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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdéjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracja stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska
autoréw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdwienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdzialy w tekscie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty — arabskg. Tytuly nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W teks$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwiazku, np.: kwas gluta-
minowy (1).

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w tekScie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatacznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks$-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1 Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u gory nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tres¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréow.
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Post Biochem. 18, 175—198 (1972)

IRENA SZUMIEL *, MARIA E. ZAJDEL **

Udzial adenozyno-3*, 5'-monofosforanu
w regulacji czynnosci gen6w u zwierzat

Adenosine-3*, 5'-monophosphate and Control of Gene Activity in Animals

Some recently formulated hypotheses, concerning the role of cyclic AMP as
intracellular transmitter of several types of stimuli are reviewed. Particular attention
is given to the problem of the biosynthesis of specific proteins in response to the
extracellular stimuli. Possible mechanisms of cAMP effects on the activity of the
cellular genome are discussed.

Do kluczowych problemow wspéiczesnej biologii nalezy mechanizm od-
dziatywania $Srodowiska na komdrke. Stosunkowo dobrze poznano dotych-
czas zalezno$¢ wewngtrzkomorkowych przemian metabolicznych od sktadu
chemicznego $rodowiska otaczajacego komorke. Przyczynity sie do tego
badania kinetyki poszczegdlnych proceséw enzymatycznych in vitro w roz-
nych stezeniach jondw i efektoréw allosterycznych o niskiej masie czg-
steczkowej. Natomiast o wiele gorzej poznano procesy, za posrednictwem
ktorych Srodowisko wywiera wptyw na czynno$¢ gsnéw. Model induko-
wanej syntezy enzymoéw w komorce bakteryjnej stworzony przez Jacoba
i Monoda rozpatruje oddziatywania allosteryczne miedzy biatkiem repre-
sorowym, regulujgcym czynno$é genu, a niskoczasteczkowym derepreso-
rem. Derepresorem takim moze by¢ substrat przemiany enzymatycznej,
analog substratu lub metabolit innej przemiany niz ta, ktora podlega
regulacji na poziomie genu. Model Jacoba i Monoda (37) przeno-
szony jest powszechnie, jakkolwiek z zastrzezeniami, na komorke zwie-
rzecg — uktad o wiele bardziej ztozony od bakterii.

Funkcje biatek regulatorowych przypisuje sie w komdrkach organizméw
wyzszych histonom i biatkom jagdrowym o charakterze kwasnym. Jednakze
stawiane, zgodnie z modelem Jacoba i Monoda, wymaganie absolutnej swo-
istosci biatek regulatorowych wzgledem poszczeg6lnych gendw, przy

* Dr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badan Jadrowych, War-
szawa

** Mgr, Centrum Medyczne Szkolenia Podyplomowego, Warszawa

Wykaz stosowanych skrétéw: cAMP — adenozyno-3',5'-monofosforan, db-cAMP —
N6,02-dwubutyroloadenozyno-3*,5'-monofosforan, ACTH — hormon adrenokortykotro-
powy, LH — hormon luteinizujacy, MSH — melanotropina, TSH — hormon tyreo-
tropowy
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niewielkiej heterogennosci zaréwno histonéw (31, 68) jak biatek kwasnych
chromatyny (18) stwarzajg znaczng trudno$¢ w zastosowaniu tego modelu
regulacji czynnosci genéw do org*anizméw eukariotycznych. Dodatkowg
trudno$¢ wywotujg — ogromna réznorodno$¢ bodzcéw powodujgcych w ko-
mdrce jednoczesne zmiany w metabolizmie i biosyntezie biatek oraz od-
mienna reakcja na te same bodzce réznych komoérek organizmu, wypo-
sazonych w identyczny genom.

W organizmach wielokomérkowych komérki sg w przewazajacej wiek-
szosci odizolowane od $rodowiska, w ktérym organizm przebywa. U zwie-
rzat bodZce pochodzace ze Srodowiska zewnetrznego odbierane sg przez
narzady receptorowe i przetwarzane na endogenne bodZce, miedzy innymi
hormonalne i nerwowe, ktore z kolei dziataja na komérki narzadow we-
wnetrznych. Przyktady zamieszczone w tablicy 1 $wiadcza o udziale
adenozyno-3',5'-monofosforanu (cykliczny AMP, cAMP) w przekazywa-
niu wielu typéw bodZzcéw endogennych, gtéwnie u zwierzat, jakkolwiek
przypisuje sie cAMP role przekaznika réwniez w innych grupach orga-

Tablica 1
Typy bodzcow przekazywanych za posrednictwem cAMP oraz rodzaje odpowiedzi komdrkowych

Obiekt

Synapsa

Plytka neuro-
motoryczna
Komorki tylne-
go pifata przy-
sadki

Komérki
tluszczowe

Komérki
przedniego pta-
ta przysadki
Komoérki
$liniankowe
Komérki  pe-
cherza moczo-
wego ropuchy
Komoérki
Purkinjego
Preciki siat-
kéwki oka zaby

Melanocyty

Bodziec

elektryczny

elektryczny
elektryczny
ACTH, LH, TSH
glukagon, adrena-
lina

czynnik wydziela-
nia hormonu wzo-
wzrostowego

adrenalina

wazopresyna

adrenalina

Swiatto

MSH

Odpowiedz
komorki

wydzielanie nor-
adrenaliny lub ace-
tylocholiny
wydzielanie
acetylocholiny
wydzielanie
wazopresyny

aktywacja lipolizy

wydzielanie
samatotropiny

wydzielanie
amylazy
wzmozony trans-
port Naf i wody

hyperpolaryzacja
bton

spadek przepusz-
czalnosci bton dla
Na+

rozszerzenie
melanoforéw

Zmiana zawartosci

cAMP w komérce Odsytacz
podwyzszenie

podwyzszenie (75)
podwyzszenie

podwyzszenie (13)
podwyzszenie (75)
podwyzszenie (75)
podwyzszenie (75)
podwyzszenie (86)
obnizenie )
podwyzszenie (75)
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c.d. Tablicy 1
Komorki insulina zahamowanie obnizenie (61)
tluszczowe lipolizy
Plytki krwi teofilina hamowanie agre- podwyzszenie (66)
gacji wywotanej
przez ADP
Komorki nerki Kofeina skrécenie popro- podwyzszenie (82)
ludzkiej w ho- teobromina miennego opdznie-
dowli zsynchro- teofilina nia mitotycznego
nizowanej, na- J-fosforan pirydo- przedtuzenie po- obnizenie (82)
promienione w ksalu promiennego op6z-
fazie G8promie- nienia mitotyczne-
mieniami X go
Limfocyty fitohemaglutynina  transformacja przej$ciowe (15, 87)
blastyczna podwyzszenie
Komérki wars- kwas giberelowy synteza amylazy podwyzszenie (73)
twy aleurono-
wej nasienia
jeczmienia
Komoérki db-cAMP przywrocenie (38)
nowotworowe hamowania wzros-
tu przez zetkniecie
Komorki na-  db-cAMP przeksztatcenie (33, 34)
btonkowe z jaj- morfologiczne
nika chomika
chiriskiego <t i
Sluzowiec db-cAMP agregacja i wytwo- (14)
Dictostylium rzenie spor
discoideum

nizméw. Liczne prace poswiecono zwilaszcza roli cAMP w mechanizmie
dziatania hormonéw biatkowych i peptydowych oraz amin katecholo-
wych (80).

Prowadzone ostatnio badania nad cyklicznym AMP, omdwione obszer-
nie w publikowanym w Postepach Biochemii artykule Kahla (42),
pozwolity na stworzenie modelu powstawania w komdrce zwierzecej swoi-
stej reakcji na niektére rodzaje nieswoistych bodzcéw, ktérych cAMP
jest przekaznikiem. Niniejsze omdwienie tego modelu ograniczone jest do
najbardziej kontrowersyjnej, lecz i najbardziej interesujacej jego czesci,
dotyczacej regulacji biosyntezy kwaséw rybonukleinowych i biatek ko-
maérkowych.

. Cykliczny AMP a hormonalna regulacja transkrypcji

Hormonalna indukcja enzyméw w sposéb swoisty dla danej tkanki
oraz ogolne pobudzenie transkrypcji i translacji genéw sg faktami dobrze
poznanymi i udokumentowanymi, jednakze brak jest zadowalajgcego wy-
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jasnienia mechanizmu tych zjawisk. W ostatnich latach stwierdzono, ze
wspollng cecha wielu hormondw zwierzecych jest zdolno$¢ zwiekszania
zawartosci cAMP w tkankach docelowych. Ponadto swoisty efekt hor-
monu, zaréwno metaboliczny, jak odnoszacy sie do biosyntezy bialek,
mozna wywotac in vitro i in vivo, podajagc cCAMP lub jego analog N&) 2-
-dwubutyryloadenozyno-3',5'-monofosforan (db-cAMP), ktéry tatwiej od
CAMP przenika przez btony komérkowe.

llustracjg skutkow dziatania cAMP na synteze bialek in vivo moga
by¢ wyniki badan Josta i wsp. (39). Wykazali oni, ze dootrzewnowe
podanie szczurom glukagonu powoduje wzrost aktywnosci dehydratazy
serynowej w watrobie badanych zwierzat, a ten sam skutek mozna uzy-
ska¢ zastepujac glukagon db-cAMP. Po injekcji dootrzewnowej czynni-
ka pobudzajacego zwierzeta otrzymywaty znakowahag trytem leucyne,
a nastepnie zabijano je i oznaczano w homogenatach z watroby aktywno$¢
dehydratazy serynowej oraz radioaktywnos$¢ witasciwg albumin i jedno-
rodnego antygenowo preparatu dehydratazy. Wyniki doswiadczen przed-
stawia rysunek 1
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Czas inkubacji (godz.)

Rys. 1. Wplyw db-cAMP na szybko$¢ syntezy albuminy i dehydratazy seryno-
wej (wg 39)
Linia przedstawia aktywnos$¢ dehydratazy serynowej. Czarne prostokaty przedstawiajg wzgledng
szybko$¢ wiaczenia 'H-leucyny do dehydratazy serynowej, biate prostokaty pokazujg wzgledna
szybko$¢ wigczania sH-leucyny do albuminy. Wzgledng szybko$¢ wigczania okreslono jako
liczbe impulséw na minute w badanym biatku enzymatycznym na 100000 impulséw na minute
w biatku catkowitym, strgcanym kwasem tréjchlorooctowym.

Jak wida¢, pomiedzy 2 a 4 godzing od podania db-cAMP szybko$¢ wig-
czania znakowanej leucyny do dehydratazy serynowej wzrosta 11-krotnie
i rownocze$nie wzrosta jej aktywno$¢. Natomiast synteza albumin ulegta
bardzo niewielkim zmianom w czasie trwania doswiadczenia. Wynik ten
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dowodzi, ze db-cAMP jest zdolny do indukcji dehydratazy serynowej
w komorkach watroby.

Przyktadem swoistego wptywu db-cAMP na komdérki in vitro moze
byé praca Wicksa (108) nad wptywem glukagonu i db-cAMP na
synteze transaminazy tyrozyna: a-ketoglutaran w watrobie zarodkow
szczurzych hodowanych w ptynie Eagle’a. Jak wiadomo, glukagon po-
woduje wzrost aktywnosci tego enzymu (106, 109). Dane zamieszczone
w tablicach 2 i 3 dowodza, iz taki sam wynik mozna uzyskaé podajac
zamiast hormonu db-cAMP, przy czym wzrost aktywnosci enzymu prze-
biega réwnolegle do jego biosyntezy, mierzonej wigczaniem trytowanej
leucyny. O tym, ze obserwowany wzrost aktywnosci transaminazy zwig-
zany jest z synteza biatka enzymatycznego S$wiadczy hamowanie induk-
cji przez inhibitory transkrypcji (aktynomycyna D) i translacji (cyklo-
heksimid).

Tablica 2
Wzrost aktywnosci transaminazy tyrozynowej w watrobie zarodkéw

szczuréw w 2 godziny po podaniu glukagonu db-cAMP
wg Wicksa (108)

Aktywnos¢ transaminazy

Czynnik Koncowe o A
Z/nn tyrozynowej jednostki/mg

pobudzajacy stezenie (M)

biatka
Kontrola — 7,5+0,6
db-cAMP 9x 10~4 18,4+0,7
Glukagon 11x 10"4 17,1+ 1,0

Tablica 3

Wplyw db-cAMP na indukcje transaminazy tyrozyna: a-ketoglutaran w watrobie zarodkéw
szczurow in vitro wg Wicksa (108)

Aktywno$¢ Radioaktywnos$¢ Wzgledna
. transaminazy aktywnos¢
CZB(;”nr']kddOdﬁ”y tyrozynowej transaminazy biatka catkowitego enzymu
0 hodowfi (jedn./mg imp/min. imp/min mgX 103 Ax 103
biatka) (A) (B) B
— 12,2 97,0 54,1 18
— 9,0 105,0 64,9 1,6
db-cAMP 59,2 362,0 68,1 5,3
» 64,3 3330 711 4,7

Innym przyktadem udzialu cAMP w regulacji transkrypcji genéw jest
jego posrednictwo w mitogennym dziataniu niektérych hormondéw na ty-
mocyty szczura (62, 104, 105). Rozpoczecie przez komoérki pozostajgce w fa-
zie Gj (lub GO syntezy DNA poprzedzajacej podziat wigze sie z kolejng
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transkrypcja i translacja szeregu genoéw (2). Tego rodzaju zmiany w ty-
mocytach mozna wywotaé zaréwno hormonem wzrostowym jak i odpo-
wiednim stezeniem cAMP, co ilustruje rysunek 2.

9

% komdrek w metafazie

1
0 2 4
Czas inkubacji (godz.)

—

o -

Rys. 2. Wplyw hormonu wzrostowego (A) i cyklicznego AMP (B) na podziaty mi-

totyczne tymocytéw szczura (wg 62)
# - # komorki kontrolne, inkubowane w roztworze soli z dodatkiem glukozy; O—O ko-
morki inkubowane w $rodowisku kontrolnym z dodatkiem hormonu wzrostowego; %-----9 ko-
moérki inkubowane w $rodowisku kontrolnym z dodatkiem cAMP

Za pomocg cCAMP lub db-cAMP mozna wywota¢ analogiczne, konczace
sie podziatami komérkowymi, przemiany w limfocytach krwi obwodowej,
ktorych transformacje blastyczng przeprowadza sie zazwyczaj in vitro
fitohemaglutyning. Rdwniez i w tym przypadku stwierdza sie aktywacje
nieczynnych przed transformacja genow (30), za$ przebieg ztozonych
przemian charakteryzujgcych blastogeneze jest jednakowy dla fitohe-
maglutyniny i db-cAMP (16).

Przedstawione przykitady udzialu cAMP w procesach aktywacji gendw
Swiadczg, ze zwiazek ten zdolny jest do zapoczgtkowania przemian pro-
wadzacych do syntezy okreslonych rodzajow mRNA i odpowiadajacych im
swoistych biatek, badz tez bierze w tych przemianach bezposredni udziat.

Il. Cykliczny AMP a hormonalna regulacja translacji genéw

Jak wiadomo, hormony wywierajg wptyw nie tylko na proces trans-
krypcji ale i na translacje informacji genetycznej (27, 50, 51). Jesli zatem
CAMP jest przekaznikiem bodZcéw hormonalnych, nalezy sie spodziewac
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jego dziatania na jeden z etapdéw translacji. Przypuszczenie to potwier-
dzajg doswiadczenia, w ktdrych wywotuje sie za pomocg cAMP indukcje
syntezy swoistego biatka, pomimo obecnosci w badanym ukladzie akty-
nomycyny D w stezeniach hamujgcych w okoto 95% synteze RNA. Na
przyktad pobudzenie przez ACTH lub cAMP syntezy sterydéw w komér-
kach guza kory nadnercza, zwigzane z syntezg biatek kontrolujacych prze-
ksztatcenie cholesterolu w A5 pregnenolon, zachodzi w obecnosci aktyno-
mycyny D, a zatem przy zahamowaniu transkrypcji (20). Badajgc wig-
czanie znakowanej leucyny do rozpuszczalnych biatek cytoplazmatycz-
nych, Grower i Bransome (26) stwierdzili w tych komorkach,
poddanych dziataniu zaréwno hormonu, jak i cyklicznego nukleotydu,
zwiekszenie szybkosci syntezy jednej z kilkunastu frakcji biatkowych,
otrzymanych w wyniku rozdziatu elektroforetycznego, przy jednoczesnym
zmniejszeniu szybkosci syntezy innej frakcji biatkowej. Te zmiany w syn-
tezie bialek zbiegajg sie z przyspieszeniem syntezy A5pregnenolonu.
Wpltyw db-cAMP na translacje Sledzili réwniez Adiga i wsp. (1)
w bezkomdrkowym ukladzie syntezy biatka z przysadki wotlu. W ukia-
dzie tym — uniezaleznionym od przebiegu transkrypcji, z racji sposobu
przygotowania — warunkiem pobudzenia syntezy biatek przez db-cAMP
byto dodanie frakcji ,,enzyméw pH 5” z watroby szczura. Réwniez w przed-
nim pacie przysadki szczura, db-cAMP wywotuje 50—80% wzrost wig-
czania znakowanych aminokwaséw do biatek, mimo jednoczesnego za-
hamowania syntezy RNA za pomocg aktynomycyny D w ponad 90% (56).

I1l. Cyklaza adenylowa jako posredni lub bezposredni receptor bodzcow

Przytoczone przyktady wybrane sposrod licznych prac (80) dowodza-
cych, ze hormony i czynniki wzrostowe swoiscie dziatajgce na roznego
rodzaju tkanki docelowe mozna zastapi¢ przez odpowiednie stezenie
cAMP, nasuwajg przypuszczenie, ze zawarto$¢ cAMP komdrkowego pod-
lega regulacji pod wptywem bodzcédw pochodzacych spoza komoérki.

Dwa enzymy wptywajg na ilos§¢ cAMP w komorce: cyklaza adenylo-
wa (91) i fosfodwuesteraza cyklicznych nukleotydéw purynowych (17).
Cyklaza adenylowa, zlokalizowana w btonach komérkowych, btonach re-
tikulum cytoplazmatycznego (102) i btonie jadrowej (88), katalizuje syn-
teze cAMP wedtug schematu (91):

Mg2+
ATP-——- -CAMP+P ~ P
fosfodwuesteraza za§ — hydrolize cAMP do AMP (17).

Nalezatoby zatem spodziewaé sie wptywu hormondéw na przynajmniej
jeden z tych enzymow. W istocie okazato sig, ze cyklaza adenylowa akty-
wowana jest przez liczne hormony, przy czym aktywacja przebiega swo-'
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iscie dla danej tkanki. Natomiast niewiele jest danych o hormonalnej regu-
lacji czynnosci fosfodwuesterazy.

Doswiadczenia nad aktywacjg cyklazy adenylowej in vitro przepro-
wadzano przy uzyciu preparatow bton komoérkowych, w ktérych oznacza-
no aktywno$¢ cyklazy adenylowej, badajac jej zdolnos¢ do syntezy
YUC-cAMP z UC-ATP w obecnosci lub nieobecnosci hormonéw. Stwierdzo-
no w ten sposéb, ze cyklaza adenylowa pewnych tkanek aktywowana jest
przez jeden, a innych przez dwa lub wiecej hormonéw. Na przyktad en-
zym pochodzacy z ciatka zétego aktywowany byt tylko przez hormon
luteinizujacy, za$ cyklaze adenylowa zwigzang z btonami komoérek kory
nadnercza pobudzat tylko ACTH (80). Natomiast w preparatach bton
otrzymanych z watroby szczura cyklaze adenylowg aktywowano zar6wno
adrenaling jak glukagonem. Okazato sie, ze jest to spowodowane istnie-
niem dwoch niezaleznych uktadéw cyklazy adenylowej, z ktérych jeden
moze by¢ aktywowany przez adrenaline, a drugi przez glukagon. Udato
sie selektywnie inaktywowa¢ te uklady enzymatyczne (8). Ukiad
aktywowany przez adrenaline duzo tatwiej tracit aktywno$é przy inku-
bacji w 37° i pod dziataniem ultradzwiekéw niz uktad aktywowany przez
glukagon. Badania cytochemiczne Reika i wsp. (77) wskazuja, ze oba
uktady cyklazy adenylowej réznig sie rozmieszczeniem w watrobie. Uktad
wrazliwy na adrenaline i jej analog, izoproterenol, rozmieszczony jest
niemal wytgcznie na powierzchni komérek migzszowych, natomiast uktad
aktywowany przez glukagon — na powierzchni komérek uktadu siatecz-
kowo-srédbtonkowego.

Tego rodzaju réznicom lokalizacji uktadéw cyklazy adenylowej nie
da sie przypisaé wynikéw uzyskanych dla komdrek ttuszczowych. Zawar-

Btona
komdrkowa

Wnetrze
komdrki

. Podjednostiz
katalityczna

Podjednostka
regulatorowa

Schemat 1. Model cyklazy adenylowej wediug Robisona i wsp. (79)
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ta w ich btonach cyklaza adenylowa aktywowana jest przez 5 hormondw:
kortykotropine, glukagon, adrenaline, hormony tyreotropowy i luteinizu-
jacy. Wyrdznia sie dla uktadu cyklazy adenylowej tych komorek 3 miej-
sca receptorowe dla hormondéw, wykazujgce odmienng wrazliwo$¢ na jo-
ny Ca2+, trypsyne i propranolol (3, 49).

Swoistg reakcje uktadu cyklazy adenylowej na hormony Robison
i wsp. (79) wyjasniaja, zaktadajgc istnienie 2 typdw podjednostek: kata-
litycznej, warunkujgcej synteze cAMP i regulujacej — wigzacej hormon.
Miejsce receptorowe, wigzace hormon, byloby zatem czescig podjednostki
regulujacej, ktérej budowa bytaby uzalezniona od typu tkanki. Natomiast
podjednostka katalityczna miataby jednakowg budowe we wszystkich ko-
morkach danego organizmu. Hipotetyczny model cyklazy adenylowej we-
diug Robisona i wsp. (79) przedstawia schemat 1.

Odmienne od Robisona i jego grupy stanowisko zajmuje Hechter
i wsp. (28), ktorzy wyrazajg poglad, ze hormony oddziatujgce na cyklaze
adenylowa sa wigzane przez swoiste receptory znajdujgce sie w blonie
komadrkowej i tylko owe receptory sg zdolne do zaktywowania cyklazy.
Poglad ten podzielajg rowniez Rodbell i wsp. (8l) na podstawie badan
nad aktywowang przez glukagon cyklazg adenylowg bton watroby szczu-
ra (6, 72). Wedlug nich glukagon wigzany jest przez okreslong liczbe
miejsc w btonie komérkowej. Miejsca wigzace majg charakter lipoprotei-
du, za$ przytgczaniu do nich czasteczek glukagonu nie towarzyszy wy-
tworzenie wigzan kowalencyjnych. Funkcja miejsc wiazacych jest roz-
poznanie i przylgczenie hormonu, a nastepnie przekazanie informacji
o tym zdarzeniu do czasteczek cyklazy adenylowej, reagujacych na tak
przeksztatcony bodziec wzmozong aktywnoscia.

Nastepstwem istnienia uktadu swoistych receptoréw hormonow (lub
czynnikdw wzrostowych) bytaby specyficzna aktywacja tylko tych cza-
steczek cyklazy, ktére bytyby odpowiednio zlokalizowane w btonach ko-
morkowych, przy czym ta sama czasteczka enzymu mogtaby reagowac
na sygnat jednego lub wiekszej liczby uktaddw receptorowych. Wydaje
sie, ze taka koncepcja swoistosci aktywacji cyklazy adenylowej jest bar-
dziej prawdopodobna od zaproponowanej przez Robisona, wobec bardzo
duzej liczby i ré6znorodnos$ci bodZzcéw oddziatujgcych na ten enzym (tabli-
ca 1). Mozna sie spodziewa¢, ze znaczny postep poczyniony ostatnio w me-
todyce wyodrebniania i oczyszczania cyklazy adenylowej (70) utatwi roz-
strzygniecie, ktéra z przedstawionych hipotez jest stuszna.

Opisana swoistos¢ tkankowa aktywacji uktadu cyklazy adenylowej
stanowi jedng z zasadniczych przestanek modelu, przewidujacego zrdzni-
cowany sposéb odbioru przez komorki bodZzcéw tego samego typu, przy
czym rozne bodzce odbierane przez te sama komorke moga wywotywac
wskutek aktywacji cyklazy adenylowej ten sam wynik: wytworzenie
CAMP.
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IV. Fosfokinazy wspoétdziatajgce z cAMP

W Swietle dotychczas przedstawionych danych pierwszym etapem reak-
cji komorki na niektére rodzaje bodzcow zewnetrznych bytyby aktywacja
cyklazy adenylowej i wytworzenie cCAMP. Mechanizm dziatania cAMP nie
jest jeszcze w petni wyjasniony, jednakze dostepne dane wskazujg, ze
nukleotyd ten moze powodowaé zaréwno aktywacje réznego rodzaju en-
zymow jak i synteze biatek. Kuo iGreengard (53 54) oraz Lan-
gan (57) sadza, iz r6znorodne oddziatywania cAMP moga by¢ realizo-
wane za posrednictwem Kkinaz biatkowych. Kinazy te, aktywowane przez
cAMP wprowadzajg reszty fosforanowe do rdznego typu biatek, obec-
nych w komdrce. Moga to byé biatka enzymatyczne, kurczliwe lub regu-
latorowe. Ich fosforylacja przez odpowiednie kinazy powoduje przejscie
w posta¢ aktywna. W ten sposob reakcja na bodziec, ktdrego przekazni-
kiem jest cCAMP, bytaby uzalezniona od obecnosci w komdrce charaktery-
stycznego dla danego typu tkanki zespotu kinaz biatkowych i ich sub-
stratow. O ile zatem wspomniana poprzednio swoistos¢ receptoréw
zwigzanych czynno$ciowo z cyklaza adenylowg decydowataby o przyjmo-
waniu lub nieprzyjmowaniu bodzca przez komorke, to profil enzymatycz-

Czynniki
okreslajace Bodzce pozakomoérkowe
swoistosci
pobudzenia
Cyklaza adenylowa
// Y Blona
PP &3 komérkowa
-~
> ATP c AMP + PP ~
i ey
Fosfodwuesteraza
Czynniki
okre$laiace
swoisto$¢ KINAZY AMP
odpowiedzi BIALKOWE
na bodziec
Aktywacja przez
fosforyl acje
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ENZYMATYCZNE
PRZENOSNIKOWE ; !
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Schemat 2. Dziatanie cAMP jako przekaznika bodzcéw pozakomdérkowych
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ny komdarki, a zwlaszcza kinazy biatkowe, decydowatyby z kolei o specy-
ficznosci reakcji te bodzce, ktdrych nieswoistym, powszechnym przekazni-
kiem jest cAMP. Postulowane dziatanie cAMP z zaznaczeniem etapow
decydujacych o swoistosci reakcji komoérki na bodziec przedstawiono na
schemacie 2.

1. Regulacja czynnos$ci enzymatycznej fosfokinaz

Jednym z warunkoéw, jakie powinien spetnia¢ model mechanizmu dzia-
tania cAMP, jest powszechno$¢ wystepowania i swoistos¢ substratowa
fosfokinaz. Na podstawie prac Kuo i Greengarda (54, 55) oraz
Klelina i Makmana (46) mozna sadzi¢, ze fosfokinazy istotnie
wchodzg w skfad komorek wszystkich organizméw zwierzecych, wystepu-
jac zarébwno w postaci rozpuszczonych (64, 85, 100) jak i wbudowane
w btony cytoplazmatyczne (100, 103) a nawet w chromatyne (85). Zwigzek
miedzy fosfokinazami zawartymi w roznych strukturach komérkowych nie
jest jasny (85). Wobec stosunkowo niewielkiej swoistosci substratowej
wiekszosci badanych fosfokinaz (55, 76) mozna sadzi¢, ze lokalizacja en-
zymu ma duze znaczenie dla jego funkcji w komdrce, decydujac o rodza-
ju substratu (100). Jednakze znane sg réwniez przyklady dos¢ duzej
swoistosci substratowej, zwiaszcza in vitro w ukladzie zawierajgcym
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Rys. 3. Aktywacja kinazy histonowej z watroby cielecej przez cAMP (wg 57)
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cAMP. Na przyktad opisana przez Langana (57) fosfokinaza z watro-
by cielecej, przenoszaca reszty fosforanowe z ATP na grupy -OH seryny
histonéw bogatych w lizyne (FI i F2b), ulega bardzo znacznej aktywacji
pod wptywem cAMP, jezeli substratem jest histon (rysunek 3). Zastgpie-
nie histonu innym biatkiem zasadowym — protaming — powoduje zanik
aktywujacego dziatania cAMP.

Regulacja czynnosci fosfokinaz przez cAMP wiaze sie z budowg czwar-
torzedowa tych enzyméw. Tao, Salas i Lipman (93X'stwierdzili,
ze w skiad kinazy z retikulocytow kroliczych wchodzag 2 typy podjedno-
stek: katalityczna i regulatorowa. Podjednostka regulatorowa moze od-
wracalnie wigza¢ cAMP; przytagczenie cAMP powoduje oddysocjowanie
podjednostki katalitycznej i odblokowanie jej miejsc aktywnych. Podobny
mechanizm aktywacji przez cAMP podajg dla fosfokinazy z kory nad-
nercza wotu Gili i Garren (22), dla fosfokinazy z watroby szczu-
ra— Yamamura i wsp. (52, 111, 112), za$ dla fosfokinazy z mie$ni
szkieletowych krolika grupa Krebsa (10, 78) oraz Yamamura
i wsp. (111).

Jak wynika z prac tych autoréw, podjednostka regulatorowa, okresla-
na jako wewnatrzkomoérkowy receptor cCAMP lub biatko R, hamuje czyn-
nos¢ katalityczng fosfokinazy w nieobecnosci cAMP; jesli wskutek nie
do$¢ tagodnej procedury oczyszczania spowoduje sie dysocjacje enzymu
na podjednostki i ich oddzielenie, to podjednostki katalityczne zachowuja
sie jak fosfokinaza niewrazliwa na cAMP. W zwigzku z tym Kkonieczne
bytoby sprawdzenie skiadu podjednostkowego fosfokinaz nie podlegaja-
cych aktywacji przez cAMP (43, 64, 85), jakkolwiek istnienia takich fos-
fokinaz nie mozna oczywiscie wykluczyé¢.

2. Udziat fosfokinaz w regulacji transkrypcji

Udziat fosfokinaz w regulacji niektdrych proceséw metabolicznych nie
ulega juz dzi$ watpliwosci. Szczeg6lnie doktadnie poznano regulacje czyn-
nosci fosforylazy glikogenowej, ktérej opis zawiera niemal kazdy podrecz-
nik biochemii, a ktérej mechanizm poznano ostatnio jeszcze dokiadniej
(99). Wiele trudnos$ci nastrecza natomiast wyjasnienie, za posrednictwem
jakich czynnikéw cAMP reguluje czynno$¢ gendw. Langan (57, 58)
eprzypuszcza, ze w procesie tym biorg udziat swoiste kinazy, aktywowane
przez cAMP i fosforylujace niektore histony. Substratem dla wydzielonej
przez niego z watroby cielecia fosfokinazy byt histon FI, w ktérym fos-
forylacji podlegata tylko jedna reszta serynowa: jak wynika z poréwnania
przeprowadzonego przez Langana (58) ta sama reszta podstawiana
byta grupa fosforanowa in vivo.

Jedng z bardziej znanych hipotez, wigzacych regulacje czynnosci ge-
néw z fosforylacjq bialek chromatyny jest hipoteza Kleinsmitha,
Allfreya i Mirsk y’ego (48) przyjmujaca, ze liczba reszt fosfo-
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ranowych zawartych w biatkach decyduje o konformacji i funkcji kom-
pleksu chromatynowego. Zgodnie z tg hipotezg i postulatem Langana na-
lezatoby sie spodziewaé zmian zawartosci reszt fosforanowych w histonach
w procesach, ktérym towarzyszy aktywacja genow. Zmiany takie istotnie
zaobserwowano, nie tylko w histonach, lecz i w biatkach kwasnych chro-
matyny.

PrzejSciu komorek regenerujgcych watroby z fazy Gi w faze S to-
warzyszy fosforylacja frakcji F2b (90), a nastepnie fosforylacja histonu FI
(89) powodujgca niemal dwukrotny wzrost zawartosci fosforu w tej frak-
cji biatkowej. Hormonalna indukcja syntezy bialek mleka — kazeiny
i a-laktoalbuminy — w gruczole sutkowym szczura in vitro wigze sie
z fosforylacjg histonéw (zwilaszcza F3) i biatek niehistonowych chroma-
tyny (96).

W watrobie szczuréw, ktérym wycieto nadnercza a nastepnie podano
hydrokortyzon stwierdzono nasilenie procesu transkrypcji w pordéwnaniu
z watrobg zwierzat nie otrzymujacych hormonu. Towarzyszyt temu nie-
mal dwukrotny wzrost wigczania znakowanego fosforanu do histonéw
lizynowych i nieco nizszy — do histondw argininowych (67). Zawarto$¢
ATP w komoérkach watroby nie ulegata w tym doswiadczeniu zmianom.

Znacznie zwiekszong fosforylacje histonu FI z watroby szczura otrzy-
mujacego glukagon stwierdzit Langan (58). Podobny skutek powo-
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Rys. 4.. Zalezno$¢ miedzy wydajnoscia matrycowg kompleksu DNA-histon FI dla
polimerazy DNA z Escherichia coli a zawartoscig fosforu w histonie FI (wg 89)
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dowato podanie zwierzeciu insuliny. Dalszym przyktadem zwigzku miedzy
aktywacjg genow a fosforylacjg biatek jadrowych jest jedna z najwczes-
niej obserwowanych zmian zachodzacych w limfocytach poddanych dzia-
faniu fitohemaglutyniny, mianowicie podwyzszona fosforylacja biatek
chromatyny (47), miedzy innymi histonu FI (15). Natomiast w dojrzewa-
jacych erytrocytach ptasich, w ktérych aktywno$¢ chromatyny spada,
obserwuje sie obnizenie zawartoSci fosforu w biatkach chromatyny (21).
Spada rowniez kilkakrotnie aktywno$¢ fosfokinazy zawartej w jadrach
retikulocytéw, w miare ich dojrzewania (21). Podobng zmiane aktywnosci
fosfokinazy stwierdzono takze w regenerujacej watrobie szczura (71).

] tym, ze fosforylacja histonéw moze w istotny sposéb wptywac
funkcje chromatyny, $wiadczg wyniki prac grupy Stocken’a. Oznaczane
przez nich in vitro aktywnos$ci polimerazy DNA (69) i polimerazy RNA
(89) byly tym nizsze, im wyzsza byla zawarto$é fosforu w histonie FI
zwigzanym z DNA. Zalezno$¢ te dla polimerazy RNA ilustruje rysunek 4.

Przytoczone przykiady zwigzku miedzy fosforylacjg histonéw lub nie-
frakcjonowanych biatek chromatyny a czynnoscig gendéw znakomicie uzu-
petniatyby model regulacji aktywnosci chromatyny za posrednictwem
cAMP, gdyby udato sie uchwyci¢ zwigzek miedzy cAMP a czynnoscig
fosfokinazy, dla ktérej substratem sg biatka kwasne (43) zwigzane z re-
gulacjg czynnosci gendéw. Brak tez jest wyjasnienia, co powodowatoby
wybdr przez fosfokinaze histonowga czasteczek histonéw, zlokalizowanych
w chromatynie w miejscach odpowiadajacych genom podlegajgcym trans-
krypcji wskutek dziatania hormonu. Wreszcie fosforylacje histonéw obser-
wowano pod wptywem hydrokortyzonu (67), ktdry nalezy do hormondw,
nie zmieniajagcych aktywnosci cyklazy adenylowej (107).

Mimo tych zastrzezen, zwigzek miedzy zawartoscia CAMP w komorce
i czynnoscig fosfokinaz a fosforylacjg biatek chromatyny wydaje sie nie-
watpliwy. Jest prawdopodobne, Zze czynniki te stanowig konieczny lecz
niewystarczajagcy warunek aktywacji, genéw. Mozna sadzi¢, ze bardziej
odpowiadatoby rzeczywistosci przyjecie Kilkustopniowego aktywowania
chromatyny, przy czym fosforylacja niektérych histondw i nastepujgca
wskutek niej zmiana konformacji chromatyny bylyby zaledwie etapem
przygotowujacym do wiasciwej aktywacji gendw. O przebiegu tego wstep-
nego etapu decydowatoby dziedzicznie uwarunkowane rozmieszczenie fos-
fokinazy w chromatynie. Nalezy przy tym pamietaé¢, ze wyspecjalizowana
komorka dysponuje ograniczong liczbg odpowiedzi na bodZce i ze reakcje
na rézne bodzce hormonalne sg pod wieloma wzgledami do siebie podob-
ne (94). Postulowane przez Brittena i Davidsona (9 geny
wigzace czynniki aktywujace (ang. sensor genes), ktérych aktywacja po-
cigga za sobg kolejne uaktywnienie calego szeregu innych podporzadko-
wanych genéw, mogtaby byé wiasnie miejscem dziatania mechanizmu
regulacyjnego zaleznego od cAMP.

na
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3. Udziat fosfokinaz w regulacji translacji

W poszukiwaniu mechanizmu oddziatywania cAMP na proces transla-
cji zwrécono uwage na fosforylacje bialek rybosomowych i znaczenie tego
procesu dla regulacji translacji genéw.

Loeb i Blat (60) wykazali wigczanie reszt fosforanowych do bia-
tek rybosomowych watroby szczura zaréwno in vivo jak i in vitro. Enzym
katalizujgcy te reakcje zawarty byt we frakcji rozpuszczalnych biatek
cytoplazmatycznych tych samych komorek, z ktérych pochodzity ryboso-
my, uzyte do doswiadczen in vitro. Wpltyw cAMP na proces fosforylacji
biatek rybosomowych przedstawia wykres zamieszczony na rysunku 5.
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Rys. 5. Zalezno$¢ fosforylacji in vitro biatek rybosomowych watroby szczura od
cAMP (wg 60). Mierzono witaczanie 3P-fosforanu z SP-ATP

Fosforylacje biatek rybosomoéw wyodrebnionych z kory nadnerczy
wykryli takze Walton i wsp. (100). Badana przez nich fosfokinaza,
pochodzaca z frakcji rozpuszczalnej oraz z bton retikulum endoplazmatycz-
nego komaérek kory nadnercza byla, podobnie jak w poprzednio opisanym
przyktadzie, aktywowana przez cAMP. Wykazano (100), ze podlegajace
fosforylacji biatko jest dos¢ silnie zwigzane z rybosomami; piukanie pre-
paratdw rybosomow 0,5M roztworem NHACL, usuwajac wszystkie zasocjo-
jednakze odtgczenia biatka podlegajagcego fosforylacji. Dopiero przemywa-
nie rybosoméw Q,88M roztworem KC1 powoduje ich dysocjacje na pod-
jednostki i pozbawia zarazem substratu dla fosfokinazy.

2 postepy Biochemii
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Garren i wsp. (20) dopatrujg sie w przedstawionych danych po-
twierdzenia tezy, jakoby hormonalna regulacja translacji polegata na
fosforylowaniu biatka rybosomowego przez specyficzng fosfokinaze, kt6-
rej czynnos¢ bylaby zalezna od zawartosci cAMP w komorce. Jest to
sugestia bardzo pociagajaca, zwlaszcza w zestawieniu z pracg Kabata
(40), ktory stwierdzit inaktywacje rybosoméw z retikulocytow kréliczych
w nastepstwie fosforylacji biatka oznaczonego symbolem Sj; biatko to de-
cyduje o zdolnosci przytgczenia mRNA i tworzenia polirybosoméw. Fos-
forylacja biatka Si jest jednak, jak sie wydaje, procesem niezaleznym od
CAMP.

Rozpatrujac wptyw wywierany przez cAMP na translacje nalezy wzigé
pod uwage, ze hormony podwyzszajace zawartos¢é cAMP w komérce dzia-
taja na proces translacji badz hamujaco (92), badz pobudzajaco (25, 110).
Aby zatem pogodzi¢ te dwa przeciwstawne wpltywy — pobudzajacy i ha-
mujacy — wywierane przez cAMP na aparat syntezy biatka nalezatoby
przyjac, iz w niektérych tkankach (tych, w ktérych cAMP pobudza trans-
lacje) brak jest fosfokinazy swoistej dla jednego z biatek rybosomowych,
albo tez, ze biatko to nie wchodzi w skiad rybosomoéw z tych tkanek.
Inng mozliwoscia jest udziat w regulacji cyklu rybosomowego (32, 35, 60,
98) w poszczegolnych tkankach, badz fosfokinazy aktywowanej przez
cAMP, opisanej przez Garrena, badZz analogicznego enzymu niezaleznego
od tego nukleotydu, opisanego przez Kabata i Richa (40, 41).
Zainteresowanie, jakie budzi koncepcja cyklu rybosomowego pozwala sie
spodziewa¢ wyjasnienia znaczenia cAMP dla funkcji rybosomoéw.

Wydaje sie, ze cAMP moze wptywaé na proces translacji nie tylko za
posrednictwem swoistej fosfokinazy, lecz i bezposrednio. Khairallah
i Pitot (44) przypuszczaja, ze nukleotyd ten uczestniczy w procesie
odigczania gotowego tancucha polipeptydowego od polirybosoméw. Auto-
rzy ci badali w uktadzie bezkomoérkowym z watroby szczura odtgczanie
od polirybosoméw biatek znakowanych MC przez odpowiednie podanie
zwierzetom doswiadczalnym HC-waliny. llos¢ nowopowstatego biatka, od-
taczanego z polirybosomoéw pod wpltywem dziatania ,.enzymu uwalniaja-
cego” oznaczano przez pomiar radioaktywnosci. Wyniki doswiadczenia,
przedstawione w tablicy 4, wykazaty, ze cAMP nie tylko moze zastepowac
ATP i GTP w procesie uwalniania biatek z rybosomdw, lecz najprawdo-
podobniej uczestniczy w aktywacji ,enzymu uwalniajacego”. Swiadczy
0 tym wiecej niz addytywny (por. Bxi B4z B3 tablica 4) wptyw dwu-
metyloaminopuryny — inhibitora fosfodwuesterazy nukleotydow cyklicz-
nych — na uwalnianie tafcuchdw polipeptydowych. Wprawdzie wyniki
Khairallaha i Pitota przemawiajg za regulacyjng czynnoscia CAMP
w translacji, jednakze przy obecnym stanie wiedzy trudno jest stwierdzic,
z calg pewnoscig, czy wpltyw cAMP na translacje w badanym ukladzie
nie jest wynikiem dostarczania przez ten nukleotyd energii, skoro wigza-
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nie 3' okazato sie w Swietle pracy Greengarda i Kuo (24) wig-
zaniem wysokoenergetycznym.

Nalezy wspomnie€ jeszcze o jednej mozliwosci regulacji procesu trans-
lacji za posrednictwem cAMP. Jak wiadomo z doswiadczen in vitro (5, 36)
biatka zasadowe hamujg translacje mRNA. Fosforylacja tych biatek przez
kinazy zalezne od cAMP mogtaby pozbawiaé je charakteru inhibitora.
Jednakze brak jest dotychczas prac wyjasniajagcych blizej znaczenie bio-
logiczne zasadowych biatek cytoplazmatycznych (95), ponadto role czyn-
nika znoszacego ich hamujgcy wptyw na translacje przypisywano dotych-
czas proteazom (63, 65).

Tablica 4
Wptyw cAMP na uwalnianie 14C-biatek z polirybosoméw watroby szczura (wg 44)

Radioaktywnos¢ biatek (rozpa-

Bezkomorkowy uktad biosyntezy biatka .
dy/min/mg RNA)

A — catkowity 722
B — pozbawiony ATP i CTP 15
Bx — z dodatkiem cAMP 524
B2 — " AMP 48
B3 — cAMP i dwumetyloaminopuryny 1320
B4 — . dwumetyloaminopuryny 312
B5 — " cAMP, pozbawiony enzymu

uwalniajacego 18

V. Uwagi koncowe

Z dotychczas opublikowanych prac doswiadczalnych wynika, ze tai-
cuch przyczynowy: ,hormon — cyklaza adenylowa — cAMP — swoista
fosfokinaza — biatko kurczliwe, transportowe lub regulatorowe” odpo-
wiada rzeczywistemu mechanizmowi regulacyjnemu dla wielu przemian
metabolicznych. Zastosowanie tego modelu dla regulacji syntezy biatek
na etapie zaréwno transkrypcji jak translacji budzi najwiecej zastrzezen,
mimo iz — jak wynika z przytoczonych tu prac — wiele argumentéw
prlzemawia na korzy$¢ takiego modelu regulacyjnego. Najstabszym ogni-
wem we wspomnianym tafcuchu jest ogniwo ostatnie — miedzy fosfoki-
nazami a biatkami aparatu genetycznego. Wydaje sie, ze rozpatrujagc zda-
rzenia zachodzagce w komdrce wskutek podwyzszenia zawartosci cAMP
nie nalezy zaniedbywac istotnych zmian nastepujacych w uktadzie mi-
krokanalikowym (75), ,a zwilaszcza w transporcie jonow (19, 75, 83, 86).
Trudno w obecnym stanie badan stwierdzi¢ z calg pewnoscig, czy dziala-
nie bodzca pozakomoérkowego na receptor whudowany w blone powoduje
rownolegte uaktywnienie uktadu cyklazy adenylowej i uktadu transpor-
towego czy tez aktywacja jednego z tych ukladow jest nastepstwem akty-
wacji drugiego. Nie ulega jednak watpliwosci, ze pobudzenie czynnosci
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cyklazy adenylowej wigze sie ze zwiekszonym pobieraniem jonéw wapnia
ze Srodowiska i uruchomieniem tych jonéw ze stanu zwigzanego wewnatrz
komorki (75). Rasmussen (75 uwaza ten jon za nieodzowny do
prawidtowego funkcjonowania uktadéw regulacyjnych z udziatem cAMP,
miedzy innymi do czynnos$ci fosfokinaz biatkowych. Na réwng uwage za-
stuguja zmiany w transporcie jonéw sodu i potasu w powigzaniu z za-
warto$cig CAMP wewnatrz komérki. Swiadczg o tym zmiany potencjatu
bton komoérkowych pod wptywem cAMP, db-cAMP lub hormonéw, stwier-
dzone w komoérkach Purkinjego (86) oraz komdrkach watroby (19)
i mézgu (83) szczura. Praca Quastela i Kaptana (74) zwraca
uwage na znaczne zwiekszenie pobierania jonéw potasu przez limfocyty
poddane dziataniu fitohemaglutyniny oraz niezbedno$¢ tego jonu dla
transformacji blastycznej. Bitensky i wsp. (7) uwazajg cyklaze ade-
nylowg za ogniwo wigzace przyjecie fotonu przez precik siatkéwki oka
zaby ze zmiang przepuszczalnosci bton tej komorki dla jonéw Na4.

@] zwigzku systemow cyklazy adenylowej i transportu jonéw sodu
i potasu Swiadczy réwniez hamowanie cyklazy przez ouabaine — inhibitor
adenozynotréjfosfatazy transportowej (11).

Nie jest zatem wykluczone, ze bodZzce wywotujgce aktywacje cyklazy
adenylowej powodujg jednoczes$nie zmiany w potozeniu i przemieszczaniu
sie jonow sodu, potasu i wapnia i tym wiasnie zmianom nalezy przypisaé
wptyw na funkcje genomu. Prace Swiadczace na korzys¢ tego pogladu sg
dotychczas nieliczne. Kierszenbaum i wsp. (45) stwierdzaja nagro-
madzenie jonéw Ca2+ i Na+ w jadrach komorkowych, w obszarach odpo-
wiadajacych heterochromatynie. Lezzi i Gilbert (59) podaja, ze
identyczne zmiany w ukladzie ,,puféw” i pierScieni Balbianiego w chro-
mosomach $liniankowych Chironomus thummi mozna wywota¢ odpowied-
nimi proporcjami hormonu juwenalnego i ekdysonu lub jonéw sodu i po-
tasu: inkubacja izolowanych jader komorek $liniankowych w $rodowisku
0 podwyzszonej zawartosci K+ wywotywata te same zmiany w morfologii
chromosoméw co ekdyson, za$ jony Na+ dziataty podobnie jak hormon
juwenalny. Komorki interstycjalne stutbii umieszczone w roztworze 0,2°/»
NaCl i 020 CaCl2 w ciggu kilkunastu godzin przeksztatcajg sie w ko-
moérki parzydetkowe (12).

Hipotetyczng role jondw w regulacji czynno$ci jadra komoérkowego
omawia przegladowa praca Sieberta i Langendorfa (84).

Zwigzek cAMP z przemieszczaniem sie jondw wewnatrz komorki po-
zostaje zatem w sferze domystéw. Niektérzy autorzy uwazajg (103), ze
intensywna fosforylacja biatek bton retikulum endoplazmatycznege przez
fosfokinaze aktywowang przez cAMP pozostaje w zwigzku przyczynowym
z transportem jondw jednowartosciowych. Oczywiscie oddziatywanie
cAMP na genom za posrednictwem transportu jonéw nie wyklucza omoé-
wionego uprzednio mechanizmu z udziatem fosfokinaz postulowanego przez
Kuo, Greengarda i Langana.
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Obecny stan badan nad mechanizmem dziatania cAMP na czynnos$é
genomu komorkowego mozna ujagé¢ w sposéb przedstawiony na schemacie
3. Zwiazki przyczynowe miedzy dziataniem bodzcow pozakomoérkowych
a syntezg cAMP oraz czynnoscig fosfokinaz omdwiono w podrozdziatach
I—II1, za$ powigzania z transportem jonéw — na poczatku podrozdziatu V.
Wyijasnienia wymaga zatem zaznaczony strzatkg ze znakiem zapytania
zwigzek miedzy uktadem mikrokanalikowym a czynnos$cia genomu. Na
zwigzek taki zdaje sie wskazywac¢ praca Vasilieva iwsp. (97) o ini-
cjacji syntezy DNA w zahamowanych przez zetkniecie mysich komorkach
zarodkowych pod dziataniem kolcemidu, ktéry wigze sie z kurczliwymi
biatkami mikrokanalikow (101). Rozlegte zmiany w uktadzie wakuolar-
nym limfocytéw transformowanych fitohemaglutyning Hirschhorn
i wsp. (29) uwazajg za konieczne do rozpoczecia syntezy DNA i pra-
widtowego przebiegu transformacji. Jednakze brak jest blizszych danych
0 mozliwym mechanizmie oddziatywania uktadu mikrokanalikowego na
genom.

Bodzce pozakomdrkowe

\ 1 I

Receptory Mony komérkowej

Synteza ~a———— ITansport
¢ AMP =, jonéw Ca,"Na; K *
Ukfad
mikrokanalikow
NG ».
AN
N
\\
N

Schemat 3. Zwigzki przyczynowe pomiedzy zmianami nastepujacymi w komdrce
pod wptywem bodzcéw pozakomérkowych

Wymaga réwniez komentarza strzatka oznaczajgca na schemacie zwig-
zek miedzy transportem jon6w a rybosomami. Wiadomo jakie jony i w ja-
kich stezeniach potrzebne sg do funkcjonowania rybosomoéw in vitro.
Wydaje sig, ze nie mozna wykluczyé lokalnych wahan stezeA jondw,
zwlaszcza kationdw jedno- i dwuwarto$ciowych, jako nieswoistego czyn-
nika oddziatujagcego na translacje.

Celowos$¢ badania mechanizméw regulacji czynnosci genébw w powia-
zaniu ze stanem i funkcjg bton komoérkowych potwierdzajg takie badania
jak opublikowana niedawno praca O. Greengard (23); autorka ta
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wykazata, ze indukcja transaminazy tyrozynowej przez glukagon w wag-
trobie rozwijajacego sie zarodka szczurzego nastepuje dopiero z chwilg
wyksztatcenia sie w blonach komodrkowych ukiladu cyklazy adenylowej.
Mozna sie spodziewaé, ze dalsze badania w tym kierunku zmienig w szcze-
gotach przedstawiony model dziatania cAMP, niemniej jednak przyniosa
potwierdzenie roli tego nukleotydu w regulacji czynnosci genomu Kko-

»

madrkowego.
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ANDRZEJ KAHL*

Cykliczny 3' 5'-adenozynomonofosforan

Cyclic Adenosine 3',5'-monophosphate

Present knowledge of the regulatory mechanisms for 3'5'-AMP synthesis and
decomposition in living organisms is given. The influence of this compound on
metabolism is presented with special preference of the role of its receptors.

Historia badan nad cyklicznym adenozynomonofosforanem (cCAMP)
obejmuje okres okoto 10 lat i jest przyktadem zdumiewajgcej kariery,
jaka w biochemii zrobit ten nukleotyd. Gdy w 1960 roku Sutherland
i Rail (158) zwrdocili uwage, ze cCAMP uczestniczy we wptywie katecho-
lamin na glikolize, nikt nie przypuszczat, ze do posrednictwa tego zwigzku
trzeba sie bedzie wkrotce odwolywaé przy wyjasnianiu mechanizméw
dziatania wiekszosci (jesli nie wszystkich) znanych hormondw. cAMP zna-
lazt sie jednocze$nie w zasiegu zainteresowan biochemii, mikrobiologii,
fizjologii (neurofizjologii i endokrynologii) i farmakologii. Wynikato to
z bardzo r6znorodnej aktywnosci biologicznej i szerokiego rozpowszechnie-
nia omawianego nukleotydu. Jego wystepowanie stwierdzono u ssakéw,
bakterii, pierwotniakéw, $luzowcéw i wyzszych roslin (aczkolwiek dane
dotyczace ostatniej grupy organizmow sa skape).

Odkad wykazano, ze omawiany nukleotyd i enzymy regulujace jego
stezenie w tkankach ssakow stanowig zasadniczg cze$¢ "-receptoréw ukta-
du adrenergicznego ** wiedza o roli cCAMP wzbogacita sie o spotrzezenia

* Lek. med., mgr biol.,, doktorant PAN, Instytut Immunologii i Terapii Doswiad-
czalnej im. Ludwika Hirszfelda, Wroctaw; obecny adres: Instytut Onkologii, Za-
ktad Radiobiologii, Warszawa, ul. Wawelska 15.

Wykaz uzywanych skrétéw: c¢— przed skrétem nazwy nukleozydomonofosforanu
oznacza jego 3\5'-cykliczng pochodng, db-cAMP — N602-dwubutyrylo-cAMP,
AC — cyklaza adenylowa, PDE — fosfodwuesteraza cyklicznych 3'5'-nukleozydo-
monofosforanéw, TAT — aminotransferaza tyrozynowa, ACTH m—hormon adreno-
kortykotropowy, STH — hormon somatotropowy, LTH — prolaktyna, LH — hormon
luteotropowy, TSH — hormon tyreotropowy.

** wg R. Gryglewskiego receptory (3-adrenergiczne sg to receptory, ktérych pobu-
dzenie wywotuje w organizmie dodatnie dziatanie inotropowe i chronotropowe na
czynno$¢ serca oraz rozkurcz mies$ni gtadkich oskrzeli i naczyn krwionoénych (R. Gry-
glewski, A. Hoszowska — ,,Leki beta-adrenergiczne, chemia — farmakologia — klini-
ka”, Krakéw 1970).



200 A. KAHL 21

i teorie nagromadzone przez farmakologie w okresie, gdy nie domyslano

sie jeszcze zwigzku cAMP z czynnoscig (3-receptorow.

Udziat cAMP stwierdzono w wielu procesach zyciowych, fizjologicz-
nych i patologicznych. Wymienie tylko niektére z nich, aby zilustrowac,
jak bardzo odlegte przejawy biologicznej aktywnosci réoznych organizmow
moga mie¢ pewne wspblne ogniwa biochemiczne skupione wokdt cAMP:
— chemotaksja, wytwarzanie wici (43, 179) i indukcje enzymatyczne

u bakterii (124, 125),

— agregacja rozproszonych komérek i wytwarzanie plazmodiow u $luzo-
wcéw (7, 14, 83),

— hormonalne indukcje enzymatyczne u ssakdow (162),

— kontrola syntezy i rozpadu glikogenu (71, 108),

— kontrola lipolizy (37, 90, 164),

— sterydogeneza (51, 58, 63, 66),

— uwalnianie insuliny i hormonoéw przysadki (134),

— gospodarka mineralna (w szczegélnosci jonami Ca2+, P043- i Na+)
u ssakow (113, 116) i w komdrkach nizszych organizmow (34),

— regulacja aktywnos$ci mitotycznej tymocytéow (100, 170, 171, 172, 174)
i transformacja blastyczna (69, 171),

— wytwarzanie przeciwciat (52, 95),

— zahamowanie kontaktowe (75).

Udziat cAMP w wymienionych procesach przyjmuje sie za udowodnio-
ny, lub wielce prawdopodobny, o ile spetnione sg dwa warunki:

1) proces przebiega ze zmiana stezenia cAMP w komoérkach, tkankach,
ptynach ustrojowych lub w $rodowisku inkubacyjnym, co mozna wy-
kry¢ bezposrednio (pomiary iloSci cCAMP) lub posrednio (pomiary ak-
tywnosci enzymow wytwarzajacych i rozktadajagcych cAMP),

2) proces mozna wywota¢ (nasladowacd) przez zmiane stezenia cCAMP (do-
danie nukleotydu, zaktywowanie, lub zahamowanie enzyméw, ktore go
wytwarzajg lub rozkiadajg).

Jest bardzo prawdopodobne, ze u podstaw wszystkich réznorodnych
przejawow biologicznej aktywnosci cAMP lezg podobne mechanizmy bio-
chemiczne; od ich wyjasnienia zalezy uporzadkowanie spostrzezen, doty-
czacych dziatania omawianego nukleotydu. Ponadto nalezatoby poznaé
mechanizm regulacji stezenia cAMP w organizmach. Zagadnienia te sg
przedmiotem wielkiej liczby publikacji. Prébe podsumowania obecnego
stanu wiedzy o cAMP i procesach, na ktore wplywa, stanowig trzy arty-
kuty przeglagdowe (124, 125, 134) oraz monografia (60).

Wzrastajagce zainteresowanie cAMP sprawito, ze zwrécono uwage na
role innych cyklicznych 3',5'-nukleotydéw— cGMP (48, 64, 65, 165), cIMP
(57, 65), cUMP (80, 91) i cCMP (91). Badania te sg jednak znacznie mnigj
zaawansowane i prowadzone gtéwnie pod katem wykrycia wptywu wspom-
nianych nukleotyddéw na reakcje, w ktorych bierze udziat cAMP oraz na
regulacje jego stezenia w komdrkach. Na podstawie dotychczasowych da-
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nych mozna jednak przypuszczaé, ze hiologiczne znaczenie innych cykli-
cznych 3'5'-nukleotydéw — précz cGMP — jest mniejsze, niz cAMP, co
jednak nie wyklucza ich dziatania na nie wykryte dotychczas ogniwa re-
gulacyjne, na ktére nie wptywa cAMP.

Celem niniejszego artykutu jest omoéwienie gtéwnych probleméw bio-
chemicznych zwigzanych z metabolizmem cAMP i udziatem tego nukleo-
tydu w mechanizmach regulacyjnych. O najwazniejszych trudnosciach me-
todycznych, ktére towarzyszg rozwigzywaniu tych zagadnien, bede wspo-
minat przy omawianiu poszczegélnych probleméw.

I. Metabolizm cAMP

W powstawaniu i rozpadzie cAMP w organizmach zywych (rysunek 1)
biorg udziat 2 enzymy:
a) cyklaza adenylowa (AC)— nie uwzgledniona w spisie enzyméw (45)
(wydanie z 1964 r.),
b) fosfodwuesteraza nukleotyddéw cyklicznych (PDE) (E C 3.1.4.1).

4 g i_ N—
L » CcAMP + P-Pj + h+
b ™0 c O
5'AMPA  + H* 27N~ & 2 H*

Rys. 1. Powstawanie i rozpad cAMP w organizmach zywych
a—cyklaza adenylowa; b —fosfodwuesteraza 3',5'-cyklicznych nukleotydéw; c—pirof6sfa-
taza pirofosforanu nieorganicznego.
Metabolity przedstawiono w postaci catkowicie zjonizowanej, aby utatwi¢ rozwazania
w podrozdziale 11/4 (str. 214).

Drugi produkt przeksztatcenia ATP pod wptywem AC — pirofosforan nie-
organiczny — pojawia sie w ilosciach stechiometrycznych z cAMP jedy-
nie in vitro, gdyz w zywych komérkach jest natychmiast rozktadany przez
pirofosfataze (EC. 3.6.1.1) (154), albo wiazany przez jaki$ uktad akcepto-
rowy (60). Oba procesy (a takze hydroliza cAMP pod wptywem PDE) prze-
suwajg rownowage reakcji katalizowanej przez AC w kierunku tworzenia
cAMP.

Metabolizm cAMP badano u przedstawicieli wigkszosci typow zwierzat
(60, 134), u bakterii (124, 134), grzybdéw (7, 14, 83), a takze u roslin wyz-
szych (130). Przedstawiony schemat jest stuszny dla wszystkich badanych
organizméw procz bakterii, u ktérych czesto nie wystepuje PDE, za$ roz-
ktad cAMP jest zastgpiony usuwaniem tego nukleotydu w niezmienionej
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postaci do srodowiska (17, 102, 110, 124). R6znice wystepujg réwniez w bu-
dowie, w wilasciwosciach i wewnatrzkomérkowym rozmieszczeniu AC
i PDE.

1. Powstawanie cCAMP

Cyklaza adenylowa (AC) u bakterii, grzybéw i zwierzat jest silnie
zwigzana z btonami komérkowymi lub z siateczka endoplazmatyczng (16,
38, 42, 60, 73, 121, 124, 129, 131, 145, 158). Z tych powod6éw zwyklo, sie ja
nazywaé nierozpuszczalng lub czastkowa. Wyjatek stanowi rozpuszczalna
AC z Brevibacterium liguejaciens (67, 158). Cyklazy adenylowe —z wy-
jatkiem Kkilku pochodzenia bakteryjnego — sg silnie aktywowane przez
jony Mg2t 124, 125, 134) i stabiej — przez Mn2+ (60, 134). Jon Ca2+ wy-
wiera najczesciej dziatanie hamujgce (60, 134); wyjatek stanowi AC kory
moézgowej wotu (15). Zwigzki rtecioorganiczne i inne odczynniki na grupy
-SH sg silnymi inhibitorami AC (60, 134). Cyklazy z r6znych Zrodet uja-
whniajg maksymalng aktywno$¢ przy pH od 7,2 do 8,2 (60, 134, 159).

Substratem dla AC jest ATP. Wynikajg z tego powazne klopoty me-
todyczne zwigzane z lokalizacjg zarébwno AC jak i ATPazy w blonach.
Wiekszo$¢ prac nad aktywnosciag AC w surowym materiale biologicznym
(z wyjatkiem przypadkéw stosowania jonu F~, o ktérym wspomne w dal-
szej czesci podrozdziatu) jest obarczona teoretycznie tym zastrzezeniem.
Zastosowanie dwufosfoimidowego analogu ATP (AMP-PNP), ktdéry nie
jest rozktadany przez ATPaze, a zachowuje wiasnosci substratu dla AC,
pozwoli omingé wspomniang trudnos$¢ (136, 138). Poniewaz aktywno$¢ AC
zalezy od stosunku ATP :Mg2Y i osigga szczyt przy zastosowaniu réwno-
molarnych lub wyzszych stezen Mg2+ w mieszaninie inkubacyjnej przy
pH okoto 7, mozna sadzié, ze substratem jest w rzeczywistosci kompleks
Mg-ATP2- (Km= 0,25—0,50 mM) (60); takie wilasnie potgczenie tworzy
jon, magnezowy z ATP przy pH 6,5 (143, 150). Wolny ATP moze nawet
hamowaé AC w btonach komérek ttuszczowych (60). W warunkach petnego
skompleksowania ATP przez jony magnezowe GTP jest silnym aktywa-
torem AC (49), a sam nie ulega przeksztatceniu. Cyklizacja GTP zachodzi
pod wplywem odrebnego, rozpuszczalnego (68) enzymu — cyklazy gua-
nylowej (64, 68, 169).

Jak sie wydaje, brak jest dotychczas danych o wplywie 5-AMP —
produktu hydrolizy cAMP — na aktywno$¢ AC.

Osobnego omoéwienia wymaga wptyw fluorku — anionu ,,niefizjologicz-
nego”. Nie dziata on na cyklazy bakteryjne (134, 158), natomiast powoduje
kilkakrotny wzrost aktywnosci AC z tkanek ssakéw, o ile bada sie enzym
w homogenatach. Aktywujacy wpityw fluorkéw nie wystepuje, gdy ba-
danie przeprowadza sie na nierozbitych komérkach. Najbardziej prawdo-
podobng przyczyng tej rozbieznosci jest nieprzepuszczalno$é bton komér-
kowych dla F~ (134); mozna réwniez sadzi¢, ze omawiany jon jest nie-
zwyktym efektorem allosterycznym AC ssakoéw, ktérego centrum zostaje
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odstoniete podczas homogenizacji. Mozliwos¢, ze aktywujacy wpltyw F~
jest spowodowany zahamowaniem ATPazy (co zwieksza ilo$¢ substratu
dla AC) mozna odrzuci¢, gdyz doswiadczenia przeprowadzano przy od-
powiednio wysokich stezeniach ATP. W Swietle ostatnich badan wptyw F~
zalezy od stopnia zagregowania podjednostek AC, co wykryto przy pré-
bach przeprowadzenia czastkowej AC do roztworu. Przy uzyciu Lubroru
PX otrzymano z miesnia sercowego kota (96) rozpuszczalny preparat AC
0 masie czasteczkowej w granicach od 100 000 do 200 000, niewrazliwy
na dziatanie hormondw, lecz jeszcze aktywowany przez fluorki. W podob-
ny sposob otrzymano rozpuszczalng AC z mézgu szczura (76); wedtug
Sutherlanda stanowi ona enzym rozbity na podjednostki, ktére mozna
z powrotem zagregowac. Ujawnia sie przy tym dwoisty wptyw fluorkow:
pobudzajg one enzym zagregowany, hamuja za$ rozbity na podjednostki.

Cyklazy adenylowe nie wymagaja koenzyméw i prawdopodobnie
wszystkie majg budowe lipoproteidowg (81, 159). Sg bardzo labilne, co
utrudnia ich izolowanie i oczyszczanie (dodatek dwumetylosulfotlenku lub
dwutiotreitolu czesSciowo zapobiega inaktywacji). Od nienaruszonego wig-
zania AC z btonami zalezy zdolno$¢ enzymu do ulegania aktywacji pod
wpltywem rdznych czynnikéw (miedzy innymi hormonéw oraz zwigzkow
dziatajgcych na (3-receptory); wydaje sie przeto, ze fragment biony jest
integralnym sktadnikiem czasteczki enzymu. U ssakow AC znajduje sie
przede wszystkim na powierzchni komorek (hepatocyt — (129), komdrka
thuszczowa — (135), erytrocyt — 38)), co ma szczegblne znaczenie w roz-
poznawaniu i przyjmowaniu bodzcéw hormonalnych. Do zagadnienia tego
powrdce jeszcze w nastepnej czesci podrozdziatu.

Wielka réznorodnos¢ aktywatorow (miedzy innymi jony, hormony, nu-
kleotydy, zwigzki pobudzajgce (3-receptory ukitadu adrenergicznego) wska-
zuje, ze cyklazy adenylowe u ssakow sa prawdopodobnie biatkami allo-
sterycznymi, w natywnej postaci zawierajagcymi podjednostki katalityczne
1regulatorowe (60). Bezposredniego potwierdzenia takiej budowy AC (to
znaczy rozdzielenia i oczyszczenia wspomnianych podjednostek) nie udato
sie dotychczas osiggng¢. Jednak dowody posrednie (ktore przedstawie na
przyktadzie dziatania hormonéw na AC) skianiajg do przyjecia hipotezy
o istnieniu wspomnianych podjednostek.

Analiza wptywu hormonéw na omawiany enzym dostarczyta dotych-
czas najwiekszej ilosci danych o budowie i heterogennosci AC w tkankach
ssakow. Trudnos$ci metodyczne spowodowane kilkakrotnie juz wspomniang
labilnoscig cyklaz ujawniajg sie tu szczegdlnie jaskrawo, gdyz przedmio-
tem badania sg przede wszystkim wiasnosci regulatorowych sktadnikéw
enzymu; te wilasnosci wynikaja za$ ze sposobu powigzan podjednostek
uktadu AC ze sobg i z btonami. Brutalny zabieg, jakim jest nawet najbar-
dziej fagodne rozerwanie komérki, moze catkowicie znosi¢ aktywujacy
wptyw hormondéw na cyklazy (20, 81, 122, 147, 166, 168, 176). Ta destruk-
cyjna zmiana w uktadzie AC jest spowodowana uszkodzeniem bion (121),
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uwolnieniem enzyméw proteolitycznych (60) i depolaryzacja struktur sub-
komdrkowych (60). Rozlegtos¢ uszkadzajagcego wptywu homogenizacji naj-
lepiej ilustruje nastepujacy przykitad. Pod wpltywem wstrzyknietego hor-
monu (na przyktad noradrenaliny, ACTH) stezenie cAMP in vivo w tkan-
kach (miesien sercowy, nadnercza) wzrasta w ciggu kilku minut o dwa
rzedy wielkosci, natomiast aktywno$¢ AC w homogenatach tych narzadéw

po dodaniu wspomnianych hormonéw zwieksza sie tylko 3—4 razy (58,

117). Wprowadzone niedawno metody badania AC w nienaruszonych ko-

morkach (tkankach) (70, 87, 136, 146) eliminujg w znacznym stopniu

uszkodzenie enzymu, nie uwalniajg jednak od zastrzezen interpretacyj-
nych (na przykitad przy oznaczaniu KM statych aktywatorowych i inhibi-
torowych).

Dopoki nie zostang wyizolowane i oczyszczone podjednostki cyklazy
adenylowej, o jej heterogennosci w komdrkach i tkankach mozna bedzie
sadzi¢ jedynie na podstawie swoistosci hipotetycznego sktadnika regula-
torowego AC wzgledem aktywatoréw (przede wszystkim — hormondw
i jonéw) oraz inhibitorow. Przyjeto kilka kryteriow jako podstawe do roz-
strzygniecia sprawy identycznos$ci lub braku podobiefstwa podjednostek
regulatorowych AC, miedzy innymi:

1) przebieg pobudzenia AC pod wptywem réznych hormonoéw;

2) addytywnos$¢ wptywoéw roéznych hormonéw (w obecnosci lub przy bra-
ku fluorkéw i innych jonéw);

3) zmiany statych Michaelisa wywotane obecnosciag hormondw;

4) wplyw czynnikow uszkadzajgcych (detergenty, enzymy, zabiegi pre-
paratywne) na przetrwanie aktywujgcego wptywu hormonow.

W wyniku tak przeprowadzonych badan stwierdzono, ze:

1) stopien zaktywowania AC z tej samej tkanki zalezy od rodzaju zasto-
sowanego hormonu na przyktad: ACTH, TSH, LH, adrenalina, gluka-
gon aktywujg AC w btonach komorek tluszczowych, natomiast wazo-
presyna, parathormon, STH i LTH sg bez wplywu (12, 13, 60, 137);
parathormon aktywuje 6-krotnie AC w homogenatach kory nerki,
a wazopresyna — znacznie stabiej (160),

2) pobudzajacy wptyw tych samych hormondw na aktywnos¢ AC zalezy
od rodzaju tkanki, z ktorej pochodzi enzym (na przykitad wazopresyna
i parathormon nie wptywajg na AC komoérek tluszczowych, aktywujg
zas AC w rdzeniu nerki (25, 60)),

3) najczesciej nie stwierdza sie addytywnego wptywu réznych hormonow
na aktywnos$¢ AC z tej samej tkanki, co sugeruje, ze okreslona tkanka
posiada pojedynczy ukiad AC. Klasycznym przyktadem takiego ukia-
du jest AC z komoérek ttuszczowych aktywowana przez co najmniej
6 hormonéw (ACTH, TSH, LH, sekretyne, glukagon i adrenaline)
(8, 13, 137).

Wydaje sie wiec, ze tkankowa i hormonalna swoisto$¢ regulatorowe;j
czesci uktadu AC jest udowodniona. Zastrzezenie moze budzi¢ jedynie
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brak addytywnosci wptywoéw poszczegélnych hormonéw. Skiania to do
przyjecia zatozenia, ze regulator wykazuje swoisto$¢ wzgledem grup hor-
monodw, a nie pojedynczych hormondw. Nalezy jednak pamietaé, ze przy
badaniach in vitro stezenia hormondw dobiera sie czesto arbitralnie, gdyz
zbyt mato wiadomo o fizjologicznych poziomach tych zwigzkéw w tkan-
kach in vivo. Dlatego sztucznie stworzony uktad moze by¢ bardzo odlegly
od naturalnego (odnosi sie to takze do badania wptywu jonéw). Przedsta-
wione zastrzezenia nie podwazajg jednak podstawowego wniosku o dwu-
sktadnikowej (regulator + jednostka katalityczna) budowie uktadu AC.

Cze$¢ regulatorowa ukiadu AC (zwana takze dykryminatorem) jest
zlokalizowana w btonie komérkowej i kontaktuje sie z zewnetrzng po-
wierzchnig komorki. Najlepiej poznany glukagonowy dyskryminator ukita-
du AC w watrobie szczura ma budowe lipoproteidowsg; jest inaktywowany
przez detergenty i fosfolipaze A. Jego powinowactwo do glukagonu jest
regulowane przez GTP lub GDP, przy czym miejsca przytgczenia tych
nukleotydéw i hormonu sg rézne. Glukagon wigze sie z dyskryminatorem
poprzez swoj hydrofobowy, C-kofAcowy odcinek (Ka= 4X10“9M) (99, 135).

Birnbaumer (cyt. wg 60, str. 201) przypuszcza, ze w skiad regula-
torowej czesci uktadu AC wchodzi dodatkowy sktadnik (ang. transducer),
co ma wyjasniaé nieidentyczno$¢ miejsc wigzacych jony i hormony,
a w szczego6lnosci mozliwo$¢ odroznienia aktywnosci AC pobudzanej przez
fluorki od aktywnosci stymulowanej przez hormony; (rozrdznianie takie
byto mozliwe po podziataniu digitoning na AC komérek ttuszczowych i wa-
trobowych).

Druga zasadnicza cze$¢ ukiadu AC — podjednostke katalityczng —
Birnbaumer nazywa wzmacniaczem (ang. amplificator) (cyt. wg 60, (str.
201), poniewaz w tkankach in vivo zmiany stezeA hormonéw od 10“12 do
10~9 M powodujg przez aktywacje AC zwiekszenie stezenia cAMP od
10-7 do 10~5M (21). O stosunku wielkosci podjednostki katalitycznej do
catego uktadu AC swiadczy poréwnanie mas czasteczkowych solubilizo-
wanych preparatow AC z tkanek ssakéw (100 000—200 000 (76, 96)) i tak
zwanych ,,czgstek bogatych w AC” o najlepiej zachowanej, natywnej
strukturze, wyizolowanych z kory nadnerczy (500 000 000 (125)).

Na zakonczenie nalezy wspomnieé, ze wihasnosci regulatora uktadu AC
zmieniajg sie podczas rozwoju osobniczego (84, 140, 141). W okresach naj-
wczesniejszych regulator jest wrazliwy jedynie na jony (miedzy innymi
fluorki (60)), natomiast zdolno$¢ do reagowania na hormony i zwiazki
pobudzajgce (3-receptory pojawia sie stopniowo podczas wzrostu i doj-
rzewania organizmu. Na uwage zastuguje fakt, ze u kijanek pojawianie
sie wrazliwosci AC na katecholaminy zbiega sie’w czasie z pojawianiem
sie tego typu hemoglobiny, ktéry wystepuje u zwierzat dorostych (60,
140). Fakt ten nabiera szczeg6lnego znaczenia w $Swietle dowodoéw $wiad-
czacych o wptywie cAMP na synteze biatka.

3 Postepy Biochemii
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2. Rozpad cyklicznego AMP

Fosfodwuesteraza 3'5'-AMP (EC 3.1.4.1) (PDE) hydrolizuje cAMP do
5'AMP i jest najlepiej poznanym enzymem z grupy fosfodwuesteraz swoi-
stych wzgledem cyklicznych 3'5'-nukleotydéw. Nie ma dowodéw, aby
CAMP byt in vivo hydrolizowany w inny sposdb. Z wyjatkiem niektérych
bakterii (17, 102, 110, 124) aktywno$¢ PDE stwierdzono u przedstawicieli
wszystkich typéw organizméw. PDE s3 najczeSciej enzymami wewnatrz-
komdrkowymi (rozpuszczalnymi lub zwigzanymi z btonami, z ktérych mo-
ga byé uwolnione dziataniem detergentéw (33, 42); u Dictyostelium (133)
i Physarum (112) istniejg rowniez PDE pozakomdrkowe, wydzielane do
Srodowiska.

Grupy -SH sa niezbedne dla aktywnosci PDE, gdyz zwiazki rtecio-
organiczne hamujg omawiane enzymy, a (3-merkaptoetanol przywraca im
aktywnosé.

Aktywujacy wptyw jonéw dwuwartosciowych (Mg2+, Mn2+, Zn2+,
Ca2+, Co2+) jest wspdlng cechg prawie wszystkich PDE (mozliwe, ze oma-
wiane enzymy sg metaloproteidami (28)). Aktywujacy wpltyw metylo-
ksantyn i imidazolu jest charakterystyczng cechg fosfodwuesteraz tkanek
ssakow (60, 114, 134, 139). Optymalne pH dla dziatania PDE z rdznych
zrodet waha sie w granicach od 7,5 do 8,0. Wyjatek stanowig PDE z mies-
nia sercowego psa (114) i z moézgu ryb (177), dla ktérych optimum pH
wynosi 8,5—9,0. Waobec réznych cyklicznych 3',5'-nukleotydéw swoisto$¢
substratowa PDE jest rdzna, zaleznie od zrodta enzymu. Najlepszym sub-
stratem jest cAMP; cIMP i cGMP sg rozktadane stabiej, za$ aktywnos$¢
wobec pirymidynowych cyklicznych 3',5'-nukleotyddw jest znikoma. Szko-
da, ze wiadomosci o wptywie PDE na cykliczne 2',3'-nukleotydy sa skape;
zwigzki te mogag by¢ (in vitro) stabymi inhibitorami (57, 65). Obecnos$¢
réznych nukleotydéw w mieszaninie inkubacyjnej wpltywa czesto regu-
lujgco na aktywno$¢ PDE wobec cAMP; na przyktad ATP hamuje enzym
mézgu szczura (27), zaS cGMP moze pobudza¢ lub hamowa¢ PDE — za-
leznie od zrodta enzymu (9, 48, 111, 139); zjawiska te wystepujg prawdo-
podobnie réwniez w tkankach in vivo (57).

Analog cAMP — N6Q0 2-dwubutyrylo-cAMP (db-cAMP) — nie jest
hydrolizowany przez PDE i nie wptywa na jej aktywno$¢; poniewaz za-
chowuje on wiele biologicznych wiasnosci cAMP, czesto jest stosowany
w badaniach nad rolg tego nukleotydu (60, 124, 125).

Istotne z doswiadczalnego punktu widzenia okazato sie wykrycie wy-
biérczych inhibitorow PDE, ktorych wptyw na aktywnos$é AC i innych
ukfaddéw enzymatycznych mozna pomingé. Takimi inhibitorami PDE
z réznych Zrodet (procz enzyméw bakteryjnych) okazaty sie metyloksan-
tyny (60, 124, 125, 134), papaweryna (163) i hipoglikemizujgce pochodne
sulfonylomocznika (10, 18). Zastosowanie tych zwigzkéw umozliwito kon-
trolowane zwiekszenie puli endogennego cAMP i badanie wplywu tego
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stanu na metabolizm (miedzy innymi na- indukcje enzymatyczne); rowno-

cze$nie za$ pozwolito wyjasni¢ dobrze znane farmakologiczne efekty

wspomnianych inhibitorow PDE w oparciu o teorie dziatania cAMP.

Znaczna trwato$¢ PDE ulatwia oczyszczanie enzymu i frakcjonowanie
otrzymanych preparatéw. Ta wiasnie okoliczno$¢ sprawita, ze tory badan
nad AC i PDE byty zgota odmienne. Najwiecej wiadomosci o budowie
uktadu AC dostarczyta analiza dziatania hormondw, natomiast doniesie-
nia o wptywie hormondw na PDE pojawiajg sie dotychczas sporadycznie
(4, 60), za$ badania nad izolowaniem i charakterystykg podjednostek PDE
s§ znacznie zaawansowane.

Z tkanek ssakéw wyizolowano kilka preparatow fosfodwuesteraz roz-
ktadajagcych cAMP. Rdznig sie one stopniem spolimeryzowania podjedno-
stek (35, 60, 97, 139, 162), obecnoscig lub brakiem pewnych naturalnych,
biatkowych aktywatoréw (30, 32, 79), oraz stopniem utlenienia grup -SH
(60). Nie wiadomo, czy roznice te sg spowodowane zabiegami preparatyw-
nymi, czy rzeczywiscie reprezentujg rézne formy PDE in vivo. Wydaje
sie jednak, ze przynajmniej aktywatory biatkowe mogag by¢ tkankowo
swoiste. Ich obecnos¢, stopien spolimeryzowania podjednostek PDE oraz
sposob potgczenia tych kompleksow z btonami warunkujg tkankowa he-
terogenno$¢ omawianych enzymow.

Wspomniana niejednolito$¢ budowy otrzymywanych preparatéw PDE
znajduje odbicie w niejednakowych statych Michaelisa oraz w zroznico-
wanym wplywie réznych nukleotydéw i jonéw na aktywno$é enymu.
Wartosci KM (wobec cAMP jako substratu) dla wiekszosci PDE znajdujg
sie w przedziatach od 10~6do 10~4M. Enzym w homogenatach moze ujaw-
niaé niejednolita kinetyke z dwoma réznymi statymi Michaelisa (4, 60),
przy czym jego aktywnos$ci w kazdym przedziale kinetycznym mogg ule-
ga¢ niezaleznym zmianom pod wptywem innych nukleotydoéw i jondw.

Rozpuszczalne PDE majg masy czasteczkowe okoto 200 000 (24, 29,
109); mozliwe, ze reprezentujg one monomeryczng posta¢ PDE. Asocjacja
tych podjednostek prébuje sie wyjasni¢ heterogenno$é uzyskiwanych pre-
paratow czastkowej PDE z tej samej tkanki (161). Przypuszcza sie nawet,
ze fosfodwuesterazy wszystkich cyklicznych 3',5'-nukleotydéw sa zbudo-
wane z tych samych podjednostek potgczonych w rézny sposob (162).

Na aktywno$¢ PDE w tkance modzgowej ssakow wplywajg — oprécz
wspomnianych juz ztozonych oddziatywan nukleotydowych (57, 162) —
przynajmniej dwa zwigzki wielkoczasteczkowe:

1) cieptostaly, biatkowy aktywator o masie czasteczkowej 40 000, nie-
wrazliwy na mocznik w stezeniu 8M, niskie pH i nukleazy, inaktywo-
wany przez trypsyne lub gotowanie w pH 12,3 (30, 31, 32),

2) czynnik aktywujacy fosfodwuesteraze (PAF, ang. phosphodiesterase
activating factor) — cieptostaty, niedializujgcy aktywator, od ktérego
zalezy ujawnienie sie pobudzajacych wptywow fizjologicznych stezen
wapnia (pCa = 5,9—4,9) na aktywno$¢ PDE (79).

3%
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Udziat PDE w regulacji metabolizmu cAMP w tkankach ssakéw nie
ulega watpliwosci. Nalezy podkreslic fakt, ze we wszystkich badanych
tkankach aktywno$¢ PDE jest znacznie wieksza (niekiedy 100 razy) od
aktywnosci AC (22, 159, 168). Poniewaz mimo to stezenia CAMP in vivo
moga zmieniaé sie o dwa rzedy wielkoSci (przecietny poziom cAMP u ssa-
kéw jest z rzedu 0,5nM/I gram mokrej masy tkanki), nalezy sadzi¢, ze
istnieje precyzyjny mechanizm kontroli aktywnos$ci i wspétdziatania PDE
z AC. Moze on polega¢ na wielokrotnie juz wspomnianych oddziatywa-
niach réznych nukleotydéw na oba enzymy. Nalezy wreszcie pamietaé,
ze pomimo wystepowania w btonach, lokalizacja obu enzyméw jest praw-
dopodobnie rézna.

Wspomniatem juz, ze bakterie pozbawione aktywnos$ci PDE (17, 102,
110, 124) usuwaja cAMP do $rodowiska w reakcjach sprzezonych z trans-
portem cukrow przez btone komoérkowa do wnetrza komorki. Proces ten
jest katalizowany przez ukfad enzymatyczny, ktéry przenosi grupe fos-
foenolopirogronianu kolejno (enzym 1) na 2 r6zne bialka, a nastepnie
(enzym 1I) na transportowany cukier (115). Podczas ostatniej reakcji na-
stepuje réwnoczes$nie wydalenie cAMP z komérki bakteryjnej (124). Do
zjawisk tych powrdce w nastepnym podrozdziale przy omawianiu represji
metabolicznej.

Il. Wplyw cAMP na metabolizm

Nie ma dotad zadowalajacej klasyfikacji biochemicznych efektéw dzia-
tania cAMP. Wynika to z wcigz jeszcze fragmentarycznych wiadomosci
0 mechanizmach wptywu cAMP na metabolizm. Przy tym mechanizmy
te — jak sie wydaje — ulegaly znacznym przeobrazeniom ewolucyjnym
1dlatego réznig sie u odlegtych organizmoéw (na przykitad bakterii i ssa-
kéw). Mimo to mozna juz obecnie sformutowaé przynajmniej trzy uogél-
nienia:

1) u wszystkich badanych organizméw cAMP oddziatuje na metabolizm
poprzez zmiane biologicznych wasnosci pewnych swoistych biatek (re-
ceptoréw), z ktérymi sie tgczy. R6zne — zaleznie od organizmu — sg
natomiast mechanizmy dziatania wspomnianych receptoréw i reakcje
biochemiczne, na ktore receptory te wplywaja;

2) z kompleksu cAMP — receptor biatkowy mozna uwolni¢ omawiany
nukleotyd w niezmienionej postaci; w potaczeniu cAMP z biatkiem
prawdopodobnie nie biorg udzialu wigzania kowalencyjne;

3) w tkankach ssakéw wszystkie efekty dziatania cAMP mozna wyjasnic
aktywowaniem Kkinaz biatkowych (EC 2.7.1.37.) przez ten nukleotyd
(hipoteza Kuo i Greengarda (88)).

Z termodynamicznego punktu widzenia pewnych wyjasnien wymaga
punkt 2): z badania nad powstaniem (60, 61) i rozpadem (60, 62) cAMP
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pod wptywem omowionych poprzednio enzymoéw (AC i PDE) wynika, ze
standardowa wolna energia hydrolizy wigzania 3'-fosforanowego tego nu-
kleotydu wynosi prawie 12 kcal; cAMP ma wiec wigzanie 3'-fosforanowe
bogate w energie. Sktania to do przypuszczenia, ze mechanizm oddziaty-
wania CAMP na metabolizm mogtby polegaé na wytwarzaniu wigzan ko-
walencyjnych (adenylylacje, fosforylacje), na przyktad z biatkami. Acz-
kolwiek znane sg enzymy, ktorych aktywno$¢ moze by¢ regulowana przez
adenylylacje (u Escherichia coli—synteza glutaminowa, EC.6.3.1.2.(5)
i polimeraza RNA, EC.2.7.7.6. (26)), to jednak brak dotychczas danych
0 udziale cAMP w tych procesach, za$ dawcg grup adenylowych jest ATP.
Roéwniez z ATP (rzadziej — z GTP (91)) pochodzi fosforan we wszystkich
znanych dotychczas, pobudzanych przez cAMP, reakcjach fosforylacji pod
wptywem kinaz biatkowych. O sposobie potaczenia cCAMP z jego recepto-
rami biatkowymi mozna sgdzi¢ na podstawie spostrzezenia, ze zwigzany
nukleotyd jest niewrazliwy na dziatanie PDE (118), mozna go jednak in
vitro oddzieli¢ w niezmienionej postaci od biatka (dializa, wypieranie zwig-
zanego radioaktywnego cAMP przez nieznakowany nukleotyd) (44, 46).
Odzwierciedla to zapewne odwracalno$¢ faczenia sie CAMP z receptora-
mi in vivo.

Najlepiej poznanymi receptorami cAMP sg biatka regulujace aktywnos¢
niektérych genéw u bakterii i inhibitory kinaz biatkowych u ssakéw;
znacznie mniej wiadomo o powinowactwie cAMP do pewnych rybosomal-
nych czynnikéw biorgcych udziat w translacji.

1. Receptory cAMP u bakterii

Badania nad receptorami cAMP u bakterii podjeto, aby wyjasni¢ wptyw
omawianego nukleotydu na indukcje enzymatyczne u tych organizmow.
Obecnos¢ cAMP jest konieczna do prawidtowego przebiegu syntezy enzy-
mow katabolicznych (miedzy innymi w operonach laktozowym, arabino-
zowym, galaktozowym (124, 125, 181), co potwierdzajg nastepujgce spo-
strzezenia (124, 125, 127):

— mutanty E. coli pozbawione AC nie syntetyzujg (3-galaktozydazy i in-
nych enzymoéw katabolicznych pod wptywem odpowiednich indukto-
row;

— mutanty te w obecnosci CAMP i induktoréw syntetyzuja wspomniane
enzymy z takg wydajnoscig, jak szczepy dzikie w obecnosci samych
induktoréw;

— dziatanie induktoréw na hodowle rosnace w obecnosci glukozy lub in-
nych dobrze metabolizowanych cukréw jest bardzo stabe (tak zwana
represja metaboliczna);

— dodanie glukozy lub innego cukru, ktéry moze ulega¢ ufosforylowaniu,
do indukowanych hodowli rosnacych na gorzej wykorzystywanych Zzro-
dtach wegla (na przyktad bursztynian, glicerol) powoduje przejSciowe
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zahamowanie indukcji. Jest to tak zwana represja przejsciowa;

— dodanie glukozy do hodowli E. coli na gorzej wykorzystywanych Zré-
dtach wegla powoduje szybka ucieczke cAMP z komérek do podtoza:
stezenie nukleotydu w komdrkach obniza sie z 50 nM/g mokrej masy
bakterii do 0,5 nM/g (17);

— zdolno$¢ zwigzku do wywolywania represji przejsciowej lub metabo-
licznej jest wprost proporcjonalna do jego zdolnosci obnizania stezenia
cAMP w komérkach;

— dodanie cAMP do hodowli na pozywce zawierajgcej glukoze znosi re-
presje metaboliczng i przejSciowg (40);

— dodanie cAMP do hodowli E. coli w stanie represji metabolicznej po-
woduje zwiegkszenie ilosci mMRNA odpowiadajgcego operonowi laktozo-
wemu (128);

— indukcja (3-galaktozydazy jest hamowana przez aktynomycyne D.

Z przedstawionych danych wynika, ze w operonie laktozowym cAMP
reguluje synteze enzymdéw na poziomie transkrypcji (126). Wniosek ten
oraz udziat biatkowego receptora cAMP w tym procesie potwierdzajg ba-
dania nad synteza (3-galaktozydazy w uktadzie pozakomérkowym. Wspom-
niany receptor, okreslany w jezyku angielskim jako: cAMP receptor
protein — CR-protein, cCAMP binding protein — CBP, catabolite genes
activator protein — CAP, wyizolowano z komdrek E. coli i oczyszczono
przeszto 1000-krotnie na kolumnach z fosfocelulozy (44, 148). Jest to
prawdopodobnie biatko proste (zawiera mniej niz 1% RNA wagowo)
0 masie czasteczkowej okoto 40 000. Traci ono aktywno$¢ przy ogrzewaniu
przez 5 minut w temperaturze 60°C; jest trwate przy przechowywaniu
w —70°C w naczyniach plastikowych (ulega szybko inaktywacji w ze-
tknieciu ze szklem). Nie ma aktywnosci polimerazy RNA, ani kinazy biat-
kowej. taczy sie swoiscie z CAMP (Kd= 1X10-6 M), na co nie ma wpty-
wu obecnos¢ innych nukleotydow (ATP, GTP, ADP, 5-AMP, 3'-AMP)
procz cGMP, ktory kompetycyjnie hamuje wigzanie receptora z cAMP
(produkty hydrolizy cGMP — 5-GMP i 3'-GMP wywierajg bardzo stabe
dziatanie hamujace).

Istnieja mutanty E. coli, na przykiad E. coli 21i~-3, E. coli X7901,
u ktérych biatko CR ma obnizone powinowactwo do cAMP (Kd=
= 2X10-5 M). Podczas indukcji w operonie laktozowym zachowujg sie
one fenotypowo podobnie do mutantéw pozbawionych aktywnosci AC, z tg
jednak réznicg, ze na dodanie cCAMP nie reagujg synteza (3-galaktozydazy
(44, 181).

Uktad bezkomoérkowy, w ktorym mozna przesledzi¢ wptyw biatka CR
na syteze |3-galaktozydazy zawiera miedzy innymi (23, 126, 180) DNA
operonu laktozowego (pochodzacy z réznych fagéw noszacych ten operon
w swym genomie) oraz receptor cAMP i ukfad potrzebny do syntezy RNA
wyodrebniany z réznych szczepéw E. coli. Pozwala to bada¢ zaleznos$¢
syntezy mRNA operonu laktozowego od zmian w DNA (przy zastosowaniu
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DNA operonéw laktozowych noszacych mutacje w rdéznych miejscach)

i od powinowactwa biatka CR do cAMP (przy zastosowaniu receptora

:AMP ze szczepdw E. coli 21i~-3, E. coli X7901, lub przez wprowadzenie

cGMP, ktory zmniejsza powinowactwo receptora do cAMP. W ten sposéb

wykazano, ze:

1) na traskrypcje w operonie laktozowym wpltywa kompleks receptor-
-CAMP (jego sktadniki wprowadzane do uktadu osobno sg nieaktywne);

2) miejscem dziatania kompleksu jest promotor (127, 148);

3) przy uzyciu dwuniciowego DNA fagowego i RNA-polimerazy z czyn-
nikiem o transkrypcja operonu laktozowego w nieobecnosci kompleksu
receptor-cAMP przebiega na obu niciach DNA; dodanie kompleksu
powoduje przepisywanie lac-mRNA z wilasciwej nici DNA (47);

4) kompleks cAMP-receptor powoduje zwiekszenie czestotliwosci inicja-
cji syntezy operonu laktozowego we witasciwych miejscach na nici DNA
(39, 47, 74, 165) (etap wrazliwy na rifampicyne (149));

5) dodanie guanozynoczterofosforanu (ppGpp) znacznie zwieksza omowio-
ny wptyw kompleksu cAMP-receptor na transkrypcje operonu lakto-
zowego (39, 165).

Przedstawione spostrzezenia nasuwajg wniosek, Zze receptor CAMP

u bakterii jest spokrewniony z czynnikiem a polimerazy RNA zaleznej od

DNA (44), aczkolwiek nie jest z nim identyczny. Kompleks receptor-cAMP

zwigksza powinowactwo polimerazy do promotora w operonie laktozo-

wym. O polimeraze moga tu konkurowaé dwa uktady: 1) receptor-cAMP

i 1) czynnik i ppGpp. Kazdy z tych ukladéw kieruje polimeraze do

réznych miejsc transkrypcji: 1 — nasila synteze mRNA; Il — wykorzy-

stuje jg do syntezy rRNA i tRNA. Dodanie ppGpp uwalnia polimeraze
spod wptywu czynnika przez co moze ona byé w wiekszym stopniu

wykorzystana do syntezy mRNA (39, 165).

2. Receptory cAMP w tkankach ssakow

Wptyw cAMP na metabolizm wyzszych organizméw polega na regulo-
waniu — w sposob bezposredni lub posredni — aktywnos$ci pewnych en-
zymoéw. Wptyw ten — podobnie jak u bakterii — wymaga udziatu swoi-
stych receptorow, ktdre w tkankach ssakdw sg inhibitorami kinaz biatl-
kowych. Zanim poznano ten mechanizm dziatania cAMP, wiadomo byto,
ze omawiany nukleotyd aktywuje kinazy in vitro i in vivo.

Pobudzane przez cAMP kinazy biatkowe wystepujg we wszystkich
tkankach ssakéw, u zwierzat bezkregowych i u bakterii (60, 89). Majg
niewielka swoisto$¢ substratowq: fosforylujg in vitro histony (60, 93),
protamine i kazeine (41), biatka rybosomowe (78, 167) oraz niektore
enzymy (kinaze fosforylazy b, EC.2.7.1.38 (41), syntetaze glikogenowg, EC.
2.4.1.11. (153), dehydrogenaze pirogronianowg, EC. 1.2.4.1. (175), lipaze
(37, 72), polimeraze RNA z E coli, EC.2.7.7.6. (105, 106)). O zmianach ak-
tywnosci biologicznej spowodowanych przez fosforylacje wymienionych
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biatek wspomne w dalszych czesciach podrozdziatu; tu natomiast zajme sie
mechanizmem aktywowania kinaz przez cAMP w tkankach ssakéw.
W wyjasnieniu wptywu cAMP na kinazy odegraty role trzy spostrze-
zenia:
1) w réznych tkankach wystepujg biatka swoiscie wigzagce cAMP (50, 53);
2) zdolno$¢ réznych preparatéow kinaz biatkowych (izolowanych z tej sa-
mej tkanki) do ulegania aktywacji pod wptywem cAMP zalezy w znacz-
nym stopniu od metody oczyszczania enzymu. Mozna otrzymac pre-
paraty mato aktywne, lecz silnie pobudzane przez cAMP lub aktywne,
niewrazliwe na cAMP (86);
3) cAMP faczy sie z tymi preparatami kinazy, ktérych aktywno$é po-

budza.
Nieaktywna kinaza biatkowa,* Aktywna kinaza biatkowa,
wrazliwa na cAMP niewrazliwa na cAMP
forma D forma |
+ cCAMP
forma | - inhibitor inhibitor - cAMP forma |

+ inhibitor

Rys. 2. Budowa wrazliwej i niewrazliwej na cAMP kinazy biatkowej
*ang. dependent protein klnase
** ang. independent protein kinase

W oparciu'o przedstawione dane powstata hipoteza wyjasniajagca me-
chanizm dziatania cAMP na kinazy biatkowe (rysunek 2). Przyjmuje ona,
ze o biatkowy inhibitor kinaz (ktdéry jest jednoczes$nie receptorem cAMP)
konkurujag aktywna kinaza i CAMP, przy czym powinowactwo nukleotydu
do inhibitora jest wieksze, niz enzymu. Powoduje to oddysocjowanie in-
hibitora od kinazy, ktéra osiagga wodwczas peing aktywnos$¢. Stusznosc¢
tej hipotezy potwierdzito frakcjonowanie preparatéw wrazliwej na dziata-
nie CAMP kinazy na DEAE-celulozie (oddzielenie aktywnej postaci od in-
hibitora), miareczkowanie aktywnej postaci inhibitorem (zahamowanie Ki-
nazy i przywrécenie jej wrazliwosci na cAMP) oraz wigzanie inhibitora
z cAMP (kora nadnerczy (54, 55, 56), mie$nie szkieletowe (85), miesien
sercowy wotu (46), watroba szczura (86, 178)). Masy czasteczkowe aktyw-
nej kinazy, jej inhibitora i kompleksu obu biatek wykazujg znaczne roz-
bieznosci zaleznie od rodzaju tkanki i metod oczyszczania. Na przyktad
kompleks otrzymany z nadnerczy wotu ma mase czasteczkowg 144 000,
wolny inhibitor — 92 000, aktywna kinaza — 60 500 (lub 2-krotnie wiecej
w przypadku powstawania dimeréw) (56), natomiast z mie$nia sercowego
wotu mozna otrzymaé preparaty aktywnej kinazy o masie czgsteczkowej
60 000, inhibitory o masach 40 000, 80 000, lub 160 000 i kompleks o masie
240 000 (46). Rozbieznosci te mogg byé spowodowane polimeryzacjg pod-
jednostek podczas preparatyki i tkankowg heterogennosciag obu skiadni-
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kéw Kkinazy. Wiekszo$¢ danych wskazuje, ze inhibitor w natywnej postaci
wigze sie z kinazg w stosunku molowym 1:1. Ogrzewanie takiego kom-
pleksu przez godzine w temperaturze 42°C prowadzi do nieodwracalnego
zinaktywowania inhibitora, co powoduje 3-krotny wzrost aktywnosci
kinazy.

Inhibitor z watroby szczura wigze 54 jijiM cAMP/1 mg biatka (86).
O wptywie innych nukleotydéw na powinowactwo cAMP do inhibitora
brak dotychczas przekonywujgcych danych.

3. Fosforylacja histonéw

W badaniach in vitro frakcje FI i F2b histonu z grasicy s znacznie
lepszymi substratami dla stymulowanych przez cAMP kinaz biatkowych
z réznych tkanek, niz frakcja F2a i F3 (107, 132). W reakcjach tych ulegaja
fosforylacji tylko grupy -OH seryny i treoniny, przy czym miejsca wig-
zania fosforanu (in vitro) sg swoiste (94): na przykiad w histonie FI jest
to jedynie ser-37 (od konca -NH2 tancucha) (144). Fosforan wiaczony do
histonow jader limfocytow ulega catkowitej wymianie w ciggu kilku go-
dzin, o ile zachowany jest jagdrowy uktad syntezy ATP (3). Nasilenie
fosforylacji histonu FI w réznych komoérkach (in vivo i in vitro) wystepu-
je wkrétce po zaktywowaniu w nich cyklazy adenylowej pod wptywem
réznych czynnikéw (na przykiad w watrobie — pod wptywem glukagonu
(94), w limfocytach — pod wptywem fitohemaglutyniny (3, 82)). Fosfory-
lacja histonu FI wyprzedza o 1 godzing poczatek inkorporacji SP do
DNA w regenerujgcej watrobie szczura (156), a w roznych tkankach jest
proporcjonalna do ich indeksu mitotycznego (156). Sg to tylko niektore
dowody wskazujace, ze fosforylacja jest jednym z najwazniejszych mecha-
nizméw regulacji oddziatywania histon-DNA w chromatynie. Sama fosfo-
rylacja histonu FI nie prowadzi do powazniejszych zmian w jego struk-
turze ll-rzedowej, lecz na drodze elektrostatycznej wptywa na zdolnos¢
kompleksowania z DNA (2), o czym $wiadczy miedzy innymi spostrzeze-
nie, ze zdolno$¢ preparatéw histonowych do hamowania DNA — zaleznej
syntezy RNA i DNA jest odwrotnie proporcjonalna do zawartosci fosforu
w tych preparatach (119, 155, 157). Poniewaz fosforylacje histonéw prze-
biegajg z udziatem kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP, uza-
sadnione jest przypuszczenie, ze jest to mechanizm, poprzez ktéry oma-
wiany nukleotyd moze regulowaé replikacje DNA i mitozy oraz synteze
mMRNA przy hormonalnych indukcjach enzymatycznych w organizmach
ssakow (93, 94). Zagadnienia te wymagaja osobnego omdwienia.

4. Wptyw cAMP na mitozy i indukcje enzymatyczne u ssakdw

Pobudzajagcy wptyw cAMP na aktywno$¢ mitotyczng stwierdzono in
vitro w populacjach tymocytéw, limfocytéw krwi obwodowej (69, 100,
170, 171, 172, 174) i w komorkach nabtonka przyusznicy (103). Mechanizmy
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mitogennego dziatania cCAMP sg ztozone i prawdopodobnie zaleza od tego,
czy czynnikiem mitogennym jest cAMP powstajagcy w komdrce, czy do-
dany do ptynu inkubacyjnego.

Wszystkie hormony akytwujgce AC w tymocytach (katecholaminy, glu-
kagon, STH, LTH, parathormon, bradykinina, wazopresyna) (100, 170, 171,
172, 174) pobudzajg synteze DNA i mitozy w komorkach znajdujacych sie
na progu fazy S. Mechanizm tego dziatania polega prawdopodobnie na
powiekszeniu puli endogennego cAMP, co powoduje wzrost aktywnosci
kinaz biatkowych, fosforylacje histonéw FI i zainicjowanie syntezy DNA.
Role zwigkszonego stezenia cAMP wewnatrz komoérek potwierdza fakt, ze
metyloksantyny nasilajg, a imidazol ostabia mitogenny wptyw wymienio-
nych hormondw.

Jednoczes$nie wiadomo, ze sam cAMP dodany w bardzo niskich steze-
niach (10~7do 10~6 M) do ptynu inkubacyjnego pobudza mitozy (69, 100,
171, 172), a wiec nasladuje wptyw hormonoéw akytwujacych AC, mimo
ze nie przenika do wnetrza komorek i nie zwieksza puli endogennego nu-
kleotydu (101). Ten wptyw cAMP poprzez oddziatywanie wytacznie z po-
wierzchnia komorek potwierdzajg wyniki badan ze znakowanym cAMP
(101) oraz spostrzezenie, ze mitogenne wptywy jednakowych stezen cAMP
i db-cAMP (ktéry doskonale wnika do wnetrza komorek) sg identyczne.
Ewentualnos¢, ze inhibitor kinaz biatkowych jest zlokalizowany na po-
wierzchni komérek, nalezy odrzuci¢, gdyz wiadomo, ze znajduje sie on
w btonach siateczki endoplazmatycznej i w hyaloplazmie (167). Nie przyj-
mujac zatem dodatkowych zatozen trudno jest wyttumaczyé mitogenny
wplyw dodanego z zewnatrz cAMP zaktywowaniem kinaz. Mozliwe, zZe
we *wplywie tym odgrywajg zasadnicza role przesuniecia jondéw Ca2+
i Mg2+ — pobudzenie bowiem mitoz przez egzogenny cAMP, jak i przez
wspomniane hormony, zalezy bezwzglednie od obecnosci tych jondw.
Mozna przypuszczaé, ze czynnikiem wyzwalajgcym takie przesuniecia sg
jony H+, ktére powstajg przy hydrolizie cAMP (rysunek 2). Mogg one
w istotny sposob zmieniaé wigzanie dwuwartosciowych kationéw z btona-
mi (143), powodowaé przemieszczenie jonéw Mg2+ do wnetrza komdérek
i w ten sposéb zwiekszaé aktywno$é polimeraz DNA (173). Przemawia za
tym fakt, ze cAMP nie pobudza syntezy DNA w izolowanych jgdrach
limfocytow (19).

Wptyw cAMP na indukcje enzymatyczne w tkankach ssakéw (59, 142)
podejrzewano przy biosyntezie aminotransferazy tyrozynowej (TAT) pod
wptywem glukagonu, insuliny, kortyzonu i katecholamin w watrobie.
Indukcja TAT pod wptywem tych hormondéw jest hamowana przez akty-
nomycyne D, co sugeruje, ze dziatajga one na poziomie transkrypcji. Ka-
techolaminy i glukagon znacznie zwiekszajg pule endogennego cAMP
przez aktywacje AC; poniewaz ich indukcyjny wptyw na synteze TAT
jest synergistyczny z metyloksantynami, nalezy sadzi¢, ze wzrost we-
wnatrzkomdérkowego stezenia cAMP jest czynnikiem, ktéry wyzwala tan-
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cuch przemian prowadzacych do syntezy mRNA tego enzymu. tancuch
ten obejmuje prawdopodobnie zaktywowanie kinaz, fosforylacje histonéw
i odblokowanie okreslonych miejsc w chromatynie komorek watrobo-
wych (94).

5. Kinazy biatkowe a regulacja aktywnos$ci glikolizy i lipolizy

Glikoliza jest jednym z gtéwnych proceséw regulowanych przez cAMP
w organizmach ssakéw. Poniewaz metabolizm glikogenu i glukozy byt juz
omawiany w Postepach Biochemii (71), ogranicze sie do wyliczenia naj-
wazniejszych reakcji, ktdrych szybkos$¢ jest regulowana przez fosfory-
lacje odpowiednich enzymow:

1) aktywacja kinazy fosforylazy b (EC 2.7.1.38) przebiega przy udziale
kinazy biatkowej, lub na drodze autokatalitycznej. Oba mechanizmy
wymagajg obecnosci ATP i Mg2+ roznica polega na tym, ze cAMP
pobudza tylko pierwszy mechanizm, za$ jon Ca2+ — tylko drugi (60,
120). Naturalnym inhibitorem aktywacji przy udziale kinazy biatkowej
jest cieptostaty czynnik biatkowy wyizolowany z miesni szkieleto-
wych (36);

2) przejsScie nieaktywnej postaci b w aktywnga (ufosforylowang) posta¢ a
fosforylazy (EC 2.4.1.1.) zachodzi przy udziale kinazy fosforylazy b
(36); “

3) przejscie aktywnej syntetazy glikogenowej (EC. 2.4.1.11) (forma nie-
zalezna od glukozo-6-fosforanu) w posta¢ nieaktywng (forma zalezna)
zachodzi przy udziale kinazy biatkowej i jest hamowane przez biatko-
wy inhibitor wspomniany w punkcie 1 (6, 152).

Jest godne uwagi, ze fosforylacja zwieksza aktywno$¢ enzymow roz-
ktadajacych glikogen, obniza za$ aktywnos$¢ enzymoéw syntetyzujacych go.
Na tym polega mechanizm jednokierunkowego, glikogenolitycznego wpty-
wu cAMP.

Lipoliza jest drugim podstawowym efektem dziatania cAMP w tkan-
kach ssakow. Kinaza biatkowa, tak zwana kinaza lipazy, fosforyluje za-
lezng od hormonow lipaze w tkance tluszczowej i w ten sposob zwigksza
aktywnos¢ enzymu (37, 90, 164).

6. Wptyw cAMP na translacje

U bakterii, a takze w komorkach eukariotycznych stwierdzono udziat
CAMP w regulacji syntezy biatka na etapach zachodzacych po transkryp-
cji. Przykiadami takich proceséw sa: indukcja tryptofanazy u E. coli
(11, 123), steroidogenaza w nadnerczach i w ciatku z6ttym (51, 58, 63, 66)
oraz prawdopodobnie synteza przeciwciat (52, 95).

W wymienionych procesach wptyw cAMP nie zalezy od syntezy mRNA
i jest hamowany przez inhibitory translacji. Mechanizmy tego wptywu sg
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stabo poznane. Kinazy biatkowe z tkanek ssakéw mogg in vitro fosforylo-
wac biatka rybosoméw. Na przyktad w rybosomach retikulocytéw krélika
znajduje sie kinaza przechodzaca do ptynéw inkubacyjnych o wysokich
sitach jonowych, ktdra fosforyluje seryne i treonine biatek rybosomowych
(78). W korze nadnerczy wotu wzbudza zainteresowanie swoisty, jak sie
wydaje, dla kinaz biatkowych substrat, ktdry uwalnia sie¢ z rybosomow
80S podczas przemywania ich roztworem 0,88M KC1 (167). Dotychczas
brak jednak przekonywujacych danych, czy fosforylacja biatek rybosomo-
wych pod wptywem aktywowanych przez cAMP kinaz odgrywa role
w regulacji translacji. Mégthy to by¢ mechanizm ograniczajacy jej wy-
dajnosé, gdyz ilos¢ fosforu w biatkach rybosomowych obniza powinowactwo
rybosomow do mRNA: silnie ufosforylowane rybosomy nie uczestniczg
w translacji (78).

Wiadomo jednak, ze cAMP i db-cAMP stymulujg wigczanie znakowa-
nych aminokwaséw w uktadach bezkomdrkowych z tkanek ssakéw (wo-
bec endogennych i syntetycznych informacyjnych kwaséw nukleinowych)
(1, 98, 104). Mechanizm tego pobudzenia nie jest wyjasniony. Wprawdzie
cAMP aktywuje in vitro niektore syntetazy aminoacylo-tRNA, lecz zja-
wisko to wystepuje przy bardzo wysokich stezeniach cAMP (10~3—10-2 M).

W doswiadczeniach z uktadem bezkomorkowym z drobnoustrojow wy-
kryto, ze cAMP dziala na etapie wydiuzania tafncucha polipeptydowego.
Nukleotyd ten ma powinowactwo do czynnika translokacji G (92), z kto6-
rym taczy sie w obecnosci GTP i jonéw Mg2+ (reakcje hamujg kwas fu-
sydowy i GDP). Zwigzany cAMP hamuje rybosomowg rybonukleaze V
i ma w ten sposéb ochrania¢ mRNA podczas translacji. Mechanizmy
dziatania cAMP u bakterii i ssakéw przedstawia schemat 1

I11. Uwagi koncowe

U wszystkich badanych organizméw cAMP reguluje — w sposob mniegj
lub bardziej posredni — aktywno$¢ gendw. U bakterii realizuje sie to
poprzez oddziatywanie kompleksow receptor-cAMP z polimeraza RNA;
w komérkach eukariotycznych za$, z powodu obecnosci histonéw, proces
ten jest bardziej skomplikowany i przebiega przez kilka etap6éw posred-
nich (zaktywowanie kinaz — fosforylacja histonow — derepresja niektd-
rych miejsc w chromatynie) (schemat 1). Nasuwa sie pytanie, czy wpltyw
CAMP na chromatyne u organizmoéw eukariotycznych rozwingt sie na dro-
dze stopniowego przeobrazenia prostszego mechanizmu oddziatywania
kompleksow receptor-cAMP na polimeraze (lub z réwnie prostszych wczes-
niejszych ewolucyjnie mechanizméw), czy tez powstat w inny sposéb. Po-
réwnanie budowy I-rzedowej inhibitoréw kinaz biatkowych u ssakéw i re-
ceptoréw cAMP u bakterii moze rzuci¢ $wiatto na przebieg tej ewolucji.
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Znalezienie i zbadanie inhibitoréw kinaz biatkowych u bakterii mogtoby
tu roéwniez wiele wyjasnic.

Zagadnienie, czy swoisto$¢ oddziatywania hormonéw na poszczeg6lne
tkanki mozna ttumaczy¢ wptywem cAMP wymaga osobnego wyjasnienia.
Sutherland podjat badania nad tym nukleotydem, aby wyjasni¢ wplyw
katecholamin na glikolize; wkroétce jednak okazato sig, ze CAMP jest po-
Srednikiem dziatania prawdopodobnie wszystkich hormonéw. Hipoteza
dwéch przekaznikéw (ang. two messengers) (134) (I przekaznik — hormon,
drugi przekaznik — cAMP) mogtaby tylko wtedy wyjasni¢ swoistos¢ wpty-
wu hormondéw na tkanki docelowe, gdyby okazato sie, ze kazda z nich
dysponuje swoistym uktadem docelowym odpowiadajagcym na CcAMP.
Wiadomo jednak, ze podstawowym procesem, na ktéry wplywa cAMP-
we wszystkich tkankach ssakéw, jest aktywowanie kinaz biatkowych;
trudno wiec — nie przyjmujac dodatkowych zatozen — wytlumaczy¢
swoisto$¢ dziatania hormonéw aktywowaniem jednego, chocby nawet
tkankowo heterogennego enzymu. Jest przeto mozliwe, ze cAMP dziata
na tym obszarze wptywu réznych hormondw, ktdry jest nieswoisty, swoi-
sto$¢ za$ poszczegblnych hormonéw jest realizowana na innych drogach,
na przyktad przez oddziatywanie z receptorami swoistymi tkankowo i hor-
monalnie.

Po oddaniu pracy do druku ukazaly sie jeszcze dwa artykuty przegla-
dowe poswiecone cCAMP:
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ANDRZEJ KLEIN*, AMALIA RAIS**

Struktura peptydoglikanéw scian komdrkowych bakterii

Structure of the Peptidoglycans of Bacterial Celi Walls

The chemical composition and the structure of peptidoglycans present in bacterial
celi walls are described.

Obszerne oméwienie badan struktury $cian komérkowych bakterii zna-
lez¢ mozna w pracach przeglagdowych Saltona (60), Rogersa
i Perkinsa (57) oraz Ghuysena i wsp. (26), ktére obejmujg pis-
miennictwo do roku 1967. Juz pierwsze doswiadczenia przeprowadzone
przez Sallona (58) w roku 1953 wykazaty znaczne r6znice w skiadzie
chemicznym $cian komorkowych bakterii Gramdodatnich i Gramujem-
nych. Rogers i Perkins (57) przypuszczajg, ze odmienny kolor
preparatow bakterii wybarwianych metodg Grama spowodowany jest
wiasnie réznym sktadem chemicznym s$cian komorkowych. Zasadnicze
sktadniki strukturalne $cian komorkowych bakterii Gramdodatnich
i Gramujemnych zebrane sg w tablicy 1.

Tablica 1
Sktad chemiczny $cian komoérkowych bakterii

Bakterie Gramdodatnie Bakterie Gramujemne
Peptydoglikany (50—90%)* Peptydoglikany (10%)
Polisacharydy Lipopolisacharydy (20%)
Kwasy tejchojowe no—s50°/i Lipoproteidy (50%)
lub tejchuronowe ° Lipidy (20%)
Lipidy

* —w nawiasach podano przyblizong zawarto$¢ procentowg danego sktadnika
w przeliczeniu na suchg mase $ciany komérkowej

*Mgr, Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet Ja-
giellonski, Krakow

**Mgr, Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakéow

Wykaz stosowanych skrotow: AcNHGIk — N-acetyloglukozoamina, AcNHMur —

kwas N-acetylomuraminowy, NGMur — kwas N-glikolilomuraminowy, DAP — kwas
dwuaminopimelinowy
Referat wygtoszony na Il Seminarium Instytutu Biologii Molekularnej; Rabka,

luty 1971
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Szczegolng role w strukturze scian komérkowych bakterii przypisuje
sie peptydoglikanom. Pewne dane dotyczace tych zwigzkéw byty juz pu-
blikowane w pismiennictwie polskim (74), ale nie obejmowaly one catosci
zagadnienia.

I. Ogodlna struktura peptydoglikanow

Cummins iwsp. (14, 15, 16) wykazali, ze hydrolizaty Scian komdrko-
wych bakterii Gramdodatnich zawierajg stalg, okreslong liczbe aminokwa-
sow i dwa aminocukry: glukozoamine i drugi zidentyfikowany pdzniej
jako kwas muraminowy (65). Sallon (59) i Work (79) pierwsi wy-
suneli przypuszczenie, ze kompleks glikopeptydowy stanowi element
strukturalny $cian komorkowych bakterii. W roku 1963 grupa Per-
kins a (17, 50) stwierdzita, ze glukozoamina i kwas muraminowy wyste-
pujg w tym kompleksie w postaci pochodnych N-acetylowych. Kopoli-
mer ztozony z N-acetyloglukozoaminy (AcNHGIK) i kwasu N-acetylomu-
raminowego (AcNHMur) wraz ze zwigzanymi z nim fragmentami pepty-
dowymi okre$lany jest w piSmiennictwie ré6znymi nazwami: mureina (77),
mukopeptyd (44), glikopeptyd (66), glikozoaminopeptyd (60) i peptydoglikan
(2). Wydaje sie nam, ze ta ostatnia nazwa najlepiej okresla strukture
zwigzkow.

Ghuysen (22) okreslit peptydoglikany jako ,sieci tahcuchéw gli-
kanowych podstawione zwigzkami peptydowymi, ktére z kolei powigza-
ne sg krzyzowo poprzez mostki peptydowe”. Na podstawie dotychczaso-
wych danych wiadomo, ze AcNHGIk i AcNHMur t3czac sie ze sobg two-
rza nierozgatezione tancuchy policukrowe, ktére mozna uwaza¢ za szkie-
let czasteczki peptydoglikanu. Do grup karboksylowych kwasu N-acety-
lomuraminowego lub jego pochodnych przytgczona jest wigzaniem pep-

Schemat 1. Jednowarstwowa struktura peptydoglikanu
O —AcNHGik, ¢« —AcNHMur, xxxx —podjednostka peptydowa, |------- | —wiagzanie krzyzowe
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tydowym czasteczka peptydu ztozona z typowych dla danego peptydogli-
kanu czterech lub pieciu aminokwaséw. Peptydy te nazywane sg w pis-
miennictwie podjednostkami peptydowymi (22). Grupy C-konhcowe i wol-
ne grupy aminowe podjednostek peptydowych sgsiednich tancuchéw po-
licukrowych tworza dodatkowe wigzania, nazwane wigzaniami krzyzowy-
mi. W ten spos6b powstaje struktura przestrzenna peptydoglikanu, w kto-
rej wszystkie elementy powigzane sg kowalencyjnie (schemat 1).

Grubos¢ warstwy peptydoglikanowej bakterii Gramujemnych (2—3
nm) przemawia za strukturg jednowarstwowg. Natomiast peptydoglikany
bakterii Gramdodatnich majg prawdopodobnie strukture wielowarstwo-
wag, utworzong przez natozenie Kilku struktur jednowarstwowych potg-
czonych mostkami peptydowymi. Model peptydoglikanu przedstawiony
na schemacie 1 jest bardzo ogélny; mozna w nim wyr6zni¢ trzy elementy
strukturalne, wspolne dla wszystkich peptydoglikanéw: 1. tafcuchy po-
licukrowe, 2. podjednostki peptydowe, 3. wigzania krzyzowe.

Podobna budowa peptydoglikanow wyodrebnionych ze $cian komor-
kowych roznych bakterii oraz fakt, ze struktura ich pozostaje nienaru-
szona po oddzieleniu pozostatych skiadnikdw Sciany, sg przyczynag uzna-
nia peptydoglikanéw za zasadniczy element strukturalny $cian komdrko-
wych bakterii przez wiekszo$¢ autorow. Zaznaczyé nalezy, ze sa jednak
bakterie z rodziny Halobacteriae, u ktérych w $cianach komdrkowych nie
stwierdzono obecnosci peptydoglikanow (9, 38), Réwniez wybitnie halo-
filne gatunki z rodziny Micrococcaeae jak Sarcina litoralis i Sarcina morr-
huae majg $ciane komoérkowa nie zawierajgcg ani kwasu muraminowego
ani kwasu dwuaminopimelinowego (DAP) (10).

Il. Budowa taricuchéw policukrowych

Ghuysen i Salton (24) oraz Perkins (49) stwierdzili, ze
podstawowa cegietka, z ktorej zbudowany jest tafncuch policukrowy pep-
tydoglikanéw, jest dwucukier AcNHGIk-(3(J-6)-AcNHMur. Flowers
i Jeanloz (19) zsyntetyzowali taki (3(2-6)dwucukier i wykazali, ze

CHOH
o}
i o} H,OH
NHCOCH3 NHCOCH;
H
CH; CTOOH

Schemat 2. Budowa czasteczki dwucukru AcNHGIk-AcNHMur wyodrebnionej ze
$cian komdrkowych M. lysodeikticus (wg 19)
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daje on odmienne testy chemiczne od naturalnego dwucukru wyizolowa-
nego ze $cian komdrkowych Micrococcus lysodeikticus. Rowniez krysta-
liczne siedmioacetylometylo-pochodne syntetycznego i naturalnego dwu-
cukru roznity sie dyfrakcjg promieni rentgenowskich oraz spektrum ma-
sowym (64). W wyniku tych badan zaproponowano wigzanie (3(I-4)-gli-
kozydowe oraz budowe przedstawiong na schemacie 2.

Z peptydoglikanu $cian komdrkowych Staphylococcus aureus wyosob-
niono az cztery typy dwucukréw: kwas N-acetyloglukoaminylo-(3(l-4)-N-
-acetylomuraminowy, kwas N-acetyloglukoaminylo-(3(2-4)-N,6-0-dwu-
acetylomuraminowy (25, 71) oraz N-acetylomuraminylo-(3(1-4)-N-acety-
loglukozoamine i  N,6-0-dwuacetylomuraminylo-(3(J-4)-N-acetylogluko-
zoamine (61, 73). Wskazuje to, ze w peptydoglikanach niektérych gatun-
kow bakterii cze$¢ kwasu muraminowego wystepuje w postaci pochodnych
N,6-0-dwuacetylowych. Stwierdzono réwniez, ze w peptydoglikanach
paru gatunkéw Mycobacterium miejsce kwasu N-acetylomuraminowego
zajmuje kwas N-glikolylomuraminowy (1, 4, 53, 78). Obecnie przyjmuje
sig, ze tancuch policukrowy zbudowany jest z naprzemian wystepujacych
czasteczek N-acetyloglukozoaminy i kwasu N-acetylomuraminowego (lub
jego pochodnych) w formie piranozowej, pofaczonych wigzaniem (1-4)-
-glikozydowym.

tancuchy policukrowe wyizolowane ze $cian komérkowych jednego
gatunku bakterii sktadaty sie z o$miu do stu reszt monosacharydowych,
co wskazuje na ich polidyspersyjnosé. Dlatego charakteryzujac poszcze-
gblne peptydoglikany podaje sie Srednig ilos¢ reszt monosacharydowych
w tancuchu.

I1l. Budowa podjednostek peptydowych

Mimo, ze budowa S$cian komdrkowych bakterii Gramujemnych jest
bardziej skomplikowana niz bakterii Gramdodatnich, analiza strukturalna
peptydoglikanéw tych pierwszych okazata sie fatwiejsza. Powodem tego
jest fakt, ze dzialaniem lisozymu na peptydoglikany Scian komaérkowych
bakterii Gramujemnych otrzymuje sie krétsze fragmenty glikopeptydowe.

Hydroliza kwasowa warstwy peptydoglikanowej E. coli wykazata obec-
nos¢ alaniny, kwasu dwuaminopimelinowego i kwasu glutaminowego (76).
Leutgeb i wsp. (40, 41) zauwazyli, ze mate ilosci innych aminokwa-
sow stwierdzone w hydralizacie nie wchodzg w skiad peptydoglikanu te-
go gatunku bakterii. Jusic¢ iwsp. (32) wyznaczyli stosunki molowe oraz
sekwencje aminokwaséw i zaproponowali dla podjednostki peptydowej
E. coli budowe L-Ala-D-Glu-mezo.: DAP-D-Ala. Poréwnanie ruchliwosci
elektroforetycznej dwdéch syntetycznych czteropeptyddw z naturalnym,
otrzymanym ze scian E. coli i Bacillus megaterium KM (18), sugeruje bu-
dowe przedstawiong na schemacie 3. Podjednostke peptydowa o podobnej
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L D
HoN—CH—CONH—CH -COOH

cha feh 2

L D
CONH-CH —CONH-CH—COOH
(ch2)3 ch3

HoN—(EZ)H—COOH

Schemat 3. Budowa podjednostki peptydowej E. coli i Bacillus megaterium KM (wg 18)

budowie wyosobniono z peptydoglikanéw $cian komérkowych Proteus
mirabilis (34) oraz paru gatunkéw bakterii Gramdodatnich (30, 78).

Sposrod bakterii Gramdodatnich stosunkowo dobrze zbadany jest pep-
tydoglikan M. lysodeikticus. Podjednostka peptydowa tego peptydoglikanu
ma nieco odmienng od poprzedniej strukture. W skiad tej podjednostki
wchodzi po jednej reszcie kwasu glutaminowego, lizyny i glicyny oraz
dwie reszty alaniny (20, 21). Katz i Strominger (35 zapropono-
wali dla tej podjednostki budowe L-Ala-y-(a-D-Glu-Gli)-L-Liz-D-Ala (sche-
mat 4). Podjednostki peptydowe o identycznej strukturze wyizolowano
z peptydoglikanéw $cian komaérkowych M. jlavus, M. citreus i Sarcina
lutea (12).

L-Aa— DGlu— Gli— 00H

t
— —liz — D-Ala

nh2

Schemat 4. Budowa podjednostki peptydowej M. lysodeikticus (wg 35)

Dotychczas poznane podjednostki peptydowe peptydoglikanéw $cian
komorkowych bakterii zebrane sg w tablicy 2.

Poréwnanie budowy wszystkich przytoczonych podjednostek peptydo-
wych wskazuje, ze majg one wiele cech wspolnych. Wszystkie majg na
koncu o wolnej grupie karboksylowej D-alanine, potozony w pozycji 2,
liczac od konca z wolng grupg aminowa, kwas glutaminowy lub jego amid
oraz potozony w pozycji 3 aminokwas dwuaminowy. Wedtug Ghuyse-
na (22) strukture podjednostek peptydowych mozna zasadniczo przed-
stawi¢ jednym ogélnym wzorem:

L-alanylo-Y-D-glutamylo-R3D-alanina
Aminokwasem dwuaminowym (R3 moga by¢: kwas dwuaminopimelino-
wy, L-lizyna lub L-ornityna. W wigzaniu peptydowym miedzy aminokwa-
sem dwuaminowym a kwasem D-glutaminowym zawsze bierze udziat gru-
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pa y-karboksylowa kwasu D-glutaminowego. Wszystkie pozostate wigza-
nia peptydowe w podjednostce peptydowej utworzone sg przez grupy
a-karboksylowe i a-aminowe poszczeg6lnych aminokwaséw. Dla wszyst-
kich poznanych podjednostek peptydowych charakterystyczny jest uktad
konfiguracji kolejnych aminokwaséw NVI-d-1-d. W przypadku kwasu
mezo:DAP zaréwno grupa aminowa biorgca udziat w wigzaniu peptydo-
wym z kwasem D-glutaminowym jak i grupa karboksylowa zwigzana
z D-alaning znajdujg sie przy tym samym weglu asymetrycznym o kon-
figuracji 1 (poréwnaj schemat 3).

IV. Wigzania krzyzowe

W $cianach komdérkowych bakterii Gramujemnych czynnikiem usztyw-
niajagcym strukture peptydoglikandw sa wigzania miedzy wolnymi grupa-
mi aminowymi i karboksylowymi podjednostek peptydowych sasiednich
faricuchéw policukrowych. Typowym przyktadem jest wigzanie krzyzowe
w peptydoglikanach E. coli i Bacillus megaterium KM utworzone przez
grupe aminowg przy weglu o konfiguracji ¢« kwasu mezo:DAP i karbo-
ksylowg grupe OkonhAcowej D-alaniny (28).

U wielu bakterii Gramdodatnich elementem #gczacym podjednostki
peptydowe sg fragmenty ztozone z jednego lub kilku aminokwaséw tzw.
mostki peptydowe. Campbell i wsp. (12) podsumowujgc badania
strukturalne prowadzone na dwdch tylko rodzinach bakterii: Micrococcae
i Lactobacillaceae wyrdznili dwie grupy wigzan krzyzowych. W grupie
pierwszej podjednostki peptydowe Na-L-Ala-D-Glu-NH2L-Liz-D-Ala wig-
zane sg przez mostek peptydowy utworzony miedzy e-aminowg grupg
L-lizyny jednej podjednostki peptydowej a karboksylowg grupa C-konco-
wej D-alaniny drugiej podjednostki peptydowej. W zaleznosci od amino-
kwasoéw tworzacych mostek peptydowy autorzy wyroznili cztery pod-
grupy:

a) mostek ztozony z L-alaniny i L-treoniny: M. roseus (54), Arthrobacter

crystallopoietes (37), Streptococcus pyogenes (47),

b) mostek ztozony z reszt glicynowych: S. aureus (43, 46),
c) mostek zbudowany z reszt glicyny i seryny: S. epidermidis (68),
d) mostek utworzony przez jedng reszte D-izoasparaginy: Streptococcus

faecalis (23), Lactobacillus casei (31).

Do grupy drugiej zaliczono peptydoglikany, ktérych podjednostki pep-
tydowe Na-L-Ala-y-(a-D-Glu-Gli)-L-Liz-D-Ala potgczone sa mostkiem pep-
tydowym miedzy £-aminowg grupg L-lizyny a karboksylowg grupg C-kon-
cowej D-alaniny. Tego rodzaju wigzania wystepujg w peptydoglikanach
$cian komdérkowych M. lysodeikticus, M. flavus, M. citreus i sarcina lutea
(12). Mostek peptydowy utworzony jest przez spolimeryzowane fragmenty
peptydowe zbudowane identycznie jak podjednostka peptydowa, pota-
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czona wigzaniem peptydowym miedzy C-koncowg D-alaning i N-koricowg
L-alaning (patrz schemat 5, typ IlI).

W roku 1968 Ghuysen (22) zaproponowat inny podziat wszystkich
poznanych peptydoglikanéw ze wzgledu na rodzaj wigzan krzyzowych.

Typ | E. coli 1 B. megaterium B. subtilis
-Ac NHGIk - Ac NHMur - - Ac NHMur - Ac NHGIk -
L+ Ala—D- Glu L - Ala— D- Glu
A——
L]
U DbAP- D-Ala oo > DAP D- Ala
Typ Il S. faecalis L. acidophilus L. casei
-AcNHMur-AcNHGIk -
Ac NHGIk - AcNHMur -
L- Ala— D- Glu — CONH.
L-Ala—D- Glu— CO NH2 A
L-Liz-»D - Ala
L-Liz—D-Ala D- Asp— NH2
Typ Il M. lysodeikticus S. lutea M. flavus M. citreus
- Ac NHMur -Ac NHGIk — -Ac NHMur-Ac NHGIk -
L- Ala— D - Glu Gli L-Ala— D-Glu-tGli
d .
L-Liz—D-Ala — /| L-Ala—D-Glu — Gli L-Liz— D- Al
»
L - Liz—D- Ala
Typ IV C, poinsetliae C. belae C. flaccumfaciens
-AcNHGIk - AcNHMur-
G li-D - Glu
|
mhomo Ser — D - Ala D - Om

-AcNHGIk - AcNHMur -

Gli— D- Glu
t
mo Ser—D - Ala

Schemat 5. Podziat peptydoglikanéw ze wzgledu na rodzaj wigzan krzyzowych (wg 22)
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Wyréznit cztery typy peptydoglikandw obejmujgce zaréwno bakterie
Gramdodatnie jak i Gramujemne (schemat 5).

Typ pierwszy reprezentujg peptydoglikany, w ktérych wigzanie krzyzo-
we utworzone jest bezposrednio ‘brzez grupe karboksylowg C-koAcowej
D-alaniny jednej podjednostki peptydowej z grupg aminowg zlokalizowa-
ng na weglu o konfiguracji ¢ kwasu mezo:DAP lub z £-aminowag grupg
L-lizyny (48) drugiej podjednostki peptydowej. Do typu drugiego nalezg
peptydoglikany, ktérych wigzanie krzyzowe tworzy krdtki mostek pepty-
dowy miedzy C-kohAcowg D-alaning i oo-aminowymi grupami L-lizyny lub
L-ornityny. Typ trzeci ma wigzanie krzyzowe w postaci mostka peptydo-
wego o tej samej sekwencji aminokwaséw jak podjednostka peptydowa.
Typ czwarty reprezentowany jest przez peptydoglikany o wigzaniu krzy-
zowym utworzonym miedzy a-karboksylowg grupg kwasu D-glutamino-
wego i karboksylowg grupg C-koricowej D-alaniny potgczonych aminokwa-
sem dwuaminowym. Moga to by¢: kwas D-dwuaminomastowy (52), D-or-
nityna lub D-lizyna (27, 51) lub krdtki peptyd taki jak Na-glicylo-L-lizy-
na (62).

Niezaleznie od typu wiazan krzyzowych poszczeg6lne gatunki bakterii
réznig sie iloscig tych wigzan. Dlatego, omawiajgc budowe peptydoglika-
nu izolowanego ze $cian komorkowych danego gatunku bakterii, podaje
sie miedzy innymi procentowg ilo$¢ wigzan krzyzowych. Warto$¢ ta okres-
la stosunek liczby podjednostek peptydowych powigzanych krzyzowo do
catkowitej liczby podjednostek danego peptydoglikanu.

V. Szczeg6towa charakterystyka peptydoglikanow

StopiehA zaawansowania badan nad budowa peptydoglikandéw $cian ko-
morkowych réznych bakterii nie jest jednakowy. Sposrod bakterii Gram-
dodatnich do najlepiej poznanych nalezg peptydoglikany S. aureus i S. epi-
dermidis, a spo$r6d Gramujemnych — peptydoglikan $cian komdrkowych
E. coli.

Przecietna dtugos$¢ tancucha policukrowego wynosi u S. aureus dwa-
nascie a u S. epidermidis trzynascie reszt monosacharydowych. Wszystkie
reszty kwasu N-acetylomuraminowego tych gatunkéw bakterii podsta-
wione sg podjednostkami peptydowymi o budowie L-Ala-D-Glu-NH2L-
-Liz-D-Ala. Wiazanie krzyzowe utworzone jest przez pieciopeptyd ztozony
z reszt glicyny i seryny. Tak zbudowany mostek peptydowy faczy C-kon-
cowg D-alanine z e-aminowa grupg L-lizyny sasiednich podjednostek pep-
tydowych. Peptydoglikany S. aureus i S. epidermidis nalezg wiec wedtug
klasyfikacji podanej przez Ghuysena (22) do typu drugiego. Budowa
peptydoglikandw S. aureus i S. epidermidis pokazana jest na schemacie 6.
Schematyczne przedstawienie mostkéw peptydowych w formie — (Gli+
-f Ser)5 — nie jest przypadkowe. Zaobserwowano (69, 70), ze w obrebie
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jednego gatunku wystepuje zréznicowanie w sktadzie i sekwencji amino-
kwasdw budujgcych mostek peptydowy (tablica 3).

Procentowa ilo$¢ wigzan krzyzowych wynosi w peptydoglikanie S. aureus
okoto 75% a u S. epidermidis okoto 66%.

Tablica 3
Budowa mostkéw peptydowych S. aureus i S. epidermidis
Mostek peptydowy S. aureus S. epidermidis
-D-Ala-Gli-Gli-Gli-Gli-Gli-L-Liz- 94% 20%
-Gli-Gli-Ser-Gli-Gli- — 55%
-Ser-Gli-Ser-Gli-Gli- — 15%
-Gli-Ser-Gli-Gli-Gli- 6% 10%

Peptydoglikan wyizolowany ze $cian komérkowych E. coli reprezentu-
je typ pierwszy, w ktérym podjednostki peptydowe sasiednich tancu-
chow policukrowych zbudowane z L-Ala-(D-Glu)-mezo:DAP-D-Ala potgczo-
ne sa wigzaniem krzyzowym L-Ala-(D)-mezo:DAP (schemat 7). tancu-
chy policukrowe zawierajg przecietnie dwanascie reszt monosacharydo-
wych. Wszystkie reszty kwasu N-acetylomuraminowego podstawione sg
podjednostkami peptydowymi. Stopien usieciowania peptydoglikanu E. co-
li jest mniejszy niz peptydoglikanéw S. aureus czy S. epidermidis bowiem
ilos¢ wiazan krzyzowych szacowana jest na okoto 50%>.

Najmniej doktadnie poznana jest struktura peptydoglikanéw, ktérych
podjednostki peptydowe zawierajg kwas LL-dwuaminopimelinowy. Kwas
II-DAP wystepuje w $cianach komdrkowych niektérych gatunkéw Acti-
nomyces i Streptomyces (29, 39, 56, 67, 80) oraz Propionibacterium i Cory-
nebacterium (38, 55, 63).

VI. Potaczenie peptydoglikanéw z innymi sktadnikami $cian
komérkowych bakterii

Zasadniczymi sktadnikami $cian komdrkowych bakterii Gramdodat-
nich poza peptydoglikanami sg: polisacharydy i kwasy tejchojowe. But-
ton i wsp. (11) sugerujg, ze kwas tejchojowy wystepujacy w $cianach
S. lactis przytgczony jest wigzaniem fosforanowym do nieredukujacego
konca tancucha cukrowego peptydoglikanu. Tipper i Berman (70)
twierdza, ze kwas tejchojowy w Scianach komdrkowych S. aureus jest zwia-
zany kowalencyjnie z peptydoglikanem. Coyette i Ghuysen (13)
wykazali obecno$é wigzania fosfodwuestrowego miedzy kwasem murami-
nowym a polisacharydem zbudowanym z reszt ramnozy, glukozy i galak-
tozy w $cianach Lactobacillus acidophilus. Badajgc strukture $cian komor-
kowych S. pyogenes Munoz iwsp. (46) stwierdzili koegzystencje dwdch
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typéw wigzan polisacharyd-peptydoglikan: wigzania glikozydowego mie-
dzy C-polisacharydem a resztg kwasu muraminowego oraz wigzania fos-
fodwuestrowego C-polisacharydu z resztg kwasu muraminowego. Bada-
nia prowadzone na trzech gatunkach Mycobacterium wykazaty istnienie
w Scianach komdrkowych tych bakterii kompleksu kwas tluszczowy-poli-
sacharyd-peptydoglikan (33, 45). Autorzy zaproponowali réwniez dwa ro-
dzaje wigzan pomiedzy czasteczkami polisacharydu i peptydoglikanu. Sg
to: wigzanie fosfodwuestrowe miedzy czasteczkg arabinogalaktanu a resz-
tg kwasu N-glikolylomuraminowego peptydoglikanu oraz wigzanie gliko-
zydowe arabinogalaktanu z jednym z aminocukréw tancucha policukro-
wego peptydoglikanu, prawdopodobnie z N-acetyloglukozoaming (sche-
mat 8).

D Ara

Arabinogalaktan

D - Ara

Arabinogalaktan

I
0
AcNHGIk - "NGMur- 0

L - Ala

- OH

-NGMur - AcCNHGIk —

D-Glu - CONH, |
I L - Ala
mezo — OAP - CONH I
I D- Glu- CONH2
D- Ala mezo - DAP - CONH2
D- Ala

Schemat 8. Proponowane rodzaje wigzan polisacharyd-peptydoglikan w $cianach
komdrkowych bakterii z rodzaju Mycobacterium (wg 33, 45). R-CO- — reszta kwa-
su mykolinowego

Wigzanie fosfodwuestrowe miedzy peptydoglikanem a polisacharydem
jest najczesciej spotykanym sposobem potgczenia tych skiadnikow $cian
komdrkowych i stwierdzono je u wielu bakterii Gramdodatnich (22). Miej-
scem przykaczenia reszty fosforanowej do peptydoglikanu jest najprawdo-
podobniej wegiel C-6 kwasu muraminowego. Zostato to potwierdzone
przez wyizolowanie ze Scian komérkowych Bacillus cereus AcCNHGIKk-B(I-
-4)-AcNHMur-6-fosforanu (3).

W S$cianach komoérkowych bakterii Gramujemnych stwierdzono obec-
no$¢ wiazania miedzy peptydoglikanem a lipoproteidem (5). Braun

5 Postepy Biochemii
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i Sieglin (7) wykazali, ze koricowa L-lizyna lipoproteidu przytaczona
jest do reszty kwasu mezo:DAP podjednostki peptydowej peptydoglikanu.
Dalsze badania (8) pozwolity na zaproponowanie budowy kompleksu pep-
tydoglikan-lipoproteid w $cianach komérkowych E. coli przedstawionej

na schemacie 9.

- AcNHGIk - AcNHMur -

L- Ala — »D- Gu

~-*s DAP — *" Liz —*m Arg — Lipoproteid
I
Schemat 9. Wigzanie peptydoglikan-lipoproteid (wg 8)

L
DA P—kwas mezodwuaminopimelinow>

Obecno$¢ identycznego, kowalencyjnego wigzania miedzy lipoproteidem
a peptydoglikanem wykazano roéwniez w $cianach komérkowych Salmonella
typhimurium i Serratia marcescens (6). Nie wydaje sie jednak, aby byta
to forma potgczenia peptydoglikanu z pozostatymi sktadnikami $cian ko-
morkowych bakterii Gramujemnych. Przemawia za tym fakt, ze nie
stwierdzono obecnosci wigzania kowalencyjnego miedzy tak samo zbudo-
wanym peptydoglikanem a lipoproteidem w $cianach komérkowych Pro-
teus vulgaris, Proteus mirabilis i Pseudomonas jluorescens (6).
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AMALIA RAIS * ANDRZEJ KLEIN **

Biosyneza peptydoglikanéw $cian komdrkowych bakterii

Biosynthesis of the Peptidoglycans of Bacterial Cell Walls

The actual views on the biosynthesis of cell wall peptidoglycans in bacteria are
presented. The biosynthesis of intracellular precursors and the role of lipid inter-
mediates are especially described.

Pierwsze etapy poznania biosyntezy peptydoglikanéw S$cian bakteryj-
nych wigzg sie z badaniami wptywu penicyliny na mikroorganizmy. W 1949
roku Park i Johnson (47) stwierdzili w komorkach Staphylococcus
aureus poddanych dziataniu penicyliny nagromadzanie sie zwigzku zawie-
rajagcego uracyl. W kilka lat pdzniej Park (46) wykazat, ze zwigzkiem
tym jest pochodna UDP, kt6ra zawiera nieznang heksozoamine, d- i L-ala-
nineg, L-lizyne i kwas D-glutaminowy. Taki sam skiadnik, ale w znacznie
mniejszych ilosciach, znalazt Strominger (68) w kulturach S. aureus
nie poddanych dziataniu penicyliny. W dalszych badaniach ustalono rodzaj
cukru (48, 67, 71, 72), rodzaj i sekwencje aminokwaséw (49, 71, 72), a w kon-
cu catkowita strukture zwigzku okreslong wzorem: UDP-AcNHMur-L-
-Ala-D-y-Glu-L-Liz-D-Ala-D-Ala (46, 48).

Rozwoj metod izolowania $cian komorek bakterii (60, 61) umozliwit
Parkowi iwsp. (48, 71) uzyskanie ze S. aureus peptydoglikanu i stwier-
dzenie w nim jednostek o budowie zblizonej do podanej powyzej pochodnej
nukleotydu urydynowego. Autorzy ci pierwsi wysuneli przypuszczenie, ze
pochodne UDP sg prekursorami $ciany, a nagromadzenie ich w komaorkach
bakteryjnych jest wynikiem zahamowania syntezy $ciany w obecnosci
penicyliny. Od tego momentu datuje sie duze zainteresowanie zaréwno
strukturg jak i biosynteza peptydoglikanéw S$cian komérek bakterii. Bu-

* Mgr, Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Jagellonski, Krakow.

** Mgr, Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow.

Wykaz stosowanych skrétéw: UDP-AcNHGIk — urydyno-5'-dwufosfo-N-acety-

loglukozoamina, UDP-AcNHMur — urydyno-5'-dwufosfo-N-acetylomuraminian,
pCMB — p-chlororteciobenzoesan.
Referat wygtoszony na Il Seminarium Instytutu Biologii Molekularnej, Rabka,

luty 1971
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dowa tych zwigzkéw zostata opisana w kilku artykutach przegladowych
(14,34,57,59). Rogers i Perkins (57), Ghuysen, Stromin-
ger i Tipper (14)oraz Ellar (12) podali w ostatnich latach aktualny
stan wiadomosci o ich biosyntezie. W piSmiennictwie polskim Tynecka
(78) i Ruczaj (58) omowili wptyw antybiotyko6w na biosynteze pepty-
doglikanéw uwzgledniajgc szczegOly odnoszace sie do pewnych etapow
tego procesu. W zwigzku z tym w naszym artykule ograniczamy sie do
pobieznego przedstawienia tych zagadnien, a zwracamy uwage na biosyn-
teze prekursoréw peptydoglikanéw oraz na stwierdzong w ostatnich latach
role nosnika lipidowego w formowaniu sie polimeru.
Biosynteza peptydoglikanéw $cian komorek bakterii zachodzi w fancu-
chu reakcji enzymatycznych, ktére mozna zgrupowa¢ w Kilku etapach:
I. Biosynteza prekursoréw peptydoglikanu
1 Synteza urydyno-5'-dwufosfo-N-acetyloglukozoaminy (UDP-
-AcNHGIk)
2. Synteza urydyno-5'-dwufosfo-N-acetylomuraminianu (UDP-
-AcNHMur)
3. Tworzenie podjednostki peptydowej przez przytgczenie amino-
kwaséw do UDP-AcNHMur
Il. Tworzenie liniowych fancuchéw peptydoglikanu
1. Powiagzanie prekursorow z blong cytoplazmatyczng — tworzenie
posrednikow lipidowych
2. Modyfikacja posrednikow lipidowych
3. Transport podjednostek przez btone komoérkowa z udziatem nos-
nika lipidowego.
4. Polimeryzacja podjednostek w tancuchy peptydoglikanu
I1l. Sieciowanie tancuchéw peptydoglikanow

I. Biosynteza prekursoréw peptydoglikanu

1. Biosynteza UDP-AcNHGIk i UDP-AcNHMur

UDP-AcNHGIk powstaje pod dziataniem swoistej transferazy katalizu-
jacej reakcje UTP z N-acetyloglukozoamino-I-fosforanem z réwnoczesnym
odszczepieniem pirofosforanu.

Proces biosyntezy UDP-AcNHMur jest bardziej ztozony. Stromin-
ger (69) w 1958 roku wykazat, ze w bezkomérkowych ekstraktach komoé-
rek S. aureus zachodzi enzymatyczna reakcja przeniesienia reszty enolo-
pirogronianu z fosfoenolopirogronianu na UDP-AcNHGIk. Réwniez Rich -
mond i Perkins (54) stwierdzili, ze fosfoenolopirogronian lub inny
pokrewny tréjweglowy sktadnik jest prekursorem muraminianu. Mecha-
nizm enzymatycznej syntezy reszty muraminianowej zaproponowali G u -
netileke i Anvar (15 w 1966 roku. Obecnie wiadomo, ze proces
ten zachodzi wedtug schematu 1
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Fsfoado
piraganian
3]
UDP - AcNHGIk. - Z UDP-AcNHGIk - enolopirogronian
NADP+ NADPH + H
\DHA FA

....................... UDP - AcNHMur

Schemat 1. Biosynteza UDP-AcNHMur (16, 75)

Reakcje (1) katalizuje transferaza enolopirogronianowa (69). Gune-
tileke i Anvar (16) otrzymali ten enzym z Enterobacter cloacae
NRC-492, czeSciowo go oczyscili i wstepnie scharakteryzowali. Transferaza
enolopirogronianowa jest prawdopodobnie aktywowana przez grupy tio-
lowe, a optimum jej dziatania lezy w granicach pH 6,7—7,4. W reakcji
katalizowanej przez ten enzym zostaje zachowana w produkcie reakcji
struktura enolowa pirogronianu. Pod tym wzgledem reakcja ta przypo-
mina synteze 5-fosfo-3-enolo-piruwoiloszikimianu (35), bowiem we wszyst-
kich innych reakcjach przeniesienia enolopirogronianu nastepuje réwno-
cze$nie przeksztatcenie formy enolowej w ketonowa. Wedlug Gune-
tileke i Anvara (16) przeniesienie enolopirogronianu na reszte ace-
tyloglukozoaminy przebiega poprzez trojsktadnikowy kompleks, przy czym
najprawdopodobniej najpierw nastepuje zwigzanie enzymu z UDP-
-AcNHGIk, a dopiero potem z fosfoenolopirogronianem. Autor otrzymat
w reakcji enzymatycznej czysty UDP-AcNHGIk-enolopirogronian, co po-
twierdzit badajagc witasnosci chemiczne produktu oraz jego widmo w IR
iuv.

Reakcje (2) biosyntezy UDP-AcNHMur katalizuje reduktaza UDP-N-
-acetyloenolopiruwoiloglukozoaminy wyosobniona i oczyszczona przez
Taku iwsp. (75 w 1970 roku z komé6rek Enterobacter cloacae NRC-492.
Optimum pH reduktazy wynosi 81—85, a aktywnos$¢ uzalezniona jest
od obecnosci wolnych grup -SH. Inhibitorami enzymu sg pCMB, N-etylo-
maleiloimid i jodoacetamid, natomiast ochronnie dziata dwutiotreitol. Gru-
pa prostetyczng reduktazy jest FAD, ktéry jest redukowany przez zred.
NADP. Zredukowany koenzym utlenia sie¢ powtornie pod dziataniem UDP-
-AcNHGIk-enolopirogronianu. Mechanizm tej reakcji jest wiec podobny
do mechanizmu odwrocenia reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
acylo-CoA, ktérej grupg prostetyczng jest rowniez FAD (9, 17, 63).



244 A. RAIS, A. KLEIN 4]

2. Tworzenie podjednostki peptydowej

Do grupy karboksylowej UDP-AcNHMur dotacza sie podjednostka pep-
tydowa o sktadzie roznym u réznych gatunkoéw (34), np. w peptydoglikanie
S. aureus jest ona zbudowana z i1- i D-alaniny, L-lizyny i kwasu D-glu-
taminowego. Park (46) izolujgc UDP-AcNHMur-pentapeptyd z komo-
rek S. aureus poddanych dziataniu penicyliny zauwazyt, ze komorki te
gromadzg rowniez pochodng nukleotydu urydynowego z niekompletnym
pentapeptydem. Podobne wyniki uzyskali Strominger i Threnn
(70, 73) poddajgc komérki S. aureus dziataniu fioletu gencjany lub prowa-
dzac hodowle tych bakterii w srodowisku pozbawionym lizyny. Na pod-
stawie tych spostrzezerh wysunieto przypuszczenie, ze pentapeptyd synte-
tyzuje sie stopniowo przez kolejne dotgczanie aminokwaséw. W dos$wiad-
czeniach z aminokwasami znakowanymi weglem 1Ito i Strominger
(26, 28) potwierdzili te hipoteze. Wykazali oni, ze w obecnosci swoistych
enzymow z grupy syntetaz peptydowych nastepuje kolejne wiaczanie
aminokwaséw w tworzacy sie peptyd. Aktywno$¢ enzymOw uczestnicza-
cych w tych reakcjach zalezy od obecnosci ATP i jondw Mg2+ lub Mn2+
Syntetazy te zawarte sg w rozpuszczalnej frakcji komdrkowej (13) i wy-
kazujg wysoka swoistos¢ zaréwno ze wzgledu na wiaczany aminokwas
jak i nukleotydowy akceptor. W katalizowanych przez nie reakcjach ATP
ulega rozktadowi do ADP i Pi. Mechanizm reakcji jest wiec podobny do
przebiegu syntezy glutaminy (66) lub dwu wigzan peptydowych w glu-
tationie (64, 65), jest rozny natomiast od reakcji tworzenia wigzan pepty-
dowych w biatkach (6). W reakcjach katalizowanych przez te syntetazy
nie stwierdzono réwniez udzialu RNA.

Najlepiej poznano biosynteze podjednostki peptydowej peptydoglikanu
§ciany S. aureus. Dzialajg tu kolejno: syntetaza UDP-N-acetylomurami-
nian:L-alanina (ADP) — EC 6.3.2.8, syntetaza UDP-N-acetylomuramoilo-
-L-alanina:D-glutaminian (ADP) — EC 6.3.2.9, syntetaza UDP-N-acetylo-
muramoilo-L-alanylo-D-glutaminian:L-lizyna (ADP) — EC 6.3.2.7, dola-
czajace L-alanine, kwas D-glutaminowy i L-lizyne. Dwoma ostatnimi ami-
nokwasami podjednostki sg dwie czasteczki D-alaniny. Ich wbudowywanie
w tancuch peptydowy katalizujg trzy enzymy: racemaza alaniny — EC
5.1.1.1 (79), syntetaza D-alanina:D-alanina (ADP) — EC 6.3.2.4 (25, 27, 41,
42) i syntetaza UDP-N-acetylomuramoilo-L-alanylo-D-glutamylo-L-lizy-
na:D-alanylo-D-alanina (ADP) — EC 6.3.2.10 (8, 27, 44). Racemaza alaniny
katalizuje zamiane L-alaniny w D-izomer, przy czym jej grupg prostetycz-
ng jest fosforan pirydoksalu. Syntetaza D-Ala:D-Ala katalizuje w obec-
nosci ATP i jonébw Mg2+ utworzenie dwupeptydu D-Ala-D-Ala z dwu
czasteczek D-Ala. Dwupeptyd ten w obecnosci syntetazy UDP-N-acety-
lomuramoilo-L-alanylo-D-glutamylo-L-lizyna:D-alanylo-D-alanina przyia-
cza sie do UDP-AcNHMur-L-Ala-D-y-Glu-L-Liz. Syntetaza D-Ala:D-Ala
jest wysoce swoista dla N-konca, a mato swoista dla C-kohAca D-aminokwa-
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sow, w przeciwienstwie do syntetazy UDP-N-acetylomuramoilo-L-alany-
lo-D-glutamylo-L-lizyna:D-alanylo-D-alanina, ktéra jest mato swoista dla
N-korica a wysoce swoista dla C-konca D-aminokwaséw. Dzieki temu
wspotdziatanie tych enzyméw reguluje dotaczanie D-alanylo-D-alaniny do
tworzonej podjednostki peptydowej. Syntetaze D-Ala:D-Ala hamuje pro-
dukt reakcji, tzn. D-alanylo-D-alanina i ta reakcja jest gtdéwnym etapem

2L- nna

Fosforan
pirydoksalu

r AiTP
2D-Ala
Mg24

AD> + Pj
OF' + P UDP - AcNHMur -
P Mg2’ L-Ala-D-QGlu-L-Liz D-Ala- D-Ala

ATP
z Mgz*

ADF + p;

A
AT
L- Li
UDP - AcNHMur - L- Ala - d - Glu

UDP - Ac NHMur - L- Ala - D-Glu

A Romofy .
*L-Liz -D-Ala - D-Ala

Mg+
ATP
D- Glu

UDP-AcNHMur - L-Ala

ADP +11 N
Mg2+ NADPH+ H NADP~

ATP -‘7

L- Ala FAD FADH »

UDP - AcNHGIk -
enolopirogronian

UDP - AcNHMur

UDP-Ac NHGik + Fosfoenolo-
pirogronian

Schemat 2. Biosynteza nukleotydowego prekursora peptydoglikanu w komérkach
S. aureus (16, 43, 75)
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kontrolnym wbudowywania D-alaniny do prekursora peptydoglikanu. Ba-
dania Neuhausa i wsp. (43) wykazaly, ze syntetaza D-Ala:D-Ala ma
wiecej niz jedno miejsce wigzania substratu i wzajemne wspotdziatanie tych
miejsc kontroluje tworzenie dwupeptydu. Biosynteze prekursora pepty-
doglikanu scian komorek S. aureus przedstawiono na schemacie 2.

Il. Tworzenie liniowych faricuchdw polisacharydowych peptydoglikanu

W 1964 roku Mea dow i wsp. (40) po raz pierwszy przeprowadzili
in vitro enzymatyczng synteze peptydoglikanu z UDP-AcNHGIk i UDP-
-AcNHMur-pentapeptydu. Rowniez Anderson i wsp. (3) uzyli tych
prekursoréw do syntezy liniowych tancuchéw peptydoglikanu. Synteza
zachodzita w obecnosci preparatow enzymoéw otrzymanych zaréwno z ko-
mérek S. aureus jak i Micrococcus lysodeikticus. W tych warunkach
AcNHGIk i AcNHMur-pentapeptyd byly wbudowywane w peptydoglikan
w stosunku stechiometrycznym. Po trawieniu utworzonego peptydoglikanu
lizozymem Anderson i wsp. (3) otrzymali AcCNHGIk-AcNHMur-pen-
tapeptyd i jego dimer, tzw. tetrasacharydo-(bis)-pentapeptyd. Struktura
tego dimeru wykazata naprzemiennie wbudowywanie obu monosachary-
déw w tancuch policukrowy.

1. Powigzanie prekursoréw z btong cytoplazmatyczna

Meadow i wsp. (40) oraz Anderson i wsp. (3 wykazali, ze
w przeciwienstwie do wszystkich znanych reakcji transglikozylacji, w kto-
rych z prekursoréw nukleotydowych odszczepia sie UDP, whbudowywaniu
w polimer AcNHMur-pentapeptydu z UDP-AcNHMur-pentapeptydu to-
warzyszy uwolnienie UMP. Struve i Neuhaus (74 wykazali, ze
mechanizm tworzenia liniowych fancuchow peptydoglikanu jest bardziej
ztozony. Wedtug nich w pierwszym etapie reakcji enzymy z frakcji bton
komoérkowych katalizujg przeniesienie fosforanu AcNHMur-pentapeptydu
z UDP-AcNHMur-pentapeptydu na jaki$ blizej nieokre$lony nosnik i reak-
Cji tej towarzyszy stechiometryczne uwalnianie UMP. W kolejnej reakcji
AcNHGIk z UDP-AcNHGIk zostaje wbudowana w polimer z uwolnieniem
UDP i Pj. Wydzielona w tym etapie reszta fosforanu nieorganicznego uwal-
niataby sie prawdopodobnie z potgczenia reszty cukrowo-peptydowej z hi-
potetycznym nosnikiem. Anderson i wsp. (1) potwierdzili ten dwu-
etapowy mechanizm reakcji i stwierdzili rowniez uczestnictwo jakiego$
nosnika w biosyntezie peptydoglikanu. Analizujgc chromatograficznie pro-
dukty syntezy prowadzonej z UDP-AcNHMur-KUC-pentapeptydu znaleZli
obok radioaktywnego peptydoglikanu rowniez drobne ilosci radioaktywne-
go zwigzku, ktory powstat z udziatem zastosowanego prekursora, ale za-
wierat tylko jedng z dwu reszt fosforanowych urydynowego prekursora.
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Na podstawie rozpuszczalnosci w wielu organicznych rozpuszczalnikach
mozna bylo przypuszczaé, ze w sklad tego zwigzku wchodzi potaczenie
o charakterze lipidu.

Wyniki oméwionych prac wykazaty, ze synteza liniowych tafcuchéw
polisacharydowych peptydoglikanu wymaga uczestnictwa nosnika lipi-
dowego. Anderson i wsp. (2 okreslili role tego nosnika wedtug
schematu 3.

UDP-Ac NHMur
- pentapeptyd UMP

UDP - Ac NHGIk

Wnetrze uppP
komorki /
7 R i

P - lipid Ac NHMur - (pentapeptydylo)
P-P-lipid

Pi (posrednik lipidowy 1)
Btona
komdrkowa
Ac - NHGIK - AC NHMur - (pentapeptydylo) - P - P - lipid
P-P-lipid (posrednik lipidowy I1)

Z
Sciana
komorki

Ac - NHGIk - Ac NHMur - Akceptor

(pentapeptydylo) - akceptor

Schemat 3. Biosynteza liniowego tancucha polisacharydowego peptydoglikanu w ko-
mérkach S. aureus bez uwzglednienia syntezy mostkéw sieciujgcych (2)

Nosnik lipidowy zwigzany z btong cytoplazmatyczng jest inicjujagcym
akceptorem, na ktdry przeniesiony zostaje fosforan AcNHMur-pentapep-
tydu z UDP-AcNHMur-pentapeptydu z uwolnieniem UMP. W wy-
niku tej reakcji powstaje posrednik lipidowy | czyli AcNHMur-
-pentapeptydylo-P-P-lipid. Na ten produkt przeniesiona zostaje AcNHGIk
z jej urydynowego prekursora z roéwnoczesnym wydzieleniem UDP
i utworzeniem posrednika lipidowego Il czyli dwusacharydo-penta-
peptydylo-P-P-lipidu. Cze$¢ dwusacharydowopentapeptydowa posredni-
ka lipidowego Il polimeryzuje w liniowy peptydoglikan, przy czym
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podjednostki dofaczajg sie kolejno do akceptora, ktérym jest naj-
prawdopodobniej niekompletny peptydoglikan. W tej reakcji uwalnia sie
ufosforylowany fosfolipid, z ktérego z kolei odszczepia sie natomiast
nosnik lipidowy moze na nowo wejs¢ w cykl reakcji. Anderson i wsp.
(2) uzyskali w formie zwigzanej ze swoistym enzymem zarO6wno posred-
nik lipidowy | jak i posrednik lipidowy Il. Potwierdza to udziat tych
zwigzkéw jako posrednikoéw w biosyntezie liniowych fancuchow peptydo-
glikanu. Dodatkowym dowodem jest hamowanie syntezy S$ciany komor-
kowej przez niektére antybiotyki, ktore rownocze$nie hamujg te etapy
cyklicznego mechanizmu tworzenia liniowego peptydoglikanu, w ktérych
uczestniczg posredniki lipidowe.

Rybosomy najprawdopodobniej nie uczestniczg w syntezie liniowych
tancuchdéw peptydoglikanéw, natomiast prawidtowe funkcjonowanie en-
zymOw katalizujagcych ten proces jest uwarunkowane ich okre$long inte-
gracja. Swiadczy o tym poréwnanie wynikéw badai Chatter jee
i Parka (7)oraz Meadowa i wsp. (40) nad enzymatyczng synteza
peptydoglikanu in vitro z UDP-AcNHGIk i UDP-AcNHMur-pentapeptydu
jako prekursoréw. Metody otrzymywania preparatu enzymatycznego sto-
sowane przez tych autoréw roznity sie, oba uktady wbudowywaty jednak
prekursory znakowane na weglach aminokwasow, ale produkty reakcji
wykazaly odmienne wilasnosci. Chatterjee i Park (7) niszczyli
komorki mechanicznie szktem. Niezniszczone komoérki i fragmenty S$cian
oraz rybosomy usuwali przez réznicowe wirowanie. Synteze peptydogli-
kanu przeprowadzali w roztworze. Otrzymali nierozpuszczalny produkt,
nie dajacy sie zhydrolizowac lizozymem. Autorzy sadzili, ze uzyskali pep-
tydoglikan, ktéry ze wzgledu na wysoki stopieri usieciowania jest odpor-
ny na dziatanie lizozymu. Dopiero Anderson i wsp. (1) i Mat-
suhashi iwsp. (37, 38) wykazali, ze przy uzyciu techniki zastosowanej
przez Chatterjee i Parka (7) enzymy biorgce udziat w syntezie
liniowych tancuchdéw polisacharydowych peptydoglikanu tracity pewng
strukturalng catos¢, w wyniku czego katalizowaty tylko jeden z etapdw
syntezy — tworzenie posrednika lipidowego. Integralno$¢ uktadu enzyma-
tycznego byta natomiast zachowana w doswiadczeniach Meadowa
i wsp. (40), ktérzy niszczyli komérki ultradZzwiekami, a mieszanine za-
wierajagca prekursory oraz preparat enzyméw inkubowali na bibule fil-
tracyjnej. W tych warunkach reakcja przebiegata do konca i powstawat
peptydoglikan rozktadajacy sie pod wptywem lizozymu.

2. Modyfikacja posrednikéw lipidowych

W komorkach bakterii gramdodatnich, u ktérych w peptydoglikanach
istniejag mostki sieciujgce, posredniki lipidowe ulegajga modyfikacji, po-
legajacej na dotgczaniu aminokwasOw mostka sieciujgcego do podjednostki
peptydowej. Synteza przebiega zaleznie od miejsca powigzania mostka sie-
ciujgcego z podjednostka peptydowa. Jezeli mostek sieciujgcy wigze e-ami-
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nowa grupe lizyny peptydu, woweczas biosynteza przebiega zawsze z udzia-
tem swoistych tRNA, ale moze rozpoczyna¢ sie na poziomie posrednika
lipidowego Il lub na poziomie prekursora nukleotydowego. Jezeli nato-
miast mostek sieciujgcy wiagze grupe a-karboksylowg kwasu glutaminowe-
go peptydu, wowczas synteza przebiega bez wspdtudziatu tRNA. Etapem
poprzedzajagcym wigczanie aminokwaséw do posrednika lipidowego, jak to
zostato udowodnione dla S. aureus, jest amidacja a-karboksylowej grupy
kwasu glutaminowego podjednostki peptydowej posrednika. Proces ten za-
chodzi z udziatem jonéw NHi w reakcji enzymatycznej zaleznej od
ATP (63).

W komorkach S. aureus, Arthrobacter crystallopoietes, Micrococcus ro-
seus i S. epidermidis synteza mostkdéw sieciujgcych przebiega podobnie.
Aminokwasy budujgce mostek sg aktywowane do odpowiednich amino-
acylo-tRNA, a nastepnie w obecnosci swoistych enzyméw wbudowywane
kolejno poczawszy od g-aminowej grupy lizyny posrednika lipidowego II.
U S. aureus reszty glicyny w liczbie pieciu, ktére budujg mostek sieciu-
jacy peptydoglikanu tej bakterii po aktywacji do Gli-tRNA (37, 38) do-
taczaja sie kolejno do posrednika lipidowego Il, co stwierdzili Kamiryo
i Matsuhashi (32) oraz Thorndike i Park (76). Z komorek
S. aureus wyosobniono (10) trzy rézne frakcje Gli-tRNA, z ktérych wszyst-
kie dostarczajg glicyny do peptydoglikanu, a tylko dwie uczestniczg w syn-
tezie biatka. Natomiast jeden Gli-tRNA nie wigze sie z rybosomami E. coli
w obecnosci zadnych znanych kodéw dla glicyny. Niyomporn i wsp.
(45) rozwazali mozliwos$¢ istnienia w komorkach S. aureus wiecej niz
jednej syntetazy glicylo-tRNA, jednak ich badania wykazaty obecnosé
jednego enzymu czynnego zaréwno w biosyntezie peptydoglikanu jak
i biatlek nawet innych bakterii i drozdzy.

Whbudowywanie L-alaniny do mostka sieciujgcego peptydoglikanu u Ar-
throbacter crystallopoietes zachodzi réwniez na etapie posrednika lipido-
wego Il przy udziale alanylo-tRNA (55).

Roberts i wsp. (56) wyosobnili z komérek Micrococcus roseus swoi-
sty enzym, ktéry katalizuje przylgczanie L-treoniny do e-aminowej grupy
lizyny posrednika lipidowego Il. Autorzy rozdzielili treonylo-tRNA na
dwie frakcje, z ktérych kazda uczestniczy zarbwno w syntezie biatka jak
i peptydoglikanu. Treonylo-tRNA | jest wbudowywany w biatka E. coli
w obecnosci tripletu ACG, natomiast treonylo-tRNA |1 w obecnosci ACC
lub ACU. Zaden z nich nie odczytuje tripletu ACA. Wbudowywanie
L-alaniny obecnej réwniez w mostku sieciujacym M. roseus odbywa sie
po przytaczeniu treoniny, wedlug mechanizmu jeszcze niedokladnie po-
znanego.

Petit i wsp. (51) stwierdzili, ze glicyna i seryna budujgce mostek
sieciujgcy peptydoglikanu u Staphylococcus epidermidis sg aktywowane
do GIli-tRNA i Ser-tRNA i nastepnie dotaczane do posrednika lipidowego
w obecnosci swoistych enzymoéw. Maksymalne wbudowywanie seryny za-
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chodzi po uprzednim przytgczeniu glicyny. Autorzy wyosobnili z komorek
S. epidermidis trzy rodzaje GIli-tRNA i cztery rodzaje Ser-tRNA (I, lIA,
1B, 1IC). Wszystkie cztery serylo-tRNA byly czynne w syntezie peptydo-
glikanu, a tylko trzy w syntezie biatek. Ser-tRNA | jest swoisty wobec
tripletu AGU i AGC, Ser-tRNA IIA nie jest wigczany w obecnosci zad-
nego tripletu, natomiast podobne do siebie Ser-tRNA 1B i IIC odczytujg
triplety UCA, UCG i w pewnym stopniu UCU. Zaden Ser-tRNA nie rea-
guje z UCC, AGU i AGC.

Synteza mostka sieciujgcego w komorkach Lactobacillus viridescens
przebiega na nieco innej drodze (52), chociaz aminokwasy taczg sie réwniez
z £-aminowa grupg lizyny. Pierwszy aminokwas mostka sieciujgcego zo-
staje bowiem dotaczony do prekursora nukleotydowego, a nie do posred-
nika lipidowego. Do prekursora nukleotydowego dotgcza sie seryna lub
alanina, przy czym charakterystyczny jest brak swoistosci tRNA, ktory
moze aktywowaé oba te aminokwasy. Drugi aminokwas #aczy sie, jak

UDP - AcNHMur L - Ala-D «[Glu-L - Liz- D- Ala- D- Ala

LAla-tRNA
(L: ser-tRNA)

tRNA

A
vV
UDP - Ac NHMur - L- Ala - D- Glu - L- Liz (Ne L- Ala)- D- Ala - D- Ala

P - lipid ump
P; Ac NHMur - (heksapeptydylo) - P - P - lipid
UDP - AcGlk
P-P - lipid
Ac - NHGIK - upp
Ac - NHMur
- (heptapeptydylo) = Ac NHGIk - Ac NHMur - (heksapeptydylo) - P - P - lipid
akceptor
Ac - NHGIk - Ac  NHMur L - Ser - tRNA
Akceiplor - (heptapeptydylo) -Ala-
~P~ P~ lipid (L - Ala-tRNA)
tBNA

Schemat 4. Biosynteza liniowego tancucha peptydoglikanu z uwzglednieniem syntezy
mostkéw sieciujacych w komérkach L. viridescens (52)
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omoéwiono poprzednio, dopiero na poziomie posrednika lipidowego |II.
Plapp i Strominger (53) czesciowo oczyscili z komérek L. virides-
cens transferaze przenoszacg L-alanine z Ala-tRNA na UDP-AcNHMur-
-pentapeptyd. Enzym o ciezarze czasteczkowym okoto 40 000 moze réwniez
przenosi¢ seryne, cysteine i prawdopodobnie glicyne. Mechanizm syntezy
peptydoglikanu $Scian komdrek L. viridescens przedstawia schemat 4.

Mostek sieciujacy peptydoglikanu Micrococcus lysodeikticus powstaje
na zupetnie innej drodze (33). Pojedyncza reszta glicyny zostaje podsta-
wiona do a-karboksylowej grupy kwasu glutaminowego. Akceptorem jej
jest posrednik lipidowy, ale glicyna nie jest aktywowana do Gli-tRNA.
Przypuszczalnie reakcja wymaga obecno$ci ATP, przy czym uwolniony
zostaje ADP i Pi, podobnie jak w reakcji amidacji a-karboksylowej grupy
kwasu glutaminowego u S. aureus (63).

3. Udziat nosnika lipidowego w transporcie podjednostek przez btone komérkowg

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wyjasnity strukture nos-
nika lipidowego. Higashi i wsp. (23) w 1967 wyosobnili z komo6rek
M. lysodeikticus i oczyscili posrednik lipidowy Il. Po hydrolizie tego po-
Srednika otrzymali jego skladnik lipidowy. Spektrum masowe wykazato,
ze jest to alkohol C%izoprenoidowy (wzér I).

cH3 cH3 cH3
cH3c=cHCcHZ2(ch2c = chchd9ch2c = chch2oh
I \

W tej samej pracowni w 1970 roku (24) wyizolowano i oczyszczono
z komoérek S. aureus posrednik lipidowy Il. I w tym przypadku czes¢
lipidowg stanowi alkohol C%izoprenoidowy, przy czym widmo rezonansu
jadrowego wykazato, ze alkohol ten ma dwa podwdjne wigzania w kon-
figuracji trans. Higashi i wsp. (21) otrzymali z frakcji bton komar-
kowych S. aureus zalezng od ATP fosfokinaze, ktéra katalizuje przeksztat-
cenie alkoholu C%izoprenoidowego w jego fosforan, bedacy nosnikiem
lipidowym w syntezie peptydoglikandéw. Dalsze badania (22) doprowadzi-
ty do wydzielenia z fosfokinazy czesci biatkowej oraz frakcji fosfolipido-
wej ztozonej z fosfatydyloglicerolu i kardiolipiny. Kazdy z tych fosfolipi-
déw oddzielnie jest zdolny utrzymaé aktywna forme enzymu.

Juz w roku 1967 Anderson i wsp. (2) prébowali wyttumaczy¢
funkcje nosnika lipidowego. Wysuneli oni hipoteze, ze petni on role w
transporcie AcNHGIk-AcNHMur-peptydu przez btone komorkowa. Syn-
teza tych podjednostek zachodzi na wewnetrznej stronie btony cytoplaz-
matycznej. Tam bowiem dostepne sa wewnatrzkomoérkowe substraty reak-
cji, a blona cytoplazmatyczna jest nieprzepuszczalna dla prekursoréw nu-
kleotydowych. Gotowe podjednostki musza wiec by¢ przenoszone z we-
wnetrznej na zewnetrzng strone blony, gdzie zachodzi polimeryzacja
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i nos$nik lipidowy spetnia w tym procesie podstawowg funkcje (poréwnaj
schemat 3). Niedostateczna znajomos$¢ budowy biony komorkowej utrudnia
doktadne poznanie mechanizmu przenoszenia podjednostek z udziatem
nos$nika lipidowego. Dodatkowg przeszkodg sg trudnosci w oddzieleniu od
btony aktywnych enzymoéw. Badania w tym kierunku prowadzili Hej-
danek iwsp. (18, 19, 20), ktorzy czeSciowo oczyscili i scharakteryzowali
translokaze fosfo-AcNHMur-pentapeptydu katalizujgcg reakcje przenie-
sienia AcCNHMur-pentapeptydu z jego UDP-pochodnej na nosnik lipidowy.

I1l. Sieciowanie liniowych fancuchdéw peptydoglikanu

W reakcji konczacej synteze peptydoglikanu liniowe tancuchy zostajg
potagczone wigzaniami krzyzowymi. Tworzeniu wigzania krzyzowego w
reakcji transpeptydacji (4, 5 30, 50, 77) towarzyszy usuniecie koncowej
reszty D-alaniny w obecnos$ci karboksypeptydazy (29, 31). Dokladne omoé-
wienie tego etapu hamowanego przez penicyline przedstawili Tynecka
(78) i Ruczaj (58).

IV. Uwagi koricowe

Wykorzystanie wewngatrzkomdrkowych prekursoréw do budowy struk-
tur zewnetrznej powierzchni komoérki nie jest charakterystyczne wytacz-
nie dla biosyntezy peptydoglikanow $cian bakterii. W podobny sposob row-
niez i w komdrkach eukariotéw zachodzi formowanie innych nieroz-
puszczalnych powierzchniowych polimeréw ochronnych jak np. celulo-
zy, ksylanéw, chityny itp. Wspdlng cechg tych wszystkich proceséw jest
czynny udziat blony komorkowej. Zapewnia ona utrzymanie okreSlonej
integralnosci biatek enzymatycznych czynnych w cyklicznym mechaniz-
mie ukierunkowanego tworzenia polimeru. Skiadniki lipidowe btony sa
konieczne rowniez dla aktywnosci pewnych enzymow (22) oraz czynne sg
jako nosniki transportujgce prekursory do miejsc wbudowywania w po-
limer.

Na podkreslenie zastuguje, ze zwiazany z btong alkohol C%izoprenoi-
dowy dziatajgcy jako nosnik prekursorow dla biosyntezy peptydoglikandw
nie jest wyjatkiem. ldentyczny zwigzek lub strukturalnie bardzo do nie-
go podobny uczestniczy réwniez w biosyntezie bakteryjnych lipopolisa-
charydéw (80), bakteryjnych mannanéw (62), a najprawdopodobniej takze
bakteryjnej celulozy, celulozy komdrek roslin wyzszych, chityny grzy-
bow, a nawet pewnych zwierzecych glikoproteidow zawierajgcych manno-
ze (12). Jest bardzo prawdopodobne, ze zwigzki izoprenoidowe zdolne do
izomeryzacji cis/trans spetniajg ogolniejsza funkcje przy czynnym trans-
porcie poprzez btony nie tylko komorkowe, lecz rowniez i wewnatrzko-
morkowe.
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Interesujgce jest réwniez wykorzystanie aminoacylo-tRNA w biosyn-
tezie mostkéw sieciujgcych w peptydoglikanach. Z dotychczasowych da-
nych wynika, ze antykodon ma bardzo mate znaczenie dla wigczania ami-
nokwasow w peptydoglikan. Nasuwa sie wobec tego przypuszczenie, ze
i wtym przypadku btona komdérkowa stwarza odpowiednig powierzchnie
rozpoznajacg wihasciwy tRNA i w ten sposéb zapewnia tworzenie mostkéw
sieciujacych o strukturze charakterystycznej dla okreslonych bakterii.
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GRAZYNA TUROWSKA *

Biosynteza steroli roslinnych

Plant Sterols Biosynthesis
Biosynthesis of plant sterols starting from squalen cyclization is reviewed.

Pierwsze prace zajmujgce sie biosynteza steroli prowadzone byly na
organizmach zwierzecych. Podstawowy schemat biosyntezy typowego ste-
rolu zwierzecego, cholesterolu, ustalono juz kilkanascie lat temu. Przez
szereg nastepnych lat uwazano, ze poczatkowe etapy biosyntezy steroli
w organizmach roslinnych do wytworzenia rdzenia steranowego zachodza
w identyczny sposéb jak podczas biosyntezy steroli zwierzecych (21). Do-
Swiadczenia ostatnich lat pozwolity ustali¢, ze biosynteza steroli u roslin
i zwierzat zachodzi jednakowo tylko do momentu powstania utlenionej
pochodnej skwalenu: 2—3 oksydoskwalenu, ktory u zwierzat cyklizuje
nastepnie z wytworzeniem lanosterolu, natomiast u roslin pierwszym
produktem jego cyklizacji jest cykloartenol.

I. Rola cykloartenolu

Prowadzone od wielu lat badania wykazaty, ze lanosterol (wzér I) wy-
stepuje w S$wiecie roslinnym jedynie w soku mlecznym roslin rodziny
Eujorbiaceae (46) i w grzybie Physarum polycephalum (41), natomiast
tréjterpenem powszechnie spotykanym jest cykloartenol (12, 13, 23, 25, 26).

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
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Budowa cykloartenolu (rysunek 1, wzor Il) jest bardzo zblizona do
budowy lanosterolu (I). Jedyna roznicg jest wystepowanie w cykloar-
tenolu piersScienia cyklopropanowego w pozycji 9-10 zamiast wigzania
podwojnego 8-9 w lanosterolu.

Nie wykrywanie lanosterolu w roslinach nie wykluczato jednak moz-
liwosci, ze wystepuje on w nich w $ladowych iloSciach, jako metabolit
posredni. W celu sprawdzenia tej hipotezy przeprowadzono doswiadcze-
nia ze znakowanym HC bezposrednim prekursorem lanosterolu — oksy-
doskwalenem.

Rees iwsp. (51) stwierdzili, ze zwigzek ten, dodawany w warunkach
beztlenowych do frakcji otrzymanej po wirowaniu przy 10000 g homo-
genatu lisci fasoli, przeksztatca sie w cykloartenol z wydajnoscia 2,8%,
natomiast znakowany lanosterol nie powstaje nawet w ilosciach Sladowych.
Rowniez Eppenberger i wsp. (20) stwierdzili, ze reakcja oksydo-
skwalen-cykloartenol zachodzi w warunkach beztlenowych w kulturach
tkankowych tytoniu, a Heinz i Benveniste (32) wykazali, ze naj-
wyzsza aktywnos$é enzymatyczng wykrywa sie we frakcji mikrosomalnej,
otrzymanej z tych kultur. Reakcja jest niezalezna od ATP, zred. NAD
i jonébw Mg2+ W tych warunkach nie wykryto takze $ladow znakowanego
lanosterolu (I) ani parkeolu (llIl) — trzeciego z mozliwych produktéw
cyklizacji skwalenu (schemat 2). Réwniez frakcja mikrosomalna z glonow
Ochromonas malhamensis wykazuje aktywno$¢ enzymatyczng cyklazy
oksydoskwalenu (72% aktywnos$ci w mikrosomach, 28% w supernatancie).
Po potraktowaniu dezoksycholanem sodu aktywnos$¢ przechodzi do super-
natantu, co $wiadczy o zwigzaniu enzymu z btonami mikrosomalnymi (52).

Okazato sie, ze rowniez znakowany octan i mewalonian wigczajg sie
in vivo i in vitro do cykloartenolu, a nie lanosterolu (12, 13, 14, 26).

Ostateczny dowdd, ze cykloartenol jest pierwszym po oksydoskwalenie
metabolitem posrednim na drodze biosyntezy steroli u roslin, a nie po-
wstaje wtornie wskutek izomeryzacji lanosterolu, uzyskali Rees i wsp.
(49). Z lisci ziemniaka, ktorym podawano kwas 2-4C, (4R)-4-3H-mewalo-
nowy, wyodrebnili oni cykloartenol i oznaczyli w nim radioaktywnos¢
pochodzaca z wiaczonego trytu i wegla. Stosunek radioaktywnosci 3H:14C
wynosit tak samo jak w skwalenie, 6:6. Wskazuje to, ze w czasie cykliza-
cji nie jest usuwany zaden atom trytu. Nastepnie wyizolowany cykloar-
tenol izomeryzowano w $rodowisku kwasowym i stwierdzono, ze wytwo-
rzony w tych warunkach lanosterol ma o jeden atom trytu mniej. Stosu-
nek H:UC w tym lanosterolu wynosit 5:6 podobnie jak w lanosterolu,
syntetyzowanym z kwasu 2-4C,(4R)-4-3H mewalonowego w tkankach ssa-
kow (schemat 1). Poniewaz nie jest mozliwe, zeby szésty atom trytu
w cykloartenolu pochodzit ze Srodowiska reakcji, wiec wyniki te byty
jednoznacznym dowodem, Ze cykloartenol w lisciach ziemniaka nie po-
wstaje w wyniku izomeryzacji lanosterolu (49).
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Schemat 1. Wiaczanie znakowanego kwasu 2-14C,(4R)-43H-mewalonowego do skwa-
lenu, cykloartenolu (Il) i lanosterolu (1)
e —“C; T=8&H

Otrzymane wyniki wskazujg ponadto, ze w cykloartenolu wystepuje
atom trytu w pozycji &3 Zdaniem Goodwina cyklizacje oksydoskwalenu
do cykloartenolu zapoczatkowuje atak protonu pochodzacego z grupy kwa-
sowej enzymu. W dalszej kolejnosci zachodzi przesuniecie protonu z po-
zycji 9 w 8 oraz przesuniecia grup metylowych i atoméw wodoru w po-
wstajacym szkielecie sterolu. Utworzony jon karboniowy jest stabilizo-
wany przez grupe aktywng cyklazy oksydoskwalenu, dotgczong w pozy-
cji 19. Usunigcie enzymu umozliwia zamkniecie pierScienia cyklopropano-
wego (24, 49). Mechanizm cyklizacji oksydoskwalenu do cykloartenolu (II),
z uwzglednieniem mozliwosci syntezy lanosterolu (1) i parkeolu (l11), przed-
stawiono na schemacie 2.

Hew lins iwsp. (33) wykazali, ze egzogenny cykloartenol jest prze-
ksztatcany w sterole w kulturach tkankowych tytoniu. Reakcja zachodzi
z wydajnoscig 1%. Po podaniu cykloartenolu znakowanego MC w pozy-
cji 25, radioaktywno$¢ w wytworzonym stigmasterolu (rysunek 2, wzor
XII) wykrywa sie takze w pozycji 25, co wskazuje na jego bezposrednia
synteze z cykloartenolu. Réwniez Hall i wsp. (31) u glonu Ochromonas
malhamensis wykazali in vivo przeksztatcanie cykloartenolu znakowanego

na weglu drugim w 2-4C-poriferasterol (rysunek 2, wzér XVIII) z wydaj-
noscig 13°/o.
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Przedstawione powyzej dane wykazujg, ze naturalnym produktem cy-
klizacji skwalenu u roslin jest cykloartenol a nie lanosterol.

Pozostaje jednak problem syntezy lanosterolu w soku mlecznym Eufor-
biaceae i grzybie Physarum polycephalum, Ponsinet i Ourisson
(46) wykazali, ze u Euphorbia helioscopia radioaktywno$¢ podanego zna-
kowanego octanu wigcza sie zaréwno do cykloartenolu jak i lanosterolu.
Ponadto stwierdzili oni, ze lateks moze przeksztatca¢ dodany znakowany
cykloartenol w lanosterol (47). Wydaje sie wiec, ze lanosterol moze po-
wstawac¢ z octanu w tych roslinach wtérnie — przez izomeryzacje cyklo-
artenolu.

Enz HO
(1r) (1) (Ir)

Schemat 2. Mechanizm cyklizacji oksydoskwalenu do cykloartenolu (I11). Na schemacie
przedstawiono takze mozliwy mechanizm powstawania lanosterolu (1) i parkeolu (I11)
Enz = enzym

HO

~

Okazato sie, ze wiekszo$¢ roslin moze przeksztatca¢ egzogenny lano-
sterol w' sterole (11). W glinach Ochromonas malhamensis jak rowniez
w kulturach tkankowych tytoniu sterole powstajg z lanosterolu z wydaj-
noscig 2—3-krotnie mniejszg niz z cykloartenolu (31, 33). Wyjasnieniem
tych przemian moze by¢ prawdopodobnie wzglednie niska specyficznosé
enzymow przeprowadzajacych cykloartenol w dalsze prekursory steroli.
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Reakcje, ktdre zachodza podczas biosyntezy steroli roslinnych z cyklo-
artenolu to: usuniecie grup metylowych z pozycji 4a, 43 i 14a, podstawie-
nie w pozycji 24 tahcucha bocznego sterolu grupy metylowej, etylowej
lub etylidenowej, otwarcie pierscienia cyklopropanowego, zmiana potoze-
nia wigzania podwojnego w pierscieniu B i redukcja lub zmiana potoze-
nia wigzania podwdjnego w tafncuchu bocznym. Rysunek 1 przedstawia
wyodrebnione z kultur tkankowych tytoniu metylosterole, do ktérych
wilacza sie radioaktywny octan oraz hipotetyczne monole roslinne —
posredniki w biosyntezie steroli (13).

\'W | ]
| ] 1
HO < HO < H
Q1 QZ O |

(10)

(V1)
R1=CH3 R2=CH3
R,=H R2=ch3 (V)
R
|
o R=H (VII)
R=CHy (VII)
B
SR S
HO ~ HO HO l
(IX) ! (X) v (XI)
HoO

: (XXII)

A. Wyizolowane z tkanek tytoniu: cykloartenol (Il), 24-metylenocykloartenol (IV), cykloeukale-
nol (V), obtusifoliol (VI), 24-metylenolofenol (VII), 24-etylidenolofenol (VIII).
B. Hipotetyczne posredniki w biosyntezie steroli: 24-metylenodwuhydrolanosterol (I1X), 4,14
dwumetylozymosterol (X), 30-norcykloartenol (XI), lofenol (XXIII).
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Opierajac sie na pomiarach specyficznej radioaktywnosci w izolowa-
nych zwigzkach Benveniste i wsp. (13) zaproponowali przebieg bio-
syntezy steroli przedstawiony na schemacie 3. Wedlug tego schematu nie
jest istotne, w jakiej kolejnosci zachodzi demetylacja czy wprowadzenie
tancucha bocznego, natomiast otwarcie pierscienia cyklopropanowego na-
stepuje zawsze po doigczeniu grupy metylenowej w pozycji 24. Enzymy
przeprowadzajace pierwsze etapy przemian sg wiec mato specyficzne.

Schemat biosyntezy steroli podany przez Benveniste i wsp. jest rozsze-
rzeniem poprzedniego, zaproponowanego przez Goodwina i wsp. prostsze-
go schematu biosyntezy steroli u ro$lin. Goodw in ijego grupa (23, 25,
30) uwzgledniajgc wystepowanie metylosteroli w réznych roslinach, a tak-
ze wiaczanie radioaktywnos$ci do poszczegélnych metylosteroli (26) podali
kolejne etapy biosyntezy steroli, przedstawione na schemacie 4. Schemat
ten, podobnie jak schemat 3, zaktada otwarcie pierscienia cyklopropano-
wego po dotaczeniu grupy metylenowej do tancucha bocznego, ponadto
wskazuje, ze reszta metylenowa w pozycji 22 dotgczana jest do 24-metylo-
steroli. Usuniecie grupy metylowej z C-14 uniemozliwia wprowadzenie
drugiej grupy metylowej do tancucha bocznego i na tym etapie zachodzi
rozdzielenie biosyntezy steroli CBi C2A Szybkos$¢ poszczegdlnych, przed-
stawionych na schematach reakcji jest r6zna. Najwolniej zachodza: syn-
teza cykloartenolu (), 24-metylenocykloartenolu (rysunek 1, wzér V)
i cykloeukalenolu (rysunek 1, wzor V) (37).

oMoartendl -------- »  2A-metylenocykloartenol------------------- » ooetkalendl -----------=------ » adoiusifoliol —-
(1) (1v) (V) (D)
24 metylendofencl 24-metylenocholest-7 - en- 33-d PBsitosterdl
(V1) _(x1x) ' ()
2-etylicenclofendl 2-etylidenocholest - 7 - en- 3fi - d karmpesterd
(Vi) (XV11) (XX)
------- » stigresterd

(X1

Schemat 4. Biosynteza steroli wedtug Goodwina (cyt. wg 13). Wzory zwigzkéw podano
na rysunku 1 i 2

Il. Demetylacja metylosteroli w pozycjach 4a, 43 i 14a

Kolejnos¢ usuwania grup metylowych w czasie biosyntezy steroli ros-
linnych jest inna, niz podczas biosyntezy cholesterolu u zwierzat. Wedtug
obu podanych wyzej schematéow demetylacja w pozycji 4 zachodzi przed
demetylacjg w pozycji 14 i jest pierwszym lub jednym z pierwszych eta-
pow przemian cykloartenolu. Natomiast podczas biosyntezy cholesterolu
zwierzecego grupa metylowa z pozycji C-14 usuwana jest jako pierwsza.
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Mechanizm demetylacji steroli w pozycji 4 badany byt dotychczas
gtébwnie w organizmach zwierzecych i wiadomo, ze polega on na stopnio-
wym utlenianiu grupy metylowej do karboksylowej i usunieciu jej w po-
staci C02 (34, 44, 45).

Wiadomo rowniez, ze usuniecie grupy metylowej przy weglu 4 wy-
maga obecnosci grupy wodorotlenowej w pozycji 3, przy czym ta grupa
poczatkowo utleniana jest do grupy ketonowej, a nastepnie wtérnie re-
dukowana. Ostatnio Knapp i Nicholas (36) wykazali, ze przy prze-
ksztatceniu znakowanego 24-metylenocykloartenolu (IV) w cykloeukalenol
(V) w skdrce banana zostaje stereospecyficznie usuwana grupa metylowa
z pozycji 4a i jednocze$nie woddr z pozycji 3a. Podobnie Goodwin
i wsp. stwierdzili, ze w czasie syntezy steroli z kwasu 2-MC,(4R)-4-H-
-mewalonowego w siewkach grochu usuwany jest atom trytu z pozycji
3a-prekursorow (3-sitosterolu (XII) (53), a w glonach Fucus spiralis z 3a-
-prekursoréw fukosterolu (rysunek 2, wzér XV) (28).

Mechanizm demetylacji w pozycji 14 badany byt dotychczas wylgcz-
nie w organizmach zwierzecych. Uwaza sig, ze i w tym przypadku grupa
metylowa stopniowo utleniana jest do karboksylowej, a nastepnie usuwa-
na w postaci C02 Proponowane sg dwa mechanizmy demetylacji w tej po-
zycji. Wedtug Frieda i wsp. (22), mechanizm demetylacji moze by¢
analogiczny do mechanizmu usuwania C02z (3(y)A nienasyconych kwasowT
tluszczowych z jednoczesnym przesunieciem podwoOjnego wigzania. Pod-
czas biosyntezy steroli podwojne wigzanie powinno by¢ przesuniete z po-
zycji 8(9A w pozycje 8(14)A Za takim przebiegiem demetylacji u roslin
moze przemawia¢ obecno$¢ steroli o wigzaniu podwdjnym w pozycji 8(14)A
w roslinach Aplopappus heterophyllus i Daemia extensa (24). Jednak obec-
nie bardziej prawdopodobny wydaje sie inny mechanizm opracowany
gtébwnie przez Akhtara i wsp. (5 6, 7, 60), oraz Lutsky’ego
i Schroepf era (42). Wedlug tego mechanizmu u zwierzat pierwszym
etapem jest stereospecyficzne usuniecie protonu z pozycji 15a lanosterolu.
Wytworzony w ten sposéb jon moze utatwia¢ dekarboksylacje z jedno-
czesnym utworzeniem dienu A8Y jako metabolitu posredniego. Dien taki
otrzymano syntetycznie i stwierdzono, ze jest on przeksztatcany w ergo-
sterol (rysunek 2, wzdr XXI) przez drozdze Saccharomyces cerevisae (1).
Dotychczas nie ma jednak danych doswiadczalnych wyjasniajgcych
w sposéb dostateczny wedtug ktérego mechanizmu zachodzi demetylacja
steroli w pozycji 14 w organizmach roslinnych.

I1l. Tworzenie rozgatezienia w pozycji 24 tancucha bocznego steroli
W ostatnich latach wykazano w wielu roslinach obecno$¢ cholesterolu.

Prawdopodobnie jest to jedyny ro$linny sterol C27. Wszystkie inne dotych-
czas poznane sterole ro$linne majg tancuch boczny rozgateziony w pozy-
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cji 24. Wzory najczesciej wystepujacych steroli roslinnych podano na ry-
sunku 2.

(XIV)

(XVII)

(xvin)

(xx1)

Rys. 2. Sterole wystepujace w roslinach: |3-sitosterol (XII), stigmasterol (XIII), a-spi-

.nasterol (chondrillasterol) (XI1V), fukosterol (XV), izofukosterol (XVI), 24-etylddeno-

cholest-7-en-3-[3-0l (XVII), poriferasterol XVIII), 24-metylenocholest-7-en-3-(i-ol
(X1X), kampesterol (XX), ergosterol (XXI) cholesterol (XXII)

http://rcin.org.pl
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Mechanizm wprowadzania grupy metylowej lub etylowej w pozycje
24 tancucha bocznego steroli zaproponowano stosunkowo dawno. W roku
1963 Castle i wsp. (16) stwierdzili, ze siewki grochu wiaczaja radio-
aktywnos¢ ze znakowanej w grupie metylowej metioniny do steroli. Sche-
mat 5 (droga a) przedstawia podany przez Castle mechanizm biosyntezy
rozgatezienia w taincuchu bocznym steroli.

Y
CHs-R* CH3 CH3
2]
ha HY/ HY
A HE o
a /

o
' b
RCH
al(.n 3
CHy-CHg CH—CH3
+
s
a
o {
CH,-C &
& i
/b
A

Schemat 5. Mechanizm wprowadzania grupy etylowej do tancucha bocznego ste-
roli (wg 59)
R-CH3 — metionina

Wedtug schematu jako pierwsza powstaje grupa metylenowa. Nastep-
ne badania potwierdzity, ze jedynie dwa atomy deuteru ze znakowanej
grupy metylowej metioniny wigczajg sie do ergosterolu w Neurospora
crassa (39). Akhtar i wsp. (3) udowodnili, ze grupa metylenowa z eg-
zogennego 24-metylenolanosterolu moze by¢ redukowana do grupy me-
tylowej ergosterolu przez drozdze Saccharomyces cerevisae. Druga grupa
metylowa w reszcie etylowej steroli C2 pochodzi réwniez z S-adenozyno-
metioniny. Wskazuje na to radioaktywnos$¢ reszty etylowej B-sitosterolu
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syntetyzowanego ze znakowanej w grupie metylowej metioniny przez
szatwie (39), liscie kukurydzy (29) i inne rosliny (43). Goad (24) wykryt
cztery atomy trytu pochodzace z radioaktywnej metioniny w poriferaste-
rolu (XVIII) z Ochromonas malhamensis; ich obecno$¢ wskazywata na
biosynteze poprzez przejsciowag forme z tancuchem etylidenowym (dro-
ga b). Zgadzatoby sie to z kolejnoscig przeksztatcen: fukosterol (XV) (3-si-
tosterol (XII), wynikajaca z badan kolejnosci wiaczania znakowanego me-
walonianu do tych zwigzkéw w Euphorbia pepulus (10). Natomiast Len-
fant i wsp. (40) stwierdzili obecno$¢ pieciu atoméw deuteru w stigma-
sterolu (rysunek 2, wzér XIIl) z grzybow Dictyostelium discoideum,
a Tomita iwsp. (59) obecnos$¢ rowniez pieciu atomoéw deuteru w chon-
drillasterolu (rysunek 2, wzor XIV) w Chlorella vulgaris. Wyniki te
wskazujg na mozliwo$¢ bezposredniej biosyntezy etylowego ugrupowania
w tancuchu bocznym bez przejsciowego utworzenia grupy etylidenowej.

Wprowadzenie pierwszej grupy metylenowej wymaga obecnosci wia-
zania podwdjnego w pozycji 24. Wskazuje na to wigczanie przez otrzyma-
ny z siewek grochu preparat enzymatyczny radioaktywnosci ze znakowa-
nej metioniny do lanosterolu i cykloartenolu i brak wigczania do 24,25-
-dwuhydrolanosterolu (54). Wprowadzenie drugiej grupy metylowej nie
wymaga obecnosci tego wigzania i w lisciach tytoniu radioaktywny 24-
-metyleno-22,23-dwuhydrolanosterol (rysunek 1, wzdér 1X) przeksztatca sie
w (3-sitosterol (9).

Schemat wprowadzania grupy etylowej do tancucha bocznego steroli,
zaproponowany przez Castle i wsp. (16), zaktada przesuniecie proto-
nu z pozycji 24 w 25 w czasie dotgczania reszty metylenowej. Fukosterol
wyodrebniany z glonu Fucus spiralis, inkubowanego z mewalonianem

(XV) (XXIV)

Schemat 6. Wiaczanie kwasu 2-14C,(4R)-4-sH mewalonowego do (3-sitosterolu (XI1),
fukosterolu (XV) i stigmasta-5,24 dien-3-(3-olu (XXI1V)
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2-YC,(4R)-4sH, zawierat trzy atomy trytu, podobnie jak (3-sitosterol otrzy-
many z tego samego prekursora w siewkach grochu (53). Fukosterol majac
W pozycji 24 wigzanie podwoOjne musi jednak zawiera¢ tryt w pozycji 23
lub 25. W celu stwierdzenia, w ktorym kierunku zachodzi przesuniecie
protonu, przeprowadzono chemiczng izomeryzacje fukosterolu (XV) do
stigmasta-5,24-dien-3-olu (schemat 6, wzér XXIV). Poniewaz w czasie
reakcji jeden atom trytu zostat usuniety, musiat on znajdowac sie w po-
zycji 25 fukosterolu (28). Rozmieszczenie radioaktywnosci w czasteczce
otrzymanego fukosterolu i jego pochodnej oraz (3-sitosterolu przedstawia
schemat 6.

Podobnie podczas inkubacji nasion sosny z egzogennym lanosterolem
znakowanym trytem w pozycji 24, powstaje radioaktywny 24-etylideno-
-cholesterol. Po degradacji chemicznej stwierdzono, ze w pochodnej tej
znakowany jest wegiel w pozycji 25 (48).

Druga grupa metylowa moze by¢ wprowadzana w pozycje cis lub trans
w stosunku do taincucha bocznego. Produktami tej reakcji beda odpowied-
nio izofukosterol (rysunek 2, wzér XVI) lub fukosterol (XV). Ostatnio
stwierdzono, ze izofukosterol wystepuje powszechnie w roslinach wyz-
szych, natomiast fukosterol w glonach (24).

IV. Otwarcie pierscienia cyklopropanowego

Po wprowadzeniu grupy metylenowej zachodzi otwarcie pierscienia
cyklopropanowego. Goad i wsp. (30) uwazajg, ze w tej reakcji powinna
bra¢ udziat reszta elektroujemna enzymu, na przyktad grupa tiolowa, do-
taczajac sie w pozycji 9. Jednak dotychczas nie ma danych doswiadczal-
nych potwierdzajgcych proponowang przemiane.

V. Zmiana potozenia wigzania podwojnego w pierscieniu B steroli

W wiekszosci roslinnych steroli wystepuje, podobnie jak w choleste-
rolu, wigzanie podwojne w pozycji 5 Reakcje prowadzace do utworzenia
wigzania podwojnego w tej pozycji to izomeryzacja wigzania podwojnego
z pozycji 8 do 7, wprowadzanie wigzania podwojnego przy weglu 5 z wy-
tworzeniem dienu i redukcja wigzania podwojnego w pozycji 7.

Pierwszy etap — izomeryzacja — zachodzi w warunkach beztlenowych.
W reakcji tej, podczas biosyntezy a-spinasterolu (rysunek 2, wzér XIV)
w Camellia sinensis jak réwniez przy biosyntezie poriferasterolu (XVIII)
w glonach Ochromonas malhamensis, eliminowany jest stereospecyficznie
woddr z pozycji 7 @ (55). Reakcja zachodzi wiec podobnie jak w organiz-
mach zwierzecych (61), natomiast inaczej niz u drozdzy, gdzie elimino-
wany jest wodor 7a (4).

Reakcja druga — wprowadzania wigzania podwdjnego w pozycje 5 —
zachodzi w obecnosci tlenu. (3-Sitosterol syntetyzowany in vivo z kwasu



[13] BIOSYNTEZA STEROLI ROSLINNYCH 269

2-14C,(5R)-5-3H mewalonowego zawiera 6 atomdéw trytu (24). Jeden z tych
atoméw zajmuje w (3-sitosterolu pozycje 6fi, co oznacza, ze w czasie
powstawania wigzania A5 eliminowany jest wodor w pozycji 6a. Jedno-
czesnie usuwany jest tez wodér z pozycji 5a, tak wiec wprowadzanie
wigzania podwdjnego przy weglu 5 zachodzi wedtug mechanizmu cis eli-
minacji (schemat 7). Podobny wynik otrzymano badajgc synteze porifera-
sterolu w glonach Ochromonas malhamensis. Wyniki powyzsze wskazuja,
ze reakcja wprowadzania wigzania podwdjnego w pozycji 5 u rodlin za-
chodzi tak samo jak w organizmach zwierzecych (2).

Redukcja wigzania» w pozycji 7 badana byta tylko dla steroli z watroby
ssakow (8).

h3C oht
\' /' T/H
HOOC C c

V V XH

h2 h2

Schemat 7. Wtgczanie kwasu 2-14C,(5R)-5-3H mewalonowego do cykloartenolu (1)
i Psitosterolu (XII)

VI. Wprowadzanie wigzania podwojnego w pozycji 22

Szereg ro$lin zawiera sterole o dodatkowym wigzaniu podwdjnym
w tancuchu bocznym. Na podstawie wiaczania radioaktywnos$ci ze znako-
wanego octanu wiadomo, ze wigzanie to wprowadzane jest w ostatnim
etapie biosyntezy steroli (35). a-spinasterol (XIV), wystepujacy w niekté-
rych rodlinach, zawiera wiazania podwdjne w pozycjach 7 i 22, a po-
wszechnie wystepujacy stigmasterol (XII) — 5 i 22. Teoretycznie wigza-
nie podwojne w pozycji 22 moze byé wprowadzane przed lub po wy-
tworzeniu wigzania w pozycji A5. Problem ten nie zostat dotychczas wy-
jasniony. Wigzanie podwojne w pozycji 22 nie ulega dalszej redukcji (19).
Stereochemie wprowadzania tego wigzania badano przy uzyciu prekur-
sorow podwdjnie znakowanych. Zuzywajac kwas 2MC/5R)-53H-mewalo-
nowy glon Ochromonas malhamensis syntetyzuje poriferasterol, w ktérym
usuniety jest atom trytu z pozycji 23 pro R, natomiast w czasie biosyntezy
z kwasu 2-4C,(2R)-23H-mewalonowego z poriferasterolu usuwany jest tryt
z pozycji 22 pro R. Tak wiec przy wprowadzaniu tego wigzania podwoj-
nego zachodzi, podobnie jak podczas syntezy wigzania w pozycji 5, elimi-
nacja typu cis (56, 57), (schemat 8).

Rowniez wedtug mechanizmu cis usuwane sg atomy wodoru podczas
wprowadzania wigzania podwojnego w pozycji 22 ergosterolu w Aspergil-
lus jumigatus. Jednak w tym organizmie, inaczej niz u Ochromonas mal-
hamensis, usuwane sg atomy trytu z pozycji 23 pro S i 22 pro S (15).
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Schemat 8. Wiaczanie kwasu 2-14C,(5R)-5-3H mewalonowego (A) i kwasu 2-14C,(2R)-
-2-3H mewalonowego (B) do cykloartenolu (Il) i poriferasterolu (XVIII)

VIII. Biosynteza cholesterolu roslinnego

Interesujgcg sprawg jest biosynteza cholesterolu (rysunek 2, wzor
XXII) zidentyfikowanego w wielu roslinach (9, 17, 18, 38, 58). Wydaje sie,
ze cholesterol roslinny jest syntetyzowany réwniez z cykloartenolu, a nie
z lanosterolu. Ress i wsp. (50) zaproponowali droge syntezy choleste-
rolu przedstawiong na schemacie 9.

Z przypuszczalnych prekursoréw cholesterolu w roslinach wykryto
4,14-dwumetylocholesta-8,24-dien-3-(3-0Z, lofenol (rysunek 1, wzdér XXIII)
i A7 cholestenol (27). Jednak problem ten jest dotychczas mato zbadany.

cykloartenoi  -------eeeeeeemececeneceeees » 30i-norcykloartenol -----eeeeeeeeenees » 4,14 mdwumetylocholesta --S 2A - dien-3/3 - ol
(1) (X1)
---------------- » lofenol -~ » cholesterol
(XX 111) (XXI11)

Schemat 9. Hipotetyczny przebieg biosyntezy cholesterolu w roslinach (50). Wzory
zwigzkow podano na rysunku 1 i 2
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ANDRZEJ JERZMANOWSKI *

Wystepowanie i biosynteza poliprenylowych chinonéw roslinnych

Distribution and Biosynthesis of Polyprenoid Quinones in Plants

Recent data on the distribution and biosynthesis of polyprenoid quinones in
plants are reviewed.

Tematyka dotyczaca powstawania, budowy i funkcji chinonéw poru-
szana byta obszernie w kilku opracowaniach monograficznych (14, 20, 21,
32) z dawniejszych lat. W Postepach Biochemii w 1969 roku ukazat sie
artykut Drabikowskiej (7) pt. ,Biologiczne funkcje chinonéw”,
omawiajacy budowe najwazniejszych benzo- i naftochinonéw, miedzy in-
nymi: ubichinonu, plastochinonéw, tokoferoli i witaminy i ich funkcje
w organizmach ro$linnych i zwierzecych. Najnowszym opracowaniem tych
zagadnien jest wydana w 1971 roku pod redakcjg R. H. Thomsona mono-
grafia: Naturally Occuring Quinones (25).

Fakt, iz chinony roslinne, z wyjatkiem ubichinonu, wystepujg gtéwnie
w chloroplastach i sg dobrymi przeno$nikami tadunku nasuwat przypusz-
czenie o ich roli jako przenos$nikéw elektrondw w procesie fotosyntezy.
Nie ulega juz dzi$ watpliwosci, ze okreslong role w fotosyntetycznym
transporcie elektrondw petnig plastochinony (22). Funkcja tokoferoli, toko-
ferylochinondéw i witaminy Kxnie jest jednak doktadnie wyjasniona, cho-
ciaz wiele danych wskazuje na to, ze pod wptywem Swiatta zwigzki te ule-
gajg procesom oksydo-redukcji (6).

W badaniach nad funkcjg chinonéw chloroplastowych pomocne moze
okaza¢ sie wyjasnienie ich wzajemnych powiazan biosyntetycznych oraz
ustalenie ich lokalizacji w chloroplascie.

W niniejszym artykule przedstawione zostang najnowsze dane 0 wy-
stepowaniu i biosyntezie wazniejszych roslinnych chinonéw polipreny-
lowych.

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
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I. Wystepowanie i lokalizacja biosyntezy chinonéw poliprenylowych
w komorce roslinnej

1. Wystepowanie

Najwazniejsze roslinne chinony poliprenylowe przedstawione sg na
rysunku 1. W komorce ros$linnej istniejg dwa rozgraniczone obszary, w kto-
rych wystepuja chinony poliprenylowe. Sg to: a) mitochondria i btony
retikulum endoplazmatycznego, gdzie wystepuje ro$linny ubichinon
i b) chloroplasty, gdzie wystepuje praktycznie cata reszta roslinnych ben-
zo- i naftochinonéw, a wiec plastochinony, tokoferole, tokoferylochinony
oraz witamina K:.

Tablica 1 przedstawia ilosci poszczegélnych chinonéw oznaczone przez
grupe Crane (5, 15, 16, 19) w chloroplastach z lisci szpinaku. W najwiek-
szych ilosciach wystepuje w nich jeden z plastochinonéw, plastochinon A.
W dos¢ znacznych ilosciach wystepuje réwniez a-tokoferol. Ilos¢ pozosta-
tych plastochinonéw, a-tokoferylochinonu i witaminy jest juz wy-
raznie mniejsza, natomiast i y-tokoferylochinony znajdujg sie w ilo-
Sciach Sladowych. Ogélna ilo$¢ plastochinonéw w lisciach szpinaku wy-
nosi okoto 0,09mg/g suchej masy (22). Zawarto$¢ ubichinonu w tych sa-
mych lisciach szpinaku wynosi okoto 0,04—0,05mg/g suchej masy (3).

Tablica 1

Zawarto$¢ chinonéw w chloroplastach lisci szpinaku (wg 5, 15, 16, 19)

Zawarto$¢ w j¢molach na j¢mol

Chinon 8
chlorofilu
Witamina Ki 0,008—0,022
a-Tokoferol 0,05—0,09
(3 i y-Tokoferol 0,01
a-Tokoferylochinon 0,003—0,002
[3-Tokoferylochinon 0,0006
y-Tokoferylochinon 0,0003
Plastochinon A 0,1—0,14
Plastochinon B 0,003—0,025 .
Plastochinon C 0,016—0,025
Plastochinon D 0,009—0,013 !

Ubichinon wystepuje w substrukturach cytoplazmatycznych komorki
roslinnej, biorgc udzial, podobnie jak w komorkach innych organizmow,
w systemach mitochondrialnego i mikrosomalnego transportu elektro-
now (3).

Z lipidowej natury plastochinonoéw i ich funkcji w fotosyntezie wyni-
katoby, ze wystepujg one w potgczeniu ze strukturami btonowymi chlo-
roplastu. Kilku autoréw (1, 12) donosito jednak o wykryciu plastochinonéw
poza strukturg lamelli, w tak zwanych ciatkach osmofilnych (drobne struk-



c-Tokotrienylochinon(z a-Tokotnenolu)d

Rys. 1. Struktury chinondéw roslinnych
a. W roélinach wystepuja PQA, PQB, PQC, PQD ro6znigce sig podstawnikami w tan-
cuchu bocznym, b. W roélinach: n = 9, 10, c. Wystepuja réwniez tokoferylochinony
pochodzace z (3-, y- i 5-tokoferoli, d. Wystepuja rowniez tokoferylochinony pocho-
dzace z (3-, y- i 6-tokotrienoli

http://rcin.org.pl
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tury wykrywane w chloroplascie i charakteryzujace sie zdolnoscig do ad-
sorbowania osmu). W wiekszoséci przypadkéw jednak plastochinony wy-
krywano w lameliach. Lichtenthaler i Calvin (18) stwierdzili
obecno$¢ plastochinonéw we fragmentach bton zawierajgcych chlorofil
i w tak zwanych kwantosomach, a liczni autorzy donosili o wykryciu
wszystkich rodzajéw plastochinonéw w lameliach zupetnie wolnych od
ciatek osmofilnych (4). Obecnie przewaza poglad, ze frakcja, ktdrg moz-
na by okresli¢, jako ciatka osmofilne zawiera raczej przeksztatcone, a nie
lamellarne (czynne w fotosyntezie), formy plastochinonéw (4). Poprzednie
doniesienia mozna ttumaczy¢ duzymi trudnoSciami technicznymi, jakie
wigzg sie z oddzieleniem wspomnianych produktéw przeksztatcen plasto-
chinonéw od wiasciwych plastochinondw.

W ciatkach osmofilnych znaleziono réwniez tokoferole i tokoferylochi-
nony (17).

Crane iwsp. (4 wypowiadajg poglad, ze ciatka osmofilne stanowig
w chloroplascie swoisty magazyn nadmiernych ilosci chinonéw typu toko-
feroli oraz przeksztatconych, nieczynnych juz w fotosyntezie, plastochi-
nonow.

W 1969 roku Lichtenthaler (17) przedstawit wyniki badan nad
stezeniami phinondw w tylakoidach i rozmieszczeniem ich w uktadach
fotosyntetyzujgcych | i Il. Badania przeprowadzano na chloroplastach
lisci lipy, fasoli i szpinaku. Chloroplasty lisci starszych i tych lisci, kt6re
byly wystawione na dziatanie silnego Swiatta, zawieraty podwyzszone
ilosci chinonéw chloroplastowych. Lichtenthaler stwierdzit, ze te nadwyz-
ki chinonéw wystepowaty w ciatkach osmofilnych, znajdujacych sie w
stromie plastydu. Rozmiary i czestotliwos¢ wystepowania ciatek osmofil-
nych wzrastalty wraz ze wzrostem og6lnej ilosci chinonéw w chloroplascie.
Chloroplasty z lisci wyptonionych charakteryzowaty sie zupetnie innymi
ilosciowymi stosunkami chinonéw niz te, jakie wystepuja w chloropla-
stach lisci normalnych.

Z badan Lichtenthalera wynika, ze plastochinon A, luteina i neoksan-
tyna zwigzane sg z uktadem Il fotosyntezy, natomiast {3-karoten, wiola-
ksantyna i witamina Kx wystepujg gtownie w ukitadzie I. a-tokoferol
i a-tokoferylochinon wystepujg réwnomiernie w obu uktadach fotosyn-
tetyzujacych.

2. Lokalizacja biosyntezy

Chinony poliprenylowe skiadajg sie zasadniczo z dwdch czesci: chi-
nonowego rdzenia i poliprenylowego tafcucha bocznego.

Pod koniec lat piecdziesigtych, dzieki pracom Goodwina i wspét
pracownikéw (10, 11) uzyskano wstepne dane o lokalizacji biosyntezy
farncucha poliprenylowegp. Badajac wiaczanie UCOz i 2-UC-kwasu mewa-
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tonowego, bezposredniego i specyficznego prekursora terpenoidow, stwier-
dzili oni w komarce roslinnej obecno$é dwoch, oddzielnych uktadéw syn-
tetyzujacych terpenoidy. Jeden z tych uktaddw zlokalizowany jest w chlo-
roplascie, drugi za§ — w cytoplazmie. Obie drogi biosyntezy terpenoidow
przedstawia schemat 1

CHLOROPLAST CYTOPLAZMA
. COZ :
Octan
‘—/\
Mewalonian Mewalonian
Pirofosforan izopentenylu Pirofosforan izopentenylu
Lancuchy boczne

witaminy K Pirofosforan geranylu Pirofosforan geranylu
i tokoferoli ‘

\ Pirofosforan famezylu Pirofosforan famezylu

Fitol \
\ Skwalen
/ Pirofosforan geranogeranylu Pirofosforan geranogeranylu \
‘ ‘ Trojterpenoidy

Fitoen
Solanezol > Solanezol
Karotenoidy
tancuch boczny plastochinonéw 2 karfcuch boczny ubichinonu

x
:
|
|

Btona chloroplastowa nieprzepuszczalna dla mewalomanu i jego dalszych metabolitu
Schemat 1. Lokalizacja biosyntezy poliprenoidéw w komérce roslinnej

Jedng z podstawowych przyczyn rozdzielenia tych ukfadéw w komor-
ce jest nieprzepuszczalno$é btony chloroplastowej dla kwasu mewalono-
wego i jego dalszych metabolitow na szlaku biosyntezy terpenoidow.
Z przytoczonych prac wynika, ze karotenoidy i fitol sg wytwarzane wy-
tacznie w chloroplascie, natomiast fitosterole poza chloroplastem. Grif-
fith, Threlfall i Goodwin (13) udowodnili, ze réwniez tancuchy
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boczne chinonéw chloroplastowych: plastochinonéw i witaminy Kj sa
wytwarzane »wewnatrz chloroplastu, za$ poliprenylowy taincuch boczny
ubichinonu powstaje poza chloroplastem. Jest to tym bardziej interesuja-
ce, ze zarowno boczny fancuch najczesciej wystepujacego plastochinonu,
jak i fancuch boczny ubichinonu pochodza od takiego samego zwigzku —
45-cioweglowego solanezolu (wzér I).

FRIRGER

8

I

Wymi)enieni autorzy nie uzyskali jednak danych wskazujgcych jed-
noznacznie, ze poliprenylowy tancuch boczny tokoferoli i tokoferylochi-
nonow powstaje wytgcznie w chloroplastach. Znakowanie tych zwigzkéw
radioaktywnym dwutlenkiem wegla byto niewielkie, podczas gdy zwigz-
Ki syntetyzowane w chloroplascie znakujg sie tym prekursorem bardzo
intensywnie. Threlfall i Griffith (26) przypuszczajg jednak, ze
biosynteza tokoferoli i tokoferylochinonéw moze zachodzi¢ z udziatem
niezidentyfikowanego dotychczas zwigzku posredniego wystepujacego réw-
niez w chloroplascie. Poniewaz radioaktywno$¢ wykrywana w tokofero-
lach i tokoferylochinonach jest, nawet po do$¢ dtugim czasie, niewielka,
przemiana tego zwigzku musiataby by¢ bardzo powolna. Ten hipotetycz-
ny zwiazek posredni powinien, podobnie jak [3-karoten lub plastochinony,
znakowac sie intensywnie 4UC02

Kompartamentacja biosyntezy tancuchéw poliprenylowych nie prze-
sgdza jednak faktu, ze takie samo zjawisko zachodzi w przypadku syntezy
rdzenia chinonowego.

Doswiadczenia wykonane w 1967 roku przez Whistance i wsp.
(31), polegajace na podawaniu kilku wybranym roslinom wyzszym (mie-
dzy innymi kukurydzy i fasoli) kwasu p-hydroksybenzoesowego, znakowa-
nego jednolicie izotopem MC wykazaty, ze prekursor ten wbudowuje sie
wyraznie w rdzeA chinonowy ubichinonu, natomiast nie wbudowuje sig¢
wcale w rdzenie chinonéw chloroplastowych. Whistance i wsp.
przypuszczali, ze btona chloroplastowa moze by¢ nieprzepuszczalna dla
kwasu p-hydroksybenzoesowego, podobnie jak dla kwasu mewalonowego.
Przypuszczenie to okazato sie jednak niestuszne. Dalsze badania wykazaty,
ze biosynteza rdzenia chinonowego chinonéw chloroplastowych przebiega
na innej drodze i korzysta z innych zwigzkéw jako bezposrednich prekur-
soréw. Zwigzkami tymi sg kwas p-hydroksyfenylopirogronowy i kwas
homogentyzynowy, ktére moga swobodnie przenika¢ do chloroplastu (29).
Tym niemniej Whistance i Threlfall (29 przypuszczajg, ze
biosynteza rdzenia chinonowego w komérce roslinnej, a przynajmniej jej
dalsze etapy, zachodza oddzielnie w cytoplazmie i w chloroplascie.
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Il. Biosynteza chinonéw poliprenylowych

1. Biosynteza rdzenia chinonowego

Badania Whistance iwsp. (31) oraz Rudneya i Ramana
(24), wykonane zaréwno na organizmach roslinnych jak i zwierzecych,
pozwolity ustali¢, ze kwas p-hydroksybenzoesowy oraz aldehyd p-hy-
droksybenzoesowy sa specyficznymi prekursorami rdzenia chinonowego
ubichinonu. Prekursorem rdzenia ubichinonu okazat sie¢ réwniez kwas
cynamonowy.

Grupy metylowe i metoksylowe przy rdzeniu ubichinonu powstajg
z S-adenozylometioniny (27).

Pochodzenie kwasu p-hydroksybenzoesowego w roslinach Whis-
tance i wsp. (28, 29, 31) wigzali ze szlakiem kwasu szikimowego i cho-
ryzmowego. Kwas p-hydroksybenzoesowy nie znakuje jednak rdzeni chi-
nonowych chinonéw chloroplastowych, chociaz te ostatnie moga powsta-
waé z kwasu szikimowego.

Whistance i Threlfall (28, 29), poszukujagc wasciwych pre-
kursorow chinonoéw chloroplastowych, stwierdzili w 1968 roku, ze atomy
wegla aromatycznego pierScienia tyrozyny i fenyloalaniny mogg byé wy-
korzystywane przez siewki kukurydzy i niektére inne rosliny wyzsze od
biosyntezy rdzenia chinonowego plastochinonu, a-tokoferolu, y-tokoferolu,
S-tokoferolu i a-tokoferylochinonu. Jedna z grup metylowych -CH3 przy
rdzeniu tych chinonéw pochodzi z atomu wegla w pozycji @ tyrozyny.
Pozostate ugrupowania przy rdzeniach plastochinonéw i tokoferoli po-
wstajg z S-adenozylometioniny. Aby wyjasni¢ wigczanie atomu wegla
w pozycji Btyrozyny, Whistance i Threlfall zakfadali, ze jednym z nor-
malnych etapow biosyntezy jest przeksztatcenie tyrozyny w kwas p-hydro-
ksyfenylopirogronowy i wewnatrzczasteczkowe przegrupowanie tego
ostatniego. Tyrozyna moze tez by¢ prekursorem rdzenia chinonowego
ubichinonu — wylacznie jednak atoméw pierscienia. W fasoli do ubichi-
nonu wiacza sie réwniez radioaktywna fenyloalanina.

Przytoczone wyzej dane mozna by podsumowaé w nastepujacy spo-
sob: rdzenie chinondéw poliprenylowych w komérce roslinnej powstajg
na drodze prowadzacej przez kwas szikimowy, moga rowniez powstawaé
z tyrozyny i fenyloalaniny. Kwas p-hydroksybenzoesowy, aldehyd p-hy-
droksybenzoesowy i kwas cynamonowy sg prekursorami rdzenia ubichi-
nonu, nie sg natomiast prekursorami rdzenia chinondw chloroplastowych.

Dalsze badania Whistance i wsp. (28 29, 30) wykazaty, ze kwas
p-hydroksyfenylopirogronowy jest wydajnym prekursorem rdzenia chi-
nonéw chloroplastowych: plastochinonow i tokoferoli. Ci sami autorzy
ustalili, ze rowniez kwas homogentyzynowy jest wydajnym prekursorem
wymienionych chinonéw (28). Kwas homogentyzynowy, ktdérego obecnosé
w ros$linach odkryt Bertel w 1903 roku, moze, jak sie okazato, tatwo
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powstawa¢ z kwasu p-hydroksyfenylopirogronowego (29). W niektorych
mikroorganizmach kwas homogentyzynowy moze réwniez powstawaé w
wyniku orto- i meta-hydroksylacji kwasu fenylooctowego (8). W roélinach
kwas fenylooctowy nie jest jednak prekursorem zadnego z chinonow (30).

Na podstawie wymienionych danych Whistance i Threlfall
(29, 30) zaproponowali ogolny schemat powstawania rdzeni chinonowych
Gukaza
HA TH =~ N\ ¢cooH Viire, Ky
OH ( reftochinony)
'4-  -C
I )
Knes szikimowy
COOH COOH

Schemat 2. Biosynteza rdzeni chinonéw roslinnych

http://rcin.org.pl
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w komorce roslinnej (schemat 2). Wystepujacy w schemacie kwas prefe-
nowy jest naturalnym posrednikiem miedzy kwasem choryzmowym a kwa-
sem p-hydroksyfenylopirogronowym.

Do dzi$ najbardziej niejasny jest szlak, na ktérym powstaje rdzen
naftochinonowy witaminy Wiadomo, ze odgatezia sie on od szlaku
benzochinondéw na etapie kwasu szikimowego, dalsze reakcje nie sg jed-
nak znane.

Whistance i Threlfall (29) przyjmuja, ze szlak biosyntezy
kwasu szikimowego funkcjonuje zaréwno wewnatrz jak i na zewnatrz
chloroplastu. Przypuszczajg oni jednak, jak juz wspomniano, ze w roslinach
wyzszych drogi: kwas szikimowy — witamina Kj oraz kwas p-hydroksyfe-
nylopirogronowy -> plastochinony i zwigzki pokrewne — wystepujg wy-
tacznie w chloroplascie. Natomiast szlak: kwas cynamonowy — kwas
p-hydroksybenzoesowy -> ubichinon funkcjonowatby wytgcznie poza chlo-
roplastem. Przypuszczenia te, jak dotad, nie majg jednak mocnego popar-
cia eksperymentalnego.

Szlak biosyntetyczny rdzenia ubichinonu u ros$lin nie rézni sie od szla-
ku, na ktorym ubichinon powstaje u bakterii i zwierzat (3). U wszystkich
tych organizméw zwigzkami posrednimi sg aldehyd p-hydroksybenzoeso-
wy i kwas p-hydroksybenzoesowy.

W niektorych plesniach wykryto szlak biosyntetyczny wykorzystujacy
do biosyntezy rdzenia chinonowego bezposrednie prekursory kwasow
ttuszczowych — malonylo-CoA i acetylo-CoA (9). Bentley i Lavate
(2) wykazali jednak, Zze chinony tworzone w szlaku octanowo-malonylo-
wym sg rézne od ubichinonu.

Liczne dane doswiadczalne wskazujg na to, ze kwas p-hydroksyben-
zoesowy jest najbardziej powszechnym i wysoce specyficznym prekurso-
rem rdzenia ubichinonu (podobnie, jak kwas mewalonowy jest specyficz-
nym prekursorem terpenoiddow).

2. Pochodzenie poliprenylowego tancucha bocznego

Wszystkie poliprenylowe faricuchy boczne w chinonach roslinnych
powstajg z kwasu mewalonowego (9). Wiele danych wskazuje réwniez
na to, ze dotgczenie tafcucha poliprenylowego do rdzenia nastepuje w mo-
mencie, w ktérym }tancuch osiggnat juz swa ostateczna dtugosé. W chloro-
plascie wystepuje na przyktad 45-weglowy solanezol, z ktérego powsta-
wa¢ moze boczny tancuch plastochinondw. Solanezol produkowany jest
réwniez poza chloroplastem jako prekursor fanicucha bocznego ubichinonu.

tancuch poliprenylowy dotgcza sie do rdzenia prawdopodobnie w for-
mie zaktywowanej, to jest w formie pirofosforanu (23).

Obecnie nie dysponujemy zbyt wieloma danymi o kolejnosci poszcze-
golnych etapow biosyntezy catkowitej czasteczki chinonéw. Dzigki pracom
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Olsena, Parsona i Rudneya oraz Folkersa (cyt. za Rudneyem (23)) mozna
jednak przypuszczaé, ze przynajmniej w przypadku ubichinonu, dota-
czenie kompletnego tancucha poliprenylowego nastepuje w momencie,
w ktérym rdzen chinonowy nie jest jeszcze catkowicie zsyntetyzowany,
brak w nim mianowicie bocznych grup metoksylowych i grupy metylowej
oraz chinonowego uktadu podwdjnych wigzan. Nalezy zatem przypuszczac,
ze juz po dofgczeniu tancucha poliprenylowego nastepuje szereg reakcji
hydroksylacji pierscienia aromatycznego oraz metylacji za posrednictwem
S-adenozylometioniny. Wspomniane prace wykonywano na Rhodospiril-
lum rubrum.

Ciekawy schemat (schemat 3) wzajemnych przej$¢ w grupie roslinnych
tokoferoli i tokotrienoli (patrz rysunek 1) zaproponowali Whistance
i Threlfall (29). Schemat ten przedstawia dwa kierunki przemian:
jeden od tokotrienoli do tokoferoli, zwigzany z wodorowaniem podwdjnych
wigzan w tancuchu poliprenylowym i drugi — od form 5- do a-, zwigza-
ny z metylowaniem rdzenia chinonowego. Przemiany te mogg zachodzi¢
jednoczesnie.

Metylowanie

/ — Tokolnenol \
& — Tokotrienol \ / O(— Tokotrienol
B Tokotnenol

|
I —Tokofe«ol

' /
O — Tokoferol l
\ ’
j}— Tokoferol

l
|
|
|
|
}
‘ | 4

o — Tokoferylochinon

uwodorowanie

— Tokoferol

Schemat 3. Przeksztatcenia tokoferoli i tokotrienoli (wg 29)
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Uwagi kohAcowe

Intensywne badania prowadzone w ciggu ostatnich lat nad biosyntezg
chinondw roslinnych pozwalajg juz dzisiaj opisac¢ i z grubsza zlokalizowac
na terenie komorki szlak biosyntetyczny benzochinonéw. Prace najbliz-
szych Kilku lat pozwolg prawdopodobnie wyjasni¢ réwniez drogi powsta-
wania naftochinonéw w ro$linach.

Kwestig najmniej zbadang pozostaje zatem dokladna lokalizacja chino-
noéw w strukturach subkomérkowych i wynikajace stad, ich ewentualne
powigzanie funkcjonalne z czgsteczkami biatek.
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ZDZISLAW WOJCIECHOWSKI *

Biosynteza karotenoidéw

The Biosynthesis of Carotenoids

Recent investigations on the biosynthesis and metabolism of carotenoids in
higher plants and photosynthetic bacteria are reviewed.

Karotenoidy — czterdziestoweglowe weglowodory terpenoidowe oraz
ich pochodne tlenowe nalezg do zwiazkéw szeroko rozpowszechnionych
w roslinach wyzszych i fotosyntetyzujacych mikroorganizmach. Wiele ty-
powo heterotroficznych mikroorganizmoéw, jak na przyktad drozdze z ro-
dzaju Rhodotorula (70), wytwarza réwniez barwniki karotenoidowe. W ro-
Slinach wyzszych karotenoidy wystepuja we wszystkich tkankach,
a w szczegoélnie duzych ilosciach w tkankach fotosyntetyzujgcych, gdzie
zlokalizowane sg one przede wszystkim w plastydach.

Biologiczna funkcja karotenoiddw nie jest jeszcze w petni wyjasniona,
jednak powszechnie przypisuje sie im wazng role w procesie fotosyntezy.
Postuluje sie miedzy innymi udziat karotenoidow w strukturze lamelli
chloroplastowych (78), oraz absorpcji i przenoszeniu na chlorofil energii
Swietlnej (80). Karotenoidom przypisuje sie takze role w ochronie aparatu
fotosyntetycznego przed utlenieniem (45) i w procesach przenoszenia tlenu
(24, 46). Sugeruje sie réwniez, ze niektore karotenoidy sg prekursorami
kwasu abscysynowego i pokrewnych hormondw roslinnych (68, 69).

Z waznosci funkcji, jakie przypisuje sie karotenoidom w procesie fo-
tosyntezy, wynika stosunkowo duze zainteresowanie zagadnieniem ich
biosyntezy. Celem tego artykutu jest zapoznanie czytelnika z osiggnie-
ciami ostatnich kilku lat na tym polu. Obszerniejsze omdwienie wynikéw
wczesniejszych badan znalezé mozna w wielu wyczerpujacych opracowa-
niach monograficznych (7, 28, 41, 74, 76).

* Dr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétow: MVA — kwas mewalonowy, IPP — pirofosforan
izopentenylu, DAPP — pirofosforan dwumetyloallilu, GPP — pirofosforan geranylu,
FPP — pirofosforan farnezylu, GGPP — pirofosforan geranogeranylu.

8 Postepy Biochemii
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I. Zastosowanie podwdjnie znakowanego (MC i T) kwasu mewalonowego
jako prekursora w badaniach nad biosyntezg karotenoidow

Postep, jakiego dokonano w ostatnich latach w poznaniu biosyntezy
karotenoiddw i innych izoprenoidéw, w znacznej mierze umozliwit zasto-
sowanie jako prekursoréw tych zwigzkéw podwdjnie, stereospecyficznie
znakowanych preparatow kwasu mewalonowego * (27, 29, 37, 52). Niektd-
re przyktady zastosowania tych prekursoré6w w badaniach biosyntezy
karotenoidéw zostang omoOwione w nastepnych rozdziatach. W tym miej-
scu podane beda jedynie pewne niezbedne wyjasnienia teoretyczne.

W czasteczce kwasu (3R)-mewalonowego (I), ktdry jest wspdlnym pre-
kursorem wszystkich izoprenoidéw, w tym réwniez karotenoidéw, znaj-
dujg sie 3 grupy metylenowe. Atomy wegla tych grup sg wigczane do
szkieletu karotenoidowego, natomiast niektére z ich atomdéw wodoru ule-
gaja eliminacji na réznych etapach biosyntezy. W reakcjach enzymatycz-
nych polegajgcych na eliminacji jednego z atomow wodoru z grupy mety-
lenowej mozliwe jest, zgodnie z zasadg Ogstona, stereospecyficzne usunieg-
cie okre$lonego atomu wodoru (pro-R lub pro-S wedtug nomenklatury
zaproponowanej przez Hansona (36) dla oznaczenia pary jednakowych
ligandéw a i a' przy tetraedrycznym atomie Xaa'hd). Atomy wodoru sg nie-
rozréznialne i z tego powodu badanie stereochemii eliminacji wodoru
mozliwe jest tylko wtedy, gdy jeden z tych atoméw zostanie zastgpiony
trytem lub deuterem. Powstaje w ten spos6b nowe centrum asymetrii
i w zwigzku z tym mozliwos¢ istnienia dwoch stereoizomerdw. Na przykitad
przez stereospecyficzne zastgpienie trytem jednego atomu wodoru grupy
metylenowej C-4 w (3R)-MVA otrzymuje sie (3R) [4R,4T]-MVA (ll) lub
(BR) [4S,AT]-MVA (111).

h3ct Ph hc”™ OoH

HOOC\ /CH2CH hocc” c' /C noh
H2/ \ H / \
H H

\Y T

(1 (m)

* Zasady oznaczania konfiguracji bezwzglednej i stosowana terminologia zgodne
z systemem Cahna, Ingolda i Prelonga zostaly przedstawione przez J. Cies$la-
ka (10).
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Metody otrzymywania takich stereoizomeréw opracowali przed kilku
laty gtownie Cornforth i wsp. (12, 13, 23). Obecnie wiekszos¢ ste-
reospecyficznie znakowanych trytem preparatow kwasu mewalonowego
jest dostepna w handlu.

Stereospecyficznie, w okre$lonych pozycjach znakowany trytem MVA,
a ponadto znakowany MC w pozycji 2, znalazt szerokie zastosowanie w ba-
daniach stereochemii przemian polegajgcych na eliminacji wodoru, pod-
czas biosyntezy rozmaitych izoprenoidow, dla ktdrych MVA jest wspdl-
nym prekursorem. Nalezy tu podkresli¢, ze wszystkie atomy wegla C-2
czasteczek MVA, z ktorych wytwarzane sg na drodze biosyntezy szkielety
terpenoidowe, wiaczajg sie do tych szkieletow. Zastosowanie jako prekur-
soréw podwdjnie znakowanych stereoizomerow MVA pozwala na $ledze-
nie losow okreslonych atoméw wodoru umozliwiajagc niejednokrotnie wy-
ciggniecie wnioskéw o mechanizmach zachodzacych reakcji tylko na pod-
stawie zmian stosunku MC/T w produktach biosyntezy, bez koniecznosci
przeprowadzenia ich skomplikowanej, chemicznej degradaciji.

I1. Powstawanie uktadu C4

W ciggu ostatnich kilkunastu lat zgromadzono wiele danych potwier-
dzajacych przedstawiong na schemacie 1 droge biosyntezy uktadéw czte-
roterpenowych. Wykazano, ze w karotenoidach powstajgcych z 1- lub
2-MC-octanu i 2-4C-mewalonianu rozmieszczenie znakowanych atoméw we-
gla jest zgodne z przedstawionym na schemacie ciggiem reakcji (4, 49, 62).

Acetylo-CoA Acetoacetylo - CoA B - hydroksy - B - metylo - glutarylo - CoA
2 NADPzrec(
ATP  AOP 4 P ADP  ATP ADP  ATP 2 NADP
DAPP —a—» |IPP MVA-5PP \ MVA - 5P kwas mewalonowy
C
Cg 5 €0,
IPP PP ) )
dimery zaeja
GPP S PP GGPP - karotenoidy
o Cc20

Schemat 1. Biosynteza 40-weglowych uktaddw izoprenoidowych (wg 72)

Znakowane HMC pirofosforany izoprenylowe: izopentenylu (IPP), ge-
ranylu (GPP), farnezylu (FPP) i geranylogeranylu (GGPP) przeksztatca-
ne sg w niecykliczne i cykliczne karotenoidy w bezkomdrkowych prepa-
ratach z roslin wyzszych i mikroorganizmoéw (3, 42, 58, 63, 66, 72, 73). Do
niedawna wiele dyskusji wzbudzat problem struktury pierwszego 40-we-
glowego zwigzku, powstajagcego bezposrednio w wyniku dimeryzacji
GGPP. Przez analogie do biosyntezy uktadéw tréjterpenowych, w ktorej,

g*
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jak wczesniej wykazano, bezposSrednim produktem dimeryzacji FPP jest
skwalen (IV), przyjmowano, ze jest to 40-weglowy analog skwalenu —
likopersen (V) (35). Likopersenu nie udato sie jednak wykry¢ w wiek-
szosci organizmow, intensywnie wytwarzajgcych karotenoidy, nawet w ta-
kich warunkach doswiadczenia, w ktérych nalezato oczekiwa¢ nagroma-
dzania sie 40-weglowego prekursora barwnych karotenoidéw (18, 31, 51,
79). Z drugiej strony nagromadzenie fitoenu (VI) w komérkach niekto-
rych mutantéw roslin ubogich w barwne karotenoidy (11, 34) oraz w nor-
malnych roslinach przy stosowaniu inhibitoréw karotenogenezy (na przy-
ktad dwufenyloaminy (8)), przemawia za tym, ze fitoen moze byé bezpo-
$rednim produktem dimeryzacji GGPP. Ostatnio Tung-Ching Lee
i Chichester (72) otrzymali czeSciowo oczyszczony preparat enzy-
matyczny z Phycomyces blakesleeanus Kkatalizujgcy synteze fitoenu
z UC-GGPP. Przemiana ta nie wymaga zredukowanych nukleotydéw ni-
kotynamidoadeninowych ani innych zredukowanych koenzymdw, podczas
gdy w procesie dimeryzacji FPP do skwalenu zred. NADP jest niezbed-
ny. W czasie syntezy fitoenu z GGPP nie zachodzi zatem (w odr6znieniu
od syntezy skwalenu) oksyredukcja, z czego nalezy wnioskowa¢, ze liko-
persen nie moze by¢ metabolitem posrednim w tym procesie.

N A N b N (M
AAAAAAAAA W)

N N N N RN N N N (v[)
SMAPAA vI)

Interesujagce w zestawieniu z powyzszymi danymi sg prace Suzue
i wsp. (67) nad barwnikami typu karotenoidowego ze Staphylococcus au-
reus, ktdre — jak sie przypuszcza — majg 30-weglowy szkielet. Mutant
209 P S. aureus nie wytwarzajacy — w odrdznieniu od szczepu dzikiego —
tych barwnikéw, nagromadza bezbarwny weglowodér, tak zwany fitoen
bakteryjny, zblizony spektralnie do fitoenu (64, 65). Zwigzek ten nagro-
madza sie rowniez w komérkach szczepu dzikiego hodowanych na podto-
zu z dwufenyloaming. Blizsze badania wykazaly, ze jest to 21,13-cis-
-heksame"tylotetrakozaheptaen (dehydroskwalen, VII) (67). Bakteryjny fi-
toen, jak wykazano, jest w komorkach S. aureus przeksztatcany do barw-
nych 30-weglowych analogéw karotenoiddw (43).

W ostatnich latach wiele uwagi po$wiecono zagadnieniu stereochemii
proceséw enzymatycznych zachodzacych w czasie syntezy fitoenu z kwa-
su mewalonowego. Goodwin i Williams (33) wykazali, ze fitoen
syntetyzowany w skrawkach korzenia marchwi z 2-uC [4S,4T]-MVA nie
zawiera w ogéle trytu, podczas gdy w fitoenie syntetyzowanym
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z 2-KC[4R,4T]-MVA stosunek HMC/T jest taki sam jak w wyjsciowym
MVA. Taki sam stosunek MC/T znaleziono badajgc synteze fitoenu w in-
nych organizmach roslinnych (31, 32, 33, 83). Na tej podstawie wywniosko-
wano, ze zar6wno w czasie izomeryzacji IPP do DAPP, jak i podczas
kolejnych reakcji kondensacji jednostek 5-weglowych (powstawanie GPP,
FPP i GGPP) stereospecyficznie usuwany jest atom wodoru pro-S (po-
chodzacy z C-4 MVA), natomiast atom pro-R jest zatrzymywany (sche-
mat 2). Taka samg stereospecyficznos¢ wykazujg enzymy Kkatalizujace
analogiczne reakcje podczas biosyntezy skwalenu w watrobie szczura, co
wykazali Cornforth i wsp. (12, 53).

c\ HaC HE  HiC
o+ X
CH,O—P~P C CHyO—P~P Cy CHO-P~F
P il 2 /
,/\C/ N\ i H3C/ ‘\\C{ _A. H 3C/ \C
Tt ks |
Hp Hs Hp Hs Hp
HaG, \C /CH?b-— PP HaC H3C\ e CH3
bt oY C/C\ PP E /\/\/CH?OP~
¥ Ho H3C \C \\/Cb
HR ' H2 / >,
Hs Hr HrR Hs

.
”3C\ Ko ?H:‘

/\/ \/ \/”204’“’

H2 |
R Hp
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Schemat 2. Stereochemia izomeryzacji IPP do DAPP oraz kondensacji jednostek
5-weglowych.
H/j i H~N-atomy wodoru pro-R i pro-S z C-4 MVA.

Stereochemie enzymatycznej dimeryzacji GGPP do fitoenu w prepa-
ratach chloroplastow badata grupa Goodwina (6 81, 82), stosujac
jako prekursory 2-UC[5R,5T]-MVA oraz 2-UC[5TF-MVA. Poréwnanie wig-
czenia obu tych prekursoréw do fitoenu wykazato ze powstawanie central-
nego wigzania podwdjnego w czasteczce fitoenu zwigzane jest z elimina-
cja dwoch atomoéw wodoru przy C-l1 kazdej czasteczki GGPP, ktdre po-
czatkowo byty atomami pro-S przy C5 MVA (schemat 3). W badanych
preparatach chloroplastow 2-MUC[5R,5T]-MVA wiacza sie bowiem do GGPP
i fitoenu bez utraty trytu (stosunek HMC/T wynosi dla GGPP 4:4, dla
fitoenu 8:8), natomiast gdy prekursorem jest 2-UC[5TJ-MVA przy przej-
$ciu od GGPP do fitoenu nastepuje utrata dwdch atoméw trytu (stosunek
YC/T wynosi 4:8 dla GGPP, natomiast 8:14 dla fitoenu) (6).
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He Hs Hp Hs Hg Hs H§ Hg

Schemat 3. Stereochemia biosyntezy fitoenu z GGPP.
H/ji H$—atomy wodoru pro-R i pro-S z C-5 MVA (wg 6).

Jak stwierdzili Cornforth i wsp. (12), w procesie dimeryzacji
FPP do skwalenu w watrobie szczura takze usuwane sg stereospecyficz-
nie dwa atomy wodoru, ktére byty poczatkowo atomami pro-S przy C-5
MVA. | w tym przypadku istnieje zatem analogia pomiedzy stereospecy-
ficznoscig uktadéw enzymatycznych bioracych udziat w biosyntezie szkie-
letu tréj- i czteroterpenowego.

ili. Biosynteza acyklicznych, polienowych karotenoidéw

Wytwarzanie acyklicznych barwnych karotenoiddw zawierajacych
w czasteczce do jedenastu sprzezonych wigzan podwojnych (likopen) za-
chodzi w wyniku stopniowego odwodorowywania czasteczek fitoenu. Wy-
kazano, ze MC-fitoen jest przeksztatlcany w bardziej nienasycone, acyklicz-
ne i cykliczne karotenoidy przez izolowane plastydy (2, 48, 63). W roéli-
nach wyzszych synteza likopenu z fitoenu przebiega na drodze zapropo-
nowanej jeszcze w 1950 roku przez Portera i Lincolna (54), to
jest poprzez fitofluen, ~-karoten i neurosporen (20, 21, 55, 56) (schemat
4 — strzatki ciggte). Niedawno wykazano, prowadzac badania na czescio-
wo oczyszczonych preparatach enzymatycznych z chloroplastéw szpinaku
i chromoplastéw owocow pomidora, ze do wprowadzenia pierwszego pod-
wdjnego wigzania do czasteczki fitoenu (przemiana fitoenu w fitofluen)
konieczny jest NADP. Przeksztatcenie fitofluenu w likopen wymaga za-
rowno NADP jak i FAD (63).

Badania Wiliamsa i wsp. (81) nad biosyntezg likopenu z 2-4C[5R,
5T]- i 2-KUC[5TJ-MVA w owocach pomidora i lisciach fasoli wykazaty, ze
w czasie wprowadzania kazdego nowego wigzania podwojnego do czastecz-
ki fitoenu zawsze eliminacji ulega tylko atom wodoru pro-R (z C-5 MVA),
natomiast zachowywany jest atom pro-S.

Z ostatnich prac Daviesa (14, 15) wynika, ze w Rhodospirillum
rubrum, a by¢ moze takze w innych mikroorganizmach, istnieje odmien-
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Schemat 4. Biosynteza likopenu w roslinach wyzszych (strzatki ciagte) i bakteriach
fotosyntetyzujgcych (strzatki przerywane).

ny mechanizm wprowadzania wigzan podwdjnych do czasteczki fitoenu
(schemat 4 — strzatki przerywane). W kulturach R. rubrum hodowanych
na podtozu z dwufenyloaming stwierdzono mianowicie nagromadzenie
sprzezonego heptaenu — 7,8,11,12-tetrahydrolikopenu. W R. rubrum nie
stwierdza sie natomiast wystepowania y-karotenu. Jak przypuszcza Davies,
7,8,il,22-tetrahydrolikopen zastepuje w R. rubrum ~-karoten. ROznica
w sposobie wytwarzania likopenu u roslin wyzszych i mikroorganizmow
polegataby wiec na réznej kolejnosci wprowadzania wiazan podwdéjnych
do czasteczki fitofluenu.

IV. Biosynteza karotenoidéw cyklicznych

Powszechnie przyjmuje sie, ze cykliczne zwigzki karotenoidowe two-
rzg sie z 40-weglowych acyklicznych prekursoréw. Bezposrednim prekur-
sorem form cyklicznych jest najprawdopodobniej neurosporen lub liko-
pen. Za neurosporenem przemawia fakt wystepowania w roélinach wy-
twarzajacych znaczne ilosci cyklicznych karotenoidow niewielkich ilosci
a- i (3-zeakarotenow, ktorych struktura sugeruje, ze sg one posrednikami
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na drodze od neurosporenu do a- i (3-karotenéw (61, 84) (schemat 5 —
strzatki ciggte). W tym przypadku wytworzenie ostathiego podwdjnego
wigzania w pozycji 7—8 nastepowatoby juz po utworzeniu uktadu cyklicz-
nego (pierscien a- lub (3-jononu) na drugim krafAcu czasteczki i warun-
kowatoby zamkniecie drugiego pierscienia. Z drugiej jednak strony, jak
wykazato wielu autoréw, likopen (znakowany MC lub T) jest przeksztat-
cany w (3-karoten miedzy innymi przez preparaty chloroplastow (22, 39,
47, 79), plastydy owocow pomidora (39, 47, 79) i ekstrakt z tych plastydéw
(47, 48), prawdopodobnie bezposrednio poprzez y-karoten (schemat 5 —
strzatki przerywane). Najprawdopodobniej obie opisane wyzej drogi funk-
cjonujg w roslinach réwnolegle. Badania Tomesa (71) oraz Ray -
mundo i wsp. (57) wykazuja, ze w owocach pomidoréw znajdujg sie
dwa uktady enzymatyczne syntetyzujace (3-karoten, ktére réznig sie wraz-
liwoscig na inhibitory i temperature.

_\ A Vel g\ W\ N
neurosporen
» |‘2H LN
Q/M\\/Y\A(\/p : A VS WL AN o\
frzeakacien LKAV
-2H A Vi 4 Y VO W W a2
=7, likopen
7
/ \\
Y 5 N
» R |
INAIN I I SN
&-karolen &-karolen
T Y fv

\
Q/M/W/@ N 2 0 Y Y YA YA

B- karoten a-karoten

Schemat 5. Drogi biosyntezy a- i (3-karotenu.

Do niedawna zaktadano mozliwos$¢ biologicznej izomeryzacji karotenoi-
dowych pochodnych (3-jononu do pochodnych a-jononu lub odwrotnie.
Anderson i Porter (l)w przedstawionym w 1962 roku schemacie
biosyntezy karotenoidéw zatozyli, ze a-karoten powstaje w roslinach
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w wyniku izomeryzacji (3-karotenu. lzomeryzacje a-karotenu do (3-karo-
tenu mozna tatwo przeprowadzi¢ metodami chemicznymi (44).

Pomystowe eksperymenty przeprowadzone przez Goodwina, Wi l-
liamsa i Brittona (31, 32, 84) wyjasnity, ze biosynteza pierscieni
a- i (3-jonowych odbywa sie niezaleznie i wzajemne przechodzenie tych
uktadéw na drodze izomeryzacji w ro$linach nie zachodzi. Punktem wyj-
Scia w tych badaniach byto stwierdzenie, ze w owocach pomidorow, skraw-
kach korzenia marchwi i kulturach Phycomyces blakesleeanus (3RS)
2-YC[ARAT]-MVA (T/MC = 1:1) wigcza sie do fitoenu bez utraty trytu
(T/4C —8:8) (14). Utrata trytu nie nastepuje réwniez w czasie stopniowe-
go odwodorowywania powstatego fitoenu do likopenu (8). Natomiast w
syntetyzowanym z tego samego substratu (3-karotenie T/MC wynosi 6:8
(31, 84), a w a-karotenie 7:8 (32, 84) (schemat 6).

T T/ MC
fitoen /m/ 8:8
N L 7
B- karoten 6:8
%
ot- karoten 7-8

Schemat 6. Biosynteza karotenoidéw z 2-14C[4RAT]-MVA (T/14C = 1:1).
Na schemacie zaznaczono wytgcznie atomy trytu przy C-6 i C-6' powstatych zwigzkéw.'
Obok podano stwierdzone do$wiadczalnie wartosci T/MC (wg 84).

Wynika stad, ze w czasie zamykania jednego pierscienia (3jonowego
nastepuje utrata jednego atomu wodoru (z pozycji C-6 acyklicznego pre-
kursora), natomiast zamkniecie pierScienia a-jonowego nie jest zwigzane
z eliminacjg atomu wodoru z C-6 prekursora. Wyklucza to mozliwos$c
powstawania a-karotenu na drodze izomeryzacji (3-karotenu. Mozliwos¢
procesu odwrotnego, to jest izomeryzacji uktadu a-jonowego do (3-jono-
wego, wykluczono podajgc skrawkom korzenia marchwi (3RS) 2-UC(2T2)-
-MVA (T/4C = 2:1). Okazato sie, ze wytworzony (3-karoten zawierat wie-
cej trytu (T/IC = 12:8), niz a-karoten (T/MC = 11:.8). Gdyby (3-karoten
powstat w wyniku izomeryzacji a-karotenu, stosunek T/4C w (3-karote-
nie nie moégtby by¢ wyzszy niz w a-karotenie, tj. nie magtby wynosic¢
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wiecej niz 11:8. PierScienie a- i (3-jonowe sg wiec syntetyzowane nieza-
lezne.

Na podstawie omdwionych wyzej wynikdbw Williams i wsp. (84)
podali nastepujacy mechanizm zamykania pierscieni a- i (3-jonowych
(schemat 7):

1. Cyklizacja acyklicznego prekursora inicjowana jest atakiem protonu
przy C-2 prekursora;

2. Stabilizacja powstatego nietrwatego jonu karboniowego nastepuje przez
utrate protonu z C-6 (powstaje uktad (3-jononu) lub z C-4 (powstaje
uktad a-jononu).

\ cace

ukteda- jononu

Schemat 7. Mechanizm cyklizacji do uktadéw a- i (5-jonowych (wg 84).
© — atom pochodzacy z [4R,4T]-MVA.
[Tj — atomy trytu pochodzace z [2T3]-MVA

V. Powstawanie ksantofili

Szeroko rozpowszechnione w roslinach wyzszych tlenowe pochodne
weglowodoréw karotenowych reprezentuja rozmaite typy zwigzkow. W ro-
$linach wyzszych powszechnie wystepujg mono- i dwuwodorotlenowe al-
kohole oraz epoksydy karotenoidowe. W fotosyntetyzujgcych bakteriach
wykryto szereg ketokarotenoidéw. Znane sg réwniez kwasy karotenoido-
we. Ponadto wykryto rozmaite ztozone pochodne alkoholi karotenoido-
wych: etery metylowe, estry i glikozydy. Z najnowszych badan (26, 38,
77) wynikatoby, ze wystepowanie glikozydéw karotenoidowych jest bar-
dziej powszechne niz do niedawna sgdzono.
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Ogromna wigkszo$¢ poznanych naturalnych, zawierajgcych tlen karo-
tenoidéw to pochodne weglowodoréw, o duzym stopniu nienasycenia (liko-
penu, neurosporenu, a- i RB-karotenu). W ostatnich latach stwierdzono
jednak wystepowanie tlenowych pochodnych fitoenu i fitofluenu. Miedzy
innymi wykryto 1,2-epoksydy fitoenu, fitofluenu i ”-karotenu w pomi-
dorach (5) oraz metoksypochodne fitoenu i fitofluenu w kulturach Rhodo-
spirillum rubrum (50). Wprowadzenie atoméw tlenu zachodzi¢ wiec moze
bezposrednio po wytworzeniu uktadu czterdziestoweglowego.

Wiekszos¢ powszechnie wystepujacych w zielonych roslinach ksanto-
fili jest pochodnymi a- lub R-karotenu zawierajgcymi grupe wodorotle-
nowg przy C-3 lub C-3'." Yamamoto i wsp. (86), badajagc biosynteze
luteiny (3,3'-dwuhydroksy a-karotenu) w Chlorella vulgaris przy uzyciu
IsO2 wykazali, ze tlen czasteczkowy jest niezbedny w procesie hydroksy-
lacji. W biosyntezie luteiny i innych alkoholi karotenoidowych biorg wiec
prawdopodobnie udziat oksygenazy. Ostatnio Walton i wsp. (75 pod-
jeli badania nad mechanizmem reakcji hydroksylacji karotenoidow w siew-
kach kukurydzy i owocach Physalis alkekengi, stosujac (3RS)2-MC[5R,5T]-
-MVA oraz (3RS)2-UC[5TA-MVA jako prekursory ksantofili. Przydatnos$¢
tych prekursoréw do badah nad mechanizmem hydroksylacji wynika stad,
ze grupa metylenowa C-3 i C-3' w cyklicznych weglowodorach karote-
nowych, ktére — jak sie przyjmuje — sg bezposrednimi prekursorami
ksantofili, pochodzi z grupy metylenowej C-5 kwasu mewalonowego. Prze-
prowadzone badania pokazaly, ze w czasie biosyntezy luteiny i B-krypto-
ksantyny (3-hydroksy-R-karotenu) grupy -OH wprowadzane sg przez ste-
reospecyficzne zastgpienie atomu wodoru, ktéry byt poczatkowo atomem
wodoru pro-R przy C-5 MVA. Natomiast atom wodoru pro-S (z C-5 MVA)
nie ulega eliminacji w czasie biosyntezy wymienionych ksantofili. Swiad-
czy to wyraznie o tym, ze biosynteza alkoholi karotenoidowych nie zacho-
dzi poprzez odpowiednie ketopochodne, gdyz wtedy musiataby nastgpic
utrata obu atoméw wodoru znajdujacych sie przy C-3.

Biosynteza powszechnie wystepujacych w roslinach wyzszych 5,6-epo-
ksydow karotenoidowych (na przyktad anteraksantyny i wiolaksantyny)
réwniez przebiega z udziatem tlenu czasteczkowego (85, 87). Postulowany
mechanizm tych reakcji przedstawiono na schemacie 8 Wytwarzanie
epoksydow jest prawdopodobnie procesem odwracalnym, z czym niektorzy
badacze wigzg udziatl ksantofili w transporcie tlenu w tkankach foto-
syntetyzujacych (46).

Schemat 8. Przemiana zeaksantyny do anteraksantyny (wg 85).
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Wystepujgce w niektorych roslinach, na przyktad w Capsicum annuum,
karotenoidy zawierajace pierscienie cyklopentanowe (na przyktad kapsan-
tyna) wytwarzane sg z odpowiednich 5,6-epoksydéw, prawdopodobnie
w reakcjach przegrupowania pinakolinowego (9, 19) (schemat 9).

Qv
108 11 =t 0
HO OH L OH

anteraksantyna kapsantyna

Schemat 9. Przypuszczalny mechanizm przemiany anteraksantyny do kapsantyny
w Capsicum annuum (wg 18).

V1. Biosynteza metoksykarotenoidéw w bakteriach fotosyntetyzujacych

Stosunkowo dobrze poznano strukture i drogi biosyntezy karotenoidéw
bakterii fotosyntetyzujacych z rodzajow Rhodospirillum i Rhodopseudo-
monas. Mikroorganizmy te zawierajg wiele acyklicznych, jedno- i dwu-
metoksy karotenoidoéw (15, 16, 17). W warunkach beztlenowych w komor-
kach tych bakterii wytwarzany jest przede wszystkim sferoiden (VIII)
i spirylloksantyna (IX) (30). Tlen grup metoksylowych tych zwigzkéw
najprawdopodobniej pochodzi z wody (40, 60).

W warunkach aerobowych sferoiden i spirylloksantyna przeksztatcane
sg w odpowiednio pochodne ketonowe: sferoidenon (X) i 2-ketospiryllo-
ksantyne (XI) (25, 40, 60). Badania z zastosowaniem 18 2wykazaty, ze tlen
grup ketonowych w tych zwigzkach pochodzi z tlenu czasteczkowego (59).

HyCO

N WRR N N A (VID
H3CO
NN N
NAAA oci, (0
HACOu 1 1 1
(o)
H3C
N P N (XI)
o OCH3

Z obszernych badan dynamiki powstawania karotenoidéw bakteryj-
nych przeprowadzonych przez Eimhj ellen i Jensen (25) oraz
Jensen i wsp. (40) wynika, ze w bakteriach fotosyntetyzujacych sfe-
roiden wytwarzany jest z neurosporenu a spirylloksantyna z likopenu.
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Schemat 10 przedstawia przyktadowo biosynteze sferoidenu z neurospo-
renu w Rhodopseudomonas spheroides (40).

Analogiczne reakcje hydratacji koncowej grupy izopropylidenowej, od-
wodorowania w pozycji 3,4 i metylowania grupy hydroksylowej, zacho-
dzace kolejno na obu krancach czasteczki likopenu, prowadzg do wytwo-

rzenia spirylloksantyny, ktéra jest gtownym karotenoidem w Rhodo-
spirillum rubrum (40).

neurosporen )\\/\)VW\\M/\YWV\Y\/Y
L“H2O

IR NIRRT R RN SN N

L-zn
How
?IRNANN &*\/\/\(\/\/\W

l+CH3
h3o
sferoiden R WA RINN N N

chloroksantyna

Schemat 10. Biosynteza sferoidenu w Rhodopseudomonas spheroides (wg 39 i 40).

Ostatnio stwierdzono, ze w komérkach wymienionych mikroorganiz-
mow wystepuje wiele hydroksy- i metoksykarotenoidéw — pochodnych fi-
toenu, fitofluenu i 7,8,n,J2-czterowodorolikopenu, ktdre — jak wynika
z przeprowadzonych prac, moga by¢ réwniez naturalnymi prekursorami
sferoidenu i spirylloksantyny (14, 15). Zwiazki te nagromadzajg sie
w szczegblnie duzych ilosciach w kulturach hodowanych na podtozu za-
wierajagcym dwufenyloamine, ktéra jest znanym inhibitorem przemiany
fitoenu do likopenu.

Na podstawie powyzszych danych Davies (15) uwaza, ze w rzeczy-
wistoéci biosynteza sferoidenu i spirylloksantyny zachodzi wieloma dro-
gami réwnolegle funkcjonujgcymi (schemat 11).

Przedstawione na schemacie 11 rozmaite drogi biosyntezy sferoidenu
i spirylloksantyny w R. rubrum obejmuja w istocie trzy tylko typy reak-
cji: hydratacje koncowych grup izopropylidenowych, metylowanie grup
hydroksylowych i odwodorowywanie (wytworzenie wigzan podwdéjnych).
Zdaniem Daviesa (15) wielotorowos$¢ drég biosyntezy sferoidenu i spi-
rylloksantyny w bakteriach fotosyntetyzujgcych wynika z niskiej specy-
ficznosci substratowej enzymdw, co powoduje, ze nie tylko neurosporen
i likopen, lecz takze ich mniej nienasycone prekursory ulegajg reakcjom
hydratacji i metylowania.
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ANNA RYCHTER *

W spdiczesne poglady na mechanizm dziatania auksyn i giberelin

The Present Notions on the Mechanisms of Action of
Auxins and Gibberellins

The mechanism of plant growth regulators action on the gene level is discussed
and the recent discoveries postulating the other possibilities of auxin and gibberellin
action are presented.

Wiadomo od wielu lat, ze czynniki natury chemicznej mogg wptywac
na procesy fizjologiczne roslin. Zaréwno najdawniejsze obserwacje doty-
czace zywienia mineralnego roélin, jak i ostatnie badania, zwiazane
z wpltywem zanieczyszczen atmosferycznych i glebowych, sprowadzajg
sie do stwierdzenia, ze obecnos¢ niektorych sktadnikéw w Srodowisku po-
woduje zmiany skitadu chemicznego komorki roslinnej i odmienny prze-
bieg proceséw metabolicznych. Badania nad mechanizmem powstawania
tych zmian weszty na nowe tory z chwilg odkrycia endogennych czynni-
kow chemicznych regulujgcych procesy fizjologiczne: auksyn (wzor 1),
giberelin (wzor 1), cytokinin (wzér I11), endogennych inhibitoréw z grupy
kwasu abscysynowego (wzér IV) i szeregu innych. W.idoczne na wzorach
struktury reprezentujg tylko przedstawicieli omawianych klas regulato-
row. Okres$la sie je wspblng nazwa roslinnych regulatorow wzrostu i roz-
woju lub hormonéw roS$linnych.

ZN mh2- cooh

H

I Kwas indolilooctowy

Il Giberelina A

* dr, Instytut Botaniki, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
Wykaz stosowanych skrotow: IAA — kwas (3indolilooctowy, GA — giberelina,
2,4-D — kwas 2,4-dwuchlorofenoksyoctowy, mRNA — kwas rybonukleinowy infor-

macyjny
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Poznanie budowy chemicznej hormonow roslinnych niewiele jednak do
tej pory pomogto w zrozumieniu funkcji jakie petnig one w roslinie. Efek-
ty dziatania hormonoéw sa réznorodne, a niekiedy rézne hormony powo-
dujg podobne reakcje rosliny. Auksyny na przykfad nie tylko powodujg
wydtuzanie sie komérek, lecz rowniez moga wptywaé na podziaty komor-
kowe. Cytokininy przede wszystkim wywotujg podziaty komoérkowe, lecz
moga takze powodowa¢ wydtuzanie sie komdrek (na przykiad w tkance
lisciowej) (77). Roslinne regulatory wzrostu i rozwoju dziatajg poza tym
w pewnej kolejnosci; cytokininy i gibereliny dominujg raczej we wczes-
nych stadiach rozwoju rosliny, podczas gdy auksyny dziatajg nieco pdz-
niej (62, 119). Stezenie hormondéw w ro$linie zmienia si¢ w czasie jej roz-
woju. Auksyny, gibereliny i cytokininy wspoétdziatajg ze sobg. Wzrost lub
spadek stezenia ktérego$ z regulatorow wplywa na efekty dziatania innych
hormonow (83).

Przyjmuje sie, ze regulacja szybkosci proceséw fizjologicznych zacho-
dzacych w roslinie a nawet powstawanie nowych form morfologicznych
polega na wzglednym zmniejszeniu lub zwiekszeniu aktywnos$ci enzymow
juz istniejgcych, badz na pojawianiu sie nowych aktywnosci enzymatycz-
nych. Z licznych badan wynika, ze wasnie jednym z przejawow dziatania
hormonu jest zwiekszanie sie lub zmniejszanie aktywnosci enzymow.

Wyjasnienie mechanizmu biosyntezy biatka bylo przyczyng podjecia
szeregu badan nad udziatem w nim roslinnych regulatorow wzrostu i roz-
woju. Najwiecej prac dotyczy najlepiej zbadanych hormonéw roslin-
nych — auksyn i giberelin, totez tym dwu grupom zwigzkéw poswieco-
ny jest niniejszy artykut.

I. Auksyny

Kwas (3-indolilooctowy (IAA) jest najdawniej znanym regulatorem
wzrostu i rozwoju roélin. Zwiazek ten oraz niektore jego pochodne zali-
czono do grupy auksyn. Najlepiej poznanym przejawem biologicznym
dziatania auksyn jest szybsze wydtuzanie sie komorek roslinnych. Nie-
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mniej mechanizm tego procesu i charakter pierwszego akceptora auksyny
sg do tej pory w sferze hipotez. W procesie wydtuzania sie komorki bez-
sporna jest rola kwaséw nukleinowych, natomiast coraz czesciej pojawia-
ja sie prace wyrazajace watpliwosci czy wptyw auksyn na synteze kwa-
s6w nukleinowych i bialek jest efektem pierwszorzedowym. Czy auksyny
dziatajg na poziomie genu? Co jest pierwszym akceptorem auksyny i jaki
jest mechanizm jej dziatania?

Zalezno$¢ miedzy dziataniem egzogennej auksyny a metabolizmem
komorki po raz pierwszy wykazat Masuda (60), ktory zauwazyt, ze
wydtuzanie sie koleoptyli owsa pod wplywem auksyny zostaje zahamo-
wane, je$li doda sie do $rodowiska inkubacyjnego rybonukleazy. Wskazy-
wato to na zalezno$¢ miedzy synteza RNA i biatek a procesem wydtuzania
sie komdrek pod wptywem auksyn. W kilka lat pézniej Nooden i Thi-
mann (79) oraz Key (48) wykazali przy uzyciu inhibitorow syntezy
RNA i biatek, ze ciggta synteza RNA i biatka jest niezbednym warunkiem
wydtuzania sie komorek roslinnych zaréwno w obecnosci jak i braku po-
danych z zewnatrz auksyn. Hamowanie wydtuzania sie komorek jest row-
nolegte do procesu hamowania biosyntezy bialek mierzonego intensywnos-
cig wiaczania MC-aminokwaséw (80). Auksyny w stezeniach pobudzaja-
cych wydtuzanie sie komorek hipokotyli soi powodowaly réwniez szyb-
sze wigczanie MC-nukleotydow do RNA, podczas gdy wyzsze stezenia
auksyn, hamujace wydtuzanie sie komdrek, hamowaly takze wigczanie
radioaktywnych nukleotydow do RNA (53). Zmiany poziomu RNA pod
wptywem auksyny byty nieznaczne, natomiast intensywnos$¢ syntezy RNA
zwiekszata sie 2—3-krotnie (15, 53, 106, 108, 109, 120). Dokfadniejsze ba-
dania rodzaju syntetyzowanego RNA, niezbednego w procesie wydtuzania
sie komorek, doprowadzity do wniosku, ze charakterystyka tego RNA
odpowiada charakterystyce informacyjnego RNA (51, 57, 66, 67). Wniosek
ten potwierdzity rowniez doswiadczenia prowadzone przy uzyciu inhibi-
toréw biosyntezy RNA (49, 50). Wykazano mianowicie, ze aktynomycyna
D w niskich stezeniach (inhibitor hamujacy proces transkrypcji) oraz
5-fluorouracyl nie majg wpty”*/u na uwarunkowane przez auksyne wydtu-
zanie sie komorek hamujac rownoczes$nie synteze RNA w 30—60%.

Dalsze badania wykazaty, ze frakcja RNA, ktdrego biosyntezy nie ha-
mujg niskie stezenia aktynomycyny D i 5-fluorouracylu, jest frakcjg o du-
zej zawartosci AMP (52). Bogaty w AMP RNA ma wiele wiasnosci wska-
zujacych na to, ze jest to frakcja RNA informacyjnego (40, 57).

Key i Ingle (52) sadzg zatem, ze do wydiuzania si¢ komérek nie-
zbedny jest tylko RNA o duzej zawartosci AMP, a nie RNA rozpuszczalny
lub rybosomalny. Natomiast ogdlnego wzrostu zawartosci RNA obserwo-
wanego pod wptywem auksyn nie mozna wigza¢ z bezposrednim wplywem
hormonu na wydtuzanie sie komorek.

Zahamowanie procesu wydtuzania sie komoérek po dodaniu z zewnatrz
ktérego$ z inhibitorow biosyntezy RNA nie jest natychmiastowe, a zwykle
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opo6znione o kilka godzin. Przyczynami op6znionego dziatania aktynomy-
cyny D zajeli sie Penny i Galston (86). Stwierdzili oni, ze w pierw-
szym, krotkim okresie indukowanego przez auksyny wydtuzania sie ko-
mérek todyg grochu nie jest konieczna synteza RNA de novo. Przypusz-
czajg oni, ze istnieje MRNA, z ktorym auksyna oddziatywuje bezposred-
nio lub za posrednictwem kofaktora biatkowego. Ze wzgledu na krotki
okres péttrwania mRNA dalsza jego synteza bylaby niezbedna do pod-
trzymania wydluzania sie komorek. Opoéznienie dziatania aktynomycyny
mozna by ttumaczy¢ w ten sposéb, ze inhibitor ten hamuje synteze mRNA,
natomiast nie ma wplywu na istniejacy juz w komoérce mRNA. Hipoteze
te popierajg dane Masudy i Yanagishima (68). Jednak przeciw-
ko roli mRNA jako pierwszego akceptora przemawia fakt, ze dziataniem
rybonukleazy nie mozna skréci¢ okresu op6znienia.

Key i Ingle (51) rozwazajg trzy mozliwosci pobudzania biosyn-
tezy RNA przez auksyny. Po pierwsze auksyny moglyby wptywaé na
synteze lub dostepnos¢ prekursorow RNA, dotychczas nie uzyskano jed-
nak zadnych danych doswiadczalnych popierajagcych te mozliwosé. Po
drugie mogtyby one tak modyfikowa¢ matrycowy DNA, aby synteza RNA
zachodzita szybciej. Ta mozliwos¢ jest dyskusyjna. Nie wydaje sie praw-
dopodobne, zeby auksyny wptywaly na powstawanie nowego, matryco-
wego DNA, bo podziaty komérek pod wptywem auksyn i bez tego wptywu
sg takie same (51). Jednak istnieje mozliwos¢, ze podlegajace transkrypcji
odcinki genomu s3g odblokowywane pod wptywem auksyn (69). Stwierdzo-
no takze (117), ze auksyny moga powodowa¢ zmiany konformacyjne hi-
stonéw. Trzecia z omawianych przez Key i Ingle (51) mozliwosci
wplywania przez auksyny na wzrost syntezy RNA, wydaje sie najprawdo-
podobniejsza. Mianowicie synteza RNA moze by¢ ograniczana przez ak-
tywno$¢ polimerazy RNA i auksyny mogtyby kontrolowa¢ aktywnos$¢
tego enzymu. Pod wptywem syntetycznej auksyny, kwasu 2,4-dwuchloro-
fenoksyoctowego (2,4-D), obserwuje sie zwiekszenie zdolnosci chromatyny
do syntezy RNA, co mozna tlumaczy¢ albo odstonieciem dodatkowych
miejsc na matrycy DNA pod wptywem auksyny albo tez indukcjg (lub
aktywacjg) chromatynowej polimerazy RNA (81, 82). Matthysse
i Phillips (69) wykazali istnienie biatka wigzgcego sie z auksynami.
By¢ moze kompleks auksyna-biatko oddzielajgc sie od matrycy powoduje
wzrost syntezy RNA przez zwigkszenie miejsca na genomie dostepnego
do transkrypcji. Stwierdzenie to popieratoby hipoteze dziatania auksyn
na poziomie genu (110).

W Swietle tych danych wielu badaczy (3, 22, 67, 78, 96, 101, 108) uwaza,
ze do przyjecia jest koncepcja dziatania auksyn poprzez derepresje gendw
a nastepnie indukcje syntezy mRNA, na ktérym z kolei syntetyzujg sie
nowe enzymy niezbedne w procesie wydtuzania sie komorek.

Udoskonalenie metod pomiaru wydtuzania sie komérek pozwolito na
precyzyjne zmierzenie czasu uptywajgcego miedzy podaniem auksyny



[5] DZIALANIE AUKSYN | GIBERELIN 307

a pobudzeniem procesu wydtuzania sie komorki. Uzyskane tg droga dane
wprowadzity czynnik czasu jako nowy, istotny element w rozwazaniach
nad mechanizmem dziatania hormondw ro$linnych.

Czas indukcji syntezy biatka przez czynnik chemiczny via transkryp-
cja lub translacja charakteryzuje sie pewnym okresem zwioki (ang. lag
phase) (7). Okres zwitoki miedzy podaniem czynnika i obserwowanym wzro-
stem zawartos$ci biatka moze byé¢ rézny: dla (3-galaktozydazy u Escherichia
coli wynosi 3—4 minuty, a dla roslin wyzszych najkrotszy okres zwioki,
w przypadku indukcji reduktazy azotanowej, wynosi jedng godzine (2).

Trewavas (108) stwierdzit, ze okres czasu miedzy podaniem IAA
a wzrostem syntezy RNA, mierzonej wigczaniem nieorganicznego fosforu
3P do RNA, wynosi okoto 1 godziny. Precyzyjne pomiary wydtuzania sie
komérek koleoptyli owsa i kukurydzy wykazaty natomiast, ze czas upty-
wajacy od chwili podania IAA do pobudzenia wydtuzania komorki wynosi
w temp. 23° od 10 do 15 minut (26, 91). Nalezy tu zaznaczy¢, ze istnieja
inne efekty dziatania auksyn, ktére obserwowaé mozna jeszcze znacznie
wczesniej, na przykitad ruch protoplazmy, zmiana potencjatu elektryczne-
go, zahamowanie wzrostu w korzeniach, sg widoczne w 1 do 2 minut po
podaniu auksyny (58, 107). Dziesieciominutowe opdznienie mozna wydtu-
zy¢ do 20 minut stosujac jednocze$nie z auksyng cyjanek potasu w niskim
stezeniu lub obnizajac temperature (rysunek 1). Nie mozna go jednak
przedtuzy¢ przez dodanie inhibitoréw biosyntezy biatek: aktynomycyny D
(rysunek 2), puromycyny lub cykloheksimidu (rysunek 3). Na opOZnienie
to nie ma takze wptywu szybkos¢ wnikania IAA: kukurydza pobiera IAA

/? (
IAA, 26,5°C

/'/———-
18,9
| RN R Ve Moy 3 ¥ L ) AR T Lo TR WS I (TP KB v
= =S ECAAT MO e (el A Y80 6

Czas w minutach

IAA, 17.7C

Rys. 1. Szybkos$¢ pojawiania sie reakcji na IAA u koleoptyli owsa inkubowanych
w réznych temperaturach (wg 26).

Na gérnej krzywej wode o temp. 26,5° zamieniono na roztwér IAA (3 ng/ml) o tej samej
temperaturze w czasie wskazanym strzatkg. Na dolnej krzywej wode o temp. 265° zamieniono
na wode o temp. 18,9° (pierwsza strzatka) a nastepnie na roztwér IAA o temp. 17,7° (druga
strzatka).
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na szybko$¢ pojawiania sie reakcji na

IAA u koleoptyli owsa (wg 26).

Krzywa A i B —szybkos$¢ pojawiania sie
reakcji na IAA dodanego w miejscu wska-
zanym strzatkg po 1 godzinnej inkubacji
koleoptyli owsa z woda (krzywa A) lub z
aktynomycyng D o stez. 20 ng/ml (krzywa B).

Krzywa C i D —poréwnania szybkosci
pojawiania sie reakcji na auksyne u Kle-
optyli owsa przeniesionych z wody do roz-
tworu IAA (krzywa C) oraz z wody do roz-
tworu aktynomycyny D (20 ng/ml) a nastep-
nie po 20 min. z powrotem do roztworu
aktynomycyny D z IAA o stez. 10 pg/ml
(krzywa D).

indukowane przez auksyny wydtuzanie sie

segmentéw koleoptyli owsa (wg 26).

Krzywa A —kontrola, koleoptyle owsa in-
kubowane w roztworze IAA (3 ng/ml).

Krzywa B —cylkoheksimid (5 ng/hl) dodano
w czasie wskazanym strzatka, nastepnie koleop-
tyle przeniesiono (czas wskazany strzatka) do
roztworu zawierajgcego cykloheksimid (5 jjg/ml)
i 1AA (10 ng/ml).

Krzywa C—cykloheksimid (10 fig/ml) do-
dany w tym samym czasie (strzatka) co IAA
(3 ng/ml).

Krzywa D —cykloheksimid (10 ng/ml) do-
dany (strzatka druga) po inkubacji koleoptyli
w roztworze IAA (3 ng/ml).

trzy razy szybciej niz pszenica a obserwuje sie ten sam okres zwiloki (27).
Nissl i Zenk (75) badali wptyw réznych stezen IAA na czas op0Oz-
nienia mierzony do chwili uwidocznienia sie statego przyrostu diugosci
komorek. Stwierdzili oni, ze wysokie stezenia IAA i podwyzszona tempe-
ratura moga opoOznienie prawie catkowicie zredukowa¢. Natomiast usunie-
cie auksyny z roztworu, w ktérym inkubowane sg koleoptyle kukurydzy,
powoduje zahamowanie wzrostu elongacyjnego w ciggu 10 minut (25).

Ze wzgledu na znacznie krétszy okres czasu, uptywajacy od podania
IAA do rozpoczecia wydtuzania sie komorki, niz okres czasu od podania
IAA do wzrostu syntezy RNA, nie jest prawdopodobne, ze auksyny powo-
dujg wydtuzanie sie komdrek poprzez indukcje syntezy mRNA lub biatka
enzymatycznego.

Mimo wyzej przytoczonych danych Evans i Ray (26) nie wyklu-
czajg jednak mozliwosci dziatania auksyn na poziomie translacji i indu-
kowania syntezy biatka strukturalnego, by¢ moze biatka strukturalnego
$ciany komérkowej. Evans i Hokanson (25) przypuszczaja, ze sta-
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ty poziom biatka strukturalnego, ktérego synteza bytaby indukowana
przez auksyny, jest niezbedny do rozluzniania sie $cian komdrkowych,
a co za tym idzie, do wydtuzania sie komérek.

Do podobnych wnioskéw dochodza Nelson i wsp. (74). Badali oni
wptyw inhibitorow syntezy RNA i bialek na indukowane przez auksyny
wydtuzanie sie hipokotyli stonecznika. Wydtuzanie sie hipokotyli hamo-
waty wszystkie badane inhibitory. Jednakze 8-azaguanina i aktynomycyna
D hamowaty wydtuzanie sie komdrek dopiero po 1 godzinie, a cyklohek-
simid w czasie krétszym niz 20 minut. Nelson i wsp. (74) uwazaja,
ze o ile nie jest mozliwe, aby auksyny dziataty bezposrednio na proces
transkrypcji, to prawdopodobnie mogg one stymulowac¢ synteze biatka
(proces translacji), ktéra jest niezbedna dla dalszego wydtuzania sie ko-
marki.

Barkley i Evans (4) badajac wptyw auksyn na wydtuzanie sie
etiolowanych todyg grochu wykazali, ze pierwsza reakcjg rosliny na po-
danie auksyn jest natychmiastowe zahamowanie wzrostu. Zahamowanie
to trwa¢ moze okoto 10 minut i potem nastepuje gwattowne wydtuzanie
sie odcinkéw todyg grochu, czterokrotnie wieksze niz przed podaniem
auksyny. Proces wydtuzania moze by¢ zahamowany przez cykloheksimid
lub aktynomycyne D. W przypadku aktynomycyny D konieczne byto
jednak 3-godzinne preinkubowanie odcinkéw todyg z tym antybiotykiem
przed podaniem IAA. Wskazuje to na znacznie wolniejsze pobieranie akty-
nomycyny D w poréwnaniu z cykloheksimidem. Te dane o dziataniu
aktynomycyny D sg sprzeczne z cytowanymi juz danymi Pennego
i Galstona (86). Barkley i Evans (4) stwierdzaja, ze oba
antybiotyki nie majg wptywu na przediuzenie 10-minutowego okresu
zwitoki po dodaniu IAA, pomimo, ze hamujg wydtuzanie sie komorek.
A zatem prawdopodobnie pierwszy etap dziatania auksyny na wydtuzanie
sie komorki nie jest zwigzany z bezposrednim pobudzaniem przez auksyny
syntezy biatka enzymatycznego specyficznego dla wzrostu. Stwierdzenie
to jest czesSciowo sprzeczne z poprzednio formowanymi wnioskami (25).

Jednym z przejawdw dziatania auksyn jest zmiana mechanicznych
wiasciwosci $ciany komoérkowej. Rozluznianie sie struktury $cian komor-
kowych pod wptywem auksyn jest procesem odwracalnym (18, 19). Auk-
syny nie majg wptywu na potencjat osmotyczny komérek (5), natomiast
indukujg zmiany przepuszczalnosci protoplastu (21).

W pewnych warunkach doswiadczalnych (niskie stezenie IAA —
2*10~7 M, krotkie, 4 mm odcinki koleoptyli) mozna zaobserwowac¢ wplyw
auksyn na wydtuzanie sie komérek juz po 1—2 minutach. Réwniez w tak
samo krdtkim czasie moze wystepowa¢ hamowanie wzrostu przez wysokie,
niefizjologiczne stezenia IAA (92). Wysunieto przypuszczenie, ze pierwszy
etap dziatania auksyn moze by¢ zwigzany z blong cytoplazmatyczng (20,
71, 93). Mozliwe, ze pierwotne dziatanie auksyn polega na stymulacji
zmian transformacyjnych blon. Zmiany te mogg zachodzi¢ na skutek



310 A. RYCHTER [81

specyficznego, niekowalencyjnego wigzania sie auksyny z akceptorem
biatkowym blony (na przyktad z adenozynotrdjfosfataza) co powoduje
zmiany konformacyjne tego biatka (schemat 1) (37). Poczatkowe oddzia-
tywanie auksyn wigzatoby sie w ten sposob z pewnym etapem w ich trans-
porcie (30, 37, 93).

Masuda i Kamisaka (61, 64, 65) reprezentujg w swych ostatnich
pracach poglady przeciwstawne do przytoczonych wyzej. Sg oni zdania,

a
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l 1AA
SR P e
/
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Schemat 1. Mechanizm wigzania auksyny z hipotetycznym akceptorem na przyktadzie
zmian konformacyjnych biton komoérkowych (wg 37).

a—dwa odwracalne stany konformacyjne lipoproteinowego protomeru btony,

b — (przekrdj poprzeczny) —ligand (IAA) wigze sie wybidrczo z protomerem w stanie Il
Fakt, ze miejsce wigzania IAA w stanie | jest na zewnatrz, a w stanie Il na wewnetrznej
stronie btony, powoduje podczas zmian konformacyjnych protomeréw przenoszenie ligandu (IAA).

¢ —Rzut powierzchniowy (czesci btony z podjednostkami jak powyzej) —protomery po-
wigzane sg w sie¢ btony. Stan protomeréw warunkuje konformacje protomerdw sasiadujgcych
a réwnocze$nie whasnosci (przepuszczalnos¢) btony.
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ze pierwotnym dziataniem auksyn jest ich wptyw na synteze RNA. Wplyw
ten obserwuje sie nawet podczas stresu osmotycznego, a jest on znoszony
przez antyauksyny. Synteza RNA zwieksza sie juz po 10 minutach, a wiec
rébwnolegle z przyrostem dtugosci komorki. Masuda i Kamisaka
(65) w nastepujacy sposéb formutujg swojg robocza hipoteze dziatania
auksyn: auksyny zwiekszajg aktywno$¢ matrycowego DNA powodujac
tym samym wzrost syntezy pewnych typow RNA, a nastepnie pewnych
biatek, ktérymi moga by¢ enzymy rozkladajgce Sciane komorkowag na
przyktad [3-1,3-glukonaza (63, 105) lub a-glukonaza (38).

Podsumowujac opisane tutaj, czesto przeciwstawne, poglady nalezy
stwierdzi¢, ze poczatkowe oddziatywanie auksyn na proces wydtuzania ko-
morek pozostaje niewyjasnione. Nie ma przekonujacych danych doswiad-
czalnych o dziataniu auksyn na $ciane komorkowsg via synteza RNA ani
danych wykluczajgcych liczne hipotezy, ktére dopatrujg sie raczej wplywu
auksyn na biatka enzymatyczne lub strukturalne. By¢é moze auksyny
dzialajg rownolegle na kilka proceséw uczestniczacych we wzroscie ko-
mérki roslinnej. Ponadto nalezy réwniez zwrdci¢ uwage, ze omdéwione
powyzej dane doswiadczalne uzyskano w roznych laboratoriach, w od-
miennych warunkach i na r6znym materiale roslinnym. Nie mozna wy-
kluczy¢ (choé wydaje sie to mato prawdopodobne) oddziatywania auksyn
réznymi drogami lub z r6zng intensywnoscia, zaleznie od gatunku rosliny.

Il. Gibereliny

Badania nad budowg i aktywnoS$cig biologiczng drugiej duzej grupy
roslinnych regulatorow wzrostu i rozwoju — giberelin — siegaja lat trzy-
dziestych naszego stulecia. Gibereliny odkryte zostaly przez Japonczykdéw
jako substancje wytwarzane przez grzyb Giberella fujikuroi. Siewki ryzu
zakazone tym grzybem maja nadmiernie wydtuzone todygi oraz liscie
i po jakim$ czasie obumierajg. Dalsze badania doprowadzity do wyodreb-
nienia gibereliny A w krystalicznej postaci oraz do stwierdzenia, ze u roslin
wyzszych wystepuje szereg giberelin, ktore peinig role roslinnych regula-
toréw wzrostu i rozwoju (72, 87, 89, 103, 118). Badania nad mechanizmem
dziatania giberelin rozpoczeto przed 10 lat. Yomo (121) oraz Rad ley
(90) stwierdzili, ze czynnik produkowany w zarodku ziaren jeczmienia,
a powodujgcy wzrost aktywnos$ci a-amylazy w warstwie aleuronowej jest
gibereling. Yomo (122) oraz Pal eg (84) niezaleznie wykazali, ze
giberelina w stezeniu 10-10 M powoduje taki sam wzrost aktywnosci
a-amylazy w izolowanych warstwach aleuronowych jak in vivo podczas
kietkowania catego nasienia. Warstwa aleuronowa nasion zb6z jest po-
jedyncza warstwa nie dzielagcych sie komdrek tryploidalnych. Jest ona
wrazliwa na stezenia gibereliny w zakresie od 10“7do 10 _11M. Wydawato
sie wiec, ze jest to idealna tkanka do badan mechanizmu dziatania czynni-
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kéw wzrostowych (112, 115). Inkubowanie warstw aleuronowych jeczmienia
w roztworze gibereliny powoduje pojawianie sie i innych, oprécz a-amy-
lazy, aktywnos$ci enzymatycznych: proteaz (8, 41, 95, 123), rybonukleaz
(17) oraz |3-glukonazy (59).

Okres wzrostu aktywnos$ci a-amylazy, regulowanego przez gibereline,
moze by¢ podzielony na dwie fazy. Pierwsza to 8—10 godzinny okres
zwioki (ang. lag phase). Nastepny etap to gwattowny wzrost aktywnosci
a-amylazy (17). Jednakze wzrost aktywnos$ci a-amylazy nie jest pierwszg
reakcjg tkanki na podang gibereling. Po 1—2 godzinach inkubacji warstw
aleuronowych w roztworze gibereliny Jones (43, 44) zauwazyt zmiany
w ultrastrukturze komérek: ziarna aleuronowe zwiekszaty swoja objetosé
i tracity sferyczny ksztalt, a ponadto stwierdzit zwiekszenie sie hydrolizy
biatek zapasowych ziaren aleuronowych.

Wzrost aktywnosci a-amylazy powodowany przez gibereline moze by¢
zahamowany przez brak tlenu, dwunitrofenol, inhibitory biosyntezy bial-
ka (8, 85, 111) oraz inhibitory biosyntezy RNA (16, 17, 113). Wskazywatoby
to, ze wzrost aktywnosci a-amylazy moze by¢ wynikiem syntezy tego en-
zymu. Wiaczanie znakowanej leucyny, alaniny, proliny i treoniny do
a-amylazy (113) potwierdzito to przypuszczenie. Klasyczne doswiadczenie
Filnera i Varnera (28) z uzyciem wody znakowanej ciezkim tle-
nem wykazato w przekonywujacy spos6b, ze cata amylaza powstajaca
podczas inkubacji warstw aleuronowych jeczmienia z gibereling jest pro-
duktem syntezy de novo. Jedynym zréclem aminokwaséw do syntezy
nowego biatka w warstwie aleuronowej sg aminokwasy bedace produkta-
mi hydrolizy bialek zapasowych. W czasie hydrolizy tych biatek w obec-
nosci H2B), ciezki tlen bedzie wigczany do grupy karboksylowej kazdego
aminokwasu.

H-®
biatko zapasowe ------- >RCH(NH2COB®H — amylaza-IsO

Biatko syntetyzowane z tych aminokwaséw ma wystarczajaco duza ge-
sto$¢ spowodowang obecnoscig ciezkiego tlenu w grupach karbonylowych
wigzan peptydowych, aby wystapito jego przesuniecie w stosunku do
M-biatek podczas wirowania w gradiencie stezen chlorku cezu (39). Takie
przemieszczanie a-amylazy wytworzonej w obecnosci HZ&® w stosunku
do a-amylazy powstatej wobec HD stwierdzili Filner i Varner
(28) (rysunek 4). Technike te dostarczajgca jednego z najbardziej przeko-
nywujacych dowod6éw na synteze de novo enzyméw Jacobsen i Var-
ner (41) zastosowali rowniez do badan innych enzyméw warstwy aleu-
ronowej a Gientka-Rychter i Cherry (33) do izocytrazy.

Ustalenie, ze indukowana przez gibereling synteza a-amylazy jest syn-
tezg de novo nasuwato przypuszczenie, ze moze ona by¢ zalezna od in-
dukowanej przez gibereliny syntezy RNA (11). Aktynomycyna D, inhi-
bitor syntezy mRNA, dodana jednoczesnie z gibereling podczas inkubacji
warstw aleuronowych, nie hamuje catkowicie syntezy a-amylazy. Inhibi-
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tor ten dziata skuteczniej jesli dodaje sie go do roztworu 12—14 godzin
wczesniej niz gibereline, natomiast nie ma wcale wpitywu, jesli doda sie
go 6—12 godzin pdzniej (114). Wrazliwos$¢ uktadu syntetyzujacego a-amy-
laze na aktynomycyne D tylko w czasie pierwszych kilku godzin po
dodaniu gibereliny wskazywataby, ze giberelina indukuje powstawanie
pewnej frakcji RNA niezbednej do syntezy a-amylazy. Jesli bytaby to
jedyna funkcja gibereliny, to obecnos¢ hormonu przez kilka pierwszych
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Rys. 4. Rozdzial radioaktywnosci (3H) (~—e+—) i aktywnosci (x— x) a-amylazy

w wyniku wirowania w gradiencie stezen chlorku cezu * (wg 17).

A. Wynik wirowania mieszaniny nieznakowanej a-amylazy (indukowanej
w H2160) i preparatu handlowego oczyszczonej a-amylazy, znakowanej 3H.

B. Wynik wirowania mieszaniny a-amylazy indukowanej w obecnosci H28
oraz podobnie jak powyzej, preparatu handlowego oczyszczonej a-amylazy znakowa-
nej 3H.

* Gesto$¢ wzrasta od lewej strony.
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godzin w roztworze, w ktdrym inkubowano warstwy aleuronowe, powinna
wystarczy¢ do utrzymania statej szybkosci syntezy a-amylazy. Chris-
peels i Varner (17) wykazali jednak, ze dla utrzymania maksymal-
nej intensywnosci syntezy tego enzymu giberelina musi by¢ obecna przez
caty czas w roztworze. Jednakze je$li inkubuje sie warstwy aleuronowe
przez 7 godzin z gibereling, a potem przez 9 godzin bez gibereliny, po
czym ponownie doda sie gibereling, synteza a-amylazy zwieksza sie na-
tychmiast, bez 6—8 godzinnego okresu zwioki obserwowanego przy pierw-
szym dodaniu hormonu (rysunek 5).
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Rys. 5. Wpltyw usuniecia gibereliny z Rys. 6. Wptyw c¢ykloheksimidu na syn-
roztworu i powtérnego jej dodania do teze a-amylazy (wg 17).
mieszaniny inkubacyjnej (wg 17).
Warstwy aleuronowe inkubowano przez Warstwy aleuronowe inkubowane byty
7 godzin w 05 (iM roztworze GA. Giberelina w 01 (tM roztworze GA przez U godzin. Po
nastepnie byta usuwana z roztworu a tym czasie dodawano do roztworu cyklo-
warstwy aleuronowe jeczmienia inkubowane heksimid.

z GA lub bez GA.

W przeciwienstwie do aktynomycyny D, ktéra dodana po 8 godzinach
inkubacji warstw aleuronowych z gibereling nie hamuje aktywnosci
a-amylazy, cykloheksimid jest skutecznym inhibitorem (rysunek 6). Dane
te wskazywatyby, ze giberelina moze dziata¢ na poziomie translacji. Dane
o wpltywie gibereliny na wigczanie MC-urydyny, MC-adeniny i 3 do RNA
(11, 114) nie Swiadczg jednak w sposob przekonywujacy o udziale gibe-
reliny w regulacji szybkosci syntezy RNA. By¢ moze do wykazania takiego
efektu konieczne jest dalsze udoskonalenie metod ekstrakcji i frakcjono-
wania kwaséw nukleinowych (17).
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Bonner (6) uwaza, ze doSwiadczenia Varnera i wsp. potwierdzajg
hipoteze o dziataniu czynnikbw wzrostowych na poziomie genu, jednak
wedtug Chandra i Duynstee (10) dotychczas uzyskane dane nie
precyzujg czy gibereliny dziatajg na proces transkrypcji czy translacji.

Aktynomycyna D hamuje szereg efektéw dziatania giberelin, podobnie
jak w przypadku auksyn (1, 48, 55, 79, 97, 116). Czesto interpretuje sie
to jako dowod, ze czynnik wzrostowy wptywa na synteze mRNA. Wydaje
sie jednak, ze na podstawie wynikéw doswiadczen z inhibitorami bio-
syntezy RNA nalezy bardzo ostroznie formutowaé wnioski o mechanizmie
dziatania substancji wzrostowych. Natomiast hamowanie syntezy a-amy-
lazy przez aktynomycyne D moze oznacza¢ z pewnos$cia, Ze synteza za-
leznej od DNA frakcji RNA musi poprzedzi¢ efekt dziatania substancji
wzrostowej manifestujgcy sie syntezg biatka enzymatycznego. Poniewaz
wiadomo, ze synteza wszystkich trzech gtéwnych rodzajéw cytoplazma-
tycznego RNA zalezna jest od DNA, synteza przynajmniej jednego z nich
jest niezbedna do uwidocznienia efektu dziatania hormonu. Poza tym
istnieje mozliwo$é, ze indukowana przez czynnik wzrostowy synteza en-
zymu zwieksza szybko$¢ przemian (ang. turnover) jednego z rodzajow
RNA biorgcego udziat w syntezie tego enzymu. Wtedy synteza jednej
z tych frakcji RNA bytaby niezbedna dla powstania koncowego efektu
dziatania czynnika wzrostowego, a aktynomycyna D hamowataby ten pro-
ces, chociaz poczatkowe jej dziatanie nie dotyczyto procesu transkrypcji.

Chen i wsp. (13, 14) wykazali, ze w kietkujagcych zarodkach owsa
przez pierwsze 12 godzin nie zachodzi transkrypcja, jednakze biosynteza
biatka zaczyna sie juz w 30 minut po imbibicji. Chen i Osborne (12
stwierdzili, ze w ciggu pierwszych 12 godzin kietkowania giberelina nie
indukuje biosyntezy RNA, natomiast pobudza biosynteze biatka. Wycig-
gaja oni stad wniosek, ze giberelina dziata na poziomie translacji, jednak-
ze do jej dziatania jest niezbedny nie zidentyfikowany dotychczas posred-
nik typu biatkowego.

Ze wzgledu na specyficzno$¢ oddziatywania giberelin na aktywnosci
réznych enzymoéw (41), wydaje sie mato prawdopodobne, aby te czynniki
wzrostowe dziataty w postaci wolnej. Poznanie charakteru czynnikéw
wigzacych gibereliny w tkankach roslinnych w aktywny kompleks oraz
poznanie natury tego wigzania bytoby z pewnoscig pomocne w poznaniu
mechanizmu dziatania giberelin.

W badaniach na organizmach zwierzecych (104) stwierdzono, ze te
tkanki, ktére sg wrazliwe na dziatanie hormonu, akumulujg i zatrzymuja
podany hormon, natomiast tkanki niewrazliwe nie posiadajg tej wiasci-
wosci. Przypuszcza sie, ze akumulowanie i zatrzymywanie hormonu spo-
wodowane jest obecnoscig specjalnych receptordw wigzacych hormon (34).
Podobny mechanizm wigzania hormonu zauwazono rowniez w tkankach
roslinnych (69, 73). Gdy odcinki todyg kartowatego grochu inkubowano
w roztworze GAj lub GA5 znakowanych trytem, wiekszg aktywnos$¢ wy-
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kazywaty wierzchotkowe czesci todyg, wrazliwe na gibereling, niz nie-
wrazliwe czesci podstawowe. Wiaczanie GAr byto nieco nizsze niz GAS5,
a Swiatto, ktére normalnie obniza wrazliwo$¢ kartowatego grochu na
gibereliny (45), réwniez obnizato poziom wigczania radioaktywnych gi-
berelin do czesci wierzchotkowej todygi. Musgrave i wsp. (73) przy-
puszczajg wiec, ze akumulacja gibereliny w rosnacej strefie todygi gro-
chu jest zwigzana z pierwotnym dziataniem czynnika wzrostowego w ros-
linie. Zwiekszanie stezenia radioaktywnej gibereliny w rosnacej strefie
todygi grochu mogto byé spowodowane uprzywilejowanym pobieraniem
lub wiekszym zatrzymywaniem giberelin w rosngcych komoérkach. Za-
trzymanie czynnika wzrostowego moze by¢ spowodowane niekowalen-
cyjnym wigzaniem do specyficznego receptora, co zachodzi tylko w ko-
mérkach — receptorach (ang. target cells) (35). Swiatto natomiast, ktére
obniza wiaczanie radioaktywnych giberelin, moze albo modyfikowaé struk-
ture receptora, albo hamowac jego synteze. Ta druga mozliwo$¢ wydaje
sie bardziej prawdopodobna, poniewaz dziatanie Swiatta ujawnia sie do-
piero po 3 godzinach.

O istnieniu receptora giberelin Swiadczg w spos6b posredni badania
Johri i Varnera (42) nad wptywem gibereliny na synteze RNA
w jadrach komdrek todyg grochu uzytych tu niejako w zastepstwie jader
komorek aleuronowych, ktérych autorom nie udato sie wyizolowaé. Gibe-
relina zwiekszata o 20—25°/0 aktywnos$¢ specyficzng (mierzong stopniem
wigczania znakowanej trytem cytozyny) RNA zwigzanego z DNA, a nie
miata wptywu na aktywnos$¢ specyficzng rybosomalnego RNA (rysunek 7).
Wigczanie cytozyny hamowane byto przez aktynomycyne D, dezoksyrybo-
nukleaze i rybonukleaze. Dezoksyrybonukleaza nie miata jednak wptywu
na wiaczanie cytozyny, jesli dodawano jg w czasie inkubacji. Wyniki te
wskazujg ze cytozyna wiaczana jest de facto do RNA. Jednakze wzrost
syntezy RNA mozna byto zaobserwowaé tylko woéwczas, gdy giberelina
obecna byla w roztworze podczas catego procesu wyodrebniania jader
komdrkowych. Najbardziej krytyczny okazat sie pierwszy etap otrzymy-
wania jader, mianowicie rozbicie komdarki.

Impulsy/min/mg DNA (x103)

Minuty

Rys. 7. Kinetyka wigczania CTP-8H4 do izolowanych jader komoérek todyg grochu
traktowanych i nietraktowanych gibereling (wg 42).
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Brak pobudzenia syntezy RNA w jadrach z komorek rozbijanych w roz-
tworze nie zawierajgcym gibereliny moze by¢é uwarunkowany albo tym,
ze akceptor gibereliny jest wymywany w czasie izolacji, albo tym, ze
czynnik ten jest niezbedny do transportu gibereliny do jadra komor-
kowego. Johri i Varner (42) przypuszczajg, ze proces wigzania
gibereliny z akceptorem jest reakcjg fizyczng (wigzanie niekowalencyjne)
ze wzgledu na to, ze zachodzi on w niskiej temperaturze. RNA syntetyzo-
wany pod wpltywem gibereliny rézni sie od syntetyzowanego przez kon-
trolne jadra komérkowe przede wszystkim Srednim ciezarem czasteczko-
wym oraz sekwencjg nukleotydéw. Wzrost syntezy RNA pod wpltywem
gibereliny moze by¢, wedtug tych autoréw, spowodowany odstonieciem
dodatkowych miejsc na matrycy DNA lub zwiekszeniem aktywnosci poli-
merazy RNA pod wptywem hormonu. Te ostatnig hipoteze popieratyby
dane McComba i wsp. (70).

Badania nad wptywem giberelin na wydtuzanie sie todygi grochu
prowadzone w pracowni Langa (98, 99) wskazuja, ze aktywnie dzielace
sie komorki pod wptywem inkubacji w roztworze gibereliny wydtuzaja
sie syntetyzujagc DNA (76). Synteze DNA i jednoczesnie wydtuzanie sie
komérek hamowato dodanie 5-fluorodezoksyurydyny (76). Podobne za-
leznosci znalazt Lang i Nitsan (54) w nasionach sataty. Brouhton
(9) stwierdzit, ze wydtuzajgce sie komdrki todyg grochu inkubowanych
z gibereling zawierajg dwukrotnie wiecej RNA i biatka niz komérki todyg
inkubowanych bez gibereliny. Stwierdza on jednakze, ze stymulacja wy-
dtuzania komorek, syntezy biatka i RNA wystepowata wczesniej niz
wzrost poziomu DNA. Brouhton (9) przypuszcza, ze istnieje mozli-
wos¢ jednoczesnego dziatania czynnika wzrostowego na dwéch réznych
poziomach. Jezeli przyjmie sie, ze stymulacja syntezy RNA zachodzi
wczesdniej niz stymulacja syntezy biatka, wtedy wyniki te wskazywatyby,
ze regulacja syntezy RNA jest jednym z pierwszych przejawdéw wptywu
hormonu na wydtuzanie sie komorek todyg grochu.

Kessler i Snir (47) wykazali, ze gibereling GA7wigze sie z DNA
wydzielonym z wielu badanych przez nich roslin wyzszych. Wskazywato-
by to, ze sposéb dziatania gibereliny zwigzany jest ze zmianami struktu-
ralnymi w podwdjnej nici DNA, powodujacymi réznice funkcjonalne we
wiasnosciach matrycowego DNA. Byloby to zgodne z opisang powyzej
pierwszg koncepcjag Johri i Varnera (42).

W 1969 r. stwierdzono, ze cykliczny 3'5'-fosforan adenozyny bierze
udziat w indukcji a-amylazy w potéwkach nasion jeczmienia traktowanych
gibereling (23, 24), a takze, ze cykliczny AMP pod wieloma wzgledami
dziata tak jak gibereling (24, 31). Pollard (88) wykazat rowniez, ze
gibereling powoduje synteze cyklicznego AMP w warstwie aleuronowej
nasion jeczmienia. Dane te wskazywatyby na mozliwos¢ posredniego dzia-
tania giberelin poprzez przekaznik typu cyklicznego AMP.

10 Postepy Biochemii
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1. Uwagi koncowe

Przedstawione powyzej poglady nie dajg jednoznacznej odpowiedzi na
pytanie co jest pierwszym akceptorem gibereliny i jaki jest mechanizm
jej dziatania. Dotychczasowe dane zdajg sie wskazywaé¢ na to, ze w za-
leznosci od badanego procesu fizjologicznego i natury hormonu mamy do
czynienia badz z dziataniem na poziomie transkrypcji, badz na ktdryms$
z etapéw translacji badz tez regulator wzrostu moze oddziatywaé alloste-
rycznie na utworzone biatko enzymatyczne.

Nie omawiane tutaj dane (29, 94, 102) sugeruja, ze niektére hormony
roslinne, jak cytokininy, sg syntetyzowane na niezmodyfikowanym pre-
kursorowym tRNA, jednakze fizjologiczne znaczenie tych polgczen jest
stale dyskutowane (36, 46).

Van Overbeek (83) juz w 1966 roku, podsumowujgc badania
dotyczace mechanizmu dziatania roslinnych substancji wzrostowych, wy-
razat watpliwos$¢, czy szukanie jednolitego schematu dziatania dla wszyst-
kich hormonéw roslinnych nie jest zbytnim uproszczeniem zagadnienia.
Galston i Davies (32) w obszernym artykule przegladowym na
temat ro$linnych regulatoréw wzrostu i rozwoju stwierdzajg, ze istotne
odkrycia w pracowniach Varnera, Masudy czy Evansa nie usunely wat-
pliwosci dotyczacych zasadniczego pytania: czy hormony ros$linne dzia-
taja na poziomie genu czy tez ich wptyw na wzrost syntezy RNA i biatek
jest efektem drugorzedowym (100).
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ROMAN GONDKO*

Potaczenie hemoglobina-polifosforan i jego rola w organizmie

The Complex of Hemoglobin-phosphates and its Function

The present state of knowledge concerning hemoglobin-phosphates complex
is reviewed.

I. Potaczenie biatek z nukleotydami

Potaczenie biatek miesniowych z nukleotydami adenylowymi, a w szcze-
gélnosci z ATP, umozliwia w trakcie skurczu miesni zamiane energii
chemicznej w energie mechaniczng. W procesie skurczu dochodzi do en-
zymatycznego rozpadu ATP — donatora energii (30); enzymem hydrolizu-
jacym ATP jest aktomiozyna, kompleks miozyny z aktyna, taczacy w so-
bie funkcje chemiczng (rozpad ATP) z funkcjg fizyczng (zmiana postaci
i wykonanie pracy). Rola pofaczen biatek miesniowych z ATP oraz prze-
kazywanie energii w mechanizmie skurczu nie zostaty dotychczas w pet-
ni wyjasnione (43, 73).

Pracujac nad zagadnieniem skurczu Straub i Feuer (68) zwrd-
cili uwage na statg obecnos¢ ATP w preparatach aktyny. Mimo podda-
wania biatek miesniowych dtugotrwatej dializie zawsze stwierdzano w nich
state ilosci nukleotyddw (14). OkresSlajac zawarto$¢ fosforu kwasoroz-
puszczalnego w swiezych i odlipidowanych miesniach zaby, Niemier-
ko i wsp. (57) stwierdzili, ze okoto 50—70% zawartych w tkance mies-
niowej nukleotydéw (ATP, ADP) wystepuje w potaczeniu z biatkami mies-
niowymi. Potgczenia te okazaty sie niestychanie labilne: ulegajg one roz-
biciu nawet pod dziataniem wody (56). 1los¢ nukleotydéw w osadzie biat-
kowym zalezy przede wszystkim od postepowania preparatywnego i wa-
runkow ekstrakcji. Najwieksze iloSci nukleotydow zwigzanych z biatka-
mi otrzymano po potraktowaniu proszku acetonowego miesni lub Swie-

* Dr, Zaktad Biofizyki, Instytut Biochemii i Fizjologii, Uniwersytet £ 6dzki, £6dz.

Wykaz stosowanych skrétéw: i,3-DPG — kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy, 2,3-
-DPG — kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy, HbF — hemoglobina ptodowa, HbA —
hemoglobina dorostych, Mb — mioglobina, pso « ciénienie tlenu, przy ktérym 50%
Hb wystepuje w formie Hb02
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zych miesni roztworami o niskim pH (69). W $rodowisku kwasnym nie-
organiczne sole (NaCl, KC1, CaCl2 MgCl2 w stezeniu odpowiadajgcym
stezeniu w tkance miesniowej obnizajg ilos¢ zwigzanych nukleotyddéw.
W obecnosci 0,5M NaCl nastepuje uwolnienie okoto 90°0 fosforu labilne-
go, przy przyjeciu za 100% ilosci fosforu zwigzanego w roztworze pozba-
wionym soli (69).

Stezenie ATP w miesniach wynosi $rednio 0,4%, teoretycznie wiec
12—15 czasteczek ATP moze wystepowaé w potgczeniu z miozyng. Nan -
ninga i Mommaerts (53) w oparciu o enzymatyczng metode ozna-
czania ATP obliczyli, ze miozyna tworzy pofaczenie z ATP w stosunku
1:1, co jest uwarunkowane prawdopodobnie przez grupy tiolowe. Wartos¢
1,6 mola ATP/mol biatka podali ostatnio Schlisefeld i Barany
(66). Ponadto wiadomo, ze architektoniczne przegrupowanie g-aktyny
w f-aktyne zachodzi¢ moze tylko w obecnosci ATP, a usuniecie ATP
z preparatow g-aktyny powoduje zahamowanie procesu polimeryzacji
(60, 71).

Badania grupy Niemierki dotyczyty nierozfrakcjonowanych bialek
migsniowych i biatek innych narzadéw jako catosci (26, 54, 55, 57).

Drabikowski (22, 23, 24) natomiast wykazatl, ze nie tylko biatka
miesniowe, ale takze inne biatka, np. albumina surowicy ludzkiej, albu-
mina jaja, kazeina, gamma globulina ludzka, maja zdolno$¢ wigzania ATP
zalezng przede wszystkim od pH roztworu. Najwieksze ilosci zwigzanego
ATP znajdowano w osadach biatek wytragconych ponizej ich punktu izo-
elektrycznego. Ze zbadanych biatek najwieksze ilosci ATP wigze albu-
mina, mniejsze miozyna i kazeina. Duze r6znice w wigzaniu obserwowano
w przypadku biatka zmodyfikowanego. Acetylowana albumina wigze za-
ledwie 30% ATP, a dezaminacja zmniejsza te zdolno$¢ o potowe. Takze
szereg dehydrogenaz przytgcza nukleotydy na przykiad zred. NAD (59),
a tréjfosforany: UTP, ATP, CTP i GTP tworzg kompleks z rybonukleazg
w stosunku 1:1 (20).

Za tym, ze zdolno$¢ tworzenia potgczen biatko-ATP nie jest specyficz-
ng wiasnoscig biatek mieSniowych, przemawiajg takze wyniki badah nad
hemoproteidami. Dmochowski (21) w tak zwanych osadach hematy-
ny trawiennej stwierdzit wystepowanie niezidentyfikowanych zwigzkéw
azotowych. W handlowych preparatach hemoglobin zwierzecych Leyko
(47) metoda spektrofotometryczng, chromatograficzng i polarograficzng
wykryta obecnos¢ ATP, ADP i AMP. W dalszych badaniach Leyko
i wsp. (49) doniesli o obecnosci w preparatach ludzkich hemoglobin, otrzy-
manych ré6znymi metodami, 1 mola adeniny na 6 moli biatka.

Analizujagc metodg swobodnej elektroforezy hemolizaty ludzkiej krwi
Berry i Chanutin (12, 13) wykryli w nich obecnos¢ trzech frakcji:
A, B, f, ktérych stezenie jest zalezne od sity jonowej i pH buforu. Okaza-
fo sie, ze frakcje A i B sg biatkami hemowymi i ze stezenie frakcji B
w trakcie przechowywania maleje. Chanutin i wsp. (16, 70) szczego-
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towo zbadali wptyw zwigzkéw fosforowych na stezenie tej frakcji (tabli-
ca 1). Najwiekszy wzrost sktadnika B o okolo 14% zaobserwowano po do-
daniu 2,3-DPG, GTP i ATP w ilodci 5jiM/g Hb.

Tablica 1

Przyrost frakcji B pod wplywem niektérych zwigzkéw fosforowych
(wedtug 16, 70)

Zwigzek (5 fjtmoli/g Hb) Przyrost (%)
2,3-DPG 14,8
GTP 14,4
GDP 91
GMP 2,1
ATP 12,2
ADP 6,8
AMP —0,6
ITP 11,9
IDP 39
IMP 0,5
UTP 9,9
UDP 6,7
UMP 0,2
CTP 8,1
CDP 43
CMP 0,7

Frakcja B wystepuje nie tylko w $wiezych hemolizatach, ale takze
w preparatach Hb. W 2% roztworze Hb stezenie frakcji B wynosi 4,2%
i wzrasta po dodaniu do roztworu 2,3-DPG (rysunek 1).

Inkubacja hemolizatéw z alkaliczng fosfatazg powoduje spadek frak-
cji B do ilosci Sladowych, co wskazuje, ze frakcja B jest potaczeniem Hb

AN

Rys. 1. Rozdzial preparatéw hemoglobiny metoda elektroforezy swobodnej (wg 12)
. Roztwo6r 20 Hb, Il, Hb+2,3-DPG




326 R. GONDKO [41

z organicznym fosforanem. Ludewig i Chanutin (51) oznaczyli
fosfor organiczny (Parg) i nieorganiczny (Pt) w krwi ludzkiej i hemolizatach
w trakcie przechowywania. W hemolizatach ilo$¢ fosforu nieorganicznego
spada o okoto 50%, a ilos¢ fosforu organicznego pozoéstaje na tym samym
poziomie w stosunku do krwi przechowywanej. W poréwnaniu do wartosci
Pagi Pi w hemolizatach dializowanych wobec wody, przyjetych za 100%,
Pi spada gwattownie do okoto 10% w miare wzrostu pH roztworu zewnetrz-
nego. Fosfor organiczny pozostaje na statym poziomie w zakresie pH 53—
6,8, ulegajac obnizeniu przy dalszym wzroscie pH. Wysunieto stad wniosek,
ze w nieobecnosci soli nastepuje przytaczenie fosforu organicznego do he-
moglobiny.

Skulachev i wsp. (67) doniesli o obecnosci potgczenia cytochrom
b5nukleotyd. Z ogdlnej liczby 15 nukleotydéw na mol protohemu przy-
pada 6 nukleotydéw adenylowych.

Obecno$¢ rybozy, fosforu organicznego oraz blizej niezidentyfikowa-
nych zasad z maksimum absorpcji przy 260nm wykryto w roztworach
hemoglobiny $win (44). Dalszym dowodem tworzenia kompleksu Hb z fos-
foranami, a w szczeg6lnosci z ATP i 2,3-DPG sg wyniki badan ze zna-
kowanym MC i M. Garby i de Verdier (33) zaobserwowali przy-
rost radioaktywnosci w preparatach Hb w miare ich oczyszczania. Pola-
czenie Hb z fosforanem, ich zdaniem, wystepuje takze w nienaruszonych
erytrocytach, gdzie prawdopodobnie okoto 50% ATP lub 2,3-DPG jest
zwigzane z Hb.

Takze w preparatach mioglobiny (Mb) wolowej, otrzymanych przez
frakcjonowane wysalanie siarczanem amonu i dialize oraz oczyszczanie
na kolumnie wypetnionej Dovoex Gondko i wsp. (35 37) stwierdzili
obecno$¢ zwiagzkéw adeninowych. Pomimo do$¢ drastycznych czynnosci
preparatywnych zwigzki te byty zawsze obecne w preparatach Mb.

Dane te wskazujg, ze organiczne polifosforany tworzg potgczenia z he-
moproteidami, a w szczegélnosci z hemoglobing. Znaczenie tych potgczen
w organizmie zostanie omdéwione w dalszej czesci.

Il. Wptyw polifosforanéw na powinowactwo Hb do tlenu

Roztwory hemoglobiny nie zawierajgce soli charakteryzujg sie wy-
sokim powinowactwem do tlenu (logarytm ci$nienia tlenu, przy ktdrym
50% Hb wystepuje w formie HbOz log pD= 0,16), brakiem interakcji
hem-hem (n= 1), czym r6znia sie od petnej krwi (1). Funkcjonalne
wiasciwosci hemoglobiny ulegajg gwattownej zmianie po umieszczeniu jej
w $rodowisku estréw fosforowych (6), w szczegolnosci 2,3-DPG i nukleo-
tydoéw adenylowych (ATP, ADP). Zwiazki te obnizajg powinowactwo Hb
do tlenu (log p®= 0,73) a rownoczesnie zwiekszajg interakcje hem-hem
(n= 2,7), przy czym najwieksze zmiany obserwuje sie przy stezeniu réw-
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nym ich stezeniu w krwince. Ponadto Chanutin i Curnish (17)
wykazali, ze nie tylko 2,3-DPG i ATP, ale takze inne organiczne i nieor-
ganiczne polifosforany w wiekszym lub mniejszym stopniu powodujg
przesuniecie krzywej dysocjacji Hb02 w prawo (tablica 2).

Tablica 2

Roéwnowaga tlenowa Hb w obecnosci zwigzkéw fosforowych (wedtug 17)

Zwigzek log Pif2 n
Kontrola 0,77 3,0
ATP 0,94 2,8
ADP 0,87 31
AMP 0,79 31
GTP 0,97 2,7
GDP 0,86 2,8
GMP 0,84 2,7
2,3-DPG 0,93 2,7
Rybozo-5-fosforan 0,84 3,2
fosforan pirydoksalu 0,93 2,8
pirofosforan 0,91 2,7
tréjpolifosforan 0,93 24
czterometafosforan 0,91 2,9
szesciometafosforan 1,15 1,4

HB = 1,55x 10 5M, /¢(MHb/,uMP — 1:1,55, bufor fosforanowy 0.023M o pH 7

Nasuneto sie wiec uzasadnione przypuszczenie, ze wszystkie dotychczas
otrzymywane preparaty Hb zawieraly zwigzki fosforowe. Benesch
i wsp. (10) stwierdzili, ze nawet po wielogodzinnej dializie w preparatach
Hb przygotowanych wedlug Drabkina (25) obecny byt 2,3-DPG
w ilosci 0,5mola/mol Hb. Do dalszych badan Benesch i wsp. (9, 10)
stosowali wiec tzw. hemoglobinge oczyszczong ze zwigzkéw fosforowych
na kolumnie Sephadex G-25 (ang. stripped Hb). Roztwory tak oczyszczo-
nej Hb wykazaty wysokie powinowactwo do tlenu i interakcje hem-hem
(n = 2,6—2,9). Krzywe oczyszczonej Hb, wytgcznie dializg wobec wody,
charakteryzowaly sie natomiast wartoscig n = 1,1, o czym donie$li Be-
nesch i Benesch (6) juz poprzednio. Wedtug nich w tym ostatnim
przypadku w roztworze obecna byta zaré6wno wolna Hb o bardzo duzym
powinowactwie do tlenu, jak i Hb potaczona z 2,3-DPG tj. z obnizonym po-
winowactwem. Chcac udowodni¢ to przypuszczenie Benesch i wsp.
(10) sprawdzili jak zmienia sie powinowactwo oczyszczonej Hb po dodaniu
do niej w réznych ilosciach 2,3-DPG (0,5 i 1Imola/mol) przy niskiej sile
jonowej badanego roztworu. Tylko ponizej 1 mola 2,3-DPG/mol Hb otrzy-
mali krzywe dwufazowe, tj. charakterystyczne dla Hb w takich warun-
kach, w ktérych prawdopodobnie nie ma interakcji hem-hem.

Z danych uzyskanych metodg dializy Craiga i wsp. (19) obliczono,
ze dezoksyhemoglobina wiagze 2,3-DPG w stosunku mol na mol, a utle-
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nowanie powoduje uwolnienie zwigzanego estru. Stanowito to dowdd, ze
tylko odtlenowana forma Hb przytgcza 2,3-DPG. W warunkach doswiad-
czenia methemoglobina i cyjanmethemoglobina nie wigzaty 2,3-DPG (9, 10).
Wydaje sie, ze obnizenie powinowactwa do tlenu w obecnosci 2,3-DPG
jest spowodowane specyficznym przytgczeniem tego zwigzku do dezoksy-
hemoglobiny. Reakcje wigzania tlenu i 2,3-DPG z hemoglobing uwazaé
mozna za wspotzawodnictwo obu czasteczek o miejsca na czasteczce
biatka.

Poréwnawczo sprawdzono takze powinowactwo do tlenu hemoglobiny
owiec, ktorych krew zawiera znikome ilosci estrow fosforowych i $Slady
2.3-DPG, i kurczat, u ktérych we krwi nie ma 2,3-DPG, a jako gtéwny
sktadnik wystepuje 6-fosforan inozytolu. Powinowactwo do tlenu Hb owcy
ulega nieznacznej zmianie po oczyszczeniu i jest nizsze od powinowactwa
oczyszczonej Hb cztowieka. Jest interesujace dlaczego hemoglobina owcy
ma wystarczajgco niskie powinowactwo do tlenu bez udziatu innych
posrednikow? Podobne powinowactwo jak wolna od zwigzkéw fosfora-
nowych Hb cztowieka, wykazuje oczyszczona hemoglobina kurczat. Oka-
zato sie, ze w przypadku obu hemoglobin powinowactwo do tlenu jest
bardziej obnizane przez fosforan inozytolu. Przy uzyciu nadmiaru tego
zwigzku krzywe dysocjacji Hb cztowieka i kurczaka sg identyczne (10).

W poszukiwaniu specyficznych miejsc wigzacych estry polifosforano-
we w czasteczce Hb Benesch i wsp. (9) rozbili ja na podjednostki
i metodg ultrafiltracji oznaczyli zdolno$¢ wigzania 2,3-DPG przez taficu-
chy Hb. Jedynie tancuch @zaréwno w formie oksy- jak i dezoksy- przy-
faczat 2,3-DPG w ilosci 1 mola/mol HbH.

Chanutin i Herman (18) podali, ze zdolnos¢ wigzania 2,3-DPG
wykazuje zaréwno dezoksy- jak i methemoglobina i oksyhemoglobina (ta-
blica 3); ilos¢ miejsc wigzacych (n) i state k obliczono z réwnania Scat-
charda i wsp: (65). Identyczne wyniki autorzy otrzymali w przypadku
ATP, ADP oraz nieorganicznych polifosforanéw.

Zgodnie z Chanutinem wyniki przedstawili Lugue i wsp. (52), ktd-
rzy metoda dializy i chromatografii kolumnowej stwierdzili przylgczenie
2.3-DPG do oksyhemoglobiny. Ponadto, uzywajac czulej enzymatycznej
metody oznaczania 2,3-DPG w preparatach oczyszczonej Hb otrzymanych

Tablica 3
State (k) i miejsca wigzace (n) organiczne fosforany przez Hb (wedtug 18)
Zwigzek Stata Hb n HbOa n MetHb n
2,3-DPG ki I,4x 105 1 7,0x 104 1 I,6x 105 1
k2 3,6x103 2 1,1X 103 2 I,Ix 103 2
ATP ki l,ox|los 1 6,0x 104 1 l,0x 10s 1
k2 1,0x o4 2 l,2x 104 2 4,9x 103 3
ADP ki - 1 1,0X 105 1 l,ox li 5 1
k2 2,7 X103 4 2,0x 103 4 3,0x 103
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wedtug Benescha i wsp. (9), stwierdzili w dalszym ciggu obecnos¢
2.3-DPG w ilosci 0,2—0,15mola/mol Hb.

Powstate rozhieznosci zostaty czeSciowo wyjasnione w ostatnim donie-
sieniu Benescha i wsp. (11), ktorzy tym razem sprawdzili wszystkie
teoretycznie mozliwe parametry wplywajagce na krzywa dysocjacji Hb
to jest stezenie biatka, soli, pH i temperature. Do oczyszczenia preparatow
Hb z zwigzkéw fosforowych zastosowano dialize wg Englandera
i Crowe (31). W celu wykluczenia konkurencyjnego wspotdziatania
nieorganicznych fosforanéw z 2,3-DPG w doswiadczeniach tych stosowa-
no bufor 0,06M Tris-HCI o 0,1M stezeniu chlorkéw.

Otrzymane dane wskazuja, ze stezenie hemoglobiny nie ma wptywu
na powinowactwo Hb do tlenu. Potwierdzono znany fakt obnizenia
powinowactwa do tlenu w wyniku wzrostu stezenia soli w S$rodowisku
Hb. Przy wystarczajgco wysokim stezeniu NaCl (0,5M) zostaje zniesiony
wptyw 2,3-DPG na krzywg dysocjacji. Natomiast stezenie 2,5X10~M
2.3-DPG jest wystarczajgce, aby krzywa ta byta niezalezna od stezenia
soli (rysunek 2 i 3).

Krzywa dysocjacji Hb jest dwufazowa tylko wdweczas, gdy stezenie soli
jest wystarczajgco niskie (0,01M NaCl), a stezenie 2,3-DPG mniejsze niz

% utlenowania
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Rys. 2. Oddziatywanie soli na powinowactwo Hb do tlenu
Bufor Tris 0.05M, pH = 7,3, Hb = 04%
O—00LMCl-, A—01MCI“,0—05M CI~
A) bez 2,3-DPG, B) 2,3-DPG w stezeniu 2,5X104M
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Rys. 3. Poréwnanie wptywu NaCl i 2,3-DPG na powinowactwo hemoglobiny do
tlenu (wg 11)
puste stupki —bez 2,3-DPG, peine stupki —z 2,3-DPG w stezeniu 2,5X10~M
. 001M CI- II. 01 M CI-, IIl. 05M CI~

Imol/mol Hb. W stosunku mol/mol kompleks dezoksyhemoglobina-2,3-
-DPG istnieje tylko w warunkach fizjologicznego stezenia NaCl. Przy niz-
szym stezeniu soli stosunek ten ulega zmianie na korzy$¢ 2,3-DPG i wow-
czas dochodzi do tworzenia potaczenia takze z oksyhemoglobing.

Wazng role w przytaczeniu wysoko natadowanych ujemnie estrow po-
lifosforanowych spetniajg dodatnie grupy biatka i nie byto niespodzianka,
ze powinowactwo Hb do 2,3-DPG zmniejszyto sie z wzrostem pH. Nato-
miast zaskakujgcy byt fakt, ze efekt Bohra byt identyczny tak w nie-
obecnos$ci 2,3-DPG jak i w obecno$ci duzego nadmiaru tego zwigzku.

W warunkach, gdy 1 mol 2,3-DPG wigze sie z 1 molem dezoksyhemo-
globiny energia swobodna w temperaturze 20°C wynosi 6,4 kcal/mol.
Warto$¢ energii w zaleznosci od temperatury przy statym pH podaje ta-
blica 4. Ze wzrostem temperatury obnizeniu ulegajg wartosci statych aso-
cjacji i w zwigzku z tym reakcja ta jest silnie egzotermiczna. Okoto
13 kcal/mol zostaje uwolnione jako ciepto (AH), obnizeniu ulega energia
swobodna (AF), a reakcji towarzyszy spadek entropii.

Tablica 4
Whplyw temperatury na wigzanie 2,5-DPG przez dezoksyhemoglobine (wedtugl 1)

Temp. °C log 1/K2 AF kcal AH kcal AS
10 5,28 -6,81 -13,2 - 226
15 5,02 -6.61 - 132 -22,9
20 4,92 -6,59 — 13,2 - 22,6
25 4,80 -6,54 -13,2 -22,5
30 4,56 -6,32 - 22,8

Utlenowanie Hb wystepujacej w potaczeniu z 2,3-DPG, powoduje praw-
dopodobnie przemieszczenie 2,3-DPG i absorbcje ciepta, dlatego wspét-
czynnik temperaturowy jest obnizony, co przedstawiono na rysunku 4.
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Rys. 4. Zalezno$¢ log ps od temperatury
Bufor Tris 005 M, pH = 7,3, 01 M C1-, Hb = 04%0
A —25X10-* M 2,3-DPG, O —1X10“” M 2,3-DPG, O —00M 2,3-DPG

W zasadzie wszystkie badania kompleksu hemoglobina-polifosforan
prowadzono przy uzyciu metody dializy, nie analizujagc zmian w widmie
hemoglobiny po dodaniu do niej estrow. Wydaje sig, ze zarejestrowane po-

Hb02+ ATP , HbO2
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Rys. 5. Zmiana widma HbO02 w czasie w obecnos$ci i nieobecnosci ATP
1—0,0 godz., 2—21,2 godz., 3—225 godz., 3—225 godz., 4—283 godz.
I —HbOj+ATP, Il —HbOz Il —Hb
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przednio przesuniecie w zakresie UV jest spowodowane raczej duzym
nadmiarem nukleotydu (36). Ostatnio Lo i Schimmel (50) umiescili
w zamknietej kuwecie mieszanine HbOzz ATP i rejestrowali zmiane wid-
ma w czasie. Kontrole stanowita kuweta z roztworem HbO,. Stosunkowo
wolno w przeciggu 25 godzin widmo mieszaniny (Hb02+ ATP) zmienito
sie w typowe widmo dezoksyhemoglobiny. Roztwor kontrolny w tym sa-
mym czasie wykazat minimalng zmiane (rysunek 5). Wysycenie miesza-
niny powietrzem spowodowato powr6t do widma Hb02 co wskazuje na
odwracalno$¢ tego procesu i preferencje ATP do formy dezoksyhemo-
globiny.

W identycznych warunkach w stosunku mol/mol tetrameru dezoksy-
hemoglobiny fgczyly sie: 2,3-DPG, ATP i ADP. Znacznie stabiej przyia-
czany byt AMP. Wymienione polifosforany najprawdopodobniej przyta-
czajg sie konkurencyjnie w tym samym miejscu w czasteczce Hb, bowiem
w doswiadczeniu z mieszaning: Hb, 2,3-DPG i ATP, ilos¢ ATP przytaczo-
nego do Hb jest mniejsza (50).

Miejsce przytaczania sie polifosforanu do hemoglobiny w dalszym cia-
gu jest nieznane.

W przypadku podjednostek Hb (9) obserwowano przytgczenie polifos-
foranéw tylko do tancuchow @ tj. do tancuchow, ktére warunkujg prze-
strzenne przegrupowanie czasteczki Hb (,,pulsujaca czasteczka™) (58). We-
wnetrzny otwor w czasteczce Hb oksyhemoglobiny wynosi 5A, natomiast
w dezoksyhemoglobinie jest znacznie wiekszy i wszystko wskazywatoby
na to, ze to tu witasnie, w przestrzen miedzy tancuchami, przytgczona zo-
staje czasteczka polifosforanu. Z drugiej strony przytgczenie estru na-
stapito takze do HbM, ktdra to przeciez nie wykazuje przestrzennego prze-
grupowania (58).

I11. Rola kompleksu hemoglobina-polifosforan w organizmie

Przesuniecie krzywej dysocjacji przez 2,3-DPG i nukleotydy adenylo-
we w prawo, jest bardzo korzystne dla organizmu. Obnizenie powinowa-
ctwa do tlenu powoduje, ze juz przy stosunkowo niewielkiej roéznicy par-
cjalnych cisnien tlenu miedzy tkankami a krwig tetnicza, okoto 50%>
tlenu zwigzanego w HbO02 moze by¢ przekazane tkankom. Inaczej za-
chowuje sie barwnik miesniowy, mioglobina. Aby mioglobina oddata swoj
tlen w 50% ro6znica cisnien parcjalnych musi by¢ znacznie wieksza mimo,
ze zaréwno Hb jak i Mb maja wysokie powinowactwo do tlenu (2, 64).

Réznica ta uwidocznia sie¢ jeszcze wyrazniej w przypadku hemoglobi-
ny ptakow i cztowieka. Krzywa dysocjacji petnej krwi ptakow przesunie-
ta jest bardziej w prawo niz krzywa dla krwi cztowieka, natomiast same
hemoglobiny wykazuja identyczne powinowactwo do tlenu. Obecny w krwi
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ptakdw fosforan inozytolu prawdopodobnie wywiera znacznie wiekszy
wptyw na zmiane wiasciwosci allosterycznych Hb niz 2,3-DPG.

Wedtug Beneschow (8) polifosforany wptywaja tylko na powi-
nowactwo Hb do tlenu, pozostajac bez wptywu na interakcje hemow i efekt
Bohra. Luque i wsp. (52) sygnalizujg, ze estry fosforanowe zmieniajg
szereg wiasnosci fizyko-chemicznych Hb. Pod wptywem ATP i 2,3-DPG
stwierdzono zmiany potencjatu oksydoredukcyjnego (38, 39, 41).

Zmianie musi wiec ulec dotychczasowy poglad, ze na krzywg dysocja-
cji hemoglobiny wptyw ma temperatura i pH, w zasadzie state w warun-
kach fizjologicznych.

Estry fosforowe: 2,3-DPG i ATP w stezeniu okoto 5:ImM/100 ml sta-
nowig wiekszo$¢ zwiagzkow fosforowych krwinki cztowieka (15). Ich po-
ziom jest metabolicznie regulowany, a 2,3-DPG tylko w krwince wyste-
puje w tak znacznym stezeniu (40), jako produkt przemiany glukozy
w odgatezieniu szlaku Embdena-Meyerhofa-Parnasa, tj. przemiany 1,3-
-DPG w 2,3-DPG.

Rapoport i Nieradt (62) stwierdzili, ze prawie 90% glukozy
przeksztatcane jest w 2,3-DPG. Z drugiej strony 2,3-DPG na zasadzie
hamowania zwrotnego (4) hamuje heksokinaze, a takze dwufosfoglicero-
mutaze (61, 63). Specyficzne przytgczanie 2,3-DPG do dezoksyhemoglobiny
jest wiec odpowiedzig na hamujacy wptyw 2,3-DPG na jego wiasng syn-
teze; stopien utlenowania hemoglobiny w erytrocytach automatycznie
kontroluje poziom 2,3-DPG. Itak Asakura i wsp. (3) doniesli, ze
przebieg glikolizy i zawarto$¢ 2,3-DPG w $rodowisku 0 2lub CO nie ule-
ga zmianie, zwiekszajac sie w atmosferze azotu; pozostaje to w zgodzie
z poprzednimi faktami, bowiem w warunkach fizjologicznych ani oksy-
ani karboksyhemoglobina nie wigzg 2,3-DPG.

Edwards i Rigas (28) zaobserwowali in vivo wzrost powino-
wactwa do tlenu w starszych erytrocytach, co ttumaczyé mozna obnize-
niem w nich poziomu 2,3-DPG. Podobne zjawisko wystepuje in vitro
w czasie zahamowanej glikolizy (29). We krwi konserwowanej rozpad
2,3-DPG i ATP moze by¢ powstrzymany, a nawet odwrdcony poprzez
nukleozydy. Inozyna i adenozyna przeciwdziatajg zwiekszaniu sie powi-
nowactwa hemoglobiny do tlenu w trakcie przechowywania krwi (5, 32).
Nukleozydy te prawdopodobnie oddziatywuja gtéwnie na przemiany bocz-
nego szlaku pentozowego, w ktoérych rybozo-2-fosforan jest przeksztat-
cany w 2,3-DPG.

Wyzsze powinowactwo do tlenu ludzkiej krwi ptodowej (HbF) w dal-
szym ciggu wymaga wyjasnienia. R6znica stezen 2,3-DPG w krwi pepo-
winowej i zylnej nie jest statystycznie znamienna (46). Wolna HbF cha-
rakteryzuje sie wyzszym powinowactwem do tlenu, a obnizanie powino-
wactwa przez 2,3-DPG i ATP jest znacznie wieksze w przypadku HbA (72).
Przytgczanie 2,3-DPG i ATP przez HbF jest znacznie stabsze, co moze
by¢ spowodowane roznicg w aminokwasowym skiadzie obu hemoglobin.

U Postepy Biochemii
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Szczeg6lne znaczenie majg prowadzone obecnie badania powinowactwa
Hb do tlenu na réznych wysokosciach nad poziomem morza. Przemiesz-
czeniu na wysokos$¢ 4,5km nad poziomem morza towarzyszy przesuniecie
krzywej dysocjacji w prawo z réwnoczesnym wzrostem 2,3-DPG o okoto
50%. Zjawisko odwrotne, wzrost powinowactwa i spadek 2,3-DPG, na-
stagpit u gorali umieszczonych na obszarze o normalnym cisnieniu atmos-
ferycznym (45). Deficyt tlenu prowadzi do wzrostu we krwi stezenia dezo-
ksyhemoglobiny (tylko ta forma taczy sie z 2,3-DPG) co w konsekwencji
powoduje wzrost jego syntezy, a w nastepstwie utatwia oddawanie tlenu.

Przesuniecie krzywej dysocjacji w prawo obserwowano miedzy innymi
w wrodzonej chorobie serca i rdznego rodzaju anemiach (27). W wielu
anemiach nalezy jednak uwzgledniaé wzrost retikulocytow w krwi, ktory
to powoduje przyrost estrow fosforowych. Zmiany zawartosci ATP w ery-
trocytach w niektérych stanach patologicznych oméwiono poprzednio
w Postepach Biochemii (48).

Prawdopodobne jest takze, ze aktywny transport poprzez btony ko-
moérkowe odbywa sie przy udziale 2,3-DPG. Nasilenie transportu sodu
obserwowano tylko wowczas, gdy hemoglobina wystepowata w formie
dezoksyhemoglobiny (7). Pomimo, ze 2,3-DPG jest tak niezbedny w krwin-
kach, znacznie szybciej nastepuje wiaczanie Pi do ATP niz do 2,3-DPG (34).
Nie jest jeszcze catkowicie poznana rola obecnych w krwince adenozyno-
tréjfosfataz (42). Mozna przypuszcza¢, ze w najblizszym czasie bedzie
mozliwe uzyskanie $rodkami farmakologicznymi podwyzszenia poziomu
polifosforanéw w krwi, a tym samym usprawnienie jej podstawowej czyn-
nosci biologicznej to jest transportu tlenu.
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RECENZJE

Biochemical Actions of Hormones, tom 1, red. G. Litwack, Academic Press,
New York and London 1970, str. 566.

Ksigzka jest napisana przez zesp6t wybitnych specjalistow pracujacych nad me-
chanizmem dziatania hormonéw. W okresie ostatnich kilku lat badaniami endokry-
nologicznymi interesuje sie wielu biochemikéw, ktérzy staraja sie dotrze¢ do moleku-
larnych proceséw regulacji hormonalnej. Jednym z istotnych etapéw w badaniach
dotyczacych mechanizmu dziatania hormondéw byto odkrycie cyklicznego AMP jako
posrednika dziatania wielu substancji hormonalnych.

Celem tej ksigzki byto zebranie w cato$¢ przegladu ostatnich osiggnie¢ w zakre-
sie molekularnego i biochemicznego podtoza dziatania hormonéw. Rdéwnocze$nie sg
w niej uwidocznione perspektywy i kierunki dalszych badan w tej dziedzinie. Wiedza
o dziataniu hormondw opiera sie na ostatnich osiggnieciach w badaniach kwaséw
nukleinowych i biosyntezy biatka. Poszczeg6lne rozdziaty zawierajg wiec zebrane
osiagniecia z dziedziny biochemii i endokrynologii.

Poruszane zagadnienia moga by¢ ciekawe dla badaczy interesujgcych sie bioche-
mig, endokrynologig, farmakologia, biologia komérki i pokrewnymi dziedzinami nauki.

Ksigzka sktada sie z 12 rozdziatow. Szczegélnie cenny dla biochemika jest roz-
dziat 3, dotyczacy regulacji biosyntezy biatka przez hormony, ktéry napisat J. R. Tata.
Razem z omoéwieniem problemu regulacji biosyntezy biatka autor rozwaza sposoby
hormonalnej regulacji metabolizmu. Omawia on nastepujace zagadnienia: mechaniz-
my regulacyjne biosyntezy biatka w tkankach zwierzecych, hormony a biosynteza
biatka oraz rola struktury komérki w tych procesach.

Rozdziat 5 napisany przez T. R. Riggs dotyczy udziatlu hormonéw w procesie trans-
portu przez btony komoérkowe.

Rozdziat 7 omawia wptyw insuliny na biosynteze biatka. W tym rozdziale sa
poruszone takie zagadnienia jak ogélny wptyw insuliny na metabolizm azotowy, syn-
teza biatka w mies$niu, gromadzenie aminokwaséw w miesniu i wptyw insuliny na
metabolizm RNA w migsniu.

H. Rasmussen i A. Tenenhouse w rozdziale 9 zajmuja sie zagadnieniem mecha-
nizmu dziatania hormonu przytarczycy i kalcytoniny.

W rozdziale 10 jest omawiany mechanizm dziatania tyreotropiny. Autorzy
(E. Schell-Frederick i J. E. Dumont) poruszaja problem specyficznej interakcji ty-
reotropiny ze sktadnikami komérek tarczycy i zagadnienie cyklicznego 3'5'-AMP
jako wewnatrzkomoérkowego mediatora dziatania tyreotropiny.

Pozostate rozdziaty majg nastepujace tytuty: 1L Hormony w metamorfozie pta-
z6w, 2. Tworzenie sie enzymow w watrobie szczura, 4. Regulacja niektérych rytmow
biochemicznych, 6. Wigzanie hormonéw z biatkami. 8. Mineralokortykoidy, 11. Gra-
sica jako gruczot wydzielania wewnetrznego, 12. Hormony roslinne.

Nalezy podkres$lic wysoki poziom prezentacji poszczegdlnych zagadnien. Wigcze-
nie do przegladu nie publikowanych poprzednio wynikéw badan przeprowadzonych
w laboratoriach autoréw podnosi warto$¢ omawianej ksigzki.

K. Kochman
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SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie ze Szkoty—Seminarium zorganizowanej na temat mikro-
metod analizy kwaséw nukleinowych w Nowosybirsku (w listopadzie

1971 roku)

Szkota — Seminarium odbywala sie w miasteczku uniwersyteckim — Akadem-
gorodok (Nowosybirsk) w dniach od 11 do 20 listopada 1971 roku. Zorganizowat ja
Instytut Chemii Organicznej Syberyjskiego Oddzialu Akademii Nauk Z.S.R.R., a jej
kierownikiem byt akademik prof. D. G. Knorre. Program Szkoly obejmowat zarow-
no wyktady jak i zajecia praktyczne; ponadto odbyto sie seminarium, w czasie ktore-
go radzieccy naukowcy przedstawili wyniki badan wtasnych z zastosowaniem metod
prezentowanych podczas trwania kursu. Uczestnikami Szkoty byli gtdwnie miodzi
naukowcy radzieccy, w ilosci okoto 50 os6b, a takze kilkuosobowe grupy z krajow
socjalistycznych, w tym 2 uczestnikéw z Polski.

W ramach Szkoty wygtoszono 6 dwugodzinnych wyktadéw; profesor D. G. Knorre
wygtosit wyktad inauguracyjny zatytutlowany: ,,Mozliwosci i perspektywy zastoso-
wania mikrometod w analizie kwaséw nukleinowych”. Wyktad na temat zastosowa-
nia izotopéw promieniotwdérczych w mikroanalizie kwaséw nukleinowych zostat wy-
gloszony przez prof. L. A. Ostermana. Profesor S. W. KuZzmin omawiat zagadnienia
mikrospektrofotometrii, a kand. nauk L. S. Sandachcziew problemy zwigzane z za-
stosowaniem chromatografii, elektroforezy i ultrawirowania do mikroilosciowej ana-
lizy kwaséw nukleinowych.

Giéwny nacisk potozono na zajecia praktyczne, ktére odbywaly sie przez 6 go-
dzin dziennie. Uczestnicy Szkoly wtasnorecznie wykonywali poszczegélne etapy
analiz zapoznajac sie jednocze$nie z problemami technicznymi prac przygotowaw-
czych.

Uczestnicy Szkoty zapoznali sie¢ miedzy innymi z technikg mikrochromatografii
kolumnowej produktéw hydrolizy RNA na DEAE-celulozie, technikg chromatografii
cienkowarstwowej na zelu Sephadex, mikroelektroforeza kwaséw rybonukleinowych
na zelu poliakrylamidowym oraz z technikg ultrawirowania DNA w gra-
diencie stezen chlorku cezu. Wymienione techniki analityczne dotyczyty pro-
bek zawierajgcych 10-®—10-® g kwaséw nukleinowych. Ze wzgledu na niewiel-
kie ilosci materialu poddawanego analizie zachodzi konieczno$¢ stosowania kapilar
0 Srednicy ponizej 1 mm. Odczyty iloSciowe materialu analizowanego sg dokonywane
za pomocg przyrzadéw (spektrofotometry, densytometry) przystosowanych do ozna-
czen na mikroskale. Kiuwety mikrospektrofotometryczne maja posta¢ kapilar o obje-
tosci kilku mikrolitréw. Automatyczna rejestracja wynikéw moze by¢ prowadzona
jednocze$nie przy kilku dtugosciach fali Swietlnej, zgodnie z uprzednim zaprogra-
mowaniem za pomoca odpowiednich przystawek elektronicznych. Demonstrowane
aparaty sa produkcji radzieckiej, przy czym niektére ich elementy, umozliwiajace
dokonywanie mikropomiaréw, zaprojektowano i wykonano w Nowosyberyjskim In-
stytucie Chemii Organicznej. Na uwage zastuguje pomyst zastosowania zestawow
mikrokolumn chromatograficznych zespolonych z mikrokiuwetami. Przygotowanie
tych zestawdéw odbywa sie za pomocag specjalnie przystosowanych grzejnikéw, wy-
posazonych w binokular, ktérych spirale nagrzane do odpowiedniej temperatury
pozwalajg na nadanie kapilarom wtasciwej formy.
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Pobieranie roztworéw w ilosciach ponizej 1 [il, jak tez przygotowywanie gradien-
tow stezen soli do elucji, dokonywane jest za pomocg skalowanych mikros$rub zespo-
lonych ze strzykawkami. W wiekszosci przypadkéw jest stosowany tak zwany
preformowany gradient liniowy stezen soli, to znaczy gradient nieciggty przygo-
towywany, w wezykach polietylenowych o bardzo matym przekroju, przed rozpocze-
ciem elucji. Sama elucja materiatu z kolumny rozipoczyna sie bezposSrednio po nato-
zeniu preparatu, a szybko$¢ przeptywu eluentu jest regulowana automatycznie za
pomocag systemu przekitadni zespolonych z mikrosrubami. Moze by¢ takze stoso-
wany mikrokolektor frakcji przytwierdzony do spektrofotometru. Zamiast probéwek
kolektor ten posiada mate zbiorniczki o pojemnosci kilku mikrolitréw, wydrgzone
w teflonowej tarczy obrotowej majacej S$rednice kilku centymetréow. Wypetnianie
kolumn chromatograficznych (o $rednicy 300—500 wypetniaczami jonowymi typu
DEAE- lub CM-celulozy mozna prowadzi¢ badZz metodg flotacyjng za pomocag strzy-
kawek, badz tez przy uzyciu przyrzadu, ktéry umozliwia upakowanie celulozy pod
ciSnieniem.

Elektroforeza kwaséw nukleinowych, lub produktéw ich rozpadu, prowadzona
jest na zelu poliakrylamidowym takze w mikrokapilarach. Utrwalenie i barwienie
mikrostupkéw elektroforetycznych odbywa sie po uprzednim wypchnieciu ich z ka-
pilar, a densytometryczne oznaczenie rozdzielonego materiatlu prowadzi si¢ po
ponownym zassaniu tych stupkéw do kapilar, za pomocg sitrzykawek. MikroiloSciowa
elektroforeza RNA trwa zaledwie ok. 2 min.

Ultrawirowanie preparatbw DNA w gradiencie stezen chlorku cezu, przepro-
wadzane w kapilarach o objetosci ok. 0,25 jtl, przy stezeniu kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego 0,2 mg/ml, dokonywane jest w obecnosci zelu poliakrylamidowego o od-
powiedniej gestoSci, ktory fotopolimeryzuje sie po ukonczeniu sedymentacji. Foto-
metryczne oznaczenie pozwala wykry¢ 0,01 jig DNA w pasmie sedymentacyjnym.
Warto tu podkreslié, ze mozliwa jest jednocze$nie analiza kilkuset prébek w od-
dzielnych kapilarach.

Uczestnicy Szkoty wystuchali wyktadu dr E. Pateczka (Instytut Biofizyki
w Brnie) na temat mikroanalizy RNA i DNA metodami polarograficznymi oraz
wyktadu dr S. Vasu (Instytut Biochemii w Bukareszcie) o cienkowarstwowej chro-
matografii enzymoéw rybonukleolitycznych.

Ponadto uczestnikom umozliwiono odwiedzenie Kkilku instytutéw naukowych
w Akademgorodku, w tym Instytutu Chemii'Jadrowej. Niezwykta zyczliwos$¢ okazy-
wana (przez gospodarzy uczestnikom Szkoly, jak tez nadzwyczaj sprawna organizacja
catego przedsiewziecia, zorganizowanego z duzym rozmachem, zastuguja na specjalne
podkreslenie.

T. Gotaszewski, L. Nowak

Dziatalnos¢ Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w latach 1969—1971

W okresie sprawozdawczym (20 wrze$nia 1969 r. — 9 wrze$nia 1971 r.) dziatal-
no$¢ Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zmierzata do coraz petniejszej reali-
zacji celéw statutowych jakimi sa: popieranie rozwoju biochemii i jej popularyzacja
(8 4) w oparciu o spoteczng prace cztonkéw (8§ 5).

Ogélna liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z 865 (15.1X.69)
wzrosta w czasie kadencji do 953 (9.1X.71), przy czym przyjeto w tym czasie ponad
100 nowych cztonkéw, co $wiadczy o zainteresowaniu miodej kadry biochemicznej
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dziatalnosciag Towarzystwa. Towarzystwo zyskato réwniez w ostatnim okresie dwoch
cztonkéw wspierajgcych: Instytut Biochemii i Biofizyki PAN i Zjednoczenie Wy-
twérni Surowic i Szczepionek ,,Biomed”. W roku 1970 utworzony zostat 12-ty Oddziat
P.T. Biochemicznego w Toruniu, a liczba jego cztonkéw wynosi juz 19 oséb. Najlicz-
niejsze Oddzialy Towarzystwa stanowig nadal Oddziaty: w Warszawie (305), Po-
znaniu (97), todzi (89) i Wroctawiu (87). Nieco mniejsze liczebnie sg Oddziaty:
w Krakowie (65), Katowicach (56), Lublinie (51), Gdansku (47), Szczecinie (46), Bia-
tymstoku (41) oraz Olsztynie (39). Liczba zagranicznych cztonkéw Towarzystwa
(wliczanych dawniej do Oddziatu Warszawskiego) wynosi 6 0s6b.

Budzet Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zamykat sie po stronie kosztéw
w roku 1969 kwotg 600 tys. zt, w roku 1970 kwotg 560 tys. zt, w roku biezacym
planowane koszta siegaja 688 tys. zi. Pozorna znizka kosztow w roku 1970
wynika z wydatkowania niepetnych kwot przeznaczonych na wydawnictwa
w zwiazku z op6znieniem druku Monografii Biochemicznych. Wydatki Towa-
rzystwa zréwnowazone byty dochodami ze skiadek cztonkowskich, optat zjazdo-
wych (13%), sprzedazy wydawnictw (25%) i dotacji Polskiej Akademii Nauk (62%).
Gtéwng pozycje kosztéw stanowity jak w latach poprzednich naktady na wydawni-
ctwa (60%), koszty zjazdéw (17%), koszty zebran naukowych w Oddziatach, kurséw
i innych wydatkéw zwigzanych z dziatalno$cig statutowg (10%). Koszta administra-
cyjne, to jest ptace personelu biura Zarzadu Giéwnego nie przekraczaty 9% ogélnej
kwoty wydatkéw.

W okresie sprawozdawczym Zarzad niejednokrotnie podejmowat kroki zmierza-
jace do zmniejszenia stanu zadiuzenia cztonkéw z tytutu nie optaconych sktadek
i prenumerat. Akcja zostata uwienczona czeSciowym sukcesem. Zadtuzenie z tytutu
zalegtych sktadek zmniejszyto sie o okoto 50%, a z tytutu zalegtych prenumerat
0 okoto 60%. Wprowadzony w roku 1970 system przedptaty nie w peini zrealizowat
oczekiwania Zarzadu Gtoéwnego, poniewaz do chwili obecnej 25% cztonkéw nie
optacito sktadek i prenumerat za rok biezgcy. Uregulowanie przez cztonkéw zalegtosci
1 punktualne ptacenie sktadek nie jest sprawg btahg, poniewaz w roku biezacym
dotacja PAN dla Towarzystwa zostata zmniejszona o kwote odpowiadajgca sumie
zalegtych sktadek cztonkowskich. W chwili obecnej 120 os6b zalega ze sktadka
cztonkowska za lata poprzednie, a 236 nie optacito jej w roku biezgcym, 132 osoby
nie optacity prenumerat za lata poprzednie, a 205 za rok biezagcy. Ogdétem kwota
nalezna Towarzystwu od czlonkéw przewyzsza 35 tys. ziotych.

Fundusz nagréd naukowych Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wynosit
tacznie 17.000 ztotych, z tej kwoty na nagrode im. J. K. Parnasa wydatkowano po
5.000 ztotych, na nagrode im. J. Skarzynskiego po 3.000 ztotych, a na nagrody i wy-
réznienia dla mtodziezy biochemicznej przedstawiajgcej prace na Zjazdach Towa-
rzystwa po 9.000 ztotych w kazdym roku. Wobec posiadanej obecnie peinej rezerwy
finansowej na koncie Towarzystwa — Zarzad Gidwny rozpoczat starania w PAN
o powiekszenie limitowanej kwoty na nagrody naukowe Towarzystwa.

Zebrania naukowe w Oddziatach, zjazdy, sympozja, konferencje

Podstawowg forma dziatalnosci Towarzystwa sa nadal zebrania naukowe w Od-
dziatach oraz doroczne zjazdy i sympozja. W okresie ostatnich dwéch lat liczba
referatow przedstawionych na zebraniach naukowych wzrosta do 170 wobec 120
wygtoszonych w ciggu poprzednich dwéch lat. Wzrost ten wynika z ozywienia dzia-
talnosci Oddzialu Biatostockiego i zorganizowania w Warszawie zebran, na ktérych
po kilku méwcéw przedstawito tematyke i osiggniecia badawcze niektérych sposrod
warszawskich placéwek biochemicznych. Zebrania naukowe poswiecone dyskusji
prac wtasnych danego osrodka przewazaty w Liiblinie, £odzi i Wroctawiu. W innych
Oddziatach za$ wiekszo$¢ referatow stanowily referaty pogladowe — i te zebrania
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cieszyty sie najwieksza frekwencja. Zrozumiate jest, ze przegladowe referaty o aktu-
alnej tematyce przyciegajg najwiecej stuchaczy, z ogélnego jednak punktu widzenia,
jakim jest rozw6j badan biochemicznych w naszym kraju — najcenniejsze i naj-
wazniejsze jest poddawania wtasnych prac doswiadczalnych pod dyskusje i krytyke
kolegéw z innych placéwek. Wydaje sie, ze zrozumienie tego oczywistego faktu
staje sie coraz powszechniejsze, wbrew dawnej tradycji, czego wyrazem jest
wspomniany wzrost liczby doniesien i referatow z prac wiasnych na zebraniach
naukowych Oddziatéw oraz wzrost liczby komunikatéw witasnych podczas dorocz-
nych Zjazdéw P.T. Biochemicznego, jak réwniez wzrost liczby aktywnych uczestni-
kéw naszych Zjazdéw. | tak, gdy w V Zjeidzie w Krakowie (1967) wzieto udziat
300 oséb i przedstawiono 120 doniesien, na VI Zjezdzie w Olsztynie (1968) juz byto
415 uczestnikéw i okoto 140 komunikatéw. Poczynajac od VII Zjazdu we Wroctawiu
(1969) liczba uczestnikéw siega okoto 550 os6b, a liczba przedstawionych prac wias-
nych wynosita okoto 240 (VII Zjazd), blisko 200 (VIIlI Zjazd) i okoto 300 (1X Zjazd).
Zalgczona tabela przedstawia liczbe komunikatéw zgtoszonych z poszczegélnych
oddziatbw w odsetkach liczby cztonkéw oddziatow. Analize i wnioski pozostawiam
czytelnikom.

Tematyka sympozjow organizowanych w ramach Zjazdéw Towarzystwa wysu-
wana jest najczeSciej przez organizatoréw w zwigzku z zainteresowaniami osrodka.
| tak we Wroctawiu (VIlI Zjazd) odbyto si¢ sympozjum na temat: ,,Peptydazy i Pep-
tydy”, w Szczecinie (VIIl Zjazd) dwa sympozja: ,lzoenzymy” oraz ,Utleniania Bio-
logiczne”. Obecnie podczas IX Zjazdu mamy okazje uczestniczy¢ w dwoch sympo-
zjach: ,,Struktura i funkcja genomu”, oraz ,Biochemia Srodowiskowa”.

Wyczerpujgce sprawozdania ze Zjazdéw Towarzystwa sg publikowane w Kwar-
talniku ,,Postepy Biochemii” (VII Zjazd; tom 16, nr 2, 1970, VIIl Zjazd, tom 17,
nr 2, 1971).

Nastepny X Zjazd Towarzystwa odbedzie sie w Poznaniu w dniach 21—23 wrzes-
nia 1972 r. Planowana tematyka sympozjoéw: ,Struktura i funkcja kwaséw rybo-
nukleinowych” oraz ,,Wtasnosci molekuty biatkowej”.

W maju br. Oddziat P.T. Biochemicznego w todzi wspdlnie z Komisjg Ultra-
struktury przy Wydziale VI PAN zorganizowat dwudniowg konferencje na temat:
»Frakcje subkomérkowe a elementy strukturalne komoérki”. W spotkaniu wzieli
udziat cytochemicy i biochemicy z réznych o$rodkéw kraju, tagcznie okoto 150 os6b.

Zjazdy miedzynarodowe, stanowigce otwarte formy do prezentacji prac i dyskusji
naukowych sa coraz trudniej dostepne dla cztonkéw naszego Towarzystwa. Udziat
nasz w Zjazdach ograniczajg limity finansowe resortdéw oraz nieprzekonywujace
o swej stusznoS$ci przepisy formalne utrudniajace udzial w zjazdach zagranicznych
na koszt wiasny, uniemozliwiajace udziat w zjazdach przy okazji wyjazdéw pry-
watnych. W tej sytuacji udziat polskch biochemikéw w Miedzynarodowym Kon-
gresie Biochemicznym w Szwajcarii przejawit sie znikoma liczbg 7 os6b. Wyjazd
na VIIl Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych do Warny
w konhcu br. jest réwniez limitowany przepisami dewizowymi. Na koszt resortéw
wyjedzie zapewne okoto 30 delegatéow. Tak niska liczebno$¢ delegacji polskiej jest
tym bardziej przykra, ze zjazd odbedzie sie w jednym z krajéw socjalistycznych,
a Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest nie tylko cztonkiem Federacji, lecz i jed-
nym z Towarzystw zatozycieli Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych.

Dziatalnos$¢ szkoleniowa, kursy i wystawy specjalistyczne

W okresie sprawozdawczym na terenie wszystkich Oddziatéw naszego Towarzy-
stwa odbytly sie trzydniowe kursy szkoleniowe w zakresie sgczenia molekularnego
przy zastosowaniu roéznych Sephadéxdéw. Zajecia teoretyczne i praktyczne prowa-
dzili przedstawiciele firmy Pharmacia z Uppsali. £acznie podczas 15 kurséw prze-
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szkolono ponad 500 oséb, z ktorych wiekszo$é stanowili cztonkowie Towarzystwa.

Wystawy aparatury i odczynnikéw laboratoryjnych organizowane sg nadal przy
okazji Zjazdéw Towarzystwa. Z inicjatywy Oddziatu tédzkiego wystawa aparatury
firm LKB, Pharmacia, MSE i Quickfit & Quartz Ltd odbyta sie w jesieni 1969 r.
w todzi.

Oddziat Biatostocki P.T. Biochemicznego wspélnie z Oddziatem P.T. Diagnostyki
Laboratoryjnej przeprowadzit w 1969 r. szkolenie w zakresie technik laboratoryjnych
stosowanych w biochemii klinicznej.

W Strzeszynku pod Poznaniem w maju 1970 roku odbyta sie 7-mio dniowa
wiosenna szkota Sekcji Fotobiologicznej P.T. Biochemicznego na temat: ,,Metody
fizyczne w biologii” w szkole wzieto udziat 50 oséb.

Cztonkowie Oddziatu Gdanskiego wygtosili serie prelekcji dla nauczycieli Troj-
miasta na temat: ,,Molekularne podstawy biologii”.

Przedstawiciele P.T. Biochemicznego biorg czynny udziat w pracy Zespotu
Dydaktykéw powotanego przez Instytut Pedagogiki Uniwersytetu Warszawskiego
dla opracowania programu i podrecznikéw nauczania biologii w szkotach podsta-
wowych i $érednich.

Dziatalno$¢ wydawnicza

»Postepy Biochemii” — Kwartalnik Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wy-
dawany jest w naktadzie nieco ponad 2000 egzemplarzy w objetosci 45 arkuszy
wydawniczych rocznie. Liczba artykutéw publikowanych w kolejnych tomach oscy-
luje ok. 35. Konieczno$¢ opracowania redakcyjnego i zgrupowania problemowego
sprawia, ze artykuty sg w rekach redaktoréw na og6t pot roku zanim zostang oddane
do druku. Poniewaz jednak liczba wptywajacych artykutéw przewyzsza aktualne
mozliwosci naszego kwartalnika a jako$¢ opracowania wielu artykutéw nie jest wy-
strczajgca okres ten przedtuza sie do 3 kwartatéw, a w nielicznych przypadkach
byt nawet diuzszy. W tej sytuacji Redakcja widzi potrzebe uzyskania w PAN
dodatkowych 5 arkuszy w zwigzku z publikowaniem w ,Postepach Biochemii” ar-
tykutéw z dziedziny biofizyki. Realny koszt roczny kwartalnika siega ok. 300 tys. zi,
a 1 arkusza wynosi ok. 6700 zt, zwrot ze sprzedazy i prenumerat ok. 100 tys. z, roz-
nica pokrywana jest z dotacji PAN.

Monografie Biochemiczne W koncu 1969 roku ukazaty sie dwie monografie:
nr 21 M. M. Jezewska — , Konncowe produkty metabolizmu biatkowego u brzucho-
nogéw”, nr 22 A. Koj — ,,Wplyw urazu na szybko$¢ syntezy fibrynogenu”, a w 1971
roku dwie nastepne: nr 23 W. Hendrich — ,,Reakcje fotoredukcji chlorofilu i zwigz-
kéw pokrewnych sterowane aminami jako modele reakcji biochemicznych”, nr 24
pod redakcjg: Z. Kaniugi — ,,Utlenienia Biologiczne”. Dalsze trzy sg w druku: nr 25
B. Szukalski — ,,Zarys metabolizmu hormonéw sterydowych”, nr 26 W. Gatasinski —
»Biosynteza biatka, charakterystyka peptydylotranslokazy zaangazowanej w biopoli-
meryzacji tafcucha peptydowego”, nr 27 Szala i Chorgzy — ,Powtarzajgce sie
sekwencje nukleotydowe w DNA” i powinny ukaza¢ sie jeszcze w biezacym roku.
W 1970 roku z powodu zwioki w PWN nie ukazata si¢ zadna Monografia Bioche-
miczna. Dalsze cztery Monografie objete planem wydawniczym na lata 1972 i 1973
sg juz w przygotowaniu. Sposréd 5 tomow Monografii Biochemicznych oddanych do
druku w ubiegltym i biezacym roku, tylko dwa stanowig prace habilitacyjne, a trzy
pozostate s3 monografiami sensu stricto, podobnie jak wszystkie cztery planowane
w latach nastepnych. Dtugo$¢ produkcyjna monografii jest bardzo nieréwna i zalez-
na od specyficznej sytuacji w PWN. Fakt szczeg6lnie szybkiego opublikowania tomu
,Utleniania Biologiczne” jest osobistg zastugg Redaktora. tagczny koszt monografii,
jakie ukazaty sie w okresie sprawozdawczym siega okoto 130 tys. zt (liczba podana
szacunkowo wobec nie nadestania przez PWN rachunkoéw).
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W 1970 roku ukazat sie wydany z dotacji UNESCO tom pod tytutem ,Protein
Biosynthesis structure and function oj macromolecules and subcellular elements”.
Tom ten o objetosci 16,5 ark. publikuje opracowane specjalnie referaty Miedzyna-
rodowego Sympozjum na temat biosyntezy biatka, ktére odbyto sie w Olsztynie
w 1968 roku z okazji 10-lecia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

W ostatnich dniach ukazat sie rowniez ,,Zbiér protokétéw do CEwiczen i pytan
egzaminacyjnych z biochemii” opracowany z ramienia P.T. Biochemicznego dla
dalszej szerokiej dyskusji nad realizacjg programu ksztatcenia lekarzy w zakresie
biochemii.

Przedstawiciel P.T. Biochemicznego wspotpracowat w latach 1968—1970 z Re-
dakcjg szeSciojezycznego stownika lekarskiego konsultujgc terminy biochemiczne
w oparciu o terminologie ustalong przez P.T. Biochemiczne.

Posiedzenia i dyzury Zarzagdu Gidwnego

W okresie pigtej minionej kadencji odbyto sie sze$¢ planowych posiedzen Zarzadu
Gtéwnego, w tym dwa z udziatlem Przewodniczacych Oddziatéw oraz osiem zebran
Prezydium dla zatatwienia biezacych spraw wymagajacych kolegialnej decyzji.
W zwigzku z zatwierdzeniem poprawek do Statutu uchwalonych na VI Walnym
Zebraniu wynikta konieczno$¢ dalszej rewizji Statutu Towarzystwa w ramach
ogblnej akcji regulowania statusu prawnego towarzystw naukowych. Zarzad Gtéw-
ny zdecydowat zatem powotaé¢ Komisje Statutowa, ktéra wielokrotnie konsultowata
Statut z Wiadzg Zatwierdzajaca, a przygotowany tekst zositat rozestany cztonkom
w przepisowym terminie przed Walnym Zebraniem.

Dyzury Cztonkéw Zarzadu Giéwnego w siedzibie Towarzystwa odbywaty sie co
tydzien w piatki zgodnie z praktyka lat ubiegtych. Personel Biura stanowig: Gitowna
Ksiegowa — 1/2 etatu, Sekretarka — 3/4 etatu i Goniec-Sprzagtaczka — 1/2 etatu.

Prezes
prof. dr Zofia Zielinska

Liczba doniesierr w przeliczeniu na 100 cztonkéw w Oddziale

1969 1970 1971
Siedziba Oddziatu VIl Zjazd VI Zjazd IX Zjazd
Wroctaw Szczecin Katowice
Biatystok 28 9,5 48
Gdansk 23 17 34
Katowice 17 31 68
Krakow 27 13 25
Lublin 34 21 47
L 6dz 50 23 43
Olsztyn 8 0 2,5
Poznan 15 17 19
Szczecin 6 20 8
Torun — 11 26
Warszawa 29 26 28

Wroctaw 46 16 45
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Wyciag z protokétu
z VIl Walnego Zebrania Cztonkdéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

VIl Zwyczajne Walne Zebranie Cztonkéw P.T. Biochemicznego odbyto sie w Ka-
towicach dnia 10 wrze$nia 1971 r. Przewodniczacym zebrania wybrano prof. dr
M. Chorazego a sekretarzami dr S. Szale i dr N. Otrzonska.

Po przyjeciu porzadku dziennego oraz protokétu z VI Walnego Zebrania odbyty
sie wybory Komisji Wnioskowej, Komisji-Matki i Komisji Skrutacyjnej. W sktad
Komisji Wnioskowej weszli: doc. K. Raczynska-Bojanowska, doc. S. Angielski,
doc. Z. Lassota i prof. S. Jozkiewicz, a w skiad Komisji-Matki prof. M. Zydowo,
doc. R. Niemiro i doc. Z. Kaniuga. Przewodniczagcym 12-osobowej Komisji Skruta-
cyjnej zostat dr J. Beer. Nastepnie prof. Z. Zielinska ztozyta sprawozdanie z dzia-
talnosci Towarzystwa obejmujac w nim réwniez dziatalno$¢ Komitetu Redakcyjnego
,Postepéw Biochemii” (opublikowane oddzielnie).

We wnioskach ustepujacego Zarzadu zaproponowano nadanie cztonkostwa ho-
norowego prof. dr Michatowi Laskowskiemu (seniorowi), prof. dr Janinie Blauth-
Opienskiej, prof. dr Antoniemu Dmochowskiemu, prof. dr Bronistawowi Filipowiczo-
wi i prof. dr Tadeuszowi Baranowskiemu. W wyniku tajnego gtosowania wszyscy
kandydaci otrzymali godno$¢ cztonka honorowego P.T. Biochemicznego. W imieniu
wyroéznionych podziekowat prof. dr B. Filipowicz. Z kolei prof. K. Zakrzewski
ztozyt sprawozdanie Gtéwnej Komisji Rewizyjnej stwierdzajace, ze w pracy Zarzadu
Gtéwnego P.T. Biochemicznego nie byto uchybien w dziatalno$ci finansowej i sta-
tutowej. W sprawozdaniu zostaly ponadto poruszone sprawy wysokosci podatku
zwigzanego z dziatalnoscia wydawniczg P.T. Biochemicznego, wysokos$ci wpisowego
za udziaty w zjazdach P.T. Biochemicznego, wptywu Zarzadu Gidwnego na sktad
delegacji polskich na miedzynarodowe zjazdy biochemiczne oraz liczby arkuszy
i liczby cztonkéw zespotu redakcyjnego ,Postepéw Biochemii”. Wyrazajac uznanie
dla pracy Zarzadu Gitéwnego prof. Zakrzewski zgtosit wniosek o udzielenie Zarza-
dowi absolutorium. Whniosek ten zostat jednogto$nie przyjety.

Zgodnie z porzadkiem dziennym dokonano nastepnie wyboru nowych wiadz
Towarzystwa. Na 191 obecnych oddano 182 wazne gtosy, wybierajagc na stanowisko
prezesa prof. T. Borkowskiego, a na stanowisko wiceprezesa doc. A. Dancewicza.
Na cztonkéw i zastepcow cztonkow Zarzadu Gidéwnego wybrano z jednej 16-osobowej
listy 14 os6b, a mianowicie: dr B. Czartoryska z Warszawy, dr J. Malec z Warsza-
wy, doc. M. Sarnecka-Keller z Krakowa, dr W. Ardelta z Warszawy, doc. W. Rze-
czyckiego z Biategostoku, dr M. Gross z todzi, dr W. Jachymczyka z Warszawy,
doc. J. Kwiatkowskag z Wroctawia, prof. Z. Zielinskg z Warszawy, doc. T. Jerzykow-
skiego z Katowic, prof. L. Dziatoszynskiego z Poznania, doc. L. Zelewskiego z Gdan-
ska, doc. W. Walerycha z Poznania, dr A. Rychter z Warszawy. Na cztonkéw
Gtownej Komisji Rewizyjnej wybrano: doc. A. Morawieckiego z Wroctawia,
dr A. Zazanowskg z Warszawy i doc. J. Gregorczyka ze Szczecina.

W dyskusji nad proponowanymi zmianami w statucie Towarzystwa wypowiada-
li sie: prof. B. Filipowicz, dr J. Beer, prof. K. Zakrzewski, doc. J. KoScielak, dr
J. Witwicki, prof. Z. Zielinska, doc. A. Morawiecki. Zmiany wprowadzone w wyniku
tej dyskusji do projektu statutu zostaty przez zebranych jednogtos$nie przyjete. Prof.
Zielinska podata nastepnie do wiadomosci, ze Komisja Nagrod przyznata nagrode
im. B. Skarzynskiego autorom: dr J. Rytka, i dr G. Palamarczyk za prace pt. ,,Cen-
trum aktywne enzymoéw?”.

W wolnych wnioskach doc. Augustyniak zwrdcit sie do Zarzadu Gtdéwnego
z proshg o pomoc przy dystrybucji kolumn; dr Witwicki wyrazit zyczenie, aby przy-
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szty Zarzad Giléwny dazyt do zwiekszenia liczby cztonkéw wspierajacych; prof.
Drabikowski zaproponowat wprowadzenie wstepnej selekcji komunikatéw zgtasza-
nych na zjazdy P.T. Biochemicznego. Po dyskusji ustalono, ze sprawa selekcji ko-
munikatéw zostanie przedyskutowana na nastepnym Walnym Zebraniu Cztonkéw
Towarzystwa.

Po wyczerpaniu wszystkich punktéw porzadku dziennego przewodniczacy ze-
brania zamknat VII Walne Zebranie Cztonkéw P.T. Biochemicznego.

dr J. Malec
Sekretarz Z.G.P.T.Bioch.
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