
P O L S K I E  T O W A R Z Y S T W O  B I O C H E M I C Z N E

POSTĘPY 
BIOCHEMII

1970
tom 16
nr 3
K W A R T A L N I K

http://rcin.org.pl



IN FO R M A C JA  D LA  A UTORÓ W

P o stęp y  B iochem ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  
dziedzin  b iochem ii n ie  d ru k o w an e  w  innych  czasopism ach . A rty k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii n ie  m ogą być  bez zgody R ed ak c ji 
p u b lik o w an e  w  innych  czasopism ach . A rty k u ły  są h ono row ane  w g u s ta ­
lonych  staw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 o db itek  p racy ; ż ą d a ­
n ie  da lszych  o d b itek  (p łatnych) należy  zgłosić p isem n ie  n ad sy ła jąc  
p racę . A u to ra  obow iązu je  k o re k ta  a u to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  ko ­
rekc ie , poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi au to r.

R ed ak c ja  zastrzega  sobie m ożność w pro w ad zen ia  sk ró tó w  i p o p ra ­
w ek  n ie  w p ły w ający ch  n a  tre ść  p racy .

F orm a m a szynop isu . M aszynopis p racy  i w sze lk ie  za łączn ik i na leży  
n adsy łać  w  dw u egzem plarzach . M aszynopis po w in ien  być n ap isan y  
jed n o stro n n ie , z po d w ó jn ą  in te r lin ią , z m arg in esem  ok. 4 cm  po lew ej 
i ок. 1 cm  po p ra w e j s tro n ie  o raz  z n u m e ra c ją  s tron . N a p ierw szej 
s tro n ie  n a leży  zam ieścić ty lko : im iona (w p e łnym  brzm ien iu ) i n a ­
zw iska au to ró w , ich ty tu ły  nau k o w e w ra z  z n azw am i p laców ek  n a u k o ­
w ych, ty tu ł  p racy  w  języku  p o lsk im  i ang ie lsk im  o raz  om ów ienie  te m a ­
tu  p racy  w  języku  an g ie lsk im  (najw yżej 5 w ierszy  m aszynopisu).

R ozdziały w  tekśc ie  należy  oznaczyć n u m e ra c ją  rzym ską , a  pod roz­
d z ia ły — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w ydzielone z te k s tu  n ie  pow inny  być n u ­
m erow ane .

W tek śc ie  n ie  należy  zam ieszczać żadnych  tab lic , ry su n k ó w , sch e ­
m ató w  i w zorów . W  żąd an y m  m iejscu  należy  pozostaw ić w olny  w iersz  
i oznaczyć: T ab lica  1, R ys. 1, S ch em at 1 lub  liczbą  rzy m sk ą  w  n a w ia ­
sie — n u m er odpow iedniego  w zoru . W tek śc ie  n a leży  odw ołać się do 
n u m e ra c ji w zoru  po słow nym  w y m ien ien iu  zw iązku , np .: k w as g lu ta ­
m inow y (I).

P ow o łu jąc  się n a  l i te ra tu rę  należy  podać w  tekście , w  n aw iasie , 
k o le jn y  n u m e r pozycji w  sp isie  li te ra tu ry .

Z a łą czn ik i do te k s tu . K ażdy  za łączn ik  na leży  dołączyć na oddzielnej 
k a rtce , opatrzony  k o le jn y m  n u m erem  o d p ow iada jącym  u ży tem u  w  te k ś ­
cie, np. T ab lica  1, W zór I, R ys. 1 lu b  S ch em at 1. F o to g ra fie  i w y k resy  
należy  oznaczyć jak o  ry su n k i. W szystk ie  za łączn ik i należy  oznaczyć 
u góry  nazw isk iem  a u to ra  i począ tkow ym i w y razam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  p o w in n a  zaw ierać  n ag łów ek  o p isu jący  je j tre ść , je j ru b r y ­
ki p o w in n y  być zaopatrzone w  odpow iedn i ty tu ł.

P odp isy  i ob ja śn ien ia  pod  ry su n k a m i i sch em atam i pow inny  być 
do łączone n a  oddzielnej k a rtc e . O znaczenia, k tó ry ch  n ie  m ożna nap isać  
n a  m aszynie , na leży  w y raźn ie  nan ieść  czarn y m  tuszem . W fo to g ra fia ch  
i w y k re sach  należy  oznaczyć ,,gó rę” i „dół” .

L ite ra tu ra . W ykaz l i te ra tu ry  n a leży  w yp isać  oddzieln ie, n a  o sta tn ich  
s tro n ach  m aszynop isu , w  a lfab e ty czn e j ko lejności nazw isk  au to rów .
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Post. Blochem. 16, 319—345 (1970)

TAD EU SZ BAR AN O W SK I*

Zależność między budową a funkcją białek**

Relation between the Protein Structure and Function

T he p re s e n t s ta te  of re s e a rc h  on co n fo rm a tio n a l changes of p ro te in  m olecu les 
in  fu n c tio n  an d  th e ir  s t ru c tu ra l  h e te ro g en e ity  is rev iew ed .

W struk tu rze  wielu cząsteczek białkowych zaw arta jest inform acja
o ich funkcji. Przyjęło się naw et pojęcie „białka inform acyjne”. W użyciu 
jest również pojęcie „białka regulatorow e”. Dotyczy ono enzymów, k tó ­
rych aktywność katalityczna jest zmieniana przez dołączanie wiązaniem 
niekow alencyjnym  różnych ligandów, m ających charakter substratów , 
aktyw atorów  lub inhibitorów. Czynniki regulujące nazywam y najogólniej 
efektoram i lub m odyfikatoram i. Będąc m ałym i cząsteczkami lub jonam i 
w pływ ają one na proces katalizy biologicznej, same nie ulegając zmianoin 
chemicznym.

Regulacja funkcji katalitycznej cząsteczki białkowej pod wpływem mo­
dyfikatorów  nazywa się efektem  allosterycznym . Polega ona na induko­
waniu zmian konform acyjnych w cząsteczce enzymu. Zbadanie efektu 
allosterycznego i stw ierdzenie jego powszechności utrw aliło  pogląd, że 
funkcja katalityczna cząsteczki białkowej w ynika z jej konform acji i że 
sam akt katalizy przebiega ze zmianami konform acyjnym i.

Przez konform ację w ogólnym ujęciu rozum iem y przestrzenny układ 
atomów w cząsteczce białkowej. Zm iany konform acyjne oznaczają od­
chylenia od średnich pozycji jąder atomowych wywołane bez naruszenia 
wiązań kowalencyjnych. Jeżeli substra t wiąże się z enzymem tworząc 
kompleks enzym -substrat, to towarzyszą tem u określone i swoiste zmiany 
w konform acji enzymu i substratu . Jest to podstawowe założenie hipo­
tezy wzbudzonego dopasowania (ang. induced f i t ) K o s h l a n d a  (21, 22). 
Zakłada ona, że m ałe cząsteczki indukują w enzymie zmiany konform a-

* P ro f. d r, K a te d ra  C hem ii F izjo log icznej A kadem ii M edycznej, W rocław
** R e fe ra t w ygłoszony na  Z jeździe  Po lsk iego  T o w arzy stw a  B iochem icznego, 

W rocław , 18—23 w rześn ia  1969
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320 T. B A R A N O W S K I Г2]

cyjne, w yw ołują określoną orientację grup chemicznych uczestniczących 
bezpośrednio w katalizie oraz stw arzają, o ile są substratam i, odpowied­
nie dopasowanie przestrzenne centrum  katalitycznego. Rozległe badania 
przeprowadzone w ostatnim  10-leciu na wielu enzymach potw ierdziły tę 
fundam entalną tezę. Z funkcją katalityczną związane są zmiany konfor- 
m acyjne, które dają się bezpośrednio w ykryw ać nowoczesnymi m etodam i 
fizykochemicznymi: pom iaram i własności hydrodynam icznych, dyfrakcji 
rentgenowskiej, dyspersji skręcalności i dichroizmu kołowego, widm 
jądrowego rezonansu magnetycznego, a naw et pom iaram i obrazów elek- 
tronooptycznych. Zm iany konform acyjne są odwracalne w cyklu ka ta ­
litycznym, pow tarzają się z określoną przez w arunki otoczenia częstotli­
wością, cząsteczka enzymu jak  gdyby pulsuje lub przedstaw iając obra­
zowo oddycha.

Nowoczesna technika badania zmian konform acyjnych wyzwoliła la ­
winę prac nad zmianam i s tru k tu ry  cząsteczek białkowych związanymi 
z ich funkcją. W m iarę rozwoju tych badań zaczyna się rysować unita- 
rystyczny obraz związku między s tru k tu rą  i funkcją. W ydaje się bardzo 
prawdopodobne, że wiele zjawisk biologicznych związanych z funkcją 
białek jak  kataliza biologiczna, przepuszczalność błon komórkowych, m e­
chanizm odporności, krzepnienia krwi, przenoszenia energii, przenoszenia 
bodźców nerw owych i inne, polega na określonych, uw arunkow anych 
przez środowisko tranzycjach konform acyjnych, to jest odwracalnych 
zmianach s tru k tu ry  wielkocząsteczek.

Największy postęp w zrozumieniu zmian konform acyjnych dokonał się 
w biologii m olekularnej enzymów. R zutuje on na postęp w zrozumieniu 
funkcji pozostałych białek i dlatego skupię uwagę na roli konform acji 
cząsteczek białkowych w mechanizmie katalizy, ograniczając się do w y­
branych aspektów tego zagadnienia. Zajmiem y się więc absolutną s tru k ­
tu rą  niektórych enzymów w akcji katalitycznej, zmianami konform acyj- 
nym i enzymów, związanymi z allosteryczną regulacją ich aktyw ności oraz 
heterogennością s truk tu ra lną  enzymów. W tym  zakresie postęp biologii 
m olekularnej jest najw iększy i najszerzej otw iera nowe perspektyw y.

Poznanie roli s tru k tu ry  w rozw ijaniu funkcji katalitycznej polega na 
identyfikacji grup chemicznych biorących bezpośredni udział w wiązaniu 
substratu  i rozszczepianiu wiązania chemicznego, poprzez chemiczną mo­
dyfikację tych grup i badanie kinetyki reakcji katalizowanej. In te rp re ­
tacja tych danych dostarczyła ogólnych pojęć o budowie centrów  ka ta ­
litycznych i regulatorow ych w enzymie. Niezbędnym jednak w arunkiem  
pełnego poznania mechanizm u katalizy biologicznej jest określenie rze­
czywistej s tru k tu ry  enzymu, to jest położenia przestrzennego wszystkich 
atomów w cząsteczce z dokładnością bliską odstępom międzyatomowym. 
Oprócz istotnego dla wiązania i przekształcania substratu  s tru k tu ry  cent­
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[3] B U D O W A  A  F U N K C JA  B IA ŁE K 321

rum  katalitycznego równie istotną i niezbędną jest s tru k tu ra  pozostałej 
części cząsteczki białkowej. Do jej poznania zbliżyły nas badania krystalo­
graficzne z ostatnich lat. Analiza dyfrakcyjna kryształów  enzymów w róż­
nych fazach czynności katalitycznej w ykryw a zmiany konform acyjne z nią 
związane i jednoznacznie określa s truk tu rę  cząsteczki utrw aloną w sieci 
krystalicznej. W yznaczyć miejsce wiązania substratu  można metodą róż­
nicowej analizy Fourriera, jeżeli uda się wdyfundować do kryształu en­
zymu substra t lub inhibitor bez naruszenia sieci krystalicznej. Takie ba­
dania zostały przeprowadzone przez P  h i 11 i p s a i wsp. (4, 5, 40) na 
krystalicznym  lizozymie i jego kom pleksach z inhibitoram i i dały realną 
podstawę m olekularnej teorii działania enzymów. Do tej pory osiem enzy­
mów oraz mioglobinę określono struk tu ra ln ie  z dokładnością do odstępów 
m iędzyatomowych (2— 2,8A), a 10 dalszych z rozdzielczością 4—5A. Abso­
lutne stru k tu ry  wyznaczono dla enzymów zawierających od 124 (rybo- 
nukleaza) do 307 (karboksypeptydaza) reszt aminokwasowych w pojedyn­
czym łańcuchu peptydowym . Enzymy te praw ie wyłącznie są hydrolazam i 
(peptydowymi lub glikozydowymi).

Lizozym jest szczególnie dogodnym obiektem  dla studiów nad kata­
lizą biologiczną, gdyż zawiera tylko jeden łańcuch peptydow y złożony 
z 129 reszt aminokwasowych, nie ma grup prostetycznych i nie wymaga 
m etalu lub kofaktorów dla aktywności. Jego swoistość substratow a i funk­
cja katalityczna zależą wyłącznie od przestrzennego układu reszt amino­
kwasowych. Enzym hydrolizuje polim ery naprzem iennie występujących 
reszt kwasu N-acetylom uram inowego (AcNHMur) i N-acetyloglukozo- 
am iny (AcNHGlk), rozszczepiając wiązanie (3-glikozydowe na Cx AcNHMur 
(schemat 1).

kwas N-acetylomuraminowy N-acetyloglukozoamina

(AcNHMur) (ACNHGlk) AcNHM ur AcNHG lk

Schem at 1. M iejsca d z ia łan ia  lizozym u n a  su b s tra t

Konform acja enzymu w ynika z s tru k tu ry  pierwszorzędowej, tj. sek­
wencji aminokwasów, gdyż można rozwinąć łańcuch peptydow y i z powro­
tem sfałdować, przy czym odtwarza się jedyna konform acja, właściwa dla 
czynnego enzymu. Analiza dyfrakcyjna wykazała, że cząsteczka ma bu­
dowę spoistą, a to dzięki skupieniu grup hydrofobowych w środku czą­
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322 T. B A R A N O W SK I

steczki i wystaw ieniu grup hydrofilow ych na zewnątrz, w kierunku płasz­
cza wodnego. Pom iary prom ieni zasięgu sił van der W aalsa w środowisku 
hydrofobowym  wskazały, że podczas zwijania się łańcucha peptydow e- 
go nie ma w niej wolnego m iejsca i że woda musi być ze środka cząsteczki 
wypchnięta. Przez cząsteczkę enzymu przebiega sym etrycznie głęboka 
szczelina, którą zidentyfikowano jako miejsce wiązania substratu. W tym  
samym  miejscu znajduje się również centrum  katalityczne. Szczelina jest 
wyścielona (schemat 2) z jednej strony resztam i aminokwasowymi o łańcu­
chach hydrofobowych, z drugiej o łańcuchach hydrofilowych. Związaniu 
substratu  towarzyszy zwężenie się szczeliny, czego wyrazem  jest, między 
innymi, przesunięcie się T ry  62 o około 3/4A.

Schem at 2. A m inokw asy  w  cen tru m  k a ta lity czn y m  lizozym u (24)

Związanie substra tu  odbywa się przy udziale sił van der W aalsa w kon­
takcie z Try 62, Try 63 i T ry 108, natom iast rozszczepienie wiązania gli- 
kozydowego w substracie (AcNHMur-AcNHGlk) wym aga zbliżenia się do 
wiązania dwóch grup karboksylowych (schemat 3), położonych w głębi 
szczeliny, a należących do Glu 35 i Asp 52. Miejsce to zostało przestrzen­
nie dokładnie określone i jest jednym  z 6 miejsc wiążących odcinek łań­
cucha substratu , obejm ujący 6 reszt cukrowych (oznaczonych A—F na 
schemacie 2).

W akcie katalizy zasługują na uwagę dwa efekty konform acyjne. 
Pierw szym  jest powstanie w skutek działania substra tu  na enzym lokal­
nego środowiska skupionych reszt hydrofobowych o niskiej stałej die­
lektrycznej po jednej stronie szczeliny, a reszt hydrofilow ych o w y­
sokiej stałej dielektrycznej po drugiej jej stronie. Drugą istotną zmianą 
jest równoczesna zmiana konform acji substratu. Pod wpływem  kontaktu
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[5] B U D O W A  A  F U N K C JA  B IA Ł E K 323

z aktyw nym  miejscem enzymu kwas N-acetylom uram inowy, znajdujący 
się w przylegającym  odcinku polim eru AcNHMur-AcNHGlk, zmienia swo­
ją  norm alną konfigurację krzesełkową na napiętą półkrzesełkową, w której 
C6 zajm uje pozycję osiową, a Cb C2, C5 i tlen m ostka tw orzą praw ie 
płaski pierścień. Substrat w form ie napiętej jest ściśle dostosowany do 
szczeliny. W szelkie odchylenia od konform acji wiązanego ligandu, np. 
w skutek m odyfikacji jego budowy powodują inhibicję. Ułożenie prze­
strzenne grup chemicznych enzymu biorących bezpośredni udział w ka­
talizie pozwala zakładać, że wiązanie glikozydowe ulega rozszczepieniu 
przez zgrane współdziałanie dwóch grup karboksylowych, znajdujących 
się w różnych mikrośrodowiskach. Jedna z nich, należąca do Glu 35, jest 
dawcą protonu, z którego tworzy się w połączeniu z tlenem  m ostka g ru ­
pa hydroksylowa, druga, pochodząca z Asp 52, silnie zjonizowana, s ta ­
bilizuje pow stały ładunek dodatni. Następstwem  takiego układu jest roz­
bicie wiązania glikozydowego z udziałem cząsteczki wody (schemat 3). 
Mechanizm ten jest analogiczny do nieenzym atycznej hydrolizy przez 
kwas.

Konform acja krystalicznego lizozymu i jej zmiany w akcji katalitycz­
nej potw ierdziły założenie hipotezy K o s h l a n d a .  Istnienie zmian kon- 
form acyjnych, zarówno centrum  katalitycznego jak  i substra tu  i wzajem ne 
dopasowanie się przestrzenne w ykryto za pomocą analizy dyfrakcyjnej we 
wszystkich dotychczas zbadanych enzymach.

W rybonukleazie A, której s tru k tu rę  oznaczyli K a r t h a ,  B e l l o  
i H a r  k e r  (19), oraz w rybonukleazie S, zbadanej przez W y c k o f f a  
i wsp. (55), stw ierdzono również obecność głębokiej szczeliny przecina­
jącej cząsteczkę enzymu sym etrycznego kształtu. Szczelina ta jest w y­
ścielona resztam i arginylowym i i lizylowymi. Wiążą one siłami elektro­
statycznym i ujem nie naładow ane grupy fosforanowe substratu, którym  
jest RNA. C entrum  katalityczne, które określono na podstawie pozycji 
przestrzennej związanego z nim  inhibitorowego analogu substra tu  (2\ 
З’-cykliczny UMP), tw orzy His 12, His 119 oraz Liz 41. Przypuszcza się, że 
tak  zbudowane środowisko stw arza w arunki dla ogólnej katalizy zasado­
wej. Istotny dla aktyw ności rybonukleazy jest S-peptyd, utworzony przez 
20 aminokwasów od N-końca łańcucha peptydowego, zwinięty w a-spiralę. 
Tę konfigurację przy jm uje S-peptyd tylko wtedy, kiedy jest częścią 
składową enzymu, po oddzieleniu przyjm uje w roztworze inną konfigu­
rację (chaotycznego zwoju). W ynika z tego, że łańcuch peptydow y rybo­
nukleazy (124 reszty aminokwasowe) może zwinąć się tylko w jedną, 
specyficzną form ę przestrzenną, katalitycznie czynną. Fakt ten potw ier­
dzono ostatnio za pomocą syntezy chemicznej rybonukleazy A, dokonanej 
dwoma różnymi drogami (15, 18). Zarówno osobno syntetyzow any peptyd 
S po połączeniu z pozostałą częścią łańcucha peptydowego rybonukleazy
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Schem at 3. H ydro liza  w iązan ia  g likozydow ego p rzez  lizozym  (40)

jak  i liniowa sekwencja 124 aminokwasów zwinęły się w odpowiednich 
w arunkach dając sam orzutnie specyficzną i unikalną konfigurację aktyw ­
nego enzymu.

M olekularny mechanizm aktyw owania proenzym u określono za po­
mocą analizy dyfrakcyjnej krystalicznych chym otrypsyn i chym otryp- 
synogenu. S truk tu ra  a-chym otrypsyny została wyznaczona z rozdzielczoś­
cią 2A przez grupę В 1 o w a (29, 46) a chym otrypsynogen i pozostałe 
aktyw ne odmiany chym otrypsyny (л, o i y} przez К  r a u t a i wsp. (25) 
oraz M a t t h e w s a  i wsp. (28) z rozdzielczością 4— 5A.

A ktyw acja chym otrypsynogenu jest procesem chemicznym bardzo pro­
stym . Aby zamienić chym otrypsynogen, złożony z 245 reszt aminokwa- 
sowych, na aktyw ną chym otrypsynę wystarczy zhydrolizować trypsyną 
jedno wiązanie peptydowe położone między Arg 15 a Ileu 16 (35). Chymo- 
trypsyna usuwa następnie z dwóch odcinków łańcucha dwa dwupeptydy,
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przez co pow stają dalsze odm iany aktyw nej chym otrypsyny. a-Chymo- 
trypsyna składa się po takich przekształceniach z trzech nowopowstałych 
łańcuchów А, В i C, przy czym zostaje zachowana budowa przestrzenna 
cząsteczki odpowiadająca chymotrypsynogenowi. Trzy łańcuchy pepty- 
dowe pozostają utrw alone w pierw otnych konform acjach przez łączące je 
m ostki dwusiarczkowe.

S - S  (try)

Schem at 4. M odel a -ch y m o try p sy n y  (38)
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Diagram  struk tu ra lny  (schemat 4) przedstaw ia model a-chym otryp- 
syny opracowany przez grupę Blowa.

W m odelu tym, w którym  taśm a plastykowa przedstaw ia przebieg łań­
cucha peptydowego, zwraca uwagę zwartość s tru k tu ry  cząsteczki mimo 
praw ie zupełnego braku  uporządkow anych obszarów s tru k tu ry  drugo- 
rzędowej (a-spirala, P-sfałdowane warstw y). Spoistą budowę usztyw niają 
m ostki dwusiarczkowe między łańcucham i peptydowymi. Ciasne upako­
wanie łańcuchów peptydow ych w ynika ze skupienia znacznych ilości grup 
hydrofobowych we w nętrzu cząsteczki.

W szystkie grupy hydrofiłow e oprócz jednej są skierowane na zew nątrz 
do płaszcza wodnego. K onform acja chym otrypsynogenu różni się od kon­
form acji chym otrypsyn tylko w pozycji 2 aminokwasów. W chym otryp- 
synie dodatnio naładow ana grupa aminowa w Ileu 15 jest sparow ana 
z ujem nie naładow aną grupą karboksylową, należącą do Asp 194. Ich 
wzajem ne oddziaływanie powoduje wywinięcie pętli łańcucha peptydo­
wego i ukształtow anie płytkiej kieszonki na powierzchni cząsteczki enzy­
mu, w której odbywa się wiązanie i rozszczepianie substratu . Kieszonka 
ta jest wyścielona grupam i hydrofobowymi, które tworzą lokalny m ikro- 
ośrodek o niskiej stałej dielektrycznej. W chym otrypsynogenie Asp 194 
nie m ogłaby utrzym ać się w takim  środowisku i musi szukać kontaktu  
z wodą. Przesunięcie się tej reszty powoduje zakrycie przez grupę k a r­
boksylową grupy -OH w Ser 195. Aminokwas ten wraz z His 57 jest nie­
zbędny dla aktywności katalitycznej chym otrypsyn.

A ktyw acja chym otrypsynogenu polega zatem na wciągnięciu Asp 194 
w głąb kieszonki w skutek elektrostatycznego przyciągania przez grupę 
aminową Ileu 15, która tkwiąc na końcu uwolnionego przez aktyw ację 
łańcucha B, jak  zwolniona sprężyna przesunęła się do powstającej kie­
szonki i odsłoniła aktyw ne centrum . Zm iany konform acyjne, k tó re  to­
warzyszą aktyw acji chym otrypsynogenu, są niewielkie i raczej lokalne i to 
wyłącznie w struk tu rze  trzeciorzędowej. Mogą one być przykładem  akty­
wacji innych białek, które są prekursoram i form y funkcjonalnej, za czym 
przem aw ia np. brak większych zmian w konform acji fibrynogenu pod­
czas polim eryzacji na fibrynę (48).

Duże zmiany konform acyjne po związaniu substra tu  przez krystaliczną 
karboksypeptydazę ujaw niła analiza dyfrakcyjna, w ykonana przez Lips- 
comba i wsp. (26, 41) z rozdzielczością 2A. Model budowy enzymu przed­
staw ia schem at 5.

Centrum  aktyw ne znajduje się w głębokiej szczelinie, w której kon­
taktow e grupy chemiczne są przyciągane przez substra t i dociskają go do 
atom u cynku związanego koordynacyjnie z His 69, Glu 72 i Liz 196 (sche­
m at 6). Łańcuch boczny Tyr 248 wiąże się z grupą iminową peptydu 
użytego jako substra t (glicylofenyloalaniny). W ysuwająca się na kształt
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czułki Arg 145 wiąże C-końcową grupę karboksylową substratu , a Glu 
270 łączy się z jego wolną grupą aminową.

Końcowa C-karboksylowa grupa enzymu jest zabezpieczona przed sa- 
m ostraw ieniem  przez wiązanie solne z grupą guanidynową Arg 265. Na 
schemacie 7 pokazano co dzieje się z Tyr 248, gdy substra t znajdzie się 
w centrum  aktyw nym . G rupa hydroksylow a tyrozyny przesuw a się o oko­
ło 15A w k ierunku substratu , co z kolei powoduje rotację łańcucha bocz­
nego oraz przesunięcie sąsiadującego odcinka łańcucha peptydowego. 
Również grupa guanidynowa, należąca do Arg 145, przemieszcza się о 2A 
podczas wiązania grupy karboksylowej substratu .

Schem at 5. M odel k a rb o k sy p ep ty d azy  bez su b s tra tu  (38)
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Schem at 6. O ddzia ływ an ie  c en tru m  ak ty w n eg o  k a rb o k sy p ep ty d azy  z g licy lo feny lo -
a lan in ą

Schem at 7. M odel k a rb o k sy p ep ty d azy  w  obecności su b s tra tu  (38)
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W arunki przestrzenne dla związania substratu  w centrum  katalitycz­
nym  są w tym  w ypadku bardzo dokładnie sprecyzowane. Tyrozyloglicyna 
użyta jako substra t zamiast glicylotyrozyny nie jest w ogóle hydrolizo- 
wana przez karboksypeptydazę a rozkład tego peptydu wym agałby zu­
pełnie odmiennej s tru k tu ry  katalitycznego białka, właściwej chym otryp- 
synie.

Atom cynku nie wpływa na konform ację kieszonki katalitycznej, ale 
jest niezbędny dla rozbicia wiązania peptydowego substratu. Proponow a­
ny przez Lipscomba mechanizm katalizy zakłada w karboksypeptyda- 
zie jako centrum  katalityczne atom cynku, łańcuch boczny tyrozyny 
i grupę karboksylow ą z sąsiadującego z nią kwasu asparaginowego lub 
glutaminowego. G rupa karboksylowa działa tu  jako nukleofil i tworzy 
przejściowy bezwodnik z grupą karbonylową substratu , która zostaje przez 
cynk spolaryzowana. Równocześnie cynk powoduje właściwe zoriento­
w anie przestrzenne substratu . Ten w arunek topologiczny, k tóry  również 
i w przypadku działania lizozymu tak  drastycznie uzależnia aktywność 
enzymu, wydaje się podstawowym czynnikiem funkcji biologicznej każ­
dego enzymu. Dotyczy to również „honorowego enzym u”, jakim  jest mio- 
globina, w której wiązanie tlenu jest ściśle uzależnione od pozycji osi 
cząsteczki tlenu w stosunku do hemu.

Badania nad s tru k tu rą  krystalicznych enzymów dowiodły, że w łas­
ności katalityczne oraz swoistość substratow a w ynika z unikalnej dla 
danego białka konform acji centrum  katalitycznego oraz miejsca w iążą­
cego substrat. Własności katalityczne w arunkuje także duża część s tru k ­
tu ry  pierwszorzędowej. Możliwe są natom iast pewne genetyczne m ody­
fikacje s truk tu ry  pierwszorzędowej, które nie zm ieniają konform acji cen­
trum  katalitycznego i nie w pływ ają na ogólną konform ację cząsteczki. 
W miejscach odległych od centrum  aktywnego mogą występować fluk­
tuacje konform acyjne, przy czym zachowana jest niezm ieniona funkcja 
katalityczna. Istnienie odmian konform acyjnych tego samego enzymu 
stwierdzono na podstawie różnic we własnościach optycznych i hydrody­
namicznych przy tej samej aktywności katalitycznej i swoistości substra­
towej, na przykład w przypadku fosfoglukomutazy (10). Znaczenie takich 
izomerów łańcucha peptydowego, zwanych konform eram i, nie jest jesz­
cze jasne.

Wspólną i charakterystyczną cechą struk tu ra lną  dotychczas zbadanych 
enzymów jest istnienie niepolarnego środowiska w ew nątrz cząsteczki. Ś ro­
dowisko o niskiej stałej dielektrycznej ułatw ia oddziaływanie między ła­
dunkam i elektrycznym i, które są w nim wielokrotnie silniejsze niż w wo­
dzie. Może to być jeden z czynników współdziałających w obniżeniu ener­
gii aktyw acji substratu. Środowisko hydrofobowe może również spełniać 
rolę stereochemicznego mechanizmu chroniącego przed kontaktem  z wodą,
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jak  to m a miejsce w hemoglobinie, której żelazo m usiałoby ulec utlenieniu 
w kontakcie z wodą, gdyby nie chroniło je środowisko hydrofobowe.

Opisane zmiany absolutnej s tru k tu ry  enzymów są następstw em  oddzia­
ływ ania substra tu  na centrum  katalityczne i w pływu tego centrum  na 
konform ację substratu . Hipoteza Fischera o stosunku enzymu do substra­
tu typu zamek-klucz została jednoznacznie potwierdzona z tym, że nie 
chodzi tu  o stosunki przestrzenne statyczne lecz dynamiczne. Dopasowa­
nie substra tu  do enzymu jest indukowane i prowadzi do zniekształcenia 
względnie elektrycznego spolaryzowania substratu , które u łatw ia jego roz­
szczepienie. Są to s truk tu ra lne  w arunki aktu katalizy, k tóre są niezbęd­
nym  elem entem  w zrozum ieniu jego mechanizmu.

Istn ieją i innego rodzaju zmiany konform acyjne w enzymie niż w zbu­
dzone dopasowanie substra tu  i enzymu. Ogrom na większość enzymów jest 
obdarzona własnościami regulatorowym i, to jest zdolnością zmieniania 
aktywności katalitycznej przy udziale ligandów. Do ligandów zaliczamy 
małe cząsteczki lub jony, które łącząc się z białkiem  wiązaniem  niekowa- 
lencyjnym  w pływ ają na jego aktywność. Należą tu  substraty , aktyw atory  
i inhibitory enzymów. Nazwę efektora lub m odyfikatora dajem y m ałym  
cząsteczkom (ligandom), które w pływ ają na aktywność enzymatyczną, ale 
same nie ulegają przy tym  zmianom. Własności regulatorow e uzależnione 
od efektorów lub m odyfikatorów w ystępują w cząsteczkach białkowych 
złożonych z podjednostek i są związane z wew nątrzcząsteczkow ym i tran - 
zycjami konform acyjnym i.

Obserwacje nad wpływem  drobnych cząsteczek nie będących substra- 
tam i na aktywność enzymów zapoczątkowane zostały 10 la t tem u. W ro­
ku 1955 M o r a w i e c k i  (33) zauważył, że kinaza pirogronianow a jest 
ham owana przez produkt reakcji przez nią katalizowanej, tj. przez ATP. 
Jest to jedna z pierwszych obserwacji funkcji regulatorow ej. Zdolność ha­
m owania aktywności enzymu przez końcowe produkty  ciągów m etabolicz­
nych w ykryli w roku 1962 G e r h a r t  i P a r d e e  (13) na przykładzie 
transkarbam ylazy asparaginianowej. Udowodnili oni, że enzym m a odręb­
ne miejsce dla wiązania substratów , asparaginianu i karbam ylofosforanu, 
oraz odrębne miejsce regulatorowe, w którym  wiąże się inhibitor reakcji, 
CTP. Takie topologicznie różne od centrum  katalitycznego m iejsce enzy­
mu, które samo przez się nie m a własności katalitycznych, ale które w pły­
wa na funkcję centrum  katalitycznego, nazwano m iejscem  allosterycz- 
nym, a tego typu oddziaływanie efektem  allosterycznym .

M o n o d ,  C h a n g e u x  i J a c o b  (31) nazwali wszystkie ligandy 
działające na enzym w m iejscu innym niż miejsce wiązania substratu  
efektoram i allosterycznym i, a zmiany konform acji z tym  związane zjaw i­
skiem allosterycznym . K o s h l a n d  i N e e t  (24) wprowadzili term in: 
efekt allosteryczny. Substraty  mogą być allosterycznym i efektoram i w en­
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zymach złożonych z podjednostek (polimerycznych), jeżeli związanie 
pierwszej cząsteczki substra tu  zmienia reaktyw ność pozostałych podjed­
nostek w tw orzeniu kom pleksu enzym -substrat.

M o n o d ,  W y m a n  i C h a n g e u x  (32) opracowali model alloste- 
rycznej tranzycji, znany pod nazwą modelu M.W.C., k tóry  przyjęli jako 
podstawę teorii zjaw isk allosterycznych w enzymach polimerycznych. Jest 
to ogólna teoria wiążąca zmiany konform acyjne, w ynikające z oddziały­
wań między podjednostkam i enzymów polimerycznych, z aktywnością en­
zymów, ujm ow aną param etram i kinetycznym i. Model ten, chociaż nie je ­
dyny z opisanych, jest często przyjm ow any jako podstawa dla in te rp re ta ­
cji danych kinetycznych białek regulatorowych.

Zdolność regulow ania funkcji katalitycznej białek przez wiązanie li- 
gandów (efektorów, m odyfikatorów) w m iejscach allosterycznych jest 
własnością wielu enzymów, ogólnie klasyfikow anych jako enzymy alloste- 
ryczne. M echanizmy regulacyjne rozw inęły się w procesie ewolucji bioche­
micznej pod wpływem  zm ieniających się w arunków  środowiska. Możli­
wość strukturalnego dostosowania się organizmu do wykonyw ania funk­
cji m etabolicznych korzystnych dla przeżywania gatunku zadecydowała
o tym  kierunku ewolucji s tru k tu ry  enzymów.

W enzymach allosterycznych aktywność katalityczna i jej regulowanie 
są związane z m niej lub więcej w ybitnym i zmianami w s truk tu rze  czwar­
torzędowej. Podstaw ow ą zmianą jest asocjacja i dysocjacja protomerów, 
czyli s truk tu ra lnych  podjednostek cząsteczki, k tóra powoduje włączanie 
się i wyłączanie aktyw ności katalitycznej. Do tego dołączają się zmiany 
spowodowane regulacją allosteryczną, która wpływa na konform ację za­
równo czynnej jak  i nieczynnej form y enzymów.

W enzymach allosterycznych funkcje katalityczne i swoistość substra­
towa zależą od kooperacji między częściami różnych łańcuchów peptydo- 
wych. Model M.W.C. posłużył właśnie do obliczenia kinetyki takiej koope­
racji między podjednostkam i hemoglobiny, którą skonfrontowano z do­
świadczalnie oznaczoną kinetyką wiązania tlenu. Model M.W.C. zakłada 
silne pozytyw ne oddziaływanie m iędzy sąsiadującym i podjednostkam i, 
które po związaniu ligandów ulegają zmianom konform acyjnym , przebie­
gającym  w sposób zgrany. Efektor hom otropowy wpływa na wiązanie 
tego samego ligandu, albo na aktywność enzymu w innym  miejscu, efek­
tor heterotropow y w pływ a na miejsca wiążące inny ligand. Efekt koope- 
ratywności w yraża się zwiększeniem szybkości wiązania i reakcji w m iej­
scu odrębnym  od m iejsca związania efektora, podczas gdy ich zmniejsze­
nie oznacza negatyw ne oddziaływanie. Model M.W.C. oparty jest o zasadę 
sym etrii. W enzymie polim erycznym  wszystkie m onom ery znajdują się 
albo w stanie R (z m niejszą stałą dysocjacji K R) albo w stanie T (z dużą 
stałą K T). Oznacza to, że tranzycja n m onomer -> oligom ern jest zupeł­
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na i nie w ystępują form y mieszane stanów konform acyjnych. Znanym  
efektem  kinetycznym  takiego założenia jest esowata krzyw a tworzenia 
kompleksu enzym -substrat przy nasycaniu ligandem.

Bardziej ogólnie ujm uje zjawiska allosteryczne model K o s h l a n d a ,  
N e m e t h y  i F i l m e r a  (23), k tóry  dopuszcza szerszy zakres oddziały­
wań między pod jednostkam i (monomerami), od silnie pozytywnych, czyli 
przyciągających, do silnie negatyw nych, czyli odpychających. To ostatnie 
oznacza, że jedna z podjednostek może ulec zmianie konform acji bez 
w pływu na sąsiednią, podczas gdy pozytyw na kooperacja oznacza, że do­
łączenie ligandu do pierwszej podjednostki ułatw ia przyłączenie go przez 
następne.

Przykłady obu typów oddziaływania w ynikających z wiązania ligan- 
dów z teoretycznym i modelami są znane. Pozytyw na kooperatywność 
w ystępuje między łańcucham i a i (i hemoglobiny, co w yraża się w ystąpie­
niem  takich własności, których nie w ykazuje pojedynczy łańcuch a lub 
(36) ani analogicznie zbudowana mioglobina (esowata krzyw a nasycenia 
tlenem, efekt Bohra, własności hydrodynam iczne, własności imm unolo­
giczne). Pojedyncze łańcuchy nie w ykazują efektu Bohra, m ają większe 
powinowactwo do ligandów niż hemoglobina, reagują szybciej z Uganda­
mi, ale oddysocjowują je z szybkością podobną do hemoglobiny i nie w y­
kazują oddziaływań między grupam i hemowymi. Konform acje hemoglo­
biny przed i po związaniu ligandu (oksyhemoglobina) są uderzająco różne 
i przesunięcia między pod jednostkam i sięgają kilkunastu  A. W yrazem róż­
nic konform acyjnych są różne form y krystaliczne, k tóre mogą współistnieć 
tylko przy jedynej wartości parcjalnego ciśnienia tlenu.

Przykładem  negatyw nej kooperatywności jest dehydrogenaza aldehydu 
3-fosfoglicerynowego z mięśni króliczych, złożona z 4 podjednostek. Pod­
czas dołączania koenzymu (NAD) pierwsza z 4 wiążących się cząsteczek 
NAD dołącza się szybciej niż następne. Zjawisko kooperatywności pozy­
tywnej lub negatyw nej w enzymach allosterycznych może mieć istotne 
znaczenie w regulacji metabolizmu. Pozytyw na kooperacja uczula niektóre 
enzymy biorące udział w przem ianach na zmieniające się w arunki otocze­
nia, negatyw na zaś czyni je mniej wrażliwymi.

Oddziaływania między protom eram i, które są następstw em  wiązania 
ligandów w miejscach allosterycznych, powodują zmiany w struk turze  
czwartorzędowej, dające się w ykryć m etodam i hydrodynam icznym i, w id­
mowymi i elektronooptycznym i. Aby te zmiany dały się interpretow ać 
param etam i struk tura lnym i niezbędna jest znajomość absolutnej s tru k tu ­
ry cząsteczek w różnych stanach allosterycznych. W ich braku trzeba po­
sługiwać się kinetyczną analizą oddziaływań między podjednostkami. Stąd 
zrodziło się zastosowanie techniki pomiarów czasu relaksacji po skoku 
tem peraturow ym , k tóry  zmienia stan równowagi układu protom erów
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w oligomerze. Pomocne są również teoretyczne opracowania modeli takich 
układów  i porównywanie funkcji stanu dla nich wyznaczonych z doświad­
czalnymi funkcjam i zależności aktywności enzymu o danej konform acji 
i w  określonych w arunkach środowiska.

Efekt allosteryczny i własności kooperatyw ne w ystępują we w szyst­
kich białkach oligomerycznych (złożonych z podjednostek). Zm iana kon­
form acji (tranzycja) indukuje się w miejscu allosterycznym  pod wpływem  
związania m odyfikatora (ligandu) i zachodzi zgodnie z mechanizmem 
wzbudzonego dopasowania Koshlanda. M odyfikator przyłącza się w m iej­
scu allosterycznym  albo obok m iejsca aktywnego. Zm iana wyw ołana 
w miejscu allosterycznym  udziela się m iejscu katalitycznem u, które może 
znajdować się w tej samej lub w odrębnej podjednostce. Przykładem  tej 
drugiej możliwości jest transkarbam ylaza asparaginianowa, którą można 
zdysocjować na łańcuchy peptydow e dwojakiego typu. Jeden z nich zawie­
ra  miejsce katalityczne, drugi miejsce wiążące allosteryczny inhibitor 
(CTP), ale pozbawione własności katalitycznych. Cząsteczka enzymu skła­
da się (52) z 6 par łańcuchów peptydowych, każda para  zawiera jeden łań­
cuch — regulacyjny R i jeden katalityczny — C, z dwoma miejscami w ią­
zania substratów  (asparaginianu i karbam ylofosforanu).

Oddziaływania między podjednostkam i mogą wpływać również na 
swoistość substratow ą. Przykładem  jest dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo- 
glicerynowego z m ięśni królika (17), k tóra w pH 7 tw orzy odwracalnie 
układ równowagowy dim er-tetram er. Enzym w ykazuje kilka swoistości 
katalitycznych: dehydrogenazową, transferazow ą i esterazową. Tylko te- 
tram eryczna form a enzymu jest aktyw na jako dehydrogenaza, natom iast 
aktywność esterazową w ykazują zarówno dim eryczna jak  tetram eryczna 
form a enzymu. NAD łącznie z fosforanem  przesuw a równowagę układu 
w kierunku tetram eru , ale żaden z tych ligandów z osobna nie działa.

W yjaśnienie związku m iędzy konform acją a funkcją białek oligome­
rycznych stanow i znacznie trudniejszy problem  niż w przypadku enzy­
mów, których funkcja jest zaw arta w pojedynczym  łańcuchu peptydo- 
wym. Na razie o trzym uje się inform acje o zmianach s tru k tu ry  czwarto­
rzędowej białek regulatorow ych w akcji na drodze pośredniej, głównie 
przez pom iary kinetyki wiązania ligandów i tranzycji m iędzy różnym i 
stanam i allosterycznym i. W achlarz-wielkości zmian konform acyjnych jest 
bardzo szeroki. Czasem cząsteczki enzym u w akcji tak  znacznie zmieniają 
konform ację, że można to zauważyć, a naw et zmierzyć w mikroskopie 
elektronow ym  zmiany wym iarów cząsteczki pod w pływem  wiązania mo­
dyfikatora. Przykładem  jest syntetaza cytrynianow a z gram ujem nych 
bakterii (42). Enzym należy do białek allosterycznych i jest silnie ham o­
w any przez zred. NAD — produkt cyklu kwasu cytrynowego. Cząsteczka
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enzymu składa się z 3 podjednostek i m a w ym iary 107 X 107 X 52 A. Po. 
dołączeniu w m iejscu allosterycznym  zred. NAD w ym iary cząsteczki w y­
noszą 96 X 137 X 62 A. Jeżeli odczula się miejsce allosteryczne (np. p-chlo- 
rortęciobenzoesanem) albo podziała m odyfikatorem  (AMP) cząsteczka 
przyjm uje pierw otne wym iary.

Przykładem  złożoności zmian konform acyjnych jest syntetaza gluta- 
m inianowa z E. coli (45, 51). Enzym ten jest w rażliw y na allosteryczne 
ham owania przez co najm niej 8 różnych metabolitów, znajdujących się na 
torach przem iany glutam iny. Cząsteczka enzymu składa się z 12 podjedno­
stek, o masie 50 000 każda, ułożonych w dwie heksagonalne w arstw y na 
siebie nałożone. Form a rodzima, k tóra jest katalitycznie czynna, m a bu­
dowę bardziej spoistą (sztywną), jest kulista i zawiera Mn2 ł. Usunięcie 
tego jonu znosi aktywność enzymu co jest połączone z utw orzeniem  bar­
dziej rozluźnionej form y i bardziej asym etrycznej cząsteczki. Form a roz­
luźniona, nieaktyw na, reaguje z odczynnikami na wolne grupy -SH i roz­
pada się pod wpływem  łagodnych czynników denaturujących.

W idma różnicowe w ykazują, że podczas inaktyw acji enzymu 12—24 
reszt tyrozyny i tryp tofanu  przechodzi z ośrodka niepolarnego do bardziej 
polarnego. Dodanie jonu m etalu dwuwartościowego odwraca bieg zmian 
i reak tyw uje form ę rozluźnioną na sztywną. Nie tłum aczy się to w tym  
w ypadku oddziaływaniem między podjednostkam i, ale niezależnym  wią­
zaniem jonów przez 12 niezależnych protomerów.

Każdy z protom erów ma odrębne miejsce wiązania dla każdego z 8 
m etabolicznych inhibitorów. Skomplikowaną regulację aktyw ności synte- 
tazy glutam inianow ej zwiększa mechanizm dodatkowy, polegający na do­
łączeniu reszty adenylilowej (AMP) do każdego protom eru przez wiązanie 
kow alencyjne z grupą -OH tyrozyny (16). Dołączanie AMP katalizuje od­
rębny układ enzymatyczny, również podlegający regulacji przez m etabo­
liczne efektory. Zm iany konform acyjne są regulowane przez ilość (0— 12) 
reszt AMP dołączonych do białka (11).

Olbrzym i m ateriał doświadczalny, opublikowany w ostatnich latach, 
dowodzi istnienia w ybitnych zmian konform acji enzymów po związaniu 
ligandów, oraz pod wpływem  modyfikatorów. Nawet związanie lekkich 
jonów jak  K + lub Na+ przez kinazę pirogronianową, w yw ołuje w yraźne 
zmiany konform acyjne (49). Enzym m a odrębne miejsce wiązania obu ro­
dzajów jonów, natom iast nie reaguje zmianami aktywności pod wpływem  
jonu NH^-

Jak  to zobrazowały powyższe przykłady, m olekularny mechanizm 
a ściślej w ew nątrzm olekularny mechanizm funkcji białek regulatorow ych 
jest bardzo złożony i bez w ątpienia jego poznanie będzie wym agało zba­
dania absolutnej konform acji poszczególnych form  enzymów allosterycz- 
nych, możliwego jedynie na drodze analizy dyfrakcyjnej. Dlatego charak­
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terystycznym  kierunkiem  współczesnych badań jest otrzym ywanie k ry ­
stalicznych enzymów, związanych z ligandam i i bez nich, nadających się 
do badań krystalograficznych. Takim okazał się np. sporządzony przez nas 
(2) holoenzym dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego z m ięśnia 
ludzkiego, na którym  oznaczono param etry  stru k tu ry  czwartorzędowej 
(14). Niezbędne okazało się jednak porównanie s tru k tu ry  holo- i apoen- 
zymu. Udało się otrzym ać krystaliczny apoenzym (3) o identycznej form ie 
krystalicznej, k tóry  zostanie w krótce poddany analizie dyfrakcyjnej. 
Można na podstawie tego oczekiwać, że wdyfundowanie NAD do kryształu 
nie spowoduje jego rozsadzenia, jak  to się nieraz obserw uje w przypadku 
dużych zmian w konform acji krystalicznego białka po w dyfundow aniu li- 
gandów.

Pom iary aktyw ności enzym atycznej, wykonane na kryształach enzy­
mów, wykazały, że zmiany konform acyjne są niezbędne dla aktywności 
katalitycznej. Jeżeli enzym zostaje skrystalizowany, to w dużym stopniu 
utrw ala  się pewna, określona konform acja cząsteczki. Ponieważ u trw ale­
nie s tru k tu ry  w sieci krystalicznej uniemożliwia lub u trudnia  fluktuacje 
konform acyjne, należy oczekiwać obniżenia Ѵщах w  porównaniu z enzy­
mem w roztworze. Jak  to wykazano na licznych przykładach szybkość 
m aksym alna reakcji rzeczywiście spada po skrystalizow aniu enzymu od 
kilkudziesięciu do kilku tysięcy razy, mimo prowadzenia reakcji enzym a­
tycznej w w arunkach elim inujących ograniczenie szybkości dyfuzji ligan- 
dów do w nętrza kryształu  (przez użycie m ałych kryształów).

Uderzającą własnością białek regulatorow ych jest ich wysoka w rażli­
wość na czynniki zewnętrzne, jak  stężenie i rodzaj jonów, zmiany pH, 
tem peraturę, różne m odyfikatory. W pływ środowiska wyraża się zmiana­
mi konform acyjnym i, co z kolei odbija się zarówno na Vmax jak  i K m. Stąd 
wynika potrzeba bardzo ścisłego precyzowania w arunków  pomiarów kine­
tycznych w badaniach nad enzymami, jeżeli wyniki m ają być porówny­
walne i właściwie interpretow ane. U stalenie jednoznacznych pojęć w za­
kresie regulacji allosterycznych jest również bardzo pożądane.

Allosteryczne konwersje, które leżą u podłoża różnych funkcji cząste­
czek białkowych, są obecnie często przedm iotem  opracowań teoretycznych 
na modelach, mniej lub bardziej skomplikowanych. Chodzi o wyznaczenie 
dla określonych typów  układów m onom er-polim er k inetyki konw ersji al- 
losterycznej, czasów relaksacji i funkcji wysycenia ligandami. W spomnia- 
ny poprzednio model M.W.C. stanowi układ najprostszy, złożony z jedna­
kowych podjednostek, w którym  m am y identyczne zmiany spowodowane 
przez ligandy we wszystkich monomerach. Ten, oparty o zasadę sym etrii 
model może być rozciągnięty w dw uw ym iarow ą m atrycę (błonę), jak  za­
proponowali C h a n g e u x ,  T h i e r y ,  T u n g  i K n i t t e l - ,  (7). Zaczęto 
również opracowywać funkcje dla czasu relaksacji i wysycania ligandami

2*
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dla modelu polim eryzującego różniącego się od m odelu M.W.C. tym, że 
m am y w nim przejście nie od stanu T0 (czynnego) do R0 (nieczynnego), 
ale ze stanu T0 do nR, gdzie n oznacza stopień spolim eryzowania proto- 
m erów modelu allosterycznego (9). Podjednostki w tym  modelu (protome- 
ry) m ają wysokie i swoiste powinowactwo wzajemne. W yraża się to obec­
nością powierzchni kontaktowych, poprzez które dochodzi do polim eryza­
cji, na przykład na zasadzie stosunku przestrzennego zamek-klucz, to jest 
lokalnych kom plem entarności konformacji. Taka kom plem entarność może 
być pom yślana na zasadzie kontaktu  grup hydrofobowych i to w jednym  
lub więcej m iejscach asocjacji protom erów. Obowiązują w tedy pewne 
praw idła geometryczne. Schemat 8 pokazuje, że stopień spolim eryzowania 
jest wyznaczony przez kąt między osią klucza i zamku w przypadku tylko 
dwóch miejsc wiążących. Gdy kąt jest 0° tw orzą się tylko dim ery, gdy 
90° — tetram ery. K ąt 120° dopuszcza powstawanie trim erów  a 60° heksa- 
merów. P rzy  kącie 180° powstaje liniowy układ o nieograniczonej dłu­
gości (błona). P rzykład  ten  ilustru je  jak czwartorzędowa budowa oligo­
m eru zależy od orientacji przestrzennej określonych grup wiążących.

Aby uzyskać efekty stereospecyficzne, m iejsca polim eryzujące muszą

Schem at 8. Z ależność budow y czw arto rzędow ej o ligom eru  od o rien tac ji p rzes trzen n e j
g ru p  w iążących  (9)

zawierać co najm niej 3 wiązania. W iązania te mogą być heterologiczne 
i izologiczne. Heterologiczne wiązanie może składać się z dawcy protonu 
i z różnego biorcy, np. ładunku ujem nego lub niesparowanego elektronu. 
Izologiczne wiązanie składa się z podobnych grup, które asocjują jak  np. 
reszty hydrofobowe aminokwasów. Aby para kom plem entarna działała na
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zasadzie klucza i zamku, jej m iejsce polim eryzacji m usi zawierać p rzynaj­
mniej jedno wiązanie heterologiczne.

Z charakteru  grup wiążących wynika, że ulegają one wpływom  róż­
nych czynników, jak  mocznika zrywającego wiązania wodorowe, wysokiej 
siły jonowej rozdzielającej ładunki przeciwnego znaku, lipidów rozluźnia­
jących wiązania wodorowe, zmian pH, które w ytw arzają ładunki. Rów­
nowaga m onomer-oligom er może być zatem  zależną od lokalnego w ystę­
powania tych czynników.

Model M.W.C. zakłada zryw anie i ponowne tworzenie się wiązań nie­
zbędnych dla allosterycznej tranzycji. Model polim eryzujący С z e r  1 i ń- 
s к i e g o (9) nie w ym aga tak  silnych oddziaływań wzajemnych. W ystarczy 
zmiana geometrii m iejsca polim eryzującego aby wywołać konw ersję allo- 
steryczną. Schematycznie taką tranzycję obrazuje schem at 9, na którym  
a i с oznacza klucz, zaś b i d  — zamek.

Zwiększenie odstępu m iędzy a i с lub między b i d  jest skojarzone z w y­
tw arzaniem  m iejsca dla ligandu F. Zm iana tego odstępu inicjuje zmiany 
we wszystkich protom erach, z których składa się oligomer. Jeżeli istnieją 
tylko dwie trw ałe  s tru k tu ry  protom erów, zmiana w jednym  musi spowo­
dować zmiany w pozostałych poprzez sprzężenie w miejscu polim eryzacji. 
Założenie tego modelu, że w układzie równowagowym mogą być obecne 
tylko monomery i n polimer, bez stopni pośrednich polimeryzacji, jest 
spełnione przy określonej charakterystyce kątowej powierzchni polim e­
ryzacji.

Rozważania modelowe uzupełniają badania struk tu ralne, w których 
dąży się do ustalenia liczby i wym iarów  kontaktów  między resztam i ami- 
nokwasowymi. Jest to konieczne dla wyboru między teoretycznie możli­
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wy mi mechanizm ami allosterycznej konw ersji w  białkach regulatoro­
wych.

Aby przykładem  objaśnić istotę zagadnienia zwróćmy się do oddziały­
wań typu van der W aalsa (w prom ieniu 4A) hem u w  hemoglobinie z kon­
taktow ym i resztam i aminokwasowymi (38). Takich kontaktów  w łańcuchu 
« i (5 jest 60 i wszystkie one nie podlegają gatunkow ym  zmianom, co w ska­
zuje na ich niezbędność funkcjonalną. Pow ierzchnie oddziaływania m ię­
dzy sąsiadującym i a i p podjednostkam i utw orzone są z 80 atomów kon­
taktow ych w przypadku pierwszego i 110 atom ów w przypadku drugiego 
łańcucha. Większość kontaktów  jest typu niepolarnego, a tylko kilka typu 
wiązania wodorowego. Chociaż mechanizm efektów kooperatyw nych w he­
moglobinie nie jest jeszcze zupełnie jasny, s tru k tu ra  kontaktów  m iędzy 
podjednostkam i i własności nieprawidłow ych hemoglobin wskazują, że 
funkcjonalną jednostką w allosterycznej konw ersji jest tetram er, a nie, 
jak  początkowo sądzono, a - (3 dim er (39). Dołączenie ligandu (02) do he­
m u powoduje obrót łańcucha a o 9,4°, a łańcucha |3 o 7,4° wokoło nieza­
leżnych osi, przy czym niektóre grupy chemiczne zm ieniają wzajem ne 
położenie w granicach do 14A (34).

Jak  rodzaj i rozm iary zmian konform acyjnych białek mogą tłum aczyć 
istotę katalizy biologicznej? W ydaje się, że jesteśm y nadal dalecy od jej 
w yjaśnienia, ale postęp na tej drodze jest obiecujący. C entralną pozycję 
tego zagadnienia zajęły oddziaływania między określonym i kom plem en­
tarnym i struk turam i chemicznymi. Małe cząsteczki o określonej s tru k tu ­
rze przestrzennej indukują przez swe zbliżenie zmiany konform acyjne 
w wielkocząsteczce białkowej. Zm iany te przez zgrane oddziaływanie 
stw arzają unikalne w arunki topologiczne dla danego kom pleksu enzym- 
substrat, tworząc układ bardziej uporządkowany. Zm iany entropii i swo­
bodnej energii, związane z lokalnym i zmianami konform acyjnym i, nabie­
ra ją  istotnego znaczenia. W yrazem tego jest pojawienie się poglądu, że 
enzymy przedstaw iają pewien rodzaj energetycznych transform atorów . 
W jaki sposób mogą one dostarczać lokalnie energii dla obniżenia energii 
aktyw acji substra tu  pozostaje do zbadania.

Mechanizm, w którym  enzym, jak  proponują autorzy, zamienia część 
energii elektrostatycznego wiązania substra tu  (kwasu asparaginowego) 
w energię mechanicznego aktu zbliżenia do siebie obu substratów  reakcji, 
przedstaw iają na przykładzie transkarbam ylazy asparaginianowej C o l ­
l i n s  i S t a r k  (8). Obrazuje go graficznie schem at 10.

Zagadnienie fluk tuacji s tru k tu ry  cząsteczki białkowej jest częścią szer­
szego problem u heterogenności budowy enzymów. W ażne miejsce we 
współczesnych badaniach enzymologicznych zajm uje rola m olekularnych 
odmian enzymów zwanych ogólnie izoenzymami. Istnienie takich form, 
różniących się s tru k tu rą  czwartorzędową, ale objaw iających ten sam typ
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Schem at 10. M odel m echan izm u  k a ta lizy  w  pod jednostce  k a ta lity czn e j tra n s k a rb a -
m ylazy  asp a rag in ian o w ej (8)

a — enzym z niedostępnym miejscem dla substratu (L-asparaginianu) ;b — związanie karbamylo- 
fosforanu (CAP) z równoczesną aktywacją grupy karbonylowej i niezakłóconym wiązaniem  
L-asparaginianu; с — niestały (wysokoenergetyczny) kompleks enzym-karbamylofosforan-aspa-

raginian; d — stan przejściowy
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aktyw ności katalitycznej, jest powszechną cechą organizacji kom órko­
wych, zaczynając od bakterii aż do najwyższych szczebli rozwoju filoge­
netycznego. Ich znaczenie obejm uje szereg aspektów funkcjonalnych, ge­
netycznych i struk turalnych . W ykryw anie i rozdział izoenzymów stał się 
możliwy, skoro ulepszyła się technika rozdziału białek o zbliżonej budowie. 
W ielki postęp przyniosła odznaczająca się wysoką rozdzielczością elektro­
foreza w żelach, zwłaszcza w żelu poliakrylam idowym , sączenie m oleku­
larne oraz rozdział w gradiencie pH. Dotychczasowe k ry te ria  jednorod­
ności preparatów  enzym atycznych okazały się niew ystarczające i wiele 
białek, uważanych dotąd za jednorodne, udało się dalej rozdzielić.

Istnienie w ielokrotnych form  enzymów u indywidualnego osobnika jest 
obecnie szeroko udokum entowane. M olekularna podstaw a tej mnogości 
form  enzymowych może być różnej natury . Mogą to być układy różnych 
łańcuchów polipeptydowych, zakodowanych przez geny, k tóre mogą być 
allelam i lub nie. Mogą to być polim ery różnej wielkości, i to hom opolimery 
albo heteropolim ery. Mogą występować odm iany zaw ierające łańcuchy 
w tórnie zmodyfikowane oraz białka o różnych konform acjach, w ynikają­
cych z perm utacji podjednostek, albo wykazujące zmienność s tru k tu r trze­
cio- i czwartorzędowej.

Izoenzymowe form y enzymów, mimo że katalizują tę samą reakcję, 
różnią się własnościami katalitycznym i, co prawdopodobnie dostosowuje 
ich funkcję do różnych potrzeb metabolicznych organizmu, czy to w zależ­
ności od lokalizacji enzymu w komórce, czy też od lokalizacji w różnych 
ciągach metabolicznych. Wiele danych kinetycznych w enzymologii w y­
m aga w związku z tym  rew izji i porównania własności indyw idualnych en­
zymów, jeżeli chce się zrozumieć ich właściwą funkcję.

Z wielu problem ów związanych z budową izoenzymów chciałbym  poru­
szyć tylko jeden, odnoszący się do s tru k tu ry  czwartorzędowej białek ka ta ­
litycznie czynnych. Przykładam i będą klasyczne już badania nad izoenzy- 
m am i dehydrogenazy mleczanowej (LD) oraz ostatnie osiągnięcia w dzie­
dzinie podjednostkowych s tru k tu r aldolazy fruktozodw ufosf orano wej 
z m ięśni (FDP-aldolaza).

Dehydrogenazą mleczanowa osocza krw i została rozdzielona na 5 izo­
enzymów w roku 1957 przez W i e l a n d a  i P f l e i d e r e r a  (53). Czą­
steczki enzymu składają się z 4 podjednostek (27). Izoenzymy są zbudowa­
ne z katalitycznie nieczynnych podjednostek dwojakiego rodzaju: typu H 
(sercowego) i typu M (mięśniowego), k tóre tw orzą 5 układów tetram erycz- 
nych: H4, H3M, H2M2, HM3 i M4. Jest to przykład m olekularnej hybrydy­
zacji z 3 form am i hybrydow ym i obok dwóch form  homomerycznych. 
W wielu pracach opisano występowanie układów izoenzymów LD w róż­
nych tkankach i różnych gatunkach zwierząt, stosunki ilościowe, w jakich 
w ystępują i przypuszczalną funkcję (piśmiennictwo patrz (27)).
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Opisany na przykładzie LD mechanizm łączenia podjednostek okazał 
się ogólną prawidłowością w budowie izoenzymów, które pow stają przez 
ich dysocjacje i rekom binacje. Niezależnie od tego, w układach złożonych 
z podjednostek istnieje zawsze możliwość funkcji regulatorow ej przez ich 
wzajem ne oddziaływanie. W ykazano to dla dehydrogenazy mleczanowej, 
która jest kontrolow ana przez m etabolity  cyklu kwasu cytrynowego (12) 
oraz m etabolit ciągu glikolitycznego, fruktozo-I,6-dw ufosforan (54).

Teoria budowy izoenzymów drogą asocjacji homo- i heterom erów  nie 
tłum aczy ostatnio poznanych faktów  w ystępowania więcej niż 5 odmian 
LD różniących się ruchliwością elektroforetyczną. Dalsze różnice to obec­
ność 7—8 N-końcowych aminokwasów oraz różny przebieg traw ienia 
trypsyną. O statnie badania (30) wyjaśniły, że rzeczywistą s truk tu ra lną  
podjednostką rekom binacyjną nie jest podjednostka H lub M o masie 
35 000 lecz podjednostka o masie dw ukrotnie mniejszej. Podjednostka H 
lub M może odwracalnie zdysocjować w chlorowodorku guanidyny w pH  
2, natom iast w pH 7 dysocjacja jest niekom pletna. Rzeczywistym mono­
m erem  w układzie izoenzymów LD jest więc pojedynczy łańcuch peptydo- 
wy, których m am y po dwa w każdym monomerze LD.

Te dane m ają istotne znaczenie dla powstawania i kształtow ania się 
profilów dystrybucyjnych izoenzymów LD a także innych enzymów. Za­
kładając istnienie 2 nieidentycznych łańcuchów peptydow ych w każdym  
protom erze H i M, otrzym uje się dla modelu, złożonego z mono-, di-, te ­
tra-, i oktamerów, a więc zupełnie symetrycznego, 165 możliwych kom bi­
nacji. Należy jednak oczekiwać, że oddziaływanie między m onomeram i 
może podlegać pew nym  ograniczeniom w ynikającym  z utrudnionych kon­
taktów  między pewnym i konform acjami. Um iarkowane stopnie restrykcji 
kom binacyjnych prowadzą do w ykryw ania 45, 15, a w skrajnym  w ypadku 
do 5 odmian, identyfikow anych jako prążki elektroforetyczne. Podobne 
wielokrotności w w ystępowaniu izoenzymów były obserwowane. Fakt, że 
w w arunkach fizjologicznych w ystępuje ograniczona liczba odmian prze­
m awia za tym, że mechanizm asocjacji m onomerów jest wysoko swoisty, 
a kombinacje niedozwolone pojaw iają się jedynie w w arunkach silnej de- 
naturacji. Odm iana pozornie jednoskładnikow a H4 nie jest struk tu ra ln ie  
jednorodna, o czym świadczy obserwacja, że z 8 łańcuchów peptydowych 
w niej zawartych, 4 są mniej podatne na traw ienie karboksypetydazą.

Podobna heterogenność populacji izoenzymowej w ystępuje w aldola- 
zach FDP różnych tkanek i na różnym  poziomie rozwoju filogenetycz­
nego zwierząt. Aldolaza klasy I, k tórą cechuje niezbędność lizyn}’- w m iej­
scu katalitycznym , a zbędność m etalu jako aktyw atora, w ystępuje 
w trzech m acierzystych odmianach struk tura lnych  układu tetram erycz- 
nego (43). Odmiana A jest głównym enzymem mięśniowym, odm iana В 
przeważa w tkance w ątrobow ej, a odmianę С wydzielono ostatnio z móz­
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gu (6, 37, 44). Te izoenzymy mają, jak  wykazały badania grupy R uttera 
(43), w których b rał udział Kochman, bardzo zbliżone własności m oleku­
larne, ale różnią się immunologicznie i m ają różny skład aminokwasowy. 
Różnią się także własnościami kinetycznym i jak  Vmax, K m oraz stosun­
kiem  aktyw ności w rozszczepianiu fruktozo-2,6-dwufosforanu i fruktozo- 
.2-fosforanu. Różne tkanki i gatunki zw ierząt zaw ierają różne garn itury  
izoenzymów aldolazy które pow stają z kom binacji dwóch rodzajów pod- 
jednostek (z 3 możliwych, А, В lub C). M acierzyste form y izoenzymów 
są tetram eram i identycznych podjednostek, np. aldolaza A z m ięśnia 
składa się z 4 podjednostek a czyli jest a4. Oprócz dwóch form  macie­
rzystych istnieją form y izoenzymowe hybrydow e np. a3b, a2b2 i ab3, gdzie 
a i b oznaczają podjednostki w odm ianach m acierzystych A i B. Izoenzy- 
m y aldolazy dają się łatwo w ykryw ać przez elektroforezę wyciągów tkan ­
kowych na paskach acetylocelulozy. Rysunki 1 i 2 ilu s tru ją  rozdział 

elektroforetyczny izoenzymów aldolazy oraz profile dystrybucyjne izo­
enzymów soczewki w różnych okresach rozwoju osobniczego (20).

S truk tu ra lna  jednorodność budowy m acierzystych form  izoenzymów 
aldolazy okazała się pozorną podobnie jak  w LD, gdy użyto techniki roz­
działu w gradiencie pH. Pozornie homogenna, krystaliczna aldolaza mięś­
niowa rozdzieliła się na 5 składników  (54). Niejednorodność budowy w y­
nika z istnienia dwóch rodzajów łańcuchów peptydow ych w pod jednostce 
(aj i a2 w a, bi i b2 w b itd.), k tórych kom binacje dają 5 dalszych układów 
tetram erycznych. Zakładając obecność 2 rodzajów łańcucha peptydowego 
w pod jednostce i 2 rodzaje podjednostek, m am y 9 m ożliwych układów 
tetram erycznych. W szystkie te odm iany aldolazy są aktyw ne katalitycz­
nie.

Podobną heterogenność budowy izoenzymów w ykryto tą  sam ą tech­
niką w  niektórych enzymach glikolitycznych (50). Fakty te obok przy­
puszczalnego znaczenia w zrozum ieniu fizjologicznej roli w ielokrotnych 
form m olekularnych enzymów m ają również wpływ  na m etodykę enzy- 
mologiczną. Jest oczywistym, że praw idłow e określenie budowy enzymu 
i wyznaczenie jego param etrów  katalitycznych m usi opierać się na bada­
niach rzeczywiście jednorodnej populacji cząsteczek.

W spółczesny stan wiedzy o budowie białek katalitycznie czynnych 
charakteryzuje  ogromna różnorodność s tru k tu r m olekularnych. Drugą, 
uderzającą cechą jest plastyczność tych s tru k tu r związana z oddziaływa­
niam i m iędzy podjednostkam i oraz w ew nątrz podjednostek m iędzy g ru­
pami chemicznym i tych samych lub sąsiadujących łańcuchów peptydo­
wych. Zjaw isku katalizy towarzyszą zmiany konform acyjne, spowodowa­
ne wzajem nym  oddziaływaniem  substra tu  i m iejsca aktyw nego oraz od­
działywaniem  m odyfikatorów  i m iejsc allosterycznych. Upraszczając za­
gadnienie można powiedzieć, że funkcja białek sprowadza się do oddzia-
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Rys. 1. E lek tro fo re ty czn y  rozdział h y ­
b rydów  a ldo lazy  A i С w  soczew ce 
szczura (20). N a jd a le j w  stro n ę  ka to d y  
w ęd ru je  a ldo laza  A, n a jd a le j w  stronę  

anody  — a ldo laza  С

Rys. 2. E lek tro fo re ty czn y  rozdział h y ­
b rydów  a ldo lazy  A i С w soczew ce 

k ró lik a  (20)
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ływ ań między subm olekularnym i struk tu ram i peptydowymi, które są 
w zajem nym i konform acyjnym i m odyfikatoram i. O funkcji decyduje 
s tru k tu ra  pierwszorzędowa, k tóra determ inuje, jaką, w określonych w a­
runkach  środowiskowych, unikalną konform ację przyjm ie cząsteczka b iał­
ka. Inform acja zaw arta w struk turze  pierwszorzędowej zostaje przetłum a­
czona na funkcję przez fluktuację konform acji.

Jak  widać z przytoczonych przykładów  związku m iędzy struk tu rą  
i funkcją białek śledzenie zmian konform acyjnych subtelnym i metodami 
fizykochem icznym i jest główną linią ataku współczesnej nauki na tajem ­
nicę zjawiska katalizy i innych biologicznych funkcji cząsteczek białko­
wych. Niezbędnym w arunkiem  powodzenia jest obecnie znajomość abso­
lu tnej s tru k tu ry  cząsteczki w różnych fazach funkcji, osiągalna jedynie 
na drodze analizy dyfrakcyjnej. Poznanie s tru k tu ry  coraz większej liczby 
krystalicznych białek daje właściwe podstaw y dla korelacji zmian w bu­
dowie z param etram i optycznym i i magnetycznego rezonansu jądrowego. 
Taki związek m iędzy trzeciorzędową budową a optyczną aktywnością n a j­
lepiej poznanych białek, mioglobiny, hemoglobiny i lizozymu, został w y­
znaczony i skonfrontow any z teoretycznym i założeniami aktywności 
optycznej (47). Jest to początek nowych dróg rozwoju badań nad białkami, 
k tóre napewno odsłonią wspaniałe praw idła funkcji m aterii żywej.
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LEO K AD IA K ŁYSZEJKO -STEFAN O W IC Z*, JAC E K  B A R T K O W IA K **

Biologiczna aktywność histonów 

The Biological Activity of Histones

T he a c tu a l v iew s on th e  in te rac tio n s  of h is tones w ith  ce rta in  com pounds, th e  
rev e rs ib le  m od ifica tions of th e ir  s tru c tu re  and  m etabo lism  and  bio logical a c tiv ity  
of th e se  p ro te in s  a re  p resen ted .

Na czoło zagadnień współczesnej biologii m olekularnej wysuwa się 
spraw a planowego przekazyw ania inform acji genetycznej zakodowanej 
w DNA, zapewniającego zróżnicowany rozwój kom órek w organizmie. 
Udział w ekspresji i w regulowaniu funkcji genów przypisuje się białkom 
powiązanym  z DNA, m iędzy innym i histonom. Od 20 lat nie udaje się od­
rzucić atrakcyjnego sloganu S t e d m a n ó w  (214): „histon — inhibitor 
genu”.

W edług D u l b e c c o  (54) jednak cząsteczka pretendująca do roli 
regulatora genowego winna być w ytw arzana przez gen i wykazywać spe­

cyficzność co do m iejsca działania na genie. Konieczna zatem  byłaby m no­
gość, różnorodność i specyficzność cząsteczek regulujących. Tymczasem 
niejednorodność histonów nie jest posunięta zbyt daleko a ich komórkowa 
i gatunkow a specyficzność iest wciąż kontrow ersyjna. Jedynie niski ciężar 
cząsteczkowy histonów a także ich ilościowy stosunek do jądrowego DNA, 
większy od jedności, przem aw iałby za udziałem tych białek w selektyw ­
nej regulacji aktyw ności genetycznej.

Szczególną uwagę zwraca się na interakcję histonów z DNA, a także 
na możliwości zmiany ich konform acji w sposób regulujący aktywność 
m atrycow ą DNA w kom pleksie nukleoproteidowym .

* Doc. d r, Z ak ład  B iochem ii O gólnej, U n iw e rsy te t Ł ódzki, Łódź
** M gr, Z ak ład  B iochem ii O gólnej, U n iw e rsy te t Łódzki, Łódź

W ykaz s tosow anych  sk ró tów : D N P — d ezoksy rybonuk leop ro te id , G A R  — h iston  
g licy n o w o -a rg in in o w y , N H  — nu k leo h isto n , P H A  — fito h em ag lu ty n in a .
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I. Nieenzymatyczne interakcje histonów

Mechanizm ham owania przez histony m atrycow ej aktyw ności DNA 
(por. poz. 116) sprowadza się najprawdopodobniej do ich in terakcji z kom ­
ponentam i chromosomów, a także różnym i substancjam i m etabolicznie 
czynnymi.

1. Interakcje h istonów  z DNA

J o h n s  (99) wykazał, że nie m a specyficznego oddziaływania różnych 
frakcji histonowych z określonym i odcinkami DNA, stw ierdził jednak, że 
najintensyw niej łączy się z DNA frakcja argininowa. Frakcja silnie lizy- 
nowa natom iast najsłabiej oddziaływująca z DNA, w ytrąca go całkowicie, 
dając produkt o najniższej w artości stosunku histon/DNA, w  porównaniu 
z innym i histonam i (tablica 1).

T a b l i c a  1

S to su n k i h iston /D N A  w  sz tucznych  n u k leo h is to n ach  o trzym anych  p rzez  d o d an ie  
DNA do n a d m ia ru  poszczególnych f r a k c ji h is tonow ych  (w g 99)

F rakcja h is tonow a S tosunek histon/D N A  
w  zrekonstruow anym  NH

F I 0,75
F2a 2,30
F2b 1,80
F3 1,80

Różnic w w ytrącaniu kompleksów DNA-histon przez poszczególne 
frakcje nie można wytłum aczyć różnicami w wielkości ładunku cząsteczek 
histonowych. Najprawdopodobniej decyduje tu  ilość aminokwasów zasa­
dowych dostępnych w sferycznej cząsteczce histonu dla połączeń elek tro­
statycznych z grupam i fosforanowymi DNA. To zgadzałoby się z p rzy­
pisyw aną histonowi lizynowemu rozciągniętą s tru k tu rą  oraz z w ystępo­
waniem  pętli hydrofobowych w łańcuchu polipeptydowym  frakcji F2a. 
Taką konform ację sugeruje też silne wiązanie się z histonem  F2a kw asu 
8-anilino-ftaleno-l-sulfonowego, oddziałującego z ugrupow aniam i hydro­
fobowymi (130).

Podczas odziaływania DNA z m ieszaniną frakcji F I i F3 najp ierw  
przyłącza się histon argininowy, jednak po ustaleniu się określonego sto­
sunku F3/DNA wzmaga się przyłączanie frakcji lizynowej (11).

J o h n s o n  i B r y a n  (102) stw ierdzili, że DNA unieruchom ione na
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kolumnach agarowych można „nasycić” zarówno frakcją lizynową jak 
i argininową, co wyklucza istnienie w DNA różnych obszarów specyficz­
nie oddziałujących z różnym i typam i histonów. W zrost siły jonowej i prze­
sunięcie w kierunku krańcowych wartości pH powodowały uwalnianie 
wszystkich frakcji histonowych, choć krzyw e dysocjacji wykazywały istot­
ne różnice. Identyczne wyniki doświadczeń z poli A i poli C, użytym i za­
m iast DNA, sugerują, że wiązania histon-DNA nie są specyficzne.

J o h n s  i F o r r e s t e r  (100) stwierdzili, że histon lizynowy FI 
dodany przy pH  7,0 do wodnego roztw oru DNA naw et w czterokrotnym  
nadm iarze nie strąca całości DNA. Największe w ytrącenie (65%) odpowia­
dało stosunkowi histon/DNA =  1,6. Natomiast w 0Д4М NaCl całkowite 
wytrącanie DNA osiągano już przy stosunku histon/DNA =  0,8, a w 0,7M 
MgCl2 — przy stosunku równym  0,4. A utorzy ci ustalili też, że pełne w y­
trącanie zachodzi przy niskich siłach jonowych a przekroczenie określonej 
wartości progowej NaCl wynoszącej 0,4— 0,5M powoduje dysocjację. Dane 
te  potw ierdzają wcześniejsze doniesienia (58) na ten tem at (rysunek 1).

Rys. 1. S e lek ty w n a  dysoc jac ja  fra k c ji h is tonow ych  z nuk leo h isto n u  k ie łków  grochu
I — histon silnie lizynowy (FI); Ila i Ilb — histony umiarkowanie lizynowe; (F2b i F2a2); III — 

histon argininowy (F3); IV — histon argininowy (F2al) (Wg 58)

W przypadku MgCl2 oddysocjowanie F I zachodzi w roztworach 0,08— 
0,2M. DNP w yekstrahow any 0,1M MgCl2 był już praw ie zupełnie pozba­
wiony frakcji lizynowej.

Analizy fizykochemiczne kompleksów DNA i histonu silnie lizynowego

3 Postępy Biochemii 3/70
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(159) wykazały, że histon ten lokalizuje się w szerokim rowku spirali DNA. 
W tymże rowku glikozylowanego T2 DNA umiejscowione są bowiem resz­
ty glikozylowe związane z 5-hydroksym etylocytozyną, a okazało się, że 
histon F I może obniżać poziom glikozylacji T2 DNA. W kom pleksach 
z F I DNA zachowuje konfigurację В i może wiązać aktynom ycynę D. 
Histon silnie lizynowy ma natom iast bardzo słabo zaznaczoną struk tu rę  
a-spirali. O 1 i n s (159) uważa, że współistnieją prawdopodobnie dwa ro­
dzaje cząsteczek rodzimego nukleohistonu. W pierwszym  z nich niezasa- 
dowe odcinki białka tworzą pętle, podczas gdy reszty zasadowe zobojęt­
n iają grupy fosforanowe DNA. W drugim  rodzaju histon jest rozciągnięty 
wzdłuż spirali DNA (około 12 skrętów) a w tedy około 75% reszt kwasu 
fosforowego nie ulega zobojętnieniu i może oddziaływać z innym i katio­
nami. Niepolarne fragm enty histonu w obu typach stru k tu ry  mogą reago­
wać z innymi związkami.

Równocześnie zaobserwowano jednak (25) u Planococcus citri, że eu- 
chrom atyna przyłącza około 3,5 raza więcej aktynom ycyny D niż hetero- 
chrom atyna, a usunięcie frakcji silnie lizynowej znacznie wzmaga p rzy­
łączanie antybiotyku do heterochrom atyny.

O decydującym  wpływie konform acji cząsteczki DNA na interakcję 
z histonem  świadczy obserwacja (45), że frakcja lizynowa w ytrącająca 
norm alnie 95°/o DNA, po ogrzaniu i gwałtownym  ochłodzeniu roztw oru 
DNA w ytrąca 68%, a przy powolnym oziębianiu podgrzewanych roztwo­
rów tylko 54ю/о DNA. Rozwinięcie spirali DNA osłabia zatem jego oddzia­
ływanie.

Ze względów metodologicznych interesujące są spostrzeżenia С o m - 
b a r d - V a n d e r p l a n c k e  i V e n d r e l y ’ e g o  (44). Stw ierdzili oni, 
że inkubacja dezoksyrybonukleoproteidu (DNP) ze znakowanym DNA 
(30 min., 4°) prowadziła do powstania kompleksów 3-krotnie bogatszych 
w DNA niż natu ralne DNP. Mogą też powstawać kom pleksy DNP z his­
tonem  2— 3 razy bogatsze w białko niż normalnie. Podobne efekty za­
obserwowali też L l o y d  i P e a c o c k e  (137) przy badaniu wpływu 
promieniowania у na dysocjację nukleohistonu (NH). W ydaje się, że wiąza­
nia w tej nadm olekularnej struk tu rze są innego typu niż wiązania typu 
soli. Tego typu reakcje w tórne należy brać pod uwagę analizując zjawis­
ka dysocjowania DNP na kom ponenty składowe.

N aturalny lub sztuczny NH z grasicy cielęcej dodany do roztw oru 
jednoimiennego histonu w 0Д5М NaCl łączy się z dw ukrotną ilością tego 
białka (histon F I przyłącza się najsłabiej), przy czym dodatkow y histon 
wiąże się z NH słabszymi siłami niż norm alne białko zasadowe, na jp raw ­
dopodobniej reagując z grupam i -COOH aminokwasów dw ukarboksylo- 
wych histonu rodzimego (179).
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2. Interakcje histonów  z RNA i białkam i kw aśnym i

Procesy represji i derepresji aktywności m atrycow ej DNA nie mogą 
być ograniczone jedynie do in terakcji DNA i histonów.

Już F r e n s t e r  (65) w swojej słynnej hipotezie roboczej z 1965 r. 
porów nując chrom atynę aktyw ną, tj. rozproszoną (euchromatynę) ze zbi­
tą  i reprym ow aną heterochrom atyną podkreślił, że różnią się one zawar­
tością jądrow ych polianionów innych od DNA.

A ktywna chrom atyna zawiera 2-krotnie więcej białka niehistonowe- 
go, 5-krotnie więcej RNA oraz fosfolipidów i niem al 4-krotnie więcej fos­
foru fosfoproteidów. Przew aga polianionów w eu‘chrom atynie sugeruje, 
że mogą one przeciwdziałać interakcji histon-DNA powodując odhamo- 
wanie m atrycow ej aktywności DNA. Szczególnie skutecznym  derepreso- 
rem  miał być specjalny jądrow y RNA sprzężony z histonem  (21, 66, 93, 
221), lub z jakim ś innym  białkiem (94). Ten RNA nazwany chromosomo­
w ym  jest uważany za niejednorodny, narządowo specyficzny i niemal 
powszechnie w ystępujący w jądrach komórkowych. Obecność jego stw ier­
dzono w kiełkach grochu (30), wątrobie szozura (21), embrionach kurczę­
cia (92), a także w grasicy cielęcej i komórkach guza puchlinowego 
u szczura (19).

Inni autorzy sugerowali udział w procesie derepresji jądrow ych fos­
foproteidów (10, 112, 113, 114, 128) lub białek kwaśnych (20, 175).

C h i p p e r f i e l d  (42) zaobserwował, że między DNA i białkiem 
kwaśnym  lub RNA istnieje współzawodnictwo o histon (całkowity oraz 
frakcje F3 i F2b ale nie o frakcje F I i F2a). *

W a n g  i J o h n s  (237) scharakteryzow ali bliżej interakcje między 
białkami histonowym i a kwaśnymi. Różne frakcje kwaśnych białek z wą­
troby  szczura tw orzyły nierozpuszczalne kompleksy z różnymi frakcjam i 
histonowym i (1-godzinna inkubacja w 4°, 0,05M bufor tris, pH 7,4) przy

białko kwaśne
czym ilość wytrąconego kompleksu zależała od s to su n k u ------ — — —-  •

histon
Gdy stosunek ten przekroczył wielkość progową (różną dla różnych typów 
kompleksów) rozpuszczalność kompleksu rosła. W zrost siły jonowej śro­
dowiska obniżał intensywność procesu w ytrącania. Zbliżone obserwacje 
poczynili M a r u s h i g e  i wsp. (143) dla in terakcji histonów z białkami 
niehistonowymi chromosomów w ątroby szczura. ^

Należy też podkreślić, że białka kwaśne działają antagonistycznie 
w stosunku do histonów w układzie polim erazy RNA (110, 224, 236). 
W a n g  (236) doniosła, że całkowite białko kwaśne z w ątroby szczura, 
a zwłaszcza pew na jego frakcja tw orzyły nierozpuszczalne kompleksy, 
najsilniej z histonem  F I a najsłabiej z F2b grasicy. Dodanie omawianej 
frakcji białka kwaśnego do układu polim erazy RNĄ z M. lysodeicticus,

4
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w którym  enzym był zahamowany przez frakcje histonowe, przyw racało 
syntezę RNA zależną od DNA. Efekt ten był najw iększy przy zaham owa­
niu polim erazy RNA przez histon argininowy (F3), a najsłabszy przy za­
hamowaniu przez histon silnie lizynowy (FI). Wang jest zdania, że p rzy­
wrócenie zahamowanej przez histony syntezy RNA, odznacza się pewną 
specyficznością i jest czymś więcej niż wynikiem  prostej in terakcji m ię­
dzy białkam i kwaśnym i i histonami.

K i n g  i wsp. (110) wykazali, że w tworzeniu nierozpuszczalnych kom­
pleksów histonów z białkam i kwaśnym i biorą udział zjonizowane e-ami- 
nowe grupy lizyny oraz grupy karboksylowe. Histony argininowe znacz­
nie łatwiej tw orzyły kompleksy niż histony silnie lizynowe, a całkowity 
histon powodował m aksym alne strącenie przy stosunku wagowym 
białko ̂ kwaśne 

histon
Interakcje histonów z kwasami nukleinowym i i białkam i można badać 

. również w nośnikach.
G u r v i c h  i wsp. (80, 81) badali oddziaływanie histonów z kwasami 

nukleinowym i oraz z białkam i surowicy m etodą dyfuzji w płytkach aga- 
rozowych, a G o r o d e c k y  i S i d o r  o v a (75) opracowali sposób okreś­
lania stopnia intensywności oddziaływania różnych typów histonów z biał­
kami surowicy, stosując celulozę jako nośnik dający kopolim ery z biał­
kami.

3. Interakcje histonów  z fosfoproteidam i i polifosforanam i

Oddziaływanie fosfoproteidów i polifosforanów z histonam i wolnym i 
oraz związanymi z DNA w nukleohistonie, a także udział fosfoproteidów 
w funkcji histonów były przedm iotem  wnikliwych badań zespołu bioche­
mików U niw ersytetu Leningradzkiego.

A s z m a r i n  i К о т к о ѵ а  (9) w doświadczeniach in vitro  udowod­
nili zdolność niektórych fosfoproteidów (kazeina), a także pirofosforanu, 
heksam etafosforanu i m etafosforanu do tworzenia z histonam i trw ałych 
kompleksów.

Frakcje histonowe FI, F2b, F3 i F2a w ytrącały  się pod wpływem  ka­
zeiny przy niskiej sile jonowej, przy wyższej zaś tworzenie kompleksów 
ulegało zahamowaniu.

К  о m к o v a i wsp. (122) zaobserwowali, że w obecności N aP 0 3 (pH 
7,2 i ц, =  0,2) m aleje znacznie strącalność kompleksów DNA z histonam i 
F2b, F2a i F3, a w m niejszym  stopniu kompleksów z frakcją silnie lizy- 
nową. W 0,2M NaCl kompleks DNA-histon F2b-N aP03 dzieli się na żelu 
Sephadex G-100 jak  i G-200 na dwie frakcje, z których każda zawiera
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DNA i białko (rysunek 2A), podczas gdy w nieobecności m etafosforanu 
przy tej samej sile jonowej kompleks DNA-histon w ytrąca się praw ie cał­
kowicie a supernatan t zawiera jedynie ślady nieskompleksowanego DNA 
i białka (rysunek 2C).

Rys. 2. W ym yw anie  u k ład u  D N A -h iston  F 2 b -N a P 0 3 z żelu S e p h a d e x  G-200
Kolumny 1,5X17 cm, nanoszono 0,2mg DNA w 4ml. Objętość eluowanych frakcji 3ml. Pochła­
nianie oznaczano przy 260nm (pełna linia) a białko metodą Lowry’ego (Unia przerywana). 
A) DNA +  histon + Na PO, (1:4:2), 0,2M NaCl; B) DNA + histon (1:4), IM NaCl; C) DNA + hi-

ston (1:4), 0,2M NaCl. (Wg 122)

Obecność związków fosforowych zmienia zatem fizykochemiczne w łas­
ności kom pleksu DNA-histon bez jego dysocjacji. Zdaniem W a l k e r a  
(235) w nukleohistonie około 80%  grup-am inow ych histonów znajduje się 
w stanie wolnym. Najprawdopodobniej związki fosforowe oddziaływując 
z tym i właśnie grupam i, wyw ołują zmiany konfiguracji histonów i znoszą 
bądź też zmniejszają blokowanie odcinków DNA przez histony.

4. Interakcje histonów  z polim erazą RN A

Nieco światła na m echanizm  hamowania syntezy RNA przez histony 
rzuciły wyniki doświadczeń z laboratorium  H n i l i c y  (209, 210) (tabli­
ca 2).

Okazało się (209), że histony lizynowe silniej hamowały syntezę RNA 
niż argininowe po w stępnej preinkubacji z DNA, a histony argininowe — 
po preinkubacji z enzymem.

Frakcje lizynowe (z w yjątkiem  F2b) preinkubow ane wstępnie z m a­
trycą DNA, bądź z enzymem nieznacznie różniły się od siebie stopniem  
hamowania. Bardziej argininowe histony (z w yjątkiem  F2al) oraz siarczan 
protam iny powodowały 2—4-krotnie wyższe zahamowanie po wstępnej in­
terakcji z enzymem niż z DNA. W przypadku syntetycznych polikationów 
nie zauważono korelacji m iędzy zawartością argininy czy lizyny, a stop­
niem zaham owania syntezy RNA zależnym od preinkubacji.

Następnie udowodniono (210), że in terakcje histonów argininowych 
z polim erazam i RNA E. coli lub ssaków zachodzą w sile jonowej zbliżonej
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do istniejącej w żywych komórkach bądź nieco wyższej. Przem aw iałoby 
to za rolą histonów argininowych jako naturalnych inhibitorów polim era- 
zy RNA podczas gdy histony silnie lizynowe utrzym yw ałyby skompliko­
waną arch itek turę chrom atyny (136), a um iarkow anie lizynowe ogranicza-

T a b l i c a  2

Z aham o w an ie  syn tezy  RNA  in  v itro  p rzez  różne  b ia łk a  zasadow e po ich in te ra k c j i 
z DNA lu b  p o lim erazą  RNA  (wg 209)

■

F ra k c ja

B iałko: DNA =  0,7 Białko: DNA =  0,3

z DNA
О/ *
/0

z polim erazą 
RNA
0/ */0

z DNA
О/ */O

z, polim erazą 
R N A

0/  */0

G rasica cielęca ♦
H iston  ca łkow ity 54 30 74 36

4 F I 20 30 66 76
F2a 61 24 82 34
F 2 al 42 36 59 55
F2b 77 29 94 35
F3 67 29 91 25

1 S p erm a jeżow ca
H iston  H -l 44 33 77 61
H iston  H -3 40 16 88 27

E ry tro cy ty  k u rczęcia
H iston  F2c 40 40 77 69

S ia rczan  p ro tam in y 65 59 83 31
: P o lilizyna — — 88 77
1 Poliarg in ina 10 30 50 90

* Wyniki wyrażone w procentach, przyjmując za 100% syntezę RNA w układzie bez 
dodatku białka

łyby jej aktywność m atrycow ą (28). Stwierdzono też (210), że histony wią­
żą się z polimerazą RNA najprawdopodobniej siłami elektrostatycznym i, 
ponieważ kompleksy te dysocjowały w mocnych roztworach soli. Skom- 
pleksowanie polim erazy RNA z histonam i silnie lizynowymi nie wpływa 
na jej aktywność, a DNA oddysocjowuje z takich kompleksów, natom iast 
w kompleksie enzymu z frakcją argininową DNA jest trw ale związany. 
Interesujące jest, że polim eraza DNA z E. coli, będąca podobnie do poli­
m erazy RNA białkiem kwaśnym  nie reaguje z żadną z frakcji histonowych 
(210).

. Omówione obserwacje tłum aczą rozbieżne wyniki dotychczasowych ba­
dań nad hamowaniem syntezy RNA zależnej od DNA przez histony lizy­
nowe i argininowe.
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5. Interakcje histonów  ze zw iązkam i niskocząsteczkow ym i

Interakcje z węglowodorami aromatycznymi. Badania in vitro w yka­
zały (118, 153), że węglowodory arom atyczne oddziaływują z am inokwa­
sami arom atycznym i histonów zarówno wolnych jak  i związanych w DNP. 
Tego typu oddziaływanie może mieć podstawowe znaczenie w procesach 
rakotwórczych, a także w mechanizmach regulacyjnych, w których uczest­
niczą horm ony sterydowe.

S I  у s e r  (205) inkubował różne frakcje histonowe z w ątroby szczura 
ze znakowanymi substancjam i rakotwórczym i i stwierdził, że N,N-dwu- 
metylo-4-am inobenzen wiązał się silniej z frakcją F3 niż z F I, a benzo- 
piren wykazywał większe powinowactwo do histonu F3 niż do frakcji 
F2a. Miejscem przyłączenia tych związków do histonów są obszary białka 
•pozbawione aminokwasów zasadowych.

Interakcje ze sterydami i gangliozydami. W tej dziedzinie wysunięto 
koncepcję, że w cząsteczkach histonów są specyficzne receptory dla ste­
rydów, a te ostatnie działają jako allosteryczne efektory, kontrolujące 
wiązanie histonów do DNA. S u n a g a  i K o i d e  (219) wykazali, że 
in vitro kortykosterydy łączą się trw ale z histonam i grasicy, przy czym 
oddziaływanie to w pH 7,4 jest silniejsze przy wyższej tem peraturze. Z ba­
danych sterydów  najsilniej oddziaływały z histonam i kortyzon, kortyzol, 
czterohydrokortyzon i czterohydrokortyzol. Zarówno in vitro jak  i in vivo 
sterydy łączą się trw alej z histonem  argininowym  (204, 220). Stwierdzono 
też (206), że hydrokortyzon wiąże się z obszarem hydrofobowym  histonu 
oraz, że dodanie kom pleksu histon-hydrokortyzon do DNA powoduje wy­
trącenie się hydrokortyzonu z zespołem nukleohistonowym. Istotny wpływ 
na wiązanie kortyzonu przez histony m a stopień acetylacji tych białek; 
acetylacja histonu F2a zwiększa przyłączanie kortyzonu przez ten histon 
aż o 37% (133).

Nie wykluczone, że i gangliozydy uczestniczą w procesie regulacji 
aktywności m atrycow ej DNA. W stężeniu 10_5M obniżają one niemal do 
zera efekt ochronny histonu na term iczną denaturację DNA (145). W pływ 
ten na NH polega na odryw aniu białka od DNA.

Interakcje z barwnikami. M u i r a  i O h b a  (151) kompleksowali NH 
i DNA z błękitem  toluidynowym , a z przesunięć w widmach biopolime­
rów oraz różnic w ilości związanego barw nika wywnioskowali m. in. że 
około połowy grup fosforanowych w NH jest niepołączonych z zasadowy­
mi grupam i histonu.

G i t t e l s o n  i W a l k e r  (74) zaobserwowali, że in terakcja proflaw i- 
ny z DNA i dezoksyrybonukleohistonem  powoduje jakościowo podobne 
zmiany zarówno w nadfioletowym  jak i w idzialnym  widmie barw nika co 
sugeruje, że proflaw ina łączy się z nim i w podobny sposób, tzn. poprzez
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elektrostatyczne wiązania kationowego barw nika z anionowymi grupam i 
makrocząsteczek oraz siłami Van der Waalsa między pierścieniam i arom a­
tycznym i barw nika a zasadami DNA. Sam histon nie wiązał się z profla- 
winą i nie zmieniał jej widma, a tylko nieznacznie obniżał siłę wiązania 
DNA z proflawiną, ale na zasadzie zmniejszenia wolnej energii elektro­
statycznej a nie jakiejś przeszkody przestrzennej lub czynnika blokujące­
go. W skazywałoby to, że proflaw ina oddziaływuje tylko z obszarem w ob­
rębie szerokiego rowka podwójnej spirali DNA a histon znajduje się w węż­
szym rowku (Hipoteza przeciwna do podanej przez O l i n s a  (159)).

Konformację całkow itego-histonu i jego frakcji badano też działając 
na nie czterofenyloporfinosiarcz^nem  i purpurą  Biebricha i oznaczając 
spektrofotom etrycznie i spektrofluorym etrycznie cechy powstałych kom­
pleksów (239).

II. Odwracalne modyfikacje struktury histonów

1. A cetylacja histonów

Zagadnienie łatwo odwracalnych m odyfikacji s truku tra lnych  histonów 
otwiera doniesienie z Insty tu tu  Rockefellera o acetylowaniu in vitro histo­
nów jąder komórkowych (2).

K orzystając z techniki C h o u  i L i p m a n n a  (43) N o h a r a i wsp. 
(155, 156, 157) wyizolowali z w ątroby gołębia frakcje najaktyw niej sty­
m ulujące acetylację histonów w obecności ATP, Mg2+, CoA przy pH 6,5— 
7,5 i doszli do wniosku, że działają tu dwa enzymy: aktyw ujący i przeno­
szący resztę acetylową (być może acetylotransferaza aryloam iny — ЕС 
2.3.1.5.). Autorzy ci stw ierdzili też, że najsilniej był acetylow any histon 
argininowy grasicy, a kolejno słabiej frakcje um iarkow anie lizynowe 
(F2a i F2b), histon całkowity guza puchlinowego, histon silnie lizynowy 
i całkowity grasicy cielęcej. Albumina jaja  praktycznie w ogóle nie w łą­
czała radioaktyw nego octanu.

Badacze tej grupy (156, 157) działając na histony hydroksylam iną 
wykazali ponadto obecność labilnych grup O-acetylowych, związanych 
głównie z tyrozyną oraz stabilnych grup N-acetylowych, prawdopodobnie 
e-N-lizynowych. G rupy labilne na hydroksylam inę znacznie szybciej w bu­
dowują się w histony argininowe i są tam  obfitsze niż w histonach um iar­
kowanie lizynowych, co może wskazywać na różnice konform acji tych 
typów histonów lub różne miejsca włączania do nich reszt acetylowych.

Na możliwość deacetylacji histonów w żywej komórce w skazuje praca 
I n o u e  i F u j i m o t o  (95), którzy w ekstrakcie z grasicy cielęcej znale­
źli deacetylazę histonów, atakującą grupy acetylowe tylko w  dużych 
cząsteczkach histonowych.
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Acetylacja histonów w  izolowanych jądrach komórkowych. A 11 f г e у 
i wsp. (2) badając jądra  komórek grasicy stwierdzili, że purom ycyna nie 
wpływ a na acetylowanie histonów, a więc acetylacji ulega zapewne już 
zsyntetyzow any łańcuch polipeptydowy. Zaobserwowana przez nich n a j­
intensyw niejsza acetylacja histonów argininowych (F3 i F2a) przy słab­
szym acetylowaniu frakcji F I i F2b kontrastu ją z niem al kom pletną acety- 
lacją reszt N-końcowych w FI. Autorzy ci sugerowali, że donatorem  grup 
acetylowych jest acetylo-CoA.

G e r s h e y  i wsp. (72) badając acetylowaną 14C-octanem frakcję 
F 2a l z jąder kom órek grasicy stwierdzili, że niem al cała radioaktyw ność 
w ystępuje jako g-N-acetylolizyna. Sugerują oni, że acetylacja s-N-lizyny 
może zmniejszać zasadowość histonu. Praca ta  uzupełnia w ykrycie N-koń­
cowych peptydów (N-acetylo-serylo-glicyloargininy) we frakcjach F2al 
i F2a2 (178) i w histonie GAR, równoważnym z frakcją F2al (213) i w ska­
zuje na jeszcze jedno miejsce acetylacji histonu F2al, tj. e-aminowe gru- 
РУ Hzyny.

G a l l w i t z  i S e k e r i s ( 7 1 )  badając włączanie in vitro grup acety­
lowych z acetylo-CoA w izolowane jądra komórkowe w ątroby szczura 
stw ierdzili, że najlepszym  akceptorem  jest frakcja F3, następnie frakcja 
F2a, F2b i FI, a kwaśne białka jądrow e są znacznie słabiej zacetylowane. 
W histonie argininowym  35°/» octanu wbudowanego było w postaci grup 
O-acetylowych, a 65% jako N-acetylowe, w pozostałych frakcjach zaś w y­
kryto  tylko N -acetylow ane aminokwasy. W łączanie octanu rosło ze w zro­
stem pH m ieszaniny inkubacyjnej, przy czym w pH 7—8 było ono proce­
sem enzymatycznym, a przy wyższych wartościach pH  — głównie che­
micznym. A cetylacja enzym atyczna histonów wzmagała się w obecności 
układu regenerującego ATP, a także układu kinaza kreatynow a-fosforan 
kreatyny.

Acetylacja histonów w  komórkach hodowli tkankowej. W hodowli 
tkankowej limfocytów ludzkich pod wpływem  fitohem aglutyniny (PHA), 
uczynniającej prawdopodobnie polimerazę DNA (138) obserw uje się wzrost 
syntezy RNA i białka (46, 104, 195) oraz podziały, co uważa się za przejaw  
rozległej aktyw acji genowej. Termin fitohem aglutynina wprowadzili 
R ig  a s  i wsp. (190) dla ekstraktu  białkowego z Phaseolus vulgaris, aglu- 
tynującego erytrocyty  i leukocyty. Badania późniejsze (158) udowodniły 
niejednorodność chemiczną i funkcjonalną (aglutynacja i aktywność m ito- 
tyczna) PHA oraz charakter glikoproteidowy czynnika mitogennego. Nie 
jest wykluczone, że w początkowym stadium  stym ulującego działania 
PHA punktem  zaczepienia jest kwas sialowy z powierzchni komórek (135).

P o g o  i wsp. (181) badali histony lim focytów w okresie wzmożonej 
aktywności genowej pod wpływem  PHA. Stwierdzili oni, że stym ulacja 
syntezy RNA i białka w yprzedzała bardzo znacznie powiększanie się i w y­
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dłużanie komórek, a także syntezę DNA. Jeszcze wcześniej dochodziło do 
acetylacji histonów zwłaszcza argininowych.

W w ielojądrzastych leukocytach końskich jednak synteza RNA i acety- 
lacja histonów ulegały znacznemu obniżeniu po wprowadzeniu PH A (182).

Interesujące są badania Z e t t e r b e r g a  i A u e r a  (244) nad zmia­
nami w kompleksie DNP leukocytów ludzkich pod wpływem  PHA, oparte 
na wiązaniu błękitu bromofenolowego przez reszty zasadowe w białku. Na 
podstawie wcześniejszych doświadczeń (191) ustalono, że usunięcie DNA 
za pomocą TCA udostępnia dla barw nika reszty argininowe i lizynowe 
a kwas pikrynow y wiążąc się z resztam i argininy, udostępnia jedynie 
e-aminowe grupy lizyny. W przypadku leukocytów stym ulow anych PHA 
zaobserwowano 25'% obniżenie wiązania błękitu bromofenolowego po h y ­
drolizie w TCA i 80%  spadek zdolności wiązania kwasu pikrynowego przy 
fiiezmienionej reakcji z barw nikiem  (244). A utorzy dochodzą do wniosku, 
że pod wpływem  PHA reszty argininowe w histonie ulegają zamaskowa­
niu, jednak nie w wyniku acetylacji a wskutek związania z innym i kw aś­
nym i kom ponentam i w jądrze, różnymi od DNA.

M a c  G u i l l i v r a y  i M o n j a r d i n o  (77) podważają specyficz­
ność acetylacji histonów indukowanej przez PHA. W oparciu o badania 
H i r s c h h o r n ó w  (88) podkreślają oni znaczną niejednorodność budowy 
chemicznej i funkcji fitohem aglutyniny Difco-P. Stosowany przez nich p re­
para t PHA pozbawiony działania m itogennego wzmagał syntezę RNA 
w hodowlach limfocytów ale obniżał acetylację histonów. Co więcej ana­
liza RNA syntetyzowanego przez lim focyty spoczynkowe (148) oraz podda­
ne działaniu PHA (176) wykazała, że PHA w yw ołuje syntezę sRNA, a nie 
mRNA. Być może lim focyty zawierają długotrw ały mRNA, a regulacja 
syntezy białka odbywa się w nich poprzez kontrolę raczej jego funkcji niż 
syntezy.

O n o  i wsp. (160, 161) porównując lim focyty praw idłowe i traktow ane 
PHA Difco-P zaobserwowali w tych ostatnich zwiększoną acetylację, przy 
czym do histonów przyłączało się niemal dw ukrotnie więcej 3H -octanu niż 
do białek resztkowych. Jeśli białka jądrowe, izolowane z kom órek inku- 
bowanych z 3H-octanem  poddano hydrolizie w HC1 histony traciły  90°/o 
radioaktywności a białka resztkowe tylko około 40%. Autorzy sądzą za­
tem, że radioaktywność w histonach była obecna w postaci grup acetylo- 
wych, w białku resztkowym  zaś w form ie wbudowanej w szkielet amino­
kwasów. Okazało się też (tablica 6), że hydrokortyzon, k tóry  znosi stym u­
lujący wpływ PHA na syntezę RNA praw ie nie wpływa na acetylację hi­
stonów ani białek resztkowych. Podważa to pogląd, że acetylacja jest 
wstępnym  w arunkiem  aktyw acji genu przez PHA. Można przypuszczać, 
że podobnie jak w regenerującej w ątrobie (13) wzrost syntezy RNA jest
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związany głównie ze zwiększeniem zawartości polim erazy RNA, a nie 
m atrycowej aktywności chrom atyny.

Acetylacja histonów w  organizmach zwierzęcych. W pracowni M i r -  
s к y ’e g o (183) zaobserwowano, że obraz acetylacji w wątrobie praw idło­
wej i regenerującej jest zupełnie różny. Zw raca uwagę zwolniona wym ia­
na grup acetylowych w histonie argininowym  w procesie regeneracji. 
Zwolniony proces deacetylacji (ewentualnie wzmożona acetylacja) jest 
cechą specyficzną dla frakcji F2al, F2a2 jak  również F3 oraz um iar­
kowanie lizynowej (F2b), a nie dotyczy frakcji silnie lizynowej (FI). 
Szczególnie intensyw nie acetylowany jest histon F2al, k tóry  gromadzi 
50— 60°/o całości wbudowanego izotopu. Histon ten bogaty w argininę i gli­
cynę, jest acetylow any na azocie N-końcowej seryny. Miejsce włączania 
grup acetylowych w histon F3, którego term inalnym  aminokwasem jest 
alanina, pozostaje nadal niejasne. Wiadomo jedynie, że 55°/o radioaktyw ­
ności wykazuje labilność właściwą dla wiązań O-acetylowych. Przebieg 
acetylacji histonu argininowego w różnych okresach regeneracji w ątroby 
ilustru je  rysunek 3. Zawartość reszt acetylowych rośnie szybko osiągając 
szczyt już w 3—4 godz. po operacji. Niewielką acetylację histonów lizyno- 
wych natom iast obserw uje się dopiero w 16 godzinie po hepatektom ii.

Rys. 3. W łączanie 3H -o c tan u  w  h is tony  a rg in inow e reg en e ru jące j w ą tro b y  szczurów .
(Wg 183)

Szczyt acetylacji histonów argininowych regenerującej w ątroby w y­
przedza wyraźnie wzrost syntezy RNA, podobnie jak to ma miejsce w przy­
padku ludzkich lim focytów stym ulowanych przez PHA (181). W okresie 
najbardziej aktyw nej syntezy histonów acetylacja tych białek pozostaje 
mniej lub więcej stała (183).
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Chromosomy olbrzymie ślinianek owadów dwuskrzydłych są dobrym 
obiektem  badań procesu acetylacji histonów ze względu na tworzenie 
się tzw. pufów uważanych za geny w akcji (18). W yniki początkowo 
były sprzeczne. E 11 g a a r d (56) doniósł o definityw nym  braku acetyla­
cji chromosomowej i zakwestionował wybiórczość tego procesu dla histo­
nów w obszarach pufowych u Drosophila melanogaster. W rok później 
jednak A l l f r e y  i wsp. (6) udowodnili autoradiograficznie acetylację 
histonów w chromosomach gruczołpw ślinowych Chironomus thum m i  
i wykazali, że powszechnie używany (między innym i przez Ellgaarda) spo­
sób utrw alania preparatów  mieszaniną etanolu i kwasu octowego (3 : 1) 
a następnie 45%  CH3COOH powoduje ekstrakcję histonów jak  również 
nowowłączonych radioaktyw nych grup acetylowych (por. poz. 15). Zw ró­
cili też uwagę na doniesienie R o b e r t a  i K r o e g e r a  (193), że histony 
w pufach są wrażliwsze niż w obszarach międzypufowych co może sprzy­
jać ich ekstrakcji kwaśnym i utrwalaczam i.

Proces acetylacji histonów badano też w mózgu myszy zakażonych 
czynnikiem  Scarpie. Czynnik ten powodujący powolną degenerację cen­
tralnego układu nerwowego nie może być zaliczony do żadnego ze zna­
nych szczepów zakaźnych (1). W ywołuje on znaczną hipertrofię  astrocy- 
tów (62) przypom inającą nieco aktyw ację lim focytów za pomocą PH A. 
Skłoniło to C a s p a r  y ’e g o  i S e w e l l a  (39) do porów nania acetylacji 
histonów w centralnym  układzie nerw owym  myszy praw idłowych oraz 
zakażonych czynnikiem  Scarpie. Znaczne zwiększenie stopnia acetylacji 
histonów (ok. 25%) w stosunku do kontroli stwierdzono u m yszy w 3 m ie­
siącu po zakażeniu, kiedy nie były widoczne jeszcze żadne objawy klinicz­
ne ani histologiczne,, poza m inim alną astrocytozą. Zjawisko to może być 
w yrazem  zaburzonej kontroli syntezy kwasów nukleinow ych i białek 
w astrocytach. U zwierząt zakażonych czynnikiem Scarpie stwierdzono też 
zmiany w syntezie białek nukleohistonów mózgu (38), izolowanych według 
Laurence’a i wsp. (132).

2. M etylacja histonów

Badania nad m etylowaniem  histonów prowadzono zarówno in vitro 
jak  i in vivo.

Metylowanie histonów in vitro. A l l f r e y  i wsp. (2) wykazali, że 
włączenie grup m etylowych w histony jest w ynikiem  przenoszenia grup 
m etylow ych ż aktyw nych donatorów do wolnych e-aminowych grup lizy­
ny  w zsyntetyzow anym  już łańcuchu polipeptydowym. Sugerowali oni, że 
m etylacja histonu wpływa na interakcję histon-DNA w chrom atynie i w 
ten  sposób m odyfikuje m atrycow ą aktywność DNA.

K im  i P a i k  (109) w doświadczeniach z izolowanymi jądram i ko­
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mórkowymi grasicy cielęcej zastosowali S-adenozyno-(m etyl-14C) m etio­
ninę a także (metyl 14C) m etioninę jako donatory grup metylowych. Ra­
dioaktywne pochodne L-lizyny izolowane z hydrolizatu białkowego po 
m etylacji okazały się e-N-monometylo- oraz £-N-dwumetylo-L-lizyną. A u­
torzy ci stw ierdzili możliwość aktyw acji £-N-metylolizyny w obecności 
ATP i syntetazy aminoacyloadenilanu, nie zaobserwowali jednak transpor­
tu tego aminokwasu na sRNA ani jego wbudowania w łańcuch peptydowy. 
Sądzą oni, że układ m etylujący grupę e-aminową lizyny wbudowanej 
w łańcuch polipeptydowy, obok stw ierdzonych wcześniej £-lizynoacylazy 
(171), e-lizynoalkilazy (108) oraz enzymu syntetyzującego £-N-acetylo-L-li- 
zynę z L-lizyny i acetylofosforanu (172) może służyć do włączania i w yłą­
czania syntezy RNA w różnych miejscach chromosomów i w różnym  cza­
sie.

Enzym atyczne przenoszenie grup m etylowych z S-adenozynom etioni- 
ny na reszty £-N-lizyny histonów stwierdzono w m ateriale roślinnym  (174) 
uzupełniając tym  dane (59) o występowaniu £-N-metylolizyny w roślinnym  
histonie argininowym .

Metylacja histonów in vivo. T i d w e l l ,  A l l f r e y  i M i r s k y  (226) 
badali m etylację histonów w regenerującej wątrobie w powiązaniu ze 
stosunkiem  RNA/DNA w jądrach kom órkowych a także syntezą histonów
i DNA. Zajęli się oni frakcją AF-4 (argininową), reprezentującą 14% ca­
łości histonu, która zawierała 9,3 mol°/o lizyny, a w tym  około 10% zme- 
tylow anych reszt lizynowych w łańcuchu polipeptydowym. Badając w tej 
frakcji techniką P a i k a  i K i m a  (173) stosunek stężeń dwum etylolizyny

Rys. 4. P rzeb ieg  m e ty lac ji i syn tezy  h is tonów  w  reg en e ru jące j w ą tro b ie  szczura  
Jądra komórkowe wątroby izolowano w 20 minut po podaniu dootrzewnowo “C-argininy 
i (metyl “С) metioniny. Histony ekstrahowano, frakcjonowano acetonem a następnie hydro- 
lizowano. Dla frakcji AF-3 i AF-4 oznaczano specyficzną aktywność argininy ( o -----o), m etio­
niny (Д------- Д) oraz e-N-m etylolizyny (0 --------# ). Względne specyficzne aktywności ozna­
czają stosunek wartości aktualnie mierzonych do wartości w 30 godz. po częściowej hepa-

tektomii (Wg 226)
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do monometylolizyny stwierdzili, że po częściowej hepatektom ii, w okresie 
intensywnej syntezy histonów przeważa proces m onometylacji, a podczas 
spadku syntezy tych białek — dwum etylacja. Okazało się też (rysunek 4) 
że synteza histonów frakcji AF-4 zaczyna się zanim m etylacja tego histonu 
osiąga swój szczyt, co potwierdza, że nowosyntetyzowane histony nie u le­
gają natychm iast m etylacji. M aksymalna m etylacja histonów w regeneru­
jącej w ątrobie m iała miejsce w 6— 12 godzin po szczycie syntezy DNA, co 
wskazywałoby, że m etylacja jest dość późnym procesem względem rep li­
kacji chromosomów. W prawdzie szczytowy stosunek RN A/DNA w jądrach 
komórkowych zbiegający się w czasie ze szczytem syntezy DNA mógłby 
reprezentować aktyw ację genową dla syntezy RNA, jednak autorzy nie 
wyciągają tego wniosku ze względu na niezsynchronizowane cykle życio­
we różnego rodzaju komórek wątroby. W ydaje się, że zespół M irsky’ego 
wycofuje się ze swych wcześniejszych sugestii, że m etylacja histonów mo­
że znosić ham ujące działanie tych białek w syntezie RNA. Zyskuje na sile 
pogląd M u r r a y ’a (152) o niepodobieństwie takiego w pływ u m etylacji 
na interakcję histon-DNA z uwagi na większą zasadowość N-metylowa- 
nych amin alifatycznych.

• 3. Grupy siarkowe w  histonach*

Na początku lat 60-tych pięć niezależnych od siebie zespołów badaw ­
czych (48, 97, 105, 106, 115, 177) w ykryło obecność grup tiolowych w biał­
kach jąder kom órkowych tkanek zwierzęcych. Zmianom w stanie oksy- 
doredukcyjnym  grup tiolowych białek jądrow ych przypisywano jakąś 
funkcję podczas m itozy (144, 185) bądź w przenoszeniu inform acji z DNA 
(por. poz. 116) bądź też we włączaniu prekursorów  w jądrow e białka i RNA 
(207,211). '

M a r s h  i wsp. (141) oraz O r d  i wsp. (162) oznaczyli dla jąder ko­
m órkowych w ątroby i grasicy szczura tzw. zawartość ,,jaw ną” oraz cał­
kowitą grup tiolowych, tj. grup reagujących z odczynnikiem E l l m a n a  
(57) bezpośrednio oraz po 5-minutowym  działaniu na jąd ra  4M moczni­
kiem. Jąd ra  w ątroby cechowały się niemal dw ukrotnie wyższą całkowitą 
ilością grup tiolowych niż jądra  grasicy. W obu tkankach około 50°/o ,,jaw ­
nych” grup tiolowych było sprzężone z histonami, a 30—40°/o — z białka­
mi resztkowym i jąder. Jednak odsetek „jaw nych” grup tiolowych w histo- 
nie bogatym w lizynę i prolinę był w przypadku w ątroby praw ie 6-krotnie 
wyższy niż w histonie argininowym, a tylko 2-krotnie wyższy w przypad­
ku grasicy.

Inkubowanie jąder kom órkowych w ątroby i grasicy z czynnikami alk i­
lującym i i dwusiarczkam i wykazało, że praw ie połowa grup tiolowych 
histonu bogatego w lizynę i prolinę oraz większość tych grup w histonie
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bogatym  w argininę i tyrozynę nie reaguje natychm iast ze stosowanym i 
związkami (162). Sugeruje to, że w nietkniętych jądrach znaczna część 
grup tiolowych histonów jest zamaskowana i staje się dostępna dopiero 
po dezorganizacji III-rzędowej s truk tu ry  tych białek. Histony o niższej 
zawartości „jaw nych” grup tiolowych (argininowe) w porównaniu z boga­
tym i w lizynę i prolinę — słabiej włączały in vitro radioaktyw ne am ino­
kwasy, skuteczniej unieczynniały DNA jako m atrycę dla polim erazy RNA, 
a ich sztuczne kom pleksy z jednoim iennym  DNA wykazywały wyższą 
tem peratu rę  topnienia (162).

F r e n s t e r  (65) doniósł o niem al identycznej ilości i jakości histonów 
w chrom atynie rozproszonej oraz zbitej. Posługując się jego techniką (68) 
wyosobniania obu typów  chrom atyn O r d  i S t o c k e n  (164) stw ierdzili 
wyższą zawartość grup sulfhydrylow ych w histonie lizynowo-prolinowym  
z rozproszonej, a więc bardziej aktyw nej chrom atyny, a w histonach ze 
zbitej chrom atyny — wyższą zawartość grup dwusiarczkowych. Nie jest 
wykluczone, że wiązania -S-S- łączące histony lizynowe w tych samych, 
a naw et odrębnych cząsteczkach DNA decydują o zbitej postaci chrom aty­
ny, a zmiany w stosunku -SH/S-S w arunkują zmiany postaci i funkcje 
chrom atyny. Równocześnie H i l t o n  i S t o c k e n  (87) wykazali, że u tle ­
nienie grup siarkowych w histonie argininowym  z grasicy cielęcej wzm a­
ga, redukcja zaś czy zablokowanie grup -SH np. chlorortęciobenzenosul- 
fonianem (55) obniża jego aktywność represorow ą w stosunku do m atrycy 
DNA badanej w układzie polimerazy RNA zależnej od DNA.

O r d  i S t o c k e n  (166) rozdzielili następnie zespół argininowy 
(F3 +  F2a) izolowany metodą J o h n s a  (98) z jąder kom órkowych na 
dwa składniki: F3-1 i F3-2, k tóre różniły się ilością grup siarkowych i fo­
sforanowych, w zależności od sposobu preparow ania i pochodzenia tk an ­
kowego. Ogólnie zawartość reszt siarkowych i fosforanowych była wyższa 
w histonach w ątroby niż w histonach grasicy.

Frakcja F3-1 z w ątroby kurczęcia zawierająca 3— 5 razy więcej siarki 
niż frakcja F3-2 (168) znacznie słabiej hamowała in vitro syntezę DNA niż 
F3-2.

Obniżenie drogą utlenienia zawartości grup sulfhydrylow ych w histo­
nie F3-1 do około 50%  nie zwiększało jednak hamującego wpływu na syn­
tezę DNA, a przy 25'% zawartości grup -SH obserwowało się naw et pod­
wyższenie aktyw ności polim erazy DNA.

Dążąc do w yjaśnienia roli grup -SH jak  i -S-S- w histonach O r d
i S t o c k e n  (169) zbadali ich zmiany w niezapłodnionych i zapłodnio­
nych jajach jeżowców. Potw ierdzili oni wcześniejsze obserwacje (12) o n i­
skiej zawartości histonu lizynowego w dojrzałych niezapłodnionych jajach
i wykazali, że we wczesnych stadiach podziału histon ten w ystępuje jedy­
nie w śladowych ilościach. Uzupełnili też niezbyt jednoznaczne wyniki
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doświadczeń M a z i  a (144) stw ierdzając, że w dojrzałych niezapłodnio- 
nych jajach stosunek grup -SH do sumy -SH i -S-S- jest niższy od 0,2, po 
zapłodnieniu zawartość grup -SH rośnie, sięgając do 44— 59% tej sum y 
tuż przed pierwszym  podziałem, a po podziale m aleje do poziomu wyjścio­
wego. W arto tu  przypomnieć, że w histonach tkanki wątrobowej i grasi- 
czej grupy -SH stanowią około 80% wszystkich grup siarkowych. W ysoki 
odsetek grup dwusiarczkowych obserwowany w histonie całkow itym  z doj­
rzałych niezapłodnionych jaj charakteryzuje jak  się zdaje kom órki spo­
czynkowe. Początkowi syntezy DNA po zapłodnieniu towarzyszył wzrost 
zawartości grup -SH, co potw ierdzałoby sugestie (168) o ich znaczeniu 
dla aktywności polim erazy DNA.

Rys. 5. Z m iany  w  zaw artośc i g ru p  -S H  (w °/o sum y  -S H  i -S -S -) w  h is tonach  z ja j 
E ch inus i P sa m m ech in u s  po zap łodn ien iu

a) Echinus w  8°; ekstrakcja za pomocą HCl-etanol. b) Psammechinus w  12°; ekstrakcja za 
pomocą 250mM HC1 po przemyciu osadu jąder 5°/o TCA. Strzałka 1 — pierwsze bruzdkowanie, 

strzałka 2 — stadium 4 komórek (Wg 170)

Dalsze badania O r d a  i S t o c k e n a  (170), k tóre ilustru je  rysunek 
5 potw ierdzają poprzednie ich wyniki. Wysoka zawartość grup -SH w ja ­
jach jeżowców tuż po zapłodnieniu, a także podczas I i II podziału zbiega 
się w czasie ze wzmożeniem syntezy DNA w tych okresach. Praw dopodob­
nie jednak obecność grup -SH w histonach w arunkuje raczej struk tu ra lne  
zmiany w chrom atynie zachodzące w okresie zapłodnienia i mitozy, niż 
samą syntezę DNA.
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4. Fosforylacja histonów

Zagadnienie fosforylacji histonów jako odwracalnej m odyfikacji s tru k ­
turalnej tych białek zapoczątkował L a n g a n ,  k tóry  w latach 1965— 
1966 w ykrył w jądrze frakcję białkową zawierającą 1,0— 1,2% fosforu 
głównie w postaci fosfoseryny (127).

Doświadczenia L a n g a n  a podsumowane w jego pracy referatow ej 
z 1967 (126) udowodniły trzy  fakty: 1) Fosfoproteidy jądrow e mogą oddzia­
ływać z histonam i in vitro, a tworzenie tego rodzaju kompleksów obniża 
ham ujący wpływ histonów na syntezę RNA zależną od DNA. 2) Chrom a- 
tyna limfocytów aktyw na w syntezie RNA w odróżnieniu od nieaktyw nej 
cechuje się wyższym stężeniem  fosfoproteidów. 3) Fosfoproteidy zdolne są 
aktywować syntezę RNA w heterochrom atynie. Obserwacje były frapu ją­
ce, nasuw ały bowiem myśl, że dodatkowy wieloanionowy układ fosfopro­
teidów obok wieloanionowego DNA może konkurować o kationowe białko, 
histon, modyfikować jego interakcję z DNA i tym  samym wpływać na m a­
trycową aktywność chrom atyny w  syntezie RNA.

Należy tu podkreślić pom ijany zwykle w  literatu rze zachodniej fakt, 
że już w latach 1964— 1965 К о т к о ѵ а  i wsp. (119, 120, 121) z Zakładu 
Biochemii Leningradzkiego U niw ersytetu donosili, iż około 20% fosfopro­
teidów jądra  komórkowego jest związane z frakcją dezoksyrybonukleopro- 
teidów.

Reszty fosforanowe w  historiach. Obecność reszt fosforanowych stw ier­
dzono w histonach w ątroby i grasicy szczura we frakcji argininowej (89, 
113, 114, 163), a także w histonach lizynowych (163). Histon silnie lizyno- 
wy otrzym any w edług J o h n s a  (98) zawierał 1 mol fosforanu na czą­
steczkę rzędu 42 000—43 000 przy zupełnym  braku grup siarkowych, a hi­
stony lizynowe i argininowe (ekstrahow ane do 50 i 250mN HC1) zawierały 
reszty fosforanowe obok siarkowych (163). O r d  i S t o c k e n  (166) ozna­
czyli zawartość fosforanu we frakcjach argininowych F3-1 i F3-2 z jąder 
kom órkowych grasicy oraz w ątroby szczura. F rakcja F3-2 z w ątroby w y­
kazywała najm niejszą ilość zarówno fosforanów jak  i grup siarkowych, 
a histon F3-1 z obu typów tkanek  zawierał praw ie dw ukrotnie więcej fo­
sforu niż całości grup -SH i -S-S-.

W łączanie się radioaktyw nego fosforanu w histony grasicy szczura 
zarówno in vivo  (164) jak  in vitro (216) zachodziło na resztach seryny 
histonu silnie lizynowego. Nie było ono ham ow ane przez purom ycynę ani 
przez aktynom ycynę, co wskazywało na niezależność procesu fosforylacji 
od syntezy białka. Dane te  potwierdzili następnie D i x o n i wsp. (53) ba­
dając białka chrom atynow e kom órek gruczołów jądrow ych pstrąga w róż­
nych stadiach sperm atogenezy.

Fosforylacja histonów a mitozy. Badania w tym  kierunku dotyczyły

4 Postępy Biochemii 3/70
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głównie frakcji silnie lizynowej najłatw iejszej do otrzym yw ania (ekstrak­
cja 5%  НСЮ4).

S t e v e l y  i S t o c k e n  (217, 218) wykazali, że frakcja F I ulega fosfo­
rylacji w większym stopniu w tkankach dzielących się niż spoczynkowych. 
Stw ierdzili oni, że histony F I z rozproszonej chrom atyny grasicy, z rege­
nerującej w ątroby, a także z hiperplastycznej nerki (po jednostronnej ne- 
frektom ii) szczura były bardziej fosforylowane niż histony izolowane z nie­
aktyw nej chrom atyny grasicy oraz z prawidłowej tkanki wątrobowej i ner­
kowej a zwłaszcza z erytrocytów  kurczęcia znanych z niem al wyłączonej 
w nich syntezy RNA i DNA (tablica 3). Również frakcja  F I z komórek 
Ehrlicha w logarytmicznej fazie w zrostu odznaczała się znacznie wyższym 
stopniem  fosforylacji niż w etapach późniejszych.

T a b l i c a  3
F o sfo ry lac ja  h is to n u  F I w  różnych  tk a n k a c h  (wg 218)

T k a n k a  zw ierzęca
Z aw artość  fosforanu  

|xm ol/m g białka

G rasica  szczura 22
G rasica  szczu ra  (ch ro m aty n a  zbita) 10
G rasica  szczura  (ch ro m aty n a  rozproszona) 90
Ś ledziona  szczu ra 24
M ózg szczu ra 24
N erk i szczu ra  (kora) 50
N erk i szczu ra  (kora) (po jed n o s tro n n e j ne f-

rek to m ii) 71
W ątro b a  szczura p raw id ło w a 35
W ątro b a  szczu ra  re g e n e ru ją c a 75
G uzy p u ch lin o w e  szczu ra  (8 dni) 52
G uzy p u ch lin o w e szczura  (5 dni) 87
G rasica  cielęcia 19
G rasica  ow cy 21
N erk i ow cy (kora) 33
E ry tro c y ty  k u rczęc ia 12

O r d  i S t o c k e n  (167, 168) we frakcji silnie lizynowej z regeneru­
jącej w ątroby stw ierdzili niemal dw ukrotny wzrost ilości reszt fosfora­
nowych w okresie S, tj. syntezy DNA (16— 24 godz. po hepatektom ii). Ob­
serwowane zwiększenie względnej aktyw ności właściwej 32P  nieorganicz­
nego badacze ci (168) wiążą raczej ze wzrostem liczby cząsteczek fosforylo- 
wanego histonu F I niż z wyższa ilością reszt fosforanowych na cząsteczkę 
tego białka. Natomiast w 4—5 godz. od operacji, tj. w okresie kiedy przy­
spieszenie syntezy RNA i białka stawało się widoczne, nie w ykryto żadnej 
zmiany w zawartości fosforanów ani też w specyficznej radioaktyw ności 
histonu F I. Fosforylacja histonu argininowego F3-1 nie zmieniała się w róz-
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nych okresach po częściowej hepatektom ii, co autorzy wiążą z wysoką 
zawartością -SH i -S-S- w tym  histonie.

O r d  i S t o c k e n  (170) opracowali sposób w yodrębniania z w ątroby 
histonów silnie lizynowego (FI) i argininowego (F3), pozwalający usuwać 
nieorganiczne fosforany, a jednocześnie zapobiegający utlenianiu grup 
-SH. Badanie włączania 32P  w tak  oczyszczonych frakcjach F I i F3 w ątro ­
by regenerującej wykazało, że szczyt fosforylacji dla obu frakcji przypadał 
w  okresie intensyw nej syntezy DNA. W okresie odpowiadającym pierw ­
szej fali m itotycznej następuje obniżenie fosforylacji tych histonów naw et 
do wartości prawidłowych. Zmian tego rodzaju nie zaobserwowano w m a­
teriale  ze szczurów poddanych adrenalektom ii, k tóra zdaniem autorów  
zwalnia proces regeneracji wątroby. Zwiększone zużycie fosforanów dla 
fosforylacji histonów jak  i dla syntezy RNA w regenerującej w ątrobie nie 
zachodzi kosztem puli ATP (170).

Fosforylacja histonów a promieniowanie. Szczególnie czułą na p ro­
m ieniowanie jonizujące okazała się fosforylacja histonów w tkankach po­
budzonych do mitozy, np. w regenerującej w ątrobie czy hiperplastycznej 
nerce (168, 218). U szczurów poddanych naśw ietlaniu całego ciała dawką 
1000 radów prom ieni у zaobserwowano (165) znaczne obniżenie w łącza­
nia 32P  w histony F I grasicy co podtrzym uje sugestię, że natychm iasto­
we uszkodzenie biochemiczne spowodowane przez promieniowanie jon i­
zujące lokalizuje się w jądrze komórkowym. Natomiast stopień fosfo­
rylacji histonu F3-1 w tych w arunkach nie ulegał żadnej zmianie. Jest 
więc nieprawdopodobne, aby zahamowanie włączania fosforanów we fra k ­
cję silnie lizynową jak  i w DNA pod wpływem  promieniowania było spo­
wodowane zmniejszeniem puli wysokoenergetycznych fosforanów lub ob­
niżeniem  syntezy nowego DNA czyli brakiem  akceptora reszt fosforano­
wych.

Niedawno O r d  i S t o c k e n  (170) donieśli, że naprom ieniow anie 
szczurów dawką 500 radów prom ieni y, 30 min. przed hepatektom ią po­
wodowało pewne zwiększenie zawartości fosforanu we frakcji F3 w ątro ­
by. Fakt ten wiążą oni z obserwacją (202), że naśw ietlanie całego ciała 
w yw ołuje natychm iast przejściowy wzrost zawartości ATP w wątrobie. 
Jeśli jednak naprom ieniowanie zastosowano w 3 godziny po hepatektom ii, 
to stopień fosforylacji frakcji F3 nie zmieniał się a fosforylacja w h isto­
nie F I ulegała obniżeniu.

Fosforylacja histonów a układy polimerazy R N A  i DNA. S t e v e 1 у 
i S t o c k e n  (216) zwrócili uwagę, że kom pleksy histonów F I z DNA 
w układzie polim erazy RNA tym  silniej obniżały zdolność DNA w pod­
trzym yw aniu syntezy RNA im mniej zawierały reszt fosforanowych.

Następnie autorzy ci (218) zbadali wpływ różnego stopnia fosforylacji 
F I w układzie polim erazy RNA zachowując zgodnie z sugestiam i В u t -

4*
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l e r a  i C h i p p e r f i e l d a  (33) sta ły  stosunek histon/DNA =  0,7 : 1 
i stw ierdzili niem al liniową zależność m iędzy zawartością fosforanów w hi­
stonie a m atrycow ą aktywnością kom pleksu Fl-D NA .

O r d  i S t o c k e n  (168) wykazali, że zwiększenie zawartości fosfo­
ranu  w histonie F I z grasicy obniża jego zdolność do ham ow ania układu 
polim erazy DNA (tablica 4).

T a b l i c a  4
W pływ  fo s fo ry lac ji na  fu n k c ję  h is to n u  F I w  u k ład z ie  p o lim erazy  DNA*

(wg 168)

H iston  (fj-g)

' t  -Żfj

W łączanie d8- 14C -A T P w  D NA  (imp./100 sek.)

F I  '
(19,4 ngatom ów  P/m g)

F I
(52,0 ngatom ów  P/m g)

0 2020 2020

2 1827 2200

4 479 2010
6 37 1589
8 6 1420

* Środowisko reakcji (0,5ml): 5,0цто1і buforu tris, pH 7,2 5,0цто1і KH2P 0 4; 
2,8цто1і MgCl2; 0,23цто1і EDTA; 0,3цто1і /J-merkaptoetyloaminy-НСІ; po 
8umoli dCTP, dUTP i dTTP 1,4цто1і dATP i 7,ОцтоИ de-^C-ATP; 10ng DNA;
100 ng enzymu ЕС.2.7.7.7. Kolejność dodawania składników: DNA, histon, sub- 
straty, enzym.

Fosforylacja a specyficzność histonów. G u t i e r r e z  i H n i l i c a  
(82) przedstaw ili dane wskazujące na specyficzność tkankow ą fosforylacji 
histonów u szczurów. Stwierdzili oni w yraźne różnice w ufosforylowaniu 
lizynowych i argininowych frakcji histonowych z w ątroby prawidłowej, 
regenerującej i nowotworowej oraz ze śledziony, przy czym stopień fos­
forylacji można było korelować z aktyw nością metaboliczną tkanek. Był 
on najwyższy dla śledziony i w ątroby prawidłowej (tkanek wysoko zróż­
nicowanych) a znacznie niższy w przypadku regenerującej w ątroby i w ąt- 
robiaka, w których aktywność m itotyczna przew ażała nad metaboliczną. 
W prawdzie regenerująca w ątroba czy w ątrobiak syntetyzow ały więcej his­
tonów ale fosforylacji ulegała większa ilość histonów właśnie w tkankach 
praw idłowych i metabolicznie aktyw nych. Zaobserwowano również zmien­
ność tego procesu wraz z wiekiem. Bardzo młode szczury wykazywały 
niem al dw ukrotnie większy stopień fosforylacji niż osobniki dojrzałe.

Enzymatyczna fosforylacja histonów. L a n g a n  i S m i t h  (129) w y­
odrębnili z w ątroby cielęcej enzym, k tóry  specyficznie przenosił reszty 
fosforanowe z ATP na grupy hydroksylowe seryny histonów grasicy oraz 
protam in łososia i śledzia. Enzym ten nie fosforylował białek niehistono- 
wych i był różny od kinazy katalizującej ufosforylowanie kazeiny i fos-
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fityny. Fosfokinaza histonowa, zdolna do fosforylowania wszystkich fra k ­
cji histonowych, w ykazywała szczególne powinowactwo do histonu silnie 
lizynowego.

Dalsze badania (125) wykazały stym ulujące działanie cyklicznego adeno- 
zyno-3’,5’-monofosforanu na proces fosforylacji histonów. Ponieważ cyk­
liczny AMP znany jest jako m ediator wielu reakcji horm onalnych z w y­
jątk iem  tych, które są blokowane przez inhibitory syntezy RNA (194), 
można przypuszczać, że stym ulow anie fosforylacji histonów sprzyja ho r­
m onalnej indukcji syntezy RNA. Ten m echanizm  mógłby obejmować mo­
dyfikację interakcji histon-DNA poprzez fosforylację histonów ham ują­
cych m atrycow ą aktywność DNA. O statnie doświadczenia L a n g a n a 
(124) potwierdziły te przypuszczenia. Stw ierdził on, że w 2 godziny po do­
otrzewnowym  w strzyknięciu szczurom roztworu glukagonu w zrasta 10— 
20-krotnie stopień fosforylacji reszt seryny w silnie lizynowym histonie 
w ątroby. W edług L a n g a n a  (124) fosforylacja histonu może być m e­
chanizmem, za pomocą którego glukagon i być może inne hormony, które 
działają za pośrednictw em  3’,5’-cyklicznego AMP, indukują syntezę RNA 
w tkankach pobudzonych. W zrost fosforylacji frakcji F I pod wpływem  
glukagonu nie ulegał zablokowaniu przez aktynom ycynę D czy cyklohek- 
simid. Insulina zwiększała fosforylację histonów w w ątrobie podobnie jak  
glukagon, natom iast hydrokortyzon ani ACTH nie dawały tego efektu.

M i y a m o t o  i wsp. (147) wykazali, że in vitro adenozyno-3’,5’-m o- 
nofosforan w stężeniu 5 X 10_7M/1 powoduje 4-krotne zwiększenie fos­
forylacji histonów, katalizowanej przez częściowo oczyszczony enzym 
z mózgu królika. Jest to pierwszy bezpośredni dowód biochemicznego dzia­
łania cyklicznego AMP w mózgu tłum aczący tak  wysoką w tej tkance 
aktywność cyklazy adenilowej i fosfodwuesterazy cyklicznego AMP.

III. Metabolizm histonów
ft

Znaczenie histonów jako regulatorów  metabolizmu komórkowego czyni 
zrozumiałym zainteresowanie ich biosyntezą.

%

1. M iejsce biosyntezy histonów

W ystępowanie histonów w jądrze skierowało uwagę badaczy przede 
wszystkim  na tę podstrukturę  komórki. Rozważano możliwość syntezy 
histonów na chromosomach jądrow ych, na mRNA, na rybosomach jąd ro ­
wych, w jąderku i na jądrow ym  retiku lum  rybonukleoproteidow ym  (por. 
poz. 116).
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Szczególnie wnikliwe są badania R e i d a i wsp. (186, 187). Posługując 
się systemem A 11 f г e у ’ a i wsp. (5) do włączania aminokwasów w biał­
ka jąder kom órkowych grasicy cielęcej autorzy ci badali tworzenie się 
oraz charakter fizykochemiczny nowosyntetyzowanych histonów silnie 
lizynowych. Okazały się one identyczne z natyw nym i histonam i F I gra­
sicy pod względem składu aminokwasowego, zachowania się w toku elek­
troforezy w żelu poliakrylam idowym  (188), chrom atografii jonowym ien­
nej na CM-celulozie (101), a także na Amberlite  IRC-50 (199). R e i d 
i wsp. (187) potwierdzili dane (2) o nieco słabszym inhibitorow ym  wpływie 
purom ycyny na biosyntezę histonów niż innych białek oraz wykazali, że 
antybiotyk ten najsłabiej ham uje syntezę histonów silnie lizynowych.

Pojaw iły się jednak również dane wskazujące na lokalizację biosyn­
tezy histonów w cytoplazmie. G a l l w i t z  i M u e l l e r  (69, 70) stw ier­
dzili in vitro w układzie bezkomórkowym z synchronizowanych hodowli 
kom órek HeLa, że jądra  komórkowe z tych hodowli były niezdolne do 
syntezy histonów. Natomiast frakcja m ikrosom alna izolowana z cytoplaz- 
m y komórek HeLa w fazie S powodowała powstawanie kwasorozpuszczal- 
nych białek, k tóre podczas elektroforezy w żelu poliakrylam idowym  za­
chowywały się tak  jak  14C-histony z syntetyzujących DNA jąder kom ór­
kowych HeLa znakowanych гп vivo.

Za cytoplazm atyczną syntezą histonów przem aw iają też w pewnym  
stopniu badania N e m e r a  i L i n d s a y ’ a (154). Po 5-minutowej in­
kubacji z I4C-argininą i 3H -tryptofanem  wczesnych embrionów Strongy-  
locentrotus purpuratus  zaobserwowali oni bardzo intensyw ne włączanie 
argininy (w przeciw ieństwie do tryptofanu) w wolno sedym entujące po­
lisomy cytoplazmatyczne. Zdaniem autorów  te w łaśnie s-polisomy są 
miejscem syntezy histonów chromosomowych.

2. Czas syntezy histonów

Histony w ystępują w komórce w połączeniu z DNA i z tego wzglę­
du ważne jest ustalenie czasu ich biosyntezy w stosunku do czasu bio­
syntezy DNA.

Badania cytochemiczne wykazały, że synteza histonów przebiega rów ­
nom iernie z syntezą DNA (27, 184). W yniki doświadczeń biochemicznych 
były mniej jednoznaczne. Szereg prac (184, 192, 208) wskazywało na 
sprzężenie czasowe syntezy histonów a także ich frakcji z syntezą DNA. 
W komórkach Tetrahymena pyriformis  zawartość obu składników, DNA 
i histonu, obniżała się dw ukrotnie podczas podziału, a po podziale w zra­
stała o 85%  (86), co sugerowało, że histony syntetyzują się praw dopodob­
nie przed lub równocześnie z syntezą DNA. Jednak dla zsynchronizowa­

http://rcin.org.pl



[25] H IST O N Y 371

nych hodowli Tetrahymena pyriformis  nie zaobserwowano sprzężenia 
syntezy histonów z okresem  replikacji DNA (146).

Szereg wcześniejszych doniesień wskazywało również, że w pew nych 
w arunkach synteza histonów nie towarzyszy syntezie DNA. Hamowanie 
5-m etylotryptofanem  syntezy DNA w kom órkach HeLa, nie narusza syn­
tezy histonów (223). W kom órkach mozaiki tytoniowej potraktow anych 
5-fluorodezoksyurydyną synteza histonów biegnie mimo ustania syntezy 
DNA (63). Syntezę kilku frakcji histonowych obserw uje się też po zaha­
m owaniu syntezy DNA przez am etopterynę czy tym idynę (208). W edług 
C h a l k l e y ’ a i M a u r e r a  (40) w tkankach nie syntetyzujących DNA 
(błona śluzowa macicy niedojrzałych cieląt) oraz w kom órkach w których 
syntezę DNA zahamowano 5-fluorodezoksyurydyną tw orzą się jedynie 
histony argininowe a nie stw ierdza się syntezy histonów lizynowych. Te 
a także inne dane (240) sugerują, że synteza histonów lizynowych jest 
silniej sprzężona z replikacją DNA niż synteza innych histonów. S a d -  
g o p a l  i B o n n e r  (197) badając kom órki HeLa zsynchronizowane w lo­
garytm icznej fazie wzrostu potwierdzili różny stopień zależności syntezy 
poszczególnych histonów od syntezy DNA, wykazali też jednak, że naw et 
w  nieobecności syntezy DNA wszystkie frakcje histon owe są syntetyzo­
wane.

G u r l e y  i H a r d i n  (78) badając zsynchronizowaną hodowlę tk a ­
nek chomika stw ierdzili, że synteza 5 frakcji histonowych (FI, F2al, F2a2, 
F2b i F3) zachodzi głównie w fazie S, nie potwierdzili jednak obserwacji 
C h a l k l e y ' a  i M a u r e r a  (40) o różnicach w syntezie poszczegól­
nych frakcji po zaham owaniu syntezy DNA.

Ci sami autorzy (79) donieśli następnie o różnicach w okresach pół- 
trw ania  frakcji histonowych w kom órkach jajnikow ych chomika. Zaobser­
wowali oni, że okres półtrw ania histonu F I wynoszący w fazie logary t­
micznej 74 godziny skraca się do 31 godzin w okresie syntezy stabilnego 
RNA, po czym po zatrzym aniu tej syntezy w ydłuża się do 47 godzin. 
A utorzy ci sądzą, że histon F I nie tylko jak  to sugerowali inni (136) 
uczestniczy w utrzym aniu  stru k tu ry  chrom atynow ej, ale pełni także funk­
cję dynamiczną, związaną z syntezą stabilnego RNA. Zgadza się to 
z wcześniejszymi obserwacjami, że m utan t Xenopus laevis, niezdolny do 
syntezy rybosomowego RNA, nie zawiera histonów lizynowych (24), oraz, 
że zahamowanie syntezy RNA w retikulocytach kurczęcia, pod wpływem  
aktynom ycyny D ham uje silniej biosyntezę histonów F I i F2b niż innych 
frakcji (64).

K ontrow ersyjne okazały się również w yniki badań nad powiązaniem 
czasowym biosyntezy DNA i histonu w regenerującej wątrobie. H o 1 - 
b r o o k  i wsp. (91) oraz B u t l e r  i C o h n  (34) obserwowali wzrost 
syntezy histonów w kilka godzin przed replikacją DNA. W edług T а к  a i
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i wsp. (222) natom iast synteza histonów jest ściśle sprzężona z syntezą 
DNA przynajm niej podczas I fali replikacji DNA. Zdaniem T а к  a i i wsp. 
(222) odm ienne w yniki badań innych autorów  przypisać należy zanie­
czyszczeniu ich preparatów  histonowych białkiem  niehistonowym.

S a d g o p a l  i B o n n e r  (197) podsumowując doświadczenia w łasne 
oraz innych badaczy doszli do wniosku, że powiązania m iędzy syntezą 
histonów  i DNA są różne w różnych stanach fizjologicznych i rozwojo­
w ych kom órki, a mianowicie: kom órki wolno dzielące się i niedojrzałe 
lub niewysoko zróżnicowane cechują się ściśle sprzężoną syntezą histo­
nów i DNA, kom órki nie dzielące się i wysoko zróżnicowane syntetyzują 
tylko histony argininowe, a w kom órkach szybko dzielących się i niezróż- 
nicow anych część syntezy wszystkich histonów jest niezależna od syn­
tezy DNA i przebiega w fazie G 1. Autorzy sądzą, że te różnice w prze­
biegu syntezy dwóch składników chromosomowych są raczej przyczyną 
niż skutkiem  zmian w obrazie podziału czy innych biologicznych procesów 
m etabolicznie różnych komórek.

Ciekawe są wyniki badań (83, 84) nad zachowaniem się histonowych 
składników  chrom atyny podczas wzrostu kom órek i mitozy. Badano ho­
dowle kom órek ssaków znakowane w ciągu kilku generacji 3H -tym idyną 
oraz 14C-lizyną i następnie hodowane w środowisku nieradioaktyw nym . 
Okazało się, że chrom atyny kom órek interfazowych i w m itozie nie różnią 
się ani zawartością histonów i DNA, ani stosunkiem  wspom nianych radio­
aktyw ności, ani też ilościami poszczególnych podfrakcji histonów. W ska­
zuje to na brak jakiejkolw iek odwracalnej dysocjacji większej frakcji 
histonowej z chrom atyny podczas wzrostu i mitozy. Jedynie odsetek białka 
niehistonowego był wyższy w chrom atynie kom órek m itotycznych w po­
rów naniu z interfazowym i. H a n c o c k  (83) podkreśla jednak, że sto­
sowane przez niego m etody nie pozwalały uchwycić m odyfikacji s tru k ­
tu ry  I-rzędowej histonów w postaci acetylacji, m etylacji czy fosforylacji.

3. Intensyw ność przem iany histonów

M etaboliczną stabilność DNA stwierdzono dla wielu różnorodnych sy­
stem ów biologicznych (22). W ystępowanie DNA w kompleksie z histona- 
mi sprowokowało badania aktywności metabolicznej histonów.

Metabolizm histonów całkowitych i ich frakcji. Stopień przem iany 
histonów całkowitych jest stosunkowo niski w tkankach spoczynkowych 
a wyższy w tkankach m itotycznie aktyw nych. P  i h a i wsp. (180) po­
rów nyw ali u myszy metabolizm  histonów w mózgu, w którym  podziały 
kom órkow e są bardzo rzadkie, oraz w wątrobie. Po wprowadzeniu do- 
otrzewnowo 14C-lizyny oznaczano okres konieczny do spadku do połowy
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specyficznej aktywności wbudowanego aminokwasu. W mózgu znaleziono 
frakcje histonów dla których okres ten wynosił 18, 56, 93 i 117 dni, 
a w wątrobie — frakcje  o półtrw aniu rzędu 58 i 105 dni, co dowodzi m e­
tabolicznej stabilności histonów odpowiadającej stabilności DNA.

Liczne dane (3, 32, 90, 163, 164, por. też poz. 116) wskazują, że frakcje 
histonowe różne pod względem chemicznym i biologicznym jak również 
frakcje o jednolitym  składzie i funkcji mogą różnić się aktyw nością m e­
taboliczną. Jednakże L a u r e n c e  i B u t l e r  (131) nie stw ierdzili 
znaczniejszych różnic w włączaniu aminokwasów in vitro w 4 typowe 
frakcje o jednolitym  składzie i funkcji mogą różnić się aktyw nością m e- 
a D i c k  i J o h n s  (51, 52) badając in vivo  włączanie 3H-lizyny w 5 
frakcji histonowych z grasicy szczurów zaobserwowali jednakow y stopień 
odnowy badanych histonów.

Metabolizm grup acetylowych w  histonach. Metaboliczna integralność 
kom pleksu DNP skłaniała do porównania wym iany grup m odyfikujących 
struk tu rę  histonów z ogólną przem ianą cząsteczek histonowych. B y  v o e t  
(35) badając in vivo  włączanie 14C-alaniny i 3H-octanu w histony tkanek 
prawidłowych i nowotworowych stw ierdził, że włączanie octanu było sil­
niejsze dla histonów argininowych i um iarkow anie lizynowych niż dla 
silnie lizynowych. Histon silnie lizynowy F I, w którym  około 80%  N -koń- 
cowych reszt aminokwasowych jest zamaskowana w ykazuje też najszybszą 
wym ianę N-końcowych reszt acetylowych. Dane te potwierdzają, że histon 
F I w ystępuje głównie w form ie acetylowanej i są w zgodzie z najsłabszą 
dla tego histonu zdolnością hamowania in vitro syntezy RNA zależnej od 
DNA (152).

Okres półtrw ania radioaktyw nych grup N-acetylowych był zbliżony 
dla badanych tkanek praw idłowych i nowotworowych, natom iast okres 
półtrw ania wbudowanej w histony 14C-alaniny, z reguły znacznie dłuższy 
niż octanu, był różny dla różnych tkanek. W yjątek stanow ił jedynie w ąt- 
robiak Novikoffa, w  którym  przem iana histonów argininowych i um iar­
kowanie lizynowych była praktycznie równa wym ianie grup acetylowych. 
Nie jest wykluczone, że ten typ nowotworu pozbawiony jest acetylujących 
układów enzymatycznych. Badania В у v o e t a (35) wskazują, że N -koń- 
cowe grupy aminowe histonów podlegają odwracalnej acetylacji a proces 
wym iany reszt acetylowych jest szybszy w w ątrobie niż w tkankach 
aktyw nych mitotycznie.

4. W pływ  histonów  na niektóre system y enzym atyczne

Hipoteza S t e d m a n ó w  (214, 215) przypisujących histonom  rolę re ­
gulatorów genowych znalazła poparcie w licznych doświadczeniach dowo­
dzących, że białka te zm niejszają zdolność m atrycow ą DNA w biosyntezie
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mRNA chrom atyny, a także ham ują tworzenie łańcuchów polipeptydo- 
wych (por. poz. 116).

W pływ  histonów na syntezą RN A in vitro. Synteza mRNA in vitro 
jest hamowana silniej przez histony argininowe oraz wysokocząsteczkowe 
sztuczne polikationy niż przez histony lizynowe, kationy niskocząsteczko- 
we czy produkty traw ienia histonów (203, 224). Zahamowanie przez po­
likationy funkcji polim erazy RNA okazało się proporcjonalne do sum y 
adeniny i tym iny w m atrycow ym  DNA a produkty  działania polim erazy 
RNA w obecności polikationów były m niejsze i w ykazyw ały odm ienny

i A+U Jlstosunek oraz sekwencję zasad azotowych (203). Stosunek q _!s_q  dla

RNA syntetyzowanego na m atrycy DNA typu AT wynoszący norm alnie 
3,15 przyjm ował wartość 2,08 w obecności histonu lizynowego i 4,53 
w obecności frakcji argininowej.

S k a ł k a  i wsp. (203) badali zmiany w zawartości niektórych sekw en­
cji dwunukleotydow ych w RNA syntetyzow anych na m atrycach DNA, 
typu AT i GC w obecności różnych polikationów jako inhibitorów. Okazało 
się, że zmiany w zawartości dwunukleotydów dość w yraźnie zależą od ro ­
dzaju inhibitora, chociaż nie zaobserwowano w yraźnej korelacji między od­
działywaniam i histonu argininowego i lizynowego a odpowiednimi poli- 
kationami, tj. protam iną i polilizyną (tablica 5).

T a b l i c a  5
W pływ  po lik a tio n ó w  na  w łączan ie  G M P do p o liry b o n u k leo ty d ó w  o trzy m an y ch  na  

m a try cy  DNA (typ  GC) z M. ly so d e ik tic u s  (wg 203)

F rakcja całkow itej rad ioak tyw ności
Badane pary  

d w u n u k leo ty - 
dowe

Bez po lik a - 
tionu

H iston  lizy - 
now y 
(10{ig)

Poli-L -lizy-
n a

(0,309g)

H iston  a rg i-  
n inow y 
(3,5^g)

P ro ta m in a  
(0,25 JJ-g)

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

Skład zasad oraz brak równoważności w wielu parach dw unukleoty­
dowych RNA tworzonego w w arunkach zahamowania, sugeruje, że jeden 
z kom plem entarnych łańcuchów DNA był n ieaktyw ny bądź też odczyty­
wany z m niejszą wydolnością. Ci sami autorzy (203) stw ierdzili ponadto 
różny wpływ nierozfrakcjonowanych histonów z różnych narządów  szczu­
ra  na rodzaj dw unukleotydow ych sekwencji RNA syntetyzow anych na 
m atrycy DNA z gruczołów jądrow ych szczura. W yniki omówionych do­
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świadczeń skłaniają do spekulacji co do histonów jako regulatorów  ge­
nowych.
Do nieco innych wniosków prowadzą jednak wyniki badań z laboratorium  
Buscha (150), które ilustru je  rysunek 6.

1 -  Histon GAR
2 -  Termolizynowy peptyd 8 (zespół nrl)
3 -  Termolizynowy peptyd 2 (zespół nr 2)
A -  Zespół nr 4 aminokwasów zasadowych

R ys. 6. W pływ  h is to n u  G A R  (g licynow o-arg in inow ego) i pep tydów  zaw ie ra jący ch  
zespoły  am in o k w asó w  zasadow ych  na  ak ty w n o ść  m a try co w ą  DNA z g ras icy  cielęcej 

w  u k ład z ie  p o lim erazy  R N A  z M. lu teu s  
Mieszanina reagująca zawierała w końcowej objętości 0,12т1:12,5цто1і buforu tris, pH 7,6, 
0,1цто1і ATP, GTP i CTP, 0,31цто1і MnCl2, 5jng DNA grasicy cielęcej, 1 jednostkę enzymu 
z M.luteus, 0,12цто1і 2 - “C-UTP (specyficzna aktywność 2,7X106 іт р ./т іп ./ц т о і) i wykazane 

ilości histonu GAR bądź peptydów termolizynowych. (Wg 150)

Zdaniem tej grupy badaczy zahamowanie polim erazy RNA przez hi- 
ton GAR nie jest związane ze zobojętnianiem  ujem nych ładunków  DNA 
przez dodatnie grupy histonów ale ze strąceniem  sztyw nych hydrofobo­
wych kompleksów DNA-histonów z roztworu. Rozpuszczalność tych kom ­
pleksów w wodzie m ogłyby obniżać hydrofobowe obszary w karboksy­
lowej połówce frakcji GAR (por. poz. 15).

Y o s h i d a  i S h i m u r a  (241) badali układ polim erazy RNA z E. 
coli i chrom atyny z gruczołów tylnych (syntetyzujących fibroinę) lub 
środkowych (produkujących serycynę) larw y jedw abnika wprowadzając 
jako represory  histony homologiczne bądź heterologiczne (z niejedno- 
imiennych gruczołów jedw abnika lub z grasicy cielęcej) (rysunek 7).

Stopień zaham owania syntezy RNA w układach z obu typam i chro- 
m atyn był nieznaczny w obecności histonów jednoim iennych, a in tensyw ­
ny w przypadku histonów obcych zwłaszcza pochodzących z grasicy. 
Przyczny zaobserwowanej represji autorzy dopatrują się w pewnej swo­
istości wiązań m iędzy DNA i histonami.

A s z m a r i n  i wsp. (10) badali in vitro syntezę RNA na dezoksynuk-
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leohistonach związanych z m etafosforanem  (DHM) lub z kazeiną (DHK). 
Podobnie jak  w doświadczeniach L a n g a n a  i S m i t h a  (128) kom ­
pleksy te podtrzym yw ały syntezę RNA zależną od DNA, przy czym ze­
społy zawierające frakcje um iarkowanie lizynowe odznaczały się tą  zdol­
nością naw et w tedy gdy zawartość histonu przewyższała dw ukrotnie ilość 
DNA. Autorzy zasugerowali dwojaką funkcję tych połączeń fosforowych: 
podwyższenie rozpuszczalności kompleksów histon-DNA lub rozluźnienie 
wiązań między DNA i histonem. Znaleźli oni ciekawe analogie między 
tymi kompleksami a aktyw ną i reprym ow aną chrom atyną: W obu przy­
padkach podwyższenie zawartości polianionów zwiększa bowiem stan roz­
proszenia a jednocześnie aktywność w podtrzym aniu syntezy RNA za­
leżnej od DNA.

Histon dodany ('(jg)
1 -  Histon tylnego gruczołu przędnego jedwabnika 
2 -  я środkowego » •• >•
3 -  » grasicy cielęcej

R ys. 7. W pływ  h is tonów  n a  syn tezę  R N A  k ie ro w an ą  p rzez ch ro m aty n ą  
a) Chromatyna tylnego gruczołu przędnego jedwabnika zawierająca 28^g DNA; b) chroma- 

tyna środkowego gruczołu przędnego zawierająca 26fig DNA (Wg 241)

W pływ  histonów na syntezą RN A in vivo. Egzogenne histony w pły­
wają podobnie jak  aktynom ycyna na rozwój em brionalny płazów (31) 
i kurcząt (140, 201). Histony, głównie argininowe i polilizyna analogicznie 
do aktynom ycyny powodują w oocytach płazów retrakcję  pętli w chro­
mosomach szczoteczkowych i zahamowanie syntezy RNA (96).

Te dane o ham ującym  wpływie histonów na syntezę RNA nie znalazły 
jednak potwierdzenia w biochemicznych i autoradiograficznych doświad­
czeniach F i с q (61). Badała ona wpływ histonów homo- i heterologicz- 
nych a także polilizyny i aktynom ycyny na syntezę RNA podczas ooge- 
nezy u Asterias rubens. Okazało się, że spośród stosowanych substancji 
tylko aktynom ycyna hamowała włączanie 3H -urydyny w RNA oocytów, 
i to na poziomie jąderek, a później w cytoplazmie. H istony hetero- i homo­
logiczne oraz polilizyna wbrew  oczekiwaniom stym ulow ały ten proces.
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D e s a i  i T e n c e r  (50) zajmowali się wpływem histonów i poli- 
lizyny na włączanie 3H -urydyny w RNA chromosomów olbrzymich ślinia­
nek owadów dw uskrzydłych. Autorzy wykazali, że histony lizyno we gra­
sicy cielęcej, a także polilizyna, w strzyknięte larw ie gromadziły się wzdłuż 
DNA chromosomów politenicznych i hamowały włączanie radioaktyw ­
nych prekursorów  w RNA i w DNA. Zahamowanie to było proporcjonal­
ne do stężenia polikationów. Histony zapobiegały również indukowanem u 
przez ekdyson tw orzeniu nowych pufów w chromosomach olbrzymich.

Histony a synteza białka w układzie bezkomórkowym. Wiadomo, że 
histony podobnie jak  syntetyczne polipeptydy zasadowe ham ują włączanie 
aminokwasów (4, 29), natom iast DNA i syntetyczne polianiony stym ulują 
ten proces (67) w izolowanych jądrach komórkowych czy w obecności 
rybosomów jądrowych. Sugeruje to, że histony i DNA mogą uczestniczyć 
w fizjologicznej kontroli syntezy białek jądrowych.

B e r l i n g u e t  i N o r m a n d  (23) donieśli, że histony jak  również 
polilizyna ham ują niem al kom pletnie włączanie in vitro fenyloalaniny 
w rybosomowe białka wątroby. Najsilniejszym  inhibitorem  okazała się 
polilizyna w stanie wysokospolimeryzowanym. Równoważne ilości dodat­
nio naładow anych m onomerów nie w yw ierały żadnego efektu. Inhibito­
rowe działanie polikationów autorzy wiążą z tworzeniem  przez te sub­
stancje kompleksów z mRNA czy sRNA.

K r u h  i L a b i e  (123) stw ierdzili ham ujący wpływ histonów na poza- 
komórkową syntezę hemoglobiny oraz RNA retikulocytów . W pływ histo-

Histon (mg)

Rys. 8. D zia łan ie  h is tonów  całkow itych  ją d e r  kom órkow ych  w ą tro b y  różnych  g a ­
tu n k ó w  zw ie rzą t n a  p o zakom órkow ą b iosyn tezę  hem og lob iny  k ró lik a  (Wg 123)
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nów na te procesy zmieniał się wraz z pochodzeniem histonów (rysunek 8).
Najsilniejsze działanie inhibitorowe wykazywały histony lizynowe (FI 

i F2b). Hamowanie biosyntezy hemoglobiny autorzy wiązali z in terakcją 
histonów z mRNA, co miało powodować destrukcję polisomów.

5. H istony a działanie horm onów

Badania ostatnich la t wskazują, że horm ony oddziałując z chrom atyną 
jąder komórkowych powodują stym ulację syntezy RNA (14, 103, 212). Za­
obserwowano też stym ulację włączania aminokwasów w jądrach kom ór­
kowych pod wpływem  kortyzolu (49).

W pracow ni S e k e r i s a  (16, 17, 139) wykazano, że kortyzol stym u­
lujący w izolowanych jądrach kom órkowych aktywność polim erazy RNA 
wiąże się głównie z niehistonowymi białkam i jądrowym i, a tylko częściowo 
z histonami. Podobnie wiąże się też I7P-estradiol (110) i kortyzon (149).

S a l g a n i k  i wsp. (198) badali chrom atynę całkowitą (142) oraz re- 
prym ow aną i aktyw ną (7, 68) z w ątroby szczurów, k tórym  w 4 dni po 
adrenalektom ii wstrzykiw ano dootrzewnowo hydrokortyzon. Stw ierdzili 
oni po indukcji hydrokortyzonowej zwiększenie ilości chrom atyny ak tyw ­
nej przy niezmienionej ilości RNA i białka niehistonowego w jądrach. 
Rosła też w DNA ilość grup fosforanowych wiążących błękit toluidyno- 
wy oraz względna lepkość chrom atyny. Fakty  te  autorzy przypisyw ali 
uwolnieniu grup fosforanowych blokowanych przez histon, albo ich 
zwiększonej dostępności na skutek interakcji hormonów z histonam i pro­
wadzących do zmian konform acji cząsteczek białkowych (204). W olne 
m iejsca na DNA mogły stawać się dostępne dla polim erazy RNA, co 
umożliwiałoby transkrypcję.

Wciąż pozostaje niejasne, czy pierwszym  m iejscem  działania horm o­
nów jest proces transkrypcji czy translacji. H a n o u n e  i F e i g e l s o n  
(85) nie stw ierdzili jednak modyfikującego w pływ u glikokortykosterydów  
na intensywność syntezy jakiejś frakcji histonowej czy specyficznej pod- 
jednostki białek rybosomowych tkanki wątrobowej.

Należy też wspomnieć o paradoksalnym  zjawisku zaobserwowanym 
w laboratorium  Ігѵіпа (36, 238, 242, 243), że histony ham ują indukcję 
enzymów (pirolazy tryptofanu, am inotransferazy tyrozyny i hydroliazy 
dezam inującej treoniny) pod wpływem  hydrokortyzonu, ale pobudzają 
ich aktywność u m yszy z usuniętym i nadnerczam i. Punktem  wyjścia tych 
badań były wcześniejsze obserwacje, że hydrokortyzon i kortyzon zwięk­
szają aktywność dwóch pierwszych enzymów (117, 134) oraz, że kortyzon 
stym uluje syntezę RNA (60, 76). Pobudzenie aktyw ności enzymów wywo­
ływ ały histony całkowite i ich frakcje, zwłaszcza silnie lizynowe, a także 
siarczan protam iny oraz poli-lizyna, -alanina, -tyrozyna i -arginina (37, 
243).
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C a f f e r y  i wsp. (37) w ykorzystując badania S c h i m k e ’ e g o  
i wsp. (200) stw ierdzili, że aktyw acja pirolazy tryptofanu  i am inotrans- 
ferazy tyrozyny przez histony była wynikiem  raczej obniżonej degradacji 
niż zwiększonej syntezy enzymów. Na podstawie wniosków К е п п е у ’ а 
(107), że w degradacji am inotransferazy tyrozyny uczestniczy jakiś poli- 
peptyd o krótkim  okresie półtrw ania C a f f e r y  i wsp. (37) sądzą, że po- 
likationy ham ując syntezę RNA blokują syntezę polipeptydu lub poli- 
peptydów, zaangażowanych w degradację badanych enzymów.

6. H istony w  sperm iogenezie i em briogenezie

Jednym  z najbardziej pasjonujących problemów współczesnej biologii 
jest zróżnicowanie komórkowe, tkwiące fundam entalnie w zmianach ge- 
genetycznej aktywności DNA. W ytw arzanie nowych odmian m akrom o- 
lekuł przez kom órkę em brionu prowadzi do wysokiej specjalizacji tk an ­
kowej i w konsekwencji do powstania nowego indywiduum  w obrębie 
danego gatunku. Jednak  mechanizm tych unikalnych przekształceń nie 
jest znany.

Przypisyw ana histonom  rola regulatorów  genetycznych blokujących 
zbędne w danej chwili odcinki DNA zawierającego całość inform acji dla 
organizmu kieruje zainteresowanie na zachowanie się histonów w sper­
miogenezie i embriogenezie.

M etodami cytochemicznymi różnicuje się 4 typy białek zasadowych: 
histony somatyczne, dojrzałe, histony argininowe, protam inę i histony 
przejściowe, tzw. histony bruzdkow ania (por. poz. 116). Ustalane tym i m e­
todam i zmiany składnika białkowego nukleoproteidów w cyklu życiowym 
myszy, ślim aka i m uszki owocowej obrazuje rysunek 9.

Spermiogeneza zawiera dwa stadia: 1) zastąpienie histonu som atycz­
nego o praw ie równym  odsetku argininy i lizyny histonem  sperm ato- 
blastów, argininowym  oraz 2) pojawienie się protam iny w dojrzałej sper­
mie.

Po zapłodnieniu kom órki jajowej przebiega proces odwrotny: p ro ta ­
m iny sperm y znikają, a pojawienie się typowych somatycznych histonów 
w momencie gastrulacji poprzedza tworzenie się histonów bruzdkowania, 
łączących w sobie własności histonów i protam in.

Odm ienny charakter zachowania się histonów w spermiogenezie 
i wczesnej embriogenezie stwierdzono (227, 228, 229, 230) u kraba dzie- 
sięcionoga Emerita analoga (rysunek 10).

Zaobserwowano przemieszczanie się białek zasadowych z jąd ra  do cy- 
toplazmy w kom órkach sperm atoblastów  podczas ich dojrzewania. Jąd ra  
komórkowe dojrzałej sperm y nie zawierały cytochemicznie zdefiniowa­
nych histonów ani protam in, a zasadowe białka cytoplazm atyczne zacho-
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Rys. 9. P rz e m ia n y  h is to n ó w  podczas cyklu  życiow ego u  Н еііх  aspersa
FG — barwienie zieleniną trwałą, BPB — barwienie błękitem bromofenolowym, HONO — pro­

ces dezaminancji i acetylacji. (Wg 26)

Rys. 10. S ch em at zm ian  w  obrazie  h is tonów  w  ją d ra c h  d o jrza łe j sp e rm y  i po za ­
p ło d n ien iu  u  m yszy, m u szk i ow ocow ej, ś lim ak a  o raz  u  k ra b a  E m erita  analoga

Na osi rzędnych kwasochłonność jąder z maksymalną wartością wyrażoną przez 100; na osi 
odciętych stadia rozwojowe tych organizmów: A — dojrzała sperma, В — wczesne przed- 
jądrze, С — późne przedjądrze, D — zygota, E — bruzdkowanie, F — blastula, G — gastrula,

H — organizm dojrzały. (Wg 229)

• w yw ały się w toku elektroforezy w żelu poliakrylam idowym  analogicz­
nie do wzorcowych histonów grasicy cielęcej. Dane te  potw ierdzały 
wcześniejsze doniesienia (27, 41, 47) o obecności w cytoplazm ie różnych 
dziesięcionogów białek zasadowych (prawdopodobnie somatycznych his­
tonów) nazwanych dekapodinami. Natom iast tuż po zapłodnieniu w jąd ­
rach sperm y kraba pojaw iała się klasa słabo zasadowych białek, różnią­
cych się barwliwością od histonów typu  dojrzałego i protam in. Białka
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Rys. 11. E lek tro fe ro g ram y  w  żelu p o liak ry lam id o w y m  histonów  z różnych stad iów  
rozw ojow ych  jeżow ca (24, 36, 56 i 74 godz. rozw oju , 7—8)

(czas doświadczenia 2 godz. (Wg 233))
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te  pozostawały aż do późnego stadium  przedjądrza, po czym w chromoso­
mach obecne były histony nieodróżnialne cytochemicznie od somatycz­
nych.

A s a o  i I s h i d a  (8) donieśli o wyraźnym  zwiększeniu ilości histo­
nów oraz ich syntezy w stadium  późnej gastruli u Triturus pyrrhogaster. 
W zrostowi ilości histonów w jądrze towarzyszył spadek zawartości białek 
zasadowych w cytoplazmie, co sugerowałoby wędrówkę cytoplazm atycz- 
nych białek zasadowych do jąder komórkowych.

Ѵ о г о Ь у е ѵ  i wsp. (73, 231, 232, 233, 234) badając embriony jeżow ­
ca Strongylocentrotus drobachiensis oraz ryby Misgurnus fossilis stw ier­
dzili najbardziej istotne różnice w zachowaniu się elektroforetycznym  
między histonam i, zwłaszcza argininowym i, izolowanymi w stadium  blas- 
tu li oraz gastru li (rysunek 11). Histony pochodzące z późniejszych okre­
sów em briogenezy cechowały się obniżeniem zawartości frakcji arginino- 
wych oraz stosunkiem  Liz/Arg =  1,98 wobec odpowiedniej wartości 1,8 
dla histonów wczesnej blastuli.

Dane te  potw ierdzały obserwację R e p s i s a  (189) nad zachowaniem 
się w żelu poliakrylam idow ym  histonów z kilku stadiów em brionalnych 
(np. zapłodnione jajo, blastula) Lytechinus variegatus.

W czasie em briogenezy zmieniała się też intensywność włączania am i­
nokwasów do poszczególnych frakcji histonów. W stadium  wczesnej blas­
tu li frakcje n r 4 i 6 histonu silnie lizynowego włączały aminokwasy znacz­
nie intensyw niej niż frakcja n r 5, w późnej blastuli różnice te ulegały za­
tarciu, a w okresie gastru li najsilniej włączała aminokwasy frakcja n r 5.

Ѵ о г о Ь у е ѵ  i wsp. (232) udowodnili też, że histony homo- i heterolo- 
giczne obniżają intensywność syntezy RNA w embrionach jeżowca a po­
nadto ham ują ich rozwój. Spośród histonów homologicznych najw iększą 
aktyw ność ham ującą okazywały histony z dojrzałej sperm y jeżowca, a n a j­
m niejszą — histony z późnej blastuli. Różnice te  można wiązać z różną 
zawartością argininy, zwłaszcza że spośród frakcji histonów grasicy cielę­
cej najsilniej ham ow ała argininowa (F3), a najsłabiej silnie lizynowa. 
Acetylowane histony grasicy cielęcej nie w pływ ały w ogóle na rozwój 
em brionalny jeżowca co wskazywałoby, że inhibitorow a funkcja histonów 
wiąże się nie ty le  z ich na tu rą  polikationową, ile ze specyficzną struk tu rą  
tych białek.

K i s c h e r  i H n i l i c a  (111) badając histony podczas organogenezy 
(skóry, w ątroby i mózgu) 7-14-dniowych embrionów kurczęcia stw ierdzili 
ich pełną identyczność pod względem składu aminokwasowego i elektrofo­
rezy w żelu poliakrylam idowym , a także znaczne podobieństwo do histo­
nów grasicy cielęcej. Zdaniem  autorów  histologicznemu zróżnicowaniu 
w  nieco późniejszym  rozwoju kurczęcia nie tow arzyszyły większe ilościo­
we zmiany w  składzie histonów.

5 postępy Biochemii 3/70
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Regulatorowy udział histonów w embriogenezie reprezentow ałby za­
pew ne ich najw ażniejszą funkcję biologiczną. N iestety m echanizm  za po­
mocą którego białka te m odyfikują m atrycow ą aktyw ność DNA nadal jest 
daleki od rozszyfrowania. Gdyby histony były perm anentnym i represo- 
ram i funkcji genetycznej DNA, to derepresję genów m ogłyby prowoko­
wać bądź zmiany konform acji tych białek, bądź ich reakcje z innymi 
wielko- czy niskocząsteczkowymi związkami (np. białkam i niehistonow y- 
mi). I w jednym  i w drugim  przypadku należałoby jednak oczekiwać od 
czynnika derepresorowego zdolności rozpoznawania sekw encji nukleoty- 
dowej obszaru, k tóry  m a ulec odhamowaniu. Nie wykluczone jes t również 
regulowanie funkcji histonów poprzez zmiany s truk tu ra lnej organizacji 
n itek  chrom atynow ych (196).
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LEOPOLD M Y S Z K O W S K I  *

Denaturacja białka jako zmiana jego struktury

Protein Denaturation as a Structural Modification of its Molecules

T he p a p e r  p re se n ts  th e  ch a ra c te r is tic s  of s t ru c tu r a l  changes an d  som e of p h y s -  
ical, chem ical, an d  b io log ica l conseąuences of p ro te in  d en a tu ra tio n .

I. Wstęp

W m iarę rozw oju chemii białek oraz pogłębiania wiedzy o ich s tru k tu ­
rze i funkcji kształtow ało się pojęcie denaturacji białek. D enaturacja do­
tyczy budowy przestrzennej białka i polega na zmianie jego s tru k tu ry  II, 
III, IV lub ponad-IV-rzędowej (28, 66). Definicja ta  ogólnie dziś p rzy ję ta  
ma charak ter teoretyczny. W praktyce biochemicznej posługujem y się 
definicją biologiczną, która przyjm uje, że denaturacja białka jest zmianą 
w jego natu ra lnych  właściwościach (100). Należy jednak pam iętać wów­
czas, że zm iany w struk tu rze  nie pociągające za sobą zmian we właści­
wościach dostępnych badaniu uchodzą spod kontroli.

II. Pojęcia podstawowe

Na wstępie należy podkreślić, że denaturacja może być odwracalna (58) 
chociaż n iektórzy autorzy jak  np. K u n i t z  (54) zgłaszają w tej m ierze 
pewne zastrzeżenia. O denaturacji odwracalnej m ówimy w tedy gdy białko 
po usunięciu czynnika denaturującego odzyskuje wszystkie swoje własności 
jakie miało przed zadziałaniem  tego czynnika. O odwracalności denatu ra­
cji białka możemy mówić z taką samą pewnością jak  i o jego natywności. 
Natom iast bezwzględny punkt odniesienia — „modelowe białko n a tu ra l­
ne”, jest nieuchw ytny. W ynika to stąd, że naw et w zdrowych organizmach

* D r hab il., P ra c o w n ia  B iochem ii E k sp e ry m e n ta ln e j, II  K lin ik a  P o łożn ic tw a  
i C horób  K obiecych , A k ad em ia  M edyczna, W arszaw a.
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białka przyjm ują różne form y konfiguracyjne pod wpływem  stale zmie­
niających się w arunków  związanych z procesem życia. Ostatecznie, nie 
będziemy chyba dalecy od praw dy, jeśli za na tu ra lne  uznam y białko, które 
spełnia całkowicie swoją rolę biologiczną.

Stopień zaawansowania denaturacji białka może wynikać z nasilenia 
zmian wszystkich cząsteczek objętych procesem, lub też ze stosunku ilości 
cząsteczek zdenaturow anych do natyw nych.

Przebieg denaturacji może być ciągły lub etapowy. Na przykład dena- 
tu rac ja  rybonukleazy pod wpływem  mocznika w pH 4,7 przebiega jedno- 
etapowo, a pod wpływem  KCNS lub kwasu mrówkowego czy też solne­
go — wieloetapowo. Innym  przykładem  może być opisany przez В i 11 o- 
n e n a  i L u m r y  (8)i wyjaśniony term odynam icznie, dwuetapowy prze­
bieg denaturacji a-chym otrypsynogenu w środowisku kwaśnym. S tw ier­
dzono też dwuetapowy przebieg nieodw racalnej denaturacji term icznej 
rozpuszczalnego kolagenu (24).

Mianem denaturacji obejm ujem y też tworzenie s tru k tu r ponadczwar- 
torzędowych w białkach, które w stanie natyw nym  takich s tru k tu r nie 
wykazują. Na przykład rybonukleaza A trzustki, której cząsteczki m ają 
budowę IV-rzędową, na skutek denaturacji podczas wysuszania asocjuje 
na s tru k tu ry  zbudowane z dwu lub więcej m akrocząsteczek (18). Zjawisko 
asocjacji czyli łączenia się cząsteczek nazywam y polim eryzacją jeśli masa 
cząsteczkowa nowopowstałych form  m olekularnych nie przekracza ośmio­
krotnie masy cząsteczkowej białka pierwotnego. Dalej posuniętą asocjację 
obejm ujem y mianem agregacji. Taka denaturacja może prowadzić do po­
w staw ania supercząsteczek o stałej, ściśle określonej masie cząsteczkowej. 
Na przykład tropom iozyna królika w zależności od siły jonowej i pH roz­
tw oru tw orzy supercząsteczki dw u- i sześcio-m olekularne (48). N iektóre 
tego typu s tru k tu ry  stanowią natu ralny  składnik organizmów żywych, na 
przykład supercząsteczki IgM — globuliny surowicy krw i zbudowane 
z sześciu jednakow ych s tru k tu r polipeptydowych o budowie czwartorzędo­
wej (91).

III. Charakterystyka zmian strukturalnych

1. Zmiany struktury IV -rzędow ej

S truk tu ra  IV-rzędowa białka natyw nego oparta jest na trwałości w ią­
zań łączących niezależne, zdefiniowane w swojej budowie przestrzennej, 
łańcuchy polipetydowe. Na pierwszym  miejscu należy wym ienić wiązania 
wodorowe i przyciągania elektrostatyczne, jak  to m a miejsce w przypadku 
hemoglobiny (12, 53, 90). Zwykle wchodzą w grę również m ostki dwu-
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siarczkowe np. w im m unoglobulinach (73) i w haptoglobinach (16). Rozer­
wanie wszystkich wiązań zaangażowanych w tworzeniu danej s tru k tu ry  
IV-rzędowej powoduje dysocjację białka na pod jednostki. Tego typu de- 
natu racji ulega hemoglobina ludzka w zmienionym pH (schemat 1). Do­
chodzi wówczas do dysocjacji na skutek rozerwania m ostków wodorowych 
i zmniejszenia oddziaływania elektrostatycznego między podjednostkam i 
tego białka (12, 53, 90).

*■ łańcuch oi 

в ш а  +-lancuch 0

silne wiązanie wodorowe 

słabe wiązanie wodotowe 

s iły  elektrostatyczne

S ch em at 1. D e n a tu ra c ja  s tru k tu ry  IV -rzędow ej hem oglobiny

Trójw ym iarow a organizacja cząsteczki białka jest istotna dla jego czyn­
ności biologicznej. Zm iany tej s tru k tu ry  a więc denaturacja, mogą mieć 
swój udział w funkcji białka, jak  to m a miejsce na przykład podczas u tle- 
nowania hemoglobiny. Przyłączenie atomów tlenu do grup hemowych po­
ciąga za sobą odwracalną zmianę konfiguracji przestrzennej tego białka, 
co jest połączone ze zbliżaniem się do siebie hemów związanych z łańcu­
chami P (68, 78).

W białkach, k tóre w stanie natu ralnym  nie posiadają s tru k tu ry  IV -rzę- 
dowej, zmiany w  tym  zakresie są konsekwencją wcześniejszych zmian 
w konfiguracji białka (42). Proces polega na tw orzeniu polim erów lub 
agregatów utrw alanych przez powstanie nowych międzycząsteczkowych 
wiązań (20), najczęściej m ostków dwusiarczkowych (2). Pew ną rolę w tym  
zjawisku odgryw ają również m ostki wodorowe (13) i w iązania hydrofo­
bowe (20).

2. Zm iany struktury III-rzędow ej

Uporządkowanie łańcucha polipeptydowego w przestrzeni, czyli III-rzę- 
dowa s tru k tu ra  w arunkuje  odpowiednie ułożenie geom etryczne sił mogą­
cych wiązać inne substancje do cząsteczki białkowej. Decyduje to o swo­
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istości własności fizyko-chemicznych i biologicznych danego białka. Cho­
dzi tu  między innym i o właściwe zbliżenie części łańcucha polipeptydo- 
wego, które m ają brać udział w reakcjach.

D enaturacja białka polegająca na zmianach jego III-rzędow ej s tru k ­
tu ry  jest zwykle objawem  uszkodzenia cząsteczki (71, 96). Jak  już wspo­
m niano może być jednak również podstawą jego funkcji, a wówczas jak  
się w ydaję jest zawsze odwracalna.

D enaturacja III-rzędowej s tru k tu ry  białka w ykazuje najw iększą róż­
norodność. W każdym  przypadku ulegają rozerw aniu natu ra lne  w iązania 
wewnątrzcząsteczkowe (27), ale mogą również tworzyć się nowe wiązania. 
Rozmaitość wiązań stabilizujących s truk tu rę  III-rzędow ą (wodorowe, h y ­
drofobowe, dwusiarczkowe, elektrostatyczne) spraw ia, że denaturację  b iał­
ka w tym  zakresie mogą wywoływać różne czynniki. Uszkodzenie poszcze­
gólnych typów wiązań prowadzi zwykle do innych zmian konfiguracyj­
nych i pociąga za sobą odmienne efekty denaturacji. Dodatkowe zróżni­
cowanie w ynika z uszkodzenia różnej ilości wiązań danego typu, lub  też 
z miejsca uszkodzenia. Dotyczy to głównie działania czynników o swoistym  
działaniu destrukcyjnym .

3. Zm iany struktury II-rzędow ej

Proponowany obecnie dla większości białek, sp iralny przebieg łań ­
cucha polipetydowego stanowi jego II-rzędową s tru k tu rę  (50, 74). W iele 
białek globularnych nie posiada jednak takiej s tru k tu ry . W ymienić tu 
można imm unoglobuliny (39, 87) i a-kw aśny glikoproteid (89). W stab ili­
zacji a-spirali udział biorą wiązania wodorowe (17, 76), dwusiarczkowe 
(77), elektrostatyczne (3) i hydrofobowe (88, 104) z tym  jednak, że pod­
staw ą są wiązania wodorowe (17, 76), a nie dwusiarczkowe jak  to ma 
miejsce w przypadku stru k tu ry  III-rzędowej (77). Uszkodzenie w iązań 
stabilizujących a-spiralę, przede wszystkim  wodorowych, może prowadzić 
do denaturacji białka. D enaturację taką obrazuje schem at 2 przedstaw ia­
jący przejście spirali a w stan nieuporządkow any łańcucha polipeptydo- 
wego.

Podczas denaturacji II-rzędowej s tru k tu ry  białka uszkodzenie może 
dotyczyć wszystkich wiązań stabilizujących lub tylko niektórych. W związ­
ku z tym  konfiguracja białka może ulec zniszczeniu całkow item u, bądź 
też jedynie na niektórych odcinkach łańcucha polipetydowego, jak  to ma 
miejsce w przypadkach denaturacji odwracalnej (37). D enaturacja s tru k ­
tu ry  II-rzędowej jest trudniejsza do odwrócenia niż denatu racja  w  zak re­
sie innych struk tu r. Na uwagę zasługuje też fakt, że denatu racja  II-rzę- 
dowej s tru k tu ry  białka może polegać na rozbudowie jego a-spiralnej 
konfiguracji. C a l l a g h a n  i M a r t i n  (13) na podstaw ie badania dys-
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| wewnętrzna powierzchnia heliksu 

zewnętrzna powierzchnia h e lik »

sity Van der Waalsa 

mostek wodorowy 

sity elektrostatyczne 

rodniki apolarne

Schem at 2. D e n a tu ra c ja  s tru k tu ry  II -rzęd o w ej b ia łk a

persji ro tacyjnej sugerują, że dodatek 2-chloro-etanolu do roztw oru albu­
m iny surow icy krw i człowieka powoduje wzrost procentowego udziału 
spirali w  budowie tego białka.

IV. Czynniki denaturujące

Czynniki denaturu jące możemy rozgraniczyć na dwie grupy: czynniki 
fizyczne i czynniki chemiczne. Kwestia addytywności i konkurencji przy 
równoczesnym działaniu na białko czynników z obydwu grup stanowi od­
rębne zagadnienie.

Spośród bardzo wielu czynników wywołujących denaturację, ograniczę 
się do przedstaw ienia tylko niektórych, wybierając te, które w yw ierają 
wpływ najsilniejszy względnie są częstą przyczyną denaturacji białek 
oiaz te, k tó re  łatwo uchodzą naszej uwadze.

1. C zynniki fizyczne

Woda jest jednym  z najm niej docenianych czynników denaturujących. 
Szkodliwe jej działanie przejaw ia się bardzo w yraźnie podczas przecho­
wyw ania liofilizowanych preparatów  białkowych. Daleko posuniętą de­
naturację  wielu białek w roztworach wodnych obserw uje się podczas ich 
rozcieńczania (55). Ponadto w roztworze wodnym  na granicy faz woda-
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-gaz lub woda-ciało stałe zbiera się jednom olekularna w arstw a białka, 
k tóre stało się nierozpuszczalne a więc zdenaturow ane (64). To ostatnie 
zjawisko może mieć duże znaczenie przy spienianiu roztworów białko­
wych, ponieważ proces ten  jest zwykle nieodwracalny.

Mechanizm denaturującego działania wody nie jest zupełnie jasny. 
Jest to działanie z pogranicza wpływu czynników fizycznych i chemicz­
nych. Z jednej strony chodzi tu  o tworzenie mostków wodorowych z wo­
dą (26) z drugiej zaś o oddziaływanie polarnych cząsteczek wody na apo- 
larne fragm enty łańcucha polipetydowego. Ten drugi przypadek zacho­
dzi przede wszystkim  podczas denaturacji na granicy faz (36). N atom iast 
podczas daleko idącego rozcieńczania roztworów białkowych jak  też przy 
naw ilżaniu przechowyw anych białek liofilizowanych m echanizm  dena­
tu rac ji jest zbliżony do mechanizm u denaturacji term icznej.

D enaturacja term iczna zachodzi poprzez rozryw anie tych wiązań, k tóre 
decydują o wysokiej wartości wolnej energii układu białko-środowisko 
(60). Mamy tu  do czynienia z tworzeniem  nowych konfiguracji cząsteczki 
białkowej, które pow stają po rozerw aniu niektórych wiązań nie w alen­
cyjnych (wewnątrzcząsteczkowych) i są stabilizowane przez nowopow­
stałe wiązania wewnątrzcząsteczkowe i międzycząsteczkowe (26). N ajw ięk­
szą rolę przypisuje się rozryw aniu wiązań typu soli oraz m ostków dwu- 
siarczkowych z następowym  tworzeniem  odpowiednich wiązań m iędzy- 
cząsteczkowych i wewnątrzcząsteczkowych w innych m iejscach tęgo sa­
mego łańcucha (82). Nie można również lekceważyć w ym iany m ostków 
wodorowych wewnątrzcząsteczkowych na międzycząsteczkowe i zew- 
nątrzcząsteczkowe (26). Zgodnie z poglądami S t e i n r a u f a  i D a n d -  
1 i к e r  a (97) można przyjąć, że przynajm niej w niektórych przypad­
kach denaturacji term icznej najpierw  pękają wiązania wodorowe, a do­
piero później tworzą się mostki dwusiarczkowe, które u trw ala ją  począt­
kowo powstałe konfiguracje oparte na wiązaniach wodorowych i hydrofo­
bowych. Pow stawanie w toku denaturacji term icznej międzycząsteczlco- 
wych, przypadkow ych wiązań dwusiarczkowych jest podstawowym  czyn­
nikiem prowadzącym  do koagulacji białka. Jakkolw iek ogólna definicja 
nie przew iduje degradacji chemicznej białka podczas denaturacji, to jed ­
nak w przypadku denaturacji term icznej należy przyjąć pewne ograni­
czenia odnośnie tego punktu. Zjawisku tem u często towarzyszy bowiem 
częściowy rozpad grup aminowych (21).

W ażnym czynnikiem denaturującym  jest prom ieniowanie (prom ienie 
X, y oraz ultrafioletowe). P rzy naprom ieniowaniu roztworów białko­
wych, zmiany kowalencyjnych wiązań chemicznych są poprzedzane uszko­
dzeniem struk tu ry  II-rzędowej białka (1). Jonizacja bowiem wnosi nowe 
ładunki elektryczne, co pociąga za sobą rozpad m ostków wodorowych 
i dezorganizację s tru k tu ry  przestrzennej cząsteczki. W przypadku takiej
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denaturacji ludzkiej album iny surowiczej od dawki prom ieniowania za­
leży ilość zdenaturow anych cząsteczek, natom iast pozostałe cząsteczki 
białkowe, jak  się wydaje, są nienaruszone (85).

Rola czynników m echanicznych w denaturacji białek jest na ogół zna­
na i często jest przytaczany przykład denaturacji a-keratyny  podczas roz­
ciągania włosa, kiedy to dochodzi do uszkodzenia s tru k tu ry  III-rzędowej 
(75). Mało znanym  natom iast, ale ciekawym zjawiskiem jest denaturacja 
imm unoglobulin podczas sączenia przez celofan w czasie elektroforezy 
wysokonapięciowej (46). D enaturacja ta w ynika z u tra ty  naturalnej s truk - 
ry  IV-rzędowej.

D enaturację białka w roztworze może wywołać zmiana pH (107). 
Chodzi tu  przede wszystkim  o obniżenie pH ponieważ przy jego podwyż­
szeniu praw ie zawsze m a miejsce degradacja i reakcje w tórne. Tak np. 
album ina surow icy krw i (106) oraz im m unoglobuliny (107) przechodzą 
odwracalne zm iany struk tu ra lne  przy obniżeniu pH poniżej 4. Zm iany te 
są całkowicie odwracalne (38, 106) i polegają na ekspansji cząsteczek 
wskutek zmian s tru k tu ry  III-rzędowej, jednak bez rozfałdowania spi­
ralnego łańcucha, a więc bez zmian w struk tu rze  II-rzędowej. Dopiero 
długotrw ałe działanie obniżonego pH przy niezbyt m ałym  stężeniu białka 
prowadzi do nieodw racalnej denaturacji wielu białek. Pow stają wówczas 
nienaturalne s tru k tu ry  IV-rzędowe i ponadczwartorzędowe czego zew­
nętrznym  w yrazem  jest agregacja. Ten rodzaj denaturacji w ykorzystuje 
się w niektórych m etodach oznaczania ilościowego białka (70) i przy od- 
białczaniu roztworów. M echanizm denaturacji białka podczas obniżenia 
pH zawsze wiąże się z przyłączeniem  protonów przez białko. Ta reakcja 
pociąga za sobą rozryw anie m ostków wodorowych stabilizujących n a tu ­
ralną konfigurację cząsteczki i umożliwia powstawanie nowych wiązań 
międzycząsteczkowych wodorowych i hydrofobowych wynikających 
z działania sił Van der Waalsa.

Należy też wspomnieć o denaturującym  wpływie ultradźw ięków  na 
białko. Fale ultradźw iękow e prowadzą zwykle do reakcji chemicznych 
w skutek rozryw ania wiązań w alencyjnych (23), jednak niektóre enzymy 
ulegają pod ich wpływem  inaktyw acji wywołanej denaturacją bez obja­
wów hydrolizy (5).

2. Czynniki chem iczne

Sole są jednym  z najwcześniej poznanych czynników denaturujących 
białko. Zjawisko odwracalnej denaturacji pod wpływem  siarczanu amonu, 
siarczanu sodu, czy fosforanu potasu znalazło zastosowanie przy frakcjo­
nowaniu m ieszanin białkowych i izolacji enzymów. D enaturująco działają
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też sole m etali wielowartościowych (Fe, Ni, Co, Al, Cu, Zn, Cd). Obok 
dominującej roli kationu w tym  procesie istotne znaczenie m a także obec­
ny w roztworze anion (83, 95). M iejscem wiązania jonów m etalicznych 
mogą być wolne grupy karboksylowe (np. dla Co2+ i Ni2+) azot imidazo- 
lowy lub peptydowy, a wg R a o  i L a l a  (81) także tlen wiązania pep- 
tydowego (np. dla Zn2+ i Cd2+). W iązanie wielowartościowych jonów m e­
talicznych przez białko prowadzi do jego polim eryzacji, zwykle bez w y trą ­
cania się z roztworu. W odpowiednich w arunkach produkt denatu racji 
może mieć ściśle określoną masę cząsteczkową, na przykład album ina 
surowicy krw i bydlęcej pod wpływem  azotanu miedzi ulega w roztworze 
wodnym  dim eryzacji (86). D enaturacja białka pod wpływem  soli polega­
jąca na powstawaniu połączeń typu soli z wielowartościowym i kationam i 
lub anionami daje produkty  n ietrw ałe i często może dochodzić do pełnej, 
jak  się wydaje, renaturacji. Dotyczy to w ielu enzymów wyizolowanych 
z mieszanin białkowych przez w ytrącanie siarczanem  amonu. Również di- 
m ery album iny surowicy krw i bydlęcej otrzym ane działaniem  jonów Cu?+ 
dysocjują na natyw ne cząsteczki pod wpływem  w ersenianu czy też chlo­
rowodorku cysteiny (86).

Wiele związków organicznych w ykazuje działanie denaturu jące przy 
czym różnorodność zachowania się białek wobec nich jest większa niż 
wobec innych czynników denaturujących. Do najczęściej stosow anych na­
leżą: mocznik, chlorowodorek guanidyny, detergenty  oraz alkohole alifa­
tyczne, które powodują żelifikację białek w tem peraturze pokojowej. Te 
ostatnie podnoszą również stopień agregacji term icznej.

Najbardziej znanym  związkiem z tej g rupy jest mocznik. B iałka zdena- 
turow ane mocznikiem pozostają zwykle rozpuszczone. M echanizm dena­
turacji pod wpływem  mocznika podobnie jak  i guanidyny polega na tw o­
rzeniu silnych wiązań wodorowych m iędzy tym i związkami a białkiem  
z równoczesnym rozrywaniem  m ostków wodorowych wew nątrzcząstecz- 
kowych (98, 105). Oba te związki działają dopiero- w dużych stężeniach, 
przy czym ze wzrostem  ich stężenia w zrasta nieodwracalność denaturacji. 
W stężonych roztworach mocznika prowadzi to do wzrostu lepkości i skrę- 
calności optycznej roztw oru bez zmiany ciężaru cząsteczkowego biał­
ka (35).

Czynniki powierzchniowo aktyw ne często działają denaturu jąco  na 
białka i to zwykle już w niskich stężeniach. D etergenty nie działają zw yk­
le na wiązania wodorowe, ale osłabiają wiązania hydrofobowe (62, 63). Tak 
więc zmiany wywołane przez detergen ty  dotyczą głównie s tru k tu ry  
III-rzędowej, chociaż w niektórych przypadkach może dochodzić do roz­
ryw ania wiązań wodorowych i uszkadzania spirali (62, 63). Isto tą działa­
nia detergentów  na białka jest udostępnienie do reakcji chemicznych grup 
czynnych.
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V. Skutki denaturacji

Jakkolw iek własności fizyczne, chemiczne i biologiczne białka są ze 
sobą ściśle związane i współzależne, to jednak dla jaśniejszego przedsta­
wienia omówię je oddzielnie.

1. W łasności fizyczne

Rozpuszczalność, stała dyfuzji, ruchliwość elektroforetyczna, lepkość 
roztw orów  białkowych oraz własności optyczne są podstawowymi ele­
m entam i charak terystyk i natyw ności białek. Zm iany w tym  zakresie 
w przebiegu denaturacji w ynikają ze zmiany wym iarów cząsteczkowych, 
ładunku elektrycznego, kształtu  oraz stanu rozproszenia cząsteczek biał­
kowych.

D enaturacja  łączy się zwykle, choć nie zawsze ze zwiększeniem w y­
m iarów  cząsteczki. Na przykład denaturacja term iczna album iny ja ja  
prowadzi do zwiększonej hydratacji tego białka, tak  że objętość każdej 
zdenaturow anej cząsteczki w zrasta dw ukrotnie (61). Ekspansja m oleku­
larna nie zawsze jednak pociąga za sobą wzrost objętości cząsteczkowej 
i tak  objętość cząsteczki album iny surowicy krw i zmniejsza się w czasie 
ekspansji (14) co ilustru je  schem at 3.

Ш і powierzchnia przekroiu 

powierzchnia hydrofitowa 

Г  I powierzchnia hydrofobowa

Schem at 3. E k sp an s ja  m o le k u la rn a  a lb u m in y  surow iczej (p rzekró j m odelu)

6 Postępy Biochemii 3/70
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Zarówno dysocjacja białek na pod jednostki jak  też polim eryzacja, któ­
re mogą mieć miejsce w czasie denaturacji, pociągają za sobą odpowiednie 
zmiany w param etrach m olekularnych, które są prostą konsekwencją 
zmiany masy cząsteczkowej.

Ruchliwość elektroforetyczna zależy od ładunku elektrycznego i od 
przestrzennej budowy cząsteczki białkowej, toteż zmiany konfiguracji 
m olekularnej i ładunku elektrycznego w czasie denaturacji mogą tę ruch ­
liwość znacznie zmieniać. Ponieważ ładunek elektryczny w procesie de­
naturacji zwykle wzrasta, elektroforeza jest bardzo pożyteczną metodą 
do w ykrycia różnic jakościowych (modyfikacji) cząsteczek białkowych, 
lecz niestety nie daje precyzyjnego poglądu co do n a tu ry  tej modyfikacji. 
Zm iany ładunku elektrycznego białek pod wpływem  denaturacji znajdują 
swe odzwierciedlenie również w zmianie przew odnictw a elektrycznego 
roztworów białkowych.

Własności optyczne białek odnoszą się do ich w ew nętrznej s truk tu ry  
i dlatego są niezw ykle czułe na m odyfikujące działanie denaturacji. Ba­
dania dwójłomności św iatła (41), zmętnienia (93, 94) widm absorpcyjnych 
w nadfiolecie (32, 45) i podczerwieni (56) oraz dyspersji rotacyjnej (44, 
57) należą do najw ażniejszych m etod badania denaturacji. C harakterys­
tyczne zmiany dyspersji rotacyjnej podczas denaturacji s tru k tu ry  II-rzę- 
dowej pozwalają dość dokładnie obliczyć procentow y udział a-spirali 
w tworzeniu tej s tru k tu ry  (39, 65). Zm iany w różnicowych widm ach ab­
sorpcyjnych w UV i w dyspersji rotacyjnej pozwoliły B i l t o n e n o w i  
i L u m r  y ’ e m u (9) na stw ierdzenie dwu niezależnych stanów  rów ­
nowagi w dwuetapowej denaturacji a-chym otrypsyny.

Zm iany konform acji, topografii i własności chemicznych powierzchni 
białka powodują zmiany powinowactwa do otaczającego środowiska. Roz­
puszczalność białek globularnych. w wodzie zwykle m aleje po denaturacji. 
Zjawisko to często przyjm uje się za k ry terium  denaturacji (59), jednak 
ilościowe oznaczenie produktu  denaturacji m etodą precypitacji jest umow­
ne ponieważ w dużym stopniu może zależeć od środowiska (102). Należy 
tu  wspomnieć, że w wodnych roztworach białek w yróżniam y wodę wolną 
i wodę związaną z białkiem  przy czym woda związana nie jest rozpuszczal­
nikiem  dla soli lub innych związków. „Objętość nierozpuszczalnikowa” 
(suma objętości wody związanej i samych cząsteczek białkowych) zwykle 
m aleje nieznacznie podczas denaturacji (34).

2. W łasności chem iczne

W pływ denaturacji na własności chemiczne białka polega zwykle na 
udostępnieniu nowych grup funkcyjnych lub zmianie otoczenia tych 
czynnych grup, które były wolne w białku natyw nym .
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Na ogół denaturacja powoduje wzrost ilości grup czynnych w cząstecz­
ce białkowej. Po denaturacji zwykle w zrasta wiązanie jonów m etalicz­
nych (101) i wodorowych (6). Przybyw a wolnych grup NH2“ , tak  że re­
akcja biuretow a jest szybsza (4), odmaskowują się też reszty tyrozynowe 
i tryptofanow e co powoduje silniejszą reakcję Folina-Ciocalteu i zmianę 
widm absorpcyjnych w nadfiolecie (31, 84). Szczególnie duże znaczenie 
ma denaturacja w uw alnianiu grup -SH (47, 103), po denaturacji stają się 
też łatwiej dostępne do redukcji grupy -S-S-. Ciekawą ilustracją tego 
zjawiska jest praca A n d e r s o n a  (2) dotycząca polim eryzacji album i­
ny surowicy krw i bydlęcej. W natyw nej album inie surowicy krw i ludz­
kiej można w ykryć tylko jedną grupę -S-S- podczas gdy po denaturacji 
daje się wykryć 17 takich ugrupowań w cząsteczce (52).

D enaturacja powoduje też znaczne zmiany w wiązaniu przez białko 
barw ników i innych substancji drobnocząsteczkowych. Po denaturacji ob­
serw uje się zwykle wzrost wiązania (niekiedy bardzo znaczny) jak  to na 
przykład m a miejsce w przypadku wiązania hemu przez zdenaturow aną 
globinę (51), taka hemoglobina jednak jest niezdolna do wiązania tlenu 
(49). Zm iany w wiązaniu barw ników  przez białka w czasie ich denatu ra­
cji zależą w dużym stopniu od środowiska, głównie od pH roztworu 
w jakim  denaturacja zachodzi (7). W ażnym objawem wzrostu reaktyw ­
ności białek po denaturacji jest również wzrost ich podatności na działa­
nie enzymów proteolitycznych. Obserwujem y to np. podczas denaturacji 
album iny jaja, (3-laktoglobuliny czy też bydlęcej album iny surowiczej (15).

3. W łasności biologiczne

Z biologicznego punktu  widzenia istotnym  zjawiskiem towarzyszącym  
denaturacji jest spadek aktywności enzymatycznej. Tylko w bardzo nie­
licznych przypadkach denaturacja może powodować wzrost lub naw et po­
jaw ienie się nieistniejącej przedtem  aktywności enzymatycznej. Na przy­
kład miozyna A z serca, po denaturacji zwiększa swoją aktywność 
ATP-azy (10), album ina ja ja  zaś, k tóra w stanie naturalnym  nie w yka­
zuje własności enzymatycznych, po denaturacji term icznej wykazuje 
własności katalazy chociaż aktywność jej wobec H20 2 jest w ielokrotnie 
m niejsza od aktywności katalazy naturalnej (99).

W skutek wielkiej specyficzności reakcji immunologicznych należałoby 
się spodziewać, że denaturacja powinna silnie wpływać na własności im ­
munologiczne białka. Przypuszczenie to jednak tylko częściowo znajduje 
potwierdzenie w faktach. Natyw na album ina jaja  nie reaguje z surowicą 
zawierającą przeciwciała przeciw zdenaturow anej album inie jaja, podob­
nie jak  zdenaturow ana album ina jaja  nie reaguje z antysurow icą przeciw 
natyw nej album inie ja ja  (33). Innym  przykładem  jest zdenaturow ana

6*
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term icznie album ina surow icy krw i bydlęcej, k tó ra  daje tylko 15% reakcji 
krzyżowej z antysurowicą przeciw  natyw nej album inie (63). Tymczasem 
denaturacja album iny surowiczej za pomocą mocznika i guanidyny nie 
zmienia własności antygenow ych tego białka (79).

D enaturacja białka przez zmianę jego s tru k tu ry  III-rzędowej stoi też 
u podstaw działania większości enzymów. P rzyjm uje się, że w czasie dzia­
łania syntetaz substraty  po połączeniu z enzymem zbliżają się do siebie 
na skutek stosownego odkształcenia cząsteczki enzymu. Zjawisko to przed­
stawiono na schemacie 4.

EZ substraty

J ^  j produkt reakcji

Schem at 4. D e n a tu ra c ja  części b ia łkow ej enzym u podczas k a ta lizy

Innym  przykładem  denaturacji (zmian strukturalnych) białka jako zja­
wiska naturalnego może być proponowany przez M o n o d a ,  C h a n -  
g e u x  i J a c o b a  (67) model allosterycznej reakcji represora podczas 
regulacji biosyntezy.

VI. Addycja i konkurencja

Szczególnymi zjawiskami dotyczącymi denaturacji są: addycja i kon­
kurencja w działaniu czynników denaturujących. Najbardziej powszech­
na jest współzależność tem pera tu ry  z innymi czynnikam i denaturu jący­
mi. W pływ pH  na denaturację cieplną tylko w niewielkim  stopniu daje 
się tłumaczyć katalitycznym  działaniem  jonów H + i OH- . W ydaje się, 
że bardziej istotną rolę odgrywa zmiana równowagi m iędzy różnymi sta­
nam i dysocjacji cząsteczki białkowej (30). Tak na przykład dodatek eta­
nolu powoduje wzrost stopnia denaturacji term icznej globulin surowicy 
krw i ludzkiej (40). Podobnie dodatek m ocznika do roztw oru album iny jaja  
obniża znacznie tem peratu rę  konieczną do jej denaturacji (29).
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M echanizm addytyw ności można objaśnić na przykładzie inaktyw acji 
funkcji ATP-azowej m iozyny wskutek naśw ietlania prom ieniam i X iub 
Y (22). Inaktyw acja ta zachodzi w dwu etapach, bezpośrednio w czasie 
naśw ietlania i w kilka godzin po naprom ieniowaniu. Przyjm uje się, że 
naprom ieniow anie białka indukuje długotrw ałe wzbudzenie atomów 
w cząsteczce co obniża próg aktyw acji dla następnej reakcji w skutek cze­
go już w tem peraturze 25° po kilku godzinach dochodzi do denaturacji 
term icznej.

O konkurencji mówimy wtedy gdy działanie czynników denatu ru ją­
cych znosi się. Bardzo dobrym  tego przykładem  jest fakt, że dodanie 10 
do 14 moli detergentu  na 1 mol album iny surowicy krw i ludzkiej wyw ie­
ra  bardzo silny wpływ  ochronny wobec denaturacji zarówno term icznej 
jak  i w 6 m olarnym  roztworze mocznika (62). Ochronne działanie kapry- 
lanu sodu na album inę surowicy ham ują aminokwasy dwuazotowe (30). 
Jest więc prawdopodobne, że kaprylan tw orzy wiązania z guanidynową 
grupą reszty argininowej w łańcuchu polipeptydow ym  białka. Ciekawy też 
jest brak efektu denaturującego przy równoczesnym działaniu na albu­
m inę surowicy krw i kwasu trójchlorooctowego i etanolu lub acetonu 
w stężeniach w ystarczających do natychm iastow ej denaturacji (92).

Podobne efekty jak przy działaniu dwóch czynników denaturujących 
uzyskujem y przez dodanie do roztw oru białka substancji, których ogólnie 
nie uważa się za czynniki denaturujące. Stwierdzono na przykład, że
0,1 m olarny roztw ór NaCl znacznie przyspiesza denaturację term iczną 
album iny surowicy krw i ludzkiej, podczas gdy 1 m olarny roztw ór tej soli 
działa ochronnie (69). Obok siły jonowej również rodzaj jonów (43) może 
decydować o przebiegu denaturacji pod wpływem  czynników fizycznych. 
W tych przypadkach chodzi prawdopodobnie o wzajem ne oddziaływanie 
elektrostatyczne między solami a cząsteczkami białka.

W ażnym czynnikiem ochraniającym  białka przed denaturacją jest 
DNA, przy czym działanie DNA jest o wiele większe niż nukleozydów 
lub nukleotydów w tym  samym stężeniu (72, 108). Również rodzaj nukle- 
otydu może mieć wpływ  na przebieg denaturacji jak to na przykład ma 
miejsce w przypadku polim eryzacji aktynu F (25). N iektóre aminokwasy 
oraz glutation także działają ochronnie przeciw denaturacji (19). Substan­
cje te stabilizują s tru k tu rę  białka wiążąc się z nim. W przypadku enzy­
mów taka stabilizacja może prowadzić do obniżenia ich aktywności.
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R E N A T A  D Ą B R O W SK A  *, WITOLD D R A B IK O W SK I **

Regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni szkieletowych

Regulation of Contraction-Helaxation Cycle in the Skeletal Muscle

R ecen t p ro g ress  in  th e  in v es tig a tio n s  on th e  m o lecu la r m ech an ism  of th e  ro le  
of calc ium  ions as a re g u la tin g  ag e n t of th e  c o n trac tile  sy s tem  has been  rev iew ed .

I. Aparat kurczliwy mięśni szkieletowych

1. U ltrastruktura m iofibryli

Mięsień jest wysoce wyspecjalizowaną tkanką zdolną do przetw arza­
nia energii chemicznej w energię m echaniczną skurczu.

Główną masę mięśni szkieletowych stanowią elem enty kurczliwe — 
m iofibryle zbudowane z dwóch rodzajów filam entów (54). Tak zwane 
„grube” filam enty, o średnicy 100A, znajdują się w prążkach anizotropo­
wych (A), natom iast „cienkie” filam enty, o średnicy 60A, zajm ują prążek 
izotropowy (I) oraz zachodzą w prążku A na pewnym  odcinku między 
„grube” filam enty. Pośrodku prążka I znajduje się linia o dużej gęstości 
optycznej zwana linią Z, natom iast środkowy odcinek prążka A, o m niej­
szej gęstości optycznej, gdzie „cienkie” filam enty nie dochodzą, zwany 
jest strefą H (schemat la). Odcinek pomiędzy dwoma linam i Z nazywa się 
sarkom erem.

A. F. H u x l e y  i N i e d e r g e r k e  (52) oraz H. E. H u x 1 e у 
i H a n s o n (57) wykazali, że długość obu rodzajów filam entów  pozostaje 
stała w różnych stanach skrócenia m iofibryli. Autorzy ci zaproponowali 
ogólnie dziś p rzy jętą teorię, według której zmiany długości m ięśnia po­
przecznie prążkowanego podczas skurczu są wynikiem  przesuwania się

* D r inż., Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t  B iologii D ośw iadczalnej im . M. N enckiego, 
P o lsk a  A k ad em ia  N auk , W arszaw a

** P ro f. d r hab il., Z ak ład  B iochem ii, I n s ty tu t  B iologii D ośw iadczalnej im . M. 
N enckiego, P o lsk a  A k ad em ia  N auk , W arszaw a

W ykaz sto so w an y ch  sk ró tó w : EDTA  — sól sodow a k w asu  e ty len o d w u a m in o cz te - 
rooctow ego, EG TA  — sól sodow a k w asu  e ty len o g lik o lo -b is /e te r |3 -am in o m ety lo -/N N ’- 
czterooctow ego.
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S ch em at 1. U łożenie f ilam en tó w  w  m io fib ry li 
a) w stanie spoczynku, b) w stanie skurczii 
m — filam enty grube, a — filam enty cienkie

„grubych” i „cienkich” filam entów względem siebie, bez zmiany długości 
poszczególnych filamentów. Powoduje to w czasie skurczu skracanie prąż­
ków I i zmniejszanie strefy  H aż do ich zaniku^ (schemat lb), a w czasie 
rozkurczu — rozszerzanie prążka I i strefy  H bez zmiany długości prąż­
ka A.

Prowadzone równolegle badania biochemiczne wykazały, że głównymi 
składnikam i m iofibryli są specyficzne białka mięśniowe m iozyna i ak ty ­
na. Zastosowanie techniki m ikroskopii elektronowej w połączeniu z frak ­
cjonowaną ekstrakcją białek oraz z m etodami immunochem icznymi u jaw ­
niło, że „grube” filam enty zbudowane są z miozyny, a „cienkie” z ak tyny  
(37, 55, 80, 91). A ktyna w ystępuje w „cienkich” filam entach w postaci 
podwójnie skręconych nici — liniowych polim erów — zwanych F -ak ty- 
ną (38).

2. Aktom iozyna i inne m odele m ięśniow e

W roku 1939 E n g e l h a r d t  i L j u b i m o w a  (33) donieśli, że mio­
zyna jest enzymem rozkładającym  ATP. W krótce potem  S z e n t - G y o r -  
g у i (95) zaobserwował, że miozyna tworzy kompleks z ak tyną i połączenie 
to nazwał aktomiozyną. W roztworach o wysokiej sile jonowej (ц, — 0,6) 
interakcja obu tych białek m anifestuje się wzrostem  lepkości i rozprasza­
nia światła. Dodanie ATP do roztworu aktom iozyny powoduje gwałtowny 
spadek lepkości, świadczący o dysocjacji na składniki. W m iarę rozkłada­
nia dodanego ATP przez ATP-azę miozynową ponownie pow staje połą­
czenie aktyny z miozyną. W roztworach o niskiej sile jonowej (ix <C 0,25) 
aktomiozyna w ystępuje w form ie żelu. W tych w arunkach dodanie ATP 
powoduje, równolegle z enzymatycznym  rozkładem  ATP, synerezę żelu 
aktomiozynowego, polegającą na wyciśnięciu wody ze s tru k tu ry  żelu 
i zmniejszeniu jego objętości. Zjawisko to nazwane superprecypitacją s ta ­
nowi jeden z najprostszych modeli skurczu mięśniowego. Skurcz „nici” 
z żelu aktomiozynowego, zachodzący pod wpływem  ATP opisał S z e n t -
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G y o r g y i  już w roku 1941 (95). Prowadzone następnie na szeroką skalę 
badania wykazały, że aktywność ATP-azy aktomiozynowej jest znacznie 
wyższa od miozynowej i charakteryzuje się tym, że ulega stym ulacji pod 
wpływem  jonów Mg2+. Natomiast aktywność ATP-azy miozynowej zm niej­
sza się pod wpływem  tych jonów (96).

W a r d  i wsp. (101) spostrzegli, że aktywność ATP-azy ekstrahow a­
nych gliceryną włókien m ięśniowych zależna jest od długości sarkom eru. 
Zm niejszenie długości sarkom eru prowadzi do wzrostu aktywności ATP- 
azy stym ulowanej jonam i Mg2+, zwiększenie zaś do zaniku aktywności. 
Jest to zgodne z poglądem, że wraz ze skracaniem  sarkom erów podczas 
pokryw ania się filam entów  „cienkich” i „grubych” w ystępuje silna in te r­
akcja między aktyną i miozyną, k tóra prowadzi do hydrolizy ATP, do­
starczającej energii potrzebnej do skurczu. P rzy  m aksym alnym  rozciąg­
nięciu sarkom eru połączenie to zostaje zerwane i aktywność ATP-azy jest 
niska (cyt. wg 58).

W wyniku wieloletnich badań ugruntow ał się pogląd, że interakcja 
dwóch struk tura lnych  białek mięśniowych aktyny i m iozyny w obecności 
ATP stanowi podstawowy mechanizm skurczu mięśniowego.

II. Rola wapnia w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni
szkieletowych

1. W pływ  stężenia jonów  w apnia na aktyw ność m ięśni

Skurcz modeli m ięśniowych pod wpływem  ATP jest nieodw racalny
i odpowiada stanowi rigor mortis  w żywym mięśniu. В o z 1 e r (4) i W a - 
t a n a b e  (99) wykazali jednak, że rozkurcz tych modeli może zachodzić 
pod wpływem  związków chelatujących jony Ca2+, na przykład EDTA. 
W niedługim  czasie po tym  P e r r y  i G r e y  (83, 84) zaobserwowali, że 
związki te znacznie obniżają poziom ATP-azy aktomiozynowej aktyw ow a­
nej przez jony Mg2+.

Równolegle prowadzono badania nad udziałem poszczególnych jonów 
w skurczu mięśnia. H e i l b r u n n  i W i e r c i ń s k i  (49) badając wpływ 
iniekcji kationów dwu wartościowych na zachowanie się m ięśnia zau ważyli, 
że spośród szeregu kationów tylko kationy Ca2+ powodowały jego skurcz. 
Spostrzeżenie to potwierdzili następnie N i e d e r g e r k e  (75) i P o d o l ­
s k i  (85). W następnych latach W e b e r  i wsp. (104, 105, 106) wykazali, 
że dla uzyskania pełnej aktyw acji ATP-azy aktomiozynowej poza jonam i 
Mg2+, konieczne jest również niewielkie stężenie jonów Ca2+. Usunięcie 
jonów wapnia ze środowiska inkubacyjnego, na przykład przez dodatek 
EGTA, prowadzi do zaham owania rozkładu ATP (19, 20, 22, 72). EGTA 
jest analogiem EDTA o kilkakrotnie większym powinowactwie do Ca2+ 
niż do Mg2+.
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Dowody na to, że do aktyw acji ATP-azy aktomiozynowej potrzebne są 
jony wapnia uzyskano dość późno, co można wytłum aczyć tym, że stosun­
kowo małe ilości tych jonów, zazwyczaj obecne jako zanieczyszczenia, 
w ystarczą by zaktywować współdziałanie ATP z białkam i kurczliwymi. 
Dlatego dopiero zastosowanie przez W e b e r  i H e r z  (103, 104) buforów 
wapniowych, utrzym ujących stężenie wolnych jonów Ca2+ na stałym  po­
ziomie, pozwoliło rozwiązać ten problem . Szczególnie przydatny okazał 
się bufor Ca-EGTA +  EGTA. W ykazano, że m aksym alna aktyw acja akto- 
m iozyny następuje dopiero przy stężeniu 10~4M Mg2+ i 10~4M ATP, nato­
m iast zapotrzebowanie na Ca2+ zaspokaja w pełni 100 razy m niejsze stęże­
nie tego kationu. Podczas badania w pływ u stężenia jonów Ca2+ na ak tyw ­
ność ATP-azy aktomiozynowej stwierdzono, że m aksym alną aktyw ację 
tego enzymu uzyskuje się już przy stężeniu Ca2+ 10~6M, natom iast zaha­
m owanie rozkładu ATP i superprecypitacji następuje przy obniżeniu stę ­
żenia Ca2+ poniżej 10-7M (103) (rysunek 1).

Rys. 1. Zależność m iędzy stężen iem  w olnych  jonów  C a2+ a a k ty w n o śc ią  A T P -a z y r 
su p e rp recy p ita c ji i w iązan iem  C a2+ p rzez m io fib ry le  (104)

Analogiczne badania prowadzono in vivo, w strzykując bufor wapnio­
wy do żywego mięśnia w celu ustalenia poziomu wolnych jonów wapnia 
w różnych stanach fizjologicznych. Stwierdzono, że zarówno stężenie Ca2+, 
poniżej którego następuje rozkurcz mięśnia, jak  i stężenie Ca2+ w czasie 
skurczu jest takie samo jak  w izolowanych system ach in vitro (89, 90). 
Całkowite stężenie wapnia w żywym m ięśniu jest dużo wyższe i wynosi 
10~3 — 10_2M (cyt. wg 44). Jednakże badania nad rozmieszczeniem Ca2f 
we frakcjach subkomórkowych hom ogenatów m ięśniowych wykazały, że 
główna jego część pozostaje związana z elem entam i struk tura lnym i i nie 
daje się usunąć za pomocą EGTA, ani wym ienić z wolnym  45Ca (42, 43, 79).
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Schem at 2. P rzek ró j p rzez w łókno m ięśniow e (79a)
A) miofibryle B) sarkoplazmatyczne reticulum C) kanaliki systemu T
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2. S a rkop lazm atyczne  re ticu lu m  i jego fu n k c ja

Po zaniku bodźca mięsień ulega szybko rozkurczowi, m usi zatem istnieć 
mechanizm um ożliw iający usunięcie ze środowiska jonów Ca2+, które są 
obecne podczas skurczu. Badania nad tak zwanym „czynnikiem rozkurczo­
wym ” datują się od 1951 roku, kiedy to M a r s h  (71) zauważył, że prze­
m ywanie homogenatów mięśni szkieletowych zwiększa skłonność do super- 
precypitacji. Punktem  zwrotnym  było zaobserwowanie przez P  o r t z e h 1 
(88), że cała aktyw ność „rozkurczowa” mięśni, czyli zdolność do ham ow a­
nia superprecypitacji m iofibryli, znajduje się we frakcji m ikrosomalnej, 
sedym entującej przy  35 OOOg. Jak  się okazało, frakcja ta  zawiera pęche­

rzyki stanowiące fragm enty sarkoplazm atycznego reticulum  (86).
Sarkoplazm atyczne reticulum  razem  z tak zwanym system em  poprzecz­

nym  (systemem T) stanowi układ wewnątrzkom órkowych kanalików, ota­
czających włókienka m ięśniowe (78, 93). K analiki sarkoplazm atycznego 
reticulum  ułożone są równolegle do osi włókien i przy końcu każdego sar- 
kom eru rozszerzają się tworząc pęcherzyki. System  T tworzy osobny układ 
poprzecznych kanalików  otaczających włókienka mięśniowe na poziomie 
linii Z, lub na granicy między prążkam i A i I. Ponieważ depolaryzacja 
błony komórkowej powoduje lokalny skurcz sarkom erów w miejscu w y­
stępow ania system u T, A. F. H u x l e y  i T a y l o r  (53) wysunęli p rzy­
puszczenie, że system  ten stanowi przewodnik, poprzez który  stan pobu­
dzenia błony zew nętrznej kom órki mięśniowej przenoszony jest do reticu­
lum, a więc do jej wnętrza. Badania nad przenikaniem  ferry tyny  (56), 
album iny (50) i barw ników  fluorescencyjnych (31) do system u T wykazały, 
że stanowi on w istocie wpuklenie błony komórkowej. Obydwa system y 
wew nątrzkom órkowych kanalików tworzą tak  zwane triady  złożone 
z dwóch pęcherzyków sarkoplazm atycznego reticulum  należących do są­
siednich sarkom erów  i położonego m iędzy nimi kanalika poprzecznego 
(schemat 2). Do tej pory nie udało się jednak stw ierdzić bezpośredniego 
połączenia między obu tym i systemami.

H a s s e l b a c h  i M a k i n o s e  (45, 46) oraz E b a s h i  i L i p m a n n  
(30) dowiedli, że in vitro mechanizm hamowania ATP-azy aktomiozyno- 
wej przez m ikrosom y mięśni jest zasadniczo podobny do działania EGTA. 
Na tej podstawie uważa się, że in vivo sarkoplazm atyczne reticulum  speł­
nia rolę czynnika rozkurczowego dzięki usuwaniu z sarkoplazm y jonów 
Ca2+ potrzebnych do aktyw acji ATP-azy aktomiozynowej. Akum ulacja 
w apnia w sarkoplazm atycznym  reticulum  zachodzi przeciw gradientow i 
stężeń, kosztem energii pochodzącej z rozkładu ATP, na zasadzie tak zwa­
nej „pompy w apniow ej” (30, 46, 47, 48, 70). Pom pa ta  przestaje działać jeśli 
stężenie Ca2+ na zew nątrz osiąga wartość graniczną 10~8 — 10-9M (48, 
70), powodując rozkurcz mięśnia.
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ATP jest więc potrzebny nie tylko do skurczu, ale również do rozkur­
czu mięśnia. W mięśniu związek ten ulega regeneracji przy udziale fosfo- 
transferazy ATP:AM P (ЕС 2.7.4.3.), lub fosfotransferazy A T P:kreatyna 
(ЕС 2.7.3.2.). Ponieważ dodanie tych enzymów do układów pozostają­
cych w stanie skurczu i zawierających rozłożony ATP powodowało roz­
kurcz, początkowo sądzono, że system y te stanowią rozpuszczalny czynnik 
rozkurczowy (3, 36, 69, 87). Dopiero później okazało się, że zregenerow any 
ATP umożliwia wiązanie wapnia przez sarkoplazm atyczne reticulum  
a więc usunięcie go z sarkoplazmy.

Dodatek szczawianu do układu zawierającego mikrosomy, ATP, jony 
Mg2+ i Ca2+ zwielokrotnia transport Ca24 oraz zwiększa jego stężenie w e­
w nątrz reticulum  w skutek jego akum ulacji w postaci kryształów  szcza­
wianu wapnia. W tych w arunkach można było za pomocą m ikroskopu 
elektronowego zlokalizować w sposób bezsporny wapń w pęcherzykach 
sarkoplazm atycznego reticulum  (6).

Mechanizm uw alniania z sarkoplazm atycznego reticulum  wapnia po­
trzebnego do skurczu jest dotąd przedm iotem  dyskusji. W ydaje się, że 
bezpośrednią odpowiedzią na impuls nerw owy jest zmiana potencjału ko­
mórkowego, k tóra w konsekwencji powoduje uw alnianie wapnia z re ti­
culum i pojawianie się go w sarkoplazm ie w postaci zjonizowanej. L e e  
i wsp. (68) stwierdzili, że umieszczenie frakcji m ikrosomalnej m ięśni w po­
lu elektrycznym  powoduje wydzielanie wapnia do środowiska. Pierw szy 
bezpośredni dowód wzrostu stężenia jonów Ca2+ w sarkoplazm ie w w y­
niku elektrycznego pobudzenia pochodzi od J o b s i s a  i О ’ С о п п о г а
(60), którzy w strzykiw ali do żywego m ięśnia m ureksyd, barw nik wiążący 
Ca2+. Przem ieszczanie jonów Ca2+ w różnych fazach pracy m ięśnia obser­
wował również W i n e g r a d  (107, 108, 109) na autoradiogram ach mięśni 
znakowanych 45Ca. W czasie spoczynku mięśnia w apń znajdował się w pę­
cherzykach sarkoplazm atycznego reticulum , wchodzących w skład triad, 
podczas gdy w m ięśniu pobudzanym  elektrycznie obecny był również 
w podłużnych kanalikach oraz na poziomie prążka A. Jeśli m ięśnie u trw a­
lano po coraz to dłuższym czasie od zaniku skurczu tężcowego, 45Ca znikał 
z prążków A i z kanalików i gromadził się w pęcherzykach.

III. System białek rozkurczowych

1. P re p a ra ty  b ia łek  „uczu la jących” ak tom iozynę n a  jo n y  C a2+

Już w 1956 roku P e r r y  i G r e y  (84) zaobserwowali, że EDTA 
i EGTA ham ujące ATP-azę m iofibryli i aktom iozyny ekstrahow anej w po­
staci kompleksu z mięśni, czyli tak  zwanej aktom iozyny naturalnej, nie 
m ają w pływu na ATP-azę aktom iozyny rekonstytuow anej z oddzielnie 
otrzym anych i wysoce oczyszczonych preparatów  aktyny i miozyny. Spo­
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strzeżenia te potwierdzone przez W e b e r  i W i n i c u r  (106) można było 
tłumaczyć albo „m odyfikacją” aktyny bądź m iozyny podczas ich otrzy­
m ywania i oczyszczania, albo obecnością w naturalnej aktomiozynie do­
datkowych składników białkowych, których nie posiada aktom iozyna re ­
konstytuowana. W 1963 roku E h a s h i  (21) potwierdził drugą z tych 
możliwości; otrzym ał on z m ięśni frakcję białkową, obecną w preparatach 
aktom iozyny naturalnej, k tórej dodatek do aktom iozyny rekonstytuow anej 
powodował hamowanie ATP-azy w obecności EGTA (rysunek 2). Frakcję 
tę nazwano tropom iozyną rodzimą (23), gdyż własnościami fizykochemicz­
nym i przypom inała tropomiozynę.

Czas (min.)

Rys. 2. W pływ  tropom iozyny  rodzim ej na  su p e rp recy p ita c ję  ak tom iozyny  (9)
A) aktomiozyna naturalna B) aktomiozyna rekonstytuowana C) aktomiozyna rekonstytuo­

wana +  tropomiozyną rodzima 
Superprecypitacja w obecności 10—4M EGTA • ,  w nieobecności EGTA O, mierzona zmianą

zmętnienia przy 660 nm

Tropomiozynę, trzecie obok aktyny i miozyny białko m iofibrylarne, 
opisał po raz pierwszy В a i 1 e у (1) już w roku 1948, ale przez długi okres 
czasu nie udało się określić funkcji tego białka w żywym mięśniu. Tropo- 
miozyna stanow i około 10%> białek m iofibryli (7) i jest białkiem  wysoce 
asym etrycznym , o struk tu rze  praw ie w 100% a-spiralnej (5, 51). W roz­
tworach o niskiej sile jonowej w ykazuję ona w skutek tworzenia liniowych
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polimerów bardzo wysoką lepkość i wysokie podwójnie załamanie prądo­
we. W m iarę wzrostu siły jonowej następuje dysocjacja i spadek lepkości 
(1, 2, 98). Tropomiozyna jest bardzo wrażliwa na działanie trypsyny (65, 
77). Własność tę w ykorzystali E b a s h i (23) dla udowodnienia roli tropo- 
miozyny rodzimej w „uczulaniu” system u aktom iozyny na Ca2+, w yka­
zując, że aktom iozyna natu ralna po łagodnym traw ieniu tym  enzymem 
nie reaguje na zmiany stężenia jonów Ca2+ podobnie jak aktom iozyna re­
konstytuowana.

Mimo podobnych właściwości fizykochemicznych do preparatów  tro- 
pomiozyny rodzimej czysta tropomiozyna, otrzym ana klasyczną metodą 
В a i 1 e у ’ a (1) nie m iała w pływu na układ zawierający rekonstytuow aną 
aktomiozynę, ATP, jony Mg2+ i EGTA. Dlatego Ebashi początkowo są­
dził, że otrzym ane przez niego preparaty  odpowiadają form ie tropom io- 
zyny w ystępującej in ѵгѵо, a p repara ty  otrzym ane m etodą Bailey’a są 
w jakiś sposób „zmodyfikowane”.

W krótce po opublikowaniu pracy E b a s h i c h  (23) ukazało się kilka 
prac dotyczących frakcji białkowej m iofibryli odpowiedzialnej za uczula­
nie aktom iozyny na Ca2+. M u e 11 e r  (73, 74) przedstaw ił dane przem a­
wiające za tym, że uczulanie aktom iozyny na jony wapnia następuje już 
w obecności samej tropomiozyny, preparow anej m etodą Bailey’a, ale w wa­
runkach zapobiegających utlenianiu grup tiolowych. Tropomiozyna za­
w iera około 6 moli reszt półcystynowych na 105g białka (63, 65), które 
łatwo ulegają autooksydacji (17, 59). Zawartość wolnych grup tiolowych 
w ykryw anych zazwyczaj w preparatach tropomiozyny, wynosiła tylko 
około 2 mole/105g białka (17), podczas gdy preparaty  tropom iozyny 
M uellera zawierały 4—6 moli grup -SH/105g białka i w ykazyw ały zdol­
ność „uczulania” aktom iozyny na Ca2+. W yniki prac E b a s h i e g o  i wsp. 
(28, 29) świadczyły jednak, że grupy tiolowe tropom iozyny rodzime;' nie 
m ają wpływu na jej aktywność, gdyż stosowanie różnych sposobów ochro­
ny tych grup przed utlenieniem  nie powodowało wzrostu aktywności.

Równolegle badania nad frakcją białkową uczulającą aktom iozynę na 
jony wapnia prowadzone były w pracowni P e r r y ’ e g o  (40, 82), gdzie 
stwierdzono, że przem ywanie aktomiozyny naturalnej roztw oram i buforo­
wymi o odczynie lekko alkalicznym  pozbawia ją  zdolności reagowania na 
jony Ca2+. Białko usuwane podczas tego procesu, nazwanego „odczula­
niem ”, miało właściwości zbliżone do tropom iozyny rodzimej.

Jeszcze inny rodzaj prepąratu  białkowego „uczulającego” aktom iozynę 
na jony Ca2+ otrzym ał К  a t z (62) z aktyny ekstrahow anej w tem pera tu ­
rze 25°C. A ktyna otrzym yw ana w tych w arunkach zawierała, jak  już 
wcześniej wykazano, tropomiozynę (15). Uzyskane przez K atza preparaty  
m iały również własności fizykochemiczne podobne do tropom iozyny, jed­
nakże analiza składu aminokwasowego, wykazująca dużą zawartość tryp -
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tofanu i proliny — aminokwasów nieobecnych w  tropom iozynie (65), u jaw ­
niła obecność dodatkowego m ateriału  białkowego.

W krótce po odkryciu tropom iozyny rodzimej E b a s h i  i K o d a m a  
(26) donieśli, że białko to można rozdzielić w pH 4,6 (w punkcie izoelek- 
trycznym  tropom iozyny) na dwie kom ponenty, z których jedna okazała 
się identyczna z tropom iozyną Bailey’a, druga natom iast stanow iła białko 
globularne, różne od dotychczas poznanych białek struk tura lnych  mięśni. 
Białko to zostało następnie nazwane troponiną (27). Obecność troponiny 
w tropomiozynie rodzimej tłum aczyła dobrze różnicę między składem  am i- 
nokwasowym oraz różnym i własnościami tych preparatów  a czystą tro ­
pomiozyną. Ponieważ troponiną podnosiła znacznie lepkość tropom iozyny 
E b a s h i  i K o d a m a  (26) wysunęli przypuszczenie że białko to powodu­
je agregację tropom iozyny. Dalsze badania wykazały, że nie tylko sama 
tropomiozyną, ale i sam a troponiną nie „uczulają” aktom iozyny na Ca2+, 
a jedynie kom pleks tych białek jest aktyw ny (28). Okazało się zresztą, że 
p repara ty  tropom iozyny M uellera zawierały troponinę i tym, a nie reduk­
cją grup -SH, należało tłum aczyć ich aktywność (110).

Jak  w ynika z powyższego przeglądu p repara ty  „uczulające” aktom io- 
zynę na jony Ca2+ otrzym ywano dość odm iennymi sposobami: przez eks­
trakcję hom ogenatów m ięśni roztworam i o niskiej sile jonowej (Ebashi), 
lub przez ekstrakcję zarówno roztw oram i o niskiej (Katz), jak  i wysokiej 
sile jonowej (Mueller) homogenatów odwodnionych acetonem, lub alko­
holem. Porównawcze badania tych preparatów  wykazały, że we wszyst­
kich przypadkach podstawowym i ich składnikam i są tropom iozyną i tro - 
ponina. W zależności od m etody otrzym yw ania preparatów  obserwcwano 
jedynie różne proporcje obu tych białek (14). Porównawcza analiza róż­
nego typu preparatów  zwróciła ponadto uwagę na zależność między zaw ar­
tością troponiny a zdolnością „uczulania” aktom iozyny na Ca2+. Najwięk­
szą zawartość troponiny i najw iększą zdolność do ham owania ATP-azy 
aktomiozynowej i superprecypitacji w obecności EGTA w ykazują p repa­
ra ty  białka otrzym anego m etodą Ebashiego, jakkolw iek naw et w tym  w y­
padku stopień ham ow ania ATP-azy można jeszcze zwiększyć wzbogacając 
je w troponinę (14). Prawdopodobnie p repara ty  tropom iozyny rodzimej 
nie są „wysycone” troponiną, której nadm iar w stosunku do tropom iozyny 
potrzebny jest dla m aksym alnego działania na system  aktom iozyny (14, 
29, 39, 110).

2. In te ra k c ja  tropom iozyny  z tro p o n in ą

P repara ty  białek „uczulających” aktom iozynę na jony Ca2+, zawiera­
jące tropom iozynę i troponinę w różnych proporcjach w ykazują zawsze 
pojedynczą „granicę” sedym entacji o stałej 5,2S, różnej od stałych sedy-
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m entacji tropom iozyny i troponiny (23, 39, 94). H a r t s h o r n e  i M u e 1 - 
1 e r  (39), badając w ultraw irów ce sztucznie wytworzone kom pleksy tro ­
poniny i tropom iozyny zaobserwowali, że naw et przy znacznym wzroście 
zawartości troponiny nie pojaw ia się odpowiadająca tem u białku osobna 
„granica” sedym entacji. Badania wiskozymetryczne kompleksów troponi­
ny  i tropom iozyny wykazały również ciągły wzrost lepkości w m iarę 
wzrostu zawartości troponiny (10). Tropomiozyna tworzy zatem  z тзгоро- 
niną kompleksy o bardzo różnych stosunkach obu tych białek, k tóre są 
trw ałe w przedziale tem peratu r 0°— 35°C i pH 6,0—9,0 (10) i zarówno 
podczas sączenia m olekularnego na żelu Sephadex G-200 jak  i chrom ato­
grafii jonowym iennej na DEAE-celulozie  ulegają tylko częściowej dyso- 
cjacji (9, 92, 100).

3. L oka lizac ja  tropom iozyny  i tro p o n in y  w  m ięśn iach

Obecność tropom iozyny i troponiny w preparatach aktom iozyny n a ­
turalnej nasuw ała przypuszczenie, że białka te mogą być powiązane z ak­
tyną lub miozyną. Badania K o m i n z a  i M a r u y a m y  (64) w yklu­
czyły możliwość wiązania tropom iozyny rodzimej przez miozynę, 
E b a s h i  i K o d a m a  (27) natom iast zaobserwowali powstawanie kom ­
pleksów F -aktyny z tropom iozyną rodzimą. Silne powinowactwo F -ak tyny  
do tropom iozyny było już znane wcześniej. In terakcję obu tych białek 
wykazano na podstawie pom iarów lepkości, podwójnego załam ania p rą ­
dowego i badań w ultraw irów ce (15, 18, 67). Z drugiej strony znane są 
pewne dowody, że F-aktyna wiąże się również z troponiną (16). Jeżeli więc 
uwzględnić omówione wyżej znaczne powinowactwo tropom iozyny do tro ­
poniny, to wyniki tych wszystkich badań nad wzajem ną in terakcją trzech 
białek m iofibrylarnych: F-aktyny, tropom iozyny i troponiny in vitro, 
wskazywały na możliwość powiązania ich również w m iofibrylach.

Już w 1958 roku C o r s i  i P  e г г у (7) przypuszczali, że aktyna i tro ­
pomiozyna w ystępują razem  w „cienkich” filam entach, ponieważ ekstra ­
hu ją  się jednocześnie z mięśni. N iestety w mikroskopie elektronow ym  
obraz „cienkich” filam entów  i spirali F -ak tyny  jest praktycznie jednako­
wy, stąd też H a n s o n  i Ł o w y  (38) wysunęli przypuszczenie, że tropo­
miozyna jest usytuow ana w rowkach podwójnej spirali F -aktyny. Dopiero 
jednak zastosowanie znakowanych przeciwciał (90, 91) pozwoliło bezpo­
średnio wykazać obecność tropom iozyny na całej długości „cienkich” fi­
lam entów. Dotychczas jednak zagadnienie, czy tropom iozyna znajduje się 
również w linii Z, jak  to sugerował H u x 1 e у (55), jest dyskusyjne.

W pracowni Ebashiego (32, 76), przy użyciu troponiny znakowanej izo- '  
tiocyjanianem  fluoresceiny oraz przeciwciał tego białka stwierdzono rów ­
nież jego lokalizację w „cienkich” filam entach. W yniki wskazywały na
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rozłożenie cząsteczek troponiny wzdłuż cienkich filam entów  z okresowoś­
cią około 400A. Odległość ta  odpowiada długości pojedyńczej cząsteczki 
tropom iozyny. Chociaż cząsteczki troponiny w m iofibrylach są bardzo re ­
gularnie ułożone, in terakcja F -aktyny z troponiną in vitro  w ydaje się za­
chodzić w  sposób nieskoordynowany. Istn ieją dowody na to, że interakcja 
ta  zachodzi w sposób odm ienny w obecności tropom iozyny (16). Próbując 
w ytłum aczyć przebiegającą in vivo w  sposób wysoce uporządkow any in­
terakcję w szystkich trzech białek: F-aktyny, tropom iozyny i troponiny 
prowadzącą do w ytw orzenia „cienkich” filamentów, w ysunięto koncepcję, 
że z jednej strony liniowe polim ery tropom iozyny łącząc się bezpośrednio 
ze spiralą F -aktyny zapobiegają nieskoordynowanej in terakcji cząsteczek 
ak tyny  z troponiną, z drugiej strony troponiną spełnia jak  gdyby rolę 
cem entującą wiązanie F -ak tyny  z tropom iozyną (11).

4. T ro p o n in ą  ja k o  ak cep to r jonów  C a2+ podczas sku rczu

W poprzednich latach wykazano (102), że aktyw acja skurczu m ięśnio­
wego następuje w w yniku wiązania wapnia przez miofibryle. Superpre- 
cypitacji oraz optym alnej aktyw ności ATP-azy aktomiozynowej tow arzy­
szy wiązanie 1,5— 2,0 i^moli Ca2+ na lg  białek m iofibrylarnych (104). 
Obserwacje te były jednym  z fundam entów  „wapniowej” teorii skurczu. 
W m iofibrylach m usiał zatem  znajdować się jakiś akceptor jonów wapnia 
uwolnionych pod wpływ em  bodźca nerwowego z sarkoplazm atycznego re- 
ticulum . Jakkolw iek miozyna i ak tyna wiążą w apń to powinowactwo tego 
kationu do miozyny jest stosunkowo niskie (25, 102), a w apń związany 
z F -aktyną jest praktycznie niew ym ienialny i nie udało się wykazać jego 
udziału w cyklu skurczowo-rozkurczowym  (61). F u с h s i В r  i g g s (34, 
35) poszukując m iejsc receptorow ych dla wapnia w m iofibrylach stw ier­
dzili, że spośród w szystkich obecnych w nich białek najw iększe powino­
wactwo do wapnia przejaw ia troponiną. W tym  samym  czasie wiązanie 
wapnia przez troponinę w ykryto w dwu innych pracowniach (12, 24). 
W szystkie dane wskazywały, że p repara ty  troponiny zaw ierają wapń 
w ilości około 5 moli/105g białka, z czego większość jest wym ienialna. 
Obliczono, że całkowita ilość wym ienialnego wapnia, którą może związać 
troponiną odpowiada oznaczonej wcześniej ilości wapnia wiązanego przez 
m iofibryle podczas skurczu. Z kolei stała powinowactwa wapnia do tro ­
poniny wynosząca około 106M-1, jest tego samego rzędu co stała wiązania 
wym ienialnego wapnia przez m iofibryle (35). W szystkie te obserwacje 
zdają się wskazywać, że troponiną jest tym  białkiem  w m iofibrylach, k tó­
re  odwracalnie wiąże wapń i w ten sposób jest bezpośrednio włączone 
w  system  regulujący cykl skurczowo-rozkurczowy w mięśniach.

7*
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IV. Hipotezy dotyczące molekularnych podstaw skurczu mięśnia

Spośród szeregu teorii dotyczących in terakcji ak tyny  i m iozyny na 
poziomie m olekularnym , najbardziej w szechstronną była ogłoszona 
w  1963 roku teoria D a v i e s a (8). Jej m yślą przew odnią było założenie, 
że interakcja m iędzy ak tyną i m iozyną zachodzi przy bezpośrednim  udzia­
le wapnia. W edług Daviesa wapń, uw alniany z sarkoplazm atycznego re ti-  
culum  po zadziałaniu bodźca, tw orzy chelatowe połączenie pomiędzy ADP 
trw ale  związanym z F -ak tyną  i ATP wiążącym się z cząsteczką miozyny. 
Takiem u połączeniu ak tyny  z miozyną towarzyszą zmiany struk tu ra lne  
w cząsteczce m iozyny powodujące jednoczesne przesuw anie filam entów  
aktynow ych i m iozynowych względem siebie. Przeniesienie związanego 
przez miozynę ATP w obszar aktyw ności ATP-azy powoduje rozłożenie 
go na ADP i ortofosforan i w konsekwencji przerw anie połączenia aktyny 
z miozyną. Jest to koniec aktyw nego stanu m ięśnia związany z transpor­
tem  Ca2+ spowrotem  do sarkoplazm atycznego reticulum .

Początkowo wydaw ało się, że teoria Daviesa ma w ystarczające potw ier­
dzenie eksperym entalne. Z chwilą jednak stw ierdzenia, że do interakcji 
aktyny z miozyną niepotrzebne są jony Ca2+, stało się jasne, że zagadnie­
nie m olekularnego m echanizm u skurczu mięśnia jest dużo bardziej skom­
plikowane i nie da się sprowadzić wyłącznie do in terakcji m iozyny i ak ty ­
ny, ale że biorą w nim  udział białka system u rozkurczowego: tropom iozy- 
na i troponina. Chociaż hipoteza D a v i e s a (8) okazała się błędna, teoria, 
że jony wapnia w  w arunkach fizjologicznych spełniają zasadniczą rolę 
w cyklu skurczowo-rozkurczowym  nie u traciła na aktualności. Działanie 
jonów wapnia związane jest z regulacją przebiegu poszczególnych faz tego 
cyklu i wym aga obecności kom pleksu tropom iozyny i troponiny.

Mechanizm działania układu: jońy wapnia i kompleks tropom iozyna- 
troponina na aktom iozynę na poziomie m olekularnym  pozostaje dotych­
czas w sferze hipotez. E b a s h i  i E n d o  (25) uważają, że wiązanie w ap­
nia przez troponinę powoduje zmiany konform acyjne tego białka, które 
przenoszone poprzez tropom iozynę powodują struk tu ra lne  zmiany fila­
m entów aktynowych, w pływ ając na ich in terakcję z filam entam i miozy- 
nowymi.

W edług P e r r y ’ e g o  (81) troponina odznaczająca się wysokim powi­
nowactwem  do wapnia, w  w arunkach nasycenia tym  kationem  nie w pły­
wa w kompleksie z tropom iozyną na centra aktyw ne aktomiozyny. Kiedy 
na skutek działania czynników rozkurczowych (in vitro  — czynników 
chelatujących wapń, in vivo  — sarkoplazm atycznego reticulum ), poziom 
wolnego wapnia w sarkoplazm ie zostaje obniżony do w artości poniżej 
10~7M, troponina trac i związany wapń. Kompleks troponiny z tropom io­
zyną pozbawiony w apnia wiąże się specyficznie albo z enzym atycznym
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centrum  miozyny, albo ze współdziałającym  z nim  aktyw nym  centrum  
aktyny, ham ując w konsekwencji aktyw ow aną jonam i Mg2+ hydrolizę 
ATP. Podwyższenie poziomu wolnego wapnia powyżej 10-6M w wyniku 
uw alniania wapnia z sarkoplazm y powoduje ponowne wiązanie wapnia 
przez kom pleks tropom iozyny i troponiny i odblokowanie ATP-azy akto- 
miozynowej.

V. Uwagi końcowe

W ydaje się, że dopiero zastosowanie nowoczesnych m etod fizykoche­
m icznych pozwoli na głębsze wniknięcie w  subtelne zmiany konform a- 
cyjne całego system u białek aparatu  kurczliwego mięśni, zachodzące pod­
czas cyklu skurczowo-rozkurczowego. Za pierwszą pracę tego typu można 
uważać ogłoszoną ostatnio przez T o n o m u r ę  i wsp. (97), w której au­
torzy zastosowali technikę spin label. Okazało się, że wykazujące właści­
wości param agnetyczne pochodne N-etylom aleim idu po przyłączeniu do 
tropom iozyny odpowiadają na zmiany stężenia jonów Ca2+ tylko w obec­
ności troponiny.

Z drugiej strony ostatnie doniesienia wskazują, że system  białkowy 
biorący udział w regulacji stężenia jonów Ca2+ w m ięśniach jest jeszcze 
bardziej złożony, to znaczy nie składa się jedynie z dwu indywiduów biał­
kowych: tropom iozyny i troponiny. P repara ty  tej ostatniej są wyraźnie 
heterogenne w elektroforezie na żelu poliakrylam idowym  i przy rozdziale 
na DEAE-Sephadex A-50 (13). W edług H a r t s h o r n e  i wsp. (41) tro- 
poninę można rozdzielić w pH  1,0 na dwie frakcje, z których jedna ham uje 
ATP-azę aktom iozyny w nieobecności tropom iozyny i EGTA, podczas gdy 
druga nie ma tych właściwości, ale z kolei prawdopodobnie jest miejscem 
akceptorow ym  jonów Ca2+ (13). Jednak jedynie obecność obu frakcji po­
w oduje „uczulanie” aktom iozyny na jony Ca2+.

W szystkie te  obserwacje świadczą w każdym razie o tym, że w latach 
ostatnich dawne, zdawałoby się już wystarczająco udokum entowane, po­
glądy sprowadzające skurcz mięśni wyłącznie do in terakcji ak tyny  z mio­
zyną zostały nieodw racalnie odrzucone. Zagadnienie okazało się dużo bar­
dziej skomplikowane i jest chyba jeszcze dalekie od całkowitego w yjaś­
nienia.

P ra c a  częściow o do to w an a  z fu n d u szó w  um ow y p o lsk o -a m e ry k a ń sk ie j 05—015-1.
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Stan badań nad kwasem pangamowym (witaminą B15)

The Actual State of Research on Pangamic Acid (Vitamin B15)

T h e chem ical s tru c tu re , b iochem ical an d  physio log ical func tions, as w ell as th e -  
ra p e u tic  ap p lica tio n  of v ita m in  B 15, a re  d iscussed.

W roku 1950 T o m i y a m a  i Y o n e  (42) donieśli o w yodrębnie­
niu z wodnego wyciągu w ątroby wołu krystalicznego czynnika w zrosto­
wego dla kurcząt, k tóry  nazwali w itam iną B15. Surowy p reparat czynnika 
zawierał tylko śladowe ilości w itam iny B12 i kwasu foliowego, nie zapew­
niające efektów żywieniowych właściwych dla tych substancji. P reparat 
dodany do paszy wyraźnie stym ulow ał wzrost kurcząt.

W 1951 roku K r e b s  i wsp. (25) w ykryli w niektórych produktach 
naturalnych  związek nazw any później ze względu na swe powszechne w y­
stępowanie kwasem pangamowym. Okazało się następnie, że jest on iden­
tyczny z czynnikiem odkrytym  przez Tomiyamę i Yone. K r e b s  i wsp. 
(35) donieśli o wyosobnieniu tego nowego związku w form ie krystalicz­
nej z kiełków ryżu, otrąb i łusek ryżowych, drożdży piwnych, krw i wołu 
i w ątroby konia, nie precyzując jednak w arunków  wyodrębniania i oczysz­
czania. A utorzy ci przypuszczają, że związek ten powszechnie w ystępuje 
w przyrodzie i jest niezbędnym  czynnikiem  pokarm owym  mimo, że nie 
udało się zaobserwować w yraźnych objawów jego niedoboru. Stwierdzono 
jednak wydzielanie go w moczu, kale i pocie. Z badań nad chemizmem, 
aktywnością biologiczną i zastosowaniem terapeutycznym  kwasu panga- 
mowego wynika, że bierze on udział w procesach m etylacji i utleniania 
komórkowego. Z uwagi na ważną rolę fizjologiczną tego związku i brak 
w piśm iennictw ie polskim opracowań z zakresu tej tem atyki w niniejszej 
pracy omówiono obecny stan badań nad kwasem pangamowym.

* P ro f. d r, K a te d ra  T echnologii R olnej, W yższa Szkoła R olnicza, P oznań
** Doc. d r, Z ak ład  B iochem ii Ż yw ności, W yższa S zkoła R olnicza, P oznań

*** M gr, Z ak ład  B iochem ii Ż yw ności, W yższa S zkoła R olnicza, P oznań
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I. Charakter chemiczny kwasu pangamowego i preparatów handlowych 
pod nazwą „Witamina B15”

N aturalny kwas pangam ow y jest zdaniem  większości autorów  gluko- 
no-6-acetylo-N -dw um etyloam iną o wzorze sum arycznym  C10H 19O8N 
i struk tu rze przedstaw ionej wzorem  I.

COOH
I

H -C -O H
I

H O - C - H

H - C - O H
I

H - C - O H  CH4
I /  3

H - C - O — C — C H o-N  
I II 2 \

H O CH3

I

Kwas pangamowy m ożna zatem  uważać za pochodną kw asu glukono- 
wego, w którym  grupa hydroksylow a przy  szóstym atom ie węgla jest 
zestryfikow ana dwum etyloglicyną. Na podkreślenie zasługują tu ta j n ie­
ścisłości danych dotyczących s tru k tu ry  chemicznej kwasu pangamowego. 
K r e b s  i wsp. (25) podali, że wyosobniony przez nich kwas pangam ow y 
jest aminową pochodną kw asu glukuronow ego o masie cząsteczkowej 281 
i wzorze sum arycznym  C10H 19O8N, ale nie określili jej budowy. Masa 
cząsteczkowa związku nie odpowiada jednak  masie cząsteczkowej obli­
czonej według wzoru sum arycznego, z drugiej zaś strony taki wzór su­
m aryczny nie może być wzorem  pochodnej kwasu glukuronowego. W k il­
ka lat później K r e b s  i K r e b s  (24) opisując w form ie paten tu  syn­
tezę chemiczną w itam iny B15 zmienili swoją pierw otną hipotezę, określa­
jąc w itam inę B15 jako pochodną kw asu glukonowego opisaną wzorem  I.

Niektórzy autorzy (5, 34) p rzy jm ują jednak  m ylnie kwas pangamowy 
za pochodną kwasu glukuronow ego opierając się na pierwszej hipotezie 
K rebsa naw et po zmianie stanow iska przez tego badacza. Jeżeli naw et 
przyjąć, że w itam ina B15 jes t pochodną kwasu glukuronowego, wówczas 
reszta dwum etyloglicyny m ogłaby się przyłączyć do jednego z czterech 
węgli tego kwasu, posiadających grupy  -OH lub do pierwszego węgla 
z grupą aldehydową. Pierw szy przypadek jest niemożliwy, bowiem jak  
ustalił N a v a r  r o (33) kwas pangam ow y nie zawiera wolnej grupy alde­
hydowej, co wskazuje, że w  skład w itam iny B15 wchodzi kwas glukonowy 
a nie glukuronowy. Inni autorzy skłonni są przypisywać kwasowi pan- 
gamowemu większą ilość grup m etylow ych (33, 34), praw dopodobnie na
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podstawie analiz określonych syntetycznych pochodnych. Obecnie wiele 
firm  zagranicznych, oprócz właściwego kw asu pangamowego produkuje 
i zaopatruje rynek w p repara ty  pod nazwą „w itam ina B15”, odznaczające 
się działaniem  terapeutycznym  zbliżonym do kwasu pangamowego, lecz
o odm iennym  składzie chemicznym. Są to opisane przez K r e b s ó w  (24) 
syntetyczne pochodne kwasu pangamowego o wzorach II, III i IV, za­
w ierające większą ilość grup m etylow ych. Związki te według szeregu 
autorów  (3, 4, 5, 32, 34, 35, 46) przejaw iają również, podobnie jak  kwas 
pangamowy, zdolność do m etylow ania, m imo że grupy m etylowe związa­
ne z atomem węgla są mniej aktyw ne niż związane z atomem azotu.

Drugim  rodzajem  preparatów , k tórym  przypisuje się działanie w ita­
m iny B15 i nadaje tę nazwę handlow ą, są m ieszaniny (składające się 
w większości z glukonianu w apnia lub sodu i dw uchloroacetylo-N -dw u- 
izopropyloam iny niekiedy z dodatkiem  glicyny. D a n s i (12) oraz С a s u 
i wsp. (10) z Insty tu tu  Chemii w  M ediolanie przeprowadzili badania nad 
preparatem  am erykańskim  w itam iny B15. Z analizy chemicznej i w idm a 
w podczerwieni wynika, że p repara t ten  jes t m ieszaniną dw uchloroacetylo- 
-N-dwuizopropyloam iny, glicyny i glukonianu sodu. Podobnie J a n i c k i  
i wsp. (21) stwierdzili, że w itam ina B15 firm y Nutritional Biochemicals 
Corporation, Cleveland, Ohio, jest m ieszanią o identycznym  składzie. Rów­
nież włoskie p repara ty  „Pangam in” i „Biopangam in” firm y Istalseber oraz 
japońskie firm y Santyo  zaw ierają w ym ienione składniki zmieszane w róż­
nych stosunkach wagowych.

P repara ty  handlowe (74) zaw ierają zatem  bądź kilka związków o bu­
dowie zbliżonej do kwasu pangamowego, bądź są m ieszaninami jego kom ­
ponentów składowych, które w ykazują działanie podobne ale nie iden­
tyczne jak  w itam ina B15.

II. Aktywność kwasu pangamowego w  procesach biochemicznych

R—CH2—h

/М [сн(сн 3̂ ]2
r - c- n [c h (ch^ ] 2

\|[СН(СНз),]2

П
R -  cząsteczka kwasu glukonowego

Ш N

Właściwości biochemiczne kw asu pangamowego i jego aktywność fizjo­
logiczna są uw arunkow ane obecnością labilnych grup m etylow ych w cząs­
teczce. Jak  wykazano, mogą one brać udział w procesach m etylacji
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w ustroju. Natom iast reszta kwasu glukonowego w arunkuje  głównie 
udział kwasu pangamowego w reakcjach u tleniania komórkowego.

1. U dział kw asu pangam ow ego w  reakcjach m etylow ania

Wiele niezbędnych dla ustro ju  związków pow staje w w yniku reakcji, 
k tórej prawidłowy przebieg w arunkuje  spraw ną przem ianę m aterii i ener­
gii (13). W tym  aspekcie kwas pangamowy, jako nowy czynnik dostarcza­
jący labilnych grup m etylow ych, wzbudził duże zainteresowanie. Liczni 
autorzy przeprowadzili badania nad biosyntezą kreatyny, m etioniny, N -m e- 
tyloam idu kwasu nikotynowego z udziałem  kwasu pangamowego jako 
donatora grup m etylow ych oraz nad działaniem lipotropow ym  w itam i­
ny B15.

W 1956 roku B e a r d  i W o f f o r d (3) w doświadczeniach przepro­
wadzonych na szczurach wykazali, że kwas pangamowy i jego syntetycz­
ny analog glukono-6-acetylo-N-dwuizopropyloam ina są donatoram i grup  
m etylowych w biosyntezie kreatyny. Po podaniu w itam iny B15 zaobserwo­
wali oni zwiększenie poziomu k reatyny  w wątrobie, m ięśniu sercowym  
i m ięśniach szkieletowych. Okazało się, że m niejsze dawki były bardziej 
efektyw ne niż większe, co nasunęło przypuszczenie o koenzym atycznej 
funkcji w itam iny B15.

M a s c i t e l l i ,  C o r i a n d o l i  i wsp. (30) wykazali, że kwas panga­
mowy pobudza biosyntezę k rea tyny  w wątrobie szczurów w przypadku 
zahamowania jej tyroksyną. O stym ulacji syntezy k rea tyny  przez kwas 
pangamowy donieśli także inni autorzy (34, 44). K liniczne obserw acje 
C u g a d t l a  i D i s p e n s a  (11) wykazały, że w itam ina B15 wpływa 
na zwiększenie zawartości k rea tyny  i k reatyniny  w krw i u człowieka. 
S o ł o w j e w a  i G a r k i n a  (39) u szczurów nie zauważyły natom iast 
wpływu kwasu pangamowego na syntezę kreatyny  in ѵгѵо, co m ożna by 
prawdopodobnie tłum aczyć znacznymi wahaniam i zawartości k rea tyny  
u tych zwierząt i zbyt m ałą ilością doświadczeń. W w arunkach in vitro  
autorki stw ierdziły bowiem pobudzanie syntezy k reatyny  przez w itam inę 
B15, a ponadto zauważyły w yraźny wpływ ATP na syntezę k rea tyny  przy 
udziale w itam iny B15. Można z tego wnosić, że synteza k reatyny  z kwasu 
guanidynooctowego przebiega prawdopodobnie jedną drogą niezależnie od 
tego czy donatorem  grup m etylow ych jest m etionina czy kwas pangam o­
wy. Ponieważ układ enzym atyczny syntetyzujący kreatynę jest bardzo 
specyficzny wobec donatora grupy m etylowej — m etioniny (7), udział 
kwasu pangamowego w enzym atycznych reakcjach m etylacji stanow i bar­
dzo interesujące zagadnienie. W 1959 roku M a n g i a n t i n i  (29) zauwa­
żyła, że hom ogenaty w ątroby szczura w obecności hom ocysteiny i w itam i­
ny B15 syntetyzow ały m etioninę, chociaż mniej intensyw nie niż w  obec­
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ności betainy, jednak  w 1965 roku S o ł o w j e w a  i G a r k i n a  (39) nie 
potw ierdziły tej obserwacji.

Kwas pangam ow y może być donatorem  labilnych grup m etylow ych 
w biosyntezie N-m etylowej pochodnej amidu kwasu nikotynowego w or­
ganizmie człowieka (44), natom iast in vitro nie udało się (39) wykazać 
wpływ u w itam iny B15 na syntezę N-m etylo-am idu kwasu nikotynowego. 
Nie jest wykluczone, że w organizmie kwas pangamowy może ulegać róż­
nym  przem ianom  i oddawać swoje grupy m etylow e za pośrednictwem  in­
nych związków.

Badano również lipotropowe działanie w itam iny B15 stosując ją  w przy­
padkach stłuszczenia w ątroby wywołanego niedoborem  w diecie związków 
posiadających aktyw ne grupy m etylow e związane z siarką lub azotem. 
Brak tych rodników powoduje zakłócenie metabolizmu i prowadzi do pa­
tologicznego nagrom adzenia tłuszczu w wątrobie. W ykazanie charakteru  
leczniczego w itam iny B15 w przypadku stłuszczenia w ątroby pozwoliło 
udowodnić aktyw ność m etylującą tego związku (3, 6, 27, 34, 38, 43).

2. U dział kw asu pangam ow ego w  procesach utleniania kom órkowego

Drugim  ważnym  działaniem  fizjologicznym w itam iny B15 jest jej 
wpływ na przem ianę tlenową w kom órkach i tkankach. Wszyscy praw ie 
autorzy obserwowali tę właściwość w itam iny B15 w badaniach zarówno 
laboratoryjnych jak  i klinicznych. Po raz pierwszy tę właściwość zauwa­
żyli K r e b s  i wsp. (25), którzy sugerują, że w itam ina B15 jest grupą 
prostetyczną enzymów oddechowych związanych z utlenieniem  glukozy.

W doświadczeniach na zwierzętach stw ierdzono (43), że podawanie wi­
tam iny  B15 zwiększa odporność system u sercowo-naczyniowego na niedo­
tlenienie ustroju. Badano również (44) wpływ  kwasu pangamowego na 
organizm  w w arunkach niedotlenienia panujących na dużych wysokoś­
ciach i stwierdzono w yraźny wpływ w itam iny B15 na aktywność enzymów 
oddechowych. W prowadzenie do organizmu zwierząt doświadczalnych wi­
tam iny B15 podwyższało aktywność dehydrogenazy kwasu bursztynowego 
przy jednoczesnym  obniżeniu aktywności oksydazy cytochromowej. Po­
wyższy fakt m ożna przypisać pobudzeniu beztlenowego etapu procesu od­
dychania komórkowego przez kwas pangamowy. W związku z tym  obser­
wowano obniżenie intensywności przenoszenia tlenu przez system  cyto- 
chromów. M echanizm działania kwasu pangamowego w  procesach oddy­
chania tkankowego przy niedostatecznej ilości tlenu nie jest w pełni w y­
jaśniony.

Na podstawie wyników doświadczeń, w których badano działanie wi­
tam iny B15 przy ogólnej asfiksji i lokalnej hipoksji m ięśnia sercowego w y­
wołanej częściowym zamknięciem jednej z tętn ic wieńcowych można p rzy­
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puszczać, że mechanizm działania w itam iny B15 w procesach oddechowych 
polega na aktyw acji określonych układów enzym atycznych (43).

S o ł o w i e w a  i G a r k i n a  (39) rozpatryw ały również inny m echa­
nizm działania w itam iny B15 na utlenianie komórkowe. W ykazały one 
w doświadczeniach in vitro, że podobnie jak  dwum etyloglicyna i sarkozy- 
na również kwas pangam ow y zawierający resztę dwum etyloglicyny może 
ulegać oksydacyjnej dem etylacji w szeregu reakcji enzymatycznych. Jak  
wykazali F r i s e l l  i M a c k e n z i e  (14), utlenianie dwum etyloglicyny 
i sarkozyny przebiega z udziałem  dehydrogenazy flawinowej. S o ł o w i e ­
w a  i G a r k i n a  (39) stw ierdziły, że kwas pangamowy ulega oksydacyj­
nej dem etylacji na skutek działania układu enzymatycznego bardzo zbli­
żonego do dehydrogenazy dwum etyloglicyny. Istnieje duże praw dopodo­
bieństwo, że enzymy biorące udział w utlenianiu grup m etylow ych kwasu 
pangamowego i dw um etyloglicyny są identyczne. Podobne badania prze­
prowadzone na pochodnych kwasu pangamowego zawierających cztery 
grupy m etylowe w cząsteczce nie przyniosły pozytyw nych rezultatów . 
Możliwość udziału w itam iny B15 jako substra tu  w reakcjach oksydacyjnej 
dem etylacji nie wyjaśnia jeszcze jej specyficznego działania na u tlenianie 
komórkowe.

III. Funkcje fizjologiczne kwasu pangamowego

Autorzy radzieccy (19, 20, 28) prowadzili liczne badania nad wpływem  
w itam iny B15 na funkcjonow anie organizmu podczas w ysiłku fizycznego 
i bezpośrednio po nim. W ynika z nich, że kwas pangamowy niezależnie od 
m etody wprowadzenia go do organizmu zwiększa m etaboliczną aktywność 
lipidów w czasie w ysiłku fizycznego, co w yraża się zwiększeniem liczby 
jodowej w mięśniach szkieletowych, m ięśniu sercowym, w ątrobie i tkance 
tłuszczowej (19, 20), oraz zwiększeniem zawartości fosfolipidów w w ątro­
bie i m ięśniach szkieletowych i sercowym. Obserwowano również bardziej 
stałą zawartość cukru w krwi, m niejsze nagrom adzenie kwasu mlekowego 
w mięśniach, bardziej ekonomiczne w ykorzystyw anie glikogenu m ięśnio­
wego, a po skończonym w ysiłku wysoki poziom fosfokreatyny (22, 23).

Autorzy radzieccy (19, 22, 28) porównali wpływ w itam iny Bi5, m etio­
niny i m ieszaniny glukonianu wapnia z glicyną na przem ianę węglowo- 
danowo-tłuszczową. Okazało się, że m etionina, w przeciw ieństw ie do m ie­
szaniny glukonianiu w apnia z glicyną, w ykazywała podobne do kwasu 
pangamowego działanie na zawartość lipidów, fosfolipidów, liczbę jodową 
i stabilność w ysokoenergetycznych wiązań fosforowych. M etionina nie 
w yw ierała jednak wpływ u na poziom glikogenu ani nie zapobiegała na­
grom adzaniu się większych ilości kwasu mlekowego (22). Znaczne podo­
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bieństwo działania kwasu pangamowego i m etioniny związane jest p raw ­
dopodobnie z obecnością aktywnycja grup m etylow ych w cząsteczce. Z cy­
towanych w litera tu rze  danych wynika, że działanie w itam iny B15 w prze­
m ianie lipidów i węglowodanów nie jest równoważne działaniu m etioniny 
czy m ieszaniny glukonianu wapnia z glicyną, jest ono bowiem uw arunko­
wane jednoczesną obecnością labilnych grup m etylowych, reszty glukono- 
wej i w iązania estrowego w cząsteczce kwasu pangamowego (19).

Ważną właściwością kwasu pangamowego jest jego zdolność do deto­
ksykacji organizmu w przypadkach zatrucia alkoholem, jadam i, trucizna­
mi i narkotykam i (11, 25, 26, 40, 46). Tę właściwość w itam iny B15 w ykaza­
no również w w arunkach zatrucia preparatam i kwasu barbiturow ego, sali­
cylanu sodu, acetylocholiny i kortyzonu (6, 26), związkami organicznymi 
zawierającym i chlor (6), a także niektórym i antybiotykam i (8). W edług 
K r e b s a  i wsp. (25, 26) działanie odtruw ające kwasu pangamowego, np. 
w przypadku zatrucia alkoholowego, a także przy nagrom adzeniu w krw i 
kwasu pirogronowego, mlekowego czy moczowego, uw arunkow ane jest 
jego zdolnością m etylującą i udziałem  w procesach utleniania.

Kwas pangamowy i jego pochodne stym ulują funkcje układu przysad­
kowo nadnerczowego (3, 7, 11, 15, 34) i centralnego system u nerwowego 
(15, 34, 45), a także podwyższają zawartość I7-kortykosterydów  w moczu 
pacjentów  (18). Badania В e r  t e l l  i i wsp. (6) i L e o n e  i wsp. (27) 
świadczą o zwiększonej produkcji hormonów sterydowych po wprowadza­
niu w itam iny B15 do organizmu. Donoszono również (6, 20, 43) o wpływie 
w itam iny B15 na przem ianę cholesterolu. K o l e s n i c z e n k o  (23) zau­
ważył, że wpływ w itam iny B15 zależy od dawki i częstotliwości podawa­
nia. W ielokrotne podawanie (10-dniowe) w małej dawce prowadzi do 
zmniejszenia zawartości cholesterolu w nadnerczu i w krw i oraz zwolnie­
nia jego syntezy w wątrobie. P rzy  jednokrotnym  wprowadzeniu do orga­
nizmu witam iny B15, niezależnie od wielkości dawki, w ystępuje jedynie 
tendencja do zmniejszenia powyższych param etrów . Natomiast w ielokrot­
ne podawanie tego związku w dużej dawce powoduje odw rotny efekt: na­
stępuje bowiem zwiększenie zawartości cholesterolu i przyspieszenie jego 
syntezy w wątrobie. Można przypuszczać, że wpływ kwasu pangamowego 
na przem ianę cholesterolu związany jest z wykorzystyw aniem  go przy 
wzmożonej biosyntezie kortykosterydów . ,

IV. Zastosowanie witaminy B15 w leczeniu stanów patologicznych

Badania kliniczne w skazują na działanie lecznicze w itam iny B15 (ewen­
tualnie jej pochodnych) w wielu stanach patologicznych. Na podkreślenie 
zasługują choroby, którym  towarzyszą stany niedotlenienia tkanek. Tera-
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peutyczne działanie w itam iny B15 zauważono w chorobach naczyń w ień­
cowych np. niewydolności wieńcowej, dusznicy bolesnej, zakrzepicy w ień­
cowej (18, 21, 25, 27, 43), a także w miażdżycy naczyń wieńcowych (3, 4) 
oraz w chorobach serca w ynikających z niedotlenienia, a mianowicie: hi- 
poksji m ięśnia sercowego (3, 11, 25, 34), anoksji i histotoksycznej anoksji, 
w zapaleniu i m arskości m ięśnia sercowego (11, 18, 31). Zauważano ko­
rzystny wpływ w itam iny B 15 na oddychanie m ięśnia sercowego także 
w przypadku niedom ykalności zastawek (2).

Lecznicze działanie w itam iny B15 zaobserwowano również w przypad­
kach zapalenia i m arskości w ątroby wywołanych przew lekłym  alkoholiz­
mem (17) i w  przebiegu kiły (41). Uwidoczniał się on nie tylko w polepsze­
niu subiektywnego stanu chorych, lecz także w pełnej lub częściowej nor­
m alizacji niektórych obiektyw nych czynników, np. składu białek osocza 
(26, 27, 46). Opisano lecznicze działanie w itam iny B15 w chorobach mózgu, 
przy udarach, zakrzepicach, miażdżycy naczyń mózgowych i zakłóceniach 
pamięci (1, 36). W itam inę B15 stosowano również w gośćcu stawowym , 
przy czym osiągnięto pozytyw ne wyniki (6, 7, 25).

S t r e l c z u k  (40), G u d k o w a  i S i e n k i e w i c z  (16) wykazali, 
że przy stosowaniu w itam iny B15 w procesie leczenia nałogowego alkoho­
lizmu znikał u pacjentów  pociąg do alkoholu i pow racała naruszona rów ­
nowaga psychiczna. Szczególnie korzystny wpływ  zauważono u alkoholi­
ków ze zmianami sercowo-naczyniowymi. Terapia w itam iną B15 jest zale­
cana, ponieważ nie w yw ołuje ona skutków  ubocznych dla organizmu. Zau­
ważono również korzystny w pływ  w itam iny B15 w przypadku niektórych 
chorób krw i i chorób skórno-w enerycznych (9, 37).

Możliwości wielokierunkowego zastosowania kwasu pangamowego czy­
nią ten związek nader interesującym  przedm iotem  badań biochemicznych, 
klinicznych i żywieniowych.
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J A N  H U T N Y  *

Metabolizm glikogenu i mechanizmy jego regulacji

The Glycogen Metabolism and its Regulatory Mechanisms

N ew  d a ta  a b o u t s t ru c tu re  and  m etab o lism  of g lycogen  a re  p resen ted . R eg u la to ry  
m ech an ism s of p h o sp h o ry la se  an d  g lycogen sy n te ta se  ac tiv ity , and  e ffec t of a d re n a ­
lin ę , in su lin ę , g lucagon  on th e  g lycogen  m e tab o lism  a re  d iscussed .

I. Budowa glikogenu

Glikogen jest w ielocukrem  złożonym z jednostek glukozowych, połą­
czonych łańcuchowo wiązaniam i a -1,4 i a-2,6-glukozydowymi, przy czym 
ilość wiązań 1,4- jest kilkanaście razy większa od wiązań 1,6- (68, 75, 115). 
Miejsce rozgałęzienia łańcucha glikogenu, powstałe dzięki wiązaniu a-1,6- 
glukozydowemu przypada na co czwartą jednostkę glukozową (32, 34, 80, 
87). Długość w ew nętrznych odcinków łańcucha glikogenu odpowiada śred­
nio długości trzech cząsteczek glukozy, połączonych wiązaniami 1,4-, jed ­
nakże pewna część odcinków w ew nętrznych odbiega od tego rozm iaru 
(34,43).

Średnia całkow ita długość łańcuchów glikogenu odpowiada 12— 15 jed­
nostkom glukozy (12, 64, 77) a średnia długość zewnętrznych, nierozgałę- 
zionych już odcinków łańcucha, odpowiada 7— 10 jednostkom  glukozy (13, 
128). W artości te odnoszą się także do glikogenu ekstrahowanego z tkanek  
w okresie życia płodowego, tuż po pojaw ieniu się pierwszych zapasów 
tego wielocukru (13).

Cząsteczki glikogenu wątrobowego o stałej sedym entacji rzędu lOOS 
stanowią podjednostki, k tóre łącząc się, tworzą m akrocząstki o stałej sedy­
m entacji rzędu od kilkuset do około 10 000,5?. Masa m akrocząsteczek jest 
więc rzędu od kilkuset m ilionów do około trzech m iliardów  (18, 29, 92, 
93, 95).

* D r, K a te d ra  B iochem ii, W ydzia ł W e te ry n a ry jn y , W yższa Szkoła R o ln icza, 
W rocław
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W mięśniach nie stw ierdzono agregacji glikogenu w  tak  wielkie czą­
steczki. Masa cząsteczkowa glikogenu mięśniowego odpowiada masie czą­
steczkowej podjednostek glikogenu wątrobowego i wynosi około 8 m ilio­
nów (83, 93, 95). Średnica tych podjednostek, oznaczona na podstawie zdjęć 
z m ikroskopu elektronowego wynosi 20— 40ma (29, 95). Te em piryczne 
dane pokryw ają się dość dokładnie z m aksym alnym i wartościami, obli­
czonymi teoretycznie przez F r  e n с h a (34) dla klasycznego m odelu czą­
steczki glikogenu M e y e r a  (80). P rzy  m aksym alnym  upakowaniu łańcu­
chów na obwodzie sferycznej cząsteczki glikogenu (rysunek 1), jej średnica 
powinna wynosić około 36 тіл a m asa cząsteczkowa w granicach od 4 do 
10 milionów, zależnie od stopnia uwodnienia.

R ys. 1. M odel cząsteczki g likogenu  w g M e y e r a  (80)

C harakter wiązań łączących podjednostki glikogenu w większe agre­
gaty nie został wyjaśniony. Jedno takie wiązanie przypada na około 50 ty ­
sięcy jednostek glukozowych (83). W iązania te nie są wiązaniam i a-1,4- 
ani a-i,6-glukozydowym i, gdyż są od nich bardziej labilne (83, 93). W ią­
zania łączące podjednostki glikogenu ulegają rozbiciu w środowisku o pH  
poniżej 3,5 i powyżej 13,0 lub pod wpływ em  tem peratu ry  powyżej 65°. 
Wykluczono w ystępowanie w iązań wodorowych oraz udział białek lub 
kwasów nukleinowych w łączeniu podjednostek glikogenu (92, 93).

M o r  d o h i wsp. (84) otrzym ali wysokocząsteczkowe prepara ty  gliko­
genu in vitro, drogą inkubacji glukozo-l-fosforanu z dokładnie oczyszczo­
ną fosforylazą i enzymem rozgałęziającym. Obraz tych preparatów  na zdję­
ciach w mikroskopie elektronow ym , zbliżony był do obrazu natyw nego 
glikogenu wątrobowego. Jednakże, jak  w ynika z nowszych danych (95), 
glikogen syntetyczny w  porów naniu z natyw nym  w ykazuje pewne róż­
nice wskazujące na brak wiązań labilnych w glikogenie syntetyzow anym
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in vitro. W związku z tym  P а г o d i i wsp. (95) rozpatru ją  możliwość 
pow staw ania wiązań labilnych w skutek włączania w cząsteczkę glikogenu 
fruktozy (105) lub glukozoam iny (74).

I. Funkcja enzymów katalizujących przemianę glikogenu

1. Fosforylaza glikogenow a (ЕС 2.4.1.1)

Enzym ten katalizuje następującą przemianę:

g lukozo - І -fo sfo ran  +  (g lukoza)n ^  (g lukoza ) n+1 +  o rto fo sfo ran

Stosunek stężeń ortofosforanu do glukozo-1-fosforanu w punkcie rów no­
wagi tej reakcji wynosi 3,5 (22). Gdy stosunek ten  jest wyższy od 3,5 n a ­
stępuje degradacja, gdy zaś jest niższy — synteza glikogenu. W m ięśniach 
przepony szczurów współczynnik ten wynosi około 300 (63), można zatem 
sądzić, że fosforylaza prowadzi tylko rozkład glikogenu. Nie wiadomo jed ­
nak czy ortofosforan jest w kom órkach rozmieszczony równom iernie oraz 
czy m ierzone stężenie ortofosforanu nie obejm uje również bardzo labil­
nych fosforanów organicznych.

S p e n c e r - P e e t  i wsp. (70, 114) stw ierdzili obecność glikogenu 
w w ątrobach osobników z genetycznym  defektem , polegającym  na całko­
w itym  braku w tej tkance aktyw ności syntetazy glikogenu. Autorzy suge­
ru ją  w tych przypadkach możliwość syntezy glikogenu przy udziale fosfo- 
rylazy. W ydaje się to tym  bardziej możliwe, że fosforylaza może katalizo­
wać syntezę glikogenu naw et w braku prim era (51).

W yodrębniona fosforylaza prowadzi rozkład zew nętrznych gałązek gli­
kogenu tylko do m om entu pow stania tzw. 0 -d ek stry n y  granicznej typu 
W a l k e r a - W h e l a n a  (128) (rysunek 2), posiadającej na każdym  ra ­
m ieniu rozgałęzionego łańcucha po 4 jednostki glukozowe, licząc od tej 
cząsteczki, na którą przypada wiązanie 2,6-glukozydowe (2, 46).

2. O ligo-l,4-»j,4-glukanotransferaza (ЕС 2.4.1.25)

Enzym ten przenosi resztę m altotriozy z gałęzi A 0 -d ek stry n y  granicz­
nej na gałąź В (rysunek 2), przekształcając tym  sam ym  dekstrynę granicz­
ną typu W alkera-W helana w dekstrynę typu C o r i - L a r n e r a  (16, 17, 
46). D ekstryna typu C ori-Larnera uważana była dawniej za bezpośredni 
produkt działania fosforylazy (23). Aktywność oligo-i,4-> I,4-transferazy 
obserw uje się zawsze wraz z aktyw nością dekstryno-2,6-glukozydazy (16, 
17, 46).
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Rys. 2. P rzek sz ta łcen ie  d e k s try n y  g ran iczn e j W a lk e ra -W h e lan a  (128) w  d ek stry n ę  
C o ri-L a rn e ra  (23) p rzez  o l ig o -J ^ -^ J ^ -g lu k a n o tr a n s fe r a z ę  (w g 16,17,46)

O—jednostki glukozowe połączone glukozydowo; 0-> jednostki glukozowe połączone I-+6
glukozydowo

3. a-2,4->-I,4-glukozylotransferaza (ЕС 2.4.1.3)

Enzym ten przenosi resztę glukozy pochodzącą z nieredukującego koń­
ca cząsteczki m altozy lub większego a-glukanu na akceptor, k tórym  może 
być glukoza, m altoza lub  wyższe oligosacharydy typu a-g lukanu (50, 117). 
Nie ustalono dotąd definityw nie czy aktyw ność tego typu w  tkankach 
zwierzęcych jest w ynikiem  działania odrębnego enzymu (53, 96, 97), czy 
też aktywnością uboczną enzymów typu  glukozydaz (45, 117, 122, 131).

W a l k e r  i W h e l a n  (128) przypisują a-i,4->2,4-glukozylo-trans- 
ferazie podobną funkcję jak  oligo-1,4—>-2,4-transferazie, a więc przekształ­
canie 0 -dekstryny  granicznej. K a r p i a k  (53) postuluje możliwość 
udziału tego enzym u w  niefosforylacyjnym  tworzeniu wyższych a-l,4-glu- 
kanów, kosztem m altozy i niższych dekstryn.

4. D ekstryno-2,6-glukozydaza (ЕС 3.2.1.33)

Ten enzym rozbija wiązanie a-2,6-glukozydowe w dekstrynie granicz- 
nej typu C ori-Larnera, uw alniając cząsteczkę glukozy. Tym sposobem 
dalsze fragm enty łańcucha glikogenu sta ją  się dostępne dla działania fos- 
forylazy lub glukoam ylazy (1, 2, 76, 128).

5. a -A m ylaza  (ЕС 3.2.1.1)

a-Amylaza rozbija wiązania a-I,4-glukozydow e glikogenu i doprowa­
dza do uwolnienia m altozy i m altodekstryn  oraz do w ytw orzenia a-deks- 
tryn  granicznych (9, 105, 127) o budowie podanej na rysunku 3.
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Kw estionowana przez pewien czas obecność tego enzymu w tkankach 
zwierzęcych, została ostatecznie udowodniona (8, 38, 53, 59). W edług O 1 a - 
ѵ а г г і і  i T o r r e s a  (91) działanie a-am ylazy na glikogen jest dw ustop­
niowe. W pierwszym  etapie am ylaza atakuje zew nętrzne gałązki łańcucha 
glikogenowego. W następnym  etapie dochodzi dopiero do rozbicia wew­
nętrznych odcinków łańcucha glikogenu i do utw orzenia specyficznych 
a-dekstryn granicznych.

Rys. 3. B udow a a -d e k s try n  g ran icznych  (w g 9, 14, 105)
Objaśnienia znaków patrz rysunek 2

6. Glukoam ylaza (ЕС 3.2.1.3)

Rozbija wiązania a-2,4-glukozydowe glikogenu, odcinając jednostki 
glukozowe od nieredukującego końca łańcuchów (45, 65, 108, 122), aż do 
natrafienia na jednostkę połączoną wiązaniem 1,6-. W wyniku tego pow­
stają y-dekstryny graniczne.

Niedawno stw ierdzono w tkankach i płynach ustrojow ych obecność 
aktyw atora, w ielokrotnie zwiększającego stosunkowo niską aktywność 
tego enzymu (54).

7. G lukozylotransferaza U D PG -glikogen (syntetaza glikogenu) (ЕС 2.4. 1.11)

Enzym ten jest przypuszczalnie głównym katalizatorem  syntezy gliko­
genu w tkankach (40, 66, 69, 107). K atalizuje on syntezę glikogenu według 
następującego schem atu:

UDPG +  (glukoza)n -> UDP +  (glukoza)n + 1

Dla rozpoczęcia reakcji konieczna jest obecność p rim era  (40, 66). N ajlep­
szym prim erem  jest glikogen a najm niejszym  z m ożliwych m altoteraoza
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(40), jednak powinowactwo syntetazy glikogenu do m altotetraozy jest bar­
dzo niskie. Donorem reszt glukozowych mogą być oprócz UDPG, także 
inne nukleotydy tego typu, jednak syntetaza z tkanek  zwierzęcych w yka­
zuje wobec nich niższe powinowactwo. Np. w stosunku do ADPG powino­
wactwo syntetazy glikogenowej z tkanek zwierzęcych jest o 50®/o niższe 
niż wobec UDPG (40).

8. G likozylotransferaza rozgałęzień a-glukanu  (czynnik rozgałęziający) (ЕС 2.4.1.18)

Enzym ten katalizuje przeniesienie kilku jednostek glukozowych z po­
zycji 1 ^ - 4  w pozycję 1 —> 6, tworząc w ten  sposób rozgałęzienia łańcu­
chów glikogenu (60, 112, 125). Reakcja ta polega na przeniesieniu a-oligo- 
glukanu o m inim alnej długości sześciu jednostek glukozowych (125), w ed­
ług reakcji podanej na rysunku 4.

— ■ < > 0 0 0 0 0 0 0 0 #

Rys. 4. M echan izm  re a k c ji k a ta lizo w an e j p rzez  enzym  ro zg a łęz ia jący  w ed ług  V e r  h -
u e  i H e r s a  (125)

•  — znakowana 14C glukoza, pozostałe objaśnienia patrz rysunek 2

III. Główne mechanizmy regulacji przemiany glikogenu

1. U kład fosforylazy

Fosforylaza jest białkiem  zbudowanym z podjednostek, których masa 
cząsteczkowa wynosi 90 ООО (27, 109). S truk tu ra  czwartorzędowa fosfory­
lazy zmienia się bądź to samorzutnie, w zależności od składu i stężenia 
czynników znajdujących się w roztworze (129, 130), bądź też pod w pły­
wem odpowiednich enzymów prowadzących fosforylację i defosforylację 
fosforylazy (patrz schem at 1).

Fosforylaza w form ie ufosforylowanej jest enzymem, o pełnej ak tyw ­
ności, niezależnej od obecności 5’-AMP i nazwana jest fosforylazą „a”. W y­
stępuje ona głównie w formie tetram eru  o masie cząsteczkowej około
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kmaza foslotyiazy o

toslalaza losloiylazy 
loima ininej aklywna

Schem at 1. Z asadnicze e lem en ty  u k ład u  reg u lu jącego  ak tyw ność  fosfo ry lazy

360 000 (27, 109). Nieufosforylowana form a fosforylazy w ystępuje głównie 
w formie dim eru o masie cząsteczkowej około 180 000 (27, 109) i zwana 
jest fosforylazą ,,b”. Fosforylaza ,,b” jest aktyw na tylko w postaci zwią­
zanej z 5’-AMP (44, 73, 90). 5’-AMP działa w tym  przypadku jako czyn­
nik wzm agający powinowactwo fosforylazy „b” do wszystkich substra­
tów. Efekt ten jest kom petycyjnie ham owany przez ATP i G-6-P (85).

Każda z podjednostek fosforylazy zawiera cząsteczkę fosforanu p iry- 
doksalu, którego obecność w arunkuje aktywność enzymu (5, 55). Brak tego 
czynnika nie wpływa jednak ani na przejście fosforylazy „a” w form ę „b” 
ani na sposób wiązania 5’-AMP (43, 111).

Przejście fosforylazy „b” w form ę „a” wym aga czterech cząsteczek 
ATP i katalizowane jest przez specyficzną kinazę fosforylazy ,,b” w obec­
ności jonów magnezu i cyklicznego 3,5’-AMP (25, 33, 56, 100) (patrz niżej). 
Reakcja odwrotna, przejście form y ,,a” w form ę „b”, prowadzone jest 
przez fosfatazę fosforylazy ,,a” (21, 47) (patrz niżej). W zajemna konw ersja 
form fosforylazy jest jednym  z głównych elem entów mechanizm u regu lu­
jącego szybkość glikogenolizy, dlatego też om awiany proces zależny jest 
od całego szeregu czynników w pływających na aktywność enzymów k a­
talizujących tę konw ersję (schemat n r 1).

Nieenzym atyczne zmiany s tru k tu ry  czwartorzędowej fosforylazy n a ­

http://rcin.org.pl



438 J. H U T N Y [8]

stępują m.in. pod wpływem  glikogenu, k tó ry  wiąże się z tym  enzymem 
w kompleks podobny do kom pleksu antygen-przeciw ciało (110). Poprzez 
glikogen, fosforylaza wiąże się z endoplazm atycznym  retiku lum  i podczas 
frakcjonow ania elem entów subkom órkowych znaleziono ją w osadzie frak ­
cji m ikrosomalnej (71). Jednakże podczas frakcjonow ania elem entów sub­
komórkowych w ątroby zw ierząt głodzonych, fosforylazę znaleziono w su- 
pernatancie frakcji m ikrosom alnej. Przyczyną przejścia fosforylazy do 
frakcji lżejszej może być brak glikogenu w w ątrobach zwierząt głodzo­
nych (71). Inkubacja wyodrębnionej fosforylazy z glikogenem powoduje 
sześciokrotny wzrost jej aktywności. Ponieważ zjawisko to obserw uje się 
tylko przy pom iarach aktyw ności fosforylazy testem  syntezy glikogenu, 
można sądzić, że glikogen wzmaga powinowactwo fosforylazy do gluko­
zo-!-fosforanu. Badając m echanizm  tego procesu, W a n g  i wsp. (129, 
130) stwierdzili, że fosforylaza w kom pleksie z glikogenem w ystępuje 
w postaci dimeru. D im eryczna form a fosforylazy w kom pleksie z gliko­
genem jest bardziej aktyw na niż form a tetram eryczna, bez względu na to, 
czy jest ufosforylow ana czy nieufosforylow ana. Proponow any przez 
W a n g a i wsp. (130) przebieg przekształceń fosforylazy pod wpływem  
glikogenu, przedstaw ia się jak  następuje:

T +  nG  ^  T G n -> 2 DGn/2 

gdzie T — tetram er; D — dimer; G — glikogen.
T etram er łączy się z wieloma cząsteczkami glikogenu i dysocjuje do dime­
ru. Glikogen ham uje reakcję odwrotną. W a n g  i wsp. (130) wykazali też 
brak zależności między aktyw acją fosforylazy przez glikogen a funkcją 
glikogenu jako prim era w reakcji prowadzonej przez fosforylazę, sugerują 
więc istnienie odrębnych m iejsc wiązania prim era i polisacharydu ak ty ­
wującego.

Enzym atycznym  ogniwem układu regulującego aktywność fosforylazy 
jest kinaza fosforylazy „b” (ЕС 2.7.1.38). Enzym ten aktyw uje niżej po­
daną reakcję (33, 56):

kinaza
fosfory lazy  „ b “ ,

2 fo sfo ry laza  „b” +  4 A T P ---------------------- > fo sfo ry laza  „a +  4 A DP

Kinaza fosforylazy „b” w ystępuje podobnie jak  i sam a fosforylaza, 
w dwu formach: aktyw nej i m niej aktyw nej (58, 100). Wiele danych w ska­
zuje, że regulacja aktyw ności kinazy odbywa się również poprzez fosfo- 
rylację i defosforylację. Stwierdzono bowiem, że aktyw ność kinazy fosfo­
rylazy ,,b” w zrasta po inkubacji z jonam i m agnezu lub wapnia, z cyklicz- 
nym -3’,5’-AMP oraz z ATP (57, 82, 100), w  obecności odpowiedniego en­
zymu (81). Udział ATP w tym  procesie wskazuje, że czynnik białkowy
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uczestniczący w aktyw acji m a również charak ter kinazy. W ekstraktach 
serca szczurów stwierdzono istnienie inhibitora, blokującego aktyw ujący 
w pływ  jonów wapnia na kinazę fosforylazy (30, 31). Przejście aktyw nej 
kinazy fosforylazy w  form ę m niej aktyw ną biegnie z udziałem  enzymu 
typu fosfatazy (104).

Przekształcenie fosforylazy „a” w  fosforylazę ,,b” katalizowane jest 
przez fosfatazę fosforylazy (ЕС 3.1.3.17) (21, 47) według reakcji:

fo sfa taza
„ „ , fo sfo ry lazy  ,,a“
fo sfo ry laza  „a” +  H 20  -------------------- _  2 fo sfo ry laza  „b” +  4 P i

Glukoza i glukozo-6-fosforan zwiększają aktywność tej fosfatazy (47), 
natom iast AMP, IMP i jon fluorkow y są jej inhibitoram i (89, 118). Inku- 
bując tkankę lub ekstrak t w obecności jonów magnezu, cyklicznego-3’,5’- 
AMP oraz ATP (79), można spowodować inaktyw ację fosfatazy fosfory­
lazy. Dane te znowu sugerują analogię do m echanizm u konw ersji fosfory­
lazy ,,b” w form ę „a”. W tym  przypadku jednak efektem  fosforylacji jest 
przejście form y aktyw nej enzymu w form ę mniej aktyw ną.

2. U kład syntetazy glikogenu

Sposób regulacji syntetazy glikogenu w ykazuje wiele podobieństwa do 
m echanizm u regulacji fosforylazy (schemat 2). Syntetaza glikogenu w y­
stępuje podobnie jak  fosforylaza w dwu form ach o różnej aktywności. 
Aktywność form y D (ang. dependent) zależy od obecności glukozo-6-fosfo- 
ranu, natom iast aktywność form y I (ang. independent), nie zależy od 
tego czynnika (3, 61, 69).

W zajemna konw ersja form  D i i  odbywa się, podobnie jak w przypad­
ku fosforylazy, poprzez ufosforylow anie przy udziale ATP i defosfory- 
lację (patrz niżej) (35, 36, 107, 123). Fosforylacja daje form ę mniej aktyw ną 
natom iast defosforylacja form ę o pełnej aktywności. Zatem m echanizm  
analogiczny do m echanizm u regulującego fosforylazę działa w tym  przy­
padku w odwrotnym  kierunku. Procesy fosforylacji fosforylazy i syntetazy 
dają jednak ostatecznie ten sam wynik, mianowicie obniżenie poziomu gli­
kogenu w tkance. N astępuje to dzięki wzmożeniu rozkładu glikogenu przez 
fosforylazę i równoczesnemu zaham ow aniu jego syntezy. Podobnie de­
fosforylacja obydwu enzymów, powodując zahamowanie fosforolizy gliko­
genu i wzmożenie jego syntezy, prow adzi do jednego efektu — podwyższe­
nia poziomu glikogenu w tkance. Jeśli dodać do tego zaobserwowany przez 
M a d s e n a  (72) fakt, że UDPG ham uje aktyw ność fosforylazy, widać 
w yraźnie sprzężenie najw ażniejszych układów  regulujących przem ianę gli­
kogenu, przy czym głównym czynnikiem  sprzęgającym  jest poziom ATP.
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Schem at 2. Z asadnicze e lem en ty  u k ład u  reg u lu jąceg o  ak tyw ność  sy n te tazy  g lik o ­
genow ej

Syntetaza glikogenu tworzy podobnie jak  i fosforylaza, kom pleksy 
z glikogenem (67, 71, 124). V a r d a n i s (124), p reparując syntetazę gliko­
genu związaną z glikogenem wielkocząsteczkowym stw ierdził, że jej 
aktywność jest uzależniona od dodatku glikogenu niskocząsteczkowego 
spełniającego rolę prim era. Dane te są zbliżone do wyników doświadczeń 
W a n g a i wsp. (129, 130), odnośnie fosforylazy, gdzie postuluje się istn ie­
nie w cząsteczce fosforylazy odrębnych miejsc wiązania glikogenu tw orzą­
cego kompleks i prim era.

Kinaza syntetazy glikogenu katalizuje fosforylację enzymu według re ­
akcji:

kinaza
sy n te tazy

sy n te taza  I +  n A T P  -------------» sy n te ta z a  D +  nA D P

Kinaza syntetazy w ystępuje w dwu form ach o różnej aktywności i p rzejś­
cie w form ę o większej aktywności zachodzi przy udziale ATP, cyklicz- 
nego-3’,5’-AMP oraz jonów magnezu, lub wapnia, stron tu  i baru  (4, 48) 
wraz z odpowiednim czynnikiem białkowym  (7).

Znaczne podobieństwo pomiędzy kinazą syntetazy glikogenu i kinazą
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fosforylazy skłoniło F r i e d m a n a  i L a r n e r a  (37) do zbadania ew en­
tualnej identyczności tych dwu enzymów, jednakże dotychczasowe wyniki 
raczej przeczą takiem u przypuszczeniu.

Fosfataza syntetazy glikogenu prowadzi do zwiększenia aktywności 
syntetazy, przeprow adzając ją w form ę I według reakcji:

fosfataza
syn te tazy

syntetaza D ------------- » syntetaza I +  nPi

Aktywność tego enzymu jest ham ow ana przez glikogen (126). Tworzy 
się w ten sposób mechanizm typu sprzężenia zwrotnego ujemnego, w ięk­
sza ilość glikogenu doprowadza do zmniejszenia szybkości jego syntezy (24).

3. W pływ  czynn ików  h o rm o n a ln y ch  na  p rzem ian ę  g likogenu

W pływ  adrenaliny. A drenalina powoduje spadek poziomu glikogenu 
w tkankach. N astępuje w tedy zarówno przyspieszenie rozkładu glikogenu 
jak  i hamowanie jego syntezy. W ywołane adrenaliną zmiany w układach 
regulacji fosforylazy i syntetazy glikogenu przedstaw iają się następująco:
1) Kinaza fosforylazy ,,b” przechodzi z form y mniej aktyw nej w formę 

bardziej aktyw ną (57, 100).
2) Kinaza syntetazy glikogenu przechodzi z form y mniej aktyw nej w for­

mę bardziej aktyw ną (48).
3) Aktywność fosfatazy fosforylazy ulega zmniejszeniu (79).
4) Fosforylaza z form y „b” przechodzi w form ę ,,a” (102, 103, 119).
5) Syntetaza glikogenu z form y I przechodzi w form ę D (6, 106).

R a l l  i S u t h e r l a n d  (101) stw ierdzili, że podczas inkubacji nie­
rozpuszczalnej frakcji hom ogenatu w ątroby z dodatkiem  ATP i adrena- 
liny, nagrom adza się ciepłostały, dializujący czynnik, k tóry  dodany do 
rozpuszczalnej frakcji homogenatu, ak tyw uje przejście fosforylazy „b” 
w  fosforylazę ,,a”. Po identyfikacji (103, 119) okazało się, że tym  czynni­
kiem  jest cykliczny-3’,5’-AMP. Związek ten pośredniczy zatem w w y­
woływaniu zmian aktyw ności fosforylazy i syntetazy glikogenu przez adre­
nalinę (schemat 1 i 2).

Cykliczny-5’,5’-AM P pow staje w tkankach z ATP. Proces ten katali­
zuje enzym lub układ enzym atyczny zwany cyklazą adenilową. M echa­
nizm  działania adrenaliny polega na aktyw acji cyklazy (26, 86, 98). Układ 
cyklazy adenilowej jest zlokalizowany głównie w błonach plazm atycznych 
(26, 86, 98). Ostatnio stw ierdzono obecność tego enzymu także we frakcji 
jąder komórkowych m ięśnia sercowego (15).

Prócz adrenaliny, poziom cyklicznego-3’,5’-AM P podwyższają takie 
horm ony jak  glukagon (11, 98), ACTH (42, 120), LH (78) i wazopresyna
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(41). Cykliczny-3’,5’-AMP odgrywa zatem kluczową rolę w procesie hor­
m onalnej regulacji przem iany glikogenu.

Rozkład cyklicznego-3’, 5’-AMP prowadzi specyficzna fosfodw uestera- 
za, k tó ra  przekształca ten związek w 5’-AMP (88). Fosfodwuesteraza cyk- 
licznego-3’,5’-AM P znajduje się w rozpuszczalnej frakcji homogenatów 
tkankow ych, może jednak również asocjować z błonam i plazm atycznym i 
(19). Teofilina i kofeina są inhibitoram i tego enzymu, dzięki czemu w y­
wołują wzrost poziomu cyklicznego-3’,5’-AMP w tkankach (19).

Jakkolw iek wpływ adrenaliny na aktywność fosforylazy jest w tk an ­
kach bardzo silny i efekt działania tego horm onu jest w yraźnie widoczny 
już po jednej minucie od m om entu wzrostu stężenia adrenaliny w krw i 
(99), to jednak wydaje się iż wzrost aktywności fosforylazy, jaki obserw uje 

się podczas skurczu mięśniowego, przebiega z udziałem  innego m echa­
nizmu niż wyżej opisany. Przejście fosforylazy w form ę „a” podczas skur­
czu mięśniowego przebiega ok. 500 razy szybciej niż analogiczny proces, 
w yw ołany wzrostem  stężenia cyklicznego-3’,5’-AM P pod wpływem  adre­
naliny (25, 100).

W pływ  insuliny na przemianą glikogenu. Insulina powoduje przyśpie­
szenie syntezy glikogenu przez wzrost aktywności syntetazy glikogenowej 
(61, 62, 116). Mechanizm tego efektu nie jest do końca w yjaśniony. L a r -  
n e r  i wsp. (62) stwierdzili, że insulina przyspiesza przejście syntetazy 
z form y D o niepełnej aktywności, w form ę I o pełnej aktywności. W tym  
przypadku można mówić o opozycyjnym działaniu insuliny wobec adre­
naliny. Jednakże S t e i n  e r  i K i n g  (116) postulują inny m echanizm  
działania insuliny na syntetazę glikogenu. A utorzy ci nie stw ierdzili ak ty ­
wującego wpływu insuliny na syntetazę glikogenu po podaniu typow ych 
inhibitorów  syntezy białka lub inhibitorów syntezy RNA. Natom iast bez 
podawania tych związków, aktyw acja syntetazy glikogenu przez insulinę 
była wyraźna. W yniki tego doświadczenia wskazywały by, że insulina 
wzmaga aktywność syntetazy glikogenowej poprzez przyspieszenie w y­
tw arzania tego enzymu.

Spraw a w pływu insuliny na aktywność fosforylazy jest również dysku­
syjna. W 1964 roku L a r n e r i wsp. (62) nie znaleźli zmian aktyw ności 
fosforylazy w przeponach szczurów, traktow anych insuliną. Zm iany 
aktyw ności fosforylazy pod wpływem insuliny stw ierdzono jednak w tkan ­
ce tłuszczowej. Stwierdzono mianowicie spadek aktyw ności fosforylazy 
,,a” (52), przy czym mechanizm tego efektu polega na blokowaniu przez 
insulinę w zrostu stężenia cyklicznego-3’,5’-AM P wywołanego adrenaliną 
(20, 113).

W ostatnich latach stwierdzono również wpływ insuliny na fosfory- 
lazę wątrobow ą (10) i mięśniową (39, 49, 121). Jednakże odnośnie m echa­
nizm u działania insuliny na układ fosforylazy w tkance m ięśniowej, istn ie­
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ją  w piśm iennictw ie pewne rozbieżności. W krótkim  kom unikacie T o r ­
r e s a  i wsp. (121) doniesiono o ham ującym  wpływie insuliny na wywo­
łany adrenaliną, wzrost aktyw ności fosforylazy „a” w przeponach szczu­
rów. W pracy tej stw ierdzono również hamowanie przyrostu aktywności 
kinazy fosforylazy. A utorzy sugerują, że efekt ten jest podobny do analo­
gicznego procesu stw ierdzonego w tkance tłuszczowej (20) i polega na 
ham ow aniu przez insulinę produkcji cyklicznego-3’,5’-AMP. Przeczą tem u 
jednak wyniki prac prowadzonych in vivo  (10, 49), kiedy to stwierdzono 
spadek aktywności zarówno fosforylazy „a” jak  i fosforylazy całkowitej 
(a +  b). W ynikom T o r r e s a  i wsp. (121) przeczą również zaskakujące 
dane G o l d b e r g a  i wsp. (39), którzy w doświadczeniach prowadzonych 
in vivo  wykazali przyrost cyklicznego-3’,5’-AM P w przeponach szczurów, 
którym  podawano insulinę.

W pływ  glukagonu na przemianę glikogenu. Glukagon wzmaga rozkład 
glikogenu poprzez przyspieszenie konw ersji fosforylazy „b” w fosforylazę 
,,a”. Efekt ten zaobserwowano w w ątrobie (103) i w m ięśniu sercowym 
(85, 94). Glukagon w pływ a również na układ syntetazy glikogenu, dopro­
wadzając do obniżenia jej aktywności poprzez przyspieszenie konwersji 
syntetazy I w form ę D (10, 28). D e W u l f  i H e r s  (28) stwierdzili, że 
układ syntetazy glikogenu reaguje naw et na niższe dawki glukagonu niż 
układ fosforylazy glikogenowej.

Mechanizm działania glukagonu jest podobny do działania adrenaliny 
i polega na stym ulacji układu cyklazy adenilowej. Cyklaza adenilowa pod­
nosi poziom cyklicznego-3’, 5-A M P, wywołując tym  samym wzrost aktyw ­
ności czynników aktyw ujących kinazę fosforylazy ,,b” i kinazę syntetazy 
I (11, 15, 86, 98, 120).

B i t e n s k y  i wsp. (11) dostarczyli dowodów na istnienie dwóch nie­
zależnych systemów cyklazy adenilowej, z których jeden może być ak ty ­
wowany przez adrenalinę a drugi przez glukagon. Dane te potwierdzili 
P  o h 1 i wsp. (98), którzy izolując błony plazm atyczne komórek parenchy- 
m alnych wątroby, uzyskali cyklazę adenilową, aktyw owaną przez gluka­
gon a niewrażliwą na adrenalinę. A utorzy ci sugerują możliwość różnic 
w rozmieszczeniu dwóch om awianych systemów cyklazy adenilowej w ko­
m órkach i tkankach.

■ M u r a d  i W a u g h a m  (86), badając cyklazę adenilową m ięśnia ser­
cowego, rówriież stw ierdzili różnice w jej zachowaniu się pod wpływem 
adrenaliny i glukagonu. Jednak  w tym  przypadku, odmiennie niż w po­
przednio wym ienionych pracach, efekt dotyczył pojedynczego system u 
cyklazy adenilowej, co autorzy w yraźnie udowodnili. M u r a d  i W a u g ­
h a m  (86) postulują więc odmienność m echanizm u działania adrenaliny 
i glukagonu na pojedynczy system  cyklazy adenilowej mięśnia serco­
wego.
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IV. Uwagi końcowe

Opisane wyżej m echanizm y regulacji przem iany glikogenu nie obej­
m ują całości zagadnienia regulacji przem iany tego wielocukru, gdyż do­
tyczą tylko dwu głównych enzymów omawianego procesu, fosforylazy 
i syntetazy glikogenu. Brak jest w piśm iennictw ie danych o regulacji 
aktywności pozostałych enzymów przem iany glikogenu, a można sądzić, 
że procesy takie również m ają miejsce. Należy się zatem spodziewać prac 
uzupełniających obraz omawianej przem iany zwłaszcza o dane, dotyczące 
regulacji enzymów katalizujących hydrolityczny rozkład glikogenu i pro­
cesy niefosforylacyjnej transglikozylacji. Można również spodziewać się, 
że w najbliższych latach poznana zostanie dynam ika procesu agregacji 
i dysocjacji podjednostek glikogenu wątrobowego oraz znaczenie tego zja­
wiska dla pozostałych elem entów mechanizmu regulacji przem iany gliko­
genu.
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M A R IA  JA N IN A  PIECH O W SKA  *, ZOFIA SIENK IEW ICZ  **, 
M A Ł G O R Z A T A  B IE L IŃ SK A  **

Hormony metamorfozy owadów 

Hormones of Insect Metamorphosis

Som e d a ta  of b io log ica l a c tiv ity  an d  chem ical s t ru c tu re  of ecdyson  an d  ju v e n ile  
h o rm o n e  h av e  been  rev iew ed .

M etamorfoza owadów, sterow ana przez układ endokrynny, charak te­
ryzuje się szeregiem mniej lub więcej skomplikowanych przeobrażeń na­
tu ry  zewnętrznej i w ew nętrznej. Zwykle wyróżnia się dwa główne typy 
m etam orfozy. Zasadnicza różnica polega na tym, że u owadów o przeobra­
żeniu niezupełnym  (Insecta hemimetabola) w rozwoju osobniczym w ystę­
pują  dwa stadia w zrostu — larw a i imago, natom iast przy przeobrażeniu 
zupełnym  (Insecta holometabola) między larw ą i postacią dorosłą w ystę­
puje spoczynkowe stadium  poczwarki. Rozwój larw y dzieli się na kilka 
intensyw nych okresów wzrostu, z których każdy kończy się odrzuceniem 
starej kutikuli, czyli linką. Ilość kolejnych linek jest stała i charak tery ­
styczna dla danego gatunku.

Badania nad poznaniem przyczyn m etam orfozy zapoczątkowane przez 
K o p c i a  (75, 76) prowadzone później przez kilka ośrodków naukowych, 
koncentrow ały się początkowo wokół poznania i ustalenia m echanizmu 
procesów endokrynnych zachodzących podczas cyklu rozwojowego. W na­
stępnej fazie badań podjęto próby izolowania poszczególnych hormonów, 
a obecnie wysiłki idą przede wszystkim  w kierunku poznania s tru k tu ry  
i biosyntezy już w yodrębnionych hormonów.

* Doc. d r, Z ak ład  B iochem ii P o ró w n aw cze j, I n s ty tu t  B iochem ii i B iofizyki, P o l­
sk a  A k ad em ia  N auk , W arszaw a.

** M gr, Z ak ład  B iochem ii P o ró w n aw cze j, In s ty tu t B iochem ii i B iofizyk i, P o lsk a  
A k ad em ia  N auk , W arszaw a.

W ykaz sto so w an y ch  sk ró tó w : c.a. — со гр о 'а  a lla ta , JH  — h o rm o n  ju w en iln y , 
P F  — czynn ik  b ibu łow y , TLC — ch ro m a to g ra fia  c ien k o w ars tw o w a , G LC — c h ro ­
m a to g ra f ia  gazow a w  u k ład z ie  gaz—ciecz, TU — je d n o s tk a  T eneb rio , CU — je d n o s t­
k a  C alliphora.
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M etamorfoza owadów uw arunkow ana jest w głównej mierze obecnoś­
cią w hemolimfie trzech hormonów, wydzielanych przez różne ośrodki 
endokrynne:

1) hormon mózgu, aktyw ujący okresowo gruczoły protorakalne, w y­
dzielany jest przez kom órki neurosekrecyjne mózgu, zlokalizowane w częś­
ci międzymózgowej przedniego płata (pars intercerebralis protocerebri),

2) hormon linienia — ekdyson, produkowany przez gruczoły p ro to ra­
kalne, wydzielany jest w okresach poprzedzających każde linienie,

3) hormon młodociany — juw enilny w ydzielany przez specjalne g ru ­
czoły — ciała przyległe (corpora allata) odpowiedzialny za stan larw alny  
młodych osobników.

W spółdziałanie tych hormonów daje obraz prawidłowej m etam orfozy 
przebiegającej bez zakłóceń.

A. Ekdyson

Ekdyson produkowany jest przez gruczoły protorakalne pod wpływem  
hormonu protorakotropowego („hormon mózgu”). Morfologię i fizjologię 
silnie unerw ionych gruczołów znajdujących się w przedtułow iu po stro ­
nie brzusznej opisali S c h a r r e r  (120) i W i g g l e s w o r t h  (162). 
Dalsze badania W i g g l e s w o r t h a  (163) i W i l l i a m s a  (172) w y­
kazały brak specyficzności gatunkowej ekdysonu.
t

I. Budowa chemiczna i biosynteza

W  1954 r. B u t e n a n d t  i K a r l s o n  wyizolowali po raz pierw szy 
hormon linienia w postaci krystalicznej w ilości 25 mg z pół tony poczwa- 
rek  jedw abnika morwowego (Bombyx mori) i nazwali go od greckiego 
ekdysis (linienie) — ekdysonem (18 ). Określono w tedy ciężar cząsteczko­
wy równy 3 1 0  i wzór sum aryczny С 18Н з 0О 4 ( I) .
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Później poprawiono ciężar cząsteczkowy hormonu na 462, a wzór su­
m aryczny na C27H440 6. Jednocześnie ustalono przynależność horm onu do 
grupy steroli i określono jego wzór s truk tu ra lny  (wzór I) (49, 59, 65).

K a r l s o n  i B i i c k m a n  wykazali, że ekdyson składa się co n a j­
m niej z dwóch czynników o podobnej funkcji fizjologicznej i w ystępuje 
jako form a a i (5 (63).

W strzykując larw om  Calliphora erythrocephala try tow any cholesterol 
wykazano, że owady nie mogą syntetyzować sterydów  z pojedynczych 
cząsteczek i prekursorem  ekdysonu jest prawdopodobnie cholesterol. Ba­
dania przeprowadzane na Blattella germanica (96) oraz Dermestes vulpinus  
(21) wykazały, że do syntezy hormonu mogą być w ykorzystane różne po­
chodne cholesterolu. P rekursor cholesterolowy musi mieć ogólną stru k tu rę  
bardzo zbliżoną do hormonu, boczny łańcuch typu cholestanu i grupę 
P-3-hydroksylową (22). Owady podobnie jak skorupiaki i pajęczaki mogą 
wykorzystyw ać octan cholesterylu, (3-sitosterol, dwuhydroksycholesterol, 
cholestanon, nie mogą natom iast w ykorzystyw ać aktywnego octanu (43).

h IIo
1- 8

2  EKDYSTEB O N

3  INOKOSTERON

4 P O N A S TE R O N  —  A

E KDYSON 
I JEGO ANALOGI R-l f?2 R3 R4

OH
fi О н  fi о н  h  Л / \ ^ о н  

O H
f i  O H  f i  O H  O H  A / \ ^ O H  

O H
fi  о н  fi о н  о н  / lv /\ ^ CHOH

OH
fi O H  f i  O H _O H  A / s <

5  P O N A S T E B O N  -  6
он

а  о н  a  о н  о н

6 p o n a s t e d o n - c  _ a он a он O H

7 P T E C O S T E C O N  fi O H  f i  O H  O H

8 C Y A S T E C O N fi  O H  fi  O H  O H

S ch em at 1. S tru k tu ra  chem iczna ana logów  ek d y so n u  (51).
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Larw y Calliphora stygia posiadają hydroksylazy, które mogą w prow a­
dzać grupę OH do analogów ekdysonu na C25 i C26 (157). Jest więc p raw ­
dopodobne, że wyizolowany z Calliphora krustekdyson jest dalej m etabo­
lizowany do 20,26-dwuhydroksyekdysonu podobnie jak  u szkodnika ty to ­
niu Manduca sexta. Dalsze badania nad konw ersją roślinnych steroli
о C28 i C29 do cholesterolu u Manduca sexta  potw ierdziły dotychczasowe 
przypuszczenia, że sterole u owadów stanowią egzogenny czynnik pokar­
m owy (142).

H o  r n i wsp. sugerowali, że a-ekdyson jest prekursorem  |3-ekdysonu 
(52). Istotnie okazało się, że u niektórych skorupiaków i owadów a-ekdy­
son jest bardzo nietrw ałym  przejściowym  produktem  w biosyntezie (3-ek- 
dysonu (72).

Dane o budowie analogów ekdysonu w yodrębnionych z owadów skoru­
piaków i roślin zebrano w schemacie 1, przy czym zaobserwowano, że róż­
norodność występowania analogów jak  ich aktywność biologiczna związa­
na jest z budową łańcucha bocznego.

II. Mechanizm działania ekdysonu

Aktywność horm onu określa się w jednostkach Calliphora (C. U.). 
Przez jednostkę tę rozumie się najm niejszą, w strzykniętą ilość hormonu, 
zdolną wywołać u larw y Calliphora erythrocephala przepoczwarczenie od­
włoka, oddzielonego od reszty ciała przewiązką. Test biologiczny uważa 
się za pozytywny, gdy następuje przepoczwarczenie u 50—70% badanych 
owadów (52). Jednostka Calliphora dla form y а -ekdysonu wynosi 0,0075|o.g, 
dla (5-0,15 n-g (18), a dla czystego krustekdysonu (20-hydroksyekdyson) lub  
syntetycznego ekdysonu — 0,025ug (55).

Mechanizm działania ekdysonu mimo kilku la t badań nie jest jeszcze 
dobrze poznany, ponieważ niewiele wiadomo dotąd o naturze akceptorów 
w kom órkach owadów. Badania nad rozmieszczeniem trytow anego ekdy­
sonu w kom órkach larw  Rhynchosciara spec. i Chironomus tentans  nie 
w skazują aby hormon gromadził się w jądrze w większym stopniu niż 
w cytoplazm ie (160). Podobne wyniki uzyskano u m uchy Drosophila hy-  
dei (34).

Przypuszcza się, że horm on podobnie jak  w modelu J a c o b a - M o -  
n o d a (53) działa jako efektor i poprzez geny regulatorowe, kierujące 
tworzeniem  specyficznych represorów wpływa na aktywność genów s tru k ­
turalnych. Zanim omówimy dane o roli ekdysonu w aktyw acji genów, n a ­
leży jednak podkreślić, że nie wyjaśniono dotąd czy jest to działanie bez­
pośrednie, czy pośrednie (64). К  r  o e g e r  (80, 81) przyjm uje, że pierw ot­
nym  efektem  działania ekdysonu jest obniżenie w komórce stężenia jonów
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Rys. 1. F u n k c jo n a ln e  s tru k tu ry  ch rom osom ów  olb rzym ich  ze ślin ian ek  A crico topus
lu c id u s  (106). 

a — puf, b — pierścień Balbianiego
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sodowych na korzyść potasowych prawdopodobnie na skutek zmiany prze­
puszczalności błony jądrow ej. Przypuszcza się, że niektóre elektrolity  m o­
gą selektyw nie osłabiać wiązania DNA-histon co może być podstaw ą funk­
cjonalnych zmian w struk tu rze  chromosomów (79). Do podobnych wnios­
ków doszli też K r o e g e r  (81) i L e z z i  (86), którzy stw ierdzili, że pew ­
ne zmiany w chromosomach (tak zwane pufy pierwotnego działania) mogą 
powstawać w skutek zwiększania stężenia K + w komórce i w ew nątrz jąd ra  
bez udziału ekdysonu. Natom iast najnowsze badania Congota, Sekerisa
i Karlsona na wyizolowanych jądrach kom órek ciała tłuszczowego u Cal- 
liphóra erythrocephala wykazały bezpośredni niezależny od obecności jo ­
nów wpływ ekdysonu na syntezę RNA in vitro (28).

1. A k ty w ac ja  genów

Chromosomy olbrzym ie pochodzące z gruczołów śliniankowych m u­
chówek: Drosophila i Chironomus są szczególnie dogodnym obiektem  nad 
przekazywaniem  inform acji genetycznej. Chromosomy te, dobrze widocz­
ne w m ikroskopie świetlnym , są odpowiednikami chromosomów typowych 
kom órek somatycznych (5). Od czasu gdy zdołano doprowadzić do identy­
fikacji specyficznych i charakterystycznych cech zewnętrznych m uchówek 
z poszczególnymi loci lub prążkam i na chromosomach olbrzymich, prążki 
te uważa się za m aterialny równoważnik koncepcyjnych genów M endla 
(17, 104).

Zmianie kształtu  poprzecznego prążka chromosomu towarzyszy 
zmniejszenie stopnia skondensowania i zanik ostrego konturu , tw orzą się 
tak  zwane pufy. W szczególnych przypadkach proces ten może u trudn iać  
łączenie się chrom atydów  w pary  w obrębie pufu i w skutek tego tworzą 
się pętle wychodzące na zew nątrz i układające się wzdłuż osi chromosomu 
jako nabrzm iałe pierścienie (105, 106), które zostały po raz pierwszy opi­
sane przez Balbianiego w  1881 r. i stąd ich nazwa pierścienie Balbianiego 
(rysunek 1).

Pufy  i pierścienie są ilościowym wynikiem  jednego zjawiska i ze wzglę­
du na swą natu rę  są odwracalne. Różnią się one od niezm odyfikowanych 
prążków poprzecznych chromosomu nie tylko s truk tu rą , ale i biochemicz­
nie. Badania cytochemiczne wykazały, że tworzenie się pufów zachodzi 
wraz ze wzmożoną aktywnością horm onu i charakteryzuje się grom adze­
niem  białka niehistonowego i RNA. Histony natom iast w ystępują w chro­
mosomie poza pierścieniam i Balbianiego. Proces ten można podzielić cza­
sowo na kilka etapów, a m ianowicie w 2—2,5 min. po uaktyw nieniu w bez­
pośredniej bliskości prążka poprzecznego gromadzi się kwaśne białko i do­
piero w połączeniu z nim  rozpoczyna się tworzenie pufów i synteza RNA. 
(108).
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Określone stadia rozwoju postem brionalnego u muchówek (Diptera), 
jak  linienie i przeobrażenie związane są z daleko idącymi zmianami w obra­
zie pufów.

Przeobrażenie u muchówek rozpoczyna się transform acją larw y w po- 
czwarkę, a kończy wylęgiem imago. Kolejne linki wywoływane są przez 
ekdyson, natom iast drugi hormon m etam orfozy — juw enilny — określa 
stan  larw alny i jego stężenie w hemolimfie jest wysokie w okresie między 
linkami, a niskie podczas kolejnych linek i w czasie przeobrażenia (59, 70).

W arunki w jakich pufy pow stają i zm ieniają się badał С і е ѵ е г  (25,
26).

W większości chromosomów gruczołów śliniankow ych m uchówek po 
fazie tworzenia się pufów następuje faza ich zaniku. Ze względu na szyb­
kość tworzenia się dzieli się pufy na 3 grupy:

1) nie m ające związku z linką,
2) pojawiające się regularnie po rozpoczęciu linki, jedne na początku, 

inne później; prawdopodobnie te loci chromosomów biorą udział w proce­
sach m etabolicznych zachodzących w komórce podczas linki,

3) w ystępujące u larw  w każdym  okresie rozwoju, a powiększające 
się jedynie w czasie m etam orfozy (9, 27).

Ekdyson nie tylko inicjuje linkę, ale jego obecność w hemolimfie jest 
konieczna również w czasie trw ania linki. U Calliphora niewielkie miano 
ekdysonu w ystępuje w ciągu 4—7 dni życia larwalnego, po czym rośnie 
ono i podczas linek larw alnych wynosi około 2 C.U. a podczas linki po- 
czwarkowej sięga 8— 10 C.U. (134). Jeżeli larw y Chironomus (9) w okresie 
linienia pozbawi się dopływu ekdysonu to zanikają w tedy wszystkie pufy 
charakterystyczne dla linki, co wskazuje, że hormon kontroluje aktywność 
genów podczas linki.

Podobnie, jeśli larwom  Drosophili rozpoczynającym m etam orfozę zało­
żyć przewiązkę oddzielającą gruczoł protorakalny i część gruczołu ślim a­
kowego od reszty ciała, to w badanych po pewnym  czasie kom órkach 
gruczołu śliniankowego odciętych od dopływu ekdysonu nie pojaw iają się 
pufy charakterystyczne dla m etam orfozy (7, 8).

Szybkość działania ekdysonu na pufy w ykazuje znaczne różnice. Po 
wstrzyknięciu ekdysonu larwom, które nie rozpoczęły jeszcze linki dwa 
pufy reagują natychm iast. Jeden z nich pojaw ia się w 15—30 m inut na 
chromosomie 18-C-I, drugi w 30— 60 m inut na chromosomie 2-В-ІѴ. Jest 
to najwcześniej obserwowana aktyw acja genów po zastosowaniu ekdy­
sonu (pufy pierwotnego działania ekdysonu). Większość pufów nie reaguje 
przez czas dłuższy, dla niektórych wynosi to kilka godzin, dla innych 1 lub 
kilka dni (puf wtórnego działania ekdysonu). Dla indukcji chromosomu 
18-C-I m inim um  stężenia ekdysonu wynosi 10-7 ag/mg wagi ciała, a dla 
chromosomu 2-В-ІѴ 10~6 M,g/mg. Puf 2-В-ІѴ zaczyna zanikać pod koniec
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okresu larw alnego przed przepoczwarczeniem (praepupa) a 18-C-I zostaje 
niezm ieniony do końca. W strzyknięcie hemolimfy larw  przed przepocz­
warczeniem  larwom  m łodym w yw ołuje u nich powstawanie pufów 
w 18-C-I i w 2-В-ІѴ. Pierw szy z nich jest zwykle duży co wskazuje, że 
hemolimfa larw  starych zawiera ekdyson w dużym stężeniu. P raw dopo­
dobnie u tych larw  poza hemolim fą istnieje czynnik antagonistyczny, k tó­
ry  ham uje puf 2-В-ІѴ naw et w obecności hormonu. W skazuje to, że 
u owadów aktyw acja genów podlega kontroli więcej niż jednego czynnika
(61). Podczas linki przebiegającej bez zakłóceń poziom ekdysonu w zrasta 
stopniowo. Tak więc zmienne stany aktywności tych loci można w y tłu ­
maczyć jako odpowiedź na ten sam czynnik, a mianowicie zmiany stężenia 
hormonu. W przypadku pufów pierwotnego działania ekdysonu stężenie 
hormonu wpływa na wielkość i czas trw ania pufów. Wykazano, że podanie 
10— 15 jednostek Calliphora (C.U.) inicjuje powstawanie pufów, przy czym 
obserw uje się ich stosunkowo szybki zanik. Podawanie 45 jednostek w a­
runkuje  ich trwałość. Obserwowana zależność wielkości i czasu trw ania 
pufów nie dotyczy pufów wtórnego działania ekdysonu (23).

2. B iosynteza DNA

Pierw szym  doniesieniem dotyczącym syntezy DNA w pufach była 
praca R u d k i n a  i C o r l e t t e ,  którzy sugerowali, że powstające DNA 
pufów związane jest z rozwojem osobnika (118). Następnie С r o u s e (29) 
wykazała, że u Sciara coprophila form owanie pufów DNA jest związane 
z uwalnianiem  ekdysonu i odrzuciła stw ierdzenie G o o d m a n a  i wsp. 
(47), że m etam orfoza może zachodzić bez tworzących się pufów DNA. 
Przez wzrost liczby m atryc DNA, pufy DNA tworzą mechanizm rozsze­
rzający aktyw ację poszczególnych miejsc chromosomów.

O b e r l a n d e r  (99, 100) badając p łytki skrzydłowe u Galleria m ello- 
nella in vitro  wykazał inicjowanie m etam orfozy pod wpływem  ekdysonu
i jego analogów ekdysteronu i inokosteronu. Dodanie ekdysonu do układu 
syntetyzującego zwiększało syntezę DNA i do jej utrzym ania in vitro  po­
trzebny był stały dopływ hormonu. Są to pierwsze badania, które in vitro  
wykazały zależność syntezy DNA od obecności ekdysonu i potw ierdziły 
wcześniejsze badania in vivo  K r i s h n a k u m a r a n a  i wsp. (77), którzy 
wykazali, że kom órki epiderm y poczwarki jedw abnika Cecropia syn te ty ­
zują DNA w okresie poprzedzającym  linkę.

Natom iast działanie krustekdysonu i inokosteronu różni się zapewne 
od działania właściwego hormonu, ponieważ nie udało się wykazać zwięk­
szania pod ich wpływem  syntezy DNA in vitro  (98).

O berlander stw ierdził, że u Galleria mellonella  ekdyson nie jest szyb­
ko ani w znacznym stopniu inaktyw ow any w płytkach. Duża różnorod-
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ność w przebiegu syntezy DNA w odpowiedzi na działanie ekdysonu prze­
szkadza w śledzeniu niewielkiej inaktyw acji (98).

O statnie badania O h t а к i i wsp. z 1968 r. wykazały, że ekdyson jest 
gwałtownie inaktyw ow any in vivo  (103). Zdaniem K a r l s o n a  i B o d a  
za inaktyw ację odpowiedzialne jest ciało tłuszczowe (62), co może być 
skutkiem  nadm iaru hormonu, k tóry  wywołuje wydzielanie kutikuli zanim 
nastąpi różnicowanie innych tkanek. Podobny nietypow y rozwój w obec­
ności wysokiego m iana ekdysonu wykazał u pluskw iaka Rhodnius prolixus  
(Hemiptera) wcześniej W i g g l e s w o r t h  (163).

M a d h a v a n  i S c h n e i d e r m a n  (91) zaobserwowali też, że 
wstrzyknięcie m itom ycyny poczwarkom Antheraea polyphem us  przed 
przeobrażeniem  im aginalnym  ham uje syntezę DNA i blokuje wydzielanie 
kutikuli. Podanie tym  poczwarkom ekdysonu nie odwracało działania m i­
tom ycyny C, co wskazywałoby na bezpośredni wpływ  m itom ycyny С na 
komórki epidermy. Zaobserwowali oni, że kom órki epiderm y poczwarek 
Antheraea polyphem us  odpowiadają na ekdyson podany przed syntezą 
DNA apolizą, a po syntezie DNA wydzielaniem  kutikuli. Biorąc te fak ty  
pod uwagę kom órki epiderm y różnią się od kom órek dorosłych osobników, 
które mogą wydzielać kutikulę bez syntezy DNA. Jednocześnie zaobser­
wowali oni, że u poczwarek, którym  w strzyknięto ekdyson rozw ija się 
pigm entacja oczu.

3. B iosynteza RNA

Śledząc aktyw ację genów indukowaną hormonem  wykazano, że ekdy­
son kontroluje pufy RNA u Chironomus (24) i Drosophila (12).

W yatt badał syntezę RNA, DNA i białek w kom órkach epithelium  
skrzydeł poczwarki Cecropia, indukując zakończenie diapauzy* przez 
wzrost tem peratury  lub w strzyknięcie ekdysonu. Pierw szym  obserwo­
wanym  faktem  w 8— 12 godzin po iniekcji horm onu była synteza wszyst­
kich typów  RNA łącznie z RNA rybosomów. Piętno włączonej 3H -urydyny 
wskazujące na syntezę nowego RNA pozostaje wysokie przez 48 godzin, 
a potem  spada do poziomu typowego dla diapauzy. W zrost syntezy białka 
i DNA następuje w kilka godzin po wzroście syntezy RNA (182).

Podobne badania P e l l i n g a  ze znakowaną 3H -urydyną przeprow a­
dzone u larw  Chironomus przy pomocy m ikroautoradiografii wykazały, że 
piętno już po kilku m inutach pojawia się w pufach i pierścieniach Balbia- 
niego, po czym powoli przechodzi do cytoplazmy. W ykazał on, że stopień 
syntezy RNA jest ściśle związany z wielkością pufu (108).

* d iapauza  — okres życia u ta jonego  poczw ark i.

http://rcin.org.pl



19] HORM ONY O W A D ZIE 457

Dla zbadania, czy RNA w ystępujący w pufach jest inform acyjnym  
RNA E d s t r o m  i B e e r m a n  (32) opracowali technikę m ikroelektro- 
foretyczną, k tóra um ożliwia określanie składu zasad w m ałych ilościach 
RNA. W ykazali oni, że pierścień Balbianiego posiada zupełnie specyficzne 
dla siebie RNA, k tóry  charakteryzuje się przez określony stosunek kom ­
plem entarnych miejsc. RNA cytoplazm y i jąderek w yraźnie różnią się 
od RNA pufów. Są to pierwsze dane świadczące o odrębności RNA po­
wstającego w pufach i przem aw iające za jego funkcją inform acyjną. W y­
niki badań С і е ѵ е г а  (24) sugerują, że RNA pufu jest kopią tylko jednej 
nici DNA. Wreszcie elektronow a m ikrografia skraw ków pierścieni Balbia­
niego wykazała przemieszczanie się powstającego tam  RNA. Rybonuk- 
leoporoteidy obserwowano w soku jądrowym , jak  i w porach błony jąd ro ­
wej, a ponadto stwierdzono, że w cytoplazmie ulegają one rozpadowi. 
W edług B e e r m a n n a  i С і е ѵ е г а  cząsteczki te przenoszą mRNA 
na rybosomy, gdzie służą jako m atryca do syntezy białka (9). Schem at 
działania ekdysonu przedstaw ia schem at 2.

Chromosom

Schem at 2. S ch em at d z ia łan ia  ek d y so n u  (59)

4. B iosynteza białka

A r k i n g  i S h a a y a  (49) stw ierdzili, że wstrzyknięcie ekdysonu 
6 i 8-dniowym larwom  Calliphora erythrocephala  gwałtownie stym uluje 
syntezę białka w ciele tłuszczowym. 6-dniowe larw y osiągały m aksim um  
stym ulacji po 2 godz., a 8-dniowe po 1 godz. od podania hormonu. W łącza­
nie 14C leucyny przebiegało podobnie w obu grupach i nie zmieniało się 
przy zastosowaniu wyższych stężeń 14C leucyny (4). Mimo różnicy
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w struk turze kom órek ciała tłuszczowego i epiderm y wydaje się, że czas 
stym ulacji syntezy białka w ciele tłuszczowym u Calliphora pod wpływem  
ekdysonu jest analogiczny do syntezy w tkankach Drosophila (12).

N e u f e l d ,  T h o m s o n  i H o r n  (95) badali in vivo  wpływ ekdyso­
nu i egzogennego krustekdysonu (20-hydroksyekdysonu) na syntezę białka 
i RNA w epiderm ie i ciele tłuszczowym w 3-cim stadium  rozwoju larw y. 
Calliphora stygia.

Czas stym ulacji syntezy białka pod wpływem  obu związków w ciele 
tłuszczowym i ścianie ciała tych larw  był podobny. Podawanie hormonu 
powodowało początkowo hamowanie, po którym  następował szybki wzrost 
syntezy białka i RNA w ciele tłuszczowym. W zrost syntezy po podaniu 
horm onu obserwowano tylko w przypadku syntezy RNA w ścianie jelita  
po podaniu krustekdysonu.

Omówione wyniki różnią się znacznie od uzyskanych przez Arkinga 
i Shaayę. Różnice tłum aczyć może fakt, że Neufeld i wsp. nie stosowali 
przewiązki, a według K a r l s o n a  (71) rozmieszczenie i stężenie 3H -ekdy- 
sonu u larw  z przewiązką różni się od larw  nieprzewiązanych. W godzinę 
po podaniu horm onu przewiązanym  larwom, 20°/o znakowanego ekdysonu 
lokalizuje się w ciele tłuszczowym, a nie w epidermie, podczas gdy w la r­
wach bez przewiązki hormon odnajdywano w równym  stężeniu (10°/o) 
w obydwu tkankach.

5. Sklerotyzacja kutikuli

Jedną z pierwszych zmian morfologicznych obserwowanych pod w pły­
wem ekdysonu jest sklerotyzacja to jest tw ardnienie i ciemnienie kutikuli. 
P rekursorem  czynnika taninującego jest o-dwufenolo-N-acetylodopamina, 
k tóra tworzy się z tyrozyny poprzez dopę i dopaminę (61, 69). Biosynteza 
N-acetylodopam iny zachodzi w epiderm ie przy udziale enzymu dekarbo- 
ksylazy DOPA indukowanego przez ekdyson (68). Enzymu tego brak  u larw  
Calliphora we wczesnych stadiach rozwoju i dlatego u larw  młodszych 
obserw uje się inny szlak metaboliczny tyrozyny niż u młodych poczwa- 
rek  podczas tw ardnienia kutikuli (60) (schemat 3).

RNA powstające w epidermie pod wpływem ekdysonu ma charakter 
mRNA dla DOPA-dekarboksylazy (132) a wzrost poziomu enzymu obser­
w uje się w 2 godziny po w strzyknięciu horm onu (50).

Ostatnie badania na larwach m uchy Phormia regina (85) wykazały, 
że w procesie taninow ania i sklerotyzacji kutikuli oprócz ekdysonu współ­
działa też neurohorm on w ystępujący w kom órkach neurosekrecyjnych 
mózgu (pars intercerebralis) i ciałach kardialnych (corpora cardiaca), ale 
różny od znanego już hormonu mózgowego. Neurohorm on ten w strzyk­
nięty razem z ekdysonem potęguje jego działanie biologiczne. U wielu 
owadów (Diptera , Lepidoptera  i O rthoptera) w przeobrażeniu im aginalnym
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S ch em at 3. M etabolizm  tyrozyny u m uchy C a l l ip h o ra  e r y th r o c e p h a la  (wg 60)

bierze też udział polipeptydow y hormon zwany „hormonem tan inującym ” 
(bursikon) opisany przez F r  a e n к 1 a (37, 38, 39) i W h i t e h e a d  (161).

III. Analogi ekdysonu

1. W yizolowane z ow adów i skorupiaków

К a r  1 s o n stw ierdził, że hormon linkowy ze skorupiaka Crangon 
vulgaris jest aktyw ny u m uch Calliphora (58) co sugerowało identyczność 
lub analogię budowy z horm onem  owadzim. Jednocześnie stwierdzono, że 
stężenie horm onu u skorupiaka w stadium  m iędzylinkowym  jest bardzo 
niskie (97). Pierw szą udaną ekstrakcję przeprowadzili L o w e  i H o r n  
z głowotułowia langusty Jasus lalandei (90), a wyodrębniony hormon został

Tablica 1
A k ty w n o ść  b io log iczna an a logów  ekd y so n u  u m uchy  Sarcophaga  

peregrina  (102)

S u b stan c ja D aw ka horm onu W zględna aktyw ność*

a -e k d y so n 0 ,0 3 5 1,0
(3-ekdyson 0 ,0 1 8 1 ,9
C y aste ro n 0 ,0 1 6 2,2
In o k o s te ro n 0 ,0 6 4 0 ,5
P o n a s te ro n  A 0,011 3 ,2
P o n a s te ro n  В 0 ,0 2 3 1,5
P o n a s te ro n  С 0 ,0 2 5 1,4

* aktywność 0,035ng a-ekdysonu przyjęto za 1
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nazwany krustekdysonem . K rustekdyson wyodrębniono z poczwarek jed ­
wabnika Antheraea pernyi (145, 150), a u Calliphora stwierdzono, że jest 
on jedynym  horm onem  w ystępującym  w znacznych ilościach (41). Z Cal­
liphora wyodrębniono też ponasteron A i inokosteron (157), a z poczwarek 
Manduca sexta 20,26-dwuhydroksyekdyson, k tó ry  okazał się bardziej po­
larnym  niż krustekdyson (155). Inokosteron w ykazuje m niejszą aktywność 
biologiczną niż ekdysteron (p-ekdyson) (21, 149). Aktywności biologiczne 
niektórych analogów ekdysonu podaje tablica 1.

2. W yizolow ane z m ateriału roślinnego

Pierw szym  znanym  źródłem  a-ekdysonu pochodzenia roślinnego była 
paproć (Pteridium  aąuilinum  L.), z której oprócz a-ekdysonu w yodrębnio­
no też 20-hydroksyekdyson (57).

J  i z b a i wsp. (54) wyizolowali z paproci (Polypodium  ѵиідаге) dwie 
substancje krystaliczne polipodinę A i B. Polipodina A okazała się iden­
tyczna z ekdysteronem  co do własności fizycznych i chemicznych a także 
aktyw ności biologicznej. W prowadzenie 50ixg polipodiny A do hem olim fy 
larw  Pyrrhocoris apterus krótko po lince wywoływało następną linkę po 2 
i pół dniach, podczas gdy norm alnie następuje ona po około 7 dniach. Po­
chodne ekdysonu wyodrębnione z paproci są aktyw ne u larw  szarańczy, 
tylko po w strzyknięciu do ciała, natom iast podane jako główny składnik 
pokarm u nie w pływ ają na linkę, wzrost i rozwój (19).

Podobne badania nad w pływ em  ekdysonów i syntetycznych analogów 
wyizolowanych z roślin podawanych w diecie podjęli R o b b i n s  i K a p ­
ł a n  i s (112) i wykazali ich ham ujący efekt na wzrost i reprodukcję owa­
dów. Z liści m orwy wyodrębniono następnie inokosteron i isoinokosteron, 
z kilku gatunków  Aclnyranthes — ekdysteron (74, 143, 146, 147, 148, 149, 
150, 151, 152), pterosteron i ponasteron z rodziny Aspidiaceae (94, 144).

Obecnie dość powszechnie badane są substancje sterolow e różnych ga­
tunków, naw et odległych system atycznie (73, 117, 141), ale tylko niewielki 
ich odsetek w ykazuje działanie biologiczne. Rola fitoekdysonów nie jest 
znana. Nie wiadomo czy są one końcowymi produktam i m etabolizm u ste­
roli u roślin, czy też pełnią jakąś funkcję fizjologiczną. Możliwe, że podob­
nie do estrogenów stym ulują one kiełkowanie i wzrost (48).

B. Hormon juwenilny

Hormon juw enilny wydzielany jest jak już wspomniano przez gruczoły 
zwane corpora allata (c.a.) leżące w  pobliżu mózgu, m orfologia ich została 
opisana w 1762 r. przez Lyon eta. W początkach XX wieku stwierdzono, że
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cykliczny wzrost objętości gruczołów połączony jest z aktywnością w y- 
dzielniczą.

Znaczenie i funkcję tych gruczołów określił w latach 1934—36 W i g g - 
l e s w o r t h  u pluskw iaka Rhodnius prolixus (167). W w yniku tran s­
plantacji c.a. z m łodych larw  do larw  w ostatnim  okresie rozwoju uzyski­
w ał on po lince zamiast imago powtórnie postać larwy. Przypisał to dzia­
łaniu czynnika hum oralnego, k tóry  przeciw działał przeobrażeniu owada, 
u trzym ując nadal stan larw alny. Czynnik ten W igglesworth nazwał „in­
hibitory  horm one”, a później horm onem  juw enilnym  (JH). Badania nad 
wpływem  ekstyrpacji lub im plantacji c.a. wykazały, że u wielu rzędów 
owadów, zarówno o przeobrażeniu zupełnym  jak  i niezupełnym , można 
uzyskać dodatkowe postacie larw y nie w ystępujące norm alnie w przyro­
dzie. W zależności od stadium  rozwoju, w k tórym  następował zabieg poja­
wiały się czasem form y przejściowe o cechach zew nętrznych przypom i­
nających poprzedni okres rozwoju (44, 167, 176). Ponieważ form y te w y­
tw arzały przynajm niej częściowo kutikulę charakterystyczną dla poprzed­
niego stadium  rozwoju przyjęto, że głównym  docelowym organem działa­
nia horm onu jest epiderm a i kutikula.

W i g g l e s w o r t h  wykazał u Rhodnius (167), co później potwierdzono 
na innych gatunkach, że obecność c.a. podtrzym uje praw idłową działalność 
gruczołu protorakalnego, a u diapauzujących poczwarek H. cecropia ak tyw ­
ne c.a. pobudzają gruczoł do w ydzielania ekdysonu. Tego typu działanie 
nazwano efektem  protorakotropow ym . Usunięcie samicom c.a. w yw oływ a­
ło niedorozwój jajników , natom iast im plantacja aktyw nych c.a. stym ulo­
wała rozwój gonad i odkładanie żółtka jajowego (167, 169). Zaczęto więc 
przypuszczać, że JH  lub inna nieznana substancja wydzielana przez c.a. 
działa jako gonadotropina. Przez łączenie dwóch owadów, z których jeden 
posiadał aktyw ne c.a., drugi n ieaktyw ne oraz zakładanie przewiązek od­

Rys. 2. A k tyw ność  w y dzie ln icza  corpora allata  (c.a.) w  czasie  ro zw o ju  m o ty la  
H yalophora  cecropia  w y rażo n a  w  sk a li zm ian  w  p o czw ark ach  pod  w p ły w em  im ­

p la n ta c ji  ty ch  gruczołów  z odpow iedn iego  o k re su  rozw ojow ego  (175)

10 Postępy Biochemii 3/70
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cinających c.a. od reszty ciała wykazano, że hormon jest przekazyw any 
z hemolimfą. Aktywność wydzielnicza c.a., a więc pośrednio i miano hor­
m onu podczas kolejnych etapów  m etam orfozy obrazuje rysunek 2.

Miano JH  jest najwyższe w m łodych stadiach larw alnych, obniża się 
przy przeobrażeniu w poczwarkę i m aleje praw ie do zera przy przeobra­
żeniu poczwarka— imago. W każdym  okresie rozwoju w ystępuje w yraźny 
wzrost m iana JH  tuż po lince, a spadek przed następnym  linieniem.

I. Aktywność wydzielnicza
corpora allata

Sposób, w jaki c.a. zostają pobudzone do wydzielania hormonu, nie 
został dokładnie ustalony. Na podstaw ie badań histologicznych wydaje się, 
że wydzielanie następuje pod wpływ em  substancji neurosekrecyjnej po­
chodzącej z komórek mózgowych (42, 167), przekazywanej drogą połączeń 
nerw owych albo przez hemolimfę. W stanie nieaktyw nym  w kom órkach 
gruczołów widoczne są duże jąd ra  z ubogą w arstw ą cytoplazmy, a błony 
komórkowe są silnie pofałdowane, w czasie aktyw acji zaś zwiększa się 
ilość cytoplazmy, następuje w yprostow anie błon, i uwidocznienie m ito- 
chondriów, rybosomów i reticulum  endoplazmatycznego. T h o m s e n 
i T h o m s e n  (156) zaobserwowali, że w m iarę aktyw acji retiku lum  za­
traca wyraźne kontury  a w jego pobliżu i obok m itochondriów pojaw iają 
się liczne wakuole oraz kropelki przypom inające tłuszcz. Krople te zle­
w ają się następnie z wakuolami. A utorzy ci przypuszczają, że hormon 
lub prekursor syntetyzow any jest w retikulum , następnie rozpuszcza się 
w lipidach i poprzez wakuole przedostaje się do hemolimfy.

Aktyw acji towarzyszy wspom niany już wzrost wym iarów c.a., pocho­
dzący nie ze wzrostu ilości komórek, a ze zwiększenia ich objętości. E n - 
g e 1 m a n n (35) przypuszczał, że zmiana stosunku objętości cytoplazm y 
do objętości jąder może być m iarą ilości wytworzonego hormonu. U róż­
nych rzędów owadów wykazano, że w zrost w ym iarów c.a. nie jest rów ­
noznaczny z wydzielaniem horm onu (84, 120, 171). A d a m s  (1) sugeruje, 
że w gruczołach o zwiększonych w ym iarach hormon jest produkow any 
i magazynowany, natom iast wydzielanie jego następuje w czasie zm niej­
szania wym iarów c.a.

II. Budowa hormonu juwenilnego i jego analogów

Pierw szą frakcję o aktyw ności JH  w yodrębnił w 1956 r. W i l l i a m s  
(173). Ekstrahując eterem  odwłoki samców m otyli Hyalophora cecropia 
uzyskał żółtą oleistą ciecz w  ilości około 200mg z jednego odwłoku. Był
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to m ateriał obojętny, nierozpuszczalny w wodzie, dobrze rozpuszczalny 
w tłuszczach i rozpuszczalnikach tłuszczowych, nie tracący aktywności 
po ogrzaniu. Dalsze badania W i l l i a m s a  (174, 176) wykazały, że od­
włoki samców H. cecropia są w yjątkow o obfitym  źródłem hormonu. Z in­
nych części ciała owada i z samic można było uzyskać tylko m inim alne 
ilości aktywnego m ateriału. Po w strzyknięciu olejku poczwarkom jedw ab­
ników uzyskiwał W illiams dodatkową postać poczwarki podobnie jak  po 
im plantacji aktyw nych c.a. Badania biologiczne potw ierdziły własności 
protorakotropow e (45) i gonadotropowe (20) olejku z H. cecropia.

P repara ty  o podobnych właściwościach uzyskano następnie z innych 
jedwabników, pluskwiaków, chrząszczy i karaluchów. Poza owadami oka­
zało się, że wyciągi eterowe z innych zw ierząt w ykazują działanie juw enili- 
zujące. Oprócz bliskich system atycznie skorupiaków i pajęczaków, ak tyw ­
ne były wyciągi z niektórych bakterii, drożdży (125), pierścienic, a naw et 
z grasicy, kory nadnercza i łożyska ssaków (44, 180).

Opracowano kilka testów  biologicznych pozwalających na ilościowe 
określenie aktywności hormonu.

G i l b e r t  i S c h n e i d e r m a n  (46) zaproponowali dwa rodzaje te ­
stów: Test punktowy, w którym  aktyw ność wyrażano w punktach od 0 
(prawidłowy imago) do 5 (prawidłowa poczwarka), a punkty  środkowe 
odpowiadały zmianom w niektórych organach imago (oczy, czułki, geni­
talia, narządy gębowe, skrzydła) po w strzyknięciu horm onu diapauzują- 
cym poczwarkom Antheraea polyphem us  trzym anym  w niskiej tem pera­
turze. Test woskowy — p repara t rozpuszczano w m ieszaninie parafiny 
i oliwy z orzeszków ziemnych i nakładano na odwłokowy segment po­
czwarki, z którego uprzednio usunięto ku tikulę  i określano, u jakiej ilości 
osobników po lince imaginalnej ku tiku la w tym  m iejscu zachowa charak­
ter poczwarki. Testem woskowym w yraża się aktyw ność JH  najczęściej 
w jednostkach G alleria (G.U.). Za jednostkę przyjęto najm niejszą ilość wa- 
gową JH, która daje odpowiedź dodatnią u około 50% owadów badanych 
(170), lub ilość badanego preparatu , k tó ra  w yw ołuje zmiany kutikuli ta ­
kie jak  lm g olejku z H. cecropia (126). Podobne testy  dla Rhodnius
i Tenebrio opracował W i g g l e s w o r t h  (164).

K a r l s o n  i N a c h t i g a l l  (66) zaproponowali w yrażenie ak tyw ­
ności w jednostkach Tenebrio (TU). W strzykiw ali znaną ilość preparatu  
w oliwie do odwłoka poczwarki m ączniaka Tenebrio m olitor i obserwowali 
w tym  m iejscu pojaw ienie się jasnej ku tiku li typu poczwarki po lince im a­
ginalnej. Jako 1 TU określili najm niejszą ilość horm onu, która daje reakcję 
pozytywną u 30—50% osobników. Jednostka Tenebrio ma obecnie n a j­
większe zastosowanie, a za odpowiedź dodatnią uważa się zmiany u 40% 
imago.
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1. Farnezol i jego pochodne

K a r l s o n  i S c h m i a l e k  (67) stwierdzili, że wysoką aktywność 
horm onu wykazuje wyciąg eterow y z kału ТепеЪгіо. S c h m i a l e k  (121) 
oczyścił surow y wyciąg i zidentyfikow ał aktyw ny składnik jako m ie s ^ -  
ninę alkoholu terpenowego farnezolu (II) i aldehydu — farnezalu. Związ­
ki te  w ilościach m iligram ow ych znalazł on też w wyciągu z jedw abnika 
Sarnia cynthia  (122). W strzykując owadom 14C-mewalonian Schm ialek od­
najdyw ał dużą część radioaktyw ności w farnezolu i farnezalu. Jeszcze 
większą aktywność biologiczną niż farnezol wykazywały e ter m etylow y 
farnezylu (III) i epoksyfarnezylu (IV) oraz dw uetyloam ina farnezylu (59, 
123, 166).

V

Farnezol i jego pochodne poza tym , że wywoływały zaburzenia w m e­
tam orfozie wykazywały też właściwości protorakotropow e (78) i gonado­
tropow e (165), a spośród izomerów farnezolu najwyższą aktyw ność miały 
form y typu trans,trans (184). Schm ialek utrzym yw ał, że właśnie farnezol 
lub jedna z jego pochodnych jest właściwym  hormonem  juw enilnym .

Pew ne fakty  przem aw iały jednak  przeciw tej hipotezie. W poczwar- 
kach H. cecropia pozbawionych c.a. farnezol występował w takiej samej 
ilości jak u norm alnych osobników (42). Inne substancje pochodzenia roś­
linnego między innym i geraniol i nerolidol okazały się również aktyw ne 
u niektórych owadów. W porów naniu z olejkiem H. cecropia jednak za­
równo farnezol i jego pochodne jak  i inne badane związki były znacznie 
m niej aktyw ne biologicznie (Tablica 2).

Stwierdzono (126), że aktyw ność zależała głównie od długości łańcucha 
(geraniol zbudowany z dwu cząsteczek izoprenowych był znacznie mniej 
aktyw ny niż wszystkie trój terpeny) natom iast zwiększenie długości łań­
cucha podstaw nika eterowego obniżało aktywność. Związki, k tóre w yka­
zywały działanie m orfogenetyczne działały również protorakotropow o i go- 
nadotropowo.
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T ab lica  2

A k tyw ność  n iek tó ry ch  su b s ta n c ji o d z ia łan iu  ho rm o n u  
ju w en iln eg o  w  p o ró w n a n iu  z o le jk iem  H. cecropia  m ierzona  

te s te m  w oskow ym  u po czw arek  G. m ellone lla  (wg 124)

S u b s ta n c ja Jed n o stk i aktyw ności 
na gram  substancji

O le jek  z H. cecropia 1000
F ito l 32
Izo fito l 0
F a rn ezo l (handlow y) 16
F a rn ezo l (izom ery tra n s) 140
F a rn e z a l 32
F a rn e z y lu  oc tan 5,4
K w as fa rn ezy n o w y 7,8
H ek sah y d ro fa rn ezo l 0
N ero lido l 8,9
L ina loo l 0,08
G eran io l 0
G eran y lo  lina loo l 0,14
So lanfzo l 0,15

M ieszanina izomerów uzyskana syntetycznie przez przepuszczanie ga­
zowego HC1 przez etanolowy roztw ór kwasu farnezylowego (82) okazała 
się bardzo aktyw na u praw ie wszystkich rzędów owadów (177). Czynnym 
jej składnikiem  jest „dwuchlorow odorek” m etylofarnezonianu (V) (116).

*
2. Czynnik bibułow y

W 1965 r. S l a m a  i W i l l i a m s  (136) donieśli o w yekstrahow a­
niu z niektórych am erykańskich drzew szpilkowych czynnika bibułowego 
(PF, ang. paper factor). Nazwa pochodzi stąd, że pewne gatunki bibuły 
umieszczone w naczyniach, w których hodowano pluskw iaka Pyrrhocoris 
apterus powodowały pojaw ienie się jednej, a czasem dwóch dodatkowych 
postaci larw alnych, tak  zwanych superlarw , pozbawionych możliwości dal­
szego rozmnażania.

Z czynnika bibułowego B o w e r s  (16) otrzym ał czystą substancję na­
zwaną juwabionem  i określił jej budowę chemiczną (VI).

C O O C H 3 

V I

Działanie biologiczne czynnika bibułowego ogranicza się do P yrrho­
coris i pokrewnego rodzaju Dysdercus. Zastosowany na powierzchnię ja j
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Pyrrhocoris P F  ham uje rozwój w stadium  em briona lub we wczesnych 
stadiach larw alnych (137). Czynnik ten próbowano zastosować do zwal­
czania szkodników baw ełny (119).

Wiele syntetycznych p reparatów  owadobójczych w ykazuje własności 
podobne do JH, szczególnie te, które zaw ierają w cząsteczce pierścień
1 łańcuch boczny typu terpenów , a naw et n iektóre związki cykliczne (14, 
15, 154). Pochodne kwasu p-(2,5-dwumetyloheksylo)-benzoesowego oka­
zały się aktyw ne u p luskw iaków  (140). Związki aktyw ne, które m ają acyk­
liczny terpenoidow y szkielet n ie zm ieniają własności po w prowadzeniu 
do łańcucha atom u azotu ani też po zmianie zdolności akceptowania elek­
tronów przez term inalną grupę funkcyjną (138, 159).

Niektórzy badacze (33, 178) są zdania, że zastosowanie naturalnych  
preparatów  pochodzenia owadziego jako środków owadobójczych m iałoby 
niew ątpliw ie zalety, ponieważ nie są one toksyczne dla roślin i zwierząt, 
a wytworzenie przez owady odporności na własne substancje będzie tru d ­
niejsze niż w przypadku związków syntetycznych.

3. W yodrębnienie i określenie struktury JH

Drogą chrom atografii na kwasie krzem owym  i chrom atografii gazo­
wej w układzie gaz-ciecz (GLC) uzyskano z olejku H. cecropia frakcję
o 50 000 razy wyższej aktyw ności (179). Równocześnie m etodą GLC otrzy­
mano w innej pracowni (92) frakcje oczyszczone 105 razy. Homogenny m a­
teriał o pełnej teoretycznej aktyw ności JH  uzyskali R o e l e r . i  wsp. (114) 
stosując precypitację wyciągu eterowego w niskich tem peraturach, a na­
stępnie wieloetapową chrom atografię cienkowarstwową (TLC) i  GLC. F ar- 
nezol i jego pochodne pojaw iły się w GLC przed właściwym hormonem  
(rysunek 3).
Badania biologiczne (113) wykazały, że 1TU wynosi dla czystego JH
2 X 10_Vg. Efekt protorakotropow y u poczwarek H. cecropia pozbawio­
nych mózgu wywołuje 0,2ug preparatu , efekt gonadotropowy u samic 
karaczana, którym  usunięto c.a. daje 0,05iug preparatu . Z jednego odwłoka 
samca H. cecropia otrzym ano l,6|Lig hormonu. W spółczynnik oczyszczania 
wynosił 1,25 X 10-5.

R o e l e r  i wsp. (115) zidentyfikowali następnie czynny związek jako 
ester m etylow y kwasu 7-etylo-3 ,ii-dw um etylo-i0-epoksy-2,6-tró jdeka- 
dienowego. O trzym ane syntetycznie form y D i L tego związku m iały takie 
samo działanie biologiczne (31). Zsyntetyzowano też 16 możliwych izome­
rów geometrycznych tych form  (30). Porów nując czas retencji w GLC, 
widmo cząsteczkowe i m agnetyczny rezonans jądrow y poszczególnych syn­
tetycznych izomerów i naturalnego JH  ustalono, że ten ostatni jest 
trans, trans, cis-I0-epoksy-7-etylo-3,iI-dw um etylo-2,6-trójdekadieonianem  
(hormon juw enilny — VII).
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1------------------------------- 1--------- 1--------- 1---------- 1__________ 1
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ł  do 170°

Rys. 3. C h ro m ato g ram  (GLC) h o rm o n u  ju w en iln eg o  (VI), pochodnych  fa rn ezo lu  
(I—V) o raz e s tru  m ety low ego  k w a su  D L -ćrcm sepoksyheksadekanow ego  (VII) (133)

Porównanie biologicznej aktyw ności analogów syntetycznych, izomerów 
JH  i naturalnego preparatu  przedstaw ia tablica 3.

Z danych tych wynika, że istotne znaczenie m a obecność pierścienia 
epoksydowego przy С 6, 10, 11, a jego konfiguracja jest spraw ą drugo­
rzędną. Zmiana konfiguracji przy С 6, 7 obniża aktywność bardziej niż 
zmiana w pozycji С 2, 3. W szystkie izomery trans przy  grupie epoksydowej 
były 8000 razy bardziej aktyw ne niż trans,trans farnezol i w szystkie dzia­
łały protorakotropow o i gonadotropowo. Związki z pierścieniem  epoksydo- 
dowym jak również trans,trans,trans-C17-ester m etylow y wywoływały 
zmiany m orfogenetyczne w ilościach zbliżonych do JH  i to naw et u Pyrrho- 
coris apterus, k tóry  nie był w rażliw y na olejek H. cecropia.

M e y e r  i wsp. (93) po udoskonaleniu procesu oczyszczania olejku 
z H. cecropia otrzym ali w GLC dwa homogenne piki В i E odpowiadające
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T ablica 3

A ktyw ność  b io log iczna i w a rto śc i Rf w  T C L  n a tu ra ln e g o  h o rm o n u  ju w e -  
n ilnego  i n iek tó ry ch  sy n te ty czn y ch  ana logów  (w g 30)

Z w iązek  chem iczny*’*** Specyficzna 
ak tyw ności TU y-g

R t**

t , t - C12-e s te r  e ty low y n ieak tyw ny 0,67
* w  ilości Юн-g 

na ow ada
t,t-C 15-k e to n 5 0,48
t,t ,t-C 17-e s te r  m ety low y 200 0,67
t,c ,t-C 17-e s te r  m ety low y 30 0,67
c ,t , t -C 17-e s te r  m ety low y 1 0,73
c ,c ,t-C I7-e s te r  m ety low y 1 0,73
D L -t,£ ,t-20 -epoksy-C 17-e s te r  m e ty lo w y 2000 0,40
D L -t,c ,t-2 0 -ep o k sy -C 17-e s te r  m e ty lo w y 150 0,40
D L -c ,t,t-1 0 -ep o k sy -C 17-e s te r  m e ty lo w y 10 0,41
D L -c ,c ,t-10 -epoksy -C 17-e s te r  m ety low y 10 0,41
D L -£ ,t,t-6-ep o k sy -C 17-e s te r  m e ty lo w y 200 0,44
H orm on  ju w en iln y 5000 0,40

* wszystkie związki były homogenne w GL.C.
** Ry w TLC (na żelu krzemionkowym G Mercka w układzie benzenroctan etylu, 15:1). 

*** t oznacza trans, с — cis.

łącznie całkowitej wyjściowej aktyw ności JH. Ponieważ obydwie frakcje 
były aktyw ne biologicznie, autorzy uw ażają, że są to dwa na tu ra lne  hor­
mony i żaden z nich nie stanow i p roduktu  degradacji drugiego, chociaż 
nie w ykluczają możliwości, że są one związane ze sobą m etabolicznie 
w aspekcie fizjologicznym lub filogenetycznym . Frakcja В okazała się 
identyczna z hormonem juw enilnym  wyizolowanym  przez Roelera, na ­
tom iast frakcja E na węglu 7 m iała zam iast grupy etylowej grupę m ety­
lową. Nazwano ją  12-homo-10cis juw enianem  (VIII). Term in juw enian 
zaproponował v o n  T a m e l e n ,  k tó ry  zsyntetyzow ał m etylo -10,11- 
-epoksy-2,6-trans,trans farnezonian, związek o wysokiej aktyw ności bio­
logicznej (153). M e y e r  i wsp. uw ażają, że wprowadzenie term inu 
juw enian jest uzasadnione, ponieważ szkielet związków tego typu różni 
się od seskwiterpenoidów.

o
CIS TRANS TRANS

VUJ

M etylo-i2-hom ojuw enian otrzym ali następnie J o h n s o n  i wsp. (55)

http://rcin.org.pl



[21] HORM ONY O W ADZIE 469

drogą syntezy chemicznej. W teście woskowym w ykonanym  na Galleria 
m etylo-12-hom ojuwenian nie różnił się aktywnością od preparatu  Roelera, 
natom iast w teście Tenebrio był kilkakrotnie aktyw niejszy. Tym tłum a­
czą autorzy fakt, że Roeler nie w ykrył jego obecności u H. cecropia, sto ­
sując przy spraw dzaniu biologicznym frakcji wyższe dawki.

Do chwili obecnej wykonano już kilka stereospecyficznych syntez hor­
monu juw enilnego (56, 127, 187). Nie można wykluczyć, że m etylo-I2-ho- 
m ojuw enian okaże się jednym  z produktów  metabolizmu JH. Na tem at 
biosyntezy JH  i jego przem ian w organizmie owada nie ma dotychczas 
żadnych danych.

III. Działanie biologiczne hormonu juwenilnego

W i g g l e s w o r t h  (168) przebadał na larw ach Rhodnius efekt m or- 
fogenetyczny 42 związków a wśród nich JH  naturalny, syntetyczne izo­
m ery i juwabion. N iektóre w yniki przedstaw ia tablica 4.

Tablica 4

Ilości w agow e h o rm o n u  ju w en iln eg o  i analogów  w y w o łu jące  m a k sy ­
m a ln e  zm iany  u R h o d n iu s  pro l ixu s  (wg 168)

S u b stan c ja*
Ilość н-g su b s 'an c ji 

na  lg  w ag i ciała,dająca 
. m aksim um  zm ian

F a rn ezo l (70% izom erów  trans)  
„d w u ch lo ro w o d o rek ” fa rn ezo n ian u  e ty lu  ♦ 
D L -h o rm o n  ju w e n iln y  
(D L -t,t ,t-J0 -ep o k sy -C 17-e s te r  m ety low y)
E s te r m ety low y  fa rn ezy lu  (70% izom erów - trans) 
D L -t,t,t-h o rm o n  ju w e n iln y

2300,0
38,4
19,2
6,9

2,3

* t oznacza trans

N ajbardziej aktyw ny okazał się na tu ra lny  JH. Jak  już wspomniano 
wysoką aktywność w ykazują wszystkie związki o konfiguracji trans,trans 
przy С 2,3 i С 6,7 oraz te, które m ają grupę epoksydową przy С 10,11. 
W igglesworth uważa, że różnice w izomerii optycznej i własności polarne 
m ają większy wpływ na własności biologiczne niż specyficzne grupy che­
miczne. Obecność pewnych grup polarnych w cząsteczkach może stabili­
zować je  w hemolim fie i w ten sposób wzmacniać ich działanie. Na przy­
kład „dwuchlorow odorek” m etylofarnezonianu (IV) ma większą aktywność 
niż eter m etylow y farnezylu.
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Należy pam iętać jednak, że badania W iggleswortha nie uwzględniają 
możliwości specyficzności gatunkowej substancji o działaniu horm onal­
nym. Ponadto wydaje się, że JH  jest szybko usuw any z organizmu Rhod- 
nius (lub metabolizowany).

S r i v a s t a v a  i G i l b e r t  (138, 139) przebadali kilka substancji 
syntetycznych oraz natu ra lny  JH  u m uchy Sarcophaga bullata i podobnie 
jak  u Rhodnius stw ierdzili, że najbardziej aktyw ny był na tu ra lny  JH. 
A utorzy przypuszczają więc, że w łasny hormon juw enilny m uch jest iden­
tyczny lub pokrew ny JH  z H. cecropia. O statnie badania R o e 1 e r a (wg 
139) wykazały, że JH  z H. cecropia w ykazuje bardzo wysoką aktywność 
w porównaniu z innym i preparatam i u w ielu rzędów owadów.

1. Zm iany m orfologiczne pod w pływ em  JH w  czasie m etam orfozy

Zależność zmian morfologicznych od okresu rozwoju, w którym  poda­
no hormon badali S e h n a l  i M e y e r  (129, 130) u poczwarek Galleria 
mellonella. W przypadku podania JH  tuż po ostatniej lince larw alnej lub 
pod sam koniec stadium  larwy, powstaje po lince norm alna postać po­
czwarki, natom iast po zastosowaniu JH  w połowie okresu larw alnego po­
w stają postacie przejściowe lub dodatkowe stadium  larwy. Autorzy przy­
puszczają więc, że efekt działania horm onu zależy od stanu kom órek epi- 
derm y, w których następuje determ inacja typu kutikuli następnego 
stadium . JH  podany tuż po lince larw alnej zanika z organizmu zanim 
rozpocznie się proces determ inacji, a tuż przed linką larw a—poczwarka 
wszystkie kom órki są już zróżnicowane. Im więcej zatem komórek prze­
staw iło się na produkcję kutikuli poczwarki, tym  trudniej osiągnąć zmiany 
po podaniu hormonu. Oczywiście długość okresu determ inacji zależy od 
gatunku owada.

Podobną zależność wykazali S r i v a s t a v a  i G i l b e r t  u Sarcopha­
ga (138). U Sarcophaga argyrostioma (40) wstrzyknięcie ekdysonu poczwar­
kom, które wcześniej otrzym ały JH  dawało postacie dorosłe o zmienionej 
pigm entacji oczu, u których m elanizacja występowała tylko na głowie i tu ­
łowiu.

Z l o t k i n  i L e v i n s o n  (186) stosując m etodę K a r l s o n a  
i N a c h t i g a l l  (66) stw ierdzili u Tenebrio, że po lince imaginalnej ku ti- 
kula w miejscu podania olejku z H. cecropia tylko zewnętrznie przypom ina 
poczwarkę. Jest ona jednak znacznie grubsza bez charakterystycznego dla 
poczwarki zróżnicowania na w arstw ę endo- i egzokutikuli. Brak też jest 
kanalików  porowych, których funkcja wiąże się z przenoszeniem  związ­
ków polifenolowych koniecznych do m elanizacji i sklerotyzacji. W związ­
ku z tym  zawartość dwufenoli w tych m iejscach kutikuli jest znacznie 
obniżona.
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2. Gonadotropowe działanie JH

Związek między przem ianam i w ciele tłuszczowym, rozwojem ja jn i­
ków a c.a. przebadali u m uchy Musca domestica A d a m s  i N e l s o n  
(3). U dorosłej postaci m uch istnieje ciało tłuszczowe pochodzące z pocz- 
warki, które zanika w m iarę rozwoju jajników  i jaj, a na jego miejsce 
pojaw ia się ciało tłuszczowe postaci dorosłej. Te dwa ciała tłuszczowe 
różnią się histologicznie. Prawdopodobnie obydwa produkowane są w ko­
m órkach w arstw y okrywającej. Usunięcie c.a. powoduje hipertrofię ciała 
tłuszczowego poczwarki na skutek zahamowania rozwoju jajników . Po­
dobny efekt powoduje podanie JH  a także usunięcie jajników. Na tej 
podstawie Adams i Nelson uważają, że pomiędzy dojrzewaniem  jajników , 
wydzielaniem  JH  przez c.a. i zmianami w ciele tłuszczowym zachodzi 
wzajem na kontrola w rodzaju feed-back  (schemat 4). Corpora allata przy

Schem at 4. Zależność m iędzy  ak ty w n o śc ią  corpora allata,  ro zw o jem  ja jn ik ó w  a m e ­
tabo lizm em  cia ła  tłuszczow ego u m uch  (3)

JH — hormon juwenilny, OH — hormon oostatyczny

pomocy JH  bądź innej nieznanej substancji gonadotropowej aktyw ują 
jajniki, k tóre z kolei pobierają do rozwoju jaj białka, tłuszcze i węglowo­
dany z ciała tłuszczowego, powodując jego zanikanie. Podczas dojrzew a­
nia jaj powstaje w jajnikach czynnik horm onalny natu ry  lipoidalnej, k tó­
ry został w yodrębniony przez A d a m s a  i wsp. (2) i nazwany horm onem  
oostatycznym (OH). Hormon ten w strzyknięty niedojrzałym  samicom po­
woduje wzrost wym iarów c.a., a więc ham uje uw alnianie hormonu juw e- 
nilnego (1). Chociaż tego typu mechanizm wykazano dotychczas jedynie 
u much, w ydaje się, że może on występować i u innych rodzajów owadów, 
ponieważ wcześniejsze badania (169) sugerow ały możliwość kontrolowania 
aktywności wydzielniczej c.a. u dorosłych owadów nie tylko przez neuro- 
sekrecyjne kom órki mózgu, ale także przez układ rozrodczy.
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Dojrzewające samice owadów w ytw arzają specyficzne białka, tak  zwa­
ne witellogeniny, obecne w hemolimfie i żółtku jaj (11). Miejsce syntezy 
tych białek nie jest ustalone; d e  L o o f  i d e  W i l d e  (89) wykazali, że 
większość ich pochodzi z hemolimfy, są jednak dane, że kom órki foliku- 
larne jajników  (87) biorą udział, jeśli nie w syntezie to w przem ianie 
tych białek, prowadzącej do nadania im specyficzności. Po usunięciu c.a. 
w itellogeniny gromadzą się w hemolimfie zamiast w żółtku (36, 88). Im - 
p lantacja aktywnego c.a. przyw raca poprzedni stan. Ostatnio wykazano, 
że synteza witellogenin jest przynajm niej częściowo kontrolow ana przez 
hormon juw enilny. W y s s - H u b e r  i L u e s c h e r  (183) stw ierdzili, 
że syntetyczny hormon w ilości 1—2|Lig wzmaga syntezę tych białek w w y­
izolowanych jajnikach, natom iast 10|xg JH  w yw iera efekt ham ujący. Obec­
nie przypuszcza się, że JH  wpływa na syntezę witellogenin a także na ich 
włączanie do żółtka (10, 171).

U samic karaczana Periplaneta americana kontroli horm onalnej pod­
lega także w ytw arzanie przez gruczoły dodatkowe substancji pow odują­
cych tw ardnienie osłonki jajowej: szczawianu wapnia i glikozydu kwasu 
protokatechinowego (13, 133, 135). Dodanie syntetycznego izomeru JH  
samicom pozbawionym c.a., u których nie w ystępuje synteza glikozydu 
powoduje pojawienie się go w ilościach zależnych od ilości podanego hor­
monu. B o d e n s t e i n  i S h a a y a  (13) zaproponowali nawet, aby przy 
pomocy oznaczania ilości glikozydu w gruczołach dodatkowych określać 
endogenne miano JH  u samic. JH  kontroluje zapewne pewien etap w łań ­
cuchu reakcji prowadzącym  od tyrozyny do glikozydu kwasu pro tokate­
chinowego, ale nie udało się jeszcze wykazać tego eksperym entalnie (135).

3. Kontrola rozwoju em brionalnego i postem brionalnego przez hormon juw enilny

R i d d i f o r d  (109) i R i d d i f o r d  i W i l l i a m s  (111) stw ierdzili, 
że skrapianie świeżo złożonych jaj Hyalophora i Antheraea  hormonem  ob­
niża żywotność larw, które giną przeważnie po pierwszej lince. Z jaj zło­
żonych przez samice, którym  podawano hormon w ykluw ały się larw y tylko 
w tedy, jeśli zapłodnienie nastąpiło przed zabiegiem i ich żywotność rów ­
nież była obniżona. Jeśli zaś zapłodnienie następowało po podaniu horm o­
nu zaburzenia w blastokinezie uniem ożliwiały dalszy rozwój embrionów'.

Podobny wpływ syntetycznego JH  na wszy ludzkie stw ierdzili V i n- 
s o n  i W i 11 i a m  s (158).

R i d d i f o r d  (110) badała również wpływ  syntetycznego JH  na roz­
wój postem brionalny Pyrrhocoris i Oncopeltics. Skrapianie hormonem  jaj 
w ostatnim  stadium  rozwoju embrionalnego powodowało u larw y pow sta­
wanie dodatkowej szóstej a niekiedy i siódmej postaci larw alnej, k tóra 
ginęła nie osiągając metamorfozy. Stosowanie horm onu we wczesnym
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okresie ostatniego stadium  larw y wywoływało powstawanie postaci p rzej­
ściowych. Ponieważ usunięcie larwom  w ostatnim  okresie corpora allata 
nie zakłóca m etamorfozy, a gruczoły te przeszczepione innym  owadom 
wykazyw ały słabą lub brak  aktywności, autorka sądzi, że wpływ horm onu 
na zaham owanie m etam orfozy polega na uszkodzeniu mechanizmu, p raw ­
dopodobnie neurotropowego, k tóry  u norm alnych osobników inaktyw uje 
c.a. w  ostatnim  okresie rozwoju larwalnego.

W i l l i s  i L a w r a n c e  (181) traktow ali powierzchniowo ja ja  p lusk­
wiaka Oncopeltus jasciatus syntetycznym  preparatem  horm onalnym  (84) 
i stw ierdzili zaburzenia dopiero po końcowej lince kiedy to pojaw iała się 
zamiast imago dodatkowa larw a lub postać pośrednia. Autorzy ci prze­
szczepiali także larw om  norm alnym  kutikulę z larw, którym  podano p re­
p ara t w ostatnim  okresie. Po lince im aginalnej otrzym ali w m iejscu prze­
szczepu kutikulę larw alną otoczoną pierścieniem  zmienionych komórek. 
Uw ażają oni, że horm on juw enilny podany powierzchniowo nie przedosta­
je  się do wnętrza, a w kom órkach kutikuli może przetrw ać i zostać prze­
niesiony do następnego stadium  za pośrednictw em  płynu linkowego.

Omówione tu  badania w ydają się potwierdzać możliwość w ykorzysta­
nia preparatów  horm onalnych do zwalczania przynajm niej niektórych 
owadów szkodliwych.

4. W pływ  JH na oddychanie

U wielu rzędów owadów wykazano, że usunięcie c.a. obniża szybkość 
pobierania tlenu, a im plantacja gruczołów przyw raca stan poprzedni (42, 
167). S e h n a l  i S l a m a  (131) wykazali, że każde stadium  (larwa, po- 
czw arka i imago) u Pyrrhocoris i Galleria charakteryzuje się odrębnym  
modelem oddychania. Im plantacja c.a. z m łodych larw  do larw  Galleria 
w  ostatnim  okresie rozwoju powoduje powstanie dodatkowych dużych 
larw , ulegających norm alnem u przeobrażeniu do imago. Te dodatkowe 
larw y charakteryzow ały się larw alnym  typem  oddychania, a i następne 
stadia oddychały tak, jak  ich analogiczne postacie w czasie normalnego 
rozwoju. Sehnal i Slam a uważają, że c.a. tylko pośrednio w pływ ają na 
oddychanie przez determ inację odpowiedniego stadium  rozwojowego.

5. Synteza R NA  i białka pod w pływ em  JH

O b e r l a n d e r  i S c h n e i d e r m a n  (101) wykazali, że podanie JH  
u norm alnych poczwarek powoduje w zrost szybkości syntezy RNA, a nie 
wywołuje tego efektu w odwłokach pozbawionych dopływu ekdysonu. 
Badania te przeprowadzali w różnych tkankach. Sądzą oni na tej podsta­
wie, że działanie JH  ma charakter pośredni: sam horm on nie może inicjo­
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wać syntezy RNA w tkankach, a stym ulujące działanie w yw iera tylko 
wtedy, kiedy synteza została już zapoczątkowana przez bodziec bezpośred­
ni, prawdopodobnie ekdyson. Jedyną tkanką, która odpowiada na JH  roz­
poczęciem syntezy RNA jest gruczoł protorakalny.

Są jednak dane przem aw iające za wpływem  bezpośrednim  JH  na syn­
tezę RNA i białka (28, 107). JH  podany do izolowanych jąder ciała tłusz­
czowego w m inim alnych ilościach stym ulow ał wyraźnie syntezę natom iast 
dodany w mieszaninie z ekdysonem wpływał nieco słabiej (28). W skazy­
wałoby to, że współzależne działanie obu hormonów odbywa się na po­
ziomie jądrowym . Podobną zależność otrzym ano in vitro  także w płytkach 
skrzydłowych Sarnia cynthia ricini (107), przy czym wpływ horm onu był 
największy, kiedy podawano go dó płytek  wyizolowanych z owada w mo­
mencie najniższego endogennego m iana JH. Cykliczne zmiany szybkości 
syntezy w zależności od stadium  rozwojowego i poziomu hormonów JH  
i ekdysonu przedstaw ia rysunek 4.

rnrka

R ys. 4. C ykliczne zm iany syntezy RNA i b iałka w  czasie rozw oju jedw abnika S am ia
cyn th ia  ricini  (107).

6. A k ty w ac ja  fragm en tów  chrom osom ów  w  ślin ian k ach  ChironomuS'  p rzez JH

Próby wykazania aktyw acji chromosomów przez zastosowanie olejku 
z H. cecropia dały wyniki negatyw ne (25, 80).

Znane są fakty, że po zabiegach chirurgicznych u owadów uzyskuje 
się efekt juw enilizujący podobnie jak  po zastosowaniu JH. W gruczołach 
śliniankowych usuniętych z larw  w ystępuje niekiedy w chromosomach 
wzór pufów charakterystyczny dla niskiego m iana ekdysonu. Efekt ten 
nazwano ,,rollback” lub rejuw enacją. W ykazano (86), że w komórkach 
tych gruczołów w ystępuje duża ilość jonów N a+. B a u m a n  (6) badał
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zmiany potencjału w błonie komórkowej ślinianek Galleria w środowisku 
zaw ierającym  jony N a+ i K + po dodaniu olejku z H. cecropia i preparatów
o wysokiej aktywności JH  i stw ierdził, że działały one depolaryzująco na 
błony szczególnie w obecności jonów N a+. A utor sugeruje, że p repara ty  
typu JH  w pływ ają na transport tych jonów przez błonę komórkową.

Na podstawie tych danych przypuszczano, że JH  może indukować bez­
pośrednio pufy wtórnego działania ekdysonu. W ykazali to eksperym ental­
nie L e z z i  i G i l b e r t  u Chironomus tentans  (85).

Po 2—4 godzin po podaniu JH  widoczna była aktyw acja pufu we frag ­
mencie chromosomu 19-A-I i redukcja aktywowanego przez ekdyson pufu 
18-C-I i pierwszego pierścienia Balbianiego. Fragm ent 19-A-I nie jest ak­
tyw ow any w czasie linki larw a—poczwarka, pojawia się dopiero w tórnie 
w ciągu 10— 12 godz. po podaniu ekdysonu. Ponieważ JH  w yw ołuje po­
jaw ienie się tego pufu już po 1—2 godz., L e z z i  i G i l b e r t  uważają, 
że jest on miejscem pierwotnego działania hormonu juwenilnego. Sądzą 
oni też, że pojaw ianie się pufów odgrywa m niejszą rolę w procesie de ter­
m inacji m etam orfozy niż aktyw acja pierścieni Balbianiego. Zmiany we 
wzorze aktyw acji chromosomów pod wpływem  JH  wykazali też L a u f e r  
i G r e e n w o o d  (83) w prepoczwarkach Chironomus. Z 14 pufów ulega­

jących norm alnie zmianie przy transform acji w poczwarkę 7 zanikało po 
zastosowaniu JH, a pierścień Balbianiego IV В aktyw ny zwykle u larw  
wykazywał wzrost wymiarów. Owady te nie podlegały dalszej m eta­
morfozie.

L e z z i  i G i l b e r t  (85) tłum aczą działanie JH  na chromosomy, po­
dobnie jak w przypadku ekdysonu zmianą równowagi K +/N a+ na korzyść 
N a+ w jądrze i w następstw ie osłabieniem wiązania DNA-histon we frag ­
m entach chromosomu wrażliwych na N a+. Praca C o n g o t e ’ a i wsp. (28) 
wskazuje na możliwość działania JH  na syntezę RNA bez udziału jonów. 
W jakim  stopniu stym ulacja syntezy RNA pod wpływem  JH  odnosi się 
do aktyw acji chromosomu pozostaje kwestią otw artą.

C. Uwagi końcowe

A utorzy chcieliby na zakończenie dodać kilka słów wyjaśnienia, ponie­
waż zdają sobie sprawę, że podany tu przegląd jest niepełny i w niektórych 
fragm entach brak jasności. W piśm iennictw ie światowym  istnieje już po­
nad tysiąc pozycji na tem at m echanizmu i funkcji ekdysonu i jego analo­
gów i kilkaset pozycji dotyczących działania corpora allata i horm onu ju ­
wenilnego. P rzy  ogromnej ilości istniejących gatunków, różniących się za­
równo cyklem rozwojowym jak i środowiskiem  bytowania jak  również 
z uwagi na różnorodne i trudne metody badawcze jednoznaczna in te rp re­
tacja otrzym anych wyników jest bardzo trudna.
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A utorzy tego przeglądu starali się dodawać jak  najm niej uwag w łas­
nych, ponieważ uważają, że żaden aspekt działania horm onu juwenilnego 
nie został jeszcze należycie wyjaśniony, a badania nad wpływem  ekdysonu 
na biosyntezę białka są jeszcze w fazie wstępnej. Prawdopodobnie wiele 
obecnie stosowanych pojęć ulegnie weryfikacji. Uważamy jednak, że na­
wet w obecnym stadium  wiedzy o hormonach owadzich należało przed­
stawić niniejszy artyku ł ze względu na to, że opracowanie m odelu działa­
nia hormonów m etam orfozy u owadów, u których każde następne stadium  
rozwojowe jest ściśle odgraniczone od poprzedniego, pozwoli lepiej zrozu­
mieć działanie systemów endokrynnych zarówno u bezkręgowców jak
i u organizmów wyższych.
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RECENZJE

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

K siążeczka R am say ’a p rzeznaczona je s t d la  s tu d en tó w  biologii. R e fe ru ję  ją  
z dw óch w zględów .
P o  p ierw sze: W zestaw ien iu  z p ie rw szym  w y d a n ie m  1952 ro k u  s tan o w i c iek aw y  
d o k u m en t epoki, św iadczący  o rew o lu cy jn y m  w p ro s t o p anow an iu  p rzez  b iochem ię 
k lasycznych  dziedzin  biologii. P rzy k ład em  są  do d an e  rozdzia ły  o b iochem icznych  
p o d staw ach  oddychan ia , o reg u lac ji h o rm o n a ln e j, w p ro w ad zen ie  do rozdzia łu
0 ne rw ach  jonow ej teo rii pobud liw ości itp . T rzeb a  pam iętać , że a d re sa c i te j k s ią ­
żeczki in te re so w a li się n ie ta k  daw no  w y łączn ie  sy s tem a ty k ą  i m orfo log ią  św ia ta  
żywego. D rug im  w zględem , k tó ry  m ną  k ie ro w a ł, je s t chęć zw rócen ia  u w ag i na tę 
książeczkę tych  b iochem ików  i b iofizyków , k tó rz y  m a ją  za sobą p o d staw o w e  w y ­
k sz ta łcen ie  n iebiologiczne. C oraz liczn ie jsi ad ep c i naszej n au k i, n a leżący  do tej 
ka teg o rii, czu ją  się często zagub ien i w  obliczu obszernych  po d ręczn ik ó w  b iochem ii
1 b iofizyki, p rzy  czym  tru d n o ść  sp raw ia  im  n ie ty le  p rzy sw o jen ie  now ych  fak tów , 
ile opanow an ie  b io logicznego s ty lu  m yślen ia . U w ażam , że d o k ład n e  p rze s tu d io ­
w an ie  te j bard zo  p rzy s tęp n ie  nap isan e j książeczk i, u ła tw iło b y  im  w  dużym  s topn iu  
o rien tac ję  w  św iecie is to t żyw ych. L e k tu ra  ta  b y łab y  rów n ież  poży teczna  d la  m e­
dyków , d la  k tó ry ch  „d rab in a  ew o lu cy jn a” św ia ta  zw ierzęcego  u ry w a  się zw ykle 
na żabie.

Z tych  w zględów  u w ażam  rów nież, że p rze tłu m aczen ie  książeczk i Physiological  
A pproach  to the L o w e r  A n im a ls  było bardzo  pożądane .

J. Heller

L. N. Johnson: Structurai Aspects of Enzymatic Activity 
The Federation of European Biochemical Societies Letters, Vol. 2, 4, 

201, 1969

A uto r p rzed s taw ia  osiągnięcia  n a jnow szych  b ad ań  nad  zależnością  a k ty w ­
ności enzym ów  od ich budow y. W edług a k tu a ln e j h ipo tezy  s te reo ch em iczn e j sp ecy ­
fik i ak tyw nośc i enzym ów  m echan izm  sw oistego  d z ia łan ia  enzym u  na  d an y  s u b s tra t 
je s t ściśle uzależn iony  od n a s taw ien ia  „g ru p  a k ty w n y c h ” , tzn . u g ru p o w ań  a m i­
nokw asów , w  s tro n ę  „ak ty w n eg o  cen tru m  e n zy m u ”. W yją tek  s tan o w i w  tym  w y ­
p a d k u  s t ru k tu ra  p ap a in y . H ipotezę tę u zu p e łn ia ją  w y n ik i b a d a ń  C. A. Y ernona,
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w ed łu g  k tó ry ch  każd y  m o m en t b io k a ta lizy  enzym atycznej m usi w  k o n sek w en c ji 
spow odow ać p rzem ian y  jakośc iow e i ilościow e zw iązków  pośredn ich . B ad an iam i 
o b ję to  n a s tę p u ją c e  enzym y: lizozym  i a -la k ta lb u m in ę , ry b o n u k leazę , g ru p ę  p ro - 
te in az  se rynow ych , k a rb o k sy p ep ty d azę , p ap a in ę  o raz g ru p ę  sw oistych  enzym ów  
o ligom erycznych .

N a jd o k ład n ie j p rz e b a d a n y  został lizozym , k tó rego , budow ę p o tw ie rd z ił o s ta tn io  
D. C. P h illip s . R a fte ry  i R ap ley  są zdan ia , że zasadn icze  „cen tru m  ak ty w n o śc i” 
tego enzym u s tan o w i jo n  karb o n io w y . M echanizm  d z ia łan ia  lizozym u na s u b s tra t  
(błonę kom órkow ą) o p isu ją  R. C. D avies i В. M. W ilson; m echan izm  ten  je s t j e ­
dy n ie  dalszym  p o tw ie rd zen iem  teo rii jonow ej. А. Т. C. N o rth  zw rócił u w ag ę  na 
p odob ieństw o  s t ru k tu ry  lizozym u do a - la k ta lb u m in y , k a ta liz u ją c e j p rocesy  syn tezy  
lak tozy . P oza  s tw ie rd zen iem  n iem al analog icznej budow y s t ru k tu ra ln e j  obu tych  
enzym ów , n ie  rozw iązano  je d n a k  p ro b lem u  zależności ich ak ty w n o śc i od sw oiste j 
s t ru k tu ry , zw łaszcza je ś li się zw aży, że la k ta lb u m in a  k a ta liz u je  syn tezę , n a to ­
m ia s t lizozym  — h y d ro lizę  w iązan ia  (3 (l - ,4 -) g likozydow ego. B rew , Ѵ а п а т а п  
i H ills  w yk aza li, że ro la  a - la k ta lb u m in y  w  b io syn tez ie  g lukozy  je s t w  rzeczy ­
w isto śc i o w ie le  b a rd z ie j sk o m p lik o w an a . P raw d o p o d o b n ie  b ia łk o  to  dzia ła  ja k o  
m o d y f ik a to r su b s tra tu , zm ien ia jąc  rów nocześn ie  sw o iste  w łaśc iw ości innego  b ia łk a  
oznaczonego sym bolem  A, k tó re  w spó łdz ia ła  z la k ta lb u m in ą  w  p rocesach  b iosyn tezy  
lak tozy  w  te n  sposób, że h a m u je  syn tezę  g a lak to zy lo -N -ace ty lo g lu k o zo am in y  
a k ty w u ją c  rów nocześn ie  syn tezę  galak tozy log lukozy .

W  b a d a n ia c h  n ad  ry b o n u k leazam i, na  czoło w y b ija ją  się p ra c e  B. R. R ab in a , 
p o n ad to  F. M. R ich a rd sa  i H. W. W yckoffa  oraz  W esth e im era  i w sp.

Z g ru p y  p ro te in a z  sery n o w y ch  zb ad an o  budow ę i ak ty w n o ść  ch y m o try p sy n y , 
e las tazy , tro m b in y , try p sy n y  i su b tilizy n y . Z espół badaczy  pod k ie ru n k ie m  
D. M. B low a w y k aza ł, że s to su jąc  m etodę ana lizy  czw arto rzęd o w ej s t ru k tu ry  
zw iązków  organ icznych , m ożna w y ja śn ić  u k ład  am inokw asów  w  cząsteczce a -c h y -  
m o try p sy n y , n a to m ia s t R. H en d erso n  u zasad n ia  sw o iste  rozm ieszczen ie  w iązań  w o ­
do row ych  w  te j m oleku le . D alsze b ad an ia  H en d erso n a  pozw oliły  na  w y su n ięc ie  n a ­
s tę p u ją c e j h ipo tezy : k o n fo rm ac ja , z a in ic jo w an a  p rzez  łańcuch  po lip ep ty d o w y  w  r e ­
jo n ie  ta k  zw anej „ ak ty w n e j se ry n y ” u s ta la  po łożenie re sz ty  g licyny . P ow yższa 
h ipo teza  w y ja śn ia  zachow an ie  się sw oistego  u k ła d u  am inokw asów  -G li-A sp -S p e r-  
-G li-  w  g ru p ie  p ro te in a z  serynow ych .

N a znaczne podob ieństw o  budow y to sy loe lastazy  do ch y m o try p sy n y  z w ra c a ją  
u w ag ę  H. C. W atson  i D. M. S ho tton . A nalog iczne podob ieństw o  w y s tę p u je  p o ­
m iędzy  bu d o w ą ch y m o try p sy n y  A i e las tazy , try p sy n y  i ch y m o try p sy n y  В, a tak że  
w  s tru k tu rz e  poszczególnych hem oglob in  i m ioglobin.

W edług  J . K ra u ta , su b tilizy n a  b a k te ry jn a  ty p u  B P N ’, jak o lw iek  różn i się 
s t ru k tu ra ln ie  od cząsteczk i ch y m o try p sy n y , posiada  pom im o to  analog iczny  u k ład  
a k ty w u ją c y  serynę .

P o tw ie rd zen iem  a k tu a ln e j teo rii enzym ów  K o sh lan d a  są b a d a n ia  W. N. L ip s- 
com ba i w sp. o raz T. A. S te itza  n ad  m echan izm em  d z ia łan ia  k a rb o k sy p ep ty d azy  
i in n y ch  m e ta lo p ep ty d az , w sk azu jące  że jo n  cynku , w chodzący  w  sk ład  cząsteczk i 
k a rb o k sy p ep ty d azy  po siad a  p o d w ó jn ą  fu n k c ję : 1) „ o rie n tu je ” s u b s tra t  o raz  2) d z ia ­
ła ja k  k w as  L ew isa , p o la ry zu jący  w iązan ie  k a rb o n y lo w e  su b s tra tu .

W edług  J. N. Jan so n iu sa , „ cen tru m  ak ty w n o śc i” p ap a in y  tw o rzy  g ru p a  h is ty -  
dy low a i cy ste in y lo w a; L. A. A. E. S lu y te rm a n  w y k aza ł, że enzym  ten  w y w ie ra  
sw ą p e łn ą  ak ty w n o ść  ró w n ież  i w  po stac i k ry s ta lic z n e j, n a to m ias t H. G u tfre u n d  
p o d a ł w y n ik i b ad ań  k ry s ta lo g ra fic z n y c h  i k in e ty czn y ch  papainy .
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Z g ru p y  enzym ów  oligom erycznych  p rzeb ad an o  dehyd rogenazę  k w asu  m lek o ­
w ego (A. J . W onacott, H. G u tfreu n d ) o raz  różne  odm iany  hem oglobin  (F. M. P e -  
ru tz).

W. J. P a jor

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

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

W łasności e lek try czn e  k om órek  i tk a n e k  są o sta tn io  te m a tem  w ie lu  p rac  e k s ­
p e ry m en ta ln y ch  i teo re tycznych , odczuw a się je d n a k  b ra k  p rzeg lądow ego  o p raco ­
w an ia  b ad ań  z zak re su  te j p ro b lem aty k i.

O m aw iany  zeszyt, k tó reg o  a u to rem  je s t F. P lią u e tt ,  re la c jo n u je  b ad an ia  k ilk u  
p a ra m e tró w  e lek try czn y ch , g łów nie s ta łe j d ie lek try czn e j, p rzep ro w ad zo n e  do ro k u  
1967. C ałość liczy  96 s tro n  i zaw ie ra  13 rozdziałów .

We w stęp n y ch  rozdz ia łach  a u to r  an a liz u je  znaczen ie  b a d a ń  w łasności e le k ­
try czn y ch  k om órek  i tk a n e k , ja k o  w sk aźn ik a  zm ian  s ta n u  k o m ó rk i p rzy  d z ia łan iu  
różnych  zew n ę trzn y ch  p a ra m e tró w  oraz ja k o  is to tnego  czynn ika  p rzy  w y ja śn ia n iu  
k in e ty k i p rocesów  w ew n ą trzk o m ó rk o w y ch . W k ilk u  n as tęp n y ch  ro zdz ia łach  p rz e d ­
s taw ia  k lasyczną  teo rię  zależności s ta łe j d ie lek try czn e j (i optycznego  w spó łczyn ­
n ik a  za łam an ia) od w ie lkości c h a ra k te ry z u ją c y c h  m ik ro s tru k tu rę  m a te r i i o raz  w ła s ­
ne uogó ln ien ie  te j teo rii n a  u ltra n isk ie  częstości. W uogó ln ionej teo rii e fek ty  za ­
chodzące w  obiekcie  b io logicznym  i na  p o w ierzchn i e lek tro d  pom iarow ych , a u to r  
t r a k tu je  g lo b a ln ie ; zdaniem  a u to ra  im p ed an c ja  p o la ry zacy jn a  e lek tro d  w nosi b a r ­
dzo is to tn e  in fo rm ac je  o b ad an y m  obiekcie. W  rozdzia łach  zaw ie ra jący ch  o p raco ­
w an ia  teo re ty czn e  p rzed s taw io n a  je s t p o n ad to  m echan iczna  te o r ia  p rocesu  re la k ­
sacji, w y ja śn ia ją c a  d y sp e rs ję  sta łe j d ie lek try czn e j o raz  o p a rte  na  te j teo rii m e ­
tody  — n ie k tó re  w łasn e j k o ncepc ji a u to ra  — w y znaczan ia  podstaw o w y ch  p a ra ­
m etró w  re la k sa c ji d la  b ad anego  m a te ria łu .

W rozdz ia le  za ty tu ło w an y m  „U rządzen ia  e k sp e ry m e n ta ln e ” op isane  są szkicow o 
pow szechn ie  sto so w an e  m etody  po m ia ru  im p ed an c ji i s ta łe j d ie lek try czn e j i p rz e d ­
staw io n e  bard zo  d o k ład n ie  m etody  pom iarow e, sto sow ane  p rzez  au to ra , częściow o 
zm odyfikow ane w  p o ró w n an iu  z daw nym i.

W ynik i e k sp e ry m en tó w  i ana liza  ty ch  w y n ik ó w  z a w a rte  są w  trzech  k o le j­
nych  rozdzia łach . D ośw iadczenia  dotyczące w p ły w u  po la  e lek try czn eg o  na  m a te r ia ł 
b io logiczny w y k azu ją , że is tn ie je  pew ne  g ran iczne  n a tężen ie  po la  (w artość  tego 
n a tężen ia  je s t fu n k c ją  częstości), poniżej k tó re j po le  n ie  w y w ie ra  żadnego  w p ły w u  
na  żyw ą m a te rię . W  rozdz ia le  tra k tu ją c y m  o b ad an ia ch  p o jedynczych  k o m ó rek  
a u to r  w  o p arc iu  o n a jn o w szą  l i te ra tu rę  p rzed s taw ia  zm iany  w a rto śc i różnych  p a ­
ra m e tró w  fizycznych  i fizyko-chem icznych , zachodzące w  p ro ces ie  ro zw o ju  i o b u ­
m ie ra n ia  kom órk i. P on iew aż  p a ra m e try  te  są w  k o re la c ji z p a ra m e tra m i e le k try c z ­
nym i, w y n ik a  s tąd , że s ta ła  d ie lek try czn a  po jedynczej k o m ó rk i w in n a  m ieć c h a ­
rak te ry s ty c z n y  p rzeb ieg  czasow y. T ak ie  c h a ra k te ry s ty c z n e  zm iany  s ta łe j d ie le k ­
try czn e j w  czasie, re je s tro w a n e  były  p rzez  a u to ra  d la  k o m ó rk i O xytr icha .  D la 
około 400 k o m ó rek  p rzeb ad an o  zm iany  sta łe j d ie lek try czn e j w  n a tu ra ln y c h  w a ­
ru n k a c h , p rzy  n iew ie lk ich  zm ianach  środow iska  p ro w ad zący ch  do tw o rzen ia  s ię

12 P o s t ę p y  b io c h e m ii  3/70
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c y s t i p rzy  siln y ch  zm ianach  o toczen ia  p ro w ad zący ch  do śm ierc i k om órk i. O b­
se rw o w an e  w  p roces ie  o b u m ie ran ia  k o m ó rk i zm n ie jszan ie  się s ta łe j d ie lek try czn e j 
w  obszarze n isk ich  częstości i w z ro s t je j w  obszarze  częstości w ysok ich  w y ja śn ia  
a u to r  rozpadem  dużych  e lem en tów  s tru k tu ra ln y c h . E k sp e ry m en ty  p rzep ro w ad zo n e  
n a  tk a n k a c h  m ięśn ia  sercow ego p o tw ie rd z a ją  ogólne zależności zao b serw o w an e  na 
po jedynczych  k o m ó rk ach  i zsynch ron izow anych  ko lon iach  kom órek .

W  op raco w an iu  F. P lią u e tta  szczególnie s iln ie  a k cen to w an e  są b a d a n ia  ze­
spo lonej s ta łe j d ie lek try czn e j w  obszarze  n isk ich  częstości s ięg a jący ch  8 X 10~ 4 Hz. 
A u to r uw aża, że d y sp e rs ja  sta łe j d ie lek try czn e j w  ty m  obszarze je s t  w y n ik iem  
is tn ien ia  w  k om órce  s t ru k tu r  o dużym  czasie re la k sa c ji, in te re su ją c y c h  z p u n k tu  
w id zen ia  fu n k c ji życiow ych k o m ó rk i i m oże służyć ja k o  źród ło  in fo rm a c ji o tych  
s tru k tu ra c h . W ysun ię ta  p rzez a u to ra  k o n cep c ja  — n iew ą tp liw ie  in te re su ją c a  — 
is tn ien ia  w  kom órce  tak ich  s t ru k tu r  w y m ag a  je d n a k  p o w iązan ia  ich  z o d pow ied ­
n im i s t ru k tu ra m i m orfo log icznym i. N a tu ra  s t r u k tu r  w y k azu jący ch  ta k  duży czas 
re la k sa c ji i m echan izm  tego p ro cesu  re lak sacy jn eg o  n ie  są jeszcze znane.

K siążka  F . P lią u e tta  m oże n asu w ać  pew ne  k ry ty c z n e  uw ag i. P rzed s taw io n e  
w  n ie j p ra c e  do tyczące b ad ań  p asy w n y ch  e lek try czn y ch  w łasnośc i k o m ó rek  i tk a ­
n e k  zosta ły  w y k o n an e  n iem al w y łączn ie  na  k o m ó rk ach  O xy tr ich a  i tk a n c e  m ię ś­
n iow ej i s tan o w ią  ty lk o  w ąsk i w y c in ek  p rac  z zak re su  te j p ro b lem a ty k i. J a k o  
p rzy k ład  zaw ężen ia  p ro b lem a ty k i m ożna podać b ra k  n aw e t w zm ian k i o ta k  sze­
ro k o  sto sow anej dziś m ik ro e lek tro d o w ej m etodzie  b ad ań  p a ra m e tró w  e lek try czn y ch  
kom órek . P ew n e  zastrzeżen ia  m oże ró w n ież  budzić  zasto sow ana  p rzez  a u to ra  m e ­
to d a  g lobalnego  tra k to w a n ia  im p ed an c ji b ad anego  o b iek tu  i im p ed an c ji p o la ry z a ­
cy jn e j e lek tro d  pom iarow ych .

N ależy je d n a k  stw ierdz ić , że p rzed s taw io n e  w  książce  d an e  do tyczące  zespo­
lonej sta łe j d ie lek try czn e j b ad an y ch  ob iek tów , teo re ty c z n o -e k sp e ry m e n ta ln a  a n a ­
liza  zm ian te j w ie lkości i pow iązan ie  tych  zm ian  z in nym i p a ra m e tra m i k om órk i 
op raco w an e  zostały  n iezw ykle  s ta ra n n ie  w  o p arc iu  o o bszerną  l i te r a tu rę  (267 p o ­
zycji), to też  k s iążk a  p rzed s taw ia  dużą w arto ść , szczególnie d la  osób za jm u jący ch  
się b ad an ia m i fizycznych i fizyko -chem icznych  w łasności o rgan izm ów  żyw ych.

K siążka  F. P lią u e tta  stan o w i pow ażny  w k ład  do głębszego z rozum ien ia  e le k ­
try czn y ch  w łasności m a te r ii na  p łaszczyźnie  m o lek u la rn e j i kom órkow ej.

J. S k ie r c z y ń s k a

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

S eria  w y d aw n icza  „A dvances in  E nzym e R eg u la tio n ” p rzed s taw ia  p rob lem y  
d y sk u to w an e  podczas ko le jn y ch  sym pozjów , z k tó ry ch  szóste p rezen to w an e  w  to ­
m ie  VI, nosiło  ty tu ł: „R egu lacja  ak ty w n o śc i enzym ów  i syn tez  w  tk a n k a c h  p ra w id ­
łow ych  i no w o tw o ro w y ch ” (2-3 p aźd z ie rn ik  1967, Ind iana  U n ivers i ty  School of M e-  
dicine).  H asła  pod ja k im i ob radow ały  poszczególne ses je  sym pozjum  n ie  by ły  je d ­
n o lite  ta k  pod  w zględem  p recy z ji ty tuJów  ja k  i z ak re su  o raz fo rm y  w ypow iedzi 
k o le jn y ch  re fe ren tó w . W szystk ie  re fe ra ty  w szakże  obrazow ały  a k tu a ln e  w  1967 
ro k u  osiągn ięc ia  w  om aw iane j dziedzin ie  b iochem ii.

T em atem  ses ji I b y ła  re g u la c ja  i w spółza leżność  m e tabo lizm u  w ęg low odanów  
i lip idów  w  w ą tro b ie . R eg u lac ja  cyk lu  k w asó w  tró jk a rb o k sy lo w y ch  pod w p ływ em
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u tle n ia n ia  k w asó w  tłuszczow ych  w  m ito ch o n d riach  om ów iono w  re fe ra c ie  
Р . B. G a rla n d a  i w sp. A u to rzy  w  o p a rc iu  o b o g a te  d an e  dośw iadcza lne  w n io sk u ją , 
że sp ad ek  in ten sy w n o śc i u tle n ia n ia  p iro g ro n ia n u  i ak ty w n o śc i cy k lu  K re b sa  w  m i­
to c h o n d riach  u tle n ia ją c y c h  p a lm ity lo k a rn ity n ę  je s t  w y n ik iem  podw yższen ia  p o ­
ziom u acety lo -C oA , w zro stu  s to su n k u  z red u k o w an eg o  NAD (P) do N AD  (P) o raz  
w z ro s tu  poziom u A T P . O kazało  się bow iem , że acety lo -C oA  siln ie  a k ty w u je  izo ­
lo w an ą  z m ito ch o n d rió w  k a rb o k sy lazę  p iro g ro n ian o w ą , h a m u je  zaś d eh y d ro g en azę  
p iro g ro n ian o w ą  a  ta k ż e  a k ty w u je  sy s tem  syn tezy  ace to o c tan u ; podw yższen ie  p o ­
ziom u zred u k o w an eg o  NAD (P) h a m u je  n a to m ia s t ak ty w n o ść  d eh y d ro g en az  p iro -  
g ro n ian o w ej i iz o c y try n ia n o w e j; w z ro s t stężen ia  A T P  h a m u je  sy n te tazę  c y try n ia -  
no w ą a w o lne  k w asy  tłuszczow e i p a lm ity lo k a rn ity n a  h a m u ją  t r a n s p o r t  n u k le o ty -  
dów  aden in o w y ch  p rzez  b łonę  m ito ch o n d ria ln ą . W szystk ie  te  fa k ty  d o św iad cza ln e  
w y s ta rcza jąco  w y ja śn ia ją , zdan iem  au to ró w , p rzy h am o w an ie  cy k lu  K reb sa  i zw ięk ­
szoną p ro d u k c ję  tzw . c ia ł k e tonow ych  podczas u tle n ia n ia  kw asów  tłuszczow ych  
w  w ą tro b ie  p rzy  n iedobo rze  in n y ch  su b s tra tó w . P ro b lem y  w spó łzależności u t le ­
n ia n ia  k w asó w  tłuszczow ych  i g lukogenezy  om aw ia ł a r ty k u ł J . R. W illiam sona  
i w sp . F a k ty  d o św iadcza lne  u zy sk an e  p rzez  p raco w n ię  G a rla n d a  i p raco w n ię  
W illiam so n a  p o tw ie rd z a ją  i u zu p e łn ia ją  się w za jem n ie . B adacze  ci ró żn ią  
się je d n a k  p og lądem  na  sp raw ę  re g u la c ji sy n te tazy  c y try n ia n o w e j: W illiam son  
uw aża , że sy n teza  c y try n ia n u  og ran iczan a  je s t p rzez  dostępność  szczaw iooc tanu  
i p o d d a je  k ry ty c e  w y su w an ą  p rzez  G a rla n d a  tezę  o k o n tro li sy n te tazy  c y try n ia n o ­
w ej p rzez  n u k leo ty d y  aden inow e.

W  ścisłym  zw iązk u  tem a ty czn y m  z obu w .w . p racam i b y ł r e f e ra t  końcow y 
S ir  H an sa  K reb sa  o w p ły w ie  e tan o lu  na  p rocesy  g lukoneogenezy  i lipogenezy  
w  w ą tro b ie . A u to r p o d k reś la , że is to tn ą  zm ianą , k tó rą  e tan o l w y w o łu je  je s t znacz­
ne  podw yższen ie  poziom u zred .N A D  w  f ra k c ji  cy to p lazm aty czn e j, co z ko le i obniża 
stężen ie  p iro g ro n ia n u  i ty m  sam ym  obniża in ten sy w n o ść  g lukoneogenezy . P o ­
n a d to  w ysok i poziom  zred.N A D  w  cy top lazm ie  h a m u je  u tle n ia n ie  a -g lic e ro fo s- 
fo ra n u , k tó ry  u leg a  w ted y  in ten sy w n e j acy la c ji i w  efekc ie  w  w ą tro b ie  n a g ro m a ­
d za ją  się tłuszcze. R eg u lac ja  ak ty w n o śc i k luczow ych  enzym ów  sz lak u  g likozy p rzez  
w o ln e  k w asy  tłuszczow e, acety lo-C oA , zred .N A D  i a la n in ę  zosta ła  om ów iona 
p rzez  gospodarzy  S y m p o z ju m  (G.' W eber, M. A. L ee i N. B. S tam m ). P rz e d s ta w io n e  
dan e  p o tw ie rd z a ją  pog ląd  o zw ro tn y m  h am o w an iu  syn tezy  tłuszczów  z g lukozy  
p rzez  k w asy  tłuszczow e i p ro d u k ty  ich u tlen ian ia . Z ko le i a r ty k u ł N. R. M arąu is , 
R. P . F ran cesco n i i С. A. V ille tłum aczy  h a m u ją c y  w p ły w  k a rn i ty n y  n a  p roces sy n ­
tezy  kw asów  tłuszczow ych  h am o w an iem  k a rb o k sy lazy  acety lo-C oA . A u to re g u la c ja  
zużycia g lukozy  je s t tem a tem  a r ty k u łu  E. F . M cC raw , M. J . P e te rso n , G. Y a rn e ll 
i J . A shm ore. W  o p arc iu  o dośw iadczen ia  z p e rfu n d o w a n ą  w ą tro b ą  au to rzy  w n io s­
k u ją , że w  n o rm aln y ch  w a ru n k a c h  zużycie g lukozy  je s t  reg u lo w an e  p rzez  g lu - 
k o k in azę  i d y sk u tu ją  ja k ie  czynn ik i p o n ad to  k o n tro lu ją  te n  p roces podczas g łodu  
i w  s tan ach  cukrzycow ych .

W  ses ji I I  z a ty tu ło w an e j „R egu lac je  en zy m a ty czn e  u  cz ło w iek a” R. D. K o ler 
i P. V an b e llin g h en  za jm u ją  się z jaw isk iem  m o d u lac ji izoenzym u k in azy  p iro g ro - 
n ianow ej z e ry tro cy tó w  lu d zk ich  (PK  I) p rzez  fru k to zo -2 ,6 -d w u fo sfo ran  (FD P). W g 
w y su n ię te j h ipo tezy  zw iązan ie  FD P  w  m ie jscu  k a ta lity c z n y m  jed n eg o  z p ro to m e - 
ró w  P K  I zm ien ia  k o n fo rm ac ję  d im eru , p o w o d u jąc  w z ro s t p o w in o w ac tw a  d ru g ieg o  
m ie jsca  do su b s tra tu ;  F D P  dodany  w  n ad m ia rze  dzia ła  ja k o  in h ib ito r  k o m p e ty  
cy jn y  m o d u lu jąc  ak ty w n o ść  enzym u. A u to rzy  d y sk u tu ją  znaczen ie  m o d u lac ji P K
I p rzez  F D P  w  hom eostaz ie  g likozy i g likoneogenezy  w  e ry tro c y ta c h  i w ą tro b ie  
ssaków . P rzy p o m n ieć  w a rto , że b ad an y  izoenzym  k in azy  p iro g ro n ian o w ej e ry t ro -  ,
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cy tów  ludzk ich  m a  szczególne znaczenie  m etobo liczne  sko ro  jego  b ra k  p rze jaw ia  
się zn an ą  z p a to log ii an em ią  hem olityczną . D ru g a  p ra c a  re fe ro w a n a  w  te j S esji 
do tyczy ła  a d a p ta c ji m ózgu  człow ieka do u ży tk o w an ia  k e to k w asó w  po  d łu g o trw a ­
łym  ok res ie  głodu. O p isan e  d ośw iadczen ia  (D. F. C ah ill J r ., O. E. O w en i P . A. M o r­
gan) po legały  n a  c e w n ik o w an iu  k rw i tę tn icze j i ży lnej i o znaczan iu  w  niej 0 2, 
C 0 2, g lukozy  i szeregu  k w asó w  organ icznych .

M echanizm  d z ia łan ia  g lu k o k o rty k o id ó w  by ł te m a tem  ses ji I I I  z a ty tu ło w an e j 
„S te ro id y  — m echan izm  d z ia ła n ia ”. W re fe rac ie  „E fek t k o rty zo lu  na poziom  m e ta ­
bo litó w  i enzym ów  k o n tro lu ją c y c h  syn tezę  g lukozy  z p iro g ro n ia n u ” p rzed s taw io n o  
(W. S eu b ert, H. V. H enn ing , W. S choner i M. L ’Age) dan e  w sk azu jące , że g lu k o k o r- 
ty k o id y  podnosząc poziom  acety lo -C oA  sp rz y ja ją  a k ty w a c ji k a rb o k sy la z y  p iro g ro - 
n ian o w e j, enzym u k luczow ego  w  g lukoneogenezie  oraz, że sp ra w u ją  n eg a ty w n ą  
k o n tro lę  glukozy. Z ko le i om ów iono w  te j ses ji p o b u d za jący  w p ły w  g lik o k o rty k o i-  
dów  n a  ak tyw ność  p o lim eraz  RNA  zależnych  od DNA oraz  ich d o d a tn i w p ły w  na 
w b u d o w y w an ie  znaczonych  p re k u rso ró w  do RNA  jąd ro w eg o  i cy to p lazm aty cz - 
nego p rzy  rów noczesnym  zm n ie jszen iu  szybkości ro zp ad u  znaczonego R N A  (O. B a r- 
n ab e i i C. O tto lenghi). P ro b lem  k o n tro li p o lim eraz  RNA  zależnych  od DNA p o ­
p rzez  horm ony  s te ry d o w e  by ł rów n ież  tem a tem  jed n eg o  z w y k ład ó w  sesji V III 
p rzeznaczonej na  om ów ien ie  re g u la c ji p rzem ian  w  ra k u  w ą tro b y  (h ep a to m a ). 
W  se s ji te j m ów iono ró w n ież  (С. H. Lo, F. F a rin a , H. P. M oris i S. W einhouse)
o k o re la c ji m iędzy szybkością  ro z ro s tu  i ak ty w n o śc ią  g lik o lityczną  tk a n k i now o­
tw o ro w ej, d y sk u tu ją c  p rzed e  w szy stk im , jak o  czuły p u n k t k o n tro li m etabo licznej 
p ro cesu  g likolizy , a k ty w n o ść  tran sfo s fo ry laz  sz lak u  g liko litycznego  i oddechow ego 
w spó łzaw odn iczących  o A D P. Szczególnie in te re su ją c e  je s t  s tw ie rd zen ie , że w  zd ro ­
w ej w ą tro b ie  i w  w o lno  ro sn ący ch  n o w o tw orach  o zróżn icow anej s t ru k tu rz e , n isk ie j 
g liko liz ie  i w y d a jn y m  od d y ch an iu  p rzew aża  izoenzym  k inazy  p iro g ro n ian o w ej 
(PK  2) ad so rb u jący  się n a  D E A E  celu lozie, podczas gdy izoenzym  (PK  1) nie u le ­
g a jący  ad so rp c ji po siad a  b a rd zo  w y so k ą  ak ty w n o ść  w  n iek tó ry ch  m ało  zróżnico­
w an y ch  i siln ie  in w azy jn y c h  n o w o tw orach  w ą tro b y  o n isk im  o d d y ch an iu  i w y ­
d a jn e j g likolizie.

S esja  IV ob ję ła  dw ie  n iezw iązane  tem a ty czn ie  p re lek c je . P ie rw sza  z n ich  zo­
b razow ała  w y n ik i b a d a ń  i n ad a l k o n tro w e rsy jn e  pog lądy  na  te m a t re g u la c ji  sy n ­
tezy p ro tro m b in y  p rzez  w ita m in ę  К  (R. E. O lson, G. P h ilip p s  i N. T. W ang). D ruga 
zaś do tyczy ła  b a d a ń  n ad  re g u la c ją  i różn icow an iem  się w ą tro b o w eg o  i nerkow ego  
izoenzym u g lu tam in azy  n ieza leżnej od fo s fo ran u  (PIG). Jap o ń scy  au to rz y  te j p racy  
(N. K a tu n u m a , T. K a tsu n u m a , I. T om ino i Y. M atsuda) p o d k re ś la ją  odm ienność 
m echan izm ów  re g u la c ji ak ty w n o śc i każdego  z izoenzym ów  przez  a k ty w a to ry , 
a w  op arc iu  o fa k t obecności obydw u izoenzym ów  w  p łodow ych  n e rk a c h  i w ą tro ­
b ie  szczura  o raz  o f a k t  zan ik an ia  w  c iągu  k ilk u  dn i po u ro d zen iu  n iesp ecy ficz ­
nego d la  n a rząd u  izoenzym u — tłu m aczą  d y fe re n c ja c ję  narządow o  specyficznego  
izoenzym u P IG  pop rzez  m echan izm  re p re s ji  sk ie ro w an y  p rzec iw  n iespecyficznej 
d la  n a rz ą d u  fo rm ie  P IG .

O a k ty w a c ji i sp rzężen iu  zw ro tn y m  w  re g u la c ji ak ty w n o śc i enzym atyczne j 
m ów iono  (Sesja  V) op isu jąc  w łasności i k o n tro lę  ak ty w n o śc i k in azy  fo sfo ry lazow ej 
w  m ięśn iach  szk ie le tow ych  (E. G. K rebs, R. B. H uston  i F. L. H u n k e le r) o raz  sy n ­
te tazy  g lu tam in o w ej u E. coli (E. R. S tad tm an , В. M. S hap iro , H. S. K ingdon, 
C. A. W oolfolk  i J. S. H ubbard ). W  ses ji te j D. E. K o sh land  J r . p rz e d s ta w ił znane 
ju ż  z in n y ch  w y pow iedz i i a rty k u łó w  sw o je  pog lądy  na  m echan izm  k o n tro li a k ty w ­
ności enzy m a ty czn e j p rzez  zm iany  k o n fo rm acy jn e  cząsteczk i pod w p ły w em  li- 
gandów .
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W  S esji VI om aw iano  re g u la c ję  re d u k ta z y  d w u h y d ro fo lan o w ej, k tó ry  to  e n ­
zym  lim itu ją c  syn tezę  ty m in y  i rd zen ia  pu ry n o w eg o  k o n tro lu je  sy n tezę  DNA i RNA. 
4 -am in o -an a lo g i fo lan u  b y w a ją  s to sow ane  ja k o  środk i te rap eu ty czn e  np. w  p rz y ­
p a d k a c h  n iek tó ry ch  fo rm ' leu k em ii a ich k ró tk o trw a ły  n a  ogół e fek t leczn iczy  d a je  
się tłum aczyć  zah am o w an iem  ak ty w n o śc i re d u k ta z y  d w u h y d ro fo lan o w ej in  vivo. 
W ses ji p rzed s taw io n o  trzy  p rzeg lądow e re fe ra ty  zb ie ra jące  d an e  o w łasn o śc iach  
tego  enzym u z różnych  tk a n e k  zw ierzęcych  i z różnych  m ik ro o rg an izm ó w , o raz  
om ów iono w raż liw ość  a tak że  w tó rn ie  w y tw o rzo n ą  oporność p ew n y ch  lin ii k o m ó r­
kow ych  na  różne  c h em o te rap eu ty k i, a  w  szczególności na  am in o an a lo g i fo lan u .

O ddzie lną  ses ję  p rzeznaczono  na  p rzed y sk u to w an ie  ro li cyk licznego  A M P w  r e ­
g u la c ji enzym ów . W iadom o dziś, że d z ia łan ie  w ie lu  b io log iczn ie  ró żn y ch  h o rm o ­
nów  m ożna sp row adzić  do ich w p ły w u  na  poziom  cyklicznego  A M P w  tk a n k a c h , 
co n a s tę p u je  poprzez  m o d y fik ac ję  ak ty w n o śc i enzym u zw anego  cy k lazą  aden ilow ą . 
C yk liczne  A M P z ko lei zm ien ia  ak ty w n o ść  w ie lu  m etab o liczn ie  w ażnych  enzym ów . 
P o w s ta ją  za tem  p y ta n ia : w  ja k i sposób k o m ó rk i o d ró żn ia ją  poszczególne h o rm ony
0 specyficznej p rzecież  ak ty w n o śc i sko ro  w łaśc iw ym  e fek to rem  ich d z ia łan ia  je s t 
te n  sam  cyk liczny  A M P; oraz: ja k  się to  dz ieje , że to  sam o z jaw isko , ja k im  je s t  
w ew n ą trzk o m ó rk o w a  zm iana  poziom u cyklicznego  A M P m oże pow odow ać w ie le  
różnych  odpow iedzi w  różnych  kom órkach . Na te  i podobne p y ta n ia  s ta ra ją  się 
odpow iedzieć au to rzy  p ięc iu  p re lek c ji sk ład a jący ch  się na  ses ję  V II (C. G. S m ith ; 
R. W. B u tch e r, G. A. R obinson , J. G. H ard m an  i E. W. S u th e r la n d ; J . H. E x to n
1 C. R. P a rk ; J . L a rn e r , C. V illa r-P a la s i, N. D. G o ldberg , J . S. B ishop, F. H u ijin g , 
J. I. W enger i N. B. B row n ; R. C. A delm an , С. H. Lo i S. W einhouse).

S ym pozjum  zakończył, ja k  w spom niano  w yżej, sp ec ja ln y  re f e ra t  S ir H ansa  
K reb sa  n a  te m a t e fek tó w  d z ia łan ia  a lkoho lu  na ak ty w n o ść  m e tab o liczn ą  w ą tro b y .

Z. Z ie l iń ska

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  je s t zb iorem  w yk ładów  sy m pozja lnych  p ro w ad zo n y ch  w  13 ses jach , p o ­
św ięconych  dość ró żno rodne j tem a ty ce  choć p o d p o rząd k o w an y ch  w spó lnem u  p ro ­
blem ow i. J e s t n im  re g u la c ja  ak ty w n o śc i enzym ów  i ich  syn tezy , p rzed e  w sz y s t­
k im  u ssaków . Ze w zg lędu  na obfitość m a te r ia łu  z a w arteg o  w  tom ie  m ożna tu  
jed y n ie  zasygna lizow ać  n iek tó re  zag ad n ien ia  p o ru szan e  w  poszczególnych  w y k ła ­
dach. Na uw agę  zas łu g u je  m. in. w y k ład  B. F e liga , E. M arlissa , O. E. O w ena
i G. F. C ah illa  jr . o ro li su b s tra tu  w  re g u la c ji g lukoneogenezy  w  w ą tro b ie  w  czasie 
g łodu u cz łow ieka; w y k ład  H. D. Solinga, J. K ap łan a , M. E rb sto e sze ra  i H. C. P i-  
to ta  na te m a t ro li ho rm onów  w  re p re s ji  g lukozow ej w  w ą tro b ie  szczu ra ; se s ja  
pośw ięcona enzym atycznej k o n tro li m etabo lizm u  k o rty k o s te ro id ó w  w  n ad n e rczach ; 
w reszcie  ses ja  n a  te m a t reg u lac ji ak ty w n o śc i różnych  enzym ów  w  k o m ó rk ach  n o ­
w otw orow ych .
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N iek tó ry m  w y k ła d o m  pośw ięcim y  nieco w ięcej uw ag i. W ykład  in a u g u ru ją c y  
sesję , w ygłoszony p rzez  A lb e rta  S zen t-G y o rg y i’ego, do tyczył n ie k tó ry c h  czynn ików  
reg u lu ją c y c h  a k ty w n o ść  enzy m a ty czn ą  w  kom órce. A u to r, p rz e c iw s ta w ia ją c  o rg a ­
n izm y  jed n o k o m ó rk o w e  o rgan izm om  filogenetyczn ie  ba rd z ie j rozw in ię ty m , u z a sa d ­
n ia ł n iezbędność  w y s tęp o w an ia  u  te j o sta tn ie j g ru p y  organ izm ów  złożonych m e ­
chan izm ów  re g u lu ją c y c h  podzia ły  kom órkow e w  ta k i sposób, by  rozw ój poszcze­
gó lnych  k o m ó rek  u s t ro ju  b y ł podp o rząd k o w an y  i sk o re lo w an y  z rozw o jem  całego 
o rgan izm u . T y lko  w ów czas bow iem  organ izm  je s t  w  s ta n ie  ob ron ić  się p rzed  n ie ­
k o n tro lo w a n ą  p ro life ra c ją  kom órek , c h a ra k te ry s ty c z n ą  d la  p rocesów  n o w o tw o ro ­
w ych . Z dan iem  A. S zen t-G y o rg y i’ego, jed n y m  z m echan izm ów  re g u la c y jn y c h  w  ty m  
w zg lędzie  by łoby  h am o w an ie  ak ty w n o śc i n iek tó ry ch  enzym ów , np. g lioksa lazy
I (E.C.4.4.1.5.) i g lio k sa lazy  I I  (E.C.3.1.2.6.) na d rodze  ich  w iązan ia  przez  k o m ó rk ę  
w  ok reś lo n y ch  m o m en tach  rozw o ju . W  tak im  u jęc iu , z ab u rzen ia  zdolności w iązan ia  
ty ch  enzym ów  p rzez  kom órkę  by łyby  czynn ik iem  zapo czą tk o w u jący m  p rocesy  je j 
rak o w acen ia .

G. W eber p rz e d s ta w ił dane  do tyczące b a d a ń  n ad  czy n n ik am i reg u lu jący m i 
sy n tezę  i a k ty w n o ść  k in azy  p iro g ro n ian o w ej (E.C.2.7.1.40) w  w ą tro b ie  szczura. 
N u k leo zy d o tró jfo sfo ran y  okazały  się in h ib ito ram i tego  enzym u, co — zdan iem  a u ­
to ra  — su g e ru je , że m etab o lizm  k w asów  n u k le in o w y ch  m oże ham ow ać, na  drodze  
sp rzężen ia  zw ro tnego , ak ty w n o ść  tego  enzym u. N ależałoby  w ięc  spodziew ać się, 
iż m e tabo lizm  te n  w p ły w a  n a  p rzeb ieg  i na tężen ie  p rocesów  g liko litycznych , co 
z ko le i m oże znaleźć odbicie  w  na tężen iu  podzia łów  kom órkow ych . B ad an ia  te  
m ogą okazać się szczególnie pom ocne d la  lepszego z rozum ien ia  m echan izm ów  re g u ­
lu jący ch  m etab o lizm  k om órek  now otw orow ych .

G odnym  u w ag i je s t  n iew ą tp liw ie  w y k ład  R. C. O lsona, R. K. K ip fe ra  i F . L. L i, 
w  k tó ry m  au to rzy  donoszą, że w ita m in a  К  do d an a  in  v itro  do p e rfu n d o w a n e j w ą ­
tro b y  szczura  s ty m u lu je  syn tezę  de novo  k ilk u  czynn ików  k rzep liw ości, m. in. p ro -  
tro m b in y .

W  tom ie  ty m  z n a jd u jem y  ró w n ież  in te re su ją c y  w y k ła d  K. J . L em b ach a  i J . M. 
B u ch an an a  o re g u la c ji p rocesów  syn tezy  b ia łek  in d u k o w an y ch  p rzez  fag a  T4 
u E scherichia  coli  szczepu B. A u to rzy  su g e ru ją  m . in., że tra n s k ry p c ja  fagow ego 
DNA, p rz y n a jm n ie j częściow o, m oże być reg u lo w an a  p rzez  p rocesy  tra n s la c ji  p e w ­
nych  b ia łek  in d u k o w an y ch  p rzez faga.

W arto  też  zw rócić  u w ag ę  n a  w y k ład  p rezen to w an y  przez  S. S ak iy am a , S. U su i
i Y. M iu ra ; a u to rz y  ci donoszą, że lew o rfan o l (sy n te tyczna  m o rfin a ) h am u je  sp e ­
cyficzn ie  sy n tezę  rybosom ow ego RNA  (rRNA) w  ją d e rk u  k o m ó rek  w ą tro b y  szczu­
ra . J e s t  to  p ie rw sze  don iesien ie  n a  te m a t h am o w an ia  syn tezy  rR N A  u o rgan izm ów  
e u k a rio ty czn y ch  za pom ocą tego  zw iązku . A u to rzy  s tw ie rd z ili p o n ad to , że poliam id 
ny  — a szczególn ie  sp e rm id y n a  — zw iązk i s tab ilizu jące  s t ru k tu rę  ry b o so m u , d z ia ­
ła ją  an tag o n is ty czn ie  w  s to su n k u  do h am u jąceg o  w p ły w u  lew o rfan o lu . W  zw iązku  
z ty m  S a k iy a m a  i w sp. d y sk u tu ją  m ożliw ość p o śred n ie j re g u la c ji p rocesów  sy n ­
tezy  rR N A  p rzez  am inooksydazę  — zah am o w an ie  ak ty w n o śc i tego  enzym u  d o p ro ­
w ad za  bow iem  do w z ro stu  stężen ia  p o liam in  w  kom órce  i jed n o cześn ie  do w zm o­
żenia  w b u d o w y w an ia  k w asu  oro tow ego  do rR N A  u za ro d k a  k u rczęcia .

W y k ład  R . B. H u lb e rta , E. G. M ille ra  i C. L. V au g h an a  je s t  pośw ięcony  k o n ­
tro li re a k c j i  p rzep ro w ad zan y ch  przez  p o lim erazę  R N A  w  ją d rz e  k o m ó rek  w ą tro b y  
szczura . T ech n ik ą  h y b ry d y zac ji R N A -D N A  au to rzy  stw ie rd z ili, że w b re w  fak to w i 
ogrom nej p rz e w a g i syn tezy  rR N A  nad  sy n tezą  in n y ch  ty p ó w  R N A  w  ją d e rk u , 
c is tro n y  d la  rR N A  stan o w ią  jed y n ie  n iew ie lk ą  część (poniżej 1%) D N A  te j o rg a ­
nelli. J ą d e rk o w a  p o lim eraza  RNA je s t  zw iązana  z ty m i c is tro n am i i p o zo sta je
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w  s tan ie  w ysok ie j ak ty w n o śc i. W  p rzec iw ień stw ie  do n ie j, p o za ją d e rk o w a  p o lim e- 
ra z a  RNA  w y stę p u ją c a  w  ją d rz e  je s t s iln ie  h am o w an a  p rzez  h is tony .

W arto  zw rócić  u w ag ę  na  w y k ład  A. C. G riffin a  p o ru sza jący  p ro b lem y  b ad ań  
po rów naw czych  n ad  p rzenoszącym i k w a sa m i ry b o n u k le in o w y m i (tRNA) i nad  
am in o acy lo sy n te tazam i w  w ą tro b ie  szczu ra  i w  w ą tro b o w ej p u ch lin ie  N ovikoffa . 
Z naczen ie  ta k ic h  b ad ań  w y n ik a  m . in . z fa k tu , iż enzym y te , ja k  też  tR N A  n a j­
p raw d o p o d o b n ie j sp e łn ia ją  ro lę  re g u la c y jn ą  w  ro zw o ju  sy s tem ów  kom órkow ych , 
np. poprzez  k o n tro lę  sy n tezy  b ia łek . A u to r zw rócił uw agę, że p ew n e  zw iązk i k a r -  
c inogenne zapoczą tk o w u ją  b liżej do tychczas n ieo k reślo n e  zm iany  s tru k tu ro w e  
tR N A  ja k o  w y n ik  np . m e ty la c ji jego zasad . A u to r p rzy p o m in a , w  zw iązku  z tym , 
że ju ż  d aw n ie j zauw ażono  zw iększoną ak ty w n o ść  m e ty lazy  p rzenoszących  k w a ­
sów  n u k le in o w y ch  w  k o m ó rk ach  now otw orow ych . T ym  sam ym , b a d a n ia  a u to ra  
do tyczy łyby  enzym atyczne j re g u la c ji p rocesów  fo rm o w an ia  s t r u k tu r  o ok reś lonych  
fu n k c ja c h . j

T om  te n  zakończony  je s t w y k ład em  H. A. K reb sa  i R. L. V eecha; w y k ład  ten  
z a in te re su je  zapew ne  w szystk ich , k tó rzy  śledzą  d y sk u s je  p ro w ad zo n e  na  tem a t 
re g u la c y jn e j ro li p o te n c ja łu  o k sy d o -red u k cy jn eg o  n u k leo ty d ó w  ad en in o w y ch  w  m e­
tabo lizm ie  kom órkow ym .

J a k  w id ać  z p rzy toczonych  p o k ró tce  tem a tó w , m ożna  sądzić, iż now y tom  
A d v a n c es  in  E n z y m e  R egu la t ion  sp o tk a  się z szerok im  za in te re so w an iem  czy te l­
n ików .

T. G ołaszew sk i
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P o st. B io c h e m .  16 , 493— 495 (1970)

SPRAWOZDANIA

XII Szkoła Letnia FEBS w Halle, NRD

W d n iach  14— 18 lis to p a d a  1969 ro k u  od b y ła  się w  H a lle  (NRD) Szkoła L e tn ia  
n r  12 F E B S  pośw ięcona ho rm o n o m  ro ś lin n y m , ich  m etab o lizm o w i i w spó łdz ia łan iu . 
Szkołę zo rgan izow ało  T o w arzy stw o  B iochem iczne NRD o raz  In s ty tu t  B iochem ii 
R oślin  N iem ieck ie j A k ad em ii N au k  w  H alle . U czestn iczy ło  w  niej około 90 osób. 
R ep rezen to w an e  by ły  n iem al w szy s tk ie  w ażn ie jsze  eu ro p e jsk ie  ośrodk i b ad ań  nad  
ro ś lin n y m i su b s ta n c ja m i w zro sto w y m i, ja k  ró w n ież  je d n a  z n a jp o w ażn ie jszy ch  
a m e ry k a ń sk ic h  p raco w n i z a jm u ją c y c h  się tą  te m a ty k ą  (P la n t  Research L abora tory ,  
M ich igan  S ta te  U nivers ity) .  N iep rzy p ad k o w o  Szkoła  L e tn ia  o rg an izo w an a  by ła  
w  NRD. In s ty tu t  B iochem ii R oślin  w  H a lle , gdzie  m iędzy  in n y m i p ra c u je  prof. 
M othes, je s t  znanym  ośro d k iem  b a d a ń  n ad  s u b s ta n c ja m i w zrostow ym i. G ospodarze 
by li liczn ie  re p rezen to w an i, p rzed e  w sz y s tk im  ja k o  au to rz y  szeregu  in te re su jący ch  
w y k ładów . D elegac ja  po lska , w  o d ró żn ien iu  od w ie lu  in n y ch  sym pozjów  i z jazdów  
m iędzynarodow ych , by ła  je d n ą  z n a jliczn ie jszy ch . Z P o lsk i p rzy jech a ło  siedem  
osób: doc. d r  M aria  B ie liń sk a -C za rn eck a  z In s ty tu tu  Z iem n iak a , doc. d r Ja n in a  
P ien iążk o w a  i p ro f. d r  L eszek  Ja n k ie w ic z  z In s ty tu tu  S ad o w n ic tw a , doc. d r  M iro ­
sław  T om aszew sk i i m g r K az im ie rz  K ra w ia rz  z Z a k ła d u  P A N  w  K ó rn ik u  o raz  d r 
A lina K a c p e rsk a -P a la c z  i n iżej p o d p isan a  z U n iw e rsy te tu  W arszaw skiego .

Szkoła L e tn ia , w b rew  sw ej n azw ie , n osiła  c h a ra k te r  sym pozjum  naukow ego  
pośw ięconego  o k reś lo n e j, a le  dość szero k ie j d z iedz in ie  b iochem ii i fiz jo log ii roślin . 
O brady  pośw ięcone by ły  k o le jn o  n a s tę p u ją c e j tem a ty ce : b io syn tez ie  i m e tab o liz ­
m ow i au k sy n , g ib e re lin  i cy to k in in , k w aso w i ab scy sy n o w em u  i innym  n a ty w n y m  
in h ib ito ro m  w zro stu , re ta rd a n to m  w zro stu , d z ia łan iu  i W spó łdziałan iu  różnych  su b ­
s ta n c ji w zrostow ych , m echan izm ow i d z ia łan ia  h o rm o n ó w  i w reszc ie  now oczesnym  
m etodom  u s ta la n ia  s t ru k tu ry  ty ch  zw iązków .

Spośród  w y k ład ó w  pośw ięconych  p ro b le m a ty c e  a u k sy n  szczególnie in te re su ­
jący  by ł r e f e ra t  prof. L ib b e rta  z U n iw e rsy te tu  w  R o sto ck u , NRD. P o d k re ś lił on 
słabe  s tro n y  pow szechn ie  p rz y ję te g o  sc h e m a tu  b io sy n tezy  a u k sy n . N ie m a p rz e k o ­
n y w u jący ch  dan y ch  za lu b  p rzec iw  założen iu , że try p to fa n  je s t  zasadn iczym  p re ­
k u rso rem  k w asu  indoilooctow ego . B a d a n ia  d róg  b io sy n tezy  w  tk a n k a c h  ro ś lin n y ch  
u tru d n ia  fa k t, że m uszą  być one p ro w ad zo n e  w  w a ru n k a c h  ste ry ln y ch , gdyż d rogi 
m etabo liczne  p ro w ad zące  do syn tezy  k w a su  in d o ilooc tow ego  u b a k te r ii  są p ra w d o ­
podobn ie  ró żn e  od ro ś linnych .

Z te m a ty k i g ib ere lin  w y k ład  p ro f. G raeb e  z U n iw e rsy te tu  w  G o ttingen , N RF, 
był p ró b ą  u p o rząd k o w an ia  d o tychczasow ych  w iad o m o śc i o b io syn tez ie  tych  zw iąz­
ków . R ola k a u re n u  ja k o  p o śre d n ik a  je s t  ra cze j b ezsp o rn a , n a to m ia s t w y s tę p u ją  
pew ne n iezn an e  p o śred n ik i m iędzy  a ld eh y d e m  g ib b an o w y m  i p ierw szą  g ib e re lin ą  
w  szeregu  b io syn te tycznym , k tó rą  je s t G A 12. Z w ró c ił ró w n ież  pow szechną u w ag ę  
w yk ład  d r  H an sa  K ende  M ich igan  S ta te  U n ive rs i ty ,  U SA  n a  te m a t m e tab o lizm u  
g ibere lin . M ów ił on o m e to d ach  o trz y m y w a n ia  zn aczonych  g ib b e re lin  o raz  p o ru ­
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szy ł s ta le  d y sk u sy jn y  p ro b lem  czy g ib e re lin a  p rz e ja w ia  sw ą ak ty w n o ść  w  fo rm ie  
n iezm ien ionej, czy też  ab y  spow odow ać re a k c ję  b io logiczną m u si łączyć się z jak im ś 
a k cep to rem . P o ch o d n e  g ib e re lin  (con juga ted  gibberell ins)  by ły  tem a te m  re fe ra tu  
d r  S em b d n e ra  z In s ty tu tu  B iochem ii R oślin  w  H alle. P o d k re ś lił on kon ieczność  do­
k ład n eg o  ro z ró żn ien ia  te rm ino log icznego  g ib e re lin  zw iązanych  (bound  g ibbere ll in s) 
od pochodnych  g ib e re lin  (con ju ga ted  gibberellins) ,  po łączonych  w iązan iam i k o ­
w a len cy jn y m i ze zw iązkam i n iskocząsteczkow ym i. W  d y sk u s ji p ro f. S h re ib e r (NRD) 
p o ru szy ł p ro b lem  d e fin ic ji g ibere lin , często  bow iem  w y s tę p u je  tu  różn ica  zdań 
m iędzy  ch em ik am i i fiz jo logam i roślin . P rz y ję to , że g ib e re lin ą  m ożna n azw ać  ty lk o  
ta k i  zw iązek, k tó ry  m a s t ru k tu rę  chem iczną g ib ere lin , ich  ak ty w n o ść  b io log iczną
i je s t  zw iązk iem  n a ty w n y m  w y stęp u jący m  w  m a te r ia le  ro ś linnym .

O c y to k in in ach  m ów ili b adacze  z In s ty tu tu  B iochem ii R oślin  w  H alle : d r  L i- 
zab e th  E n g e lb re ch t o raz p ro f. K u r t M othes. P ro f . M othes za ją ł się g łów nie  om ó­
w ien iem  zależności m iędzy  ak ty w n o śc ią  b io log iczną cy to k in in  a ich  s t ru k tu rą . D r 
K en d e  w  d y sk u s ji zw rócił uw agę  na  bard zo  is to tn y  p rob lem , czy różn ice  w  a k ty w - 
nościach  cy to k in in  są zw iązane z ich s tru k tu ra m i czy też  z p rzepuszcza lnośc ią  p ro ­
to p la s tu  d la  ty ch  zw iązków .

P ro f. W are in g  z U n ivers i ty  of Wales,  W ielka B ry ta n ia , om ów ił w y n ik i o s ta t­
n ich  b a d a ń  n ad  e fek tam i b io log icznym i k w asu  abscysynow ego. K ie ru n e k  b ad ań  
jeg o  p raco w n i zm ierza do w y ja śn ie n ia  m ech an izm u  d z ia łan ia  k w asu  ab scy sy n o ­
w ego.

W  tra k c ie  o b rad  w ie le  m ów iono n a  te m a t dz ia łan ia  i w sp ó łd z ia łan ia  ro ś lin ­
nych  su b s ta n c ji w zrostow ych . P ro f. N itsch  z G if-su r-Y v e tte , F ra n c ja , om ów ił 
w sp ó łd z ia łan ie  a u k sy n , g ib e re lin  i cy to k in in  w e w zroście  i ró żn ico w an iu  tk a n e k  
ro ś lin n y ch . O m aw ia jąc  dane  dośw iadczalne  do tyczące  m echan izm ów  d z ia łan ia  tych  
zw iązków  w sp o m n ia ł o c iekaw ej in te rp re ta c ji  z jaw isk a  h am o w an ia  w z ro stu  e lon - 
gacy jnego  p rzez  w ysok ie  s tężen ia  k w asu  indoilooctow ego . D ane dośw iad cza ln e  zd a ­
ją  się w skazyw ać , że czynn ik iem  odpow iedz ia lnym  za to  z jaw isk o  je s t e ty len .

Jed n y m  z n a jc iek aw szy ch  re fe ra tó w  Szkoły  L e tn ie j by ł w y k ład  d r  K ende  
o m ech an izm ie  d z ia łan ia  ro ś lin n y ch  su b s ta n c ji w zrostow ych  n a  poziom ie k o m ó r­
k o w y m  i m o lek u la rn y m . Z dan iem  p re leg en ta  aby  zbliżyć się do p o zn an ia  m e c h a ­
n izm u  d z ia łan ia  reg u la to ró w  w zro stu  ro ś lin  na leży  p rzed e  w szy stk im  zb ad ać  n a j ­
w cześn ie jszą  re a k c ję  ro ś lin y  na  p o dany  czynn ik . K ende  p o s tu lu je  u d z ia ł sp ecy ficz­
nych , b ia łk o w y ch  ak cep to ró w  czynn ików  w zro sto w y ch  w  re g u la c ji p rocesów  fiz jo ­
log icznych  i sto i na  s tan o w isk u , że p race  p ro w ad zo n e  p rzy  użyciu  in h ib ito ró w  b io ­
sy n tezy  k w asó w  n u k le in o w y ch  czy b ia łek  n ie m ogą w  p e łn i u zasad n ić  p o s tu lo w a ­
nego  sch em atu  d z ia łan ia  ho rm onów  n a  poziom ie genu. W  'rozm ow ach  k u lu a ro w y ch  
k to ś  zauw ażył, że po ra z  p ie rw szy  w  sp o tk an iu  pośw ięconym  m echan izm ow i d z ia ­
łan ia  su b s ta n c ji w zrostow ych  n ie pad ło  słow o re p re so r  lu b  k o -rep re so r. N ie znaczy 
to , że K ende  w y k lu czy ł tę  m ożliw ość d z ia łan ia  su b s ta n c ji w zrostow ych , położył 
je d n a k  duży  n ac isk  n a  recep to r ty p u  b iałkow ego.

O sobną te m a ty k ą  Szkoły by ły  now oczesne m eto d y  u s ta la n ia  s t ru k tu r y  su b ­
s ta n c ji w zrostow ych . Z eb ran i z zac iek aw ien iem  i n a w e t p ew n ą  dozą zazdrości 
w y s łu ch a li p ro f. M acM illana  z W ielk iej B ry tan ii, k tó ry  opow iadał o now oczesnym  
w y p o sażen iu  jego  p racow n i. In te re su ją c ą  b y ła  d y sk u s ja  m iędzy  p ro f. K uczerow em  
(ZSRR), M acM illanem  i S ch re ib e rem  n a  te m a t m etod  u s ta la n ia  budow y  chem icz­
nej n a tu ra ln y c h  re g u la to ró w  w zro stu  roślin .

D uża ilość w y k ład ó w  i d ług ie  d y sk u s je  w y p e łn ia ły  ca łkow ic ie  cz te ry  d n i ob rad  
Szkoły  L e tn ie j. W  n ie licznych  w olnych  chw ilach  m ieliśm y  okaz ję  zw iedzen ia  no ­
w oczesnych  b u d y n k ó w  In s ty tu tu  B iochem ii R oślin  w  H alle . W  części to w arzy sk o -
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ro z ry w k o w ej Szkoły  by liśm y  u czes tn ik am i dw óch recep c ji. P ie rw sza  w y d an a  by ła  
p rzez In s ty tu t  B iochem ii R oślin  w  H a lle  a d ru g a , n a  zakończenie , p rzez  P rezesa  
N iem ieck iego  T o w arzy stw a  B iochem icznego  p ro f. S ch re ib e ra . N a szczególne p o d ­
k re ś le n ie  za s łu g u je  n iezw yk le  sp ra w n a  o rg an izac ja  Szkoły, dz ięk i czem u u czes tn i­
cy w  p e łn i w y k o rz y s ta li in ten sy w n y  je j p ro g ram .

W ysoki poziom  w y k ład ó w , a  szczególnie sp ro w o k o w an e  p rzez  n ie  d y sk u s je , 
um ożliw iły  d y sk u ta n to m  w y m ian ę  p o g lądów  i dośw iadczeń , a słuchaczom  zap o zn a­
n ie  się z k ie ru n k a m i b a d a ń  czołow ych p raco w n i św ia to w y ch  w  dziedz in ie  ro ś lin ­
nych  su b s ta n c ji w zrostow ych .

A. R y c h te r
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