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BARBARA RZESZOTARSKA * STANISLAW WIEJAK **

Struktura i funkcja zasadowego inhibitora trypsyny

Structure and Function of Basic Trypsin Inhibitor

W ostatnich latach obserwuje sie duzy wzrost zainteresowania natu-
ralnymi inhibitorami proteaz. Poswiecono im dwie miedzynarodowe kon-
ferencje, jedng w roku 1970 (1), a drugg w roku 1973 (2). W latach 1971 (3)
i 1974 (4) ukazaty sie obszerne artykuty przegladowe na ten temat. Wsrod
inhibitoréw proteaz najwieksze zainteresowanie ze wzgledu na wiasnosci
i co sie z tym wigze, ze wzgledu na zastosowanie w medycynie (5—12),
budzi zasadowy inhibitor trypsyny, zwany dalej w artykule inhibitorem
trypsyny lub krocej inhibitorem, ** Jest to peptyd ztozony z piecdziesieciu
o$miu reszt aminokwasowych o znanej sekwencji (13, 14) *** Przeprowa-
dzono dwie syntezy inhibitora i produkty syntetyczne wykazywaty reak-
tywno$¢ charakterystyczng dla naturalnego zwigzku (15, 16).

Nadal, podobnie jak w przypadku wielu innych inhibitorow (4, 17), nie
znamy roli fizjologicznej inhibitora trypsyny. Wystepowanie inhibitora
trypsyny wykazano, jak do tej pory, tylko w narzgdach pewnych zwie-
rzagt przezuwajgcych, a mianowicie wotu i owcy (3), przy czym nie stwier-
dzono jego obecnosci w ptodach (4). Nasuwa to przypuszczenie, ze rola
fizjologiczna inhibitora trypsyny wigze sie ze specjalnym metabolizmem
przezuwaczy, przebiegajgcym z udziatem mikroorganizmow przewodu po-
karmowego (4). W badaniach in vitro stwierdzono' natomiast, ze inhibitor

* Doc. dr hab., ** dr, Instytut Chemii, Wyzsza Szkota Pedagogiczna ul. Oleska
48, 45-052 Opole.

Wykaz stosowanych skrétow: BPTI| — zasadowy inhibitor trypsyny, E — trypsyna.

*** W literaturze naukowej spotyka sie wiele nazw inhibitora trypsyny: inhibitor
trypsyny, inhibitor Kunitza, czynnik Kunitza-Northropa, inaktywator trypsyny,
inaktywator trypsyny-kalikreiny, inaktywator kalikreiny, trypsynowy inhibitor
z trzustki, inhibitor kalikreiny z narzagdéw wotu, wotowy inhibitor trypsyny-kalikrei-
ny Kunitza, zasadowy inhibitor trypsyny z trzustki (BPTI), poliwalentny inhibitor
z narzagdéw wotu. Tak wielka liczba nazw wynika z historii izolowania zaréwno te-
go, jak i innych inhibitoréw (3), stwierdzania reaktywnos$ci wzgledem réznych proteaz
oraz niejednolitych pogladéw na temat mechanizmu efektu terapeutycznego inhibi-
tora trypsyny. W dalszym ciggu artykutu bedziemy postugiwali sie w tek$cie nazwa
pierwsza, a na rycinach skrétem nazwy inhibitora: BPTI.

** Sekwencje te czytelnik artykutu odnajdzie na rycinie 2
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trypsyny jest inhibitorem poliwalentnym”tzn. posiadajgcym zdolno$¢ ha-
mowania wielu proteaz. Hamuje”aHywnos$¢ trypsyny, chymotrypsyny,
aktywnos$¢ trzech uktaddéw enzymatycznych krwi: kininowego, fibrynoli-
tycznego i uktadu krzepniecia — a oprdécz tego hamuje niektére enzymy
lizozomalne i inne proteazy aktywowane przy rozpadzie tkanek (6, 10).
Z punktu widzenia medycznego duze znaczenie ma fakt, ze inhibitor tryp-
syny hamuje niektore ludzkie enzymy proteolityczne i nie wywotuje przy
tym reakcji alergicznych i zapalnych, co miato miejsce w prdbach za-
stosowania innych inhibitorow (8, 9). W medycynie inhibitor znalazt za-
stosowanie w leczeniu standw chorobowych, charakteryzujgcych sie wzmo-
zong aktywnoscig proteaz, szczegllnie w przypadkach zapalenia i martwicy
trzustki, zapalenia otrzewnej, krwawien $rédczaszkowych, réznego rodzaju
wstrzagsdw jak endotoksycznych, urazowych i homolitycznych oraz w chi-
rurgii i potoznictwie (5, 6, 10). Inhibitor trypsyny w Polsce produkuje sie
zjjtuc bydlecych w Jeleniogdrskich Zaktadach Farmaceutycznych ,Polfa”
pod nazwg ,, Traskolan”.

Wystepowanie, izolowanie, struktura pierwszorzedowa oraz niektére
wiasciwosci inhibitora trypsyny byty juz przedmiotem artykutu w Poste-
pach Biochemii (18). Celem artykutu niniejszego jest przedstawienie struk-
tury drugo- i trzeciorzedowej inhibitora oraz mechanizmu molekularnego
jego interakcji z proteazami.

I. Struktura drugo- i trzeciorzedowa inhibitora trypsyny

Strukture drugo- i trzeciorzedowg inhibitora trypsyny (Ryc. 1i 2) po-
dali w latach 1970—1971 Hub er i wsp. (19—21), ktérzy opisali ja na
podstawie badan rentgenograficznych. Strukture te potwierdzono w dal-
szych badaniach rentgenograficznych (22) oraz na drodze pomiaru widm
Ramana wodnych roztworéw inhibitora (23). Dtugo$¢ czasteczki inhibitora
trypsyny wynosi 29A, a $rednica w najszerszym miejscu 19A. Cechg cha-
rakterystyczng struktury inhibitora trypsyny jest duzy stopien uporzad-
kowania wynikajacy ze znacznej zawartosci odcinkéw tancucha pepty-
dowego o catkowicie regularnych strukturach drugorzedowych lub bardzo
do nich zblizonych. Udziat struktury @w czasteczce inhibitora szacuje sie
na okoto 50%, a a-heliksu na okoto 20% (Ryc. 1).

Gtéwnym elementem czasteczki inhibitora trypsyny jest srodkowy seg-
ment miedzy Cysl4 a Cys38 (Ryc. 1, A) biegngcy wzdtuz czasteczki (Ryc. 2)
dwoma antyréwnolegtymi odcinkami, potgczonymi wigzaniami wodoro-
wymi. Segment ten w potowie dtugosci skrecony jest o kat 180°, a w miej-
scu zwanym szczytem czasteczki tgczy sie wigzaniem dwusiarczkowym
Cysl4—Cys38. W dwoch miejscach segment rozszerza sie w krotkie struk-
tury trojodcinkowe przytaczajac N- i C-koncowe fragmenty czasteczki.
Przytgczenie nastepuje przez wigzanie wodorowe pomiedzy Gly36 i Thrll
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Ryc. 1. Diagram struktury drugorzedowej BPTI (20,22)
———————— wigzania kowalentne
———————— wigzania wodorowe pomiedzy atomami gidwnego tancucha peptydowego
-------pozostate wigzania wodorowe wymienione w tabeli 1
A — sSrodkowy segment BPTI o budowie podobnej do struktury-fi, B — C-koncowy odcinek
BPTI o budowie a-heliksu, C — odcinki BPTI o budowie poliproliny Il, D — N-koficowy od-
cinek BPTI o budowie podobnej do a-heliksu

(uktad tancuchéw rownolegly) i dwa wigzania wodorowe pomiedzy Tyr21
i Phe45 (uktad tancuchow antyréwnolegty).

Fragment N-koncowy czasteczki od Asp3 do Leu6 (Ryc. 1, D) ma struk-
ture podobng do a-heliksu, ale bez wewnetrznych wigzah wodorowych i za-
burzong z powodu wigzania wodorowego pomiedzy sasiednig resztg Glu7
a Asp43. Fragment ten kontaktuje sie ze sSrodkowym segmentem czgsteczki
oddziatywaniami hydrofobowymi tancuchéw bocznych. Fragment C-koh-
cowy czasteczki od Serd7 do Ala58 (Ryc. 1, D) ma strukture regularnego
a-heliksu, mieszczgcego trzy zwoje. Wiaze si¢ on ze srodkowym segmen-
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tem czasteczki wigzaniem dwusiarczkowym Cys30—Cys51 i kontaktuje
sie z nim oddziatywaniami hydrofobowymi tancuchow bocznych. Fragment
N-koncowy czasteczki wigze sie z fragmentem C-koncowym wigzaniem
dwusiarczkowym Cys5—Cys55 oraz wigzaniem wodorowym miedzy Cys55
i Argl. Fragmenty czasteczki od Glu7 do TyrlO i od Arg39 do Lys4l maja
konformacje poliproliny Il (Ryc. 1, C). Na powierzchni czasteczki jest
szczelina utworzona miedzy C-koAcowym odcinkiem a-heliksu i fragmen-
tem tafcucha polipeptydowego od Lys4l do Lys46 (Ryc. 2). Na skraju szcze-
liny lezg tancuchy boczne TyrlO i Tyr21, a jej wnetrze wypetniajg wigzanie

Ryc. 2. Rzut tréjwymiarowego modelu czgsteczki BPTI ukazujgcy potozenie atomow
wegli o w tafcuchu peptydowym (19, 20).
Cze$¢ czasteczki nad linig przerywana stanowi obszar przypuszczalnie istotny dla funkcji
inhibitora (24)
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dwusiarczkowe Cys5—Cys55 i duze tancuchy boczne czterech reszt Phe4,
Phe22, Phe33 i Phe45 oraz reszty Tyr23 i reszty Asn43. Te dwie ostatnie
tacza sie miedzy sobg dwoma wigzaniami wodorowymi. Szczyt czasteczki
tworzag dwie antyréwnolegle biegnace petle od Pro9 do Tyr21 i od Thr32
do Asn43, polgczone wigzaniem dwusiarczkowym Cysl4—Cys38 i wigza-
niem wodorowym miedzy Alal6 i Gly36. Jego wnetrze wypetnia taincuch
Tyr35 o niezwykle matej swobodzie obrotu (25), potaczony wigzaniem wo-
dorowym z Cys38 (Ryc. 1, A, Tabela 1).

W niewielkiej czasteczce, jaka jest inhibitor trypsyny stwierdzono
ogbétem 29 wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych, w tym 19 wigzan
pomiedzy atomami gtéwnego taricucha polipeptydowego, 7 pomiedzy gtow-
nym tafdcuchem i fancuchami bocznymi reszt aminokwasowych oraz 3 —
miedzy tymi ostatnimi. Wszystkie te wigzania przedstawiono na rycinie 1,
a dodatkowe informacje o niektérych z nich w tabeli 1

Tabela 1
Uzupetniajagce informacje o wigzaniach wodorowych w czasteczce BPTI, nie umieszczone na ry-
cinie 1 (22). -
Atomy gtédwnego Atomy fancuchow
faricucha peptydowego reszt aminokwasowych

Glu 7 cC=01

............................ NH, Asn43
Tyr23 c =01

Tyr23  NH Asn43
Val34 C = 0 v Thrll
Cys38 NH Tyr35
Asp50 NH Serd7
Cys55 c-o0 Arg 1
Atomy tafncuchéw Atomy tafncuchéw

reszt aminokwasowych reszt aminokwasowych
Arg20 NH2 e 0 —C Asnd4
Asn24 o=c—nh2 o =c—nh2 GIn31
Asp50 C = O vveveveeeiee nh?2 Arg53

Catg czasteczke inhibitora, a szczegOlnie jej szczyt, cechuje zwartos$c
i sztywnos$¢é. Cechy te wynikajg z obecnosci w czasteczce oméwionych po-
wyzej elementdw struktury i ich powigzan, a wiec: z duzego udziatu struk-
tury uporzadkowanej, wystepowania trzech wigzan dwusiarczkowych
i licznych wiazan wodorowych oraz usytuowania duzych taficuchéw bocz-
nych Kkilku reszt aminokwasowych we wnetrzu czasteczki i oddziatywan
hydrofobowych miedzy nimi. Znajdujgce sie na szczycie czasteczki cztery
wigzania peptydowe Cysl4—LysI5—Alal6—Arg17—Ilel8 sg mocno na-
prezone, gdyz osie orbitali wigzan o wegiel—tlen sg odchylone od ptasz-
czyzny, w ktérej normalnie lezg atomy tworzgce wigzanie peptydowe. Od-
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chylenie wynosi odpowiednio: —11°, +20°, —12° i —12°. Wigzania pepty-
dowe tego fragmentu czasteczki, a zwtaszcza wigzanie Lysl5—Ala 16, majg
wiec budowe posrednig pomiedzy stanem plaskim a tetraedrycznym, co
znajduje odbicie w reaktywnosci inhibitora.

Il. Modyfikacje chemiczne i enzymatyczne inhibitora trypsyny

Modyfikacje chemiczne i enzymatyczne inhibitora trypsyny pozwalajg
na badanie zalezno$ci miedzy jego strukturg a funkcjg. Duza opornos¢
inhibitora na czynniki denaturujgce (3, 21) umozliwia przeprowadzenie
wielu modyfikacji chemicznych, co nie jest bez znaczenia wobec cpornosci
inhibitora na trawienie proteazami (26, 27) utrudniajgcej przeprowadzenie
modyfikacji w drodze hydrolizy enzymatycznej. Dlatego w wiekszosci
przypadkow modyfikacje struktury w drodze enzymatycznej hydrolizy
przeprowadza sie na uprzednio chemicznie zmodyfikowanej czasteczce.

Inhibitor trypsyny jest inhibitorem poliwalentnym. W pierwszym rze-
dzie nasuwa sie wiec pytanie: czy w czasteczce wystepuje tylko jedno
centrum reaktywne * identyczne wobec wszystkich hamowanych przez
inhibitor enzymow, czy tez jest wiele centrow reaktywnych, kazde charak-
terystyczne dla innego enzymu? W drugim przypadku mozna rozwazaé
dwie sytuacje, czy centra reaktywne sg w czasteczce odizolowane od sie-
bie, tzn. w ogoéle sie nie pokrywaja, czy centra te czeSciowo zachodzg na
siebie (3, 12)? Odpowiedzi na te pytania poszukuje sie przez badanie reakcji
inhibitora na razie tylko z trypsyng i chymotrypsyng, poniewaz mecha-
nizm ich dziatania jest stosunkowo dobrze poznany, a dotad brak infor-
macji o fizjologicznych partnerach inhibitora trypsyny. Stwierdzenie, ze
kompleks inhibitora z trypsyna nie hamuje chymotrypsyny, a kompleks
inhibitora z chymotrypsyng nie hamuje trypsyny (28, 29) wyklucza wy-
stepowanie w czasteczce dwdch nie pokrywajgcych sie centrow. Rozroz-
nienie miedzy dwoma pozostatymi mozliwosciami, na podstawie posiada-
nych danych, nie jest tak jednoznaczne.

Dziatanie na inhibitor trypsyny N-karboksybezwodnikiem a, L-alaniny
daje zmodyfikowany inhibitor zawierajagcy pie¢ tancuchéw polialanylo-
wych na nastepujacych grupach aminowych: Argl, Lysl5, Lys21, Lys4l
i Lys46 — i nie hamujacy trypsyny. Dziatanie tym samym odczynnikiem
na kompleks inhibitora z trypsyng daje podobnie zmodyfikowany inhibi-
tor, zawierajacy cztery tancuchy polialanylowe, wolng grupe aminowa
Lysl5, i hamujacy trypsyne (30). Analogicznie wyglada sytuacja w przy-
padku maleinoilowania i sukcynylowania inhibitora (11, 31, 32). Wigzanie

*) Centrum reaktywnym inhibitora nazywa sie tg cze$¢ czasteczki, ktéra wchodzi
w bezposdredni kontakt molekularny z centrum aktywnym enzymu przy tworzeniu
trwatego kompleksu enzym—inhibitor (3).
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dwusiarczkowe Cysl4—Cys38 mozna tatwo zredukowaé w czgsteczce sa-
mego inhibitora (33—35), w kompleksie za$ inhibitora zaréwno z trypsyna,
jak i z chymotrypsyng jest ono maskowane przez enzym przed redukcja
(35—38). Karboksymetylowanie grup tiolowych Cysl4 i Cys38, powsta-
tych w wyniku redukcji inhibitora, pozbawia inhibitor reaktywnosci wo-
bec obydwu enzymdéw (33). Na zdolno$¢ hamowania trypsyny lub chymo-
trypsyny nie ma wptywu zadna z ponizszych modyfikacji chemicznych
inhibitora: usuniecie N-koncowego trojpeptydu (39), dobudowanie do
C-koncowej alaniny amidu glicyny (40), utlenienie reszty Met52 (41) i ni-
trowanie reszty TyrlO i Tyr21 (42). Trawienie inhibitora trypsyny termo-
lizyng prowadzi przede wszystkim do oddzielenia dwoch fragmentéw
czteropeptydowych lle 19—Arg20—Tyr21—Phe22 i Ala4d0—Lys41—Arg42
—Asn43. Tak zmodyfikowany inhibitor zachowuje zdolno$¢ hamowania
trypsyny i chymotrypsyny. Dalsze trawienie termolizyng prowadzi do po-
wstania szeregu peptydow. Jeden z nich skitadajacy sie z osiemnastu reszt
aminckwasowych (Ryc. 3) posiada najprawdopodobniej niewielkg reak-
tywnos$¢ (26).

17 16 15 14 13 2
Arg— Ala— Lys— Cys— Rro—Gly
|

)

S

|
Phe— Val— Tyr— Gly--Gly— Cys—Arg— Ala— Lys— Arg— Asn—Asn
33 34 35 36 37 38 39 40 4 2 43 44

Ryc. 3. Osiemnastopeptyd powstaty z BPTI po trawieniu termolizyng (26).
Sti'zalka w wigzaniu peptydowym wskazuje grupa a-aminowg aminokwasu

Opisane fakty pozwalajg na wyciggniecie nastepujacych wnioskéw.
Centrum reaktywne inhibitora tak wobec trypsyny, jak i wobec chymo-
trypsyny stanowi Lysl5 i potozone w jej sasiedztwie przestrzennym reszty
aminokwasowe. W kompleksie enzym—inhibitor taficuch boczny LyslI5
znajduje sie prawdopodobnie w kieszeni enzymu specyficznie wiazacej
substrat.

W Swietle powyzszego rola Lysl5 stata sie przedmiotem szczegdtowych
dociekan. Wedlug najnowszych badan, wykonanych w poréwnywalnych
warunkach, stata dysocjacji kompleksu inhibitora z trypsyna wynosi
6,0X10~4M, a stata dysocjacji kompleksu z chymotrypsyng — 9,0X10~!'M
i jest identyczna ze statg dysocjacji kompleksu inhibitora z pseudotrypsy-
ng (36—38), tj. trypsyna z rozszczepionym, miedzy innymi, wigzaniem
LysI88—Aspl89 *K Przyjmuje sie wobec tego, ze podczas oddziatywania
trypsynag—inhibitor tworzy sie miedzy Lysl5 inhibitora a Aspl89 trypsy-

*) Numeracja reszt aminokwasowych w trypsynie wedtug propozycji Hart-
leya i Kauffmana (43).
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ny mostek solny, ktérego nie ma w dwéch ostatnich oddziatywaniach. Da-
lej, na podstawie tych danych catg r6znice miedzy statymi dysocjacji
kompleksow mozna przypisa¢ udziatlowi tego mostka w energii tworzenia
kompleksu inhibitora z trypsyng i, jak wida¢, udziat ten jest duzy. Wniosek
powyzszy zdaje sie uzyskiwaé potwierdzenie w wielkosci statej dysocjacji
kompleksu trypsyny z butyloaming (44—46), ktéra mozna traktowaé jako
dobry model tafcucha bocznego lizyny. Ostatnia stata jest réwna rdznicy
pomiedzy statg dysocjacji kompleksu inhibitora z chymotrypsyng a stalg
dysocjacji kompleksu inhibitora z trypsyng. Jezeli te wnioski sg stuszne,
to rodzi sie sugestia, ze inhibitor ma jedno i to samo centrum reaktywne
identyczne wobec trypsyny i chymotrypsyny (27).

Stata dysocjacji kompleksu trypsyny z pochodng inhibitora zawierajg-
cg w miejsce Lysl5 homoargining wynosi 5,0X10-11 M, tzn. zwieksza sie
okoto 800 razy w stosunku do statej dysocjacji kompleksu trypsyna-"“na-
tywny inhibitor; modyfikacja za$ ta nie ma wplywu na stalg dysocjacji
kompleksu z chymotrypsyng (38, 47). Ostatnio stwierdzono w sposéb jed-
noznaczny (11), w odréznieniu od poprzednich badan (48), ze selektywne
usuniecie grupy a-aminowej tylko z Lysl5 (bez naruszenia takich grup na
pozostatych resztach lizylowych inhibitora) i zastagpienie jej grupa hydro-
ksylowag zachowuje reaktywno$¢ antytrypsynowa i antychymotrypsyno-
wa. Na stalg dysocjacji kompleksu z trypsyna nie ma wptywu wprowadze-
nie czterech reszt maleinoilowych na grupy aminowe Argl, Lys21, Lys4l
i Lys46 inhibitora. Wprowadzenie natomiast jeszcze reszty karbonylowej
na grupe aminowg Lysl5 powoduje zwiekszenie statej dysocjacji komplek-
su trypsyng—modyfikowany inhibitor 6,0 X104razy w poréwnaniu ze stalg
kompleksu trypsyna-natywny inhibitor, a tylko 10-krotne zwiekszenie
statej dysocjacji kompleksu chymotrypsyng—modyfikowany inhibitor
w porownaniu ze stalg kompleksu chymotrypsyng—natywny inhibitor (27).
Podobnie wprowadzenie pieciu grup acetylowych na grupy aminowe Argl,
Lysl5, Lys21, Lys41l i Lys46 inhibitora wywiera bardzo duzy wplyw na
statg dysocjacji kompleksu trypsyng—modyfikowany inhibitor, tak ze
zwieksza sie ona 1,2X105razy w pordwnaniu ze statg dysocjacji kompleksu
trypsyna-natywny inhibitor *K Natomiast stata dysocjacji kompleksu chy-
motrypsyna—modyfikowany inhibitor pozostaje prawie bez zmian w sto-
sunku do kompleksu chymotrypsyng—natywny inhibitor (27). Jak z po-
wyzszego widaé niewielkie modyfikacje dtugosci tancucha bocznego LyslI5
wplywajg niewiele lub nie wplywajg wcale na state dysocjacji komplek-
séw modyfikowany inhibitor—chymotrypsyna, ale wywierajg duzy wptyw
na state dysocjacji komplekséw inhibitor—trypsyna w poréwnaniu ze sta-
tymi dysocjacji komplekséw natywny inhibitor—odpowiedni enzym.

*) Wedtug Tscheschego (11) pochodna czterosukcynylo-(Argl, Lys21, Lys41,
Lys46)-acetylowa-(Lysl5) inhibitora nie hamuje ani trypsyny, ani chymotrypsyny.
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Swiadczytoby to o lepszym dopasowaniu strukturalnym inhibitora do tryp-
syny niz do chymotrypsyny.

W poblizu Lysl5 znajduje sie w czasteczce inhibitora wigzanie dwu-
siarczkowe Cysl4—Cys38. Redukcja tego wigzania powoduje wzrost sta-
tej dysocjacji kompleksu trypsyna—zredukowany inhibitor do poziomu
statej dysocjacji kompleksu chymotrypsyna—natywny inhibitor, stata dy-
socjacji za$ kompleksu chymotrypsyna—zredukowany inhibitor wzrasta
tylko dwa razy w porownaniu ze statg dysocjacji kompleksu chymotryp-
syna—natywny inhibitor (36). Wplyw wigzania dwusiarczkowego Cysl4—
Cys38 na wielkos¢ statej dysocjacji kompleksu inhibitora z trypsyng jest
wiec bardzo duzy, réwny wpltywowi mostka solnego miedzy LyslI5 inhibi-
tora a Aspl89 trypsyny, wptyw za$ jego na wielko$¢ statej dysocjacji kom-
pleksu inhibitora z chymotrypsyng niewielki. Te wyniki okre$lane sg
w obecnym stanie wiedzy jako ,fascynujace i zagadkowe” (38, 49). Mody-
fikacje chemiczne polegajgce na alkilowaniu grup tiolowych Cysl4 i Cys38,
powstatych w wyniku redukcji wigzania dwusiarczkowego, w dalszym cia-
gu sprawy nie wyjasniajag. Mianowicie, wprowadzenie dwéch grup (3-ami-
noetylowych powoduje zwiekszenie statej dysocjacji kompleksu trypsy-
na—zmodyfikowany inhibitor tylko 5-krotnie, a wprowadzenie dwu grup
metylokarbamidowych 10-krotnie w poréwnaniu ze statg dysocjacji kom-
pleksu trypsyna—inhibitor ze zredukowanym wigzaniem dwusiarczkowym
Cysl4—Cys38 (36, 38). Pochodna dwumetylokarbamidowa inhibitora za$
w og6le nie hamuje chymotrypsyny (50, 51). Zjawiska te interpretuje sie
jako przemawiajgce za pogladem, ze centrum reaktywne inhibitora wobec
trypsyny nie jest identyczne z centrum wobec chymotrypsyny (3, 27).

W chemicznie zmodyfikowanym inhibitorze trypsyny ze zredukowa-
nym wigzaniem dwusiarczckowym Cysl4—Cys38 zaréwno trypsyna, jak
i réznigca sie od niej specyficzno$cig dziatania chymotrypsyna powo-
dujg hydrolize przede wszystkim wigzania LysI5—Alal6, a nastepnie wig-
zania Arg39—Ala40. Jako trzecie w kolejnosci wigzanie peptydowe tryp-
syna hydrolizuje wiazanie Argl7—Ilel8 (11, 27, 50—54). Inhibitor o dwéch
rozszczepionych wigzaniach dwusiarczkowym Cysl4—Cys38 i peptydowym
Lysl5—Alal6 jest niereaktywny (11, 54). Utlenienie grup tiolowych na
powrdt do wigzania dwusiarczkowego daje inhibitor znowu reaktywny
(11, 54). Do dziatania inhibitora konieczne jest wiec minimum jedno z wig-
zan: Lysl5—Ala16 lub Cysl4—Cys38. Zaréwno trypsyna, jak i chymo-
trypsyna a takze plazmina powodujg w inhibitorze o zhydrolizowanym
wigzaniu Lysl5—Alal6 resynteze tego wigzania (11, 55). Usuniecie z inhi-
bitora o zhydrolizowanym wigzaniu Lysl5—Alal6 albo reszty Lysl5 (56)
albo dwupeptydu Alal6—Argl7 (57) pozbawia inhibitor reaktywnosci
wobec trypsyny (badan wobec innych enzymdw nie przeprowadzono).
Whbudowanie za$ na miejsce Lysl5 reszty Arg prowadzi do inhibitora reak-
tywnego tak wobec chymotrypsyny i trypsyny, jak i wobec plazminy,
a wbudowanie Trp lub Phe daje inhibitor o niewielkiej reaktywnosci wo-
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bec trypsyny i duzej wobec chymotrypsyny (56). Przytoczone powyzej
dane: hydroliza tego samego wigzania peptydowego przez enzymy o réznej
specyficznosci, reaktywnos$¢ tak otrzymanego zhydrolizowanego inhibitora
wobec tych enzymow i jej brak po usunieciu reszt aminokwasowych N-
i C-koncowych powstalych w miejsce hydrolizy oraz resynteza przez te
enzymy zhydrolizowanego wigzania peptydowego — sugerujg poglad, ze
centrum reaktywne inhibitora wobec réznych enzymow jest to samo (12,
27, 55). Problem nadal jednak pozostaje otwarty.

Dla uzupetnienia zagadnienia nalezy doda¢, ze w oddziatywaniu mie-
dzy czteromaleinoilo-(Argl, Lys21, Lys26, Lys46)-antranoilo-(Lysl5)-inhi-
bitorem trypsyny i trypsyna oraz miedzy czteromaleinoilo-(Argl, Lys21,
Lys26, Lys46)-dansylo-(Lysl5)-inhibitorem a zaréwno trypsyna, jak i chy-
motrypsyng nie dochodzi do ulokowania reszty acylo-Lysl5 w kieszeni
enzymu specyficznie wigzacej substrat, a mimo to pochodne inhibitora ha-
muja enzymy (27, 58). W sytuacji wiec, gdzie nie ma mozliwosci reakcji
inhibitora z proteazg przez jego reszte Lysl5 nastepuje reakcja przy po-
mocy innego centrum: by¢ moze jest nim Arg39 (27).

Opisane fakty wskazujg na istotho$¢ w oddziatywaniu inhibitor—enzym
proteolityczny fragmentu inhibitora o sekwencji aminokwasowej —Argl7
—Alal6—LyslI5—Cysl4(Cys38—Arg39—)—. Fragment ten w strukturze
trzeciorzedowej inhibitora znajduje sie na szczycie czasteczki (Ryc. 2)
a z analizy struktury drugorzedowej inhibitora wynika waznos¢ dla sztyw-
nosci jego konformacji reszt: Ilel8 i Tyr35 oraz Thrll (Ryc. 1). W kon-
sekwencji wydaje sie, ze obszar istotny dla funkcji inhibitora znajduje sie
w czasteczce w sekwencji aminokwasowej —Thrll—Glyl2—Prol3—
Cysld—LyslI5—Alal6—Argl7—I1lel8— w jednej petli peptydowej oraz
w sekwencji —Tyr35—GIly36—Gly37—Cys38—Arg39— w drugiej petli
peptydowej szczytu czasteczki (Ryc. 2). Wydaje sie wiec, ze nie obejmuje
on wiecej niz 13 nastepujacych aminokwaséw —Ilel8—Argl7—Alal6—
—Lys15—Cys14—Prol 3—GIly 12—Thr 11— Tyr35—Gly 36—Gly 37—Cys38—
—Arg39—.

Tabela 2

Fragmenty kilku lizylowych inhibitoréw trypsynowych homologiczne z obszarem czasteczki
BPTI istotnym dla jego funkcji. Fragmenty sekwencji (12)

11 12 13 14 15 16 17 18 35 46 37 38 39
BPTI ... -Thr-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Arg-lle- ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Arg-
Inhibitor z biatka
jaja zo6twia ... -GIn-Gly-Pro-Cys-Lys-Gly-Arg-lle ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Lys-
Inhibitor z siary
bydlecej ... -Arg-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Ala-Leu- ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Glu-
Inhibitor K

z watrobotrzustki
$limaka ... -Thr-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Ser-Phe ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Arg-



[11] ZASADOWY INHIBITOR TRYPSYNY 133

W obszarze tym, naszym zdaniem, powinno znajdowac sie centrum reak-
tywne inhibitora. Poglad ten znajduje potwierdzenie w fakcie, ze obszar
istotny dla funkcji inhibitora okazuje sie homologiczny z fragmentami Kil-
ku innych lizylowych inhibitorow trypsynowych (12) (Tabela 2).

I1l. Struktura kompleksu inhibitor trypsyny—trypsyna i mechanizm
molekularny jego tworzenia

Znajomos$¢ struktury trzeciorzedowej inhibitora i struktury trzecio-
rzedowej chymotrypsyny pozwolita na konstrukcje atomowego modelu
kompleksu inhibitor trypsyny—chymotrypsyna charakteryzujgcego sie na-
stepujagcymi cechami ogélnymi: miejscem kontaktu inhibitora z proteaza
byt szczyt jego czasteczki, tancuch boczny LysI5 inhibitora usytuowano
w kieszeni enzymu specyficznie wigzacej substrat, a wigzanie peptydowe
LysI5—Alal6 inhibitora w poblizu His57 i Serl95, wchodzgcych w skiad
centrum Kkatalitycznego enzymu. Szczeg6towa analiza modelu prowadzita
do wniosku o istnieniu 400 kontaktdw van der Waalsa miedzy 18 resztami
aminokwasowymi enzymu i 19 resztami aminokwasowymi inhibitora (21,
59—62).

Badania rentgenograficzne kompleksu inhibitora trypsyny z trypsyna
(62, 63) potwierdzity ogdlne wnioski z analiz modeli atomowych oraz do-
starczyty szeregu informacji szczegétowych. Stwierdzono, przede wszyst-
kim, ze dtugo$¢ mostka solnego miedzy azotem NE£ Lysl5 inhibitora z tle-
nem 0&i i 082Aspl89 znajdujgcego sie na dnie kieszeni enzymu specyficz-
nie wigzgcej substrat wynosi 3,3A i ze azot ten wigZze sie jeszcze wigzania-
mi wodorowymi z tlenem Oy Serl90 (3,0A) i z jej tlenem karbonylowym
C=0 (2,6A). Dalej, w catym kompleksie stwierdzono w sumie 200 kontak-
tdbw van der Waalsa ill (ewentualnie nawet 13) wigzan wodorowych mie-
dzy resztami aminokwasowymi enzymu i resztami aminokwasowymi inhi-
bitora (Tabela 3). Ze strony enzymu w kontakt z inhibitorem wchodzg
przede wszystkim katalitycznie aktywne reszty aminokwasowe His57
i Serl95, a nastepnie reszty aminokwasowe Phe4l, GInl92 i Glyl93, sasia-
dujace z nimi przestrzennie oraz reszty aminokwasowe Ser214, Tyr215
i Gly216, wyscielajace kieszeh enzymu specyficznie wigzgcg substrat. Ze
strony inhibitora w kontakt z enzymem wchodzi przede wszystkim Lysl5,
a nastepnie Alal6 i Arg 17 oraz Cysl4 i Arg39.

Przy hydrolitycznym dziataniu trypsyny po utworzeniu kompleksu
enzym—substrat (Ryc. 4a) zachodzi w czasteczce enzymu przeniesienie wo-
doru z tlenu Oy Serl95 na azot Ne His57 (Ryc. 4b), zmiana orientacji tlenu
Oy Ser195 do pozycji tzw. ,zwigzanej” i utworzenie wigzania kowalentne-
go miedzy nim a weglem karbonylowym zasadowego aminokwasu wcho-
dzacego w skiad hydrolizowanego wigzania peptydowego. W ten sposob to
ostatnie wigzanie przechodzi w stan tetraedryczny. Zerwanie w przejscio-
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wym stanie tetraedrycznym wigzania wegiel—azot prowadzi do rozszcze-
pienia wigzania peptydowego z rbwnoczesnym potgczeniem nowo utworzo-
nego peptydowego N-konca wigzaniem wodorowym z azotem Ne His57
enzymu i acylowaniem tlenu Oy Serl95 enzymu nowo utworzonym C-koA-
cem peptydowym (Ryc. 4c). Hydroliza acyloenzymu koriczy proces hydro-
lizy substratu (64).
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Ryc. 4. Schemat powstawania acyloenzymu podczas hydrolizy wigzania peptydo-
wego wg. (64).

a — kompleks enzym-substrat,

b — tetraedryczny stan przejsciowy hydrolizowego wigzania peptydowego,

¢ — acyloenzym.

Strzatkami oznaczono wegle -a reszt aminokwasowych

W kompleksie inhibitor trypsyny—trypsyng stwierdzono (63), ze tlen
Oy Serl95 trypsyny zajmuje pozycje posrednig miedzy pozycja ,“wigza-
na” charakteryzujacg acyloenzym a pozycjg charakteryzujgca aktywny
wolny enzym. Jego odlegtos¢ od wegla karbonylowego LyslI5 inhibitora
wynosi 2,3A czyli jest wieksza niz diugo$¢ wigzania kowalentnego. Nie
dochodzi wiec tu do wytworzenia typowo kowalentnego wigzania acyl—
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enzym, a zachodzi jedynie silne oddziatywanie nukleofitowego tlenu Oy
Serl95 trypsyny z elektrofilowym weglem karbonylowym Lysl5 inhibi-
tora. W kompleksie inhibitor trypsyny—trypsyna nie dochodzi takze do
zerwania wigzania wodorowego pomiedzy tlenem Oy Serl95 i azotem Ne
His57 enzymu, a tylko przemieszczenie w nim wodoru w Kierunku azotu
i diugos$¢ tego wigzania wynosi 2,6A. Dalsze przeniesienie tego wodoru
na azot reszty Alal6 inhibitora i utworzenie acyloenzymu jest niemozliwe,
poniewaz bliskie sasiedztwo reszt aminokwasowych —Tyr35—Gly36—
Gly37—Cys38(Cysl4—)— inhibitora, a ws$réd nich zwiaszcza (3-wegla
Cysl4 (4,5A) unieruchamia pierscien imidazolowy His57 trypsyny. Na
skutek tego odlegto$¢ azotu Ne His57 enzymu do azotu reszty Alal6 inhi-
bitora wynosi 4,1A i nie moze sie zmniejszy¢ do minimum niezbednego do
przejscia wodoru. Tak wiec kompleks inhibitor trypsyny—trypsyna nie
ma budowy acyloenzymu z rozszczepionym wigzaniem LysI5—Alal6, ale
budowe tetraedrycznego stanu przejSciowego, chociaz bez wigzania ko-
walentnego miedzy tlenem Oy Serl95 enzymu a weglem karbonylowym
Lysl5 inhibitora, gdyz atomy te odlegte sg od siebie o 2,3A. Charaktery-
styczne dla stanu przejsciowego odlegtosci podaje rycina 5. W bliskim sa-
siedztwie wigzania peptydowego LysI5—Alal6 inhibitora znajdujg sie
jeszcze inne nie zaznaczone na rycinie 5 wigzania wodorowe miedzy tan-
cuchem gtéwnym inhibitora a tancuchem gtéwnym trypsyny (Tabela 3).
Sg to przede wszystkim: dwa wigzania krdotkiego fragmentu @—antyrow-
nolegtej struktury inhibitor trypsyny—trypsyna, miedzy tlenem karbony-
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Ryc. 5. Niektére odlegtosci miedzyatomowe w kompleksie BPTI—trypsyna w stanie
krystalicznym (63).
Strzatkami oznaczono wegle a reszt aminokwasowych
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lowym Prol3 inhibitora a azotem Gly 216 trypsyny i miedzy azotem Lysl5
inhibitora a tlenem karbonylowym Ser214 trypsyny (3,3A) oraz wigzania
pomiedzy azotem Argl7 inhibitora a tlenem karbonylowym Phe4l enzy-
mu (2,6A). Wszystkie wigzania wodorowe z sgsiedztwa wigzania peptydo-
wego Lysl5—Alal6 stabilizujg jego tetraedryczny stan przejsciowy i ttu-
maczg trwato$¢ kompleksu inhibitora trypsyny z trypsyna.

IV. Uwagi koncowe

Poprzedzajagca badania rentgenograficzne analiza modeli atomowych
kompleksu inhibitor trypsyny—chymotrypsyng sugerowata, ze inhibitor
oddziatuje molekularnie z trypsyng przez 19 swoich reszt aminokwaso-
wych (62). W badaniu rentgenograficznym kompleksu inhibitor trypsy-
ny—trypsyng ustalono, ze oddziatywanie to zamyka sie w obszarze 14 ami-
nokwas6w ze szczytu czasteczki inhibitora (Tabela 3). Obraz kompleksu
uzyskany z badan rentgenograficznych rozni sie od obrazu pierwotnego
z analiz modeli atomowych nie tylko mniejszg liczbg reszt aminokwaso-
wych inhibitora oddziatujgcych z trypsyng, ale i znacznie zmniejszong licz-
ba kontaktéw van der Waalsa, jak i brakiem niektérych wigzan wodoro-
wych. Liczba oddziatywan okazata sie wiec w rzeczywistym kompleksie
w stanie krystalicznym mniejsza niz w skonstruowanym wcze$niej mo-
delu. Faktycznie oddzialywanie inhibitor trypsyny—proteaza zachodzi
w roztworze i moze by¢ przeto jeszcze mniej ztozone. Z chemicznych i enzy-
matycznych badarn zaleznoSci miedzy strukturg inhibitora trypsyny a je-
go funkcjg i z analizy jego struktury drugo- i trzeciorzedowej wynika, ze
centrum reaktywne inhibitora trypsyny powinno wystepowa¢ w obszarze
obejmujagcym nie wiecej niz 13 reszt aminokwasowych (24) (Ryc. 2). W rze-
czywistosci stwierdza sie, ze inhibowanie jest skuteczne nawet wtedy, gdy
nie wszystkie oddziatywania inhibitor—proteaza dochodzg do skutku
(27, 58). Ostatnio szacuje sie, ze promienie oddziatujgcych ze sobg w roz-
tworze obszaréw enzym—inhibitor wynoszg tylko 5A (65). Jak wielkie jest
naprawde centrum reaktywne inhibitora, lub jaka najmniejsza liczba reszt
aminokwasowych inhibitora jest niezbedna dla jego funkcji pozostaje
w chwili obecnej problemem otwartym.

Przytoczone dotychczas w artykule dane, na ktérych oparto hipotezy
na temat wielkoSci centrum reaktywnego inhibitora trypsyny, uzyskano
metodami badawczymi, ktoére operujg natywng czasteczka. Mozna préobo-
wac uzyskaé dane na ten temat przeprowadzajgc synteze chemiczng mo-
deli centrum reaktywnego. Wtasnie w ten sposéb zajeliSmy sie problemem
w naszej pracowni. Jedng z drég moze byé synteza peptyddéw, stanowig-
cych fragmenty istotnego dla funkcjonowania inhibitora obszaru czgstecz-
ki, o podobnej do niego strukturze przestrzennej. Wymaég ten spetniajg
przede wszystkim cykliczne peptydy o liczbie reszt aminokwasowych

2 Postepy Biochemii
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wiekszej niz 6 (66). PodjeliSmy wobec tego synteze cyklicznych szeScio-
peptydéw (67—69). Idee ich konstrukcji pokazuje rycina 6. Kazdy cyklicz-
ny szesciopeptyd (I, la, Il i IlIl) zawiera Lysl5 — reaktywny aminokwas
inhibitora i sktada sie z dwéch trojpeptydédw, pochodzacych z dwéch anty-
rownolegtych petli, tworzacych szczyt czasteczki inhibitora trypsyny.
W cykloszesciopeptydzie la w celu zniesienia stanu jonu obojnaczego, nie
wystepujacego w naturalnym inhibitorze, zacetylowano grupe aminowg
Cysl4 i przeprowadzono w amid grupe karboksylowa Cys38. Zaden sposrdd
zsyntezowanych cyklopeptydéw nie wykazywat reaktywnosci inhibitoro-
wej wobec trypsyny, chymotrypsyny lub kalikreiny (66—68) testowanej
w obecnosci estru etylowego benzoilo-L-argininy lub estru etylowego ben-
zoilo-L-tyrozyny. Sposréd zsyntezowanych cykloszeSciopeptydow intere-
sujgce wydaja sie peptydy I i la, gdyz zawieraja wszystkie te reszty ami-
nokwasowe, ktdre — jak stwierdzono w badaniu kompleksu inhibitor tryp-
syny—trypsyna w stanie krystalicznym (Tabela 3) —wchodza w kontakt
molekularny z His57 i Ser 195, aktywnymi resztami aminokwasowymi tryp-

Ala— Lyg— C:/'s H i.ic- Ls's— C;."‘s Ac
o~Gly ~==Gly-=Cys-—OH = Gly-= Gly-=Cys— NH,
6 37 R e 3 B o
I Ia
Arg=e—Ala——Lys—- L&e—- Cy‘c— I‘;*o~<-
o= Tyr-e=Gly-=Gly — = Gly-= Cys—*Arg
35 16 37 3 38 3
11 III
Ryc. 6. Konstrukcja syntetycznych cyklosze$ciopeptydowych modeli I—IIl centrum

reaktywnego BPTI (24).
Strzatka w wigzaniu peptydowym wskazuje grupe a-aminowa aminokwasu
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syny. Cyklcszesciopeptyd | ma strukture —@ (70), jednakze tlen karbony-
lowy Lysl5 zwrocony jest w nim do wewnatrz pierScienia a nie na ze-
wnatrz czasteczki jak to ma miejsce w naturalnym inhibitorze. Poniewaz
cykloszesciopeptyd nie hamuje proteaz mozna wnosi¢, ze albo podczas od-
dziatywania proteaza—cykloszesciopeptyd | nie nastepuje przybranie przez
cykloszesciopeptyd ,konformacji inhibitorowej”, albo ze jest on za maly,
aby zapewni¢ niezbedng do inhibowania liczbe kontaktéw inhibitor—pro-
teaza. Bardziej prawdopodobne wydaje sie ttumaczenie drugie, gdyz pro-
teaza— jak mozna przypuszczaé — narzuca fragmentom inhibitora lub je-
go modyfikowanym formom takg ,konformacje inhibitorowg” (26, 27, 58).
Synteze modeli centrum reaktywnego inhibitora trypsyny kontynuuje sie
i zmierza ona obecnie do cyklopeptydéw wiekszych (71) od dotychczas
otrzymanych i przebadanych *\

Artykut nadszedt 31.1.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 8.12.1975.

W czasie sktadania artykutu do druku ukazata sie publikacja Webera
i Schmida (Weber U, Schmid H. (1975), Hoppe-Seylet’s Z. Physiol. Chem.,
356, 1505 - 1515.) na temat syntezy peptydowych modeli reaktywnego centrum zasa-
dowego inhibitora trypsyny i badania ich wtasnos$ci inhibitorowych oraz zawierajgca
wnioski identyczne ze sformutlowanymi w koncowej czesci niniejszej pracy.
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MALGORZATA MANTEUFFEL-CYMBOROWSKA *»

Biochemiczne aspekty biologicznych rytmdéw dobowych
Biochemical Aspects of Diurnal Biological Rhythms

Zjawisko ,,mierzenia” czasu przez organizmy zywe wykryto w poczat-
kach XVIII wieku, a wiec ma juz ono ponad dwuwiekowg historie. Dopie-
ro jednak ostatnie dwudziestolecie przyniosto niezwykly wzrost zaintere-
sowania rytmami biologicznymi (biorytmami). Skiada sie na to kilka przy-
czyn. Przede wszystkim zaczeto sobie zdawa¢ sprawe z faktu, ze rytmy
biologiczne odgrywajg zasadnicza role w adaptacji istot zywych do wa-
runkOw otoczenia, a po wtdore biorg udziat w utrzymaniu homeostazy
w organizmie. Poznanie rytmow biologicznych, oprocz znaczenia czysto
teoretycznego, ma zatem olbrzymie znaczenie praktyczne (medycyna, po-
dréze transkontynentalne czy kosmiczne). Nie powinien zatem budzi¢ zdzi-
wienia fakt, ze mozna dzi$s méwi¢ o powstaniu nowej dziedziny wiedzy zaj-
mujacej sie rytmami biologicznymi — chronobiologii. Co wiecej, chrono-
biologia stanowi juz powaznie rozbudowany dziat biologii, a w jej zakres
wchodzi kilka specjalno$ci, miedzy innymi chronofizjologia, chronofarma-
kologia, czy chronopatologia.

Badacz pragnacy zapozna¢ sie z problematyka rytmdéw biologicznych
jest obecnie w o wiele szcze$liwszej sytuacji niz przed kilkunastu laty.
W ostatnim okresie opublikowano bowiem kilka obszernych monografii
traktujgcych o rytmach biologicznych (1—6), jak réwniez wydano w for-
mie ksigzkowej szereg sprawozdan z miedzynarodowych sympozjéw i kon-
ferencji, na ktérych wielu uczonych wypowiadato sie na temat biorytmow
badanych pod réznymi aspektami (7—12). Ponadto ukazuja sie regularnie
trzy czasopisma naukowe: Chronobiology, Journal of Interdisciplinary
Cycle Research i Cycles zamieszczajace prace na temat zjawisk i procesow
rytmicznych.

Obecnie nie mozna ignorowa¢ wynikéw badahn nad rytmami biologicz-
nymi wskazujacymi na to, ze biorytmy wystepujag na wszystkich mozli-

*) Dr, Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

Stosowane skréty: LL — warunki statego $wiatta; DD — warunki statej ciemnos-
ci; LD — warunki zmiennego $wiatta i ciemnosci.
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wych poziomach organizacji zywej materii, poczawszy od komorki, a skoA-
czywszy na organizmie jako catosci. Konieczno$é uwzgledniania czynnika
czasu przy standaryzacji technik histochemicznych, tak czesto stosowa-
nych do celéow diagnostycznych, podkresla Mayersbach przytaczajgc
jako przykitad dobowe zmiany zawartosci glikogenu w watrobie szczurow,
gdzie amplituda wahan jest duza — wynosi od 0,1 do 80 mg glikoge-
nu w przeliczeniu na 100mg watroby (13). Podobnie Halberg, w swoim
wykladzie otwierajagcym konferencje na temat rytmoéw biologicznych
i funkcji uktadu endokrynalnego, ktéra odbyta sie w Missouri w 1973, pod-
kresla, ze w medycynie brak analizy wynikow pod katem rytmiki dobowej
badanego procesu jest stratg czasu i pieniedzy oraz wyrzadzi¢ moze nie-
obliczalne szkody! (14)

I. Podstawowe problemy i pojecia

I-1. Zegar biologiczny

Liczne doSwiadczenia i obserwacje ptakOw i pszcz6t, a takze wcze$niej-
sze o dwa wieki badania Linneusza dotyczace ruchéw platkow kwiatow
i wykorzystanie tego zjawiska do ,budowy” stynnego zegara kwiatowego
w Uppsali, pozwolity na stwierdzenie, ze rosliny i zwierzeta posiadajg zdol-
no$¢ mierzenia uptywajacego czasu. Jesli tak, to organizmy zywe posiadaja
rodzaj mechanizmu zegarowego, ktdry nazwano zegarem biologicznym.
Poczatkowo wyobrazano sobie, ze sygnatem uruchamiajagcym zegar biolo-
giczny jest bodziec pochodzacy ze Srodowiska, na przykiad wschdd stonca,
a wiec, ze mechanizm zegara funkcjonuje na prostej zasadzie: bodziec-
-reakcja. Owego bodzca szukano umieszczajac badane zwierze czy rosline
w statlych warunkach Swiatta, temperatury, wilgotnosci (np. w gtebokich
jaskiniach). W przypadku wielu rytmicznych proceséw bodzZca takiego nie
udato sie jednak znalezé. Kontrola zegara biologicznego przez czynniki
zewnetrzne (zegar egzogenny) nie ttumaczy tez w jaki sposéb zwierze moze
»przewidywac” pewne zjawiska, ktore bedg dopiero zachodzi¢ w $rodo-
wisku. Jak wyttlumaczy¢ np. fakt, ze Swierszcze rozpoczynaja aktywnos¢
ruchowg tuz przed zapadnieciem ciemnosci (15), lub ze raptowny wzrost
poziomu glukozy we krwi kurczat wyprzedza o kilkanascie minut ich
wzmozong aktywnos$¢ ruchowg? (16).

Obecnie przyjmuje sie powszechnie, ze zegar biologiczny organizméw
zywych dziata dzieki wewnetrznym (endogennym) procesom cyklicznym
powtarzajacym sie co dobe. Dla ich funkcjonowania nie jest potrzebny
bodziec pochodzacy ze $rodowiska zewnetrznego.

Molekularne modele endogennej kontroli rytmoéw okotodobowych zo-
stang przedstawione w rozdziale VI.
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Przeciwng koncepcje — egzogennego zegara biologicznego — lansuje
F. A. Brown, ktory przypisuje pewnym czynnikom zewnetrznym (ru-
chy gwiazd i planet, promieniowanie kosmiczne, czynniki geofizyczne) za-
sadnicza role w uruchamianiu zegara biologicznego (17).

1-2. Rytmy endogenne i egzogenne. Kryteria ich klasyfikacji

Koncepcja endogennej kontroli zegara biologicznego nie jest oczywiscie
rébwnoznaczna z negowaniem dobowych rytmdéw egzogennych. Te ostatnie
nie pozostaja pod kontrolg zegara biologicznego, a powstajg na skutek
cyklicznie powtarzajgcych sie zmian $srodowiska zewnetrznego. Koncepcja
endogennej kontroli nie oznacza rowniez, ze odrzuca si¢ wpltyw Ssrodowi-
ska zewnetrznego na endogenny zegar biologiczny. Przeciwnie, $rodo-
wisko (Swiatto, ciemnos$é, temperatura, wilgotno$¢, bodzce akustyczne, po-
zywienie) jest bardzo istotnym czynnikiem synchronizujgcym rytmy. To
wiasnie synchronizatory powoduja, ze na przyktad w danej grupie, czy
populacji wszystkie zwierzeta sg zsynchronizowane w fazie w stosunku do
czasu lokalnego, co oznacza, ze maksima i minima intensywnosci danego
procesu przypadajg o tej samej porze dnia i nocy u wszystkich osobnikow.
W literaturze $wiatowej na oznaczenie synchronizatorow uzywa sie ter-
minu Zeitgeber zaproponowanego przez Aschoffa.

Jakie kryteria przyjeto zatem dla oznaczenia endogennego charakteru
badanego rytmu dobowego? Otéz rytm mozna nazwa¢ endogennym jesli
bedzie spetniat nastepujgce warunki:

— bedzie sie utrzymywac¢ w stalych warunkach $rodowiska, po wyelimi-
nowaniu mozliwie wszystkich rytmicznie powtarzajgcych sie bodzcow;

— w statych warunkach, na skutek usuniecia synchronizatora, ujawni sie
rytm spontaniczny (free running rhythm) bedacy ,,czystym” rytmem
endogennym. Diugo$¢ okresu rytmu wynosi¢ bedzie wéwczas nie jak
poprzednio 24 godz., lecz bedzie sie waha¢ w zaleznosci od rodzaju pro-
cesu i organizmu od 20 do 28 godz.;

— na skutek skracania lub wydtuzania okresu rytmu wystapi tzw. zja-
wisko dryfowania rytmu polegajgce na tym, ze poczatek i koniec rytmu
przesuwa sie kazdej doby o pewnag, statg wartos¢ w stosunku do czasu
lokalnego (poréwnaj Ryc. 3).

1-3. Niejednoznaczno$¢ terminéw ,,okotodobowy” i ,,dobowy”

W celu unikniecia nieporozumien Komitet do Spraw Stownictwa Mieg-
dzynarodowego Towarzystwa Chronobiologicznego zalecit w 1973 stoso-
wanie terminu ,,okotodobowy” (circadian; circa — okoto, dies — dzien) je-
dynie do rytmdéw majacych endogenny charakter. O rytmach egzogennych,
lub tez w przypadkach watpliwych nalezy méwic¢ ,,rytmy dobowe” (diurnal,
24 hours rhythm).
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1-4. Niektére problemy metodyczne badan rytméw dobowych

W badaniach rytmu dobowego danego procesu istotna jest umiejetnosé
§ledzenia jego przebiegu w czasie w tym samym zwierzeciu czy roSlinie.
W przypadku takich proceséw jak na przyktad aktywno$¢ ruchowa szczu-
ra, sktadanie jaj przez owady, czy ruchy lisci roslin nie stwarza to trud-
nosci— obserwacje mozna prowadzi¢ przez dowolnie dtugi okres czasu.
Nalezy jedynie zwraca¢ uwage na to, aby warunki srodowiska zewnetrzne-
go byty Scisle kontrolowane. Tego ostatniego warunku trzeba przestrzegaé
zwiaszcza gdy chodzi o wyeliminowanie synchronizatoréw i zbadanie ryt-
mu spontanicznego ujawniajgcego sie w statych warunkach srodowiska.

Sprawa znacznie sie komplikuje, gdy zbadanie danego procesu wiagze
sie z koniecznos$cig uSmiercenia zwierzecia, jak na przyktad w przypadku
badania pewnych procesow biochemicznych. Najczesciej schemat doSwiad-
czenia wyglada wowczas nastepujaco: grupe zwierzat synchronizuje sie
przez kilka dni hodujgc w zmiennych warunkach Swiatta i ciemnosci na
przyktad 12 godz. Swiatta (L) i 12 godz. ciemnosci (D) — LD 12:12. Nastep-
nie co kilka godzin w ciggu doby zabija sie jedno lub wiecej zwierzat, izolu-
je potrzebna tkanke i przeprowadza oznaczenia.

Hodowanie zwierzat w statych warunkach $rodowiska, w nieobecnosci
synchronizatora prowadzi do ich rozsynchronizowania w stosunku do cza-

b
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Ryc. 1. Schemat przebiegu zjawiska (I) oraz wynikéw otrzymanych z do$wiadcze-
nia () przeprowadzonego na grupie zwierzat rozsynchronizowanych pod wzgledem

badanego procesu w stosunku do czasu lokalnego,
a — poszczeg6lne osobniki grupy rytmiczne; b — poszczeg6lne osobniki grupy nierytmiczne.
Intensywno$¢ procesu wyrazona w jednostkach umownych
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su lokalnego. Grupa jako cato$¢ staje sie arytmiczna nawet wowczas, gdy
poszczegblne osobniki nie utracity rytmu. To pozornie paradoksalne stwier-
dzenie wyjasnia rycina 1, z ktorej widac, ze wyniki doSwiadczen przepro-
wadzonych na zwierzetach rozsynchronizowanych w stosunku do czasu
lokalnego nie sg miarodajne. Bardzo zblizone wyniki otrzymano w przy-
padku obydwu badanych grup zwierzat, chociaz osobniki pierwszej grupy
byty rytmiczne, a drugiej nierytmiczne pod wzgledem badanego procesu.
Dopéki wiec nie potrafimy bada¢ danego procesu przez okres co najmniej
24 godz. na tym samym zwierzeciu (w przypadku badania rytmu aktyw-
nosci enzymu wyjsciem z sytuacji bytoby zastosowanie biopsji), dopoty
nie mozemy stwierdzi¢ metodami bezposrednimi, czy jego rytm ma charak-
ter endogenny. Metody pos$rednie stosowane w badaniach rytmu aktyw-
nosci enzymOw zostang omdéwione w rozdziale I1-2.

1-5. Przyktady proceséw charakteryzujacych sie rytmika dobowg

Z rytmami okotodobowymi czy dobowymi spotykamy sie przy omawia-
niu bardzo wielu (choé nie wszystkich) proceséw zachodzacych w rosli-
nach i zwierzetach — ogolniej — we wszystkich organizmach eukariotycz-
nych. Dlatego tez niemozliwe bedzie tutaj choéby wymienienie wszystkich
procesow charakteryzujgcych sie rytmem dobowym. Zainteresowani znaj-
da obszerny ich opis w opracowaniach monograficznych (4). Tutaj ogra-
niczymy sie do przedstawienia procesoOw najlepiej poznanych pod wzgle-
dem rytmiki dobowej.

Organizmy jednokomdrkowe, pomimo swej prostej budowy, wykazuja
rytm dobowy réznych procesdw. | tak na przyktad stwierdzono istnienie
dobowego rytmu fototaksji Euglena gracilis (18), koniugacji Paramecium
(19, 20), czy bioluminescencji, podziatdw komdrkowych i fotosyntezy Go-
nyaulax polyedra (21). Okazato sie takze, ze wiele gatunkéw wchodzg-
cych w skilad zooplanktonu charakteryzuje sie rytmem dobowym prze-
mieszczen pionowych (22).
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Ryc. 2. Aktywnos$¢ ruchowa $wierszcza w warunkach LD 12:12 (23).
Zakreskowany obszar oznacza okres ciemnosci.
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Wsréd rytméw dobowych organizmoéw wielokomorkowych bodajze naj-
lepiej poznano rytm aktywnosci ruchowej (Ryc. 2 i 3). PiSmiennictwo
zwigzane z tym zagadnieniem jest olbrzymie — zaréwno tyczace zwierzat
bezkregowych jak i kregowych. Na rycinie 3 przedstawiono aktywnos$¢
ruchowg chomika syryjskiego w statych i zmiennych warunkach S$wietl-
nych. W warunkach statej ciemnosci wida¢ dryfowanie rytmu, zastoso-
wanie zmiennych warunkéw $Swiatta i ciemno$ci synchronizuje rytm
aktywnosci ruchowej.
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Ryc. 3. Rytm aktywnosci i spoczynku chomika syryjskiego w warunkach DD (1—6

doba) LD (7—16 doba) i ponownie w DD (17—25 doba) (24).
Pola zaciemnione oznaczajg okresy aktywnosci; linie poziome — kolejne doby doswiadczenia

Z innych badanych od lat powtarzajgcych sie rytmicznie procesow wy-
mieni¢ mozna dobowy rytm snu i czuwania zwierzat (25), czy rytm orien-
tacji przestrzennej zwierzat (26).

Wszystkie wspomniane powyzej rytmy dotyczyly zwierzecia jako ca-
tosci. Rytmy dobowe zachodza jednak takze w obrebie pojedynczej ko-
morki. Od dawna znano fakt istnienia rytmu dobowego podziatow ko-
morkowych, przy czym stwierdzano to zjawisko zaréwno w przypadku
organizméw jednokomdrkowych (27, 28, 29) jak i w niektérych tkankach
roslinnych i zwierzecych (przeglad literatury wedtug 1i 2).

Rytmy dobowe zmian morfologicznych komdérek obejmujg zmiany
wielkosci jadra komorkowego, oraz zmiany zachodzace na terenie cyto-
plazmy (30, 31, 32). Wyrazny rytm dobowy wielko$ci jadra komo6rkowego
stwierdzono miedzy innymi w komdrkach wyizolowanych z gruczotow
$liniankowych Drosophila (33), jak réwniez w hodowanych in vitro ludz-
kich i szczurzych komérkach prawidtowych i stransformowanych (34). Te
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ostatnie badania miaty na celu stwierdzenie czy stransformowane komarki
réznig sie od prawidtowych dobowymi zmianami wielko$ci jadra.

Przyktadem dobowego rytmu proceséw metabolicznych komérek jest —
stwierdzony przy zastosowaniu metody autoradiograficznej — rytm synte-
zy RNA na terenie komaérek neurosekrecyjnych pars intercerebralis mézgu
i zwoju podprzetykowego Swierszczy (Ryc. 4) (35). Dobowy rytm syntezy
biatek na terenie wspomnianych powyzej komorek wykazano réwniez me-
todg autoradiograficzng stosujac mieszaning znakowanych aminokwaséw
(Ryc. 5) (36).

Dobowe rytmy biochemiczne od lat stanowity przedmiot zainteresowa-
nia badaczy. Zgromadzono olbrzymig ilo$¢ obserwacji, ktére nie zawsze
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Ryc. 4. Dobowe zmiany poziomu syntezy RNA w komdrkach neurosekrecyjnych pars
intercerebralis moézgu $wierszczy hodowanych w warunkach LD 12:12 (35).
Linig ciagla zaznaczono aktywno$¢ ruchowa S$wierszczy wyrazong jako liczbe ruchéw/godz;
stupki odpowiadaja intensywnosci syntezy RNA
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Ryc. 5. Dobowe zmiany poziomu syntezy biatka w komoérkach neurosekrecyjnych

pars intercerebralis mézgu Swierszczy hodowanych w warunkach LD 12:12 (36).
Zakreskowany obszar oznacza okres ciemnosci
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jeszcze mozna interpretowaé w ramach jednej, spojnej koncepcji. Dyspo-
nujemy obecnie wieloma danymi eksperymentalnymi na temat dobowych
zmian poziomu glukozy i innych cukréw, cholesterolu, wolnych kwaséw
thuszczowych czy hormondéw w surowicy krwi i w innych cieczach ciata (16,
37—42), oraz poziomu hormonow i amin biogennych w moézgu i przysadce
moézgowej kregowcdéw i w innych tkankach zwierzat bezkregowych
(43—48).

Gtéwny przedmiot niniejszego artykutu stanowig jednak rytmy dobo-
we aktywnos$ci enzymdw, oraz teorie molekularnego podioza rytmow bio-
logicznych, ktdre nalezy dzi$ przede wszystkim traktowac jako pozytecz-
ne robocze hipotezy. Ich rozwigzanie ma niezwykle donioste znaczenie dla
wspotczesnej chronobiologii. Problem ten #gczy sie bowiem Scisle z za-
gadnieniem zegara biologicznego, ktdry —— wedtug przyjetych zalozen —
dziata dzieki reakcjom biochemicznym zachodzgcym cyklicznie na terenie
komorek organizmu.

Badania nad biochemicznymi rytmami dobowymi nie sg dzi§ komplet-
ne, ani zakonczone. Przeciwnie. Przedstawienie tych zagadnien ma na
celu zasygnalizowanie jak wiele jeszcze nalezy dokona¢ w tej dziedzinie
w przysztosci.

Il. Rytmy dobowe aktywnos$ci enzyméw

Badania nad dobowymi rytmami aktywnosci enzymoéw datujg sie od
niedawna; ich wyniki sg fragmentaryczne i obejmujg stosunkowo niewiel-
ka liczebnie grupe enzymoéw. Punkt wyjscia badan tego typu stanowi
stwierdzenie wystepowania wyraznych, charakterystycznych zmian
aktywnosci enzymu w réznych porach dnia i nocy, co obserwowano w przy-
padku dekarboksylazy ornitynowej, glukokinazy, reduktazy hydroksy-
metyloglutaryloCoA (49), histydazy (50), czy fosfatazy kwasnej (51).

W przypadku jedynie niewielu enzyméw badano mechanizm dobowych
zmian ich aktywnosci. Do grupy tej mozna zaliczyé: O-metylotransferaze
hydroksyindolu izolowang z szyszynki szczuréw (52), pirolaze tryptofano-
wga (53), transminaze tyrozynowga (54), a-hydroksylaze cholesterolu (55) —
wszystkie izolowane z watroby szczuréw, czy wreszcie lucyferaze izolowa-
ng z jednokomérkowego organizmu Gonyaulax polyedra (56).

Grupe najlepiej poznang pod wzgledem rytmiki dobowej stanowig enzy-
my izolowane z watroby szczuréw i innych gryzoni, a wérdéd nich enzymy
katalizujgce przemiany aminokwaséw (Tabela 1).

W dalszym ciggu tego rozdzialu omowionych zostanie szczego6towiej kil-
ka enzymoéw, z uwypukleniem ztozonosci probleméw na jakie napotyka
badacz rytmow dobowych. Wyboru tych enzymow dokonano zatem nie
pod katem ich szczeg6lnej roli w metabolizmie komdrkowym, ale pod ka-
tem znajomos$ci mechanizmu odpowiedzialnego za powstawanie dobowego
rytmu ich aktywnosci.
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Tabela 1

Dobowe rytmy enzymo6w katalizujgcych przemiany aminokwaséw w watrobie gryzoni (zmodyfi-

Enzym

Pirolaza
tryptofanowa(57)
Pirolaza
tryptofanowa(50)
Pirolaza
tryptofanowa(58)

Pirolaza
tryptofanowa(59)

Pirolaza
tryptofanowa(60)

Transaminaza
argininowa(61)
Transaminaza
ornitynowa(62)

Dekarboksylaza
ornitynowa(63)

Dekarboksylaza
ornitynowa(64)

Aminotransferaza
alaninowa(65)
Aminotransferaza
alaninowa(65)
Hydroksylaza fe-
nyloalaninowa(66)
Transaminaza
tyrozynowa(54)

kowana, wedilug 54)

i
Maksymalna aktywno$¢
Obserwacje
pora wystepowania  amplituda

Usuniecie nadnerczy zmniejsza am-

D8 100% plitude o potowe.
DI — D6 100% Rytm jest prawdopodobnie odbiciem
syntezy enzymu de novo.
DI 8o Podawanie zwierzetom jednego po-

sitku dziennie powoduje przesunie-
cie rytmu bez zmiany rytmu poziomu
kortykosteronu w osoczu krwi.

DI o Zmiana pory positku biatkowego ma i
mniejszy wptyw niz na rytm transa- i
minazy tyrozynowej.

D4 30% Wzrost aktywnosci enzymu poprze-
dza pore pobierania przez zwierze
pokarmu.

L2 — L6 25% Rytm ulega zmianie przy zmienio-
nych warunkach $wietlnych.
okres ciemnosci Stwierdza sie rytm tylko woéwczas,
gdy zawarto$¢ biatka w diecie wiek-
sza niz 60%.

D2 8—10x Rytmu brak u zwierzat odzywiaja-
cych sie pokarmem bezbiatkowym,
oraz po usunieciu nadnerczy lub i
przysadki moézgowej.

D6 6X Szczyt aktywnosci przesunigty po
podaniu pokarmu w $rodku okresu
ciemnosci.

DI — D6 50% -
DI — D3 80% -

D4 100% Amplituda zmniejsza si¢ o potowe
po 24-godz. gtodzeniu.

D3 300% Poréwnaj rozdz. I1-1.

D1, L2—kolejne godziny okresu ciemnosci(D) lub $wiatta(L).

11-1. Dobowy rytm aktywnos$ci transaminazy tyrozynowej

Badania nad dobowym rytmem aktywnoS$ci transminazy tyrozynowej,
enzymu katalizujgcego dezaminacje tyrozyny, datujg sie od szeregu lat;
ostatnio ukazat sie tez na ten temat wyczerpujgcy artykut przeglagdowy
(54). Badana in vitro aktywno$¢ transminazy tyrozynowej z watroby szczu-
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row hodowanych w zmiennych warunkach $wiatta i ciemnosci (LD 12:12)
rézni sie znacznie w zaleznos$ci od pory doby, w ktérej pobierano watrobe
do oznaczen (Ryc. 6). Wyrazny szczyt aktywnos$ci enzymu obserwuje sie po
okoto 4 godzinach od momentu zapadniecia ciemnosci.

50
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Ryc. 6. Dobowy rytm aktywnodci transminazy tyrozynowej z watroby szczuréw (54).
Aktywno$¢ enzymu wyrazono w nM produktu/g watroby/godz.

Na istotne pytanie czy zmiany aktywnos$ci enzymu sg efektem zmian
ilosci biatka enzymatycznego daty odpowiedz badania, w ktérych oznacza-
no poziom antygenu w wyciggach watrobowych za pomocag przeciwciat
skierowanych przeciwko temu enzymowi (67). Wyniki immunomiareczko-
wania jak i pulsowego piethowania transaminazy tyrozynowej, a nastepnie
jej immunoprecypitacji wykazaty, ze dobowe zmiany aktywnos$ci enzymu
spowodowane sg zmiennym tempem jego syntezy. Badajac wptyw 5-aza-
cytydyny i cykloheksoimidu stwierdzono ponadto, ze zwiekszona synteza
biatka enzymatycznego jest wynikiem stymulacji zarbwno na poziomie
transkrypcyjnym jak i posttranskrypcyjnym (68).

Prébujgc wyjasni¢ pochodzenie i mechanizm rytmu aktywnosci trans-
aminazy tyrozynowej zwrocono uwage, ze jej aktywno$¢ wzrasta po po-
daniu zwierzeciu tyrozyny lub tryptofanu (69). Zbadano wiec w réznych
porach doby aktywno$¢ enzymu, oraz réwnolegle poziom wolnej tyrozyny
i tryptofanu w watrobie. W przypadku tryptofanu wykazano, ze jego po-
ziom wzrasta wyraznie na kilka godzin przed wzrostem aktywnos$ci trans-
aminazy tyrozynowej (70).

W watrobie, w odrdznieniu od innych narzadow, stezenie aminokwa-
séw wzrasta gwaltownie po zjedzeniu przez zwierze pokarmu biatkowe-
go. Stwierdzono, ze w watrobie szczur6w hodowanych na diecie nisko- lub
bezbiatkowej obserwuje sie obnizenie o 90°/0 dobowych zmian aktywnosci
transaminazy tyrozynowej, a czasami nawet ich catkowity zanik. Uprzed-
ni rytm aktywnos$ci enzymu pojawiat sie, gdy szczurom podawano diete
zawierajgcg biatko lub mieszanine podstawowych aminokwaséw. Opusz-
czenie tryptofanu w diecie powodowato jednak zanikanie rytmu (70).
Szczeg6lng role tryptofanu w fizjologicznej regulacji aktywnosci trans-
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aminazy tyrozynowej daje sie wytlumaczy¢ udzialem tego aminokwasu
w kontroli stopnia agregacji polisoméw watroby. Jak wykazano bowiem,
w komdrkach watroby tryptofan powoduje agregacje wolnych rybosoméw
z mMRNA tworzgc polisomy — jednostki syntezy biatka (71, 72, 73). Bada-
nia agregacji polisomow watroby szczura wykazaty wystepowanie Scisle
okre$lonego rytmu dobowego tworzenia tych struktur. Rytm ten, podob-
nie jak rytm aktywno$ci transaminazy tyrozynowej, zanikal w komor-
kach watroby zwierzat karmionych pokarmem bezbiatkowym pozbawio-
nym tryptofanu (74). Stuszna zatem wydaje sie sugestia, ze zmiany aktyw-
nosci transaminazy tyrozynowej sg odbiciem cyklicznej syntezy enzymu
nastepujacej na skutek rytmicznych zmian agregacji polisomoéw (70).

Wyniki powyzszych badan sugerujg, ze gtbwnym czynnikiem zapoczat-
kowujacym rytm aktywnos$ci transaminazy tyrozynowej jest cykliczny na-
ptyw aminokwaséw pokarmu do watroby zwierzecia. Ten egzogenny czyn-
nik zalezy z kolei zaréwno od sktadu pokarmu jak i od tendencji zwie-
rzecia do odzywiania sie w pewnych, $cisle okreslonych porach doby (be-
hawioralny czynnik endogenny).

Ciekawe w tym kontekscie sg badania transaminazy tyrozynowej w
watrobie noworodkoéw szczurzych (75). Po 48 godz. od momentu urodze-
nia obserwuje sie wyrazny rytm aktywnos$ci tego enzymu przesuniety
jednak w fazie w stosunku do rytmu obserwowanego w watrobie doro-
stych szczuréw. Jak sie wydaje, jest to wynik odzywiania sie miodych
szczurow w dzien, w przeciwienstwie do dorostych osobnikéow gtéwnie ze-
rujgcych noca.

Drugim czynnikiem, obok pokarmowego, majacym wptyw na cyklicz-
ng synteze transaminazy tyrozynowej jest czynnik hormonalny — poziom
glukokortykoidow we krwi. Udziat jego jest niewatpliwie mniejszy niz
czynnika pokarmowego, na co wskazuja wyniki badaA na zwierzetach,
ktérym usunieto nadnercza, a w watrobie ktérych w dalszym ciagu stwier-
dzano rytm dobowy aktywnosci transaminazy tyrozynowej (76). Dobrze
uchwytne, cho¢ zmniejszone o 90%, dobowe zmiany aktywnos$ci transami-
nazy tyrozynowej obserwowane w watrobie zwierzat karmionych dietg
bezbiatkowg zwigzane sg witasnie ze zmianami ilosci glukokortykoiddw
uwalnianych przez nadnercza do krwi.

Wurtman (54), rozwazajgc fizjologiczne znaczenie rytmu dobowego
transaminazy tyrozynowej wskazuje, ze jego kontrola moze by¢ dwojaka
w zalezno$ci od stanu fizjologicznego zwierzecia. Aktywnos$¢ enzymu
w watrobie szczurow nie gtodzonych i nie bedgcych pod wptywem stresu
wzrasta po spozyciu przez zwierze pokarmu biatkowego. Enzym, rozkta-
dajgc tyrozyne, zapobiega nagromadzeniu sie tego toksycznego zwigzku.
Inaczej jest w watrobie szczur6w pozbawionych pokarmu lub pozostaja-
cych w stanie stresu, gdzie po 18—24 godz. gtodzenia obserwuje sie gwat-
towny wzrost aktywno$ci transaminazy tyrozynowej. Wzrost ten nastepuje
pod wptywem Kkortykoiddw nadnerzy (ktérych poziom we krwi zwierzecia

3 Postepy Biochemii
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wzrasta wielokrotnie), a enzym Kkatalizujgc dezaminacje tyrozyny daje
zwigzek, ktory moze by¢ dalej metabolizowany z wytworzeniem energii.

11-2. Dobowy rytm aktywnosci 7 a-hydroksylazy cholesterolu

7a-hydroksylaza cholesterolu, jako enzym limitujgcy szybko$¢ prze-
miany cholesterolu w kwasy zo6tciowe, posiada kluczowe znaczenie w me-
tabolizmie cholesterolu. Enzym ten wykazuje bardzo wyrazny dobowy
rytm aktywnosci (Ryc. 7), ktéry wydaje sie by¢ nastepstwem syntezy de
novo zachodzacej przy koncu dnia i na poczatku nocy, oraz krotkiego okre-
su pottrwania (77).

Van Cantfort badajacy od szeregu lat regulacje dobowego rytmu
aktywnosci 7a-hydroksylazy cholesterolu wykazat, ze na poziom aktyw-
nosci enzymu wptywa stezenie kortykosteronu w osoczu krwi, natomiast
pora odzywiania sie zwierzecia (warunkowana przez okres Swiatta) dziata
jako gtdwny czynnik synchronizujacy rytm aktywnos$ci tego enzymu (78).

Endogenny charakter rytmu aktywnos$ci 7a-hydroksylazy cholesterolu
wykazano w spos6b posredni, uzywajagc do badah szczuréw z wrodzong
Slepotg (genetically blind rats), co pozwolito na wyeliminowanie czynnika
synchronizujagcego (Swiatto) (55). Aktywno$é enzymu oznaczano 2 razy
w ciggu doby, w porach kiedy obserwuje sie minimum i maksimum aktyw-
nosci enzymu z watroby zdrowych szczuréw (Ryc. 7a). Otrzymano wow-
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Ryc. 7. Aktywno$¢ 7a-hydroksylazy cholesterolu w watrobie szczuréw z wrodzong
§lepotg badana przed wycieciem nadnerczy (a) i w 24 godz. po wycieciu nadner-
czy (b) (55).

Czarnymi punktami oznaczono aktywno$¢ enzymu w watrobie poszczeg6lnych osobnikéw; dla
poréwnania zaznaczono linig ciagta dobowy rytm aktywnos$ci tego enzymu zdrowych szczuréw
hodowanych w warunkach LD (6.00—18.00 S$wiatto; 18.00—6.00 ciemno$¢). Aktywno$¢ enzymu
wyrazono w nmolach produktu/g watroby/godz.
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czas duzy rozrzut aktywnos$ci enzymu, co przemawia za istnieniem ryt-
mu, ktory nie zostat zsynchronizowany przez warunki $wietlne. Badajac
szczury z wrodzong $lepotg, ktorym usunieto nadnercza (zabieg ten u zdro-
wych osobnikéw prowadzit do zaniku rytmu aktywnosci enzymu) stwier-
dzano natomiast niska aktywnos$é (Ryc. 7b). Tak wiec zarbwno w przy-
padku zdrowych szczurdw jak i zwierzat z wrodzong $lepotg hormony ko-
ry nadnercza wydajg sie by¢ odpowiedzialne za wzrost aktywnosci
7a-hydroksylazy cholesterolu. Potwierdzajg to doswiadczenia wskazuja-
ce na liniowg zalezno$¢ miedzy aktywno$cig enzymu a poziomem Kkorty-
kosteronu w osoczu Krwi.

Wyniki powyzszych doswiadczen pozwalajg na stwierdzenie, ze rytm
aktywnosci 7a-hydroksylazy cholesterolu nie jest indukowany przez czyn-
niki srodowiska, a tylko przez nie synchronizowany; oraz ze $wiatto, a nie
jakie$ inne niekontrolowane czynniki zewnetrzne, jest synchronizatorem
rytmu. Zasadnicza réznicg pomiedzy szczurami zdrowymi i zwierzetami
z wrodzong $lepotg wydaje sie by¢ brak synchronizacji rytmu aktywnoSci
7a-hydroksylazy cholesterolu u tych ostatnich.

11-3. Dobowy rytm aktywnos$ci pirolazy tryptofanowej

Pirolaza tryptofanowa z watroby szczuréw hodowanych w zmiennych
warunkach Swiatta i ciemnosci (LD 12:12), podobnie jak szereg innych
enzymdw pochodzacych z tego samego zrodita (poréwnaj Tabela 1), wy-
kazuje dobowy rytm aktywnosci (Ryc. 8). We wcze$niejszych badaniach
(57) stwierdzono, ze rytm aktywnosci tego enzymu zalezy od poziomu kor-
tykosteroidu we krwi; nie udato sie jednak znalezé Scistego zwigzku po-
miedzy stezeniem tego hormonu a aktywnoscig enzymu.

Przedstawione ponizej badania rytmu dobowego pirolazy tryptofano-
wej (53) mialy na celu wykrycie czynnikéw odpowiedzialnych za wzrost
i spadek aktywnos$ci tego enzymu w czasie doby (na przykiad synteza
enzymu de novo, szybkos¢ degradacji, wptyw inhibitoréow, efekty allo-
steryczne). Rycina 8 obrazuje rytm aktywnosci pirolazy tryptofanowej ba-
dany po podaniu szczurom tryptofanu. Wiadomo, ze zwigzek ten nie ma
wplywu na synteze enzymu, natomiast zmniejsza szybkos$¢ jego degradacji
poprzez stabilizacje czasteczki. JeS$li tak, to mozna oczekiwa¢ wysokiej
aktywnosci pirolazy tryptofanowej w czasie wzmozonej syntezy biatka
enzymatycznego. Poniewaz szczyt aktywno$ci enzymu po podaniu tryp-
tofanu przypada na okres kiedy wzrasta aktywnos$¢ pirolazy tryptofano-
wej w watrobie zwierzat nie poddawanych zabiegom, stad wniosek, ze
wzrost ten jest rezultatem syntezy de novo enzymu. A jaki czynnik po-
woduje spadek aktywnosci widoczny w drugiej potowie okresu ciemnosci
(Ryc. 8a)? W przypadku inhibicji allosterycznej enzymu jak i inaktywacji
spowodowanej oddysocjowaniem koenzymu podobny spadek aktywnosci
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obserwowano by rowniez po podaniu szczurom tryptofanu. Tymczasem
w tym przypadku (Ryc. 8c) w okresie ciemnos$ci aktywnos$¢ utrzymuje sie
na statym poziomie. Tak wiec najprawdopodobniej aktywno$¢ pirolazy
tryptofanowej obniza sie na skutek degradacji enzymu; proces ten zostaje
zahamowany po podaniu czynnika stabilizujagcego (tryptofan).
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Ryc. 8. Dobowy rytm aktywnos$ci pirolazy tryptofanowej badany w watrobie szczu-
row nie poddawanych zabiegom (a), oraz w 4 godz. po wstrzyknieciu roztworu NaCl
jako kontroli (b), lub tryptofanu (c) (53).

Zakreskowany obszar oznacza okres ciemnosci. Aktywno$¢ enzymu wyrazona w [iM kinu-
reniny/g watroby/godz.

By odpowiedzie¢ na pytanie jaki czynnik (lub czynniki) kontroluja
szybkos$¢ syntezy pirolazy tryptofanowej na przestrzeni 24 godz. badano
wptyw rdznych dawek hydroksykortyzonu (hormonu stymulujgcego syn-
teze enzymu) na aktywnos$¢ enzymu. Zaktadano, ze odpowiednio wysokie
stezenie hormonu bedzie stymulowaé synteze enzymu, niezaleznie od po-
ry dnia czy nocy, w przeciwienstwie do nizszych stezen hydroksykorty-
zonu, gdzie szybko$¢ syntezy powinna by¢ zalezna rédwniez od pojawiania
sie inhibitora (represora) syntezy. Zgodnie z przewidywaniami przebieg
dobowych zmian aktywnos$ci enzymu po podaniu duzej dawki hormonu
byt zblizony charakterem do normalnie obserwowanych. Natomiast
w przypadku nizszych dawek hormonu nie obserwowano wzrostu aktyw-
nosci enzymu w okresie ciemnosci. A zatem w tym czasie stymulacja
pirolazy tryptofanowej przez hydroksykortyzon obniza sie na skutek
obecnos$ci inhibitora syntezy czy represora.
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Podsumowujgc otrzymane wyniki zaproponowano nastepujacy hipote-
tyczny przebieg wydarzen dajacy w konsekwencji dobowe zmiany aktyw-
nosci badanego enzymu: obserwowany miedzy godzing 9 a 18 wzrost
aktywnosci jest wynikiem syntezy enzymu de novo. Po osiggnieciu ma-
ksymalnego tempa synteza zostaje zahamowana na przyktad przez re-
presor, a biatko enzymatyczne podlega stopniowej degradacji. W wyniku
tego aktywnos$¢ pirolazy tryptofanowej ulega obnizeniu (miedzy godz. 24
a 9), az do momentu rozpoczecia ponownej syntezy.
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Ryc. 9. Dobowy rytm aktywnos$ci pirolazy tryptofanowej badany w watrobie szczu-

row nie poddawanych zabiegom (a), oraz w 4 godz. po wstrzyknieciu réznych dawek

bursztynianu hydrokortyzonu: 2,5 mg/100 g wagi ciata (b); 10 mg/100 g wagi ciata (c);

20 mg/100 g wagi ciata (d).

Zakreskowany obszar oznacza okres ciemnosci (53). Aktywnos$¢ enzymu wyrazona w nM Kkinu-
reniny/g watroby/godz.

11-4. Dobowy rytm aktywnosci esterazy acetylocholinowej

Badania dobowego rytmu aktywnosci esterazy acetylocholinowej z tka-
nek owadéw stanowiag dobry przykiad, jak trudno$ci metodyczne ograni-
czajg mozliwosci badacza, a w konsekwencji zmuszajg do ostroznego wy-
ciggania wnioskéw z otrzymywanych wynikow (4).

Badajagc esteraze acetylocholinowg w ekstraktach z calych owaddéw
Anthonomus grandis hodowanych w zmiennych warunkach $wiatta i ciem-
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nosci (LD 14:10) stwierdzono dobowy rytm aktywnosci tego enzymu (79).
Szczyt aktywnosci esterazy acetylocholinowej przypadat na okres Swiatta,
a wiec wowczas gdy owady te wykazywaty maksymalng ruchliwos$¢. Na-
tomiast w warunkach statego Swiatta nie obserwowano dobowego rytmu
aktywnosci tego enzymu.

Poniewaz do badan uzyto duzej ilosci osobnikéw trudno jest stwier-
dzi¢, czy brak dobowych wahan aktywnos$ci esterazy acetylocholinowej
w warunkach statego Swiatta zostat spowodowany jedynie przesunieciem
fazy rytmu u poszczegélnych osobnikéw (grupa jako cato$¢ rytmiczna),
czy tez mamy do czynienia z rzeczywistym zanikiem rytmu u poszczegdl-
nych osobnikéw (poréwnaj (rozdziat 1-4). Ponadto brak jest informacji
o aktywnosci ruchowej owadow w warunkach statego Swiatla.

Inne wyniki otrzymano badajgc aktywno$¢ esterazy acetylocholinowej
w mozgu Swierszczy (80), co moze by¢ spowodowane miedzy innymi tym,
ze w przypadku Anthonomus aktywno$¢ enzymu oznaczano w catych owa-
dach, zas w przypadku $wierszczy tylko w moézgu.

Grupa Swierszczy hodowana w warunkach LD 12:12 charakteryzowata
sie wyraznym rytmem aktywnosci ruchowej z maksimum w okresie ciem-
nosci. W mdzgu tych owadoéw stwierdzono rytm aktywnosci esterazy acety-
locholinowej przesuniety jednak w fazie w poréwnaniu z rytmem aktyw-
nosci ruchowej (Ryc. 10). Druga grupa owad6éw, hodowana w warunkach
statego Swiatta, nie wykazywata rytmu aktywnosci ruchowej, a estera-
za acetylocholinowa izolowana z mézgu tych owadoéw nie posiadata rytmu
aktywnosci.
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Ryc. 10. Dobowy rytm aktywnos$ci esterazy acetylocholinowej w mdzgu S$wierszczy
hodowanych w warunkach LD 12:12, (80).

Aktywnos$¢ ruchowa wyrazono jako ilo$¢ ruchéw/godz. Aktywno$¢ enzymu wyrazono jak
aktywno$¢ wzgledna, przyjmujac za 100% najwyzsza stwierdzong aktywno$¢ tzn. aktywnos$é
o godz. 9
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Ten ostatni wynik, jak sie wydaje, mozna interpretowac¢ dwojako:
badz, tak jak w przypadku Anthonomus, nie obserwowano rytmu aktyw-
nosci enzymu na skutek rozsynchronizowania sie poszczegdlnych osobni-
kéw w stosunku do czasu lokalnego w nieobecnosci synchronizatora ze-
wnetrznego, badz tez w tych warunkach wystepowat rzeczywisty zanik
rytmu aktywnosci esterazy acetylocholinowej. Woéwczas usprawiedliwio-
ne by byto przypuszczenie mdwigce, ze rytmiczne zmiany aktywnos$ci este-
razy acetylocholinowej w moézgu owaddéw moga uczestniczy¢ w mecha-
nizmie regulacji ich aktywnosci ruchowej (80). Przypuszczenie to zgadza
sie z hipotezg Venkatachari (81), wedlug ktérej hormony produ-
kowane przez mézg owadow regulujg poziom aktywnosci esterazy acety-
locholinowej, a tym samym wpiywajg na uktad nerwowy kontrolujgcy
bezposrednio rytm aktywnosci ruchowej.

Te same wyniki mozna by jednak takze wyttumaczyé zaktadajac, ze
obydwa rytmy (rytm aktywnosci esterazy acetylocholinowej i rytm aktyw-
nosci ruchowej) pozostaja pod kontrola wspolnego os$rodka nadrzednego
i przebiegajg réwnolegle, zupetnie od siebie niezaleznie.

I11. Model regulacji aktywnosci enzymdéw przez zmienne warunki $wietlne

Ze wzgledu na szczegdlng role Swiatta w synchronizacji rytmow do-
bowych ciekawe wydaje sie omowienie tutaj uktadu, ktéry stuzy¢ moze
jako model regulacji aktywnosci enzymOw przez zmienne warunki Swietl-
ne (82). W uktadzie tym reakcja enzymatyczna sama w sobie niewrazliwa
na Swiatto moze podlega¢ regulacji przez wrazliwy na $wiatto niskoczas-
teczkowy efektor. Stwierdzono-, ze w przypadku chymotrypsyny role ta-
kiego efektora moze odgrywac chlorek p-azafenylodwufenylokarbamylu
wystepujagcy w postaci dwoéch izomeréw cis i trans, ktére przechodzg w sie-
bie odwracalnie przy roznych diugosciach Swiatta. Izomer cis jest 5 razy
silniejszym inhibitorem niz izomer trans. Tak wiec uzywajac Swiatta o od-
powiedniej dlugosci fali mozna regulowa¢ szybkos$¢ inaktywacji chymo-
trypsyny.

Podobnie aktywnos$¢ esterazy acetylocholinowej moze by¢ odwracal-
nie regulowana przez Swiatto za posrednictwem fotochromowego inhibito-
ra — fluorku N-p-fenyloazafenylo-N-fenylokarbamylu (83). Mieszanine
reakcyjng zawierajgcg esteraze acetylocholinowg i inhibitor wystawiano
na dzialanie $wiatta widzialnego lub UV i badano aktywno$¢ enzymu.
Kontrole stanowita aktywnos$¢ enzymu badana w nieobecnosci inhibitora.
Jak widac na rycinie 11, w zaleznosci od rodzaju Swiatta, na dziatanie kto6-
rego wystawiono mieszaning enzym—inhibitor, aktywnos$¢ esterazy acety-
locholinowej obnizata sie lub wzrastata w stosunku do proby nienaswiet-
lonej.
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Ryc. 11. Wplyw Swiatta na reakcje fluorku N-fenyloazafenylo-N-fenylokarbamylu
z esterazg acetylocholinowg (83).

a — reakcja z izomerem cis; b — reakcja z izomerem trans. Dokladny opis dos$wiadczenia
znajduje sie w tekscie

Zdaniem autorédw omawianych prac fototropowy inhibitor moze by¢
odpowiedzialny za dobowy rytm aktywnosci esterazy acetylocholinowej
omawiany w rozdziale Il-4, czy O-metylotransferazy hydroksyindolu (roz-
dziat 1V).

IV. Dobowe rytmy biochemiczne w niektérych narzgadach organizmu

Woptyw Swiatta na ,,zegar biologiczny” roslin i zwierzat nie jest, jak sie
wydaje, bezposredni. U kregowcéw, obok drogi wzrokowej, stwierdzono
istnienie pozasiatkowkowej drogi recepcji Swiatta w mdzgu czy w pew-
nych jego rejonach. Szczegdlng role petni w tym procesie szyszynka bedaca
niezwykle bogatym zréddtem serotoniny i noradrenaliny. Zdaniem wiek-
szoSci badaczy melatonina, uwazana za hormon (syntetyzowana wedtug
schematu 1), a takze enzym Kkatalizujgcy ostatni etap jej biosyntezy —
O-metylotransferaza hydroksyindolu sg specyficzne dla szyszynki.

tryptofan -> hydroksytryptofan -> serotonina -> N-acetyloserotonina -*
—>melatonina ()

Stwierdzono, ze w szyszynce poziom melatoniny, oraz takich amin bio-
gennych jak serotonina (Ryc. 12), noradrenalina (85) i histamina (86) cechu-
je rytm dobowy zalezny od warunkéw S$wietlnych. Poziom melatoniny
w szyszynce szczur6w wyzszy jest w okresie ciemnosci (87); podobnie do-
bowy rytm aktywnosci O-metylotransferazy hydroksyindolu, obserwo-
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wany w zmiennych warunkach $wiatta i ciemnosci, charakteryzuje maksi-
mum aktywnos$ci wystepujace w ciemnosci (52). Uwazano zatem, ze enzy-
mem limitujagcym synteze melatoniny jest O-metylotransferaza hydroksy-
indolu.

Istniejg jednak dane wskazujace, ze zawarto$¢ melatoniny w szyszynce
w statych warunkach $wietlnych réwniez zmienia sie cyklicznie cho¢ nie
obserwuje sie wowczas rytmu aktywnos$ci O-metylotransferazy hydroksy-
indolu. Stwierdzono ten fakt zarébwno w szyszynce zwierzat oSlepionych
jak i hodowanych w ciemnoSci, przy czym obserwowano korelacje w fazie
rytmu poziomu melatoniny z rytmem dobowej aktywnosci zwierzecia (88).

ng Ser 2/10. S‘/;r‘vy /82 YS2Y Ik .(;

24 4 8 12 tfi 30 24
Poradnia  lubnocy(—),godz
Ryc. 12. Dobowy rytm poziomu serotoniny w szyszynce dorostych szczuréw (sam-
cow) (84).
Zakreskowany obszar oznacza okres ciemnosci

Za tym, ze wzrost zawartosci melatoniny w szyszynce nie zawsze jest
nastepstwem podwyzszonej aktywnos$ci O-metylotransferazy hydroksyin-
dolu przemawiajg rowniez wyniki ponizszych eksperymentéw. Noradre-
nalina oraz cAMP stymulujg nawet 10-krotnie przemiane znakowanego
tryptofanu w znakowang melatonine (89, 90). Hipotetyczny cigg wydarzen
przedstawia sie nastepujgco: noradrenalina stymulujgc cyklaze adenylo-
wa powoduje wzrost stezenia komorkowego cAMP. Nukleotyd ten zwiek-
sza synteze de novo N-acetylotransferazy katalizujgcej N-acetylacje sero-
toniny (schemat 1). W ten spos6b w komérce podwyzszeniu ulega poziom
N-acetyloserotoniny bedacej bezposrednim prekursorem melatoniny.
Obserwowany zwiekszony poziom melatoniny nie jest zatem wynikiem
wzrostu aktywnosci O-metylotransferazy hydroksyindolu (aktywnos$¢ tego
enzymu pozostaje prawie niezmieniona), ale znacznie podwyzszonej ilosci
substratu (89, 90).

Poziom cAMP w komdrkach szyszynki wzrasta nie tylko pod wptywem
noradrenaliny. SzeSciokrotny wzrost stezenia cAMP pod wplywem Swiat-
fa stwierdzono w szyszynce zdrowych szczuréw; zjawiska tego nie obser-
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wowano w przypadku zwierzat o$lepionych (91). Wydaje sie, ze stwier-
dzany pod wptywem Swiatla wzrost stezenia cAMP w szyszynce byt wy-
nikiem szybszego tempa jego syntezy w okresie Swiatta niz w okresie ciem-
nosci.

Osobne zagadnienie stanowi problem w jaki sposob impulsy Swietlne
przekazywane sg do szyszynki. W przypadku amin biogennych stymulacja
ich syntezy w szyszynce ssakow pod wplywem Swiatta zachodzi poprzez
uktad: oko—sympatyczny uktad nerwowy. W przeciwieAstwie do doro-
stych osobnikéw impuls Swietlny dociera do szyszynki mtodych szczuréw
drogg pozasiatkdwkowa (92). Nie znamy jednak dotad dokladnego miejsca
wystepowania receptora tej drogi.

Szyszynka jest tylko jednym z narzgdéw dokrewnych, na terenie kto-
rych obserwuje sie dobowe rytmy biochemiczne. O pozostatych wspom-
nimy w duzym skrocie.

Jednym z najdoktadniej zbadanych sposrod dobowych rytmow endo-
krynalnych jest rytm wydzielania kortykosteronu przez kore nadnerczy
(przeglad literatury wedtug 93). W surowicy szczuréw hodowanych
w zmiennych warunkach $wiatta i ciemnos$ci, nie pozostajgcych pod wpty-
wem stresu obserwuje sie 2—6-krotnie wyzszy poziom kortykosteronu
w godzinach popotudniowych w stosunku do rannych. W warunkach sta-
tego Swiatta rytm ten ulega zaburzeniu. Podobnie zahamowaniu ulega
rowniez rytmiczna sekrecja hormonu adrenokortykotropowego (ACTH)
z przysadki mbézgowej.

Dobowe wahania poziomu hormonu wzrostu i prolaktyny stwierdzono
w przysadce mozgowej i surowicy krwi kregowcow.

Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat badano ponadto dobowy rytm
sekrecji gonadotropin, ktéry jest dobrze widoczny w przysadce mdzgowej
i krwi samcow szczurow. Natomiast u samic rytm ten jest zamaskowany
przez cykliczne zmiany zwigzane z owulacja.

V. Niektére zagadnienia dobowych rytmdéw biochemicznych roslin

Omawiane dotychczas dobowe rytmy biochemiczne dotyczyty mate-
riatu zwierzecego. W ostatnich latach ukazato sie jednak szereg prac trak-
tujgcych o tych zjawiskach u roslin.

Jak sie wydaje fizjologiczne i metaboliczne rytmy maja znaczenie adap-
tacyjne synchronizujac rosline z okresowymi zmianami klimatu (94).
Znaczenie adaptacyjne rytmow dobowych roslin podkreSlajg réwniez
Wagner i Frosch (95 zaktadajac jednak, ze jest to ewolucyjna
adaptacja organizmow roslinnych do cyklicznego dziennego doptywu
energii ze Srodowiska. Badacze ci (96), w poszukiwaniu mechanizmu endo-
gennej rytmiki Chenopodium rubrum stwierdzili rytmiczne zmiany wie-
lu réznorakich procesow (Tabela 2).

W tym miejscu nalezy tez wspomnie¢ o hipotezie mowigcej, ze rytmy
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Tabela 2
Zjawiska rytmiczne u Chenopodium rubrum (96)

Zjawisko Dtugos¢ okresu rytmu
badanego zjawiska (godz)

Zakwitanie (97) 30
Akumulacja betacjanin (97) 24—30
Przemiana betacjanin (98) 24—30
Aktywnos$¢ kinazy adenylowej (99, 100) 30
Zmiany stosunku NADPH/NADP (95) 21—24
Oddychanie w ciemnosci (101) 21—24
Akumulacja chlorofilu (97) 15
Fotosynteza (10t) 15
Aktywno$¢ dehydrogenazy 15
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (99, 100)
Aktywno$¢ dehydrogenazy jabtczanowej (i02) 12—15
Aktywnos$¢ dehydrogenazy 12—15

L . \ o
glutaminianowej (i02)
Aktywno$¢ dehydrogenazy 12—15
6-fosfoglukonianowej (103)
Zmiany puli nukleotydéw 12—15

pirydynowych NAD(H); NADP(H) (95, 103)

pewnych proceséw biochemicznych o czestotliwosciach rzedu sekund czy
minut moga stanowi¢ podstawowy zegar kontrolujgcy zmiany o nizszej
czestotliwosci na przyktad dobowe (104). Hipoteza ta, zwana réwniez teorig
sprzezeh, dokladnie dyskutowana przez Pavlidisa (105), stanowita
punkt wyjscia w badaniach rytmu dobowego aktywnos$ci siedmiu réznych
enzymdw wchodzacych w sktad réznych szlakéw metabolicznych w cza-
sie kietkowania nasion Chenopodium rubrum (106). Stwierdzono istnienie
dwoch typow rytmow aktywnosci poszczegdlnych enzyméw — o niskiej
i 0 wysokiej czestotliwosci.

Wptyw diugiego i krétkiego dnia na dobowy rytm proceséw metabo-
licznych szlaku prowadzgcego od fosfoenolopirogronianu do cyklu kwasow
trojkarboksylowych badano u Kalanchoe blossfeldiana (94). Roélina ta, tak
jak wszyscy przedstawiciele rodziny Crassulaceae, charakteryzuje sie zdol-
noscig do akumulacji w pewnych warunkach kwasu jabtkowego w okre-
sie nocy. Stwierdzono, ze po przeniesieniu Kalanchoe w warunki krotkie-
go dnia nastepuje stopniowy wzrost aktywnosci kilku enzymoéw, miedzy
innymi karboksylazy fosfoenolopirogronianowej. Szczeg06lng cechg tych
zmian jest to, ze wzrostowi aktywno$ci enzymatycznej towarzyszy po-
wstawanie dobowego rytmu aktywnos$ci enzymu.

Rozpatrujgc szereg hipotez wyjasniajagcych powstawanie dobowych
zmian aktywnosci karboksylazy fosfoenolopirogronianowej podkreslano,

ze enzym ten odpowiedzialny jest za regulacje calego rozpatrywanego
szlaku metabolicznego.
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V1. Endogenna kontrola rytmoéw okotodobowych

VI-1. Model Ehreta i Trucco

Rytmiczne procesy obserwowane w jednokomaérkowych organizmach
eukariotycznych wskazujg, ze mechanizmu rytmoéw dobowych nalezy po-
szukiwaé na poziomie komorkowym. Jaki jest zatem udziat poszczegdlnych
organelli komoérkowych w sterowaniu powtarzajgcymi sie rytmicznie pro-
cesami? Usuniecie jadra z komorki glonu Acetabularia nie prowadzi do
ustania rytmu fotosyntezy ani jego zaburzen, co wskazywatoby na kluczo-
wa role cytoplazmy (107, 108). W tak uszkodzonej komdrce stwierdza sie
w dalszym ciggu synteze RNA (109). Mozna przypuszczaé, ze zachodzi ona
na DNA chloroplastow. Powyzsze dosSwiadczenia nie przeczg wiec hipo-
tezie mowigcej, ze u podioza mechanizmu rytméw okotodobowych lezy
cyklicznie powtarzajaca sie transkrypcja mRNA z DNA (110). Rozwijaja-
ca te sugestie koncepcja chrononu Ehreta i Trucco (110), wykazu-
jaca pewne podobienstwa z kilkoma wczesniejszymi hipotezami (111, 112)
jest najpetniejszym modelem zaproponowanym dla wyttlumaczenia endo-
gennego charakteru rytmoéw dobowych w eukariotycznych organizmach.

»Sercem” omawianej koncepcji jest pojecie chrononu. Zgodnie z hi-
poteza Ehreta i Trucco przyjmuje sie, ze kazda komdrka zawiera setki
chrononéw umiejscowionych w jadrze (chronony wewnatrzjagdrowe), oraz
w takich organellach komdérkowych jak mitochondria czy plastydy (chro-
nony pozajadrowe). Chronon w przedstawionym modelu jest policistrono-
wym fragmentem DNA (200—2000 cistronéw), ktérego transkrypcja prze-
biega jednokierunkowo' i kolejno — poczgwszy od cistronu inicjujgcego
Cj, a konczac na cistronie terminalnym Ct (Ryc. 13). Przyjmuje sie ponad-
to, ze etapy poprzedzajagce kontrolujg etap transkrypcji zachodzac na
danym cistronie (na przyktad regulacja przez specyficzne enzymy, o kté-
rych informacja zostata zakodowana w poprzednim cistronie). Po zakon-
czonej transkrypcji kolejnego cistronu nastepowaé¢ maja tzw. miedzycistro-
nowe wydarzenia posttranskrypcyjne, na ktére sktada sie migracja mRNA
z jadra (rejon wewnetrzny) do rybosoméw potozonych w rejonie zewnetrz-
nym, translacja mRNA i migracje utworzonych czagsteczek enzymu w Kkie-
runku odwrotnym — do jadra. O ile proces transkrypcji jest niezwykle
szybki (0,1—1,0 cistrona sek“J, o tyle nastepujace po nim wydarzenia
miedzycistronowe sg stosunkowo bardzo wolne dzigki istnieniu podwdj-
nej btony oddzielajacej wewnetrzny rejon, w ktérym znajdujg sie chro-
nony od rejonu zewnetrznego, w ktorym zachodzi translacja. Czas trwania
catego procesu miataby zatem kontrolowaé¢ w pierwszym rzedzie szybkos¢
dyfuzji.

Oméwiono powyzej tylko transkrypcyjnag (T) faze cyklu okotodobowe-
go. Wedtug Ehreta i Trucco po jej zakonczeniu ma miejsce tzw. przerwa
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posttranskrypcyjna (P2, w czasie ktorej zachodzi synteza biatka, oraz
przerwa pretranskrypcyjna, w czasie ktérej zakumulowane substancje
inicjujagce dyfunduja do rejonu wewnetrznego, aby dac¢ sygnat do rozpo-
czecia transkrypcji na cistronie inicjujagcym (Ryc. 13). W ten sposob caly
proces rozpoczyna sie od nowa. Czas jego trwania, poczawszy od trans-
krypcji cistronu inicjujacego do korica przerwy pretranskrypcyjnej zbli-
zony jest do 24 godzin.
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Kierunek transkrypcjichrononu « Rybosom
T im Po/ipeptydt
Ci G & Q OnCn..
f“w" TP R s S
1SN ElaN 1\
du ] Vi L) Iy &
“"'.“{"‘H_\-",.|\“m'\”‘\ \ Us3y ]
VUl \\""‘\"\r'-i‘!i::'.‘.'.:::'.::.":2‘.-'.‘:‘;‘.‘.':\‘::‘ww‘"’?"’” wewnglring o
L Bonaijad"
:m t Rejo

Ulworzenie produkty
koncowego

-
‘. iy
AT T HICTEERTTY

WAV A wWBlong komdrkond

Ryc. 13. Hipotetyczny model transkrypcji chrononu Ehreta i Trucco (110)

Pi — faza pretranskrypcyjna, T — faza transkrypcyjna, P, — faza posttranskrypcyjna; prze-
rywane linie wskazuja droge dyfuzji makroczasteczek.

W Swietle omdéwionego modelu bezprzedmiotowe wydajg sie, wspom-
niane na wstepie, rozwazania na temat umiejscowienia ,zegara” zawiadu-
jacego rytmem procesow zachodzacych w komorce. W utrzymaniu rytmu
bierze bowiem udziat zaréwno jadro jak i cytoplazma, a po usunieciu
jadra z komorki role wewnatrzjgdrowych chrononéw przejmujg chrono-
ny pozajgdrowe umozliwiajgc normalne funkcjonowanie procesow ryt-
micznych. Tak wiec odczytywanie pewnych policistronowych fragmentow
chloroplastowego DNA w komérkach pozbawionych jader glonu Aceta-
bularia mogtoby tlumaczy¢ ich niezmieniony rytm fotosyntezy. Hipoteze
te sprawdzano badajgc wptyw rifampicyny, antybiotyku hamujacego spe-
cyficznie polimeraze RNA zalezng od DNA w chloroplastach, na rytm fo-
tosyntezy komérek glonu Acetabularia (113). Zaréwno w nie uszkodzonych
jak i pozbawionych jader komorkach glonu rifampicyna nie zmieniata
rytmu fotosyntezy, pomimo wyraznego zahamowania syntezy RNA. Wy-
daje sie wiec, ze w przypadku Acetabularia rytm fotosyntezy nie zalezy od
powtarzanej co 24 godziny transkrypcji chloroplastowego czy jadrowego
DNA.
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Twércy koncepcji chrononu przytaczaja i dyskutujg wiele danych
eksperymentalnych potwierdzajacych model endogennej kontroli rytméw
dobowych (110). Pozostaje jeszcze jednak szereg wynikow badan nie da-
jacych sie wyttumaczy¢é w oparciu o koncepcje chrononu. Niektérzy ba-
dacze odrzucajg model Ehreta i Trucco twierdzagc, ze dotychczasowe hi-
potezy o biochemicznych czy biofizycznych podstawach ,,zegara biologicz-
nego” nie sg w peini zadawalajagce (114, 115). Zdaniem Biinninga,
jednego z pionier6w chronobiologii, najbardziej obiecujgce moga okazac
sie badania zjawisk rytmicznych zachodzacych w btonach biologicz-
nych (115).

W dwu zaproponowanych ostatnio modelach kluczowg role w powsta-
waniu rytméw przypisuje sie wiasnie btonom, zakladajac kompartmen-
tacje i transport przez btony zwigzkéw niskoczasteczkowych, ktére dzieki
sprzezeniu zwrotnemu regulujg wilasny transport poprzez zmiany stezen.
Modele te przedstawimy w skrdcie ponizej.

VI-2. Model Sweeney

Dobowe rytmiczne procesy zachodzace w jednokomdrkowym glonie
Acetabularia daty Sweeney podstawe do opracowania modelu przed-
stawionego po raz pierwszy w 1971 na Il Miedzynarodowym Sympozjum
poswieconemu Acetabularia (116).

Zgodnie z modelem Sweeney rytmy okotodobowe powstajg na skutek
zmian w skiadzie wewnatrzkomérkowym dwéch matych, niebiatkowych
czasteczek — X i Y migrujacych odpowiednio z organelli do cytoplazmy
lub z cytoplazmy do organelli. Hipotetyczny przebieg wydarzen jest na-
stepujacy: w momencie wyjsciowym niestabilne czgsteczki X znajdujg sie
wewnatrz organelli, do ktdrych wykazujg duze powinowactwo. Czasteczki
X powoduja, ze btona staje sie nieprzepuszczalna dla X i Y, a ponadto
indukujg one synteze Y wewnatrz organelli.

Autorka zaktada, ze czasteczki X sag niestabilne, a zatem ich stezenie
wewnatrz organelli stopniowo spada, powodujac wzrost przepuszczalnosci
btony. Czasteczki Y moga wiec dyfundowaé do cytoplazmy gdzie z kolei
indukowatyby synteze czasteczek X. Nowo syntetyzowane czasteczki X
akumulujg sie w organellach, ktérych btona staje sie ponownie nieprze-
puszczalna. Nastepuje powrét do fazy wyjsciowej.

Przedstawiony model wydaje sie dobrze ttumaczyé miedzy innymi
wptyw Swiatta o duzej intensywnos$ci na dobowe rytmiczne procesy za-
chodzace w Acetabularia. Swiattlo miatoby zmienia¢ wiasnosci btony, tak
ze bytaby ona przepuszczalna lub nie dla czasteczek X i Y, uniemozliwia-
jac tym samym zachodzenie dobowego rytmu, co istotnie obserwuje sie
w tych warunkach.
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VI1-3. Model Njusa, Sulzmana i Hastingsa

Zgodnie z modelem zaproponowanym w 1974 roku przez Njusa,
Sulzmana i Hastingsa (117), rytmy okotodobowe powstajg w wy-
niku czasowych réznic we wiasnosciach bton. W nastepstwie obserwuje sie
zmiany w transporcie jonéw przez btony. Z kolei jony wptywajg na zmia-
ny stanu konformacyjnego sktadnikow bton.

Przeptyw jonow przez btony miatby odbywaé sie za posrednictwem
biatek, a réznice w intensywnosci transportu zwigzane bytyby z aktywacja
lub inhibicjg biatek uczestniczacych w transporcie na skutek zmian w ich
rozmieszczeniu i ilosci.

Autorzy hipotezy przyjmuja, ze fotoreceptory — réwniez znajdujace
sie w btonach — sg Swiattoczutymi ,furtkami” dla jonéw, a zwlaszcza dla
jonéw potasu. Dzieki temu Srodowisko zewnetrzne moze oddziatywac¢ na
»Zegar nadrzedny”, czy powodowac przesuniecie faz, lub synchronizacje
rytmu. Ten regulacyjny mechanizm moze dziata¢ badz bezposrednio (orga-
nizmy jednokomadrkowe), bgadz posrednio — poprzez hormony.

Z molekularng koncepcja ,zegara biologicznego” wigze sie problem
»Zegara nadrzednego” (master clock) w organizmie wielokomdrkowym.
Uwaza sie, ze na przyktad mézg lub pewne jego rejony, przysadka mdézgo-
wa, czy nadnercza mogtyby petni¢ nadrzedna role w regulacji rytmiki do-
bowej w organizmie. Jednakze zaden z tych narzaddéw nie moze by¢ w ca-
tej rozciggtosci przyrownany do zegara nadrzednego.

VII. Uwagi kohcowe

Istnienie rytmiki dobowej wielu proceséw biochemicznych, niezaleznie
od jej endogennego czy egzogennego pochodzenia, pocigga za sobg ko-
niecznos$¢ bardzo starannego i $wiadomego wyboru warunkéw prowadzenia
eksperymentow. Biochemik badajacy na przykiad wybrany ukiad enzy-
matyczny nie powinien zapominaé, ze uktad ten tworzy integralng catos¢
z organizmem ro$linnym czy zwierzecym, z ktérego zostat wyizolowany.
Aktywnos$¢ i whasnosci enzymu moga ulega¢ drastycznym zmianom w za-
leznosci od warunkéw hodowania zwierzecia, rosliny czy komérek in vitro,
oraz w zaleznosci od pory dnia i warunkéw Swietlnych w jakich pobierano
materiat do doSwiadczen.

Uwzglednienie czynnika czasu wydaje sie by¢ rowniez konieczne przy
interpretowaniu wynikéw badan, oraz potrzebne dla peinego zrozumienia
wzajemnych zaleznoSci pomiedzy réznymi procesami metabolicznymi
W organizmie.

Artykut nadszedt 10.4.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 17.11.75.
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NIKODEM GRANKOWSKI *

Rola biatek rybosomowych Prokariota w procesie translacji

The Role of Ribosomal Proteins in Translation in Procaryota

Pomimo znacznego postepu w badaniach translacji kodu genetycznego,
nadal brakuje wyczerpujacych danych o mechanizmie procesu. Przyczyng
tego jest niewystarczajgca znajomos$¢ struktury rybosomu i funkcji jego
sktadnikow (rybosomowych RNA i biatek rybosomowych). Dlatego od
kilku lat, uwaga wielu badaczy zajmujacych sie problemami translacji,
skierowana jest na rybosom. Wyrazem tego jest rosngca ciagle ilos¢ prac
doswiadczalnych, na podstawie ktérych ukazato sie szereg artykutow prze-
gladowych i monografii w czasopismach zagranicznych (1—14). Opraco-
wania te dotyczg gtownie struktury rybosomu. Funkcje czgstek sktado-
wych tej organelli omawia w bardzo skréconej formie tylko jeden artykut
przeglagdowy (15). Autorzy skupili w nim uwage na aktywnych w biosyn-
tezie biatka miejscach na rybosomie.

W pismiennictwie krajowym na przestrzeni ostatnich kilku lat row-
niez ukazato sie szereg opracowan przeglagdowych (16—26) poswieconych
mechanizmowi translacji oraz strukturze RNA. Brak jest przedstawienia
(poza nielicznymi wzmiankami) zagadnien struktury i funkcji rybosomu.
Z tego wzgledu artykut niniejszy omawia role biatek rybosomowych pod-
czas kolejnych etapéw biosyntezy biatka. Temat zasadniczy uzupetniono
podstawowymi wiadomosciami o strukturze biatek rybosomowych. Utatwi
to lepsze zrozumienie roli omawianych czasteczek sktadowych rybosomu.

I. Og6lna charakterystyka biatek rybosomowych Prokariota

Biatka w rybosomach organizmow prokariotycznych stanowig okoto
33% o0g06lnej masy catego rybosomu (10). Pozostate 67°/0 to rdznigce sie
statg sedymentacji trzy klasy rRNA. Mniejsza podjednostka rybosomu

*) Dr, Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Mikrobiologii i Biochemii, UMCS,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin.

Wykaz stosowanych skrotow: fMet-tRNA — formylometionylo-tRNA, AA-tRNA —
aminoacylo-tRNA, SP — biatka powierzchniowe rybosomu 70S, SP30 — biatka po-
wierzchniowe podjednostki 30S, SP50 — biatka powierzchniowe podjednostki 50S,
IF-1, IF-2, IF-3 —enzymatyczne czynniki inicjujgce, EF-Tu, EF-G — enzymatyczne
czynniki elongacyjne, RF-1, RF-2. S— enzymatyczne czynniki terminacyjne.



174 N. GRANKOWSKI 2]

30S zawiera jedng czasteczke rRNA — 16S, zas w wiekszej podjednostce
50S znajdujg sie dwie czasteczki rRNA: 23S i 5S (27). Poznanie funkcji
indywidualnych biatek wymagato ustalenia ich ilosci w obydwu podjed-
nostkach rybosomowych. Uzyskane poczgtkowo wyniki roznity sie miedzy
sobg (28—34), gdyz brak byto odpowiedniej metody ekstrakcji biatek i ich
rozdziatu.

W roku 1970 Kaltschmidt oraz Willmann opublikowali no-
wga metode dwukierunkowego rozdziatu i identyfikacji biatek rybosomo-
wych na zelu akryloamidowym (35). Ustalono, ze rybosom 70S zawiera
55 indywidualnych biatek z czego 21 przypada na podjednostke 30S, za$
34 biatka na podjednostke 50S (36). Masa czasteczkowa poszczegolnych bia-
tek waha sie w granicach 10 000—65 000 (37). Oznaczono takze pod wzgle-
dem iloSciowym i jakosciowym sktad aminokwasowy biatek (38). W wiek-
szosci biatek rybosomowych przewazajg aminokwasy o charakterze zasa-
dowym, co powoduje, ze ich punkt izoelektryczny znajduje sie w poblizu
pK = 10,0 i wyzszym (39).

Opracowano preparatywna metode otrzymywania poszczegdlnych bia-
tek (40—41) charakteryzujgcych sie wysokim stopniem czystosci (97°/0—

Tabela 1
Charakterystyka biatek rybosomowych podjednostki 30S
Ciezar czasteczkowy Punkt izoelektryczny Stechiometria

(37)a (39)b 47
Sl 65000 F
S2 28300 6,7 F
S3 28200 12,0 M
S4 26700 10,4 U
S5 19600 9,9 U
S6 15600 4,9 F
S7 22100 12,2 U
S8 15500 9,1 U
S9 16200 12,0 u
SIO 12400 78 F
Sil 15500 12,0 F
S12 17200 12,0 F
S13 14900 12,0 M
S14 14000 11,0 F
SI5 12500 12,0 U
S16 11700 11,6 U
S17 10900 9,7 U
S18 12200 12,0 F
SI9 13100 12,0 F
S20 12000 12,0 M
S21 12200 12,0 =

a — ciezar czasteczkowy oznaczano metodg elektroforezy na zelu akryloamidowym w obecnos$ci SDS.
b — punkt izoelektryczny oznaczano metodg dwukierunkowej elektroforezy na zelu akryloamidowym.
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(37)a

LI 26700
L2 31500
* L3 27000
L4 25800
L5 22000
L6 22600
L7 12200
L8 17300
L9 17300
L10 19000
LIl 19600
L12 12200
L13 17800
LI4 16200
L15 17500
L16 17900
L17 16700
L18 14300
L19 14900
L20 17200
L21 13900
L22 14800
L23 12700
L24 14300
L25 12000
L26 12000
L27 12700
L28 12300
L29 , 10000
L30 11200
L31 10000
L32 10500
L33 10500
L34 9600

a, b — jak w objasnieniach do tabeli f.

BIALKA RYBOSOMOWE A TRANSLACJA

Tabela 2

Charakterystyka biatek rybosomowych podjednostki 50S

Ciezar czasteczkowy

B.D. — brak danych.

Punkt izoelektryczny
(39)b

9,2
12,0
9,7
7,6
9,4
10,0
4.8
6,3
6,4
75
9,7
4,9
10,0
12,3
12,0
12,0
11,0
12,0
12,0
12,0
8,2
115
9,6
10,7
9,4
B.D.
12,0
B.D.
10,0
12,0
B.D.
11,3
12,0
B.D.

Stechiometria
(47)

U
U
FR
U
FR
U

mCcCcTcmTm
)

'I'I
Pyl

py)

‘I'I'I'I'I'I‘I'ICC""{'”E""C;UC""C;UCCCC

100°/0). Umozliwito to zastosowanie biatek rybosomowych jako jednorod-
nych antygenéw do otrzymania surowic monowalentnych (42—43). Suro-
wice te wykorzystano do badan funkcji biatek rybosomowych w procesie

translacji.

Autorzy powyzszych metod (35—43) zaproponowali nowg nomenkla-
ture oznaczajagc biatka mniejszej podjednostki literg ,,S” (od ang. smali)
i kolejnymi cyframi od SI1—S21 oraz biatka podjednostki 50S literg ,L”
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(od ang. large) oraz cyframi od LI do L34. Nomenklatura ta nosi nazwe
Nomenklatury Berlifiskiej. Poniewaz stosowano kilka znacznie réznia-
cych sie sposobéw oznaczania biatek rybosomowych, dlatego zaistniata
koniecznos$¢ uregulowania sprawy nazewnictwa. Dokonano tego opubliko-
waniem wspolnej pracy przez cztery najwieksze osrodki naukowe zaj-
mujace sie omawiang problematykg. Uzgodniono nazewnictwo biatek
i przyjeto Nomenklature Berlinskg jako obowigzujgcg dla oznaczania bia-
tek rybosomowych podjednostki 30S (44). Nomenklature te powszechnie
przyjeto rowniez dla oznaczen biatek rybosomowych podjednostki 50S.
Zebranie danych o witasciwosciach fizyko-chemicznych biatek stano-
wito podstawe wyjsciowg do badan stechiometrycznych. Poczgtkowe su-
gestie o wystepowaniu po jednej czasteczce kazdego biatka na podjed-
nostke (45) okazaty sie niesciste, gdyz suma mas czasteczkowych wszystkich
biatek rybosomowych jest wieksza od masy komponenty biatkowej rybo-
somu (37). Przeprowadzono przeto rozdziat biatek rybosomowych i stwier-
dzono, ze rzeczywiscie niektore z nich wystepujg w liczbie jedna czastecz-
ka na podjednostke inne za$ w liczbie wiekszej lub mniejszej. To z kolei
oznaczato, ze pewne biatka wystepujg nie na wszystkich podjednostkach
(46—49). Wyr6zniono przy tym nastepujace klasy biatek rybosomowych:
I klasa okreSlana w jezyku angielskim jako jractional proteins — ,,F”
wystepuje w 0,1—0,6 czasteczki na podjednostke;
Il klasa biatek — unit proteins — ,,U” wystepuje w 0,8—1,2 czasteczki
Il klasa biatek — jractional repeated— ,,FR” wystepuje w 14—17 cza-

steczki;
IV klasa to biatka wystepujagce w 1,8—2,2 czasteczki na podjednostke
a nazwana jest repeated — ,,R”.

Obok wymienionych klas biatek wydzielono jeszcze jedng — marginal
proteins — ,,M”. Nalezg do niej biatka wystepujace w 0,65—0,75 cz3-
steczki.

Ta klasa biatek reprezentowana jest tylko przez trzy biatka podjednostki
30S i jedno biatko podjednostki 50S.

Stechiometrie oraz inne dane o biatkach rybosomowych zawiera ta-
bela I'i Il

Il. Metody badania funkcji biatek rybosomowych

Rybosom, podczas kolejnych etapéw biosyntezy biatka ulega ciggtym
zmianom konformacyjnym. Jest to wynikiem oddziatywania szeregu cy-
toplazmatycznych czynnikow enzymatycznych i RNA (mRNA, tRNA).
Muszg zatem istnie¢ okre$lone miejsca na rybosomie wykazujgce powi-
nowactwo wzgledem swoistych czynnikéw i r6znych RNA. Wedlug obec-
nie przyjmowanego modelu, rybosom posiada dwa miejsca wigzace tRNA:
peptydylowe (donatorowe) i aminoacylowe zwane tez aminokwasowym
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(Schemat 1). Do pierwszego miejsca oznaczanego literg P, przytacza sie
inicjatorowy tRNA a w nastepnych etapach translacji peptydylo tRNA.
Drugie oznaczane literg A, swoiscie wigze aminoacylo tRNA. Zaréwno
miejsce P jak i A obejmujg zasiegiem swoim szereg biatek nalezacych do
obydwu podjednostek rybosomowych. Istniejg ponadto inne aktywne
miejsca w strukturze rybosomu, ktore uczestnicza w takich reakcjach
jak: przytagczanie mRNA, synteza wigzania peptydowego, czy hydroliza
GTP.

Peptydylo-tRNA Aminoacylo-tRNA

S0S

Schemat 1. Model rybosomu

1. miejsce donatorowe lub peptydowe, 2. miejsce akceptorowe lub aminokwascwe

Do identyfikacji biatek stanowigcych miejsca aktywne rybosomu za-
stosowano szereg metod, ktore zostang omdwione w kolejnych podroz-
dziatach.

I1-1. Rekonstrukcja rybosomu

Pierwsze dane o funkcji biatkowej komponenty rybosomu w procesie
translacji pochodzg z pracowni Nomury (28), gdzie opracowano metode
rekonstrukcji rybosomu. Metoda polega na przywréceniu rybosomowi
pierwotnej struktury i aktywnosci w syntezie polipeptydu in vitro po
uprzednim rozfrakcjomowaniu na rRNA i biatka rybosomowe.

W obecnosci wysokich stezen LiCl lub CsCl zaré6wno od podjednostki
30S jak i 50S uwalnia sie szereg biatek strukturalnych, ktdre oznaczono
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symbolami SP—30 i SP—50 (od ang. split proteins). Pozostate biatka
w kompleksie z rRNA stanowig rdzeA podjednostki. Stata sedymentacji
rdzenia podjednostki 30S wynosi 23S, a stala sedymentacji rdzenia pod-
jednostki 50S wynosi 40S. Czasteczki 23S i 40S sg nieaktywne w biosynte-
zie biatka in vitro. Przywrdcenie tej aktywnos$ci odbywa sie na drodze
czesSciowej rekonstrukcji podjednostki z biatek uwolnionych oraz rdzenia
w odpowiednich warunkach.

Przeprowadzenie rekonstrukcji catkowitej z 16S rRNA i poszczegdl-
nych biatek rybosomowych podjednostki (50) pozwolito wykazaé¢ role ja-
kg pelnia poszczegblne biatka rybosomowe podjednostki 30S w procesie
translacji. Brak niektérych biatek w zrekonstruowanej podjednostce po-
wodowat obnizenie syntezy polipeptydu oraz zahamowanie reakcji wigza-
nia mRNA lub tRNA do rybosomu. Na tej podstawie wnioskowano o roli
poszczegblnych biatek rybosomowych w okreslonych reakcjach procesu
translacji (10).

11-2. Pochodne aminoacylo-tRNA

Celem doktadniejszego wyznaczenia miejsc wigzacych w strukturze ry-
bosomu zastosowano znakowane pochodne AA—tRNA, ktdére majg zmo-
dyfikowane grupy funkcyjne w aminokwasie zwigzanym z korficem
3'-tRNA. Takie pochodne tworzg kowalencyjne wigzania z biatkami rybo-
somowymi, co umozliwia okre$lenie miejsc wigzacych tRNA. Do badan
tych zastosowano pochodne peptydylo-tRNA: p-nitrofenylokarbamylo-
-H-fenyloalanylo-tRNA (PNPC-H-Fen-tRNA) (51—52) i N-bromoacety-
lo-H-fenyloalanylo-tRNA (BrAc-H-Fen-tRNA) (53—56) oraz pochodng
inicjatorowego tRNA: p-nitrofenylokarbamylo-3-formylometionylo-
-tRNA (57). Identyfikacje biatek rybosomowych uczestniczgcych w reakcji
wigzania pochodnych poprzedza enzymatyczna hydroliza niezwigzanego
z rybosomami tRNA. Aktywno$¢ RNazy przejawia sie nie tylko wzgle-
dem tRNA ale réwniez wzgledem rybosomowych RNA. Powoduje to roz-
luznienie struktury rybosomu, a tym samym stwarza mozliwo$¢ utworze-
nia nieswoistych potgczen biatek rybosomowych z pochodnymi tRNA.
Ewentualno$é taka wyklucza wprowadzenie do badan zwigzkéw fotolabil-
nych, ktérych przykiadem jest: 2-nitro-4-azydofenoksy-4-fenylacetylo-
-3H-fenyloalanina, okreslana skrdtem SNAP-H-Phe (58). Zwiazek ten
w potgczeniu z tRNA daje pochodng peptydylo-tRNA: SNAP-H-Phe-
tRNA, ulegajacy hydrolizie do tRNA i zmodyfikowanej fenylalaniny pod
wptywem Swiatta o dtugosci fali 340nm. Wykrycie radioaktywnego pietna
w okreslonych biatkach pozwala przypuszczaé¢, ze stanowiag one jesSli nie
catos¢ to przynajmniej cze$¢ miejsca P na rybosomie, do ktérego wigze sie
peptydyio-tRN A.
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11-3. Modyfikacja rybosomoéw

Do badania roli komponent rybosomowych stosuje sie zmodyfikowane
rybosomy (59). Metoda oparta jest na wiasciwosciach niektérych zwigz-
kdw organicznych i nieorganicznych zdolnych do reagowania z rybosoma-
mi za posrednictwem wolnych grup funkcyjnych biatek lub rybosomo-
wych RNA. Zablokowanie tych grup powoduje spadek aktywnosci rybo-
somu. Czynnikami blokujgcymi sg: formaldehyd, kwas azotawy, 2-nitro-
fluorobenzen, ktére reagujg z grupami aminowymi. Traktowanie ryboso-
mow tymi zwigzkami powoduje zahamowanie syntezy polifenyloalaniny
w obecnosci poliU (10).

Zwigzkiem reagujgcym specyficznie z tyrozyng lub cysteing jest czte-
ronitrometan wptywajgcy na proces inicjacji syntezy polipeptydu. W jego
obecnosci rybosomy tracg zdolno$¢ do przytgczenia zaréwno naturalnego
jak i syntetycznego mRNA (60).

Najwiecej danych uzyskano przy zastosowaniu zwigzkéw reagujacych
z grupami sulfhydrylowymi, jak na przyktad: N-etylomaleimid, p-chloro-
benzoesan rteciowy i amid kwasu jodooctowego (61—67). Obecno$¢ tych
zwigzkéw wptywa praktycznie na wszystkie etapy procesu translacji, gdyz
od obecnosci wolnych grup — SH uzalezniona jest aktywno$¢ zaréwno ry-
bosoméw jak i czynnikéw enzymatycznych uczestniczagcych w poszcze-
golnych reakcja biosyntezy biatka (2).

Reaktywno$¢ grup sulfhydrylowych wykorzystana zostata rowniez do
badan przestrzennego rozmieszczenia biatek w rybosomie, czyli do
badan topografii rybosomu. W tym przypadku zastosowano tzw. zwiazki
wielofunkcyjne, ktdre odznaczajg sie wtasciwosciami krzyzowego wigzania
dwu lub wiecej biatek rybosomowych sasiadujacych ze sobg w strukturze
rybosomu. Imid kwasu fenylomaleinowego oraz 2-metyloadypinian posia-
dajg zdolno$¢ tworzenia dimeréw biatkowych poprzez grupy sulfhydry-
lowe, gdy odlegto$¢ miedzy grupami — SH wynosi okoto 12A (68—71).
Czteronitrometan moze potgczy¢ krzyzowo trzy a nawet cztery rézne biat-
ka rybosomowe (72). Ostatnio zastosowano do badarn topografii rybosomu
4-merkaptomaslan, ktéry przewyzsza mozliwosciami poprzednie zwigzki
wielofunkcyjne, moze on bowiem tworzy¢ wiele par biatkowych w oby-
dwu podjednostkach rybosomowych (73). Traktowanie rybosomdw takimi
zwigzkami wielofunkcyjnymi pocigga za sobg réwniez spadek okreslonych
funkcji biologicznych rybosomu. Poniewaz zwigzki te blokujg aktywne
biologicznie grupy — SH kilku biatek blisko siebie lezgcych, to nalezy
przypuszczac, ze okre$lona funkcja rybosomu zalezy nie od jednego, ale
od kilku sgsiadujagcych ze sobg biatek rybosomowych. Identyfikacje biatek
tworzacych dimery lub trimery poprzedza chromatografia jonowymienna
wszystkich biatek podjednostki.

Do modyfikacji rybosoméw wprowadzono z wielkim powodzeniem su-
rowice monowalentne, ktére blokujg okre$lone biatka znajdujgce sie na
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powierzchni rybosomu. W efekcie obserwuje sie spadek lub zupeiny brak
aktywnosci rybosomu. Uzyskane wyniki pokrywajg sie z danymi, ktore
otrzymano przy zastosowaniu innych metod. Ze wzgledu na szybkg iden-
tyfikacje biatek oraz wysoka specyficzno$¢ reakcji antygen — przeciwcia-
to, metode tg poleca grupa Wittmanna do badania roli biatek rybosomo-
wych (74, 75—76).

I11. Inicjacja syntezy biatka

Zapoczatkowanie syntezy tafncucha polipeptydowego jest procesem
bardzo ztozonym, gdyz obok podjednostki 30S, mMRNA i fMet—tRNA
uczestnicza réwniez trzy enzymatyczne czynniki inicjujgce: IF—1, IF—2,
IF—3 (od ang. initiation jactor). Rola czynnikéw inicjujacych jest na ogét
znana (2, 5), natomiast kolejno$¢ reakcji podczas tworzenia sie kompleksu
inicjujgcego jest zagadnieniem, ktéremu w dalszym ciggu posSwieca sie
wiele uwagi. W Swietle najnowszych badan (77) kolejno$¢ reakcji podczas
twcrzenia sie petnego kompleksu inicjujgcego przedstawia sie nastepujgco:

IF3 fMet-tRNA-IF2

\ \
30S-1F1---—--- > 30S-IF1, IF 3 - >30S-1F1, IF2, IF3-GTP-fMet-tRNA
(kompleks 1) (kompleks II) (kompleks I11)

MRNA 50S

\ \
-------- >30S-IF1, IF2-GTP-fMet-tRNA-mRNA ------------——--->30S-fMet-tRNA-mRNA-50S

n kompleks IV N N etny kompleks inicjujac
IF3 ( P ) IF1,IF2 GDP + Pi (petny P Jujacy)

Schemat powyzszy zaktada, ze przytgczanie mRNA nastepuje dopiero
wtedy, gdy podjednostka 30S utworzy kompleks ze wszystkimi czynnika-
mi inicjujacymi oraz inicjatorowym tRNA (kompleks Ill). Stanowi to za-
sadniczg roznice w poréwnaniu z dotychczas przyjmowanym schematem,
ktéry sugerowat, ze reakcja wiazania mRNA do podjednostki 30S odbywa
sie na samym poczatku inicjacji (2, 5).

I11-1. Wigzanie mRNA do podjednostki 30S

W pracowni Kurlanda wykazano, ze w reakcji przytgczania
mMRNA do podjednostki 30S oprocz czynnika IF—3 bierze udziat rowniez
biatko SI. Uwaza sie, ze petni ono funkcje stabilizatora kompleksu 30S-
-mRNA o czym s$wiadczyt wyrazny spadek wigzania naturalnego i synte-
tycznego mRNA w obecnosci IF—3 do podjednostki 30S pozbawionej biat-
ka SI. Przywrdcenie aktywnos$ci wigzgcej odbywa sie poprzez uzupetnie-
nie w pcdjednostce 30S brakujacego biatka SI (78). Obserwacje te zostaly
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potwierdzone badaniami z fotolabilnym kwasem 3H poli-4-tiourydylowym
(79), ktéry posiada takie same witasciwosci syntetycznego mRNA dla fe-
nyloalaniny jak poliU (80). Omawiany kwas tworzy w odpowiednich wa-
runkach inkubacji kowalencyjne wigzanie z biatkiem SI. Zdaniem wielu
autoréw, biatko to charakteryzuje sie szczegdlnym powinowactwem wzgle-
dem mRNA w poréwnaniu z pozostatymi biatkami rybosomowymi pod-
jednostki 30S. Uzupetnieniem przedstawionego problemu byty doswiad-
czenia z kwasem aurynotréjkarboksylowym, ktory jest inhibitorem oma-
wianej reakcji (3). Kwas ten hamuje zaréwno wytwarzanie kompleksu
podjednostki 30S z mRNA jak i powstawanie potgczen biatka Sl z poliU
(81).

Podjednostka 30S nie zawsze zawierata biatko SI w jednakowej ilosci
czasteczek. Czasami biatko to wystepuje w iloSciach, ktére kwalifikuja go
do klasy ,,F”, innym za$ razem wystepuje w ilosciach okoto 1,0 czastecz-
ki/30S i wtedy zalicza sie go do klasy ,,U” (47, 82). Obserwowano réwniez,
ze uformowany kompleks podjednostki 30S z mRNA pozbawiony jest biat-
ka S1 (83). Dane te skionity niektérych autoréw do przypuszczen, ze biat-
ko to w zaleznosci od etapu cyklu rybosomowego ulega odszczepieniu, badz
przytgczeniu do podjednostki 30S (78). Sprawa ta nie zostata dotychczas
definitywnie wyjasniona.

Wczesdniejsze niz mRNA, wigzanie sie czynnika inicjujgcego IF-3 z pod-
jednostkg 30S (patrz Schemat Inicjacji) Swiadczy o tym, ze w strukturze
rybosomu musi istnie¢ okreslone miejsce wiagzace ten czynnik enzyma-
tyczny. Z jednego, jak dotychczas, doniesienia na ten temat wynika, ze
zwigzek chemiczny o nazwie 2-metylosuberimid uzywany do badania to-
pografii rybosomu, taczy czynnik enzymatyczny IF—3 z biatkiem S12.
Sadzi sie, ze biatko to jest akceptorem IF—3 w procesie inicjacji biosyn-
tezy polipeptydu (84). Dane te stajg sie jeszcze bardziej interesujgce, gdy
uwzgledni sie dodatkowg funkcje IF—3 w rozpoznawaniu kodondw star-
towych AUG lub GUG na mRNA (5). Informacyjny RNA przytgcza sie
w takim miejscu do rybosomu, by kodony te umiejscowione byty w miej-
scu P, do ktérego wiaze sie inicjatorowy tRNA. taczac ze sobg te dane
mozna sadzi¢, ze biatko S12 znajduje sie na rybosomie w miejscu pepty-
dylowym. Potwierdzity to réwniez badania z surowicami anty S12, ktdre
w znacznym stopniu hamuja przytgczenie inicjatorowego tRNA do pod-
jednostki 30S (patrz rozdziat 111-2.).

Oddzielnego omoOwienia wymaga czynnik interferujacy —i (od ang.
interference factor), ktéry razem z czynnikiem IF—3 uczestniczy w reakcji
wigzania mRNA do podjednostki 30S. Czynnikowi interferujgcemu przy-
pisuje sie role selektywnego rozpoznawania okreslonych cistrondw na
mRNA. Swiadczy o tym brak wiazania rybosoméw E. coli w obecnosci
czynnika interferujgcego do jednego z trzech cistronéw RNA faga E. coli —
MS2, ktory jest odpowiedzialny za synteze biatka ptaszcza fagowego.
Translacja pozostatych cistrondw odbywa sie normalnie (5). Istniato przy-
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puszczenie, ze czynnik ten moze byé biatkiem rybosomowym wykazuja-
cym aktywno$¢ w specyficznym rozpoznawaniu naturalnych mRNA. Wy-
nikato to z obserwacji nad translacjag RNA faga E. coli— R17 w obecnosci
rybosomoéw izolowanych z dwdch réznych przedstawicieli organizmow
prokariotycznych. Rybosomy z E. coli rozpoznawaty w tym przypadku
wszystkie trzy cistrony, podczas gdy rybosomy z Bacillus stearothermophi-
lus tylko jeden cistron RNA fagowego (85). Ostatnie eksperymenty do-
starczyly jednak dowoddw utozsamiajgcych czynnik interferujgcy z biat-
kiem rybosomowym SIl. Zaréwno czynnik i, jak tez biatko SI wykazujg
identyczng ruchliwos$¢ elektroforetyczng. Krzyzowa reakcja immunopre-
cypitacji w obecnosci surowic anty Sl oraz anty i wykazata takze identycz-
no$¢ obydwu antygendéw. Obserwowano ponadto jednakowo hamujacy
wptyw biatka S| oraz czynnika i na wigzanie sie rybosomoéw E. coli ze
wspomnianym cistronem biatka ptaszcza RNA faga MS2 (86). Fakty te
sktaniajg do przypuszczen, ze biatko SI peini funkcje regulacyjng w pro-
cesie translacji (87).

Ostatnie dane na temat funkcji biatka SI wskazujg, ze uczestniczy ono
nie tylko w reakcji tworzenia kompleksu: 30S-mRNA, ale réwniez w re-
akcji wigzania inicjatorowego tRNA (88).

I11-2. Wigzanie fMet-tRNA

Inicjatorowy tRNA przytgczajagc sie do podjednostki 30S w miejscu
peptydylowym tworzy komplementarne wigzanie typu kodon — antyko-
don z informacyjnym RNA. O specyficznosci wigzania decyduje kodon
startowy AUG lub GUG znajdujgcy sie na poczatku kazdego cistronu
mMRNA (5).

Badania nad rekonstrukcjg rybosoméw wykazaty, ze brak pewnych
.biatek w podjednostce 30S znacznie utrudnia reakcje wigzania tRNA
inicjatorowego (89). Identyfikacje biatek przeprowadzono z zastosowaniem
surowic monowalentnych (74). Na podstawie uzyskanych wynikéw po-
dzielono je na dwie grupy roznigce sie zakresem udziatu w reakcji wigza-
nia fMet-tRNA. Obecnos¢ surowic anty: S3, SIO, S14, S19 oraz S21 hamuje
reakcje prawie w 100%. Surowice monowalentne dla drugiej grupy bia-
tek: SI, S2, S5, S6, S12, S13 i S20 hamujg przytaczanie inicjatorowego
tRNA w okoto 50°/0. Zdaniem autorow, biatka nalezgce do pierwszej grupy
stanowig centrum miejsca P na podjednostce 30S co jest potwierdzeniem
i uzupetnieniem wczesniejszych obserwacji (89).

Zaistniaty rozbieznosci w pogladach na role biatka S21 w procesie ini-
cjacji. Pierwsze dane na temat jego funkcji pochodzg z pracowni Nomu -
ry, gdzie wykazano, ze biatko S21 jest konieczne dla petnej aktywnosci
podjednostki 30S w procesie inicjacji (89). Odmienne stanowisko w tej
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sprawie reprezentuje grupa Kurlanda (90). Zdaniem tych badaczy,
podjednostki 30S tylko wtedy zdolne sg do utworzenia kompleksu inicju-
jacego, jesli nie posiadajg w swoim sktadzie biatka S21. Wskazuja na to
zarbwno wyniki doSwiadczen o hamujacym wplywie omawianego biatka
na wigzanie sie fMet-tRNA do kompleksu inicjujgcego w obecnos$ci pod-
jednostek 50S jak i obserwacje o braku biatka S21 w natywnych podjed-
nostkach 30S. Te ostatnie spostrzezenia pokrywajg sie z wynikami innych
autoréw, ktérzy wykazali brak biatka S21 w natywnych podjednostkach
30S w odroznieniu od monosoméw czy polirybosomow (91). Przypuszcza
sie, ze przyczyna takiego stanu jest blizej nie wyjasniona tendencja biatka
S21 do zmian liczby czastek w podjednostce 30S, co wykazano w bada-
niach nad stechiometrig biatek (49). Ostatnie wyniki z pracowni Nomu -
ry (92) potwierdzajg stusznos¢ pierwotnych zatozen. Podjednostki 30S
pozbawione biatka S21 w poréwnaniu z podjednostkami o petnym skladzie
biatkowym wykazuja zaledwie 33%—44°/0 aktywnosci wigzacej dla fMet-
-tRNA. Wyniki te jak réwniez dosSwiadczenia z surowicami monowalent-
nymi (74) i rekonstrukcja rybosoméw (89) dostarczyty przekonywujacych
dowoddéw o istotnym znaczeniu biatka S21 w reakcji wigzania inicjatoro-
wego tRNA.

Przyjmujgc poglad, ze miejsce A oraz miejsce P zasiegiem swoim obej-
mujg zarowno podjednostke 30S jak i 50S, przeprowadzono badania zmie-
rzajagce do wyznaczenia, ktore biatka podjednostki 50S uczestniczg w wig-
zaniu fMet-tRNA. Zastosowanie znakowanej pochodnej inicjatorowego
tRNA wykazato, ze jest on wigzany przez kilka biatek. Najwiekszg radio-
aktywno$¢ wykrywano w biatku L27, mniejszg w L13, L14, L15 (57). Moz-
na wiec przypuszczaé, ze biatka te razem z biatkami podjednostki 30S sta-
nowig miejsce P na rybosomie, do ktérego zostaje przytgczany fMet-tRNA.

Enzymatyczny czynnik IF—2 peini podwdjng role w procesie inicjacji.
Pierwsza, to wigzanie fMet-tRNA do rybosoméw. IF—2 w kompleksie
z podjednostkg 30S umozliwia tRNA inicjatorowemu przytgczanie sie do
miejsca P. Aktywnos$¢ ta zalezy od obecnosci wolnych grup sulfhydrylo-
wych, gdyz N-etylomaleimid pozbawia czynnik IF—2 zdolnosci wigzacej
fMet-tRNA do podjednostki 30S (2).

Za swoistos¢ interakcji IF—2 z rybosomem odpowiada biatko S12.
W skazujg na to wyniki doswiadczen z podjednostkami 30S z E. coli, w kt6-
rych podczas rekonstrukcji zamieniono biatko S12 dajgc na jego miejsce
biatko S12 pochodzace z rybosomoéw z Bacillus stearothermophilus. W wy-
niku takiej kombinacji obserwowano znaczny spadek zdolnosci wigzania
tRNA inicjatorowego do podjednostki w obecnos$ci czynnika IF—2 pocho-
dzacego z komorek E. coli. Jezeli do badan tych uzyto czynnika IF—2
izolowanego z komérek Bacillus stearothermophilus, wtedy nie obserwo-
wano spadku zdolnosci wigzania fMet-tRNA do rybosomu (93). Uzyskane
wyniki $wiadczg nie tylko o istotnym znaczeniu biatka S12 w enzyma-
tycznej reakcji wigzania tRNA inicjatorowego do rybosomu, ale jedno-
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cze$nie wskazujg jak wielkg role odgrywa swoisto$¢ gatunkowa sktadni-
kéw uczestniczgcych w inicjacji tancucha polipeptydowego.

Druga rola czynnika IF—2 dotyczy udziatu w hydrolizie GTP (5). Pod-
czas reakcji tej zachodzi odszczepienie IF—2 od rybosoméw. Uwaza sie, ze
hydrolityczne uwolnienie IF—2 z kompleksu inicjujacego potrzebne jest,
by czynnik ten mdgt powtdrnie uczestniczy¢ w nastepnym procesie inicja-
cji (94—97). Aktywnos$¢ GTP-azowa czynnika IF—2 uwidacznia sie po
przytaczeniu podjednostki 50S do kompleksu inicjujgcego (patrz Schemat
Inicjacji). W wyniku badan ustalono, ze na omawiang reakcje hydrolizy
GTP zasadniczy wptyw wywierajg dwa biatka podjednostki 50S: L7 i L12.
Usuniecie tych biatek z rybosomu powoduje prawie 100% zahamowanie
aktywnosci GTP-azowej czynnika IF—2 (97— 101). Biatka L7 i L12 stano-
wig jednoczes$nie centrum hydrolizy GTP w etapie elongacji taficucha po-
lipeptydowego. Zagadnienie to oraz blizsza charakterystyka biatek L7
i L12 zostang omdwione w rozdziale VI-3.

Zakonczenie procesu inicjacji, to asocjacja podjednostek 30S i 50S.
Z wczesniejszych obserwacji wynikato, ze na potgczenie sie obydwu pod-
jednostek do petnego rybosomu 70S duzy wplyw majg wigzania wodoro-
we (102) i mostki S—S (103). PéZniejsze badania immunochemiczne wy-
kazaty, ze w asocjacji podjednostek uczestniczg powierzchniowe biatka za-
rbwno mniejszej jak i wiekszej podjednostki. Obecnos$¢ przeciwciat dla
biatek S9, Sil, S12, S14 i S20 oraz dla biatek podjednostki 50S — LI, L6,
L14, L15, L20, L23, L26 i L27, uniemozliwia powstawanie rybosomu 70S
(104—105). Szczeg6lng role przypisuje sie grupie biatek mniejszej pod-
jednostki, poniewaz kazde z nich posiada zdolno$¢ tworzenia kompleksu
z podjednostka 50S.

IV. Elognacja tanhcucha peptydowego

Do utworzonego kompleksu inicjujgcego przytgcza sie aminoacylo-
-tRNA. Proces ten katalizuje czynnik elongacyjny EF—Tu, a energii do-
starcza reakcja hydrolizy GTP.

Po przytaczeniu fMet-tRNA do miejsca P oraz AA-tRNA do miejsca A
na rybosomie, nastepuje synteza wigzania peptydowego miedzy grupa
karboksylowg fMet-tRNA a grupa aminowg aminokwasu nalezgcego do
AA-tRNA. Nastepnie, reszta N-formylometioniny zostaje przeniesiona
z inicjatorowego tRNA na AA-tRNA w wyniku czego powstaje peptydy-
lo-tRNA. By mégt przytaczy¢ sie kolejny AA-tRNA musi byé zwolnione
miejsce A, dlatego w reakcji zwanej translokacjg peptydylo-tRNA ulega
przemieszczeniu z miejsca A do miejsca P. Jednocze$nie nic mRNA prze-
suwa sie o jeden tryplet w kierunku korica 3'. Reakcji tej towarzyszy hy-
droliza GTP w obecnosci czynnika elongacyjnego EF—G (2, 7).
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1V-1. Wigzanie aminoacylo-tRNA

Badanie kwestii, ktére z biatek rybosomowych stanowig miejsce A za-
poczatkowano w pracowni Nomury (89). Stosujgc metode rekonstrukcji
rybosomu wykazano, ze brak w podjednostce 30S takich biatek jak S3,
SIO, S14 powoduje spadek wigzania sie aminoacylo-tRNA. Badania te zo-
staty w znacznej mierze potwierdzone przez innych badaczy, ktorzy za-
obserwowali stymulujgcy wptyw biatek S2, S3, S14 na przytaczenie sie
aminoacylo-tRNA do rybosoméw w obecnosci czynnika EF—Tu (106).
Ostatnie doswiadczenia z surowicami monowalentnymi wykazaty, ze miej-
sce A jest jeszcze wieksze. Surowice anty S3, S9, Sil, S18, S19 oraz S21
silnie hamuja enzymatyczne wigzanie fenyloalanylo-tRNA do rybosomow
w obecnosci poliU (74).

Dalszych informacji o miejscu rybosomowym wigzagcym AA-tRNA do-
starczyty badania z zastosowaniem streptomycyny. Antybiotyk ten powo-
duje zaburzenia w prawidtowej translacji kodu genetycznego (107— 108).
Doswiadczenia ze znakowang pochodng antybiotyku oraz z zastosowaniem
metody rekonstrukcji podjednostki 30S wykazaty, ze za wigzanie strepto-
mycyny do rybosomu odpowiedzialne jest biatko S12 (74, 109—110). Biatko
to decyduje réwnocze$nie o rozmiarze pomytek translacyjnych pod wpty-
wem omawianego antybiotyku (89). Role uzupetniajgcg przypisuje sie
biatkom S3, S4, S5 i Sil.

Udziat biatka S12 w omawianym procesie jak rowniez w reakcji wig-
zania kompleksu IF—2 — fMet-tRNA (rozdz. 1ll.) daje podstawe do przy-

5 Postepy Biochemii
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puszczen, ze znajduje sie ono w takim obszarze podjednostki 30S, gdzie
odbywa sie interakcja tRNA z mRNA (89, 111).

Miejsce A podobnie jak i miejsce P zasiegiem swoim obejmuje szereg
biatek rybosomowych obydwu podjednostek. Do identyfikacji biatek two-
rzagcych miejsce A na podjednostce 50S wykorzystano wiasciwosci takich
antybiotykow jak chloramfenikol i puromycyna. Chloramfenikol jest inhi-
bitorem syntezy wigzania peptydowego, gdyz wigzac sie z rybosomem,
a Scislej bioragc z podjednostkg 50S, blokuje miejsce A, do ktérego przy-
tacza sie AA-tRNA (3). Identyfikacje sktadnikdw rybosomowych przyia-
czajacych chloramfenikol, przeprowadzono z zastosowaniem pochodnych
tego antybiotyku: MC-monojodoamfenikolem i 4C-monobromamfenikolem
(112—114). Wiagzanie pochodnych z biatkiem L16 $wiadczy, ze znajduje
sie ono w miejscu A. Potwierdzajg to doswiadczenia z rekonstrukcja pod-
jednostki 50S (115).

Antybiotykiem, ktory wspdtzawodniczy z chloramfenikolem o miejsce
na rybosomie jest puromycyna. Antybiotyk ten z racji podobieristwa struk-
turalnego do nukleotydu adenilowego znajdujacego sie na koricu 3'-tRNA,
moze by¢é wbudowany do tancucha polipeptydowego poprzez utworzenie
wigzania peptydowego miedzy wolng grupg aminowag puromycyny a gru-
pa karboksylowg ostatniego aminokwasu w syntetyzujagcym sie tafncuchu
polipeptydylowym. W wyniku reakcji nastepuje uwolnienie polipeptydu
zakonczonego puromycyna. Podobnie jak dla streptomycyny czy chloram-
fenikolu tak i tu zastosowano znakowane pochodne puromycyny, dzieki
ktorym uzyskano mozliwos$¢ identyfikacji biatek rybosomowych tworzg-
cych miejsce A. N-jodoacetylopuromycyna (116) oraz N-bromoacetylopu-
romycyna (117) wiazg sie z biatkami L2 i L6.

IV-2. Synteza wigzania peptydowego

Reakcje syntezy wigzania peptydowego katalizuje enzym zwany trans-
feraza peptydylowa, ktora jest integralnym sktadnikiem rybosomu.
Stwierdzenie to oparte jest na wynikach badarn z puromycyna, ktéra moze
whbudowaé sie do taricucha biatkowego poprzez utworzenie wigzania pep-
tydowego z C-koncowym aminokwasem syntetyzowanego polipeptydu
(rozdziat 11-2.). Omawiana reakcja odbywa sie w obecnosci rybosomow lecz
niezbedne sg podjednostki 50S (118).

W tak zwanej reakcji czastkowej (ang. fragment reaction) mozna badaé
in vitro aktywnos$¢ transferazy peptydylowej (119). Reakcja ta zachodzi
przy udziale podjednostki 50S i odbywa sie w obecnosci alkoholu oraz ka-
tionow jedno- i dwuwartosciowych. W tych warunkach wigzanie peptydo-
we powstaje miedzy grupg aminowg puromycyny a grupg karboksylowg
aminokwasu zwigzanego z piecionukleotydowym fragmentem tRNA, ktd-'
ry otrzymuje sie na drodze enzymatycznej hydrolizy acetyloleucylo-tRNA.
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Mozliwos$¢ syntezy wigzania peptydowego Swiadczy, ze transferaza pepty-
dylowa jest strukturalnym sktadnikiem wiekszej podjednostki rybosomu.

Badajac aktywnos¢ transferazy peptydylowej w naturalnych prekur-
sorach podjednostki 50S wykazano, ze prekursor 43S, w ktérym brakowato
kilku biatek byt nieaktywny w reakcji czastkowej (120). Podobne wyniki
uzyskano z rybonukleoproteidowymi czasteczkami otrzymanymi z podjed-
nostek 50S poprzez ptukanie ich wysokimi stezeniami LiCl (0,4—0,8M).
W tych warunkach odczepiata sie od rybosomu pewna grupa biatek okres-
lana mianem biatek powierzchniowych. Otrzymany rdzen podjednostki
50S o statej sedymentacji zblizonej wartoscig do prekursoréw naturalnych,
byt rowniez nieaktywny w reakcji czgstkowej. Analiza chromatograficz-
na biatek odczepionych od rybosomu wykazata miedzy innymi obecnos¢
trzech biatek L6, LIl i L16. Dodanie tych biatek do rdzenia podjednostki
powodowato przywrdcenie aktywnos$ci transferazowej. Badania struktury
przestrzennej podjednostki wykazaty, ze biatka te nie tylko sasiadujg ze
soba, ale réwniez z miejscem rybosomowym, do ktérego wigze sie AA-
-tRNA (121, 122). Istniejg przypuszczenia, ze do grupy biatek uczestniczg-
cych w syntezie wigzania peptydowego nalezy réwniez L15 (123). Doktad-
na analiza roli wymienionych biatek wykazata, ze biatko LIl wptywa za-
sadniczo na aktywno$¢ transferazy peptydylowej i dlatego uwaza sie je za
centrum aktywnosci transferazowej na rybosomie (124). Z wynikow anali-
zy aminokwasowej biatka LIl mozna sadzié, ze o jego aktywnos$ci enzy-
matycznej decyduje duza zawarto$¢ grup metylowych dotgczonych gtow-

nie do e-N-lizyny a takze do innych aminokwasow dotad nie zidentyfiko-
wanych (125).

1V-4. Translokacja

Translokacji peptydylo-tRNA Z miejsca A do miejsca P towarzyszy re-
akcja hydrolizy GTP, ktéra zachodzi przy udziale czynnika elongacyjneg6
EF—G. Poniewaz odbywa sie to na rybosomie, dlatego zachodzito wiec py-
tanie: ktére biatka rybosomowe uczestniczg w hydrolizie GTP? Dos$wiad-
czenia z rekonstrukcjg podjednostek wykazaty, ze o aktywnosci GTP-azo-
woje podczas elongacji tancucha peptydowego decydujg dwa powierzch-
niowe biatka podjednostki 50S: L7 i L12 (126—129). Biatka te stanowig
ogniwo tgczagc EF—G z podjednostkg 50S (130—131), gdyz obecno$¢ suro-
wic anty- L7 i L12 zapobiega interakcji czynnika elongacyjnego z ryboso-
mami oraz hamuje aktywno$¢ GTP-azowg w procesie elongacji (132).

Ze wzgledu na budowe chemiczng oraz funkcje biatek L7 i L12 poréw-

:rmje sie je z biatkami kurczliwymi. Analiza aminokwasowa wykazata

w nich duzg zawarto$¢ alaniny, kwasu glutaminowego, waliny i lizyny
przy jednoczesnym braku lub znikomej zawartosci tyrozyny, tryptofanu,
cysteiny i histydyny (127— 128, 133—134). Ponadto biatka te cechuje duza

o
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zawartos¢ struktury a-heliksowej (50%—60°/0) w poréwnaniu z pozostaty-
mi biatkami rybosomu (135—136). Lancuchy obydwu biatek sktadajg sie ze
120 aminokwas6w o tej samej sekwencji i masach czasteczkowych, ktdra
wynosi 12200 (137), lecz rdznig sie od siebie aminokwasem N-koAcowym.
W biatku L7 wystepuje acetyloseryna natomiast w biatku L12 — seryna.
Acetylacja biatka L12 do L7 zachodzi jeszcze przed przytgczeniem L7 do
rybosomu (138). Punkty izoelektryczne obydwu biatek r6znig sie nieznacz-
nie i przypadajg w pH = 4,7 i pH = 4,85 (128). Te pozornie niewielkie réz-
nice w budowie i wtasciwosciach omawianych biatek odgrywajg decydu-
jaca role w aktywnosci GTP-azowej podczas elongacji tanicucha peptydo-
wego (127, 129, 137).

Badania procesu translokacji przy uzyciu fotolabilnej pochodnej GDP:
H-azydofenolo-GDP oznaczong skrotem APh—GDP dostarczyty danych
0 miejscu rybosomowym wigzagcym kompleks EF—G — GDP (139). Auto-
radiograficzna analiza elektroforograméw biatek rybosomowych znakowa-
nych H-APh—GDP wykazata radioaktywne pietno w L5, LI, L18 i L30.
Trzy z wymienionych biatek: L5, L18 i L30 tworzg kompleks z 5S rRNA
(140), co decyduje zapewne o okreSlonej strukturze podjednostki 50S pet-
nigcej kluczowg role w translokacji peptydylo-tRNA (141).

W ostatnim czasie zwrécono uwage na biatka L6 i L10. Nie uczestnicza
one co prawda bezposrednio w hydrolizie GTP, lecz ich obecno$é w rdze-
niu podjednostki 50S jest niezbedna do rekonstrukcji rybosomu pozbawio-
nego biatek L7 i L12 (131, 142). Potwierdzajg to doSwiadczenia z surowica-
mi anty- L6 i L10, ktdre hamujg proces rekonstrukcji podjednostki 50S
pozbawionej biatek L7 i L12 (143— 145).

Hydroliza GTP zachodzi réwniez w procesie inicjacji. Sugeruje to, ze
w reakcji uczestniczy podjednostka 30S. Uzyskane wyniki wskazujg, ze
kilka biatek tej podjednostki: S5, S9 i S2 warunkuje aktywno$¢ GTP-azo-
wg kompleksu 70S — EF—G (146—147). Biatka te wptywajg zapewne tyl-
ko na odpowiednig konformacje rybosomu, gdyz centrum GTP-azowe
znajduje sie na podjednostce 50S. O tym czy hydroliza GTP odbywa sie
w etapie inicjacji czy elongacji tanicucha peptydowego decyduja czynniki
enzymatyczne, poniewaz tiostrepton hamuje aktywnos$é GTP-azowga czyn-
nika EF—G nie powodujac zaktdcenn w hydrolizie GTP przy udziale czyn-
nika inicjujgcego IF—2 (97— 101).

Identyfikacje biatek tworzacych miejsce P na podjednostce 50S wy-
konano przy uzyciu fotolabilnych pochodnych peptydylo-tRNA, okazato
sie, ze centrum miejsca P na podjednostce 50S stanowig biatka L2 i L27.
Kilka innych biatek: L15, L16, L24, i L26 peini role kooperatywng (52—
56). Dane te znacznie pokrywaja sie z wynikami jakie otrzymano przy uzy-
ciu pochodnej inicjatorowego tRNA (rozdziat 111-2.).

Badania z erytromycyno opornymi mutantami E. coli wykazaly, ze
w miejscu P znajduje sie biatko L4, ktére aktywnie uczestniczy w wigza-
niu peptydylo-tRNA (148).
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V. Zakohczenie syntezy tahcucha peptydowego

Synteza tancucha peptydowego koniczy sie tzw. kodonami nonsensow-
nymi: UAA, UAG oraz UGA. Proces ten zwany inaczej terminacja, wy-
maga obecno$ci GTP a katalizujg go czynniki biatkowe: RF—1 i RF—2
(od ang. release factor). Czynnik RF—1 rozpoznaje kodony nonsensowne
UAA i UAG, a czynnik RF—2 ropoznaje kodony UAA lub UGA. Istnieje
réwniez trzeci czynnik — S, ktdremu przypisuje sie role posrednika, badz
stymulatora RF—1i RF—2 w procesie terminacji (6).

Mechanizm terminacji polega na przytgczaniu czynnikéw RF do kom-
pleksu peptydylo-tRNA — kodon nonsensowny — rybosom, powodujac
hydrolize wigzania estrowego miedzy tRNA a peptydem, co prowadzi do
uwolnienia tancucha peptydowego. Aktywnos$¢ czynnikéw RF zalezy od
obecnosci na rybosomie biatek L7 i L12. Wskazujg na to doswiadczenia
z inhibitorem elongacji — tiostreptonem, ktory wptywa tak samo na proces
terminacji jak usuniecie z podjednostki 50S biatek L7 i L12 (149). Dyso-
cjacja sktadnikdw kompleksu terminacyjnego odbywa sie kosztem energii
czerpanej z hydrolizy GTP przy udziale czynnika S (150— 151). Mimo po-
dobienstwa w aktywnos$ci GTP-azowej czynnikéw EF—Tu i EF—G z czyn-
nikami terminacyjnymi, brak jest dowodow Swiadczgcych o identycznosci
czynnikow terminacyjnych i czynnikéw elongacyjnych (152—153).

VI. Uwagi kornicowe

Pewne wyobrazenie o usytuowaniu i budowie miejsc aktywnych rybo-
somu daje Schemat 3. Nalezy jednak pamietaé, ze rybosom podczas ko-
lejnych etapéw translacji ulega zmianom konformacyjnym. Prowadzi to
z jednej strony do wyeksponowania biatek rybosomowych aktywnie za-
angazowanych w okreslong reakcje, z drugiej za$ strony do ,,maskowania”
miejsc rybosomowych nie uczestniczagcych w tym etapie biosyntezy biatka.
Tylko niektére biatka takie jak L7 i L12, znajdujg sie w ciggtym ,pogoto-
wiu”, gdyz od ich obecnos$ci zalezy hydroliza GTP poczawszy od tworzenia
sie kompleksu inicjujgcego a skofnczywszy na reakcji kompleksu termina-
cyjnego.

Wyjasnienie zwiazku miedzy strukturg rybosomu a funkcja jego sktad-
nikow zalezy od doktadnej znajomosci topografii tej organelli. Wiele da-
nych na ten temat dostarczyty badania prowadzone w laboratorium N o -
mury (154), dotyczagce mapowania (przestrzennego rozmieszczenia) bia-
tek rybosomowych w podjednostce 30S. Badania te zostaty w ostatnim
czasie poszerzone o zagadnienia biogenezy podjednostki (155). Dalszego
postepu w badaniach struktury rybosomu mozna spodziewac sie po zasto-
sowaniu techniki immunoelektromikroskopii. Pozwala ona na fotografo-
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Schemat 3. Schemat miejsc aktywnych rybosomu (zmodyfikowany (15))

wanie komplekséw antygen (biatko rybosomowe) — przeciwciato (156—
157).

Omawiajgc strukture i funkcje biatek rybosomowych nie nalezy zapo-
mina¢ o rybosomowych rRNA. Udziat tego sktadnika w procesie translacji
kodu genetycznego jest nie mniej istotny od udziatu biatek rybosomowych.

Bardzo dziekuje Panu Profesorowi dr Eugeniuszowi Gasiorowi za przeczytanie
rekopisu i poczynienie cennych uwag, ktéore wykorzystatem przy redagowaniu niniej-
szego artykutu.

Artykut nadszedt 26.7.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 2.12.1975.

Po oddaniu pracy do druku ukazat sie artykut przegladowy Wittmanna
(Willmann H. G, (1976), Eur. J. Biochem., 61, 1—13.) uwzgledniajacy wiele nowos-
ci dotyczacych struktury, funkcji i ewolucji rybosomoéw.
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BOZENA BORKOWSKA *

Cytokininy

Cytokinins

Cytokininy stanowiag grupe regulatorow wzrostu roslin. Uczestnicza
one w regulacji licznych proceséw biologicznych, ale ich najbardziej cha-
rakterystycznym dziataniem fizjologicznym jest stymulacja podziatéw ko-
morkowych (cytokineza). Pod wzgledem chemicznym cytokininy nalezg
do grupy zwigzkéw purynowych.

I. Odkrycie cytokinin

Juz w roku 1913 Haberlandt postulowat istnienie hormonéw ro-
§linnych, innych niz auksyny, ktorych dziatanie przejawiatoby sie stymu-
lacjg podziatdéw komorkowych. Wyizolowanie w roku 1938 ze zranionej
tkanki roslinnej kwasu ttuszczowego — traumatyny, ktéra lokalnie stymu-
lowata podzialy komorkowe, potwierdzito przypuszczenie Haberlandta (2).

Dopiero jednak w roku 1955 Miller (2) wyizolowat z materiatu zwierze-
cego i nastepnie zidentyfikowatl zwigzek, ktory silnie stymulowat podziaty
komorkowe. Zwiazek ten zostat nazwany kinetyna.

Odkrycie cytokinin w materiale roslinnym byto wynikiem rozwoju
badahA nad ro$linnymi kulturami tkankowymi. W latach 50-tych zauwazo-
no, ze stosujac w kulturach in vitro pozywki z dodatkiem mleka kokoso-
wego lub wyciggu z niedojrzatych ziarn zboza obserwuje sie wyrazng
stymulacje podziatbw komérkowych hodowanej tkanki (3). Swiadczy to
0 tym, ze zaré6wno mleko kokosowe jak i wyciag z niedojrzatych nasion za-
wierajg hormony stymulujgce cytokineze i mozna izolowaé¢ z nich te
zwigzki.

W latach 1961—1963 wyodrebniono z niedojrzatych ziarn kukurydzy
1 ustalono strukture chemiczng zwiagzku, ktdry bardzo silnie stymulowat
podzialy komorkowe. Zwigzek ten nazwano zeatyng (3, 4).

*) Dr, Zaktad Fizjologii Roélin, Instytut Sadownictwa, 96-100 Skierniewice.

Wykaz stosowanych skrétéw: BA — benzyloaminopuryna; 2iP — 6-(Y,y,dwumety-
loalliloamino)-puryna; 2iPA —rybozyd 2iP; SD 8339 — 6-benzyloamino-9-tetrahydro-
pyranylopuryna; U — uracyl.
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Calg grupe zwigzkow o wiasciwosciach zblizonych do kinetyny nazwa-
no pierwotnie kininami. Poniewaz nazwg tg okreslono juz biatka zwie-
rzece, zaistniata konieczno$¢ znalezienia nowego terminu. Proponowano
rézne nazwy jak np. kinetenoidy czy fitokininy. Najbardziej trafny okazat
sie termin ,cytokininy”, poniewaz odzwierciedla charakterystyczne dzia-
tanie tych zwigzkéw — stymulacje cytokinezy.

Il. Budowa chemiczna i aktywno$¢ biologiczna

Cytokininy sa pochodnymi adeniny, podstawionej przy atomie azotu
w pozycji 6(N8 (wzor I).

Aktywnos$¢ biologiczna cytokinin jest Scisle zwigzana z budowg cza-
steczki i zalezy od:
— miejsca przytgczenia bocznych podstawnikdw do adeniny,
— rodzaju podstawnika (faricuchy alkilowe lub pierscienie)
— dtugosci dotgczonego tancucha alkilowego,
— liczby i rozmieszczenia podwdjnych wigzan i grup hydroksylowych

w podstawniku alkilowym,
— diugosci mostka pomiedzy adening a podstawnikiem pierscieniowym,
— modyfikacji czasteczki adeniny (5, 6, 7).

Stwierdzono, ze réwniez niektore zwigzki niepurynowe, np. mocznik
i jego pochodne, szczegélnie dwufenylomocznik wykazujg aktywno$¢ bio-
logiczng charakterystyczng dla cytokinin. Nie wiadomo jednak czy funk-
cja, oraz mechanizm dziatania tych zwigzkow jest taki sam jak pochodnych
adeniny.

I11. Cytokininy endogenne oraz syntetyczne

Pierwszg zidentyfikowang endogenng cytokining byta zeatyna (wzér I1).
Zeatyne znajdowano zaréwno w ros$linach wyzszych jak i nizszych (grzy-
bach, drozdzach). Zeatyna wystepuje jako wolna zasada oraz w potgczeniu
z rybozg (rybozyd zeatyny) i jej fosforanem (rybotyd zeatyny), (wzoér I).
Najaktywniejsza biologicznie formg jest wolna zasada. Aktywnos¢ jej za-
lezy od konfiguracji grupy hydroksylowej w bocznym taricuchu. Grupa ta
w wolnej zeatynie izolowanej z roslin wystepuje w pozycji trans, nato-
miast w zeatynie i jej pochodnych wyodrebnionych z produktow hydrolizy
tRNA wystepuje w pozycji cis. Forma trans zeatyny wykazuje wyzsza
aktywnosc¢ biologiczng od formy cis (8).

Naturalnie wystepujacg pochodng zeatyny jest dwuhydrozeatyna
(wzor IV). Zwigzek ten nie posiada podwdjnego wigzania w bocznym tan-
cuchu i dlatego aktywnos$é jego jest znacznie nizsza niz zeatyny.

Drugg szeroko rozpowszechniong naturalng cytokining jest NYy.y.dwu-
metyloalliloamino/-puryna, oznaczona w skrécie 2iP (wzo6r Ill). Zwigzek
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ten wystepuje przede wszystkim w formie zwigzanej z tRNA. Moze wy-
stepowac jako rybozyd i rybotyd.

Z materiatu ro$linnego wyizolowana zostata rdwniez N6metyloamino-
puryna, ktora wystepuje w tRNA. Zwigzek ten wykazuje aktywnos$¢ biolo-
giczng w niektorych testach, mimo to przynalezno$¢ jego do grupy cyto-
kinin jest watpliwa.

Do endogennych cytokinin jest zaliczana réwniez triakantyna: 3-(y,Y,
dwumetyloalliloamino)-puryna. Sama triakantyna nie wykazuje aktyw-
nosci biologicznej, poniewaz boczny tancuch jest przytagczony do adeniny
poprzez heterocykliczny atom azotu w pozycji 3. Pozycja bocznego tan-
cucha ulega jednak bardzo tatwo konwersji do N6 przez co zwigzek staje
sie aktywny biologicznie. Konwersja moze zachodzi¢ in vitro oraz in vivo.
Triakantyne uwaza sie za ,,forme zapasowg” cytokinin.

W ostatnich latach stwierdzono, ze w ziarnach kukurydzy obok wczes-
niej zidentyfikowanej zeatyny wystepuje 10 innych zwigzkéw — pochod-
nych adeniny, ktére posiadajg aktywno$¢ cytokininowg. Niektére z tych

NH—R‘
N 7N
B e

39
i

R

R = —CH2-—CH=C.

zeatyna

i—CH,— CH=C.

6 [t , 7 dwumetyloal
amino/- puryna (2 ! P)

,CHn
Rj = —CH2—CH2—CH"
'CH,OH

R2 = H dwuhydrozftatyna
R. = H
HC-- CH
;- G- Cv.o-(H
=H kinetyna
tH
H H
c=¢C
/ \
CH2 C CH
Wzér VI =H c— ¢C benzyloaminopuryna (BA)
H H H

moze by¢ podstawione przez grupe CH”

*moze by¢ podstawione przez ryboze / rybozyd/, tub ryboze
i reszte kwasu fosforowego / rybotyd /

Ryc. 1. Budowa chemiczna cytokinin
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zwigzkéw powstajag prawdopodobnie w wyniku enzymatycznych prze-
ksztatcen czasteczki zeatyny (9).

Najbardziej rozpowszechnionymi syntetycznymi cytokininami sg kine-
tyna (wzo6r V), oraz benzyloaminopuryna (wzér VI). Kinetyne wyizolo-
wano z materiatu zwierzecego, ale byta prawdopodobnie artefaktem (pro-
duktem degradacji DNA) i nie jest uznawana za zwigzek endogenny. Ki-
netyna i benzyloaminopuryna wykazujg wysoka aktywno$¢ w réznych
testach biologicznych. Zaréwno kinetyna jak i benzyloaminopuryna syn-
tetyzowane sg jako wolne zasady i rybozydy.

Trzecig cytokining syntetyczng jest 6-benzyloamino-9-tetrahydropyra-
nylopuryna (SD 8339). Aktywnos$¢ jej w testach biologicznych jest nizsza
niz benzyloaminopuryny.

Oprécz wymienionych wyzej cytokinin zsyntetyzowano okoto 70
innych pochodnych purynowych. Poniewaz zwiazki te posiadajg tylko
niewielkg aktywno$¢ biologiczng lub sg catkowicie nieaktywne nie znaj-
duja praktycznego zastosowania (7).

1V. Cytokininy wystepujgce w tRNA

W roku 1966 stwierdzono, ze w tRNA specyficznym dla seryny znaj-
duje sie w bezposrednim sasiedztwie antykodonu rybozyd 6-(y,Y,dwumety-
loalliloamino)-puryny (2iPA), (Ryc. 2), (10). Od tego czasu wielokrotnie
znajdowano rybozyd 2iP w produktach hydrolizy tRNA z szeregu organiz-
méw, a wiec bakterii, drozdzy, roslin wyzszych, a nawet ssakéw (6, 10,
11). Nie stwierdzono wystepowania cytokinin w mRNA, rybosomalnym
RNA. oraz DNA.

Ryc. 2. Propozycja Holley 'a budowy tRNA (lis¢ koniczyny). W petli sekwencja
zasad antykodonu seryny. Strzatkg oznaczono miejsce przytgczenia 2iPA
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Cytokininy wystepuja tylko w niektérych rodzajach tRNA specyficz-
nego wobec seryny, rzadziej izoleucyny, tyrozyny i cysteiny. Sposrod
szeSciu tRNA soi specyficznych wobec seryny tylko dwa zawierajg 2iP. Ni-
gdy nie stwierdzono cytokinin w tRNA specyficznych dla argininy, glicyny
oraz waliny. Wydaje sie, ze cytokininy wystepujg w strukturze tych tRNA,
w ktorych sekwencja trzech zasad antykodonu zaczyna sie od U.

Giéwna cytokining, ktora wystepuje w tRNA jest rybozyd 2iP. W ro-
$linach wyzszych np. w niedojrzatych ziarnach zboza stwierdzono réwniez
obok rybozydu 2iP rybozyd zeatyny i ich pochodne tiometylowe.

Pochodzenie cytokinin wystepujgcych w tRNA nie jest dokladnie zna-
ne. Najprawdopodobniej reszta izopentylowa, ktoéra powstaje z kwasu
mewalonowego poprzez izopentylopirofosforan, zostaje dotgczona do ade-
niny wystepujacej w tRNA.

Niewiele wiemy jakag role speiniajg cytokininy w tRNA (12). Jedna
z istniejgcych hipotez méwi, ze cytokininy zwigzane z tRNA dzialajg jak
regulatory wzrostu, druga przypisuje im dziatanie nie zwigzane z hormo-
nalng regulacja (10). Zgodnie z ta hipoteza rybozyd 6-(Y,y,dwumetyloalli-
loamino)-puryny (2iPA) spetnia w tRNA role zmetylowanej zasady, a wiec
wptywa na synteze biatka poprzez utatwienie wiasciwego odczytania infor-
macji oraz przez wybranie i dolgczenie odpowiedniego aminokwasu. Wy-
daje sie jednak, ze hipoteza ta jest zbyt ogélna — cytokininy wystepuja
bowiem tylko w niektérych formach tRNA, a wiec rola ich powinna by¢
bardziej specyficzna.

V. Biosynteza i metabolizm cytokinin

Giéwnym miejscem biosyntezy cytokinin sg korzenie. Ukorzenienie
roslin wywotuje takie same efekty jak potraktowanie ich egzogennymi
cytokininami. W obu przypadkach obserwowano stymulacje syntezy tRNA
i biatka (14, 15). Stwierdzono rdwniez, ze wytworzenie korzeni op6znia
starzenie ro$liny oraz zwieksza jej odporno$¢ na wysoka temperature (16).
Sa to typowe efekty wywotywane przez cytokininy.

Istnieje Scisty zwigzek pomiedzy powstawaniem korzeni a zawartoscig
endogennych cytokinin w roSlinie (17). Wielokrotnie zostato stwierdzo-
ne, ze zarowno w korzeniach jak i w soku wyptywajacym z korzeni wyste-
puja zwigzki cytokininopodobne (18, 19, 20, 21, 22). Szczegdlnie wysoka za-
wartos¢ cytokinin stwierdzano w miodych korzeniach oraz w wierzchot-
kach korzeni (23).

Korzenie nie sg najprawdopodobniej jedynym miejscem syntezy cyto-
kinin. Bogatym zrodtem tych hormondw sg miode, rozwijajgce sie owoce
i nasiona (24, 25, 26, 27), nasiona wymagajace posprzetnego dojrzewania
(28, 29, 30) oraz sok otrzymywany z peddw pozbawionych korzeni (31).
Mozna wiec sadzi¢, ze cytokininy sg produkowane réwniez w tych tkan-
kach.

6 Postepy Biochemii
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Biosynteza cytokinin zachodzi takze w tkance kalusowej, ktéra do
swojego wzrostu nie potrzebuje egzogennych cytokinin. Kalus taki nazywa
sie kalusem autonomicznym (32).

Droga biosyntezy cytokinin jest poznana bardzo stabo. Prekursorem
bocznego tancucha izoprenoidowego zaréwno cytokinin wystepujacych
w tRNA jak i cytokinin wolnych jest kwas mewalonowy i mewaloniany.
Cytokininy wolne moga powstawaé niezaleznie od form zwigzanych w
tRNA lub tez sg uwalniane z tRNA (33). Wiekszo$¢ badaczy uwaza, ze
podczas biosyntezy cytokinin najpierw powstaje 6-(Y,Y,dwumetyloallilo-
amino)-puryna (wzor 1) i jej rybozyd (32, 34, 35). Nastepnie zwiagzki te
ulegaja w ros$linach dalszym przemianom. W tkance tytoniu oraz w ziar-
nach kukurydzy znaleziono dwa systemy enzymatyczne kierujgce tymi
przemianami. Jeden z nich katalizuje przemiany bocznego tancucha, dru-
gi hydrolizuje wiazanie glikozydowe. W wyniku dziatania tych enzymow
2iP i rybozyd 2iP zostajg przeksztatcone do zeatyny i do rybozydu zeatyny.
Zeatyna i jej rybozyd mogg by¢ dalej przeksztatcane do adeniny i adeno-
zyny (34, 35, 36). Wsréd produktow przeksztatcen znajdowano tez dwu-
hydrozeatyne (37).

Bardzo prostym modelem nadajgcym sie do badania metabolizmu cyto-
kinin jest kalus autonomiczny (syntetyzujgcy cytokininy) i kalus wyma-
gajacy cytokinin w pozywce. W kalusie autonomicznym istnieje aktywny
system enzymatyczny przeksztatcajacy radioaktywng adenine do cytoki-
nin czynnych biologicznie, przede wszystkim do 2iP. W kalusie wymaga-
jacym cytokinin w pozywce adenina nie ulega przeksztatceniu w 2iP,
a inne cytokininy (zeatyna i jej rybozyd) pojawiajg sie w znacznie mniej-
szych ilosciach niz w kalusie autonomicznym (32).

Hall (33) zaproponowat schemat biosyntezy i przemian cytokinin
w tkance roslinnej (schemat 1).

tRNA oo ZI2-izopentylo- *------mmo-mmom kw. mewalonowy
pirofosforan

rybotyd zeatyny

inna droga |
powstania rybozyd 2iP -------- . rybozyd zeatyny -------- - rybozyd dwu-
rybozydu 2iP hydrozeatyny
adenozyna zeatyna dwuhydro-
2iP — adenina zeatyna
Schemat 1. Droga biosyntezy oraz przemian cytokinin w ro$linie (Hall, 1973)

System enzymatyczny katalizujgcy wigczanie kwasu mewalonowego (po-
przez A>izopentylopirofosforan) do adeniny zwiagzanej w tRNA zostat cze-
$ciowo oczyszczony. Jest to podstawowa reakcja prowadzgca do powstania
tRNA zawierajgcego 2iP.
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W ielokrotnie stwierdzono, ze w tancuchu przemian cytokinin oprécz
wymienionych wyzej zwigzkéw wystepuje 7-glukozyd zeatyny (38, 39,
40, 41). Zwigzek ten moze by¢ ,zmagazynowang forma” zeatyny.

Cytokininy syntetyczne (benzyloaminopuryna i kinetyna) ulegajg w ro-
$linie podobnym przemianom jak cytokininy naturalne (41, 42, 43, 44). Po
potraktowaniu roslin radioaktywng benzyloaminopuryng lub kinetyng
obok adeniny pojawiajg sie pochodne 7-glukozydowe tych zwigzkow.
Swiadczytoby to o tym, ze przytaczenie glukozy do cytokinin zachodzi w ro-
§linach czesto i to zardowno' do cytokinin syntetycznych jak i naturalnych.

Przemiany metaboliczne cytokinin zalezg od rodzaju rosliny i stanu
fizjologicznego. Np. inaczej zachodzg one w nasionach spoczynkowych niz
po wyjsciu nasion z okresu spoczynku. Skiad pochodnych badanej cytoki-
niny zmienia sie réwniez w czasie (37, 45).

Przemiany metaboliczne cytokinin prowadzg do powstania mniej lub
bardziej aktywnych form, w zalezno$ci od ,aktualnej potrzeby” rosliny.
Poniewaz w ro$linie wystepuje rédwnoczesnie caty szereg cytokinin nalezy
sgadzi¢, ze wszystkie pochodne powstajgce w wyniku intensywnych prze-
mian, wzajemnie wspotdziatajg tworzgc system czynny biologicznie.

V1. Biologiczne dziatanie cytokinin

Dziatanie hormonéw roslinnych jest w przeciwienstwie do hormonow
zwierzecych niespecyficzne. Wzrost i réznicowanie roslin zalezy nie od
obecnosci lub braku specyficznego regulatora wzrostu, ale od wspdtdzia-
tania cytokinin, auksyn, giberelin i inhibitorow wzrostu.

Najlepiej poznano wspotdziatanie cytokinin z auksynami. Typowym
przyktadem synergizmu obydwu hormondw jest stymulacja podziatéw ko-
morkowych. Ani sama cytokinina, ani sama auksyna nie pobudza do dzie-
lenia niemerystematycznych tkanek, wyizolowanych z ros$lin. Dopiero
wspbélne zastosowanie cytokinin i auksyn indukuje intensywne podziaty
komorkowe. Tkanki merystematyczne oraz tkanki z réznych narosli nie
wymagajg obecnosci cytokinin do rozpoczecia i kontynuowania podziatéw
komérkowych. Mozna to ttumaczy¢ obecnosciag w komdérkach merystema-
tycznych systemu syntetyzujgcego cytokininy, ktéry w czasie postepujg-
cego roznicowania i przejScia w region podmerystematyczny zostaje za-
blokowany w wyniku dziatania represora genowego.

Cytokininy i auksyny nie tylko stymulujg podziaty komdérkowe tkanki
roslinnej hodowanej in vitro, ale mogg réwniez indukowa¢ jej morfoge-
neze. Stosunek cytokininy do auksyny decyduje w jakim kierunku nastgpi
réznicowanie. Przy wysokim stezeniu cytokininy w stosunku do auksyny
wystepuje stymulacja tworzenia pakéw. Gdy stezenie cytokininy w sto-
sunku do auksyny jest niskie wytwarzane sa gtéwnie korzenie. Indukcja

&%
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zarowno pakow jak i korzeni nastepuje tylko wtedy kiedy utrzymany jest
odpowiedni stosunek tych dwdéch hormonéw.

Cytokininy i auksyny odgrywajg réwniez kluczowg role w kontrolo-
waniu dominacji wierzchotkowej. Rozw06j pgkow bocznych jest hamowa-
ny przez auksyny, a stymulowany przez cytokininy (46). Rola cytokinin
w dominacji wierzchotkowej moze polega¢ na stymulowaniu rdznicowa-
nia potgczen naczyniowych pomiedzy pakiem, ktéry bedzie sie rozwijat,
a pozostatg czescig rosliny. Lepsze odzywienie paka (dzieki rozwojowi ele-
mentéw przewodzacych) bytoby bezposrednig przyczyna jego rozwoju.

Réwniez typowym efektem dziatania cytokinin jest opdznianie starze-
nia lisci. Cytokininy hamujg rozpad chlorofilu dzieki czemu tkanka nie
traci zielonej barwy. Zjawisko to mozna wyjasni¢ w rozny sposéb. Cyto-
kininy tacznie z auksyng i gibereling wytwarzaja nisze fizjologiczna, a wiec
wptywajg na lepsze odzywianie tkanki, co moze opdzniaC starzenie (47).
Rola cytokinin w opdznianiu starzenia moze by¢ zwigzana z regulowaniem
przez nie metabolizmu RNA. W starzejgcej tkance poziom DNA, RNA oraz
biatek spada, a stosunek RNA:DNA ulega zmianie. Stwierdzono, Ze cyto-
kininy zahamowuja te procesy, oraz stabilizujg, a nawet podwyzszaja sto-
sunek RNA:DNA. Cytokininy moga réwniez opdznia¢ starzenie poprzez
zahamowanie syntezy specyficznego mRNA odpowiedzialnego za tworze-
nie enzymow biorgcych udziat w starzeniu jak np. RN-aza, peptydaza czy
celulaza (10).

Cytokininy sg jednym z czynnikéw regulujgcych spoczynek nasion
jak réwniez pgkdw roslin drzewiastych. Poziom endogennych cytokinins
zmienia sie w nasionach w zaleznosci od stopnia przejscia przez nie po-
sprzetnego dojrzewania. Maksimum zawarto$ci cytokinin nie laczy sie
jednak z kietkowaniem ale wystepuje znacznie wczesniej (28, 29, 30). Rola
cytokinin w spoczynku pgkow roslin drzewiastych jest mato poznana. Po-
dobnie jak w nasionach maksymalna aktywnos$¢ endogennych cytokinin
wyprzedza rozw6j pakoéw (31, 48, 49). W regulacji spoczynku nasion i pa-
kéw cytokininy nie odgrywajg wiec roli stymulatora podziatbw komdrko-
wych, ktére zaczynajg zachodzié¢ dopiero w czasie rozpoczecia wzrostu.
Zastosowanie egzogennych cytokinin moze skréci¢ czas spoczynku nasion
i pagkow (50, 51, 52), ale nie moze catkowicie zastgpi¢ dziatania niskiej tem-
peratury, niezbednego dla ustgpienia spoczynku.

Zupeinie nowym zagadnieniem jest rola cytokinin w determinacji pici.
W dotychczasowych pracach badano role giberelin jako czynnika stymu-
lujacego powstawanie kwiatdw meskich oraz auksyn i etylenu jako czyn-
nikbw pobudzajagcych powstawanie kwiatow zeriskich. Wyniki badan
Negi i Olmo (53 54) wykazaly, ze rowniez cytokininy odgrywajg role
w determinacji ptci roslin. Wydaje sie, ze moga one by¢ pierwotnym czyn-
nikiem kierujgcym rozwojem kwiatéw w kierunku zenhskosci. Cytokinina
SD 8339 przy$piesza u winoro$li Vitis vinifera (silvestris) podziaty reduk-
cyjne komorek macierzystych woreczka zalgzkowego, oraz podziaty mito-
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tyczne megaspor. W wyniku potraktowania zawigzka kwiatowego egzogen-
ng cytokining powstaje woreczek zalgzkowy o normalnej budowie, podczas
gdy bez cytokininy woreczek zalazkowy jest maty i zawiera zdegenero-
wang komdrke jajowg. Wystepowanie endogennych cytokinin réwniez jest
zwigzane z cechg zenskosci (55, 56). Kwiaty zeniskie i hermafrodytyczne
syntetyzujg cytokininy, podczas gdy w kwiatach meskich ich synteza jest
zahamowana. Endogenne cytokininy moga regulowaé rozwo6j kwiatéw zen-
skich poprzez stymulacje syntezy enzymoéw potrzebnych do ich rozwo-
ju (54).

W niektorych procesach morfogenetycznych cytokininy mogg spetniac
te samg funkcje co Swiatto. Synteza niektérych enzyméw cyklu Calvina
odbywa sie niezaleznie od $wiatta ale naswietlenie daleka czerwienig moze
stymulowac ich synteze. Taki sam efekt jak naswietlenie moze wywotac
potraktowanie roélin cytokining. Mechanizm dziatania cytokinin i dalekiej
czerwieni jest inny, ale dziatanie ich jest wzajemnie uzaleznione (33).

Najbardziej wyraznym przyktadem wspoétdziatania fitochromu z cyto-
kininami jest synteza beta-cyjaniny. Barwnik ten powstaje na $wietle bia-
tym, ale w obecnos$ci cytokinin jest syntetyzowany réwniez w ciemnosci.

VII. Oznaczanie cytokinin

Podstawowg metodg wykrywania i oznaczania cytokinin, podobnie jak
i innych hormonéw ros$linnych sg testy biologiczne. W testach wykorzy-
stuje sie najbardziej charakterystyczne dziatanie tych zwigzkéw na tkanke
roslinng. W tabeli 1 zestawiono niektdre cechy najczesciej stosowanych
testow.

Test biologiczny wykonywany na tkance kalusowej zar6wno tytoniu
jak i soi jest najbardziej specyficzng i najczulszg metodg oznaczania cyto-
kinin. W teScie kalusa wykorzystuje sie zdolno$¢ cytokinin do stymulo-
wania podziatdw komorkowych. Miarg aktywnosci cytokinin jest przyrost
Swiezej masy tkanki kalusowej (57, 58, 59).

Inng metodg oznaczania cytokinin jest test wykonywany na siewkach
amarantusa (60, 61). Test ten jest oparty na zdolnosci cytokinin do sty-
mulacji syntezy beta-cyjaniny w siewkach szkartatu Amaranthus caudatus
hodowanych w ciemnosci. Test ten jest tatwiejszy do wykonania i znacz-
nie krotszy niz test kalusa, ale czuto$¢ jego jest 10-100 razy nizsza (Ta-
bela 1).

Ponadto cytokininy mozna oznacza¢ wykorzystujgc zdolno$¢ tych hor-
monoéw do hamowania rozpadu chlorofilu w starzejgcej sie tkance liscio-
wej, np. rzepienia (Xantium pensylvanicum) (62).

W teScie liscieni rzodkiewki wykorzystana jest zdolno$¢ cytokinin do
stymulacji wzrostu blaszki liscienia (63). Analogiczny test moze by¢ wy-
konywany na liscieniach fasoli.
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Cytokininy stymulujg masowe pojawienie sie paczkéw gematoforo-
wych w splatku Ceratodon purpureus i Funaria hygrometrica. Fakt ten
zostat wykorzystany do opracowania specyficznego testu na cytokininy
(64, 65).

Test kietkowania nasion wykonuje sie najczesciej na nasionach sataty.
Test ten jest niespecyficzny, odpowiedniejszy raczej dla giberelin niz dla
cytokinin.

Tabela 1
Poréwnanie kilku wazniejszych testéw do oznaczania cytokinin
Najnizsze
Cza.s wykr.ywz'ilne Inne substancje Zr6dta
Test trwannla sFezenle na ktore reaguje informacji
w dniach Kinetyny
w mg/l
kalusa tytoniu 28—35 0,001 niektére gibereli- 24
ny — nie GA3
kalusa soi 16—21 0,001—0,004 - 24
amarantusa 10—12 0,1—0,2 giberel., CCC 60, 61
chlorofilowy Xanthium 2 0,1 cukry, adenina ade- 24
nozyna
liscieni rzodkiewki 3 0,01 ga3 63
kietkowania nasion sa- 2 nieokreslone giber., pochodne 24
faty mocznika
paczkéw gametoforo- 5—7 0,002 IAA, GA3, 24-D 64, 65
wych mchu zcytokin. dajg efekt

synerg. podwyz-
szajac  wrazliwos¢
testu

Poniewaz metoda oznaczania cytokinin przy pomocy testdw biologicz-
nych jest obarczona btedem wskazane jest rdwnoczesne stosowanie przy-
najmniej dwoéch testow.

Réwnolegle z testami cytokininy mozna oznacza¢ przy pomocy metod
chemicznych. Niektére cytokininy mozna wykry¢ na bibule przy pomocy
barwnej reakcji z odczynnikiem Dischego (66). Nie jest to jednak reakcja
selektywna dla cytokinin, zabarwienie wystepuje bowiem z wiekszoscia
zwigzkoéw purynowych. Uzyta tgcznie z testem biologicznym moze daé
dodatkowe informacje o miejscu cytokinin na bibule. Po doktadnym roz-
dzieleniu zwigzkéw cytokinino-podobnych metodg chromatografii bibu-
towej i cienkowarstwowej moga one byé oznaczane przy pomocy spektro-
fotometru. Nie jest to rGwniez metoda specyficzna, gdyz caly szereg zwigz-
kéw purynowych posiada maksimum absorbcji podobne do zeatyny. Mak-
simum absorbcji zeatyny w wodnym roztworze kwasu wynosi 275mm
w etanolowym 278mM, Wykre$lenie krzywej spektrofotometrycznej jest
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mozliwe dopiero wtedy, gdy stezenie cytokinin w roztworze jest nie mniej-
sze niz 10—20]Jug/l ml rozpuszczalnika (67).

Jak juz zostato powiedziane cytokininy wystepuja w formie wolnej
lub zwigzanej. Aktywnos$¢ biologiczna cytokinin zwigzanych jest na ogot
nizsza niz odpowiednich form wolnych. Cytokininy uwalnia sie z form
zwigzanych przez zastosowanie hydrolizy enzymatycznej lub kwasnej.
Hydrolize enzymatyczng stosuje sie gtéwnie do uwolnienia cytokinin
z tRNA, uzywajgc fosforylaze rybonukleozydowg lub fosfataze zasado-
wa (11).

Hydroliza kwasna jest niespecyficzna i moze prowadzi¢ nie tylko do od-
szczepienia np. czasteczki cukru, ale réwniez do roztozenia wolnej cytoki-
niny (68).

Cytokininy tacznie z innymi regulatorami wzrostu roslin kierujg wie-
loma procesami biologicznymi. Doktadne poznanie mechanizmu dziatania
regulatorow wzrostu moze stworzy¢ mozliwos¢ kierowania przez cztowieka
catym szeregiem zjawisk.

Mechanizm dziatania cytokinin jest poznany znacznie mniej niz innych
hormonéw roslinnych i dlatego konieczne jest prowadzenie intensywnych
badan nad tg grupa regulatoré6w wzrostu. Szczeg6lnie wazne jest pozna-
nie ich roli w tRNA.

Artykut nadszedt 11.10.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 15.12.1975.
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JAN SEDZIK *»

Niektére aspekty rentgenostrukturalnych badan mieliny

Some Aspects of Rentgenostructural Investigation of the Myelin Membrane

Promieniowanie rentgenowskie zastosowane do badan strukturalnych
jest podstawowym narzedziem otrzymywania informacji o uporzgdkowa-
niu molekut w krysztale. Zakres badan nie ogranicza sie jednak do waskie-
go przedziatu materii, okre$lanego mianem ciat stalych. Ostatnio coraz
$mielej stosuje sie metody dyfrakcyjne do badan substancji biologicznych.

Rentgenowskie metody badawcze zastosowano owocnie do badan tak
roznych struktur jak: ciato szkliste gatki ocznej (1), wtdkien miesniowych
(2), kolagenu (3), fotoreceptorow (4), chloroplastow (5), bton komdrkowych
bakterii Proteus vulgaris (6), wirusow (7), mitochondriéw (8) i mieliny
(10, 11).

Niniejsza prace poswiecono niektorym aspektom niskokatowej dy-
frakcji promieniowania rentgenowskiego na mielinie. Przedstawiono pod-
stawowe zalozenia eksperymentalne i teoretyczne, omowiono elementy
teorii dyfrakcji na strukturze typu mieliny, oraz proponowane obecnie mo-
dele btony mielinowej.

Przedstawione tutaj badania (aczkolwiek dalekie od Scistosci i precyzji
jaka konieczna jest w badaniach krysztatdéw) doprowadzajg do odpowiedzi
na dwa, bardzo $cisle zwigzane ze sobg pytania: (A) — jaki jest jednowy-
miarowy, radialny rozktad funkcji gestosci elektronowej w mielinie, (B) —
jaki jest najbardziej prawdopodobny jednowymiarowy rozktad makrocza-
steczek w pojedynczej lameli mielinowej.

I. Uwagi wstepne o technice dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego **

Jezeli pojedyncze atomy lub czasteczki sa uporzadkowane w taki spo-
s6b, ze tworzg réwnolegte, w jednakowy spos6b obsiane warstwy, to pro-
mieniowanie rentgenowskie ulega rozproszeniu na takim ukladzie w kie-
runkach, dla ktorych spetniona jest nastepujgca zaleznos¢ (12):

2dsin0 = nX (1.1)

*) Mgr, Klinika Neurologii Akademii Medycznej w Poznaniu, ul. Przybyszew-
skiego 49, 60-355 Poznan.

**) Autor zaktada elementarng znajomos$¢ poje¢ i zagadnien dyfrakcji promienio-
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d — odlegto$¢ miedzy sasiednimi warstwami, O — kat Bragga,
X— dtugos¢ fali promieniowania rentgenowskiego, n — rzad interferencji

(liczby catkowite: 1, 2, 3, 4, ..).

Rdéwnanie (1.1) jest matematycznym wyrazem prawa Bragga. Zostato
ono wyprowadzone dla ciat o strukturze tréjperiodycznej, tym niemniej
moze by¢ z powodzeniem stosowane do analizy obrazéw dyfrakcyjnych
obiektéw dwu- lub nawet jednoperiodycznych, jakimi czesto sgq preparaty
biologiczne. Przeksztatcajgc rownanie (1.1) do postaci:

~nl
O=arcsingg (1.2)
wykazuje sie, ze ze wzrostem odlegtosci miedzywarstwowej d, maleje kat
Bragga O, oraz ze musi by¢ spetniony warunek: 2d > nA aby wystgpito
zjawisko dyfrakcji.

W preparatach biologicznych odlegtosci miedzy periodycznie rozmiesz-
czonymi warstwami sg czesto rzedu setek angstreméw. Zwigzane to jest
z duzymi wymiarami makroczasteczek np. biatek. Dla tych substancji
pierwszy kat Bragga jest zreguty mniejszy anizeli 1°. Promieniowanie rent-
genowskie Cu K,, uzyte do badania krysztattu o statej sieci 100A, daje
odbicie braggowskie pierwszego rzedu dla kata O = 0,45°, gdy natomiast
period identycznos$ci wynosi 1000A, odpowiadajacy tej wartosci kgt Bragga
jest rowny 0,045°. Liczby te najlepiej ukazujg powazne zagadnienia tech-
niczne zwigzane z pomiarem tak matych katow. Trudnosci te mozna by
oming¢, stosujac promieniowanie rentgenowskie o dtuzszej fali (13), jed-
nakze nie jest to na ogot mozliwe z uwagi na do$¢ znaczne pochitanianie
promieniowania przez badany materiat, co utrudnia lub nawet uniemozli-
wia przeprowadzenie petnej analizy strukturalnej. W zwigzku z tym roz-
winieto technike niskokatowej dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego
(14, 15).

Teoria dyfrakcji niskokatowej jest dobrze opracowana w przypadku
prostych nieskomplikowanych uktadéw (16) i przeprowadzenia catkowitej
analizy strukturalnej dla prostych uktadow, jak na przyktad uktady: lipi-
dy—woda (17), biatka—lipidy—woda (18) nie sprawia wielu trudnosci.
Rozszyfrowanie jednak struktury materiatu biologicznego o skomplikowa-
nej budowie jest nadal bardzo trudne. Przyktadem takiego materiatu moze
by¢ mielina, w sklad ktérej wchodza rozne rodzaje biatek (19), lipidow
(20) i woda. Dodatkowa trudnos$¢ wystepujagca w badaniach strukturalnych
mieliny wynika z matej ilosSci rejestrowanych reflekséw braggowskich
(patrz rozdziat V1) oraz koniecznos$ci ograniczenia rozwazan strukturalnych
do jednego wymiaru (patrz rozdziat V-I).

wania rentgenowskiego na krysztale. Poniewaz dla niektérych czytelnikéw poruszane
zagadnienia moga by¢ niejasne, autor poleca jako uzupeinienie: Ch. Killel ,Wstep
do fizyki ciata statego” PWN, Warszawa 1974, str. 3—90, oraz artykut M. Tichego,
Post. Biochem., (1972), 1, 3—30.



[3] BADANIE STRUKTURY MIELINY 213

Rozpatrujgc zatem strukture mieliny jako catosci, nalezatoby przeto
poznaé najpierw strukture poszczeg6lnych sktadnikéw. Nie wdajac sie
jednak w szczegéty stwierdzi¢ nalezy, ze o witasnos$ciach zaréwno fizycz-
nych jak i chemicznych poszczegdlnych sktadnikéw mieliny wiadomo do$¢
mato. Z tego powodu petne i wyczerpujgce rozpatrzenie struktury biony
mielinowej jest — przy aktualnym stanie badan — rzeczg praktycznie nie-
mozliwg. Ograniczenie to nie umniejsza jednak wagi i osiggnie¢ dotych-
czasowych badan.

Il. Rys historyczny badan struktury mieliny metodg niskokgtowej
dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego

Badania mieliny metodg niskokatowej dyfrakcji promieniowania rent-
genowskiego zapoczatkowali F. O. Schmidt iwsp.w 1935r. (10), przed-
stawiajgc obserwacje dotyczgce dyfrakcji promieniowania rentgenowskie-
go na nerwach w peinym zakresie kagtéw O. Badania takie w zakresie ma-
tych katow kontynuowali poczatkowo Elkes i Finean (21), a pdz-
niej Finean, ktérego badania w tej dziedzinie majg podstawowe zna-
czenie i stanowig punkt wyjscia do rentgenostrukturalnych badan ostony
mielinowej przez p6zniejszych badaczy. Finean dobrat przede wszyst-
kim najbardziej optymalne warunki przygotowania preparatu do badan
rentgenostrukturalnych (22), skonstruowat specjalnego typu kamere do
niskokagtowych badan mieliny nazwang kamerg Fineana (14), podat
przypuszczalny model biony mielinowej (23), podjat probe wyznaczania
fazy amplitudy promieniowania rozproszonego i jednowymiarowego roz-
ktadu funkcji gestosci elektronowej (24), badat wptyw czterotlenku osmu
na strukture mieliny (25), podat interpretacje obrazéw mieliny, uzyskiwa-
nych przy pomocy mikroskopu elektronowego (26), badat réwniez wplyw
temperatury (27) oraz roztwordw hiper- i hipotonicznych na uzyskane
efekty dyfrakcyjne (28). Prace p6zniejszych badaczy sg wiasciwie dalszym
rozwinieciem tych podstawowych danych. Blaurock i Worthing-
ton (29) skupili swoje zainteresowania na podstawach teorii dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego na mielinie, do interpretacji danych
eksperymentalnych zastosowali analize Pattersona (30), podjeli pro-
be usystematyzowania dotychczasowych badan rentgenostrukturalnych
(31). Rewelacyjne okazaly sie wyniki Parsonsa i wsp. (32, 33, 34),
ktérzy w rozwinieciu obserwacji Fineana (35 36), przedstawili wptyw
preparatyki stosowanej w badaniach mikroskopowo-elektronowych na
uzyskiwane efekty dyfrakcji, a tym samym i na strukture mieliny, suge-
rujac, ze kazdy krok preparatyki zmienia i przebudowuje rozkad lipidéw
i biatek w mielinie.

Model struktury mieliny zaproponowany przez Caspara i Kir-
schnera (37) jest ukoronowaniem dotychczasowych badan rentgeno-
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strukturalnych. Model ten uwzglednia wzajemne stosunki wagowe po-
szczeg6lnych sktadnikow mieliny, i dlatego uwaza¢ go mozna za najbar-
dziej poprawny (patrz rozdziat VII, Ryc. 3).

Odmienne wyniki przedstawit Kreutz (38), kwestionujgc dotych-
czasowe poglady na strukture mieliny i zaproponowat model struktury
mieliny fizjologicznie aktywnej r6zny od proponowanych dotychczas mo-
deli (patrz rozdziat VII, Ryc. 4).

I1. Wtasciwosci mieliny i jej rola w uktadzie nerwowym

Zanim przejdziemy do omawiania zagadnien bezposrednio zwigzanych
z zastosowaniem niskokatowej dyfrakcji promieniowania rentgenowskie-
go do badania struktury mieliny, oméwimy obecnie jej podstawowe wias-
nosci i role w uktadzie nerwowym.

W badaniach rentgenostrukturalnych najbardziej istotne jest, aby ba-
dana substancja wykazywata periodyczne uporzadkowanie molekut przy-
najmniej w jednym kierunku, wéwczas dopiero mozna rejestrowaé brag-
gowskie efekty dyfrakcyjne. Przykladem takiej substancji jest wtiasnie
mielina, jest to bowiem wielowarstwowy uktad lipidowo—biatkowy o bar-
dzo wysokim stopniu przestrzennego uporzgdkowania. Uporzgdkowanie to
wystepuje w mielinie obecnej w obwodowym jak i oSrodkowym uktadzie
nerwowym. Jako$¢ obrazow dyfrakcyjnych mieliny nie ustepuje rentgeno-
gramom substancji niebiologicznych. Mozliwo$¢ uzyskania obrazéw dy-
frakcyjnych w zakresie niskich katéw wynika z bardzo duzego — rzedu
kilkudziesieciu angstreméw — podstawowego periodu identycznosci w
strukturze mieliny.

Ostonka mielinowa dookota aksonu peini podobng role jak izolator
w przewodniku elektrycznosci (39, 40). Jest ona nieciggta na calej dtu-
gosci widkna nerwowego, co pewien odstep zweza sie i zanika. Diugosc
miedzywezla — czyli odlegto$¢ pomiedzy przerwami ciggtosci ostonki mie-
linowej (odlegto$¢ pomiedzy dwoma przewezeniami Ranviera) — zalezy od
Srednicy widkna nerwowego, na przyktad w nerwach zaby dtugo$¢ miedzy-
wezla wiokien grubych o $rednicy okoto 150, wynosi 2,5mm, diugos$¢ za$
miedzywezla witokien cienkich o $rednicy 4m wynosi 0,2mm (39). Dzieki
tym wiasnosciom ostony mielinowej przewodzenie impulséw bioelektrycz-
nych ma charakter skokowy (41, 42).

Ostona mielinowa powstaje poprzez ,,nawijanie” sie na akson warstw
wytwarzanych przez komorki Schwanna w obwodowym uktadzie nerwo-
wym (43) i komérki oligodendroglejowe w osrodkowym uktadzie nerwo-
wym. Pojedyncze witokno nerwowe z ,nawinietg” spiralnie mieling przed-
stawiono na rycinie 1 Zmielinowane widkna nerwowe oraz wtdkna nie-
zmielinowane tworzga tak zwane pnie nerwowe. W pniu nerwu wzrokowego
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cztowieka na przyktad wystepuje okoto 900.000 pojedynczych wiokien,
a w pniu nerwu stuchowego okoto 30.000.

Mielina pochodzaca z osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego
wykazuje wyrazne roznice; dotycza one zarowno sktadu chemicznego (44,
45, 46, 47), jak i wartosci podstawowego periodu identycznos$ci (patrz Ta-
bela 2)

Ryc. 1. Nerw kulszowy szczura — pojedynczy akson z ,nawinietg” spiralnie mielina,
powiekszenie 30.000 X (dzieki uprzejmosci dr A. Goncerzewicza)

IV. Przygotowanie preparatu do badan rentgenostrukturalnych

Zasada dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego polega na prze-
puszczeniu rownolegtej wigzki promieniowania X przez badany materiat
i zarejestrowaniu promieniowania ugietego na ptycie fotograficznej (tech-
nika zdjeciowa), lub za pomoca licznika Geigera-Millera (technika dyfrak-
tometryczna). Obrazy dyfrakcyjne — (np. zaczernienie na btonie filmowej),
sg odwzorowaniem rozktadu gestosci elektronowej (czyli wzajemnego
uporzadkowania molekut) w komdrce elementarnej materiatu badanego.
Odwzorowanie to zwigzane jest transformacjg fourierowska (48).

Z tego powodu kazde przemieszczanie molekut, ktore zaktdca perio-
dyczno$é rozkiadu gestosci elektronowej, odbija sie ujemnie na rejestro-
wanych obrazach dyfrakcyjnych. Dlatego wazne jest aby podczas trwania
eksperymentu struktura periodyczna materiatu badanego byta stata, nie-
zmienna w czasie. Czas pomiaru przy uzyciu techniki dyfraktometrycznej
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wynosi okoto 20 minut, podczas gdy zastosowanie techniki zdjeciowej wy-
maga od jednej do kilkudziesieciu godzin.

Ze wzgledéw technicznych nie mozna badaé¢ mieliny in vivo. Przyjmuje
sie, ze dokonanie pomiaru in vitro, gdy wokét nerwu zostaje wytworzone
sztuczne biosrodowisko, nie powoduje uchwytnych zmian strukturalnych
w mielinie. Przystepujac do opracowania warunkow doswiadczen dbano
poczatkowo by podczas badania niskokatowej dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego nerw przewodzit impulsy do efektora (22). P6zniej oka-
zato sie, ze tak daleko idaca ostroznos¢ jest zbedna gdyz nawet naprezenie
nerwu wydaje sie nie mieé istotnego wptywu na uzyskane efekty dyfrak-
cyjne (11).

Do badan niskokatowej dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego, za-
miast naturalnego biosrodowiska uzywano najczesciej: ptynu Ringera (22,
29), ptynu Krebsa-Ringera (31), 0,18M NaCl (49), 0,18M NaCl w D2 (50)
lub zbuforowanego roztworu fizjologicznego soli (PBS). Pomiary przepro-
wadzano w temperaturze pokojowej lub w 4°C (11, 31). W przypadku
techniki zdjeciowej probke nerwu umieszczano w cienkosciennej kapila-
rze, przez ktorg przeptywat ptyn fizjologiczny (22).

Réwnie dobre wyniki uzyskuje sie stosujgc technike dyfraktometrycz-
ng do' badania nerwu bezposrednio po wyizolowaniu, nieznacznie tylko
zwilzonego ptynem Ringera (nie zachodzi woéwczas potrzeba stosowania
ostony z cienkosciennej kapilary).

W rentgenostrukturalnych badaniach mieliny éwieIZO wyizolowanej,

a wiec fizjologicznie aktywnej, nalezy z reguty przestrzega¢ nastepujacych

zasad proceduralnych:

— Technika dyfraktometryczna wymaga badania nerwu niezwlocznie po
wyizolowaniu. Przyjmuje sie bowiem, ze przez kilkanascie minut po
wypreparowaniu struktura pierwotna mieliny zachowuje sie bez zmian,
pézniej jednak zaczynajg sie coraz bardziej uwidacznia¢ efekty wysy-
chania nerwu (51).

— Stosujac technike zdjeciowa trzeba nerw natychmiast po wypreparo-
waniu zanurzy¢ w ptynie fizjologicznym, a nastepnie umiesci¢ w cien-
kosciennej kapilarze. W ciggu 12 godzin nie stwierdza sie¢ zmian w
strukturze mieliny osrodkowego uktadu nerwowego i przez okres Kkil-
ku dni w mielinie uktadu obwodowego (31).

— Dla zarejestrowania niskokagtowych efektéw dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego na mielinie, prébke nerwu nalezy zorientowa¢ w ka-
merze niskokatowej prostopadle do kierunku wigzki padajgcej. Nie
obserwowano dotychczas niskokgtowych efektéw braggowskich jezeli
nerw zorientowano réwnolegle do wiazki padajacej.

Obecnos$¢ wody w mielinie nie stanowi przeszkody w niskokgtowych
pomiarach rentgenostrukturalnych, o wiele powazniejszg trudno$¢ stano-
wi ograniczony czas zycia zywych komorek w warunkach pomiaru.
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Przy interpretacji danych pomija sie wptyw destrukcyjnego oddziaty-
wania promieniowania rentgenowskiego, ktére przeciez zaburza normalne
funkcje zyciowe badanego materiatu. Przyjmuje sie, ze oddziatywanie pro-
mieniowania rentgenowskiego z mieling w zakresie niskich katéw ograni-
cza sie jedynie do braggowskich efektow dyfrakcyjnych.

Wydawaé by sie mogto, ze w badaniach rentgenostrukturalnych najle-
piej bytoby postuzy¢ sie metodykg podobng do tej jakg stosuje sie przy
przygotowaniu materiatlu do obserwacji w mikroskopie elektronowym,
jednakze okazato sie ze procedura utrwalania, zatapiania itd. prédbek ner-
wu zmienia strukture btony mielinowej, nie spetnia zatem elementarnych
wymogow potrzebnych w rentgenostrukturalnych badaniach mieliny (34,
35, 36).

V. Elementy teorii dyfrakcji na strukturze typu mieliny

V-l. Podstawowe zatlozenia upraszczajgce

Jednym z najbardziej istotnych zatozen znacznie upraszczajacych teore-
tyczne rozwazania dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na mieli-
nie jest ograniczenie elementarnej komorki*) (krystalograficznej) mieliny
do jednego wymiaru (tzn. do jednego periodu translacji). Na poprawnos$¢
tego zatozenia wskazujg obrazy mieliny uzyskane w badaniach przy po-
mocy mikroskopu elektronowego (patrz Ryc. 1) jak réwniez zarejestrowa-
ne po raz pierwszy przez Schmitta i wsp. (10) efekty niskokatowej
dyfrakcji na prébkach nerwowych. Dato sie zauwazy¢ ze zaczernienia na
btonie filmowej wystepujg jedynie w przekroju réwnikowym. Dalsze ba-
dania potwierdzity te obserwacje i zgodnie z tym przyjeto, ze komérka
elementarna mieliny jest jednowymiarowa. Zagadnienie to mimo pozornej
nieistotnos$ci jest bardzo ztozone, gdyz mielina pomimo wprowadzenia za-
tozenia jednoperiodycznosci struktury jest przestrzennie tworem trdj-
wymiarowym, nie nalezy jednak do zadnej z translacyjnych sieci Bra-
viesa.

Analiza powstawania struktury mieliny dookota widkna nerwowego na
obrazach uzyskiwanych przy pomocy mikroskopu elektronowego sugeruje,
ze mielina jest (by¢ moze) strukturg dwuperiodyczng (planarng) nawinie-
tg spiralnie na akson (43). Aby opisa¢ ze strukturalnego punktu widzenia
takg sie¢ (dwuwymiarowg i spiralng), nalezy podaé takie parametry jak:
skok spirali, rozmiary dwuwymiarowej komaorki elementarnej, orientacje

*) — komdrka elementarna jest to najmniejsza jednostka strukturalna krysztatu
powtarzajgca sie zgodnie z prawem translacji w trzech niekomplanarnych kierun-
kach, w przypadku mieliny tylko w jednym kierunku. Komorki elementarnej nie
nalezy utozsamia¢ z komérka w znaczeniu biologicznym.

7 Postepy Biochemii
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komorki elementarnej wzgledem osi aksonu oraz rozktad molekut w tej
komoarce.

Dotychczasowe badania mieliny metoda niskokatowej dyfrakcji pro-
mieniowania rentgenowskiego dotyczyty pomiaru jedynie skoku spirali
mielinowej. Parametr ten (w naszym ujeciu) jest jednowymiarowym wek-
torem translacji. Cylindryczne i spiralne struktury krystaliczne opisat
Whittaker (52, 53, 54). Zastosowanie wynikow jego badan do rozwa-
zan teoretycznych dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na mielinie
powiodto sie jedynie czesciowo (29).

Rejestrowane dotychczas efekty niskokgtowej dyfrakcji promieniowa-
nia na mielinie wynikajg z lamelarnego ukfadu lipidéw. Przy umiarkowa-
nym czasie pomiaru np. 6 godzin, mozna z duzym prawdopodobienstwem
twierdzié, ze uporzagdkowanie biatlek nie ma istotnego wplywu na uzyski-
wane efekty dyfrakcyjne. Okazato sie bowiem, ze mielina pozbawiona lipi-
déow nie daje w niskich katach braggowskich efektow dyfrakcyjnych
(U).

Natomiast wyptukanie lipidow z mieliny w 98% podczas preparatyki
dla mikroskopu elektronowego (55) wykazato, ze uzyskano w kohcu ana-
logiczny obraz spiralnie naktadajgcych sie na akson warstw, na przemian
jasna i ciemniejsza — czyli tak samo jak gdyby w sktad mieliny wchodzity
nadal lipidy (7).

Mielina wykazuje wiasnosci strukturalne ciektego krysztattu. Swieza
i fizjologicznie aktywna mielina nie jest bowiem typowym ciatem statym,
ale uktadem fizycznym nie posiadajagcym sprezysto$ci postaci. W przy-
padku idealnym — akson ma posta¢ walca — mielina jest podwojng (ptasz-
czyznowg) spiralg Archimedesa o statym skoku d. Z krystalograficznego
punktu widzenia zakladamy, Zze mielina $wieza i fizjologicznie aktywna
jest strukturg jednoperiodyczng, posiadajaca symetrie translacji w Kkie-
runkach prostopadtych do osi aksonu. Przyjete powyzej zatozenia sg pro-
stym sformutowaniem znanego w biologii modelu bton biologicznych Ro-
bertsona-Daniellego. Wydaje sie, ze w badaniach niskokatowej dyfrakcji

promieniowania rentgenowskiego na mielinie model ten moze by¢ dobrym
przyblizeniem rzeczywistosci.

V-2. Funkcja gesto$ci elektronowej — podstawowe réwnania
Strukture krysztattu opisuje sie za pomocg funkcji gestosci elektrono-
wej o). Maksima tej funkcji wskazujag potozenia atomoéw. Poniewaz

funkcja ta jest periodyczna na ogét w trzech niekomplanarnych kierun-
kach, z tego powodu moze by¢ rozwinieta na szereg Fouriera (48):

Q=4 Z S S F- exp- 2= sh">-r (5.2)
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gdzie
Fhki = |[Fhkljexp i $hd (5.2)

Fhki — czynniki struktury, h, k, 1— wskazniki Millera, s (h,h,I) — wektor
rozproszenia, 0hki— kat fazy, r— wektor potozenia dowolnego punktu
w przestrzeni komarki elementarnej, v — objeto$¢ komérki elementarnej.

Struktura krysztatu bytaby wyznaczana bez trudnosci (zgodnie z réw-
naniem (5.1)), gdyby w eksperymentach mogty by¢ wyznaczone czynniki
struktury Fhki. W doSwiadczeniach jednak wyznacza sie tylko |Fhki| i nie
ma takiej metody, ktéra pozwala mierzy¢ kat fazy $hk. Ta nieokre$lonos¢
znana jest w krystalografii jako ,,problem fazy”. Trudnosci w niektorych
przypadkach sg tak olbrzymie, ze w praktyce struktura krysztatu moze by¢
wyznaczona dopiero przy uzyciu pewnych metod dodatkowych, jak np.:
metoda prob i btedow, metoda transformacji izomorficznej itp. (48). Row-

Mielina

Ryc. 2. Schemat struktury mielmy,
aQ—promien aksonu, d —skok spirali mielinowej.

nanie (5.1) zastosowane bezposrednio do struktury mieliny znacznie sie
uprosci, poniewaz mielina powstaje (patrz Ryc. 2) poprzez n-krotne, spi-
ralne ,,nawiniecie” (0 skoku d) podwdjnej btony komorki Schwana na
akson. Z tego powodu prawo translacji wystepuje jedynie w kierunkach
radialnych do osi aksonu (29). Réwnanie 51 w takim przypadku jedno-
periodycznos$ci przyjmuje postac:
+h h
0(xX) = ; XlF(h)iexp(i (l)h)exp—2:tixvd (5.3)

Poniewaz wykazano (28, 58) ze w przypadku struktury typu mieliny za-

chodzi zwigzek pomiedzy natezeniem promieniowania ugietego a czynni-
kiem struktury

I(h) = -i-F(h) (5.4)

7%
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stad funkcja gestosci elektronowej przyjmuje postac:

0(x) = d'Z VhI(h)|exp(i®,)exp—-2rxix 3 (5.5)

d

Réwnanie (5.5) jest podstawowa formutg wyliczania gestosci elektronowej
w kierunkach radialnych do osi aksonu, gdy obserwuje sie h dyskretnych
refleks6w braggowskich o natezeniu I(h). Po uwzglednieniu centrosyme-
trycznosci komarki elementarnej mieliny (28), uzyskuje sie ostatecznie:

5
o(x) = j Z +|Y/h1(h)| cos 2xx g (5.6)
h=1

Rdéwnanie (5.6) jest powszechnie stosowane w praktyce, rentgenostruktu-
ralnych niskokatowych badan mieliny.

V-3. Problem fazy

Jak wynika ze wzoru (5.5) do obliczenia radialnego rozktadu funkcji
gestosci elektronowej w mielinie, niezbedna jest znajomos$¢ fazy kazdego
odbicia. Na podstawie analizy procesu formowania sie tej ostony (54) moz-
na zatozy¢ jej centrosymetryczno$¢ (59). Dla tego typu struktur kat fazo-
wy jest wiec réwny 0° lub n (48, 60), a to oznacza, ze amplituda promienio-
wania rentgenowskiego przyjmuje warto$¢ rzeczywistag o znaku — lub +.
Caly problem sprowadza sie wiec do dosSwiadczalnego (wzglednie teore-
tycznego) ustalenia sekwencji znakdw amplitudy promieniowania ugietego
wszystkich reflekséw, ktorych jest 5 przy umiarkowanym czasie ekspo-
zycji lub 12 przy zwiekszonym czasie naswietlania.

Doktadne omawianie poszczegdlnych metod dosSwiadczalnych, stoso-
wanych do wyznaczenia sekwencji znakéw amplitudy, wykraczatoby
znacznie poza ramy niniejszego opracowania, dlatego ograniczono sie¢ do
podania sumarycznie wynikéw dotychczasowych badan (Tabela 1).

Jak wynika z przytoczonej tabeli, kwestia znakéw amplitudy promie-
niowania ugietego stanowi dotad problem nie rozwiazany ostatecznie,
a wyniki uzyskiwane réznymi metodami badawczymi sg rozbiezne. Po-
szczegdlni autorzy majg odmienne poglagdy na poprawno$¢ uzyskiwanych
wynikow (11, 61, 62, 63, 64). Zagadnienie wyznaczania fazy amplitudy pro-
mieniowania rentgenowskiego jest nadal problemem otwartym. Ostatnie
doniesienia pozwalajg przypuszcza¢ (65), ze problem ten zostanie w naj-
blizszym czasie rozwigzany, wyliczong bowiem funkcje fazy charaktery-
zujaca btony biologiczne mozna zastosowac bezposrednio do mieliny. Uzy-
skane w ten sposdb wyniki beda najlepszym testem poprawnos$ci dotych-
czasowych badan.
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Tabela 1
Zestawienie wynikéw badan sekwencji znakéw amplitudy promieniowania ugietego

Metoda wyznaczania fazy Sekwencja znakéw amplitudy
promieniowania ugietego (h = 1,2,3,45,6,7,8,9,10,11,12)
Brak danych (81) + o+ o+ - -
Roztwory hipertoniczne -+ o+ - -
(86) lub (- + + + +)

Roztwory hipertoniczne
(24) -+ 4+ o+ o+

Analiza danych mikr. elektron.

(60) e T T L S SN

Oznaczenie metalem (osm)
(82) + + + + + + + +

Oznaczenie metalem (osm)

(61) Tk e ot
Funkcja Q (38) O —
Roztwory hipertoniczne
(70) T I e

h — rzad refleksu.
Dane dotycza nerwu kulszcmego.

VI. Podstawowy period identycznosci

Préobki Swiezych, catkowicie zmielinizowanych nerwéw, badane meto-
da niskokatowej dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego, wykazuja
znaczne roznice, w zalezno$ci od gatunku zwierzecia i badanych nerwéw.
Obserwuje sie wyrazng réznice w wartosciach d mieliny z osrodkowego
i obwodowego uktadu nerwowego nawet w przypadku zwierzat tego sa-
mego gatunku oraz mniej znaczne réznice pomiedzy analogicznymi ner-
wami roznych zwierzat (66). W tabeli 2 zestawiono dotychczasowe dane
dotyczace wartosci podstawowego periodu identycznosci.

Z przytoczonych danych w tabeli 2 wida¢, ze liczbowa warto$¢ podsta-
wowego periodu identyczno$ci miesci sie w przedziale 153—185A, a takze:
— Obwodowy uktad nerwowy (na przyktad nerw kulszowy) charaktery-

zuje sie, przy umiarkowanym czasie ekspozycji, piecioma refleksami,

ktore spetniajg relacje rzedowosci. Podstawowy period identycznosci
miesci sie w granicach 170— 185A, a warto$ci natezen poszczeg6inych
reflekséw speiniajg zawsze nastepujgce nieréwnosci: J(2)!>J(4)>

> J(5) > J@3) > J(I).

— Uktad osrodkowy (na przyktad nerw wzrokowy, rdzen kregowy, sub-
stancja biata mézgu) charakteryzuje sie periodem identycznosci, zawar-
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Tabela 2

Poréwnanie wartosci podstawowego periodu identycznosci mieliny z réznych zrédet

Podstawowy period

Lp. Zrédio tkanki ) . Pismiennictwo
identycznosci d (A)
1 cziowiek
nerw kulszowy 178 (185) 49 (56)
2  Matpa
nerw kulszowy 187 56
3 Zaba
nerw kulszowy 171 (170%) 31 (11, 31, 67, 24*, 81%*)
nerw wzrokowy 154 31
rdzen kregowy 153 3
4 Baran
nerw kulszowy 185 56
5 Szczur
nerw kulszowy 176 (178**, 180%) 31 (24*, 59*%, 82*, 81**)
nerw wzrokowy 159 (160*) 31 (24, 69, 81*, 83%)
6 Swinka morska
nerw Kkulszowy 185 56
7 Krolik
nerw kulszowy 180 (178*y, 185*%) 37 (84*, 49*y, 56**)
nerw wzrokowy 156 37
y — dyfrakcja neutronéw
8 Gotgh
nerw kulszowy 182 56
nerw wzrokowy 160 85
9 Kura
nerw kulszowy 182 (183) 31 (56)
nerw wzrokowy 155 31
10 Kaczka
nerw kulszowy 181 56
n weét
istota biata mézgu 157 3l
12 Ryba
nerw wzrokowy 159 (160) 31 (85)
rdzer kregowy 156 (150) 31 (85)

Bez nawiaséw wyniki chronologicznie najnowsze.
(Indeksy *, ** odpowiadajg wzajemnie: pozycji literatury i cytowanej wartosci statlego periodu identycznosci d).

tym w przedziale 153—160A. WartoSci natezen poszczegolnych reflek-
séw spetniajg w przypadkach nerwu wzrokowego czy rdzenia kregowe-
wego, relacje jaka cechuje uktad obwodowy. Poniewaz refleksy J(3),
J(5) i J(I) sg bardzo stabe, stad dla scharakteryzowania obrazu dyfrak-
cyjnego podaje sie refleksy J(2) i J(4).
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Ogo6lnie mozna stwierdzi¢, ze réznica pomiedzy warto$ciami podstawo-
wego periodu identyczno$ci mieliny uktadu obwodowego i o$rodkowego
wynosi okoto 20A.

Przytoczony materiat obserwacyjny jest jednak jeszcze zbyt skapy, aby
wyciaggna¢ ogo6lne wnioski dotyczace zaleznosci pomiedzy wartoscig pod-
stawowego periodu identyczno$ci a gatunkiem zwierzecia.

Powyzsze wyniki uzyskuje sie przy umiarkowanym czasie ekspozycji
(6 godzin), rejestruje sie wéwczas jedynie 5 reflekséw, gdy czas ekspozycji
zwiekszy¢, zaobserwowac¢ mozna dalsze refleksy do 12 rzedu wiacznie (67).

VII. Proponowane modele btony mielinowej

Na przestrzeni ostatnich 20 lat model budowy mieliny opracowany na
podstawie badan przy pomocy mikroskopu elektronowego oraz dos¢ ska-
pych danych rentgenostrukturalnych, nie ulegt istotnej zmianie. Mieline
opisuje sie dotychczas jako dwuwarstwowy uktad lipiddwo—biatkowy.
Podstawg takiego ujecia byta hipoteza Davisona-Daniellego (57, 68) do-
tyczaca tzw. jednostki strukturalnej bton. Finean opierajgc sie na za-
tozeniach tej hipotezy, podat przypuszczalny rozktad makroczagsteczek
w elementarnej jednowymiarowej komorce elementarnej (dotyczyto
to tylko sktadnikow lipidowych), nastepnie zinterpretowat obrazy mieli-
ny, uzyskiwane przy pomocy mikroskopu elektronowego (26). Blizsze in-
formacje na temat ewolucji pogladéw na strukture ostonki mielinowej
mozna znalezé réwniez w pracach (70, 71, 72, 73, 74, 75). W niniejszym
artykule przyjeto jako najbardziej reprezentatywne do ukazania prawdo-
podobnej struktury mieliny, model Caspara-Kirschnera z1971r.
(B7)i Kreutza 2z 1972 r. (38). Dla Scistosci nalezatoby jednak jeszcze
wspomnie¢ réwniez o modelu mieliny Worthingtona (76) i Fi-
neana (77). Cechg wspdlng tych modeli jest przyjecie hipotezy, ze pod-
stawowym elementem strukturalnym mieliny jest podwdjna warstwa lipi-
dowa. Modele te réznig sie od siebie odmiennym rozktadem makrocza-
stek lipidowych w tych jednostkach strukturalnych. Wynika to z bardzo
trudnej do uzyskania jednoznacznos$ci interpretacji funkcji gestosci elek-
tronowej jednowymiarowej komdrki elementarnej mieliny (patrz roz-
dziat V-3). Poniewaz w modelu Caspara i Kirschnera (37) przyje-
to za podstawe interpretacji funkcji gestosci elektronowej wzajemny
stosunek wagowy poszczeg6lnych skitadnikéw lipidowych (78, 79), mo-
del ten wydaje sie obecnie najbardziej poprawny, przedstawiono go na
rycinie 3.

Przedstawiony model mieliny odpowiada klasycznemu modelowi Ro-
bertsona-Danielego. Podwdjna warstwa lipidowa otoczona jest z obu stron
warstwami biatkowymi, model ten przeto mozna opisa¢ ogélnie symbola-
mi BLB (biatka—Ilipidy—biatka). Poszczeg6lne warstwy wykazujac rézng
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zawarto$¢ cholesterolu nie sg wzgledem siebie symetryczne. Konformacje
biatek w modelu tym pomija sie. Zgodnie z tym modelem, rozktad czaste-
czek lipidowych w mielinie oSrodkowej i obwodowej jest taki sam, a to
dlatego, ze krzywa gestosci elektronowej pojedynczej lameli mielinowej
nerwu wzrokowego i nerwu kulszowego pokrywaja sie.

Y

Ryc. 3. Model mieliny wg Caspara i Kirschnera (37).

(A) — wyliczony jednowymiarowy rozktad funkcji gestosci elektronowej, linia ciggta — funkcja
gestosci elektronowej mieliny nerwu kulszowego krélika, linia przerywana — funkcja gestos$ci
elektronowej mieliny nerwu wzrokowego. (Poniewaz funkcje te czesciowo sie pokrywaja, jest
mozliwe do przyjecia, ze rozktady makroczasteczek lipidowych sg identyczne). (B) — przy-
puszczalny rozktad makroczasteczek lipidowych w podwoéjnej warstwie lipidowej. W czesci
lewej od goéry: fosfatydyloseryna, cholesterol, cerebrozyd, fosfatydylocholina, cholesterol, fos-
fatydyleetanoloamina, sfingomielina; w czesci prawej od goéry: cholesterol, fosfatydyloetano-

loamina, cholesterol, cerebrozyd, cholesterol, sfingomielina, cholesterol, fosfatydylocholina

Model powyzszy zaproponowany na podstawie badan rentgenostruktu-
ralnych mozna uwaza¢ za jedng z mozliwych poprawnych hipotez robo-
czych. Model ten zostat zbudowany przy uzyciu transformacji fourierow-
skiej, jako metody opracowania danych rentgenostrukturalnych. Central-
nym zagadnieniem tej metody jest problem fazy, czyli poprawne ustalenie
sekwencji znakow amplitudy poszczeg6lnych refleksdw. Woéwczas to do-
piero mozna wyliczy¢ jednowymiarowy rozktad gestosci elektronowej, be-
dacy przeciez podstawg rozszyfrowania rozktadu makroczasteczek w lameli
mielinowej. Jak wspomniano, rézne metody badawcze dawaly odmienne
wyniki. Badacze nie sg réwniez zgodni co do poprawnosSci interpretacji
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uzyskiwanych wynikow; spowodowane to jest wytgcznym przyjeciem tran-
sformacji fourierowskiej, w ktorej przeciez tkwi juz nieokreslono$¢ fazy.

Odmienng droge ominiecia tego tak bardzo niewygodnego w badaniach
mieliny problemu obrat Kreutz (38). Zastosowal on do opracowania
danych eksperymentalnych metode funkcji Q (87). Okazato sie woéweczas,
ze uzyskano inny ksztatt funkcji gestosci elektronowej (patrz Ryc. 4a),
ktéra pociggneta za sobg inng interpretacje rozktadu makroczasteczek. Mo-
del ten jest catkowicie odmienny od modelu Caspara i Kirschnera i opisac
go mozna symbolami LBL (lipidy—biatka—lipidy). W modelu tym przyj-
muje sie rowniez zatozenie dwuwarstwy lipidowej, jako podstawowego
elementu struktury, jednakze odmiennej budowy. Wedlug Kreutza region
tancuchéw weglowodorowych dwuwarstwy lipidowej przedziela obszar
biatkowy, a warstwy lipidowe sa wzgledem siebie symetryczne.

1
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Ryc. 4. Model mieliny wg Kreutza (38).

(A) — wyliczony jednowymiarowy rozktad funkcji gestosci elektronowej, (B) — przypuszczalny

model rozktadu molekut. Centralny obszar tancuchéw weglowodorowych lipidéw przedzielony

jest warstwami; biatek (pola zakreskowane) i fosfatydylocholiny md-.r z cholestrolami »~

(Czarne prostokaty oznaczajg polarne czes$ci lipidow a odchodzace od nich linie — fancuchy

weglowodorowe). W modelu tym fosfatydylocholina z cholesterolami petni role tacznika po-
miedzy biatkami a pozostatymi lipidami

Badania mieliny metodg niskokgtowej dyfrakcji promieniowania rent-
genowskiego prowadzone sg nadal. Obecnie jest niezmiernie trudno odpo-
wiedzie¢, ktory z przedstawionych modeli jest najbardziej poprawny i dla-
czego.
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VIIl. Uwagi konhAcowe

Omoéwione w niniejszej pracy niektore aspekty badan rentgenostruk-
turalnych nie ujmujg w catosci obszernych zagadnien niskokatowej dy-
frakcji promieniowania rentgenowskiego na mielinie. Wiele problemdw
jest Swiadomie pominietych (np. wptyw roztworéw hiper- i hipotonicz-
nych, wptyw temperatury, sktad chemiczny mieliny itd.). Mielina w przed-
stawionym tutaj ujeciu ma wiasnos$ci statyczne, stabilne, struktura mieliny
nie zmienia sie w czasie. Biatka, lipidy i woda zajmujg Scisle okre$lone po-
tozenie i ich proporcje sg state.

http://rcin.org.pl
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Ryc. 5. Dyfraktogramy mieliny nerwu kulszowego szczura uzyskane na dyfraktometrze
Miller-Micro 111 (promieniowanie monochromatyczne Fe Ka= 194 A.

a — mielina Swieza i fizjologicznie aktywna, b — nerw zaschniety w atmosferze powietrza,
¢ — nerw utrwalony w glutaraldehydzie, d — lipidy wyptukane z mieliny

Na osi pionowej natezenie promieniowania ugietego (jednostki dowolne), na osi po-
ziomej katy 2@ (2© jest katem pomiedzy wigzka ugietg a kierunkiem promieniowania
padajgcego)

Na podstawie badan biochemicznych stwierdza sie, ze w ostonce mie-
linowej zachodzg uchwytne réznice w sktadzie chemicznym mieliny pod-
czas wzrostu i dojrzewania (45, 80). Pojawiajg sie nowe skiadniki, inne
zanikaja. Zjawiska te muszg znalez¢ swe odbicie w uzyskiwanych obrazach
rentgenostrukturalnych.
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Bardzo interesujgce sg badania proceséw strukturalnych zwigzanych
z rozpadem mieliny, witasnie przy uzyciu metod dyfrakcji promieniowania
rentgenowskiego (np. zwyrodnienie Wallera, procesy demielinizacyj-
ne itp.). Zagadnienia te zostaly szczeg6towo przebadane metodami bio-
chemicznymi (88, 89, 90), lecz w literaturze naukowej dotychczas brak
jest petnej analizy strukturalnej. Problemy te-sg nadal intensywnie ba-
dane (91, 92, 93, 94).

Artykut nadszedt 3.9.1974; po rewizji autorskiej otrzymano 30.11.1975.
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SPRAWOZDANIE

X1l Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

(Torun, 4 — 6 wrzesien 1975 r.)

W dniach 4—6 wrzes$nia 1975 odbyt sie w Toruniu XIIl Zjazd Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego, w ktérym udziat wzieto 467 naukowcéw z réznych osrod-
kow krajowych.

Obrady Zjazdu toczyty sie na terenie Uniwersytetu im. M. Kopernika w nowo
zbudowanych obiektach Wydziatu Biologii.

Otwarcia Zjazdu dokonat Przewodniczacy Komitetu Naukowo-Organizacyjnego,
prof. dr Piotr Mastowski; nastepnie gtos zabierali wicewojewoda toruriski, mgr Ste-
fan Stefanski, Rektor Uniwersytetu M. Kopernika — prof. dr Wiestaw WozZnicki oraz
Prezes Zarzadu Gtéwnego P.T.Bioch. prof. dr Lech Wojtczak, ktéry jednoczes$nie
wreczyt dyplomy nagréd przyznanych przez Zarzad Gidwny Towarzystwa.

Wyktad inauguracyjny pt ,,Wspo6tczesne kierunki badan nad chemizmem foto-
syntezy” wygtosit doc. dr Stanistaw Wieckowski. Wyktad ten otworzyt réwnocze$nie
obrady zorganizowanego przez prof. dr J. Zubrzyckiego Sympozjum na temat foto-
syntezy, w ramach ktédrego wygtoszono nastepujace referaty:

1. Mechanizmy regulujagce witgczanie C02w procesie fotosyntezy

(Prof. dr Z. Kaniuga)

2. Zjawiska fotofizyczne w systemach fotosyntetycznych
(Prof. dr D. Frackowiak)

3. Fotosynteza a metabolizm wtdrny
(prof. dr Z. Kasprzyk)

4. Biochemia fotosyntezy roélin typu C-4

(doc. dr S. Wieckowski)

5. Dziatanie czynnikéw S$rodowiskowych na fotosyntetyczne przemiany zwigzkéw
wegla

(Dr S. Maleszewski)

Ponadto w czterech sekcjach tematycznych wygtoszono 256 komunikatéw w tym
z: Biategostoku — 22; Gdanska — 19, Katowic — 15, Krakowa — 10, Lublina — 24, to-
dzi— 43, Olsztyna— 4, Poznania — 31, Szczecina— 4, Torunia —4, Warszawy — 53,
Wroctawia — 25.

W czasie trwania obrad czynne byly wystawy aparatury zorganizowane przez
firmy Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala; UNIPAN, PREMED, Mechanike Precy-
zyjng, stoisko informacyjne firmy Beckman Instruments, a takze duza ekspozycja
Centrali Spoétdzielni Ogrodniczych pod hastem ,Plony naszych ogrodéw”.

W ramach imprez towarzyszacych w dniu 5 wrzed$nia odbyto sie spotkanie towa-
rzyskie, w ktérym uczestniczyto 250 os6b; dwa koncerty zorganizowane przez Filhar-
monie Bydgoska: koncert muzyki dawnej w wykonaniu Cappella Bydgostiensis
i koncert symfoniczny.

8*
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W ostatnim dniu Zjazdu odbyta sie catodniowa wycieczka ,,Szlakiem Piastow-
skim” (Torun—Inowroctaw—Kruszwica—Mogilno—Strzelno—Gniezno—Biskupin) z
udziatem 90 uczestnikéw Zjazdu.

P. Mastowski, A. Leznicki

V Miedzynarodowy Zjazd Towarzystwa Neurochemicznego

W dniach od 2 do 6 wrze$nia 1975 roku w Barcelonie odbyt sie V Zjazd Miedzy-
narodowego Towarzystwa Neurochemicznego. Udziat w Zjezdzie wzieto okoto 700
neurochemikéw oraz przedstawicieli pokrewnych gatezi wiedzy z réznych kontynen-
tow. Polske reprezentowato siedem os6b. W pieciu doniesieniach przedstawity one
wyniki swych badan badz w formie tradycyjnych komunikatéw, badZz w formie pla-
katowej. Na zaproszenie organizatoréw prof. L. Lubinska wzieta udziat w dyskusji
Okragtego Stotu na temat transportu w aksonach.

Program obrad byt bardzo bogaty; czesto posiedzenia zblizonych do siebie te-
matycznie sekcji odbywaly sie réwnoczesnie, stawiajac przed uczestnikami problem
wyboru.

W ramach Zjazdu odbyto sie sze$¢ Sympozjow:

Biochemiczne parametry zaburzen bariery krew—mazg

Nowe potencjalne transmitery

Neurotransmitery a procesy wzrokowe

Neuronalne i glejowe btony plazmatyczne

Specyficzne biatka mézgu

Biochemia neuronu i hodowla tkanki nerwowej

Ponadto toczyty sie dyskusje Okragtego Stotu z udziatem zaproszonych referen-

tow na nastepujace tematy:

1. Struktura i aktywno$¢ immunologiczna 1gG w chorobach neurologicznych czto-
wieka i zwierzat

S

2. Immunologiczne aspekty receptoréw cholinergicznych

3. Fosfolipidy w przekaznictwie synaptycznym

4. Neurochemiczne podstawy farmakogenetyki

5. Choroba Krabbe’a

6. Neurochemiczne aspekty widzenia i styszenia

7. Enzymologia metabolizmu lipidowego

8. Aspekty dojrzewania mechanizméw neurotransmiterowych

9. Rola neurochemika w Kklinice

10. O roli enzyméw proteolitycznych w patogenezie stwardnien rozsianych
11. Przeptyw aksoplazmy

12. Mikrometody w neurochemii

13. Obecne poglady na pomiar in vivo szybko$ci przemian neurotransmiteréow.

Przedmiotem obrad sekcyjnych byty:
Acetylocholina i mechanizmy cholinergiczne;
Metabolizm aminokwasdw i powigzane z nim zaburzenia;
Transport w aksonach;
Biochemiczne aspekty uczenia sie i zachowania sig;
Aminy biogenne;
Bariera krew-moézg i ptyn mézgowo-rdzeniowy;
Biatka moézgu;
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Neurochemia komorkowa;
Cykliczne nukleotydy;
Rozwdj;
Dziatanie lekéw;
Przemiany energetyczne;
GABA i inne aminokwasowe transmitery;
Glikoproteidy;
Lipidy, lipidozy i inne zaburzenia;
Btony i transport przez btony;
Mielina i demielinizacja;
RNA, synteza biatek;
Synaptosomy.

W ramach Zjazdu odbyta sie specjalna sesja poSwigcona spotecznym i filozoficz-
nym implikacjom obecnego rozwoju neurobiologii.

Ponizej, w bardziej szczeg6towym sprawozdaniu, ograniczono si¢ do omdwienia
tylko niektérych wybranych zagadnien przedstawionych na Zjezdzie.

Budowe bton neuronéw i komoérek glejowych omawiano na dwdch sympozjach
i na kilku posiedzeniach sekcyjnych. Najpowazniejszg trudnoscig, na ktérg napoty-
kajag zajmujacy sie tym zagadnieniem, to otrzymanie czystych preparatdéw réznych
bton a zwtaszcza synaptosomalnych. Wydaje sie, ze przyszto$¢ badan zalezy w znacz-
nym stopniu od rozwoju coraz bardziej precyzyjnych technik frakcjonowanego wi-
rowania i, jak podkreslato wielu dyskutantéw, od zastosowania bardziej specyficz-
nych metod analitycznych, zwtaszcza immunochemicznych.

Jednym z ciekawszych byt referat C. W. Cotmana (Uniwersytet Kalifornii) o mo-
lekularnej architektonice synaps osrodkowego uktadu nerwowego. Autor omowit za-
gadnienie powstawania nowych synaps gtéwnie na podstawie wiasnych dosSwiadczen.
Stosujagc uszkodzenie elektrokoagulacyjne niektorych struktur moézgu obserwowat
powstawanie nowych potgczeA synaptycznych w innych cze$ciach mézgu powigza-
nych anatomicznie z uszkodzeniami. Wyizolowane btony postsynaptyczne majg po
stronie zewnetrznej szereg receptoréw lektynowych o charakterze glikoproteidowym.
Autor postuluje, ze w btonach postsynaptycznych glikoproteidy sa powigzane w spo-
sob bardziej trwaty niz w innych bionach komérkowych. Btona postsynaptyczna po
stronie wewnetrznej posiada zgrubienie; zbudowane jest ono z tancuchéw polipepty-
dowych o ciezarze czagsteczki od 50 000—54 000. Pod wzgledem wtasnos$ci fizyko-che-
micznych polipeptydy te przypominajg tubuling. Pozostaje zagadnieniem nie roz-
strzygnietym, czy btony postsynaptyczne majg podobng budowe réwniez i w moézgu
normalnym, czy tez uszkodzenie struktur o$rodkowego uktadu nerwowego indukuje
przedstawiong architektonike bton.

Budowe synaptosomalnych bton plazmatycznych (S.P.M.) przedstawit J. G. Mor-
gan, B. W. Moore i szereg innych badaczy. Btony te maja niski poziom sfingomielin
i niski stosunek molarny cholesterolu do fosfolipidow. Fosfolipidy charakteryzujg
sie wysoka zawartoscig kwasdw wielonienasyconych. llo$¢ glikolipidéw jest znaczna,
ale sg to prawie wytgcznie gangliozydy. Wydaje sie, ze btony te zawierajg biatka tu-
bulino-, miozyno- i aktynopodobne. Dane o enzymach wystepujacych w S.P.M. poza
ATP-azg (Na+ K+) sg jeszcze niepewne. Ciekawym spostrzezeniem jest fakt, ze wzo-
rzec biatkowy samego ztgcza synaptycznego (synaptic junction, S.J.) jest prosty; praw-
dopodobnie gtownym biatkiem jest tubulina. Zawarto$¢ lipidéw wyizolowanych S.J.
jest bardzo niska, ubogi tez jest zestaw enzymatyczny. Nalezy zaznaczy¢, ze szereg
dyskutantéw miato powazne zastrzezenia co do czystosci badanych preparatow bton.

Doniesienia, dotyczace przeptywu aksoplazmy, poswiecone byly w gtdwnej mie-
rze transportowi réznych substancji (biatek, lipidéw i glikoproteidow) oraz wptywo-
wi réznych czynnikéw na to zjawisko. W pierwszej grupie doniesiet najciekawsze,
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jak sie wydaje, byly dane zaprezentowane przez Marchisio i wsp. (Wtochy). Badali
oni dynamiczne wtasnos$ci transportu biatek i glikoproteidow w szlaku wzrokowym
kurczat. Stwierdzili zmiany intensywnos$ci transportu tych substancji. Transport gli-
koproteidéw przebiega najintensywniej w okresie formowania sie synaps. W zwigzku
z powyzszym autorzy przypuszczajg, ze transport glikoproteidow w aksonach moze
by¢ jednym z czynnikéw kontrolujacych zjawiska synaptogenezy, a miedzy innymi
procesy ,rozpoznawania™ powierzchni elementéw neuronalnych.

W dyskusji Okragtego Stotu szeroko omawiane byly zagadnienia udziatu trans-
portu w aksonach w procesach tworzenia sie bton aksolemmy i bton zakoriczen ner-
wowych (Marchisio) oraz udziat tego zjawiska w kontaktach interneuronalnych (Droz,
Francja). Wydaje sie, ze tzw. wolny transport zalezy od kontaktu wypustek nerwo-
wych z ciatem komdrki (Tucek i wsp., Instytut Fizjologii Czeskiej A.N., Mc Leon
i wsp.). Poruszane byto do$¢ obszernie zagadnienie wptywu jonéw na tzw. ,szybki
transport”. Obecnos$¢ jondw wapnia w $rodowisku, w ktéorym umieszczono perikario-
ny, jest warunkiem koniecznym dla zjawiska szybkiego transportu biatek (Dravid
i Hammerschlag).

Zagadnieniu potencjalnych, nowych neurotransmiteréw poswiecone zostato cate
sympozjum. W referacie wprowadzajgcym, Aprison (Indianapolis) podat szereg uwag
na temat kryteriow, ktére powinny by¢ spetnione, aby dany zwigzek mogt by¢ uwa-
zany za substancje przekaznikowa.

Précz ogdlnie uznanych neurotransmiteréow takich jak: acetylocholina, serotoni-
na, GABA, dopamina czy noradrenalina przedstawiono dane silnie wskazujgce, ze
rowniez takie substancje jak: histamina (Schwartz), prolina (Johnston), asparaginian
(Graham), tauryna i substancja P (Krnjevic) sg najprawdopodobniej neurotransmi-
terami. Substancja P, ze wzgledu na swoje przedtuzone, pobudzajace dziatanie jest
by¢ moze modulatorem dziatania innych gtéwnych neurotransmiteréw.

Zagadnienia dotyczace ukitadu cholinergicznego poruszano w sekcji acetylocho-
liny i mechanizmoéw cholinergicznych oraz w czasie dyskusji Okragtego Stotu na te-
mat receptora cholinergicznego.

Stosunkowo duzo miejsca poSwiecono sprawom metodycznym. W trzech komu-
nikatach, prezentowanych w tej sekcji, omawiano otrzymywanie oczyszczonych pre-
paratow acetylotransferazy cholinowej oraz charakterystyke molekularnych wtas-
nosci tego enzymu (Chao i Wolfgram, Singh i McGeer, Malthe-Sarenssen). Przedsta-
wiono nowa metode histochemicznej lokalizacji acetylotransferazy cholinowej
(McGeer). W metodzie tej zwanej ,technikg sandwiczéw” wykorzystano metode sze-
regu przeciwcial: w pierwszym etapie reakcji przeciwciata otrzymane z krolika
reaguja z acetylotransferazg cholinowa. Powstaty kompleks reaguje nastepnie z prze-
ciwciatami przeciw biatkom krélika, ktére uzyskano po immunizowaniu kozy. Kom-
pleks ten nastepnie reaguje z tzw. PAP (kompleksem peroksydaza — przeciw perok-
sydaza, uzyskanym z kro6lika). Ta ostatnia warstwa reaguje z substancjami dajacymi
zaczernienie widoczne w mikroskopie elektronowym. Te technike badawcza przed-
stawiono w pieknych i przekonywujacych przezroczach i doniesieniu plakatowym.

Nowga enzymatyczng metode oznaczania acetylocholiny zaproponowali Contreras
i Bachalard. Ze wzgledu na duzy koszt nie bedzie ona prawdopodobnie szeroko sto-
sowana, wymaga ona bowiem uzycia az czterech oczyszczonych preparatow enzy-
matycznych (AChE, kinazy octanowej oraz pirogronianowej i dehydrogenazy mle-
czanowej).

Omawiano réwniez wiasnoséci esterazy acetylocholinowej m.in. przedstawiono
charakterystyke rozpuszczalnej AChE i jej izoenzyméw (Paggi i wsp., Skangiel-Kram -
ska i Niemierko).

Osobng grupe doniesien, stosunkowo nielicznych na obecnym Kongresie, stano-
wity prace dotyczace zachowania sie sktadnikéw uktadu cholinergicznego (a takze
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serotoninergicznego), w okreslonych strukturach po zniszczeniu innych cze$ci mézgu.
Prace te majg na celu poznanie charakteru potaczen pomiedzy poszczeg6lnymi struk-
turami (Wagner, Max-Planck Inst.,, Frankfurt) oraz wyjasnienie mechanizméw zmian
biochemicznych w mdzgu po uszkodzeniach (Oderfeld-Nowak i wsp.).

Szereg doniesien poswiecono niezwykle waznemu zagadnieniu jakim jest inter-
akcja pomiedzy roznymi uktadami neurotransmiterowymi w moézgu (Glowinski
i wsp., College de France, Paryz; Consolo i wsp. — ,,Mario Negri”, Mediolan).

Bartholini i wsp. (Hoffman — La Roche, Bazylea) badajgc metodg push-pull wy-
dzielanie acetylocholiny w neostriatum pod wplywem rdéznych $rodkéw farmakolo-
gicznych, dziatajacych na receptor dopaminergiczny, wykazali ze neurony choliner-
giczne tej struktury sg tonicznie hamowane przez ukiad dopaminergiczny.

Pieknym, bezposrednim dowodem istnienia dopaminoergicznocholinergicznego
potagczenia w neostriatum jest praca McGeer i wsp. (Vancouver). Stosujac oméwiong
juz powyzej technike ,sandwiczow” dla zlokalizowania aktywnos$ci acetylotransfera-
zy cholinowej, tgcznie z podaniem 6-hydroksydopaminy — zwigzku powodujagcego de-
generacje zakonczen dopaminergicznych, wykazali, ze te degenerujace zakonczenia
nerwowe maja bezposredni kontakt z wypustkami dendrytycznymi zawierajgcymi
acetylotransferaze cholinowa.

W zakresie biochemicznych aspektéw uczenia si¢ i zachowania sie zwierzat nie
przedstawiono nowych sposobéw podejScia do tego zagadnienia. Nadal najwiecej
uwagi zwraca sie na inkorporacje aminokwaséw do biatek mézgu. W wielu pracow-
niach stosuje sie technike podwdjnego znakowania (najczesciej uzywajac lizyny, wa-
liny, leucyny). Inkorporacje bada sie badz do biatek calego mézgu, bgdZz do wzboga-
conej frakcji neuronalnej lub glejowej, badz tez poszczeg6lnych struktur mézgu lub
frakcji komérkowych.

Badania Shashoua (Harvard Medical School) prowadzone na ztotych rybkach
wskazujg, ze zmiany w intensywnos$ci przemiany biatek obserwuje sie jedynie gdy
zwierze uczy sie nowego zadania, wowczas za$ gdy zadanie juz zostalo opanowane,
to nie wystepuja roznice w inkorporacji aminokwaséw. Podobny wniosek byt juz daw-
niej wysuwany, lecz wyniki dotyczyty innych gatunkéw zwierzat; udoskonalenie
techniki badawczej jak i zastosowanie Kkilku grup zwierzat kontrolnych uwiarygod-
niajg ten wazny wynik doswiadczalny.

Irvin i Barracq badali kolejno$¢ inkorporacji znakowanej glukozy do poszcze-
golnych struktur i frakcji komorkowych mozgu gotebia. Po jednorazowym treningu
wzrokowym stwierdzili oni bardzo wyrazny wzrost wyznakowania kwasnych gliko-
proteidéw, podczas gdy w biatkach rozpuszczalnych nie zaobserwowali wyrazniej-
szych r6znic. Na istotng role glikoproteidéw w procesach uczenia sie wskazujg row-
niez badania Matthiesa (Instytut Farmakologii, Magdeburg).

Przedstawiono wyniki badan nad wptywem nowych inhibitorow syntezy biatek
(np. anizomycyny, L-asparaginazy) na pamie¢ diugotrwatg. Starano sie¢ ustali¢ naj-
krétszy czas, w ktédrym synteza biatek przed treningiem musi zachodzié, aby zwierze
mogto zapamieta¢ wyuczone zadanie. Szereg dalszych wynikéw przedstawita grupa
Rosego, zajmujgca sie chemicznymi podstawami: 1) tzw. wdrukowywania pierwszych
wrazen wzrokowych u kurczat i 2) deprywacji wzrokowej u szczurdw.

Ebel (z grupy P. Mandla ze Strasburga) wskazata na wyrazng korelacje pomie-
dzy aktywnos$cig enzyméw cholinergicznych w jadrze migdatowatym a zachowaniem
sie agresywnym szczuréw.

Cztery osoby z grupy polskiej wziety réwniez udziat w satelitarnym spotkaniu
zorganizowanym w Madrycie (29—30 sierpnia 1975) przez Delgado (Wydziat Lekar-
ski). Sympozjum posSwiecone byto zagadnieniu behawioralnej neurochemii. Na jego
program sktadaty sie referaty wybitnych specjalistow, m.in. Delgado — O nowych
kierunkach w behawioralnej neurochemii, Mandla — O genetycznie uwarunkowa-
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nych biochemicznych korelatach zachowania; czy tez Valzelli— O neurochemicznych
aspektach agresywnego zachowania, oraz demonstracje przeprowadzane przez pra-
cownikéw Zaktadu Delgado i Defeudisa. Szczeg6towo przedstawiono m.in. technike
perfundowania podkorowych struktur moézgu metodg push-pull, w zastosowaniu do
badania mechanizméw adrenergicznych.

Zarowno to spotkanie satelitarne jak i obrady w Barcelonie stworzylty wiele
mozliwosci szerokich dyskusji kuluarowych.

Stella Niemierko,
Barbara Oderfeld-Nowak,
Jolanta Skangiel-Kramska



RECENZJA

0 warto$ci poznawczej metod cytochemicznych stosowanych w badaniach
enzymatycznych

Suplement do tomu XIV czasopisma Acta Histochemica (1974) obejmuje ma-
teriaty sympozjum zorganizowanego przez holenderskie Towarzystwo Histochemicz-
ne, ktére odbyto sie w 1973 r. w Lejdzie (Aussagewert und Fehlermdéglichkeiten hi-
stochemischer Enzymreaktionen. Red.: Dietrich Wittekind, Freiburg i. Br., Acta
Histochemica, Suppl. XIV., Gustav Fischer Verlag, Jena — 1975).

Doktadny tytut tego Sympozjum brzmiatk: Wartos¢ poznawcza i mozliwosci uzy-
skiwania btednych wynikéw przy stosowaniu reakcji enzymatycznych. Zgodnie z tym
zatozeniem prof. Arnold i dr Klessen z Instytutu Anatomicznego Uniwersytetu z Tu-
bingen w peinym swady referacie przedyskutowali przyczyny, ktére moga powodo-
waé otrzymywanie fatszywych informacji przy stosowaniu metod cytochemicznych.
Btedy takie, jak to sie zreszta wielokrotnie przypomina, mogg wynika¢ z niewtasci-
wego przygotowania materiatu, btednego przeprowadzenia reakcji i wreszcie z nie-
wiasciwego odczytania otrzymanego wyniku. Jest rzeczg oczywistg, ze w kazdej nauce
eksperymentalnej obowigzuje S$ciste przestrzeganie prawidtowego przeprowadzenia
wszystkich trzech etapdw pracy. W kazdym tez przypadku nalezy dobrze pamiegtac
jakie sg mozliwosci danej metody, i nie przekracza¢ zakre$lonych nimi granic. Me-
tody cytochemiczne — z samego zatozenia — lepiej niz inne umozliwiajg zlokalizo-
wanie danego procesu enzymatycznego w niezdezorganizowanej strukturze komdarki
1 moga dostarczy¢ — jak przypominajg wspomniani autorzy — warto$ciowych infor-
macji w przypadku wynikéw typu ,tak lub nie”. Jezeli natomiast pytanie brzmi
»ile” ocena wizualna wynikow zawsze jest subiektywna, a stad bardzo czesto zawod-
na. Jedynie wtasciwg ocene iloSciowg wyniku przeprowadzonej reakcji mozna uzy-
skaé przez stosowanie pomiaréw fotometrycznych. Dobrym przyktadem pierwszego
typu informacji sa wyniki doSwiadczen prowadzonych przez zesp6t pracownikéw za-
ktadéw Patologii, Biochemii, Farmakologii i Radiopatologii z Uniwersytetu w Gronin-
gen. Zesp6t ten zastosowal metody cytochemiczne do sprawdzania czystosci frakcji
otrzymanych przez réznicowe wirowanie homogenatow tkankowych. W tym celu
aktywno$¢ enzyméw charakterystycznych dla poszczegblnych frakcji autorzy ci
oznaczali nie in vitro, jak to sie zwykle robi, lecz lokalizowali jg w skrawkach krio-
statowych przygotowanych z frakcji zamrozonych w ciektym azocie. Materiat skra-
wano zaré6wno w kierunku rownolegtym, jak i prostopadtym do kierunku wirowania,
co pozwolito na bardzo tatwa i dobrg ocene homogennos$ci poszczeg6lnych reakcji
ogladanych przy niewielkim powiekszeniu (od 10—do 30X). Pozwalato takze na
zorientowanie sie, jak daleko w osi pionowej poszczeg6lne frakcje zachodzg na sie-
bie. DosSwiadczenia takie, jak zaznaczytam, dajg jedynie ogd6lna orientacje w roz-
mieszczeniu struktur charakteryzujacych sie aktywnos$cig danego enzymu. W przy-
padku za$, gdy celem jest doktadniejsze zlokalizowanie danego enzymu w obrebie
okreslonych substruktur sama liofilizacja materiatu utrwalonego przez zanurzenie
w ciektym azocie nie wystarcza. Nalezy jeszcze zabezpieczy¢ sie wowczas przed wy-
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padaniem, czy przesuwaniem réznych skladnikéw komdrki, czesto nieuniknionym
przy bardziej skomplikowanej procedurze. Stabilizacje struktury przeprowadza sie
na og6t na drodze chemicznej. Zespdt pracownikéw Zaktadu Anatomii Akademii
Medycznej w Hannowerze uzyskuje ja na drodze mechanicznej zatapiajac liofilizo-
wang tkanke w metakrylanie glikolu. Hydrofilno$¢ zastosowanego polimeru zapewnia
dobra dostepno$¢ substratéw. Mozliwo$¢ otrzymania z tak przygotowanych prébek
rowniez ultracienkich skrawkow pozwala na prowadzenie poréwnawczych badaf przy
uzyciu mikroskopu S$wietlnego i elektronowego.

Interesujacqg metodg oceny ilosciowej reakcji cytochemicznych — ktéra, jak to
okreslajg sami autorzy: prof. Van Duijn i dr Van der Ploeg, jest jakby pomostem }3-
czagcym badania cytochemiczne (in situ) z badaniami biochemicznymi (in vitro) jest
opracowana w Zaktadzie Histochemii i Cytochemii Uniwersytetu w Lejdzie metoda
tzw. bton modelowych. Btony te uzyskuje sie przez polimeryzacje monomerow akry-
loamidowych (stosowanych w bardzo wysokim stezeniu) zmieszanych odpowiednio
z wyizolowanymi enzymami lub strukturami komoérkowymi, w ktérych enzymy te
wystepuja. Uzyskuje sie w ten sposéb co$ w rodzaju sztucznych skrawkéw tkanko-
wych, na ktérych mozna przeprowadzi¢ poréwnawczo reakcje cytochemiczne i bio-
chemiczne. lloSciowej oceny wynikéw cytochemicznych mozna dokonaé¢ stosujgc cy-
tofotometr lub fotometr zaopatrzony w prostg, tatwag do wykonania przystawke.
Mozna przy pomocy takich bton modelowych zbada¢ wptyw utrwalacza, wptyw dy-
fuzji, ustali¢c w przypadku stosowania barwnikéw dwuazowych czy na specyficzno$é
uzyskanego spektrum absorbcji nie wptywa obecnos$¢ innych sktadnikéw, np. lipidow.
Mozna tez ustali¢, w jakim stopniu przebieg danego procesu enzymatycznego zalezy
od uszkodzenia struktury, w ktédrej enzym wystepuje. Stowem, tatwos$¢ operowania
modelowg btona, stanowigcg dla zawartego w niej enzymu $rodowisko bardziej zbli-
zone do naturalnego, niz to, ktéore wystepuje w doswiadczeniach in vitro — pozwala
na mozliwie optymalne przystosowanie danego testu enzymatycznego do badan cyto-
chemicznych.

W omawianym sympozjum nie zabrakto tez grupy referatéw poswieconych za-
gadnieniu rytmiki dobowej aktywnosci enzymatycznej komorki. Kierunek ten zapo-
czatkowat kilkanascie lat temu, dzieki zreszta zupetnie przypadkowym obserwacjom,
prof. Meyersbach, kierujagcy obecnie Zaktadem Anatomii Akademii Medycznej w Han-
nowerze. Wg Prof. Meyershacha, czas, w ktérym pobieramy materiat do badan, jest
podstawowym czynnikiem, ktéry nalezy wzig¢ pod uwage przy badaniach z dziedziny
cytochemii a takze biologii komorki. A oto pare przyktadéw dla potwierdzenia tej
tezy: Oznaczenia biochemiczne zawarto$ci glikogenu w watrobie szczura (przeprowa-
dzone na zwierzetach z czystych szczepéw, hodowanych w wysoce standardowych wa-
runkach) wykazujg wyrazny jej wzrost w ciggu doby o godz 12 i 4, oraz zasadnicze
obnizenia o 20-tej, oraz 2 i 6-tej. Amplituda tych wahan mierzy sie zmianami od
0,1 mg/100 mg tkanki do 8 mg/100 mg tkanki. Towarzysza im wyrazne rbéznice w cy-
tochemicznej lokalizacji glikogenu a takze w rozmieszczeniu —na poziomie ultra-
struktury — glukozo-6-fosfatazy. Dr Chemnitz — z tego samego, co prof. Meyersbach
zaktadu, przedstawit wyniki badan, Swiadczace o bardzo znacznych odchyleniach po-
wyzej i ponizej $redniej — obserwowanych w ciggu doby w sktadzie izozymowych
form dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDH). Zmiany te wygladajg dla réznych
izozymow réznie w homogenacie z watroby i z mie$nia sercowego szczura, co daje sie
dobrze skorelowa¢ z przewagg metabolizmu anaerobowego w pierwszym z tych na-
rzadow i metabolizmem aerobowym typowym dla drugiego z nich. Okoto godziny
6 po potudniu, gdy szczury wykazujg najmniejszg aktywno$¢ ruchowga, LDH-5 kata-
lizujgcy przemiane pirogronianiu w mleczan osiaga maksimum aktywnos$ci w watro-
bie, natomiast w mies$niu sercowym spada do minimum. W tej ostatniej tkance rozpad
pirogronianu zachodzi catkowicie na drodze utleniania w cyklu Krebsa, przy tym mile-



SPRAWOZDANIA 239

czan réwniez moze by¢ wykorzystany jako substrat, stad niska aktywno$¢ LDH-5
i przewaga LDH-1 i 2, ktore katalizuja reakcje przemiany mleczanu w pirogronian.
Przytaczane przez te grupe referentéw wyniki — zar6wno oznaczen biochemicznych,
jak i cytochemicznych — sg tak przekonywujace, ze warto pamieta¢ o zmianach do-
bowych natezenia metabolizmu przy planowaniu naszych dos$wiadczen.

Wracajac do problemu ilosciowej, obiektywnej oceny wynikéw reakcji cytoche-
micznych, jednym z lepszych — jak mi sie wydaje — rozwigzan, jest opracowany przez
doc. Thiessena z Instytutu Medycyny Jadrowej i Biofizyki Specjalnej Akademii Me-
dycznej w Hannowerze ukiad spektrofotometryczny ,Cytos”. W aparacie tym mozna
otrzymaé¢ zdjecia komdrki, na ktérych wartosci ekstynkcji uzyskane dla danego
zwigzku (po przeprowadzeniu odpowiedniej reakcji cytochemicznej) przez skanowa-
nie poszczegdlnych jej punktéw przetransponowane sa w specjalny sposéb na rézne
odcienie szaro$ci (przy fotografii czarno—biatej), lub na rézne barwy (przy fotografii
kolorowej). Kazdy z tych koloré6w odpowiada okreslonym stezeniom danej substancji
w komorce. Wbudowany w aparat uktad komputerowy umozliwia szybkie odczytanie
odpowiednio zaprogramowanego pomiaru. Dla obiektu o $rednicy wynoszacej 12]ijn
wynik, na ktory sktada sie 2500 pojedynczych warto$ci otrzymuje sie w ciaggu 50 se-
kund. Zanim jednak aparaty typu ,,Cytos” znajdag sie w wiecej niz w jednej Pracowni
w Europie, mozliwie standardowe przeprowadzanie testow cytochemicznych i mozli-
wie obiektywna ocena ich wynikow jest ciggle warunkiem niezbednym dla osiggnie-
cia wysokiej warto$ci poznawczej tych badan. Co wiecej, wyposazenie laboratorium
W najnowoczes$niejszg aparature pomiarowg nie zwalnia eksperymentatora od pa-
mietania o pozornie banalnych przestrogach, wysunietych przez prof. Arnolda z Ti-
bingen. Z blednie przeprowadzonej rekacji, na niewtasciwie przygotowanym materiale
i przy niedostatecznym przemys$leniu dosSwiadczenia nawet najprecyzyjniejszy system
komputerowy dostarczy jedynie informacji fatszywych, mimo ze wynik przedstawio-
ny bedzie w postaci pieknych zestawieh liczbowych i diagramoéw.

Powyzsze omoéwienie nie obejmuje oczywiscie catosci materiatbw omawianego
sympozjum, ktdre bez watpienia dla wszystkich oséb zainteresowanych badaniami cy-
tochemicznymi proces6w enzymatycznych stanowi¢ bedg interesujaca i pozyteczng
lekture.

A. Przetecka
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Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N.,
Greville G. D., t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Zatgczniki: Kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajagcym
numerowi uzytemu w tekScie, oraz oznaczy¢ (na goOrze stronicy otow-
kiem) nazwiskiem 1-ego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywaé ich tre$¢, zaznaczajac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjag w kolejnosci ich oméwienia w teks$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny byé wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢é ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonaé¢ linig cieAsza niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mieé wysokosé
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykresOw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
do$wiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: AD O A m «
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,doét” (otdw-
kiem). O stopniu zmniejszenia ryciny w druku decyduje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu zaleca sie autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegaja sobie
wytacznos¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed wia-
czeniem tabel, wykresdw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do
publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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