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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a rta ln ik  „P ostępy  B iochem ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  p rzeg lądow e 
z  b iochem ii i  n au k  pok rew nych . A rty k u ły  w in n y  obejm ow ać syn te tyczny  
p rzeg ląd  postępu  w iedzy  w  om aw iane j dziedzin ie op racow any  n a  p o d s ta 
w ie p iśm ien n ic tw a  z k ilk u  o sta tn ich  la t. P rzek azan ie  a r ty k u łu  do R e
d ak c ji je s t rów noznaczne z ośw iadczeniem , że n ad es łan a  p ra c a  n ie  by ła  
i n ie  będzie p u b lik o w an a  w  in n y m  czasopiśm ie, jeże li zo stan ie  ogłoszona 
w  „P ostępach  B iochem ii”. A u to rzy  a r ty k u łu  o dpow iada ją  za p ra w id ło 
w ość i ścisłość podaw anych  in fo rm ac ji. A u to rów  obow iązuje  k o re k ta  a u 
to rska . K oszty zm ian  te k s tu  w  korekc ie  (poza p op raw ien iem  b łędów  d ru 
k a rsk ich ) ponoszą au to rzy . A rty k u ły  h o n o ru je  się w ed ług  obow iązujących  
staw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 odb itek  sw ego a r ty k u łu ; zam ó
w ien ia  n a  dodatkow e o d b itk i (p łatne) na leży  zgłosić p isem n ie  odsy ła jąc  
p racę  po ko rekc ie  au to rsk ie j.

R ed ak c ja  p ro s i au to ró w  o p rzes trzeg an ie  n a s tęp u jący ch  w skazów ek:
Form a m aszynopisu: M aszynopis p racy  i w szelk ie  załączn ik i należy  

nad sy łać  w  dw u  egzem plarzach . M aszynopis pow in ien  być n ap isan y  jed 
n o stronn ie , z po d w ó jn ą  in te r lin ią , z m arg in esem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm  po p raw e j stro n ie ; n ie  m oże też  zaw ierać  w ięcej niż 60 znaków  
w  jed n y m  w ierszu  i  w ięcej n iż 30 w ierszy  na s tro n ie  zgodnie z N orm ą 
Po lską .

Układ m aszynopisu: s tro n a  ok ładkow a n ie  n u m ero w an a  zaw ie ra  im io
na i nazw isko(a) au tora(ów ), adres(y) Z akładu(ów ) w  języku  po lsk im  
i ang ie lsk im , w  k tó ry ch  p ra c u ją  au to rzy , ad res  pocztow y, n a  k tó ry  au to rzy  
życzą sobie o trzym yw ać k o respondenc ję , te le fon  m iejsca  p racy , ty tu ł 
a r ty k u łu  (w języ k u  po lsk im  i ang ielsk im ) oraz — w  p raw y m  dolnym  
ro g u  — liczbę stro n , liczbę rycin , w zorów  i tab e l o raz sk ró t ty tu łu  (nie 
w ięcej n iż  25 znaków  d ru k arsk ich ).

Strona tytu łow a (1) im iona  (w p e łnym  brzm ien iu ) i nazw isko(a) au to - 
ra(ów ), jego (ich) stanow isko(a) i m iejsce(a) p racy , w ykaz sk ró tów  s to 
sow anych  w  p racy .

Strona 2 i następne o b e jm u ją  te k s t p ra c y  do sp isu  p iśm ien n ic tw a  
w łącznie , tab e le , sp is ryc in , w zorów  oraz ty tu ły  i o b ja śn ien ia  do ry c in  na  
s tro n ach  końcow ych.

D la p rze jrzy sto śc i te k s tu  k o rzy stn y  je s t często podział n a  rozdziały  
oznaczone liczbam i rzym sk im i. T y tu łów  podrozdziałów  n ie  w ydzielonych  
z te k s tu  n ie  trz eb a  n um erow ać. W  tek śc ie  n ie  należy  stosow ać żadnych  
p od k reś leń  an i rozstrzelonego  d ru k u . E w en tu a ln e  sugestie  au to rsk ie  co 
do c h a ra k te ru  czcionki d ru k a rsk ie j należy  zaznaczyć o łów kiem  n a  m a r
g inesie  m aszynopisu . W  p rzy p ad k u  um ieszczen ia  w  tek śc ie  li te r  a lfab e tu  
g reckiego należy  n a  m arg in esie  w p isać  o łów kiem  ich fonetyczne b rzm ie 
n ie . W tek śc ie  n ie  na leży  um ieszczać żadnych  tab lic , ryc in , schem atów , 
re a k c ji czy w zorów , lecz w  żądanym  m iejscu  pozostaw ić w olny  w iersz  
i  zaznaczyć: T abe la  1, Ryc. 1, W zór I  itp . N um erac ję  w zoru  w  tekście  
należy  p odaw ać  po nazw ie zw iązku  np. kw as g lu tam in o w y  (I).

R edakc ja  p ro s i au to ró w  o zw rócenie  szczególnej uw ag i n a  pop raw ność  
językow ą te k s tu  a tak że  n a  ścisłość i jasność sfo rm ułow ań , u n ik an ie  
g w ary  la b o ra to ry jn e j o raz o n iew p ro w ad zan ie  do te k s tu  tw orzonych  do
raźn ie  sk ró tów , n a w e t jeśli n iek tó re  z n ich  b y w a ją  używ ane w  p racach  
obcojęzycznych.

R ed ak c ja  zastrzeg a  sobie m ożność sk rócen ia  te k s tu  i w p ro w ad zan ia  
p o p raw ek  n ie  w p ły w ający ch  n a  tre ść  p racy .
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Post.  Blochem.,  22, 123—142, 1976.

BARBARA RZESZOTARSKA *, STANISŁAW W IEJAK **

Struktura i funkcja zasadowego inhibitora trypsyny  

Structure and Function of Basic Trypsin Inhibitor

W ostatnich latach obserw uje się duży wzrost zainteresowania na tu 
ralnym i inhibitoram i proteaz. Poświęcono im dwie m iędzynarodowe kon
ferencje, jedną w roku 1970 (1), a drugą w roku 1973 (2). W latach 1971 (3) 
i 1974 (4) ukazały się obszerne artyku ły  przeglądowe na ten  tem at. W śród 
inhibitorów proteaz najw iększe zainteresowanie ze względu na własności 
i co się z tym  wiąże, ze względu na zastosowanie w  m edycynie (5— 12), 
budzi zasadowy inhibitor trypsyny, zwany dalej w artykule  inhibitorem  
trypsyny lub krócej inhibitorem, ***. Jest to peptyd złożony z pięćdziesięciu 
ośmiu reszt am inokwasowych o znanej sekwencji (13, 14) ****. Przeprow a
dzono dwie syntezy inhibitora i p rodukty  syntetyczne wykazyw ały reak 
tywność charakterystyczną dla naturalnego związku (15, 16).

Nadal, podobnie jak  w przypadku w ielu innych inhibitorów  (4, 17), nie 
znamy roli fizjologicznej inhibitora trypsyny. W ystępowanie inhibitora 
trypsyny wykazano, jak  do tej pory, tylko w narządach pewnych zwie
rząt przeżuwających, a mianowicie wołu i owcy (3), przy czym nie stw ier
dzono jego obecności w płodach (4). Nasuwa to przypuszczenie, że rola 
fizjologiczna inhibitora trypsyny wiąże się ze specjalnym  metabolizmem 
przeżuwaczy, przebiegającym  z udziałem  mikroorganizm ów przewodu po
karmowego (4). W badaniach in vitro  stwierdzono' natom iast, że inhibitor

* Doc. d r hab., ** dr, In s ty tu t C hem ii, W yższa Szkoła  P edagogiczna ul. O leska
48, 45-052 Opole.

W ykaz stosow anych  skró tów : B P T I — zasadow y in h ib ito r  try p sy n y , E — trypsyna .
*** W li te ra tu rz e  naukow ej spo tyka się w iele nazw  in h ib ito ra  try p sy n y : in h ib ito r 

trypsyny , in h ib ito r  K un itza , czynnik  K u n itza -N o rth ro p a , in a k ty w a to r  try p sy n y , 
in a k ty w a to r  try p sy n y -k a lik re in y , in a k ty w a to r  k a lik re in y , try p sy n o w y  in h ib ito r 
z trzu s tk i, in h ib ito r k a lik re in y  z na rząd ó w  w ołu, w ołow y in h ib ito r try p sy n y -k a l ik re i
ny  K un itza , zasadow y in h ib ito r try p sy n y  z trz u s tk i (BPTI), p o liw a len tn y  in h ib ito r 
z n a rząd ó w  w ołu. T ak  w ie lk a  liczba n azw  w y n ik a  z h is to rii izo low ania zarów no  te 
go, ja k  i innych  in h ib ito ró w  (3), s tw ie rd zan ia  reak ty w n o śc i w zględem  różnych  p ro teaz  
oraz n ie jed n o lity ch  poglądów  na te m a t m echan izm u  e fek tu  te rap eu ty czn eg o  in h ib i
to ra  trypsyny . W dalszym  ciągu a r ty k u łu  będziem y posług iw ali się w  tekście  nazw ą 
p ierw szą , a n a  ry c in ach  sk ró tem  nazw y in h ib ito ra : B PTI.

**** S ekw encję  tę  czy te ln ik  a r ty k u łu  odnajdzie  na  ryc in ie  2.
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124 B. R Z E SZO T A R SK A  I IN. [2]

trypsyny jest inhibitorem  poliw alentnym ^tzn. posiadającym  zdolność ha
mowania w ielu proteaz. H am uje”aH yw ność trypsyny, chym otrypsyny, 
aktywność trzech układów enzymatycznych krwi: kininowego, fibrynoli- 
tycznego i układu krzepnięcia — a oprócz tego ham uje niektóre enzymy

/ lizozomalne i inne proteazy aktyw ow ane przy rozpadzie tkanek  (6, 10). 
Z punktu  widzenia medycznego duże znaczenie ma fakt, że inhibitor try p 
syny ham uje niektóre ludzkie enzymy proteolityczne i nie w yw ołuje przy 
tym  reakcji alergicznych i zapalnych, co miało miejsce w próbach za
stosowania innych inhibitorów  (8, 9). W m edycynie inhibitor znalazł za
stosowanie w leczeniu stanów chorobowych, charakteryzujących się wzmo
żoną aktywnością proteaz, szczególnie w przypadkach zapalenia i m artw icy 
trzustki, zapalenia otrzewnej, krw aw ień śródczaszkowych, różnego rodzaju 
wstrząsów jak  endotoksycznych, urazowych i homolitycznych oraz w chi
rurgii i położnictwie (5, 6, 10). Inhibitor trypsyny w Polsce produkuje się 
z jjłu c  bydlęcych w  Jeleniogórskich Zakładach Farm aceutycznych ,,Polfa” 
pod nazwą „Traskolan” .

W ystępowanie, izolowanie, s truk tu ra  pierwszorzędowa oraz niektóre 
właściwości inhibitora trypsyny były już przedm iotem  artyku łu  w Postę
pach Biochemii (18). Celem artyku łu  niniejszego jest przedstaw ienie s truk 
tu ry  drugo- i trzeciorzędowej inhibitora oraz mechanizmu m olekularnego 
jego in terakcji z proteazam i.

I. Struktura drugo- i trzeciorzędowa inhibitora trypsyny

S truk turę  drugo- i trzeciorzędową inhibitora trypsyny (Ryc. 1 i 2) po
dali w latach 1970— 1971 H u b  e r  i wsp. (19—21), którzy opisali ją  na 
podstawie badań rentgenograficznych. S truk turę  tę potwierdzono w  dal
szych badaniach rentgenograficznych (22) oraz na drodze pom iaru widm 
Ramana wodnych roztworów inhibitora (23). Długość cząsteczki inhibitora 
trypsyny wynosi 29A, a średnica w najszerszym  miejscu 19A. Cechą cha
rakterystyczną s truk tu ry  inhibitora trypsyny jest duży stopień uporząd
kowania w ynikający ze znacznej zawartości odcinków łańcucha pepty- 
dowego o całkowicie regularnych struk turach  drugorzędowych lub bardzo 
do nich zbliżonych. Udział s tru k tu ry  (3 w cząsteczce inhibitora szacuje się 
na około 50%, a a-heliksu na około 20% (Ryc. 1).

Głównym elem entem  cząsteczki inhibitora trypsyny jest środkowy seg
m ent między Cysl4 a Cys38 (Ryc. 1, A) biegnący wzdłuż cząsteczki (Ryc. 2) 
dwoma antyrów noległym i odcinkami, połączonymi wiązaniam i wodoro
wymi. Segm ent ten w połowie długości skręcony jest o kąt 180°, a w m iej
scu zwanym szczytem cząsteczki łączy się wiązaniem  dwusiarczkowym  
Cysl4—Cys38. W dwóch miejscach segm ent rozszerza się w krótkie s tru k 
tu ry  trój odcinkowe przyłączając N- i C-końcowe fragm enty  cząsteczki. 
Przyłączenie następuje przez wiązanie wodorowe pomiędzy Gly36 i T h r l l
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[3] ZA SA D O W Y  IN H IB IT O R  T R Y P SY N Y 125

Ryc. 1. D iag ram  s tru k tu ry  d rugorzędow ej B P T I (20,22)
--------wiązania kow alentne
-------- wiązania w odorow e pom iędzy atom am i głów nego łańcucha peptydow ego
------- pozostałe wiązania w odorow e w ym ien ione w  tabeli 1
A — środkowy segm ent BPTI o budow ie podobnej do struktury-fi, B — C -końcow y odcinek  
BPTI o budowie a-heliksu, C — odcinki BPTI o budow ie poliproliny II, D — N -końcow y od

cinek BPTI o budow ie podobnej do a-heliksu

(układ łańcuchów równoległy) i dwa wiązania wodorowe pomiędzy Tyr21 
i Phe45 (układ łańcuchów antyrównoległy).

Fragm ent N-końcowy cząsteczki od Asp3 do Leu6 (Ryc. 1, D) ma s truk 
tu rę  podobną do a-heliksu, ale bez w ew nętrznych wiązań wodorowych i za
burzoną z powodu wiązania wodorowego pomiędzy sąsiednią resztą Glu7 
a Asp43. Fragm ent ten  kontaktu je  się ze środkowym  segmentem  cząsteczki 
oddziaływaniami hydrofobowym i łańcuchów bocznych. Fragm ent C-koń
cowy cząsteczki od Ser47 do Ala58 (Ryc. 1, D) ma struk tu rę  regularnego 
a-heliksu, mieszczącego trzy zwoje. Wiąże się on ze środkowym  segmen
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126 B. R Z ESZ O T A R SK A  I IN . [4]

tem  cząsteczki wiązaniem  dwusiarczkowym  Cys30—Cys51 i kontak tu je 
się z nim oddziaływaniam i hydrofobowymi łańcuchów bocznych. Fragm ent 
N-końcowy cząsteczki wiąże się z fragm entem  C-końcowym wiązaniem 
dwusiarczkowym Cys5—Cys55 oraz wiązaniem  wodorowym między Cys55 
i A rgl. F ragm enty  cząsteczki od Glu7 do TyrlO i od Arg39 do Lys41 m ają 
konform ację poliproliny II (Ryc. 1, C). Na powierzchni cząsteczki jest 
szczelina utworzona między C-końcowym odcinkiem a-heliksu i fragm en
tem łańcucha polipeptydowego od Lys41 do Lys46 (Ryc. 2). Na sk ra ju  szcze
liny leżą łańcuchy boczne TyrlO i Tyr21, a jej w nętrze w ypełniają wiązanie

Ryc. 2. R zut tró jw y m ia ro w eg o  m odelu  cząsteczki B PTI u k azu jący  położenie atom ów  
w ęg li o  w  łań cu ch u  pep tydow ym  (19, 20).

Część cząsteczki nad lin ią przeryw aną stanow i obszar przypuszczalnie istotny dla funkcji
inhibitora (24)
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[5] ZASADO W Y INH IBITO R TR YPSYNY 127

dwusiarczkowe Cys5—Cys55 i duże łańcuchy boczne czterech reszt Phe4, 
Phe22, Phe33 i Phe45 oraz reszty Tyr23 i reszty Asn43. Te dwie ostatnie 
łączą się między sobą dwoma wiązaniami wodorowymi. Szczyt cząsteczki 
tw orzą dwie antyrów nolegle biegnące pętle od Pro9 do Tyr21 i od Thr32 
do Asn43, połączone wiązaniem dwusiarczkowym Cysl4—Cys38 i w iąza
niem wodorowym między Alal6 i Gly36. Jego wnętrze w ypełnia łańcuch 
Tyr35 o niezw ykle małej swobodzie obrotu (25), połączony wiązaniem  wo
dorowym z Cys38 (Ryc. 1, A, Tabela 1).

W niew ielkiej cząsteczce, jaką jest inhibitor trypsyny stwierdzono 
ogółem 29 wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych, w tym  19 wiązań 
pomiędzy atom am i głównego łańcucha polipeptydowego, 7 pomiędzy głów
nym łańcuchem  i łańcuchami bocznymi reszt aminokwasowych oraz 3 — 
między tym i ostatnimi. W szystkie te wiązania przedstawiono na rycinie 1, 
a dodatkowe inform acje o niektórych z nich w tabeli 1.

Tabela 1

Uzupełniające informacje o wiązaniach wodorowych w cząsteczce BPTI, nie umieszczone na ry
cinie 1 (22). •

Atomy głównego 
łańcucha peptydowego

Atomy łańcuchów 
reszt aminokwasowych

Glu 7 C =  O 1 ............................ N H , Asn43
Tyr23
Tyr23
Val34
Cys38
Asp50
Cys55

c  =  O J
NH ........................  o  =  c Asn43
c - o .......................
NH

.............................. OH

.............................. OH
T h rll
Tyr35
Ser47NH .............................. OH

c - o .............................. NH Arg 1

Atomy łańcuchów 
reszt aminokwasowych

Atomy łańcuchów 
reszt aminokwasowych

Arg20
Asn24
Asp50

N H 2 .........................
o  = c  — n h 2
C =  O .........................

..............................O — C
o  = c  — n h 2 

.............................. n h 2

Asn44
Gln31
Arg53

Całą cząsteczkę inhibitora, a szczególnie jej szczyt, cechuje zwartość 
i sztywność. Cechy te w ynikają z obecności w cząsteczce omówionych po
wyżej elem entów struk tu ry  i ich powiązań, a więc: z dużego udziału s truk 
tu ry  uporządkow anej, występowania trzech wiązań dwusiarczkowych 
i licznych wiązań wodorowych oraz usytuowania dużych łańcuchów bocz
nych kilku reszt aminokwasowych we w nętrzu cząsteczki i oddziaływań 
hydrofobowych między nimi. Znajdujące się na szczycie cząsteczki cztery 
wiązania peptydowe C ysl4—L ysl5—Ala 16—Arg 17—Ilel8 są mocno na
prężone, gdyż osie orbitali wiązań o węgiel—tlen są odchylone od płasz
czyzny, w której norm alnie leżą atom y tworzące wiązanie peptydowe. Od
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128 B. R Z ESZO T A R SK A  I IN. [6]

chylenie wynosi odpowiednio: —11°, +20°, —12° i —12°. W iązania pepty- 
dowe tego fragm entu cząsteczki, a zwłaszcza wiązanie L ysl5—Ala 16, m ają 
więc budowę pośrednią pomiędzy stanem  płaskim  a tetraedrycznym , co 
znajduje odbicie w reaktyw ności inhibitora.

II. Modyfikacje chemiczne i enzym atyczne inhibitora trypsyny

M odyfikacje chemiczne i enzym atyczne inhibitora trypsyny pozwalają 
na badanie zależności między jego stru k tu rą  a funkcją. Duża oporność 
inhibitora na czynniki denaturujące (3, 21) umożliwia przeprow adzenie 
wielu modyfikacji chemicznych, co nie jest bez znaczenia wobec cporności 
inhibitora na traw ienie proteazam i (26, 27) utrudniającej przeprow adzenie 
m odyfikacji w drodze hydrolizy enzym atycznej. Dlatego w większości 
przypadków m odyfikacje s truk tu ry  w drodze enzymatycznej hydrolizy 
przeprowadza się na uprzednio chemicznie zmodyfikowanej cząsteczce.

Inhibitor trypsyny jest inhibitorem  poliw alentnym . W pierwszym  rzę
dzie nasuwa się więc pytanie: czy w cząsteczce w ystępuje tylko jedno 
centrum  reaktyw ne *> identyczne wobec wszystkich ham owanych przez 
inhibitor enzymów, czy też jest wiele centrów  reaktyw nych, każde charak
terystyczne dla innego enzymu? W drugim  przypadku można rozważać 
dwie sytuacje, czy centra reaktyw ne są w cząsteczce odizolowane od sie
bie, tzn. w ogóle się nie pokryw ają, czy centra te częściowo zachodzą na 
siebie (3, 12)? Odpowiedzi na te pytania poszukuje się przez badanie reakcji 
inhibitora na razie tylko z trypsyną i chym otrypsyną, ponieważ m echa
nizm ich działania jest stosunkowo dobrze poznany, a dotąd brak infor
m acji o fizjologicznych partnerach  inhibitora trypsyny. Stw ierdzenie, że 
kompleks inhibitora z trypsyną nie ham uje chym otrypsyny, a kom pleks 
inhibitora z chym otrypsyną nie ham uje trypsyny (28, 29) wyklucza w y
stępowanie w cząsteczce dwóch nie pokryw ających się centrów. Rozróż
nienie między dwoma pozostałymi możliwościami, na podstawie posiada
nych danych, nie jest tak jednoznaczne.

Działanie na inhibitor trypsyny N-karboksybezwodnikiem  d ,L-alaniny 
daje zmodyfikowany inhibitor zaw ierający pięć łańcuchów polialanylo- 
wych na następujących grupach aminowych: A rgl, Lysl5, Lys21, Lys41 
i Lys46 — i nie ham ujący trypsyny. Działanie tym  samym odczynnikiem 
na kompleks inhibitora z trypsyną daje podobnie zmodyfikowany inhibi
tor, zawierający cztery łańcuchy polialanylowe, wolną grupę aminową 
Lysl5, i ham ujący trypsynę (30). Analogicznie wygląda sytuacja w przy
padku maleinoilowania i sukcynylowania inhibitora (11, 31, 32). Wiązanie

*) C en tru m  reak ty w n y m  in h ib ito ra  n azyw a się tą  część cząsteczki, k tó ra  w chodzi 
w  bezpośredn i k o n ta k t m o lek u la rn y  z cen tru m  ak ty w n y m  enzym u p rzy  tw orzen iu  
trw ałego  kom pleksu  enzym —in h ib ito r (3).
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dwusiarczkowe Cysl4—Cys38 można łatwo zredukować w cząsteczce sa
mego inhibitora (33— 35), w kom pleksie zaś inhibitora zarówno z trypsyną, 
jak  i z chym otrypsyną jest ono m askowane przez enzym przed redukcją 
(35— 38). K arboksym etylow anie grup tiolowych Cysl4 i Cys38, powsta
łych w  w yniku redukcji inhibitora, pozbawia inhibitor reaktywności wo
bec obydwu enzymów (33). Na zdolność hamowania trypsyny lub chymo- 
trypsyny nie ma w pływu żadna z poniższych modyfikacji chemicznych 
inhibitora: usunięcie N-końcowego tró jpeptydu (39), dobudowanie do 
C-końcowej alaniny am idu glicyny (40), utlenienie reszty Met52 (41) i n i
trow anie reszty TyrlO i Tyr21 (42). Trawienie inhibitora trypsyny term o- 
lizyną prowadzi przede wszystkim  do oddzielenia dwóch fragm entów 
czteropeptydowych Ile 19—Arg20—Tyr21—Phe22 i Ala40—Lys41—Arg42 
—Asn43. Tak zmodyfikowany inhibitor zachowuje zdolność hamowania 
trypsyny i chym otrypsyny. Dalsze traw ienie term olizyną prowadzi do po
w stania szeregu peptydów. Jeden  z nich składający się z osiemnastu reszt 
aminckwasowych (Ryc. 3) posiada najprawdopodobniej niewielką reak 
tywność (26).

17 16 15 14 13 12
Arg—  Ala— Lys— Cys—  Rro—-Gly

I
sIs
I

Phe— Val— Tyr— G ly --G ly — Cys— Arg— Ala— Lys— Arg— Asn —Asn
33 34 35 3 6 3 7 38 39 40 41 ¿2 43 44

Ryc. 3. O siem nastopep tyd  pow sta ły  z B PT I po tra w ie n iu  te rm olizyną (26). 
Sti’zalka w  w iązaniu  peptydow ym  w skazuje grupą a-am inową am inokwasu

Opisane fakty  pozwalają na wyciągnięcie następujących wniosków. 
C entrum  reaktyw ne inhibitora tak wobec trypsyny, jak i wobec chymo
trypsyny stanowi Lysl5 i położone w jej sąsiedztwie przestrzennym  reszty 
aminokwasowe. W kompleksie enzym—inhibitor łańcuch boczny Lysl5 
znajduje się prawdopodobnie w  kieszeni enzymu specyficznie wiążącej 
substrat.

W świetle powyższego rola Lysl5 stała się przedm iotem  szczegółowych 
dociekań. W edług najnowszych badań, wykonanych w porównywalnych 
warunkach, stała dysocjacji kom pleksu inhibitora z trypsyną wynosi 
6,0X10~14 M, a stała dysocjacji kom pleksu z chym otrypsyną — 9,0X10~!' M 
i jest identyczna ze stałą dysocjacji kom pleksu inhibitora z pseudotrypsy- 
ną (36—38), tj. trypsyną z rozszczepionym, między innymi, wiązaniem 
Lysl88—Aspl89 *K P rzy jm uje się wobec tego, że podczas oddziaływania 
trypsyną—inhibitor tworzy się między Lysl5 inhibitora a Aspl89 trypsy-

*) N um erac ja  resz t am inokw asow ych  w  try p sy n ie  w ed ług  p ropozycji H a r t 
l e y a  i K a u f f m a n a  (43).
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ny mostek solny, którego nie ma w dwóch ostatnich oddziaływaniach. Da
lej, na podstawie tych danych całą różnicę między stałym i dysocjacji 
kompleksów można przypisać udziałowi tego mostka w energii tworzenia 
kom pleksu inhibitora z trypsyną i, jak widać, udział ten jest duży. Wniosek 
powyższy zdaje się uzyskiwać potw ierdzenie w wielkości stałej dysocjacji 
kom pleksu trypsyny z butyloam iną (44—46), k tórą można traktow ać jako 
dobry model łańcucha bocznego lizyny. Ostatnia stała jest równa różnicy 
pomiędzy stałą dysocjacji kom pleksu inhibitora z chym otrypsyną a stałą 
dysocjacji kom pleksu inhibitora z trypsyną. Jeżeli te wnioski są słuszne, 
to rodzi się sugestia, że inhibitor ma jedno i to samo centrum  reaktyw ne 
identyczne wobec trypsyny i chym otrypsyny (27).

Stała dysocjacji kom pleksu trypsyny z pochodną inhibitora zaw ierają
cą w miejsce Lysl5 hom oargininę wynosi 5,0X 10-11 M, tzn. zwiększa się 
około 800 razy w stosunku do stałej dysocjacji kom pleksu trypsyna-^na- 
tyw ny inhibitor; m odyfikacja zaś ta nie ma w pływu na stałą dysocjacji 
kom pleksu z chym otrypsyną (38, 47). Ostatnio stwierdzono w sposób jed
noznaczny (11), w odróżnieniu od poprzednich badań (48), że selektywne 
usunięcie grupy a-am inowej tylko z Lysl5 (bez naruszenia takich grup na 
pozostałych resztach lizylowych inhibitora) i zastąpienie jej grupą hydro
ksylową zachowuje reaktyw ność antytrypsynow ą i antychym otrypsyno- 
wą. Na stałą dysocjacji kom pleksu z trypsyną nie ma w pływu wprowadze
nie czterech reszt m aleinoilowych na grupy aminowe A rgl, Lys21, Lys41 
i Lys46 inhibitora. W prowadzenie natom iast jeszcze reszty karbonylowej 
na grupę aminową Lysl5 powoduje zwiększenie stałej dysocjacji kom plek
su trypsyną—m odyfikowany inhibitor 6,0 X104 razy w porów naniu ze stałą 
kom pleksu trypsyna-natyw ny inhibitor, a tylko 10-krotne zwiększenie 
stałej dysocjacji kom pleksu chym otrypsyną—m odyfikowany inhibitor 
w porównaniu ze stałą kom pleksu chym otrypsyną—natyw ny inhibitor (27). 
Podobnie wprowadzenie pięciu grup acetylowych na grupy aminowe Argl, 
Lysl5, Lys21, Lys41 i Lys46 inhibitora w yw iera bardzo duży wpływ na 
stałą dysocjacji kom pleksu trypsyną—m odyfikowany inhibitor, tak że 
zwiększa się ona 1,2 X105 razy w porów naniu ze stałą dysocjacji kompleksu 
trypsyna-natyw ny inhibitor *K Natom iast stała dysocjacji kom pleksu chy- 
m otrypsyna—m odyfikowany inhibitor pozostaje praw ie bez zmian w sto
sunku do kom pleksu chym otrypsyną—natyw ny inhibitor (27). Jak  z po
wyższego widać niewielkie m odyfikacje długości łańcucha bocznego Lysl5 
wpływ ają niewiele lub nie w pływ ają wcale na stałe dysocjacji kom plek
sów modyfikowany inhibitor—chym otrypsyną, ale w yw ierają duży wpływ 
na stałe dysocjacji kompleksów inhibitor—trypsyną w porów naniu ze sta
łymi dysocjacji kompleksów natyw ny inhibitor—odpowiedni enzym.

*) W edług T s c h e s c h e g o  (11) pochodna cz te ro su k cy n y lo -(A rg l, Lys21, Lys41, 
L ys46)-acety low a-(L ysl5) in h ib ito ra  n ie h am u je  an i try p sy n y , an i chym otrypsyny .
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Świadczyłoby to o lepszym dopasowaniu struk tura lnym  inhibitora do tryp- 
syny niż do chym otrypsyny.

W pobliżu Lysl5 znajduje się w cząsteczce inhibitora wiązanie dwu- 
siarczkowe C ysl4—Cys38. Redukcja tego wiązania powoduje wzrost sta
łej dysocjacji kom pleksu trypsyna—zredukow any inhibitor do poziomu 
stałej dysocjacji kom pleksu chym otrypsyna—natyw ny inhibitor, stała dy
socjacji zaś kom pleksu chym otrypsyna—zredukow any inhibitor wzrasta 
tylko dwa razy w porów naniu ze stałą dysocjacji kom pleksu chym otryp
syna—natyw ny inhibitor (36). W pływ wiązania dwusiarczkowego Cysl4— 
Cys38 na wielkość stałej dysocjacji kom pleksu inhibitora z trypsyną jest 
więc bardzo duży, rów ny wpływowi mostka solnego między Lysl5 inhibi
tora a Aspl89 trypsyny, wpływ  zaś jego na wielkość stałej dysocjacji kom
pleksu inhibitora z chym otrypsyną niewielki. Te wyniki określane są 
w obecnym stanie wiedzy jako „fascynujące i zagadkowe” (38, 49). Mody
fikacje chemiczne polegające na alkilow aniu grup tiolowych Cysl4 i Cys38, 
powstałych w w yniku redukcji wiązania dwusiarczkowego, w dalszym cią
gu spraw y nie w yjaśniają. Mianowicie, wprowadzenie dwóch grup (3-ami- 
noetylowych powoduje zwiększenie stałej dysocjacji kom pleksu trypsy 
na—zmodyfikowany inhibitor tylko 5-krotnie, a wprowadzenie dwu grup 
m etylokarbam idow ych 10-krotnie w porów naniu ze stałą dysocjacji kom
pleksu trypsyna—inhibitor ze zredukow anym  wiązaniem dwusiarczkowym 
Cysl4—Cys38 (36, 38). Pochodna dwum etylokarbam idow a inhibitora zaś 
w ogóle nie ham uje chym otrypsyny (50, 51). Zjawiska te in te rp re tu je  się 
jako przem aw iające za poglądem, że centrum  reaktyw ne inhibitora wobec 
trypsyny nie jest identyczne z centrum  wobec chym otrypsyny (3, 27).

W chemicznie zm odyfikowanym  inhibitorze trypsyny ze zredukow a
nym wiązaniem dwusiarczkowym  C ysl4—Cys38 zarówno trypsyna, jak 
i różniąca się od niej specyficznością działania chym otrypsyna powo
dują hydrolizę przede wszystkim  wiązania L ysl5—A lal6, a następnie w ią
zania Arg39—Ala40. Jako trzecie w kolejności wiązanie peptydowe try p 
syna hydrolizuje wiązanie A rg l7—Ile l8  (11, 27, 50—54). Inhibitor o dwóch 
rozszczepionych wiązaniach dwusiarczkowym  C ysl4—Cys38 i peptydowym  
Lysl5—A lal6 jest n iereaktyw ny (11, 54). U tlenienie grup tiolowych na 
powrót do wiązania dwusiarczkowego daje inhibitor znowu reaktyw ny 
(11, 54). Do działania inhibitora konieczne jest więc m inim um  jedno z w ią
zań: L ysl5—Ala 16 lub C ysl4—Cys38. Zarówno trypsyna, jak i chymo
trypsyna a także plazm ina powodują w inhibitorze o zhydrolizowanym  
wiązaniu L ysl5—A lal6 resyntezę tego wiązania (11, 55). Usunięcie z inhi
bitora o zhydrolizowanym  wiązaniu L ysl5—A lal6 albo reszty Lysl5 (56) 
albo dw upeptydu A lal6—A rgl7  (57) pozbawia inhibitor reaktywności 
wobec trypsyny (badań wobec innych enzymów nie przeprowadzono). 
W budowanie zaś na miejsce Lysl5 reszty Arg prowadzi do inhibitora reak 
tywnego tak wobec chym otrypsyny i trypsyny, jak  i wobec plazminy, 
a wbudowanie Trp lub Phe daje inhibitor o niewielkiej reaktywności wo
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bec trypsyny i dużej wobec chym otrypsyny (56). Przytoczone powyżej 
dane: hydroliza tego samego wiązania peptydowego przez enzymy o różnej 
specyficzności, reaktyw ność tak otrzym anego zhydrolizowanego inhibitora 
wobec tych enzymów i jej brak po usunięciu reszt aminokwasowych N- 
i C-końcowych powstałych w m iejsce hydrolizy oraz resynteza przez te 
enzymy zhydrolizowanego wiązania peptydowego — sugerują pogląd, że 
centrum  reaktyw ne inhibitora wobec różnych enzymów jest to samo (12, 
27, 55). Problem  nadal jednak pozostaje otwarty.

Dla uzupełnienia zagadnienia należy dodać, że w oddziaływaniu m ię
dzy czterom aleinoilo-(Argl, Lys21, Lys26, Lys46)-antranoilo-(Lysl5)-inhi- 
bitorem trypsyny i trypsyną oraz między czterom aleinoilo-(Argl, Lys21, 
Lys26, Lys46)-dansylo-(Lysl5)-inhibitorem  a zarówno trypsyną, jak  i chy- 
m otrypsyną nie dochodzi do ulokowania reszty acylo-Lysl5 w kieszeni 
enzymu specyficznie wiążącej substrat, a mimo to pochodne inhibitora ha
m ują enzymy (27, 58). W sytuacji więc, gdzie nie ma możliwości reakcji 
inhibitora z proteazą przez jego resztę Lysl5 następuje reakcja przy po
mocy innego centrum : być może jest nim Arg39 (27).

Opisane fakty wskazują na istotność w oddziaływaniu inhibitor— enzym 
proteolityczny fragm entu inhibitora o sekwencji aminokwasowej —A rgl7  
—A lal6—Lysl5—Cysl4(Cys38—Arg39—)— . Fragm ent ten w struk turze 
trzeciorzędowej inhibitora znajduje się na szczycie cząsteczki (Ryc. 2) 
a z analizy struk tu ry  drugorzędowej inhibitora wynika ważność dla sztyw 
ności jego konform acji reszt: Ile l8  i Tyr35 oraz T h r ll  (Ryc. 1). W kon
sekwencji w ydaje się, że obszar istotny dla funkcji inhibitora znajduje się 
w cząsteczce w sekwencji aminokwasowej —T h r l l—G lyl2—P ro l3— 
Cysl4—L ysl5—A lal6—A rgl7—Ile l8 — w jednej pętli peptydowej oraz 
w sekwencji —Tyr35—Gly36—Gly37—Cys38—Arg39— w drugiej pętli 
peptydowej szczytu cząsteczki (Ryc. 2). W ydaje się więc, że nie obejm uje 
on więcej niż 13 następujących aminokwasów —Ile l8—A rgl7—A lal6— 
—Lys 15—Cy s 14—P ro l 3—Gly 12—Thr 11—Ty r 35—Gly 3 6—Gly 37—Cy s38— 
—Arg39— .

Tabela 2

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

BPTI
11 12 13 14 15 16 17 18 35 46 37 38 39

... -Thr-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Arg-Ile- ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Arg-
Inhibitor z białka
jaja żółwia ... -Gln-Gly-Pro-Cys-Lys-Gly-Arg-Ile ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Lys-
Inhibitor z siary 
bydlęcej 
Inhibitor K 
z wątrobotrzustki 
ślimaka

... -Arg-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Ala-Leu- ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Glu-

... -Thr-Gly-Pro-Cys-Lys-Ala-Ser-Phe ... -Tyr-Gly-Gly-Cys-Arg-
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W obszarze tym, naszym zdaniem, powinno znajdować się centrum  reak 
tyw ne inhibitora. Pogląd ten znajduje potwierdzenie w fakcie, że obszar 
istotny dla funkcji inhibitora okazuje się homologiczny z fragm entam i kil
ku innych lizylowych inhibitorów trypsynow ych (12) (Tabela 2).

III. Struktura kompleksu inhibitor trypsyny— trypsyna i mechanizm  
m olekularny jego tworzenia

Znajomość struk tu ry  trzeciorzędowej inhibitora i s truk tu ry  trzecio
rzędowej chym otrypsyny pozwoliła na konstrukcję atomowego modelu 
kom pleksu inhibitor trypsyny—chym otrypsyna charakteryzującego się na
stępującym i cechami ogólnymi: miejscem kontaktu inhibitora z proteazą 
był szczyt jego cząsteczki, łańcuch boczny Lysl5 inhibitora usytuowano 
w kieszeni enzymu specyficznie wiążącej substrat, a wiązanie peptydowe 
L ysl5—A lal6 inhibitora w pobliżu His57 i Serl95, wchodzących w skład 
centrum  katalitycznego enzymu. Szczegółowa analiza m odelu prowadziła 
do wniosku o istnieniu 400 kontaktów  van der Waalsa między 18 resztami 
aminokwasowym i enzymu i 19 resztam i aminokwasowym i inhibitora (21, 
59—62).

Badania rentgenograficzne kom pleksu inhibitora trypsyny z trypsyną 
(62, 63) potw ierdziły ogólne wnioski z analiz modeli atomowych oraz do
starczyły szeregu inform acji szczegółowych. Stwierdzono, przede wszyst
kim, że długość mostka solnego między azotem N£ Lysl5 inhibitora z tle
nem  0&i i 0 8 2 Aspl89 znajdującego się na dnie kieszeni enzymu specyficz
nie wiążącej substrat wynosi 3,3A i że azot ten wiąże się jeszcze w iązania
mi wodorowymi z tlenem  Oy Serl90 (3,0A) i z jej tlenem  karbonylowym  
C =  0  (2,6A). Dalej, w całym kompleksie stwierdzono w sumie 200 kontak
tów van der W aalsa i l l  (ew entualnie naw et 13) wiązań wodorowych mię
dzy resztam i am inokwasowym i enzymu i resztam i aminokwasowymi inhi
bitora (Tabela 3). Ze strony enzymu w kontakt z inhibitorem  wchodzą 
przede wszystkim katalitycznie aktyw ne reszty aminokwasowe His57 
i Serl95, a następnie reszty aminokwasowe Phe41, Glnl92 i Glyl93, sąsia
dujące z nimi przestrzennie oraz reszty aminokwasowe Ser214, Tyr215 
i Gly216, wyścielające kieszeń enzymu specyficznie wiążącą substrat. Ze 
strony inhibitora w kontakt z enzymem wchodzi przede wszystkim  Lysl5, 
a następnie A lal6 i Arg 17 oraz Cysl4 i Arg39.

Przy hydrolitycznym  działaniu trypsyny po utw orzeniu kompleksu 
enzym—substrat (Ryc. 4a) zachodzi w cząsteczce enzymu przeniesienie wo
doru z tlenu Oy Serl95 na azot Ne His57 (Ryc. 4b), zmiana orientacji tlenu 
Oy Ser 195 do pozycji tzw. „zw iązanej” i utworzenie wiązania kow alentne- 
go między nim a węglem karbonylow ym  zasadowego aminokwasu wcho
dzącego w skład hydrolizowanego wiązania peptydowego. W ten sposób to 
ostatnie wiązanie przechodzi w stan tetraedryczny. Zerw anie w przejścio-
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wym stanie tetraedrycznym  wiązania węgiel—azot prowadzi do rozszcze
pienia wiązania peptydowego z równoczesnym połączeniem nowo utworzo
nego peptydowego N-końca wiązaniem  wodorowym z azotem Ne His57 
enzymu i acylowaniem  tlenu Oy Serl95 enzym u nowo utworzonym  C-koń- 
cem peptydow ym  (Ryc. 4c). Hydroliza acyloenzymu kończy proces hydro
lizy substratu  (64).

Ryc. 4. Schem at p o w staw an ia  acy loenzym u podczas hydro lizy  w iązan ia  p ep ty d o 
w ego wg. (64).

a — kom pleks enzym -substrat,
b — tetraedryczny stan przejściow y hydrolizow ego wiązania peptydow ego, 
c — acyloenzym .
Strzałkam i oznaczono w ęgle -a reszt am inokw asow ych

W kompleksie inhibitor trypsyny—trypsyną stwierdzono (63), że tlen 
Oy Serl95 trypsyny zajm uje pozycję pośrednią między pozycją ,^w iąza
ną” charakteryzującą acyloenzym  a pozycją charakteryzującą aktyw ny 
wolny enzym. Jego odległość od węgla karbonylowego Lysl5 inhibitora 
wynosi 2,3A czyli jest większa niż długość wiązania kowalentnego. Nie 
dochodzi więc tu  do w ytw orzenia typowo kowalentnego wiązania acyl—
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136 B. R Z ESZ O T A R SK A  I IN. [14]

enzym, a zachodzi jedynie silne oddziaływanie nukleofiłowego tlenu Oy 
Serl95 trypsyny z elektrofilow ym  węglem karbonylowym  Lysl5 inhibi
tora. W kompleksie inhibitor trypsyny—trypsyna nie dochodzi także do 
zerw ania wiązania wodorowego pomiędzy tlenem  Oy Serl95 i azotem Ne 
His57 enzymu, a tylko przemieszczenie w nim wodoru w kierunku azotu 
i długość tego wiązania wynosi 2,6A. Dalsze przeniesienie tego wodoru 
na azot reszty A lal6 inhibitora i utw orzenie acyloenzymu jest niemożliwe, 
ponieważ bliskie sąsiedztwo reszt aminokwasowych —Tyr35—Gly36— 
Gly37—Cys38(Cysl4—)— inhibitora, a wśród nich zwłaszcza (3-węgla 
Cysl4 (4,5A) unierucham ia pierścień imidazolowy His57 trypsyny. Na 
skutek tego odległość azotu Ne His57 enzymu do azotu reszty A lal6 inhi
bitora wynosi 4,1A i nie może się zmniejszyć do m inim um  niezbędnego do 
przejścia wodoru. Tak więc kom pleks inhibitor trypsyny—trypsyna nie 
ma budowy acyloenzymu z rozszczepionym wiązaniem Lysl5—Ala 16, ale 
budowę tetraedrycznego stanu przejściowego, chociaż bez wiązania ko- 
w alentnego między tlenem  Oy Serl95 enzymu a węglem karbonylowym  
L ysl5  inhibitora, gdyż atom y te odległe są od siebie o 2,3A. C haraktery
styczne dla stanu przejściowego odległości podaje rycina 5. W bliskim są
siedztwie wiązania peptydowego L ysl5—A lal6 inhibitora znajdują się 
jeszcze inne nie zaznaczone na rycinie 5 wiązania wodorowe między łań
cuchem głównym inhibitora a łańcuchem  głównym trypsyny (Tabela 3). 
Są to przede wszystkim: dwa wiązania krótkiego fragm entu (3—antyrów - 
noległej s tru k tu ry  inhibitor trypsyny—trypsyna, między tlenem  karbony-

R yc. 5. N iek tó re  odległości m iędzyatom ow e w kom pleksie  B P T I—try p sy n a  w  s tan ie
k rys ta liczn y m  (63).

Strzałkam i oznaczono w ęgle a reszt am inokw asow ych
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lowym P ro l3  inhibitora a azotem Gly 216 trypsyny i między azotem Lysl5 
inhibitora a tlenem  karbonylowym  Ser214 trypsyny (3,3A) oraz wiązania 
pomiędzy azotem A rgl7 inhibitora a tlenem  karbonylowym  Phe41 enzy
mu (2,6A). W szystkie wiązania wodorowe z sąsiedztwa wiązania peptydo- 
wego L ysl5—A lal6 stabilizują jego tetraedryczny stan przejściowy i tłu 
maczą trwałość kompleksu inhibitora trypsyny z trypsyną.

IV. Uwagi końcowe

Poprzedzająca badania rentgenograficzne analiza modeli atomowych 
kom pleksu inhibitor trypsyny—chym otrypsyną sugerowała, że inhibitor 
oddziałuje m olekularnie z trypsyną przez 19 swoich reszt aminokwaso- 
wych (62). W badaniu rentgenograficznym  kom pleksu inhibitor trypsy
ny—trypsyną ustalono, że oddziaływanie to zamyka się w obszarze 14 am i
nokwasów ze szczytu cząsteczki inhibitora (Tabela 3). Obraz kompleksu 
uzyskany z badań rentgenograficznych różni się od obrazu pierwotnego 
z analiz modeli atomowych nie tylko mniejszą liczbą reszt aminokwaso- 
wych inhibitora oddziałujących z trypsyną, ale i znacznie zmniejszoną licz
bą kontaktów  van der W aalsa, jak  i brakiem  niektórych wiązań wodoro
wych. Liczba oddziaływań okazała się więc w rzeczywistym  kompleksie 
w stanie krystalicznym  m niejsza niż w skonstruowanym  wcześniej mo
delu. Faktycznie oddziaływanie inhibitor trypsyny—proteaza zachodzi 
w roztworze i może być przeto jeszcze mniej złożone. Z chemicznych i enzy
m atycznych badań zależności między struk tu rą  inhibitora trypsyny a je 
go funkcją i z analizy jego stru k tu ry  drugo- i trzeciorzędowej wynika, że 
centrum  reaktyw ne inhibitora trypsyny powinno występować w obszarze 
obejm ującym  nie więcej niż 13 reszt aminokwasowych (24) (Ryc. 2). W rze
czywistości stw ierdza się, że inhibowanie jest skuteczne naw et wtedy, gdy 
nie wszystkie oddziaływania inhibitor—proteaza dochodzą do skutku 
(27, 58). Ostatnio szacuje się, że prom ienie oddziałujących ze sobą w roz
tworze obszarów enzym—inhibitor wynoszą tylko 5A (65). Jak  wielkie jest 
napraw dę centrum  reaktyw ne inhibitora, lub jaka najm niejsza liczba reszt 
aminokwasowych inhibitora jest niezbędna dla jego funkcji pozostaje 
w chwili obecnej problem em  otw artym .

Przytoczone dotychczas w artyku le  dane, na których oparto hipotezy 
na tem at wielkości centrum  reaktyw nego inhibitora trypsyny, uzyskano 
metodami badawczymi, które operują natyw ną cząsteczką. Można próbo
wać uzyskać dane na ten tem at przeprowadzając syntezę chemiczną mo
deli centrum  reaktywnego. W łaśnie w ten sposób zajęliśmy się problem em  
w naszej pracowni. Jedną z dróg może być synteza peptydów, stanow ią
cych fragm enty istotnego dla funkcjonow ania inhibitora obszaru cząstecz
ki, o podobnej do niego struk turze przestrzennej. Wymóg ten spełniają 
przede wszystkim cykliczne peptydy o liczbie reszt aminokwasowych
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większej niż 6 (66). Podjęliśm y wobec tego syntezę cyklicznych sześcio- 
peptydów  (67—69). Ideę ich konstrukcji pokazuje rycina 6. K ażdy cyklicz
ny sześciopeptyd (I, la, II i III) zawiera Lysl5 — reaktyw ny aminokwas 
inhibitora i składa się z dwóch trójpeptydów , pochodzących z dwóch anty- 
równoległych pętli, tworzących szczyt cząsteczki inhibitora trypsyny. 
W cyklosześciopeptydzie la  w celu zniesienia stanu jonu obojnaczego, nie 
w ystępującego w naturalnym  inhibitorze, zacetylowano grupę aminową 
Cysl4 i przeprowadzono w amid grupę karboksylową Cys38. Żaden spośród 
zsyntezowanych cyklopeptydów nie wykazywał reaktyw ności inhibitoro
wej wobec trypsyny, chym otrypsyny lub kalikreiny (66—68) testowanej 
w obecności estru  etylowego benzoilo-L-argininy lub estru etylowego ben- 
zoilo-L-tyrozyny. Spośród zsyntezowanych cyklosześciopeptydów in tere
sujące w ydają się peptydy I i la, gdyż zaw ierają wszystkie te reszty ami- 
nokwasowe, k tóre — jak  stw ierdzono w badaniu kom pleksu inhibitor try p 
syny—trypsyna w stanie krystalicznym  (Tabela 3) •— wchodzą w kontakt 
m olekularny z His57 i Ser 195, aktyw nym i resztam i aminokwasowym i tryp -

Ryc. 6. K o n s tru k c ja  sy n te tycznych  cyk losześciopeptydow ych m odeli I—II I  cen trum
reak ty w n eg o  B PT I (24).

Strzałka w  w iązaniu peptydow ym  w skazuje grupę a-am inow ą am inokw asu
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syny. Cyklcsześciopeptyd I ma s truk tu rę  —(3 (70), jednakże tlen  karbony- 
lowy L ysl5  zwrócony jest w nim do w ew nątrz pierścienia a nie na ze
w nątrz cząsteczki jak  to ma miejsce w naturalnym  inhibitorze. Ponieważ 
cyklosześciopeptyd nie ham uje proteaz można wnosić, że albo podczas od
działywania proteaza—cyklosześciopeptyd I nie następuje przybranie przez 
cyklosześciopeptyd „konform acji inhibitorow ej”, albo że jest on za mały, 
aby zapewnić niezbędną do inhibowania liczbę kontaktów  inhibitor—pro
teaza. Bardziej praw dopodobne w ydaje się tłum aczenie drugie, gdyż pro
tea z a — jak można przypuszczać — narzuca fragm entom  inhibitora lub je
go m odyfikowanym  formom taką „konform ację inhibitorow ą” (26, 27, 58). 
Syntezę modeli centrum  reaktyw nego inhibitora trypsyny kontynuuje się 
i zmierza ona obecnie do cyklopeptydów większych (71) od dotychczas 
otrzym anych i przebadanych *\

A r ty k u ł  nadszedł  31.1.1975; po r e w iz j i  au torsk ie j  o trzym ano 8.12.1975.

W czasie sk ład an ia  a r ty k u łu  do d ru k u  u k aza ła  się p u b lik ac ja  W e b e r a  
i S c h m i d a  ( W e b e r  U., S c h m i d  H., (1975), H o p p e -S e y le t’s Z. P hysio l. C hem ., 
356, 1505 - 1515.) n a  te m a t syn tezy  pep tydow ych  m odeli reak ty w n eg o  cen tru m  zasa
dow ego in h ib ito ra  try p sy n y  i b ad an ia  ich w łasności in h ib ito row ych  o raz  zaw iera jąca  
w niosk i iden tyczne ze s fo rm u łow anym i w  końcow ej części n in ie jsze j pracy .
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MAŁGORZATA MANTEUFFEL-CYMBOROWSKA *>

Biochemiczne aspekty biologicznych rytm ów dobowych  

Biochemical Aspects of Diurnal Biological Rhythms

Zjawisko „m ierzenia” czasu przez organizmy żywe w ykryto w począt
kach XVIII wieku, a więc ma już ono ponad dwuwiekową historię. Dopie
ro jednak ostatnie dwudziestolecie przyniosło niezwykły wzrost zain tere
sowania rytm am i biologicznymi (biorytmami). Składa się na to kilka przy
czyn. Przede wszystkim zaczęto sobie zdawać spraw ę z faktu, że ry tm y 
biologiczne odgryw ają zasadniczą rolę w adaptacji istot żywych do w a
runków  otoczenia, a po w tóre biorą udział w utrzym aniu homeostazy 
w organizmie. Poznanie rytm ów  biologicznych, oprócz znaczenia czysto 
teoretycznego, ma zatem olbrzymie znaczenie praktyczne (medycyna, po
dróże transkontynentalne czy kosmiczne). Nie powinien zatem budzić zdzi
wienia fakt, że można dziś mówić o pow staniu nowej dziedziny wiedzy zaj
m ującej się rytm am i biologicznymi — chronobiologii. Co więcej, chrono- 
biologia stanowi już poważnie rozbudowany dział biologii, a w jej zakres 
wchodzi kilka specjalności, między innym i chronofizjologia, chronofarm a- 
kologia, czy chronopatologia.

Badacz pragnący zapoznać się z problem atyką rytm ów  biologicznych 
jest obecnie w o wiele szczęśliwszej sytuacji niż przed kilkunastu laty. 
W ostatnim  okresie opublikowano bowiem kilka obszernych m onografii 
traktujących o rytm ach biologicznych (1—6), jak  również w ydano w for
mie książkowej szereg sprawozdań z m iędzynarodowych sympozjów i kon
ferencji, na których wielu uczonych wypowiadało się na tem at biorytm ów 
badanych pod różnym i aspektam i (7— 12). Ponadto ukazują się regularnie 
trzy czasopisma naukowe: Chronobiology, Journal of Interdisciplinary  
Cycle Research i Cycles zamieszczające prace na tem at zjawisk i procesów 
rytmicznych.

Obecnie nie można ignorować wyników badań nad rytm am i biologicz
nym i wskazującymi na to, że biorytm y w ystępują na wszystkich możli

*) D r, Z ak ład  B iochem ii K om órk i, In s ty tu t Biologii D ośw iadczalnej im. M. N enc
kiego, PA N, ul. P a s te u ra  3, 02-093 W arszaw a.

S tosow ane sk ró ty : LL — w a ru n k i sta łego  św ia tła ; DD — w a ru n k i s ta łe j c iem noś
ci; LD — w a ru n k i zm iennego  św ia tła  i ciem ności.
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wych poziomach organizacji żywej m aterii, począwszy od komórki, a skoń
czywszy na organizmie jako całości. Konieczność uwzględniania czynnika 
czasu przy standaryzacji technik histochemicznych, tak często stosowa
nych do celów diagnostycznych, podkreśla M a y e r s b a c h  przytaczając 
jako przykład dobowe zmiany zawartości glikogenu w w ątrobie szczurów, 
gdzie am plituda w ahań jest duża — wynosi od 0,1 do 8,0 mg glikoge
nu w przeliczeniu na lOOmg w ątroby (13). Podobnie H a l b e r g ,  w swoim 
wykładzie otw ierającym  konferencję na tem at rytm ów  biologicznych 
i funkcji układu endokrynalnego, która odbyła się w Missouri w 1973, pod
kreśla, że w m edycynie brak analizy wyników pod kątem  rytm iki dobowej 
badanego procesu jest stra tą  czasu i pieniędzy oraz wyrządzić może nie
obliczalne szkody! (14)

I. Podstawowe problemy i pojęcia 

I - l .  Z egar biologiczny

Liczne doświadczenia i obserwacje ptaków i pszczół, a także wcześniej
sze o dwa wieki badania Linneusza dotyczące ruchów płatków kwiatów 
i wykorzystanie tego zjawiska do „budowy” słynnego zegara kwiatowego 
w Uppsali, pozwoliły na stwierdzenie, że rośliny i zwierzęta posiadają zdol
ność m ierzenia upływającego czasu. Jeśli tak, to organizmy żywe posiadają 
rodzaj mechanizmu zegarowego, k tóry nazwano zegarem biologicznym. 
Początkowo wyobrażano sobie, że sygnałem  urucham iającym  zegar biolo
giczny jest bodziec pochodzący ze środowiska, na przykład wschód słońca, 
a więc, że mechanizm zegara funkcjonuje na prostej zasadzie: bodziec- 
-reakcja. Owego bodźca szukano umieszczając badane zwierzę czy roślinę 
w stałych w arunkach światła, tem peratury , wilgotności (np. w głębokich 
jaskiniach). W przypadku wielu rytm icznych procesów bodźca takiego nie 
udało się jednak znaleźć. Kontrola zegara biologicznego przez czynniki 
zewnętrzne (zegar egzogenny) nie tłum aczy też w jaki sposób zwierzę może 
„przewidywać” pewne zjawiska, które będą dopiero zachodzić w środo
wisku. Jak  wytłumaczyć np. fakt, że świerszcze rozpoczynają aktywność 
ruchową tuż przed zapadnięciem ciemności (15), lub że raptow ny wzrost 
poziomu glukozy we krw i kurcząt wyprzedza o kilkanaście m inut ich 
wzmożoną aktywność ruchową? (16).

Obecnie przyjm uje się powszechnie, że zegar biologiczny organizmów 
żywych działa dzięki w ew nętrznym  (endogennym) procesom cyklicznym 
pow tarzającym  się co dobę. Dla ich funkcjonowania nie jest potrzebny 
bodziec pochodzący ze środowiska zewnętrznego.

M olekularne modele endogennej kontroli rytm ów  okołodobowych zo
staną przedstaw ione w rozdziale VI.

http://rcin.org.pl



[3] DO BOW E RYTMY BIO LO G ICZNE 145

Przeciwną koncepcję — egzogennego zegara biologicznego — lansuje 
F. A. B r o w n ,  k tóry przypisuje pewnym  czynnikom zewnętrznym  (ru- * 
chy gwiazd i planet, promieniowanie kosmiczne, czynniki geofizyczne) za
sadniczą rolę w urucham ianiu zegara biologicznego (17).

1-2. Rytm y endogenne i egzogenne. Kryteria ich klasyfikacji

Koncepcja endogennej kontroli zegara biologicznego nie jest oczywiście 
równoznaczna z negowaniem dobowych rytm ów  egzogennych. Te ostatnie 
nie pozostają pod kontrolą zegara biologicznego, a pow stają na skutek 
cyklicznie pow tarzających się zmian środowiska zewnętrznego. Koncepcja 
endogennej kontroli nie oznacza również, że odrzuca się wpływ środowi
ska zewnętrznego na endogenny zegar biologiczny. Przeciwnie, środo
wisko (światło, ciemność, tem peratura, wilgotność, bodźce akustyczne, po
żywienie) jest bardzo istotnym  czynnikiem synchronizującym  rytm y. To 
właśnie synchronizatory powodują, że na przykład w danej grupie, czy 
populacji wszystkie zwierzęta są zsynchronizowane w fazie w stosunku do 
czasu lokalnego, co oznacza, że maksima i m inima intensywności danego 
procesu przypadają o tej samej porze dnia i nocy u wszystkich osobników. 
W literaturze światowej na oznaczenie synchronizatorów używa się te r
minu Zeitgeber zaproponowanego przez Aschoffa.

Jakie k ry teria  przyjęto zatem dla oznaczenia endogennego charakteru  
badanego ry tm u dobowego? Otóż ry tm  można nazwać endogennym jeśli 
będzie spełniał następujące w arunki:
— będzie się utrzym ywać w stałych w arunkach środowiska, po wyelim i

nowaniu możliwie wszystkich rytm icznie pow tarzających się bodźców;
— w stałych warunkach, na skutek usunięcia synchronizatora, ujaw ni się 

ry tm  spontaniczny (free running rhythm )  będący „czystym ” rytm em  
endogennym. Długość okresu ry tm u wynosić będzie wówczas nie jak  
poprzednio 24 godz., lecz będzie się wahać w zależności od rodzaju pro
cesu i organizmu od 20 do 28 godz.;

— na skutek skracania lub w ydłużania okresu ry tm u wystąpi tzw. zja
wisko dryfow ania ry tm u polegające na tym, że początek i koniec ry tm u 
przesuwa się każdej doby o pewną, stałą wartość w stosunku do czasu 
lokalnego (porównaj Ryc. 3).

1-3. N iejednoznaczność term inów  „okołodobowy” i „dobow y”

W celu uniknięcia nieporozumień K om itet do Spraw Słownictwa Mię
dzynarodowego Towarzystwa Chronobiologicznego zalecił w 1973 stoso
wanie term inu „okołodobowy” (circadian; circa — około, dies — dzień) je 
dynie do rytm ów  m ających endogenny charakter. O rytm ach egzogennych, 
lub też w przypadkach wątpliwych należy mówić „rytm y dobowe” (diurnal, 
24 hours rhythm ).
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1-4. Niektóre problem y m etodyczne badań rytm ów  dobowych

W badaniach rytm u dobowego danego procesu istotna jest um iejętność 
śledzenia jego przebiegu w czasie w tym  samym zwierzęciu czy roślinie. 
W przypadku takich procesów jak na przykład aktyw ność ruchowa szczu
ra, składanie jaj przez owady, czy ruchy liści roślin nie stwarza to tru d 
ności— obserwacje można prowadzić przez dowolnie długi okres czasu. 
Należy jedynie zwracać uwagę na to, aby w arunki środowiska zew nętrzne
go były ściśle kontrolowane. Tego ostatniego w arunku trzeba przestrzegać 
zwłaszcza gdy chodzi o w yelim inow anie synchronizatorów i zbadanie ry t
mu spontanicznego ujaw niającego się w stałych w arunkach środowiska.

Sprawa znacznie się kom plikuje, gdy zbadanie danego procesu wiąże 
się z koniecznością uśm iercenia zwierzęcia, jak na przykład w przypadku 
badania pewnych procesów biochemicznych. Najczęściej schem at doświad
czenia wygląda wówczas następująco: grupę zwierząt synchronizuje się 
przez kilka dni hodując w zmiennych w arunkach światła i ciemności na 
przykład 12 godz. światła (L) i 12 godz. ciemności (D) — LD 12:12. N astęp
nie co kilka godzin w ciągu doby zabija się jedno lub więcej zwierząt, izolu
je potrzebną tkankę i przeprowadza oznaczenia.

Hodowanie zwierząt w stałych w arunkach środowiska, w nieobecności 
synchronizatora prowadzi do ich rozsynchronizowania w stosunku do cza-

Ryc. 1. S ch em at p rzeb iegu  z jaw isk a  (I) o raz w yn ików  o trzym anych  z dośw iadcze
n ia  (II) p rzeprow adzonego  na g ru p ie  zw ierzą t rozsynchron izow anych  pod w zględem  

badanego  procesu  w  sto su n k u  do czasu lokalnego, 
a — poszczególne osobniki grupy rytm iczne; b — poszczególne osobniki grupy nierytm iczne. 

Intensyw ność procesu wyrażona w  jednostkach  um ow nych
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su lokalnego. Grupa jako całość staje się arytm iczna naw et wówczas, gdy 
poszczególne osobniki nie u traciły  rytm u. To pozornie paradoksalne stw ier
dzenie w yjaśnia rycina 1, z której widać, że wyniki doświadczeń przepro
wadzonych na zwierzętach rozsynchronizowanych w stosunku do czasu 
lokalnego nie są m iarodajne. Bardzo zbliżone wyniki otrzym ano w przy
padku obydwu badanych grup zwierząt, chociaż osobniki pierwszej grupy 
były rytm iczne, a drugiej nierytm iczne pod względem badanego procesu. 
Dopóki więc nie potrafim y badać danego procesu przez okres co najm niej 
24 godz. na tym  samym zwierzęciu (w przypadku badania ry tm u aktyw 
ności enzymu wyjściem z sytuacji byłoby zastosowanie biopsji), dopóty 
nie możemy stwierdzić m etodam i bezpośrednimi, czy jego ry tm  ma charak
ter endogenny. Metody pośrednie stosowane w badaniach rytm u aktyw 
ności enzymów zostaną omówione w rozdziale II-2.

1-5. Przykłady procesów  charakteryzujących się rytm iką dobową

Z rytm am i okołodobowymi czy dobowymi spotykam y się przy omawia
niu bardzo wielu (choć nie wszystkich) procesów zachodzących w rośli
nach i zwierzętach — ogólniej — we wszystkich organizmach eukariotycz
nych. Dlatego też niemożliwe będzie tu ta j choćby wym ienienie wszystkich 
procesów charakteryzujących się rytm em  dobowym. Zainteresowani znaj
dą obszerny ich opis w opracowaniach monograficznych (4). Tutaj ogra
niczymy się do przedstaw ienia procesów najlepiej poznanych pod wzglę
dem rytm iki dobowej.

Organizm y jednokom órkowe, pomimo swej prostej budowy, w ykazują 
ry tm  dobowy różnych procesów. I tak  na przykład stwierdzono istnienie 
dobowego ry tm u fototaksji Euglena gracilis (18), koniugacji Paramecium  
(19, 20), czy bioluminescencji, podziałów komórkowych i fotosyntezy Go- 
nyaulax polyedra  (21). Okazało się także, że w iele gatunków wchodzą
cych w skład zooplanktonu charakteryzuje się rytm em  dobowym prze
mieszczeń pionowych (22).

Poroc/nia /ub nocy fgodz)

Ryc. 2. A ktyw ność ru chow a św ierszcza w  w aru n k ach  LD 12:12 (23).
Zakreskow any obszar oznacza okres ciem ności.
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Wśród rytm ów  dobowych organizmów wielokomórkowych bodajże n a j
lepiej poznano ry tm  aktywności ruchow ej (Ryc. 2 i 3). Piśmiennictwo 
związane z tym zagadnieniem jest olbrzym ie — zarówno tyczące zwierząt 
bezkręgowych jak  i kręgowych. Na rycinie 3 przedstaw iono aktyw ność 
ruchową chomika syryjskiego w stałych i zmiennych w arunkach św ietl
nych. W w arunkach stałej ciemności widać dryfow anie rytm u, zastoso
wanie zmiennych w arunków  światła i ciemności synchronizuje ry tm  
aktywności ruchowej.

_ ■____ II
■^■LJŁ. ■____  1 i

6 16 6
Pora dnia lub nocy (goc/z)

Ryc. 3. R y tm  ak tyw ności i spoczynku chom ika sy ry jsk iego  w  w a ru n k ach  DD (1—6 
doba) LD (7— 16 doba) i ponow nie  w  DD (17—25 doba) (24).

Pola zaciem nione oznaczają okresy aktyw ności; lin ie  poziom e — kolejne doby doświadczenia

Z innych badanych od lat pow tarzających się rytm icznie procesów wy
mienić można dobowy rytm  snu i czuwania zwierząt (25), czy ry tm  orien
tacji przestrzennej zwierząt (26).

W szystkie wspom niane powyżej ry tm y dotyczyły zwierzęcia jako ca
łości. Rytm y dobowe zachodzą jednak także w obrębie pojedynczej ko
mórki. Od dawna znano fakt istnienia ry tm u dobowego podziałów ko
mórkowych, przy czym stw ierdzano to zjawisko zarówno w przypadku 
organizmów jednokom órkowych (27, 28, 29) jak  i w niektórych tkankach 
roślinnych i zwierzęcych (przegląd lite ra tu ry  według 1 i 2).

Rytmy dobowe zmian morfologicznych komórek obejm ują zmiany 
wielkości jądra komórkowego, oraz zmiany zachodzące na terenie cyto- 
plazmy (30, 31, 32). W yraźny ry tm  dobowy wielkości jądra  komórkowego 
stwierdzono między innym i w kom órkach wyizolowanych z gruczołów 
śliniankowych Drosophila (33), jak  również w hodowanych in vitro  ludz
kich i szczurzych kom órkach praw idłowych i stransform ow anych (34). Te
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ostatnie badania m iały na celu stw ierdzenie czy stransform ow ane komórki 
różnią się od prawidłowych dobowymi zmianami wielkości jądra.

Przykładem  dobowego ry tm u procesów m etabolicznych komórek jest —• 
stw ierdzony przy zastosowaniu metody autoradiograficznej — rytm  synte
zy RNA na terenie komórek neurosekrecyjnych pars intercerebralis mózgu 
i zwoju podprzełykowego świerszczy (Ryc. 4) (35). Dobowy ry tm  syntezy 
białek na terenie wspom nianych powyżej komórek wykazano również m e
todą autoradiograficzną stosując mieszaninę znakowanych aminokwasów 
(Ryc. 5) (36).

Dobowe ry tm y biochemiczne od lat stanowiły przedm iot zainteresowa
nia badaczy. Zgromadzono olbrzym ią ilość obserwacji, które nie zawsze

Pora dnia ('=>) lub nocy ) > godz

Ryc. 4. D obow e zm iany poziom u syn tezy  RNA w  kom órkach  n eu rosek recy jnych  pars 
in tercerebra lis  m ózgu św ierszczy hodow anych  w  w aru n k ach  LD 12:12 (35). 

Linią ciągłą zaznaczono aktyw ność ruchową św ierszczy wyrażoną jako liczbę ruchów/godz; 
słupki odpow iadają in tensyw ności syntezy RNA

Pora dnia lub nocy (godz)

Ryc. 5. D obowe zm iany  poziom u syn tezy  b ia łk a  w  kom órkach  neu rosek recy jnych  
pars in tercerebra lis m ózgu  św ierszczy hodow anych  w  w aru n k ach  LD 12:12 (36). 

Zakreskow any obszar oznacza okres ciem ności
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jeszcze można in terpretow ać w ram ach jednej, spójnej koncepcji. Dyspo
nujem y obecnie wieloma danym i eksperym entalnym i na tem at dobowych 
zmian poziomu glukozy i innych cukrów, cholesterolu, wolnych kwasów 
tłuszczowych czy hormonów w surowicy krw i i w innych cieczach ciała (16, 
37—42), oraz poziomu hormonów i amin biogennych w mózgu i przysadce 
mózgowej kręgowców i w innych tkankach zwierząt bezkręgowych 
(43—48).

Główny przedm iot niniejszego artyku łu  stanowią jednak ry tm y dobo
we aktywności enzymów, oraz teorie m olekularnego podłoża rytm ów  bio
logicznych, które należy dziś przede wszystkim  traktow ać jako pożytecz
ne robocze hipotezy. Ich rozwiązanie ma niezwykle doniosłe znaczenie dla 
współczesnej chronobiologii. Problem  ten  łączy się bowiem ściśle z za
gadnieniem  zegara biologicznego, k tóry  •— według przyjętych założeń — 
działa dzięki reakcjom  biochemicznym zachodzącym cyklicznie na terenie 
komórek organizmu.

Badania nad biochemicznymi ry tm am i dobowymi nie są dziś kom plet
ne, ani zakończone. Przeciwnie. Przedstaw ienie tych zagadnień ma na 
celu zasygnalizowanie jak wiele jeszcze należy dokonać w tej dziedzinie 
w przyszłości.

II. Rytm y dobowe aktywności enzym ów

Badania nad dobowymi rytm am i aktyw ności enzymów datu ją  się od 
niedawna; ich wyniki są fragm entaryczne i obejm ują stosunkowo niew iel
ką liczebnie grupę enzymów. Punkt w yjścia badań tego typu stanowi 
stw ierdzenie występowania wyraźnych, charakterystycznych zmian 
aktywności enzymu w różnych porach dnia i nocy, co obserwowano w przy
padku dekarboksylazy ornitynowej, glukokinazy, reduktazy hydroksy- 
m etyloglutaryloCoA (49), histydazy (50), czy fosfa tazy ‘kwaśnej (51).

W przypadku jedynie niewielu enzymów badano m echanizm  dobowych 
zmian ich aktywności. Do grupy tej można zaliczyć: O -m etylotransferazę 
hydroksyindolu izolowaną z szyszynki szczurów (52), pirolazę tryptofano- 
wą (53), transm inazę tyrozynową (54), a-hydroksylazę cholesterolu (55) — 
wszystkie izolowane z w ątroby szczurów, czy wreszcie lucyferazę izolowa
ną z jednokomórkowego organizmu G onyaulax polyedra  (56).

Grupę najlepiej poznaną pod względem rytm iki dobowej stanowią enzy
my izolowane z w ątroby szczurów i innych gryzoni, a wśród nich enzymy 
katalizujące przem iany aminokwasów (Tabela 1).

W dalszym ciągu tego rozdziału omówionych zostanie szczegółowiej kil
ka enzymów, z uw ypukleniem  złożoności problem ów na jakie napotyka 
badacz rytm ów  dobowych. W yboru tych enzymów dokonano zatem nie 
pod kątem  ich szczególnej roli w m etabolizmie komórkowym, ale pod ką
tem  znajomości m echanizm u odpowiedzialnego za pow staw anie dobowego 
rytm u ich aktywności.
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Tabela 1

Dobowe rytmy enzymów katalizujących przemiany aminokwasów w wątrobie gryzoni (zmodyfi
kowana, według 54)

Enzym

i
Maksymalna aktywność

1 Obserwacje
pora występowania amplituda

Pirolaza Usunięcie nadnerczy zmniejsza am
tryptofanowa(57) D8 100% plitudę o połowę.
Pirolaza
tryptofanowa(50)

D l — D6 100% Rytm jest prawdopodobnie odbiciem 
syntezy enzymu de novo.

Pirolaza
tryptofanowa(58)

D l 00 o Podawanie zwierzętom jednego po
siłku dziennie powoduje przesunię
cie rytmu bez zmiany rytmu poziomu 
kortykosteronu w osoczu krwi.

Pirolaza
tryptofanowa(59)

D l
oo Zmiana pory posiłku białkowego ma i 
mniejszy wpływ niż na rytm transa- i ' .
minazy tyrozynowej.

Pirolaza 
i tryptofanowa(60)

D4 30% Wzrost aktywności enzymu poprze
dza porę pobierania przez zwierzę 
pokarmu.

Transaminaza
argininowa(61)

L2 — L6 25% Rytm ulega zmianie przy zmienio
nych warunkach świetlnych.

Transaminaza
ornitynowa(62)

okres ciemności Stwierdza się rytm tylko wówczas, 
gdy zawartość białka w diecie więk
sza niż 60%.

Dekarboksylaza
ornitynowa(63)

D2 8—10x Rytmu brak u zwierząt odżywiają
cych się pokarmem bezbiałkowym, 
oraz po usunięciu nadnerczy lub i 
przysadki mózgowej.

Dekarboksylaza
ornitynowa(64)

D6 6x Szczyt aktywności przesunięty po 
podaniu pokarmu w środku okresu 
ciemności.

Aminotransferaza
alaninowa(65)

D l — D6 50% --

Aminotransferaza
alaninowa(65)

D l — D3 80% --

Hydroksylaza fe- 
nyloalaninowa(66)

D4 100% Amplituda zmniejsza się o połowę 
po 24-godz. głodzeniu.

T ransaminaza 
tyrozynowa(54)

D3 300% Porównaj rozdz. II-I.

D l ,  L2—’kolejne godziny okresu ciem ności(D) lub światła(L).

I I -1. Dobowy rytm aktyw ności transam inazy tyrozynow ej

Badania nad dobowym rytm em  aktyw ności transm inazy tyrozynowej, 
enzymu katalizującego dezam inację tyrozyny, datu ją  się od szeregu lat; 
ostatnio ukazał się też na ten tem at w yczerpujący artyku ł przeglądowy 
(54). Badana in vitro  aktyw ność transm inazy tyrozynowej z w ątroby szczu
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rów hodowanych w zmiennych w arunkach światła i ciemności (LD 12:12) 
różni się znacznie w zależności od pory doby, w której pobierano w ątrobę 
do oznaczeń (Ryc. 6). W yraźny szczyt aktywności enzymu obserw uje się po 
około 4 godzinach od m omentu zapadnięcia ciemności.

Poro dnia M  lub nocy (— ), goc/z

Ryc. 6. D obowy ry tm  ak tyw ności tran sm in azy  ty rozynow ej z w ą tro b y  szczurów  (54).
Aktyw ność enzym u w yrażono w  nM produktu/g wątroby/godz.

Na istotne pytanie czy zmiany aktywności enzymu są efektem  zmian 
ilości białka enzymatycznego dały odpowiedź badania, w których oznacza
no poziom antygenu w wyciągach wątrobowych za pomocą przeciwciał 
skierowanych przeciwko tem u enzymowi (67). W yniki im m unomiareczko- 
wania jak  i pulsowego piętnowania transam inazy tyrozynowej, a następnie 
jej im m unoprecypitacji wykazały, że dobowe zmiany aktywności enzymu 
spowodowane są zmiennym  tem pem  jego syntezy. Badając wpływ 5-aza- 
cytydyny i cykloheksoimidu stwierdzono ponadto, że zwiększona synteza 
białka enzymatycznego jest wynikiem  stym ulacji zarówno na poziomie 
transkrypcyjnym  jak  i posttranskrypcyjnym  (68).

Próbując wyjaśnić pochodzenie i mechanizm rytm u aktywności trans
aminazy tyrozynowej zwrócono uwagę, że jej aktywność w zrasta po po
daniu zwierzęciu tyrozyny lub tryptofanu  (69). Zbadano więc w różnych 
porach doby aktywność enzymu, oraz równolegle poziom wolnej tyrozyny 
i tryptofanu w wątrobie. W przypadku tryptofanu  wykazano, że jego po
ziom wzrasta w yraźnie na kilka godzin przed wzrostem aktywności tran s
aminazy tyrozynowej (70).

W wątrobie, w odróżnieniu od innych narządów, stężenie am inokwa
sów wzrasta gwałtownie po zjedzeniu przez zwierzę pokarm u białkowe
go. Stwierdzono, że w w ątrobie szczurów hodowanych na diecie nisko- lub 
bezbiałkowej obserw uje się obniżenie o 90°/o dobowych zmian aktywności 
transam inazy tyrozynowej, a czasami naw et ich całkowity zanik. Uprzed
ni ry tm  aktywności enzymu pojaw iał się, gdy szczurom podawano dietę 
zawierającą białko lub mieszaninę podstawowych aminokwasów. Opusz
czenie tryp tofanu  w diecie powodowało jednak zanikanie ry tm u (70). 
Szczególną rolę tryptofanu w fizjologicznej regulacji aktywności trans-
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aminazy tyrozynowej daje się wytłumaczyć udziałem tego aminokwasu 
w kontroli stopnia agregacji polisomów wątroby. Jak  wykazano bowiem, 
w kom órkach w ątroby tryptofan  powoduje agregację wolnych rybosomów 
z mRNA tworząc polisomy — jednostki syntezy białka (71, 72, 73). Bada
nia agregacji polisomów w ątroby szczura wykazały występowanie ściśle 
określonego rytm u dobowego tworzenia tych struk tur. Rytm  ten, podob
nie jak ry tm  aktywności transam inazy tyrozynowej, zanikał w kom ór
kach w ątroby zwierząt karm ionych pokarm em  bezbiałkowym pozbawio
nym  tryptofanu (74). Słuszna zatem w ydaje się sugestia, że zmiany aktyw 
ności transam inazy tyrozynowej są odbiciem cyklicznej syntezy enzymu 
następującej na skutek rytm icznych zmian agregacji polisomów (70).

W yniki powyższych badań sugerują, że głównym czynnikiem zapocząt
kowującym  ry tm  aktywności transam inazy tyrozynowej jest cykliczny na
pływ aminokwasów pokarm u do w ątroby zwierzęcia. Ten egzogenny czyn
nik zależy z kolei zarówno od składu pokarm u jak  i od tendencji zwie
rzęcia do odżywiania się w pewnych, ściśle określonych porach doby (be
haw ioralny czynnik endogenny).

Ciekawe w tym  kontekście są badania transam inazy tyrozynowej w 
wątrobie noworodków szczurzych (75). Po 48 godz. od m om entu urodze
nia obserw uje się w yraźny ry tm  aktywności tego enzymu przesunięty 
jednak  w fazie w stosunku do ry tm u obserwowanego w wątrobie doro
słych szczurów. Jak się wydaje, jest to w ynik odżywiania się młodych 
szczurów w dzień, w przeciw ieństw ie do dorosłych osobników głównie że
rujących nocą.

Drugim czynnikiem, obok pokarmowego, m ającym  wpływ na cyklicz
ną syntezę transam inazy tyrozynowej jest czynnik horm onalny — poziom 
glukokortykoidów we krwi. Udział jego jest niew ątpliw ie mniejszy niż 
czynnika pokarmowego, na co w skazują wyniki badań na zwierzętach, 
k tórym  usunięto nadnercza, a w wątrobie których w dalszym ciągu stw ier
dzano ry tm  dobowy aktyw ności transam inazy tyrozynowej (76). Dobrze 
uchwytne, choć zmniejszone o 90%, dobowe zmiany aktywności transam i
nazy tyrozynowej obserwowane w w ątrobie zwierząt karm ionych dietą 
bezbiałkową związane są właśnie ze zmianami ilości glukokortykoidów 
uwalnianych przez nadnercza do krwi.

W u r t m a n (54), rozważając fizjologiczne znaczenie ry tm u dobowego 
transam inazy tyrozynowej wskazuje, że jego kontrola może być dwojaka 
w zależności od stanu fizjologicznego zwierzęcia. Aktywność enzymu 
w w ątrobie szczurów nie głodzonych i nie będących pod wpływem  stresu 
wzrasta po spożyciu przez zwierzę pokarm u białkowego. Enzym, rozkła
dając tyrozynę, zapobiega nagrom adzeniu się tego toksycznego związku. 
Inaczej jest w wątrobie szczurów pozbawionych pokarm u lub pozostają
cych w stanie stresu, gdzie po 18—24 godz. głodzenia obserw uje się gwał
tow ny wzrost aktywności transam inazy tyrozynowej. W zrost ten następuje 
pod wpływem kortykoidów nadnerzy (których poziom we krw i zwierzęcia

3 Postępy Biochem ii
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w zrasta wielokrotnie), a enzym katalizując dezam inację tyrozyny daje 
związek, k tóry może być dalej m etabolizowany z wytw orzeniem  energii.

II-2. Dobowy rytm  aktyw ności 7 a-hydroksylazy cholesterolu

7a-hydroksylaza cholesterolu, jako enzym lim itujący szybkość prze
m iany cholesterolu w kwasy żółciowe, posiada kluczowe znaczenie w m e
tabolizmie cholesterolu. Enzym ten w ykazuje bardzo w yraźny dobowy 
ry tm  aktywności (Ryc. 7), k tóry  w ydaje się być następstw em  syntezy de 
novo  zachodzącej przy końcu dnia i na początku nocy, oraz krótkiego okre
su półtrw ania (77).

V a n  C a n t f o r t  badający od szeregu lat regulację dobowego ry tm u 
aktywności 7a-hydroksylazy cholesterolu wykazał, że na poziom aktyw 
ności enzymu wpływa stężenie kortykosteronu w osoczu krwi, natom iast 
pora odżywiania się zwierzęcia (warunkow ana przez okres światła) działa 
jako główny czynnik synchronizujący ry tm  aktywności tego enzymu (78).

Endogenny charak ter ry tm u aktyw ności 7a-hydroksylazy cholesterolu 
wykazano w sposób pośredni, używ ając do badań szczurów z wrodzoną 
ślepotą (genetically blind rats), co pozwoliło na wyelim inow anie czynnika 
synchronizującego (światło) (55). Aktywność enzym u oznaczano 2 razy 
w ciągu doby, w porach kiedy obserw uje się m inimum  i m aksim um  aktyw 
ności enzymu z w ątroby zdrowych szczurów (Ryc. 7a). O trzym ano wów-

Pora dnia lub nocy ( godz)

Ryc. 7. A ktyw ność  7 a -hyd roksy lazy  cho les te ro lu  w  w ą tro b ie  szczurów  z w rodzoną 
ślepo tą  b ad an a  przed  w ycięciem  n ad n erczy  (a) i w  24 godz. po w ycięc iu  n a d n e r

czy (b) (55).
Czarnymi punktam i oznaczono aktyw ność enzym u w  w ątrobie poszczególnych osobników; dla 
porównania zaznaczono lin ią ciągłą dobow y rytm  aktyw ności tego enzym u zdrowych szczurów  
hodow anych w  w arunkach LD (6.00—18.00 św iatło; 18.00—6.00 ciem ność). A ktyw ność enzym u  

w yrażono w  nm olach produktu/g wątroby/godz.
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czas duży rozrzut aktyw ności enzymu, co przem aw ia za istnieniem  ry t
mu, k tó ry  nie został zsynchronizowany przez w arunki świetlne. Badając 
szczury z wrodzoną ślepotą, którym  usunięto nadnercza (zabieg ten u zdro
wych osobników prowadził do zaniku ry tm u aktywności enzymu) stw ier
dzano natom iast niską aktyw ność (Ryc. 7b). Tak więc zarówno w przy
padku zdrowych szczurów jak  i zwierząt z wrodzoną ślepotą horm ony ko
ry  nadnercza w ydają się być odpowiedzialne za wzrost aktyw ności 
7a-hydroksylazy cholesterolu. Potw ierdzają to doświadczenia w skazują
ce na liniową zależność między aktywnością enzymu a poziomem korty- 
kosteronu w osoczu krwi.

W yniki powyższych doświadczeń pozwalają na stwierdzenie, że ry tm  
aktywności 7a-hydroksylazy cholesterolu nie jest indukow any przez czyn
niki środowiska, a tylko przez nie synchronizowany; oraz że światło, a nie 
jakieś inne niekontrolow ane czynniki zewnętrzne, jest synchronizatorem  
rytm u. Zasadniczą różnicą pomiędzy szczurami zdrowymi i zwierzętam i 
z wrodzoną ślepotą w ydaje się być brak  synchronizacji ry tm u aktyw ności 
7a-hydroksylazy cholesterolu u tych ostatnich.

II-3. Dobowy rytm  aktyw ności pirolazy tryptofanow ej

Pirolaza tryptofanow a z w ątroby szczurów hodowanych w zmiennych 
w arunkach światła i ciemności (LD 12:12), podobnie jak  szereg innych 
enzymów pochodzących z tego samego źródła (porównaj Tabela 1), w y
kazuje dobowy ry tm  aktyw ności (Ryc. 8). We wcześniejszych badaniach 
(57) stwierdzono, że ry tm  aktyw ności tego enzymu zależy od poziomu kor- 
tykosteroidu we krwi; nie udało się jednak znaleźć ścisłego związku po
między stężeniem tego horm onu a aktyw nością enzymu.

Przedstawione poniżej badania ry tm u dobowego pirolazy tryptofano
wej (53) m iały na celu w ykrycie czynników odpowiedzialnych za wzrost 
i spadek aktywności tego enzym u w czasie doby (na przykład synteza 
enzymu de novo, szybkość degradacji, wpływ inhibitorów, efekty allo- 
steryczne). Rycina 8 obrazuje ry tm  aktywności pirolazy tryptofanow ej ba
dany po podaniu szczurom tryptofanu. Wiadomo, że związek ten nie ma 
wpływu na syntezę enzymu, natom iast zmniejsza szybkość jego degradacji 
poprzez stabilizację cząsteczki. Jeśli tak, to można oczekiwać wysokiej 
aktywności pirolazy tryptofanow ej w czasie wzmożonej syntezy białka 
enzymatycznego. Ponieważ szczyt aktywności enzymu po podaniu try p 
tofanu przypada na okres kiedy wzrasta aktywność pirolazy tryptofano
wej w w ątrobie zwierząt nie poddawanych zabiegom, stąd wniosek, że 
wzrost ten jest rezultatem  syntezy de novo  enzymu. A jak i czynnik po
woduje spadek aktywności widoczny w drugiej połowie okresu ciemności 
(Ryc. 8a)? W przypadku inhibicji allosterycznej enzymu jak  i inaktyw acji 
spowodowanej oddysocjowaniem koenzymu podobny spadek aktywności
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obserwowano by również po podaniu szczurom tryptofanu. Tymczasem 
w tym  przypadku (Ryc. 8c) w okresie ciemności aktyw ność utrzym uje się 
na stałym  poziomie. Tak więc najpraw dopodobniej aktyw ność pirolazy 
tryptofanow ej obniża się na skutek degradacji enzymu; proces ten  zostaje 
zahamowany po podaniu czynnika stabilizującego (tryptofan).

Pora dnia lub nocy fgodz)

Ryc. 8. D obowy ry tm  ak tyw nośc i p iro lazy  try p to fan o w e j bad an y  w  w ą tro b ie  szczu
rów  n ie  poddaw anych  zabiegom  (a), o raz w  4 godz. po w strzy k n ięc iu  roz tw o ru  N aCl 

jako  k o n tro li (b), lub  try p to fa n u  (c) (53).
Z akreskowany obszar oznacza okres ciem ności. A ktyw ność enzym u w yrażona w  |iM kinu-

reniny/g wątroby/godz.

By odpowiedzieć na pytanie jaki czynnik (lub czynniki) kontrolują 
szybkość syntezy pirolazy tryptofanow ej na przestrzeni 24 godz. badano 
wpływ różnych dawek hydroksykortyzonu (hormonu stym ulującego syn
tezę enzymu) na aktyw ność enzymu. Zakładano, że odpowiednio wysokie 
stężenie horm onu będzie stym ulować syntezę enzymu, niezależnie od po
ry  dnia czy nocy, w przeciw ieństw ie do niższych stężeń hydroksykorty
zonu, gdzie szybkość syntezy powinna być zależna również od pojawiania 
się inhibitora (represora) syntezy. Zgodnie z przew idyw aniam i przebieg 
dobowych zmian aktyw ności enzymu po podaniu dużej dawki hormonu 
był zbliżony charakterem  do norm alnie obserwowanych. Natomiast 
w przypadku niższych dawek horm onu nie obserwowano wzrostu aktyw 
ności enzymu w okresie ciemności. A zatem  w tym  czasie stym ulacja 
pirolazy tryptofanow ej przez hydroksykortyzon obniża się na skutek 
obecności inhibitora syntezy czy represora.
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Podsum owując otrzym ane wyniki zaproponowano następujący hipote
tyczny przebieg wydarzeń dający w konsekwencji dobowe zmiany aktyw 
ności badanego enzymu: obserwowany między godziną 9 a 18 wzrost 
aktyw ności jest wynikiem  syntezy enzymu de novo. Po osiągnięciu m a
ksymalnego tem pa synteza zostaje zaham owana na przykład przez re 
presor, a białko enzymatyczne podlega stopniowej degradacji. W w yniku 
tego aktywność pirolazy tryptofanow ej ulega obniżeniu (między godz. 24 
a 9), aż do m om entu rozpoczęcia ponownej syntezy.

Pora dnia lub nocy (godz)

Ryc. 9. Dobowy ry tm  ak tyw ności p iro lazy  try p to fan o w ej bad an y  w  w ą tro b ie  szczu
rów  nie poddaw anych  zabiegom  (a), o raz w  4 godz. po w strzy k n ięc iu  różnych  daw ek  
b u rsz ty n ian u  hyd roko rtyzonu : 2,5 mg/100 g w agi c ia ła  (b); 10 mg/100 g w agi c iała (c);

20 mg/100 g w agi c ia ła  (d).
Zakreskow any obszar oznacza okres ciem ności (53). A ktyw ność enzym u wyrażona w  nM kinu-

reniny/g wątroby/godz.

II-4. Dobowy rytm aktyw ności esterazy acetylocholinow ej

Badania dobowego ry tm u aktyw ności esterazy acetylocholinowej z tka
nek owadów stanowią dobry przykład, jak  trudności metodyczne ograni
czają możliwości badacza, a w konsekwencji zmuszają do ostrożnego w y
ciągania wniosków z otrzym yw anych wyników (4).

Badając esterazę acetylocholinową w ekstraktach z całych owadów 
Anthonom us grandis hodowanych w zmiennych w arunkach światła i ciem
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ności (LD 14:10) stw ierdzono dobowy ry tm  aktywności tego enzymu (79). 
Szczyt aktywności esterazy acetylocholinowej przypadał na okres światła, 
a więc wówczas gdy owady te w ykazyw ały m aksym alną ruchliwość. Na
tom iast w w arunkach stałego światła nie obserwowano dobowego rytm u 
aktywności tego enzymu.

Ponieważ do badań użyto dużej ilości osobników trudno jest stw ier
dzić, czy brak  dobowych w ahań aktyw ności esterazy acetylocholinowej 
w w arunkach stałego światła został spowodowany jedynie przesunięciem  
fazy ry tm u u poszczególnych osobników (grupa jako całość rytmiczna), 
czy też m am y do czynienia z rzeczywistym  zanikiem ry tm u u poszczegól
nych osobników (porównaj (rozdział 1-4). Ponadto brak jest inform acji
o aktywności ruchowej owadów w w arunkach stałego światła.

Inne wyniki otrzym ano badając aktyw ność esterazy acetylocholinowej 
w mózgu świerszczy (80), co może być spowodowane między innym i tym, 
że w przypadku A nthonom us  aktywność enzymu oznaczano w całych owa
dach, zaś w  przypadku świerszczy tylko w mózgu.

Grupa świerszczy hodowana w w arunkach LD 12:12 charakteryzow ała 
się w yraźnym  rytm em  aktyw ności ruchow ej z m aksim um  w okresie ciem
ności. W mózgu tych owadów stw ierdzono ry tm  aktyw ności esterazy acety
locholinowej przesunięty jednak w fazie w porów naniu z rytm em  ak tyw 
ności ruchowej (Ryc. 10). Druga grupa owadów, hodowana w w arunkach 
stałego światła, nie w ykazywała ry tm u aktyw ności ruchowej, a estera- 
za acetylocholinowa izolowana z mózgu tych owadów nie posiadała ry tm u 
aktywności.

Pora c/nia(<=>)lubnocy(^), godz

Ryc. 10. D obow y ry tm  ak tyw ności este razy  acety locholinow ej w  m ózgu św ierszczy 
hodow anych  w  w a ru n k a c h  LD 12:12, (80).

A ktyw ność ruchową w yrażono jako ilość ruchów/godz. A ktyw ność enzym u wyrażono jak  
aktyw ność względną, przyjm ując za 100% najw yższą stw ierdzoną aktyw ność tzn. aktyw ność

o godz. 9
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Ten ostatni wynik, jak  się wydaje, można interpretow ać dwojako: 
bądź, tak jak  w przypadku Anthonom us, nie obserwowano rytm u aktyw 
ności enzymu na skutek rozsynchronizowania się poszczególnych osobni
ków w stosunku do czasu lokalnego w nieobecności synchronizatora ze
wnętrznego, bądź też w tych w arunkach występował rzeczywisty zanik 
ry tm u aktyw ności esterazy acetylocholinowej. Wówczas uspraw iedliw io
ne by było przypuszczenie mówiące, że rytm iczne zmiany aktywności este
razy acetylocholinowej w mózgu owadów mogą uczestniczyć w m echa
nizmie regulacji ich aktyw ności ruchowej (80). Przypuszczenie to zgadza 
się z hipotezą V e n k a t a c h a r i  (81), według której horm ony produ
kowane przez mózg owadów regulują poziom aktywności esterazy acety
locholinowej, a tym  samym  w pływ ają na układ nerw owy kontrolujący 
bezpośrednio ry tm  aktywności ruchowej.

Te same wyniki można by jednak także wytłumaczyć zakładając, że 
obydwa ry tm y  (rytm  aktyw ności esterazy acetylocholinowej i ry tm  aktyw 
ności ruchowej) pozostają pod kontrolą wspólnego ośrodka nadrzędnego 
i przebiegają równolegle, zupełnie od siebie niezależnie.

III. Model regulacji aktywności enzym ów przez zm ienne warunki św ietlne

Ze względu na szczególną rolę światła w synchronizacji rytm ów  do
bowych ciekawe w ydaje się omówienie tu taj układu, k tóry  służyć może 
jako model regulacji aktywności enzymów przez zmienne w arunki św ietl
ne (82). W układzie tym  reakcja enzymatyczna sama w sobie niewrażliwa 
na światło może podlegać regulacji przez wrażliwy na światło niskocząs- 
teczkowy efektor. Stwierdzono-, że w przypadku chym otrypsyny rolę ta 
kiego efektora może odgrywać chlorek p-azafenylodw ufenylokarbam ylu 
w ystępujący w postaci dwóch izomerów cis i trans, które przechodzą w sie
bie odwracalnie przy różnych długościach światła. Izomer cis jest 5 razy 
silniejszym  inhibitorem  niż izomer trans. Tak więc używając światła o od
powiedniej długości fali można regulować szybkość inaktyw acji chymo
trypsyny.

Podobnie aktywność esterazy acetylocholinowej może być odwracal
nie regulowana przez światło za pośrednictw em  fotochromowego inhibito
ra — fluorku N -p-fenyloazafenylo-N -fenylokarbam ylu (83). Mieszaninę 
reakcyjną zawierającą esterazę acetylocholinową i inhibitor wystawiano 
na działanie światła widzialnego lub UV i badano aktywność enzymu. 
Kontrolę stanowiła aktywność enzymu badana w nieobecności inhibitora. 
Jak  widać na rycinie 11, w zależności od rodzaju światła, na działanie któ
rego wystawiono mieszaninę enzym—inhibitor, aktywność esterazy acety
locholinowej obniżała się lub w zrastała w stosunku do próby nienaświet- 
lonej.
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Ryc.

a —

Zdaniem autorów  om awianych prac fototropowy inhibitor może być 
odpowiedzialny za dobowy ry tm  aktyw ności esterazy acetylocholinowej 
omawiany w rozdziale II-4, czy O -m etylotransferazy hydroksyindolu (roz
dział IV).

IV. Dobowe rytm y biochemiczne w  niektórych narządach organizmu

W pływ światła na „zegar biologiczny” roślin i zwierząt nie jest, jak  się 
wydaje, bezpośredni. U kręgowców, obok drogi wzrokowej, stw ierdzono 
istnienie pozasiatkówkowej drogi recepcji światła w mózgu czy w pew 
nych jego rejonach. Szczególną rolę pełni w tym  procesie szyszynka będąca 
niezwykle bogatym  źródłem serotoniny i noradrenaliny. Zdaniem  w ięk
szości badaczy m elatonina, uważana za hormon (syntetyzowana w edług 
schem atu 1), a także enzym katalizujący ostatni etap jej biosyntezy — 
O -m etylotransferaza hydroksyindolu są specyficzne dla szyszynki.

tryptofan -> hydroksytryptofan -> serotonina -> N-acetyloserotonina -*  
—> m elatonina (1)

Stwierdzono, że w szyszynce poziom m elatoniny, oraz takich am in bio
gennych jak  serotonina (Ryc. 12), noradrenalina (85) i histam ina (86) cechu
je ry tm  dobowy zależny od w arunków  świetlnych. Poziom m elatoniny 
w szyszynce szczurów wyższy jest w okresie ciemności (87); podobnie do
bowy ry tm  aktywności O -m etylotransferazy hydroksyindolu, obserwo

1200 3600 6000 O 1200 3600 6000
Czas (sek)

11. W pływ  św ia tła  na  reak c ję  flu o rk u  N -fen y lo aza fen y lo -N -fen y lo k arb am y lu  
z e ste razą  acety locho linow ą (83). 

reakcja z izom erem  cis; b — reakcja z izom erem  trans. D okładny opis dośw iadczenia
znajduje się  w  tekście
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w any w zmiennych w arunkach światła i ciemności, charakteryzuje m aksi
mum aktywności w ystępujące w  ciemności (52). Uważano zatem, że enzy
m em  lim itującym  syntezę m elatoniny jest O -m etylotransferaza hydroksy- 
indolu.

Istn ieją jednak dane wskazujące, że zawartość m elatoniny w szyszynce 
w stałych w arunkach św ietlnych również zmienia się cyklicznie choć nie 
obserw uje się wówczas ry tm u aktywności O -m etylotransferazy hydroksy- 
indolu. Stwierdzono ten fakt zarówno w szyszynce zwierząt oślepionych 
jak  i hodowanych w ciemności, przy czym obserwowano korelację w fazie 
ry tm u poziomu m elatoniny z rytm em  dobowej aktywności zwierzęcia (88).

Ryc. 12. D obow y ry tm  poziom u sero to n in y  w  szyszynce dorosłych szczurów  (sam -

Za tym, że wzrost zawartości m elatoniny w szyszynce nie zawsze jest 
następstw em  podwyższonej aktyw ności O -m etylotransferazy hydroksyin- 
dolu przem aw iają również w yniki poniższych eksperym entów. N oradre
nalina oraz cAMP stym ulują naw et 10-krotnie przem ianę znakowanego 
tryptofanu w znakowaną m elatoninę (89, 90). Hipotetyczny ciąg w ydarzeń 
przedstawia się następująco: noradrenalina stym ulując cyklazę adenylo- 
wą powoduje wzrost stężenia komórkowego cAMP. Nukleotyd ten zwięk
sza syntezę de novo N -acetylotransferazy katalizującej N-acetylację sero
toniny (schemat 1). W ten sposób w komórce podwyższeniu ulega poziom 
N-acetyloserotoniny będącej bezpośrednim prekursorem  m elatoniny. 
Obserwowany zwiększony poziom m elatoniny nie jest zatem wynikiem 
wzrostu aktywności O -m etylotransferazy hydroksyindolu (aktywność tego 
enzymu pozostaje praw ie niezmieniona), ale znacznie podwyższonej ilości 
substratu  (89, 90).

Poziom cAMP w komórkach szyszynki wzrasta nie tylko pod wpływem 
noradrenaliny. Sześciokrotny wzrost stężenia cAMP pod wpływem  św iat
ła stwierdzono w szyszynce zdrowych szczurów; zjawiska tego nie obser

24 4 8 12 tfi 30 24 
Pora dnia lub nocy(—),godz

ców) (84).
Zakreskow any obszar oznacza okres ciem ności
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wowano w przypadku zwierząt oślepionych (91). W ydaje się, że stw ier
dzany pod wpływem  światła wzrost stężenia cAMP w szyszynce był w y
nikiem  szybszego tem pa jego syntezy w okresie światła niż w okresie ciem
ności.

Osobne zagadnienie stanowi problem  w jaki sposób im pulsy świetlne 
przekazywane są do szyszynki. W przypadku amin biogennych stym ulacja 
ich syntezy w szyszynce ssaków pod wpływem  światła zachodzi poprzez 
układ: oko—sym patyczny układ nerwowy. W przeciw ieństwie do doro
słych osobników impuls św ietlny dociera do szyszynki młodych szczurów 
drogą pozasiatkówkową (92). Nie znamy jednak dotąd dokładnego miejsca 
występowania receptora tej drogi.

Szyszynka jest tylko jednym  z narządów  dokrewnych, na terenie któ
rych obserw uje się dobowe ry tm y biochemiczne. O pozostałych wspom 
nim y w dużym skrócie.

Jednym  z najdokładniej zbadanych spośród dobowych rytm ów  endo- 
krynalnych jest ry tm  wydzielania kortykosteronu przez korę nadnerczy 
(przegląd litera tu ry  według 93). W surowicy szczurów hodowanych 
w zmiennych w arunkach światła i ciemności, nie pozostających pod w pły
wem stresu obserw uje się 2—6-krotnie wyższy poziom kortykosteronu 
w godzinach popołudniowych w stosunku do rannych. W w arunkach sta
łego światła ry tm  ten ulega zaburzeniu. Podobnie zaham owaniu ulega 
również rytm iczna sekrecja horm onu adrenokortykotropow ego (ACTH) 
z przysadki mózgowej.

Dobowe w ahania poziomu horm onu w zrostu i prolaktyny stwierdzono 
w przysadce mózgowej i surowicy krw i kręgowców.

Na przestrzeni ostatnich kilkunastu  lat badano ponadto dobowy rytm  
sekrecji gonadotropin, k tóry  jest dobrze widoczny w przysadce mózgowej
i krw i samców szczurów. Natomiast u samic ry tm  ten jest zamaskowany 
przez cykliczne zmiany związane z owulacją.

V. Niektóre zagadnienia dobowych rytm ów biochemicznych roślin

Omawiane dotychczas dobowe ry tm y  biochemiczne dotyczyły m ate
riału  zwierzęcego. W ostatnich latach ukazało się jednak szereg prac trak 
tujących o tych zjawiskach u roślin.

Jak  się w ydaje fizjologiczne i m etaboliczne ry tm y m ają znaczenie adap
tacyjne synchronizując roślinę z okresowymi zmianami klim atu  (94). 
Znaczenie adaptacyjne rytm ów  dobowych roślin podkreślają również 
W a g n e r  i F r o s c h  (95) zakładając jednak, że jest to ewolucyjna 
adaptacja organizmów roślinnych do cyklicznego dziennego dopływu 
energii ze środowiska. Badacze ci (96), w poszukiwaniu m echanizm u endo
gennej ry tm iki Chenopodium rubrum  stw ierdzili rytm iczne zmiany wie
lu różnorakich procesów (Tabela 2).

W tym  miejscu należy też wspomnieć o hipotezie mówiącej, że rytm y
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Tabela 2
Zjawiska rytmiczne u Chenopodium rubrum (96)

Zjawisko Długość okresu rytmu 
badanego zjawiska (godz)

Zakwitanie (97) 30
Akumulacja betacjanin (97) 24—30
Przemiana betacjanin (98) 24— 30
Aktywność kinazy adenylowej (99, 100) 30
Zmiany stosunku NADPH/NADP (95) 21—24
Oddychanie w ciemności (101) 21—24
Akumulacja chlorofilu (97) 15
Fotosynteza (IOt) 15
Aktywność dehydrogenazy 15
aldehydu 3-fosfoglicerynowego (99, 100)
Aktywność dehydrogenazy jabłczanowej ( i02) 12—15
Aktywność dehydrogenazy 12—15
glutaminianowej ( i02) \ •
Aktywność dehydrogenazy 12—15
6-fosfoglukonianowej (103)
Zmiany puli nukleotydów 12—15
pirydynowych N AD(H); NADP(H) (95, 103)

pewnych procesów biochemicznych o częstotliwościach rzędu sekund czy 
m inut mogą stanowić podstawowy zegar kontrolujący zmiany o niższej 
częstotliwości na przykład dobowe (104). Hipoteza ta, zwana również teorią 
sprzężeń, dokładnie dyskutow ana przez P a v l i d i s a  (105), stanowiła 
punkt wyjścia w badaniach ry tm u dobowego aktywności siedmiu różnych 
enzymów wchodzących w skład różnych szlaków metabolicznych w cza
sie kiełkowania nasion Chenopodium rubrum  (106). Stwierdzono istnienie 
dwóch typów rytm ów  aktyw ności poszczególnych enzymów — o niskiej 
i o wysokiej częstotliwości.

W pływ długiego i krótkiego dnia na dobowy ry tm  procesów m etabo
licznych szlaku prowadzącego od fosfoenolopirogronianu do cyklu kwasów 
trójkarboksylow ych badano u Kalanchoe blossfeldiana (94). Roślina ta, tak  
jak  wszyscy przedstawiciele rodziny Crassulaceae, charakteryzuje się zdol
nością do akum ulacji w pew nych w arunkach kwasu jabłkowego w okre
sie nocy. Stwierdzono, że po przeniesieniu Kalanchoe w w arunki krótkie
go dnia następuje stopniowy wzrost aktywności kilku enzymów, między 
innym i karboksylazy fosfoenolopirogronianowej. Szczególną cechą tych 
zmian jest to, że wzrostowi aktyw ności enzymatycznej towarzyszy po
wstawanie dobowego ry tm u aktyw ności enzymu.

Rozpatrując szereg hipotez w yjaśniających powstawanie dobowych 
zmian aktywności karboksylazy fosfoenolopirogronianowej podkreślano, 
że enzym ten odpowiedzialny jest za regulację całego rozpatryw anego 
szlaku metabolicznego.
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VI. Endogenna kontrola rytm ów okołodobowych

VI-1. M odel Ehreta i Trucco

Rytmiczne procesy obserwowane w jednokom órkowych organizmach 
eukariotycznych wskazują, że mechanizmu rytm ów  dobowych należy po
szukiwać na poziomie komórkowym. Jaki jest zatem udział poszczególnych 
organelli kom órkowych w sterow aniu powtarzającym i się rytm icznie pro
cesami? Usunięcie jądra  z komórki glonu Acetabularia  nie prowadzi do 
ustania ry tm u fotosyntezy ani jego zaburzeń, co wskazywałoby na kluczo
wą rolę cytoplazmy (107, 108). W tak  uszkodzonej komórce stw ierdza się 
w dalszym ciągu syntezę RNA (109). Można przypuszczać, że zachodzi ona 
na DNA chloroplastów. Powyższe doświadczenia nie przeczą więc hipo
tezie mówiącej, że u podłoża m echanizmu rytm ów  okołodobowych leży 
cyklicznie pow tarzająca się transkrypcja mRNA z DNA (110). Rozw ijają
ca tę sugestię koncepcja chrononu E h r e t a  i T r u c c o  (110), w ykazu
jąca pewne podobieństwa z kilkoma wcześniejszymi hipotezam i (111, 112) 
jest najpełniejszym  modelem zaproponowanym dla wytłum aczenia endo
gennego charakteru  rytm ów  dobowych w eukariotycznych organizmach.

,,Sercem ” omawianej koncepcji jest pojęcie chrononu. Zgodnie z hi
potezą Ehreta i Trucco przyjm uje się, że każda komórka zawiera setki 
chrononów um iejscowionych w jądrze (chronony w ew nątrzjądrow e), oraz 
w takich organellach komórkowych jak  m itochondria czy plastydy (chro
nony pozajądrowe). Chronon w przedstaw ionym  modelu jest policistrono- 
wym  fragm entem  DNA (200—2000 cistronów), którego transkrypcja  prze
biega jednokierunkowo' i kolejno — począwszy od cistronu inicjującego 
Cj, a kończąc na cistronie term inalnym  Ct (Ryc. 13). P rzyjm uje się ponad
to, że etapy poprzedzające kontrolują etap transkrypcji zachodząc na 
danym cistronie (na przykład regulacja przez specyficzne enzymy, o k tó
rych inform acja została zakodowana w poprzednim cistronie). Po zakoń
czonej transkrypcji kolejnego cistronu następować m ają tzw. m iędzycistro- 
nowe w ydarzenia posttranskrypcyjne, na które składa się m igracja mRNA 
z jądra (rejon wew nętrzny) do rybosomów położonych w  rejonie zew nętrz
nym, translacja mRNA i m igracje utworzonych cząsteczek enzymu w kie
runku odwrotnym  — do jądra. O ile proces transkrypcji jest niezwykle 
szybki (0,1— 1,0 cistrona sek“ 1), o tyle następujące po nim wydarzenia 
m iędzycistronowe są stosunkowo bardzo wolne dzięki istnieniu podwój
nej błony oddzielającej w ew nętrzny rejon, w którym  znajdują się chro
nony od rejonu zewnętrznego, w którym  zachodzi translacja. Czas trw ania 
całego procesu miałaby zatem kontrolować w pierwszym  rzędzie szybkość 
dyfuzji.

Omówiono powyżej tylko transkrypcyjną (T) fazę cyklu okołodobowe- 
go. W edług Ehreta i Trucco po jej zakończeniu ma miejsce tzw. przerw a
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posttranskrypcyjna (P2), w czasie której zachodzi synteza białka, oraz 
przerw a pretranskrypcyjna, w czasie której zakum ulowane substancje 
inicjujące dyfundują do rejonu  wewnętrznego, aby dać sygnał do rozpo
częcia transkrypcji na cistronie inicjującym  (Ryc. 13). W ten  sposób cały 
proces rozpoczyna się od nowa. Czas jego trw ania, począwszy od trans
krypcji cistronu inicjującego do końca przerw y pretranskrypcyjnej zbli
żony jest do 24 godzin.

Ryc. 13. H ipo te tyczny  m odel tra n sk ry p c ji ch rononu  E h re ta  i T rucco (110)
Pi — faza pretranskrypcyjna, T — faza transkrypcyjna, P , — faza posttranskrypcyjna; prze

ryw ane lin ie w skazują drogę dyfuzji m akrocząsteczek.

W świetle omówionego m odelu bezprzedmiotowe w ydają się, wspom
niane na wstępie, rozważania na tem at um iejscowienia „zegara” zawiadu
jącego rytm em  procesów zachodzących w komórce. W utrzym aniu ry tm u 
bierze bowiem udział zarówno jądro  jak  i cytoplazma, a po usunięciu 
jądra  z komórki rolę w ew nątrzjądrow ych chrononów przejm ują chrono- 
ny pozajądrowe um ożliw iając norm alne funkcjonowanie procesów ry t
micznych. Tak więc odczytywanie pewnych policistronowych fragm entów 
chloroplastowego DNA w kom órkach pozbawionych jąder glonu Aceta- 
bularia mogłoby tłumaczyć ich niezmieniony ry tm  fotosyntezy. Hipotezę 
tę sprawdzano badając wpływ rifam picyny, antybiotyku ham ującego spe
cyficznie polimerazę RNA zależną od DNA w chloroplastach, na ry tm  fo
tosyntezy kom órek glonu Acetabularia (113). Zarówno w nie uszkodzonych 
jak  i pozbawionych jąder kom órkach glonu rifam picyna nie zmieniała 
ry tm u fotosyntezy, pomimo w yraźnego zahamowania syntezy RNA. W y
daje się więc, że w przypadku Acetabularia  ry tm  fotosyntezy nie zależy od 
powtarzanej co 24 godziny transkrypcji chloroplastowego czy jądrowego

Kierunek transkrypcji chrononu

=  ONA
■=> Cis iron 

m RNA 
•  Rybosom

T im  Po/ipeptydt
Ci Cj Ck Q CmC n ... Cr

DNA.
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Twórcy koncepcji chrononu przytaczają i dyskutują wiele danych 
eksperym entalnych potwierdzających model endogennej kontroli rytm ów 
dobowych (110). Pozostaje jeszcze jednak szereg wyników badań nie da
jących się wytłumaczyć w oparciu o koncepcję chrononu. Niektórzy ba
dacze odrzucają model Ehreta i Trucco twierdzaąc, że dotychczasowe hi
potezy o biochemicznych czy biofizycznych podstawach „zegara biologicz
nego” nie są w pełni zadawalające (114, 115). Zdaniem  B i i n n i n g a ,  
jednego z pionierów chronobiologii, najbardziej obiecujące mogą okazać 
się badania zjawisk rytm icznych zachodzących w błonach biologicz
nych (115).

W dwu zaproponowanych ostatnio modelach kluczową rolę w powsta
waniu rytm ów  przypisuje się właśnie błonom, zakładając kom partm en- 
tację i transport przez błony związków niskocząsteczkowych, k tóre dzięki 
sprzężeniu zwrotnem u regulu ją w łasny transport poprzez zmiany stężeń. 
Modele te przedstaw im y w skrócie poniżej.

VI-2. Model Sw eeney

Dobowe rytm iczne procesy zachodzące w jednokom órkowym  glonie 
Acetabularia  dały S w e e n e y  podstawę do opracowania m odelu przed
stawionego po raz pierwszy w 1971 na II M iędzynarodowym Sympozjum 
poświęconemu Acetabularia  (116).

Zgodnie z modelem Sweeney ry tm y okołodobowe pow stają na skutek 
zmian w składzie w ew nątrzkom órkowym  dwóch małych, niebiałkowych 
cząsteczek — X i Y m igrujących odpowiednio z organelli do cytoplazmy 
lub z cytoplazm y do organelli. Hipotetyczny przebieg w ydarzeń jest na
stępujący: w momencie wyjściowym  niestabilne cząsteczki X znajdują się 
w ew nątrz organelli, do których w ykazują duże powinowactwo. Cząsteczki 
X powodują, że błona staje się nieprzepuszczalna dla X  i Y, a ponadto 
indukują one syntezę Y w ew nątrz organelli.

A utorka zakłada, że cząsteczki X są niestabilne, a zatem ich stężenie 
w ew nątrz organelli stopniowo spada, powodując wzrost przepuszczalności 
błony. Cząsteczki Y mogą więc dyfundować do cytoplazm y gdzie z kolei 
indukowałyby syntezę cząsteczek X. Nowo syntetyzow ane cząsteczki X 
akum ulują się w organellach, których błona staje się ponownie nieprze
puszczalna. Następuje powrót do fazy wyjściowej.

Przedstaw iony model w ydaje się dobrze tłum aczyć między innymi 
wpływ światła o dużej intensywności na dobowe rytm iczne procesy za
chodzące w Acetabularia. Światło m iałoby zmieniać własności błony, tak 
że byłaby ona przepuszczalna lub nie dla cząsteczek X i Y, uniemożliwia
jąc tym  samym zachodzenie dobowego rytm u, co istotnie obserwuje się 
w tych w arunkach.
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VI-3. Model Njusa, Sulzm ana i Hastingsa

Zgodnie z modelem zaproponowanym  w 1974 roku przez N j u s a ,  
S u l z m a n a  i H a s t i n g s a  (117), ry tm y okołodobowe pow stają w w y
niku czasowych różnic we własnościach błon. W następstw ie obserw uje się 
zmiany w transporcie jonów przez błony. Z kolei jony w pływ ają na zmia
ny stanu konform acyjnego składników błon.

P rzepływ  jonów przez błony m iałby odbywać się za pośrednictwem  
białek, a różnice w intensywności transportu  związane byłyby z aktyw acją 
lub inhibicją białek uczestniczących w transporcie na skutek zmian w ich 
rozmieszczeniu i ilości.

Autorzy hipotezy przyjm ują, że fotoreceptory — również znajdujące 
się w  błonach — są światłoczułymi „furtkam i” dla jonów, a zwłaszcza dla 
jonów potasu. Dzięki tem u środowisko zewnętrzne może oddziaływać na 
„zegar nadrzędny”, czy powodować przesunięcie faz, lub synchronizację 
rytm u. Ten regulacyjny m echanizm  może działać bądź bezpośrednio (orga
nizmy jednokomórkowe), bądź pośrednio — poprzez hormony.

Z m olekularną koncepcją „zegara biologicznego” wiąże się problem  
„zegara nadrzędnego” (master clock) w organizmie wielokomórkowym. 
Uważa się, że na przykład mózg lub pew ne jego rejony, przysadka mózgo
wa, czy nadnercza mogłyby pełnić nadrzędną rolę w regulacji ry tm iki do
bowej w organizmie. Jednakże żaden z tych narządów nie może być w ca
łej rozciągłości przyrów nany do zegara nadrzędnego.

VII. Uwagi końcowe

Istnienie ry tm iki dobowej w ielu procesów biochemicznych, niezależnie 
od jej endogennego czy egzogennego pochodzenia, pociąga za sobą ko
nieczność bardzo starannego i świadomego wyboru w arunków  prowadzenia 
eksperym entów. Biochemik badający na przykład w ybrany układ enzy
m atyczny nie powinien zapominać, że układ ten tworzy integralną całość 
z organizmem  roślinnym  czy zwierzęcym, z którego został wyizolowany. 
Aktywność i własności enzymu mogą ulegać drastycznym  zmianom w za
leżności od w arunków  hodowania zwierzęcia, rośliny czy komórek in vitro, 
oraz w zależności od pory dnia i w arunków  św ietlnych w jakich pobierano 
m ateriał do doświadczeń.

Uwzględnienie czynnika czasu w ydaje się być również konieczne przy 
in terpretow aniu  wyników badań, oraz potrzebne dla pełnego zrozumienia 
wzajem nych zależności pomiędzy różnym i procesami metabolicznymi 
w organizmie.

A rtyk u ł n adszed ł 10.4.1975; po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym an o  17.11.75.
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NIKODEM GRANKOWSKI *>

Rola białek rybosomowych Prokariota w procesie translacji 

The Role of Ribosomal Proteins in Translation in Procaryota

Pomimo znacznego postępu w badaniach translacji kodu genetycznego, 
nadal brakuje wyczerpujących danych o m echanizmie procesu. Przyczyną 
tego jest niew ystarczająca znajomość struk tu ry  rybosomu i funkcji jego 
składników (rybosomowych RNA i białek rybosomowych). Dlatego od 
kilku lat, uwaga wielu badaczy zajm ujących się problem am i translacji, 
skierowana jest na rybosom. W yrazem tego jest rosnąca ciągle ilość prac 
doświadczalnych, na podstawie których ukazało się szereg artykułów  prze
glądowych i m onografii w czasopismach zagranicznych (1— 14). Opraco
wania te dotyczą głównie s tru k tu ry  rybosomu. Funkcję cząstek składo
wych tej organelli omawia w bardzo skróconej form ie tylko jeden artykuł 
przeglądowy (15). Autorzy skupili w nim uwagę na aktyw nych w biosyn
tezie białka miejscach na rybosomie.

W piśm iennictw ie krajow ym  na przestrzeni ostatnich kilku lat rów 
nież ukazało się szereg opracow ań przeglądowych (16—26) poświęconych 
mechanizmowi translacji oraz struk turze RNA. Brak jest przedstaw ienia 
(poza nielicznym i wzmiankami) zagadnień s truk tu ry  i funkcji rybosomu. 
Z tego względu artyku ł niniejszy omawia rolę białek rybosomowych pod
czas kolejnych etapów biosyntezy białka. Tem at zasadniczy uzupełniono 
podstawowymi wiadomościami o strukturze białek rybosomowych. Ułatwi 
to lepsze zrozumienie roli om awianych cząsteczek składowych rybosomu.

I. Ogólna charakterystyka białek rybosomowych Prokariota

Białka w rybosomach organizmów prokariotycznych stanowią około 
33% ogólnej masy całego rybosom u (10). Pozostałe 67°/o to różniące się 
stałą sedym entacji trzy klasy rRNA. Mniejsza podjednostka rybosomu

*) Dr, Z ak ład  Biologii M o lek u la rn e j, In s ty tu t M ikrobio log ii i B iochem ii, UMCS, 
ul. A kadem icka  19, 20-033 L ub lin .

W ykaz stosow anych  sk ró tów : fM et-tR N A  — fo rm y lom etiony lo -tR N A , A A -tR N A  — 
am inoacylo-tR N A , SP  — b ia łk a  pow ierzchn iow e rybosom u 70S, SP30 — b ia łka  po
w ierzchniow e p o d jednostk i 30S, SP50 — b ia łk a  pow ierzchn iow e p o d jednostk i 50S, 
IF -1 , IF-2, IF -3  — enzym atyczne czynn ik i in ic ju jące , E F -T u , E F -G  — enzym atyczne 
czynnik i elongacyjne, R F-1, R F-2. S — enzym atyczne czynnik i te rm in acy jn e .
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30S zawiera jedną cząsteczkę rRNA — 16S, zaś w większej pod jednostce 
50S znajdują się dwie cząsteczki rRNA: 23S i 5S (27). Poznanie funkcji 
indyw idualnych białek wym agało ustalenia ich ilości w obydwu pod jed
nostkach rybosomowych. Uzyskane początkowo wyniki różniły się między 
sobą (28— 34), gdyż brak było odpowiedniej m etody ekstrakcji białek i ich 
rozdziału.

W roku 1970 K a l t s c h m i d t  oraz W i 11 m a n n opublikowali no
wą metodę dwukierunkow ego rozdziału i identyfikacji białek rybosomo
wych na żelu akryloam idowym  (35). Ustalono, że rybosom  70S zawiera j 
55 indyw idualnych białek z czego 21 przypada na podjednostkę 30S, zaś i 
34 białka na podjednostkę 50S (36). Masa cząsteczkowa poszczególnych bia
łek waha się w granicach 10 000—65 000 (37). Oznaczono także pod wzglę- j 
dem ilościowym i jakościowym skład am inokwasowy białek (38). W więk
szości białek rybosomowych przew ażają aminokwasy o charakterze zasa
dowym, co powoduje, że ich punkt izoelektryczny znajduje się w pobliżu 
pK =  10,0 i wyższym (39).

Opracowano preparatyw ną metodę otrzym ywania poszczególnych bia
łek (40—41) charakteryzujących się wysokim stopniem  czystości (97°/o—

Tabela 1

Charakterystyka białek rybosomowych podjednostki 30S

Ciężar cząsteczkowy 
(37)a

Punkt izoelektryczny 
(39)b

Stechiometria
(47)

SI 65000 F
S2 28300 6,7 F
S3 28200 12,0 M
S4 26700 10,4 U
S5 19600 9,9 U
S6 15600 4,9 F
S7 22100 12,2 U
S8 15500 9,1 U
S9 16200 12,0 u
SIO 12400 7,8 F
S il 15500 12,0 F
S12 17200 12,0 F
S13 14900 12,0 M
S14 14000 11,0 F
SI 5 12500 12,0 U
S16 11700 11,6 U
S17 10900 9,7 U
SI 8 12200 12,0 F
SI 9 13100 12,0 F
S20 12000 12,0 M
S21 12200 12,0 F

a —  ciężar cząsteczkowy oznaczano metodą elektroforezy na żelu akryloamidowym w obecności SDS. 
b — punkt izoelektryczny oznaczano metodą dwukierunkowej elektroforezy na żelu akryloamidowym.
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Charakterystyka białek rybosomowych podjednostki 50S

Ciężar cząsteczkowy 
(37)a

Punkt izoelektryczny 
(39)b

Stechiometria
(47)

LI 26700 9,2 U
L2 31500 12,0 U

• L3 27000 9,7 FR
L4 25800 7,6 U
L5 22000 9,4 FR
L6 22600 10,0 U
L7 12200 4,8 FR
L8 17300 6,3 U
L9 17300 6,4 F
L10 19000 7,5 U
LII 19600 9,7 U
L12 12200 4,9 F
L13 17800 10,0 FR
L l4 16200 12,3 U
L15 17500 12,0 U
L16 17900 12,0 U
L17 16700 11,0 U
L18 14300 12,0 R
L19 14900 12,0 U
L20 17200 12,0 F
L21 13900 8,2 U
L22 14800 11,5 R
L23 12700 9,6 U
L24 14300 10,7 FR
L25 12000 9,4 FR
L26 12000 B.D. F
L27 12700 12,0 M
L28 12300 B.D. F
L29 , 10000 10,0 U
L30 11200 12,0 U
L31 10000 B.D. F
L32 10500 11,3 F
L33 10500 12,0 F
L34 9600 B.D. F

a, b —  jak w objaśnieniach do tabeli f. 
B.D. —  brak danych.

100°/o). Umożliwiło to zastosowanie białek rybosomowych jako jednorod
nych antygenów  do otrzym ania surowic m onowalentnych (42—43). Suro
wice te w ykorzystano do badań funkcji białek rybosomowych w procesie 
translacji.

A utorzy powyższych m etod (35—43) zaproponowali nową nom enkla
tu rę  oznaczając białka m niejszej podjednostki literą „S” (od ang. smali) 
i kolejnym i cyfram i od S I—S21 oraz białka podjednostki 50S literą „L”
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(od ang. large) oraz cyfram i od LI do L34. N om enklatura ta nosi nazwę 
N om enklatury Berlińskiej. Ponieważ stosowano kilka znacznie różnią
cych się sposobów oznaczania białek rybosomowych, dlatego zaistniała 
konieczność uregulowania spraw y nazewnictwa. Dokonano tego opubliko
waniem wspólnej pracy przez cztery najw iększe ośrodki naukowe zaj
mujące się omawianą problem atyką. Uzgodniono nazewnictwo białek 
i przyjęto N om enklaturę Berlińską jako obowiązującą dla oznaczania bia
łek rybosomowych podjednostki 30S (44). Nom enklaturę tę powszechnie 
przyjęto również dla oznaczeń białek rybosomowych podjednostki 50S.

Zebranie danych o właściwościach fizyko-chemicznych białek stano
wiło podstawę wyjściową do badań stechiometrycznych. Początkowe su
gestie o występowaniu po jednej cząsteczce każdego białka na pod jed 
nostkę (45) okazały się nieścisłe, gdyż suma mas cząsteczkowych wszystkich 
białek rybosomowych jest większa od masy kom ponenty białkowej rybo- 
somu (37). Przeprowadzono przeto rozdział białek rybosomowych i stw ier
dzono, że rzeczywiście niektóre z nich w ystępują w liczbie jedna cząstecz
ka na podjednostkę inne zaś w liczbie większej lub mniejszej. To z kolei 
oznaczało, że pewne białka w ystępują nie na wszystkich podjednostkach 
(46—49). W yróżniono przy tym  następujące klasy białek rybosomowych: 

I klasa określana w języku angielskim jako jractional proteins  — ,,F” 
w ystępuje w 0,1—0,6 cząsteczki na podjednostkę;

II klasa białek — unit proteins  — „U” w ystępuje w 0,8— 1,2 cząsteczki
III klasa białek — jractional r e p e a te d — ,,FR” w ystępuje w 1,4— 1,7 czą

steczki;
IV klasa to białka w ystępujące w 1,8—2,2 cząsteczki na podjednostkę

a nazwana jest repeated  — „R”.
Obok wym ienionych klas białek wydzielono jeszcze jedną — marginal 

proteins — ,,M”. Należą do niej białka występujące w 0,65— 0,75 czą
steczki.
Ta klasa białek reprezentow ana jest tylko przez trzy  białka podjednostki 
30S i jedno białko podjednostki 50S.

Stechiometrię oraz inne dane o białkach rybosomowych zawiera ta 
bela I i II.

II. Metody badania funkcji białek rybosomowych

Rybosom, podczas kolejnych etapów biosyntezy białka ulega ciągłym 
zmianom konform acyjnym . Jest to wynikiem  oddziaływania szeregu cy- 
toplazmatycznych czynników enzymatycznych i RNA (mRNA, tRNA). 
Muszą zatem istnieć określone miejsca na rybosomie wykazujące powi
nowactwo względem swoistych czynników i różnych RNA. W edług obec
nie przyjm owanego modelu, rybosom posiada dwa miejsca wiążące tRNA: 
peptydylowe (donatorowe) i aminoacylowe zwane też aminokwasowym
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(Schemat 1). Do pierwszego miejsca oznaczanego literą P, przyłącza się 
inicjatorow y tRNA a w następnych etapach translacji peptydylo tRNA. 
Drugie oznaczane literą A, swoiście wiąże aminoacylo tRNA. Zarówno 
miejsce P jak  i A obejm ują zasięgiem swoim szereg białek należących do 
obydwu podjednostek rybosomowych. Istnieją ponadto inne aktyw ne 
miejsca w struk turze rybosomu, które uczestniczą w takich reakcjach 
jak: przyłączanie mRNA, synteza wiązania peptydowego, czy hydroliza 
GTP.

Schem at 1. M odel rybosom u

1. m iejsce donatorow e lub peptydow e, 2. m iejsce akceptorow e lub am inokw ascw e

Do identyfikacji białek stanowiących miejsca aktyw ne rybosomu za
stosowano szereg metod, k tó re  zostaną omówione w kolejnych podroz
działach.

I I - l .  Rekonstrukcja rybosomu

Pierwsze dane o funkcji białkowej kom ponenty rybosomu w procesie 
translacji pochodzą z pracowni N o m u r y  (28), gdzie opracowano metodę 
rekonstrukcji rybosomu. Metoda polega na przyw róceniu rybosomowi 
pierw otnej struk tu ry  i aktyw ności w syntezie polipeptydu in vitro  po 
uprzednim  rozfrakcjom owaniu na rRNA i białka rybosomowe.

W obecności wysokich stężeń LiCl lub CsCl zarówno od podjednostki 
30S jak  i 50S uwalnia się szereg białek strukturalnych , które oznaczono

http://rcin.org.pl



178 N. G R A N K O W SK I [6]

symbolami SP—30 i SP—50 (od ang. split proteins). Pozostałe białka 
w kompleksie z rRNA stanowią rdzeń podjednostki. Stała sedym entacji 
rdzenia podjednostki 30S wynosi 23S, a stała sedym entacji rdzenia pod
jednostki 50S wynosi 40S. Cząsteczki 23S i 40S są nieaktyw ne w biosynte
zie białka in vitro. Przyw rócenie tej aktywności odbywa się na drodze 
częściowej rekonstrukcji podjednostki z białek uwolnionych oraz rdzenia 
w odpowiednich w arunkach.

Przeprowadzenie rekonstrukcji całkowitej z 16S rRNA i poszczegól
nych białek rybosomowych podjednostki (50) pozwoliło wykazać rolę ja 
ką pełnią poszczególne białka rybosomowe podjednostki 30S w procesie 
translacji. Brak niektórych białek w zrekonstruow anej podjednostce po
wodował obniżenie syntezy polipeptydu oraz zahamowanie reakcji w iąza
nia mRNA lub tRNA do rybosomu. Na tej podstawie wnioskowano o roli 
poszczególnych białek rybosomowych w określonych reakcjach procesu 
translacji (10).

II-2. Pochodne am inoacylo-tR N A

Celem dokładniejszego wyznaczenia miejsc wiążących w strukturze ry 
bosomu zastosowano znakowane pochodne AA—tRNA, które m ają zmo
dyfikowane grupy funkcyjne w aminokwasie związanym z końcem 
3'-tRNA. Takie pochodne tworzą kowalencyjne wiązania z białkam i rybo- 
somowymi, co umożliwia określenie miejsc wiążących tRNA. Do badań 
tych zastosowano pochodne peptydylo-tRNA: p-nitrofenylokarbam ylo- 
-3H-fenyloalanylo-tRNA (PNPC-3H-Fen-tRNA) (51—52) i N -brom oacety- 
lo-3H-fenyloalanylo-tRNA (BrAc-3H-Fen-tRNA) (53—56) oraz pochodną 
inic j ator owego tRN A : p-nitrof eny lokar bamy lo-35S-f ormy lometiony lo- 
-tRNA (57). Identyfikację białek rybosomowych uczestniczących w reakcji 
wiązania pochodnych poprzedza enzymatyczna hydroliza niezwiązanego 
z rybosomami tRNA. Aktywność RNazy przejaw ia się nie tylko wzglę
dem tRNA ale również względem rybosomowych RNA. Powoduje to roz
luźnienie struk tu ry  rybosomu, a tym  samym stw arza możliwość utw orze
nia nieswoistych połączeń białek rybosomowych z pochodnymi tRNA. 
Ewentualność taką wyklucza wprowadzenie do badań związków fotolabil- 
nych, których przykładem  jest: 2-nitro-4-azydofenoksy-4-fenylacetylo- 
-3H-fenyloalanina, określana skrótem  SNAP-3H-Phe (58). Związek ten 
w połączeniu z tRNA daje pochodną peptydylo-tRN A: SNAP-3H-Phe- 
tRNA, ulegający hydrolizie do tRNA i zmodyfikowanej fenylalaniny pod 
wpływem  światła o długości fali 340nm. W ykrycie radioaktyw nego piętna 
w określonych białkach pozwala przypuszczać, że stanowią one jeśli nie 
całość to przynajm niej część miejsca P na rybosomie, do którego wiąże się 
peptydyio-tRN  A.
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II-3 . M odyfikacja rybosom ów

Do badania roli kom ponent rybosomowych stosuje się zmodyfikowane 
rybosomy (59). Metoda oparta jest na właściwościach niektórych związ
ków organicznych i nieorganicznych zdolnych do reagow ania z rybosom a
mi za pośrednictw em  wolnych grup funkcyjnych białek lub rybosomo
wych RNA. Zablokowanie tych grup powoduje spadek aktywności rybo
somu. Czynnikami blokującym i są: form aldehyd, kwas azotawy, 2-nitro- 
fluorobenzen, które reagują  z grupam i aminowymi. Traktow anie ryboso
mów tym i związkami powoduje zahamowanie syntezy polifenyloalaniny 
w obecności poliU (10).

Związkiem reagującym  specyficznie z tyrozyną lub cysteiną jest czte- 
ronitrom etan w pływ ający na proces inicjacji syntezy polipeptydu. W jego 
obecności rybosom y tracą zdolność do przyłączenia zarówno naturalnego 
jak  i syntetycznego mRNA (60).

Najwięcej danych uzyskano przy zastosowaniu związków reagujących 
z grupam i sulfhydrylow ym i, jak  na przykład: N-etylomaleimid, p-chloro- 
benzoesan rtęciow y i amid kwasu jodooctowego (61—67). Obecność tych 
związków wpływa praktycznie na wszystkie etapy procesu translacji, gdyż 
od obecności wolnych grup — SH uzależniona jest aktywność zarówno ry 
bosomów jak i czynników enzym atycznych uczestniczących w poszcze
gólnych reakcja biosyntezy białka (2).

Reaktywność grup sulfhydrylow ych w ykorzystana została również do 
badań przestrzennego rozmieszczenia białek w rybosomie, czyli do 
badań topografii rybosomu. W tym  przypadku zastosowano tzw. związki 
w ielofunkcyjne, które odznaczają się właściwościami krzyżowego wiązania 
dwu lub więcej białek rybosomowych sąsiadujących ze sobą w strukturze 
rybosomu. Imid kwasu fenylomaleinowego oraz 2-m etyloadypinian posia
dają zdolność tworzenia dim erów białkowych poprzez grupy sulf hydry - 
lowe, gdy odległość między grupam i — SH wynosi około 12A (68—71). 
C zteronitrom etan może połączyć krzyżowo trzy a naw et cztery różne biał
ka rybosomowe (72). Ostatnio zastosowano do badań topografii rybosomu 
4-m erkaptom aślan, k tóry  przewyższa możliwościami poprzednie związki 
w ielofunkcyjne, może on bowiem tworzyć wiele par białkowych w oby
dwu pod jednostkach rybosomowych (73). Traktow anie rybosomów takim i 
związkami w ielofunkcyjnym i pociąga za sobą również spadek określonych 
funkcji biologicznych rybosomu. Ponieważ związki te blokują aktyw ne 
biologicznie grupy — SH kilku białek blisko siebie leżących, to należy 
przypuszczać, że określona funkcja rybosomu zależy nie od jednego, ale 
od kilku sąsiadujących ze sobą białek rybosomowych. Identyfikację białek 
tworzących dim ery lub trim ery  poprzedza chrom atografia jonowym ienna 
wszystkich białek podjednostki.

Do modyfikacji rybosomów wprowadzono z wielkim  powodzeniem su
rowice monowalentne, które blokują określone białka znajdujące się na
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powierzchni rybosomu. W efekcie obserw uje się spadek lub zupełny brak 
aktywności rybosomu. Uzyskane wyniki pokryw ają się z danymi, które 
otrzym ano przy zastosowaniu innych metod. Ze względu na szybką iden
tyfikację białek oraz wysoką specyficzność reakcji antygen — przeciw cia
ło, metodę tą poleca grupa W ittm anna do badania roli białek rybosomo- 
wych (74, 75— 76).

III. Inicjacja syntezy białka

Zapoczątkowanie syntezy łańcucha polipeptydowego jest procesem 
bardzo złożonym, gdyż obok podjednostki 30S, mRNA i fM et—tRNA 
uczestniczą również trzy enzymatyczne czynniki inicjujące: IF— 1, IF —2, 
IF—3 (od ang. initiation jactor). Rola czynników inicjujących jest na ogół 
znana (2, 5), natom iast kolejność reakcji podczas tworzenia się kom pleksu 
inicjującego jest zagadnieniem, którem u w dalszym ciągu poświęca się 
wiele uwagi. W świetle najnowszych badań (77) kolejność reakcji podczas 
tw crzenia się pełnego kompleksu inicjującego przedstaw ia się następująco:

IF3 fM et-tR N A -IF2
\ \

3 0 S -IF 1 -------- > 30S-IF1, I F 3 -------- > 30S-IF1, IF2, IF3-G T P-fM et-tR N A
(kompleks I) (kom pleks II) (kom pleks III)

m RNA 50S
\ \

-------- > 30S-IF1, IF 2 -G T P -fM e t-tR N A -m R N A ----------------- > 30S-fM et-tR N A -m R N A -50S
^  (kom pleks IV)  ̂ ^  (pełny kom pleks inicjujący)

IF3 IF1, IF2 GDP +  P i

Schemat powyższy zakłada, że przyłączanie mRNA następuje dopiero 
wtedy, gdy podjednostka 30S utworzy kompleks ze wszystkimi czynnika
mi inicjującym i oraz inicjatorow ym  tRNA (kompleks III). Stanowi to za
sadniczą różnicę w porów naniu z dotychczas przyjm owanym  schematem, 
który sugerował, że reakcja wiązania mRNA do podjednostki 30S odbywa 
się na samym początku inicjacji (2, 5).

II I - l. W iązanie mRNA do podjednostki 30S

W pracowni K u r 1 a n d a wykazano, że w reakcji przyłączania 
mRNA do podjednostki 30S oprócz czynnika IF—3 bierze udział również 
białko SI. Uważa się, że pełni ono funkcję stabilizatora kompleksu 30S- 
-mRNA o czym świadczył w yraźny spadek wiązania naturalnego i syn te 
tycznego mRNA w obecności IF—3 do podjednostki 30S pozbawionej biał
ka SI. Przywrócenie aktywności wiążącej odbywa się poprzez uzupełnie
nie w pcdjednostce 30S brakującego białka SI (78). Obserwacje te zostały
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potwierdzone badaniam i z fotolabilnym  kwasem  3H poli-4-tiourydylowym  
(79), który posiada takie same właściwości syntetycznego mRNA dla fe- 
nyloalaniny jak  poliU (80). Omawiany kwas tworzy w odpowiednich wa
runkach inkubacji kow alencyjne wiązanie z białkiem SI. Zdaniem wielu 
autorów, białko to charakteryzuje się szczególnym powinowactwem wzglę
dem mRNA w porów naniu z pozostałymi białkam i rybosomowymi pod- 
jednostki 30S. Uzupełnieniem  przedstawionego problem u były doświad
czenia z kwasem  aurynotrójkarboksylow ym , k tóry  jest inhibitorem  oma
wianej reakcji (3). Kwas ten ham uje zarówno w ytw arzanie kompleksu 
podjednostki 30S z mRNA jak  i powstawanie połączeń białka SI z poliU 
(81).

Podjednostka 30S nie zawsze zawierała białko SI w jednakowej ilości 
cząsteczek. Czasami białko to w ystępuje w ilościach, k tóre kw alifikują go 
do klasy „F ”, innym  zaś razem w ystępuje w ilościach około 1,0 cząstecz- 
ki/30S i w tedy zalicza się go do klasy „U” (47, 82). Obserwowano również, 
że uform owany kom pleks podjednostki 30S z mRNA pozbawiony jest biał
ka SI (83). Dane te skłoniły niektórych autorów do przypuszczeń, że biał
ko to w zależności od etapu cyklu rybosomowego ulega odszczepieniu, bądź 
przyłączeniu do podjednostki 30S (78). Sprawa ta nie została dotychczas 
definityw nie wyjaśniona.

Wcześniejsze niż mRNA, wiązanie się czynnika inicjującego IF-3 z pod- 
jednostką 30S (patrz Schem at Inicjacji) świadczy o tym, że w strukturze 
rybosomu musi istnieć określone miejsce wiążące ten czynnik enzyma
tyczny. Z jednego, jak  dotychczas, doniesienia na ten tem at wynika, że 
związek chemiczny o nazwie 2-m etylosuberim id używany do badania to
pografii rybosomu, łączy czynnik enzym atyczny IF— 3 z białkiem S12. 
Sądzi się, że białko to jest akceptorem  IF— 3 w procesie inicjacji biosyn
tezy polipeptydu (84). Dane te stają się jeszcze bardziej interesujące, gdy 
uwzględni się dodatkową funkcję IF—3 w rozpoznawaniu kodonów s ta r
towych AUG lub GUG na mRNA (5). Inform acyjny RNA przyłącza się 
w takim  m iejscu do rybosomu, by kodony te umiejscowione były w m iej
scu P, do którego wiąże się inicjatorow y tRNA. Łącząc ze sobą te dane 
można sądzić, że białko S12 znajduje się na rybosomie w miejscu pepty- 
dylowym. Potw ierdziły to również badania z surowicami an ty  S I2, które 
w znacznym stopniu ham ują przyłączenie inicjatorowego tRNA do pod
jednostki 30S (patrz rozdział III-2.).

Oddzielnego omówienia wymaga czynnik in terferu jący  — i (od ang. 
interference factor), k tóry  razem z czynnikiem IF—3 uczestniczy w reakcji 
wiązania mRNA do podjednostki 30S. Czynnikowi interferującem u przy
pisuje się rolę selektywnego rozpoznawania określonych cistronów na 
mRNA. Świadczy o tym  brak wiązania rybosomów E. coli w obecności 
czynnika in terferującego do jednego z trzech cistronów RNA faga E. coli — 
MS2, k tóry jest odpowiedzialny za syntezę białka płaszcza fagowego. 
Translacja pozostałych cistronów odbywa się norm alnie (5). Istniało przy
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puszczenie, że czynnik ten może być białkiem rybosomowym w ykazują
cym aktywność w specyficznym rozpoznawaniu naturalnych  mRNA. Wy
nikało to z obserwacji nad translacją RNA faga E. co li— R17 w obecności 
rybosomów izolowanych z dwóch różnych przedstaw icieli organizmów 
prokariotycznych. Rybosomy z E. coli rozpoznawały w tym  przypadku 
wszystkie trzy cistrony, podczas gdy rybosomy z Bacillus stearotherm ophi- 
lus tylko jeden cistron RNA fagowego (85). Ostatnie eksperym enty do
starczyły jednak dowodów utożsam iających czynnik in terferu jący  z biał
kiem rybosomowym SI. Zarówno czynnik i, jak  też białko S I wykazują 
identyczną ruchliwość elektroforetyczną. Krzyżowa reakcja im m unopre- 
cypitacji w obecności surowic an ty  SI oraz an ty  i w ykazała także identycz
ność obydwu antygenów. Obserwowano ponadto jednakowo ham ujący 
wpływ białka SI oraz czynnika i na wiązanie się rybosomów E. coli ze 
wspom nianym  cistronem  białka płaszcza RNA faga MS2 (86). Fakty te 
skłaniają do przypuszczeń, że białko SI pełni funkcję regulacyjną w pro
cesie translacji (87).

Ostatnie dane na tem at funkcji białka SI wskazują, że uczestniczy ono 
nie tylko w reakcji tworzenia kompleksu: 30S-mRNA, ale również w re 
akcji wiązania inicjatorowego tRNA (88).

III-2. W iązanie fM et-tR N A

Inicjatorow y tRNA przyłączając się do podjednostki 30S w miejscu 
peptydylowym  tworzy kom plem entarne wiązanie typu kodon — antyko- ' 
don z inform acyjnym  RNA. O specyficzności wiązania decyduje kodon 
startow y AUG lub GUG znajdujący się na początku każdego cistronu 
mRNA (5).

Badania nad rekonstrukcją rybosomów wykazały, że brak  pewnych 
.białek w podjednostce 30S znacznie utrudnia reakcję wiązania tRNA 
inicjatorowego (89). Identyfikację białek przeprowadzono z zastosowaniem 
surowic m onowalentnych (74). Na podstawie uzyskanych wyników po
dzielono je  na dwie grupy różniące się zakresem  udziału w reakcji wiąza
nia fMet-tRNA. Obecność surowic anty: S3, SIO, S14, S19 oraz S21 ham uje 
reakcję praw ie w 100%. Surowice m onowalentne dla drugiej grupy bia
łek: SI, S2, S5, S6, S12, S13 i S20 ham ują przyłączanie inicjatorowego 
tRNA w około 50°/o. Zdaniem  autorów, białka należące do pierwszej grupy 
stanowią centrum  miejsca P  na podjednostce 30S co jest potwierdzeniem  
i uzupełnieniem  wcześniejszych obserwacji (89).

Zaistniały rozbieżności w poglądach na rolę białka S21 w procesie ini
cjacji. Pierwsze dane na tem at jego funkcji pochodzą z pracow ni N o m u -  
r y ,  gdzie wykazano, że białko S21 jest konieczne dla pełnej aktywności 
podjednostki 30S w procesie inicjacji (89). Odmienne stanowisko w tej
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spraw ie reprezentu je  grupa K u r l a n d a  (90). Zdaniem tych badaczy, 
podjednostki 30S ty lko w tedy zdolne są do utworzenia kom pleksu inicju
jącego, jeśli nie posiadają w swoim składzie białka S21. W skazują na to 
zarówno w yniki doświadczeń o ham ującym  wpływie omawianego białka 
na wiązanie się fM et-tRNA do kom pleksu inicjującego w obecności pod- 
jednostek 50S jak  i obserwacje o braku białka S21 w natyw nych podjed- 
nostkach 30S. Te ostatnie spostrzeżenia pokryw ają się z wynikam i innych 
autorów, którzy wykazali brak białka S21 w natyw nych pod jednostkach 
30S w odróżnieniu od monosomów czy polirybosomów (91). Przypuszcza 
się, że przyczyną takiego stanu jest bliżej nie wyjaśniona tendencja białka 
S21 do zmian liczby cząstek w podjednostce 30S, co wykazano w bada
niach nad stechiom etrią białek (49). Ostatnie wyniki z pracowni N o m u -  
r y  (92) potw ierdzają słuszność pierw otnych założeń. Podjednostki 30S 
pozbawione białka S21 w porów naniu z podjednostkam i o pełnym  składzie 
białkowym  w ykazują zaledwie 33%—44°/o aktywności wiążącej dla fMet- 
-tRNA. W yniki te jak  również doświadczenia z surowicami m onowalent- 
nym i (74) i rekonstrukcją rybosomów (89) dostarczyły przekonyw ujących 
dowodów o istotnym  znaczeniu białka S21 w reakcji wiązania inicjatoro- 
wego tRNA.

Przyjm ując pogląd, że miejsce A oraz miejsce P zasięgiem swoim obej
m ują zarówno podjednostkę 30S jak  i 50S, przeprowadzono badania zmie
rzające do wyznaczenia, które białka podjednostki 50S uczestniczą w w ią
zaniu fMet-tRNA. Zastosowanie znakowanej pochodnej inicjatorowego 
tRNA wykazało, że jest on w iązany przez kilka białek. Największą radio
aktywność w ykryw ano w białku L27, m niejszą w L13, L14, L15 (57). Moż
na więc przypuszczać, że białka te razem  z białkam i podjednostki 30S sta
nowią miejsce P  na rybosomie, do którego zostaje przyłączany fMet-tRNA.

Enzym atyczny czynnik IF—2 pełni podwójną rolę w procesie inicjacji. 
Pierwsza, to wiązanie fM et-tRNA do rybosomów. IF—2 w kompleksie 
z podjednostką 30S umożliwia tRNA inicjatorow em u przyłączanie się do 
miejsca P. Aktywność ta zależy od obecności wolnych grup sulfhydrylo- 
wych, gdyż N-etylom aleim id pozbawia czynnik IF—2 zdolności wiążącej 
fM et-tRNA do podjednostki 30S (2).

Za swoistość interakcji IF—2 z rybosomem odpowiada białko S12. 
W skazują na to wyniki doświadczeń z podjednostkam i 30S z E. coli, w któ
rych podczas rekonstrukcji zamieniono białko S12 dając na jego miejsce 
białko S12 pochodzące z rybosomów z Bacillus stearothermophilus.  W w y
niku takiej kombinacji obserwowano znaczny spadek zdolności wiązania 
tRNA inicjatorowego do podjednostki w obecności czynnika IF—2 pocho
dzącego z komórek E. coli. Jeżeli do badań tych użyto czynnika IF— 2 
izolowanego z kom órek Bacillus stearothermophilus,  w tedy nie obserwo
wano spadku zdolności wiązania fM et-tRNA do rybosomu (93). Uzyskane 
w yniki świadczą nie tylko o istotnym  znaczeniu białka S12 w enzyma
tycznej reakcji wiązania tRNA inicjatorow ego do rybosomu, ale jedno
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cześnie wskazują jak  wielką rolę odgrywa swoistość gatunkow a składni
ków uczestniczących w inicjacji łańcucha polipeptydowego.

Druga rola czynnika IF—2 dotyczy udziału w hydrolizie GTP (5). Pod
czas reakcji tej zachodzi odszczepienie IF—2 od rybosomów. Uważa się, że 
hydrolityczne uwolnienie IF—2 z kompleksu inicjującego potrzebne jest, 
by czynnik ten mógł powtórnie uczestniczyć w następnym  procesie inicja
cji (94—97). Aktywność GTP-azowa czynnika IF—2 uwidacznia się po 
przyłączeniu podjednostki 50S do kompleksu inicjującego (patrz Schemat 
Inicjacji). W wyniku badań ustalono, że na omawianą reakcję hydrolizy 
GTP zasadniczy wpływ w yw ierają dwa białka podjednostki 50S: L7 i L12. 
Usunięcie tych białek z rybosomu powoduje praw ie 100% zahamowanie 
aktywności GTP-azowej czynnika IF—2 (97— 101). Białka L7 i L12 stano
wią jednocześnie centrum  hydrolizy GTP w etapie elongacji łańcucha po
lipeptydowego. Zagadnienie to oraz bliższa charakterystyka białek L7 
i L12 zostaną omówione w rozdziale VI-3.

Zakończenie procesu inicjacji, to asocjacja podjednostek 30S i 50S. 
Z wcześniejszych obserwacji wynikało, że na połączenie się obydwu pod
jednostek do pełnego rybosomu 70S duży wpływ m ają wiązania wodoro
we (102) i mostki S—S (103). Późniejsze badania immunochemiczne w y
kazały, że w asocjacji podjednostek uczestniczą powierzchniowe białka za
równo mniejszej jak i większej podjednostki. Obecność przeciwciał dla 
białek S9, S i l ,  S12, S14 i S20 oraz dla białek podjednostki 50S — LI, L6, 
L14, L15, L20, L23, L26 i L27, uniemożliwia powstawanie rybosom u 70S 
(104— 105). Szczególną rolę przypisuje się grupie białek mniejszej pod
jednostki, ponieważ każde z nich posiada zdolność tworzenia kompleksu 
z podjednostką 50S.

IV. Elognacja łańcucha peptydowego

Do utworzonego kom pleksu inicjującego przyłącza się aminoacylo- 
-tRNA. Proces ten katalizuje czynnik elongacyjny EF—Tu, a energii do
starcza reakcja hydrolizy GTP.

Po przyłączeniu fM et-tRNA do miejsca P oraz AA-tRNA do miejsca A 
na rybosomie, następuje synteza wiązania peptydowego między grupą 
karboksylową fM et-tRNA a grupą aminową aminokwasu należącego do 
AA-tRNA. Następnie, reszta N-form ylom etioniny zostaje przeniesiona 
z inicjator owego tRNA na AA-tRNA w w yniku czego pow staje peptydy- 
lo-tRNA. By mógł przyłączyć się kolejny AA-tRNA musi być zwolnione 
miejsce A, dlatego w reakcji zwanej translokacją peptydylo-tRNA ulega 
przemieszczeniu z miejsca A do miejsca P. Jednocześnie nić mRNA prze
suwa się o jeden tryp le t w kierunku końca 3'. Reakcji tej towarzyszy hy
droliza GTP w obecności czynnika elongacyjnego EF—G (2, 7).
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f Met-tRNA» fM ®ł
AA -tRN A

IV-1. W iązanie am inoacylo-tR N A

Badanie kwestii, k tóre z białek rybosomowych stanowią miejsce A za
początkowano w pracowni N o m u r y (89). Stosując metodę rekonstrukcji 
rybosomu wykazano, że brak w podjednostce 30S takich białek jak  S3, 
SIO, S14 powoduje spadek wiązania się aminoacylo-tRNA. Badania te zo
stały w znacznej mierze potwierdzone przez innych badaczy, którzy za
obserwowali stym ulujący w pływ  białek S2, S3, S14 na przyłączenie się 
aminoacylo-tRNA do rybosomów w obecności czynnika EF—Tu (106). 
Ostatnie doświadczenia z surowicami m onowalentnym i wykazały, że m iej
sce A jest jeszcze większe. Surowice an ty  S3, S9, S i l ,  S18, S19 oraz S21 
silnie ham ują enzymatyczne wiązanie fenyloalanylo-tRN A do rybosomów 
w obecności poliU (74).

Dalszych inform acji o m iejscu rybosomowym wiążącym AA-tRNA do
starczyły badania z zastosowaniem streptom ycyny. A ntybiotyk ten powo
duje zaburzenia w praw idłowej translacji kodu genetycznego (107— 108). 
Doświadczenia ze znakowaną pochodną antybiotyku oraz z zastosowaniem 
m etody rekonstrukcji podjednostki 30S wykazały, że za wiązanie strepto
m ycyny do rybosomu odpowiedzialne jest białko S12 (74, 109— 110). Białko 
to decyduje równocześnie o rozm iarze pom yłek translacyjnych pod w pły
wem omawianego antybiotyku (89). Rolę uzupełniającą przypisuje się 
białkom  S3, S4, S5 i S i l .

Udział białka S12 w omawianym  procesie jak  również w reakcji w ią
zania kompleksu IF—2 — fM et-tRNA (rozdz. III.) daje podstawę do przy-
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puszczeń, że znajduje się ono w takim  obszarze podjednostki 30S, gdzie 
odbywa się in terakcja tRNA z mRNA (89, 111).

Miejsce A podobnie jak  i m iejsce P zasięgiem swoim obejm uje szereg 
białek rybosomowych obydwu podjednostek. Do identyfikacji białek tw o
rzących miejsce A na podjednostce 50S w ykorzystano właściwości takich 
antybiotyków jak  chloram fenikol i purom ycyna. Chloram fenikol jest inhi
bitorem  syntezy wiązania peptydowego, gdyż wiążąc się z rybosomem, 
a ściślej biorąc z podjednostką 50S, blokuje miejsce A, do którego przy
łącza się AA-tRNA (3). Identyfikację składników rybosomowych przyłą
czających chloramfenikol, przeprowadzono z zastosowaniem pochodnych 
tego antybiotyku: 14C-monojodoamfenikolem i 14C-monobrom amfenikolem  
(112— 114). W iązanie pochodnych z białkiem  L16 świadczy, że znajduje 
się ono w miejscu A. Potw ierdzają to doświadczenia z rekonstrukcją pod
jednostki 50S (115).

Antybiotykiem , k tó ry  współzawodniczy z chloram fenikolem  o miejsce 
na rybosomie jest purom ycyna. A ntybiotyk ten z racji podobieństwa s tru k 
turalnego do nukleotydu adenilowego znajdującego się na końcu 3'-tRNA, 
może być w budow any do łańcucha polipeptydowego poprzez utworzenie 
wiązania peptydowego między wolną grupą aminową purom ycyny a g ru
pą karboksylową ostatniego aminokwasu w syntetyzującym  się łańcuchu 
polipeptydylowym . W w yniku reakcji następuje uwolnienie polipeptydu 
zakończonego pur omy cyną. Podobnie jak  dla streptom ycyny czy chloram 
fenikolu tak  i tu  zastosowano znakowane pochodne purom ycyny, dzięki 
którym  uzyskano możliwość identyfikacji białek rybosomowych tw orzą
cych miejsce A. N -jodoacetylopurom ycyna (116) oraz N-brom oacetylopu- 
romycyna (117) wiążą się z białkam i L2 i L6.

IV-2. Synteza w iązania peptydow ego

Reakcję syntezy wiązania peptydowego katalizuje enzym zwany trans- 
ferazą peptydylową, która jest integralnym  składnikiem  rybosomu. 
Stwierdzenie to oparte jest na wynikach badań z purom ycyną, która może 
wbudować się do łańcucha białkowego poprzez utw orzenie wiązania pep
tydowego z C-końcowym aminokwasem syntetyzowanego polipeptydu 
(rozdział II-2.). Omawiana reakcja odbywa się w obecności rybosomów lecz 
niezbędne są podjednostki 50S (118).

W tak zwanej reakcji cząstkowej (ang. fragm ent reaction) można badać 
in vitro  aktywność transferazy peptydylowej (119). Reakcja ta zachodzi 
przy udziale podjednostki 50S i odbywa się w obecności alkoholu oraz ka
tionów jedno- i dwuwartościowych. W tych w arunkach wiązanie peptydo- 
we pow staje między grupą aminową purom ycyny a grupą karboksylową 
aminokwasu związanego z pięcionukleotydowym  fragm entem  tRNA, k tó -' 
ry  otrzym uje się na drodze enzymatycznej hydrolizy acetyloleucylo-tRNA.
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Możliwość syntezy wiązania peptydowego świadczy, że transferaza pepty- 
dylowa jest struk tu ra lnym  składnikiem  większej podjednostki rybosomu.

Badając aktywność transferazy peptydylow ej w naturalnych  p reku r
sorach podjednostki 50S wykazano, że prekursor 43S, w którym  brakowało 
kilku białek był n ieaktyw ny w reakcji cząstkowej (120). Podobne wyniki 
uzyskano z rybonukleoproteidow ym i cząsteczkami otrzym anym i z podjed- 
nostek 50S poprzez płukanie ich wysokimi stężeniami LiCl (0,4—0,8M). 
W tych w arunkach odczepiała się od rybosomu pewna grupa białek okreś
lana m ianem  białek powierzchniowych. O trzym any rdzeń podjednostki 
50S o stałej sedym entacji zbliżonej wartością do prekursorów  naturalnych, 
był również nieaktyw ny w reakcji cząstkowej. Analiza chrom atograficz
na białek odczepionych od rybosomu wykazała między innym i obecność 
trzech białek L6, L II  i L16. Dodanie tych białek do rdzenia podjednostki 
powodowało przyw rócenie aktywności transferazow ej. Badania s truk tu ry  
przestrzennej podjednostki wykazały, że białka te nie tylko sąsiadują ze 
sobą, ale również z m iejscem  rybosomowym, do którego wiąże się AA- 
-tRNA (121, 122). Istn ieją  przypuszczenia, że do grupy białek uczestniczą
cych w syntezie wiązania peptydowego należy również L15 (123). Dokład
na analiza roli wym ienionych białek wykazała, że białko L II  wpływa za
sadniczo na aktywność transferazy pepty dylowej i dlatego uważa się je za 
centrum  aktywności transferazow ej na rybosomie (124). Z wyników anali
zy aminokwasowej białka L II  można sądzić, że o jego aktywności enzy
m atycznej decyduje duża zawartość grup m etylowych dołączonych głów
nie do e-N-lizyny a także do innych aminokwasów dotąd nie zidentyfiko
wanych (125).

IV -4. Translokacja

Translokacji peptydylo-tRN A  ź miejsca A do miejsca P  towarzyszy re- 
i akcja hydrolizy GTP, która zachodzi przy udziale czynnika elongacyjnegó 

EF— G. Ponieważ odbywa się to na rybosomie, dlatego zachodziło więc py
tanie: które białka rybosomowe uczestniczą w hydrolizie GTP? Doświad
czenia z rekonstrukcją podjednostek wykazały, że o aktywności GTP-azo- 
woje podczas elongacji łańcucha peptydowego decydują dwa powierzch
niowe białka podjednostki 50S: L7 i L12 (126— 129). Białka te stanowią 
ogniwo łącząc EF—G z podjednostką 50S (130— 131), gdyż obecność suro
wic an ty - L7 i L12 zapobiega in terakcji czynnika elongacyjnego z ryboso
mami oraz ham uje aktywność GTP-azową w procesie elongacji (132).

Ze względu na budowę chemiczną oraz funkcję białek L7 i L12 porów- 
: rmje się je z białkam i kurczliwymi. Analiza aminokwasowa wykazała 

w nich dużą zawartość alaniny, kwasu glutaminowego, w aliny i lizyny 
przy jednoczesnym braku lub znikomej zawartości tyrozyny, tryptofanu, 
cysteiny i histydyny (127— 128, 133— 134). Ponadto białka te cechuje duża
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zawartość struk tu ry  a-heliksowej (50%—60°/o) w porów naniu z pozostały
mi białkam i rybosomu (135— 136). Łańcuchy obydwu białek składają się ze 
120 aminokwasów o tej samej sekwencji i masach cząsteczkowych, k tóra 
wynosi 12200 (137), lecz różnią się od siebie aminokwasem  N-końcowym. 
W białku L7 w ystępuje acetyloseryna natom iast w białku L12 — seryna. 
Acetylacja białka L12 do L7 zachodzi jeszcze przed przyłączeniem  L7 do 
rybosomu (138). Punkty  izoelektryczne obydwu białek różnią się nieznacz
nie i przypadają w pH =  4,7 i pH =  4,85 (128). Te pozornie niew ielkie róż
nice w budowie i właściwościach om awianych białek odgryw ają decydu
jącą rolę w aktywności GTP-azowej podczas elongacji łańcucha peptydo
wego (127, 129, 137).

Badania procesu translokacji przy użyciu fotolabilnej pochodnej GDP: 
3H-azydofenolo-GDP oznaczoną skrótem  APh— GDP dostarczyły danych
o miejscu rybosomowym wiążącym kom pleks EF—G — GDP (139). Auto- 
radiograficzna analiza elektroforogram ów białek rybosomowych znakowa
nych 3H-APh—GDP wykazała radioaktyw ne piętno w L5, L II , L18 i L30. 
Trzy z wym ienionych białek: L5, L18 i L30 tworzą kom pleks z 5S rRNA 
(140), co decyduje zapewne o określonej strukturze podjednostki 50S peł
niącej kluczową rolę w translokacji peptydylo-tRN A (141).

W ostatnim  czasie zwrócono uwagę na białka L6 i L10. Nie uczestniczą 
one co praw da bezpośrednio w hydrolizie GTP, lecz ich obecność w rdze
niu podjednostki 50S jest niezbędna do rekonstrukcji rybosom u pozbawio
nego białek L7 i L12 (131, 142). Potw ierdzają to doświadczenia z surowica
mi an ty- L6 i L10, które ham ują proces rekonstrukcji podjednostki 50S 
pozbawionej białek L7 i L12 (143— 145).

Hydroliza GTP zachodzi również w procesie inicjacji. Sugeruje to, że 
w reakcji uczestniczy podjednostka 30S. Uzyskane wyniki wskazują, że 
kilka białek tej podjednostki: S5, S9 i S2 w arunkuje aktywność GTP-azo- 
wą kom pleksu 70S — EF—G (146— 147). Białka te w pływ ają zapewne ty l
ko na odpowiednią konform ację rybosomu, gdyż centrum  GTP-azowe 
znajduje się na podjednostce 50S. O tym  czy hydroliza GTP odbywa się 
w etapie inicjacji czy elongacji łańcucha peptydowego decydują czynniki 
enzymatyczne, ponieważ tiostrepton ham uje aktywność GTP-azową czyn
nika EF—G nie powodując zakłóceń w hydrolizie GTP przy udziale czyn
nika inicjującego IF—2 (97— 101).

Identyfikację białek tworzących miejsce P na podjednostce 50S w y
konano przy użyciu fotolabilnych pochodnych peptydylo-tRNA, okazało 
się, że centrum  miejsca P na podjednostce 50S stanowią białka L2 i L27. 
Kilka innych białek: L15, L16, L24, i L26 pełni rolę kooperatyw ną (52— 
56). Dane te znacznie pokryw ają się z wynikam i jakie otrzym ano przy uży
ciu pochodnej inicjatorowego tRNA (rozdział III-2.).

Badania z erytrom ycyno opornymi m utantam i E. coli wykazały, że 
w miejscu P znajduje się białko L4, które aktyw nie uczestniczy w wiąza
niu peptydylo-tRN A (148).
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V. Zakończenie syntezy łańcucha peptydowego

Synteza łańcucha peptydowego kończy się tzw. kodonami nonsensow
nymi: UAA, UAG oraz UGA. Proces ten zwany inaczej term inacją, w y
maga obecności GTP a katalizują go czynniki białkowe: RF— 1 i RF—2 
(od ang. release factor). Czynnik RF— 1 rozpoznaje kodony nonsensowne 
UAA i UAG, a czynnik RF— 2 ropoznaje kodony UAA lub UGA. Istnieje 
również trzeci czynnik — S, którem u przypisuje się rolę pośrednika, bądź 
stym ulatora RF— 1 i RF—2 w procesie term inacji (6).

Mechanizm term inacji polega na przyłączaniu czynników RF do kom
pleksu peptydylo-tRN A — kodon nonsensowny — rybosom, powodując 
hydrolizę wiązania estrowego między tRNA a peptydem , co prowadzi do 
uwolnienia łańcucha peptydowego. Aktywność czynników RF zależy od 
obecności na rybosomie białek L7 i L12. W skazują na to doświadczenia 
z inhibitorem  elongacji — tiostreptonem , k tóry  wpływa tak samo na proces 
term inacji jak usunięcie z podjednostki 50S białek L7 i L12 (149). Dyso- 
cjacja składników kom pleksu term inacyjnego odbywa się kosztem energii 
czerpanej z hydrolizy GTP przy udziale czynnika S (150— 151). Mimo po
dobieństwa w aktywności GTP-azowej czynników EF—Tu i EF—G z czyn
nikam i term inacyjnym i, brak jest dowodów świadczących o identyczności 
czynników term inacyjnych i czynników elongacyjnych (152— 153).

VI. Uwagi końcowe

Pewne wyobrażenie o usytuow aniu i budowie miejsc aktyw nych rybo- 
somu daje Schem at 3. Należy jednak pamiętać, że rybosom podczas ko
lejnych etapów translacji ulega zmianom konform acyjnym . Prowadzi to 
z jednej strony do wyeksponowania białek rybosomowych aktyw nie za
angażowanych w określoną reakcję, z drugiej zaś strony do „m askowania” 
miejsc rybosomowych nie uczestniczących w tym  etapie biosyntezy białka. 
Tylko niektóre białka takie jak  L7 i L12, znajdują się w ciągłym „pogoto
w iu” , gdyż od ich obecności zależy hydroliza GTP począwszy od tworzenia 
się kompleksu inicjującego a skończywszy na reakcji kom pleksu term ina
cyjnego.

W yjaśnienie związku między struk tu rą  rybosomu a funkcją jego skład
ników zależy od dokładnej znajomości topografii tej organelli. Wiele da
nych na ten tem at dostarczyły badania prowadzone w laboratorium  N o - 
m u r y  (154), dotyczące m apowania (przestrzennego rozmieszczenia) bia
łek rybosomowych w podjednostce 30S. Badania te zostały w ostatnim  
czasie poszerzone o zagadnienia biogenezy podjednostki (155). Dalszego 
postępu w badaniach stru k tu ry  rybosomu można spodziewać się po zasto
sowaniu techniki im m unoelektrom ikroskopii. Pozwala ona na fotografo-
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miejsce P PT-aza miejsce A
OOOOOOOOOOOOO

50S

aa  aminokwas
PT-aza transferaza peptydylowa
•••••• miejsce P

oooooo miejsce A

ę= ~ _ l centrum transferazy peptydylowej 

f I centrum GTP-azy
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region interakcji peptydylo tR N A  
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Schem at 3. S ch em at m ie jsc  ak ty w n y ch  rybosom u (zm odyfikow any (15))

wanie kompleksów antygen (białko rybosomowe) — przeciwciało (156— 
157).

Omawiając s truk tu rę  i funkcję białek rybosomowych nie należy zapo
minać o rybosomowych rRNA. Udział tego składnika w procesie translacji 
kodu genetycznego jest nie mniej istotny od udziału białek rybosomowych.

B ardzo  d z ięku ję  P anu  P ro fesorow i dr E ugen iu szow i G ąsiorow i za przeczy tan ie  
rękop isu  i poczyn ien ie  cennych  uw ag, k tó re  w y k o rzy s ta łe m  p rzy  redagow aniu  n in ie j
szego a r ty k u łu .

A rty k u ł nadszedł 26.7.1975; po re w iz ji au torsk ie j o trzym an o  2.12.1975.

P o  od d an iu  p racy  do d ru k u  ukazał się a r ty k u ł p rzeg lądow y W i t t m a n n a  
(W i 11 m  a n n H. G., (1976), E ur. J. B iochem ., 61, 1— 13.) uw zg lędn ia jący  w iele  now oś
ci do tyczących  s tru k tu ry , fu n k c ji i ew olucji rybosom ów .
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BOŻENA BORKOWSKA *>

Cytokininy

Cytokinins

Cytokininy stanowią grupę regulatorów  wzrostu roślin. Uczestniczą 
one w regulacji licznych procesów biologicznych, ale ich najbardziej cha
rakterystycznym  działaniem  fizjologicznym jest stym ulacja podziałów ko
m órkowych (cytokineza). Pod względem chemicznym cytokininy należą 
do grupy związków purynowych.

I. Odkrycie cytokinin

Już w roku 1913 H a b e r l a n d t  postulował istnienie hormonów ro
ślinnych, innych niż auksyny, których działanie przejaw iałoby się stym u
lacją podziałów komórkowych. W yizolowanie w roku 1938 ze zranionej 
tkanki roślinnej kwasu tłuszczowego — traum atyny, k tóra lokalnie stym u
lowała podziały komórkowe, potwierdziło przypuszczenie H aberlandta (1).

Dopiero jednak w roku 1955 M iller (2) wyizolował z m ateriału  zwierzę
cego i następnie zidentyfikował związek, k tóry  silnie stym ulował podziały 
komórkowe. Związek ten został nazwany kinetyną.

Odkrycie cytokinin w m ateriale roślinnym  było wynikiem  rozwoju 
badań nad roślinnym i ku lturam i tkankowym i. W latach 50-tych zauważo
no, że stosując w kulturach  in vitro pożywki z dodatkiem  mleka kokoso
wego lub wyciągu z niedojrzałych ziarn zboża obserw uje się wyraźną 
stym ulację podziałów komórkowych hodowanej tkanki (3). Świadczy to
0 tym, że zarówno mleko kokosowe jak  i wyciąg z niedojrzałych nasion za
w ierają hormony stym ulujące cytokinezę i można izolować z nich te 
związki.

W latach 1961— 1963 wyodrębniono z niedojrzałych ziarn kukurydzy
1 ustalono s truk tu rę  chemiczną związku, k tóry  bardzo silnie stym ulował 
podziały komórkowe. Związek ten nazwano zeatyną (3, 4).

*) Dr, Z ak ład  F iz jo log ii R oślin , In s ty tu t S adow nictw a, 96-100 Sk iern iew ice .
W ykaz stosow anych  sk ró tów : BA — b en zy loam inopu ryna ; 2iP — 6-(Y ,y,dw um ety- 

lo a llilo am in o )-p u ry n a ; 2iPA  — rybozyd  2iP; SD 8339 — 6 -b en zy lo am in o -9 -te trah y d ro - 
p y ran y lo p u ry n a ; U — u racy l.
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198 B. BO R K O W SK A [2]

Całą grupę związków o właściwościach zbliżonych do kinetyny nazw a
no pierw otnie kininami. Ponieważ nazwą tą określono już białka zwie
rzęce, zaistniała konieczność znalezienia nowego term inu. Proponowano 
różne nazwy jak  np. kinetenoidy czy fitokininy. Najbardziej trafny  okazał 
się term in „cytokininy”, ponieważ odzwierciedla charakterystyczne dzia
łanie tych związków — stym ulację cytokinezy.

II. Budowa chemiczna i aktywność biologiczna

Cytokininy są pochodnymi adeniny, podstawionej przy atom ie azotu 
w pozycji 6(N8) (wzór I).

Aktywność biologiczna cytokinin jest ściśle związana z budową czą
steczki i zależy od:
— miejsca przyłączenia bocznych podstawników do adeniny,
— rodzaju podstawnika (łańcuchy alkilowe lub pierścienie)
— długości dołączonego łańcucha alkilowego,
— liczby i rozmieszczenia podwójnych wiązań i grup hydroksylowych 

w podstaw niku alkilowym,
— długości mostka pomiędzy adeniną a podstawnikiem  pierścieniowym,
— m odyfikacji cząsteczki adeniny (5, 6, 7).

Stwierdzono, że również niektóre związki niepurynowe, np. mocznik 
i jego pochodne, szczególnie dwufenylom ocznik w ykazują aktywność bio
logiczną charakterystyczną dla cytokinin. Nie wiadomo jednak czy funk
cja, oraz mechanizm działania tych związków jest taki sam jak pochodnych 
adeniny.

III. Cytokininy endogenne oraz syntetyczne

Pierwszą zidentyfikowaną endogenną cytokininą była zeatyna (wzór II). 
Zeatynę znajdowano zarówno w roślinach wyższych jak  i niższych (grzy
bach, drożdżach). Zeatyna w ystępuje jako wolna zasada oraz w połączeniu 
z rybozą (rybozyd zeatyny) i jej fosforanem  (rybotyd zeatyny), (wzór I). 
N ajaktyw niejszą biologicznie form ą jest wolna zasada. Aktywność jej za
leży od konfiguracji grupy hydroksylowej w bocznym łańcuchu. G rupa ta 
w wolnej zeatynie izolowanej z roślin w ystępuje w pozycji trans, nato
miast w zeatynie i jej pochodnych wyodrębnionych z produktów  hydrolizy 
tRNA w ystępuje w pozycji cis. Form a trans zeatyny wykazuje wyższą 
aktywność biologiczną od form y cis (8).

N aturalnie w ystępującą pochodną zeatyny jest dw uhydrozeatyna 
(wzór IV). Związek ten nie posiada podwójnego wiązania w bocznym łań
cuchu i dlatego aktywność jego jest znacznie niższa niż zeatyny.

Drugą szeroko rozpowszechnioną natu ra lną  cytokininą jest NYy.y.dwu- 
m etyloalliloam ino/-puryna, oznaczona w skrócie 2iP (wzór III). Związek
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[3] C Y TO K IN IN Y 199

ten w ystępuje przede wszystkim  w form ie związanej z tRNA. Może w y
stępować jako  rybozyd i rybotyd.

Z m ateria łu  roślinnego wyizolowana została również N6-m etyloam ino- 
puryna, która w ystępuje w tRNA. Związek ten w ykazuje aktywność biolo
giczną w niektórych testach, mimo to przynależność jego do grupy cyto- 
kinin jest wątpliwa.

Do endogennych cytokinin jest zaliczana również triakantyna: 3-(y,Y, 
dwum etyloalliloam ino)-puryna. Sama triakan tyna nie wykazuje ak tyw 
ności biologicznej, ponieważ boczny łańcuch jest przyłączony do adeniny 
poprzez heterocykliczny atom azotu w pozycji 3. Pozycja bocznego łań
cucha ulega jednak bardzo łatw o konw ersji do N6 przez co związek staje 
się aktyw ny biologicznie. Konw ersja może zachodzić in vitro  oraz in vivo. 
T riakantynę uważa się za „formę zapasową” cytokinin.

W ostatnich latach stwierdzono, że w ziarnach kukurydzy obok wcześ
niej zidentyfikowanej zeatyny w ystępuje 10 innych związków — pochod
nych adeniny, które posiadają aktywność cytokininową. N iektóre z tych

N H — R

R =  — C H 2— C H = C .

zeatyna

¡ — C H „ — C H = C .

6 /t , ¡T/ dw um etyloal 
a m in o / -  puryna (2  ! P)

Rj = —CH2— CH2— CH^ 

R2 = H 

R . = H

, C H n

'C H „ O H dw uhydrozftatyna

H C ----------C H

W zó r V I

; - CH2— Cv.o-CH
= H 

: H

H  H 
C = C  

/  \
= - C H 2- C  C H

= H C — C

= H  H H

kine tyn a

benzy l oam inopuryna ( B A )

m oże b y ć  podstaw ione przez grupę C H ^

• m oże b y ć  podstaw ione przez ryb ozę  /  r y b o z y d / ,  tub rybozę  

i resztę kw asu fosforow ego /  rybotyd /

Ryc. 1. B udow a chem iczna cy tok in in
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200 B. B O R K O W SK A [4]

związków pow stają prawdopodobnie w w yniku enzymatycznych prze
kształceń cząsteczki zeatyny (9).

Najbardziej rozpowszechnionymi syntetycznym i cytokininam i są kine- 
tyna (wzór V), oraz benzyloam inopuryna (wzór VI). K inetynę wyizolo
wano z m ateriału  zwierzęcego, ale była prawdopodobnie artefak tem  (pro
duktem  degradacji DNA) i nie jest uznaw ana za związek endogenny. Ki- 
netyna i benzyloam inopuryna w ykazują wysoką aktyw ność w różnych 
testach biologicznych. Zarówno kinetyna jak  i benzyloam inopuryna syn
tetyzowane są jako wolne zasady i rybozydy.

Trzecią cytokininą syntetyczną jest 6-benzyloam ino-9-tetrahydropyra- 
nylopuryna (SD 8339). Aktywność jej w testach biologicznych jest niższa 
niż benzyloam inopuryny.

Oprócz wym ienionych wyżej cytokinin zsyntetyzowano około 70 
innych pochodnych purynowych. Ponieważ związki te posiadają tylko 
niewielką aktywność biologiczną lub są całkowicie nieaktyw ne nie znaj
dują praktycznego zastosowania (7).

IV. Cytokininy występujące w  tRNA

W roku 1966 stwierdzono, że w tRNA specyficznym dla seryny znaj
duje się w bezpośrednim sąsiedztwie antykodonu rybozyd 6-(y,Y,dwumety- 
loalliloam ino)-puryny (2iPA), (Ryc. 2), (10). Od tego czasu w ielokrotnie 
znajdowano rybozyd 2iP w produktach hydrolizy tRNA z szeregu organiz
mów, a więc bakterii, drożdży, roślin wyższych, a naw et ssaków (6, 10, 
11). Nie stwierdzono występowania cytokinin w mRNA, rybosom alnym  
RNA. oraz DNA.

Ryc. 2. P ropozycja  H o 11 e y ’ a  budow y tR N A  (liść koniczyny). W p ę tli sekw encja  
zasad  an ty k o d o n u  se ry n y . S trz a łk ą  oznaczono m iejsce  p rzy łączen ia  2iPA
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Cytokininy w ystępują tylko w niektórych rodzajach tRNA specyficz
nego wobec seryny, rzadziej izoleucyny, tyrozyny i cysteiny. Spośród 
sześciu tRNA soi specyficznych wobec seryny tylko dwa zaw ierają 2iP. Ni
gdy nie stwierdzono cytokinin w tRNA specyficznych dla argininy, glicyny 
oraz waliny. W ydaje się, że cytokininy w ystępują w strukturze tych tRNA, 
w których sekwencja trzech zasad antykodonu zaczyna się od U.

Główną cytokininą, która w ystępuje w tRNA jest rybozyd 2iP. W ro
ślinach wyższych np. w niedojrzałych ziarnach zboża stwierdzono również 
obok rybozydu 2iP rybozyd zeatyny i ich pochodne tiometylowe.

Pochodzenie cytokinin w ystępujących w tRNA nie jest dokładnie zna
ne. Najprawdopodobniej reszta izopentylowa, która powstaje z kwasu 
mewalonowego poprzez izopentylopirofosforan, zostaje dołączona do ade
niny występującej w tRNA.

Niewiele wiemy jaką rolę spełniają cytokininy w tRNA (12). Jedna 
z istniejących hipotez mówi, że cytokininy związane z tRNA działają jak 
regulatory wzrostu, druga przypisuje im działanie nie związane z hormo
nalną regulacją (10). Zgodnie z tą  hipotezą rybozyd 6-(Y,y,dwumetyloalli- 
loam ino)-puryny (2iPA) spełnia w tRNA rolę zmetylowanej zasady, a więc 
wpływa na syntezę białka poprzez ułatw ienie właściwego odczytania infor
macji oraz przez w ybranie i dołączenie odpowiedniego aminokwasu. W y
daje się jednak, że hipoteza ta jest zbyt ogólna — cytokininy w ystępują 
bowiem tylko w niektórych form ach tRNA, a więc rola ich powinna być 
bardziej specyficzna.

V. Biosynteza i metabolizm cytokinin

Głównym miejscem biosyntezy cytokinin są korzenie. Ukorzenienie 
roślin w yw ołuje takie same efekty jak  potraktow anie ich egzogennymi 
cytokininami. W obu przypadkach obserwowano stym ulację syntezy tRNA 
i białka (14, 15). Stwierdzono również, że wytw orzenie korzeni opóźnia 
starzenie rośliny oraz zwiększa jej odporność na wysoką tem peraturę (16). 
Są to typowe efekty w yw oływ ane przez cytokininy.

Istnieje ścisły związek pomiędzy powstawaniem  korzeni a zawartością 
endogennych cytokinin w roślinie (17). W ielokrotnie zostało stwierdzo
ne, że zarówno w korzeniach jak  i w soku w ypływ ającym  z korzeni w ystę
pują związki cytokininopodobne (18, 19, 20, 21, 22). Szczególnie wysoką za
wartość cytokinin stw ierdzano w młodych korzeniach oraz w wierzchoł
kach korzeni (23).

Korzenie nie są najpraw dopodobniej jedynym  miejscem syntezy cyto
kinin. Bogatym źródłem  tych hormonów są młode, rozw ijające się owoce
i nasiona (24, 25, 26, 27), nasiona w ym agające posprzętnego dojrzewania 
(28, 29, 30) oraz sok otrzym yw any z pędów pozbawionych korzeni (31). 
Można więc sądzić, że cy tokin iny  są produkow ane również w tych tkan 
kach.

6 Postępy Biochem ii
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Biosynteza cytokinin zachodzi także w tkance kalusowej, która do 
swojego wzrostu nie potrzebuje egzogennych cytokinin. Kalus taki nazywa 
się kalusem  autonom icznym  (32).

Droga biosyntezy cytokinin jest poznana bardzo słabo. Prekursorem  
bocznego łańcucha izoprenoidowego zarówno cytokinin w ystępujących 
w tRNA jak i cytokinin wolnych jest kwas m ewalonowy i m ewaloniany. 
Cytokininy wolne mogą powstawać niezależnie od form związanych w 
tRNA lub też są uw alniane z tRNA (33). Większość badaczy uważa, że 
podczas biosyntezy cytokinin najpierw  powstaje 6-(Y,Y,dwumetyloallilo- 
am ino)-puryna (wzór III) i jej rybozyd (32, 34, 35). Następnie związki te 
ulegają w roślinach dalszym przemianom. W tkance tytoniu oraz w ziar
nach kukurydzy znaleziono dwa systemy enzymatyczne kierujące tym i 
przem ianam i. Jeden z nich katalizuje przem iany bocznego łańcucha, d ru 
gi hydrolizuje wiązanie glikozydowe. W w yniku działania tych enzymów 
2iP i rybozyd 2iP zostają przekształcone do zeatyny i do rybozydu zeatyny. 
Zeatyna i jej rybozyd mogą być dalej przekształcane do adeniny i adeno
zyny (34, 35, 36). Wśród produktów  przekształceń znajdowano też dwu- 
hydrozeatynę (37).

Bardzo prostym  modelem nadającym  się do badania m etabolizmu cyto
kinin jest kalus autonom iczny (syntetyzujący cytokininy) i kalus w ym a
gający cytokinin w pożywce. W kalusie autonom icznym  istnieje aktyw ny 
system enzymatyczny przekształcający radioaktyw ną adeninę do cytoki
nin czynnych biologicznie, przede wszystkim do 2iP. W kalusie w ym aga
jącym  cytokinin w pożywce adenina nie ulega przekształceniu w 2iP, 
a inne cytokininy (zeatyna i jej rybozyd) pojaw iają się w znacznie m niej
szych ilościach niż w kalusie autonomicznym (32).

H a l l  (33) zaproponował schemat biosyntezy i przem ian cytokinin 
w tkance roślinnej (schemat 1).

tRNA •------------- Zl2-izopentylo- *--------------- kw. mewalonowy
pirofosforan

?

rybotyd zeatyny
i

rybozyd 2 iP -------- . rybozyd zeatyny --------- rybozyd dwu-
hydrozeatyny

adenozyna zeatyna dwuhydro-

2iP — adenina zeatyna

S chem at 1. D roga b iosyn tezy  oraz  p rzem ian  cy tok in in  w  ro ś lin ie  ( H a l l ,  1973)

System enzym atyczny katalizujący włączanie kwasu mewalonowego (po
przez A2-izopentylopirofosforan) do adeniny związanej w tRNA został czę
ściowo oczyszczony. Jest to podstawowa reakcja prowadząca do powstania 
tRNA zawierającego 2iP.

inna droga 
powstania 
rybozydu 2iP
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W ielokrotnie stwierdzono, że w łańcuchu przem ian cytokinin oprócz * 
wym ienionych wyżej związków w ystępuje 7-glukozyd zeatyny (38, 39, 
40, 41). Związek ten  może być „zmagazynowaną form ą” zeatyny.

Cytokininy syntetyczne (benzyloam inopuryna i kinetyna) ulegają w ro
ślinie podobnym przem ianom  jak  cytokininy natu ralne (41, 42, 43, 44). Po 
potraktow aniu roślin radioaktyw ną benzyloam inopuryną lub kinetyną 
obok adeniny pojaw iają się pochodne 7-glukozydowe tych związków. 
Świadczyłoby to o tym, że przyłączenie glukozy do cytokinin zachodzi w ro
ślinach często i to zarówno' do cytokinin syntetycznych jak  i naturalnych.

Przem iany m etaboliczne cytokinin zależą od rodzaju rośliny i stanu 
fizjologicznego. Np. inaczej zachodzą one w nasionach spoczynkowych niż 
po wyjściu nasion z okresu spoczynku. Skład pochodnych badanej cytoki
niny zmienia się również w czasie (37, 45).

Przem iany metaboliczne cytokinin prowadzą do powstania mniej lub 
bardziej aktyw nych form, w zależności od „aktualnej potrzeby” rośliny. 
Ponieważ w roślinie w ystępuje równocześnie cały szereg cytokinin należy 
sądzić, że wszystkie pochodne powstające w w yniku intensyw nych prze
mian, wzajem nie współdziałają tworząc system  czynny biologicznie.

VI. Biologiczne działanie cytokinin

Działanie hormonów roślinnych jest w przeciw ieństwie do hormonów 
zwierzęcych niespecyficzne. W zrost i różnicowanie roślin zależy nie od 
obecności lub braku specyficznego regulatora wzrostu, ale od współdzia
łania cytokinin, auksyn, giberelin i inhibitorów wzrostu.

Najlepiej poznano współdziałanie cytokinin z auksynam i. Typowym 
przykładem  synergizmu obydwu hormonów jest stym ulacja podziałów ko
mórkowych. Ani sama cytokinina, ani sama auksyna nie pobudza do dzie
lenia niem erystem atycznych tkanek, wyizolowanych z roślin. Dopiero 
wspólne zastosowanie cytokinin i auksyn indukuje intensyw ne podziały 
komórkowe. Tkanki m erystem atyczne oraz tkanki z różnych narośli nie 
w ym agają obecności cytokinin do rozpoczęcia i kontynuow ania podziałów 
komórkowych. Można to tłum aczyć obecnością w kom órkach m erystem a- 
tycznych system u syntetyzującego cytokininy, k tóry  w czasie postępują
cego różnicowania i przejścia w region podm erystem atyczny zostaje za
blokowany w wyniku działania represora genowego.

Cytokininy i auksyny nie tylko stym ulują podziały komórkowe tkanki 
roślinnej hodowanej in vitro, ale mogą również indukować jej m orfoge- 
nezę. Stosunek cytokininy do auksyny decyduje w jakim  kierunku nastąpi 
różnicowanie. Przy wysokim stężeniu cytokininy w stosunku do auksyny 
w ystępuje stym ulacja tworzenia pąków. Gdy stężenie cytokininy w sto
sunku do auksyny jest niskie w ytw arzane są głównie korzenie. Indukcja
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zarówno pąków jak  i korzeni następuje tylko w tedy kiedy utrzym any jest 
odpowiedni stosunek tych dwóch hormonów.

Cytokininy i auksyny odgrywają również kluczową rolę w kontrolo
waniu dominacji wierzchołkowej. Rozwój pąków bocznych jest ham owa
ny przez auksyny, a stym ulow any przez cytokininy (46). Rola cytokinin 
w dominacji wierzchołkowej może polegać na stym ulow aniu różnicowa
nia połączeń naczyniowych pomiędzy pąkiem, k tóry będzie się rozwijał, 
a pozostałą częścią rośliny. Lepsze odżywienie pąka (dzięki rozwojowi ele
m entów przewodzących) byłoby bezpośrednią przyczyną jego rozwoju.

Również typowym  efektem  działania cytokinin jest opóźnianie starze
nia liści. Cytokininy ham ują rozpad chlorofilu dzięki czemu tkanka nie 
traci zielonej barwy. Zjawisko to można wyjaśnić w różny sposób. Cyto
kininy łącznie z auksyną i gibereliną w ytw arzają niszę fizjologiczną, a więc 
w pływ ają na lepsze odżywianie tkanki, co może opóźniać starzenie (47). 
Rola cytokinin w opóźnianiu starzenia może być związana z regulowaniem  
przez nie metabolizmu RNA. W starzejącej tkance poziom DNA, RNA oraz 
białek spada, a stosunek RNA:DNA ulega zmianie. Stwierdzono, że cyto
kininy zaham owują te procesy, oraz stabilizują, a naw et podwyższają sto
sunek RNA:DNA. Cytokininy mogą również opóźniać starzenie poprzez 
zahamowanie syntezy specyficznego mRNA odpowiedzialnego za tworze
nie enzymów biorących udział w starzeniu jak np. RN-aza, peptydaza czy 
celulaza (10).

Cytokininy są jednym  z czynników regulujących spoczynek nasion 
jak  również pąków roślin drzewiastych. Poziom endogennych cytokinins 
zmienia się w nasionach w zależności od stopnia przejścia przez nie po- 
sprzętnego dojrzewania. M aksimum zawartości cytokinin nie łączy się 
jednak z kiełkowaniem  ale w ystępuje znacznie wcześniej (28, 29, 30). Rola 
cytokinin w spoczynku pąków roślin drzewiastych jest mało poznana. Po
dobnie jak  w nasionach m aksym alna aktywność endogennych cytokinin 
wyprzedza rozwój pąków (31, 48, 49). W regulacji spoczynku nasion i pą
ków cytokininy nie odgryw ają więc roli stym ulatora podziałów komórko
wych, które zaczynają zachodzić dopiero w czasie rozpoczęcia wzrostu. 
Zastosowanie egzogennych cytokinin może skrócić czas spoczynku nasion
i pąków (50, 51, 52), ale nie może całkowicie zastąpić działania niskiej tem 
peratury , niezbędnego dla ustąpienia spoczynku.

Zupełnie nowym zagadnieniem  jest rola cytokinin w determ inacji płci. 
W dotychczasowych pracach badano rolę giberelin jako czynnika stym u
lującego powstawanie kwiatów  męskich oraz auksyn i etylenu jako czyn
ników pobudzających powstawanie kwiatów żeńskich. W yniki badań 
N e g i i O 1 m o (53, 54) wykazały, że również cytokininy odgryw ają rolę 
w determ inacji płci roślin. W ydaje się, że mogą one być pierw otnym  czyn
nikiem kierującym  rozwojem kwiatów w kierunku żeńskości. Cytokinina 
SD 8339 przyśpiesza u winorośli Vitis vinifera  (silvestris) podziały reduk
cyjne komórek m acierzystych woreczka zalążkowego, oraz podziały mito-
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tyczne megaspor. W w yniku potraktow ania zawiązka kwiatowego egzogen
ną cytokininą pow staje woreczek zalążkowy o norm alnej budowie, podczas 
gdy bez cytokininy woreczek zalążkowy jest m ały i zawiera zdegenero- 
w aną kom órkę jajową. W ystępowanie endogennych cytokinin również jest 
związane z cechą żeńskości (55, 56). K w iaty żeńskie i herm afrodytyczne 
syntetyzują cytokininy, podczas gdy w kw iatach męskich ich synteza jest 
zahamowana. Endogenne cytokininy mogą regulować rozwój kwiatów żeń
skich poprzez stym ulację syntezy enzymów potrzebnych do ich rozwo
ju  (54).

W niektórych procesach m orfogenetycznych cytokininy mogą spełniać 
tę samą funkcję co światło. Synteza niektórych enzymów cyklu Calvina 
odbywa się niezależnie od światła ale naświetlenie daleką czerwienią może 
stym ulować ich syntezę. Taki sam efekt jak naśw ietlenie może wywołać 
potraktow anie roślin cytokininą. Mechanizm działania cytokinin i dalekiej 
czerwieni jest inny, ale działanie ich jest w zajem nie uzależnione (33).

Najbardziej w yraźnym  przykładem  współdziałania fitochrom u z cyto- 
kininam i jest synteza beta-cyjaniny. Barw nik ten  powstaje na świetle bia
łym, ale w obecności cytokinin jest syntetyzow any również w ciemności.

VII. Oznaczanie cytokinin

Podstawową metodą w ykryw ania i oznaczania cytokinin, podobnie jak  
i innych hormonów roślinnych są testy  biologiczne. W testach w ykorzy
stu je się najbardziej charakterystyczne działanie tych związków na tkankę 
roślinną. W tabeli 1 zestawiono niektóre cechy najczęściej stosowanych 
testów.

Test biologiczny w ykonyw any na tkance kalusowej zarówno tytoniu 
jak  i soi jest najbardziej specyficzną i najczulszą m etodą oznaczania cyto
kinin. W teście kalusa w ykorzystuje się zdolność cytokinin do stym ulo
wania podziałów komórkowych. M iarą aktywności cytokinin jest przyrost 
świeżej masy tkanki kalusowej (57, 58, 59).

Inną m etodą oznaczania cytokinin jest test w ykonyw any na siewkach 
am arantusa (60, 61). Test ten jest oparty na zdolności cytokinin do sty
mulacji syntezy beta-cyjaniny w siewkach szkarłatu Am aranthus caudatus 
hodowanych w ciemności. Test ten jest łatw iejszy do wykonania i znacz
nie krótszy niż test kalusa, ale czułość jego jest 10-100 razy niższa (Ta
bela 1).

Ponadto cytokininy można oznaczać w ykorzystując zdolność tych hor
monów do hamowania rozpadu chlorofilu w starzejącej się tkance liścio
wej, np. rzepienia (X antium  pensylvanicum ) (62).

W teście liścieni rzodkiewki w ykorzystana jest zdolność cytokinin do 
stym ulacji wzrostu blaszki liścienia (63). Analogiczny test może być w y
konywany na liścieniach fasoli.
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Cytokininy stym ulują  masowe pojawienie się pączków gematoforo- 
wych w splątku Ceratodon purpureus  i Funaria hygrometrica. Fakt ten 
został wykorzystany do opracowania specyficznego testu  na cytokininy 
(64, 65).

Test kiełkowania nasion w ykonuje się najczęściej na nasionach sałaty. 
Test ten jest niespecyficzny, odpowiedniejszy raczej dla giberelin niż dla 
cytokinin.

Tabela 1

Porównanie kilku ważniejszych testów do oznaczania cytokinin

Test
Czas 

trwania 
w dniach

Najniższe 
wykrywalne 

stężenie 
kinetyny 
w mg/l

Inne substancje 
na które reaguje

Źródła
informacji

kalusa tytoniu 28—35 0,001 niektóre gibereli- 
ny — nie G A 3

24

kalusa soi 16—21 0,001—0,004 - 24
amarantusa 10—12 0,1—0,2 giberel., CCC 60, 61
chlorofilowy Xanthium 2 0,1 cukry, adenina ade

nozyna
24

liścieni rzodkiewki 3 0,01 g a 3 63
kiełkowania nasion sa
łaty

2 nieokreślone giber., pochodne 
mocznika

24

pączków gametoforo- 
wych mchu

5—7 0,002 IAA, GA3, 2,4-D 
zcytokin. dają efekt 
synerg. podwyż
szając wrażliwość 
testu

64, 65

Ponieważ metoda oznaczania cytokinin przy pomocy testów biologicz
nych jest obarczona błędem  wskazane jest równoczesne stosowanie przy
najm niej dwóch testów.

Równolegle z testam i cytokininy można oznaczać przy pomocy metod 
chemicznych. N iektóre cytokininy można wykryć na bibule przy pomocy 
barw nej reakcji z odczynnikiem Dischego (66). Nie jest to jednak reakcja 
selektywna dla cytokinin, zabarwienie w ystępuje bowiem z większością 
związków purynowych. Użyta łącznie z testem  biologicznym może dać 
dodatkowe inform acje o m iejscu cytokinin na bibule. Po dokładnym  roz
dzieleniu związków cytokinino-podobnych metodą chrom atografii bibu
łowej i cienkowarstwowej mogą one być oznaczane przy pomocy spektro
fotom etru. Nie jest to również metoda specyficzna, gdyż cały szereg związ
ków purynow ych posiada m aksimum  absorbcji podobne do zeatyny. M ak
simum absorbcji zeatyny w wodnym  roztworze kwasu wynosi 275mm 
w etanolowym  278mM,. W ykreślenie krzyw ej spektrofotom etrycznej jest
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możliwe dopiero wtedy, gdy stężenie cytokinin w roztworze jest nie m niej
sze niż 10—20]ug/l ml rozpuszczalnika (67).

Jak  już zostało powiedziane cytokininy w ystępują w form ie wolnej 
lub związanej. Aktywność biologiczna cytokinin związanych jest na ogół 
niższa niż odpowiednich form wolnych. Cytokininy uwalnia się z form  
związanych przez zastosowanie hydrolizy enzymatycznej lub kwaśnej. 
Hydrolizę enzym atyczną stosuje się głównie do uwolnienia cytokinin 
z tRNA, używając fosforylazę rybonukleozydową lub fosfatazę zasado
wą (11).
Hydroliza kwaśna jest niespecyficzna i może prowadzić nie tylko do od- 
szczepienia np. cząsteczki cukru, ale również do rozłożenia wolnej cytoki
niny (68).

Cytokininy łącznie z innym i regulatoram i w zrostu roślin k ieru ją  w ie
loma procesami biologicznymi. Dokładne poznanie mechanizm u działania 
regulatorów  w zrostu może stworzyć możliwość kierowania przez człowieka 
całym szeregiem zjawisk.

Mechanizm działania cytokinin jest poznany znacznie mniej niż innych 
hormonów roślinnych i dlatego konieczne jest prowadzenie intensyw nych 
badań nad tą grupą regulatorów  wzrostu. Szczególnie ważne jest pozna
nie ich roli w tRNA.

A rtyk u ł nadszedł 11.10.1975; po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym an o  15.12.1975.
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JAN SĘDZIK *>

Niektóre aspekty rentgenostrukturalnych badań mieliny

Some Aspects of Rentgenostructural Investigation of the M yelin Membrane

Prom ieniow anie rentgenow skie zastosowane do badań strukturalnych  
jest podstawowym narzędziem  otrzym ywania inform acji o uporządkowa
niu molekuł w krysztale. Zakres badań nie ogranicza się jednak do wąskie
go przedziału m aterii, określanego m ianem  ciał stałych. Ostatnio coraz 
śmielej stosuje się m etody dyfrakcyjne do badań substancji biologicznych.

Rentgenowskie metody badawcze zastosowano owocnie do badań tak 
różnych stru k tu r jak: ciało szkliste gałki ocznej (1), włókien mięśniowych 
(2), kolagenu (3), fotoreceptorów (4), chloroplastów (5), błon komórkowych 
bakterii Proteus vulgaris (6), w irusów (7), m itochondriów (8) i m ieliny 
(10, 11).

Niniejszą pracę poświęcono niektórym  aspektom niskokątowej dy
frakcji promieniowania rentgenowskiego na mielinie. Przedstawiono pod
stawowe założenia eksperym entalne i teoretyczne, omówiono elem enty 
teorii dyfrakcji na struk tu rze typu mieliny, oraz proponowane obecnie mo
dele błony mielinowej.

Przedstawione tu ta j badania (aczkolwiek dalekie od ścisłości i precyzji 
jaka konieczna jest w badaniach kryształów) doprowadzają do odpowiedzi 
na dwa, bardzo ściśle związane ze sobą pytania: (A) — jaki jest jednow y
m iarowy, radialny rozkład funkcji gęstości elektronowej w mielinie, (B) — 
jaki jest najbardziej praw dopodobny jednow ym iarow y rozkład makroczą
steczek w pojedynczej lam eli mielinowej.

I. Uwagi wstępne o technice dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego **

Jeżeli pojedyncze atom y lub cząsteczki są uporządkowane w taki spo
sób, że tworzą równoległe, w jednakow y sposób obsiane w arstw y, to pro
mieniowanie rentgenow skie ulega rozproszeniu na takim  układzie w kie
runkach, dla których spełniona jest następująca zależność (12):

2d sin 0  = nX (1.1)
*) M gr, K lin ika  N euro log ii A kadem ii M edycznej w  P oznan iu , ul. P rzybyszew 

sk iego  49, 60-355 Poznań.
**) A u to r zak ład a  e le m e n ta rn ą  znajom ość pojęć i zagadn ień  d y frak c ji p rom ien io 
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d — odległość między sąsiednimi warstw am i, 0 — kąt Bragga,
X — długość fali prom ieniowania rentgenowskiego, n — rząd in terferencji 

(liczby całkowite: 1, 2, 3, 4, ...).
Równanie (1.1) jest m atem atycznym  w yrazem  praw a Bragga. Zostało 

ono wyprowadzone dla ciał o strukturze trójperiodycznej, tym  niemniej 
może być z powodzeniem stosowane do analizy obrazów dyfrakcyjnych 
obiektów dwu- lub naw et jednoperiodycznych, jakim i często są preparaty  
biologiczne. Przekształcając równanie (1.1) do postaci:

n l
0 = a r c s i n —  (1.2)2d

w ykazuje się, że ze wzrostem odległości między w arstw owej d, m aleje kąt 
Bragga 0, oraz że musi być spełniony w arunek: 2d >  nA aby wystąpiło 
zjawisko dyfrakcji.

W preparatach biologicznych odległości między periodycznie rozmiesz
czonymi w arstw am i są często rzędu setek angstrem ów. Związane to jest 
z dużymi wym iaram i makrocząsteczek np. białek. Dla tych substancji 
pierwszy kąt Bragga jest z reguły mniejszy aniżeli 1°. Prom ieniow anie ren t
genowskie Cu K „ użyte do badania kryształtu  o stałej sieci 100A, daje 
odbicie braggowskie pierwszego rzędu dla kąta 0 =  0,45°, gdy natom iast 
period identyczności wynosi 1000A, odpowiadający tej w artości kąt Bragga 
jest rów ny 0,045°. Liczby te najlepiej ukazują poważne zagadnienia tech
niczne związane z pom iarem  tak m ałych kątów. Trudności te można by 
ominąć, stosując prom ieniow anie rentgenow skie o dłuższej fali (13), jed 
nakże nie jest to na ogół możliwe z uwagi na dość znaczne pochłanianie 
prom ieniowania przez badany m ateriał, co u trudnia lub naw et uniem ożli
wia przeprowadzenie pełnej analizy struk turalnej. W związku z tym  roz
winięto technikę niskokątowej dyfrakcji prom ieniowania rentgenowskiego 
(14, 15).

Teoria dyfrakcji niskokątowej jest dobrze opracowana w przypadku 
prostych nieskom plikowanych układów (16) i przeprowadzenia całkowitej 
analizy struk tura lnej dla prostych układów, jak na przykład układy: lipi
dy—woda (17), białka—lipidy—woda (18) nie spraw ia wielu trudności. 
Rozszyfrowanie jednak struk tu ry  m ateriału  biologicznego o skomplikowa
nej budowie jest nadal bardzo trudne. Przykładem  takiego m ateriału  może 
być mielina, w skład której wchodzą różne rodzaje białek (19), lipidów 
(20) i woda. Dodatkowa trudność występująca w badaniach struk turalnych  
m ieliny w ynika z małej ilości rejestrow anych refleksów braggowskich 
(patrz rozdział VI) oraz konieczności ograniczenia rozważań strukturalnych  
do jednego w ym iaru (patrz rozdział V-l).

w an ia  ren tgenow sk iego  na  k ry sz ta le . P on iew aż d la n iek tó ry ch  czy te ln ików  p o ru szan e  
zagadn ien ia  m ogą być n ie jasne , au to r  po leca jako  uzupełn ien ie : Ch. K i 11 e 1 „W stęp 
do fizyk i c ia ła  sta łeg o ” PW N, W arszaw a 1974, str. 3—90, o raz  a r ty k u ł M. T i c h e g o, 
Post. B iochem ., (1972), 1, 3—30.
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Rozpatrując zatem struk tu rę  m ieliny jako całości, należałoby przeto 
poznać najpierw  s truk tu rę  poszczególnych składników. Nie wdając się 
jednak w szczegóły stw ierdzić należy, że o własnościach zarówno fizycz
nych jak i chemicznych poszczególnych składników m ieliny wiadomo dość 
mało. Z tego powodu pełne i w yczerpujące rozpatrzenie struk tu ry  błony 
mielinowej jest — przy aktualnym  stanie badań — rzeczą praktycznie nie
możliwą. Ograniczenie to nie um niejsza jednak wagi i osiągnięć dotych
czasowych badań.

II. Rys historyczny badań struktury m ieliny metodą niskokątowej 
dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego

Badania m ieliny m etodą niskokątowej dyfrakcji promieniowania ren t
genowskiego zapoczątkowali F. O. S c h m i d t  i wsp. w 1935 r. (10), przed
staw iając obserwacje dotyczące dyfrakcji prom ieniowania rentgenow skie
go na nerw ach w pełnym  zakresie kątów O. Badania takie w zakresie m a
łych kątów kontynuowali początkowo E l k e s  i F i n e a n  (21), a póź
niej F i n e a n, którego badania w tej dziedzinie m ają podstawowe zna
czenie i stanowią punkt wyjścia do rentgenostrukturalnych  badań osłony 
m ielinowej przez późniejszych badaczy. F i n e a n  dobrał przede wszyst
kim najbardziej optym alne w arunki przygotowania p repara tu  do badań 
ren tgenostrukturalnych  (22), skonstruował specjalnego typu kam erę do 
niskokątowych badań m ieliny nazwaną kam erą F i n e a n a (14), podał 
przypuszczalny model błony mielinowej (23), podjął próbę wyznaczania 
fazy am plitudy prom ieniow ania rozproszonego i jednowymiarowego roz
kładu funkcji gęstości elektronow ej (24), badał wpływ czterotlenku osmu 
na struk turę  m ieliny (25), podał in terpretację obrazów mieliny, uzyskiwa
nych przy pomocy mikroskopu elektronowego (26), badał również wpływ 
tem peratu ry  (27) oraz roztworów hiper- i hipotonicznych na uzyskane 
efekty dyfrakcyjne (28). Prace późniejszych badaczy są właściwie dalszym 
rozwinięciem tych podstawowych danych. B l a u r o c k  i W o r t h i n g -  
t o n  (29) skupili swoje zainteresowania na podstawach teorii dyfrakcji 
prom ieniowania rentgenowskiego na mielinie, do in terp retacji danych 
eksperym entalnych zastosowali analizę P a t t e r s o n a  (30), podjęli pró
bę usystem atyzowania dotychczasowych badań rentgenostrukturalnych 
(31). Rewelacyjne okazały się wyniki P a r s o n s a  i wsp. (32, 33, 34), 
którzy w rozwinięciu obserwacji F i n e a n a (35, 36), przedstaw ili wpływ 
preparatyki stosowanej w badaniach m ikroskopowo-elektronowych na 
uzyskiwane efekty dyfrakcji, a tym  samym i na struk tu rę  mieliny, suge
rując, że każdy krok p reparatyk i zmienia i przebudow uje rozkład lipidów 
i białek w mielinie.

Model struk tu ry  m ieliny zaproponowany przez C a s p a r a  i K i r -  
s c h n e r a  (37) jest ukoronowaniem  dotychczasowych badań rentgeno-
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strukturalnych. Model ten uwzględnia wzajem ne stosunki wagowe po
szczególnych składników mieliny, i dlatego uważać go można za najbar
dziej popraw ny (patrz rozdział VII, Ryc. 3).

Odmienne wyniki przedstaw ił K r e u t z  (38), kw estionując dotych
czasowe poglądy na s truk tu rę  m ieliny i zaproponował model struk tu ry  
m ieliny fizjologicznie aktyw nej różny od proponowanych dotychczas mo
deli (patrz rozdział VII, Ryc. 4).

III. W łaściwości m ieliny i jej rola w układzie nerwowym

Zanim przejdziem y do omawiania zagadnień bezpośrednio związanych 
z zastosowaniem niskokątowej dyfrakcji prom ieniowania rentgenow skie
go do badania s truk tu ry  mieliny, omówimy obecnie jej podstawowe włas
ności i rolę w układzie nerwowym.

W badaniach rentgenostrukturalnych  najbardziej istotne jest, aby ba
dana substancja wykazywała periodyczne uporządkowanie m olekuł przy
najm niej w jednym  kierunku, wówczas dopiero można rejestrow ać brag- 
gowskie efekty dyfrakcyjne. Przykładem  takiej substancji jest właśnie 
mielina, jest to bowiem wielow arstwowy układ lipidowo—białkowy o bar
dzo wysokim stopniu przestrzennego uporządkowania. Uporządkowanie to 
w ystępuje w mielinie obecnej w obwodowym jak i ośrodkowym układzie 
nerwowym. Jakość obrazów dyfrakcyjnych m ieliny nie ustępuje rentgeno- 
gramom substancji niebiologicznych. Możliwość uzyskania obrazów dy
frakcyjnych w zakresie niskich kątów  wynika z bardzo dużego — rzędu 
kilkudziesięciu angstrem ów — podstawowego periodu identyczności w 
strukturze mieliny.

Osłonka mielinowa dookoła aksonu pełni podobną rolę jak  izolator 
w przewodniku elektryczności (39, 40). Jest ona nieciągła na całej dłu
gości włókna nerwowego, co pewien odstęp zwęża się i zanika. Długość 
międzywężla — czyli odległość pomiędzy przerw am i ciągłości osłonki mie- 
linowej (odległość pomiędzy dwoma przewężeniam i Ranviera) — zależy od 
średnicy włókna nerwowego, na przykład w nerw ach żaby długość między- 
węźla włókien grubych o średnicy około 15(0,, wynosi 2,5mm, długość zaś 
międzywężla włókien cienkich o średnicy 4m- wynosi 0,2mm (39). Dzięki 
tym  własnościom osłony mielinowej przewodzenie impulsów bioelektrycz
nych ma charakter skokowy (41, 42).

Osłona mielinowa pow staje poprzez „naw ijanie” się na akson w arstw  
w ytw arzanych przez komórki Schwanna w obwodowym układzie nerw o
wym (43) i komórki oligodendroglejowe w ośrodkowym układzie nerw o
wym. Pojedyncze włókno nerw owe z „naw iniętą” spiralnie m ieliną przed
stawiono na rycinie 1. Zmielinowane włókna nerw ow e oraz włókna nie- 
zmielinowane tworzą tak  zwane pnie nerwowe. W pniu nerw u wzrokowego
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człowieka na przykład w ystępuje około 900.000 pojedynczych włókien, 
a w pniu nerw u słuchowego około 30.000.

Mielina pochodząca z ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego 
w ykazuje w yraźne różnice; dotyczą one zarówno składu chemicznego (44, 
45, 46, 47), jak i w artości podstawowego periodu identyczności (patrz Ta-

Ryc. 1. N erw  kulszow y szczura  — pojedynczy  akson z „ n aw in ię tą” sp ira ln ie  m ieliną, 
pow iększen ie  30.000 X (d z ięk i u p rze jm o śc i dr A . G oncerzew icza)

IV. Przygotowanie preparatu do badań rentgenostrukturalnych

Zasada dyfrakcji prom ieniowania rentgenowskiego polega na prze
puszczeniu równoległej wiązki promieniowania X przez badany m ateriał 
i zarejestrow aniu prom ieniow ania ugiętego na płycie fotograficznej (tech
nika zdjęciowa), lub za pomocą licznika Geigera-M illera (technika dyfrak- 
tometryczna). Obrazy dyfrakcyjne — (np. zaczernienie na błonie filmowej), 
są odwzorowaniem rozkładu gęstości elektronow ej (czyli wzajemnego 
uporządkowania molekuł) w komórce elem entarnej m ateriału  badanego. 
Odwzorowanie to związane jest transform acją fourierow ską (48).

Z tego powodu każde przemieszczanie molekuł, które zakłóca perio- 
dyczność rozkładu gęstości elektronowej, odbija się ujem nie na rejestro 
wanych obrazach dyfrakcyjnych. Dlatego ważne jest aby podczas trw ania 
eksperym entu s truk tu ra  periodyczna m ateriału  badanego była stała, nie
zmienna w czasie. Czas pom iaru przy użyciu techniki dyfraktom etrycznej

bela 2)

http://rcin.org.pl



216 J. SĘ D Z IK [6]

wynosi około 20 m inut, podczas gdy zastosowanie techniki zdjęciowej wy
maga od jednej do kilkudziesięciu godzin.

Ze względów technicznych nie można badać m ieliny in vivo. P rzyjm uje 
się, że dokonanie pom iaru in vitro, gdy wokół nerw u zostaje wytworzone 
sztuczne biośrodowisko, nie powoduje uchw ytnych zmian strukturalnych  
w mielinie. Przystępując do opracowania w arunków  doświadczeń dbano 
początkowo by podczas badania niskokątowej dyfrakcji prom ieniow ania 
rentgenowskiego nerw  przewodził im pulsy do efektora (22). Później oka
zało się, że tak daleko idąca ostrożność jest zbędna gdyż naw et naprężenie 
nerw u w ydaje się nie mieć istotnego w pływ u na uzyskane efekty dy frak 
cyjne (11).

Do badań niskokątowej dyfrakcji prom ieniow ania rentgenowskiego, za
m iast naturalnego biośrodowiska używano najczęściej: płynu Ringera (22, 
29), płynu K rebsa-R ingera (31), 0,18M NaCl (49), 0,18M NaCl w D 20  (50) 
lub zbuforowanego roztw oru fizjologicznego soli (PBS). Pom iary przepro
wadzano w tem peraturze pokojowej lub w 4°C (11, 31). W przypadku 
techniki zdjęciowej próbkę nerw u umieszczano w cienkościennej kapila- 
rze, przez którą przepływ ał płyn fizjologiczny (22).

Równie dobre wyniki uzyskuje się stosując technikę dyfraktom etrycz- 
ną do' badania nerw u bezpośrednio po wyizolowaniu, nieznacznie tylko 
zwilżonego płynem  Ringera (nie zachodzi wówczas potrzeba stosowania 
osłony z cienkościennej kapilary).

I
W rentgenostrukturalnych  badaniach m ieliny świeżo wyizolowanej, 

a więc fizjologicznie aktyw nej, należy z reguły przestrzegać następujących 
zasad proceduralnych:
— Technika dyfraktom etryczna wym aga badania nerw u niezwłocznie po 

wyizolowaniu. P rzyjm uje się bowiem, że przez kilkanaście m inut po 
w ypreparow aniu s truk tu ra  pierw otna m ieliny zachowuje się bez zmian, 
później jednak zaczynają się coraz bardziej uwidaczniać efekty w ysy
chania nerw u (51).

— Stosując technikę zdjęciową trzeba nerw  natychm iast po w ypreparo
w aniu zanurzyć w płynie fizjologicznym, a następnie umieścić w cien
kościennej kapilarze. W ciągu 12 godzin nie stw ierdza się zmian w 
strukturze m ieliny ośrodkowego układu nerwowego i przez okres k il
ku dni w mielinie układu obwodowego (31).

— Dla zarejestrow ania niskokątowych efektów dyfrakcji prom ieniow ania 
rentgenowskiego na mielinie, próbkę nerw u należy zorientować w ka
merze niskokątowej prostopadle do kierunku wiązki padającej. Nie 
obserwowano dotychczas niskokątowych efektów braggowskich jeżeli 
nerw  zorientowano równolegle do wiązki padającej.
Obecność wody w m ielinie nie stanowi przeszkody w niskokątowych 

pom iarach rentgenostrukturalnych, o w iele poważniejszą trudność stano
wi ograniczony czas życia żywych kom órek w w arunkach pom iaru.
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Przy in terpretacji danych pom ija się wpływ  destrukcyjnego oddziały
wania prom ieniowania rentgenowskiego, które przecież zaburza norm alne 
funkcje życiowe badanego m ateriału. P rzyjm uje się, że oddziaływanie pro
mieniowania rentgenowskiego z m ieliną w zakresie niskich kątów ograni
cza się jedynie do braggowskich efektów dyfrakcyjnych.

W ydawać by się mogło, że w badaniach rentgenostrukturalnych  najle
piej byłoby posłużyć się m etodyką podobną do tej jaką stosuje się przy 
przygotowaniu m ateriału  do obserw acji w m ikroskopie elektronowym , 
jednakże okazało się że procedura u trw alania, zatapiania itd. próbek ne r
w u zmienia struk tu rę  błony m ielinowej, nie spełnia zatem elem entarnych 
wymogów potrzebnych w ren tgenostruk turalnych  badaniach m ieliny (34, 
35, 36).

V. Elem enty teorii dyfrakcji na strukturze typu m ieliny

V -l. Podstaw ow e założenia upraszczające

Jednym  z najbardziej istotnych założeń znacznie upraszczających teore
tyczne rozważania dyfrakcji prom ieniow ania rentgenowskiego na m ieli
nie jest ograniczenie elem entarnej komórki*) (krystalograficznej) m ieliny 
do jednego w ym iaru (tzn. do jednego periodu translacji). Na poprawność 
tego założenia wskazują obrazy m ieliny uzyskane w badaniach przy po
mocy m ikroskopu elektronow ego (patrz Ryc. 1) jak  również zarejestrow a
ne po raz pierwszy przez S c h m i t t a  i wsp. (10) efekty niskokątowej 
dyfrakcji na próbkach nerwowych. Dało się zauważyć że zaczernienia na 
błonie filmowej w ystępują jedynie w przekroju  równikowym . Dalsze ba
dania potwierdziły te obserw acje i zgodnie z tym  przyjęto, że kom órka 
elem entarna m ieliny jest jednow ym iarow a. Zagadnienie to mimo pozornej 
nieistotności jest bardzo złożone, gdyż m ielina pomimo wprowadzenia za
łożenia jednoperiodyczności s tru k tu ry  jest przestrzennie tworem  tró j
wym iarowym , nie należy jednak do żadnej z translacyjnych sieci B ra- 
viesa.

Analiza powstawania s tru k tu ry  m ieliny dookoła włókna nerwowego na 
obrazach uzyskiwanych przy pomocy m ikroskopu elektronowego sugeruje, 
że m ielina jest (być może) s tru k tu rą  dwuperiodyczną (planarną) naw inię
tą spiralnie na akson (43). Aby opisać ze strukturalnego punktu  widzenia 
taką sieć (dwuwym iarową i spiralną), należy podać takie param etry  jak: 
skok spirali, rozm iary dw uw ym iarow ej kom órki elem entarnej, orientację

*) — k om órka  e lem e n ta rn a  je s t to  n a jm n ie jsz a  jed n o s tk a  s t ru k tu ra ln a  k ry sz ta łu  
p o w ta rza jąca  się zgodnie z p raw em  tr a n s la c ji  w  trzech  n iek o m p lan a rn y ch  k ie ru n 
kach , w  p rzypadku  m ieliny  ty lko  w  jed n y m  k ie ru n k u . K om órk i e lem en ta rn e j n ie  
należy  u tożsam iać z kom órką w  znaczen iu  b iologicznym .
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kom órki elem entarnej względem osi aksonu oraz rozkład m olekuł w tej 
komórce.

Dotychczasowe badania m ieliny metodą niskokątowej dyfrakcji pro
m ieniowania rentgenowskiego dotyczyły pom iaru jedynie skoku spirali 
m ielinowej. P aram etr ten  (w naszym ujęciu) jest jednow ym iarow ym  wek
torem  translacji. Cylindryczne i spiralne s tru k tu ry  krystaliczne opisał 
W h i t t a k e r  (52, 53, 54). Zastosowanie wyników jego badań do rozwa
żań teoretycznych dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na mielinie 
powiodło się jedynie częściowo (29).

R ejestrow ane dotychczas efekty niskokątowej dyfrakcji prom ieniow a
nia na m ielinie w ynikają z lam elarnego układu lipidów. Przy um iarkow a
nym  czasie pom iaru np. 6 godzin, można z dużym  praw dopodobieństwem  
twierdzić, że uporządkowanie białek nie ma istotnego w pływ u na uzyski
w ane efekty dyfrakcyjne. Okazało się bowiem, że m ielina pozbawiona lipi
dów nie daje w niskich kątach braggowskich efektów dyfrakcyjnych 
( U ) .

Natom iast w ypłukanie lipidów z m ieliny w 98%  podczas preparatyk i 
dla m ikroskopu elektronowego (55) wykazało, że uzyskano w końcu ana
logiczny obraz spiralnie nakładających się na akson w arstw , na przem ian 
jasna i ciemniejsza — czyli tak samo jak  gdyby w  skład m ieliny wchodziły 
nadal lipidy (7).

Mielina wykazuje własności struk tu ra lne  ciekłego kryształtu . Świeża 
i fizjologicznie aktyw na m ielina nie jest bowiem typowym  ciałem stałym, 
ale układem  fizycznym nie posiadającym sprężystości postaci. W przy
padku idealnym  — akson ma postać walca — mielina jest podwójną (płasz
czyznową) spiralą Archim edesa o stałym  skoku d. Z krystalograficznego 
punktu  widzenia zakładamy, że m ielina świeża i fizjologicznie aktyw na 
jes t struk tu rą  jednoperiodyczną, posiadającą sym etrię translacji w kie
runkach prostopadłych do osi aksonu. Przyjęte powyżej założenia są p ro
stym  sform ułowaniem  znanego w biologii modelu błon biologicznych Ro- 
bertsona-Daniellego. W ydaje się, że w badaniach niskokątowej dyfrakcji 
prom ieniow ania rentgenowskiego na mielinie model ten może być dobrym 
przybliżeniem  rzeczywistości.

V-2. Funkcja gęstości elektronow ej — podstaw ow e rów nania

S truk tu rę  kryształtu  opisuje się za pomocą funkcji gęstości elektrono
wej ę»(r). Maksima tej funkcji w skazują położenia atomów. Ponieważ 
funkcja ta jest periodyczna na ogół w trzech niekom planarnych k ierun 
kach, z tego powodu może być rozwinięta na szereg Fouriera (48):

Q(r)= 4 Z S S F - e x p - 2- s (h^ > - r (5,1)
h  k  1
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gdzie
F hki =  |Fhkl| exp i <I>hkl (5.2)

Fhki — czynniki struk tu ry , h, k, 1 — wskaźniki Millera, s (h,h,l) — w ektor 
rozproszenia, 0 hki — kąt fazy, r — wektor położenia dowolnego punktu  
w przestrzeni komórki elem entarnej, v — objętość komórki elem entarnej.

S truk tu ra  kryształu byłaby wyznaczana bez trudności (zgodnie z rów 
naniem  (5.1)), gdyby w eksperym entach mogły być wyznaczone czynniki 
s truk tu ry  Fhki. W doświadczeniach jednak wyznacza się tylko |F hki| i nie 
ma takiej metody, która pozwala mierzyć kąt fazy $ hki. Ta nieokreśloność 
znana jest w krystalografii jako „problem  fazy”. Trudności w niektórych 
przypadkach są tak olbrzymie, że w praktyce s truk tu ra  kryształu może być 
wyznaczona dopiero przy użyciu pewnych metod dodatkowych, jak np.: 
metoda prób i błędów, metoda transform acji izomorficznej itp. (48). Rów

nanie (5.1) zastosowane bezpośrednio do struk tu ry  m ieliny znacznie się 
uprości, ponieważ m ielina powstaje (patrz Ryc. 2) poprzez n-krotne, spi
ralne „nawinięcie” (o skoku d) podwójnej błony kom órki Schwana na 
akson. Z tego powodu prawo translacji w ystępuje jedynie w kierunkach 
radialnych do osi aksonu (29). Równanie 5.1 w takim  przypadku jedno- 
periodyczności przyjm uje postać:

Ponieważ wykazano (28, 58) że w przypadku struk tu ry  typu m ieliny za
chodzi związek pomiędzy natężeniem  promieniowania ugiętego a czynni
kiem struk tu ry

Ryc. 2. Schem at struktury m ielm y, 
aQ — prom ień aksonu, d — skok spirali m ielinow ej.

+ h
(5.3)

- h

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

7*
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stąd funkcja gęstości elektronowej przyjm uje postać:

(5 .5 )
- h

Równanie (5.5) jest podstawową form ułą wyliczania gęstości elektronowej 
w kierunkach radialnych do osi aksonu, gdy obserw uje się h dyskretnych 
refleksów braggowskich o natężeniu I(h). Po uwzględnieniu centrosym e- 
tryczności komórki elem entarnej m ieliny (28), uzyskuje się ostatecznie:

Równanie (5.6) jest powszechnie stosowane w praktyce, ren tgenostruktu- 
ralnych niskokątowych badań mieliny.

V-3. P rob lem  fazy

Jak w ynika ze wzoru (5.5) do obliczenia radialnego rozkładu funkcji 
gęstości elektronow ej w mielinie, niezbędna jest znajomość fazy każdego 
odbicia. Na podstawie analizy procesu form owania się tej osłony (54) moż
na założyć jej centrosym etryczność (59). Dla tego typu s tru k tu r kąt fazo
wy jest więc równy 0° lub n (48, 60), a to oznacza, że am plituda prom ienio
wania rentgenowskiego przyjm uje wartość rzeczywistą o znaku — lub + . 
Cały problem  sprowadza się więc do doświadczalnego (względnie teore
tycznego) ustalenia sekwencji znaków am plitudy promieniowania ugiętego 
wszystkich refleksów, których jest 5 przy um iarkow anym  czasie ekspo
zycji lub 12 przy zwiększonym czasie naświetlania.

Dokładne omawianie poszczególnych metod doświadczalnych, stoso
wanych do wyznaczenia sekwencji znaków am plitudy, wykraczałoby 
znacznie poza ram y niniejszego opracowania, dlatego ograniczono się do 
podania sumarycznie wyników dotychczasowych badań (Tabela 1).

Jak  w ynika z przytoczonej tabeli, kwestia znaków am plitudy prom ie
niowania ugiętego stanowi dotąd problem  nie rozwiązany ostatecznie, 
a wyniki uzyskiwane różnymi metodami badawczymi są rozbieżne. Po
szczególni autorzy m ają odmienne poglądy na poprawność uzyskiwanych 
wyników (11, 61, 62, 63, 64). Zagadnienie wyznaczania fazy am plitudy pro
m ieniowania rentgenowskiego jest nadal problem em  otw artym . Ostatnie 
doniesienia pozwalają przypuszczać (65), że problem  ten zostanie w n a j
bliższym czasie rozwiązany, wyliczoną bowiem funkcję fazy charaktery
zującą błony biologiczne można zastosować bezpośrednio do mieliny. Uzy
skane w ten sposób wyniki będą najlepszym  testem  poprawności dotych
czasowych badań.

5

(5.6)

http://rcin.org.pl



[10] B A D A N IE  ST R U K T U R Y  M IELINY 221

Tabela 1

Zestawienie wyników badań sekwencji znaków amplitudy promieniowania ugiętego

Metoda wyznaczania fazy 
promieniowania ugiętego

Sekwencja znaków amplitudy 
(h =  1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12)

Brak danych (81) +  +  +  -  -

Roztwory hipertoniczne
(86)

-  +  +  -  -  
lub ( -  +  +  +  + )

Roztwory hipertoniczne
(24) -  +  +  +  +

Analiza danych mikr. elektron.
(60) 1+++11+11++1

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

Oznaczenie metalem (osm)
(61)

++11+

Funkcja Q (38) + ------------

Roztwory hipertoniczne
(70) 1 + + 1 1 + i 1 0 1 1 1

h —  rząd refleksu.
D ane dotyczą nerwu kulszcmego.

VI. Podstawowy period identyczności

Próbki świeżych, całkowicie zmielinizowanych nerwów, badane m eto
dą niskokątowej dyfrakcji prom ieniowania rentgenowskiego, wykazują 
znaczne różnice, w zależności od gatunku zwierzęcia i badanych nerwów. 
Obserwuje się w yraźną różnicę w wartościach d m ieliny z ośrodkowego 
i obwodowego układu nerwowego naw et w przypadku zwierząt tego sa
mego gatunku oraz mniej znaczne różnice pomiędzy analogicznymi ne r
wami różnych zwierząt (66). W tabeli 2 zestawiono dotychczasowe dane 
dotyczące wartości podstawowego periodu identyczności.

Z przytoczonych danych w tabeli 2 widać, że liczbowa wartość podsta
wowego periodu identyczności mieści się w przedziale 153— 185A, a także:
— Obwodowy układ nerw owy (na przykład nerw  kulszowy) charak tery

zuje się, przy um iarkow anym  czasie ekspozycji, pięcioma refleksami, 
które spełniają relację rzędowości. Podstawowy period identyczności 
mieści się w granicach 170— 185A, a wartości natężeń poszczególnych 
refleksów spełniają zawsze następujące nierówności: J (2 ) ! > J ( 4 )>  
>  J(5) >  J(3) >  J(l).

— Układ ośrodkowy (na przykład nerw  wzrokowy, rdzeń kręgowy, sub
stancja biała mózgu) charakteryzuje się periodem  identyczności, zaw ar-
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Porównanie wartości podstawowego periodu identyczności mieliny z różnych źródeł

!
Lp. Źródło tkanki Podstawowy period 

identyczności d (A) Piśmiennictwo

1 Człowiek 
nerw kulszowy 178 (185) 49 (56)

2 Małpa
nerw kulszowy 187 56

3 Żaba
nerw kulszowy 
nerw wzrokowy 
rdzeń kręgowy

171 (170*) 
154 
153

31 (11, 31, 67, 24*, 81*) 
31 
31

4 Baran
nerw kulszowy 185 56

5 Szczur
nerw kulszowy 
nerw wzrokowy

176 (178**, 180*) 
159 (160*)

31 (24*, 59*, 82*, 81**) 
31 (24, 69, 81*, 83*)

6 Świnka morska 
nerw kulszowy 185 56

7 Królik
nerw kulszowy 
nerw wzrokowy

180 (178*y, 185**) 
156

37 (84*, 49*y, 56**) 
37

y — dyfrakcja neutronów

8 Gołąb
nerw kulszowy 
nerw wzrokowy

182
160

56
85

9 Kura
nerw kulszowy 
nerw wzrokowy

182 (183) 
155

31 (56) 
31

10 Kaczka
nerw kulszowy 181 56

11 Wół
istota biała mózgu 157 31

12 Ryba
nerw wzrokowy 
rdzeń kręgowy

159 (160) 
156 (150)

31 (85) 
31 (85)

Bez nawiasów wyniki chronologicznie najnowsze.
(Indeksy *, ** odpowiadają wzajemnie: pozycji literatury i cytowanej wartości stałego periodu identyczności d).

tym  w przedziale 153— 160A. W artości natężeń poszczególnych reflek
sów spełniają w przypadkach nerw u wzrokowego czy rdzenia kręgowe- 
wego, relację jaka cechuje układ obwodowy. Ponieważ refleksy J(3), 
J(5) i J (l)  są bardzo słabe, stąd dla scharakteryzow ania obrazu dy frak 
cyjnego podaje się refleksy J(2) i J(4).
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Ogólnie można stwierdzić, że różnica pomiędzy wartościam i podstawo
wego periodu identyczności m ieliny układu obwodowego i ośrodkowego 
wynosi około 20Á.

Przytoczony m ateriał obserw acyjny jest jednak jeszcze zbyt skąpy, aby 
wyciągnąć ogólne wnioski dotyczące zależności pomiędzy wartością pod
stawowego periodu identyczności a gatunkiem  zwierzęcia.

Powyższe wyniki uzyskuje się przy um iarkow anym  czasie ekspozycji 
(6 godzin), re jes tru je  się wówczas jedynie 5 refleksów, gdy czas ekspozycji 
zwiększyć, zaobserwować można dalsze refleksy do 12 rzędu włącznie (67).

VII. Proponowane modele błony m ielinowej

Na przestrzeni ostatnich 20 lat model budowy m ieliny opracowany na 
podstaw ie badań przy pomocy m ikroskopu elektronowego oraz dość ską
pych danych rentgenostrukturalnych, nie uległ istotnej zmianie. Mielinę 
opisuje się dotychczas jako dw uw arstw ow y układ lipidówo— białkowy. 
Podstaw ą takiego ujęcia była hipoteza Davisona-Daniellego (57, 68) do
tycząca tzw. jednostki struk tu ra lnej błon. F i n e a n opierając się na za
łożeniach tej hipotezy, podał przypuszczalny rozkład makrocząsteczek 
w elem entarnej jednow ym iarow ej komórce elem entarnej (dotyczyło 
to tylko składników lipidowych), następnie zinterpretow ał obrazy m ieli
ny, uzyskiwane przy pomocy m ikroskopu elektronowego (26). Bliższe in
form acje na tem at ewolucji poglądów na struk turę  osłonki mielinowej 
można znaleźć również w pracach (70, 71, 72, 73, 74, 75). W niniejszym  
artyku le  przyjęto jako najbardziej reprezentatyw ne do ukazania praw do
podobnej s truk tu ry  mieliny, model C a s p a r a - K i r s c h n e r a  z 1971 r. 
(37) i K r e u t z a  z 1972 r. (38). Dla ścisłości należałoby jednak jeszcze 
wspomnieć również o m odelu m ieliny W o r t h i n g t o n a  (76) i F i - 
n e a  n a (77). Cechą wspólną tych modeli jest przyjęcie hipotezy, że pod
stawowym  elem entem  struk tura lnym  m ieliny jest podwójna w arstw a lipi
dowa. Modele te różnią się od siebie odmiennym rozkładem  m akroczą- 
stek lipidowych w tych jednostkach strukturalnych. W ynika to z bardzo 
trudnej do uzyskania jednoznaczności in terp re tac ji funkcji gęstości elek
tronow ej jednow ym iarow ej komórki elem entarnej m ieliny (patrz roz
dział V-3). Ponieważ w m odelu C a s p a r a  i K i r s c h n e r a  (37) przyję
to za podstawę in terp re tac ji funkcji gęstości elektronow ej wzajem ny 
stosunek wagowy poszczególnych składników lipidowych (78, 79), mo
del ten wydaje się obecnie najbardziej popraw ny, przedstawiono go na 
rycinie 3.

Przedstaw iony model m ieliny odpowiada klasycznem u modelowi Ro
bertsona-Danielego. Podwójna w arstw a lipidowa otoczona jest z obu stron 
w arstw am i białkowymi, model ten przeto można opisać ogólnie symbola
mi BLB (białka—lipidy—białka). Poszczególne w arstw y wykazując różną
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zawartość cholesterolu nie są względem siebie sym etryczne. Konform ację 
białek w modelu tym  pomija się. Zgodnie z tym  modelem, rozkład cząste
czek lipidowych w mielinie ośrodkowej i obwodowej jest taki sam, a to 
dlatego, że krzywa gęstości elektronow ej pojedynczej lam eli mielinowej 
nerw u wzrokowego i nerw u kulszowego pokryw ają się.

4

B 0 20 40A 
i-----------------1---------------- 1-----------------1----------------1-----------------1---------------- 1---------------- 1---------------- 1

Ryc. 3. M odel m ie liny  w g C asp ara  i K irsch n e ra  (37).
(A) — w yliczony jednow ym iarow y rozkład funkcji gęstości elektronow ej, lin ia ciągła — funkcja  
gęstości elektronow ej m ieliny nerw u kulszow ego królika, linia przeryw ana — funkcja gęstości 
elektronow ej m ieliny  nerwu wzrokowego. (Ponieważ funkcje te częściow o się pokryw ają, jest 
m ożliw e do przyjęcia, że rozkłady m akrocząsteczek lip idow ych są identyczne). (B) — przy
puszczalny rozkład m akrocząsteczek lip idow ych w  podwójnej w arstw ie lipidow ej. W części 
lew ej od góry: fosfatydyloseryna, cholesterol, cerebrozyd, fosfatydylocholina, cholesterol, fo s-  
fatydyleetanoloam ina, sfingom ielina; w  części prawej od góry: cholesterol, fosfatydyloetano-  

loam ina, cholesterol, cerebrozyd, cholesterol, sfingom ielina, cholesterol, fosfatydylocholina

Model powyższy zaproponowany na podstawie badań ren tgenostruktu- 
ralnych można uważać za jedną z możliwych popraw nych hipotez robo
czych. Model ten został zbudowany przy użyciu transform acji fourierow 
skiej, jako m etody opracowania danych rentgenostrukturalnych. C entral
nym  zagadnieniem tej metody jest problem fazy, czyli popraw ne ustalenie 
sekwencji znaków am plitudy poszczególnych refleksów. Wówczas to do
piero można wyliczyć jednow ym iarow y rozkład gęstości elektronow ej, bę
dący przecież podstawą rozszyfrowania rozkładu m akrocząsteczek w lam eli 
m ielinowej. Jak  wspomniano, różne metody badawcze dawały odmienne 
wyniki. Badacze nie są również zgodni co do poprawności in terp re tac ji
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uzyskiwanych wyników; spowodowane to jest wyłącznym  przyjęciem  tran 
sform acji fourierow skiej, w której przecież tkwi już nieokreśloność fazy.

Odm ienną drogę ominięcia tego tak  bardzo niewygodnego w badaniach 
m ieliny problem u obrał K r e u t z  (38). Zastosował on do opracowania 
danych eksperym entalnych metodę funkcji Q (87). Okazało się wówczas, 
że uzyskano inny kształt funkcji gęstości elektronow ej (patrz Ryc. 4a), 
k tóra pociągnęła za sobą inną in terpretację  rozkładu makrocząsteczek. Mo
del ten jest całkowicie odmienny od modelu Caspara i K irschnera i opisać 
go można symbolami LBL (lipidy—białka—lipidy). W modelu tym  przy j
m uje się również założenie dw uw arstw y lipidowej, jako podstawowego 
elem entu struk tury , jednakże odmiennej budowy. W edług K reutza region 
łańcuchów węglowodorowych dw uw arstw y lipidowej przedziela obszar 
białkowy, a w arstw y lipidowe są względem siebie symetryczne.

R yc. 4. M odel m ie liny  w g K reu tza  (38).
(A) — w yliczony jednow ym iarow y rozkład funkcji gęstości elektronow ej, (B) — przypuszczalny 
m odel rozkładu m olekuł. Centralny obszar łańcuchów  w ęglow odorow ych lipidów  przedzielony  
jest warstwam i; białek (pola zakreskow ane) i fosfatydylocholiny ■d - . r  z cholestrolam i ^  
(Czarne prostokąty oznaczają polarne części lip idów  a odchodzące od nich lin ie — łańcuchy  
w ęglow odorow e). W m odelu tym  fosfatydylocholina z cholesterolam i pełn i rolę łącznika po

m iędzy białkam i a pozostałym i lipidam i

Badania m ieliny metodą niskokątowej dyfrakcji promieniowania ren t
genowskiego prowadzone są nadal. Obecnie jest niezm iernie trudno odpo
wiedzieć, k tóry z przedstaw ionych modeli jest najbardziej popraw ny i dla
czego.
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Omówione w niniejszej pracy niektóre aspekty badań rentgenostruk- 
turalnych nie u jm ują w całości obszernych zagadnień niskokątowej dy
frakcji prom ieniowania rentgenowskiego na mielinie. Wiele problemów 
jest świadomie pom iniętych (np. wpływ roztworów hiper- i hipotonicz- 
nych, wpływ tem peratury , skład chemiczny m ieliny itd.). Mielina w przed
staw ionym  tutaj ujęciu ma własności statyczne, stabilne, s truk tu ra  mieliny 
nie zmienia się w czasie. Białka, lipidy i woda zajm ują ściśle określone po
łożenie i ich proporcje są stałe.

2© =  Io

VIII. Uwagi końcowe
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Ryc. 5. D y frak to g ram y  m ie liny  n e rw u  kulszow ego szczura  uzy sk an e  n a  d y frak to m e trze  
M ille r-M icro  111 (p rom ien iow an ie  m onochrom atyczne F e  K a =  1,94 A. 

a — m ielina św ieża i fizjo logiczn ie ak tyw na, b — nerw  zaschnięty  w  atm osferze pow ietrza, 
c — nerw  utrw alony w  glutaraldehydzie, d — lip idy w ypłukane z m ieliny

N a osi p ionow ej n a tężen ie  p ro m ien io w an ia  ug iętego  (jed n o stk i dow olne), n a  osi po 
ziom ej k ą ty  2@ (2© je s t k ą tem  pom iędzy  w iązk ą  u g ię tą  a k ie ru n k iem  p ro m ien io w an ia

padającego)

Na podstawie badań biochemicznych stw ierdza się, że w osłonce m ie
linowej zachodzą uchw ytne różnice w składzie chemicznym m ieliny pod
czas w zrostu i dojrzew ania (45, 80). Pojaw iają się nowe składniki, inne 
zanikają. Zjawiska te muszą znaleźć swe odbicie w uzyskiwanych obrazach 
rentgenostrukturalnych .

http://rcin.org.pl



228 J. SĘDZIK [17]

Bardzo interesujące są badania procesów struk tura lnych  związanych 
z rozpadem  mieliny, właśnie przy użyciu metod dyfrakcji prom ieniow ania 
rentgenowskiego (np. zwyrodnienie W allera, procesy dem ielinizacyj- 
ne itp.). Zagadnienia te zostały szczegółowo przebadane m etodam i bio
chemicznymi (88, 89, 90), lecz w literaturze naukowej dotychczas brak  
jest pełnej analizy struk tura lnej. Problem y te-są  nadal intensyw nie ba
dane (91, 92, 93, 94).

A rty k u ł n adszed ł 3.9.1974; po r e w iz ji au torsk ie j o trzym an o  30.11.1975.
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SPRAWOZDANIE

XIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

(Toruń, 4 — 6 wrzesień 1975 r.)

W d n iach  4—6 w rześn ia  1975 odbył się w  T o ru n iu  X III  Z jazd  Polsk iego  T ow a
rzy s tw a  B iochem icznego, w  k tó ry m  udzia ł w zięło 467 naukow ców  z różnych  o środ 
ków  k ra jo w y ch .

O brady  Z jazdu  toczyły  się n a  te re n ie  U n iw ersy te tu  im . M. K o p ern ik a  w  now o 
zbudow anych  ob iek tach  W ydzia łu  B iologii.

O tw arc ia  Z jazdu  dokonał P rzew odniczący  K om ite tu  N aukow o-O rgan izacy jnego , 
p rof. d r  P io tr  M asłow ski; n a s tęp n ie  głos zab ie ra li w icew ojew oda to ru ń sk i, m g r S te 
fan  S te fań sk i, R ek to r U n iw ersy te tu  M. K o p ern ik a  — prof. d r  W iesław  W oźnicki o raz 
P rezes Z a rząd u  G łów nego P.T .B ioch. prof. d r  Lech W ojtczak , k tó ry  jednocześn ie  
w ręczy ł dyplom y nagród  p rzyznanych  przez Z arząd  G łów ny T ow arzystw a.

W ykład  in au g u racy jn y  p t  „W spółczesne k ie ru n k i b ad ań  nad  chem izm em  fo to 
sy n tezy ” w ygłosił doc. d r S tan is ław  W ięckow ski. W ykład  ten  o tw orzy ł rów nocześn ie  
o b rad y  zorganizow anego  p rzez prof. d r  J. Z ubrzyckiego  Sym pozjum  na  tem a t fo to 
syntezy , w  ram ach  k tó reg o  w ygłoszono n a s tęp u jące  re fe ra ty :
1. M echanizm y reg u lu jące  w łączan ie  C 0 2 w  p rocesie  fo tosyn tezy  

(Prof. dr Z. K aniuga)
2. Z jaw isk a  fo tofizyczne w  system ach  fo to syn te tycznych  

(Prof. dr D. F rą cko w ia k )
3. F o to syn teza  a m etabo lizm  w tó rn y  

(prof. dr Z. K a sp rzyk )
4. B iochem ia fo tosyn tezy  ro ś lin  ty p u  C-4 

(doc. dr S. W ięcko w sk i)
5. D zia łan ie  czynników  środow iskow ych  na fo to syn te tyczne  p rzem ian y  zw iązków  

w ęgla
(Dr S. M a leszew ski)

P o n ad to  w  czterech  sekc jach  tem atycznych  w ygłoszono 256 k o m u n ik a tó w  w  tym  
z: B ia łegostoku  — 22; G d ań sk a  — 19, K atow ic  — 15, K rak o w a  — 10, L u b lin a  — 24, Ł o
d z i— 43, O lsz tyna  — 4, P o zn an ia  — 31, Szczecina — 4, T o ru n ia  — 4, W arszaw y  — 53, 
W rocław ia  — 25.

W czasie trw a n ia  o b ra d  czynne by ły  w ystaw y  a p a ra tu ry  zorgan izow ane przez 
firm y  P h a rm a c ia  F in e  C hem icals, U ppsala ; U N IPA N , PR EM ED , M echan ikę  P re c y 
zy jną , sto isko  in fo rm acy jn e  firm y  B eckm an  In s tru m e n ts , a  tak że  duża  ekspozycja  
C e n tra li Spółdzieln i O grodniczych  pod hasłem  „P lony  naszych  ogrodów ”.

W ram ach  im prez tow arzyszących  w  d n iu  5 w rześn ia  odbyło  się sp o tkan ie  to w a 
rzysk ie , w  k tó ry m  uczestn iczy ło  250 osób; dw a k o n certy  zo rgan izow ane przez F ilh a r 
m onię B ydgoską: k o n ce rt m uzyk i daw nej w  w y k o n an iu  C appella  B ydgostien sis  
i k o n c e rt sym foniczny.

8*
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W o sta tn im  d n iu  Z jazd u  odby ła  się ca łodniow a w ycieczka  „Szlak iem  P ia s to w 
sk im ” (T oruń—Inow roc ław —K ruszw ica—M ogilno—S trze lno— G niezno—B iskupin) z 
u dz ia łem  90 uczestn ików  Z jazdu .

P . M asłow sk i, A . L e źn ick i

V Międzynarodowy Zjazd Towarzystwa Neurochemicznego

W dniach  od 2 do 6 w rześn ia  1975 ro k u  w  B arcelon ie  odbył się V Z jazd M iędzy
narodow ego  T o w arzy stw a  N eurochem icznego. U dział w  Z jeździe w zięło około 700 
n eu ro ch em ik ó w  oraz p rzed s taw ic ie li pok rew n y ch  gałęzi w iedzy  z różnych  k o n ty n e n 
tów . P o lskę  rep rezen to w a ło  siedem  osób. W pięciu  don iesien iach  p rzed s taw iły  one 
w y n ik i sw ych b ad ań  bądź w  fo rm ie  trad y cy jn y ch  k o m u n ik a tó w , bądź w  fo rm ie  p la 
k a to w e j. N a zaproszen ie  o rg an iza to ró w  p ro f. L. L u b iń sk a  w zięła  udzia ł w  d y sk u s ji 
O krąg łego  S to łu  na te m a t tr a n sp o r tu  w  aksonach .

P ro g ram  ob rad  był bardzo  bogaty ; często posiedzenia  zbliżonych do siebie te 
m a ty czn ie  sekc ji odbyw ały  się rów nocześnie, s taw ia jąc  p rzed  uczestn ikam i p rob lem  
w yboru .

W ram ach  Z jazdu  odbyło się sześć Sym pozjów :
1. B iochem iczne p a ra m e try  zabu rzeń  b a rie ry  k rew —mózg
2. N ow e p o ten c ja ln e  tra n sm ite ry
3. N e u ro tra n sm ite ry  a p rocesy  w zrokow e
4. N eu ro n a ln e  i g lejow e b łony  p lazm atyczne
5. S pecyficzne b ia łk a  m ózgu
6. B iochem ia  n eu ro n u  i hodow la tk a n k i nerw ow ej

P o n ad to  toczyły  się d y sk u sje  O krągłego S to łu  z udzia łem  zaproszonych  re f e re n 
tów  n a  n a s tęp u jące  tem a ty :

1. S tru k tu ra  i ak tyw ność  im m unologiczna IgG  w  cho robach  neuro log icznych  cz ło 
w ieka  i zw ierzą t

2. Im m unologiczne asp ek ty  recep to ró w  cho linerg icznych
3. F osfo lip idy  w  p rzek aźn ic tw ie  synap tycznym
4. N eurochem iczne p o dstaw y  fa rm ak o g en e ty k i
5. C horoba K ra b b e ’a
6. N eurochem iczne asp ek ty  w idzen ia  i słyszen ia
7. E nzym ologia m e tabo lizm u  lip idow ego
8. A spek ty  d o jrzew an ia  m echan izm ów  n e u ro tran sm ite ro w y ch
9. R ola neu ro ch em ik a  w  k lin ice

10. O ro li enzym ów  pro teo litycznych  w  patogenezie  s tw a rd n ień  rozsianych
11. P rzep ły w  aksoplazm y
12. M ikrom etody  w  neurochem ii
13. O becne poglądy  na  p o m ia r in  v ivo  szybkości p rzem ian  n eu ro tran sm ite ró w . 

P rzed m io tem  ob rad  sekcy jnych  były:
A ce ty locho lina  i m echan izm y  cholinerg iczne;
M etabo lizm  am inokw asów  i pow iązane  z n im  zabu rzen ia ;
T ra n sp o r t w  aksonach ;
B iochem iczne a sp ek ty  uczen ia  się i zachow an ia  się;
A m iny  biogenne;
B a r ie ra  k rew -m ózg  i p łyn  m ózgow o-rdzeniow y;
B ia łk a  m ózgu;
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N eurochem ia  kom órkow a;
C ykliczne nuk leo tydy ;
R ozw ój;
D zia łan ie  leków ;
P rzem ian y  energetyczne;
G ABA  i inne am inokw asow e tra n sm ite ry ;
G likopro te idy ;
L ip idy , lip idozy i inne  zab u rzen ia ;
B łony i tra n sp o r t przez błony;
M ielina i dem ielin izacja ;
RNA, syn teza  b ia łek ;
Synaptosom y.

W ram ach  Z jazdu  odby ła  się sp ec ja ln a  ses ja  pośw ięcona społecznym  i filozoficz
nym  im plikacjom  obecnego rozw o ju  neurobiologii.

Poniżej, w  b ardz ie j szczegółow ym  sp raw ozdan iu , ogran iczono  się do om ów ienia 
ty lk o  n iek tó rych  w y b ran y ch  zagadn ień  p rzedstaw ionych  na  Z jeździe.

Budowę błon neuronów  i kom órek glejow ych om aw iano  n a  dw óch sym pozjach 
i na k ilk u  posiedzeniach  sekcy jnych . N ajpow ażn ie jszą  tru d n o śc ią , na  k tó rą  n ap o ty 
k a ją  za jm u jący  się tym  zagadn ien iem , to o trzym an ie  czystych p re p a ra tó w  różnych 
błon a zw łaszcza synap tosom alnych . W ydaje  się, że p rzyszłość bad ań  zależy w  znacz
nym  stopn iu  od rozw oju  coraz bardz ie j p recyzy jnych  tech n ik  frak c jo n o w an eg o  w i
ro w an ia  i, ja k  podk reś la ło  w ie lu  d y sk u tan tó w , od zasto sow an ia  bardz ie j specyficz
nych m etod analitycznych , zw łaszcza im m unochem icznych .

Jed n y m  z ciekaw szych  był re fe ra t  C. W. C o tm ana (U n iw ersy te t K alifo rn ii) o m o
lek u la rn e j a rch itek to n ice  synaps ośrodkow ego u k ład u  nerw ow ego. A u to r om ów ił za
gad n ien ie  p o w staw an ia  now ych  synaps g łów nie na p odstaw ie  w łasnych  dośw iadczeń. 
S to su jąc  uszkodzenie e lek tro k o ag u lacy jn e  n iek tó ry ch  s t ru k tu r  m ózgu obserw ow ał 
pow staw an ie  now ych połączeń synap tycznych  w  innych  częściach m ózgu pow iąza
nych anatom iczn ie  z uszkodzeniam i. W yizolow ane b łony  p o stsynap tyczne  m a ją  po 
s tro n ie  zew nętrznej szereg  recep to ró w  lek tynow ych  o ch a ra k te rz e  g likopro teidow ym . 
A u to r postu lu je , że w  b łonach  p o stsynap tycznych  g lik o p ro te id y  są pow iązane w  spo
sób bardzie j trw a ły  niż w  innych  b łonach  kom órkow ych . B łona postsy n ap ty czn a  po 
s tro n ie  w ew nętrzne j posiada  zg rub ien ie ; zbudow ane je s t ono z łańcuchów  po lipep ty - 
dow ych o ciężarze cząsteczki od 50 000—54 000. Pod w zględem  w łasności fizyko -che- 
m icznych po lipep tydy  te  p rzy p o m in a ją  tu b u lin ę . P ozosta je  zagadn ien iem  nie roz
s trzy gn ię tym , czy b łony p o stsy n ap ty czn e  m a ją  podobną budow ę rów n ież  i w  m ózgu 
no rm alnym , czy też uszkodzenie  s t ru k tu r  ośrodkow ego u k ład u  nerw ow ego in d u k u je  
p rzed staw io n ą  a rch itek to n ik ę  błon.

B udow ę synap to som alnych  b łon  p lazm atycznych  (S.P.M.) p rzed s taw ił J . G. M or
gan, B. W. M oore i szereg innych  badaczy. B łony te  m a ją  n isk i poziom  sfingom ielin  
i n isk i stosunek  m o la rn y  ch o les te ro lu  do fosfolip idów . Fosfo lip idy  c h a ra k te ry z u ją  
się w ysoką zaw arto śc ią  kw asów  w ielon ienasyconych . Ilość g liko lip idów  je s t znaczna, 
a le  są to  p raw ie  w yłącznie  gangliozydy. W ydaje  się, że b łony  te  z a w ie ra ją  b ia łk a  tu -  
b u lino -, m iozyno- i ak tynopodobne. D ane o enzym ach  w ystęp u jący ch  w  S.P.M. poza 
A T P -azą  (N a+ K +) są jeszcze n iepew ne. C iekaw ym  spostrzeżen iem  je s t fak t, że w zo
rzec b ia łkow y sam ego złącza synap tycznego  (syn a p tic  ju n c tio n , S.J.) je s t p ro s ty ; p ra w 
dopodobnie g łów nym  b ia łk iem  je s t tu b u lin a . Z aw arto ść  lip idów  w yizo low anych  S .J. 
je s t bardzo  n iska, ubogi też  je s t zestaw  enzym atyczny . N ależy zaznaczyć, że szereg 
d y sk u tan tó w  m iało  pow ażne zastrzeżen ia  co do czystości b ad anych  p re p a ra tó w  błon.

D oniesienia, dotyczące p rzep ły w u  aksoplazm y, pośw ięcone były  w  g łów nej m ie
rze  tran sp o rto w i różnych  su b s tan c ji (białek, lip idów  i g likopro te idów ) oraz  w p ływ o
w i różnych czynników  na  to zjaw isko . W p ierw szej g ru p ie  don iesień  najc iekaw sze ,
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ja k  się w ydaje , by ły  dan e  zap rezen to w an e  przez M archisio  i w sp. (W łochy). B ada li 
on i dynam iczne  w łasności tr a n sp o r tu  b ia łek  i g lik o p ro te id ó w  w  sz laku  w zrokow ym  
k u rczą t. S tw ierd z ili zm iany  in tensyw nośc i tra n sp o r tu  tych  su bstanc ji. T ra n sp o r t g li
ko p ro te id ó w  p rzeb iega  n a jin ten sy w n ie j w  okres ie  fo rm o w an ia  się synaps. W  zw iązku  
z pow yższym  au to rzy  p rzypuszcza ją , że tr a n s p o r t  g likop ro te idów  w  ak so n ach  może 
być jed n y m  z czynn ików  k o n tro lu jący ch  z jaw isk a  synap togenezy , a m iędzy  in n y m i 
p rocesy  „ ro zp o zn aw an ia”' pow ierzchn i e lem en tó w  n eu rona lnych .

W  dy sk u s ji O krąg łego  S to łu  szeroko om aw iane  by ły  zagadn ien ia  u d z ia łu  t r a n s 
p o rtu  w  aksonach  w  procesach  tw o rzen ia  się b łon  akso lem m y i b łon zakończeń  n e r 
w ow ych  (M archisio) o raz udzia ł tego z jaw isk a  w  k o n ta k ta c h  in te rn e u ro n a ln y c h  (Droz, 
F ran c ja ). W ydaje  się, że tzw . w olny  tra n sp o r t zależy od k o n ta k tu  w y p u s te k  n e rw o 
w ych z cia łem  k o m ó rk i (T ućek i w sp., In s ty tu t F izjo log ii C zeskiej A.N., Mc Leon 
i wsp.). P o ru szan e  było  dość obszern ie  zagadn ien ie  w p ływ u  jonów  n a  tzw . „szybki 
t r a n s p o r t”. O becność jonów  w ap n ia  w  środow isku , w  k tó ry m  um ieszczono p e r ik a r io -  
ny, je s t w a ru n k iem  koniecznym  d la  z jaw isk a  szybkiego tra n sp o r tu  b ia łek  (D ravid  
i H am m ersch lag ).

Z ag ad n ien iu  potencjalnych, now ych neurotransm iterów  pośw ięcone zostało  całe 
sym pozjum . W re fe rac ie  w p row adza jącym , A prison  (Ind ianapo lis) podał szereg  uw ag  
na  te m a t k ry te rió w , k tó re  p o w inny  być spełn ione, aby  dany  zw iązek m ógł być u w a 
żany  za su b s tan c ję  p rzekaźn ikow ą.

P rócz  ogólnie uznanych  n eu ro tran sm ite ró w  tak ich  jak : ace ty locho lina , se ro to n i
na, G ABA, d o pam ina  czy n o ra d re n a lin a  p rzedstaw iono  dane  siln ie  w sk azu jące , że 
ró w n ież  tak ie  su b s tan c je  jak : h is tam in a  (Schw artz), p ro lin a  (Johnston), a sp a ra g in ia n  
(G raham ), ta u ry n a  i su b s ta n c ja  P  (K rn jev ic) są na jp raw d o p o d o b n ie j n e u ro tra n sm i-  
te ra m i. S u b s tan c ja  P, ze w zględu na  sw oje  p rzed łużone, pobudzające  d z ia łan ie  je s t 
być m oże m o d u la to rem  d z ia łan ia  innych  głów nych  n eu ro tran sm ite ró w .

Z ag ad n ien ia  do tyczące układu cholinergicznego poruszano  w  sekcji ace ty lo ch o 
lin y  i m echan izm ów  cho linerg icznych  oraz  w  czasie d y sk u s ji O krąg łego  S to łu  n a  te 
m a t re c e p to ra  cho linergicznego.

S tosunkow o dużo m ie jsca  pośw ięcono sp raw om  m etodycznym . W trzech  k o m u 
n ik a tach , p rezen to w an y ch  w  te j sekcji, om aw iano  o trzym yw an ie  oczyszczonych p re 
p a ra tó w  a ce ty lo tran sfe razy  cholinow ej o raz c h a ra k te ry s ty k ę  m o lek u la rn y ch  w ła s 
ności tego enzym u (Chao i W olfgram , S ingh i M cG eer, M alth e -S aren ssen ). P rz e d s ta 
w iono  now ą m etodę h is tochem icznej lo ka lizac ji a ce ty lo tran sfe razy  cho linow ej 
(M cG eer). W m etodzie  te j zw anej „ tech n ik ą  sandw iczów ” w y k o rzy stan o  m etodę  sze
reg u  p rzeciw cia ł: w  p ierw szym  e tap ie  re a k c ji p rzec iw cia ła  o trzy m an e  z k ró lik a  
re a g u ją  z a c e ty lo tran sfe razą  cholinow ą. P o w sta ły  kom pleks reag u je  n a s tęp n ie  z p rz e 
c iw cia łam i p rzeciw  b ia łkom  k ró lik a , k tó re  uzyskano  po im m un izow an iu  kozy. K o m 
p lek s  te n  n as tęp n ie  re a g u je  z tzw . P A P  (kom pleksem  pero k sy d aza  — p rzec iw  p e ro k -  
sydaza , uzyskanym  z kró lika). T a o s ta tn ia  w a rs tw a  reag u je  z su b s tan c jam i d a jącym i 
zacze rn ien ie  w idoczne w  m ik ro sk o p ie  e lek tronow ym . Tę tech n ik ę  b adaw czą  p rz e d 
staw io n o  w  p ięk n y ch  i p rzek o n y w u jący ch  przezroczach  i don iesien iu  p lak a to w y m .

N ow ą enzym atyczną m etodę oznaczan ia  acety locho liny  zap roponow ali C o n tre ra s  
i B ach a la rd . Ze w zględu na  duży koszt n ie  będzie ona p raw dopodobn ie  szeroko  s to 
sow ana, w ym aga ona bow iem  użycia  aż cz terech  oczyszczonych p re p a ra tó w  en zy 
m atycznych  (AChE, k inazy  octanow ej o raz  p irog ron ianow ej i d eh y d rogenazy  m le - 
czanow ej).

O m aw iano  rów nież  w łasności es te razy  acety locho linow ej m .in. p rzed s taw io n o  
c h a ra k te ry s ty k ę  rozpuszczalnej A ChE i je j izoenzym ów  (Paggi i w sp., S k a n g ie l-K ra m - 
ska  i N iem ierko).

O sobną g ru p ę  doniesień , stosunkow o n ielicznych  na obecnym  K ongresie , s ta n o 
w iły  p race  do tyczące zachow an ia  się sk ład n ik ó w  u k ład u  cho linerg icznego  (a ta k ż e
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sero ton inerg icznego), w  okreś lonych  s tru k tu ra c h  po  zniszczeniu  innych  części m ózgu. 
P race  te  m a ją  na celu  poznan ie  c h a ra k te ru  po łączeń pom iędzy poszczególnym i s t ru k 
tu ra m i (W agner, M ax -P lan ck  Inst., F ra n k fu r t)  o raz  w y jaśn ien ie  m echan izm ów  zm ian  
b iochem icznych  w  m ózgu po uszkodzeniach  (O derfe ld -N ow ak  i wsp.).

S zereg  don iesień  pośw ięcono n iezw ykle  w ażnem u zagadn ien iu  jak im  je s t in ter
ak c ja  pom iędzy różnym i układam i neurotransm iterow ym i w  m ózgu (G łow ińsk i 
i wsp., C ollege de F ran ce , P aryż ; Consolo i wsp. — „M ario  N eg ri”, M ediolan).

B a rth o lin i i w sp. (H offm an — L a R oche, B azylea) b ad a ją c  m etodą p u sh -p u ll  w y 
dzie lan ie  acety locho liny  w  n eo stria tu m  pod w pływ em  różnych  środków  fa rm a k o lo 
gicznych, d z ia ła jący ch  na  re c e p to r dopam inerg iczny , w ykaza li że n eu ro n y  ch o lin e r-  
giczne te j s t ru k tu ry  są ton iczn ie  ham ow ane  przez u k ład  dopam inerg iczny .

P ięk n y m , bezpośredn im  dow odem  is tn ien ia  dopam inoerg icznocho linerg icznego  
po łączen ia  w  n e o s tria tu m  je s t p raca  M cG eer i wsp. (V ancouver). S to su jąc  om ów ioną 
ju ż  pow yżej te ch n ik ę  „sandw iczów ” d la  zlokalizow an ia  ak tyw ności a c e ty lo tra n s fe ra -  
zy cho linow ej, łączn ie  z podan iem  6 -hyd roksydopam iny  — zw iązku  pow odu jącego  d e 
g en e rac ję  zakończeń  dopam inerg icznych , w ykazali, że te  d eg en e ru jące  zakończen ia  
n erw o w e m a ją  bezpośredn i k o n ta k t z w y p u stk am i d en d ry tycznym i z aw ie ra jący m i 
ace ty lo tra n sfe ra z ę  cholinow ą.

W zak res ie  biochem icznych aspektów  uczenia się i zachowania się zw ierząt n ie  
p rzed s taw io n o  now ych sposobów  podejśc ia  do tego zagadn ien ia . N ada l n a jw ięce j 
uw agi zw raca  się n a  in k o rp o rac ję  am inokw asów  do b ia łek  m ózgu. W w ie lu  p ra c o w 
niach  s to su je  się tech n ik ę  podw ójnego  znak o w an ia  (najczęściej uży w ając  lizyny , w a -  
liny , leucyny). In k o rp o rac ję  b ad a  się bądź do b ia łek  całego m ózgu, bądź do w zboga
conej f ra k c ji n eu ro n a ln e j lu b  g le jow ej, bądź też  poszczególnych s t ru k tu r  m ózgu lu b  
f ra k c ji  kom órkow ych .

B ad an ia  S hashoua (H arv a rd  M edical School) p row adzone  na  z ło tych  ry b k a c h  
w sk azu ją , że zm iany  w  in tensyw nośc i p rzem ian y  b ia łek  o b se rw u je  się je d y n ie  gdy 
zw ierzę  uczy się now ego zadan ia , w ów czas zaś gdy zadan ie  ju ż  zostało  opanow ane , 
to  n ie  w y s tęp u ją  różn ice  w  in k o rp o rac ji am inokw asów . Podobny  w niosek  b y ł już  d a w 
niej w y su w an y , lecz w y n ik i dotyczyły innych  g a tu n k ó w  zw ierzą t; u d o sk o n a len ie  
tech n ik i badaw czej ja k  i zastosow an ie  k ilk u  g ru p  zw ie rzą t k o n tro ln y ch  u w ia ry g o d 
n ia ją  ten  w ażny  w yn ik  dośw iadczalny .

I rv in  i B a rracq  bad a li ko le jność  in k o rp o rac ji znakow anej g lukozy do poszcze
gó lnych  s t ru k tu r  i f ra k c ji kom órkow ych  m ózgu gołębia. Po jed n o razo w y m  tre n in g u  
w zrokow ym  stw ie rd z ili oni bardzo  w yraźny  w zrost w yzn ak o w an ia  k w aśn y ch  g lik o - 
p ro te idów , podczas gdy w  b ia łk ach  rozpuszczalnych  nie zaobserw ow ali w y ra ź n ie j
szych różnic. Na is to tn ą  ro lę  g likop ro te idów  w  procesach  uczen ia  się w sk azu ją  ró w 
nież b a d a n ia  M atth ie sa  ( In s ty tu t F arm ako log ii, M agdeburg).

P rzed s taw io n o  w y n ik i b adań  nad  w pływ em  now ych in h ib ito ró w  sy n tezy  b ia łek  
(np. an izom ycyny , L -asparag inazy ) na pam ięć d łu g o trw a łą . S ta ran o  się u s ta lić  n a j 
k ró tszy  czas, w k tó ry m  syn teza  b ia łek  przed tren in g iem  m usi zachodzić, aby  zw ierzę  
m ogło zap am ię tać  w yuczone zadanie . Szereg dalszych  w yników  p rz e d s ta w iła  g ru p a  
Rosego, z a jm u jąca  się chem icznym i podstaw am i: 1) tzw . w d ru k o w y w an ia  p ie rw szych  
w rażeń  w zrokow ych  u k u rc z ą t i 2) d ep ry w ac ji w zrokow ej u szczurów .

E bel (z g ru p y  P. M and la  ze S tra sb u rg a ) w skaza ła  na  w y raźn ą  k o re la c ję  p o m ię
dzy ak ty w n o śc ią  enzym ów  cho linerg icznych  w  jąd rze  m igda łow atym  a zach o w an iem  
się ag resy w n y m  szczurów .

C ztery  osoby z g ru p y  po lsk ie j w zięły rów nież udział w sa te li ta rn y m  sp o tk an iu  
zo rgan izow anym  w  M adrycie  (29—30 s ie rp n ia  1975) p rzez D elgado (W ydział L e k a r 
ski). Sym pozjum  pośw ięcone było zagadn ien iu  b eh aw io ra ln e j neurochem ii. N a jego 
p ro g ram  sk ład a ły  się re fe ra ty  w yb itnych  specja listów , m .in. D elgado — O now ych 
k ie ru n k a c h  w  b eh aw io ra ln e j neurochem ii, M and la  — O genetyczn ie  u w a ru n k o w a 
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nych  biochem icznych  k o re la tach  zachow ania ; czy też  V alzelli — O neu rochem icznych  
asp ek tach  ag resyw nego  zachow an ia, o raz d em o n s trac je  p rzep ro w ad zan e  przez p r a 
cow ników  Z ak ład u  D elgado i D efeudisa. Szczegółow o p rzedstaw iono  m .in. te ch n ik ę  
p e rfu n d o w an ia  podkorow ych  s t ru k tu r  m ózgu m etodą p u sh -p u ll, w  zastosow an iu  do  
b ad an ia  m echan izm ów  ad renerg icznych .

Z arów no  to sp o tk an ie  sa te li ta rn e  ja k  i ob rady  w  B arcelon ie  s tw orzy ły  w iele  
m ożliw ości szerok ich  dy sk u s ji k u luarow ych .

S te lla  N iem ierko ,
Barbara O d erfe ld -N o w a k , 
Jo lan ta  S ka n g ie l-K ra m ska
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RECENZJA

0  wartości poznawczej metod cytochem icznych stosowanych w badaniach 
enzym atycznych

S up lem en t do tom u X IV  czasopism a A cta  H istochem ica  (1974) obe jm u je  m a 
te r ia ły  sym pozjum  zorganizow anego  przez ho lendersk ie  T ow arzystw o H istochem icz- 
ne, k tó re  odbyło się w  1973 r. w  L ejdzie  (A ussagew ert und  F eh le rm ög lichke iten  h i- 
stochem ischer E n zym reak tionen . Red.: D ie trich  W ittek ind , F re ib u rg  i. Br., A cta  
H istochem ica , Suppl. X IV ., G ustav  F isch e r V erlag , Je n a  — 1975).

D okładny ty tu ł tego S ym pozjum  b rzm ia ł: W artość poznaw cza i m ożliw ości u zy 
sk iw an ia  b łędnych  w yn ików  przy  stosow an iu  reak c ji enzym atycznych . Z godnie z tym  
założeniem  prof. A rnold  i d r K lessen z In s ty tu tu  A natom icznego  U n iw ersy te tu  z T u 
bingen  w  pełnym  sw ady re fe rac ie  p rzed y sk u to w ali p rzyczyny, k tó re  m ogą pow odo
w ać o trzym yw anie  fałszyw ych  in fo rm ac ji p rzy  stosow aniu  m etod  cytochem icznych. 
B łędy tak ie , jak  to się zresz tą  w ie lo k ro tn ie  p rzypom ina, m ogą w yn ikać  z n iew łaśc i
w ego przygo tow an ia  m a te ria łu , b łędnego  p rzep row adzen ia  re ak c ji i w reszcie  z n ie 
w łaściw ego odczy tan ia  o trzym anego  w yn iku . Je s t rzeczą oczyw istą, że w  każdej nauce 
eksp e ry m en ta ln e j obow iązu je  ścisłe p rzes trzegan ie  praw id łow ego  p rzep row adzen ia  
w szystk ich  trzech  e tapów  pracy . W każdym  też p rzy p ad k u  należy  dobrze p am ię tać  
jak ie  są m ożliw ości dane j m etody, i n ie  p rzek raczać  zak reś lonych  n im i g ran ic . M e
tody  cy tochem iczne — z sam ego założenia — lep ie j niż inne um o ż liw ia ją  zlokalizo
w an ie  danego p rocesu  enzym atycznego  w  n iezdezorgan izow anej s tru k tu rz e  kom órk i
1 m ogą dostarczyć — ja k  p rzy p o m in a ją  w spom nian i au to rzy  — w artośc iow ych  in fo r
m ac ji w  p rzy p ad k u  w yn ik ó w  ty p u  „ tak  lub  n ie ”. Jeże li n a to m ias t p y tan ie  b rzm i 
„ile” ocena w izua lna  w yn ików  zaw sze je s t su b iek tyw na , a stąd  bardzo  często zaw od
na. Jed y n ie  w łaśc iw ą ocenę ilościow ą w yn iku  p rzep row adzonej re a k c ji m ożna uzy 
skać przez stosow anie pom iarów  fo tom etrycznych . D obrym  p rzyk ładem  pierw szego 
typu  in fo rm ac ji są w y n ik i dośw iadczeń  p row adzonych  przez zespół p racow n ików  z a 
k ładów  Patologii, B iochem ii, F arm ako log ii i R adiopato log ii z U n iw ersy te tu  w G ro n in 
gen. Zespół ten  zastosow ał m etody  cy tochem iczne do sp raw d zan ia  czystości fra k c ji 
o trzym anych  przez różnicow e w iro w an ie  hom ogenatów  tkankow ych . W tym  celu 
ak tyw ność enzym ów  ch a rak te ry s ty czn y ch  dla  poszczególnych fra k c ji au torzy  ci 
oznaczali n ie  in  v itro , ja k  to się zw ykle robi, lecz lokalizow ali ją  w  sk raw k ach  k rio - 
s ta tow ych  p rzygotow anych  z f ra k c ji zam rożonych w  ciek łym  azocie. M a te ria ł sk ra 
w ano  zarów no w  k ie ru n k u  rów noleg łym , ja k  i p ro s topad łym  do k ie ru n k u  w irow an ia , 
co pozw oliło na  bardzo  ła tw ą  i dobrą  ocenę hom ogenności poszczególnych reak c ji 
og lądanych  p rzy  n iew ie lk im  pow iększen iu  (od 10 — do 30 X). Pozw ala ło  także  na 
zo rien tow an ie  się, ja k  daleko  w  osi p ionow ej poszczególne fra k c je  zachodzą n a  s ie 
bie. D ośw iadczenia tak ie , ja k  zaznaczyłam , d a ją  jed y n ie  ogólną o rien tac ję  w  ro z 
m ieszczeniu  s tru k tu r  ch a rak te ry zu jący ch  się ak tyw nośc ią  danego enzym u. W p rz y 
pad k u  zaś, gdy celem  je s t dok ładn ie jsze  z lokalizow anie danego enzym u w  obręb ie  
określonych  su b s tru k tu r  sam a lio filizac ja  m a te r ia łu  u trw alonego  przez zanu rzen ie  
w  ciekłym  azocie n ie  w ystarcza . N ależy jeszcze zabezpieczyć się w ów czas p rzed  w y 
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padan iem , czy p rzesuw an iem  różnych  sk ład n ik ó w  kom órk i, często n ieun ikn ionym  
przy  b ardz ie j skom plikow anej p rocedurze . S tab ilizac ję  s tru k tu ry  p rzep row adza się 
na ogół n a  drodze chem icznej. Z espół p racow n ików  Z ak ładu  A natom ii A kadem ii 
M edycznej w  H annow erze  u zy sk u je  ją  na  drodze m echan icznej za tap ia jąc  liofilizo
w an ą  tk a n k ę  w  m e tak ry lan ie  g likolu. H ydro filność  zastosow anego po lim eru  zapew nia 
dobrą dostępność substra tów . M ożliw ość o trzy m an ia  z tak  p rzygotow anych  p róbek  
rów nież u ltrac ien k ich  sk raw ków  pozw ala na  p row adzen ie  porów naw czych  b adań  przy 
użyciu m ik roskopu  św ietlnego  i elek tronow ego.

In te re su ją c ą  m etodą oceny ilościow ej re ak c ji cy tochem icznych — k tó ra , ja k  to 
ok reś la ją  sam i au to rzy : prof. V an D uijn  i d r V an der Ploeg, je s t ja k b y  pom ostem  łą 
czącym  b ad an ia  cy tochem iczne (in situ) z b ad an iam i b iochem icznym i (in vitro) je s t 
o p racow ana w  Z ak ładzie  H istochem ii i C ytochem ii U n iw ersy te tu  w  L ejdzie  m etoda 
tzw. b łon m odelow ych. B łony te  uzysku je  się p rzez  po lim eryzację  m onom erów  a k ry -  
loam idow ych  (s tosow anych w  bardzo  w ysokim  stężen iu) zm ieszanych odpow iednio  
z w yizo low anym i enzym am i lu b  s tru k tu ra m i kom órkow ym i, w  k tó ry ch  enzym y te 
w ystępu ją . U zyskuje  się w ten  sposób coś w  ro d za ju  sztucznych sk raw ków  tk a n k o 
w ych, na  k tó rych  m ożna p rzep row adzić  porów naw czo  reak c je  cy tochem iczne i b io 
chem iczne. Ilościow ej oceny w yn ików  cy tochem icznych  m ożna dokonać stosu jąc  cy- 
to fo to m etr lub  fo to m etr zaopatrzony  w  p ros tą , ła tw ą  do w ykonan ia  p rzystaw kę. 
M ożna przy  pom ocy tak ich  b łon  m odelow ych zbadać  w pływ  u trw alacza , w pływ  d y 
fuzji, u sta lić  w  p rzy p ad k u  stosow an ia  b a rw n ik ó w  dw uazow ych czy na  specyficzność 
uzyskanego  sp ek tru m  abso rbc ji n ie  w p ły w a  obecność innych  sk ładn ików , np. lipidów . 
M ożna też ustalić , w  jak im  s topn iu  p rzeb ieg  danego procesu  enzym atycznego  zależy 
od uszkodzenia s tru k tu ry , w  k tó re j enzym  w y stępu je . S łow em , ła tw ość operow an ia  
m odelow ą błoną, s tanow iącą  d la zaw artego  w  niej enzym u środow isko bardzie j z b li
żone do n a tu ra ln eg o , niż to, k tó re  w y stęp u je  w  dośw iadczen iach  in  v itro  — pozw ala 
na m ożliw ie op tym alne  p rzystosow an ie  danego te s tu  enzym atycznego do b ad ań  cy to 
chem icznych.

W om aw ianym  sym pozjum  n ie  zab rak ło  też g rupy  re fe ra tó w  pośw ięconych z a 
g ad n ien iu  ry tm ik i dobow ej ak tyw nośc i enzym atycznej kom órki. K ie ru n ek  ten  zap o 
czątkow ał k ilk an aśc ie  la t tem u , dzięki zresz tą  zupe łn ie  p rzypadkow ym  obserw acjom , 
prof. M eyersbach , k ie ru jący  obecnie Z ak ład em  A natom ii A kadem ii M edycznej w  H a n 
now erze. Wg Prof. M eyersbacha, czas, w  k tó ry m  pob ieram y  m a te ria ł do badań , je s t 
podstaw ow ym  czynnik iem , k tó ry  należy  w ziąć pod uw agę p rzy  b ad an iach  z dziedziny 
cytochem ii a także  biologii kom órki. A oto p a rę  p rzy k ład ó w  d la  po tw ierdzen ia  tej 
tezy: O znaczenia b iochem iczne zaw arto śc i g likogenu  w  w ą tro b ie  szczura (p rzep ro w a
dzone na  zw ierzę tach  z czystych szczepów , hodow anych  w  w ysoce s tandardow ych  w a 
runkach ) w y k azu ją  w yraźny  je j w zrost w  ciągu doby o godz 12 i 4, o raz zasadnicze 
obniżen ia  o 20-tej, oraz 2 i 6-te j. A m p litu d a  tych  w ah ań  m ierzy  się zm ianam i od 
0,1 mg/100 m g tk a n k i do 8 mg/100 m g tk an k i. T ow arzyszą im  w y raźn e  różnice w  cy- 
tochem icznej lokalizac ji g likogenu  a także  w rozm ieszczeniu  — na poziom ie u l t r a -  
s tru k tu ry  — glukozo-6-fosfatazy . D r C hem nitz  — z tego sam ego, co prof. M eyersbach  
zak ładu , p rzed s taw ił w yn ik i badań , św iadczące o bardzo  znacznych odchylen iach  p o 
w yżej i poniżej ś red n ie j — obserw ow anych  w ciągu doby w  sk ładzie  izozym ow ych 
form  dehydrogenazy  kw asu  m lekow ego (LDH). Z m iany  te w y g ląd a ją  dla różnych  
izozym ów  różn ie  w  hom ogenacie z w ą tro b y  i z m ięśn ia  sercow ego szczura, co d a je  się 
dobrze skorelow ać z p rzew agą m etabo lizm u  anaerobow ego w  p ierw szym  z tych n a 
rządów  i m etabo lizm em  aerobow ym  typow ym  dla drug iego  z nich. Około godziny  
6 po po łudn iu , gdy szczury  w y k azu ją  n a jm n ie jszą  ak tyw ność  ruchow ą, LDH -5 k a ta 
lizu jący  p rzem ianę p iro g ro n ian iu  w  m leczan  osiąga m aksim um  ak tyw ności w w ą tro 
bie, n a to m ias t w  m ięśn iu  sercow ym  spada do m in im um . W te j o sta tn ie j tkance  ro zp ad  
p iro g ro n ian u  zachodzi całkow icie  na  d rodze u tle n ia n ia  w  cyk lu  K rebsa , p rzy  tym  m le 
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czan rów nież m oże być w ykorzystany  jak o  su b s tra t, s tąd  n isk a  ak tyw ność  L D H -5 
i p rzew aga LDH-1 i 2, k tó re  k a ta liz u ją  re ak c ję  p rzem iany  m leczanu  w  p irog ron ian . 
P rzy taczan e  przez tę g rupę  re fe ren tó w  w yn ik i — zarów no oznaczeń biochem icznych , 
ja k  i cytochem icznych  — są tak  p rzekonyw u jące , że w a rto  p am ię tać  o zm ianach  do
bow ych n a tężen ia  m etabo lizm u  p rzy  p lan o w an iu  naszych  dośw iadczeń.

W raca jąc  do p ro b lem u  ilościow ej, ob iek tyw nej oceny w yn ików  reak c ji cy to ch e
m icznych, jednym  z lepszych — ja k  m i się w y d a je  — rozw iązań , je s t op racow any  przez 
doc. T h iessena  z In s ty tu tu  M edycyny Jąd ro w e j i B iofizyki S pec ja lne j A k ad em ii M e
dycznej w  H annow erze  uk ład  spek tro fo to m etry czn y  „C ytos”. W ap a rac ie  tym  m ożna 
o trzym ać  zd jęc ia  kom órk i, n a  k tó rych  w arto śc i ek sty n k c ji uzyskane d la  danego 
zw iązku  (po p rzep ro w ad zen iu  odpow iedn ie j re a k c ji cytochem icznej) p rzez sk a n o w a 
nie  poszczególnych je j p u n k tó w  p rze tran sp o n o w an e  są w  sp ec ja ln y  sposób n a  różne 
odcien ie  szarości (przy fo to g rafii czarno—białej), lub  na  różne b a rw y  (przy fo to g ra fii 
kolorow ej). K ażdy z tych  kolorów  odpow iada określonym  stężen iom  danej su b s ta n c ji 
w  kom órce. W budow any w  a p a ra t u k ład  kom pu terow y  um ożliw ia szybkie  odczy tan ie  
odpow iednio  zap rog ram ow anego  pom iaru . D la o b iek tu  o średn icy  w ynoszącej 12|ijn 
w yn ik , n a  k tó ry  sk ład a  się 2500 pojedynczych  w arto śc i o trzy m u je  się w  c iągu  50 se 
kund . Z anim  jed n ak  a p a ra ty  ty p u  „C ytos” zna jd ą  się w  w ięcej niż w  jedne j P raco w n i 
w  E uropie , m ożliw ie s tan d a rd o w e  p rzep row adzan ie  testów  cytochem icznych  i m ożli
w ie o b iek tyw na  ocena ich w yn ików  je s t ciągle w a ru n k iem  n iezbędnym  d la  o siąg n ię 
cia w ysokiej w arto śc i poznaw czej tych  badań . Co w ięcej, w yposażen ie  la b o ra to riu m  
w  najnow ocześn ie jszą  a p a ra tu rę  pom iarow ą n ie  zw aln ia  e k sp e ry m en ta to ra  od p a 
m ię tan ia  o pozorn ie  ban a ln y ch  przestrogach , w y sun ię tych  przez prof. A rno lda  z T ü 
bingen . Z b łędn ie  p rzep row adzonej rek ac ji, na  n iew łaśc iw ie  p rzygo tow anym  m a te ria le  
i p rzy  n iedosta tecznym  przem yślen iu  dośw iadczenia  n aw e t na jp recy zy jn ie jszy  system  
ko m p u te ro w y  dostarczy  jed y n ie  in fo rm ac ji fałszyw ych, m im o że w yn ik  p rz e d s ta w io 
ny będzie w postaci p ięknych  zestaw ień  liczbow ych i d iagram ów .

Pow yższe om ów ienie n ie  obe jm u je  oczyw iście całości m a te ria łó w  om aw ianego  
sym pozjum , k tó re  bez w ą tp ien ia  d la  w szystk ich  osób za in te reso w an y ch  b ad an ia m i cy- 
tochem icznym i procesów  enzym atycznych  stanow ić  będą  in te re su jącą  i poży teczną 
lek tu rę .

A . P rze łęcka
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KOMUNIKAT

K O M ISJI SŁOW N ICTW A
PO L SK IE G O  TOW A RZY STW A  BIO CH EM ICZN EG O

Monografia pt. „Polskie Słownictwo Biochemiczne” 
wydana przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne zawie
ra reguły słownictwa zalecane przez IUPAC-IUB, a opubli
kowane przed 1973 r. Dążąc do dalszego ujednolicenia pol
skiego słownictwa biochemicznego, Komisja Słownictwa 
PTBioch postanowiła stopniowo spolszczać i publikować w 
kw artaln iku Postępy Biochemii później ogłoszone Reguły. 
Do zeszytu 2 tomu XXII załączono jako w kładkę Reguły 
dotyczące słownictwa hormonów peptydow ych i białek że- 
lazo-siarkowych.

Jan ina  K w ia tk o w sk a
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P re n u m e ra tę  k ra jo w ą  p rz y jm u ją  O ddziały  RSW  „ P ra sa —K siążka—R u ch ” oraz  u rzę 
dy pocztow e i doręczyciele w  te rm in ach :
— do d n ia  25 lis to p ad a  n a  styczeń, I-szy  k w a rta ł, I-sze  półrocze ro k u  następnego  

i n a  cały  ro k  następny ,
— do d n ia  10 m iesiąca  poprzedzającego  okres p re n u m e ra ty  n a  pozostałe  ok resy  ro k u  

bieżącego.

Je d n o s tk i gospodark i uspołeczn ionej, in s ty tu c je  i o rgan izacje  spo łeczno-polityczne 
sk ła d a ją  zam ów ien ia  w  m iejscow ych O ddziałach  RSW  „ P ra sa  — K siążka  — R u ch ”. 
Z ak ład y  p racy  w  m iejscow aściach , w  k tó ry ch  nie  m a O ddziałów  RSW  oraz p re n u 
m era to rzy  in d y w id u a ln i, zam aw ia ją  p re n u m e ra tę  w  u rzędach  pocztow ych lub  u  do
ręczycieli.

P re n u m e ra tę  ze zlecen iem  w ysy łk i za gran icę , k tó ra  je s t o 50°/o droższa od p re n u 
m era ty  k ra jo w e j, p rzy jm u je  RSW  „ P ra sa  — K siążka  — R uch”, C en tra la  K o lpo rtażu  
P ra sy  i W ydaw nictw , ul. T ow arow a 28, 00-958 W arszaw a, kon to  PK O  n r  1531-71 
w  te rm in ach  podanych  d la  p ren u m e ra ty  k ra jo w e j.

B ieżące i a rch iw a ln e  nu m ery  m ożna n abyć  lub  zam ów ić w e W zorcow ni W ydaw nictw  
N aukow ych  PA N --O ssolineum -PW N , P a łac  K u ltu ry  i N au k i (w ysoki p a rte r)  
00-901 W arszaw a oraz w  księg a rn iach  naukow ych  „D om u K siążk i” .

A su b sc rip tio n  o rd e r s ta tin g  th e  period  of tim e, a long w ith  th e  su b sc rib e r’s nam e 
and  ad d ress  can be sen t to your su b sc rip tio n  ag en t or d irec tly  to F ore ign  T rad e  E n 
te rp ris e  A rs P o lona—R uch, 00-068 W arszaw a, 7 K rak o w sk ie  P rzedm ieśc ie , P. O. 
Box 1001, P o land . P lease  send  pay m en ts  to th e  accoun t of A rs P o lona—R uch in  B ank  
H and low y S. A., 7 T ra u g u tt S tree t, 00-067 W arszaw a, P o land .

Indeks 36969
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Piśm iennictw o: W  a rty k u le  należy  cy tow ać p race  o ry g in a ln e  z o s ta t
n ich  k ilk u  la t  o raz n a jw ażn ie jsze  a r ty k u ły  p rzeg lądow e om aw ia jące  
p rzed s taw io n ą  dziedzinę z uw zg lędn ien iem  a rty k u łó w  opub likow anych  
w  „P ostępach  B iochem ii”. W  tekśc ie  należy  p odaw ać  jed y n ie  n azw is
k a  badaczy, k tó ry ch  p ra c e  m a ją  podstaw ow e znaczen ie  w  p rzed s taw ian e j 
dziedzinie. O m aw ian e  p race  trzeb a  num erow ać  w  ko le jności ich  cy to w a
n ia  w  tekście . W ykaz p iśm ien n ic tw a  za tem  o b e jm u je  p race  opa trzone  k o 
le jn y m i n u m eram i, a le  n ie  upo rząd k o w an e  a lfabetyczn ie . O dnośnik i b i
b liog raficzne  w in n y  m ieć fo rm ę  za lecan ą  p rzez K om isję  W ydaw ców  C za
sopism  B iochem icznych  M iędzynarodow ej U nii B iochem icznej (IUB) w e
d ług  B ioch im . B iophys. A cta , (1972), 276, (1) np.

P isp a  J . P ., B uch an an  F. M., (1971), B iochim . B iophys. A cta , 247, 
181— 184.

C y tu jąc  w y d aw n ic tw a  książkow e podaw ać należy  ko le jno : nazw isko(a) 
in ic ja ły  autor(ów ), ro k  w ydan ia , ty tu ł k siążk i, nazw isko(a) i  in ic ja ły  
je j red ak to rów (a), tom , p ierw szą  i o s ta tn ią  s tro n ę  cy tow ane j pub likac ji, 
n azw ę w y d aw n ic tw a  o raz m iejsce  w y d aw an ia , np.

D ixon  M., W ebb E. C., (1964), Enzym es, 2 w yd., s tr . 565, L ongm ans 
G reen  and  Co, London;

G ra n t J . K., (1969) w  E ssays in  B iochem istry , red . C am pbell P . N., 
G rev ille  G. D., t. 5, s tr . 1—58, A cadem ic P ress, L ondon 

Załączniki: K ażdy za łączn ik  należy  sporządzić w  2 egzem plarzach  na 
oddzielnych  k a rtk a c h  i opa trzyć  ko le jn y m  n u m erem  o d p ow iada jącym  
n u m ero w i u ży tem u  w  tekście , o raz  oznaczyć (na górze stro n icy  o łów 
kiem ) nazw isk iem  1-ego au to ra  i początkow ym i w y razam i ty tu łu  pracy .

T ab e le  należy  ko le jno  num erow ać  cy fram i a rab sk im i. T y tu ł tab e li 
i n ag łów k i ru b ry k  w inny  jasno  op isyw ać ich treść , zaznaczając  z jak ich  
(jak ie j) prac(y) pochodzą in fo rm ac je  p o dane  w  tabeli.

R yciny  tj. w yk resy , ry su n k i, schem aty  lu b  fo to g ra fie  należy  opa trzyć  
n u m e ra c ją  w  ko le jnośc i ich  om ów ienia  w  tekście. P rz y jm u je  się zasadę 
n u m e ra c ji ry c in  cy fram i a rabsk im i, a  w zory  cy fram i rzym sk im i. F o to 
g ra f ie  cza rn o -b ia łe  (kon trastow e) pow inny  być w y k o n an e  n a  pap ie rze  
m atow ym . P ozosta łe  ry c in y  należy  w ykonać tuszem  n a  b ia ły m  pap ie rze  
lub  n a  ka lce  techn icznej. W ym iar ry c in y  n ie  p ow in ien  być m n ie jszy  niż 
10X15 cm , a nan iesione  lin ie  nie p o w inny  być cieńsze niż 1 m m . R am ki 
u jm u ją c e  w y k resy  m ożna w ykonać lin ią  c ieńszą n iż  lin ie  w łaśc iw e w y 
k resu . C yfry  i li te ry  służące do opisu  ry su n k u  p o w inny  m ieć w ysokość 
n ie  m n ie jszą  niż 5 m m . N a ry su n k ach  n ie  należy  um ieszczać opisów  
słow nych , lecz posług iw ać się sk ró tam i. O sie w ykresów  n a to m ia s t w in 
ny  być opa trzone  nap isem  ła tw o  zrozum iałym . D la oznaczenia p u n k tó w  
dośw iadczalnych  m ożna stosow ać n a s tęp u jące  sym bole: A □  O  A  ■ •  
R ycinę należy  opatrzyć  na  odw rocie oznaczeniem  „gó ra” i „dó ł” (ołów 
kiem ). O sto p n iu  zm nie jszen ia  ry c in y  w  d ru k u  decydu je  w ydaw ca.

P o dp isy  i o b jaśn ien ia  pod ry c in am i pow inny  być dołączone n a  od 
dzielnej k a rtce . O znaczenia, k tó ry ch  n ie m ożna w pisać n a  m aszynie, 
należy  w y raźn ie  nan ieść  czarnym  tuszem .

Ze w zg lędu  na  w ew n ę trzn ą  spoistość a r ty k u łu  zaleca się au to ro m  
k o n stru o w an ie  o ry g ina lnych  ry su n k ó w  i zb iorczych ta b e l na  podstaw ie  
d anych  z p iśm ienn ic tw a . P ra w ie  w szystk ie  czasopism a zas trzeg a ją  sobie 
w y łączność  d ru k u  p rac  w raz  z ich  d o k u m en tac ją  (C opyrigh t). P rzed  w łą 
czeniem  tabe l, w y k resó w  czy schem atów  do a r ty k u łu  przeznaczonego  do 
p u b lik ac ji w  P ostępach  B iochem ii należy  uzyskać zgodę n a  p rzed ru k
i p rzed łożyć ją  R edakcji.

R ed ak c ja  p ro s i o w łaśc iw e p ak o w an ie  a rty k u łó w  aby  zabezpieczyć 
m aszynop isy  i  i lu s tra c je  p rzed  pogięciem .

http://rcin.org.pl



Cena zł 20

Ï **♦;. 'iV 1̂. . I ■ /} ' , S*,J' ? ' 1 ¿o■'. ' '  '-•Ô - '̂ î̂îV'V. *>: ■ * !> * 1 ? ^  " V  ' x^' '‘ *’• ' - '.- Ł " '• ‘ ^ ' ? - ? \  ?/*?• '.  ’* ,'"'• ’, ' ; ^ r' y}, p  • ix «,’* -t‘-

»'*-*'■*■ '-à r-**** ■-1-*''*•'•• 14 •• ■■■ .. w*txí?. . . í  ' ' J  ¿ .$ ?  - ^ . «î.. .,:. 4+ '\rtâJL  'j j j f  :• . y V--'..’ • j ' ^ Í  i'|lr}' • <••'•■'' 6;. •- ,

Struktura i funkcja zasadowego inhibi-

Biochemiczne aspekty bioiogicz-
'  '  , / t -  V. J  3 '  ' t v

B. R z e s z o t a r s k a .  S. W i e j a k  
tora trypsyny 

M M a n t e u f i e i - C y m b o r o w s k a
nych rytmów dobowych . *

N. G r a n k o w s k i  — Rola białek rybosomowych Procaryota  w procesie 
translacji , . . » . . « . . . « .

B. B o r k o w s k a  — Cytokininy . < . . . . . .
J. S ę d z i K  — Niektóre aspekty rentgenostrukturalnych badań mieliny 
Z życia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego — Sprawozdanie z XIII Zjazdu 

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Toruń 4—6.IX.1975 (P M asłowskis 
A . Leśnicki} . .

Sprawozdanie z V Międzynarodowego Zjazdu Towarzystwa Neurochemicznego 
(Barcelona 2~6.IX.1975) (S, Niemierko, B. Oderfeld-Nowak, J, Skangiel- 
K ram ska ) . , . . .. . . . . > . . 232

Recenzja — XIV tom Acta Histochemica (A. Przełącka) 2$'
Komunikat Komisji Słownictwa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego . 240

123

148

173
197
211

231

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



