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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamie$ci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autordw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placowek nauko-
wych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdéwienie tema-
tu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

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

W tek$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-

sie — numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

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

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatlgcznik nalezy dotagczy¢é na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks$-
cie, np. Tablica 1, Wzo6r |, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalgczniki nalezy oznaczyé
u géry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawieraé nagtéwek opisujacy jej tre$¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisaé oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autorow.
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TADEUSZ BARANOWSKI*

Zalezno$¢ miedzy budowa a funkcjg biatek**

Relation between the Protein Structure and Function

The present state of research on conformational changes of protein molecules
in function and their structural heterogeneity is reviewed.

W strukturze wielu czasteczek biatkowych zawarta jest informacja
o ich funkcji. Przyjeto sie nawet pojecie ,biatka informacyjne”. W uzyciu
jest rowniez pojecie ,biatka regulatorowe”. Dotyczy ono enzyméw, kto-
rych aktywnos$¢ katalityczna jest zmieniana przez dotgczanie wigzaniem
niekowalencyjnym réznych ligandow, majacych charakter substratow,
aktywatorow lub inhibitoréw. Czynniki regulujagce nazywamy najogdlniej
efektorami lub modyfikatorami. Bedac matymi czgsteczkami lub jonami
wptywajg one na proces katalizy biologicznej, same nie ulegajac zmianoin
chemicznym.

Regulacja funkcji katalitycznej czasteczki biatkowej pod wptywem mo-
dyfikatoréw nazywa sie efektem allosterycznym. Polega ona na induko-
waniu zmian konformacyjnych w czasteczce enzymu. Zbadanie efektu
allosterycznego i stwierdzenie jego powszechnosci utrwalito poglad, ze
funkcja katalityczna czgsteczki biatkowej wynika z jej konformacji i ze
sam akt katalizy przebiega ze zmianami konformacyjnymi.

Przez konformacje w og6lnym ujeciu rozumiemy przestrzenny ukiad
atomow w czasteczce biatkowej. Zmiany konformacyjne oznaczajg od-
chylenia od S$rednich pozycji jader atomowych wywotane bez naruszenia
wigzan kowalencyjnych. Jezeli substrat wigze sie z enzymem tworzac
kompleks enzym-substrat, to towarzysza temu okres$lone i swoiste zmiany
w konformacji enzymu i substratu. Jest to podstawowe zatozenie hipo-
tezy wzbudzonego dopasowania (ang. induced fit) Koshlanda (21, 22).
Zaktada ona, ze mate czasteczki indukujg w enzymie zmiany konforma-
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cyjne, wywotujg okreslong orientacje grup chemicznych uczestniczgcych
bezposrednio w katalizie oraz stwarzaja, o ile sg substratami, odpowied-
nie dopasowanie przestrzenne centrum katalitycznego. Rozlegte badania
przeprowadzone w ostatnim 10-leciu na wielu enzymach potwierdzity te
fundamentalng teze. Z funkcjg katalityczng zwigzane sg zmiany konfor-
macyjne, ktore dajg sie bezposrednio wykrywa¢ nowoczesnymi metodami
fizykochemicznymi: pomiarami wtasnosci hydrodynamicznych, dyfrakcji
rentgenowskiej, dyspersji skrecalnosci i dichroizmu kotowego, widm
jadrowego rezonansu magnetycznego, a nawet pomiarami obrazéw elek-
tronooptycznych. Zmiany konformacyjne sg odwracalne w cyklu kata-
litycznym, powtarzajg sie z okreslonag przez warunki otoczenia czestotli-
woscig, czasteczka enzymu jak gdyby pulsuje lub przedstawiajgc obra-
zowo oddycha.

Nowoczesna technika badania zmian konformacyjnych wyzwolita la-
wine prac nad zmianami struktury czasteczek biatkowych zwigzanymi
z ich funkcjag. W miare rozwoju tych badan zaczyna sie rysowaé unita-
rystyczny obraz zwigzku miedzy strukturg i funkcja. Wydaje sie bardzo
prawdopodobne, ze wiele zjawisk biologicznych zwigzanych z funkcja
biatek jak kataliza biologiczna, przepuszczalno$é bton komdrkowych, me-
chanizm odporno$ci, krzepnienia krwi, przenoszenia energii, przenoszenia
bodzcow nerwowych i inne, polega na okreslonych, uwarunkowanych
przez S$rodowisko tranzycjach konformacyjnych, to jest odwracalnych
zmianach struktury wielkoczasteczek.

Najwiekszy postep w zrozumieniu zmian konformacyjnych dokonat sie
w biologii molekularnej enzyméw. Rzutuje on na postep w zrozumieniu
funkcji pozostatych biatek i dlatego skupie uwage na roli konformacji
czasteczek biatkowych w mechanizmie katalizy, ograniczajac sie do wy-
branych aspektéw tego zagadnienia. Zajmiemy sie wiec absolutng struk-
turg niektdrych enzymdw w akcji katalitycznej, zmianami konformacyj-
nymi enzymow, zwigzanymi z allosteryczng regulacjg ich aktywnosci oraz
heterogennoscig strukturalng enzyméw. W tym zakresie postep biologii
molekularnej jest najwiekszy i najszerzej otwiera nowe perspektywy.

Poznanie roli struktury w rozwijaniu funkcji katalitycznej polega na
identyfikacji grup chemicznych bioragcych bezposredni udziat w wigzaniu
substratu i rozszczepianiu wigzania chemicznego, poprzez chemiczng mo-
dyfikacje tych grup i badanie kinetyki reakcji katalizowanej. Interpre-
tacja tych danych dostarczyta ogdlnych poje¢ o budowie centrow kata-
litycznych i regulatorowych w enzymie. Niezbednym jednak warunkiem
petnego poznania mechanizmu katalizy biologicznej jest okreslenie rze-
czywistej struktury enzymu, to jest potozenia przestrzennego wszystkich
atoméw w czasteczce z doktadnos$cig bliskg odstepom miedzyatomowym.
Oprocz istotnego dla wigzania i przeksztatcania substratu struktury cent-
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rum katalitycznego réwnie istotng i niezbedng jest struktura pozostatej
cze$ci czasteczki biatkowej. Do jej poznania zblizyty nas badania krystalo-
graficzne z ostatnich lat. Analiza dyfrakcyjna krysztatow enzyméw w roz-
nych fazach czynnosci katalitycznej wykrywa zmiany konformacyjne z nig
zwigzane i jednoznacznie okresla strukture czasteczki utrwalong w sieci
krystalicznej. Wyznaczy¢ miejsce wigzania substratu mozna metodg réz-
nicowej analizy Fourriera, jezeli uda sie wdyfundowa¢ do krysztatu en-
zymu substrat lub inhibitor bez naruszenia sieci krystalicznej. Takie ba-
dania zostaty przeprowadzone przez P hillipsa i wsp. (4, 5 40) na
krystalicznym lizozymie i jego kompleksach z inhibitorami i daty realng
podstawe molekularnej teorii dziatania enzymdw. Do tej pory osiem enzy-
moéw oraz mioglobine okreslono strukturalnie z doktadnoscig do odstepow
miedzyatomowych (2—2,8A), a 10 dalszych z rozdzielczo$cig 4—5A. Abso-
lutne struktury wyznaczono dla enzymdw zawierajgcych od 124 (rybo-
nukleaza) do 307 (karboksypeptydaza) reszt aminokwasowych w pojedyn-
czym fancuchu peptydowym. Enzymy te prawie wytacznie sg hydrolazami
(peptydowymi lub glikozydowymi).

Lizozym jest szczeg6lnie dogodnym obiektem dla studiéw nad kata-
lizag biologiczng, gdyz zawiera tylko jeden tancuch peptydowy ztozony
z 129 reszt aminokwasowych, nie ma grup prostetycznych i nie wymaga
metalu lub kofaktoréw dla aktywnosci. Jego swoistos¢ substratowa i funk-
cja katalityczna zalezg wytgcznie od przestrzennego uktadu reszt amino-
kwasowych. Enzym hydrolizuje polimery naprzemiennie wystepujacych
reszt kwasu N-acetylomuraminowego (AcNHMur) i N-acetyloglukozo-
aminy (AcNHGIK), rozszczepiajgc wigzanie (3-glikozydowe na Cx AcNHMur
(schemat 1).

kwas N-acetylomuraminowy N-acetyloglukozoamina
(AcNHMur) (ACNHGIk) AcNHMur AcNHGIk

Schemat 1. Miejsca dziatania lizozymu na substrat

Konformacja enzymu wynika z struktury pierwszorzedowej, tj. sek-
wencji aminokwasow, gdyz mozna rozwingé tancuch peptydowy i z powro-
tem sfatldowaé, przy czym odtwarza sie jedyna konformacja, wtasciwa dla
czynnego enzymu. Analiza dyfrakcyjna wykazata, ze czasteczka ma bu-
dowe spoistg, a to dzieki skupieniu grup hydrofobowych w $rodku cza-
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steczki i wystawieniu grup hydrofilowych na zewnatrz, w kierunku ptasz-
cza wodnego. Pomiary promieni zasiegu sit van der Waalsa w $rodowisku
hydrofobowym wskazaly, ze podczas zwijania sie tancucha peptydowe-
go nie ma w niej wolnego miejsca i ze woda musi byé ze Srodka czgsteczki
wypchnieta. Przez czasteczke enzymu przebiega symetrycznie gieboka
szczelina, ktorg zidentyfikowano jako miejsce wigzania substratu. W tym
samym miejscu znajduje sie rowniez centrum Kkatalityczne. Szczelina jest
wyscielona (schemat 2) z jednej strony resztami aminokwasowymi o taficu-
chach hydrofobowych, z drugiej o tancuchach hydrofilowych. Zwigzaniu
substratu towarzyszy zwezenie sie szczeliny, czego wyrazem jest, miedzy
innymi, przesuniecie sie Try 62 o okoto 3/4A.

Schemat 2. Aminokwasy w centrum katalitycznym lizozymu (24)

Zwigzanie substratu odbywa sie przy udziale sit van der Waalsa w kon-
takcie z Try 62, Try 63 i Try 108, natomiast rozszczepienie wigzania gli-
kozydowego w substracie (AcNHMur-AcNHGIk) wymaga zblizenia sie do
wigzania dwdch grup karboksylowych (schemat 3), potozonych w giebi
szczeliny, a nalezacych do Glu 35 i Asp 52. Miejsce to zostato przestrzen-
nie doktadnie okreslone i jest jednym z 6 miejsc wigzacych odcinek tan-
cucha substratu, obejmujagcy 6 reszt cukrowych (oznaczonych A—F na
schemacie 2).

W akcie katalizy zastugujag na uwage dwa efekty konformacyjne.
Pierwszym jest powstanie wskutek dziatania substratu na enzym lokal-
nego Srodowiska skupionych reszt hydrofobowych o niskiej statej die-
lektrycznej po jednej stronie szczeliny, a reszt hydrofilowych o wy-
sokiej statej dielektrycznej po drugiej jej stronie. Druga istotng zmiang
jest rownoczesna zmiana konformacji substratu. Pod wptywem kontaktu



[5] BUDOWA A FUNKCJA BIALEK 323

z aktywnym miejscem enzymu kwas N-acetylomuraminowy, znajdujacy
sie w przylegajgcym odcinku polimeru AcNHMur-AcNHGIk, zmienia swo-
ja normalng konfiguracje krzesetkowa na napietg poétkrzesetkowa, w ktdrej
C6 zajmuje pozycje osiowg, a Cb C2 C5 i tlen mostka tworzg prawie
ptaski pierscien. Substrat w formie napietej jest scisle dostosowany do
szczeliny. Wszelkie odchylenia od konformacji wigzanego ligandu, np.
wskutek modyfikacji jego budowy powodujg inhibicje. Ulozenie prze-
strzenne grup chemicznych enzymu biorgcych bezposredni udziat w ka-
talizie pozwala zaktada¢, ze wigzanie glikozydowe ulega rozszczepieniu
przez zgrane wspotdziatanie dwdéch grup karboksylowych, znajdujacych
sie w roéznych mikrosrodowiskach. Jedna z nich, nalezagca do Glu 35, jest
dawcg protonu, z ktérego tworzy sie w potaczeniu z tlenem mostka gru-
pa hydroksylowa, druga, pochodzaca z Asp 52, silnie zjonizowana, sta-
bilizuje powstaty tadunek dodatni. Nastepstwem takiego ukiadu jest roz-
bicie wigzania glikozydowego z udziatem czasteczki wody (schemat 3).
Mechanizm ten jest analogiczny do nieenzymatycznej hydrolizy przez
kwas.

Konformacja krystalicznego lizozymu i jej zmiany w akcji katalitycz-
nej potwierdzity zatozenie hipotezy Koshlanda. Istnienie zmian kon-
formacyjnych, zaré6wno centrum katalitycznego jak i substratu i wzajemne
dopasowanie sie przestrzenne wykryto za pomocg analizy dyfrakcyjnej we
wszystkich dotychczas zbadanych enzymach.

W rybonukleazie A, ktorej strukture oznaczyli Kartha, Bello
i Har ker (19), oraz w rybonukleazie S, zbadanej przez Wyckoffa
i wsp. (55), stwierdzono roéwniez obecno$¢ gtebokiej szczeliny przecina-
jacej czasteczke enzymu symetrycznego ksztattu. Szczelina ta jest wy-
Scielona resztami arginylowymi i lizylowymi. Wigza one sitami elektro-
statycznymi ujemnie natadowane grupy fosforanowe substratu, ktorym
jest RNA. Centrum Kkatalityczne, ktére okre$lono na podstawie pozycji
przestrzennej zwigzanego z nim inhibitorowego analogu substratu (2\
3’-cykliczny UMP), tworzy His 12, His 119 oraz Liz 41. Przypuszcza sie, ze
tak zbudowane $rodowisko stwarza warunki dla ogélnej katalizy zasado-
wej. Istotny dla aktywnosci rybonukleazy jest S-peptyd, utworzony przez
20 aminokwaséw od N-korca tancucha peptydowego, zwiniety w a-spirale.
Te konfiguracje przyjmuje S-peptyd tylko wtedy, kiedy jest czesScig
sktadowg enzymu, po oddzieleniu przyjmuje w roztworze inng konfigu-
racje (chaotycznego zwoju). Wynika z tego, ze tancuch peptydowy rybo-
nukleazy (124 reszty aminokwasowe) moze zwing¢ sie tylko w jedng,
specyficzng forme przestrzenng, Kkatalitycznie czynng. Fakt ten potwier-
dzono ostatnio za pomocga syntezy chemicznej rybonukleazy A, dokonanej
dwoma réznymi drogami (15, 18). Zaréwno osobno syntetyzowany peptyd
S po potgczeniu z pozostatg czeScig tancucha peptydowego rybonukleazy
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Schemat 3. Hydroliza wigzania glikozydowego przez lizozym (40)

jak i liniowa sekwencja 124 aminokwaséw zwinety sie w odpowiednich
warunkach dajgc samorzutnie specyficzng i unikalng konfiguracje aktyw-
nego enzymu.

Molekularny mechanizm aktywowania proenzymu okre$lono za po-
moca analizy dyfrakcyjnej krystalicznych chymotrypsyn i chymotryp-
synogenu. Struktura a-chymotrypsyny zostatla wyznaczona z rozdzielczos-
cig 2A przez grupe Blowa (29, 46) a chymotrypsynogen i pozostate
aktywne odmiany chymotrypsyny (n, oi y} przez Krauta i wsp. (25
oraz Matthewsa iwsp. (28) z rozdzielczo$Scig 4—5A.

Aktywacja chymotrypsynogenu jest procesem chemicznym bardzo pro-
stym. Aby zamieni¢ chymotrypsynogen, ztozony z 245 reszt aminokwa-
sowych, na aktywng chymotrypsyne wystarczy zhydrolizowa¢ trypsyna
jedno wigzanie peptydowe potozone miedzy Arg 15 a lleu 16 (35). Chymo-
trypsyna usuwa nastepnie z dwdéch odcinkéow tancucha dwa dwupeptydy,
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przez co powstajg dalsze odmiany aktywnej chymotrypsyny. a-Chymo-
trypsyna sklada sie po takich przeksztatceniach z trzech nowopowstatych
tancuchéw A, B i C, przy czym zostaje zachowana budowa przestrzenna
czasteczki odpowiadajagca chymotrypsynogenowi. Trzy tancuchy pepty-
dowe pozostajg utrwalone w pierwotnych konformacjach przez taczace je
mostki dwusiarczkowe.

S-S (try)

Schemat 4. Model a-chymotrypsyny (38)
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Diagram strukturalny (schemat 4) przedstawia model a-chymotryp-
syny opracowany przez grupe Blowa.

W modelu tym, w ktérym tasma plastykowa przedstawia przebieg tan-
cucha peptydowego, zwraca uwage zwarto$¢ struktury czagsteczki mimo
prawie zupeinego braku uporzadkowanych obszaréw struktury drugo-
rzedowej (a-spirala, P-sfatdowane warstwy). Spoistg budowe usztywniaja
mostki dwusiarczkowe miedzy tancuchami peptydowymi. Ciasne upako-
wanie tancuchow peptydowych wynika ze skupienia znacznych ilosci grup
hydrofobowych we wnetrzu czgsteczki.

Wszystkie grupy hydrofitowe oprocz jednej sg skierowane na zewnatrz
do ptaszcza wodnego. Konformacja chymotrypsynogenu rézni sie od kon-
formacji chymotrypsyn tylko w pozycji 2 aminokwaséw. W chymotryp-
synie dodatnio natadowana grupa aminowa w Illeu 15 jest sparowana
z ujemnie natadowang grupg karboksylowg, nalezgca do Asp 194. Ich
wzajemne oddzialywanie powoduje wywiniecie petli tancucha peptydo-
wego i uksztattowanie ptytkiej kieszonki na powierzchni czasteczki enzy-
mu, w ktérej odbywa sie wigzanie i rozszczepianie substratu. Kieszonka
ta jest wyscielona grupami hydrofobowymi, ktoére tworza lokalny mikro-
osrodek o niskiej statej dielektrycznej. W chymotrypsynogenie Asp 194
nie mogtaby utrzymac sie w takim Srodowisku i musi szuka¢ kontaktu
z wodga. Przesuniecie sie tej reszty powoduje zakrycie przez grupe kar-
boksylowag grupy -OH w Ser 195. Aminokwas ten wraz z His 57 jest nie-
zbedny dla aktywnoS$ci katalitycznej chymotrypsyn.

Aktywacja chymotrypsynogenu polega zatem na weciggnieciu Asp 194
w glab kieszonki wskutek elektrostatycznego przyciagania przez grupe
aminowg lleu 15, ktéra tkwigc na koncu uwolnionego przez aktywacje
tancucha B, jak zwolniona sprezyna przesuneta sie do powstajacej Kkie-
szonki i odstonita aktywne centrum. Zmiany konformacyjne, ktére to-
warzyszg aktywacji chymotrypsynogenu, sg niewielkie i raczej lokalne i to
wytgcznie w strukturze trzeciorzedowej. Mogg one by¢ przyktadem akty-
wacji innych biatek, ktore sg prekursorami formy funkcjonalnej, za czym
przemawia np. brak wiekszych zmian w konformacji fibrynogenu pod-
czas polimeryzacji na fibryne (48).

Duze zmiany konformacyjne po zwigzaniu substratu przez krystaliczng
karboksypeptydaze ujawnita analiza dyfrakcyjna, wykonana przez Lips-
comba i wsp. (26, 41) z rozdzielczoscig 2A. Model budowy enzymu przed-
stawia schemat 5.

Centrum aktywne znajduje sie w gtebokiej szczelinie, w ktérej kon-
taktowe grupy chemiczne sg przyciggane przez substrat i dociskajg go do
atomu cynku zwigzanego koordynacyjnie z His 69, Glu 72 i Liz 196 (sche-
mat 6). tancuch boczny Tyr 248 wigze sie¢ z grupg iminowg peptydu
uzytego jako substrat (glicylofenyloalaniny). Wysuwajaca sie na ksztatt
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Schemat 5. Model karboksypeptydazy bez substratu (38)

czutki Arg 145 wigze C-koricowa grupe karboksylowa substratu, a Glu
270 fgczy sie z jego wolng grupg aminowsa.

Koncowa C-karboksylowa grupa enzymu jest zabezpieczona przed sa-
mostrawieniem przez wigzanie solne z grupg guanidynowag Arg 265. Na
schemacie 7 pokazano co dzieje sie z Tyr 248, gdy substrat znajdzie sie
w centrum aktywnym. Grupa hydroksylowa tyrozyny przesuwa sie o oko-
to 15A w kierunku substratu, co z kolei powoduje rotacje taricucha bocz-
nego oraz przesuniecie sasiadujagcego odcinka tancucha peptydowego.
Rowniez grupa guanidynowa, nalezaca do Arg 145, przemieszcza sie 0 2A
podczas wigzania grupy karboksylowej substratu.



Schemat 6. Oddziatywanie centrum aktywnego karboksypeptydazy z glicylofenylo-
alaning

Schemat 7. Model karboksypeptydazy w obecnosci substratu (38)
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Warunki przestrzenne dla zwigzania substratu w centrum Kkatalitycz-
nym sg w tym wypadku bardzo doktadnie sprecyzowane. Tyrozyloglicyna
uzyta jako substrat zamiast glicylotyrozyny nie jest w ogdle hydrolizo-
wana przez karboksypeptydaze a rozktad tego peptydu wymagatby zu-
petnie odmiennej struktury katalitycznego biatka, wasSciwej chymotryp-
synie.

Atom cynku nie wptywa na konformacje kieszonki katalitycznej, ale
jest niezbedny dla rozbicia wigzania peptydowego substratu. Proponowa-
ny przez Lipscomba mechanizm katalizy zaklada w karboksypeptyda-
zie jako centrum katalityczne atom cynku, tancuch boczny tyrozyny
i grupe karboksylowg z sasiadujagcego z nig kwasu asparaginowego lub
glutaminowego. Grupa karboksylowa dziata tu jako nukleofil i tworzy
przejSciowy bezwodnik z grupa karbonylowa substratu, ktdra zostaje przez
cynk spolaryzowana. Réwnocze$nie cynk powoduje wiasciwe zoriento-
wanie przestrzenne substratu. Ten warunek topologiczny, ktdry réwniez
i w przypadku dziatania lizozymu tak drastycznie uzaleznia aktywnos$¢
enzymu, wydaje sie podstawowym czynnikiem funkcji biologicznej kaz-
dego enzymu. Dotyczy to réwniez ,honorowego enzymu”, jakim jest mio-
globina, w Kktorej wigzanie tlenu jest $cisle uzaleznione od pozycji osi
czasteczki tlenu w stosunku do hemu.

Badania nad strukturg krystalicznych enzyméw dowiodly, ze wtas-
nosci katalityczne oraz swoisto$¢ substratowa wynika z unikalnej dla
danego biatka konformacji centrum Kkatalitycznego oraz miejsca wigza-
cego substrat. Wiasnosci katalityczne warunkuje takze duza cze$¢ struk-
tury pierwszorzedowej. Mozliwe sg natomiast pewne genetyczne mody-
fikacje struktury pierwszorzedowej, ktére nie zmieniajg konformacji cen-
trum katalitycznego i nie wplywajag na og6lng konformacje czasteczki.
W miejscach odlegtych od centrum aktywnego moga wystepowaé fluk-
tuacje konformacyjne, przy czym zachowana jest niezmieniona funkcja
katalityczna. Istnienie odmian konformacyjnych tego samego enzymu
stwierdzono na podstawie réznic we wiasnosciach optycznych i hydrody-
namicznych przy tej samej aktywnos$ci katalitycznej i swoistosci substra-
towej, na przykiad w przypadku fosfoglukomutazy (10). Znaczenie takich
izomeréw tancucha peptydowego, zwanych konformerami, nie jest jesz-
cze jasne.

Wspdlng i charakterystyczng cechg strukturalng dotychczas zbadanych
enzymow jest istnienie niepolarnego $rodowiska wewnatrz czasteczki. Sro-
dowisko o niskiej statej dielektrycznej utatwia oddziatywanie miedzy ta-
dunkami elektrycznymi, ktére sa w nim wielokrotnie silniejsze niz w wo-
dzie. Moze to by¢ jeden z czynnik6éw wspoétdziatajacych w obnizeniu ener-
gii aktywacji substratu. Srodowisko hydrofobowe moze réwniez spetniaé
role stereochemicznego mechanizmu chronigcego przed kontaktem z woda,
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jak to ma miejsce w hemoglobinie, ktorej zelazo musiatoby ulec utlenieniu
w kontakcie z wodg, gdyby nie chronito je $rodowisko hydrofobowe.

Opisane zmiany absolutnej struktury enzymdéw sa nastepstwem oddzia-
tywania substratu na centrum katalityczne i wptywu tego centrum na
konformacje substratu. Hipoteza Fischera o stosunku enzymu do substra-
tu typu zamek-klucz zostata jednoznacznie potwierdzona z tym, ze nie
chodzi tu o stosunki przestrzenne statyczne lecz dynamiczne. Dopasowa-
nie substratu do enzymu jest indukowane i prowadzi do znieksztatcenia
wzglednie elektrycznego spolaryzowania substratu, ktore utatwia jego roz-
szczepienie. Sg to strukturalne warunki aktu katalizy, ktore sg niezbed-
nym elementem w zrozumieniu jego mechanizmu.

Istniejg i innego rodzaju zmiany konformacyjne w enzymie niz wzbu-
dzone dopasowanie substratu i enzymu. Ogromna wiekszo$¢ enzymow jest
obdarzona wtasnos$ciami regulatorowymi, to jest zdolno$ciag zmieniania
aktywnosci katalitycznej przy udziale ligandoéw. Do ligandéw zaliczamy
mate czasteczki lub jony, ktore taczac sie z biatkiem wigzaniem niekowa-
lencyjnym wplywajg na jego aktywnos$é. Nalezg tu substraty, aktywatory
i inhibitory enzyméw. Nazwe efektora lub modyfikatora dajemy matym
czasteczkom (ligandom), ktére wptywajg na aktywno$¢ enzymatyczng, ale
same nie ulegajg przy tym zmianom. WiasnosSci regulatorowe uzaleznione
od efektoréow lub modyfikatorow wystepujag w czasteczkach biatkowych
ztozonych z podjednostek i sg zwigzane z wewnatrzczgsteczkowymi tran-
zycjami konformacyjnymi.

Obserwacje nad wptywem drobnych czasteczek nie bedacych substra-
tami na aktywnos$¢ enzyméw zapoczatkowane zostaly 10 lat temu. W ro-
ku 1955 Morawiecki (33) zauwazyt, Zze kinaza pirogronianowa jest
hamowana przez produkt reakcji przez nig katalizowanej, tj. przez ATP.
Jest to jedna z pierwszych obserwacji funkcji regulatorowej. Zdolnos$¢ ha-
mowania aktywnos$ci enzymu przez koficowe produkty ciggdw metabolicz-
nych wykryli w roku 1962 Gerhart i Pardee (13) na przykiadzie
transkarbamylazy asparaginianowej. Udowodnili oni, ze enzym ma odreb-
ne miejsce dla wigzania substratdw, asparaginianu i karbamylofosforanu,
oraz odrebne miejsce regulatorowe, w ktdrym wigze sie inhibitor reakcji,
CTP. Takie topologicznie rézne od centrum Kkatalitycznego miejsce enzy-
mu, ktére samo przez sie nie ma witasnosci katalitycznych, ale ktére wpty-
wa na funkcje centrum Kkatalitycznego, nazwano miejscem allosterycz-
nym, a tego typu oddzialywanie efektem allosterycznym.

Monod, Changeux i Jacob (31) nazwali wszystkie ligandy
dziatajgce na enzym w miejscu innym niz miejsce wigzania substratu
efektorami allosterycznymi, a zmiany konformacji z tym zwigzane zjawi-
skiem allosterycznym. Koshland i Neet (24) wprowadzili termin:
efekt allosteryczny. Substraty mogg by¢ allosterycznymi efektorami w en-
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zymach ztozonych z podjednostek (polimerycznych), jezeli zwigzanie
pierwszej czasteczki substratu zmienia reaktywno$¢ pozostatych podjed-
nostek w tworzeniu kompleksu enzym-substrat.

Monod, Wyman i Changeux (32) opracowali model alloste-
rycznej tranzycji, znany pod nazwg modelu M.W.C., ktory przyjeli jako
podstawe teorii zjawisk allosterycznych w enzymach polimerycznych. Jest
to ogdblna teoria wigzagca zmiany konformacyjne, wynikajagce z oddziaty-
wan miedzy podjednostkami enzymdw polimerycznych, z aktywnos$cig en-
zymoOw, ujmowang parametrami kinetycznymi. Model ten, chociaz nie je-
dyny z opisanych, jest czesto przyjmowany jako podstawa dla interpreta-
cji danych kinetycznych biatek regulatorowych.

Zdolnos¢ regulowania funkcji katalitycznej biatek przez wigzanie li-
gandéw (efektoréw, modyfikatoréw) w miejscach allosterycznych jest
wiasnoscig wielu enzyméw, ogélnie klasyfikowanych jako enzymy alloste-
ryczne. Mechanizmy regulacyjne rozwinety sie w procesie ewolucji bioche-
micznej pod wptywem zmieniajagcych sie warunkow S$rodowiska. Mozli-
wos¢ strukturalnego dostosowania sie organizmu do wykonywania funk-
cji metabolicznych korzystnych dla przezywania gatunku zadecydowata
o tym kierunku ewolucji struktury enzymow.

W enzymach allosterycznych aktywnos$é katalityczna i jej regulowanie
sg zwigzane z mniej lub wiecej wybitnymi zmianami w strukturze czwar-
torzedowej. Podstawowg zmiang jest asocjacja i dysocjacja protomerow,
czyli strukturalnych podjednostek czasteczki, ktdra powoduje wigczanie
sie i wylgczanie aktywnos$ci katalitycznej. Do tego dotgczajg sie zmiany
spowodowane regulacja allosteryczng, ktéra wptywa na konformacje za-
rowno czynnej jak inieczynnej formy enzymow.

W enzymach allosterycznych funkcje katalityczne i swoisto$¢ substra-
towa zaleza od kooperacji miedzy czeSciami réznych tancuchdw peptydo-
wych. Model M.W.C. postuzyt wiasnie do obliczenia kinetyki takiej koope-
racji miedzy podjednostkami hemoglobiny, ktérg skonfrontowano z do-
Swiadczalnie oznaczong kinetyka wigzania tlenu. Model M.W.C. zaklada
silne pozytywne oddziatywanie miedzy sasiadujagcymi podjednostkami,
ktore po zwigzaniu ligandow ulegajg zmianom konformacyjnym, przebie-
gajacym w sposOb zgrany. Efektor homotropowy wpltywa na wigzanie
tego samego ligandu, albo na aktywno$¢ enzymu w innym miejscu, efek-
tor heterotropowy wptywa na miejsca wigzace inny ligand. Efekt koope-
ratywnos$ci wyraza sie zwiekszeniem szybko$ci wigzania i reakcji w miej-
scu odrebnym od miejsca zwigzania efektora, podczas gdy ich zmniejsze-
nie oznacza negatywne oddziatywanie. Model M.W.C. oparty jest o zasade
symetrii. W enzymie polimerycznym wszystkie monomery znajdujg sie
albo w stanie R (z mniejszg statg dysocjacji KR) albo w stanie T (z duzg
statg KT). Oznacza to, ze tranzycja n monomer -> oligomern jest zupet-



332 T. BARANOWSKI [14]

na i nie wystepujg formy mieszane standw konformacyjnych. Znanym
efektem kinetycznym takiego zalozenia jest esowata krzywa tworzenia
kompleksu enzym-substrat przy nasycaniu ligandem.

Bardziej og6lnie ujmuje zjawiska allosteryczne model Koshlanda,
Nemethy i Filmera (23), ktéry dopuszcza szerszy zakres oddziaty-
wan miedzy podjednostkami (monomerami), od silnie pozytywnych, czyli
przyciagajacych, do silnie negatywnych, czyli odpychajagcych. To ostatnie
oznacza, ze jedna z podjednostek moze ulec zmianie konformacji bez
wplywu na sgsiednig, podczas gdy pozytywna kooperacja oznacza, ze do-
tagczenie ligandu do pierwszej podjednostki utatwia przylaczenie go przez
nastepne.

Przyktady obu typow oddziatywania wynikajacych z wigzania ligan-
dow z teoretycznymi modelami sg znane. Pozytywna kooperatywnos$¢
wystepuje miedzy tancuchami a i (i hemoglobiny, co wyraza sie wystgpie-
niem takich witasnosci, ktérych nie wykazuje pojedynczy tanicuch a lub
(36) ani analogicznie zbudowana mioglobina (esowata krzywa nasycenia
tlenem, efekt Bohra, wilasnosci hydrodynamiczne, wiasnosci immunolo-
giczne). Pojedyncze tancuchy nie wykazujg efektu Bohra, majg wieksze
powinowactwo do ligandéw niz hemoglobina, reaguja szybciej z Uganda-
mi, ale oddysocjowujg je z szybkoscig podobng do hemoglobiny i nie wy-
kazuja oddziatywan miedzy grupami hemowymi. Konformacje hemoglo-
biny przed i po zwigzaniu ligandu (oksyhemoglobina) sg uderzajaco rézne
i przesuniecia miedzy podjednostkami siegajg kilkunastu A. Wyrazem rdz-
nic konformacyjnych sg rézne formy krystaliczne, ktére moga wspotistnieé
tylko przy jedynej warto$ci parcjalnego cisnienia tlenu.

Przyktadem negatywnej kooperatywnosci jest dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego z miesni kréliczych, ztozona z 4 podjednostek. Pod-
czas dotaczania koenzymu (NAD) pierwsza z 4 wigzacych sie czgsteczek
NAD dotagcza sie szybciej niz nastepne. Zjawisko kooperatywnos$ci pozy-
tywnej lub negatywnej w enzymach allosterycznych moze mie¢ istotne
znaczenie w regulacji metabolizmu. Pozytywna kooperacja uczula niektére
enzymy biorace udziat w przemianach na zmieniajgce sie warunki otocze-
nia, negatywna zas czyni je mniej wrazliwymi.

Oddziatywania miedzy protomerami, ktore sa nastepstwem wigzania
ligandéw w miejscach allosterycznych, powodujag zmiany w strukturze
czwartorzedowej, dajgce sie wykry¢ metodami hydrodynamicznymi, wid-
mowymi i elektronooptycznymi. Aby te zmiany daty sie interpretowad
parametami strukturalnymi niezbedna jest znajomos$¢ absolutnej struktu-
ry czasteczek w roznych stanach allosterycznych. W ich braku trzeba po-
stugiwac sie kinetyczng analizg oddziatywan miedzy podjednostkami. Stad
zrodzito sie zastosowanie techniki pomiarow czasu relaksacji po skoku
temperaturowym, Kktéry zmienia stan réwnowagi ukiadu protomerow
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w oligomerze. Pomocne sg rOwniez teoretyczne opracowania modeli takich
uktadéw i porownywanie funkcji stanu dla nich wyznaczonych z doswiad-
czalnymi funkcjami zaleznosci aktywnos$ci enzymu o danej konformacji
i w okre$lonych warunkach srodowiska.

Efekt allosteryczny i wiasnoSci kooperatywne wystepujg we wszyst-
kich biatkach oligomerycznych (ztozonych z podjednostek). Zmiana kon-
formacji (tranzycja) indukuje sie w miejscu allosterycznym pod wptywem
zwigzania modyfikatora (ligandu) i zachodzi zgodnie z mechanizmem
wzbudzonego dopasowania Koshlanda. Modyfikator przytacza sie w miej-
scu allosterycznym albo obok miejsca aktywnego. Zmiana wywoltana
w miejscu allosterycznym udziela sie miejscu katalitycznemu, ktére moze
znajdowac sie w tej samej lub w odrebnej podjednostce. Przyktadem tej
drugiej mozliwosci jest transkarbamylaza asparaginianowa, kt6rg mozna
zdysocjowaé na tancuchy peptydowe dwojakiego typu. Jeden z nich zawie-
ra miejsce katalityczne, drugi miejsce wigzgce allosteryczny inhibitor
(CTP), ale pozbawione wiasnos$ci katalitycznych. Czasteczka enzymu skia-
da sie (52) z 6 par tancuchow peptydowych, kazda para zawiera jeden tan-
cuch — regulacyjny R i jeden katalityczny — C, z dwoma miejscami wia-
zania substratéw (asparaginianu i karbamylofosforanu).

Oddziatywania miedzy podjednostkami moga wptywaé réwniez na
swoisto$é substratowg. Przyktadem jest dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-
glicerynowego z mieé$ni krélika (17), ktéra w pH 7 tworzy odwracalnie
uktad rownowagowy dimer-tetramer. Enzym wykazuje kilka swoistosci
katalitycznych: dehydrogenazowag, transferazowg i esterazowg. Tylko te-
trameryczna forma enzymu jest aktywna jako dehydrogenaza, natomiast
aktywnosé esterazowg wykazujg zarowno dimeryczna jak tetrameryczna
forma enzymu. NAD #gcznie z fosforanem przesuwa réwnowage ukiadu
w kierunku tetrameru, ale zaden z tych ligandéw z osobna nie dziata.

Wyjasnienie zwigzku miedzy konformacjg a funkcjg biatek oligome-
rycznych stanowi znacznie trudniejszy problem niz w przypadku enzy-
moéw, ktorych funkcja jest zawarta w pojedynczym tafAcuchu peptydo-
wym. Na razie otrzymuje sie informacje o zmianach struktury czwarto-
rzedowej biatek regulatorowych w akcji na drodze posredniej, gtownie
przez pomiary kinetyki wigzania ligandow i tranzycji miedzy réznymi
stanami allosterycznymi. Wachlarz-wielko$ci zmian konformacyjnych jest
bardzo szeroki. Czasem czgsteczki enzymu w akcji tak znacznie zmieniajg
konformacje, ze mozna to zauwazy¢, a nawet zmierzy¢ w mikroskopie
elektronowym zmiany wymiaréw czasteczki pod wptywem wigzania mo-
dyfikatora. Przykiadem jest syntetaza cytrynianowa z gramujemnych
bakterii (42). Enzym nalezy do biatek allosterycznych i jest silnie hamo-
wany przez zred. NAD — produkt cyklu kwasu cytrynowego. Czasteczka
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enzymu sktada sie z 3 podjednostek i ma wymiary 107 X 107 X 52 A. Po.
dotaczeniu w miejscu allosterycznym zred. NAD wymiary czasteczki wy-
noszg 96 X 137 X 62 A. Jezeli odczula sie miejsce allosteryczne (np. p-chlo-
rorteciobenzoesanem) albo podziata modyfikatorem (AMP) czasteczka
przyjmuje pierwotne wymiary.

Przyktadem ztozonoSci zmian konformacyjnych jest syntetaza gluta-
minianowa z E. coli (45, 51). Enzym ten jest wrazliwy na allosteryczne
hamowania przez co najmniej 8 r6znych metabolitéw, znajdujgcych sie na
torach przemiany glutaminy. Czasteczka enzymu sktada sie z 12 podjedno-
stek, o masie 50 000 kazda, utozonych w dwie heksagonalne warstwy na
siebie natozone. Forma rodzima, ktora jest katalitycznie czynna, ma bu-
dowe bardziej spoistg (sztywng), jest kulista i zawiera Mn24t. Usuniecie
tego jonu znosi aktywno$¢ enzymu co jest polgczone z utworzeniem bar-
dziej rozluznionej formy i bardziej asymetrycznej czasteczki. Forma roz-
luzniona, nieaktywna, reaguje z odczynnikami na wolne grupy -SH i roz-
pada sie¢ pod wptywem tagodnych czynnikdw denaturujgcych.

Widma réznicowe wykazujg, ze podczas inaktywacji enzymu 12—24
reszt tyrozyny i tryptofanu przechodzi z o$rodka niepolarnego do bardziej
polarnego. Dodanie jonu metalu dwuwartosciowego odwraca bieg zmian
i reaktywuje forme rozluzniong na sztywng. Nie ttumaczy sie to w tym
wypadku oddziatywaniem miedzy podjednostkami, ale niezaleznym wig-
zaniem jonéw przez 12 niezaleznych protomeréw.

Kazdy z protomeréw ma odrebne miejsce wigzania dla kazdego z 8
metabolicznych inhibitoré6w. Skomplikowang regulacje aktywnos$ci synte-
tazy glutaminianowej zwieksza mechanizm dodatkowy, polegajacy na do-
taczeniu reszty adenylilowej (AMP) do kazdego protomeru przez wigzanie
kowalencyjne z grupa -OH tyrozyny (16). Dotgczanie AMP katalizuje od-
rebny ukiad enzymatyczny, réwniez podlegajacy regulacji przez metabo-
liczne efektory. Zmiany konformacyjne sg regulowane przez ilo$¢ (0—12)
reszt AMP dotgczonych do biatka (11).

Olbrzymi materiat doswiadczalny, opublikowany w ostatnich latach,
dowodzi istnienia wybitnych zmian konformacji enzymoéw po zwigzaniu
ligandéw, oraz pod wptywem modyfikatorow. Nawet zwigzanie lekkich
jonow jak K+ lub Na+ przez kinaze pirogronianowg, wywotuje wyrazne
zmiany konformacyjne (49). Enzym ma odrebne miejsce wigzania obu ro-
dzajow jonOw, natomiast nie reaguje zmianami aktywnosci pod wptywem
jonu NHA-

Jak to zobrazowaly powyzsze przykiady, molekularny mechanizm
a Scislej wewnatrzmolekularny mechanizm funkcji biatek regulatorowych
jest bardzo ztozony i bez watpienia jego poznanie bedzie wymagato zba-
dania absolutnej konformacji poszczeg6lnych form enzyméw allosterycz-
nych, mozliwego jedynie na drodze analizy dyfrakcyjnej. Dlatego charak-
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terystycznym kierunkiem wspotczesnych badan jest otrzymywanie kry-
stalicznych enzyméw, zwigzanych z ligandami i bez nich, nadajgcych sie
do badan krystalograficznych. Takim okazat sie np. sporzadzony przez nas
(2) holoenzym dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego z mie$nia
ludzkiego, na ktorym oznaczono parametry struktury czwartorzedowej
(14). Niezbedne okazato sie jednak porownanie struktury holo- i apoen-
zymu. Udato sie otrzymac krystaliczny apoenzym (3) o identycznej formie
krystalicznej, ktéry zostanie wkrotce poddany analizie dyfrakcyjnej.
Mozna na podstawie tego oczekiwa¢, ze wdyfundowanie NAD do krysztatu
nie spowoduje jego rozsadzenia, jak to sie nieraz obserwuje w przypadku
duzych zmian w konformacji krystalicznego biatka po wdyfundowaniu li-
gandow.

Pomiary aktywnosci enzymatycznej, wykonane na krysztatach enzy-
moéw, wykazaly, ze zmiany konformacyjne sg niezbedne dla aktywnosci
katalitycznej. Jezeli enzym zostaje skrystalizowany, to w duzym stopniu
utrwala sie pewna, okreslona konformacja czasteczki. Poniewaz utrwale-
nie struktury w sieci krystalicznej uniemozliwia lub utrudnia fluktuacje
konformacyjne, nalezy oczekiwac¢ obnizenia Vuax w poréwnaniu z enzy-
mem w roztworze. Jak to wykazano na licznych przyktadach szybkos¢
maksymalna reakcji rzeczywiscie spada po skrystalizowaniu enzymu od
kilkudziesieciu do kilku tysiecy razy, mimo prowadzenia reakcji enzyma-
tycznej w warunkach eliminujacych ograniczenie szybkosci dyfuzji ligan-
déw do wnetrza krysztatu (przez uzycie matych krysztatéw).

Uderzajacg wiasnoscig biatek regulatorowych jest ich wysoka wrazli-
wos$¢ na czynniki zewnetrzne, jak stezenie i rodzaj jonéw, zmiany pH,
temperature, rézne modyfikatory. Wptyw Srodowiska wyraza si¢ zmiana-
mi konformacyjnymi, co z kolei odbija si¢ zaréwno na Vmex jak i Km Stad
wynika potrzeba bardzo Scistego precyzowania warunkéw pomiarow kine-
tycznych w badaniach nad enzymami, jezeli wyniki majg by¢ poréwny-
walne i wihasciwie interpretowane. Ustalenie jednoznacznych poje¢ w za-
kresie regulacji allosterycznych jest réwniez bardzo pozadane.

Allosteryczne konwersje, ktdre lezg u podtoza rédznych funkcji czaste-
czek biatkowych, sa obecnie czesto przedmiotem opracowan teoretycznych
na modelach, mniej lub bardziej skomplikowanych. Chodzi o wyznaczenie
dla okre$lonych typdéw ukiadéw monomer-polimer kinetyki konwersji al-
losterycznej, czas6w relaksacji i funkcji wysycenia ligandami. Wspomnia-
ny poprzednio model M.W.C. stanowi ukiad najprostszy, ztozony z jedna-
kowych podjednostek, w ktorym mamy identyczne zmiany spowodowane
przez ligandy we wszystkich monomerach. Ten, oparty o zasade symetrii
model moze by¢ rozciggniety w dwuwymiarowa matryce (btone), jak za-
proponowali Changeux, Thiery, Tung i Knittel-, (7). Zaczeto
rowniez opracowywac funkcje dla czasu relaksacji i wysycania ligandami

2
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dla modelu polimeryzujacego r6znigcego sie od modelu M.W.C. tym, ze
mamy w nim przejscie nie od stanu TO (czynnego) do RO (nieczynnego),
ale ze stanu TO0 do nR, gdzie n oznacza stopien spolimeryzowania proto-
merow modelu allosterycznego (9). Podjednostki w tym modelu (protome-
ry) maja wysokie i swoiste powinowactwo wzajemne. Wyraza sie to obec-
noscig powierzchni kontaktowych, poprzez ktédre dochodzi do polimeryza-
cji, na przyktad na zasadzie stosunku przestrzennego zamek-klucz, to jest
lokalnych komplementarnosci konformacji. Taka komplementarno$¢ moze
by¢ pomys$lana na zasadzie kontaktu grup hydrofobowych i to w jednym
lub wiecej miejscach asocjacji protomeréw. Obowigzuja wtedy pewne
prawidta geometryczne. Schemat 8 pokazuje, ze stopien spolimeryzowania
jest wyznaczony przez kat miedzy osig klucza i zamku w przypadku tylko
dwdch miejsc wigzacych. Gdy kat jest 0° tworzg sie tylko dimery, gdy
90° — tetramery. Kat 120° dopuszcza powstawanie trimeréw a 60° heksa-
merow. Przy kacie 180° powstaje liniowy ukitad o nieograniczonej dhu-
gosci (btona). Przyktad ten ilustruje jak czwartorzedowa budowa oligo-
meru zalezy od orientacji przestrzennej okreslonych grup wiazacych.
Aby uzyska¢ efekty stereospecyficzne, miejsca polimeryzujgce musza

Schemat 8. Zalezno$¢ budowy czwartorzedowej oligomeru od orientacji przestrzennej
grup wiagzacych (9)

zawiera¢ co najmniej 3 wigzania. Wigzania te moga by¢ heterologiczne
i izologiczne. Heterologiczne wigzanie moze sktada¢ sie z dawcy protonu
i z roznego biorcy, np. tadunku ujemnego lub niesparowanego elektronu.
Izologiczne wigzanie skilada sie z podobnych grup, ktére asocjujg jak np.
reszty hydrofobowe aminokwaséw. Aby para komplementarna dziatata na
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zasadzie klucza i zamku, jej miejsce polimeryzacji musi zawiera¢ przynaj-
mniej jedno wigzanie heterologiczne.

Z charakteru grup wigzacych wynika, ze ulegajg one wpltywom réz-
nych czynnikdéw, jak mocznika zrywajagcego wigzania wodorowe, wysokiej
sity jonowej rozdzielajacej tadunki przeciwnego znaku, lipidéw rozluznia-
jacych wigzania wodorowe, zmian pH, ktdre wytwarzajg tadunki. ROw-
nowaga monomer-oligomer moze by¢ zatem zalezng od lokalnego wyste-
powania tych czynnikow.

Model M.W.C. zaktada zrywanie i ponowne tworzenie si¢ wigzan nie-
zbednych dla allosterycznej tranzycji. Model polimeryzujagcy Czer liA-
sKiego (9 nie wymaga tak silnych oddziatywan wzajemnych. Wystarczy
zmiana geometrii miejsca polimeryzujagcego aby wywotaé konwersje allo-
steryczng. Schematycznie takg tranzycje obrazuje schemat 9, na ktérym
a i coznacza klucz, za§ bid — zamek.

Zwiekszenie odstepu miedzy a i ¢ lub miedzy bid jest skojarzone z wy-
twarzaniem miejsca dla ligandu F. Zmiana tego odstepu inicjuje zmiany
we wszystkich protomerach, z ktdrych skiada sie oligomer. Jezeli istniejg
tylko dwie trwate struktury protomeréw, zmiana w jednym musi spowo-
dowac¢ zmiany w pozostatych poprzez sprzezenie w miejscu polimeryzacji.
Zatozenie tego modelu, ze w uktadzie rownowagowym moga by¢ obecne
tylko monomery i n polimer, bez stopni posrednich polimeryzacji, jest
spetnione przy okre$lonej charakterystyce katowej powierzchni polime-
ryzacji.

Rozwazania modelowe uzupeiniajg badania strukturalne, w ktérych
dazy sie do ustalenia liczby i wymiaréw kontaktéw miedzy resztami ami-
nokwasowymi. Jest to konieczne dla wyboru miedzy teoretycznie mozli-
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wymi mechanizmami allosterycznej konwersji w biatkach regulatoro-
wych.

Aby przyktadem objasnic¢ istote zagadnienia zwro¢my sie do oddziaty-
wan typu van der Waalsa (w promieniu 4A) hemu w hemoglobinie z kon-
taktowymi resztami aminokwasowymi (38). Takich kontaktow w fafncuchu
« i Bjest 60 i wszystkie one nie podlegajg gatunkowym zmianom, co wska-
zuje na ich niezbednos$¢ funkcjonalng. Powierzchnie oddzialywania mie-
dzy sasiadujgcymi a i p podjednostkami utworzone sg z 80 atomdéw kon-
taktowych w przypadku pierwszego i 110 atoméw w przypadku drugiego
tancucha. Wiekszos$¢ kontaktéw jest typu niepolarnego, a tylko kilka typu
wigzania wodorowego. Chociaz mechanizm efektow kooperatywnych w he-
moglobinie nie jest jeszcze zupeinie jasny, struktura kontaktéw miedzy
podjednostkami i wiasnosci nieprawidtowych hemoglobin wskazujg, ze
funkcjonalng jednostkg w allosterycznej konwersji jest tetramer, a nie,
jak poczatkowo sadzono, a- @ dimer (39). Dotgczenie ligandu (02 do he-
mu powoduje obro6t tancucha a o 9,4°, a taincucha |30 7,4° wokoto nieza-
leznych osi, przy czym niektére grupy chemiczne zmieniaja wzajemne
potozenie w granicach do 14A (34).

Jak rodzaj i rozmiary zmian konformacyjnych biatek mogg ttumaczy¢
istote katalizy biologicznej? Wydaje sie, ze jesteSmy nadal dalecy od jej
wyjasnienia, ale postep na tej drodze jest obiecujacy. Centralng pozycje
tego zagadnienia zajety oddziatywania miedzy okreslonymi komplemen-
tarnymi strukturami chemicznymi. Mate czgsteczki o okreslonej struktu-
rze przestrzennej indukujg przez swe zblizenie zmiany konformacyjne
w wielkoczasteczce biatkowej. Zmiany te przez zgrane oddziatywanie
stwarzajg unikalne warunki topologiczne dla danego kompleksu enzym-
substrat, tworzac uktad bardziej uporzadkowany. Zmiany entropii i swo-
bodnej energii, zwigzane z lokalnymi zmianami konformacyjnymi, nabie-
rajg istotnego znaczenia. Wyrazem tego jest pojawienie sie pogladu, ze
enzymy przedstawiaja pewien rodzaj energetycznych transformatoréw.
W jaki spos6b moga one dostarcza¢ lokalnie energii dla obnizenia energii
aktywacji substratu pozostaje do zbadania.

Mechanizm, w ktorym enzym, jak proponujg autorzy, zamienia cze$¢
energii elektrostatycznego wigzania substratu (kwasu asparaginowego)
w energie mechanicznego aktu zblizenia do siebie obu substratéw reakcji,
przedstawiajg na przyktadzie transkarbamylazy asparaginianowej Col-
lins i Stark (8). Obrazuje go graficznie schemat 10.

Zagadnienie fluktuacji struktury czasteczki biatkowej jest cze$cig szer-
szego problemu heterogennosci budowy enzyméw. Wazne miejsce we
wspoétczesnych badaniach enzymologicznych zajmuje rola molekularnych
odmian enzymow zwanych ogdlnie izoenzymami. Istnienie takich form,
réznigcych sie strukturg czwartorzedowa, ale objawiajagcych ten sam typ
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Schemat 10. Model mechanizmu katalizy w podjednostce katalitycznej transkarba-
mylazy asparaginianowej (8)
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aktywnosci katalitycznej, jest powszechna cechg organizacji komoérko-
wych, zaczynajagc od bakterii az do najwyzszych szczebli rozwoju filoge-
netycznego. Ich znaczenie obejmuje szereg aspektow funkcjonalnych, ge-
netycznych i strukturalnych. Wykrywanie i rozdziat izoenzymoéw stat sie
mozliwy, skoro ulepszyta sie technika rozdziatu biatek o zblizonej budowie.
Wielki postep przyniosta odznaczajgca sie wysokg rozdzielczoscig elektro-
foreza w zelach, zwtaszcza w zelu poliakrylamidowym, sgczenie moleku-
larne oraz rozdzial w gradiencie pH. Dotychczasowe kryteria jednorod-
nosci preparatow enzymatycznych okazaly sie niewystarczajgce i wiele
biatek, uwazanych dotad za jednorodne, udato sie dalej rozdzielic.

Istnienie wielokrotnych form enzymoéw u indywidualnego osobnika jest
obecnie szeroko udokumentowane. Molekularna podstawa tej mnogosci
form enzymowych moze byé r6znej natury. Moga to by¢ uktady réznych
tancuchéw polipeptydowych, zakodowanych przez geny, ktore mogg byé
allelami lub nie. Moga to by¢ polimery r6znej wielkosci, i to homopolimery
albo heteropolimery. Moga wystepowaé odmiany zawierajgce tancuchy
wtornie zmodyfikowane oraz biatka o ré6znych konformacjach, wynikaja-
cych z permutacji podjednostek, albo wykazujgce zmienno$¢ struktur trze-
cio- i czwartorzedowej.

Izoenzymowe formy enzyméw, mimo ze katalizujg te sama reakcje,
réznig sie wiasnosciami katalitycznymi, co prawdopodobnie dostosowuje
ich funkcje do r6znych potrzeb metabolicznych organizmu, czy to w zalez-
nosci od lokalizacji enzymu w komérce, czy tez od lokalizacji w réznych
ciggach metabolicznych. Wiele danych kinetycznych w enzymologii wy-
maga w zwigzku z tym rewizji i poréwnania wtasnosci indywidualnych en-
zymoéw, jezeli chce sie zrozumieé ich wiasciwg funkcje.

Z wielu probleméw zwigzanych z budowg izoenzyméw chciatbym poru-
szy¢ tylko jeden, odnoszacy sie do struktury czwartorzedowej biatek kata-
litycznie czynnych. Przyktadami bedg klasyczne juz badania nad izoenzy-
mami dehydrogenazy mleczanowej (LD) oraz ostatnie osiggniecia w dzie-
dzinie podjednostkowych struktur aldolazy fruktozodwufosforanowej
z migéni (FDP-aldolaza).

Dehydrogenaza mleczanowa osocza krwi zostata rozdzielona na 5 izo-
enzyméw w roku 1957 przez Wielanda i Pfleiderera (53). Cza-
steczki enzymu sktadajg sie z 4 podjednostek (27). 1zoenzymy sg zbudowa-
ne z katalitycznie nieczynnych podjednostek dwojakiego rodzaju: typu H
(sercowego) i typu M (miesSniowego), ktére tworza 5 uktadoéw tetramerycz-
nych: H4, H3M, H2Vi2 HM3 i M4 Jest to przyktad molekularnej hybrydy-
zacji z 3 formami hybrydowymi obok dwéch form homomerycznych.
W wielu pracach opisano wystepowanie uktadéw izoenzyméw LD w réz-
nych tkankach i réznych gatunkach zwierzat, stosunki ilosciowe, w jakich
wystepuja i przypuszczalng funkcje (piSmiennictwo patrz (27)).
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Opisany na przykitadzie LD mechanizm tgczenia podjednostek okazat
sie 0g6Ing prawidlowosciag w budowie izoenzymow, ktére powstajg przez
ich dysocjacje i rekombinacje. Niezaleznie od tego, w uktadach ztozonych
z podjednostek istnieje zawsze mozliwo$¢ funkcji regulatorowej przez ich
wzajemne oddziatywanie. Wykazano to dla dehydrogenazy mleczanowej,
ktora jest kontrolowana przez metabolity cyklu kwasu cytrynowego (12)
oraz metabolit ciggu glikolitycznego, fruktozo-1,6-dwufosforan (54).

Teoria budowy izoenzymdw droga asocjacji homo- i heteromeréw nie
ttumaczy ostatnio poznanych faktéw wystepowania wiecej niz 5 odmian
LD rdznigcych sie ruchliwoscig elektroforetyczng. Dalsze r6znice to obec-
nos¢ 7—8 N-koncowych aminokwaséw oraz rdézny przebieg trawienia
trypsyng. Ostatnie badania (30) wyjasnity, ze rzeczywistg strukturalng
podjednostkg rekombinacyjng nie jest podjednostka H lub M o masie
35 000 lecz podjednostka o masie dwukrotnie mniejszej. Podjednostka H
lub M moze odwracalnie zdysocjowa¢ w chlorowodorku guanidyny w pH
2, natomiast w pH 7 dysocjacja jest niekompletna. Rzeczywistym mono-
merem w uktadzie izoenzymow LD jest wiec pojedynczy tafcuch peptydo-
wy, ktérych mamy po dwa w kazdym monomerze LD.

Te dane majg istotne znaczenie dla powstawania i ksztattowania sie
profiléw dystrybucyjnych izoenzymow LD a takze innych enzymow. Za-
ktadajac istnienie 2 nieidentycznych tafcuchéw peptydowych w kazdym
protomerze H i M, otrzymuje sie dla modelu, ztozonego z mono-, di-, te-
tra-, i oktameréw, a wiec zupetnie symetrycznego, 165 mozliwych kombi-
nacji. Nalezy jednak oczekiwaé, ze oddzialywanie miedzy monomerami
moze podlegaé pewnym ograniczeniom wynikajgcym z utrudnionych kon-
taktow miedzy pewnymi konformacjami. Umiarkowane stopnie restrykcji
kombinacyjnych prowadzg do wykrywania 45, 15, a w skrajnym wypadku
do 5 odmian, identyfikowanych jako prazki elektroforetyczne. Podobne
wielokrotno$ci w wystepowaniu izoenzyméw byty obserwowane. Fakt, ze
w warunkach fizjologicznych wystepuje ograniczona liczba odmian prze-
mawia za tym, ze mechanizm asocjacji monomeréw jest wysoko swaoisty,
a kombinacje niedozwolone pojawiajg sie jedynie w warunkach silnej de-
naturacji. Odmiana pozornie jednosktadnikowa H4 nie jest strukturalnie
jednorodna, o czym $wiadczy obserwacja, ze z 8 tarficuchéw peptydowych
w niej zawartych, 4 sa mniej podatne na trawienie karboksypetydazg.

Podobna heterogennosé populacji izoenzymowej wystepuje w aldola-
zach FDP roznych tkanek i na réznym poziomie rozwoju filogenetycz-
nego zwierzat. Aldolaza klasy I, ktdrg cechuje niezbedno$¢ lizyn}>w miej-
scu katalitycznym, a zbedno$¢ metalu jako aktywatora, wystepuje
w trzech macierzystych odmianach strukturalnych uktadu tetramerycz-
nego (43). Odmiana A jest gtownym enzymem mieSniowym, odmiana B
przewaza w tkance watrobowej, a odmiane C wydzielono ostatnio z moéz-
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gu (6, 37, 44). Te izoenzymy maja, jak wykazaly badania grupy Ruttera
(43), w ktérych brat udziat Kochman, bardzo zblizone wtasnosci moleku-
larne, ale roznig sie immunologicznie i majg rézny skfad aminokwasowy.
Ro6znig sie takze witasnosciami kinetycznymi jak Vmex, Km oraz stosun-
kiem aktywnos$ci w rozszczepianiu fruktozo-2,6-dwufosforanu i fruktozo-
2fosforanu. RoOzne tkanki i gatunki zwierzat zawierajg rézne garnitury
izoenzymoéw aldolazy ktére powstajg z kombinacji dwéch rodzajow pod-
jednostek (z 3 mozliwych, A, B lub C). Macierzyste formy izoenzymoéw
sg tetramerami identycznych podjednostek, np. aldolaza A z mie$nia
sktada sie z 4 podjednostek a czyli jest a4 Oprécz dwéch form macie-
rzystych istniejg formy izoenzymowe hybrydowe np. ad, ab2i ab3 gdzie
a i b oznaczajg podjednostki w odmianach macierzystych A i B. lzoenzy-
my aldolazy dajg sie tatwo wykrywaé przez elektroforeze wyciggéw tkan-
kowych na paskach acetylocelulozy. Rysunki 1 i 2 ilustrujg rozdziat
elektroforetyczny izoenzymdw aldolazy oraz profile dystrybucyjne izo-
enzymow soczewki w rédznych okresach rozwoju osobniczego (20).

Strukturalna jednorodno$¢ budowy macierzystych form izoenzymoéw
aldolazy okazata sie pozorng podobnie jak w LD, gdy uzyto techniki roz-
dzialu w gradiencie pH. Pozornie homogenna, krystaliczna aldolaza mies-
niowa rozdzielita sie na 5 sktadnikéw (54). Niejednorodno$¢ budowy wy-
nika z istnienia dwoch rodzajéw tancuchdéw peptydowych w podjednostce
(aj ia2w a, bi i b2w b itd.), ktérych kombinacje dajg 5 dalszych uktadéw
tetramerycznych. Zakladajagc obecnos¢ 2 rodzajéw tancucha peptydowego
w podjednostce i 2 rodzaje podjednostek, mamy 9 mozliwych uktadéw
tetramerycznych. Wszystkie te odmiany aldolazy sg aktywne katalitycz-
nie.

Podobng heterogenno$¢ budowy izoenzymdw wykryto tg samg tech-
nikag w niektérych enzymach glikolitycznych (50). Fakty te obok przy-
puszczalnego znaczenia w zrozumieniu fizjologicznej roli wielokrotnych
form molekularnych enzymoéw majg réwniez wptyw na metodyke enzy-
mologiczng. Jest oczywistym, ze prawidtowe okreSlenie budowy enzymu
i wyznaczenie jego parametrow katalitycznych musi opiera¢ sie na bada-
niach rzeczywiscie jednorodnej populacji czasteczek.

Wspbiczesny stan wiedzy o budowie biatek katalitycznie czynnych
charakteryzuje ogromna réznorodnos¢ struktur molekularnych. Druga,
uderzajacg cechg jest plastycznos$¢ tych struktur zwigzana z oddziatywa-
niami miedzy podjednostkami oraz wewnatrz podjednostek miedzy gru-
pami chemicznymi tych samych lub sasiadujgcych tahcuchéw peptydo-
wych. Zjawisku katalizy towarzysza zmiany konformacyjne, spowodowa-
ne wzajemnym oddziatywaniem substratu i miejsca aktywnego oraz od-
dziatywaniem modyfikatoréw i miejsc allosterycznych. Upraszczajgc za-
gadnienie mozna powiedzie¢, ze funkcja biatek sprowadza sie do oddzia-
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tywan miedzy submolekularnymi strukturami peptydowymi, ktére sag
wzajemnymi konformacyjnymi modyfikatorami. O funkcji decyduje
struktura pierwszorzedowa, ktora determinuje, jaka, w okreslonych wa-
runkach srodowiskowych, unikalng konformacje przyjmie czasteczka biat-
ka. Informacja zawarta w strukturze pierwszorzedowej zostaje przettuma-
czona na funkcje przez fluktuacje konformaciji.

Jak wida¢ z przytoczonych przyktadéw zwigzku miedzy strukturg
i funkcja biatek $ledzenie zmian konformacyjnych subtelnymi metodami
fizykochemicznymi jest gtéwng linig ataku wspo6tczesnej nauki na tajem-
nice zjawiska katalizy i innych biologicznych funkcji czgsteczek biatko-
wych. Niezbednym warunkiem powodzenia jest obecnie znajomos$é abso-
lutnej struktury czasteczki w réznych fazach funkcji, osiggalna jedynie
na drodze analizy dyfrakcyjnej. Poznanie struktury coraz wiekszej liczby
krystalicznych biatek daje wiasciwe podstawy dla korelacji zmian w bu-
dowie z parametrami optycznymi i magnetycznego rezonansu jgdrowego.
Taki zwigzek miedzy trzeciorzedowa budowg a optyczng aktywnos$cig naj-
lepiej poznanych biatek, mioglobiny, hemoglobiny i lizozymu, zostat wy-
znaczony i skonfrontowany z teoretycznymi zatozeniami aktywnosci
optycznej (47). Jest to poczatek nowych drég rozwoju badan nad biatkami,
ktére napewno odstonig wspaniate prawidta funkcji materii zywej.
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LEOKADIA KLYSZEJKO-STEFANOWICZ*, JACEK BARTKOWIAK**

Biologiczna aktywno$é histonow

The Biological Activity of Histones

The actual views on the interactions of histones with certain compounds, the
reversible modifications of their structure and metabolism and biological activity
of these proteins are presented.

Na czoto zagadnien wspdiczesnej biologii molekularnej wysuwa sie
sprawa planowego przekazywania informacji genetycznej zakodowanej
w DNA, zapewniajgcego zréznicowany rozwo6j komorek w organizmie.
Udziat w ekspresji i w regulowaniu funkcji gendw przypisuje sie biatkom
powigzanym z DNA, miedzy innymi histonom. Od 20 lat nie udaje sie od-
rzuci¢ atrakcyjnego sloganu Stedmandw (214): ,histon — inhibitor
genu”.

Wedtug Dulbecco (54) jednak czasteczka pretendujgca do roli
regulatora genowego winna by¢ wytwarzana przez gen i wykazywac spe-
cyficznosé co do miejsca dziatania na genie. Konieczna zatem bytaby mno-
gos¢, roznorodnosé i specyficzno$¢ czasteczek regulujagcych. Tymczasem
niejednorodnos¢ histondéw nie jest posunieta zbyt daleko a ich komdrkowa
i gatunkowa specyficznos$¢ iest wcigz kontrowersyjna. Jedynie niski ciezar
czasteczkowy histondéw a takze ich iloSciowy stosunek do jadrowego DNA,
wiekszy od jednos$ci, przemawiatby za udziatem tych biatek w selektyw-
nej regulacji aktywnos$ci genetycznej.

Szczegdlng uwage zwraca sie na interakcje histonéw z DNA, a takze
na mozliwosci zmiany ich konformacji w sposéb regulujagcy aktywnos$¢
matrycowg DNA w kompleksie nukleoproteidowym.

* Doc. dr, Zaktad Biochemii Ogoélnej, Uniwersytet £6dzki, £6dz
** Mgr, Zaktad Biochemii Ogdlnej, Uniwersytet £o6dzki, £6dz

Wykaz stosowanych skrotow: DNP — dezoksyrybonukleoproteid, GAR — histon
glicynowo-argininowy, NH — nukleohiston, PHA — fitohemaglutynina.
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I. Nieenzymatyczne interakcje histonow

Mechanizm hamowania przez histony matrycowej aktywnos$ci DNA
(por. poz. 116) sprowadza sie najprawdopodobniej do ich interakcji z kom-
ponentami chromosoméw, a takze ro6znymi substancjami metabolicznie
czynnymi.

1. Interakcje histonéw z DNA

Johns (99) wykazat, ze nie ma specyficznego oddziatywania réznych
frakcji histonowych z okre$lonymi odcinkami DNA, stwierdzit jednak, ze
najintensywniej taczy sie z DNA frakcja argininowa. Frakcja silnie lizy-
nowa natomiast najstabiej oddziatywujgca z DNA, wytragca go catkowicie,
dajac produkt o najnizszej warto$ci stosunku histon/DNA, w poréwnaniu
z innymi histonami (tablica 1).

Tablica 1

Stosunki histon/DNA w sztucznych nukleohistonach otrzymanych przez dodanie
DNA do nadmiaru poszczeg6lnych frakcji histonowych (wg 99)

Stosunek histon/DNA

Frakcja histonowa
w zrekonstruowanym NH

Fl 0,75
F2a 2,30
F2b 1,80
F3 1,80

Roznic w wytrgcaniu komplekséw DNA-histon przez poszczegdlne
frakcje nie mozna wyttumaczyé¢ réznicami w wielkos$ci tadunku czasteczek
histonowych. Najprawdopodobniej decyduje tu ilos¢ aminokwasow zasa-
dowych dostepnych w sferycznej czasteczce histonu dla potgczen elektro-
statycznych z grupami fosforanowymi DNA. To zgadzatoby sie z przy-
pisywana histonowi lizynowemu rozciggnieta strukturg oraz z wystepo-
waniem petli hydrofobowych w taAcuchu polipeptydowym frakcji F2a.
Taka konformacje sugeruje tez silne wigzanie sie z histonem F2a kwasu
8-anilino-ftaleno-I-sulfonowego, oddziatujgcego z ugrupowaniami hydro-
fobowymi (130).

Podczas odziatywania DNA z mieszaning frakcji FI i F3 najpierw
przytacza sie histon argininowy, jednak po ustaleniu sie okreslonego sto-
sunku F3/DNA wzmaga sie przytgczanie frakcji lizynowej (11).

Johnson i Bryan (102) stwierdzili, ze DNA unieruchomione na
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kolumnach agarowych mozna ,nasyci¢” zaréwno frakcjg lizynowg jak
i argininowg, co wyklucza istnienie w DNA roznych obszarow specyficz-
nie oddziatujgcych z réznymi typami histonéw. Wzrost sity jonowej i prze-
suniecie w kierunku krancowych wartosci pH powodowaty uwalnianie
wszystkich frakcji histonowych, cho¢ krzywe dysocjacji wykazywaty istot-
ne réznice. ldentyczne wyniki doswiadczen z poli A i poli C, uzytymi za-
miast DNA, sugerujg, ze wigzania histon-DNA nie sg specyficzne.

Johns i Forrester (100) stwierdzili, ze histon lizynowy FI
dodany przy pH 7,0 do wodnego roztworu DNA nawet w czterokrotnym
nadmiarze nie strgca catoSci DNA. Najwieksze wytragcenie (65%) odpowia-
dato stosunkowi histon/DNA = 1,6. Natomiast w 044M NaCl catkowite
wytracanie DNA osiggano juz przy stosunku histon/DNA = 0,8, a w 0,7M
MgCI2— przy stosunku réwnym 0,4. Autorzy ci ustalili tez, ze petne wy-
trgcanie zachodzi przy niskich sitach jonowych a przekroczenie okreslonej
wartosci progowej NaCl wynoszacej 0,4—0,5M powoduje dysocjacje. Dane
te potwierdzaja wczesniejsze doniesienia (58) na ten temat (rysunek 1).

Rys. 1. Selektywna dysocjacja frakcji histonowych z nukleohistonu kietkéw grochu

I —histon silnie lizynowy (FI); lla i IIb—hlstony umiarkowanie I|zynowe g82b i F2a2); Il —
histon argininowy (F3); IV —histon argininowy (F2al) (

W przypadku MgCI2 oddysocjowanie Fl zachodzi w roztworach 0,08—
0,2M. DNP wyekstrahowany 0,1M MgCI2 byt juz prawie zupeinie pozba-
wiony frakcji lizynowej.

Analizy fizykochemiczne komplekséw DNA i histonu silnie lizynowego

3 Postepy Biochemii 3/70
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(159) wykazaty, ze histon ten lokalizuje sie w szerokim rowku spirali DNA.
W tymze rowku glikozylowanego T2 DNA umiejscowione sg bowiem resz-
ty glikozylowe zwigzane z 5-hydroksymetylocytozyng, a okazato sie, ze
histon FI moze obnizaé poziom glikozylacji T2 DNA. W kompleksach
z FI DNA zachowuje konfiguracje B i moze wigza¢ aktynomycyne D.
Histon silnie lizynowy ma natomiast bardzo stabo zaznaczong strukture
a-spirali. Olins (159) uwaza, ze wspotistniejg prawdopodobnie dwa ro-
dzaje czasteczek rodzimego nukleohistonu. W pierwszym z nich niezasa-
dowe odcinki biatka tworzg petle, podczas gdy reszty zasadowe zobojet-
niajg grupy fosforanowe DNA. W drugim rodzaju histon jest rozciggniety
wzdtuz spirali DNA (okoto 12 skretow) a wtedy okoto 75% reszt kwasu
fosforowego nie ulega zobojetnieniu i moze oddziatywaé z innymi katio-
nami. Niepolarne fragmenty histonu w obu typach struktury moga reago-
wac z innymi zwigzkami.

Rdwnoczesnie zaobserwowano jednak (25) u Planococcus citri, ze eu-
chromatyna przytgcza okoto 3,5 raza wiecej aktynomycyny D niz hetero-
chromatyna, a usuniecie frakcji silnie lizynowej znacznie wzmaga przy-
faczanie antybiotyku do heterochromatyny.

0O decydujacym wplywie konformacji czasteczki DNA na interakcje
z histonem $wiadczy obserwacja (45), ze frakcja lizynowa wytracajgca
normalnie 95°/0 DNA, po ogrzaniu i gwattownym ochtodzeniu roztworu
DNA wytragca 68%, a przy powolnym oziebianiu podgrzewanych roztwo-
row tylko 5410 DNA. Rozwiniecie spirali DNA ostabia zatem jego oddzia-
tywanie.

Ze wzgledow metodologicznych interesujgce sa spostrzezenia Com -
bard-Vanderplancke i Vendrely’ego (44). Stwierdzili oni,
ze inkubacja dezoksyrybonukleoproteidu (DNP) ze znakowanym DNA
(30 min., 4°) prowadzita do powstania komplekséw 3-krotnie bogatszych
w DNA niz naturalne DNP. Mogg tez powstawa¢ kompleksy DNP z his-
tonem 2—3 razy bogatsze w biatko niz normalnie. Podobne efekty za-
obserwowali tez Lloyd i Peacocke (137) przy badaniu wptywu
promieniowania y na dysocjacje nukleohistonu (NH). Wydaje sie, ze wigza-
nia w tej nadmolekularnej strukturze sg innego typu niz wigzania typu
soli. Tego typu reakcje wtdrne nalezy bra¢ pod uwage analizujac zjawis-
ka dysocjowania DNP na komponenty skladowe.

Naturalny lub sztuczny NH z grasicy cielecej dodany do roztworu
jednoimiennego histonu w 045M NaCl #3czy sie z dwukrotng iloscig tego
biatka (histon Fl przylgcza sie najstabiej), przy czym dodatkowy histon
wiaze sie z NH stabszymi sitami niz normalne biatko zasadowe, najpraw-
dopodobniej reagujac z grupami -COOH aminokwasow dwukarboksylo-
wych histonu rodzimego (179).



[5] HISTONY 351

2. Interakcje histonéw z RNA i biatkami kwasnymi

Procesy represji i derepresji aktywnos$ci matrycowej DNA nie moga
by¢ ograniczone jedynie do interakcji DNA i histondw.

Juz Frenster (65 w swojej stynnej hipotezie roboczej z 1965 r.
porédwnujagc chromatyne aktywna, tj. rozproszona (euchromatyne) ze zbi-
tg i reprymowang heterochromatyng podkreslit, ze r6znig sie¢ one zawar-
toscig jadrowych polianiondw innych od DNA.

Aktywna chromatyna zawiera 2-krotnie wiecej biatka niehistonowe-
go, 5-krotnie wiecej RNA oraz fosfolipidow i niemal 4-krotnie wiecej fos-
foru fosfoproteidéw. Przewaga polianiondw w euthromatynie sugeruje,
ze moga one przeciwdziata¢ interakcji histon-DNA powodujagc odhamo-
wanie matrycowej aktywnos$ci DNA. Szczegdllnie skutecznym derepreso-
rem miat by¢ specjalny jadrowy RNA sprzezony z histonem (21, 66, 93,
221), lub z jakim$ innym biatkiem (94). Ten RNA nazwany chromosomo-
wym jest uwazany za niejednorodny, narzadowo specyficzny i niemal
powszechnie wystepujacy w jadrach komdérkowych. Obecno$¢ jego stwier-
dzono w kietkach grochu (30), watrobie szozura (21), embrionach kurcze-
cia (92), a takze w grasicy cielecej i komorkach guza puchlinowego
u szczura (19).

Inni autorzy sugerowali udziat w procesie derepresji jadrowych fos-
foproteidoéw (10, 112, 113, 114, 128) lub biatek kwasnych (20, 175).

Chipperfield (42) zaobserwowat, ze miedzy DNA i biatkiem
kwasnym lub RNA istnieje wspoétzawodnictwo o histon (catkowity oraz
frakcje F3 i F2b ale nie o frakcje FI i F2a). *

Wang i Johns (237) scharakteryzowali blizej interakcje miedzy
biatkami histonowymi a kwasnymi. Rdzne frakcje kwasnych biatek z wa-
troby szczura tworzyty nierozpuszczalne kompleksy z réznymi frakcjami
histonowymi (1-godzinna inkubacja w 4°, 0,05M bufor tris, pH 7,4) przy

biatko kwasne

czym ilos¢ wytraconego kompleksu zalezata od stosunku——————msan—- .

Gdy stosunek ten przekroczyt wielkos¢ progowg (rézng dla réznych typow
komplekséw) rozpuszczalno$¢ kompleksu rosta. Wzrost sity jonowej $ro-
dowiska obnizal intensywno$¢ procesu wytrgcania. Zblizone obserwacje
poczynili Marushige i wsp. (143) dla interakcji histondw z biatkami
niehistonowymi chromosoméw watroby szczura. n

Nalezy tez podkresli¢, ze biatka kwasne dzialajg antagonistycznie
w stosunku do histonow w ukladzie polimerazy RNA (110, 224, 236).
Wang (236) doniosta, ze catkowite biatko kwasne z watroby szczura,
a zwilaszcza pewna jego frakcja tworzyty nierozpuszczalne kompleksy,
najsilniej z histonem FI a najstabiej z F2b grasicy. Dodanie omawianej
frakcji biatka kwasnego do uktadu polimerazy RNA z M. lysodeicticus,
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w ktérym enzym byt zahamowany przez frakcje histonowe, przywracato
synteze RNA zalezng od DNA. Efekt ten byt najwiekszy przy zahamowa-
niu polimerazy RNA przez histon argininowy (F3), a najstabszy przy za-
hamowaniu przez histon silnie lizynowy (FI). Wang jest zdania, ze przy-
wrdcenie zahamowanej przez histony syntezy RNA, odznacza sie pewng
specyficznosciag i jest czym$ wiecej niz wynikiem prostej interakcji mie-
dzy biatkami kwasnymi i histonami.

King i wsp. (110) wykazali, ze w tworzeniu nierozpuszczalnych kom-
pleksow histonéw z biatkami kwasnymi biorg udziat zjonizowane e-ami-
nowe grupy lizyny oraz grupy karboksylowe. Histony argininowe znacz-
nie tatwiej tworzyty kompleksy niz histony silnie lizynowe, a catkowity
histon powodowal maksymalne stragcenie przy stosunku wagowym
biatko “kwasne

histon

Interakcje histonéw z kwasami nukleinowymi i biatkami mozna badac
.réwniez w nosnikach.

Gurvich i wsp. (80, 81) badali oddziatywanie histondw z kwasami
nukleinowymi oraz z biatkami surowicy metoda dyfuzji w ptytkach aga-
rozowych, a Gorodecky i Sidorova (75 opracowali sposob okres-
lania stopnia intensywnosci oddziatywania réznych typéw histonéw z biat-
kami surowicy, stosujgc celuloze jako nos$nik dajacy kopolimery z biat-
kami.

3. Interakcje histonéw z fosfoproteidami i polifosforanami

Oddziatywanie fosfoproteidow i polifosforanow z histonami wolnymi
oraz zwigzanymi z DNA w nukleohistonie, a takze udziat fosfoproteidow
w funkcji histonéw bytly przedmiotem wnikliwych badan zespotu bioche-
mikow Uniwersytetu Leningradzkiego.

Aszmarin i KoTtkova (9 w doSwiadczeniach in vitro udowod-
nili zdolno$¢ niektérych fosfoproteidéw (kazeina), a takze pirofosforanu,
heksametafosforanu i metafosforanu do tworzenia z histonami trwatych
komplekséw.

Frakcje histonowe FI, F2b, F3 i F2a wytracaty sie pod wptywem Kka-
zeiny przy niskiej sile jonowej, przy wyzszej za$ tworzenie komplekséw
ulegato zahamowaniu.

Komkova i wsp. (122) zaobserwowali, ze w obecnosci NaP03 (pH
7,2 i 4= 0,2 maleje znacznie stragcalno$¢ kompleksébw DNA z histonami
F2b, F2a i F3, a w mniejszym stopniu komplekséw z frakcjg silnie lizy-
nowg. W 0,2M NaCl kompleks DNA-histon F2b-NaP03 dzieli sie na zelu
Sephadex G-100 jak i G-200 na dwie frakcje, z ktdrych kazda zawiera
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DNA i biatko (rysunek 2A), podczas gdy w nieobecnosci metafosforanu
przy tej samej sile jonowej kompleks DNA-histon wytrgca sie prawie cat-
kowicie a supernatant zawiera jedynie $lady nieskompleksowanego DNA
i biatka (rysunek 2C).

Rys. 2. Wymywanie uktadu DNA-histon F2b-NaP03z zelu Sephadex G-200

Kolumny 15X17 cm, nanoszono 0,2mg DNA w 4ml. Objetos¢ eluowanych frakcji 3ml. Pochta-

nianie 0znaczano prz 260nm (petna linia) a biatko ‘metodg Lowry’ego (Unia przer Wana)

A) DNA + histon + Na PO, (1:4:2), 0,2M NaCl; B) DNA + histon (1:4), IM NacCl; CE) + hi-
ston (1:4), 0,2M NacCl. (Wg 122)

Obecnos$¢ zwigzkéw fosforowych zmienia zatem fizykochemiczne wias-
nosci kompleksu DNA-histon bez jego dysocjacji. Zdaniem Walkera
(235) w nukleohistonie okoto 80% grup-aminowych histonéw znajduje sie
w stanie wolnym. Najprawdopodobniej zwiazki fosforowe oddziatywujgc
z tymi witasnie grupami, wywotujg zmiany konfiguracji histonéw i znosza
badz tez zmniejszajg blokowanie odcinkéw DNA przez histony.

4. Interakcje histonéw z polimerazg RNA

Nieco $wiatla na mechanizm hamowania syntezy RNA przez histony
rzucity wyniki doswiadczen z laboratorium Hnilicy (209, 210) (tabli-
ca 2).

Okazato sie (209), ze histony lizynowe silniej hamowaly synteze RNA
niz argininowe po wstepnej preinkubacji z DNA, a histony argininowe —
po preinkubacji z enzymem.

Frakcje lizynowe (z wyjatkiem F2b) preinkubowane wstepnie z ma-
tryca DNA, badZz z enzymem nieznacznie roznity sie od siebie stopniem
hamowania. Bardziej argininowe histony (z wyjatkiem F2al) oraz siarczan
protaminy powodowaly 2—4-krotnie wyzsze zahamowanie po wstepnej in-
terakcji z enzymem niz z DNA. W przypadku syntetycznych polikation6w
nie zauwazono korelacji miedzy zawartoscig argininy czy lizyny, a stop-
niem zahamowania syntezy RNA zaleznym od preinkubacji.

Nastepnie udowodniono (210), ze interakcje histonéw argininowych
z polimerazami RNA E. coli lub ssakéw zachodzg w sile jonowej zblizonej
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do istniejgcej w zywych komérkach badz nieco wyzszej. Przemawiatoby
to za rolg histonow argininowych jako naturalnych inhibitoréw polimera-
zy RNA podczas gdy histony silnie lizynowe utrzymywatyby skompliko-
wang architekture chromatyny (136), a umiarkowanie lizynowe ogranicza-

Tablica 2

Zahamowanie syntezy RNA in vitro przez rézne biatka zasadowe po ich interakcji
z DNA lub polimerazag RNA (wg 209)

u Biatko: DNA = 0,7 Biatko: DNA = 0,3
. z polimerazg z, polimeraza
Frakcja z %EA RNA z %’\J«A RN*A
& f
Grasica cieleca ¢
Histon catkowity 54 30 74 36
4F| 20 30 66 76
F2a 61 24 82 34
F2al 42 36 59 55
F2b 77 29 94 35
F3 67 29 91 25
1Sperma jezowca
Histon H-I 44 33 77 61
Histon H-3 40 16 88 27
Erytrocyty kurczecia
Histon F2c 40 40 77 69
Siarczan protaminy 65 59 83 31
: Polilizyna — — 88 77
1Poliarginina 10 30 50 90

* Wyniki wyrazone w procentach, przyjmujac za 1009% synteze RNA w ukladzie bez
dodatku biatka

tyby jej aktywnos$¢é matrycowgq (28). Stwierdzono tez (210), ze histony wig-
z3 sie z polimerazg RNA najprawdopodobniej sitami elektrostatycznymi,
poniewaz kompleksy te dysocjowaly w mocnych roztworach soli. Skom-
pleksowanie polimerazy RNA z histonami silnie lizynowymi nie wplywa
na jej aktywnos¢, a DNA oddysocjowuje z takich komplekséw, natomiast
w kompleksie enzymu z frakcjg argininowg DNA jest trwale zwigzany.
Interesujgce jest, ze polimeraza DNA z E. coli, bedaca podobnie do poli-
merazy RNA biatkiem kwasnym nie reaguje z zadng z frakcji histonowych
(210).

Omoéwione obserwacje ttumaczg rozbiezne wyniki dotychczasowych ba-
dan nad hamowaniem syntezy RNA zaleznej od DNA przez histony lizy-
nowe i argininowe.
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5. Interakcje histonéw ze zwigzkami niskoczasteczkowymi

Interakcje z weglowodorami aromatycznymi. Badania in vitro wyka-
zaty (118, 153), ze weglowodory aromatyczne oddziatywujg z aminokwa-
sami aromatycznymi histonéw zaréwno wolnych jak i zwigzanych w DNP.
Tego typu oddziatywanie moze mie¢ podstawowe znaczenie w procesach
rakotworczych, a takze w mechanizmach regulacyjnych, w ktorych uczest-
niczg hormony sterydowe.

Slyser (205) inkubowat rozne frakcje histonowe z watroby szczura
ze znakowanymi substancjami rakotwdérczymi i stwierdzit, ze N,N-dwu-
metylo-4-aminobenzen wigzat sie silniej z frakcjg F3 niz z FI, a benzo-
piren wykazywat wieksze powinowactwo do histonu F3 niz do frakcji
F2a. Miejscem przytaczenia tych zwiazkéw do histondw sg obszary biatka
epozbawione aminokwaséw zasadowych.

Interakcje ze sterydami i gangliozydami. W tej dziedzinie wysunieto
koncepcje, ze w czasteczkach histonéw sa specyficzne receptory dla ste-
rydow, a te ostatnie dziatajg jako allosteryczne efektory, kontrolujgce
wigzanie histonébw do DNA. Sunaga i Koide (219) wykazali, ze
in vitro kortykosterydy #gcza sie trwale z histonami grasicy, przy czym
oddziatywanie to w pH 7,4 jest silniejsze przy wyzszej temperaturze. Z ba-
danych sterydéw najsilniej oddziatywaty z histonami kortyzon, kortyzol,
czterohydrokortyzon i czterohydrokortyzol. Zaréwno in vitro jak i in vivo
sterydy tacza sie trwalej z histonem argininowym (204, 220). Stwierdzono
tez (206), ze hydrokortyzon wigze sie z obszarem hydrofobowym histonu
oraz, ze dodanie kompleksu histon-hydrokortyzon do DNA powoduje wy-
tracenie sie hydrokortyzonu z zespotem nukleohistonowym. Istotny wptyw
na wigzanie kortyzonu przez histony ma stopien acetylacji tych biatek;
acetylacja histonu F2a zwieksza przytaczanie kortyzonu przez ten histon
az 0 37% (133).

Nie wykluczone, ze i gangliozydy uczestnicza w procesie regulacji
aktywnos$ci matrycowej DNA. W stezeniu 10_5M obnizajg one niemal do
zera efekt ochronny histonu na termiczng denaturacje DNA (145). Wplyw
ten na NH polega na odrywaniu biatka od DNA.

Interakcje z barwnikami. Muira i Ohba (151) kompleksowali NH
i DNA z biekitem toluidynowym, a z przesunie¢ w widmach biopolime-
réw oraz roznic w ilosci zwigzanego barwnika wywnioskowali m. in. ze
okoto potowy grup fosforanowych w NH jest niepotgczonych z zasadowy-
mi grupami histonu.

Gittelson i Walker (74) zaobserwowali, ze interakcja proflawi-
ny z DNA i dezoksyrybonukleohistonem powoduje jakosciowo podobne
zmiany zarowno w nadfioletowym jak i widzialnym widmie barwnika co
sugeruje, ze proflawina tgczy sie z nimi w podobny spos6b, tzn. poprzez
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elektrostatyczne wigzania kationowego barwnika z anionowymi grupami
makroczasteczek oraz sitami Van der Waalsa miedzy pierscieniami aroma-
tycznymi barwnika a zasadami DNA. Sam histon nie wigzat sie z profla-
wing i nie zmieniat jej widma, a tylko nieznacznie obnizat site wigzania
DNA z proflawing, ale na zasadzie zmniejszenia wolnej energii elektro-
statycznej a nie jakiej$ przeszkody przestrzennej lub czynnika blokujace-
go. Wskazywatoby to, ze proflawina oddziatywuje tylko z obszarem w ob-
rebie szerokiego rowka podwojnej spirali DNA a histon znajduje sie w wez-
szym rowku (Hipoteza przeciwna do podanej przez Olinsa (159)).

Konformacje catkowitego-histonu i jego frakcji badano tez dziatajac
na nie czterofenyloporfinosiarcznem i purpurg Biebricha i oznaczajac
spektrofotometrycznie i spektrofluorymetrycznie cechy powstatych kom-
pleksow (239).

Il. Odwracalne modyfikacje struktury histonow
1. Acetylacja histonow

Zagadnienie tatwo odwracalnych modyfikacji strukutralnych histonow
otwiera doniesienie z Instytutu Rockefellera o acetylowaniu in vitro histo-
néw jader komorkowych (2).

Korzystajgc z techniki Chou i Lipmanna (43) Nohara i wsp.
(155, 156, 157) wyizolowali z watroby gotebia frakcje najaktywniej sty-
mulujace acetylacje histonéw w obecnosci ATP, Mg2+, CoA przy pH 6,5—
7,5 i doszli do wniosku, ze dziatajg tu dwa enzymy: aktywujacy i przeno-
szacy reszte acetylowg (by¢é moze acetylotransferaza aryloaminy — EC
2.3.1.5.). Autorzy ci stwierdzili tez, ze najsilniej byt acetylowany histon
argininowy grasicy, a kolejno stabiej frakcje umiarkowanie lizynowe
(F2a i F2b), histon catkowity guza puchlinowego, histon silnie lizynowy
i catkowity grasicy cielecej. Albumina jaja praktycznie w ogole nie wia-
czata radioaktywnego octanu.

Badacze tej grupy (156, 157) dziatajac na histony hydroksylaming
wykazali ponadto obecno$é labilnych grup O-acetylowych, zwigzanych
gtdwnie z tyrozyna oraz stabilnych grup N-acetylowych, prawdopodobnie
e-N-lizynowych. Grupy labilne na hydroksylamine znacznie szybciej wbu-
dowujg sie w histony argininowe i sg tam obfitsze niz w histonach umiar-
kowanie lizynowych, co moze wskazywaé na rdznice konformacji tych
typow histonéw lub rézne miejsca wigczania do nich reszt acetylowych.

Na mozliwos$¢ deacetylacji histonéw w zywej komodrce wskazuje praca
Inoue i Fujimoto (95), ktérzy w ekstrakcie z grasicy cielecej znale-
zli deacetylaze histondw, atakujacg grupy acetylowe tylko w duzych
czasteczkach histonowych.
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Acetylacja histonow w izolowanych jadrach komérkowych. Allfrey
i wsp. (2) badajac jadra komérek grasicy stwierdzili, ze puromycyna nie
wptywa na acetylowanie histonéw, a wiec acetylacji ulega zapewne juz
zsyntetyzowany tancuch polipeptydowy. Zaobserwowana przez nich naj-
intensywniejsza acetylacja histondw argininowych (F3 i F2a) przy stab-
szym acetylowaniu frakcji FI i F2b kontrastujg z niemal kompletng acety-
lacjg reszt N-koncowych w FI. Autorzy ci sugerowali, ze donatorem grup
acetylowych jest acetylo-CoA.

Gershey i wsp. (72) badajac acetylowang 14C-octanem frakcje
F2al z jader komdrek grasicy stwierdzili, ze niemal cata radioaktywnos$¢
wystepuje jako g-N-acetylolizyna. Sugeruja oni, ze acetylacja s-N-lizyny
moze zmniejszaé zasadowo$¢ histonu. Praca ta uzupetnia wykrycie N-kon-
cowych peptydéw (N-acetylo-serylo-glicyloargininy) we frakcjach F2al
i F2a2 (178) i w histonie GAR, rownowaznym z frakcjg F2al (213) i wska-
zuje na jeszcze jedno miejsce acetylacji histonu F2al, tj. e-aminowe gru-
PY Hzyny.

Gallwitz i Sekeris(71) badajgc wigczanie in vitro grup acety-
lowych z acetylo-CoA w izolowane jadra komorkowe watroby szczura
stwierdzili, ze najlepszym akceptorem jest frakcja F3, nastepnie frakcja
F2a, F2b i FI, a kwasne biatka jadrowe sg znacznie stabiej zacetylowane.
W histonie argininowym 35°» octanu wbudowanego byto w postaci grup
O-acetylowych, a 65% jako N-acetylowe, w pozostatych frakcjach za$ wy-
kryto tylko N-acetylowane aminokwasy. Witgczanie octanu rosto ze wzro-
stem pH mieszaniny inkubacyjnej, przy czym w pH 7—8 byto ono proce-
sem enzymatycznym, a przy wyzszych wartosciach pH — gtdéwnie che-
micznym. Acetylacja enzymatyczna histonéw wzmagata sie¢ w obecnoSci
uktadu regenerujagcego ATP, a takze ukiadu kinaza kreatynowa-fosforan
kreatyny.

Acetylacja histonow w komorkach hodowli tkankowej. W hodowli
tkankowej limfocytéw ludzkich pod wptywem fitohemaglutyniny (PHA),
uczynniajgcej prawdopodobnie polimeraze DNA (138) obserwuje sie wzrost
syntezy RNA i biatka (46, 104, 195) oraz podzialy, co uwaza sie za przejaw
rozlegtej aktywacji genowej. Termin fitohemaglutynina wprowadzili
Rig as i wsp. (190) dla ekstraktu biatkowego z Phaseolus vulgaris, aglu-
tynujagcego erytrocyty i leukocyty. Badania pdzniejsze (158) udowodnity
niejednorodnos$¢ chemiczng i funkcjonalng (aglutynacja i aktywno$¢ mito-
tyczna) PHA oraz charakter glikoproteidowy czynnika mitogennego. Nie
jest wykluczone, ze w poczatkowym stadium stymulujgcego dziatania
PHA punktem zaczepienia jest kwas sialowy z powierzchni komaérek (135).

Pogo i wsp. (181) badali histony limfocytéw w okresie wzmozonej
aktywnosci genowej pod wptywem PHA. Stwierdzili oni, ze stymulacja
syntezy RNA i biatka wyprzedzata bardzo znacznie powiekszanie sie i wy-
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dtuzanie komdrek, a takze synteze DNA. Jeszcze wcze$niej dochodzito do
acetylacji histonéw zwilaszcza argininowych.

W wielojgdrzastych leukocytach konskich jednak synteza RNA i acety-
lacja histonow ulegaty znacznemu obnizeniu po wprowadzeniu PHA (182).

Interesujace sg badania Zetterberga i Auera (244) nad zmia-
nami w kompleksie DNP leukocytdw ludzkich pod wptywem PHA, oparte
na wigzaniu biekitu bromofenolowego przez reszty zasadowe w biatku. Na
podstawie wczesniejszych doswiadczen (191) ustalono, ze usuniecie DNA
za pomocg TCA udostepnia dla barwnika reszty argininowe i lizynowe
a kwas pikrynowy wigzac sie z resztami argininy, udostepnia jedynie
e-aminowe grupy lizyny. W przypadku leukocytéw stymulowanych PHA
zaobserwowano 25'% obnizenie wigzania biekitu bromofenolowego po hy-
drolizie w TCA i 80% spadek zdolno$ci wigzania kwasu pikrynowego przy
filezmienionej reakcji z barwnikiem (244). Autorzy dochodzg do wniosku,
ze pod wptywem PHA reszty argininowe w histonie ulegajg zamaskowa-
niu, jednak nie w wyniku acetylacji a wskutek zwigzania z innymi kwas-
nymi komponentami w jadrze, réznymi od DNA.

Mac Guillivray i Monjardino (77) podwazajg specyficz-
no$¢ acetylacji histonéw indukowanej przez PHA. W oparciu o badania
Hirschhorndéw (88) podkreslajg oni znaczng niejednorodnos¢ budowy
chemicznej i funkcji fitohemaglutyniny Difco-P. Stosowany przez nich pre-
parat PHA pozbawiony dziatania mitogennego wzmagat synteze RNA
w hodowlach limfocytéow ale obnizat acetylacje histonéw. Co wiecej ana-
liza RNA syntetyzowanego przez limfocyty spoczynkowe (148) oraz podda-
ne dziataniu PHA (176) wykazata, ze PHA wywotuje synteze sRNA, a nie
mRNA. By¢ moze limfocyty zawierajg diugotrwaly mRNA, a regulacja
syntezy biatka odbywa sie w nich poprzez kontrole raczej jego funkcji niz
syntezy.

Ono i wsp. (160, 161) poréwnujac limfocyty prawidtowe i traktowane
PHA Difco-P zaobserwowali w tych ostatnich zwiekszong acetylacje, przy
czym do histonow przytgczato sie niemal dwukrotnie wiecej 3H-octanu niz
do biatek resztkowych. Je$li biatka jgdrowe, izolowane z komoérek inku-
bowanych z 3H-octanem poddano hydrolizie w HC1 histony tracity 90°/0
radioaktywnos$ci a biatka resztkowe tylko okoto 40%. Autorzy sadza za-
tem, ze radioaktywnos$¢ w histonach byta obecna w postaci grup acetylo-
wych, w biatku resztkowym za$ w formie wbudowanej w szkielet amino-
kwas6w. Okazato sie tez (tablica 6), ze hydrokortyzon, ktéry znosi stymu-
lujgcy wptyw PHA na synteze RNA prawie nie wptywa na acetylacje hi-
stonéw ani biatek resztkowych. Podwaza to poglad, ze acetylacja jest
wstepnym warunkiem aktywacji genu przez PHA. Mozna przypuszczad,
ze podobnie jak w regenerujacej watrobie (13) wzrost syntezy RNA jest
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zwigzany gtownie ze zwiekszeniem zawartosci polimerazy RNA, a nie
matrycowej aktywnosci chromatyny.

Acetylacja histonéw w organizmach zwierzecych. W pracowni Mir-
SKy’ego (183) zaobserwowano, ze obraz acetylacji w watrobie prawidio-
wej i regenerujagcej jest zupetnie rézny. Zwraca uwage zwolniona wymia-
na grup acetylowych w histonie argininowym w procesie regeneracji.
Zwolniony proces deacetylacji (ewentualnie wzmozona acetylacja) jest
cechg specyficzng dla frakcji F2al, F2a2 jak rowniez F3 oraz umiar-
kowanie lizynowej (F2b), a nie dotyczy frakcji silnie lizynowej (FI).
Szczegdblnie intensywnie acetylowany jest histon F2al, ktéry gromadzi
50— 60°/o catosci wbudowanego izotopu. Histon ten bogaty w arginine i gli-
cyne, jest acetylowany na azocie N-koncowej seryny. Miejsce wigczania
grup acetylowych w histon F3, ktérego terminalnym aminokwasem jest
alanina, pozostaje nadal niejasne. Wiadomo jedynie, ze 55°/0 radioaktyw-
nosci wykazuje labilno$¢ wiasciwg dla wigzan O-acetylowych. Przebieg
acetylacji histonu argininowego w réznych okresach regeneracji watroby
ilustruje rysunek 3. Zawarto$¢ reszt acetylowych rosnie szybko osiggajac
szczyt juz w 3—4 godz. po operacji. Niewielka acetylacje histonéw lizyno-
wych natomiast obserwuje sie dopiero w 16 godzinie po hepatektomii.

Rys. 3. Wiaczanie 3H-octanu w histony argininowe regenerujgcej watroby szczuréw.
(Wg 183)

Szczyt acetylacji histonéw argininowych regenerujgcej watroby wy-
przedza wyraznie wzrost syntezy RNA, podobnie jak to ma miejsce w przy-
padku ludzkich limfocytéw stymulowanych przez PHA (181). W okresie
najbardziej aktywnej syntezy histonéw acetylacja tych biatek pozostaje
mniej lub wiecej stata (183).
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Chromosomy olbrzymie $linianek owadow dwuskrzydtych sg dobrym
obiektem badan procesu acetylacji histonéw ze wzgledu na tworzenie
sie tzw. puféw uwazanych za geny w akcji (18). Wyniki poczatkowo
byty sprzeczne. El1llgaard (56) doniést o definitywnym braku acetyla-
cji chromosomowej i zakwestionowat wybi6rczo$¢ tego procesu dla histo-
néw w obszarach pufowych u Drosophila melanogaster. W rok pdzniej
jednak Allfrey i wsp. (6) udowodnili autoradiograficznie acetylacje
histonbw w chromosomach gruczotpw S$linowych Chironomus thummi
i wykazali, ze powszechnie uzywany (miedzy innymi przez Ellgaarda) spo-
s6b utrwalania preparatow mieszaning etanolu i kwasu octowego (3:1)
a nastepnie 45% CH3COOH powoduje ekstrakcje histonéw jak rdwniez
nowowitgczonych radioaktywnych grup acetylowych (por. poz. 15). Zwrd-
cili tez uwage na doniesienie Roberta i Kroegera (193), ze histony
w pufach sg wrazliwsze niz w obszarach miedzypufowych co moze sprzy-
ja¢ ich ekstrakcji kwasnymi utrwalaczami.

Proces acetylacji histonéw badano tez w mozgu myszy zakazonych
czynnikiem Scarpie. Czynnik ten powodujagcy powolng degeneracje cen-
tralnego uktadu nerwowego nie moze by¢ zaliczony do zadnego ze zna-
nych szczepdéw zakaznych (1). Wywotuje on znaczng hipertrofie astrocy-
tow (62) przypominajaca nieco aktywacje limfocytow za pomocg PHA.
Sktonito to Caspar y'ego i Sewella (39 do porownania acetylacji
histonbw w centralnym uktadzie nerwowym myszy prawidtowych oraz
zakazonych czynnikiem Scarpie. Znaczne zwigkszenie stopnia acetylacji
histondw (ok. 25%) w stosunku do kontroli stwierdzono u myszy w 3 mie-
sigcu po zakazeniu, kiedy nie byty widoczne jeszcze zadne objawy klinicz-
ne ani histologiczne,, poza minimalng astrocytozg. Zjawisko to moze by¢
wyrazem zaburzonej kontroli syntezy kwasdw nukleinowych i biatek
w astrocytach. U zwierzat zakazonych czynnikiem Scarpie stwierdzono tez
zmiany w syntezie biatek nukleohistonéw mézgu (38), izolowanych wedtug
Laurence’a i wsp. (132).

2. Metylacja histonow

Badania nad metylowaniem histondw prowadzono zaré6wno in vitro
jak iin vivo.

Metylowanie histondéw in vitro. Allfrey i wsp. (2) wykazali, ze
wigczenie grup metylowych w histony jest wynikiem przenoszenia grup
metylowych z aktywnych donatoréw do wolnych e-aminowych grup lizy-
ny w zsyntetyzowanym juz tancuchu polipeptydowym. Sugerowali oni, ze
metylacja histonu wpitywa na interakcje histon-DNA w chromatynie i w
ten sposdéb modyfikuje matrycowg aktywno$é DNA.

Kim i Paik (109) w doswiadczeniach z izolowanymi jadrami ko-
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morkowymi grasicy cielecej zastosowali S-adenozyno-(metyl-14C) metio-
nine a takze (metyl 14C) metionine jako donatory grup metylowych. Ra-
dioaktywne pochodne L-lizyny izolowane z hydrolizatu biatkowego po
metylacji okazaly sie e-N-monometylo- oraz £-N-dwumetylo-L-lizyng. Au-
torzy ci stwierdzili mozliwos¢ aktywacji £-N-metylolizyny w obecnosci
ATP isyntetazy aminoacyloadenilanu, nie zaobserwowali jednak transpor-
tu tego aminokwasu na SRNA ani jego wbudowania w fancuch peptydowy.
Sadzg oni, ze uktad metylujgcy grupe e-aminowag lizyny wbudowanej
w tafAcuch polipeptydowy, obok stwierdzonych weczesniej £-lizynoacylazy
(171), e-lizynoalkilazy (108) oraz enzymu syntetyzujgcego £-N-acetylo-L-li-
zyne z L-lizyny i acetylofosforanu (172) moze stuzy¢ do wigczania i wyla-
czania syntezy RNA w réznych miejscach chromosoméw i w r6znym cza-
sie.

Enzymatyczne przenoszenie grup metylowych z S-adenozynometioni-
ny na reszty £-N-lizyny histonéw stwierdzono w materiale roslinnym (174)
uzupetniajgc tym dane (59) o wystepowaniu £-N-metylolizyny w roslinnym
histonie argininowym.

Metylacja histonéw in vivo. Tidwell, Allfrey i Mirsky (226)
badali metylacje histonéw w regenerujacej watrobie w powigzaniu ze
stosunkiem RNA/DNA w jadrach komorkowych a takze syntezg histondéw
i DNA. Zajeli sie oni frakcja AF-4 (argininowa), reprezentujaca 14% ca-
tosci histonu, ktéra zawierata 9,3 mol°/o lizyny, a w tym okoto 10% zme-
tylowanych reszt lizynowych w tafcuchu polipeptydowym. Badajagc w tej
frakcji technikg Paika i Kima (173) stosunek stezen dwumetylolizyny

Rys. 4. Przebieg metylacji i syntezy histonéw w regenerujacej watrobie szczura

Jadra komdrkowe watroby izolowano w 20 minut po podaniu dootrzewnowo “C-argininy

i (metyl “C? metioniny. Histony ekstrahowano, frakcjonowano acetonem a nastepnie hydro-

lizowano. Dla frakcji AF-3 i AF-4 oznaczano specyficzng aktywno$¢ argininy go ————— 0),. metio-

niny (4------/A) oraz e-N-metylolizyny (0------—-- #).  Wozgledne specyficzne aktywnosci ozna-

czajg stosunek wartosci aktualnie ‘mierzonych do wartosci w godz. po czéSciowej hepa-
tektomii  (Wg 226)
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do monometylolizyny stwierdzili, ze po czeSciowej hepatektomii, w okresie
intensywnej syntezy histonéw przewaza proces monometylacji, a podczas
spadku syntezy tych biatek — dwumetylacja. Okazato sie tez (rysunek 4)
ze synteza histonéw frakcji AF-4 zaczyna sie zanim metylacja tego histonu
osigga swoj szczyt, co potwierdza, ze nowosyntetyzowane histony nie ule-
gajag natychmiast metylacji. Maksymalna metylacja histon6w w regeneru-
jacej watrobie miata miejsce w 6— 12 godzin po szczycie syntezy DNA, co
wskazywatoby, ze metylacja jest do$¢ p6znym procesem wzgledem repli-
kacji chromosomoéw. Wprawdzie szczytowy stosunek RNA/DNA w jadrach
komorkowych zbiegajacy sie w czasie ze szczytem syntezy DNA mdgiby
reprezentowac¢ aktywacje genowg dla syntezy RNA, jednak autorzy nie
wyciagaja tego wniosku ze wzgledu na niezsynchronizowane cykle zycio-
we roznego rodzaju komdérek watroby. Wydaje sie, ze zesp6t Mirsky’ego
wycofuje sie ze swych wczedniejszych sugestii, ze metylacja histonéw mo-
ze znosi¢ hamujgce dziatanie tych biatek w syntezie RNA. Zyskuje na sile
poglad Murray’a (152) o niepodobienstwie takiego wptywu metylacji
na interakcje histon-DNA z uwagi na wiekszg zasadowos$¢ N-metylowa-
nych amin alifatycznych.

* . 3. Grupy siarkowe w histonach

Na poczatku lat 60-tych pie¢ niezaleznych od siebie zespotéw badaw-
czych (48, 97, 105, 106, 115, 177) wykryto obecnos¢ grup tiolowych w biat-
kach jader komodrkowych tkanek zwierzecych. Zmianom w stanie oksy-
doredukcyjnym grup tiolowych biatek jadrowych przypisywano jaka$
funkcje podczas mitozy (144, 185) badz w przenoszeniu informacji z DNA
(por. poz. 116) badz tez we witaczaniu prekursorow w jadrowe biatka i RNA
(207,211). '

Marsh i wsp. (141) oraz Ord i wsp. (162) oznaczyli dla jader ko-
morkowych watroby i grasicy szczura tzw. zawarto$¢ ,jawng” oraz cal-
kowitg grup tiolowych, tj. grup reagujgcych z odczynnikiem Ellmana
(57) bezposrednio oraz po 5-minutowym dziataniu na jadra 4M moczni-
kiem. Jadra watroby cechowaty sie niemal dwukrotnie wyzszg catkowitg
iloScig grup tiolowych niz jadra grasicy. W obu tkankach okoto 50°/0 ,jaw-
nych” grup tiolowych byto sprzezone z histonami, a 30—40°/0 — z biatka-
mi resztkowymi jader. Jednak odsetek ,,jawnych” grup tiolowych w histo-
nie bogatym w lizyne i proline byt w przypadku watroby prawie 6-krotnie
wyzszy niz w histonie argininowym, a tylko 2-krotnie wyzszy w przypad-
ku grasicy.

Inkubowanie jgder komorkowych watroby i grasicy z czynnikami alki-
lujgcymi i dwusiarczkami wykazato, ze prawie potowa grup tiolowych
histonu bogatego w lizyne i proline oraz wiekszo$¢ tych grup w histonie
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bogatym w arginine i tyrozyne nie reaguje natychmiast ze stosowanymi
zwigzkami (162). Sugeruje to, ze w nietknietych jadrach znaczna czes¢
grup tiolowych histonéw jest zamaskowana i staje si¢ dostepna dopiero
po dezorganizacji lll-rzedowej struktury tych biatek. Histony o nizszej
zawartosci ,,jawnych” grup tiolowych (argininowe) w poréwnaniu z boga-
tymi w lizyne i proline — stabiej wigczaty in vitro radioaktywne amino-
kwasy, skuteczniej unieczynniaty DNA jako matryce dla polimerazy RNA,
a ich sztuczne kompleksy z jednoimiennym DNA wykazywaly wyzszg
temperature topnienia (162).

Frenster (65) doniost o niemal identycznej ilosci i jako$ci histonéw
w chromatynie rozproszonej oraz zbitej. Postugujac sie jego technikg (68)
wyosobniania obu typéw chromatyn Ord i Stocken (164) stwierdzili
wyzszg zawartosé grup sulfhydrylowych w histonie lizynowo-prolinowym
z rozproszonej, a wiec bardziej aktywnej chromatyny, a w histonach ze
zbitej chromatyny — wyzszg zawarto$s¢ grup dwusiarczkowych. Nie jest
wykluczone, ze wigzania -S-S- tgczace histony lizynowe w tych samych,
a nawet odrebnych czasteczkach DNA decydujag o zbitej postaci chromaty-
ny, a zmiany w stosunku -SH/S-S warunkujg zmiany postaci i funkcje
chromatyny. Rownocze$nie Hilton i Stocken (87) wykazali, ze utle-
nienie grup siarkowych w histonie argininowym z grasicy cielecej wzma-
ga, redukcja za$ czy zablokowanie grup -SH np. chlororteciobenzenosul-
fonianem (55) obniza jego aktywnos$¢ represorowg w stosunku do matrycy
DNA badanej w ukladzie polimerazy RNA zaleznej od DNA.

Ord i Stocken (166) rozdzielili nastepnie zespdt argininowy
(F3 + F2a) izolowany metodg Johnsa (98) z jader komérkowych na
dwa skiadniki: F3-1 i F3-2, ktére roznity sie iloscig grup siarkowych i fo-
sforanowych, w zaleznosci od sposobu preparowania i pochodzenia tkan-
kowego. Ogolnie zawarto$¢ reszt siarkowych i fosforanowych byta wyzsza
w histonach watroby niz w histonach grasicy.

Frakcja F3-1 z watroby kurczecia zawierajgca 3—5 razy wiecej siarki
niz frakcja F3-2 (168) znacznie stabiej hamowata in vitro synteze DNA niz
F3-2.

Obnizenie drogg utlenienia zawarto$ci grup sulfhydrylowych w histo-
nie F3-1 do okoto 50% nie zwiekszato jednak hamujgcego wptywu na syn-
teze DNA, a przy 25'% zawartosci grup -SH obserwowato sie nawet pod-
wyzszenie aktywnosci polimerazy DNA.

Dazac do wyjasnienia roli grup -SH jak i -S-S- w histonach O rd
i Stocken (169) zbadali ich zmiany w niezaptodnionych i zaptodnio-
nych jajach jezowcow. Potwierdzili oni wczesniejsze obserwacje (12) o ni-
skiej zawartos$ci histonu lizynowego w dojrzatych niezaptodnionych jajach
i wykazali, ze we wczesnych stadiach podziatu histon ten wystepuje jedy-
nie w $ladowych ilosciach. Uzupetnili tez niezbyt jednoznaczne wyniki
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doswiadczen Mazi a (144) stwierdzajac, ze w dojrzatych niezaptodnio-
nych jajach stosunek grup -SH do sumy -SH i -S-S- jest nizszy od 0,2, po
zaptodnieniu zawarto$é grup -SH rosnie, siegajac do 44—59% tej sumy
tuz przed pierwszym podziatem, a po podziale maleje do poziomu wyjscio-
wego. Warto tu przypomnie¢, ze w histonach tkanki watrobowej i grasi-
czej grupy -SH stanowig okoto 80% wszystkich grup siarkowych. Wysoki
odsetek grup dwusiarczkowych obserwowany w histonie catkowitym z doj-
rzatlych niezaptodnionych jaj charakteryzuje jak sie zdaje komorki spo-
czynkowe. Poczatkowi syntezy DNA po zaptodnieniu towarzyszyt wzrost
zawartosci grup -SH, co potwierdzaloby sugestie (168) o ich znaczeniu
dla aktywnosci polimerazy DNA.

Rys. 5. Zmiany w zawarto$ci grup -SH (w °/o sumy -SH i -S-S-) w histonach z jaj
Echinus i Psammechinus po zaptodnieniu
a) Echinus w 8° ekstrakcja za_ pomocg HCIl-etanol. b) Psammechinus w 12°; ekstrakcja za

pomocg 250mM HC1 po przemyciu osadu c!'_agder 5% TCA. Strzatka 1—pierwsze bruzdkowanie,
strzatka 2—stadium 4 komoérek (Wg 170)

Dalsze badania Orda i Stockena (170), ktére ilustruje rysunek
5 potwierdzajg poprzednie ich wyniki. Wysoka zawarto$¢ grup -SH w ja-
jach jezowcOw tuz po zaptodnieniu, a takze podczas | i Il podziatu zbiega
sie w czasie ze wzmozeniem syntezy DNA w tych okresach. Prawdopodob-
nie jednak obecno$¢ grup -SH w histonach warunkuje raczej strukturalne
zmiany w chromatynie zachodzace w okresie zaptodnienia i mitozy, niz
samg synteze DNA.
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4. Fosforylacja histonéw

Zagadnienie fosforylacji histonéw jako odwracalnej modyfikacji struk-
turalnej tych biatek zapoczatkowat Langan, ktory w latach 1965—
1966 wykryt w jadrze frakcje biatkowg zawierajgcg 1,0—1,2% fosforu
gtdwnie w postaci fosfoseryny (127).

Doswiadczenia Langan a podsumowane w jego pracy referatowej
z 1967 (126) udowodnity trzy fakty: 1) Fosfoproteidy jadrowe moga oddzia-
tywac¢ z histonami in vitro, a tworzenie tego rodzaju komplekséw obniza
hamujacy wptyw histonéw na synteze RNA zalezng od DNA. 2) Chroma-
tyna limfocytow aktywna w syntezie RNA w odr6znieniu od nieaktywnej
cechuje sie wyzszym stezeniem fosfoproteidéow. 3) Fosfoproteidy zdolne sg
aktywowaé synteze RNA w heterochromatynie. Obserwacje byty frapuja-
ce, nasuwaty bowiem mysél, ze dodatkowy wieloanionowy uktad fosfopro-
teidéw obok wieloanionowego DNA moze konkurowaé¢ o kationowe biatko,
histon, modyfikowaé jego interakcje z DNA i tym samym wptywac na ma-
trycowg aktywno$é chromatyny w syntezie RNA.

Nalezy tu podkres$li¢ pomijany zwykle w literaturze zachodniej fakt,
ze juz w latach 1964—1965 KoTkova i wsp. (119, 120, 121) z Zaktadu
Biochemii Leningradzkiego Uniwersytetu donosili, iz okoto 20% fosfopro-
teidéw jadra komdrkowego jest zwigzane z frakcjg dezoksyrybonukleopro-
teidow.

Reszty fosforanowe w historiach. Obecno$¢ reszt fosforanowych stwier-
dzono w histonach watroby i grasicy szczura we frakcji argininowej (89,
113, 114, 163), a takze w histonach lizynowych (163). Histon silnie lizyno-
wy otrzymany wedtug Johnsa (98) zawierat 1 mol fosforanu na cza-
steczke rzedu 42 000—43 000 przy zupeinym braku grup siarkowych, a hi-
stony lizynowe i argininowe (ekstrahowane do 50 i 250mN HC1) zawieraty
reszty fosforanowe obok siarkowych (163). Ord i Stocken (166) ozna-
czyli zawarto$¢ fosforanu we frakcjach argininowych F3-1 i F3-2 z jader
komérkowych grasicy oraz watroby szczura. Frakcja F3-2 z watroby wy-
kazywata najmniejszg ilos¢ zaréwno fosforanow jak i grup siarkowych,
a histon F3-1 z obu typédw tkanek zawierat prawie dwukrotnie wiecej fo-
sforu niz catosci grup -SH i -S-S-.

Wiaczanie sie radioaktywnego fosforanu w histony grasicy szczura
zarobwno in vivo (164) jak in vitro (216) zachodzito na resztach seryny
histonu silnie lizynowego. Nie bytlo ono hamowane przez puromycyne ani
przez aktynomycyne, co wskazywato na niezalezno$¢ procesu fosforylacji
od syntezy biatka. Dane te potwierdzili nastepnie Dix on i wsp. (53) ba-
dajac biatka chromatynowe komdrek gruczotéw jadrowych pstraga w roz-
nych stadiach spermatogenezy.

Fosforylacja histondw a mitozy. Badania w tym kierunku dotyczyty

4 Postepy Biochemii 3/70



366 L. KLYSZEJKO, J. BARTKOWIAK [20]

gtéwnie frakcji silnie lizynowej najtatwiejszej do otrzymywania (ekstrak-
cja 5% HCHO4.

Stevely i Stocken (217, 218) wykazali, ze frakcja FI ulega fosfo-
rylacji w wiekszym stopniu w tkankach dzielgcych sie niz spoczynkowych.
Stwierdzili oni, ze histony FI z rozproszonej chromatyny grasicy, z rege-
nerujagcej watroby, a takze z hiperplastycznej nerki (po jednostronnej ne-
frektomii) szczura byty bardziej fosforylowane niz histony izolowane z nie-
aktywnej chromatyny grasicy oraz z prawidtowej tkanki watrobowej i ner-
kowej a zwiaszcza z erytrocytow kurczecia znanych z niemal wylgczonej
w nich syntezy RNA i DNA (tablica 3). Réwniez frakcja FI z komdrek
Ehrlicha w logarytmicznej fazie wzrostu odznaczala sie znacznie wyzszym
stopniem fosforylacji niz w etapach p6Zniejszych.

Tablica 3
Fosforylacja histonu FI w réznych tkankach (wg 218)

Zawarto$¢ fosforanu

Tkanka zwierzeca xmol/mg biatka

Grasica szczura 22
Grasica szczura (chromatyna zbita) 10
Grasica szczura (chromatyna rozproszona) 90
Sledziona szczura 24
Moézg szczura 24
Nerki szczura (kora) 50
Nerki szczura (kora) (po jednostronnej nef-

rektomii) 71
W atroba szczura prawidiowa 35
W atroba szczura regenerujgca 75
Guzy puchlinowe szczura (8 dni) 52
Guzy puchlinowe szczura (5 dni) 87
Grasica cielecia 19
Grasica owcy 21
Nerki owcy (kora) 33
Erytrocyty kurczecia 12

Ord i Stocken (167, 168) we frakcji silnie lizynowej z regeneru-
jacej watroby stwierdzili niemal dwukrotny wzrost ilosSci reszt fosfora-
nowych w okresie S, tj. syntezy DNA (16—24 godz. po hepatektomii). Ob-
serwowane zwiekszenie wzglednej aktywnosci wiaSciwej 3P nieorganicz-
nego badacze ci (168) wiaza raczej ze wzrostem liczby czasteczek fosforylo-
wanego histonu FI niz z wyzsza iloScig reszt fosforanowych na czgsteczke
tego biatka. Natomiast w 4—5 godz. od operacji, tj. w okresie kiedy przy-
spieszenie syntezy RNA i biatka stawato sie widoczne, nie wykryto zadnej
zmiany w zawarto$ci fosforandw ani tez w specyficznej radioaktywnosci
histonu FI. Fosforylacja histonu argininowego F3-1 nie zmieniata sie w roz-
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nych okresach po czeSciowej hepatektomii, co autorzy wigza z wysoka
zawartoscig -SH i -S-S- w tym histonie.

Ord i Stocken (170) opracowali spos6b wyodrebniania z watroby
histonow silnie lizynowego (FI) i argininowego (F3), pozwalajagcy usuwac
nieorganiczne fosforany, a jednocze$nie zapobiegajacy utlenianiu grup
-SH. Badanie wigczania 3P w tak oczyszczonych frakcjach FI i F3 watro-
by regenerujacej wykazato, ze szczyt fosforylacji dla obu frakcji przypadat
w okresie intensywnej syntezy DNA. W okresie odpowiadajacym pierw-
szej fali mitotycznej nastepuje obnizenie fosforylacji tych histonéw nawet
do wartosci prawidtowych. Zmian tego rodzaju nie zaobserwowano w ma-
teriale ze szczurdw poddanych adrenalektomii, ktéra zdaniem autoréw
zwalnia proces regeneracji watroby. Zwiekszone zuzycie fosforandw dla
fosforylacji histonéw jak i dla syntezy RNA w regenerujacej watrobie nie
zachodzi kosztem puli ATP (170).

Fosforylacja histondw a promieniowanie. Szczeg6lnie czulg na pro-
mieniowanie jonizujace okazata sie fosforylacja histonéw w tkankach po-
budzonych do mitozy, np. w regenerujgcej watrobie czy hiperplastycznej
nerce (168, 218). U szczuréw poddanych naswietlaniu catego ciata dawka
1000 radéw promieni y zaobserwowano (165) znaczne obnizenie witacza-
nia 3P w histony FI grasicy co podtrzymuje sugestie, ze natychmiasto-
we uszkodzenie biochemiczne spowodowane przez promieniowanie joni-
zujace lokalizuje sie w jadrze komorkowym. Natomiast stopien fosfo-
rylacji histonu F3-1 w tych warunkach nie ulegal zadnej zmianie. Jest
wiec nieprawdopodobne, aby zahamowanie witgczania fosforanéw we frak-
cje silnie lizynowa jak i w DNA pod wptywem promieniowania byto spo-
wodowane zmniejszeniem puli wysokoenergetycznych fosforanéw lub ob-
nizeniem syntezy nowego DNA czyli brakiem akceptora reszt fosforano-
wych.

Niedawno Ord i Stocken (170) doniesli, ze napromieniowanie
szczurow dawka 500 radow promieni y, 30 min. przed hepatektomiag po-
wodowato pewne zwiekszenie zawartosci fosforanu we frakcji F3 watro-
by. Fakt ten wigzg oni z obserwacjg (202), ze nasSwietlanie catego ciata
wywotuje natychmiast przejsciowy wzrost zawartoSci ATP w watrobie.
Jesli jednak napromieniowanie zastosowano w 3 godziny po hepatektomii,
to stopien fosforylacji frakcji F3 nie zmieniat sie a fosforylacja w histo-
nie F1 ulegata obnizeniu.

Fosforylacja histonéw a uktady polimerazy RNA i DNA. Stevely
i Stocken (216) zwrécili uwage, ze kompleksy histonéw FI z DNA
w uktadzie polimerazy RNA tym silniej obnizaty zdolnos¢ DNA w pod-
trzymywaniu syntezy RNA im mniej zawieraty reszt fosforanowych.

Nastepnie autorzy ci (218) zbadali wptyw réznego stopnia fosforylacji
FI w ukiadzie polimerazy RNA zachowujgc zgodnie z sugestiami But -

4*
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lera i Chipperfielda (33) staty stosunek histon/DNA = 0,7 :1
i stwierdzili niemal liniowg zalezno$¢ miedzy zawartoscig fosforanéw w hi-
stonie a matrycowgq aktywnoscig kompleksu FI-DNA.

Ord i Stocken (168) wykazali, ze zwiekszenie zawartosci fosfo-
ranu w histonie FI z grasicy obniza jego zdolno$¢ do hamowania uktadu
polimerazy DNA (tablica 4).

Tablica 4
Wptyw fosforylacji na funkcje histonu FI w uktadzie polimerazy DNA*
(wg 168)

Wigczanie d8-14C-ATP w DNA (imp./100 sek.)

Histon (fj-g) FIoo Fl
t -Zfj (19,4 ngatoméw P/mg) (52,0 ngatoméw P/mg)
0 2020 2020
2 1827 2200
4 479 2010
6 37 1589
8 6 1420

* Srodowisko reakcji (0,5ml): 5,0utoli buforu tris, pH 72 5,0utoli KH®P04;
2,8uTtoli  MgCI2; 0,23utoli EDTA; 0,3utoli /J-merkaptoetyloaminy-HCI; po
8umoli dCTP, dUTP i dTTP 1,4utoli dATP i 7,0uto de-~C-ATP; 10ng DNA;
10 ng enzymu EC.2.7.7.7. Kolejno$¢ dodawania sktadnikéw: DNA, histon, sub-
straty, enzym.

Fosforylacja a specyficznosé histonow. Gutierrez i Hnilica
(82) przedstawili dane wskazujace na specyficzno$¢ tkankowg fosforylacji
histonow u szczuréw. Stwierdzili oni wyrazne réznice w ufosforylowaniu
lizynowych i argininowych frakcji histonowych z watroby prawidtowej,
regenerujgcej i nowotworowej oraz ze $ledziony, przy czym stopien fos-
forylacji mozna byto korelowaé z aktywnoscig metaboliczng tkanek. Byt
on najwyzszy dla $ledziony i watroby prawidtowej (tkanek wysoko zréz-
nicowanych) a znacznie nizszy w przypadku regenerujgcej watroby i wat-
robiaka, w ktérych aktywno$¢ mitotyczna przewazata nad metaboliczna.
Wprawdzie regenerujgca watroba czy watrobiak syntetyzowaty wiecej his-
tonéw ale fosforylacji ulegata wieksza ilos¢ histonéw witasnie w tkankach
prawidtowych i metabolicznie aktywnych. Zaobserwowano rowniez zmien-
no$¢ tego procesu wraz z wiekiem. Bardzo miode szczury wykazywaly
niemal dwukrotnie wiekszy stopien fosforylacji niz osobniki dojrzate.

Enzymatyczna fosforylacja histonow. Langan i Smith (129) wy-
odrebnili z watroby cielecej enzym, ktory specyficznie przenosit reszty
fosforanowe z ATP na grupy hydroksylowe seryny histonéw grasicy oraz
protamin tososia i $ledzia. Enzym ten nie fosforylowat biatek niehistono-
wych i byt rézny od kinazy katalizujgcej ufosforylowanie kazeiny i fos-
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fityny. Fosfokinaza histonowa, zdolna do fosforylowania wszystkich frak-
cji histonowych, wykazywata szczeg6lne powinowactwo do histonu silnie
lizynowego.

Dalsze badania (125) wykazaty stymulujgce dziatanie cyklicznego adeno-
zyno-3’,5’-monofosforanu na proces fosforylacji histonéw. Poniewaz cyk-
liczny AMP znany jest jako mediator wielu reakcji hormonalnych z wy-
jatkiem tych, ktore sa blokowane przez inhibitory syntezy RNA (194),
mozna przypuszczaé, ze stymulowanie fosforylacji histondw sprzyja hor-
monalnej indukcji syntezy RNA. Ten mechanizm mogtby obejmowaé mo-
dyfikacje interakcji histon-DNA poprzez fosforylacje histonéw hamuja-
cych matrycowg aktywno$¢ DNA. Ostatnie doswiadczenia Langana
(124) potwierdzity te przypuszczenia. Stwierdzit on, ze w 2 godziny po do-
otrzewnowym wstrzyknieciu szczurom roztworu glukagonu wzrasta 10—
20-krotnie stopien fosforylacji reszt seryny w silnie lizynowym histonie
watroby. Wedtug Langana (124) fosforylacja histonu moze by¢ me-
chanizmem, za pomocg ktdrego glukagon i by¢ moze inne hormony, ktére
dziatajg za posrednictwem 3’5-cyklicznego AMP, indukujg synteze RNA
w tkankach pobudzonych. Wzrost fosforylacji frakcji FI pod wptywem
glukagonu nie ulegat zablokowaniu przez aktynomycyne D czy cyklohek-
simid. Insulina zwiekszata fosforylacje histonédw w watrobie podobnie jak
glukagon, natomiast hydrokortyzon ani ACTH nie dawaly tego efektu.

Miyamoto i wsp. (147) wykazali, ze in vitro adenozyno-3’,5-mo-
nofosforan w stezeniu 5 X 10 _7M/1 powoduje 4-krotne zwiekszenie fos-
forylacji histonéw, katalizowanej przez cze$ciowo oczyszczony enzym
z moOzgu krolika. Jest to pierwszy bezposredni dowdd biochemicznego dzia-
tania cyklicznego AMP w mozgu tlumaczacy tak wysoka w tej tkance
aktywnos$¢ cyklazy adenilowej i fosfodwuesterazy cyklicznego AMP.

I11. Metabolizm histonéw

t
Znaczenie histondw jako regulatoréw metabolizmu komérkowego czyni
zrozumiatym zo}ainteresowanie ich biosyntezg.
0

1. Miejsce biosyntezy histonéw

Wystepowanie histonéw w jadrze skierowato uwage badaczy przede
wszystkim na te podstrukture komorki. Rozwazano mozliwo$¢ syntezy
histonéw na chromosomach jgdrowych, na mRNA, na rybosomach jadro-
wych, w jaderku i na jagdrowym retikulum rybonukleoproteidowym (por.
poz. 116).
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Szczego6lnie wnikliwe sg badania Reida i wsp. (186, 187). Postugujac
sie systemem A 1lfrey ’a i wsp. (5) do wigczania aminokwaséw w biat-
ka jader komérkowych grasicy cielecej autorzy ci badali tworzenie sie
oraz charakter fizykochemiczny nowosyntetyzowanych histonow silnie
lizynowych. Okazaly sie one identyczne z natywnymi histonami FI gra-
sicy pod wzgledem sktadu aminokwasowego, zachowania sie w toku elek-
troforezy w Zzelu poliakrylamidowym (188), chromatografii jonowymien-
nej na CM-celulozie (101), a takze na Amberlite IRC-50 (199). Reid
i wsp. (187) potwierdzili dane (2) o nieco stabszym inhibitorowym wptywie
puromycyny na biosynteze histonéw niz innych biatek oraz wykazali, ze
antybiotyk ten najstabiej hamuje synteze histonéw silnie lizynowych.

Pojawity sie jednak rowniez dane wskazujace na lokalizacje biosyn-
tezy histonéw w cytoplazmie. Gallwitz i Mueller (69, 70) stwier-
dzili in vitro w uktadzie bezkomorkowym z synchronizowanych hodowli
komdrek HelLa, ze jadra komodrkowe z tych hodowli byty niezdolne do
syntezy histonéw. Natomiast frakcja mikrosomalna izolowana z cytoplaz-
my komorek HeLa w fazie S powodowata powstawanie kwasorozpuszczal-
nych biatek, ktére podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym za-
chowywaty sie tak jak 14C-histony z syntetyzujacych DNA jader komor-
kowych HelLa znakowanych rn vivo.

Za cytoplazmatyczng syntezg histonOw przemawiajg tez w pewnym
stopniu badania Nemera i Lindsay’a (154). Po 5-minutowej in-
kubacji z l4C-argining i 3H-tryptofanem wczesnych embrionéw Strongy-
locentrotus purpuratus zaobserwowali oni bardzo intensywne wigczanie
argininy (w przeciwienstwie do tryptofanu) w wolno sedymentujace po-
lisomy cytoplazmatyczne. Zdaniem autorow te witasnie s-polisomy sg
miejscem syntezy histondw chromosomowych.

2. Czas syntezy histonow

Histony wystepujg w komdrce w potgczeniu z DNA i z tego wzgle-
du wazne jest ustalenie czasu ich biosyntezy w stosunku do czasu bio-
syntezy DNA.

Badania cytochemiczne wykazaty, ze synteza histonow przebiega réow-
nomiernie z syntezg DNA (27, 184). Wyniki doSwiadczehn biochemicznych
byty mniej jednoznaczne. Szereg prac (184, 192, 208) wskazywato na
sprzezenie czasowe syntezy histonéw a takze ich frakcji z syntezg DNA.
W komdrkach Tetrahymena pyriformis zawarto$¢ obu skitadnikéw, DNA
i histonu, obnizata sie dwukrotnie podczas podziatu, a po podziale wzra-
stata 0 85% (86), co sugerowato, ze histony syntetyzujg sie prawdopodob-
nie przed lub réwnocze$nie z syntezg DNA. Jednak dla zsynchronizowa-
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nych hodowli Tetrahymena pyriformis nie zaobserwowano sprzezenia
syntezy histonow z okresem replikacji DNA (146).

Szereg wczesniejszych doniesien wskazywato réwniez, ze w pewnych
warunkach synteza histonéw nie towarzyszy syntezie DNA. Hamowanie
5-metylotryptofanem syntezy DNA w komdérkach Hela, nie narusza syn-
tezy histonéw (223). W komadrkach mozaiki tytoniowej potraktowanych
5-fluorodezoksyurydyng synteza histonéw biegnie mimo ustania syntezy
DNA (63). Synteze kilku frakcji histonowych obserwuje sie tez po zaha-
mowaniu syntezy DNA przez ametopteryne czy tymidyne (208). Wedtug
Chalkley’a i Maurera (40) w tkankach nie syntetyzujgcych DNA
(btona sluzowa macicy niedojrzatych cielgt) oraz w komaérkach w ktérych
synteze DNA zahamowano 5-fluorodezoksyurydyng tworzg sie jedynie
histony argininowe a nie stwierdza si¢ syntezy histonéw lizynowych. Te
a takze inne dane (240) sugeruja, ze synteza histonéw lizynowych jest
silniej sprzezona z replikacjag DNA niz synteza innych histondw. Sad-
gopal i Bonner (197) badajagc komdrki HeLa zsynchronizowane w lo-
garytmicznej fazie wzrostu potwierdzili rézny stopien zaleznosci syntezy
poszczegblnych histonéw od syntezy DNA, wykazali tez jednak, ze nawet
w nieobecnosci syntezy DNA wszystkie frakcje histonowe sg syntetyzo-
wane.

Gurley i Hardin (78) badajagc zsynchronizowang hodowle tka-
nek chomika stwierdzili, ze synteza 5 frakcji histonowych (Fl, F2al, F2a2,
F2b i F3) zachodzi gtownie w fazie S, nie potwierdzili jednak obserwacji
Chalkley'a i Maurera (40) o roznicach w syntezie poszczeg6l-
nych frakcji po zahamowaniu syntezy DNA.

Ci sami autorzy (79) doniesli nastepnie o rdznicach w okresach pét-
trwania frakcji histonowych w komorkach jajnikowych chomika. Zaobser-
wowali oni, ze okres pétrwania histonu FI wynoszacy w fazie logaryt-
micznej 74 godziny skraca sie do 31 godzin w okresie syntezy stabilnego
RNA, po czym po zatrzymaniu tej syntezy wydtuza sie do 47 godzin.
Autorzy ci sadza, ze histon FI nie tylko jak to sugerowali inni (136)
uczestniczy w utrzymaniu struktury chromatynowej, ale petni takze funk-
cje dynamiczng, zwigzang z syntezg stabilnego RNA. Zgadza sie to
z wczes$niejszymi obserwacjami, ze mutant Xenopus laevis, niezdolny do
syntezy rybosomowego RNA, nie zawiera histonow lizynowych (24), oraz,
ze zahamowanie syntezy RNA w retikulocytach kurczecia, pod wptywem
aktynomycyny D hamuje silniej biosynteze histonéw FI i F2b niz innych
frakcji (64).

Kontrowersyjne okazaty sie rowniez wyniki badahn nad powigzaniem
czasowym biosyntezy DNA i histonu w regenerujgcej watrobie. Hol-
brook i wsp. (91) oraz Butler i Cohn (34) obserwowali wzrost
syntezy histondw w kilka godzin przed replikacjg DNA. Wedlug Takai
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i wsp. (222) natomiast synteza histon6w jest $cisle sprzezona z synteza
DNA przynajmniej podczas | fali replikacji DNA. Zdaniem Takai i wsp.
(222) odmienne wyniki badan innych autoréow przypisaé nalezy zanie-
czyszczeniu ich preparatow histonowych biatkiem niehistonowym.

Sadgopal i Bonner (197) podsumowujgc doSwiadczenia wtasne
oraz innych badaczy doszli do wniosku, ze powigzania miedzy synteza
histonéw i DNA sa rézne w roznych stanach fizjologicznych i rozwojo-
wych komdrki, a mianowicie: komorki wolno dzielagce sie i niedojrzate
lub niewysoko zrdoznicowane cechujg sie SciSle sprzezong syntezg histo-
néw i DNA, komorki nie dzielace sie i wysoko zréznicowane syntetyzuja
tylko histony argininowe, a w komorkach szybko dzielgcych sie i niezréz-
nicowanych cze$¢ syntezy wszystkich histonéw jest niezalezna od syn-
tezy DNA i przebiega w fazie G 1 Autorzy sadza, ze te réznice w prze-
biegu syntezy dwoch sktadnikéw chromosomowych sg raczej przyczyng
niz skutkiem zmian w obrazie podziatu czy innych biologicznych procesow
metabolicznie r6znych komérek.

Ciekawe sg wyniki badan (83, 84) nad zachowaniem sie histonowych
sktadnikéw chromatyny podczas wzrostu komdrek i mitozy. Badano ho-
dowle komorek ssakow znakowane w ciggu kilku generacji 3H-tymidyng
oraz 1C-lizyng i nastepnie hodowane w S$rodowisku nieradioaktywnym.
Okazato sie, ze chromatyny komérek interfazowych i w mitozie nie réznig
sie ani zawartoscig histondw i DNA, ani stosunkiem wspomnianych radio-
aktywnosci, ani tez ilosciami poszczegdlnych podfrakcji histonéw. Wska-
zuje to na brak jakiejkolwiek odwracalnej dysocjacji wiekszej frakcji
histonowej z chromatyny podczas wzrostu i mitozy. Jedynie odsetek biatka
niehistonowego byt wyzszy w chromatynie komoérek mitotycznych w po-
rownaniu z interfazowymi. Hancock (83) podkresla jednak, ze sto-
sowane przez niego metody nie pozwalaty uchwyci¢ modyfikacji struk-
tury l-rzedowej histonéw w postaci acetylacji, metylacji czy fosforylacji.

3. Intensywno$¢ przemiany histonéw

Metaboliczng stabilnos¢ DNA stwierdzono dla wielu réznorodnych sy-
stemow biologicznych (22). Wystepowanie DNA w kompleksie z histona-
mi sprowokowato badania aktywnos$ci metabolicznej histonow.

Metabolizm histonéw catkowitych i ich frakcji. Stopien przemiany
histonéw catkowitych jest stosunkowo niski w tkankach spoczynkowych
a wyzszy w tkankach mitotycznie aktywnych. Piha i wsp. (180) po-
rownywali u myszy metabolizm histonédw w médzgu, w ktérym podziaty
komoérkowe sa bardzo rzadkie, oraz w watrobie. Po wprowadzeniu do-
otrzewnowo 14C-lizyny oznaczano okres konieczny do spadku do potowy
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specyficznej aktywnos$ci wbudowanego aminokwasu. W mézgu znaleziono
frakcje histonow dla ktérych okres ten wynosit 18, 56, 93 i 117 dni,
a w watrobie — frakcje o péttrwaniu rzedu 58 i 105 dni, co dowodzi me-
tabolicznej stabilnosci histonéw odpowiadajgcej stabilnosci DNA.

Liczne dane (3, 32, 90, 163, 164, por. tez poz. 116) wskazuja, ze frakcje
histonowe rézne pod wzgledem chemicznym i biologicznym jak rowniez
frakcje o jednolitym sktadzie i funkcji moga rozni¢ sie aktywnos$cig me-
taboliczng. Jednakze Laurence i Butler (131) nie stwierdzili
znaczniejszych réznic w wiaczaniu aminokwasow in vitro w 4 typowe
frakcje o jednolitym skitadzie i funkcji mogg ré6zni¢ sie aktywnos$cig me-
a Dick i Johns (51, 52) badajagc in vivo wigczanie 3H-lizyny w 5
frakcji histonowych z grasicy szczurdw zaobserwowali jednakowy stopien
odnowy badanych histonéw.

Metabolizm grup acetylowych w histonach. Metaboliczna integralno$é
kompleksu DNP skianiata do pordwnania wymiany grup modyfikujgcych
strukture histonéw z og6lng przemiang czasteczek histonowych. By voet
(35) badajgc in vivo wiaczanie 14C-alaniny i 3H-octanu w histony tkanek
prawidtowych i nowotworowych stwierdzit, ze witgczanie octanu byto sil-
niejsze dla histonéw argininowych i umiarkowanie lizynowych niz dla
silnie lizynowych. Histon silnie lizynowy FI, w ktorym okoto 80% N-kon-
cowych reszt aminokwasowych jest zamaskowana wykazuje tez najszybszg
wymiane N-koncowych reszt acetylowych. Dane te potwierdzajg, ze histon
FI wystepuje gtéwnie w formie acetylowanej i sg w zgodzie z najstabszg
dla tego histonu zdolno$cig hamowania in vitro syntezy RNA zaleznej od
DNA (152).

Okres péttrwania radioaktywnych grup N-acetylowych byt zblizony
dla badanych tkanek prawidtowych i nowotworowych, natomiast okres
potrwania wbudowanej w histony 14C-alaniny, z requty znacznie diuzszy
niz octanu, byt rézny dla réznych tkanek. Wyjatek stanowit jedynie wat-
robiak Novikoffa, w ktdrym przemiana histonéw argininowych i umiar-
kowanie lizynowych byta praktycznie rowna wymianie grup acetylowych.
Nie jest wykluczone, ze ten typ nowotworu pozbawiony jest acetylujacych
uktadéw enzymatycznych. Badania Byvoeta (35 wskazujg, ze N-kon-
cowe grupy aminowe histonow podlegajg odwracalnej acetylacji a proces
wymiany reszt acetylowych jest szybszy w watrobie niz w tkankach
aktywnych mitotycznie.

4. Wptyw histonéw na niektére systemy enzymatyczne

Hipoteza Stedmandéw (214, 215) przypisujacych histonom role re-
gulatoréw genowych znalazta poparcie w licznych doswiadczeniach dowo-
dzacych, ze biatka te zmniejszajag zdolnos¢ matrycowg DNA w biosyntezie
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mRNA chromatyny, a takze hamujg tworzenie tancuchéw polipeptydo-
wych (por. poz. 116).

Wptyw histonéw na syntezg RNA in vitro. Synteza mRNA in vitro
jest hamowana silniej przez histony argininowe oraz wysokoczasteczkowe
sztuczne polikationy niz przez histony lizynowe, kationy niskoczasteczko-
we czy produkty trawienia histonow (203, 224). Zahamowanie przez po-
likationy funkcji polimerazy RNA okazalo sie proporcjonalne do sumy
adeniny i tyminy w matrycowym DNA a produkty dziatania polimerazy
RNA w obecno$ci polikationdw bylty mniejsze i wykazywaty odmienny

stosunek oraz sekwencje zasad azotowych (203). Stosunek qAEqU alla

RNA syntetyzowanego na matrycy DNA typu AT wynoszacy normalnie
3,15 przyjmowat warto$¢ 2,08 w obecnosci histonu lizynowego i 4,53
w obecnosci frakcji argininowej.

Skatka i wsp. (203) badali zmiany w zawartosci niektorych sekwen-
cji dwunukleotydowych w RNA syntetyzowanych na matrycach DNA,
typu AT i GC w obecnosci réznych polikationéw jako inhibitoréw. Okazato
sie, ze zmiany w zawarto$ci dwunukleotydow dos$é wyraznie zalezg od ro-
dzaju inhibitora, chociaz nie zaobserwowano wyraznej korelacji miedzy od-
dziatywaniami histonu argininowego i lizynowego a odpowiednimi poli-
kationami, tj. protaming i polilizyng (tablica 5).

Tablica 5
Wptyw polikationéw na wtaczanie GMP do polirybonukleotydéw otrzymanych na
matrycy DNA (typ GC) z M. lysodeikticus (wg 203)

Frakcja catkowitej radioaktywnosci

Badane pary Histon lizy- Poli-L-lizy- Histon argi-

dwur;L;I:VI:oty— Beztizzlulka_ nowy na ninowy Pzgytzasrzylgr;a
(10{ig) (0,3099) (3,5"9)
CpG 0,392 0,354 0,316 0,273 0,210
ApG 0,136 0,169 0,221 0,158 0,140
GpG 0,315 0,325 0,291 0,427 0,540
UpG 0,157 0,152 0,172 0,142 0,110

Skitad zasad oraz brak réwnowaznosci w wielu parach dwunukleoty-
dowych RNA tworzonego w warunkach zahamowania, sugeruje, ze jeden
z komplementarnych tancuchéw DNA byt nieaktywny badz tez odczyty-
wany z mniejszg wydolnoscig. Ci sami autorzy (203) stwierdzili ponadto
réozny wptyw nierozfrakcjonowanych histonéw z réznych narzagdéw szczu-
ra na rodzaj dwunukleotydowych sekwencji RNA syntetyzowanych na
matrycy DNA z gruczotéw jadrowych szczura. Wyniki oméwionych do-
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Swiadczen skitaniajg do spekulacji co do histonéw jako regulatoréw ge-
nowych.

Do nieco innych wnioskéw prowadzg jednak wyniki badan z laboratorium
Buscha (150), ktore ilustruje rysunek 6.

1- Histon GAR

2 - Termolizynowy peptyd 8 (zespot nrl)

3- Termolizynowy peptyd 2 (zesp6t nr2)

A- Zesp6t nr4 aminokwaséw zasadowych
Rys. 6. Wptyw histonu GAR (glicynowo-argininowego) i peptydow zawierajgcych
zespoty aminokwaséw zasadowych na aktywno$¢ matrycowg DNA z grasicy cielecej

w uktadzie polimerazy RNA z M. luteus
Mieszanina rea%tajgcq zawierata w koncowej objetosci 0,1211:12,5uT10li buforu tris, pH 76,
0,1utoli ATP, i CTP, 0,3lutoli MnCI2 5]“& NA,graS|§e/ cielecej,. 1 jednostke enzymu
z M.luteus, 0,12utoli 2-“C-UTP (sgecyflczna aktywnos$¢ 2,7X106 |Tp./T|r|./|ig00|) i wykazane
ilosci histonu GAR badz peptydéow termolizynowych. (Wg )

Zdaniem tej grupy badaczy zahamowanie polimerazy RNA przez hi-
ton GAR nie jest zwigzane ze zobojetnianiem ujemnych tadunkow DNA
przez dodatnie grupy histonéw ale ze stragceniem sztywnych hydrofobo-
wych kompleksow DNA-histonéw z roztworu. Rozpuszczalno$¢ tych kom-
pleksow w wodzie mogtyby obniza¢ hydrofobowe obszary w karboksy-
lowej potéwce frakcji GAR (por. poz. 15).

Yoshida i Shimura (241) badali uktad polimerazy RNA z E.
coli i chromatyny z gruczotow tylnych (syntetyzujgcych fibroing) lub
srodkowych (produkujacych serycyne) larwy jedwabnika wprowadzajac
jako represory histony homologiczne badz heterologiczne (z niejedno-
imiennych gruczotéw jedwabnika lub z grasicy cielecej) (rysunek 7).

Stopien zahamowania syntezy RNA w uktadach z obu typami chro-
matyn byt nieznaczny w obecnos$ci histonéw jednoimiennych, a intensyw-
ny w przypadku histonéw obcych zwiaszcza pochodzgcych z grasicy.
Przyczny zaobserwowanej represji autorzy dopatrujg sie w pewnej swo-
istosci wigzan miedzy DNA i histonami.

Aszmarin i wsp. (10) badali in vitro synteze RNA na dezoksynuk-
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leohistonach zwigzanych z metafosforanem (DHM) lub z kazeing (DHK).
Podobnie jak w doswiadczeniach Langana i Smitha (128) kom-
pleksy te podtrzymywaly synteze RNA zalezng od DNA, przy czym ze-
spoty zawierajgce frakcje umiarkowanie lizynowe odznaczaty sie tg zdol-
noscig nawet wtedy gdy zawarto$¢ histonu przewyzszata dwukrotnie ilos¢
DNA. Autorzy zasugerowali dwojaka funkcje tych potaczen fosforowych:
podwyzszenie rozpuszczalnosci komplekséw histon-DNA lub rozluznienie
wigzan miedzy DNA i histonem. Znalezli oni ciekawe analogie miedzy
tymi kompleksami a aktywng i reprymowang chromatyng: W obu przy-
padkach podwyzszenie zawartosci polianionéw zwieksza bowiem stan roz-
proszenia a jednocze$nie aktywno$¢ w podtrzymaniu syntezy RNA za-
leznej od DNA.

Histon dodany ('(jg)

1 - Histon tylnego gruczotu przednego jedwabnika
2- 4 Srodkowego » - >
3- » grasicy cielecej

Rys. 7. Wptyw histondw na synteze RNA kierowang przez chromatyng

a) Chromatyna tylneﬁo gruczotu przednego jedwabnika zawierajgca 28"g DNA; b) chroma-
tyna Srodkowego gruczotu przednego zawierajaca 26filg DNA (Wg 241)

Wptyw histonéw na syntezg RNA in vivo. Egzogenne histony wpty-
wajg podobnie jak aktynomycyna na rozwdj embrionalny ptazéw (31)
i kurczat (140, 201). Histony, gtéwnie argininowe i polilizyna analogicznie
do aktynomycyny powodujag w oocytach ptazéw retrakcje petli w chro-
mosomach szczoteczkowych i zahamowanie syntezy RNA (96).

Te dane o hamujacym wptywie histondw na synteze RNA nie znalazly
jednak potwierdzenia w biochemicznych i autoradiograficznych doswiad-
czeniach Ficq (61). Badata ona wptyw histonéw homo- i heterologicz-
nych a takze polilizyny i aktynomycyny na synteze RNA podczas ooge-
nezy u Asterias rubens. Okazato sie, ze sposrdd stosowanych substancji
tylko aktynomycyna hamowata wigczanie 3H-urydyny w RNA oocytédw,
i to na poziomie jaderek, a p6zniej w cytoplazmie. Histony hetero- i homo-
logiczne oraz polilizyna wbrew oczekiwaniom stymulowaty ten proces.
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Desai i Tencer (50) zajmowali sie wptywem histonéw i poli-
lizyny na wiaczanie 3H-urydyny w RNA chromosoméw olbrzymich Slinia-
nek owadéw dwuskrzydtych. Autorzy wykazali, ze histony lizynowe gra-
sicy cielecej, a takze polilizyna, wstrzykniete larwie gromadzity sie wzdtuz
DNA chromosomoéw politenicznych i hamowaty wiaczanie radioaktyw-
nych prekursoréw w RNA i w DNA. Zahamowanie to byto proporcjonal-
ne do stezenia polikationow. Histony zapobiegaty réwniez indukowanemu
przez ekdyson tworzeniu nowych puféw w chromosomach olbrzymich.

Histony a synteza biatka w uktadzie bezkomérkowym. Wiadomo, ze
histony podobnie jak syntetyczne polipeptydy zasadowe hamujg witaczanie
aminokwaséw (4, 29), natomiast DNA i syntetyczne polianiony stymuluja
ten proces (67) w izolowanych jadrach komdrkowych czy w obecnosci
rybosoméw jadrowych. Sugeruje to, ze histony i DNA mogga uczestniczy¢
w fizjologicznej kontroli syntezy biatek jadrowych.

Berlinguet i Normand (23) donie$li, ze histony jak réwniez
polilizyna hamuja niemal kompletnie wiaczanie in vitro fenyloalaniny
w rybosomowe biatka watroby. Najsilniejszym inhibitorem okazata sie
polilizyna w stanie wysokospolimeryzowanym. Rownowazne iloSci dodat-
nio natadowanych monomerow nie wywieraty zadnego efektu. Inhibito-
rowe dziatanie polikation6w autorzy wigzg z tworzeniem przez te sub-
stancje komplekséw z mRNA czy sRNA.

Kruh iLabie (123) stwierdzili hamujagcy wptyw histonéw na poza-
komorkowa synteze hemoglobiny oraz RNA retikulocytow. Wplyw histo-

Histon (mg)

Rys. 8. Dziatanie histonéw catkowitych jader komérkowych watroby réznych ga-
tunkow zwierzat na pozakomorkowga biosynteze hemoglobiny krélika (Wg 123)
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néw na te procesy zmieniat sie wraz z pochodzeniem histonéw (rysunek 8).

Najsilniejsze dziatanie inhibitorowe wykazywaty histony lizynowe (FI
i F2b). Hamowanie biosyntezy hemoglobiny autorzy wigzali z interakcja
histonow z mRNA, co miato powodowaé destrukcje polisomow.

5. Histony a dziatanie hormondw

Badania ostatnich lat wskazujg, ze hormony oddziatujgc z chromatyng
jader komorkowych powodujg stymulacje syntezy RNA (14, 103, 212). Za-
obserwowano tez stymulacje wigczania aminokwaséw w jadrach komor-
kowych pod wptywem kortyzolu (49).

W pracowni Sekerisa (16, 17, 139) wykazano, ze kortyzol stymu-
lujacy w izolowanych jadrach komdrkowych aktywno$¢ polimerazy RNA
wiaze sie gtdwnie z niehistonowymi biatkami jagdrowymi, a tylko czesciowo
z histonami. Podobnie wigze sie tez I7P-estradiol (110) i kortyzon (149).

Salganik i wsp. (198) badali chromatyne catkowitg (142) oraz re-
prymowang i aktywng (7, 68) z watroby szczuréw, ktérym w 4 dni po
adrenalektomii wstrzykiwano dootrzewnowo hydrokortyzon. Stwierdzili
oni po indukcji hydrokortyzonowej zwiekszenie iloSci chromatyny aktyw-
nej przy niezmienionej ilosci RNA i biatka niehistonowego w jadrach.
Rosta tez w DNA ilos¢ grup fosforanowych wigzgcych biekit toluidyno-
wy oraz wzgledna lepkos¢ chromatyny. Fakty te autorzy przypisywali
uwolnieniu grup fosforanowych blokowanych przez histon, albo ich
zwiekszonej dostepnos$ci na skutek interakcji hormondéw z histonami pro-
wadzacych do zmian konformacji czasteczek biatkowych (204). Wolne
miejsca na DNA mogly stawaé sie dostepne dla polimerazy RNA, co
umozliwiatoby transkrypcje.

Wcigz pozostaje niejasne, czy pierwszym miejscem dziatania hormo-
noéw jest proces transkrypcji czy translacji. Hanoune i Feigelson
(85) nie stwierdzili jednak modyfikujagcego wptywu glikokortykosteryddw
na intensywno$¢ syntezy jakiej$ frakcji histonowej czy specyficznej pod-
jednostki biatek rybosomowych tkanki watrobowej.

Nalezy tez wspomnie¢ o paradoksalnym zjawisku zaobserwowanym
w laboratorium Irvina (36, 238, 242, 243), ze histony hamuja indukcje
enzymow (pirolazy tryptofanu, aminotransferazy tyrozyny i hydroliazy
dezaminujgcej treoniny) pod wptywem hydrokortyzonu, ale pobudzajg
ich aktywno$¢ u myszy z usunietymi nadnerczami. Punktem wyjscia tych
badan byty wczedniejsze obserwacje, ze hydrokortyzon i kortyzon zwiek-
szaja aktywno$¢ dwoch pierwszych enzyméw (117, 134) oraz, ze kortyzon
stymuluje synteze RNA (60, 76). Pobudzenie aktywnos$ci enzyméw wywo-
tywaty histony catkowite i ich frakcje, zwtaszcza silnie lizynowe, a takze
siarczan protaminy oraz poli-lizyna, -alanina, -tyrozyna i -arginina (37,
243).
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Caffery i wsp. (37) wykorzystujagc badania Schimke’ego
i wsp. (200) stwierdzili, ze aktywacja pirolazy tryptofanu i aminotrans-
ferazy tyrozyny przez histony byta wynikiem raczej obnizonej degradacji
niz zwiekszonej syntezy enzymow. Na podstawie wnioskow Kenney’a
(107), ze w degradacji aminotransferazy tyrozyny uczestniczy jaki$ poli-
peptyd o krdtkim okresie p6ttrwania Caffery i wsp. (37) sadza, ze po-
likationy hamujac synteze RNA blokujg synteze polipeptydu lub poli-
peptydéw, zaangazowanych w degradacje badanych enzymoéw.

6. Histony w spermiogenezie i embriogenezie

Jednym z najbardziej pasjonujacych probleméw wspoétczesnej biologii
jest zréznicowanie komorkowe, tkwigce fundamentalnie w zmianach ge-
genetycznej aktywnosci DNA. Wytwarzanie nowych odmian makromo-
lekut przez komorke embrionu prowadzi do wysokiej specjalizacji tkan-
kowej i w konsekwencji do powstania nowego indywiduum w obrebie
danego gatunku. Jednak mechanizm tych unikalnych przeksztatcen nie
jest znany.

Przypisywana histonom rola regulatoréw genetycznych blokujacych
zbedne w danej chwili odcinki DNA zawierajagcego cato$¢ informacji dla
organizmu kieruje zainteresowanie na zachowanie sie histonéw w sper-
miogenezie i embriogenezie.

Metodami cytochemicznymi roznicuje sie 4 typy biatek zasadowych:
histony somatyczne, dojrzate, histony argininowe, protamine i histony
przejsciowe, tzw. histony bruzdkowania (por. poz. 116). Ustalane tymi me-
todami zmiany sktadnika biatkowego nukleoproteidow w cyklu zyciowym
myszy, $limaka i muszki owocowej obrazuje rysunek 9.

Spermiogeneza zawiera dwa stadia: 1) zastgpienie histonu somatycz-
nego o prawie rownym odsetku argininy i lizyny histonem spermato-
blastéw, argininowym oraz 2) pojawienie sie protaminy w dojrzatej sper-
mie.

Po zaptodnieniu komorki jajowej przebiega proces odwrotny: prota-
miny spermy znikajg, a pojawienie sie typowych somatycznych histonow
w momencie gastrulacji poprzedza tworzenie sie histonéw bruzdkowania,
taczgcych w sobie witasnos$ci histondw i protamin.

Odmienny charakter zachowania sie histonébw w spermiogenezie
i wczesnej embriogenezie stwierdzono (227, 228, 229, 230) u kraba dzie-
siecionoga Emerita analoga (rysunek 10).

Zaobserwowano przemieszczanie sie biatek zasadowych z jadra do cy-
toplazmy w komdrkach spermatoblastéw podczas ich dojrzewania. Jadra
komérkowe dojrzatej spermy nie zawieraly cytochemicznie zdefiniowa-
nych histonéw ani protamin, a zasadowe biatka cytoplazmatyczne zacho-
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Rys. 9. Przemiany histonéw podczas cyklu zyciowego u Heiix aspersa

FG—barwienie zielening trwatg, BPB —barwienie btekitem bromofenolowym, HONO —pro-
ces dezaminancji i acetylacji. (Wg 26)

Rys. 10. Schemat zmian w obrazie histonéw w jadrach dojrzatej spermy i po za-
ptodnieniu u myszy, muszki owocowej, $limaka oraz u kraba Emerita analoga

Na osi rzednych kwasochtonno$¢ jader z maksymalng wartoscig wyrazong przez 100; na osi

odcietych stadia rozwojowe tych organizméw: A —dojrzata, spefma, B —wczesne przed-

jadrze, C—pozne przedjadrze, D —zygota, E —bruzdKowanie, F —blastula, G —gastrula,
H—organizm dojrzaty. (Wg 229)

wywaty sie w toku elektroforezy w zelu poliakrylamidowym analogicz-
nie do wzorcowych histonéw grasicy cielecej. Dane te potwierdzaty
wczesniejsze doniesienia (27, 41, 47) o obecnosci w cytoplazmie réznych
dziesiecionogow biatek zasadowych (prawdopodobnie somatycznych his-
tondw) nazwanych dekapodinami. Natomiast tuz po zaptodnieniu w jad-
rach spermy kraba pojawiata sie klasa stabo zasadowych biatek, r6znig-
cych sie barwliwos$cig od histonéw typu dojrzatego i protamin. Biatka



Rys. 11. Elektroferogramy w zelu poliakrylamidowym histonéw z rdznych stadiéw
rozwojowych jezowca (24, 36, 56 i 74 godz. rozwoju, 7—38)
(czas doswiadczenia 2 godz. (Wg 233))
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te pozostawaty az do p6znego stadium przedjgdrza, po czym w chromoso-
mach obecne byty histony nieodréznialne cytochemicznie od somatycz-
nych.

Asao i Ishida (8 doniesli o wyraznym zwiekszeniu ilosci histo-
noéw oraz ich syntezy w stadium pdznej gastruli u Triturus pyrrhogaster.
Wzrostowi iloSci histondw w jadrze towarzyszyt spadek zawartosci biatek
zasadowych w cytoplazmie, co sugerowatoby wedréwke cytoplazmatycz-
nych biatek zasadowych do jader komorkowych.

Vorobyev i wsp. (73, 231, 232, 233, 234) badajagc embriony jezow-
ca Strongylocentrotus drobachiensis oraz ryby Misgurnus fossilis stwier-
dzili najbardziej istotne réznice w zachowaniu sie elektroforetycznym
miedzy histonami, zwiaszcza argininowymi, izolowanymi w stadium blas-
tuli oraz gastruli (rysunek 11). Histony pochodzace z po6zniejszych okre-
séw embriogenezy cechowaly sie obnizeniem zawarto$ci frakcji arginino-
wych oraz stosunkiem Liz/Arg = 1,98 wobec odpowiedniej warto$ci 1,8
dla histonéw weczesnej blastuli.

Dane te potwierdzaty obserwacje Repsisa (189) nad zachowaniem
sie w zelu poliakrylamidowym histonéw z kilku stadiéw embrionalnych
(np. zaptodnione jajo, blastula) Lytechinus variegatus.

W czasie embriogenezy zmieniata sie tez intensywno$¢ wigczania ami-
nokwas6w do poszczeg6lnych frakcji histonow. W stadium wczesnej blas-
tuli frakcje nr 4 i 6 histonu silnie lizynowego witgczaly aminokwasy znacz-
nie intensywniej niz frakcja nr 5 w po6znej blastuli réznice te ulegaty za-
tarciu, a w okresie gastruli najsilniej witgczata aminokwasy frakcja nr 5.

Vorobyev iwsp. (232) udowodnili tez, ze histony homo- i heterolo-
giczne obnizajg intensywnos$¢ syntezy RNA w embrionach jezowca a po-
nadto hamujg ich rozwdj. Sposrdd histonéw homologicznych najwieksza
aktywnos$¢ hamujgcg okazywaty histony z dojrzatej spermy jezowca, a naj-
mniejszg — histony z p6znej blastuli. Roznice te mozna wigza¢ z rozna
zawartosScia argininy, zwitaszcza ze sposrod frakcji histonéw grasicy ciele-
cej najsilniej hamowata argininowa (F3), a najstabiej silnie lizynowa.
Acetylowane histony grasicy cielecej nie wptywaly w ogdle na rozwdj
embrionalny jezowca co wskazywatoby, ze inhibitorowa funkcja histonéw
wiaze sie nie tyle z ich naturg polikationowa, ile ze specyficzna struktura
tych biatek.

Kischer i Hnilica (111) badajac histony podczas organogenezy
(skory, watroby i mozgu) 7-14-dniowych embrionow kurczecia stwierdzili
ich peing identyczno$¢ pod wzgledem sktadu aminokwasowego i elektrofo-
rezy w zelu poliakrylamidowym, a takze znaczne podobienstwo do histo-
now grasicy cielecej. Zdaniem autorow histologicznemu zréznicowaniu
W nieco p6zniejszym rozwoju kurczecia nie towarzyszyty wieksze iloscio-
we zmiany w skladzie histonéw.

5 postepy Biochemii 3/70
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Regulatorowy udziat histonow w embriogenezie reprezentowatby za-

pewne ich najwazniejszg funkcje biologiczng. Niestety mechanizm za po-
mocg ktérego biatka te modyfikujg matrycowa aktywno$¢ DNA nadal jest
daleki od rozszyfrowania. Gdyby histony byly permanentnymi represo-
rami funkcji genetycznej DNA, to derepresje genow mogtyby prowoko-
waé badz zmiany konformacji tych biatek, badZ ich reakcje z innymi
wielko- czy niskoczgsteczkowymi zwigzkami (np. biatkami niehistonowy-

mi).

I w jednym i w drugim przypadku nalezatoby jednak oczekiwaé od

czynnika derepresorowego zdolnosci rozpoznawania sekwencji nukleoty-
dowej obszaru, ktéry ma ulec odhamowaniu. Nie wykluczone jest réwniez
regulowanie funkcji histonow poprzez zmiany strukturalnej organizacji
nitek chromatynowych (196).
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LEOPOLD MYSZKOWSKI *

Denaturacja biatka jako zmiana jego struktury

Protein Denaturation as a Structural Modification of its Molecules

The paper presents the characteristics of structural changes and some of phys-
ical, chemical, and biological conseguences of protein denaturation.

. Wstep

W miare rozwoju chemii biatek oraz pogtebiania wiedzy o ich struktu-
rze i funkcji ksztattowalo sie pojecie denaturacji biatek. Denaturacja do-
tyczy budowy przestrzennej biatka i polega na zmianie jego struktury II,
I, 1V lub ponad-1V-rzedowej (28, 66). Definicja ta ogélnie dzi$ przyjeta
ma charakter teoretyczny. W praktyce biochemicznej postugujemy sie
definicjg biologiczng, ktéra przyjmuje, ze denaturacja biatka jest zmiang
w jego naturalnych witasciwosciach (100). Nalezy jednak pamietaé wow-
czas, ze zmiany w strukturze nie pociggajace za sobg zmian we wtasci-
wosciach dostepnych badaniu uchodza spod kontroli.

Il. Pojecia podstawowe

Na wstepie nalezy podkresli¢, ze denaturacja moze by¢ odwracalna (58)
chociaz niektérzy autorzy jak np. Kunitz (54) zgtaszajg w tej mierze
pewne zastrzezenia. O denaturacji odwracalnej mowimy wtedy gdy biatko
po usunieciu czynnika denaturujgcego odzyskuje wszystkie swoje wiasnosci
jakie miato przed zadziataniem tego czynnika. O odwracalnosci denatura-
cji biatka mozemy moéwi¢ z takg samg pewnoscig jak i 0 jego natywnosci.
Natomiast bezwzgledny punkt odniesienia — ,modelowe biatko natural-
ne”, jest nieuchwytny. Wynika to stad, Zze nawet w zdrowych organizmach

* Dr habil.,, Pracownia Biochemii Eksperymentalnej, Il Klinika Potoznictwa
i Choréb Kobiecych, Akademia Medyczna, Warszawa.
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biatka przyjmujg rézne formy konfiguracyjne pod wplywem stale zmie-
niajacych sie warunkéw zwigzanych z procesem zycia. Ostatecznie, nie
bedziemy chyba dalecy od prawdy, jesli za naturalne uznamy biatko, ktdre
spetnia catkowicie swojg role biologiczna.

Stopien zaawansowania denaturacji biatka moze wynika¢ z nasilenia
zmian wszystkich czgsteczek objetych procesem, lub tez ze stosunku ilosci
czasteczek zdenaturowanych do natywnych.

Przebieg denaturacji moze by¢ ciggly lub etapowy. Na przyktad dena-
turacja rybonukleazy pod wptywem mocznika w pH 4,7 przebiega jedno-
etapowo, a pod wptywem KCNS lub kwasu mréwkowego czy tez solne-
go — wieloetapowo. Innym przyktadem moze byé opisany przez Billo-
nena i Lumry (8)i wyjasniony termodynamicznie, dwuetapowy prze-
bieg denaturacji a-chymotrypsynogenu w S$rodowisku kwasnym. Stwier-
dzono tez dwuetapowy przebieg nieodwracalnej denaturacji termicznej
rozpuszczalnego kolagenu (24).

Mianem denaturacji obejmujemy tez tworzenie struktur ponadczwar-
torzedowych w biatkach, ktére w stanie natywnym takich struktur nie
wykazujg. Na przyktad rybonukleaza A trzustki, ktérej czasteczki majg
budowe 1V-rzedowg, na skutek denaturacji podczas wysuszania asocjuje
na struktury zbudowane z dwu lub wiecej makroczgsteczek (18). Zjawisko
asocjacji czyli taczenia sie czasteczek nazywamy polimeryzacja jesli masa
czasteczkowa nowopowstatych form molekularnych nie przekracza o$mio-
krotnie masy czasteczkowej biatka pierwotnego. Dalej posunietg asocjacje
obejmujemy mianem agregacji. Taka denaturacja moze prowadzi¢ do po-
wstawania superczasteczek o statej, scisle okreslonej masie czasteczkowej.
Na przykiad tropomiozyna kréolika w zalezno$ci od sity jonowej i pH roz-
tworu tworzy superczasteczki dwu- i szescio-molekularne (48). Niektore
tego typu struktury stanowia naturalny sktadnik organizméw zywych, na
przyktad superczgsteczki IgM — globuliny surowicy krwi zbudowane
z szesciu jednakowych struktur polipeptydowych o budowie czwartorzedo-
wej (92).

I11. Charakterystyka zmian strukturalnych

1. Zmiany struktury 1V-rzedowej

Struktura 1V-rzedowa biatka natywnego oparta jest na trwatosci wig-
zan taczacych niezalezne, zdefiniowane w swojej budowie przestrzennej,
tancuchy polipetydowe. Na pierwszym miejscu nalezy wymieni¢ wigzania
wodorowe i przyciggania elektrostatyczne, jak to ma miejsce w przypadku
hemoglobiny (12, 53, 90). Zwykle wchodzg w gre réwniez mostki dwu-
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siarczkowe np. w immunoglobulinach (73) i w haptoglobinach (16). Rozer-
wanie wszystkich wigzan zaangazowanych w tworzeniu danej struktury
IV-rzedowej powoduje dysocjacje biatka na podjednostki. Tego typu de-
naturacji ulega hemoglobina ludzka w zmienionym pH (schemat 1). Do-
chodzi wdwczas do dysocjacji na skutek rozerwania mostkéw wodorowych
i zmniejszenia oddzialywania elektrostatycznego miedzy podjednostkami
tego biatka (12, 53, 90).

. f silne wigzanie wodorowe
“Waricuch oi 4

stabe wigzanie wodotowe

Bwa  +lancuch 0 sily elektrostatyczne

Schemat 1. Denaturacja struktury 1V-rzedowej hemoglobiny

Trojwymiarowa organizacja czasteczki biatka jest istotna dla jego czyn-
nosci biologicznej. Zmiany tej struktury a wiec denaturacja, moga miec
swoéj udziat w funkcji biatka, jak to ma miejsce na przyktad podczas utle-
nowania hemoglobiny. Przylgczenie atomdw tlenu do grup hemowych po-
cigga za sobg odwracalng zmiane konfiguracji przestrzennej tego biatka,
co jest potaczone ze zblizaniem sie do siebie hemdéw zwigzanych z tancu-
chami P (68, 78).

W biatkach, ktére w stanie naturalnym nie posiadajg struktury 1V-rze-
dowej, zmiany w tym zakresie sg konsekwencjag wczesniejszych zmian
w konfiguracji biatka (42). Proces polega na tworzeniu polimeréw lub
agregatéw utrwalanych przez powstanie nowych miedzyczasteczkowych
wigzan (20), najczesciej mostkow dwusiarczkowych (2). Pewng role w tym
zjawisku odgrywajg rowniez mostki wodorowe (13) i wigzania hydrofo-
bowe (20).

2. Zmiany struktury Ill-rzedowej

Uporzadkowanie tafcucha polipeptydowego w przestrzeni, czyli Ill-rze-
dowa struktura warunkuje odpowiednie utozenie geometryczne sit moga-
cych wigzac¢ inne substancje do czasteczki biatkowej. Decyduje to o swo-
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istosci wiasnosci fizyko-chemicznych i biologicznych danego biatka. Cho-
dzi tu miedzy innymi o wiasciwe zblizenie czesci tancucha polipeptydo-
wego, ktdre majg bra¢ udziat w reakcjach.

Denaturacja biatka polegajagca na zmianach jego Ill-rzedowej struk-
tury jest zwykle objawem uszkodzenia czasteczki (71, 96). Jak juz wspo-
mniano moze byé jednak réwniez podstawg jego funkcji, a wdéwczas jak
sie wydaje jest zawsze odwracalna.

Denaturacja Ill-rzedowej struktury biatka wykazuje najwiekszg rdz-
norodno$¢. W kazdym przypadku ulegaja rozerwaniu naturalne wigzania
wewnatrzczgsteczkowe (27), ale moga rowniez tworzy¢ sie nowe wigzania.
Rozmaito$¢ wigzan stabilizujacych strukture Ill-rzedowa (wodorowe, hy-
drofobowe, dwusiarczkowe, elektrostatyczne) sprawia, ze denaturacje biat-
ka w tym zakresie moga wywotywacé rézne czynniki. Uszkodzenie poszcze-
gbélnych typow wigzan prowadzi zwykle do innych zmian konfiguracyj-
nych i pocigga za sobg odmienne efekty denaturacji. Dodatkowe zrézni-
cowanie wynika z uszkodzenia roznej ilosci wigzan danego typu, lub tez
z miejsca uszkodzenia. Dotyczy to gtéwnie dziatania czynnikéw o swoistym
dziataniu destrukcyjnym.

3. Zmiany struktury ll-rzedowej

Proponowany obecnie dla wiekszosci biatek, spiralny przebieg tan-
cucha polipetydowego stanowi jego Il-rzedowa strukture (50, 74). Wiele
biatek globularnych nie posiada jednak takiej struktury. Wymienié tu
mozna immunoglobuliny (39, 87) i a-kwasny glikoproteid (89). W stabili-
zacji a-spirali udziat biorg wigzania wodorowe (17, 76), dwusiarczkowe
(77), elektrostatyczne (3) i hydrofobowe (88, 104) z tym jednak, ze pod-
stawag sg wigzania wodorowe (17, 76), a nie dwusiarczkowe jak to ma
miejsce w przypadku struktury Ill-rzedowej (77). Uszkodzenie wigzan
stabilizujagcych a-spirale, przede wszystkim wodorowych, moze prowadzié
do denaturacji biatka. Denaturacje takg obrazuje schemat 2 przedstawia-
jacy przejscie spirali a w stan nieuporzadkowany tancucha polipeptydo-
wego.

Podczas denaturacji Il-rzedowej struktury biatka uszkodzenie moze
dotyczyé wszystkich wigzan stabilizujgcych lub tylko niektorych. W zwigz-
ku z tym konfiguracja biatka moze ulec zniszczeniu catkowitemu, badz
tez jedynie na niektoérych odcinkach tancucha polipetydowego, jak to ma
miejsce w przypadkach denaturacji odwracalnej (37). Denaturacja struk-
tury Il-rzedowej jest trudniejsza do odwrécenia niz denaturacja w zakre-
sie innych struktur. Na uwage zastuguje tez fakt, ze denaturacja Il-rze-
dowej struktury biatka moze polegaé na rozbudowie jego a-spiralnej
konfiguracji. Callaghan i Martin (13) na podstawie badania dys-
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sity Van der Waalsa
| wewnetrzna powierzchnia heliksu mostek wodorowy

sity elektrostatyczne

zewnetrzna powierzchnia helik» .
rodniki apolarne

Schemat 2. Denaturacja struktury Il-rzedowej biatka

persji rotacyjnej sugerujg, ze dodatek 2-chloro-etanolu do roztworu albu-
miny surowicy krwi cztowieka powoduje wzrost procentowego udziatu
spirali w budowie tego biatka.

IV. Czynniki denaturujgce

Czynniki denaturujagce mozemy rozgraniczy¢ na dwie grupy: czynniki
fizyczne i czynniki chemiczne. Kwestia addytywnosci i konkurencji przy
rownoczesnym dziataniu na biatko czynnikéw z obydwu grup stanowi od-
rebne zagadnienie.

Sposréd bardzo wielu czynnikéw wywotujgcych denaturacje, ogranicze
sie do przedstawienia tylko niektérych, wybierajac te, ktére wywieraja
wptyw najsilniejszy wzglednie sg czesta przyczyng denaturacji biatek
oiaz te, ktére tatwo uchodzg naszej uwadze.

1. Czynniki fizyczne

Woda jest jednym z najmniej docenianych czynnikéw denaturujacych.
Szkodliwe jej dziatanie przejawia sie bardzo wyraznie podczas przecho-
wywania liofilizowanych preparatow biatkowych. Daleko posunietg de-
naturacje wielu biatek w roztworach wodnych obserwuje sie podczas ich
rozcienczania (55). Ponadto w roztworze wodnym na granicy faz woda-
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-gaz lub woda-ciato state zbiera sie jednomolekularna warstwa biatka,
ktére stato sie nierozpuszczalne a wiec zdenaturowane (64). To ostatnie
zjawisko moze mie¢ duze znaczenie przy spienianiu roztworéw biatko-
wych, poniewaz proces ten jest zwykle nieodwracalny.

Mechanizm denaturujgcego dziatania wody nie jest zupeinie jasny.
Jest to dziatanie z pogranicza wptywu czynnikow fizycznych i chemicz-
nych. Z jednej strony chodzi tu o tworzenie mostkow wodorowych z wo-
da (26) z drugiej za$ o oddziatywanie polarnych czgsteczek wody na apo-
larne fragmenty tancucha polipetydowego. Ten drugi przypadek zacho-
dzi przede wszystkim podczas denaturacji na granicy faz (36). Natomiast
podczas daleko idacego rozcienczania roztworéw biatkowych jak tez przy
nawilzaniu przechowywanych biatek liofilizowanych mechanizm dena-
turacji jest zblizony do mechanizmu denaturacji termicznej.

Denaturacja termiczna zachodzi poprzez rozrywanie tych wigzan, ktore
decydujg o wysokiej wartosci wolnej energii uktadu biatko-srodowisko
(60). Mamy tu do czynienia z tworzeniem nowych konfiguracji czasteczki
biatlkowej, ktére powstaja po rozerwaniu niektérych wigzan niewalen-
cyjnych (wewnatrzczasteczkowych) i sg stabilizowane przez nowopow-
state wigzania wewnatrzczasteczkowe i miedzyczgsteczkowe (26). Najwiek-
szg role przypisuje sie rozrywaniu wigzan typu soli oraz mostkéw dwu-
siarczkowych z nastepowym tworzeniem odpowiednich wigzan miedzy-
czasteczkowych i wewnatrzczgsteczkowych w innych miejscach tego sa-
mego fancucha (82). Nie mozna rowniez lekcewazy¢ wymiany mostkow
wodorowych wewnatrzczasteczkowych na miedzyczasteczkowe i zew-
natrzczasteczkowe (26). Zgodnie z poglagdami Steinraufa i Dand-
likera (97) mozna przyjat, ze przynajmniej w niektérych przypad-
kach denaturacji termicznej najpierw pekaja wigzania wodorowe, a do-
piero p6zniej tworza sie mostki dwusiarczkowe, ktdre utrwalajg poczat-
kowo powstate konfiguracje oparte na wigzaniach wodorowych i hydrofo-
bowych. Powstawanie w toku denaturacji termicznej miedzyczasteczlco-
wych, przypadkowych wigzan dwusiarczkowych jest podstawowym czyn-
nikiem prowadzacym do koagulacji biatka. Jakkolwiek ogdlna definicja
nie przewiduje degradacji chemicznej biatka podczas denaturacji, to jed-
nak w przypadku denaturacji termicznej nalezy przyja¢é pewne ograni-
czenia odnosnie tego punktu. Zjawisku temu czesto towarzyszy bowiem
czesciowy rozpad grup aminowych (21).

Waznym czynnikiem denaturujgcym jest promieniowanie (promienie
X, y oraz ultrafioletowe). Przy napromieniowaniu roztworéow biatko-
wych, zmiany kowalencyjnych wigzan chemicznych sg poprzedzane uszko-
dzeniem struktury Il-rzedowej biatka (1). Jonizacja bowiem wnosi nowe
tadunki elektryczne, co pocigga za sobg rozpad mostkéw wodorowych
i dezorganizacje struktury przestrzennej czasteczki. W przypadku takiej
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denaturacji ludzkiej albuminy surowiczej od dawki promieniowania za-
lezy ilos¢ zdenaturowanych czasteczek, natomiast pozostate czasteczki
biatkowe, jak sie wydaje, sg nienaruszone (85).

Rola czynnikow mechanicznych w denaturacji biatek jest na og6t zna-
na i czesto jest przytaczany przyktad denaturacji a-keratyny podczas roz-
ciggania witosa, kiedy to dochodzi do uszkodzenia struktury Ill-rzedowej
(75). Mato znanym natomiast, ale ciekawym zjawiskiem jest denaturacja
immunoglobulin podczas saczenia przez celofan w czasie elektroforezy
wysokonapieciowej (46). Denaturacja ta wynika z utraty naturalnej struk-
ry IV-rzedowej.

Denaturacje biatka w roztworze moze wywotaé zmiana pH (107).
Chodzi tu przede wszystkim o obnizenie pH poniewaz przy jego podwyz-
szeniu prawie zawsze ma miejsce degradacja i reakcje wtorne. Tak np.
albumina surowicy krwi (106) oraz immunoglobuliny (107) przechodzg
odwracalne zmiany strukturalne przy obnizeniu pH ponizej 4. Zmiany te
sg catkowicie odwracalne (38, 106) i polegajga na ekspansji czasteczek
wskutek zmian struktury Ill-rzedowej, jednak bez rozfatdowania spi-
ralnego fancucha, a wiec bez zmian w strukturze Il-rzedowej. Dopiero
dtugotrwate dziatanie obnizonego pH przy niezbyt malym stezeniu bialka
prowadzi do nieodwracalnej denaturacji wielu biatek. Powstaja wowczas
nienaturalne struktury IV-rzedowe i ponadczwartorzedowe czego zew-
netrznym wyrazem jest agregacja. Ten rodzaj denaturacji wykorzystuje
sie w niektorych metodach oznaczania ilosciowego biatka (70) i przy od-
biatczaniu roztwordw. Mechanizm denaturacji biatka podczas obnizenia
pH zawsze wigze sie z przylagczeniem protonéw przez biatko. Ta reakcja
pocigga za soba rozrywanie mostkow wodorowych stabilizujacych natu-
ralng konfiguracje czasteczki i umozliwia powstawanie nowych wigzan
miedzyczgsteczkowych wodorowych i hydrofobowych wynikajgcych
z dziatania sit Van der Waalsa.

Nalezy tez wspomnie¢ o denaturujgcym wplywie ultradzwiekéw na
biatko. Fale ultradZzwiekowe prowadzg zwykle do reakcji chemicznych
wskutek rozrywania wigzan walencyjnych (23), jednak niektére enzymy
ulegajg pod ich wptywem inaktywacji wywotanej denaturacjg bez obja-
wow hydrolizy (5).

2. Czynniki chemiczne

Sole sg jednym z najwczes$niej poznanych czynnikéw denaturujacych
biatko. Zjawisko odwracalnej denaturacji pod wptywem siarczanu amonu,
siarczanu sodu, czy fosforanu potasu znalazto zastosowanie przy frakcjo-
nowaniu mieszanin biatkowych i izolacji enzyméw. Denaturujgco dziatajg
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tez sole metali wielowartosciowych (Fe, Ni, Co, Al, Cu, Zn, Cd). Obok
dominujacej roli kationu w tym procesie istotne znaczenie ma takze obec-
ny w roztworze anion (83, 95). Miejscem wigzania jonéw metalicznych
moga by¢ wolne grupy karboksylowe (np. dla Co2+ i Ni2+) azot imidazo-
lowy lub peptydowy, a wg Rao i Lala (8l) takze tlen wigzania pep-
tydowego (np. dla Zn2+ i Cd2+). Wigzanie wielowarto$ciowych jonéw me-
talicznych przez biatko prowadzi do jego polimeryzacji, zwykle bez wytrg-
cania sie z roztworu. W odpowiednich warunkach produkt denaturacji
moze mie¢ ScisSle okreSlong mase czasteczkowa, na przykiad albumina
surowicy krwi bydlecej pod wptywem azotanu miedzi ulega w roztworze
wodnym dimeryzacji (86). Denaturacja biatka pod wptywem soli polega-
jaca na powstawaniu potgczen typu soli z wielowartoSciowymi kationami
lub anionami daje produkty nietrwate i czesto moze dochodzi¢ do petnej,
jak sie wydaje, renaturacji. Dotyczy to wielu enzymdéw wyizolowanych
z mieszanin biatkowych przez wytrgcanie siarczanem amonu. Rowniez di-
mery albuminy surowicy krwi bydlecej otrzymane dziataniem jonéw Cu?+
dysocjuja na natywne czasteczki pod wptywem wersenianu czy tez chlo-
rowodorku cysteiny (86).

Wiele zwiazkéw organicznych wykazuje dziatanie denaturujgce przy
czym roznorodno$¢ zachowania sie biatek wobec nich jest wigksza niz
wobec innych czynnikédw denaturujacych. Do najczesciej stosowanych na-
lezg: mocznik, chlorowodorek guanidyny, detergenty oraz alkohole alifa-
tyczne, ktore powoduja zelifikacje biatek w temperaturze pokojowej. Te
ostatnie podnoszg roéwniez stopien agregacji termicznej.

Najbardziej znanym zwigzkiem z tej grupy jest mocznik. Biatka zdena-
turowane mocznikiem pozostajg zwykle rozpuszczone. Mechanizm dena-
turacji pod wptywem mocznika podobnie jak i guanidyny polega na two-
rzeniu silnych wigzan wodorowych miedzy tymi zwigzkami a biatkiem
z rownoczesnym rozrywaniem mostkdw wodorowych wewnatrzczastecz-
kowych (98, 105). Oba te zwigzki dziatajg dopiero- w duzych stezeniach,
przy czym ze wzrostem ich stezenia wzrasta nieodwracalno$¢ denaturacji.
W stezonych roztworach mocznika prowadzi to do wzrostu lepkosci i skre-
calnosci optycznej roztworu bez zmiany ciezaru czasteczkowego biat-
ka (35).

Czynniki powierzchniowo aktywne czesto dziatajg denaturujagco na
biatka ito zwykle juz w niskich stezeniach. Detergenty nie dziatajg zwyk-
le na wigzania wodorowe, ale ostabiajg wigzania hydrofobowe (62, 63). Tak
wiec zmiany wywotane przez detergenty dotycza gtéwnie struktury
I11-rzedowej, chociaz w niektérych przypadkach moze dochodzi¢ do roz-
rywania wigzahn wodorowych i uszkadzania spirali (62, 63). Istotg dziata-
nia detergentéw na biatka jest udostepnienie do reakcji chemicznych grup
czynnych.
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V. Skutki denaturacji

Jakkolwiek wtasnosci fizyczne, chemiczne i biologiczne biatka sg ze
sobg Scisle zwigzane i wspdizalezne, to jednak dla jasniejszego przedsta-
wienia omoéwie je oddzielnie.

1. Wiasnosci fizyczne

Rozpuszczalnos$¢, stata dyfuzji, ruchliwo$¢ elektroforetyczna, lepkosc
roztworow biatkowych oraz witasnosci optyczne sg podstawowymi ele-
mentami charakterystyki natywnos$ci biatek. Zmiany w tym zakresie
w przebiegu denaturacji wynikajg ze zmiany wymiarow czasteczkowych,
tadunku elektrycznego, ksztattu oraz stanu rozproszenia czasteczek biat-
kowych.

Denaturacja taczy sie zwykle, cho¢ nie zawsze ze zwiekszeniem wy-
miaréw czasteczki. Na przyktad denaturacja termiczna albuminy jaja
prowadzi do zwiekszonej hydratacji tego biatka, tak ze objeto$¢ kazdej
zdenaturowanej czgsteczki wzrasta dwukrotnie (61). Ekspansja moleku-
larna nie zawsze jednak pocigga za sobg wzrost objetosSci czasteczkowej
i tak objetos¢ czasteczki albuminy surowicy krwi zmniejsza sie w czasie
ekspansji (14) co ilustruje schemat 3.

L i powierzchnia przekroiu
powierzchnia hydrofitowa

r I powierzchnia hydrofobowa
Schemat 3. Ekspansja molekularna albuminy surowiczej (przekréj modelu)

6 Postepy Biochemii 3/70
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Zarobwno dysocjacja biatek na podjednostki jak tez polimeryzacja, kt6-
re moga mieé miejsce w czasie denaturacji, pociagaja za sobg odpowiednie
zmiany w parametrach molekularnych, ktére sg prostag konsekwencja
zmiany masy czasteczkowej.

Ruchliwo$¢ elektroforetyczna zalezy od tadunku elektrycznego i od
przestrzennej budowy czasteczki biatkowej, totez zmiany konfiguracji
molekularnej i fadunku elektrycznego w czasie denaturacji moga te ruch-
liwo$¢ znacznie zmienia¢. Poniewaz tadunek elektryczny w procesie de-
naturacji zwykle wzrasta, elektroforeza jest bardzo pozyteczng metoda
do wykrycia réznic jakosciowych (modyfikacji) czasteczek biatkowych,
lecz niestety nie daje precyzyjnego pogladu co do natury tej modyfikacji.
Zmiany tadunku elektrycznego biatek pod wptywem denaturacji znajduja
swe odzwierciedlenie réwniez w zmianie przewodnictwa elektrycznego
roztworow biatkowych.

Wiasnosci optyczne biatek odnosza sie do ich wewnetrznej struktury
i dlatego sg niezwykle czute na modyfikujagce dziatanie denaturacji. Ba-
dania dwdéjtomnosci Swiatta (41), zmetnienia (93, 94) widm absorpcyjnych
w nadfiolecie (32, 45) i podczerwieni (56) oraz dyspersji rotacyjnej (44,
57) nalezag do najwazniejszych metod badania denaturacji. Charakterys-
tyczne zmiany dyspersji rotacyjnej podczas denaturacji struktury Il-rze-
dowej pozwalajg dos¢ doktadnie obliczy¢é procentowy udziat a-spirali
w tworzeniu tej struktury (39, 65). Zmiany w réznicowych widmach ab-
sorpcyjnych w UV i w dyspersji rotacyjnej pozwolity Biltonenowi
i Lumry’emu (9 na stwierdzenie dwu niezaleznych stanéw réw-
nowagi w dwuetapowej denaturacji a-chymotrypsyny.

Zmiany konformacji, topografii i whasnosci chemicznych powierzchni
biatka powodujg zmiany powinowactwa do otaczajgcego Srodowiska. Roz-
puszczalno$¢ biatek globularnych. w wodzie zwykle maleje po denaturacji.
Zjawisko to czesto przyjmuje sie za kryterium denaturacji (59), jednak
iloSciowe oznaczenie produktu denaturacji metodg precypitacji jest umow-
ne poniewaz w duzym stopniu moze zaleze¢ od Srodowiska (102). Nalezy
tu wspomnie¢, ze w wodnych roztworach biatek wyrdzniamy wode wolng
i wode zwigzang z biatkiem przy czym woda zwigzana nie jest rozpuszczal-
nikiem dla soli lub innych zwigzkdw. , Objetos¢ nierozpuszczalnikowa”
(suma objetosci wody zwiazanej i samych czasteczek biatkowych) zwykle
maleje nieznacznie podczas denaturacji (34).

2. Wtasnosci chemiczne

Wptyw denaturacji na wiasnosci chemiczne biatka polega zwykle na
udostepnieniu nowych grup funkcyjnych lub zmianie otoczenia tych
czynnych grup, ktére byty wolne w biatku natywnym.
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Na ogo6t denaturacja powoduje wzrost ilosci grup czynnych w czastecz-
ce biatkowej. Po denaturacji zwykle wzrasta wigzanie jonéw metalicz-
nych (101) i wodorowych (6). Przybywa wolnych grup NH2‘, tak ze re-
akcja biuretowa jest szybsza (4), odmaskowuja sie tez reszty tyrozynowe
i tryptofanowe co powoduje silniejszg reakcje Folina-Ciocalteu i zmianeg
widm absorpcyjnych w nadfiolecie (31, 84). Szczegdlnie duze znaczenie
ma denaturacja w uwalnianiu grup -SH (47, 103), po denaturacji staja sie
tez tatwiej dostepne do redukcji grupy -S-S-. Ciekawa ilustracja tego
zjawiska jest praca Andersona (2) dotyczagca polimeryzacji albumi-
ny surowicy krwi bydlecej. W natywnej albuminie surowicy krwi ludz-
kiej mozna wykry¢ tylko jedna grupe -S-S- podczas gdy po denaturacji
daje sie wykry¢ 17 takich ugrupowan w czasteczce (52).

Denaturacja powoduje tez znaczne zmiany w wigzaniu przez biatko
barwnikéw i innych substancji drobnoczasteczkowych. Po denaturacji ob-
serwuje sie zwykle wzrost wigzania (niekiedy bardzo znaczny) jak to na
przyktad ma miejsce w przypadku wigzania hemu przez zdenaturowang
globine (51), taka hemoglobina jednak jest niezdolna do wigzania tlenu
(49). Zmiany w wigzaniu barwnikdw przez biatka w czasie ich denatura-
cji zaleza w duzym stopniu od S$rodowiska, gtéwnie od pH roztworu
w jakim denaturacja zachodzi (7). Waznym objawem wzrostu reaktyw-
nosci biatek po denaturacji jest rowniez wzrost ich podatnosci na dziala-
nie enzymow proteolitycznych. Obserwujemy to np. podczas denaturacji
albuminy jaja, (3-laktoglobuliny czy tez bydlecej albuminy surowiczej (15).

3. Wtasnosci biologiczne

Z biologicznego punktu widzenia istotnym zjawiskiem towarzyszacym
denaturacji jest spadek aktywnosci enzymatycznej. Tylko w bardzo nie-
licznych przypadkach denaturacja moze powodowac¢ wzrost lub nawet po-
jawienie sie nieistniejgcej przedtem aktywnosci enzymatycznej. Na przy-
ktad miozyna A z serca, po denaturacji zwieksza swojg aktywnos$é
ATP-azy (10), albumina jaja za$, ktdéra w stanie naturalnym nie wyka-
zuje wiasnosci enzymatycznych, po denaturacji termicznej wykazuje
wiasnosci katalazy chociaz aktywno$¢ jej wobec H2 2 jest wielokrotnie
mniejsza od aktywnos$ci katalazy naturalnej (99).

Wskutek wielkiej specyficznosci reakcji immunologicznych nalezatoby
sie spodziewaé, ze denaturacja powinna silnie wpltywa¢ na wiasnosci im-
munologiczne biatka. Przypuszczenie to jednak tylko czeSciowo znajduje
potwierdzenie w faktach. Natywna albumina jaja nie reaguje z surowicg
zawierajgcg przeciwciata przeciw zdenaturowanej albuminie jaja, podob-
nie jak zdenaturowana albumina jaja nie reaguje z antysurowicg przeciw
natywnej albuminie jaja (33). Innym przyktadem jest zdenaturowana

6"
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termicznie albumina surowicy krwi bydlecej, ktdra daje tylko 15% reakcji
krzyzowej z antysurowicg przeciw natywnej albuminie (63). Tymczasem
denaturacja albuminy surowiczej za pomocg mocznika i guanidyny nie
zmienia wiasnos$ci antygenowych tego biatka (79).

Denaturacja biatka przez zmiane jego struktury Ill-rzedowej stoi tez
u podstaw dziatania wiekszosci enzymow. Przyjmuje sie, ze w czasie dzia-
tania syntetaz substraty po potaczeniu z enzymem zblizajg sie do siebie
na skutek stosownego odksztatcenia czasteczki enzymu. Zjawisko to przed-
stawiono na schemacie 4.

E Z substraty

J J produkt reakcji

Schemat 4. Denaturacja cze$ci biatkowej enzymu podczas katalizy

Innym przyktadem denaturacji (zmian strukturalnych) biatka jako zja-
wiska naturalnego moze by¢ proponowany przez Monoda, Chan-
geux i Jacoba (67) model allosterycznej reakcji represora podczas
regulacji biosyntezy.

V1. Addycja i konkurencja

Szczegb6lnymi zjawiskami dotyczacymi denaturacji sg: addycja i kon-
kurencja w dziataniu czynnik6éw denaturujgcych. Najbardziej powszech-
na jest wspoétzaleznosé temperatury z innymi czynnikami denaturujacy-
mi. Wptyw pH na denaturacje cieplng tylko w niewielkim stopniu daje
sie ttumaczy¢ katalitycznym dziataniem jondéw H+ i OH-. Wydaje sie,
ze bardziej istotng role odgrywa zmiana réwnowagi miedzy réznymi sta-
nami dysocjacji czgsteczki biatkowej (30). Tak na przykiad dodatek eta-
nolu powoduje wzrost stopnia denaturacji termicznej globulin surowicy
krwi ludzkiej (40). Podobnie dodatek mocznika do roztworu albuminy jaja
obniza znacznie temperature konieczng do jej denaturacji (29).
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Mechanizm addytywno$ci mozna objasnié na przyktadzie inaktywacji
funkcji ATP-azowej miozyny wskutek naswietlania promieniami X iub
vy (22). Inaktywacja ta zachodzi w dwu etapach, bezpo$rednio w czasie
naswietlania i w kilka godzin po napromieniowaniu. Przyjmuje sie, ze
napromieniowanie biatka indukuje diugotrwate wzbudzenie atomoéw
w czasteczce co obniza prég aktywacji dla nastepnej reakcji wskutek cze-
go juz w temperaturze 25° po kilku godzinach dochodzi do denaturacji
termicznej.

@) konkurencji méwimy wtedy gdy dziatanie czynnikow denaturujg-
cych znosi sie. Bardzo dobrym tego przyktadem jest fakt, ze dodanie 10
do 14 moli detergentu na 1 mol albuminy surowicy krwi ludzkiej wywie-
ra bardzo silny wptyw ochronny wobec denaturacji zardwno termicznej
jak i w 6 molarnym roztworze mocznika (62). Ochronne dziatanie kapry-
lanu sodu na albumine surowicy hamujg aminokwasy dwuazotowe (30).
Jest wiec prawdopodobne, ze kaprylan tworzy wigzania z guanidynowg
grupg reszty argininowej w tancuchu polipeptydowym biatka. Ciekawy tez
jest brak efektu denaturujgcego przy rownoczesnym dziataniu na albu-
mine surowicy krwi kwasu tréjchlorooctowego i etanolu lub acetonu
w stezeniach wystarczajacych do natychmiastowej denaturacji (92).

Podobne efekty jak przy dziataniu dwoch czynnikéw denaturujgcych
uzyskujemy przez dodanie do roztworu biatka substancji, ktdrych ogdinie
nie uwaza sie za czynniki denaturujgce. Stwierdzono na przykiad, ze
0,1 molarny roztwo6r NaCl znacznie przyspiesza denaturacje termiczng
albuminy surowicy krwi ludzkiej, podczas gdy 1 molarny roztwdr tej soli
dziata ochronnie (69). Obok sity jonowej réwniez rodzaj jonéw (43) moze
decydowac o przebiegu denaturacji pod wptywem czynnikéw fizycznych.
W tych przypadkach chodzi prawdopodobnie o wzajemne oddziatywanie
elektrostatyczne miedzy solami a czgsteczkami biatka.

Waznym czynnikiem ochraniajgcym biatka przed denaturacjg jest
DNA, przy czym dziatanie DNA jest o wiele wieksze niz nukleozyddw
lub nukleotydéw w tym samym stezeniu (72, 108). Réwniez rodzaj nukle-
otydu moze mie¢ wptyw na przebieg denaturacji jak to na przyktad ma
miejsce w przypadku polimeryzacji aktynu F (25). Niektore aminokwasy
oraz glutation takze dziatajg ochronnie przeciw denaturacji (19). Substan-
cje te stabilizuja strukture biatka wigzac sie z nim. W przypadku enzy-
moéw taka stabilizacja moze prowadzi¢ do obnizenia ich aktywnosci.
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RENATA DABROWSKA * WITOLD DRABIKOWSKI **

Regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni szkieletowych

Regulation of Contraction-Helaxation Cycle in the Skeletal Muscle

Recent progress in the investigations on the molecular mechanism of the role
of calcium ions as a regulating agent of the contractile system has been reviewed.

I. Aparat kurczliwy miesni szkieletowych
1. Ultrastruktura miofibryli

Miesien jest wysoce wyspecjalizowang tkankg zdolng do przetwarza-
nia energii chemicznej w energie mechaniczng skurczu.

Gtéwna mase miesni szkieletowych stanowig elementy kurczliwe —
miofibryle zbudowane z dwoéch rodzajéw filamentow (54). Tak zwane
»grube” filamenty, o $rednicy 100A, znajdujg sie w prazkach anizotropo-
wych (A), natomiast ,,cienkie” filamenty, o srednicy 60A, zajmujg prazek
izotropowy (I) oraz zachodza w prazku A na pewnym odcinku miedzy
»grube” filamenty. Posrodku prazka | znajduje sie linia o duzej gestosci
optycznej zwana linig Z, natomiast srodkowy odcinek prazka A, o mniej-
szej gestosSci optycznej, gdzie ,cienkie” filamenty nie dochodzg, zwany
jest strefg H (schemat la). Odcinek pomiedzy dwoma linami Z nazywa sie
sarkomerem.

A. F. Huxley i Niedergerke (52) oraz H. E. Huxley
i Hanson (57) wykazali, ze dlugo$¢ obu rodzajéow filamentow pozostaje
stata w roznych stanach skrécenia miofibryli. Autorzy ci zaproponowali
ogdllnie dzi$ przyjeta teorie, wedlug ktdrej zmiany diugosci miesnia po-
przecznie prazkowanego podczas skurczu sa wynikiem przesuwania sie

* Dr inz., Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
Polska Akademia Nauk, Warszawa

** prof. dr habil., Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im. M.
Nenckiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa

Wykaz stosowanych skrotéw: EDTA — so6l sodowa kwasu etylenodwuaminoczte-
rooctowego, EGTA — s6l sodowa kwasu etylenoglikolo-bis/eter|3-aminometylo-/NN ’-
czterooctowego.
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Schemat 1. Utozenie filamentow w miofibryli
a) w stanie spoczynku, b) w stanie skurczii
m —filamenty grube, a—filamenty cienkie

»grubych” i ,cienkich” filamentow wzgledem siebie, bez zmiany dtugosci
poszczegbinych filamentéw. Powoduje to w czasie skurczu skracanie praz-
kéw | i zmniejszanie strefy H az do ich zaniku” (schemat Ib), a w czasie
rozkurczu — rozszerzanie prazka | i strefy H bez zmiany diugos$ci praz-
ka A.

Prowadzone rownolegle badania biochemiczne wykazaty, ze gtownymi
sktadnikami miofibryli sg specyficzne biatka mie$sniowe miozyna i akty-
na. Zastosowanie techniki mikroskopii elektronowej w potgczeniu z frak-
cjonowang ekstrakcjg biatek oraz z metodami immunochemicznymi ujaw-
nito, ze ,grube” filamenty zbudowane sg z miozyny, a ,cienkie” z aktyny
(37, 55, 80, 91). Aktyna wystepuje w ,cienkich” filamentach w postaci
podwdjnie skreconych nici — liniowych polimeréw — zwanych F-akty-
ng (38).

2. Aktomiozyna i inne modele migSniowe

W roku 1939 Engelhardt i Ljubimowa (33) doniesli, ze mio-
zyna jest enzymem rozktadajgcym ATP. Wkrotce potem Szent-Gyor-
gy i (95) zaobserwowat, ze miozyna tworzy kompleks z aktyng i potgczenie
to nazwal aktomiozyna. W roztworach o wysokiej sile jonowej (y — 0,6)
interakcja obu tych biatek manifestuje sie wzrostem lepkosci i rozprasza-
nia Swiatta. Dodanie ATP do roztworu aktomiozyny powoduje gwattowny
spadek lepkosci, Swiadczacy o dysocjacji na sktadniki. W miare rozktada-
nia dodanego ATP przez ATP-aze miozynowg ponownie powstaje pota-
czenie aktyny z miozyng. W roztworach o niskiej sile jonowej (ix<CO0,25)
aktomiozyna wystepuje w formie zelu. W tych warunkach dodanie ATP
powoduje, réwnolegle z enzymatycznym rozktadem ATP, synereze zelu
aktomiozynowego, polegajagcg na wyciSnieciu wody ze struktury zelu
i zmniejszeniu jego objetosci. Zjawisko to nazwane superprecypitacjg sta-
nowi jeden z najprostszych modeli skurczu mie$niowego. Skurcz ,nici”
z zelu aktomiozynowego, zachodzacy pod wptywem ATP opisal Szent -
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Gyorgyi juz w roku 1941 (95). Prowadzone nastepnie na szeroka skale
badania wykazaty, ze aktywno$¢ ATP-azy aktomiozynowej jest znacznie
wyzsza od miozynowej i charakteryzuje sie tym, ze ulega stymulacji pod
wptywem jonéw Mg2+. Natomiast aktywnos¢ ATP-azy miozynowej zmniej-
sza sie pod wptywem tych jonow (96).

Ward i wsp. (101) spostrzegli, ze aktywno$¢ ATP-azy ekstrahowa-
nych gliceryng wtokien miesniowych zalezna jest od dtugosci sarkomeru.
Zmniejszenie dlugosci sarkomeru prowadzi do wzrostu aktywnosci ATP-
azy stymulowanej jonami Mg2+, zwiekszenie za$ do zaniku aktywnosci.
Jest to zgodne z pogladem, ze wraz ze skracaniem sarkomeréw podczas
pokrywania sie filamentow ,.cienkich” i , grubych” wystepuje silna inter-
akcja miedzy aktyng i miozyna, ktéra prowadzi do hydrolizy ATP, do-
starczajagcej energii potrzebnej do skurczu. Przy maksymalnym rozcigg-
nieciu sarkomeru potaczenie to zostaje zerwane i aktywnos¢ ATP-azy jest
niska (cyt. wg 58).

W wyniku wieloletnich badan ugruntowat sie poglad, ze interakcja
dwéch strukturalnych biatek miesniowych aktyny i miozyny w obecnosci
ATP stanowi podstawowy mechanizm skurczu miesniowego.

Il. Rola wapnia w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni
szkieletowych

1. Wptyw stezenia jondw wapnia na aktywno$¢ miesni

Skurcz modeli mie$niowych pod wplywem ATP jest nieodwracalny
i odpowiada stanowi rigor mortis w zywym mie$niu. Bozler (4) i Wa -
tanabe (99) wykazali jednak, ze rozkurcz tych modeli moze zachodzi¢
pod wptywem zwigzkéw chelatujacych jony Ca2+, na przykiad EDTA.
W niedtugim czasie po tym Perry i Grey (83, 84) zaobserwowali, ze
zwigzki te znacznie obnizajg poziom ATP-azy aktomiozynowej aktywowa-
nej przez jony Mg2+.

Rdéwnolegle prowadzono badania nad udziatem poszczegdélnych jondéw
w skurczu miesnia. Heilbrunn i Wiercinski (49) badajac wptyw
iniekcji kationéw dwuwartosciowych na zachowanie sie mie$nia zauwazyli,
ze sposrod szeregu kationow tylko kationy Ca2+ powodowaty jego skurcz.
Spostrzezenie to potwierdzili nastepnie Niedergerke (75 iPodol-
ski (85). W nastepnych latach Weber i wsp. (104, 105 106) wykazali,
ze dla uzyskania petnej aktywacji ATP-azy aktomiozynowej poza jonami
Mg2+, konieczne jest réwniez niewielkie stezenie jondw Ca2+. Usuniecie
jonéw wapnia ze Srodowiska inkubacyjnego, na przyktad przez dodatek
EGTA, prowadzi do zahamowania rozktadu ATP (19, 20, 22, 72). EGTA
jest analogiem EDTA o kilkakrotnie wiekszym powinowactwie do Ca2+
niz do Mg2+.
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Dowody na to, ze do aktywacji ATP-azy aktomiozynowej potrzebne sg
jony wapnia uzyskano do$¢ p6zno, co mozna wyttlumaczyé tym, ze stosun-
kowo mate ilosci tych jondéw, zazwyczaj obecne jako zanieczyszczenia,
wystarczg by zaktywowaé wspdtdziatanie ATP z biatkami kurczliwymi.
Dlatego dopiero zastosowanie przez Weber i Herz (103, 104) buforéw
wapniowych, utrzymujacych stezenie wolnych jonéw Ca2+ na statym po-
ziomie, pozwolito rozwigza¢ ten problem. Szczegélnie przydatny okazat
sie bufor Ca-EGTA + EGTA. Wykazano, ze maksymalna aktywacja akto-
miozyny nastepuje dopiero przy stezeniu 10~4M Mg2+ i 10~4M ATP, nato-
miast zapotrzebowanie na Ca2+ zaspokaja w petni 100 razy mniejsze steze-
nie tego kationu. Podczas badania wptywu stezenia jonéw Ca2+ na aktyw-
nos¢ ATP-azy aktomiozynowej stwierdzono, ze maksymalng aktywacje
tego enzymu uzyskuje sie juz przy stezeniu Ca2+ 10~6M, natomiast zaha-
mowanie rozktadu ATP i superprecypitacji nastepuje przy obnizeniu ste-
zenia Ca2+ ponizej 10-7M (103) (rysunek 1).

Rys. 1. Zalezno$¢ miedzy stezeniem wolnych jonéw Ca2+ a aktywnos$cig ATP-azyr
superprecypitacji i wigzaniem Ca2+ przez miofibryle (104)

Analogiczne badania prowadzono in vivo, wstrzykujgc bufor wapnio-
wy do zywego miesnia w celu ustalenia poziomu wolnych jonéw wapnia
w réznych stanach fizjologicznych. Stwierdzono, ze zar6wno stezenie Ca2+,
ponizej ktérego nastepuje rozkurcz miesnia, jak i stezenie Ca2+ w czasie
skurczu jest takie samo jak w izolowanych systemach in vitro (89, 90).
Catkowite stezenie wapnia w zywym mieé$niu jest duzo wyzsze i wynosi
10~3— 10 _2M (cyt. wg 44). Jednakze badania nad rozmieszczeniem Ca2f
we frakcjach subkomorkowych homogenatow miesniowych wykazaty, ze
gtdwna jego cze$¢ pozostaje zwigzana z elementami strukturalnymi i nie
daje sie usungé za pomocg EGTA, ani wymieni¢ zwolnym 45Ca (42, 43, 79).



Schemat 2. Przekr6j przez widkno mieSniowe (79a)
A) miofibryle B) sarkoplazmatyczne reticulum C) kanaliki systemu T
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2. Sarkoplazmatyczne reticulum i jego funkcja

Po zaniku bodZca miesien ulega szybko rozkurczowi, musi zatem istniec¢
mechanizm umozliwiajacy usuniecie ze Srodowiska jonéw Ca2+, ktore sg
obecne podczas skurczu. Badania nad tak zwanym ,,czynnikiem rozkurczo-
wym?” datujg sie od 1951 roku, kiedy to Marsh (71) zauwazyt, ze prze-
mywanie homogenatéw miesni szkieletowych zwieksza sktonnos$¢ do super-
precypitacji. Punktem zwrotnym byto zaobserwowanie przez Portzeh1l
(88), ze cata aktywnos$¢ ,rozkurczowa” miesni, czyli zdolno$¢ do hamowa-
nia superprecypitacji miofibryli, znajduje sie we frakcji mikrosomalnej,
sedymentujgcej przy 35 000g Jak sie okazato, frakcja ta zawiera peche-
rzyki stanowigce fragmenty sarkoplazmatycznego reticulum (86).

Sarkoplazmatyczne reticulum razem z tak zwanym systemem poprzecz-
nym (systemem T) stanowi uktad wewnatrzkomérkowych kanalikow, ota-
czajacych widkienka miesniowe (78, 93). Kanaliki sarkoplazmatycznego
reticulum utozone sg rownolegle do osi wibdkien i przy koncu kazdego sar-
komeru rozszerzajg sie tworzac pecherzyki. System T tworzy osobny ukiad
poprzecznych kanalikéw otaczajagcych widkienka mieSniowe na poziomie
linii Z, lub na granicy miedzy prazkami A i I. Poniewaz depolaryzacja
btony komérkowej powoduje lokalny skurcz sarkomeréw w miejscu wy-
stepowania systemu T, A. F. Huxley i Taylor (53) wysuneli przy-
puszczenie, ze system ten stanowi przewodnik, poprzez ktory stan pobu-
dzenia btony zewnetrznej komdérki miesniowej przenoszony jest do reticu-
lum, a wiec do jej wnetrza. Badania nad przenikaniem ferrytyny (56),
albuminy (50) i barwnikow fluorescencyjnych (31) do systemu T wykazaty,
ze stanowi on w istocie wpuklenie btony komdrkowej. Obydwa systemy
wewnatrzkomorkowych kanalikéw tworzg tak zwane triady ztozone
z dwoch pecherzykéw sarkoplazmatycznego reticulum nalezacych do sa-
siednich sarkomeréw i potozonego miedzy nimi kanalika poprzecznego
(schemat 2). Do tej pory nie udato sie jednak stwierdzi¢ bezposredniego
potaczenia miedzy obu tymi systemami.

Hasselbach i Makinose (45, 46) oraz Ebashi i Lipmann
(30) dowiedli, ze in vitro mechanizm hamowania ATP-azy aktomiozyno-
wej przez mikrosomy miesni jest zasadniczo podobny do dziatania EGTA.
Na tej podstawie uwaza sig, ze in vivo sarkoplazmatyczne reticulum spet-
nia role czynnika rozkurczowego dzieki usuwaniu z sarkoplazmy jonow
Ca2+ potrzebnych do aktywacji ATP-azy aktomiozynowej. Akumulacja
wapnia w sarkoplazmatycznym reticulum zachodzi przeciw gradientowi
stezen, kosztem energii pochodzacej z rozktadu ATP, na zasadzie tak zwa-
nej ,,pompy wapniowej” (30, 46, 47, 48, 70). Pompa ta przestaje dziata¢ jesli
stezenie Ca2+ na zewnatrz osigga wartos¢ graniczng 10~8 — 10-9M (48,
70), powodujac rozkurcz mieénia.
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ATP jest wiec potrzebny nie tylko do skurczu, ale réwniez do rozkur-
czu miesnia. W miesniu zwiazek ten ulega regeneracji przy udziale fosfo-
transferazy ATP:AMP (EC 2.7.4.3.), lub fosfotransferazy ATP:kreatyna
(EC 2.7.3.2). Poniewaz dodanie tych enzyméw do uktadéw pozostaja-
cych w stanie skurczu i zawierajgcych roztozony ATP powodowato roz-
kurcz, poczatkowo sadzono, ze systemy te stanowiag rozpuszczalny czynnik
rozkurczowy (3, 36, 69, 87). Dopiero pézniej okazato sie, ze zregenerowany
ATP umozliwia wigzanie wapnia przez sarkoplazmatyczne reticulum
a wiec usuniecie go z sarkoplazmy.

Dodatek szczawianu do uktadu zawierajgcego mikrosomy, ATP, jony
Mg2+ i Ca2+ zwielokrotnia transport Ca24 oraz zwieksza jego stezenie we-
wnatrz reticulum wskutek jego akumulacji w postaci krysztatéw szcza-
wianu wapnia. W tych warunkach mozna byto za pomoca mikroskopu
elektronowego zlokalizowa¢ w sposéb bezsporny wapn w pecherzykach
sarkoplazmatycznego reticulum (6).

Mechanizm uwalniania z sarkoplazmatycznego reticulum wapnia po-
trzebnego do skurczu jest dotad przedmiotem dyskusji. Wydaje sie, ze
bezposrednig odpowiedzig na impuls nerwowy jest zmiana potencjatu ko-
morkowego, ktéra w konsekwencji powoduje uwalnianie wapnia z reti-
culum i pojawianie sie go w sarkoplazmie w postaci zjonizowanej. Lee
i wsp. (68) stwierdzili, ze umieszczenie frakcji mikrosomalnej miesni w po-
lu elektrycznym powoduje wydzielanie wapnia do $rodowiska. Pierwszy
bezposredni dowdd wzrostu stezenia jonéw Ca2+ w sarkoplazmie w wy-
niku elektrycznego pobudzenia pochodzi od Jobsisa i O’Connora
(60), ktorzy wstrzykiwali do zywego miesnia mureksyd, barwnik wigzacy
Ca2+. Przemieszczanie jonéw Ca2+ w réznych fazach pracy miesnia obser-
wowat réwniez Winegrad (107, 108, 109) na autoradiogramach mies$ni
znakowanych 45Ca. W czasie spoczynku migsnia wapn znajdowat sie w pe-
cherzykach sarkoplazmatycznego reticulum, wchodzacych w skiad triad,
podczas gdy w mies$niu pobudzanym elektrycznie obecny byt réwniez
w podtuznych kanalikach oraz na poziomie prazka A. Jesli miesnie utrwa-
lano po coraz to dtuzszym czasie od zaniku skurczu tezcowego, 45Ca znikat
z prazkéw A i z kanalikéw i gromadzit sie w pecherzykach.

I11. System biatek rozkurczowych
1. Preparaty biatek ,uczulajacych” aktomiozyne na jony Ca2+

Juz w 1956 roku Perry i Grey (84) zaobserwowali, ze EDTA
i EGTA hamujgce ATP-aze miofibryli i aktomiozyny ekstrahowanej w po-
staci kompleksu z mieéni, czyli tak zwanej aktomiozyny naturalnej, nie
majag wptywu na ATP-aze aktomiozyny rekonstytuowanej z oddzielnie
otrzymanych i wysoce oczyszczonych preparatéw aktyny i miozyny. Spo-
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strzezenia te potwierdzone przez Weber i Winicur (106) mozna byto
ttumaczy¢ albo ,,modyfikacjg” aktyny badz miozyny podczas ich otrzy-
mywania i oczyszczania, albo obecnoscig w naturalnej aktomiozynie do-
datkowych skitadnikow biatkowych, ktérych nie posiada aktomiozyna re-
konstytuowana. W 1963 roku Ehashi (21) potwierdzit drugg z tych
mozliwosci; otrzymat on z miesni frakcje biatkowga, obecng w preparatach
aktomiozyny naturalnej, ktérej dodatek do aktomiozyny rekonstytuowanej
powodowatl hamowanie ATP-azy w obecnosci EGTA (rysunek 2). Frakcje
te nazwano tropomiozyng rodzimg (23), gdyz wtasnosciami fizykochemicz-
nymi przypominata tropomiozyne.

Czas (min.)

Rys. 2. Wptyw tropomiozyny rodzimej na superprecypitacje aktomiozyny (9)
A) aktomiozyna naturalna B) aktomiozyna rekonstytuowana C) aktomiozyna rekonstytuo-
wana + tropomiozyng rodzima
Superprecypitacja w obecnosci 104V EGTA ¢, w nieobecnosci EGTA O, mierzona zmiang
zmetnienia przy 660 nm

Tropomiozyne, trzecie obok aktyny i miozyny biatko miofibrylarne,
opisat po raz pierwszy Bailey (1) juz w roku 1948, ale przez dtugi okres
czasu nie udato sie okresli¢ funkcji tego biatka w zywym mie$niu. Tropo-
miozyna stanowi okoto 109%> biatek miofibryli (7) i jest biatkiem wysoce
asymetrycznym, o strukturze prawie w 100% a-spiralnej (5, 51). W roz-
tworach o niskiej sile jonowej wykazuje ona wskutek tworzenia liniowych
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polimeréw bardzo wysoka lepkosé i wysokie podwdjnie zatamanie prado-
we. W miare wzrostu sity jonowej nastepuje dysocjacja i spadek lepkosci
(1, 2, 98). Tropomiozyna jest bardzo wrazliwa na dzialanie trypsyny (65,
77). Wiasnos¢ te wykorzystali Ebash i (23) dla udowodnienia roli tropo-
miozyny rodzimej w ,uczulaniu” systemu aktomiozyny na Ca2+, wyka-
zujgc, ze aktomiozyna naturalna po tagodnym trawieniu tym enzymem
nie reaguje na zmiany stezenia jondw Ca2+ podobnie jak aktomiozyna re-
konstytuowana.

Mimo podobnych wiasciwosci fizykochemicznych do preparatow tro-
pomiozyny rodzimej czysta tropomiozyna, otrzymana klasyczng metoda
Bailey’a (1) nie miata wptywu na uklad zawierajgcy rekonstytuowang
aktomiozyne, ATP, jony Mg2+ i EGTA. Dlatego Ebashi poczatkowo sa-
dzit, ze otrzymane przez niego preparaty odpowiadajg formie tropomio-
zyny wystepujacej in vrvo, a preparaty otrzymane metodg Bailey’a sg
w jaki$ sposéb ,,zmodyfikowane”.

Wkrétce po opublikowaniu pracy Ebashich (23) ukazato sie kilka
prac dotyczacych frakcji biatkowej miofibryli odpowiedzialnej za uczula-
nie aktomiozyny na Ca2+. Mueller (73, 74) przedstawit dane przema-
wiajgce za tym, ze uczulanie aktomiozyny na jony wapnia nastepuje juz
w obecnos$ci samej tropomiozyny, preparowanej metoda Bailey’a, ale w wa-
runkach zapobiegajgcych utlenianiu grup tiolowych. Tropomiozyna za-
wiera okoto 6 moli reszt péicystynowych na 105 biatka (63, 65), ktore
fatwo ulegajg autooksydacji (17, 59). Zawartos¢ wolnych grup tiolowych
wykrywanych zazwyczaj w preparatach tropomiozyny, wynosita tylko
okoto 2 mole/105 biatka (17), podczas gdy preparaty tropomiozyny
Muellera zawieraty 4—6 moli grup -SH/105 biatka i wykazywaty zdol-
no$¢ ,uczulania” aktomiozyny na Ca2+. Wyniki prac Ebashiego i wsp.
(28, 29) Swiadczyty jednak, ze grupy tiolowe tropomiozyny rodzime;' nie
maja wptywu na jej aktywnos¢, gdyz stosowanie réznych sposobéw ochro-
ny tych grup przed utlenieniem nie powodowato wzrostu aktywnosci.

Réwnolegle badania nad frakcjg biatkowg uczulajagcq aktomiozyne na
jony wapnia prowadzone byty w pracowni Perry’ego (40, 82), gdzie
stwierdzono, ze przemywanie aktomiozyny naturalnej roztworami buforo-
wymi o odczynie lekko alkalicznym pozbawia jg zdolnos$ci reagowania na
jony Ca2+. Biatko usuwane podczas tego procesu, nazwanego ,odczula-
niem”, miato witasciwosci zblizone do tropomiozyny rodzimej.

Jeszcze inny rodzaj preparatu biatkowego ,,uczulajgcego” aktomiozyne
na jony Ca2+ otrzymat K atz (62) z aktyny ekstrahowanej w temperatu-
rze 25°C. Aktyna otrzymywana w tych warunkach zawierata, jak juz
wczesniej wykazano, tropomiozyne (15). Uzyskane przez Katza preparaty
miaty réwniez wiasnosci fizykochemiczne podobne do tropomiozyny, jed-
nakze analiza sktadu aminokwasowego, wykazujgca duza zawarto$¢ tryp-
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tofanu i proliny — aminokwas6w nieobecnych w tropomiozynie (65), ujaw-
nita obecno$¢ dodatkowego materiatu biatkowego.

WKkrétce po odkryciu tropomiozyny rodzimej Ebashi i Kodama
(26) doniesli, ze biatko to mozna rozdzieli¢ w pH 4,6 (w punkcie izoelek-
trycznym tropomiozyny) na dwie komponenty, z ktérych jedna okazata
sie identyczna z tropomiozyng Bailey’a, druga natomiast stanowita biatko
globularne, rézne od dotychczas poznanych biatek strukturalnych miegéni.
Biatko to zostatlo nastepnie nazwane troponing (27). Obecno$¢ troponiny
w tropomiozynie rodzimej ttumaczyta dobrze roznice miedzy sktadem ami-
nokwasowym oraz r6znymi witasnosciami tych preparatow a czystg tro-
pomiozyng. Poniewaz troponing podnosita znacznie lepko$¢ tropomiozyny
Ebashi i Kodama (26) wysuneli przypuszczenie ze biatko to powodu-
je agregacje tropomiozyny. Dalsze badania wykazaly, ze nie tylko sama
tropomiozynga, ale i sama troponing nie ,uczulajg” aktomiozyny na Ca2+,
a jedynie kompleks tych biatek jest aktywny (28). Okazato sie zresztg, ze
preparaty tropomiozyny Muellera zawieraty troponine i tym, a nie reduk-
cja grup -SH, nalezato ttumaczy¢ ich aktywnos$é (110).

Jak wynika z powyzszego przegladu preparaty ,uczulajgce” aktomio-
zyne na jony Ca2+ otrzymywano do$¢ odmiennymi sposobami: przez eks-
trakcje homogenatow miesni roztworami o niskiej sile jonowej (Ebashi),
lub przez ekstrakcje zaréwno roztworami o niskiej (Katz), jak i wysokiej
sile jonowej (Mueller) homogenatéw odwodnionych acetonem, lub alko-
holem. Poréwnawcze badania tych preparatéw wykazaty, ze we wszyst-
kich przypadkach podstawowymi ich skiadnikami sg tropomiozyng i tro-
ponina. W zaleznosci od metody otrzymywania preparatéw obserwcwano
jedynie rozne proporcje obu tych biatek (14). Porownawcza analiza réz-
nego typu preparatow zwrocita ponadto uwage na zalezno$¢ miedzy zawar-
toscig troponiny a zdolnos$cia ,,uczulania” aktomiozyny na Ca2+. Najwiek-
szg zawarto$¢ troponiny i najwiekszg zdolno$¢ do hamowania ATP-azy
aktomiozynowej i superprecypitacji w obecnosci EGTA wykazuja prepa-
raty biatka otrzymanego metodg Ebashiego, jakkolwiek nawet w tym wy-
padku stopief hamowania ATP-azy mozna jeszcze zwiekszyé wzbogacajgc
je w troponine (14). Prawdopodobnie preparaty tropomiozyny rodzimej
nie sg ,,wysycone” troponing, ktérej nadmiar w stosunku do tropomiozyny
potrzebny jest dla maksymalnego dziatania na system aktomiozyny (14,
29, 39, 110).

2. Interakcja tropomiozyny z troponing

Preparaty biatek ,uczulajgcych” aktomiozyne na jony Ca2+, zawiera-
jace tropomiozyne i troponine w réznych proporcjach wykazujg zawsze
pojedyncza ,,granice” sedymentacji o statej 5,2S, r6znej od statych sedy-

7 Postepy Biochemii 3/70
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mentacji tropomiozyny i troponiny (23, 39, 94). Hartshorne i Muel-
ler (39), badajgc w ultrawirdwce sztucznie wytworzone kompleksy tro-
poniny i tropomiozyny zaobserwowali, ze nawet przy znacznym wzroscie
zawartos$ci troponiny nie pojawia sie odpowiadajgca temu biatku osobna
»granica” sedymentacji. Badania wiskozymetryczne komplekséw troponi-
ny i tropomiozyny wykazaty réwniez ciagty wzrost lepkosci w miare
wzrostu zawartosci troponiny (10). Tropomiozyna tworzy zatem z T3ropo-
ning kompleksy o bardzo r6znych stosunkach obu tych biatek, ktére sa
trwate w przedziale temperatur 0°—35°C i pH 6,0—9,0 (10) i zaréwno
podczas sgczenia molekularnego na zelu Sephadex G-200 jak i chromato-
grafii jonowymiennej na DEAE-celulozie ulegajg tylko czesciowej dyso-
cjacji (9, 92, 100).

3. Lokalizacja tropomiozyny i troponiny w mieéniach

Obecnos$¢ tropomiozyny i troponiny w preparatach aktomiozyny na-
turalnej nasuwata przypuszczenie, ze biatka te mogg by¢ powigzane z ak-
tyng lub miozyng. Badania Kominza i Maruyamy (64 wyklu-
czyty mozliwo$¢ wigzania tropomiozyny rodzimej przez miozyne,
Ebashi i Kodama (27) natomiast zaobserwowali powstawanie kom-
plekséw F-aktyny z tropomiozyng rodzimg. Silne powinowactwo F-aktyny
do tropomiozyny byto juz znane wczes$niej. Interakcje obu tych biatek
wykazano na podstawie pomiarow lepkosci, podwojnego zatamania pra-
dowego i badan w ultrawiréwce (15, 18, 67). Z drugiej strony znane sg
pewne dowody, ze F-aktyna wigze sie rowniez z troponing (16). Jezeli wiec
uwzgledni¢ omdéwione wyzej znaczne powinowactwo tropomiozyny do tro-
poniny, to wyniki tych wszystkich badan nad wzajemng interakcjg trzech
biatek miofibrylarnych: F-aktyny, tropomiozyny i troponiny in vitro,
wskazywaty na mozliwo$¢ powigzania ich réwniez w miofibrylach.

Juz w 1958 roku Corsi i Perry (7) przypuszczali, ze aktyna i tro-
pomiozyna wystepujg razem w ,cienkich” filamentach, poniewaz ekstra-
huja sie jednoczes$nie z mieséni. Niestety w mikroskopie elektronowym
obraz ,cienkich” filamentéw i spirali F-aktyny jest praktycznie jednako-
wy, stad tez Hanson i Lowy (38) wysuneli przypuszczenie, ze tropo-
miozyna jest usytuowana w rowkach podwdjnej spirali F-aktyny. Dopiero
jednak zastosowanie znakowanych przeciwciat (90, 91) pozwolito bezpo-
Srednio wykazaé¢ obecnos$¢ tropomiozyny na catej dtugosci ,cienkich” fi-
lamentdw. Dotychczas jednak zagadnienie, czy tropomiozyna znajduje sie
réwniez w linii Z, jak to sugerowat Hux ley (55), jest dyskusyjne.

W pracowni Ebashiego (32, 76), przy uzyciu troponiny znakowanej izo-
tiocyjanianem fluoresceiny oraz przeciwciat tego biatka stwierdzono réw-
niez jego lokalizacje w ,cienkich” filamentach. Wyniki wskazywaty na
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roztozenie czasteczek troponiny wzdtuz cienkich filamentéw z okresowos-
cig okoto 400A. Odlegtos¢ ta odpowiada diugosci pojedyrnczej czasteczki
tropomiozyny. Chociaz czasteczki troponiny w miofibrylach sg bardzo re-
gularnie utozone, interakcja F-aktyny z troponing in vitro wydaje sie za-
chodzi¢ w spos6b nieskoordynowany. Istniejg dowody na to, ze interakcja
ta zachodzi w sposéb odmienny w obecnosci tropomiozyny (16). Prébujac
wyttumaczy¢ przebiegajacg in vivo w spos6b wysoce uporzgdkowany in-
terakcje wszystkich trzech biatek: F-aktyny, tropomiozyny i troponiny
prowadzacg do wytworzenia ,cienkich” filamentow, wysunieto koncepcje,
ze z jednej strony liniowe polimery tropomiozyny taczac sie bezposrednio
ze spiralg F-aktyny zapobiegajg nieskoordynowanej interakcji czasteczek
aktyny z troponing, z drugiej strony troponing spetnia jak gdyby role
cementujaca wigzanie F-aktyny z tropomiozyng (11).

4. Troponing jako akceptor jonéw Ca2+ podczas skurczu

W poprzednich latach wykazano (102), ze aktywacja skurczu miesnio-
wego nastepuje w wyniku wigzania wapnia przez miofibryle. Superpre-
cypitacji oraz optymalnej aktywnos$ci ATP-azy aktomiozynowej towarzy-
szy wigzanie 1,5—2,0 i"moli Ca2+ na Ig biatek miofibrylarnych (104).
Obserwacje te byty jednym z fundamentéw ,wapniowej” teorii skurczu.
W miofibrylach musiat zatem znajdowac sie jaki$ akceptor jondw wapnia
uwolnionych pod wptywem bodZca nerwowego z sarkoplazmatycznego re-
ticulum. Jakkolwiek miozyna i aktyna wigzg wapni to powinowactwo tego
kationu do miozyny jest stosunkowo niskie (25, 102), a wapnh zwigzany
z F-aktyng jest praktycznie niewymienialny i nie udato sie wykazac jego
udziatu w cyklu skurczowo-rozkurczowym (61). Fuchs i Briggs (34,
35) poszukujac miejsc receptorowych dla wapnia w miofibrylach stwier-
dzili, ze sposréd wszystkich obecnych w nich biatek najwieksze powino-
wactwo do wapnia przejawia troponing. W tym samym czasie wigzanie
wapnia przez troponinge wykryto w dwu innych pracowniach (12, 24).
Wszystkie dane wskazywaly, ze preparaty troponiny zawierajg wapn
w ilosci okoto 5 moli/105 biatka, z czego wiekszo$¢ jest wymienialna.
Obliczono, ze catkowita ilos¢ wymienialnego wapnia, ktérg moze zwigzac
troponing odpowiada oznaczonej wcze$niej ilosci wapnia wiazanego przez
miofibryle podczas skurczu. Z kolei stala powinowactwa wapnia do tro-
poniny wynoszgca okoto 106M-1, jest tego samego rzedu co stata wigzania
wymienialnego wapnia przez miofibryle (35). Wszystkie te obserwacje
zdaja sie wskazywac, ze troponing jest tym biatkiem w miofibrylach, kto-
re odwracalnie wigze wapn i w ten sposéb jest bezposrednio wigczone
w system regulujacy cykl skurczowo-rozkurczowy w miesniach.

7*
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IV. Hipotezy dotyczgce molekularnych podstaw skurczu miesnia

Sposrod szeregu teorii dotyczacych interakcji aktyny i miozyny na
poziomie molekularnym, najbardziej wszechstronng byta ogtoszona
w 1963 roku teoria Daviesa (8). Jej mySla przewodnig byto zatozenie,
ze interakcja miedzy aktyng i miozyng zachodzi przy bezposrednim udzia-
le wapnia. Wedtug Daviesa waphA, uwalniany z sarkoplazmatycznego reti-
culum po zadziataniu bodzca, tworzy chelatowe potgczenie pomiedzy ADP
trwale zwigzanym z F-aktyng i ATP wigzacym sie z czgsteczkg miozyny.
Takiemu potaczeniu aktyny z miozyng towarzyszg zmiany strukturalne
w czasteczce miozyny powodujgce jednoczesne przesuwanie filamentéw
aktynowych i miozynowych wzgledem siebie. Przeniesienie zwigzanego
przez miozyne ATP w obszar aktywnosci ATP-azy powoduje roztozenie
go na ADP i ortofosforan i w konsekwencji przerwanie potgczenia aktyny
z miozyng. Jest to koniec aktywnego stanu mie$nia zwigzany z transpor-
tem Ca2+ spowrotem do sarkoplazmatycznego reticulum.

Poczatkowo wydawato sie, ze teoria Daviesa ma wystarczajgce potwier-
dzenie eksperymentalne. Z chwilg jednak stwierdzenia, ze do interakcji
aktyny z miozyng niepotrzebne sg jony Ca2+, stato sie jasne, ze zagadnie-
nie molekularnego mechanizmu skurczu miesnia jest duzo bardziej skom-
plikowane i nie da sie sprowadzi¢ wytgcznie do interakcji miozyny i akty-
ny, ale ze biorg w nim udziat biatka systemu rozkurczowego: tropomiozy-
na i troponina. Chociaz hipoteza Daviesa (8 okazata sie btedna, teoria,
ze jony wapnia w warunkach fizjologicznych spetniajg zasadnicza role
w cyklu skurczowo-rozkurczowym nie utracita na aktualnos$ci. Dziatanie
jonow wapnia zwigzane jest z regulacjag przebiegu poszczeg6lnych faz tego
cyklu i wymaga obecnosci kompleksu tropomiozyny i troponiny.

Mechanizm dziatania uktadu: jony wapnia i kompleks tropomiozyna-
troponina na aktomiozyne na poziomie molekularnym pozostaje dotych-
czas w sferze hipotez. Ebashi i Endo (25) uwazaja, ze wigzanie wap-
nia przez troponine powoduje zmiany konformacyjne tego biatka, ktore
przenoszone poprzez tropomiozyne powodujg strukturalne zmiany fila-
mentow aktynowych, wptywajac na ich interakcje z filamentami miozy-
nowymi.

Wedtug Perry’ego (8l) troponina odznaczajgca sie wysokim powi-
nowactwem do wapnia, w warunkach nasycenia tym kationem nie wptly-
wa w kompleksie z tropomiozyng na centra aktywne aktomiozyny. Kiedy
na skutek dziatania czynnikéw rozkurczowych (in vitro — czynnikéw
chelatujgcych wapn, in vivo — sarkoplazmatycznego reticulum), poziom
wolnego wapnia w sarkoplazmie zostaje obnizony do warto$ci ponizej
10~7M, troponina traci zwigzany wapn. Kompleks troponiny z tropomio-
zyng pozbawiony wapnia wigze sie specyficznie albo z enzymatycznym
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centrum miozyny, albo ze wspotdziatajagcym z nim aktywnym centrum
aktyny, hamujac w konsekwencji aktywowang jonami Mg2+ hydrolize
ATP. Podwyzszenie poziomu wolnego wapnia powyzej 10-6M w wyniku
uwalniania wapnia z sarkoplazmy powoduje ponowne wigzanie wapnia
przez kompleks tropomiozyny i troponiny i odblokowanie ATP-azy akto-
miozynowej.

V. Uwagi koncowe

Wydaje sie, ze dopiero zastosowanie nowoczesnych metod fizykoche-
micznych pozwoli na gtebsze wnikniecie w subtelne zmiany konforma-
cyjne catego systemu biatek aparatu kurczliwego mieéni, zachodzace pod-
czas cyklu skurczowo-rozkurczowego. Za pierwszg prace tego typu mozna
uwazaé¢ ogtoszong ostatnio przez Tonomure i wsp. (97), w ktérej au-
torzy zastosowali technike spin label. Okazato sie, ze wykazujgce wtasci-
wosci paramagnetyczne pochodne N-etylomaleimidu po przytaczeniu do
tropomiozyny odpowiadajg na zmiany stezenia jonow Ca2+ tylko w obec-
nosci troponiny.

Z drugiej strony ostatnie doniesienia wskazujg, ze system biatkowy
biorgcy udziat w regulacji stezenia jonéw Ca2+ w miesniach jest jeszcze
bardziej ztozony, to znaczy nie sktada sie¢ jedynie z dwu indywiduéw bial-
kowych: tropomiozyny i troponiny. Preparaty tej ostatniej sg wyraZznie
heterogenne w elektroforezie na zelu poliakrylamidowym i przy rozdziale
na DEAE-Sephadex A-50 (13). Wedtug Hartshorne i wsp. (41) tro-
ponine mozna rozdzieli¢ w pH 1,0 na dwie frakcje, z ktérych jedna hamuje
ATP-aze aktomiozyny w nieobecnosci tropomiozyny i EGTA, podczas gdy
druga nie ma tych wiasciwosci, ale z kolei prawdopodobnie jest miejscem
akceptorowym jonéw Ca2+ (13). Jednak jedynie obecno$¢ obu frakcji po-
woduje ,uczulanie” aktomiozyny na jony Ca2+.

Wszystkie te obserwacje Swiadczg w kazdym razie o tym, ze w latach
ostatnich dawne, zdawatoby sie juz wystarczajgco udokumentowane, po-
glady sprowadzajace skurcz miesni wytacznie do interakcji aktyny z mio-
zyna zostaty nieodwracalnie odrzucone. Zagadnienie okazato sie duzo bar-
dziej skomplikowane i jest chyba jeszcze dalekie od catkowitego wyjas-
nienia.

Praca czeSciowo dotowana z funduszéw umowy polsko-amerykanskiej 05—015-1.
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Stan badan nad kwasem pangamowym (witaming BI5)

The Actual State of Research on Pangamic Acid (Vitamin B15

The chemical structure, biochemical and physiological functions, as well as the-
rapeutic application of vitamin B15 are discussed.

W roku 1950 Tomiyama i Yone (42) donieSli o wyodrebnie-
niu z wodnego wyciggu watroby wotu krystalicznego czynnika wzrosto-
wego dla kurczat, ktory nazwali witaming B15 Surowy preparat czynnika
zawierat tylko $ladowe ilosci witaminy B12 i kwasu foliowego, nie zapew-
niajgce efektéw zywieniowych wiasciwych dla tych substancji. Preparat
dodany do paszy wyraznie stymulowat wzrost kurczat.

W 1951 roku Krebs i wsp. (25) wykryli w niektérych produktach
naturalnych zwigzek nazwany po6zZniej ze wzgledu na swe powszechne wy-
stepowanie kwasem pangamowym. Okazalo sie nastepnie, ze jest on iden-
tyczny z czynnikiem odkrytym przez Tomiyame i Yone. Krebs i wsp.
(35) doniesli o wyosobnieniu tego nowego zwigzku w formie krystalicz-
nej z kKietkdw ryzu, otrgb i tusek ryzowych, drozdzy piwnych, krwi wotu
i watroby konia, nie precyzujac jednak warunkéw wyodrebniania i oczysz-
czania. Autorzy ci przypuszczajg, ze zwigzek ten powszechnie wystepuje
w przyrodzie i jest niezbednym czynnikiem pokarmowym mimo, ze nie
udato sie zaobserwowac¢ wyraznych objawow jego niedoboru. Stwierdzono
jednak wydzielanie go w moczu, kale i pocie. Z badan nad chemizmem,
aktywnoscig biologiczng i zastosowaniem terapeutycznym kwasu panga-
mowego wynika, ze bierze on udziat w procesach metylacji i utleniania
komorkowego. Z uwagi na wazng role fizjologiczng tego zwigzku i brak
w piSmiennictwie polskim opracowan z zakresu tej tematyki w niniejszej
pracy omoéwiono obecny stan badan nad kwasem pangamowym.

* Prof. dr, Katedra Technologii Rolnej, Wyzsza Szkota Rolnicza, Poznan
** Doc. dr, Zaktad Biochemii Zywnosci, Wyzsza Szkota Rolnicza, Poznan
*** Mgr, Zaktad Biochemii Zywnosci, WyZzsza Szkota Rolnicza, Poznan
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I. Charakter chemiczny kwasu pangamowego i preparatéw handlowych
pod nazwa ,,Witamina B15’

Naturalny kwas pangamowy jest zdaniem wiekszosci autorow gluko-
no-6-acetylo-N-dwumetyloaming o wzorze sumarycznym CI10H1908N
i strukturze przedstawionej wzorem I.

Kwas pangamowy mozna zatem uwaza¢ za pochodng kwasu glukono-
wego, w ktorym grupa hydroksylowa przy szdéstym atomie wegla jest
zestryfikowana dwumetyloglicyng. Na podkre$lenie zastugujg tutaj nie-
$cistosci danych dotyczacych struktury chemicznej kwasu pangamowego.
Krebs i wsp. (25 podali, ze wyosobniony przez nich kwas pangamowy
jest aminowg pochodng kwasu glukuronowego o masie czasteczkowej 281
i wzorze sumarycznym CI0HI98N, ale nie okreslili jej budowy. Masa
czasteczkowa zwigzku nie odpowiada jednak masie czasteczkowej obli-
czonej wedlug wzoru sumarycznego, z drugiej za$ strony taki wzdér su-
maryczny nie moze by¢ wzorem pochodnej kwasu glukuronowego. W Kil-
ka lat pézniej Krebs i Krebs (24) opisujac w formie patentu syn-
teze chemiczng witaminy B15 zmienili swojg pierwotng hipoteze, okreSla-
jac witamine B1 jako pochodng kwasu glukonowego opisang wzorem |I.

Niektorzy autorzy (5, 34) przyjmuja jednak mylnie kwas pangamowy
za pochodng kwasu glukuronowego opierajac sie na pierwszej hipotezie
Krebsa nawet po zmianie stanowiska przez tego badacza. Jezeli nawet
przyjaé, ze witamina B jest pochodng kwasu glukuronowego, wdwczas
reszta dwumetyloglicyny mogtaby sie przylagczy¢ do jednego z czterech
wegli tego kwasu, posiadajgcych grupy -OH lub do pierwszego wegla
z grupa aldehydowg. Pierwszy przypadek jest niemozliwy, bowiem jak
ustalit Navarro (33) kwas pangamowy nie zawiera wolnej grupy alde-
hydowej, co wskazuje, ze w sktad witaminy B15 wchodzi kwas glukonowy
a nie glukuronowy. Inni autorzy skionni sg przypisywaé kwasowi pan-
gamowemu wiekszg ilos¢ grup metylowych (33, 34), prawdopodobnie na
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podstawie analiz okre$lonych syntetycznych pochodnych. Obecnie wiele
firm zagranicznych, oprocz wiasciwego kwasu pangamowego produkuje
i zaopatruje rynek w preparaty pod nazwg ,witamina B15’, odznaczajgce
sie dziataniem terapeutycznym zblizonym do kwasu pangamowego, lecz
o odmiennym skladzie chemicznym. Sa to opisane przez Krebsdéw (24)
syntetyczne pochodne kwasu pangamowego o wzorach I, Il i IV, za-
wierajgce wiekszg ilos¢ grup metylowych. Zwigzki te wedtug szeregu
autorow (3, 4, 5, 32, 34, 35, 46) przejawiajg rowniez, podobnie jak kwas
pangamowy, zdolno$¢ do metylowania, mimo ze grupy metylowe zwigza-
ne z atomem wegla sa mniej aktywne niz zwigzane z atomem azotu.

IM[CH(CH3']2
R—CH2—h r-c-nfchch”]2
\[[CH(CH3),]2

mn L N
R - czasteczka kwasu glukonowego

Drugim rodzajem preparatéw, ktérym przypisuje sie dziatanie wita-
miny B i nadaje te nazwe handlowa, sa mieszaniny (sktadajgce sie
w wiekszosci z glukonianu wapnia lub sodu i dwuchloroacetylo-N-dwu-
izopropyloaminy niekiedy z dodatkiem glicyny. Dansi (12) oraz Casu
i wsp. (10) z Instytutu Chemii w Mediolanie przeprowadzili badania nad
preparatem amerykanskim witaminy B15 Z analizy chemicznej i widma
w podczerwieni wynika, ze preparat ten jest mieszaning dwuchloroacetylo-
-N-dwuizopropyloaminy, glicyny i glukonianu sodu. Podobnie Janicki
i wsp. (21) stwierdzili, ze witamina B15 firmy Nutritional Biochemicals
Corporation, Cleveland, Ohio, jest mieszanig o identycznym sktadzie. Réw-
niez wioskie preparaty ,Pangamin” i ,,Biopangamin” firmy Istalseber oraz
japonskie firmy Santyo zawierajg wymienione skiadniki zmieszane w réz-
nych stosunkach wagowych.

Preparaty handlowe (74) zawieraja zatem badz kilka zwigzkéw o bu-
dowie zblizonej do kwasu pangamowego, badz sg mieszaninami jego kom-
ponentéw sktadowych, ktére wykazujg dziatanie podobne ale nie iden-
tyczne jak witamina B15

Il. Aktywnos$¢ kwasu pangamowego w procesach biochemicznych
Wiasciwosci biochemiczne kwasu pangamowego i jego aktywno$é fizjo-

logiczna sa uwarunkowane obecnoscig labilnych grup metylowych w czas-
teczce. Jak wykazano, mogg one bra¢ udziat w procesach metylacji
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w ustroju. Natomiast reszta kwasu glukonowego warunkuje gtownie
udziat kwasu pangamowego w reakcjach utleniania komorkowego.

1. Udziat kwasu pangamowego w reakcjach metylowania

Wiele niezbednych dla ustroju zwigzkéw powstaje w wyniku reakcji,
ktérej prawidtowy przebieg warunkuje sprawng przemiane materii i ener-
gii (13). W tym aspekcie kwas pangamowy, jako nowy czynnik dostarcza-
jacy labilnych grup metylowych, wzbudzit duze zainteresowanie. Liczni
autorzy przeprowadzili badania nad biosyntezg kreatyny, metioniny, N-me-
tyloamidu kwasu nikotynowego z udziatem kwasu pangamowego jako
donatora grup metylowych oraz nad dziataniem lipotropowym witami-
ny B15

W 1956 roku Beard i Wofford (3) w doSwiadczeniach przepro-
wadzonych na szczurach wykazali, ze kwas pangamowy i jego syntetycz-
ny analog glukono-6-acetylo-N-dwuizopropyloamina sg donatorami grup
metylowych w biosyntezie kreatyny. Po podaniu witaminy B15 zaobserwo-
wali oni zwiekszenie poziomu kreatyny w watrobie, mie$niu sercowym
i mie$niach szkieletowych. Okazato sie, ze mniejsze dawki byty bardziej
efektywne niz wieksze, co nasuneto przypuszczenie o koenzymatycznej
funkcji witaminy B15

Mascitelli, Coriandoli i wsp. (30) wykazali, ze kwas panga-
mowy pobudza biosynteze kreatyny w watrobie szczurow w przypadku
zahamowania jej tyroksyna. O stymulacji syntezy kreatyny przez kwas
pangamowy donies$li takze inni autorzy (34, 44). Kliniczne obserwacje
Cugadtla i Dispensa (11) wykazaty, ze witamina B1 wptywa
na zwiekszenie zawartosci kreatyny i kreatyniny w krwi u cztowieka.
Sotowjewa i Garkina (39) u szczuréw nie zauwazyty natomiast
wplywu kwasu pangamowego na synteze kreatyny in vrvo, co mozna by
prawdopodobnie tlumaczyé znacznymi wahaniami zawartosci kreatyny
u tych zwierzat i zbyt malg ilosciag doSwiadczen. W warunkach in vitro
autorki stwierdzity bowiem pobudzanie syntezy kreatyny przez witamine
B15 a ponadto zauwazyty wyrazny wptyw ATP na synteze kreatyny przy
udziale witaminy B15 Mozna z tego wnosi¢, ze synteza kreatyny z kwasu
guanidynooctowego przebiega prawdopodobnie jedng droga niezaleznie od
tego czy donatorem grup metylowych jest metionina czy kwas pangamo-
wy. Poniewaz uktad enzymatyczny syntetyzujacy kreatyne jest bardzo
specyficzny wobec donatora grupy metylowej — metioniny (7), udziat
kwasu pangamowego w enzymatycznych reakcjach metylacji stanowi bar-
dzo interesujgce zagadnienie. W 1959 roku Mangiantini (29) zauwa-
zyta, ze homogenaty watroby szczura w obecnosci homocysteiny i witami-
ny B1 syntetyzowaty metioning, chociaz mniej intensywnie niz w obec-
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nosci betainy, jednak w 1965 roku Sotowjewa i Garkina (39) nie
potwierdzity tej obserwacji.

Kwas pangamowy moze by¢ donatorem labilnych grup metylowych
w biosyntezie N-metylowej pochodnej amidu kwasu nikotynowego w or-
ganizmie cztowieka (44), natomiast in vitro nie udato sie (39) wykazac
wptywu witaminy B15 na synteze N-metylo-amidu kwasu nikotynowego.
Nie jest wykluczone, ze w organizmie kwas pangamowy moze ulega¢ roz-
nym przemianom i oddawa¢ swoje grupy metylowe za posrednictwem in-
nych zwigzkow.

Badano réwniez lipotropowe dziatanie witaminy B15stosujac ja w przy-
padkach sttuszczenia watroby wywotanego niedoborem w diecie zwigzkéw
posiadajgcych aktywne grupy metylowe zwigzane z siarkg lub azotem.
Brak tych rodnikow powoduje zaktécenie metabolizmu i prowadzi do pa-
tologicznego nagromadzenia ttuszczu w watrobie. Wykazanie charakteru
leczniczego witaminy BB w przypadku stluszczenia watroby pozwolito
udowodni¢ aktywnos$¢ metylujagcg tego zwigzku (3, 6, 27, 34, 38, 43).

2. Udziat kwasu pangamowego w procesach utleniania komérkowego

Drugim waznym dziataniem fizjologicznym witaminy BX jest jej
wptyw na przemiane tlenowg w komorkach i tkankach. Wszyscy prawie
autorzy obserwowali te wiasciwosé witaminy B15 w badaniach zaréwno
laboratoryjnych jak i klinicznych. Po raz pierwszy te wiasciwos$¢ zauwa-
zyli Krebs i wsp. (25), ktorzy sugerujg, ze witamina B15 jest grupg
prostetyczng enzymoéw oddechowych zwigzanych z utlenieniem glukozy.

W doswiadczeniach na zwierzetach stwierdzono (43), ze podawanie wi-
taminy B1 zwieksza odporno$¢ systemu sercowo-naczyniowego na niedo-
tlenienie ustroju. Badano rdwniez (44) wptyw kwasu pangamowego na
organizm w warunkach niedotlenienia panujacych na duzych wysokos-
ciach i stwierdzono wyrazny wptyw witaminy B15 na aktywno$¢ enzymow
oddechowych. Wprowadzenie do organizmu zwierzat doswiadczalnych wi-
taminy B15 podwyzszato aktywnos¢é dehydrogenazy kwasu bursztynowego
przy jednoczesnym obnizeniu aktywnos$ci oksydazy cytochromowej. Po-
wyzszy fakt mozna przypisa¢ pobudzeniu beztlenowego etapu procesu od-
dychania komdrkowego przez kwas pangamowy. W zwigzku z tym obser-
wowano obnizenie intensywnos$ci przenoszenia tlenu przez system cyto-
chroméw. Mechanizm dziatania kwasu pangamowego w procesach oddy-
chania tkankowego przy niedostatecznej iloSci tlenu nie jest w petni wy-
jasniony.

Na podstawie wynikéw doswiadczen, w ktérych badano dziatanie wi-
taminy B1 przy ogo6lnej asfiksji i lokalnej hipoksji mie$nia sercowego wy-
wotanej czeSciowym zamknieciem jednej z tetnic wiencowych mozna przy-
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puszczac, ze mechanizm dziatania witaminy B w procesach oddechowych
polega na aktywacji okreslonych uktadéw enzymatycznych (43).

Sotowiewa i Garkina (39 rozpatrywaty réwniez inny mecha-
nizm dziatania witaminy B15 na utlenianie komérkowe. Wykazaty one
w doswiadczeniach in vitro, ze podobnie jak dwumetyloglicyna i sarkozy-
na réwniez kwas pangamowy zawierajacy reszte dwumetyloglicyny moze
ulega¢ oksydacyjnej demetylacji w szeregu reakcji enzymatycznych. Jak
wykazali Frisell i Mackenzie (14), utlenianie dwumetyloglicyny
i sarkozyny przebiega z udziatem dehydrogenazy flawinowej. Sotowie-
wa i Garkina (39) stwierdzity, ze kwas pangamowy ulega oksydacyj-
nej demetylacji na skutek dziatania uktadu enzymatycznego bardzo zbli-
zonego do dehydrogenazy dwumetyloglicyny. Istnieje duze prawdopodo-
bienstwo, ze enzymy biorgce udziat w utlenianiu grup metylowych kwasu
pangamowego i dwumetyloglicyny sg identyczne. Podobne badania prze-
prowadzone na pochodnych kwasu pangamowego zawierajacych cztery
grupy metylowe w czasteczce nie przyniosty pozytywnych rezultatow.
Mozliwos$¢ udziatu witaminy B15 jako substratu w reakcjach oksydacyjnej
demetylacji nie wyjasnia jeszcze jej specyficznego dziatania na utlenianie
komérkowe.

I11. Funkcje fizjologiczne kwasu pangamowego

Autorzy radzieccy (19, 20, 28) prowadzili liczne badania nad wptywem
witaminy B1 na funkcjonowanie organizmu podczas wysitku fizycznego
i bezposrednio po nim. Wynika z nich, ze kwas pangamowy niezaleznie od
metody wprowadzenia go do organizmu zwieksza metaboliczng aktywnos$c
lipidow w czasie wysitku fizycznego, co wyraza sie zwiekszeniem liczby
jodowej w miesniach szkieletowych, mie$niu sercowym, watrobie i tkance
ttuszczowej (19, 20), oraz zwiekszeniem zawartosci fosfolipidow w watro-
bie i miesniach szkieletowych i sercowym. Obserwowano réwniez bardziej
statg zawarto$¢ cukru w krwi, mniejsze nagromadzenie kwasu mlekowego
w miesniach, bardziej ekonomiczne wykorzystywanie glikogenu miesnio-
wego, a po skonczonym wysitku wysoki poziom fosfokreatyny (22, 23).

Autorzy radzieccy (19, 22, 28) pordwnali wptyw witaminy Bi5, metio-
niny i mieszaniny glukonianu wapnia z glicyng na przemiane weglowo-
danowo-ttuszczowg. Okazato sie, ze metionina, w przeciwiefstwie do mie-
szaniny glukonianiu wapnia z glicyng, wykazywata podobne do kwasu
pangamowego dziatanie na zawarto$¢ lipidow, fosfolipidéw, liczbe jodowg
i stabilno$¢ wysokoenergetycznych wigzan fosforowych. Metionina nie
wywierata jednak wptywu na poziom glikogenu ani nie zapobiegata na-
gromadzaniu sie wiekszych iloSci kwasu mlekowego (22). Znaczne podo-
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bieAstwo dziatania kwasu pangamowego i metioniny zwigzane jest praw-
dopodobnie z obecnos$cig aktywnycja grup metylowych w czasteczce. Z cy-
towanych w literaturze danych wynika, ze dziatanie witaminy B15w prze-
mianie lipidéw i weglowodan6w nie jest rownowazne dziataniu metioniny
czy mieszaniny glukonianu wapnia z glicyng, jest ono bowiem uwarunko-
wane jednoczesng obecnoscig labilnych grup metylowych, reszty glukono-
wej i wigzania estrowego w czasteczce kwasu pangamowego (19).

Wazng wilasciwosciag kwasu pangamowego jest jego zdolno$¢ do deto-
ksykacji organizmu w przypadkach zatrucia alkoholem, jadami, trucizna-
mi i narkotykami (11, 25, 26, 40, 46). Te whasciwos¢ witaminy B15 wykaza-
no réwniez w warunkach zatrucia preparatami kwasu barbiturowego, sali-
cylanu sodu, acetylocholiny i kortyzonu (6, 26), zwigzkami organicznymi
zawierajgcymi chlor (6), a takze niektérymi antybiotykami (8). Wedtug
Krebsa iwsp. (25 26) dziatanie odtruwajace kwasu pangamowego, np.
w przypadku zatrucia alkoholowego, a takze przy nagromadzeniu w krwi
kwasu pirogronowego, mlekowego czy moczowego, uwarunkowane jest
jego zdolnoscig metylujaca i udziatem w procesach utleniania.

Kwas pangamowy i jego pochodne stymulujg funkcje uktadu przysad-
kowo nadnerczowego (3, 7, 11, 15, 34) i centralnego systemu nerwowego
(15, 34, 45), a takze podwyzszajg zawarto$¢ 17-kortykosterydow w moczu
pacjentow (18). Badania Bertell i i wsp. (6) i Leone i wsp. (27)
Swiadczg o zwiekszonej produkcji hormonow sterydowych po wprowadza-
niu witaminy B1 do organizmu. Donoszono rowniez (6, 20, 43) o wptywie
witaminy B1 na przemiane cholesterolu. Kolesniczenko (23) zau-
wazyt, ze wptyw witaminy B15 zalezy od dawki i czestotliwo$ci podawa-
nia. Wielokrotne podawanie (10-dniowe) w matej dawce prowadzi do
zmniejszenia zawartosci cholesterolu w nadnerczu i w krwi oraz zwolnie-
nia jego syntezy w watrobie. Przy jednokrotnym wprowadzeniu do orga-
nizmu witaminy B15 niezaleznie od wielkosci dawki, wystepuje jedynie
tendencja do zmniejszenia powyzszych parametréw. Natomiast wielokrot-
ne podawanie tego zwigzku w duzej dawce powoduje odwrotny efekt: na-
stepuje bowiem zwiekszenie zawartosci cholesterolu i przyspieszenie jego
syntezy w watrobie. Mozna przypuszczac, ze wptyw kwasu pangamowego
na przemiane cholesterolu zwigzany jest z wykorzystywaniem go przy
wzmozonej biosyntezie kortykosterydow. ,

IV. Zastosowanie witaminy B15w leczeniu stanéw patologicznych
Badania kliniczne wskazujg na dziatanie lecznicze witaminy B1 (ewen-

tualnie jej pochodnych) w wielu stanach patologicznych. Na podkreslenie
zastuguja choroby, ktorym towarzyszg stany niedotlenienia tkanek. Tera-
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peutyczne dziatanie witaminy B15 zauwazono w chorobach naczyn wien-
cowych np. niewydolnosci wienicowej, dusznicy bolesnej, zakrzepicy wien-
cowej (18, 21, 25, 27, 43), a takze w miazdzycy naczyh wiencowych (3, 4)
oraz w chorobach serca wynikajacych z niedotlenienia, a mianowicie: hi-
poksji mies$nia sercowego (3, 11, 25, 34), anoksji i histotoksycznej anoksji,
w zapaleniu i marskosci migsnia sercowego (11, 18, 31). Zauwazano ko-
rzystny wptyw witaminy B1 na oddychanie miesnia sercowego takze
w przypadku niedomykalnosci zastawek (2).

Lecznicze dziatanie witaminy B15 zaobserwowano réwniez w przypad-
kach zapalenia i marskosci watroby wywotanych przewlektym alkoholiz-
mem (17) iw przebiegu kity (41). Uwidoczniat sie on nie tylko w polepsze-
niu subiektywnego stanu chorych, lecz takze w petnej lub czesciowej nor-
malizacji niektorych obiektywnych czynnikéw, np. skladu biatek osocza
(26, 27, 46). Opisano lecznicze dziatanie witaminy B15 w chorobach mozgu,
przy udarach, zakrzepicach, miazdzycy naczyn moézgowych i zakiéceniach
pamieci (1, 36). Witamine B stosowano réwniez w gos$ccu stawowym,
przy czym osiagnieto pozytywne wyniki (6, 7, 25).

Strelczuk (40), Gudkowa i Sienkiewicz (16) wykazali,
ze przy stosowaniu witaminy B15 w procesie leczenia natogowego alkoho-
lizmu znikat u pacjentéw pociag do alkoholu i powracata naruszona row-
nowaga psychiczna. Szczego6lnie korzystny wptyw zauwazono u alkoholi-
kéw ze zmianami sercowo-naczyniowymi. Terapia witaming B jest zale-
cana, poniewaz nie wywotuje ona skutkéw ubocznych dla organizmu. Zau-
wazono réwniez korzystny wpltyw witaminy B w przypadku niektérych
chorob krwi i choréb skdrno-wenerycznych (9, 37).

Mozliwosci wielokierunkowego zastosowania kwasu pangamowego czy-
nig ten zwigzek nader interesujgcym przedmiotem badan biochemicznych,
klinicznych i zywieniowych.
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JAN HUTNY *

Metabolizm glikogenu i mechanizmy jego regulacji
The Glycogen Metabolism and its Regulatory Mechanisms

New data about structure and metabolism of glycogen are presented. Regulatory
mechanisms of phosphorylase and glycogen syntetase activity, and effect of adrena-
ling, insuline, glucagon on the glycogen metabolism are discussed.

I. Budowa glikogenu

Glikogen jest wielocukrem ztozonym z jednostek glukozowych, pota-
czonych tafcuchowo wigzaniami a-1,4 i a-2,6-glukozydowymi, przy czym
ilos¢ wigzan 1,4- jest kilkanascie razy wieksza od wigzan 1,6- (68, 75, 115).
Miejsce rozgatezienia tancucha glikogenu, powstate dzieki wigzaniu a-1,6-
glukozydowemu przypada na co czwartg jednostke glukozowg (32, 34, 80,
87). Dtugos$¢ wewnetrznych odcinkoéw tancucha glikogenu odpowiada $red-
nio diugosci trzech czasteczek glukozy, potgczonych wigzaniami 1,4-, jed-
nakze pewna cze$¢ odcinkéw wewnetrznych odbiega od tego rozmiaru
(34,43).

Srednia catkowita dtugo$¢ tancuchéw glikogenu odpowiada 12— 15 jed-
nostkom glukozy (12, 64, 77) a $rednia dlugos¢ zewnetrznych, nierozgate-
zionych juz odcinkéw taincucha, odpowiada 7—10 jednostkom glukozy (13,
128). Wartosci te odnoszg sie takze do glikogenu ekstrahowanego z tkanek
w okresie zycia plodowego, tuz po pojawieniu sie pierwszych zapasow
tego wielocukru (13).

Czasteczki glikogenu watrobowego o statej sedymentacji rzedu 100S
stanowig podjednostki, ktére taczac sie, tworzg makroczastki o statej sedy-
mentacji rzedu od kilkuset do okoto 10 0005?. Masa makroczasteczek jest
wiec rzedu od kilkuset miliondw do okoto trzech miliardéw (18, 29, 92,
93, 95).

* Dr, Katedra Biochemii, Wydziat Weterynaryjny, Wyzsza Szkota Rolnicza,
W roctaw
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W mies$niach nie stwierdzono agregacji glikogenu w tak wielkie czg-
steczki. Masa czgsteczkowa glikogenu mie$niowego odpowiada masie cza-
steczkowej podjednostek glikogenu watrobowego i wynosi okoto 8 milio-
now (83, 93, 95). Srednica tych podjednostek, oznaczona na podstawie zdje¢
z mikroskopu elektronowego wynosi 20—40ma (29, 95). Te empiryczne
dane pokrywajg sie do$¢ doktadnie z maksymalnymi wartosciami, obli-
czonymi teoretycznie przez Fren ch a (34) dla klasycznego modelu czg-
steczki glikogenu Meyera (80). Przy maksymalnym upakowaniu fancu-
chéw na obwodzie sferycznej czasteczki glikogenu (rysunek 1), jej $rednica
powinna wynosi¢ okoto 36 Tin a masa czgsteczkowa w granicach od 4 do
10 milion6éw, zaleznie od stopnia uwodnienia.

Rys. 1. Model czasteczki glikogenu wg Meyera (80)

Charakter wigzan #aczacych podjednostki glikogenu w wieksze agre-
gaty nie zostat wyjasniony. Jedno takie wigzanie przypada na okoto 50 ty-
siecy jednostek glukozowych (83). Wigzania te nie sg wigzaniami a-1,4-
ani a-i,6-glukozydowymi, gdyz sg od nich bardziej labilne (83, 93). Wig-
zania tgczgce podjednostki glikogenu ulegajg rozbiciu w $rodowisku o pH
ponizej 3,5 i powyzej 13,0 lub pod wptywem temperatury powyzej 65°.
Wykluczono wystepowanie wigzah wodorowych oraz udzial biatek lub
kwasow nukleinowych w tgczeniu podjednostek glikogenu (92, 93).

Mordoh iwsp. (84) otrzymali wysokoczgsteczkowe preparaty gliko-
genu in vitro, drogg inkubacji glukozo-l-fosforanu z doktadnie oczyszczo-
ng fosforylazg i enzymem rozgateziajagcym. Obraz tych preparatow na zdje-
ciach w mikroskopie elektronowym, zblizony byt do obrazu natywnego
glikogenu watrobowego. Jednakze, jak wynika z nowszych danych (95),
glikogen syntetyczny w porownaniu z natywnym wykazuje pewne réz-
nice wskazujgce na brak wigzan labilnych w glikogenie syntetyzowanym
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in vitro. W zwigzku z tym Parodi i wsp. (95 rozpatrujag mozliwos¢
powstawania wigzan labilnych wskutek wigczania w czgsteczke glikogenu
fruktozy (105) lub glukozoaminy (74).

. Funkcja enzyméw katalizujgcych przemiane glikogenu

1. Fosforylaza glikogenowa (EC 2.4.1.1)

Enzym ten katalizuje nastepujgca przemiane:
glukozo-I-fosforan+ (glukoza)n™ (glukoza)n+l + ortofosforan

Stosunek stezen ortofosforanu do glukozo-1-fosforanu w punkcie réwno-
wagi tej reakcji wynosi 3,5 (22). Gdy stosunek ten jest wyzszy od 3,5 na-
stepuje degradacja, gdy za$ jest nizszy — synteza glikogenu. W miesniach
przepony szczurow wspotczynnik ten wynosi okoto 300 (63), mozna zatem
sadzi¢, ze fosforylaza prowadzi tylko rozktad glikogenu. Nie wiadomo jed-
nak czy ortofosforan jest w komdrkach rozmieszczony rownomiernie oraz
czy mierzone stezenie ortofosforanu nie obejmuje réwniez bardzo labil-
nych fosforanéw organicznych.

Spencer-Peet i wsp. (70, 114) stwierdzili obecno$é¢ glikogenu
w watrobach osobnikéw z genetycznym defektem, polegajagcym na catko-
witym braku w tej tkance aktywnos$ci syntetazy glikogenu. Autorzy suge-
ruja w tych przypadkach mozliwos¢ syntezy glikogenu przy udziale fosfo-
rylazy. Wydaje sie to tym bardziej mozliwe, ze fosforylaza moze katalizo-
wac synteze glikogenu nawet w braku primera (51).

Wyodrebniona fosforylaza prowadzi rozktad zewnetrznych gatazek gli-
kogenu tylko do momentu powstania tzw. O-dekstryny granicznej typu
Walkera-Whelana (128) (rysunek 2), posiadajgcej na kazdym ra-
mieniu rozgatezionego tancucha po 4 jednostki glukozowe, liczac od tej
czasteczki, na ktorg przypada wigzanie 2,6-glukozydowe (2, 46).

2. Oligo-l,4-»j,4-glukanotransferaza (EC 2.4.1.25)

Enzym ten przenosi reszte maltotriozy z gatezi A 0-dekstryny granicz-
nej na gataz B (rysunek 2), przeksztalcajgc tym samym dekstryne granicz-
ng typu Walkera-Whelana w dekstryne typu Cori-Larnera (16, 17,
46). Dekstryna typu Cori-Larnera uwazana byta dawniej za bezpos$redni
produkt dziatania fosforylazy (23). AktywnoS$¢ oligo-i,4->1,4-transferazy
obserwuje sie zawsze wraz z aktywnoscig dekstryno-2,6-glukozydazy (16,
17, 46).
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Rys. 2. Przeksztatcenie dekstryny granicznej Walkera-Whelana (128) w dekstryne

Cori-Larnera (23) przez oligo-J*-~J*-glukanotransferaze (wg 16,17,46)
O—jednostki glukozowe potgczone glukozydowo; 0-> jednostki glukozowe potgczone I-+6
glukozydowo

3. a-2,4->-1,4-glukozylotransferaza (EC 2.4.1.3)

Enzym ten przenosi reszte glukozy pochodzacag z nieredukujacego kon-
ca czasteczki maltozy lub wiekszego a-glukanu na akceptor, ktérym moze
by¢ glukoza, maltoza lub wyzsze oligosacharydy typu a-glukanu (50, 117).
Nie ustalono dotad definitywnie czy aktywno$¢ tego typu w tkankach
zwierzecych jest wynikiem dziatania odrebnego enzymu (53, 96, 97), czy
tez aktywnoscig uboczng enzymow typu glukozydaz (45, 117, 122, 131).

Walker i Whelan (128) przypisuja a-i,4->2,4-glukozylo-trans-
ferazie podobng funkcje jak oligo-1,4—-2 4-transferazie, a wiec przeksztal-
canie 0-dekstryny granicznej. Karpiak (53) postuluje mozliwosé
udziatu tego enzymu w niefosforylacyjnym tworzeniu wyzszych a-1,4-glu-
kanoéw, kosztem maltozy i nizszych dekstryn.

4. Dekstryno-2,6-glukozydaza (EC 3.2.1.33)

Ten enzym rozbija wigzanie a-2,6-glukozydowe w dekstrynie granicz-
nej typu Cori-Larnera, uwalniajgc czgsteczke glukozy. Tym sposobem
dalsze fragmenty tancucha glikogenu staja sie dostepne dla dziatania fos-
forylazy lub glukoamylazy (1, 2, 76, 128).

5. a-Amylaza (EC 3.2.1.1)

a-Amylaza rozbija wigzania a-l,4-glukozydowe glikogenu i doprowa-
dza do uwolnienia maltozy i maltodekstryn oraz do wytworzenia a-deks-
tryn granicznych (9, 105, 127) o budowie podanej na rysunku 3.
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Kwestionowana przez pewien czas obecnos$¢ tego enzymu w tkankach
zwierzecych, zostata ostatecznie udowodniona (8, 38, 53, 59). Wedtug O 1a -
varrii i Torresa (91) dziatanie a-amylazy na glikogen jest dwustop-
niowe. W pierwszym etapie amylaza atakuje zewnetrzne gatazki tancucha
glikogenowego. W nastepnym etapie dochodzi dopiero do rozbhicia wew-
netrznych odcinkéw tancucha glikogenu i do utworzenia specyficznych
a-dekstryn granicznych.

Rys. 3. Budowa a-dekstryn granicznych (wg 9, 14, 105)
Objasnienia znakéw patrz rysunek 2

6. Glukoamylaza (EC 3.2.1.3)

Rozbija wiazania a-2,4-glukozydowe glikogenu, odcinajac jednostki
glukozowe od nieredukujacego konca taricuchow (45, 65, 108, 122), az do
natrafienia na jednostke potgczong wigzaniem 1,6-. W wyniku tego pow-
stajg y-dekstryny graniczne.

Niedawno stwierdzono w tkankach i ptynach ustrojowych obecnosc
aktywatora, wielokrotnie zwiekszajgcego stosunkowo niskg aktywnos$¢
tego enzymu (54).

7. Glukozylotransferaza UDPG-glikogen (syntetaza glikogenu) (EC 2.4. 1.11)

Enzym ten jest przypuszczalnie gtdwnym katalizatorem syntezy gliko-
genu w tkankach (40, 66, 69, 107). Katalizuje on synteze glikogenu wedtug
nastepujacego schematu:

UDPG + (glukoza)n -> UDP + (glukoza)n+l

Dla rozpoczecia reakcji konieczna jest obecno$¢ primera (40, 66). Najlep-
szym primerem jest glikogen a najmniejszym z mozliwych maltoteraoza
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(40), jednak powinowactwo syntetazy glikogenu do maltotetraozy jest bar-
dzo niskie. Donorem reszt glukozowych moga by¢ oprécz UDPG, takze
inne nukleotydy tego typu, jednak syntetaza z tkanek zwierzecych wyka-
zuje wobec nich nizsze powinowactwo. Np. w stosunku do ADPG powino-
wactwo syntetazy glikogenowej z tkanek zwierzecych jest o 50®0 nizsze
niz wobec UDPG (40).

8. Glikozylotransferaza rozgatezien a-glukanu (czynnik rozgateziajacy) (EC 2.4.1.18)

Enzym ten katalizuje przeniesienie kilku jednostek glukozowych z po-
zycji 1”°-4 w pozycje 1—6, tworzac w ten spos6b rozgatezienia tancu-
chéw glikogenu (60, 112, 125). Reakcja ta polega na przeniesieniu a-oligo-
glukanu o minimalnej dtugosci szesciu jednostek glukozowych (125), wed-
tug reakcji podanej na rysunku 4.

—m<>00000000#

Rys. 4. Mechanizm reakcji katalizowanej przez enzym rozgateziajagcy wedtug Ver h-

ue i Hersa (125)
« —znakowana MC glukoza, pozostate objasnienia patrz rysunek 2

I11. Gtéwne mechanizmy regulacji przemiany glikogenu

1. Ukitad fosforylazy

Fosforylaza jest biatkiem zbudowanym z podjednostek, ktérych masa
czasteczkowa wynosi 90 OO0 (27, 109). Struktura czwartorzedowa fosfory-
lazy zmienia sie badz to samorzutnie, w zaleznosci od skiadu i stezenia
czynnikéw znajdujgcych sie w roztworze (129, 130), badz tez pod wpty-
wem odpowiednich enzymoéw prowadzacych fosforylacje i defosforylacje
fosforylazy (patrz schemat 1).

Fosforylaza w formie ufosforylowanej jest enzymem, o petnej aktyw-
nosci, niezaleznej od obecnosci 5’-AMP i nazwana jest fosforylaza ,,a”. Wy-
stepuje ona gtdwnie w formie tetrameru o masie czasteczkowej okoto
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kmaza foslotyiazy o

toslalaza losloiylazy
loima ininej aklywna

Schemat 1. Zasadnicze elementy uktadu regulujgcego aktywnos$¢ fosforylazy

360 000 (27, 109). Nieufosforylowana forma fosforylazy wystepuje gtéwnie
w formie dimeru o masie czgsteczkowej okoto 180 000 (27, 109) i zwana
jest fosforylaza ,,b”. Fosforylaza ,b” jest aktywna tylko w postaci zwia-
zanej z 5’-AMP (44, 73, 90). 5’-AMP dziata w tym przypadku jako czyn-
nik wzmagajacy powinowactwo fosforylazy ,b” do wszystkich substra-
tow. Efekt ten jest kompetycyjnie hamowany przez ATP i G-6-P (85).

Kazda z podjednostek fosforylazy zawiera czgsteczke fosforanu piry-
doksalu, ktérego obecnos¢ warunkuje aktywnos¢ enzymu (5, 55). Brak tego
czynnika nie wptywa jednak ani na przejscie fosforylazy ,,a” w forme ,,b”
ani na sposob wigzania 5-AMP (43, 111).

Przejscie fosforylazy ,b” w forme ,a” wymaga czterech czasteczek
ATP i katalizowane jest przez specyficzng kinaze fosforylazy ,,b” w obec-
nosci jonéw magnezu i cyklicznego 3,5-AMP (25, 33, 56, 100) (patrz nizej).
Reakcja odwrotna, przejscie formy ,,a” w forme ,b”, prowadzone jest
przez fosfataze fosforylazy ,,a” (21, 47) (patrz nizej). Wzajemna konwersja
form fosforylazy jest jednym z gtéwnych elementéw mechanizmu regulu-
jacego szybkosé glikogenolizy, dlatego tez omawiany proces zalezny jest
od catego szeregu czynnikow wptywajacych na aktywnos$¢ enzymoéw ka-
talizujgcych te konwersje (schemat nr 1).

Nieenzymatyczne zmiany struktury czwartorzedowej fosforylazy na-
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stepujg m.in. pod wptywem glikogenu, ktéry wigze sie z tym enzymem
w kompleks podobny do kompleksu antygen-przeciwciato (110). Poprzez
glikogen, fosforylaza wigze sie z endoplazmatycznym retikulum i podczas
frakcjonowania elementow subkomdrkowych znaleziono jg w osadzie frak-
cji mikrosomalnej (71). Jednakze podczas frakcjonowania elementow sub-
komorkowych watroby zwierzat gtodzonych, fosforylaze znaleziono w su-
pernatancie frakcji mikrosomalnej. Przyczyng przejscia fosforylazy do
frakcji lzejszej moze by¢ brak glikogenu w watrobach zwierzat gtodzo-
nych (71). Inkubacja wyodrebnionej fosforylazy z glikogenem powoduje
szesciokrotny wzrost jej aktywnosci. Poniewaz zjawisko to obserwuje sie
tylko przy pomiarach aktywnosci fosforylazy testem syntezy glikogenu,
mozna sadzi¢, ze glikogen wzmaga powinowactwo fosforylazy do gluko-
zo-1-fosforanu. Badajagc mechanizm tego procesu, Wang i wsp. (129,
130) stwierdzili, ze fosforylaza w kompleksie z glikogenem wystepuje
w postaci dimeru. Dimeryczna forma fosforylazy w kompleksie z gliko-
genem jest bardziej aktywna niz forma tetrameryczna, bez wzgledu na to,
czy jest ufosforylowana czy nieufosforylowana. Proponowany przez
Wanga i wsp. (130) przebieg przeksztatcen fosforylazy pod wptywem
glikogenu, przedstawia sie jak nastepuje:

T+ nG” TGn->2DGn/2

gdzie T — tetramer; D — dimer; G — glikogen.
Tetramer taczy sie z wieloma czasteczkami glikogenu i dysocjuje do dime-
ru. Glikogen hamuje reakcje odwrotng. Wang i wsp. (130) wykazali tez
brak zaleznosci miedzy aktywacjg fosforylazy przez glikogen a funkcja
glikogenu jako primera w reakcji prowadzonej przez fosforylaze, sugeruja
wiec istnienie odrebnych miejsc wigzania primera i polisacharydu akty-
wujgcego.

Enzymatycznym ogniwem uktadu regulujgcego aktywnosé fosforylazy
jest kinaza fosforylazy ,b” (EC 2.7.1.38). Enzym ten aktywuje nizej po-
dang reakcje (33, 56):

kinaza

fosforylazy ,b*
2 fosforylaza ,b” + 4 ATP-----mmmmtemeee- > fosforylaza ,a + 4 ADP

Kinaza fosforylazy ,b” wystepuje podobnie jak i sama fosforylaza,
w dwu formach: aktywnej i mniej aktywnej (58, 100). Wiele danych wska-
zuje, ze regulacja aktywnosci kinazy odbywa sie rowniez poprzez fosfo-
rylacje i defosforylacje. Stwierdzono bowiem, ze aktywno$¢ kinazy fosfo-
rylazy ,,b” wzrasta po inkubacji z jonami magnezu lub wapnia, z cyklicz-
nym-3’5-AMP oraz z ATP (57, 82, 100), w obecnos$ci odpowiedniego en-
zymu (81). Udziat ATP w tym procesie wskazuje, ze czynnik biatkowy
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uczestniczacy w aktywacji ma réwniez charakter kinazy. W ekstraktach
serca szczurow stwierdzono istnienie inhibitora, blokujgcego aktywujacy
wptyw jonéw wapnia na kinaze fosforylazy (30, 31). Przejscie aktywnej
kinazy fosforylazy w forme mniej aktywng biegnie z udziatem enzymu
typu fosfatazy (104).

Przeksztatcenie fosforylazy ,a” w fosforylaze ,b” katalizowane jest
przez fosfataze fosforylazy (EC 3.1.3.17) (21, 47) wedtug reakcji:

7

fosfataza

s » fosforylazy ,,a“ )
fOSfOfylaza pa” + HD i _ 2 fosfory|aza Lb” + 4Pi

Glukoza i glukozo-6-fosforan zwiekszajg aktywnos$é tej fosfatazy (47),
natomiast AMP, IMP i jon fluorkowy sg jej inhibitorami (89, 118). Inku-
bujac tkanke lub ekstrakt w obecnosci jonéw magnezu, cyklicznego-3°,5'-
AMP oraz ATP (79), mozna spowodowac inaktywacje fosfatazy fosfory-
lazy. Dane te znowu sugerujg analogie do mechanizmu konwersji fosfory-
lazy ,,b” w forme ,a”. W tym przypadku jednak efektem fosforylacji jest
przejscie formy aktywnej enzymu w forme mniej aktywna.

2. Uktad syntetazy glikogenu

Spos6b regulacji syntetazy glikogenu wykazuje wiele podobieistwa do
mechanizmu regulacji fosforylazy (schemat 2). Syntetaza glikogenu wy-
stepuje podobnie jak fosforylaza w dwu formach o réznej aktywnosci.
Aktywnos$¢ formy D (ang. dependent) zalezy od obecnosci glukozo-6-fosfo-
ranu, natomiast aktywnos$¢ formy | (ang. independent), nie zalezy od
tego czynnika (3, 61, 69).

W zajemna konwersja form D ii odbywa sie, podobnie jak w przypad-
ku fosforylazy, poprzez ufosforylowanie przy udziale ATP i defosfory-
lacje (patrz nizej) (35, 36, 107, 123). Fosforylacja daje forme mniej aktywna
natomiast defosforylacja forme o peinej aktywnos$ci. Zatem mechanizm
analogiczny do mechanizmu regulujgcego fosforylaze dziata w tym przy-
padku w odwrotnym kierunku. Procesy fosforylacji fosforylazy i syntetazy
dajg jednak ostatecznie ten sam wynik, mianowicie obnizenie poziomu gli-
kogenu w tkance. Nastepuje to dzieki wzmozeniu rozktadu glikogenu przez
fosforylaze i rownoczesnemu zahamowaniu jego syntezy. Podobnie de-
fosforylacja obydwu enzymdw, powodujagc zahamowanie fosforolizy gliko-
genu i wzmozenie jego syntezy, prowadzi do jednego efektu — podwyzsze-
nia poziomu glikogenu w tkance. Jesli dodaé¢ do tego zaobserwowany przez
Madsena (72) fakt, ze UDPG hamuje aktywno$¢ fosforylazy, widac
wyraznie sprzezenie najwazniejszych uktadoéw regulujgcych przemiane gli-
kogenu, przy czym gtownym czynnikiem sprzegajgcym jest poziom ATP.
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Schemat 2. Zasadnicze elementy uktadu regulujagcego aktywno$¢ syntetazy gliko-
genowej

Syntetaza glikogenu tworzy podobnie jak i fosforylaza, kompleksy
z glikogenem (67, 71, 124). Vardanis (124), preparujac syntetaze gliko-
genu zwigzang z glikogenem wielkoczgsteczkowym stwierdzit, zZe jej
aktywnos¢ jest uzalezniona od dodatku glikogenu niskoczasteczkowego
spetniajacego role primera. Dane te sg zblizone do wynikéw doswiadczen
W anga iwsp. (129, 130), odnosnie fosforylazy, gdzie postuluje sie istnie-
nie w czasteczce fosforylazy odrebnych miejsc wigzania glikogenu tworza-
cego kompleks i primera.
Kinaza syntetazy glikogenu katalizuje fosforylacje enzymu wedtug re-
akcji:
kinaza
syntetazy

syntetaza | + nATP -=-----—---= »syntetaza D + nADP
Kinaza syntetazy wystepuje w dwu formach o réznej aktywnos$ci i przejs-
cie w forme o wiekszej aktywnos$ci zachodzi przy udziale ATP, cyklicz-
nego-3°5-AMP oraz jonéw magnezu, lub wapnia, strontu i baru (4, 48)
wraz z odpowiednim czynnikiem biatkowym (7).
Znaczne podobiefAstwo pomiedzy kinazg syntetazy glikogenu i kinazg
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fosforylazy sktonito Friedmana i Larnera (37) do zbadania ewen-
tualnej identycznosci tych dwu enzymow, jednakze dotychczasowe wyniki
raczej przeczg takiemu przypuszczeniu.

Fosfataza syntetazy glikogenu prowadzi do zwiekszenia aktywnos$ci
syntetazy, przeprowadzajac ja w forme | wedtug reakcji:

fosfataza

syntetazy .
syntetaza D ----—--—-—---- »syntetaza | + nPi

Aktywnos$¢ tego enzymu jest hamowana przez glikogen (126). Tworzy
sie w ten sposob mechanizm typu sprzezenia zwrotnego ujemnego, wiek-
sza ilo$¢ glikogenu doprowadza do zmniejszenia szybkosci jego syntezy (24).

3. Wptyw czynnikéw hormonalnych na przemiane glikogenu

Wptyw adrenaliny. Adrenalina powoduje spadek poziomu glikogenu
w tkankach. Nastepuje wtedy zardwno przyspieszenie rozktadu glikogenu
jak i hamowanie jego syntezy. Wywotane adrenaling zmiany w ukiadach
regulacji fosforylazy i syntetazy glikogenu przedstawiaja sie nastepujaco:
1) Kinaza fosforylazy ,,b” przechodzi z formy mniej aktywnej w forme

bardziej aktywng (57, 100).

2) Kinaza syntetazy glikogenu przechodzi z formy mniej aktywnej w for-

me bardziej aktywng (48).

3) Aktywnos¢ fosfatazy fosforylazy ulega zmniejszeniu (79).
4) Fosforylaza z formy ,,b” przechodzi w forme ,,a” (102, 103, 119).
5) Syntetaza glikogenu z formy | przechodzi w forme D (6, 106).

Rall i Sutherland (101) stwierdzili, ze podczas inkubacji nie-
rozpuszczalnej frakcji homogenatu watroby z dodatkiem ATP i adrena-
liny, nagromadza sie cieptostaty, dializujacy czynnik, ktoéry dodany do
rozpuszczalnej frakcji homogenatu, aktywuje przejscie fosforylazy ,b”
w fosforylaze ,,a”. Po identyfikacji (103, 119) okazato sie, ze tym czynni-
kiem jest cykliczny-3’5-AMP. Zwigzek ten poSredniczy zatem w wy-
wotywaniu zmian aktywnos$ci fosforylazy i syntetazy glikogenu przez adre-
naline (schemat 1i 2).

Cykliczny-5’5-AMP powstaje w tkankach z ATP. Proces ten katali-
zuje enzym lub uklad enzymatyczny zwany cyklazg adenilowg. Mecha-
nizm dziatania adrenaliny polega na aktywacji cyklazy (26, 86, 98). Uktad
cyklazy adenilowej jest zlokalizowany gtdwnie w btonach plazmatycznych
(26, 86, 98). Ostatnio stwierdzono obecno$¢ tego enzymu takze we frakcji
jader komorkowych miesnia sercowego (15).

Procz adrenaliny, poziom cyklicznego-3'5-AMP podwyzszaja takie
hormony jak glukagon (11, 98), ACTH (42, 120), LH (78) i wazopresyna
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(41). Cykliczny-3°,5-AMP odgrywa zatem kluczowa role w procesie hor-
monalnej regulacji przemiany glikogenu.

Rozktad cyklicznego-3’, 5-AMP prowadzi specyficzna fosfodwuestera-
za, ktdra przeksztatca ten zwigzek w 5-AMP (88). Fosfodwuesteraza cyk-
licznego-3°,5-AMP znajduje sie w rozpuszczalnej frakcji homogenatéw
tkankowych, moze jednak réwniez asocjowa¢ z btonami plazmatycznymi
(19). Teofilina i kofeina sg inhibitorami tego enzymu, dzieki czemu wy-
wotujg wzrost poziomu cyklicznego-3°,5-AMP w tkankach (19).

Jakkolwiek wptyw adrenaliny na aktywno$¢ fosforylazy jest w tkan-
kach bardzo silny i efekt dziatania tego hormonu jest wyraznie widoczny
juz po jednej minucie od momentu wzrostu stezenia adrenaliny w Kkrwi
(99), to jednak wydaje sie iz wzrost aktywnosci fosforylazy, jaki obserwuje
sie podczas skurczu mie$niowego, przebiega z udziatem innego mecha-
nizmu niz wyzej opisany. Przejscie fosforylazy w forme ,,a” podczas skur-
czu mieSniowego przebiega ok. 500 razy szybciej niz analogiczny proces,
wywotany wzrostem stezenia cyklicznego-3’,5-AMP pod wptywem adre-
naliny (25, 100).

Wptyw insuliny na przemiang glikogenu. Insulina powoduje przys$pie-
szenie syntezy glikogenu przez wzrost aktywnosci syntetazy glikogenowej
(61, 62, 116). Mechanizm tego efektu nie jest do koAca wyjasniony. Lar-
ner i wsp. (62) stwierdzili, ze insulina przyspiesza przejscie syntetazy
z formy D o niepetnej aktywnosci, w forme | o petnej aktywnosci. W tym
przypadku mozna méwi¢ o opozycyjnym dziataniu insuliny wobec adre-
naliny. Jednakze Stein er i King (116) postulujg inny mechanizm
dziatania insuliny na syntetaze glikogenu. Autorzy ci nie stwierdzili akty-
wujgcego wptywu insuliny na syntetaze glikogenu po podaniu typowych
inhibitorow syntezy biatka lub inhibitorow syntezy RNA. Natomiast bez
podawania tych zwigzkéw, aktywacja syntetazy glikogenu przez insuline
byta wyrazna. Wyniki tego doswiadczenia wskazywaly by, ze insulina
wzmaga aktywnos$é syntetazy glikogenowej poprzez przyspieszenie wy-
twarzania tego enzymu.

Sprawa wptywu insuliny na aktywnos$é fosforylazy jest rdwniez dysku-
syjna. W 1964 roku Larner iwsp. (62) nie znalezli zmian aktywnosci
fosforylazy w przeponach szczuréw, traktowanych insuling. Zmiany
aktywnosci fosforylazy pod wptywem insuliny stwierdzono jednak w tkan-
ce tluszczowej. Stwierdzono mianowicie spadek aktywnosci fosforylazy
»a” (52), przy czym mechanizm tego efektu polega na blokowaniu przez
insuline wzrostu stezenia cyklicznego-3’,5-AMP wywotanego adrenaling
(20, 113).

W ostatnich latach stwierdzono réwniez wptyw insuliny na fosfory-
laze watrobowg (10) i miesniowg (39, 49, 121). Jednakze odnosnie mecha-
nizmu dziatania insuliny na uktad fosforylazy w tkance mies$niowej, istnie-
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ja w piSmiennictwie pewne rozbieznosci. W krétkim komunikacie Tor -
resa i wsp. (121) doniesiono o hamujgcym wptywie insuliny na wywo-
tany adrenaling, wzrost aktywnosci fosforylazy ,,a” w przeponach szczu-
row. W pracy tej stwierdzono réwniez hamowanie przyrostu aktywnosci
kinazy fosforylazy. Autorzy sugeruja, ze efekt ten jest podobny do analo-
gicznego procesu stwierdzonego w tkance ttuszczowej (20) i polega na
hamowaniu przez insuling produkcji cyklicznego-3’,5-AMP. Przeczg temu
jednak wyniki prac prowadzonych in vivo (10, 49), kiedy to stwierdzono
spadek aktywnos$ci zarowno fosforylazy ,a” jak i fosforylazy catkowitej
(@ + b). Wynikom Torresa i wsp. (121) przeczg réwniez zaskakujace
dane Goldberga iwsp. (39), ktorzy w doswiadczeniach prowadzonych
in vivo wykazali przyrost cyklicznego-3’,5>-AMP w przeponach szczurow,
ktérym podawano insuline.

Wptyw glukagonu na przemiane glikogenu. Glukagon wzmaga rozktad
glikogenu poprzez przyspieszenie konwersji fosforylazy ,b” w fosforylaze
,a”. Efekt ten zaobserwowano w watrobie (103) i w mies$niu sercowym
(85, 94). Glukagon wptywa rowniez na uktad syntetazy glikogenu, dopro-
wadzajac do obnizenia jej aktywnos$ci poprzez przyspieszenie konwersji
syntetazy | w forme D (10, 28). DeWulf i Hers (28) stwierdzili, ze
uktad syntetazy glikogenu reaguje nawet na nizsze dawki glukagonu niz
uktad fosforylazy glikogenowej.

Mechanizm dziatania glukagonu jest podobny do dziatania adrenaliny
i polega na stymulacji uktadu cyklazy adenilowej. Cyklaza adenilowa pod-
nosi poziom cyklicznego-3’, 5-AMP, wywotujac tym samym wzrost aktyw-
nosci czynnikow aktywujacych kinaze fosforylazy ,,b” i kinaze syntetazy
I (11, 15, 86, 98, 120).

Bitensky i wsp. (11) dostarczyli dowodow na istnienie dwéch nie-
zaleznych systeméw cyklazy adenilowej, z ktérych jeden moze by¢ akty-
wowany przez adrenaline a drugi przez glukagon. Dane te potwierdzili
Poh1i wsp. (98), ktdrzy izolujac btony plazmatyczne komérek parenchy-
malnych watroby, uzyskali cyklaze adenilowg, aktywowang przez gluka-
gon a niewrazliwg na adrenaline. Autorzy ci sugerujag mozliwos¢ rdznic
w rozmieszczeniu dwoéch omawianych systemow cyklazy adenilowej w ko-
morkach i tkankach.

mMurad i Waugham (86), badajac cyklaze adenilowg mie$nia ser-
cowego, réwriiez stwierdzili r6znice w jej zachowaniu sie pod wpltywem
adrenaliny i glukagonu. Jednak w tym przypadku, odmiennie niz w po-
przednio wymienionych pracach, efekt dotyczyt pojedynczego systemu
cyklazy adenilowej, co autorzy wyraznie udowodnili. Murad i Waug-
ham (86) postulujg wiec odmienno$¢ mechanizmu dziatania adrenaliny
i glukagonu na pojedynczy system cyklazy adenilowej miesnia serco-
wego.
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IV. Uwagi koncowe

Opisane wyzej mechanizmy regulacji przemiany glikogenu nie obej-
muja catosci zagadnienia regulacji przemiany tego wielocukru, gdyz do-
tyczg tylko dwu gtownych enzymoéw omawianego procesu, fosforylazy
i syntetazy glikogenu. Brak jest w piSmiennictwie danych o regulacji
aktywnosci pozostatych enzymow przemiany glikogenu, a mozna sadzic,
ze procesy takie rowniez majg miejsce. Nalezy sie zatem spodziewac prac
uzupetniajgcych obraz omawianej przemiany zwitaszcza o dane, dotyczace
regulacji enzymow katalizujgcych hydrolityczny rozkiad glikogenu i pro-
cesy niefosforylacyjnej transglikozylacji. Mozna réwniez spodziewac sie,
ze w najblizszych latach poznana zostanie dynamika procesu agregacji
i dysocjacji podjednostek glikogenu watrobowego oraz znaczenie tego zja-
wiska dla pozostatych elementéw mechanizmu regulacji przemiany gliko-
genu.
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Hormony metamorfozy owadow

Hormones of Insect Metamorphosis

Some data of biological activity and chemical structure of ecdyson and juvenile
hormone have been reviewed.

Metamorfoza owad6w, sterowana przez ukiad endokrynny, charakte-
ryzuje sie szeregiem mniej lub wiecej skomplikowanych przeobrazen na-
tury zewnetrznej i wewnetrznej. Zwykle wyréznia sie dwa gtéwne typy
metamorfozy. Zasadnicza réznica polega na tym, ze u owaddéw o przeobra-
zeniu niezupeinym (Insecta hemimetabola) w rozwoju osobniczym wyste-
puja dwa stadia wzrostu — larwa i imago, natomiast przy przeobrazeniu
zupetnym (Insecta holometabola) miedzy larwg i postacig dorostg wyste-
puje spoczynkowe stadium poczwarki. Rozwéj larwy dzieli sie na kilka
intensywnych okreséw wzrostu, z ktérych kazdy konczy sie odrzuceniem
starej kutikuli, czyli linka. llo$¢ kolejnych linek jest stata i charaktery-
styczna dla danego gatunku.

Badania nad poznaniem przyczyn metamorfozy zapoczatkowane przez
Kopcia (75 76) prowadzone poOzniej przez kilka osrodkow naukowych,
koncentrowaty sie poczagtkowo wokdt poznania i ustalenia mechanizmu
procesoOw endokrynnych zachodzacych podczas cyklu rozwojowego. W na-
stepnej fazie badan podjeto proby izolowania poszczegdlnych hormonow,
a obecnie wysitki idg przede wszystkim w kierunku poznania struktury
i biosyntezy juz wyodrebnionych hormonow.

* Doc. dr, Zaktad Biochemii Poré6wnawczej, Instytut Biochemii i Biofizyki, Pol-
ska Akademia Nauk, Warszawa.

** Mgr, Zaktad Biochemii Poréwnawczej, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska
Akademia Nauk, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotéw: c.a. — corpo'a allata, JH — hormon juwenilny,
PF — czynnik bibutowy, TLC — chromatografia cienkowarstwowa, GLC — chro-

matografia gazowa w uktadzie gaz—ciecz, TU — jednostka Tenebrio, CU — jednost-
ka Calliphora.
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Metamorfoza owadéw uwarunkowana jest w gtéwnej mierze obecnos-
cig w hemolimfie trzech hormondéw, wydzielanych przez rdzne oS$rodki
endokrynne:

1) hormon moézgu, aktywujacy okresowo gruczoly protorakalne, wy-
dzielany jest przez komérki neurosekrecyjne mézgu, zlokalizowane w czes-
ci miedzymézgowej przedniego ptata (pars intercerebralis protocerebri),

2) hormon linienia — ekdyson, produkowany przez gruczoty protora-
kalne, wydzielany jest w okresach poprzedzajagcych kazde linienie,

3) hormon mitodociany — juwenilny wydzielany przez specjalne gru-
czoly — ciata przylegte (corpora allata) odpowiedzialny za stan larwalny
mtodych osobnikéw.

Wspotdziatanie tych hormonéw daje obraz prawidtowej metamorfozy
przebiegajacej bez zaktocen.

A. Ekdyson

Ekdyson produkowany jest przez gruczoty protorakalne pod wptywem
hormonu protorakotropowego (,,hormon mdézgu”). Morfologie i fizjologie
silnie unerwionych gruczotéw znajdujacych sie w przedtutowiu po stro-
nie brzusznej opisali Scharrer (120) i Wigglesworth (162).
Dalsze badania Wiggleswortha (163) i Williamsa (172) wy-
kazaty brak specyficznosci gatunkowej ekdysonu.

t

I. Budowa chemiczna i biosynteza

W 1954 r. Butenandt i Karlson wyizolowali po raz pierwszy
hormon linienia w postaci krystalicznej w ilosci 25 mg z p6t tony poczwa-
rek jedwabnika morwowego (Bombyx mori) i nazwali go od greckiego
ekdysis (linienie) — ekdysonem (18). OkresSlono wtedy ciezar czasteczko-
wy réwny 310 i wzér sumaryczny C18H3004 (l).
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P&zniej poprawiono ciezar czasteczkowy hormonu na 462, a wzlr su-
maryczny na C2Z/H40 6. Jednoczesnie ustalono przynalezno$¢ hormonu do
grupy steroli i okreslono jego wzo6r strukturalny (wz6r 1) (49, 59, 65).

Karlson i Biickman wykazali, ze ekdyson skitada sie co naj-
mniej z dwdch czynnikow o podobnej funkcji fizjologicznej i wystepuje
jako forma a i 6 (63).

Wstrzykujgc larwom Calliphora erythrocephala trytowany cholesterol
wykazano, ze owady nie moga syntetyzowac sterydéw z pojedynczych
czgsteczek i prekursorem ekdysonu jest prawdopodobnie cholesterol. Ba-
dania przeprowadzane na Blattella germanica (96) oraz Dermestes vulpinus
(21) wykazaty, ze do syntezy hormonu moga byé wykorzystane rézne po-
chodne cholesterolu. Prekursor cholesterolowy musi mie¢ og6lng strukture
bardzo zblizong do hormonu, boczny fancuch typu cholestanu i grupe
P-3-hydroksylowg (22). Owady podobnie jak skorupiaki i pajeczaki moga
wykorzystywac¢ octan cholesterylu, (3-sitosterol, dwuhydroksycholesterol,
cholestanon, nie moga natomiast wykorzystywa¢ aktywnego octanu (43).

hl
0
1-8
EKDYSON R 2 R R4
| JEGO ANALOGI ' oH
fion fion h NN\~Now
OH
2 EKDYSTEBON fioH fioH OH A [\~ OH
OH
3 INOKOSTERON fion fioH oH /N AN CHOH

OH
4 PONASTERON — A fi OH fi OH _OH Als<

OH
5 PONASTEBON - 6 a OH a OH OH
6 ponastedon-c _aOH aOH oH

7 PTECOSTECON fiOH fi OH OH

8 CYASTECON fi OH fi OH OH

Schemat 1. Struktura chemiczna analogéw ekdysonu (51).
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Larwy Calliphora stygia posiadajg hydroksylazy, ktére moga wprowa-
dza¢ grupe OH do analogéw ekdysonu na C5 i C2® (157). Jest wiec praw-
dopodobne, ze wyizolowany z Calliphora krustekdyson jest dalej metabo-
lizowany do 20,26-dwuhydroksyekdysonu podobnie jak u szkodnika tyto-
niu Manduca sexta. Dalsze badania nad konwersjg roslinnych steroli
0 C28 i C29 do cholesterolu u Manduca sexta potwierdzity dotychczasowe
przypuszczenia, ze sterole u owaddéw stanowiag egzogenny czynnik pokar-
mowy (142).

Ho rn i wsp. sugerowali, ze a-ekdyson jest prekursorem |3-ekdysonu
(52). Istotnie okazato sig, ze u niektérych skorupiakéw i owadéw a-ekdy-
son jest bardzo nietrwatym przejSciowym produktem w biosyntezie (3-ek-
dysonu (72).

Dane o budowie analogéw ekdysonu wyodrebnionych z owadoéw skoru-
piakéw i roslin zebrano w schemacie 1, przy czym zaobserwowano, ze rdz-
norodno$¢ wystepowania analogéw jak ich aktywno$¢ biologiczna zwigza-
na jest z budowg tancucha bocznego.

I1. Mechanizm dziatania ekdysonu

Aktywnos$¢ hormonu okresla sie w jednostkach Calliphora (C. U)).
Przez jednostke te rozumie sie najmniejsza, wstrzyknietg ilos¢ hormonu,
zdolng wywota¢ u larwy Calliphora erythrocephala przepoczwarczenie od-
wioka, oddzielonego od reszty ciata przewigzka. Test biologiczny uwaza
sie za pozytywny, gdy nastepuje przepoczwarczenie u 50—70% badanych
owadoéw (52). Jednostka Calliphora dla formy a-ekdysonu wynosi 0,0075/o.g,
dla (50,15 ng (18), a dla czystego krustekdysonu (20-hydroksyekdyson) lub
syntetycznego ekdysonu — 0,025ug (55).

Mechanizm dziatania ekdysonu mimo Kkilku lat badan nie jest jeszcze
dobrze poznany, poniewaz niewiele wiadomo dotad o naturze akceptorow
w komorkach owadéw. Badania nad rozmieszczeniem trytowanego ekdy-
sonu w komorkach larw Rhynchosciara spec. i Chironomus tentans nie
wskazujg aby hormon gromadzit sie w jagdrze w wiekszym stopniu niz
w cytoplazmie (160). Podobne wyniki uzyskano u muchy Drosophila hy-
dei (34).

Przypuszcza sie, ze hormon podobnie jak w modelu Jacoba-Mo -
noda (53) dziata jako efektor i poprzez geny regulatorowe, Kkierujgce
tworzeniem specyficznych represordw wpitywa na aktywno$¢ gendw struk-
turalnych. Zanim omdéwimy dane o roli ekdysonu w aktywacji genéw, na-
lezy jednak podkresli¢, ze nie wyjasniono dotagd czy jest to dziatanie bez-
posrednie, czy posrednie (64). Kroeger (80, 81) przyjmuje, ze pierwot-
nym efektem dziatania ekdysonu jest obnizenie w komorce stezenia jonow



Rys. 1. Funkcjonalne struktury chromosoméw olbrzymich ze $linianek Acricotopus
lucidus (106).
a—puf, b—npierscien Balbianiego
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sodowych na korzy$¢ potasowych prawdopodobnie na skutek zmiany prze-
puszczalno$ci biony jadrowej. Przypuszcza sie, ze niektore elektrolity mo-
ga selektywnie ostabia¢ wigzania DNA-histon co moze byé podstawg funk-
cjonalnych zmian w strukturze chromosoméw (79). Do podobnych wnios-
kéw doszli tez Kroeger (81)i Lezzi (86), ktérzy stwierdzili, ze pew-
ne zmiany w chromosomach (tak zwane pufy pierwotnego dziatania) moga
powstawal wskutek zwiekszania stezenia K+ w komorce i wewnatrz jadra
bez udziatu ekdysonu. Natomiast najnowsze badania Congota, Sekerisa
i Karlsona na wyizolowanych jadrach komodrek ciata tluszczowego u Cal-
liphora erythrocephala wykazaty bezposredni niezalezny od obecnosci jo-
néw wptyw ekdysonu na synteze RNA in vitro (28).

1. Aktywacja gendw

Chromosomy olbrzymie pochodzace z gruczotdw Sliniankowych mu-
chowek: Drosophila i Chironomus sg szczegélnie dogodnym obiektem nad
przekazywaniem informacji genetycznej. Chromosomy te, dobrze widocz-
ne w mikroskopie Swietlnym, sa odpowiednikami chromosoméw typowych
komérek somatycznych (5). Od czasu gdy zdotano doprowadzi¢ do identy-
fikacji specyficznych i charakterystycznych cech zewnetrznych muchéwek
z poszczegblnymi loci lub prazkami na chromosomach olbrzymich, prazki
te uwaza sie za materialny réwnowaznik koncepcyjnych genéw Mendla
(17, 104).

Zmianie ksztattu poprzecznego prazka chromosomu towarzyszy
zmniejszenie stopnia skondensowania i zanik ostrego konturu, tworzg sie
tak zwane pufy. W szczeg6lnych przypadkach proces ten moze utrudniac
taczenie sie chromatydow w pary w obrebie pufu i wskutek tego tworza
sie petle wychodzgce na zewnatrz i uktadajgce sie wzdtuz osi chromosomu
jako nabrzmiate pierscienie (105, 106), ktére zostaty po raz pierwszy opi-
sane przez Balbianiego w 1881 r. i stad ich nazwa pierscienie Balbianiego
(rysunek 1).

Pufy i pierscienie sg iloSciowym wynikiem jednego zjawiska i ze wzgle-
du na swg nature sg odwracalne. R6znig sie one od niezmodyfikowanych
prazkow poprzecznych chromosomu nie tylko strukturg, ale i biochemicz-
nie. Badania cytochemiczne wykazaty, ze tworzenie sie puféw zachodzi
wraz ze wzmozong aktywnoscig hormonu i charakteryzuje sie gromadze-
niem biatka niehistonowego i RNA. Histony natomiast wystepujg w chro-
mosomie poza pierScieniami Balbianiego. Proces ten mozna podzieli¢ cza-
sowo na kilka etapdw, a mianowicie w 2—2,5 min. po uaktywnieniu w bez-
posredniej bliskosci prazka poprzecznego gromadzi sie kwasne biatko i do-
piero w po#aczeniu z nim rozpoczyna sie tworzenie puféw i synteza RNA.
(108).
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Okreslone stadia rozwoju postembrionalnego u muchdwek (Diptera),
jak linienie i przeobrazenie zwigzane sg z daleko idagcymi zmianami w obra-
zie pufow.

Przeobrazenie u muchowek rozpoczyna sie transformacjg larwy w po-
czwarke, a konczy wylegiem imago. Kolejne linki wywotlywane sg przez
ekdyson, natomiast drugi hormon metamorfozy — juwenilny — okresla
stan larwalny i jego stezenie w hemolimfie jest wysokie w okresie miedzy
linkami, a niskie podczas kolejnych linek i w czasie przeobrazenia (59, 70).

Warunki w jakich pufy powstajg i zmieniajg sie badat Ciever (25
26).

W wiegkszosci chromosoméw gruczotéw Sliniankowych muchéwek po
fazie tworzenia sie pufow nastepuje faza ich zaniku. Ze wzgledu na szyb-
kos¢ tworzenia sie dzieli sie pufy na 3 grupy:

1) nie majace zwiazku z linka,

2) pojawiajgce sie regularnie po rozpoczeciu linki, jedne na poczatku,
inne pdzniej; prawdopodobnie te loci chromosomow biorg udziat w proce-
sach metabolicznych zachodzgcych w komdérce podczas linki,

3) wystepujace u larw w kazdym okresie rozwoju, a powiekszajace
sie jedynie w czasie metamorfozy (9, 27).

Ekdyson nie tylko inicjuje linke, ale jego obecnos¢ w hemolimfie jest
konieczna rowniez w czasie trwania linki. U Calliphora niewielkie miano
ekdysonu wystepuje w ciggu 4—7 dni zycia larwalnego, po czym rosnie
ono i podczas linek larwalnych wynosi okoto 2 C.U. a podczas linki po-
czwarkowej siega 8—10 C.U. (134). Jezeli larwy Chironomus (9) w okresie
linienia pozbawi sie doptywu ekdysonu to zanikajg wtedy wszystkie pufy
charakterystyczne dla linki, co wskazuje, ze hormon kontroluje aktywno$¢
gendw podczas linki.

Podobnie, jesli larwom Drosophili rozpoczynajgcym metamorfoze zato-
zy¢ przewigzke oddzielajagcg gruczot protorakalny i cze$¢ gruczotu Slima-
kowego od reszty ciala, to w badanych po pewnym czasie komdérkach
gruczotu Sliniankowego odcietych od doptywu ekdysonu nie pojawiajg sie
pufy charakterystyczne dla metamorfozy (7, 8).

Szybkos$¢ dziatania ekdysonu na pufy wykazuje znaczne réznice. Po
wstrzyknieciu ekdysonu larwom, ktére nie rozpoczely jeszcze linki dwa
pufy reagujg natychmiast. Jeden z nich pojawia sie w 15—30 minut na
chromosomie 18-C-I, drugi w 30—60 minut na chromosomie 2-B-IV. Jest
to najwczesniej obserwowana aktywacja genow po zastosowaniu ekdy-
sonu (pufy pierwotnego dziatania ekdysonu). Wigkszo$¢ puféw nie reaguje
przez czas dtuzszy, dla niektérych wynosi to kilka godzin, dla innych 1 lub
kilka dni (puf wtérnego dziatania ekdysonu). Dla indukcji chromosomu
18-C-1 minimum stezenia ekdysonu wynosi 10-7 ag/mg wagi ciata, a dla
chromosomu 2-B-1V 10~6 M,g/mg. Puf 2-B-IV' zaczyna zanika¢ pod koniec



7] HORMONY OWADZIE 455

okresu larwalnego przed przepoczwarczeniem (praepupa) a 18-C-l zostaje
niezmieniony do konca. Wstrzykniecie hemolimfy larw przed przepocz-
warczeniem larwom mitodym wywotuje u nich powstawanie puféw
w 18-C-1 i w 2-B-IV. Pierwszy z nich jest zwykle duzy co wskazuje, ze
hemolimfa larw starych zawiera ekdyson w duzym stezeniu. Prawdopo-
dobnie u tych larw poza hemolimfg istnieje czynnik antagonistyczny, kté-
ry hamuje puf 2-B-IV nawet w obecnosci hormonu. Wskazuje to, ze
u owadow aktywacja genow podlega kontroli wiecej niz jednego czynnika
(61). Podczas linki przebiegajacej bez zakiécenn poziom ekdysonu wzrasta
stopniowo. Tak wiec zmienne stany aktywnos$ci tych loci mozna wythu-
maczy¢ jako odpowiedz na ten sam czynnik, a mianowicie zmiany stezenia
hormonu. W przypadku puféw pierwotnego dziatania ekdysonu stezenie
hormonu wptywa na wielko$¢ i czas trwania puféw. Wykazano, ze podanie
10— 15 jednostek Calliphora (C.U.) inicjuje powstawanie puféw, przy czym
obserwuje sie ich stosunkowo szybki zanik. Podawanie 45 jednostek wa-
runkuje ich trwato$¢. Obserwowana zalezno$¢ wielko$ci i czasu trwania
puféw nie dotyczy puféw wtdérnego dziatania ekdysonu (23).

2. Biosynteza DNA

Pierwszym doniesieniem dotyczacym syntezy DNA w pufach byta
praca Rudkina i Corlette, Kktorzy sugerowali, ze powstajagce DNA
pufow zwigzane jest z rozwojem osobnika (118). Nastepnie Crouse (29)
wykazata, ze u Sciara coprophila formowanie puféw DNA jest zwigzane
z uwalnianiem ekdysonu i odrzucita stwierdzenie Goodmana i wsp.
(47), ze metamorfoza moze zachodzi¢ bez tworzacych sie puféw DNA.
Przez wzrost liczby matryc DNA, pufy DNA tworzg mechanizm rozsze-
rzajacy aktywacje poszczegdlnych miejsc chromosomow.

Oberlander (99, 100) badajac ptytki skrzydtowe u Galleria mello-
nella in vitro wykazat inicjowanie metamorfozy pod wptywem ekdysonu
i jego analogéw ekdysteronu i inokosteronu. Dodanie ekdysonu do uktadu
syntetyzujacego zwiekszato synteze DNA i do jej utrzymania in vitro po-
trzebny byt staty doptyw hormonu. Sg to pierwsze badania, ktore in vitro
wykazaty zalezno$¢ syntezy DNA od obecnosci ekdysonu i potwierdzity
wczesniejsze badania in vivo Krishnakumarana i wsp. (77), ktorzy
wykazali, ze komorki epidermy poczwarki jedwabnika Cecropia syntety-
zujag DNA w okresie poprzedzajgcym linke.

Natomiast dziatanie krustekdysonu i inokosteronu rdzni sie zapewne
od dziatania wtasciwego hormonu, poniewaz nie udato sie wykaza¢ zwiek-
szania pod ich wptywem syntezy DNA in vitro (98).

Oberlander stwierdzit, ze u Galleria mellonella ekdyson nie jest szyb-
ko ani w znacznym stopniu inaktywowany w ptytkach. Duza ro6znorod-
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nos$¢ w przebiegu syntezy DNA w odpowiedzi na dziatanie ekdysonu prze-
szkadza w $ledzeniu niewielkiej inaktywacji (98).

Ostatnie badania Ohtaki iwsp. z 1968 r. wykazaly, ze ekdyson jest
gwattownie inaktywowany in vivo (103). Zdaniem Karlsona i Boda
za inaktywacje odpowiedzialne jest ciato tluszczowe (62), co moze byé
skutkiem nadmiaru hormonu, ktéry wywotuje wydzielanie kutikuli zanim
nastapi réznicowanie innych tkanek. Podobny nietypowy rozw6j w obec-
nosci wysokiego miana ekdysonu wykazat u pluskwiaka Rhodnius prolixus
(Hemiptera) wczes$niej Wigglesworth (163).

Madhavan i Schneiderman (91) zaobserwowali tez, ze
wstrzykniecie mitomycyny poczwarkom Antheraea polyphemus przed
przeobrazeniem imaginalnym hamuje synteze DNA i blokuje wydzielanie
kutikuli. Podanie tym poczwarkom ekdysonu nie odwracato dziatania mi-
tomycyny C, co wskazywatoby na bezposredni wptyw mitomycyny C na
komorki epidermy. Zaobserwowali oni, ze komérki epidermy poczwarek
Antheraea polyphemus odpowiadajg na ekdyson podany przed syntezg
DNA apoliza, a po syntezie DNA wydzielaniem kutikuli. Biorgc te fakty
pod uwage komorki epidermy réznig sie od komdrek dorostych osobnikow,
ktore moga wydziela¢ kutikule bez syntezy DNA. Jednoczes$nie zaobser-
wowali oni, ze u poczwarek, ktéorym wstrzyknieto ekdyson rozwija sie
pigmentacja oczu.

3. Biosynteza RNA

Sledzac aktywacje genéw indukowang hormonem wykazano, ze ekdy-
son kontroluje pufy RNA u Chironomus (24) i Drosophila (12).

Wyatt badat synteze RNA, DNA i biatek w komérkach epithelium
skrzydet poczwarki Cecropia, indukujgc zakonczenie diapauzy* przez
wzrost temperatury lub wstrzykniecie ekdysonu. Pierwszym obserwo-
wanym faktem w 8—12 godzin po iniekcji hormonu byta synteza wszyst-
kich typéw RNA tacznie z RNA rybosomo6w. Pietno wiaczonej 3H-urydyny
wskazujgce na synteze nowego RNA pozostaje wysokie przez 48 godzin,
a potem spada do poziomu typowego dla diapauzy. Wzrost syntezy biatka
i DNA nastepuje w kilka godzin po wzroscie syntezy RNA (182).

Podobne badania Pellinga ze znakowang 3H-urydyng przeprowa-
dzone u larw Chironomus przy pomocy mikroautoradiografii wykazaty, ze
pietno juz po kilku minutach pojawia sie w pufach i pierscieniach Balbia-
niego, po czym powoli przechodzi do cytoplazmy. Wykazat on, ze stopienh
syntezy RNA jest Sci$le zwigzany z wielkoscig pufu (108).

* diapauza — okres zycia utajonego poczwarki.
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Dla zbadania, czy RNA wystepujacy w pufach jest informacyjnym
RNA Edstrom i Beerman (32) opracowali technike mikroelektro-
foretyczng, ktdéra umozliwia okreSlanie skiadu zasad w matych ilosciach
RNA. Wykazali oni, ze pierscien Balbianiego posiada zupetnie specyficzne
dla siebie RNA, ktory charakteryzuje sie przez okreslony stosunek kom-
plementarnych miejsc. RNA cytoplazmy i jaderek wyraznie réznig sie
od RNA puféw. Sg to pierwsze dane Swiadczace o odrebnosci RNA po-
wstajagcego w pufach i przemawiajgce za jego funkcja informacyjng. Wy-
niki badan Cievera (24) sugerujg, ze RNA pufu jest kopig tylko jednej
nici DNA. Wreszcie elektronowa mikrografia skrawkow pierscieni Balbia-
niego wykazata przemieszczanie sie powstajgcego tam RNA. Rybonuk-
leoporoteidy obserwowano w soku jagdrowym, jak i w porach btony jadro-
wej, a ponadto stwierdzono, ze w cytoplazmie ulegajg one rozpadowi.
Wedtug Beermanna i Cievera czasteczki te przenoszag mRNA
na rybosomy, gdzie stuza jako matryca do syntezy biatka (9). Schemat
dziatania ekdysonu przedstawia schemat 2.

Chromosom

Schemat 2. Schemat dziatania ekdysonu (59)

4. Biosynteza biatka

Arking i Shaaya (49) stwierdzili, ze wstrzykniecie ekdysonu
6 i 8-dniowym larwom Calliphora erythrocephala gwattownie stymuluje
synteze biatka w ciele tluszczowym. 6-dniowe larwy osiggaty maksimum
stymulacji po 2 godz., a 8-dniowe po 1 godz. od podania hormonu. Wigcza-
nie 14C leucyny przebiegato podobnie w obu grupach i nie zmieniato sie
przy zastosowaniu wyzszych stezen 1C leucyny (4). Mimo ro6znicy
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w strukturze komorek ciata tluszczowego i epidermy wydaje sie, ze czas
stymulacji syntezy biatka w ciele ttuszczowym u Calliphora pod wptywem
ekdysonu jest analogiczny do syntezy w tkankach Drosophila (12).

Neufeld, Thomson i Horn (95) badali in vivo wptyw ekdyso-
nu i egzogennego krustekdysonu (20-hydroksyekdysonu) na synteze biatka
i RNA w epidermie i ciele thluszczowym w 3-cim stadium rozwoju larwy.
Calliphora stygia.

Czas stymulacji syntezy biatka pod wpltywem obu zwigzkéw w ciele
thuszczowym i Scianie ciata tych larw byt podobny. Podawanie hormonu
powodowato poczatkowo hamowanie, po ktorym nastepowat szybki wzrost
syntezy biatka i RNA w ciele tluszczowym. Wzrost syntezy po podaniu
hormonu obserwowano tylko w przypadku syntezy RNA w S$cianie jelita
po podaniu krustekdysonu.

Oméwione wyniki rdznig sie znacznie od uzyskanych przez Arkinga
i Shaaye. RoOznice ttumaczy¢ moze fakt, ze Neufeld i wsp. nie stosowali
przewigzki, a wedtug Karlsona (71) rozmieszczenie i stezenie 3H-ekdy-
sonu u larw z przewigzka rdézni sie od larw nieprzewigzanych. W godzine
po podaniu hormonu przewigzanym larwom, 20°/0 znakowanego ekdysonu
lokalizuje sie w ciele tluszczowym, a nie w epidermie, podczas gdy w lar-
wach bez przewigzki hormon odnajdywano w rownym stezeniu (10°/0)
w obydwu tkankach.

5. Sklerotyzacja kutikuli

Jedng z pierwszych zmian morfologicznych obserwowanych pod wpty-
wem ekdysonu jest sklerotyzacja to jest twardnienie i ciemnienie kutikuli.
Prekursorem czynnika taninujagcego jest o-dwufenolo-N-acetylodopamina,
ktéra tworzy sie z tyrozyny poprzez dope i dopamine (61, 69). Biosynteza
N-acetylodopaminy zachodzi w epidermie przy udziale enzymu dekarbo-
ksylazy DOPA indukowanego przez ekdyson (68). Enzymu tego brak u larw
Calliphora we wczesnych stadiach rozwoju i dlatego u larw miodszych
obserwuje sie inny szlak metaboliczny tyrozyny niz u mtodych poczwa-
rek podczas twardnienia kutikuli (60) (schemat 3).

RNA powstajagce w epidermie pod wptywem ekdysonu ma charakter
mMRNA dla DOPA-dekarboksylazy (132) a wzrost poziomu enzymu obser-
wuje sie w 2 godziny po wstrzyknieciu hormonu (50).

Ostatnie badania na larwach muchy Phormia regina (85) wykazaty,
ze w procesie taninowania i sklerotyzacji kutikuli oprécz ekdysonu wspét-
dziata tez neurohormon wystepujacy w komérkach neurosekrecyjnych
mozgu (pars intercerebralis) i ciatach kardialnych (corpora cardiaca), ale
réozny od znanego juz hormonu mozgowego. Neurohormon ten wstrzyk-
niety razem z ekdysonem poteguje jego dziatanie biologiczne. U wielu
owadow (Diptera, Lepidoptera i Orthoptera) w przeobrazeniu imaginalnym



[]J_] HORMONY OWADZIE 459

Schemat 3. Metabolizm tyrozyny u muchy Calliphora erythrocephala (wg 60)

bierze tez udziat polipeptydowy hormon zwany ,hormonem taninujgcym”
(bursikon) opisany przez Fraenkla (37,38 39) i Whitehead (161).

I11. Analogi ekdysonu

1. Wyizolowane z owadéw i skorupiakéw

Karlson stwierdzit, ze hormon linkowy ze skorupiaka Crangon
vulgaris jest aktywny u much Calliphora (58) co sugerowato identycznosé
lub analogie budowy z hormonem owadzim. Jednocze$nie stwierdzono, ze
stezenie hormonu u skorupiaka w stadium miedzylinkowym jest bardzo
niskie (97). Pierwszg udang ekstrakcje przeprowadzili Lowe i Horn
z gtowotutowia langusty Jasus lalandei (90), a wyodrebniony hormon zostat

Tablica 1
Aktywnos$¢ biologiczna analogéw ekdysonu u muchy Sarcophaga
peregrina (102)

Substancja Dawka hormonu Wzgledna aktywno$é*
a-ekdyson 0,035 1,0
(3-ekdyson 0,018 1,9
Cyasteron 0,016 2,2
Inokosteron 0,064 0,5
Ponasteron A 0,011 3,2
Ponasteron B 0,023 15
Ponasteron C 0,025 14

* aktywno$¢ 0,035ng a-ekdysonu przyjeto za 1



460 M. J. PIECHOWSKA | WSP. [12]

nazwany krustekdysonem. Krustekdyson wyodrebniono z poczwarek jed-
wabnika Antheraea pernyi (145, 150), a u Calliphora stwierdzono, ze jest
on jedynym hormonem wystepujacym w znacznych ilosciach (41). Z Cal-
liphora wyodrebniono tez ponasteron A i inokosteron (157), a z poczwarek
Manduca sexta 20,26-dwuhydroksyekdyson, ktoéry okazat sie bardziej po-
larnym niz krustekdyson (155). Inokosteron wykazuje mniejszg aktywnos$é
biologiczng niz ekdysteron (p-ekdyson) (21, 149). Aktywnosci biologiczne
niektérych analogéw ekdysonu podaje tablica 1

2. Wyizolowane z materiatu roslinnego

Pierwszym znanym zrodtem a-ekdysonu pochodzenia roslinnego byta
papro¢ (Pteridium aguilinum L.), z ktérej oprécz a-ekdysonu wyodrebnio-
no tez 20-hydroksyekdyson (57).

Jizba i wsp. (54) wyizolowali z paproci (Polypodium vuigare) dwie
substancje krystaliczne polipodine A i B. Polipodina A okazata sie iden-
tyczna z ekdysteronem co do witasnosci fizycznych i chemicznych a takze
aktywnosci biologicznej. Wprowadzenie 50ixg polipodiny A do hemolimfy
larw Pyrrhocoris apterus krétko po lince wywotywato nastepng linke po 2
i pét dniach, podczas gdy normalnie nastepuje ona po okoto 7 dniach. Po-
chodne ekdysonu wyodrebnione z paproci sg aktywne u larw szaranczy,
tylko po wstrzyknieciu do ciata, natomiast podane jako gtowny skiadnik
pokarmu nie wptywajg na linke, wzrost i rozwo6j (19).

Podobne badania nad wptywem ekdysondéw i syntetycznych analogow
wyizolowanych z ros$lin podawanych w diecie podjeli Robbins i Kap -
tan is (112) i wykazali ich hamujacy efekt na wzrost i reprodukcje owa-
déw. Z lisci morwy wyodrebniono nastepnie inokosteron i isoinokosteron,
z kilku gatunkéw Aclnyranthes — ekdysteron (74, 143, 146, 147, 148, 149,
150, 151, 152), pterosteron i ponasteron z rodziny Aspidiaceae (94, 144).

Obecnie do$¢ powszechnie badane sa substancje sterolowe réznych ga-
tunkdw, nawet odlegtych systematycznie (73, 117, 141), ale tylko niewielki
ich odsetek wykazuje dzialanie biologiczne. Rola fitoekdyson6w nie jest
znana. Nie wiadomo czy sg one koAcowymi produktami metabolizmu ste-
roli u roslin, czy tez peinig jaka$ funkcje fizjologiczng. Mozliwe, ze podob-
nie do estrogendw stymulujg one kietkowanie i wzrost (48).

B. Hormon juwenilny
Hormon juwenilny wydzielany jest jak juz wspomniano przez gruczoty

zwane corpora allata (c.a.) lezagce w poblizu moézgu, morfologia ich zostata
opisana w 1762 r. przez Lyoneta. W poczgtkach XX wieku stwierdzono, ze
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cykliczny wzrost objetoSci gruczotow potgczony jest z aktywno$cig wy-
dzielnicza.

Znaczenie i funkcje tych gruczotéw okreslit w latach 1934—36 Wigg-
lesworth u pluskwiaka Rhodnius prolixus (167). W wyniku trans-
plantacji c.a. z mtodych larw do larw w ostatnim okresie rozwoju uzyski-
wat on po lince zamiast imago powtdrnie posta¢ larwy. Przypisat to dzia-
taniu czynnika humoralnego, ktory przeciwdziatat przeobrazeniu owada,
utrzymujgc nadal stan larwalny. Czynnik ten Wigglesworth nazwat ,,in-
hibitory hormone”, a pdzniej hormonem juwenilnym (JH). Badania nad
wptywem ekstyrpacji lub implantacji c.a. wykazaly, ze u wielu rzedow
owadow, zaréwno o przeobrazeniu zupeinym jak i niezupelnym, mozna
uzyska¢ dodatkowe postacie larwy nie wystepujgce normalnie w przyro-
dzie. W zaleznosci od stadium rozwoju, w ktérym nastepowat zabieg poja-
wiaty sie czasem formy przejsciowe o cechach zewnetrznych przypomi-
najagcych poprzedni okres rozwoju (44, 167, 176). Poniewaz formy te wy-
twarzaty przynajmniej czesciowo kutikule charakterystyczng dla poprzed-
niego stadium rozwoju przyjeto, ze gtdwnym docelowym organem dziata-
nia hormonu jest epiderma i kutikula.

Wigglesworth wykazatu Rhodnius (167), co pozniej potwierdzono
na innych gatunkach, ze obecno$¢ c.a. podtrzymuje prawidtowa dziatalnos¢
gruczotu protorakalnego, a u diapauzujgcych poczwarek H. cecropia aktyw-
ne c.a. pobudzaja gruczot do wydzielania ekdysonu. Tego typu dziatanie
nazwano efektem protorakotropowym. Usuniecie samicom c.a. wywotywa-
o niedorozwoj jajnikéw, natomiast implantacja aktywnych c.a. stymulo-
wata rozwoj gonad i odktadanie zo6ttka jajowego (167, 169). Zaczeto wiec
przypuszczaé, ze JH lub inna nieznana substancja wydzielana przez ca.
dziata jako gonadotropina. Przez tgczenie dwdch owadow, z ktdrych jeden
posiadat aktywne c.a., drugi nieaktywne oraz zaktadanie przewigzek od-

Rys. 2. Aktywno$¢ wydzielnicza corpora allata (c.a.) w czasie rozwoju motyla
Hyalophora cecropia wyrazona w skali zmian w poczwarkach pod wptywem im-
plantacji tych gruczotéw z odpowiedniego okresu rozwojowego (175)

10 Postepy Biochemii 3/70
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cinajacych c.a. od reszty ciata wykazano, ze hormon jest przekazywany
z hemolimfg. Aktywnos$¢ wydzielnicza c.a., a wiec posrednio i miano hor-
monu podczas kolejnych etapdw metamorfozy obrazuje rysunek 2.
Miano JH jest najwyzsze w miodych stadiach larwalnych, obniza sie
przy przeobrazeniu w poczwarke i maleje prawie do zera przy przeobra-
zeniu poczwarka—imago. W kazdym okresie rozwoju wystepuje wyrazny
wzrost miana JH tuz po lince, a spadek przed nastepnym linieniem.

I. Aktywno$¢ wydzielnicza
corpora allata

Spos6b, w jaki c.a. zostajg pobudzone do wydzielania hormonu, nie
zostat doktadnie ustalony. Na podstawie badan histologicznych wydaje sie,
ze wydzielanie nastepuje pod wptywem substancji neurosekrecyjnej po-
chodzacej z komorek mozgowych (42, 167), przekazywanej drogg potgczen
nerwowych albo przez hemolimfe. W stanie nieaktywnym w komaorkach
gruczotéw widoczne sg duze jadra z ubogg warstwg cytoplazmy, a btony
komdrkowe sg silnie pofaldowane, w czasie aktywacji za$ zwigksza sie
ilos¢ cytoplazmy, nastepuje wyprostowanie bton, i uwidocznienie mito-
chondriéw, rybosomow i reticulum endoplazmatycznego. Thomsen
i Thomsen (156) zaobserwowali, ze w miare aktywacji retikulum za-
traca wyrazne kontury a w jego poblizu i obok mitochondriow pojawiaja
sie liczne wakuole oraz kropelki przypominajgce tluszcz. Krople te zle-
wajg sie nastepnie z wakuolami. Autorzy ci przypuszczajg, ze hormon
lub prekursor syntetyzowany jest w retikulum, nastepnie rozpuszcza sie
w lipidach i poprzez wakuole przedostaje sie do hemolimfy.

Aktywacji towarzyszy wspomniany juz wzrost wymiarow c.a., pocho-
dzacy nie ze wzrostu iloSci komorek, a ze zwiekszenia ich objetosci. En -
gelmann (35) przypuszczat, ze zmiana stosunku objetosci cytoplazmy
do objetosci jader moze byé miarg ilosci wytworzonego hormonu. U réz-
nych rzedow owadéw wykazano, ze wzrost wymiarow c.a. nie jest row-
noznaczny z wydzielaniem hormonu (84, 120, 171). Adams (1) sugeruje,
ze w gruczotach o zwiekszonych wymiarach hormon jest produkowany
i magazynowany, natomiast wydzielanie jego nastepuje w czasie zmniegj-
szania wymiarow c.a.

Il. Budowa hormonu juwenilnego i jego analogéw

Pierwsza frakcje o aktywnosci JH wyodrebnit w 1956 r. Williams
(173). Ekstrahujgc eterem odwiloki samcédw motyli Hyalophora cecropia
uzyskat zotg oleista ciecz w ilosci okoto 200mg z jednego odwioku. Byt
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to materiat obojetny, nierozpuszczalny w wodzie, dobrze rozpuszczalny
w thuszczach i rozpuszczalnikach tluszczowych, nie tracacy aktywnosci
po ogrzaniu. Dalsze badania Williamsa (174, 176) wykazaly, ze od-
wioki samcdw H. cecropia sa wyjatkowo obfitym zrédtem hormonu. Z in-
nych czesci ciata owada i z samic mozna bylo uzyska¢ tylko minimalne
ilosci aktywnego materiatu. Po wstrzyknieciu olejku poczwarkom jedwab-
nikow uzyskiwat Williams dodatkowg postaé poczwarki podobnie jak po
implantacji aktywnych c.a. Badania biologiczne potwierdzity witasnosci
protorakotropowe (45) i gonadotropowe (20) olejku z H. cecropia.

Preparaty o podobnych wiasciwos$ciach uzyskano nastepnie z innych
jedwabnikow, pluskwiakéw, chrzgszczy i karaluchéw. Poza owadami oka-
zato sie, ze wyciagi eterowe z innych zwierzat wykazuja dziatanie juwenili-
zujace. Oprocz bliskich systematycznie skorupiakéw i pajeczakéw, aktyw-
ne byly wyciggi z niektérych bakterii, drozdzy (125), pierscienic, a nawet
z grasicy, kory nadnercza i tozyska ssakéw (44, 180).

Opracowano kilka testow biologicznych pozwalajgcych na iloSciowe
okreslenie aktywnosci hormonu.

Gilbert i Schneiderman (46) zaproponowali dwa rodzaje te-
stow: Test punktowy, w ktéorym aktywno$é wyrazano w punktach od 0
(prawidtowy imago) do 5 (prawidtowa poczwarka), a punkty S$rodkowe
odpowiadaty zmianom w niektérych organach imago (oczy, czutki, geni-
talia, narzady gebowe, skrzydta) po wstrzyknieciu hormonu diapauzujg-
cym poczwarkom Antheraea polyphemus trzymanym w niskiej tempera-
turze. Test woskowy — preparat rozpuszczano w mieszaninie parafiny
i oliwy z orzeszkow ziemnych i naktadano na odwlokowy segment po-
czwarki, z ktérego uprzednio usunieto kutikule i okres$lano, u jakiej ilosci
osobnikow po lince imaginalnej kutikula w tym miejscu zachowa charak-
ter poczwarki. Testem woskowym wyraza sie aktywno$¢ JH najczesciej
w jednostkach Galleria (G.U.). Za jednostke przyjeto najmniejszg ilos¢ wa-
gowa JH, ktora daje odpowiedZ dodatnig u okoto 50% owaddéw badanych
(170), lub ilo$¢ badanego preparatu, ktéra wywotuje zmiany kutikuli ta-
kie jak Img olejku z H. cecropia (126). Podobne testy dla Rhodnius
i Tenebrio opracowat Wigglesworth (164).

Karlson i Nachtigall (66) zaproponowali wyrazenie aktyw-
nosci w jednostkach Tenebrio (TU). Wstrzykiwali znang ilo$¢ preparatu
w oliwie do odwloka poczwarki maczniaka Tenebrio molitor i obserwowali
w tym miejscu pojawienie sie jasnej kutikuli typu poczwarki po lince ima-
ginalnej. Jako 1 TU okreslili najmniejsza ilos¢ hormonu, ktéra daje reakcje
pozytywna u 30—50% osobnikéw. Jednostka Tenebrio ma obecnie naj-
wieksze zastosowanie, a za odpowiedz dodatnig uwaza sie zmiany u 40%
imago.
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1. Farnezol i jego pochodne

Karlson i Schmialek (67) stwierdzili, ze wysoka aktywnos$é
hormonu wykazuje wycigg eterowy z katu Tenebrio. Schmialek (121)
oczysScit surowy wycigg i zidentyfikowat aktywny sktadnik jako mies”-
nine alkoholu terpenowego farnezolu (1) i aldehydu — farnezalu. Zwigz-
ki te w ilosciach miligramowych znalazt on tez w wyciggu z jedwabnika
Sarnia cynthia (122). Wstrzykujagc owadom 14C-mewalonian Schmialek od-
najdywat duza cze$¢ radioaktywnosci w farnezolu i farnezalu. Jeszcze
wiekszg aktywnos$é biologiczng niz farnezol wykazywatly eter metylowy
farnezylu (I11) i epoksyfarnezylu (IV) oraz dwuetyloamina farnezylu (59,
123, 166).

vV

Farnezol i jego pochodne poza tym, ze wywotywaly zaburzenia w me-
tamorfozie wykazywaly tez wiasciwosci protorakotropowe (78) i gonado-
tropowe (165), a sposréd izomerdw farnezolu najwyzszg aktywnos$¢ miaty
formy typu trans,trans (184). Schmialek utrzymywat, ze witasnie farnezol
lub jedna z jego pochodnych jest wtasciwym hormonem juwenilnym.

Pewne fakty przemawialy jednak przeciw tej hipotezie. W poczwar-
kach H. cecropia pozbawionych c.a. farnezol wystepowat w takiej samej
iloSci jak u normalnych osobnikéw (42). Inne substancje pochodzenia ros-
linnego miedzy innymi geraniol i nerolidol okazaty sie réwniez aktywne
u niektérych owadéw. W pordwnaniu z olejkiem H. cecropia jednak za-
rowno farnezol i jego pochodne jak i inne badane zwigzki byty znacznie
mniej aktywne biologicznie (Tablica 2).

Stwierdzono (126), ze aktywno$¢ zalezata gtdwnie od diugosci tancucha
(geraniol zbudowany z dwu czasteczek izoprenowych byt znacznie mniej
aktywny niz wszystkie trdjterpeny) natomiast zwiekszenie diugosci tan-
cucha podstawnika eterowego obnizato aktywnos$¢. Zwiagzki, ktére wyka-
zywaty dziatanie morfogenetyczne dziataty réwniez protorakotropowo i go-
nadotropowo.
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Tablica 2

Aktywno$¢ niektérych substancji o dziataniu hormonu
juwenilnego w poréwnaniu z olejkiem H. cecropia mierzona
testem woskowym u poczwarek G. mellonella (wg 124)

Jednostki aktywnosci

Substancja 0
na gram substancji

Olejek z H. cecropia 1000
Fitol 32
1zofitol 0
Farnezol (handlowy) 16
Farnezol (izomery trans) 140
Farnezal 32
Farnezylu octan 5,4
Kwas farnezynowy 7,8
Heksahydrofarnezol 0
Nerolidol 8,9
Linalool 0,08
Geraniol 0
Geranylo linalool 0,14
Solanfzol 0,15

Mieszanina izomeréw uzyskana syntetycznie przez przepuszczanie ga-
zowego HC1 przez etanolowy roztwdr kwasu farnezylowego (82) okazata
sie bardzo aktywna u prawie wszystkich rzedéw owaddw (177). Czynnym
jej sktadnikiem jest ,dwuchlorowodorek” metylofarnezonianu (V) (116).

*

2. Czynnik bibutowy

W 1965 r. Slama i Williams (136) donie$li o wyekstrahowa-
niu z niektdrych amerykanskich drzew szpilkowych czynnika bibutowego
(PF, ang. paper factor). Nazwa pochodzi stad, ze pewne gatunki bibuty
umieszczone w naczyniach, w ktérych hodowano pluskwiaka Pyrrhocoris
apterus powodowaty pojawienie sie jednej, a czasem dwdch dodatkowych
postaci larwalnych, tak zwanych superlarw, pozbawionych mozliwosci dal-
Szego rozmnazania.

Z czynnika bibutowego Bowers (16) otrzymat czystg substancje na-
zwang juwabionem i okreslit jej budowe chemiczng (VI).

COOCHS3

VI
Dziatanie biologiczne czynnika bibutowego ogranicza si¢ do Pyrrho-
coris i pokrewnego rodzaju Dysdercus. Zastosowany na powierzchnie jaj
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Pyrrhocoris PF hamuje rozwdj w stadium embriona lub we wczesnych
stadiach larwalnych (137). Czynnik ten prébowano zastosowaé do zwal-
czania szkodnikdéw baweiny (119).

Wiele syntetycznych preparatow owadobojczych wykazuje wiasnosci
podobne do JH, szczego6lnie te, ktére zawierajg w czasteczce pierscien
1tancuch boczny typu terpendéw, a nawet niektére zwigzki cykliczne (14,
15, 154). Pochodne kwasu p-(2,5-dwumetyloheksylo)-benzoesowego oka-
zaly sie aktywne u pluskwiakéw (140). Zwiagzki aktywne, ktére maja acyk-
liczny terpenoidowy szkielet nie zmieniajg wiasnosci po wprowadzeniu
do taficucha atomu azotu ani tez po zmianie zdolno$ci akceptowania elek-
tronéw przez terminalng grupe funkcyjng (138, 159).

Niektérzy badacze (33, 178) sa zdania, ze zastosowanie naturalnych
preparatdéw pochodzenia owadziego jako $rodkéw owadobodjczych miatoby
niewatpliwie zalety, poniewaz nie sa one toksyczne dla ros$lin i zwierzat,
a wytworzenie przez owady odpornos$ci na witasne substancje bedzie trud-
niejsze niz w przypadku zwigzkéw syntetycznych.

3. Wyodrebnienie i okreslenie struktury JH

Drogg chromatografii na kwasie krzemowym i chromatografii gazo-

wej w uktadzie gaz-ciecz (GLC) uzyskano z olejku H. cecropia frakcje
0 50 000 razy wyzszej aktywnosci (179). Rdwnocze$nie metodg GLC otrzy-
mano w innej pracowni (92) frakcje oczyszczone 105razy. Homogenny ma-
teriat o petnej teoretycznej aktywnosci JH uzyskali Roeler.i wsp. (114)
stosujagc precypitacje wyciggu eterowego w niskich temperaturach, a na-
stepnie wieloetapowa chromatografie cienkowarstwowg (TLC) i GLC. Far-
nezol i jego pochodne pojawity sie w GLC przed wiasciwym hormonem
(rysunek 3).
Badania biologiczne (113) wykazaty, ze 1TU wynosi dla czystego JH
2 X 10_Vg. Efekt protorakotropowy u poczwarek H. cecropia pozbawio-
nych mézgu wywotuje 0,2ug preparatu, efekt gonadotropowy u samic
karaczana, ktorym usunieto c.a. daje 0,05iug preparatu. Z jednego odwioka
samca H. cecropia otrzymano Il,6|Lig hormonu. Wspdiczynnik oczyszczania
wynosit 1,25 X 10-5.

Roeler i wsp. (115) zidentyfikowali nastepnie czynny zwigzek jako
ester metylowy kwasu 7-etylo-3,ii-dwumetylo-i0-epoksy-2,6-tr6jdeka-
dienowego. Otrzymane syntetycznie formy D i L tego zwigzku miaty takie
samo dziatanie biologiczne (31). Zsyntetyzowano tez 16 mozliwych izome-
row geometrycznych tych form (30). Poréwnujac czas retencji w GLC,
widmo czasteczkowe i magnetyczny rezonans jadrowy poszczeg6lnych syn-
tetycznych izomeréw i naturalnego JH ustalono, ze ten ostatni jest
trans, trans, cis-10-epoksy-7-etylo-3,il-dwumetylo-2,6-tréjdekadieonianem
(hormon juwenilny — VII).
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Rys. 3. Chromatogram (GLC) hormonu juwenilnego (VI), pochodnych farnezolu
(I—V) oraz estru metylowego kwasu DL-¢rcmsepoksyheksadekanowego (VII) (133)

Poréwnanie biologicznej aktywnos$ci analogéw syntetycznych, izomeréw
JH i naturalnego preparatu przedstawia tablica 3.

Z danych tych wynika, ze istotne znaczenie ma obecno$¢ pierscienia
epoksydowego przy C 6, 10, 11, a jego konfiguracja jest sprawa drugo-
rzedng. Zmiana konfiguracji przy C 6, 7 obniza aktywno$¢ bardziej niz
zmiana w pozycji C 2, 3. Wszystkie izomery trans przy grupie epoksydowej
byty 8000 razy bardziej aktywne niz trans,trans farnezol i wszystkie dzia-
taty protorakotropowo i gonadotropowo. Zwiazki z pierscieniem epoksydo-
dowym jak réwniez trans,trans,trans-Cl7-ester metylowy wywotywaty
zmiany morfogenetyczne w ilosciach zblizonych do JH i to nawet u Pyrrho-
coris apterus, ktéry nie byt wrazliwy na olejek H. cecropia.

Meyer i wsp. (93) po udoskonaleniu procesu oczyszczania olejku
z H. cecropia otrzymali w GLC dwa homogenne piki B i E odpowiadajace
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Tablica 3

Aktywnos$¢ biologiczna i wartosci Rf w TCL naturalnego hormonu juwe-
nilnego i niektérych syntetycznych analogéw (wg 30)

Specyficzna

Zwigzek chemiczny*™** . Rt**
aktywnosci TU y-g
t,t-C12-ester etylowy nieaktywny 0,67
* w ilosci HOHg
na owada

t,t-C15-keton 5 0,48
t,t,t-C 17-ester metylowy 200 0,67
t,c,t-C17-ester metylowy 30 0,67
c,t,t-C17-ester metylowy 1 0,73
c,c,t-Cl7-ester metylowy 1 0,73
DL-t,£,t-20-epoksy-C17-ester metylowy 2000 0,40
DL-t,c,t-20-epoksy-C17-ester metylowy 150 0,40
DL-c,t,t-10-epoksy-C17-ester metylowy 10 0,41
DL-c,c,t-10-epoksy-C17-ester metylowy 10 0,41
DL-£,t,t-6-epoksy-C17-ester metylowy 200 0,44
Hormon juwenilny 5000 0,40

* wszystkie zwigzki byty homogenne w GL.C.
** Ry w TLC (na zelu krzemionkowym G Mercka w uktadzie benzenroctan etylu, 15:1).
*** t oznacza trans, C¢—cis.

tacznie catkowitej wyjsciowej aktywnosci JH. Poniewaz obydwie frakcje
byty aktywne biologicznie, autorzy uwazajg, ze sg to dwa naturalne hor-
mony i zaden z nich nie stanowi produktu degradacji drugiego, chociaz
nie wykluczaja mozliwosci, ze sg one zwigzane ze sobg metabolicznie
w aspekcie fizjologicznym lub filogenetycznym. Frakcja B okazata sie
identyczna z hormonem juwenilnym wyizolowanym przez Roelera, na-
tomiast frakcja E na weglu 7 miala zamiast grupy etylowej grupe mety-
lowa. Nazwano jg 12-homo-10cis juwenianem (VIII). Termin juwenian
zaproponowat von Tamelen, ktéry zsyntetyzowat metylo-10,11-
-epoksy-2,6-trans,trans farnezonian, zwigzek o wysokiej aktywnosci bio-
logicznej (153). Meyer i wsp. uwazaja, ze wprowadzenie terminu
juwenian jest uzasadnione, poniewaz szkielet zwigzkéw tego typu rdzni
sie od seskwiterpenoidow.

CIs TRANS TRANS
W

Metylo-i2-homojuwenian otrzymali nastepnie Johnson i wsp. (55)
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drogg syntezy chemicznej. W teScie woskowym wykonanym na Galleria
metylo-12-homojuwenian nie réznit sie aktywnoscig od preparatu Roelera,
natomiast w tescie Tenebrio byt kilkakrotnie aktywniejszy. Tym tluma-
czg autorzy fakt, ze Roeler nie wykryt jego obecnosci u H. cecropia, sto-
sujac przy sprawdzaniu biologicznym frakcji wyzsze dawki.

Do chwili obecnej wykonano juz kilka stereospecyficznych syntez hor-
monu juwenilnego (56, 127, 187). Nie mozna wykluczyé, ze metylo-12-ho-
mojuwenian okaze si¢ jednym z produktéw metabolizmu JH. Na temat

biosyntezy JH i jego przemian w organizmie owada nie ma dotychczas
zadnych danych.

I11. Dziatanie biologiczne hormonu juwenilnego

Wigglesworth (168) przebadat na larwach Rhodnius efekt mor-
fogenetyczny 42 zwigzkéw a wsrdéd nich JH naturalny, syntetyczne izo-
mery ijuwabion. Niektére wyniki przedstawia tablica 4.

Tablica 4

llo$ci wagowe hormonu juwenilnego i analogéw wywotujace maksy-
malne zmiany u Rhodnius prolixus (wg 168)

1lo$¢ H-g subs'ancji
Substancja* na lg wagi ciata,dajaca
maksimum zmian

Farnezol (70% izomerdw trans) 2300,0
»dwuchlorowodorek” farnezonianu etylu ¢ 38,4
DL-hormon juwenilny 19,2
(DL-t,t,t-JO-epoksy-C17-ester metylowy) 6,9
Ester metylowy farnezylu (70% izomerdw- trans)

DL-t,t,t-hormon juwenilny 2,3

* 1 oznacza trans

Najbardziej aktywny okazat sie naturalny JH. Jak juz wspomniano
wysoka aktywnoS$¢ wykazujg wszystkie zwigzki o konfiguracji trans,trans
przy C 2,3 i C 6,7 oraz te, ktéore majag grupe epoksydowa przy C 10,11.
Wigglesworth uwaza, ze rdznice w izomerii optycznej i wiasnosci polarne
majg wiekszy wptyw na wiasnosci biologiczne niz specyficzne grupy che-
miczne. Obecnos¢ pewnych grup polarnych w czgsteczkach moze stabili-
zowac je w hemolimfie i w ten sposdb wzmacnia¢ ich dziatanie. Na przy-
ktad ,,dwuchlorowodorek” metylofarnezonianu (IV) ma wiekszg aktywnos$¢
niz eter metylowy farnezylu.
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Nalezy pamieta¢ jednak, ze badania Wiggleswortha nie uwzgledniajg
mozliwosci specyficznosci gatunkowej substancji o dziataniu hormonal-
nym. Ponadto wydaje sie, ze JH jest szybko usuwany z organizmu Rhod-
nius (lub metabolizowany).

Srivastava i Gilbert (138, 139) przebadali kilka substancji
syntetycznych oraz naturalny JH u muchy Sarcophaga bullata i podobnie
jak u Rhodnius stwierdzili, ze najbardziej aktywny byt naturalny JH.
Autorzy przypuszczajg wiec, ze wiasny hormon juwenilny much jest iden-
tyczny lub pokrewny JH z H. cecropia. Ostatnie badania Roelera (wg
139) wykazaty, ze JH z H. cecropia wykazuje bardzo wysoka aktywnosé
w poréwnaniu z innymi preparatami u wielu rzedow owadéow.

1. Zmiany morfologiczne pod wptywem JH w czasie metamorfozy

Zalezno$¢ zmian morfologicznych od okresu rozwoju, w ktérym poda-
no hormon badali Sehnal i Meyer (129, 130) u poczwarek Galleria
mellonella. W przypadku podania JH tuz po ostatniej lince larwalnej lub
pod sam koniec stadium larwy, powstaje po lince normalna postaé¢ po-
czwarki, natomiast po zastosowaniu JH w potowie okresu larwalnego po-
wstajg postacie przejsciowe lub dodatkowe stadium larwy. Autorzy przy-
puszczajg wiec, ze efekt dziatania hormonu zalezy od stanu komarek epi-
dermy, w Kktérych nastepuje determinacja typu kutikuli nastepnego
stadium. JH podany tuz po lince larwalnej zanika z organizmu zanim
rozpocznie sie proces determinacji, a tuz przed linkg larwa—poczwarka
wszystkie komorki sg juz zréznicowane. Im wiecej zatem komorek prze-
stawito sie na produkcje kutikuli poczwarki, tym trudniej osiggng¢ zmiany
po podaniu hormonu. Oczywiscie dlugo$¢ okresu determinacji zalezy od
gatunku owada.

Podobng zalezno$¢ wykazali Srivastava i Gilbert u Sarcopha-
ga (138). U Sarcophaga argyrostioma (40) wstrzykniecie ekdysonu poczwar-
kom, ktore wczesniej otrzymaty JH dawalo postacie doroste o zmienionej
pigmentacji oczu, u ktérych melanizacja wystepowata tylko na gtowie i tu-
towiu.

Zlotkin i Levinson (186) stosujac metode Karlsona
i Nachtigall (66) stwierdzili u Tenebrio, ze po lince imaginalnej kuti-
kula w miejscu podania olejku z H. cecropia tylko zewnetrznie przypomina
poczwarke. Jest ona jednak znacznie grubsza bez charakterystycznego dla
poczwarki zréznicowania na warstwe endo- i egzokutikuli. Brak tez jest
kanalikow porowych, ktorych funkcja wigze sie z przenoszeniem zwigz-
koéw polifenolowych koniecznych do melanizacji i sklerotyzacji. W zwigz-
ku z tym zawarto$¢ dwufenoli w tych miejscach kutikuli jest znacznie
obnizona.
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2. Gonadotropowe dziatanie JH

Zwigzek miedzy przemianami w ciele ttluszczowym, rozwojem jajni-
kéw a c.a. przebadali u muchy Musca domestica Adams i Nelson
(3). U dorostej postaci much istnieje ciato tluszczowe pochodzace z pocz-
warki, ktére zanika w miare rozwoju jajnikbw i jaj, a na jego miejsce
pojawia sie cialo tluszczowe postaci dorostej. Te dwa ciata tluszczowe
réznig sie histologicznie. Prawdopodobnie obydwa produkowane sg w ko-
morkach warstwy okrywajacej. Usuniecie c.a. powoduje hipertrofie ciata
thuszczowego poczwarki na skutek zahamowania rozwoju jajnikéw. Po-
dobny efekt powoduje podanie JH a takze usuniecie jajnikéw. Na tej
podstawie Adams i Nelson uwazajg, ze pomiedzy dojrzewaniem jajnikow,
wydzielaniem JH przez ca. i zmianami w ciele tluszczowym zachodzi
wzajemna kontrola w rodzaju feed-back (schemat 4). Corpora allata przy

Schemat 4. Zalezno$¢ miedzy aktywnos$cig corpora allata, rozwojem jajnikéw a me-
tabolizmem ciata tluszczowego u much (3)
JH —hormon juwenilny, OH—hormon oostatyczny

pomocy JH badZ innej nieznanej substancji gonadotropowej aktywuja
jajniki, ktére z kolei pobierajg do rozwoju jaj biatka, ttuszcze i weglowo-
dany z ciata tluszczowego, powodujac jego zanikanie. Podczas dojrzewa-
nia jaj powstaje w jajnikach czynnik hormonalny natury lipoidalnej, kt6-
ry zostat wyodrebniony przez Adamsa i wsp. (2) i nazwany hormonem
oostatycznym (OH). Hormon ten wstrzykniety niedojrzatym samicom po-
woduje wzrost wymiarow c.a., a wiec hamuje uwalnianie hormonu juwe-
nilnego (1). Chociaz tego typu mechanizm wykazano dotychczas jedynie
u much, wydaje sie, ze moze on wystepowac i u innych rodzajéw owadow,
poniewaz wcze$niejsze badania (169) sugerowaty mozliwos$¢ kontrolowania
aktywnosci wydzielniczej c.a. u dorostych owadow nie tylko przez neuro-
sekrecyjne komaérki mézgu, ale takze przez uktad rozrodczy.
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Dojrzewajgce samice owadow wytwarzajg specyficzne biatka, tak zwa-
ne witellogeniny, obecne w hemolimfie i zéttku jaj (11). Miejsce syntezy
tych biatek nie jest ustalone; de Loof i de Wilde (89) wykazali, ze
wiekszos$¢ ich pochodzi z hemolimfy, sg jednak dane, ze komorki foliku-
larne jajnikdw (87) biorg udziat, jesli nie w syntezie to w przemianie
tych biatek, prowadzgcej do nadania im specyficznosci. Po usunieciu c.a.
witellogeniny gromadzg sie w hemolimfie zamiast w z6ttku (36, 88). Im-
plantacja aktywnego c.a. przywraca poprzedni stan. Ostatnio wykazano,
ze synteza witellogenin jest przynajmniej czeSciowo kontrolowana przez
hormon juwenilny. Wyss-Huber i Luescher (183) stwierdzili,
ze syntetyczny hormon w ilosci 1—2Lig wzmaga synteze tych biatek w wy-
izolowanych jajnikach, natomiast 10jxg JH wywiera efekt hamujgcy. Obec-
nie przypuszcza sie, ze JH wptywa na synteze witellogenin a takze na ich
wigczanie do zo6ttka (10, 171).

U samic karaczana Periplaneta americana kontroli hormonalnej pod-
lega takze wytwarzanie przez gruczoty dodatkowe substancji powoduja-
cych twardnienie ostonki jajowej: szczawianu wapnia i glikozydu kwasu
protokatechinowego (13, 133, 135). Dodanie syntetycznego izomeru JH
samicom pozbawionym c.a.,, u ktoérych nie wystepuje synteza glikozydu
powoduje pojawienie sie go w ilosciach zaleznych od iloSci podanego hor-
monu. Bodenstein i Shaaya (13) zaproponowali nawet, aby przy
pomocy oznaczania ilosci glikozydu w gruczotach dodatkowych okreslac
endogenne miano JH u samic. JH kontroluje zapewne pewien etap w tan-
cuchu reakcji prowadzacym od tyrozyny do glikozydu kwasu protokate-
chinowego, ale nie udato sie jeszcze wykaza¢ tego eksperymentalnie (135).

3. Kontrola rozwoju embrionalnego i postembrionalnego przez hormon juwenilny

Riddiford (109) i Riddiford i Williams (111) stwierdzili,
ze skrapianie $wiezo ztozonych jaj Hyalophora i Antheraea hormonem ob-
niza zywotno$¢ larw, ktére ging przewaznie po pierwszej lince. Z jaj zto-
zonych przez samice, ktérym podawano hormon wykluwatly sie larwy tylko
wtedy, je$li zaptodnienie nastgpito przed zabiegiem i ich zywotno$¢ row-
niez byta obnizona. Jesli za$ zaptodnienie nastepowato po podaniu hormo-
nu zaburzenia w blastokinezie uniemozliwiaty dalszy rozwdj embrionow'.

Podobny wptyw syntetycznego JH na wszy ludzkie stwierdzili V in-
son i William s (158).

Riddiford (110) badata réwniez wptyw syntetycznego JH na roz-
woj postembrionalny Pyrrhocoris i Oncopeltics. Skrapianie hormonem jaj
w ostatnim stadium rozwoju embrionalnego powodowato u larwy powsta-
wanie dodatkowej szdstej a niekiedy i siodmej postaci larwalnej, ktora
gineta nie osiagajac metamorfozy. Stosowanie hormonu we wczesnym
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okresie ostatniego stadium larwy wywotywato powstawanie postaci przej-
Sciowych. Poniewaz usuniecie larwom w ostatnim okresie corpora allata
nie zakléca metamorfozy, a gruczoty te przeszczepione innym owadom
wykazywaty stabg lub brak aktywnosci, autorka sadzi, ze wptyw hormonu
na zahamowanie metamorfozy polega na uszkodzeniu mechanizmu, praw-
dopodobnie neurotropowego, ktory u normalnych osobnikéw inaktywuje
c.a. w ostatnim okresie rozwoju larwalnego.

Willis i Lawrance (181) traktowali powierzchniowo jaja plusk-
wiaka Oncopeltus jasciatus syntetycznym preparatem hormonalnym (84)
i stwierdzili zaburzenia dopiero po koncowej lince kiedy to pojawiata sie
zamiast imago dodatkowa larwa lub posta¢ posrednia. Autorzy ci prze-
szczepiali takze larwom normalnym kutikule z larw, ktérym podano pre-
parat w ostatnim okresie. Po lince imaginalnej otrzymali w miejscu prze-
szczepu kutikule larwalng otoczong pierscieniem zmienionych komorek.
Uwazajg oni, ze hormon juwenilny podany powierzchniowo nie przedosta-
je sie do wnetrza, a w komoérkach kutikuli moze przetrwac i zostaé prze-
niesiony do nastepnego stadium za posrednictwem ptynu linkowego.

Omoéwione tu badania wydaja sie potwierdza¢ mozliwo$¢é wykorzysta-
nia preparatow hormonalnych do zwalczania przynajmniej niektorych
owadow szkodliwych.

4. Wptyw JH na oddychanie

U wielu rzedéw owadéw wykazano, ze usuniecie c.a. obniza szybkos¢
pobierania tlenu, a implantacja gruczotéw przywraca stan poprzedni (42,
167). Sehnal i Slama (131) wykazali, ze kazde stadium (larwa, po-
czwarka i imago) u Pyrrhocoris i Galleria charakteryzuje sie odrebnym
modelem oddychania. Implantacja c.a. z mtodych larw do larw Galleria
w ostatnim okresie rozwoju powoduje powstanie dodatkowych duzych
larw, ulegajgcych normalnemu przeobrazeniu do imago. Te dodatkowe
larwy charakteryzowaty sie larwalnym typem oddychania, a i nastepne
stadia oddychaty tak, jak ich analogiczne postacie w czasie normalnego
rozwoju. Sehnal i Slama uwazaja, ze c.a. tylko posrednio wptywajg na
oddychanie przez determinacje odpowiedniego stadium rozwojowego.

5. Synteza RNA i biatka pod wptywem JH

Oberlander i Schneiderman (101) wykazali, ze podanie JH
u normalnych poczwarek powoduje wzrost szybkosci syntezy RNA, a nie
wywotuje tego efektu w odwiokach pozbawionych doptywu ekdysonu.
Badania te przeprowadzali w réznych tkankach. Sadza oni na tej podsta-
wie, ze dziatanie JH ma charakter posredni: sam hormon nie moze inicjo-
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waé syntezy RNA w tkankach, a stymulujgce dziatanie wywiera tylko
wtedy, kiedy synteza zostata juz zapoczatkowana przez bodziec bezposred-
ni, prawdopodobnie ekdyson. Jedyng tkankga, ktéra odpowiada na JH roz-
poczeciem syntezy RNA jest gruczot protorakalny.

Sa jednak dane przemawiajace za wptywem bezposSrednim JH na syn-
teze RNA i biatka (28, 107). JH podany do izolowanych jader ciata ttusz-
czowego w minimalnych ilosciach stymulowat wyraznie synteze natomiast
dodany w mieszaninie z ekdysonem wptywat nieco stabiej (28). Wskazy-
watoby to, ze wspotzalezne dziatanie obu hormonéw odbywa sie na po-
ziomie jadrowym. Podobng zalezno$¢ otrzymano in vitro takze w ptytkach
skrzydtowych Sarnia cynthia ricini (107), przy czym wptyw hormonu byt
najwiekszy, kiedy podawano go dé ptytek wyizolowanych z owada w mo-
mencie najnizszego endogennego miana JH. Cykliczne zmiany szybkoSci
syntezy w zaleznosci od stadium rozwojowego i poziomu hormonéw JH
i ekdysonu przedstawia rysunek 4.

rnrka

Rys. 4. Cykliczne zmiany syntezy RNA i biatka w czasie rozwoju jedwabnika Samia
cynthia ricini (107).

6. Aktywacja fragmentéw chromosoméw w $liniankach ChironomuS' przez JH

Proby wykazania aktywacji chromosoméw przez zastosowanie olejku
z H. cecropia daty wyniki negatywne (25, 80).

Znane sg fakty, ze po zabiegach chirurgicznych u owadoéw uzyskuje
sie efekt juwenilizujagcy podobnie jak po zastosowaniu JH. W gruczotach
Sliniankowych usunietych z larw wystepuje niekiedy w chromosomach
wzOr puféw charakterystyczny dla niskiego miana ekdysonu. Efekt ten
nazwano ,rollback™ lub rejuwenacjg. Wykazano (86), ze w komorkach
tych gruczotéw wystepuje duza ilos¢ jonow Na+. Bauman (6) badat
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zmiany potencjatu w btonie komdrkowej $linianek Galleria w $rodowisku
zawierajgcym jony Na+ i K+ po dodaniu olejku z H. cecropia i preparatéw
o wysokiej aktywnosci JH i stwierdzit, ze dziataty one depolaryzujaco na
btony szczegdblnie w obecno$ci jonédw Na+. Autor sugeruje, ze preparaty
typu JH wptywaja na transport tych jondéw przez btone komoérkowa.

Na podstawie tych danych przypuszczano, ze JH moze indukowaé bez-
posrednio pufy wtérnego dziatania ekdysonu. Wykazali to eksperymental-
nie Lezzi i Gilbert u Chironomus tentans (85).

Po 2—4 godzin po podaniu JH widoczna byta aktywacja pufu we frag-
mencie chromosomu 19-A-1 i redukcja aktywowanego przez ekdyson pufu
18-C-1 i pierwszego pierscienia Balbianiego. Fragment 19-A-l nie jest ak-
tywowany w czasie linki larwa—poczwarka, pojawia sie dopiero wtornie
w ciagu 10—12 godz. po podaniu ekdysonu. Poniewaz JH wywotuje po-
jawienie sie tego pufu juz po 1—2 godz.,, Lezzi i Gilbert uwazaja,
ze jest on miejscem pierwotnego dziatania hormonu juwenilnego. Sadza
oni tez, ze pojawianie sie pufow odgrywa mniejsza role w procesie deter-
minacji metamorfozy niz aktywacja pierScieni Balbianiego. Zmiany we
wzorze aktywacji chromosomoéw pod wptywem JH wykazali tez Laufer
i Greenwood (83) w prepoczwarkach Chironomus. Z 14 puféw ulega-
jacych normalnie zmianie przy transformacji w poczwarke 7 zanikato po
zastosowaniu JH, a pierscien Balbianiego IV B aktywny zwykle u larw
wykazywatl wzrost wymiaréw. Owady te nie podlegaly dalszej meta-
morfozie.

Lezzi i Gilbert (85 ttumacza dziatanie JH na chromosomy, po-
dobnie jak w przypadku ekdysonu zmiang rownowagi K+/Na+ na korzys¢
Na+ w jadrze i w nastepstwie ostabieniem wigzania DNA-histon we frag-
mentach chromosomu wrazliwych na Na+. Praca Congote’a i wsp. (28)
wskazuje na mozliwo$¢ dziatania JH na synteze RNA bez udzialu jonow.
W jakim stopniu stymulacja syntezy RNA pod wptywem JH odnosi sie
do aktywacji chromosomu pozostaje kwestig otwartg.

C. Uwagi koncowe

Autorzy chcieliby na zakonhczenie doda¢ kilka stéw wyjasnienia, ponie-
waz zdajg sobie sprawe, ze podany tu przeglad jest niepetny i w niektorych
fragmentach brak jasno$ci. W piSmiennictwie $Swiatowym istnieje juz po-
nad tysigc pozycji na temat mechanizmu i funkcji ekdysonu i jego analo-
gow i kilkaset pozycji dotyczacych dziatania corpora allata i hormonu ju-
wenilnego. Przy ogromnej ilosci istniejgcych gatunkow, réznigcych sie za-
rébwno cyklem rozwojowym jak i Srodowiskiem bytowania jak réwniez
z uwagi na réznorodne i trudne metody badawcze jednoznaczna interpre-
tacja otrzymanych wynikow jest bardzo trudna.
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Autorzy tego przegladu starali sie dodawaé jak najmniej uwag wias-
nych, poniewaz uwazaja, ze zaden aspekt dziatania hormonu juwenilnego
nie zostat jeszcze nalezycie wyjasniony, a badania nad wptywem ekdysonu
na biosynteze biatka sg jeszcze w fazie wstepnej. Prawdopodobnie wiele
obecnie stosowanych poje¢ ulegnie weryfikacji. Uwazamy jednak, ze na-
wet w obecnym stadium wiedzy o hormonach owadzich nalezato przed-
stawi¢ niniejszy artykut ze wzgledu na to, ze opracowanie modelu dziata-
nia hormon6w metamorfozy u owadéw, u ktérych kazde nastepne stadium
rozwojowe jest Scisle odgraniczone od poprzedniego, pozwoli lepiej zrozu-
mie¢ dziatanie systemdOw endokrynnych zaréwno u bezkregowcow jak
i u organizmoéw wyzszych.
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RECENZJE

J. A. Ramsay, Physiological Approach to the Lower Animals
Il wydanie, Cambridge University Press, 1968, 150 stron, 49 rysunkéw

Ksigzeczka Ramsay’a przeznaczona jest dla studentéw biologii. Referuje ja
z dwéch wzgledow.
Po pierwsze: W zestawieniu z pierwszym wydaniem 1952 roku stanowi ciekawy
dokument epoki, $wiadczacy o rewolucyjnym wprost opanowaniu przez biochemie
klasycznych dziedzin biologii. Przyktadem sg dodane rozdzialy o biochemicznych
podstawach oddychania, o regulacji hormonalnej, wprowadzenie do rozdziatu
0 nerwach jonowej teorii pobudliwos$ci itp. Trzeba pamietaé, ze adresaci tej ksia-
zeczki interesowali sie nie tak dawno wytgcznie systematyka i morfologiag Swiata
zywego. Drugim wzgledem, ktéry mng kierowat, jest che¢ zwrécenia uwagi na te
ksigzeczke tych biochemikéw i biofizykéw, ktérzy majg za sobg podstawowe wy-
ksztatcenie niebiologiczne. Coraz liczniejsi adepci naszej nauki, nalezacy do tej
kategorii, czujg sie czesto zagubieni w obliczu obszernych podrecznikéw biochemii
1 biofizyki, przy czym trudno$¢ sprawia im nie tyle przyswojenie nowych faktéw,
ile opanowanie biologicznego stylu mys$lenia. Uwazam, ze doktadne przestudio-
wanie tej bardzo przystepnie napisanej ksigzeczki, utatwitoby im w duzym stopniu
orientacje w S$wiecie istot zywych. Lektura ta bytaby réwniez pozyteczna dla me-
dykéw, dla ktérych ,drabina ewolucyjna” $wiata zwierzecego urywa sie zwykle
na zabie.

Z tych wzgleddw uwazam rdéwniez, ze przettumaczenie ksigzeczki Physiological
Approach to the Lower Animals byto bardzo pozadane.

J. Heller

L. N. Johnson: Structurai Aspects of Enzymatic Activity

The Federation of European Biochemical Societies Letters, Vol. 2, 4,
201, 1969

Autor przedstawia osiggniecia najnowszych badan nad zalezno$cig aktyw-
nosci enzymoéw od ich budowy. Wedtug aktualnej hipotezy stereochemicznej specy-
fiki aktywnos$ci enzymoéw mechanizm swoistego dziatania enzymu na dany substrat
jest $cisle uzalezniony od nastawienia ,grup aktywnych”, tzn. ugrupowan ami-
nokwaséw, w strone ,aktywnego centrum enzymu”. Wyjatek stanowi w tym wy-
padku struktura papainy. Hipoteze te uzupetniaja wyniki badan C. A. Yernona,
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wedtug ktérych kazdy moment biokatalizy enzymatycznej musi w konsekwencji
spowodowaé przemiany jakoSciowe i ilosciowe zwigzkéw posrednich. Badaniami
objeto nastepujace enzymy: lizozym i a-laktalbumine, rybonukleaze, grupe pro-
teinaz serynowych, karboksypeptydaze, papaine oraz grupe swoistych enzymow
oligomerycznych.

Najdoktadniej przebadany zostat lizozym, ktérego, budowe potwierdzit ostatnio
D. C. Phillips. Raftery i Rapley sa zdania, ze zasadnicze ,centrum aktywnosci”
tego enzymu stanowi jon karboniowy. Mechanizm dziatania lizozymu na substrat
(btone komoérkowa) opisujg R. C. Davies i B. M. Wilson; mechanizm ten jest je-
dynie dalszym potwierdzeniem teorii jonowej. A. T. C. North zwrécit uwage na
podobienstwo struktury lizozymu do a-laktalbuminy, katalizujgcej procesy syntezy
laktozy. Poza stwierdzeniem niemal analogicznej budowy strukturalnej obu tych
enzymoOw, nie rozwigzano jednak problemu zaleznosci ich aktywnosci od swoistej
struktury, zwtaszcza jes$li sie zwazy, ze laktalbumina katalizuje synteze, nato-
miast lizozym — hydrolize wigzania @ (I-,4-) glikozydowego. Brew, V anatan
i Hills wykazali, ze rola a-laktalbuminy w biosyntezie glukozy jest w rzeczy-
wisto$ci o wiele bardziej skomplikowana. Prawdopodobnie biatko to dziata jako
modyfikator substratu, zmieniajac rédwnoczes$nie swoiste wtasciwosci innego biatka
oznaczonego symbolem A, ktére wspditdziata z laktalbuming w procesach biosyntezy
laktozy w ten sposob, ze hamuje synteze galaktozylo-N-acetyloglukozoaminy
aktywujgc rdwnoczednie synteze galaktozyloglukozy.

W badaniach nad rybonukleazami, na czoto wybijajg sie prace B. R. Rabina,
ponadto F. M. Richardsa i H. W. Wyckoffa oraz Westheimera i wsp.

Z grupy proteinaz serynowych zbadano budowe i aktywno$¢ chymotrypsyny,
elastazy, trombiny, trypsyny i subtilizyny. Zespdt badaczy pod Kkierunkiem
D. M. Blowa wykazat, ze stosujgc metode analizy czwartorzedowej struktury
zwigzkow organicznych, mozna wyjasni¢ uktad aminokwaséw w czgsteczce a-chy-
motrypsyny, natomiast R. Henderson uzasadnia swoiste rozmieszczenie wigzan wo-
dorowych w tej molekule. Dalsze badania Hendersona pozwolity na wysuniecie na-
stepujacej hipotezy: konformacja, zainicjowana przez tancuch polipeptydowy w re-
jonie tak zwanej ,aktywnej seryny” ustala potozenie reszty glicyny. Powyzsza
hipoteza wyjasnia zachowanie sie swoistego uktadu aminokwaséw -Gli-Asp-Sper-
-Gli- w grupie proteinaz serynowych.

Na znaczne podobienstwo budowy tosyloelastazy do chymotrypsyny zwracaja
uwage H. C. Watson i D. M. Shotton. Analogiczne podobienstwo wystepuje po-
miedzy budowa chymotrypsyny A i elastazy, trypsyny i chymotrypsyny B, a takze
w strukturze poszczeg6lnych hemoglobin i mioglobin.

Wedtug J. Krauta, subtilizyna bakteryjna typu BPN’, jakolwiek ro6zni sie
strukturalnie od czasteczki chymotrypsyny, posiada pomimo to analogiczny uktad
aktywujacy seryne.

Potwierdzeniem aktualnej teorii enzyméw Koshlanda sg badania W. N. Lips-
comba i wsp. oraz T. A. Steitza nad mechanizmem dziatania karboksypeptydazy
i innych metalopeptydaz, wskazujace ze jon cynku, wchodzacy w sktad czasteczki
karboksypeptydazy posiada podwodjng funkcje: 1) ,orientuje” substrat oraz 2) dzia-
ta jak kwas Lewisa, polaryzujagcy wigzanie karbonylowe substratu.

Wedtug J. N. Jansoniusa, ,centrum aktywno$ci” papainy tworzy grupa histy-
dylowa i cysteinylowa; L. A. A. E. Sluyterman wykazat, ze enzym ten wywiera
swa peing aktywno$¢ réwniez i w postaci krystalicznej, natomiast H. Gutfreund
podat wyniki badan krystalograficznych i kinetycznych papainy.
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Z grupy enzymoéw oligomerycznych przebadano dehydrogenaze kwasu mleko-
wego (A. J. Wonacott, H. Gutfreund) oraz rézne odmiany hemoglobin (F. M. Pe-
rutz).

W. J. Pajor

F. Pliguett, Biophysikalische Untersuchungen von Zellen
und Geweben durch passive elektrische Verfahren

Zeszyt 11. Fortschritte der experimentellen und theoretischen Biophysik,
VEB Georg Thieme, 1969, stron 96

Wiasnosci elektryczne komdrek i tkanek sg ostatnio tematem wielu prac eks-
perymentalnych i teoretycznych, odczuwa sie jednak brak przegladowego opraco-
wania badan z zakresu tej problematyki.

Omawiany zeszyt, ktérego autorem jest F. Pliguett, relacjonuje badania kilku
parametrow elektrycznych, gtéwnie statej dielektrycznej, przeprowadzone do roku
1967. Catos$¢ liczy 96 stron i zawiera 13 rozdziatow.

We wstepnych rozdziatach autor analizuje znaczenie badan witasnosci elek-
trycznych komorek i tkanek, jako wskaznika zmian stanu komoérki przy dziataniu
réznych zewnetrznych parametréw oraz jako istotnego czynnika przy wyjasnianiu
kinetyki proceséw wewnatrzkomoérkowych. W kilku nastepnych rozdziatach przed-
stawia klasyczng teorie zaleznosci statej dielektrycznej (i optycznego wspdiczyn-
nika zatamania) od wielkosci charakteryzujgcych mikrostrukture materii oraz wtas-
ne uogdlnienie tej teorii na ultraniskie czestosci. W uogo6lnionej teorii efekty za-
chodzace w obiekcie biologicznym i na powierzchni elektrod pomiarowych, autor
traktuje globalnie; zdaniem autora impedancja polaryzacyjna elektrod wnosi bar-
dzo istotne informacje o badanym obiekcie. W rozdziatach zawierajgcych opraco-
wania teoretyczne przedstawiona jest ponadto mechaniczna teoria procesu relak-
sacji, wyjasniajgca dyspersje statej dielektrycznej oraz oparte na tej teorii me-
tody — niektére witasnej koncepcji autora — wyznaczania podstawowych para-
metrow relaksacji dla badanego materiatu.

W rozdziale zatytutowanym ,Urzadzenia eksperymentalne” opisane sg szkicowo
powszechnie stosowane metody pomiaru impedancji i statej dielektrycznej i przed-
stawione bardzo doktadnie metody pomiarowe, stosowane przez autora, czesciowo
zmodyfikowane w poréwnaniu z dawnymi.

Wyniki eksperymentéw i analiza tych wynikéw zawarte sa w trzech kolej-
nych rozdziatach. Doswiadczenia dotyczace wptywu pola elektrycznego na materiat
biologiczny wykazujg, ze istnieje pewne graniczne natezenie pola (warto$¢ tego
natezenia jest funkcjg czestosci), ponizej ktérej pole nie wywiera zadnego wptywu
na zywag materie. W rozdziale traktujagcym o badaniach pojedynczych komdrek
autor w oparciu o najnowszg literature przedstawia zmiany warto$ci réznych pa-
rametrow fizycznych i fizyko-chemicznych, zachodzace w procesie rozwoju i obu-
mierania komorki. Poniewaz parametry te sg w korelacji z parametrami elektrycz-
nymi, wynika stad, ze stata dielektryczna pojedynczej komorki winna mie¢ cha-
rakterystyczny przebieg czasowy. Takie charakterystyczne zmiany statej dielek-
trycznej w czasie, rejestrowane byly przez autora dla komdrki Oxytricha. Dla
okoto 400 komérek przebadano zmiany statej dielektrycznej w naturalnych wa-
runkach, przy niewielkich zmianach $rodowiska prowadzacych do tworzenia sie

12 Postepy biochemii 3/70
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cyst i przy silnych zmianach otoczenia prowadzacych do $mierci komarki. Ob-
serwowane w procesie obumierania komorki zmniejszanie sie statej dielektrycznej
w obszarze niskich czesto$ci i wzrost jej w obszarze czesto$ci wysokich wyjasnia
autor rozpadem duzych elementow strukturalnych. Eksperymenty przeprowadzone
na tkankach mieénia sercowego potwierdzajg ogdlne zaleznoSci zaobserwowane na
pojedynczych komaérkach i zsynchronizowanych koloniach komérek.

W opracowaniu F. Pliguetta szczeg6lnie silnie akcentowane sg badania ze-
spolonej statej dielektrycznej w obszarze niskich czestosci siegajacych 8 X 10~4 Hz.
Autor uwaza, ze dyspersja statej dielektrycznej w tym obszarze jest wynikiem
istnienia w komdrce struktur o duzym czasie relaksacji, interesujacych z punktu
widzenia funkcji zyciowych komérki i moze stuzyé jako Zzrédto informacji o tych
strukturach. Wysunieta przez autora koncepcja — niewatpliwie interesujgca —
istnienia w komédrce takich struktur wymaga jednak powigzania ich z odpowied-
nimi strukturami morfologicznymi. Natura struktur wykazujacych tak duzy czas
relaksacji i mechanizm tego procesu relaksacyjnego nie s3 jeszcze znane.

Ksigzka F. Pliguetta moze nasuwaé pewne Kkrytyczne uwagi. Przedstawione
w niej prace dotyczace badan pasywnych elektrycznych wtasnosci komorek i tka-
nek zostaty wykonane niemal wytgcznie na komodrkach Oxytricha i tkance miegs$-
niowej i stanowia tylko waski wycinek prac z zakresu tej problematyki. Jako
przyktad zawezenia problematyki mozna poda¢ brak nawet wzmianki o tak sze-
roko stosowanej dzi§ mikroelektrodowej metodzie badan parametrow elektrycznych
komérek. Pewne zastrzezenia moze réwniez budzi¢ zastosowana przez autora me-
toda globalnego traktowania impedancji badanego obiektu i impedancji polaryza-
cyjnej elektrod pomiarowych.

Nalezy jednak stwierdzi¢, ze przedstawione w ksigzce dane dotyczace zespo-
lonej statej dielektrycznej badanych obiektéw, teoretyczno-eksperymentalna ana-
liza zmian tej wielko$ci i powigzanie tych zmian z innymi parametrami komorki
opracowane zostaty niezwykle starannie w oparciu o obszerng literature (267 po-
zycji), totez ksigzka przedstawia duzg warto$¢, szczegdlnie dla os6b zajmujgcych
sie badaniami fizycznych i fizyko-chemicznych wtasnosci organizmoéow zywych.

Ksigzka F. Pliguetta stanowi powazny wkiad do gtebszego zrozumienia elek-
trycznych wtasnosci materii na ptaszczyznie molekularnej i komdérkowej.

J. Skierczynska

Advances in Enzyme Regulation, tom 6,
red. Georg Wfjber, Pergamon Press 1968, stron 517

Seria wydawnicza ,Advances in Enzyme Regulation” przedstawia problemy
dyskutowane podczas kolejnych sympozjéw, z ktérych sz6ste prezentowane w to-
mie VI, nosito tytut: ,Regulacja aktywnos$ci enzymoéw i syntez w tkankach prawid-
towych i nowotworowych” (2-3 pazdziernik 1967, Indiana University School of Me-
dicine). Hasta pod jakimi obradowaly poszczeg6lne sesje sympozjum nie byty jed-
nolite tak pod wzgledem precyzji tytuJow jak i zakresu oraz formy wypowiedzi
kolejnych referentow. Wszystkie referaty wszakze obrazowaty aktualne w 1967
roku osiggniecia w omawianej dziedzinie biochemii.

Tematem sesji | byta regulacja i wspdtzalezno$¢ metabolizmu weglowodanow
i lipidbw w watrobie. Regulacja cyklu kwaséw tréjkarboksylowych pod wptywem



[5] RECENZJE 487

utleniania kwaséw tluszczowych w mitochondriach oméwiono w referacie
P. B. Garlanda i wsp. Autorzy w oparciu o bogate dane doswiadczalne wnioskuja,
ze spadek intensywnodci utleniania pirogronianu i aktywnosci cyklu Krebsa w mi-
tochondriach wutleniajagcych palmitylokarnityne jest wynikiem podwyzszenia po-
ziomu acetylo-CoA, wzrostu stosunku zredukowanego NAD (P) do NAD (P) oraz
wzrostu poziomu ATP. Okazato sie bowiem, ze acetylo-CoA silnie aktywuje izo-
lowang z mitochondriow karboksylaze pirogronianowg, hamuje za$ dehydrogenaze
pirogronianowg a takze aktywuje system syntezy acetooctanu; podwyzszenie po-
ziomu zredukowanego NAD (P) hamuje natomiast aktywno$¢ dehydrogenaz piro-
gronianowej i izocytrynianowej; wzrost stezenia ATP hamuje syntetaze cytrynia-
nowg a wolne kwasy ttuszczowe i palmitylokarnityna hamujg transport nukleoty-
déw adeninowych przez btone mitochondrialng. Wszystkie te fakty doswiadczalne
wystarczajgco wyjasniajg, zdaniem autoréw, przyhamowanie cyklu Krebsa i zwiek-
szong produkcje tzw. ciat ketonowych podczas utleniania kwasdéw tluszczowych
w watrobie przy niedoborze innych substratéw. Problemy wspé6tzaleznoséci utle-
niania kwaséw ttuszczowych i glukogenezy omawiat artykut J. R. Williamsona
i wsp. Fakty dosSwiadczalne uzyskane przez pracownie Garlanda i pracownie
W illiamsona potwierdzajg i uzupeiniaja sie wzajemnie. Badacze ci r0znig
sie jednak poglagdem na sprawe regulacji syntetazy cytrynianowej: Williamson
uwaza, ze synteza cytrynianu ograniczana jest przez dostepno$¢ szczawiooctanu
i poddaje krytyce wysuwang przez Garlanda teze o kontroli syntetazy cytryniano-
wej przez nukleotydy adeninowe.

W S$cistym zwigzku tematycznym z obu w.w. pracami byt referat kohcowy
Sir Hansa Krebsa o wptywie etanolu na procesy glukoneogenezy i lipogenezy
w watrobie. Autor podkres$la, ze istotng zmiang, ktorg etanol wywotuje jest znacz-
ne podwyzszenie poziomu zred.NAD w frakcji cytoplazmatycznej, co z kolei obniza
stezenie pirogronianu i tym samym obniza intensywno$¢ glukoneogenezy. Po-
nadto wysoki poziom zred.NAD w cytoplazmie hamuje utlenianie a-glicerofos-
foranu, ktéry ulega wtedy intensywnej acylacji i w efekcie w watrobie nagroma-
dzajg sie ttuszcze. Regulacja aktywnosci kluczowych enzymdéw szlaku glikozy przez
wolne kwasy tluszczowe, acetylo-CoA, zred.NAD i alanine zostala omowiona
przez gospodarzy Sympozjum (G. Weber, M. A. Lee i N. B. Stamm). Przedstawione
dane potwierdzajg poglad o zwrotnym hamowaniu syntezy tluszczéw z glukozy
przez kwasy ttuszczowe i produkty ich utleniania. Z kolei artykut N. R. Marauis,
R. P. Francesconi i C. A. Ville thumaczy hamujgcy wptyw karnityny na proces syn-
tezy kwaséw thluszczowych hamowaniem karboksylazy acetylo-CoA. Autoregulacja
zuzycia glukozy jest tematem artykutu E. F. McCraw, M. J. Peterson, G. Yarnell
i J. Ashmore. W oparciu o doswiadczenia z perfundowang watrobg autorzy wnios-
kujg, ze w normalnych warunkach zuzycie glukozy jest regulowane przez glu-
kokinaze i dyskutujg jakie czynniki ponadto kontrolujg ten proces podczas gtodu
i w stanach cukrzycowych.

W sesji |l zatytutowanej ,Regulacje enzymatyczne u cztowieka” R. D. Koler
i P. Vanbellinghen zajmuja sie zjawiskiem modulacji izoenzymu kinazy pirogro-
nianowej z erytrocytéw ludzkich (PK 1) przez fruktozo-2,6-dwufosforan (FDP). Wg
wysunietej hipotezy zwigzanie FDP w miejscu katalitycznym jednego z protome-
row PK | zmienia konformacje dimeru, powodujac wzrost powinowactwa drugiego
miejsca do substratu; FDP dodany w nadmiarze dziata jako inhibitor kompety
cyjny modulujac aktywno$¢ enzymu. Autorzy dyskutuja znaczenie modulacji PK
| przez FDP w homeostazie glikozy i glikoneogenezy w erytrocytach i watrobie
ssakow. Przypomnie¢ warto, ze badany izoenzym kinazy pirogronianowej erytro-
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cytow ludzkich ma szczeg6lne znaczenie metoboliczne skoro jego brak przejawia
sie znang z patologii anemiag hemolityczna. Druga praca referowana w tej Sesji
dotyczyta adaptacji mozgu cztowieka do uzytkowania ketokwaséw po diugotrwa-
tym okresie gtodu. Opisane doswiadczenia (D. F. Cahill Jr., O. E. Owen i P. A. Mor-
gan) polegaty na cewnikowaniu krwi tetniczej i zylnej i oznaczaniu w niej 02
CO02 glukozy i szeregu kwaséw organicznych.

Mechanizm dziatania glukokortykoidow byt tematem sesji IlIl zatytutowanej
,Steroidy — mechanizm dziatania”. W referacie ,Efekt kortyzolu na poziom meta-
bolitbw i enzyméw kontrolujgcych synteze glukozy z pirogronianu” przedstawiono
(W. Seubert, H. V. Henning, W. Schoner i M. L’Age) dane wskazujace, ze glukokor-
tykoidy podnoszac poziom acetylo-CoA sprzyjaja aktywacji karboksylazy pirogro-
nianowej, enzymu kluczowego w glukoneogenezie oraz, ze sprawujg negatywna
kontrole glukozy. Z kolei omdwiono w tej sesji pobudzajacy wptyw glikokortykoi-
déw na aktywno$¢ polimeraz RNA zaleznych od DNA oraz ich dodatni wplyw na
wbudowywanie znaczonych prekursor6w do RNA jadrowego i cytoplazmatycz-
nego przy réwnoczesnym zmniejszeniu szybkos$ci rozpadu znaczonego RNA (O. Bar-
nabei i C. Ottolenghi). Problem kontroli polimeraz RNA zaleznych od DNA po-
przez hormony sterydowe byt réwniez tematem jednego z wyktadow sesji VIII
przeznaczonej na omowienie regulacji przemian w raku watroby (hepatoma).
W sesji tej méwiono réwniez (C. H. Lo, F. Farina, H. P. Moris i S. Weinhouse)
o korelacji miedzy szybkos$cig rozrostu i aktywnoscig glikolityczng tkanki nowo-
tworowej, dyskutujac przede wszystkim, jako czuly punkt kontroli metabolicznej
procesu glikolizy, aktywno$¢ transfosforylaz szlaku glikolitycznego i oddechowego
wspotzawodniczacych o ADP. Szczeg6lnie interesujace jest stwierdzenie, ze w zdro-
wej watrobie i w wolno rosngcych nowotworach o zréznicowanej strukturze, niskiej
glikolizie i wydajnym oddychaniu przewaza izoenzym Kkinazy pirogronianowej
(PK 2) adsorbujacy sie na DEAE celulozie, podczas gdy izoenzym (PK 1) nie ule-
gajacy adsorpcji posiada bardzo wysoka aktywno$é¢ w niektérych mato zréznico-
wanych i silnie inwazyjnych nowotworach watroby o niskim oddychaniu i wy-
dajnej glikolizie.

Sesja IV objeta dwie niezwigzane tematycznie prelekcje. Pierwsza z nich zo-
brazowata wyniki badan i nadal kontrowersyjne poglady na temat regulacji syn-
tezy protrombiny przez witamine K (R. E. Olson, G. Philipps i N. T. Wang). Druga
za$ dotyczyta badan nad regulacjg i réznicowaniem sie¢ watrobowego i nerkowego
izoenzymu glutaminazy niezaleznej od fosforanu (PIG). Japonscy autorzy tej pracy
(N. Katunuma, T. Katsunuma, I. Tomino i Y. Matsuda) podkre$laja odmiennos¢
mechanizméw regulacji aktywnos$ci kazdego z izoenzymoéw przez aktywatory,
a w oparciu o fakt obecnosci obydwu izoenzymoéw w ptodowych nerkach i watro-
bie szczura oraz o fakt zanikania w ciggu kilku dni po urodzeniu niespecyficz-
nego dla narzadu izoenzymu — tlumacza dyferencjacje narzadowo specyficznego
izoenzymu PIG poprzez mechanizm represji skierowany przeciw niespecyficznej
dla narzadu formie PIG.

e} aktywacji i sprzezeniu zwrotnym w regulacji aktywno$ci enzymatycznej
mowiono (Sesja V) opisujac wtasnosci i kontrole aktywnos$ci kinazy fosforylazowej
w miedniach szkieletowych (E. G. Krebs, R. B. Huston i F. L. Hunkeler) oraz syn-
tetazy glutaminowej u E. coli (E. R. Stadtman, B. M. Shapiro, H. S. Kingdon,
C. A. Woolfolk i J. S. Hubbard). W sesji tej D. E. Koshland Jr. przedstawit znane
juz z innych wypowiedzi i artykutéw swoje poglady na mechanizm kontroli aktyw -
nosSci enzymatycznej przez zmiany konformacyjne czasteczki pod wplywem li-
gandow.
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W Sesji VI omawiano regulacje reduktazy dwuhydrofolanowej, ktéry to en-
zym limitujgc synteze tyminy i rdzenia purynowego kontroluje synteze DNA i RNA.
4-amino-analogi folanu bywajg stosowane jako $rodki terapeutyczne np. w przy-
padkach niektédrych form' leukemii a ich krotkotrwaty na ogo6t efekt leczniczy daje
sie ttumaczy¢é zahamowaniem aktywnos$ci reduktazy dwuhydrofolanowej in vivo.
W sesji przedstawiono trzy przegladowe referaty zbierajgce dane o wtasnosciach
tego enzymu z réznych tkanek zwierzecych i z réznych mikroorganizméw, oraz
omoéwiono wrazliwo$¢ a takze wtornie wytworzong oporno$¢ pewnych linii komaér-
kowych na r6zne chemoterapeutyki, a w szczeg6lnosci na aminoanalogi folanu.

Oddzielng sesje przeznaczono na przedyskutowanie roli cyklicznego AMP w re-
gulacji enzyméw. Wiadomo dzi§, ze dziatanie wielu biologicznie réznych hormo-
néw mozna sprowadzi¢ do ich wptywu na poziom cyklicznego AMP w tkankach,
co nastepuje poprzez modyfikacje aktywnos$ci enzymu zwanego cyklaza adenilowg.
Cykliczne AMP z kolei zmienia aktywnos$¢ wielu metabolicznie waznych enzymoéw.
Powstajg zatem pytania: w jaki sposéb komaérki odrézniajg poszczegélne hormony
0 specyficznej przeciez aktywnos$ci skoro wiasciwym efektorem ich dziatania jest
ten sam cykliczny AMP; oraz: jak sie to dzieje, ze to samo zjawisko, jakim jest
wewnatrzkomoérkowa zmiana poziomu cyklicznego AMP moze powodowaé wiele
réznych odpowiedzi w réznych komérkach. Na te i podobne pytania staraja sie
odpowiedzie¢ autorzy pieciu prelekcji sktadajacych sie na sesje VII (C. G. Smith;
R. W. Butcher, G. A. Robinson, J. G. Hardman i E. W. Sutherland; J. H. Exton
1C. R. Park; J. Larner, C. Villar-Palasi, N. D. Goldberg, J. S. Bishop, F. Huijing,
J. I. Wenger i N. B. Brown; R. C. Adelman, C. H. Lo i S. Weinhouse).

Sympozjum zakornczyt, jak wspomniano wyzej, specjalny referat Sir Hansa
Krebsa na temat efektow dziatania alkoholu na aktywno$¢ metaboliczng watroby.

Z. Zielinska

Advances in Enzyme Regulation, vol. 7

Proceedings of the Seventh Symposium on Regulation of Enzyme Acti-

vity and Synthesis in Normal and Neoplastic Tissues held at Indiana

University School of Medicine, Indianapolis, Indiana, September 30 and
October 1, 1968

Red. Georg Weber, Pergamon Press Ltd, 1969, str. 447

Tom jest zbiorem wyktadow sympozjalnych prowadzonych w 13 sesjach, po-
Swieconych do$¢ réznorodnej tematyce cho¢ podporzadkowanych wspdélnemu pro-
blemowi. Jest nim regulacja aktywnos$ci enzyméw i ich syntezy, przede wszyst-
kim u ssakéw. Ze wzgledu na obfito§¢ materiatu zawartego w tomie mozna tu
jedynie zasygnalizowaé niektdre zagadnienia poruszane w poszczeg6lnych wykta-
dach. Na uwage zastuguje m.in. wyktad B. Feliga, E. Marlissa, O. E. Owena
i G. F. Cahilla jr. o roli substratu w regulacji glukoneogenezy w watrobie w czasie
gtodu u cztowieka; wyktad H. D. Solinga, J. Kaptana, M. Erbstoeszera i H. C. Pi-
tota na temat roli hormonéw w represji glukozowej w watrobie szczura; sesja
poswiecona enzymatycznej kontroli metabolizmu kortykosteroidéw w nadnerczach;
wreszcie sesja na temat regulacji aktywnosci réznych enzymoéw w komdrkach no-
wotworowych.
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Niektorym wyktadom poSwiecimy nieco wiecej uwagi. Wyktad inaugurujacy
sesje, wygtoszony przez Alberta Szent-Gyorgyi’ego, dotyczyt niektdrych czynnikéw
regulujacych aktywno$¢ enzymatyczng w komorce. Autor, przeciwstawiajac orga-
nizmy jednokomadrkowe organizmom filogenetycznie bardziej rozwinietym, uzasad-
niat niezbedno$¢ wystepowania u tej ostatniej grupy organizmoéw ztozonych me-
chanizméw regulujacych podzialy komérkowe w taki sposéb, by rozw6j poszcze-
golnych komorek ustroju byt podporzadkowany i skorelowany z rozwojem catego
organizmu. Tylko wéwczas bowiem organizm jest w stanie obroni¢ sie przed nie-
kontrolowang proliferacja komaérek, charakterystyczng dla proceséw nowotworo-
wych. Zdaniem A. Szent-Gyorgyi’ego, jednym z mechanizméw regulacyjnych w tym
wzgledzie bytoby hamowanie aktywnosci niektérych enzymoéw, np. glioksalazy
| (E.C.4.4.15) i glioksalazy Il (E.C.3.1.2.6.) na drodze ich wigzania przez komorke
w okreslonych momentach rozwoju. W takim ujeciu, zaburzenia zdolnosci wigzania
tych enzyméw przez komoérke bytyby czynnikiem zapoczatkowujgcym procesy jej
rakowacenia.

G. Weber przedstawit dane dotyczace badan nad czynnikami regulujgcymi

synteze i aktywno$¢ kinazy pirogronianowej (E.C.2.7.1.40) w watrobie szczura.
Nukleozydotrdjfosforany okazaty sie inhibitorami tego enzymu, co — zdaniem au-
tora — sugeruje, ze metabolizm kwaséw nukleinowych moze hamowaé, na drodze

sprzezenia zwrotnego, aktywnos$¢ tego enzymu. Nalezatoby wiec spodziewaé sie,
iz metabolizm ten wptywa na przebieg i natezenie proceséw glikolitycznych, co
z kolei moze znalezé odbicie w natezeniu podziatbw komérkowych. Badania te
moga okazaé sie szczeg6lnie pomocne dla lepszego zrozumienia mechanizméw regu-
lujagcych metabolizm komérek nowotworowych.

Godnym uwagi jest niewatpliwie wyktad R. C. Olsona, R. K. Kipfera i F. L. Li,
w ktéorym autorzy donoszg, ze witamina K dodana in vitro do perfundowanej wa-
troby szczura stymuluje synteze de novo kilku czynnikéw krzepliwosci, m.in. pro-
trombiny.

W tomie tym znajdujemy réwniez interesujacy wyktad K. J. Lembacha i J. M.
Buchanana o regulacji proceséw syntezy biatek indukowanych przez faga T4
u Escherichia coli szczepu B. Autorzy sugerujag m.in., ze transkrypcja fagowego
DNA, przynajmniej czesSciowo, moze by¢ regulowana przez procesy translacji pew-
nych biatek indukowanych przez faga.

W arto tez zwréci¢ uwage na wyktad prezentowany przez S. Sakiyama, S. Usui
i Y. Miura; autorzy ci donosza, ze leworfanol (syntetyczna morfina) hamuje spe-
cyficznie synteze rybosomowego RNA (rRNA) w jaderku komoérek watroby szczu-
ra. Jest to pierwsze doniesienie na temat hamowania syntezy rRNA u organizmow
eukariotycznych za pomoca tego zwigzku. Autorzy stwierdzili ponadto, ze poliamid
ny — a szczeg6lnie spermidyna — zwiazki stabilizujace strukture rybosomu, dzia-
taja antagonistycznie w stosunku do hamujgcego wptywu leworfanolu. W zwigzku
z tym Sakiyama i wsp. dyskutujag mozliwo$¢ posredniej regulacji procesé6w syn-
tezy rRNA przez aminooksydaze — zahamowanie aktywnos$ci tego enzymu dopro-
wadza bowiem do wzrostu stezenia poliamin w komérce i jednocze$nie do wzmo-
zenia wbudowywania kwasu orotowego do rRNA u zarodka kurczecia.

Wyktad R. B. Hulberta, E. G. Millera i C. L. Vaughana jest poswiecony kon-
troli reakcji przeprowadzanych przez polimeraze RNA w jadrze komoérek watroby
szczura. Technikg hybrydyzacji RNA-DNA autorzy stwierdzili, ze wbrew faktowi
ogromnej przewagi syntezy rRNA nad syntezg innych typow RNA w jaderku,
cistrony dla rRNA stanowig jedynie niewielkg cze$¢ (ponizej 1%) DNA tej orga-
nelli. Jaderkowa polimeraza RNA jest zwigzana z tymi cistronami i pozostaje
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w stanie wysokiej aktywnos$ci. W przeciwienstwie do niej, pozajaderkowa polime-
raza RNA wystepujgca w jadrze jest silnie hamowana przez histony.

Warto zwré6ci¢ uwage na wyktad A. C. Griffina poruszajacy problemy badan
poréwnawczych nad przenoszacymi kwasami rybonukleinowymi (tRNA) i nad
aminoacylosyntetazami w watrobie szczura i w watrobowej puchlinie Novikoffa.
Znaczenie takich badan wynika m.in. z faktu, iz enzymy te, jak tez tRNA naj-
prawdopodobniej spetniaja role regulacyjng w rozwoju systeméw komérkowych,
np. poprzez kontrole syntezy biatek. Autor zwrécit uwage, ze pewne zwiazki kar-
cinogenne zapoczatkowujag blizej dotychczas nieokreslone zmiany strukturowe
tRNA jako wynik np. metylacji jego zasad. Autor przypomina, w zwigzku z tym,
ze juz dawniej zauwazono zwiekszong aktywno$¢ metylazy przenoszacych kwa-
séow nukleinowych w komérkach nowotworowych. Tym samym, badania autora
dotyczytyby enzymatycznej regulacji proceséw formowania struktur o okre$lonych
funkcjach. i

Tom ten zakonczony jest wykladem H. A. Krebsa i R. L. Veecha; wyktad ten
zainteresuje zapewne wszystkich, ktorzy $ledzg dyskusje prowadzone na temat
regulacyjnej roli potencjatu oksydo-redukcyjnego nukleotydéw adeninowych w me-
tabolizmie komérkowym.

Jak wida¢ z przytoczonych pokrotce tematéw, mozna sadzié, iz nowy tom
Advances in Enzyme Regulation spotka sie z szerokim zainteresowaniem czytel-
nikow.

T. Gotaszewski
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SPRAWOZDANIA

X1l Szkota Letnia FEBS w Halle, NRD

W dniach 14—18 listopada 1969 roku odbyta sie w Halle (NRD) Szkota Letnia
nr 12 FEBS poswiecona hormonom ros$linnym, ich metabolizmowi i wspoétdziataniu.
Szkote zorganizowato Towarzystwo Biochemiczne NRD oraz Instytut Biochemii
Rosdlin Niemieckiej Akademii Nauk w Halle. Uczestniczyto w niej okoto 90 oséb.
Reprezentowane byty niemal wszystkie wazniejsze europejskie os$rodki badan nad
roslinnymi substancjami wzrostowymi, jak réwniez jedna z najpowazniejszych
amerykanskich pracowni zajmujgcych sie tag tematykg (Plant Research Laboratory,
Michigan State University). Nieprzypadkowo Szkota Letnia organizowana byta
w NRD. Instytut Biochemii Ros$lin w Halle, gdzie miedzy innymi pracuje prof.
Mothes, jest znanym os$rodkiem badan nad substancjami wzrostowymi. Gospodarze
byli licznie reprezentowani, przede wszystkim jako autorzy szeregu interesujgcych
wyktadéw. Delegacja polska, w odr6znieniu od wielu innych sympozjéw i zjazdéw
miedzynarodowych, byta jedna z najliczniejszych. Z Polski przyjechato siedem
0s6b: doc. dr Maria Bielinska-Czarnecka z Instytutu Ziemniaka, doc. dr Janina
Pienigzkowa i prof. dr Leszek Jankiewicz z Instytutu Sadownictwa, doc. dr Miro-
staw Tomaszewski i mgr Kazimierz Krawiarz z Zaktadu PAN w Kdrniku oraz dr
Alina Kacperska-Palacz i nizej podpisana z Uniwersytetu Warszawskiego.

Szkota Letnia, wbrew swej nazwie, nosita charakter sympozjum naukowego

poswieconego okre$lonej, ale do$¢ szerokiej dziedzinie biochemii i fizjologii ros$lin.
Obrady poswiecone byty kolejno nastepujgcej tematyce: biosyntezie i metaboliz-
mowi auksyn, giberelin i cytokinin, kwasowi abscysynowemu i innym natywnym

inhibitorom wzrostu, retardantom wzrostu, dziataniu i Wspétdziataniu réznych sub-
stancji wzrostowych, mechanizmowi dziatania hormonéw i wreszcie nowoczesnym
metodom ustalania struktury tych zwigzkoéw.

Sposréd wyktadéw poswieconych problematyce auksyn szczeg6lnie interesu-
jacy byt referat prof. Libberta z Uniwersytetu w Rostocku, NRD. Podkreslit on
stabe strony powszechnie przyjetego schematu biosyntezy auksyn. Nie ma przeko-
nywujgcych danych za lub przeciw zalozeniu, ze tryptofan jest zasadniczym pre-
kursorem kwasu indoilooctowego. Badania drég biosyntezy w tkankach roslinnych
utrudnia fakt, ze muszg by¢ one prowadzone w warunkach sterylnych, gdyz drogi
metaboliczne prowadzgce do syntezy kwasu indoilooctowego u bakterii sg prawdo-
podobnie rézne od roélinnych.

Z tematyki giberelin wyktad prof. Graebe z Uniwersytetu w Gottingen, NRF,
byt proba uporzadkowania dotychczasowych wiadomos$ci o biosyntezie tych zwigz-
kéw. Rola kaurenu jako posrednika jest raczej bezsporna, natomiast wystepuja
pewne nieznane pos$redniki miedzy aldehydem gibbanowym i pierwszg gibereling
w szeregu biosyntetycznym, ktérg jest GAI2 Zwr6cit réwniez powszechng uwage
wyktad dr Hansa Kende Michigan State University, USA na temat metabolizmu
giberelin. Méwit on o metodach otrzymywania znaczonych gibberelin oraz poru-
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szyt stale dyskusyjny problem czy giberelina przejawia swa aktywnos¢ w formie
niezmienionej, czy tez aby spowodowa¢ reakcje biologiczng musi taczy¢ sie z jakims
akceptorem. Pochodne giberelin (conjugated gibberellins) byly tematem referatu
dr Sembdnera z Instytutu Biochemii Ro$lin w Halle. Podkres$lit on konieczno$¢ do-
ktadnego rozréznienia terminologicznego giberelin zwigzanych (bound gibberellins)
od pochodnych giberelin (conjugated gibberellins), potgczonych wiazaniami ko-
walencyjnymi ze zwigzkami niskoczgsteczkowymi. W dyskusji prof. Shreiber (NRD)
poruszyt problem definicji giberelin, czesto bowiem wystepuje tu rdznica zdan
miedzy chemikami i fizjologami roslin. Przyjeto, ze gibereling mozna nazwac tylko
taki zwigzek, ktéry ma strukture chemiczng giberelin, ich aktywno$¢ biologiczna
i jest zwigzkiem natywnym wystepujacym w materiale roélinnym.

O cytokininach moéwili badacze z Instytutu Biochemii Ros$lin w Halle: dr Li-
zabeth Engelbrecht oraz prof. Kurt Mothes. Prof. Mothes zajat si¢ gtdwnie omo-
wieniem zaleznosci miedzy aktywnoscig biologiczng cytokinin a ich strukturg. Dr
Kende w dyskusji zwrdcit uwage na bardzo istotny problem, czy rdéznice w aktyw-
nos$ciach cytokinin sa zwigzane z ich strukturami czy tez z przepuszczalnoscig pro-
toplastu dla tych zwigzkow.

Prof. Wareing z University of Wales, Wielka Brytania, oméwit wyniki ostat-
nich badan nad efektami biologicznymi kwasu abscysynowego. Kierunek badan
jego pracowni zmierza do wyja$nienia mechanizmu dziatania kwasu abscysyno-
wego.

W trakcie obrad wiele méwiono na temat dziatania i wspoétdziatania ros$lin-
nych substancji wzrostowych. Prof. Nitsch z Gif-sur-Yvette, Francja, omowit
wspotdziatanie auksyn, giberelin i cytokinin we wzros$cie i réznicowaniu tkanek
ro$linnych. Omawiajagc dane doswiadczalne dotyczace mechanizmoéw dziatania tych
zwigzkéw wspomniat o ciekawej interpretacji zjawiska hamowania wzrostu elon-
gacyjnego przez wysokie stezenia kwasu indoilooctowego. Dane doswiadczalne zda-
ja sie wskazywaé, ze czynnikiem odpowiedzialnym za to zjawisko jest etylen.

Jednym z najciekawszych referatow Szkoty Letniej byt wyktad dr Kende
0 mechanizmie dziatania ros$linnych substancji wzrostowych na poziomie komor-
kowym i molekularnym. Zdaniem prelegenta aby zblizy¢ sie do poznania mecha-
nizmu dziatania regulatorow wzrostu roslin nalezy przede wszystkim zbada¢ naj-
wczesniejszg reakcje rosliny na podany czynnik. Kende postuluje udziat specyficz-
nych, biatkowych akceptoréw czynnikéw wzrostowych w regulacji proceséw fizjo-
logicznych i stoi na stanowisku, ze prace prowadzone przy uzyciu inhibitoréw bio-
syntezy kwasow nukleinowych czy biatek nie moga w petni uzasadni¢ postulowa-
nego schematu dziatania hormonéw na poziomie genu. W 'rozmowach kuluarowych
kto$§ zauwazyt, ze po raz pierwszy w spotkaniu pos$wieconym mechanizmowi dzia-
tania substancji wzrostowych nie padto stowo represor lub ko-represor. Nie znaczy
to, ze Kende wykluczyt te mozliwo$¢ dziatania substancji wzrostowych, potozyt
jednak duzy nacisk na receptor typu biatkowego.

Osobnag tematykg Szkolty byly nowoczesne metody ustalania struktury sub-
stancji wzrostowych. Zebrani z zaciekawieniem i nawet pewng dozg zazdrosci
wystuchali prof. MacMillana z Wielkiej Brytanii, ktéory opowiadat o nowoczesnym
wyposazeniu jego pracowni. Interesujacg byta dyskusja miedzy prof. Kuczerowem
(ZSRR), MacMillanem i Schreiberem na temat metod ustalania budowy chemicz-
nej naturalnych regulatoré6w wzrostu roslin.

Duza ilo$¢ wyktadow i diugie dyskusje wypetniaty catkowicie cztery dni obrad
Szkoty Letniej. W nielicznych wolnych chwilach mieliSmy okazje zwiedzenia no-
woczesnych budynkéw Instytutu Biochemii Roslin w Halle. W cze$ci towarzysko-
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rozrywkowej Szkoty byliSmy uczestnikami dwéch recepcji. Pierwsza wydana byta
przez Instytut Biochemii Ro$lin w Halle a druga, na zakofhczenie, przez Prezesa
Niemieckiego Towarzystwa Biochemicznego prof. Schreibera. Na szczegé6lne pod-
kreslenie zastuguje niezwykle sprawna organizacja Szkoty, dzieki czemu uczestni-
cy w petni wykorzystali intensywny jej program.

Wysoki poziom wyktadéw, a szczeg6lnie sprowokowane przez nie dyskusje,
umozliwity dyskutantom wymiane pogladéw i dosSwiadczen, a stuchaczom zapozna-
nie sie z kierunkami badan czotowych pracowni Swiatowych w dziedzinie ros$lin-
nych substancji wzrostowych.

A. Rychter
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York 1957, tom IlI, str. 680.
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