

Analizowane zwiagzki uporzadkowane sg w tabelach w sposéb alfabetyczny
i towarzyszy im kazdorazowo powotanie si¢ na literature oryginalng. Szczegélna
uwage zwrdécono na mechanizmy reakcji, ktérych poznanie umozliwia czytelnikowi
ewentualne rozszerzenie stosowalnosci barwnika na analize zwigzkéw wcze$niej przy
jego uzyciu nie analizowanych.

Omawiana ksigzka przeznaczona jest w pierwszym rzedzie dla chemikéw —
analitykéw, jednak moze sie okaza¢ bardzo przydatng takze w pracowni bio-
chemicznej.

W. Rode
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XVIl Zjazd Towarzystwa

XVl Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbyt sie w dniach 11—13
wrze$nia 1980 r. w Warszawie w salach Uniwersytetu. Otwarcia Zjazdu dokonat
Przewodniczacy Komitetu Naukowo-Organizacyjnego prof, dr Kazimierz Zakrzew-
ski; nastepnie gtos zabrali: Rektor Uniwersytetu Warszawskiego prof, dr Kazimierz
Dobrowolski, Sekretarz Il Wydzialu PAN prof, dr Adam Urbanek oraz Prezes
Zarzadu Giéwnego PTBioch prof, dr Lech Wojtczak.

W obradach Zjazdu wziety udziat 594 osoby w tym 248 cztonkéw PTBioch.
W ramach Zjazdu odbyto sie pie¢ sympozjéw na temat:

— ,Biochemiczne podstawy wykorzystania energii stonecznej” organizator: prof,
dr Zbigniew Kaniuga (4 referaty oraz 9 komunikatéw).
— ,Konstrukcje i modyfikacje genomu in vitro” organizator: doc. dr Magdalena

Fikus (9 referatow oraz 13 komunikatow).

— ,Budowa, wtasciwoséci i biosynteza glikokoniugantéw” organizator: prof, dr Je-
rzy Koscielak (5 referatéw oraz 17 komunikatéw).
— ,Antymetabolity — aspekty metaboliczne i kliniczne” organizator prof, dr David

Shugar (6 referatdow oraz 14 komunikatéw).

— ,Zaburzenia metabolizmu lipoproteidéw” organizator prof, dr Stefan Angielski

(4 referaty oraz 14 komunikatéw).

Na Zjazd ponadto nadestano 294 komunikaty, ktére prezentowano w sesji
plakatowej w nastepujacych grupach tematycznych:

— Enzymologia 82, — Kwasy nukleinowe, sktadniki i analogi 26, — Biatka i ami-
nokwasy 31, — Komoérka nowotworowa 15, — Receptory i biony 15, — Fizjologia,
patologia 47, — Neurochemia 14, — RoS$liny 17, — Drobnoustroje 23, — Srodowi-
sko 20.

Do nagrody im. Wtodzimierza Mozotowskiego dla miodych biochemikéw zgto-
szono 15 prac, ktére rozpatrzyta w czasie trwania Zjazdu powotana przez Zarzad
Giéwny Komisja.

W trakcie Zjazdu w dniu 11 wrze$nia odbyto sie spotkanie towarzyskie w klu-
bie studenckim SGPiS, w ktérym wzieto udziat ponad 200 oséb.

Dziatalno$¢ naukowa Towarzystwa

Oddziat Warszawski wspélnie z Instytutem Onkologii, Polskim Towarzystwem
Onkologicznym oraz Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN zorganizowat Konfe-
rencje Naukowo-Szkoleniowg na temat:- ,Chemical carcenogenesis and mutage-
nesis”. W konferencji wzieto udziat 130 uczestnikéw krajowych i 19 z zagranicy.

W Oddziale £6dzkim odbyta sie konferencja , Toksykologiczne i biochemiczne
aspekty dziatania zwigzkéw rteci” zorganizowane przy wspo6tudziale Towarzystwa
Toksykologicznego. W konferencji uczestniczyto 65 osob.

Oddzial Warszawski byt wspétorganizatorem kursu FEBS z zakresu bioener-
getyki, ktoéry odbyt sie w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckie-
go PAN.

8 Postepy Biochemii 3—4/81
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W Oddziatach Towarzystwa odbyly sie 52 zebrania naukowe. Niektdre referaty
zwilaszcza w Oddziale Warszawskim wygtaszane byly przez gosci zagranicznych.
W Oddziale Warszawskim odbyto sie wspélne zebranie z Komitetem Biochemii
i Biofizyki PAN.

Dziatalno$¢ popularyzatorska

Oddzial Warszawski kontynuowat wspoétprace z Redakcja czasopisma ,Biolo-
gia w Szkole”. W roku 1980 ukazatly si¢ dwa artykuly cztonkéw Towarzystwa na
temat biochemii zywienia i biosyntezy biatka. W druku znajduje sie artykut na
temat interferonu.

Dziatalno$¢ wydawnicza

Towarzystwo wydaje kwartalnik ,Po'stepy Biochemii”. Ztozono do druku
w 1980 roku 26 tom tego czasopisma o tgcznej objetosci 51 arkuszy wydawniczych.
W tomie tym ukazato sie 20 artykutéw przegladowych, naktad kwartalnika wynio6st
2330 egzemplarzy. Towarzystwo wydaje réwniez ,Monografie Biochemiczne”, ktdre
ukazuja sie w miare naptywu materiatlu. W druku znajduje sie ,,Stownictwo Bio-
chemiczne” a w przygotowaniu do druku monografie dotyczace enzymoéw i immu-
nologii transplantacyjnej.

Nagrody Towarzystwa

Zarzad Gitéowny przyznat doroczng nagrode im. J. Parnasa za najlepsza prace
doswiadczalng kolegom J. Augustyniakowi, J. Wowerowi i Z. Janowskiemu z o$rod-
ka poznanskiego. Nagrode im. B. Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy
w Postepach Biochemii otrzymali koledzy Karol i Alina Taylor z o$rodka gdan-
skiego. Przyznano 9 nagr6d im. W. Mozotowskiego mitodym biochemikom za naj-
lepsze prace przedstawione na XVII Zjezdzie Towarzystwa.

Wspotpraca krajowa i zagraniczna

Towarzystwo utrzymywato kontakty z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN,,
z pokrewnymi Towarzystwami Naukowymi poprzez organizowanie wspo6lnych ze-
bran naukowych, konferencji i kurséw. Wspoétprace zagraniczng realizowano poprzez
przynalezno$¢ Towarzystwa do FEBS, Prezes Towarzystwa brat udziat w posie-
dzeniach Rady FEBS, Towarzystwo uczestniczyto w pracach komisji kurséw i ko-
misji stypendialnej FEBS.

Dziatalno$¢ wnioskodawcza

W pazdzierniku 1980 roku PTBioch opracowato Memoriat omawiajacy przy-
czyny, ktére doprowadzity nauki biologiczne w Polsce do obecnego impasu. Memo-
riat podpisato 1500 os6b z 12 os$rodkéw akademickich Kraju. Memoriat ten ztozono
w Sejmowej Komisji Nauki i Postepu Technicznego.
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Nowi cztonkowie Towarzystwa

Koledzy: Wojciech Stec z todzi; Barbara Jedrzejewska-W asilewska, Jan Stec,
Ryszard Szyszka i Halina Anton z Lublina; Rozalia Grabarska-Bochenek, Bogustaw
Kula, Danuta Jakubowska, Barbara Miarczynhnska, i Ewa Birkner z Katowic; Wiestawa
Roszkowska, Halina Ostrowska i Zofia Galewska z Biategostoku; Maria Rézanska
z Torunia; Anna Kijowska i Danuta Przybyt z Poznania.

\ H -
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KOMUNIKAT

Kursy FEBS

W 1982 roku przewiduje sie zorganizowanie przez FEBS na-

stepujgcych kurséw:

— Biomolekularna mikroskopia elektronowa — ULM, Austria
(kwiecien — maj)

— Biochemia i genetyka drozdzy — Madryt, Hiszpania (kwie-
cien)

— Biochemia bton — Zurych, Szwajcaria (marzec)

— Struktura i metabolizm glikokoniugantéw — Lille, Francja
(wrzesien)

— Struktura i funkcja genomu roslinnego — Erice, Wtochy
(wrzesien)

— Rola lipidéw w strukturze i funkcji ptytek krwi — Erfurt,
NRD

— Replikacja plazmidéw bakteryjnych — Odensee, Dania (sier-
pien)
Blizsze szczeg6ty beda znane w drugiej potowie roku 1981,

osoby zainteresowane mogg zgtasza¢ sie po informacje do Za-

rzgdu Gtoéwnego PTBioch.



KRONIKA Z ZYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Nowi profesorowie

W ostatnim po6troczu 1981 r. Rada Panstwa nadata tytut profesora zwyczajnego
prof. dr Ignacemu Siemionowi z Uniwersytetu Wroctawskiego.

Tytuty profesora nadzwyczajnego otrzymali:
prof. dr Aleksandra Putrament z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie;
prof. dr Zbigniew Latato z Instytutu Badan Jadrowych w Warszawie.

Nowo mianowanym profesorom serdecznie gratulujemy.

Nowi cztonkowie Towarzystwa

Na posiedzeniu Zarzadu Giéwnego w dniu 7.12.1981 na cztonkéw Towarzystwa
przyjeci zostali:

W iestaw Kozak z Bydgoszczy; Irena Celejowa, Domicela Litwinska, Barbara Ma-
ria Fialowska, Ewa Prus, Anna Szczesna-Kaczmarek, Andrzej Matuszkiewicz, Piotr
Scistowski, Andrzej Sktadanowski, Andrzej Suchanowski i Julian Swierczynski z Gdan-
ska; Mariola Grabowska, Maria Stomczynska, Michat PuZniczek i Bohdan Turyna
z Krakowa; Tadeusz Antczak i Wojciech Stawomir Zielinski z todzi; Krzysztof Lin-
kowski z Poznania; Wiestawa Barbara Czwirst z Torunia i Jerzy Zuk z Warszawy.

Nagrody Towarzystwa

Komisja Polskiego Towarzystwa Biochemicznego do spraw nagréd imienia Jakuba
Karola Parnasa w sktadzie: prof. dr Tadeusz Chojnacki (przewodniczacy), prof. dr An-
na Wojtczak (vice-przewodniczacy), prof. dr Maria Kope¢, doc. dr Barbara Grzela-
kowska-Sztabert, prof. dr Mieczystaw Chorazy i prof. dr Krzysztof Golankiewicz —
przyznata nagrode im. J. K. Parnasa za najlepszg prace doswiadczalng opublikowana
w 1980 roku i wykonang w kraju — Julianowi Swierczyhnskiemu, Jerzemu Stankiewi-
czowi, Piotrowi Scistawskiemu i Zenonowi Aleksandrowiczowi— za prace pt. ,lIsola-
tion and regulatory properties of mitochondrial malic enzyme from rat skeletal
muscle” opublikowang w Biochim. Biophys. Acta, t. 612, str. 1-10.

Nagrody im. Wtodzimierza M ozotowskiego za nalepsze komunikaty na XV IIl Zjazd
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we W roctawiu otrzymali:

Jacek Otlewski z Instytutu Biochemii Uniwersytetu Wroctawskiego; Bozena Kor-
czak z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie; Irena
Kustrzeba z Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN we Wroctawiu;
Bogustaw Wojczyk z Instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie; Jadwiga Pulikowska z Zaktadu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

Nagrodzonym serdecznie gratulujemy.

Komunikat

Mgr Malgorzata Kalinowska zostata powotana w sktad Zespotu Programowego
Chemii przy Ministrze Os$wiaty i Wychowania jako przedstawiciel PTBioch. Uwagi do-
tyczace programoéw nauczania chemii w szkotach $rednich prosimy kierowa¢ do
mgr M. Kalinowskiej, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, 02-089 Warszawa,
ul. Zwirki i Wigury 93.
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POLSKIE TOWARZYSTWO NAUK ZYWIENIOWYCH (PTNZ)

W wyniku staran pracownikéw nauki zajmujgcych sie zywieniem w Polsce,
a zwtaszcza czlonkéw Komitetu Zywienia Cztowieka PAN, powstato i zostato zare-
jestrowane w dniu 25.VII1.1980 Stowarzyszenie pod nazwg Polskie Towarzystwo Nauk
Zywieniowych — PTNZ *

Celem Towarzystwa jest:

1. Organizowanie i popieranie dziatalnosci zmierzajacej do rozwoju nauk zywienio-
wych w Polsce.

2. Upowszechnianie osiggnig¢ naukowych z zakresu zywienia.

3. Propagowanie na forum miedzynarodowym osiggnie¢ nauki polskiej w zakresie
zywienia.

4. Prowadzenie dziatalnosci na rzecz ksztattowania zaangazowanych, ideowych i oby-
watelskich postaw swoich cztonkéw.

Cele te bedag realizowane przez

Organizowanie zebran, konferencji, sympozjow, zjazdéw i kongreséw naukowych.
2. Organizowanie wyktadow, odczytéw, wystaw oraz innych form upowszechniania

nauki o zywieniu ($rodki masowego przekazu).

3. Wspolprace z Polska Akademig Nauk i jej placéwkami oraz resortami i instytu-
cjami zajmujacymi sie problematyka zywienia.

4. Wspolprace z organizacjami krajowymi i zagranicznymi o podobnym profilu dzia-
tania.

5. Podejmowanie inicjatyw i wypowiadanie si¢ w zakresie stanu potrzeb zywienio-
wych w Polsce.

Prowadzenie dziatalnosci wydawniczej w zakresie zywienia.

Prowadzenie spotecznego doradztwa naukowego i konsultacji w dziedzinie zywie-

nia cztowieka.

Cztonkiem zwyczajnym Towarzystwa moze byé obywatel polski posiadajacy dy-
plom ukonczenia studiéw wyzszych i legitymujacy sie dorobkiem naukowym oraz
popularyzatorskim z dziedziny zywienia cztowieka oraz podstaw zywienia zwierzat.

Na pierwszym walnym zgromadzeniu cztonkéw zalozycieli PTNZ w dniu 29.1X.
1980 w Warszawie powotano 12-osobowy Zarzad Gitéwny z ktérego wytoniono prze-
wodniczacego (prof. dr hab. Stanistaw Berger), dwoch zastepcow (prof. dr hab. Wiktor
Szostak, prof. dr hab. Wanda Szotowa), sekretarza (doc. dr hab. Anna Gronowska-
Senger), skarbnika (prof. dr hab. Swiatostaw Ziemianski). Wybrano réwniez Giéwna
Komisje Rewizyjnag (przewodniczacy — prof. dr hab. Henryk Gertig) i Gtdwny Sad
Kolezenski (przewodniczacy — prof. dr hab. Witadystaw Kierst).

Poza dziatalnoscig statutowg i organizacyjna (m.in. powotanie oddziatbw PTNZ
i rekrutacja jego cztonkéw lub sekcji problemowych), PTNZ postanawia koncentrowac
swojg prace w obecnej kadencji w kierunku podnoszenia prestizu nauk zywieniowych
oraz wspoétpracowac i reprezentowaé¢ w/w nauki w kraju i za granica.

W ramach swojej dziatalnosci PTNZ pragnie réwniez stworzyé podstawy nau-
kowe stuzgce rozwigzywaniu ztozonych probleméw wyzywienia.

Siedzibg PTNZ jest Instytut Zywienia Cztowieka SGGW-AR, ul. Nowoursynow-
ska 166, 02-766 Warszawa.

nych Urzedu m.st. Warszawy, nr rej. 1030.
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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy oraz artykuty przegladowe referujace szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuly pierwszego typu winny obejmowaé syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie pismiennictwa
z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostatniego
roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze kroétkie noty informujace o nowych
i wazniejszych osiaggnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowana
w innym czasopiSmie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajag za prawidtowo$¢ i S$cistoé¢ podanych informacji. Autoréw
obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacych
stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia pa
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po korekcie
autorskiej.

Redakcja prosi autorow o przestrzeganie nastepujgacych wskazowek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy nadsytaé
w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwéjng
interlinia, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze
zawieraé¢ wiecej niz 60 znakéw w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie
zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko”) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktoérych
pracujag autorzy, adres pocztowy, na ktéry autorzy zyczg sobie otrzymywac¢ korespon-
dencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz —w prawym dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znakdédw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw stoso-
wanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu pismiennictwa wtacznie, tabele,
spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla przejrzysto$ci tekstu obowiazuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdzia-
ty, ktorych tytuty rzeczowo winny informowaé¢ o przedstawianych tresciach. Rze-
czowy spis treéci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1.). Tytu-
téw podrozdziatdw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowaé¢. W teks$cie nie
nalezy stosowaé¢ zadnych podkre$len ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otowkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teks$cie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W teks$cie nie nalezy umieszczac
zadnych tablic, rycin czy wzordw, lecz w zagdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzdr | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawac
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (1).

Redakcja prosi autoréw o zwro6cenie szczegdlnej uwagi na poprawno$¢ jezykowa
tekstu a takze na S$cisto$¢ i jasnos¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
o niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jesli niektdre z nich
bywajg uzywane w pracach obcojezycznych.



Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostatnich Kkilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgce przedstawiong dziedzing
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w , Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawa¢ jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawianej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich
cytowania w teks$cie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecana przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mig-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
1 np.

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac¢ nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom,
pierwsza i ostatnig strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce
wydania, 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

Zakgczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajagcym numerowi uzytemu w teks$cie oraz
oznaczy¢ (na gérze stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowac¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtowki
rubryk powinny jasno opisywac¢ ich tre$¢ zaznaczajac, z jakich (jakiej) prac(y) po-
chodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnosci ich omoéwienia w teks$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢ wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac¢ linig ciensza niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujace symbole: O Q A® H A .
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,dét” (otéwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca si¢ autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacja (Copyright). Przed wigczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode
na przedruk i przedtozy¢ jg Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczyé maszynopisy
lilustracje przed pogigciem.
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