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WITOLD JACHYMCZYK *

Rola kompleksow mRNA z biatkiem w regulacji procesu translacji

The Role of Ribonucleoprotein Complexes of mMRNA in Translation

Informacja genetyczna o funkcjonalnej i strukturalnej organizacji
komérki, zapisana sekwencja nukleotydow w DNA, dotyczy gtéwnie pro-
gramu syntezy swoistych biatek komoérkowych. Poniewaz w czasie po-
dziatbw mitotycznych nastepuje wierna replikacja DNA i kazda komorka
somatyczna organizmu zawiera calg informacje genetyczng, nalezy przy-
jac¢, ze proces réznicowania sie i specjalizacji komérek jest wynikiem wy-
boru tylko pewnych, scisle okreslonych informacji i mozna go sprowadzi¢
do zagadnienia regulacji biosyntezy biatka. Poczgtkowo badania nad me-
chanizmem regulacji biosyntezy biatka koncentrowaty sie na analizie tego
procesu u mikroorganizmoéw i dotyczyty przede wszystkim regulacji syn-
tezy informacyjnego kwasu rybonukleinowego (mMRNA). W wyniku tych
badan Jacob i Monod (1, 2) zaproponowali powszechnie dzi§ akcep-
towany model regulacji zaktadajagcy odwracalne blokowanie transkrypcji
gendéw. Zgodnie z ta teorig przyjmowano, ze nowo zsyntetyzowany mRNA
jest zawsze natychmiast i niejako automatycznie zuzywany do produkcji
odpowiednich biatek. Wkrétce jednak okazato sie, ze w wielu przypad-
kach stosunkowo dtugi okres czasu moze dzieli¢ synteze czasteczek mRNA
od realizacji zawartej w nim informacji. Zjawisko to wskazywato, ze
w komorkach istnieje sposdb okresowego blokowania aktywnosci goto-
wych czgsteczek informacyjnego RNA, a wiec nie tylko transkrypcja ale
takze translacja moze zachodzi¢ w sposéb wybidrczy. Odnosi sie to gtéw-
nie do komorek eukariotéw, w ktérych obydwa te procesy sa przestrzen-
nie rozdzielone. W wyniku ewolucji organizmoéw prokariotycznych do

*) Dr, Zaklad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36,
02-532 Warszawa
Wykaz stosowanych skrotow: mRNA— informacyjny kwas rybonukleinowy;

pre-mRNA — jadrowy kwas rybonukleinowy, prekursor mRNA; mI-RNA — kwas
rybonukleinowy podobny do informacyjnego (ang. messenger-like RNA)', HnRNA —
heterogenny jadrowy kwas rybonukleinowy; D-RNA — jadrowy kwas rybonuklei-
nowy o skiladzie zasad podobnym do kwasu dezoksyrybonukleinowego (ang. DNA-
-like RNA); mRNP — kompleksy rybonukleoproteidowe mRNA; poli(U) — kwas po-
liurydylowy; poli(A) — kwas poliadenylowy; poli(T) — kwas politymidylowy; po-
li(UC) — kwas poliurydylocytydylowy; poli(UG) — kwas poliurydyloguanylowy.
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eukariotycznych nie tylko ogromnie wzrosta ilos¢ informacji, ktéra znaj-
duje sie w dyspozycji organizmu, lecz réwniez nastgpito rozbudowanie
i zréznicowanie systemu regulacyjnego w wysoko wyspecjalizowany me-
chanizm kierujacy synteza mRNA oraz jego przemianami w czasie trans-
portu w obrebie jadra komodrkowego i cytoplazmy, a takze procesami
wiasciwej translacji.

W ostatnim okresie pojawity sie rozne hipotezy i sugestie dotyczace
mechanizmu regulacji aktywnosci mRNA. Niektére z nich zostaly juz
wczesniej opisane w artykutach opublikowanych w Postepach Biochemii
(3, 4). W niniejszym artykule zostang omowione wyniki badan nad udzia-
tem potaczen biatkowych z mMRNA w regulacji jego aktywnosci. Polacze-
nia te, jak sie wydaje, odgrywajg gtéwna role w regulacji procesu trans-
lacji.

I. Wystepowanie i charakterystyka biatkowych potgczen mRNA

Najwczesniejsze dane o0 wystepowaniu czastek rybonukleoproteido-
wych zawierajagcych mRNA pochodzag z badan nad biogeneza biatek
i kwasow nukleinowych w okresie oogenezy i wczesnych stadiach roz-
woju zarodkowego jezowcow morskich oraz niektéorych ryb i ptazéw
(5—10). W licznych doswiadczeniach wykazano, ze w dojrzatych, nieza-
ptodnionych jajach biosynteza biatka nie zachodzi lub jej poziom jest
bardzo niski (15, 16). Podobnie nieaktywne sg wydzielone z nich uktady
bezkomérkowe (11, 18, 19), co poczatkowo ttumaczono brakiem lub mo-
dyfikacjg ktoregos$ ze skitadnikéw aparatu biosyntezy biatka. Wysuwano
przypuszczenia o inaktywacji rybosomoéw (11, 12), modyfikacji czasteczek
tRNA (13), wystepowaniu w cytoplazmie niezaptodnionych jaj inhibito-
row biosyntezy biatka (6), a zwlaszcza szeroko dyskutowano mozliwosé
braku mRNA. Za ostatnim przypuszczeniem przemawiaty spostrzezenia
wskazujgce na brak polisoméw w dojrzatych, niezaptodnionych komoér-
kach jajowych (14, 15, 16). Przypuszczenia te nie znalazty jednak po-
twierdzenia w wynikach poézniejszych badan. Tak np. wykazano, ze ry-
bosomy wydzielone z niezaptodnionego jaja aktywnie wilaczajg amino-
kwasy po dodaniu poli (U), poli (UG) lub poli (UC) (12, 13, 18, 19, 20).
Okazato sie takze, ze wszystkie czynniki rozpuszczalne biorgce udziat
w syntezie biatka sg w peini aktywne w komdrkach niezaptodnionych
jaj (20, 21). Za wystepowaniem zas mRNA w niezaptodnionych jajach
przemawiaty liczne obserwacje i dane posrednie. Ustalono, ze biosynteza
biatka rozpoczyna sie juz w kilka minut po zaptodnieniu lub partenoge-
netycznym pobudzeniu jaja i przebiega bez syntezy nowego RNA. Tak
np. pobudzone do rozwoju bezjgdrowe fragmenty jaj jezowca syntety-
zujg biatko z taka sama szybkoscig jak zarodki normalne (19, 23, 24).
Naswietlanie jaj piskorza (Misgurnus fossilis) letalnymi dawkami pro-
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mieni X w okresie pierwszych etapéw embriogenezy powodowato przer-
wanie rozwoju zarodka dopiero po zakorniczeniu stadium moruli. Do tego
etapu rozwoj przebiegal zawsze w sposéb normalny (25). Podobnie akty-
nomycyna D dodana w stezeniu catkowicie hamujacym synteze RNA nie
miata wptywu na synteze biatka i rozwdj zarodkéw az do stadium blas-
tuli (15, 16, 17). Nie stwierdzono réwniez réznic w obrazach elektrofore-
tycznych biatek komorek zarodkéw normalnych i rozwijajagcych sie
w obecnosci tego antybiotyku (26, 27).

Poniewaz w bezjadrowych fragmentach jaj jak i w zarodkach trak-
towanych aktynomycyng D nie ma mozliwosci transkrypcji genow, nie-
zaptodnione jaja musza wiec posiada¢ mRNA, ale w postaci uniemozli-
wiajacej jego translacje; zaptodnienie lub inny sposéb pobudzenia do
rozwoju komorek jajowych powoduje uruchomienie czynnikéw odblo-
kowywujacych informacje zawartga w mRNA

W ostatnim okresie ukazaty sie doniesienia wskazujgce, ze nieaktyw-
ne, zablokowane formy mRNA wystepujg powszechnie. Stwierdzono ich
obecnos$¢ w nasionach roslin, gdzie podobnie jak w komérkach jajowych
stuzg do syntezy biatek w poczgtkowym okresie rozwoju. Zarodki dojrza-
tych, suchych nasion podobnie jak niezaptodnione komorki jajowe sg
metabolicznie nieaktywne. Poziom biosyntezy biatka jest w nich bardzo
niski, a w preparatach subkomérkowych nie obserwuje sie obecnosci po-
lisoméw. Zainicjowanie kieltkowania nasion, podobnie jak zaptodnienie
komodrek jajowych, powoduje szybki wzrost syntezy biatka, czemu towa-
rzyszy wzrost ilosci polisoméw (28, 29, 30, 31) a aktynomycyna D nie
wywiera hamujacego wptywu na ten proces (34). Biosynteza biatka
i zwigzane z tym procesem formowanie sie polisoméw wyprzedza znacz-
nie synteze nowego RNA. Np. w zarodkach grochu biosynteza biatka
rozpoczyna si¢ juz w ciaggu jednej do dwoch godzin od momentu namo-
czenia nasion, podczas gdy wiaczanie radioaktywnej urydyny sSwiadczace
o0 syntezie RNA rozpoczyna sie dopiero po uptywie 20 godzin (32, 33).
Ta roznica w czasie sugeruje, ze w poczatkowym okresie kietkowania
musi nastepowac¢ aktywacja czasteczek mRNA znajdujacych sie w ko-
moérkach suchych nasion. Brak wplywu aktynomycyny D na proces bio-
syntezy biatka $wiadczacy o obecnosci zablokowanych form mRNA
obserwuje sie takze podczas metamorfozy owaddw Tenebrio molitor (32a).
O obecnosci zablokowanych form mRNA w erytrocytach mozna wnios-
kowa¢ na podstawie analizy dynamiki syntezy RNA i hemoglobiny w cza-
sie biogenezy erytrocytow. Stwierdzono, ze synteza hemoglobiny osiaga
maksimum dopiero w normoblastach, to jest juz po catkowitym ustaniu
syntezy RNA (35). Przesuniecie w czasie miedzy syntezg RNA i syntezg
biatka, wskazujace na istnienie zamaskowanych form mRNA obserwo-
wano takze podczas biosyntezy fibroiny jedwabiu jedwabnika (36),
hemoglobiny ptodowej (37), bialek spor Bacillus cereus (38) i Phycomy-
ces (40), biatek konidiéw Neurospora crassa (39) i Neurospora tabacina
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(41) oraz u Escherichia coli podczas syntezy proteaz wydalanych do pod-
toza (42).

Wkrotce po wykryciu zablokowanych form mRNA w komérkach, uda-
to sie wykazaé¢, ze czynnikiem powodujgcym zahamowanie aktywnosci
matrycowej mMRNA sa czasteczki biatkowe. Specyficzne czsteczki ry-
bonukleoproteidowe zawierajagce mRNA po raz pierwszy zostaly wydzie-
lone przez Spirina z zarodkéw ryby Misgurnus fossilis (5, 6, 9). Wi-
rowanie w gradiencie stezen sacharozy homogenatéw tych zarodkéw ho-
dowanych do stadium p6znej blastuli lub gastruli pozwolito na wyodreb-
nienie szeregu frakcji czastek rybonukleoproteidowych, réznych od ry-
bosoméw i ich podjednostek, ktore sedymentujg w zakresie od 20S do
okoto 110S. Kompleksy te zostaly nazwane przez Spirina informoso-
mami. Obraz rozdziatu tych komplekséw przedstawiono na rycinie 1
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Ryc. 1. Analiza statych sedymentacji w gradiencie stezen sacharozy ekstraktu cyto-

plazmatycznego zarodkéw Misgurnus fossilis (43).
. e — absorpcja przy 260 nm
e e« —radioaktywnos$c¢

Wykryte przez Spirina w rozwijajgcych sie zarodkach ryb czgst-
ki rybonukleoproteidowe ulegajg szybkiemu znakowaniu po podaniu ra-
dioaktywnych prekursoréow RNA. Mozna je réwniez wyznakowaé przez
podanie radioaktywnych aminokwaséw, przy czym oba typy radioaktyw-
nosci wystepujg doktadnie w tych samych miejscach gradientu sacharo-
zy, co Swiadczy ze w sklad komplekséw wchodzg zaréwno czgsteczki no-
wo zsyntetyzowanego RNA jak i biatka (43). Kompleksy te, po stabili-
zacji formaldehydem, wykazujg w gradiencie chlorku cezu charakterys-
tyczng gestos¢ pozorng, mieszczaca sie w obszarze 1,40— 1,45 g/cm3 pod-
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czas gdy gestos¢ rybosomoéw i ich podjednostek wystepuje w zakresie od
15 do 1,6 g/cm8 (10, 44, 45, 46). Ro6znice w gestosci pozornej wskazuja, ze
w skiad tych komplekséw wchodzi wieksza ilos¢ biatka niz w sktad rybo-
somoéw, przy czym gestos¢ pozorna nie zalezy od wielkosci tych kom-
pleksow. Rycina 2 przedstawia wyniki analizy gestosci informosomow
o stalych sedymentacji nizszych oraz wyzszych od rybosoméw. W obu
przypadkach gtéwny szczyt gestosci pozornej wykazuje te samg wartosc¢
rownag 1,39 g/cm3
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Ryc. 2. Analiza gestosci informosoméw w gradiencie stezenn chlorku cezu (10)
Informosomy wydzielono z gradientu stezenn sacharozy z obszaru obejmujacego czastki lzejsze
od rybosomoéw sedymentujgce w granicach 73—62S (A) oraz czastki ciezsze sedymentujace

w granicach 9%4—85S (B).
. e — absorpcja przy 260 nm
e + —radioaktywnos$¢

Analiza wiasnosci informosomow wykazata, ze zbudowane sg wytacz-
nie z biatek i kwasu rybonukleinowego, réznego od rybosomalnego RNA,
bardzo podobnego natomiast do mRNA z aktywnych polisoméw, o typo-
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Ryc. 3. Poréwnanie przebiegu sedymentacji w gradiencie stezenn sacharozy znako-

wanego RNA wydzielonego z informosoméw (A) i polisoméw (B) 18-godzinnych
zarodkéw Misgurnus fossilis (9).
. e — absorpcja przy 260 nm

e + —radioaktywnos¢
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wym dla niego charakterze polidyspersyjnym. Poréwnanie wlasnosci se-
dymentacyjnych w gradiencie sacharozy RNA wydzielonego z informo-
somow i mMRNA polisoméw ilustruje rycina 3.

Cecha charakterystyczng informosoméw jest ich wystepowanie w ho-
mogenatach cytoplazmatycznych komoérek w formie czastek rybonukleo-
proteidowych o bardzo zréznicowanych statych sedymentacji. Podobny
rozktad stalych sedymentacji jak w przedstawionym na rycinie 1 dla
informosoméw z zarodkéw Misgumus fossilis mozna zaobserwowac
w czasie wirowania w gradiencie sacharozy informosoméw zarodkdéw
jezowca morskiego (47), informosomow komoérek HelLa (48, 49), komorek
watroby szczura (50), kietkow pszenicy i grochu (51, 52) a takze tkanek
owadow (53). W szczego6lnych przypadkach, w komérkach wyspecjalizo-
wanych w syntezie tylko jednego typu biatka mozna stwierdzi¢ obecnosé
informosoméw o znacznej przewadze jednego tylko rodzaju czastek ry-
bonukleoproteidowych, np. w erytrocytach przewazajgca czes¢ informo-
somow wykazuje stalg sedymentacji 20S i zawiera mRNA ‘tancuchow
biatkowych hemoglobiny (54, 55, 56). W komérkach zarodkéw kurczecia
zakazonych wirusem Newcastle wystepuja czastki rybonukleoproteidowe
sedymentujace w granicach 40— 45S, ktére zawierajg ni¢ ,minus” wiruso-
wego RNA (57). Podobnie homogenne kompleksy o statej sedymentacji 80S
znaleziono w komérkach HelLa zakazonych wirusem polio (58).

Obecnie wiadomo, ze z posrod wszystkich rodzajow kwaséw rybo-
nukleinowych wystepujacych w komdrkach organizmow eukariotycz-
nych jedynie czgsteczki rozpuszczalnego tRNA wystepujg w stanie wol-
nym, niezwigzanym z biatkami. Czgsteczki mRNA zaréwno w jadrze ko-
morkowym jak i cytoplazmie wystepuja zawsze w formie kompleksow
z biatkami, od momentu ich powstania w chromatynie jadra komdrkowe-
go poprzez wszystkie etapy przemian zachodzacych w obrebie jadra i cy-
toplazmy az po proces translacji w polisomach. Bez wzgledu na pochodze-
nie i lokalizacje wewnatrzkomoérkowg kompleksy mRNA z biatkami po-
siadajg nastepujace wiasciwosci (44):

— state sedymentacji zarowno kompleksoéw biatkowych jak i RNA
w nich zawartych wykazujga zwykle duzg polidyspersyjnos¢; RNA charak-
teryzuje sie zawsze skladem zasad podobnym do DNA i zdecydowanie
réznym od RNA rybosomalnego, ulega szybkiemu znakowaniu radio-
aktywnymi prekursorami RNA;

— zawartos¢ biatek w kompleksach jest wieksza niz w rybosomach
i waha sie w granicach od 55 do 80°/0; biatka wchodzace w skiad infor-
mosomow roznig sie zaréwno od biatek rybosomow jak i biatek chroma-
tyny;

— informosomy wykazujg duzg wrazliwos¢ na dziatanie enzymoéw
proteolitycznych i rybonukleazy i ulegajg tatwo znakowaniu za pomocg
radioaktywnych aminokwasoéw;
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— w odroznieniu od rybosomoéw informosomy ulegaja czesciowej de-
proteinizacji pod wpitywem dezoksycholanu sodu i wysokich stezen soli,
sg natomiast oporne na dziatanie EDTA oraz brak jonéw magnezu;

— wykazuja charakterystyczna gestos¢ w gradiencie chlorku cezu —
okoto 1,4 g/cm3 przy czym gestos¢ ta nie zalezy od wielko$ci wyizolowa-
nych czasteczek. Wskazuje to na duza wzgledna przewage czesteczek
biatka nad RNA oraz na staly stosunek RNA do bialka;

— informosomy nie zawierajg ani DNA ani lipidow (5, 44, 59, 60, 61).

I-1. Kompleksy rybonukleoproteidowe jgdra komoérkowego jako prekursory mRNA

Pierwszych danych o wystepowaniu w jadrze komorkowym komplek-
sowych potaczen kwasu rybonukleinowego z biatkiem, oraz o udziale tych
potaczern w transporcie RNA z jadra do cytoplazmy dostarczyly badania
cytologiczne (62, 63, 64). Badania biochemiczne tych komplekséw zosta-
ty zainicjowane w poczatkach lat 60-tych (65, 66). Wydzielony w pracowni
Georgieva RNA z jader komérek watroby szczura i raka Ehrlicha,
ze wzgledu na podobienstwo skitadu zasad do DNA, zostal nazwany D-RNA.
Szybko postepujgce badania jadrowych komplekséw rybonukleoprotei-
dowych prowadzone réwnolegle w réznych osrodkach spowodowaty, obok
znacznego postepu w poznaniu ich budowy i zrozumienia funkcji i meta-
bolizmu, takze pewne zamieszanie w ich nomenklaturze. Oprécz naj-
wczesniej wprowadzonych nazw dla zawartego w nich RNA: D-RNA lub
jadrowy RNA typu DNA (ang. DNA-like RNA) (67), stosowane sg row-
niez inne nazwy: heterogenny jadrowy RNA (HNnRNA) (68, 69, 70), RNA
typu messengera (mI-RNA) lub prekursor mRNA (pre-mRNA) (71, 72).

Artykut przegladowy poswiecony charakterystyce pre-mRNA oraz
innych rodzajéw jadrowego RNA zostat niedawno opublikowany w Po-
stepach Biochemii (73). W niniejszym rozdziale zostang oméwione wyniki
ostatnich badan dotyczacych tych jadrowych komplekséw rybonukleo-
proteidowych, ktére sg prekursorami cytoplazmatycznego mRNA.

Powstajgce w jadrze komérkowym czasteczki pre-mRNA ro6znig sie
zasadniczo od czasteczek mMRNA wystepujgcych w cytoplazmie. Jako
pierwszy produkt transkrypcji powstajg czasteczki o masie od 2X10® do
20 X106daltonéw (67, 74, 77). Czasteczki te tgcza sie natychmiast w kom-
pleksy ze specyficznymi biatkami globularnymi tworzgc duze struktury
0 statej sedymentacji od 300 do 5000S (78), ktérych obrazy w mikrosko-
pie elektronowym przypominajg polisomy (49, 79). Przebieg syntezy tych
olbrzymich czasteczek w erytrocytach kaczki przedstawiono na ry-
cinie 4.

Po 20 min. od podania radioaktywnej urydyny pojawiajg sie pierwsze
ukonczone czasteczki olbrzymiego RNA (Ryc. 4a). llos¢ ich wzrasta i osig-
ga maksimum po 80 min. (Ryc. 4b). Czgsteczki te sa bardzo nietrwatle
lulegajg szybko rozpadowi do czgsteczek o znacznie mniejszej masie i du-
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zo wiekszej stabilnosci. Dlatego przedituzenie czasu doswiadczenia nie
prowadzi do wzrostu ilosci czasteczek olbrzymiego RNA (ryc. 4c). Po-
dobne przemiany olbrzymich czgsteczek jadrowego pre-mRNA zaobser-
wowano w jadrach komoérek HelLa (81), watroby szczura (79, 82) a takze
w jadrach komdérkowych szeregu innych organizmoéw (67). Obecno$¢ se-
kwencji odpowiadajgcych informacyjnemu RNA w tych olbrzymich cza-
steczkach zostata stwierdzona dopiero niedawno i jak dotychczas tylko w
jednym przypadku mRNA kodujacego biatko erytrocytéw'— globine. Wy-
kazano ja za pomoca metody hybrydyzacji (83, 124) oraz przez bezposred-
nig synteze globiny po wprowadzeniu do oocytéw Xenopus frakcji jadro-
wego pre-mRNA wyodrebnionego z retikulocytow myszy i kaczki (84, 85).
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Ryc. 4. Analiza przebiegu syntezy pre-mRNA w erytroblastach kaczki za pomoca

elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (80).
RNA wyodrebniano z jader erytroblastéw inkubowanych z sH-urydynag w ciggu: A — 20 min.,
B — 8 min. i C— 220 min.

Pod wptywem tagodnego dziatania rybonukleaza biatkowe kompleksy
pre-mRNA ulegaja rozpadowi do stosunkowo jednorodnych, duzo mniej-
szych czasteczek, ktére w gradiencie stezen sacharozy sedymentujg w gra-
nicach 30—40S.

Gestos¢ w chlorku cezu zaréwno wielkich czastek, jak i powstatych
z nich jednostek mniejszych jest taka sama— 1,41 g/cm3 a stosunek ilosci
biatka do RNA wynosi 4:1. Wskazuje to, ze fragmentacja duzych komplek-
s6w nie powoduje istotnych zmian w ich budowie chemicznej (50, 79).
Sktadniki biatkowe mozna oddzieli¢ od RNA za pomoca dziatania 2M NacCl
w obecnosci mocznika, ktéry zapobiega agregacji komponentéw biatko-
wych Georgiewa, otrzymuje sie biatko o masie czgsteczkowej okoto 40
tys. — ,informofer”, ktéry stanowi gtéwny skiadnik biatkowych komplek-
sow pre-mRNA jadra (79, 86, 90). Obok tego biatka wystepuje okoto 20
réznego typu komponentéow biatkowych o masie czasteczkowej od 32 tys.
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do 180 tys. daltondéw, roznigcych sie miedzy sobag tadunkiem, przy czym
obserwuje sie znaczng ilos¢ biatek kwasnych i ufosforylowanych (87, 88,
89, 91). Ostatnio stwierdzono réwniez, ze w budowie tych biatek wy-
stepuja rdéznice w zaleznosci od rodzaju tkanek oraz gatunkéw organiz-
mow, z ktorych kompleksy jadrowego pre-mRNA zostaly wyizolowane
(46, 87, 88, 92).

Do chwili obecnej bardzo niewiele wiadomo o roli biatek wystepuja-
cych w kompleksach z jadrowym pre-mRNA w metabolizmie mRNA
w jadrze komorkowym. Niektére z tych biatlek wykazujg aktywnos¢ fos-
fokinazy proteinowej (91, 93) oraz endonukleazy, ktéra bierze udziat w roz-
kiadaniu wielkiej czgsteczki pre-mRNA na mniejsze fragmenty (88, 95).
Inne biatka towarzyszace czgsteczkom RNA moga stuzy¢ jako specyficz-
ne sygnaly Kierujace dziataniem endonukleazy lub bra¢ udziat w selekcji
komplekséw w czasie transportu mRNA z jadra do cytoplazmy. Wsréod
nich na szczegélng uwage zastuguje niedawno wykryta syntetaza polia-
denylowa (94). Enzym ten katalizuje reakcje dotgczania taricucha polia-
denylowego do odcinkéw RNA zawierajacych sekwencje messengera. Pro-
ces ten zachodzi juz po zakonczeniu transkrypcji (121). tancuchy polia-
denylowe, zbudowane z okoto 200 nukleotydéw, dotaczone sg do konca 3’
taricucha RNA (103) i wystepuja zaréwno w jadrze (pre-mRNA), jak w cy-
toplazmie (MRNA) (106). Obecnos¢ tancuchéw poliadenylowych w czg-
steczkach mRNA, wykryta w 1970 roku (104, 105) zostata obecnie stwier-
dzona w wiekszosci mMRNA wyizolowanych z organizméw eukariotycz-
nych (107) za wyjatkiem mRNA odpowiedzialnego za synteze histonéw
(108). Sekwencje poliadenylowe nie wystepujg natomiast w mRNA bak-
terii oraz w RNA wirusdw (109). W procesie translacji sekwencje poliade-
nylowe nie biorg bezposredniego udziatu, odgrywajg jednak istotng role
w stabilizowaniu struktury mRNA w polisomach (109, 110) oraz w prze-
mianach i transporcie mMRNA z jadra do cytoplazmy (103, 110— 113).

Sekwencje poliadenylowe sa silnie zwigzane z biatkiem. Blobel
(114) oraz Kwan i Brawerman (115) wykazali, ze z odcinkiem
poli(A) w mRNA komoérek zwierzecych zwigzana jest czgsteczka biatka
0 masie 78 000. Biatko to dotaczone do odcinka poliadenylowego wewnatrz
jadra komoérkowego prawdopodobnie przechodzi razem z taricuchem mRNA
przez btone jadrowag do cytoplazmy i nie ulega odszczepieniu nawet w_cza-
sie translacji (90). Wiekszos¢ pozostatych biatek wchodzacych w skiad
jadrowych kompleksow pre-mRNA najprawdopodobniej nie opuszcza ja-
dra ulegajac odszczepieniu od taricucha mRNA w czasie jego transportu
przez btone jadrowa. | tak np. stwierdzono, ze biatko o masie czgsteczkowej
40 000 wystepujace w najwiekszej ilosci w jadrowych kompleksach pre-
-mRNA nigdy nie towarzyszy czasteczkom mRNA w cytoplazmie (96, 97).
Wedtug Georgiewa biatko to jest prawdopodobnie dotgczone nie do mRNA
lecz do tych odcinkéw olbrzymiej czasteczki jadrowego pre-mRNA, ktére
nie opuszczaja jadra, ulegajac w nim szybkiemu rozkitadowi (90, 116).
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O roznym skladzie biatek dotagczonych do czgsteczek mRNA w jadrze i cy-
toplazmie $wiadcza réznice w ich ruchliwosci elektroforetycznej, stwier-
dzone np. w tkance watroby szczura (98, 117) i w retikulocytach krolika,
myszy i kaczki (96, 97), a takze r6znice antygenowe (117). Z drugiej jednak
strony niektore biatka kompleksow rybonukleoproteidowych, wystepuja-
cych w retikulum endoplazmatycznym wykazujg takg sama ruchliwosé
elektroforetyczng jak biatka komplekséw jadrowych (100, 101), co moze
Swiadczy¢ o mozliwosci ich przechodzenia razem z mRNA do cytoplazmy.
Stwierdzono rowniez, ze o ile pre-mRNA jader komérkowych po uwol-
nieniu od biatek tgczy sie tatwo z rybosomami stymulujac wigczanie ami-
nokwasow do polipeptydow, to biatkowe kompleksy jadrowego pre-mRNA
sg niezdolne do tgczenia sie z rybosomami. Obecnos$¢ biatek zabezpiecza
wiec jadrowy pre-mRNA przed niekontrolowang translacjg informacji
przesytanej do cytoplazmy (99).

1-2. Cytoplazmatyczne kompleksy biatkowe mMRNA (informosomy)

Kompleksy mRNA ze specyficznymi biatkami zostaty najpierw znale-
zione w cytoplazmie jako czastki wolne, nie zwigzane z rybosomami. Po-
czatkowo przypuszczano, ze wytworzenie aktywnej formy mRNA, ktéra
moze tgczy¢ sie z rybosomami polega na uwolnieniu tarncucha mRNA
z komplekséw rybonukleoproteidowych. Wkrotce jednak okazato sie, ze
cytoplazmatyczny mRNA wystepuje zawsze w potaczeniu z biatkami, za-
rowno w postaci wolnych czastek rybonukleoproteidowych jak i w polg-
czeniu z rybosomami w polisomach aktywnie uczestniczacych w biosyn-
tezie bialek. Stwierdzenie obecnosci komplekséw biatkowych mRNA w po-
lisomach dostarczyto danych wskazujacych, ze specyficzne biatka dotaczo-
ne do mMRNA sg niezbedne w regulowaniu odczytywania informacji ge-
netycznej. Kompleksy mRNA z biatkami zostaly zidentyfikowane naj-
pierw w polisomach watroby szczura (45) i komérkach L myszy (102). Wy-
izolowane z polisomow kompleksy wykazywaty takie same wiasnosci jak
wolne informosomy cytoplazmatyczne (odporno$¢ na czynniki chelatu-
jace, heterogennos$¢ statych sedymentacji w gradiencie stezen sacharozy),
jedynie ich gestos¢ w gradiencie chlorku cezu byta wieksza niz wolnych
informosoméw (1,46 g/cm3, co wskazywato na mniejsza ilo$¢ biatka do-
taczonego do mMRNA. Analogiczne* kompleksy wyizolowano nastepnie z po-
lisomoéw réznych organizmoéw i tkanek jak watroba szczura (100, 101),
komorki HelLa (49), tarczyca owiec (118), retikulocyty krolika i kaczki
(72, 97, 119, 120, 121), komérki mézgu szczura (122) a takze komoérki rako-
we ludzkie KB (123).

Dotychczas najlepiej zbadano czastki rybonukleoproteidowe wydzielo-
ne z polisoméw retikulocytéw. Zawieraja one okoto 60°/0 biatka, a ich sta-
ta sedmentacji w gradiencie stezen sacharozy wynosi 14S, moga wiec by¢
tatwo oddzielone zarowno od podjednostek rybosomalnych jak i biatek
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supernatantu (124— 127). Biatka tych komplekséw zostaly wyizolowane
z retikulocytéw kroélika (120, 121), kaczki (97, 128, 129) i myszy (84, 95).
W kazdym z badanych przypadkéw stwierdzono, ze mRNA potgczony jest
z dwoma gtownymi skitadnikami biatkowymi o masie czasteczkowej 49—
52 tys. i 73— 78 tys. daltonow.

Ostatnio okazato sie, ze podobne biatka o0 masach czgsteczkowych 52—
54 tys. i 78—82 tys. wystepujg rowniez w powigzaniu z polisomalnym
mMRNA w moézgu zarodkéw kurczat (120) i w watrobie szczura i myszy (114,
131). Biatka te sg ufosforylowane (43). Obok nich w rybonukleoproteido-
wych polisomalnych kompleksach mRNA obserwuje sie dodatkowo szereg
innych sktadnikéw biatkowych, wystepujacych w duzo mniejszych ilos-

Ryc. 5. Zdjecie z mikroskopu elektronowego i schematyczny rysunek biatkowego

kompleksu mMRNA globiny wyizolowanego z polisoméw erytroblastow kaczki (80).

Linia ciggta na rysunku przedstawia taicuch mRNA. Odcinki zakreskowane w zatamaniach

linii ciagtej oznaczajga dwuniciowe petle o zorganizowanej strukturze drugorzedowej. Spirala

na koncu 3' tancucha przedstawia sekwencje poliadenylowg. Biatka dotgczone do mRNA
zaznaczone sg zakropkowanymi kotami. Powigekszenie 300 000X.
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Ryc. 6. Obrazy z mikroskopu elektronowego czastek rybonukleoproteidowych wy-
stepujacych w cytoplazmie (49)

Zdjecie pierwsze od goéry przedstawia czastki wolne. Czastki te sa zbudowane ze zwinietych

spiralnie tancuchéw rybonukleoproteidowych w kuliste struktury, tatwe do odréznienia od

podjednostek rybosomalnych (zaznaczonych biatymi strzatkami). Zdjecia nastepne przedstawiaja

czastki rybonukleoproteidowe dotaczone do polisoméw (w miejscach zaznaczonych czarnymi
strzatkami). Powiekszenie 100 000X.
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ciach. Niektére z nich zawierajg réwniez reszty fosforanowe. Obrazy
w mikroskopie elektronowym polisomalnych kompleksow informacyjnego
RNA wykazaty, ze biatka te grupuja sie tylko w pewnych miejscach cza-
steczki mMRNA, tworzac charakterystyczne zgrubienia (72, 80, 132). Zgru-
bienia te znajdujg sie w miejscach, w ktérych w tancuchu mRNA wy-
stepujg odcinki o charakterystycznej strukturze drugorzedowej. W tych
miejscach taricuch mRNA ulega pofatdowaniu tworzagc dwuniciowe petle
rozmieszczone wzdtuz catlego tancucha, a szczegdllnie zageszczone blisko
konca 5. Wydaje sie, ze poprzez ten wiasnie fragment tanicucha, o diu-
gosci okoto 50— 60 nukleotydéw, nastepuje dotaczenie czgsteczki mMRNA
do rybosomu. Wedtug najnowszych pogladéw (80) ten odcinek tancucha
mMRNA nie zawiera sekwencji informacyjnych, stanowigc pozostatos¢ sek-
wencji programujgacych proces dojrzewania mRNA, a odigczanych od
MRNA jeszcze w jadrze komdérkowym.

Udziat biatek dotgczonych do mRNA w regulowaniu aktywnosci po-
lisomow jest w chwili obecnej przedmiotem intensywnych badan. Stwier-
dzono, ze odgrywajag one wazng role w inicjacji wigzania peptydowego (56)
oraz w dotgczaniu mRNA do mniejszej podjednostki rybosomu (120). Biat-
ka te wystepujg w cytoplazmie réwniez w stanie wolnym, o czym moze
Swiadczy¢ fakt prawidtowej translacji odbialczonego mRNA kodujacego
synteze globiny w uktadach in vitro w obecnosci biatek supernatantu ery-
trocytow (55).

Badania kinetyki wlaczania radioaktywnych prekursoré6w do mRNA
wykazaty, ze czasteczki mMRNA pojawiajg sie w cytoplazmie najpierw ja-
ko wolne kompleksy rybonukleoproteidowe a dopiero w dalszej kolejnosci
zostajag wbudowane do polisomoéow. Wigczaniu wolnych komplekso6w mRNA
do polisoméw towarzyszy szereg przeksztatcernn ich komponentéw biatko-
wych (128). Taka kolejno$¢ przemian biatkowych komplekséw mRNA
w cytoplazmie zostalta wykazana doswiadczalnie w komérkach watroby
szczura (66), w komoérkach HelLa (49), zarodkach jezowca (110) oraz w ery-
troblastach embrionoéw kaczki (129). Jak stwierdzono za pomocag mikrosko-
pu elektronowego wolne kompleksy mRNA wydzielone w komoérkach
HelLa tworzg charakterystycznie zwiniete struktury. Mozna je zaobserwo-
wac zaréwno w stanie wolnym jak i w trakcie tgczenia sie z rybosomami
w polisomy. Obrazy tych komplekséw przedstawia rycina 6 (49).

I1. Blokowanie i aktywacja mRNA

Ostanie lata przyniosty znaczny postep w badaniu metabolizmu mRNA
w komorkach. O ile jednak udato sie bardzo udoskonali¢ metody wyodreb-
niania zablokowanych form mRNA, co pozwolitlo na czesciowe zbadanie
ich budowy, to jednak funkcje biologiczne skitadnikéw biatkowych tych
komplekséw oraz mechanizm blokowania i aktywowania informacji gene-
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tycznej w nich zawartej poznano dotad w bardzo niewielkim stopniu. Sto-
sunkowo najlepiej zbadano proces regulacji aktywnosci matrycowej wiru-
sOw typu f. Wirusy te maja prosta budowe, a ich RNA stanowi policistro-
nowy mRNA trzech biatek: biatka kapsydu, biatka dojrzewania (biatka A)
i specyficznej, fagowej polimerazy RNA. W skiad czasteczki wirusa, obok
RNA wchodzg dwa pierwsze biatka, tworzgc razem typowy kompleks ry-
bonukleoproteidowy. W czasie syntezy biatek wirusa w komdrce bakteryj-
nej obserwuje sie Scistg polarno$é¢ procesu translacji. Najpierw powstaje
czagsteczka biatka kapsydu, a dopiero po jej ukonczeniu rozpoczyna sie
synteza polimerazy (133— 135). Synteza biatka kapsydu stanowi wiec
w pierwszym okresie rozwoju wirusa proces aktywujacy synteze poli-
merazy. Jednakze po nagromadzeniu sie wiekszej ilosci czgsteczek biatka
kapsydu nastepuje zablokowanie przez nie odcinka RNA odpowiedzial-
nego za inicjacje syntezy polimerazy tak, ze w poéZniejszym etapie roz-
woju wirusa czgsteczka RNA stuzy tylko jako matryca dla syntezy biatek
kapsydu. W ten sposob biatko kapsydu jest specyficznym czynnikiem blo-
kujacym synteze polimerazy poprzez utworzenie nieaktywnych kom-
plekséw z odcinkiem RNA odpowiedzialnym za inicjacje tej syntezy (136—
138), przy czym specyficznos¢ hamujgcego dziatania biatka kapsydu
jest bardzo wysoka (134, 139).

Tabela 1.

Wptyw trypsyny na wigczanie radioaktywnych aminokwaséw przez frakcje rybosomalng
z niezaptodnionych jaj jezowca morskiego (8)*

imp./min./mg. rybosomalnego

R>iA
Aminokwasy Dodatek RNA Rybosomy
Rybosomy traktowane
kontrolne
trypsyna
[14C] AA — 18 448
[14C] AA RNA, jaja niezapt. 9 644
[MC] AH — 25 260
[14C] AH RNA blastuli 0 475
[14C] Fen — (o] 72
[14C] Fen Poli(U) 360 2200

* Uktad do biosyntezy biatka byt wyodrebniony z jaj niezaptodnionych. Symbol 14C AA oznaczat sztuczng mie-
szanine radioaktywnych aminokwaséw, symbol 14C AH — hydrolizat biatek Chlorella.

Podobnie dokiadne badania prowadzone nad kompleksami biatek
i MRNA z organizmdéw wyzszych w obecnej chwili sa jeszcze niedostepne
i z koniecznosci ograniczajg sie do poszukiwania czynnikéw odblokowujg-
cych nieaktywne formy mRNA. Pierwsze takie doswiadczenia zostaty
przeprowadzone przez Monroy a (7, 8 nad uaktywnianiem frakcji ry-
bosomalnej z niezaptodnionych jaj jezowca morskiego. Frakcja ryboso-
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malna wyizolowana z niezaptodnionych jaj jest niezdolna do wigczania ra-
dioaktywnych aminokwaséw. Frakcja ta poddana krotkotrwatemu dziata-
niu trypsyny odzyskuje aktywnos$¢, przy czym wzrost aktywnosci we wia-
czaniu aminokwas6w nastepuje spontaniczne bez dodania egzogennego
MRNA (Tabela 1).

Doswiadczenie to sugeruje mozliwos¢é udziatlu enzyméw proteolitycz-
nych w uruchamianiu informacji genetycznej zawartej w zamaskowa-
nym mMRNA komoérek jajowych. Za tym przypuszczeniem przemawia
przejsciowy, krotkotrwaly wzrost aktywnosci enzymoéw proteolitycznych
w komodrkach jajowych bezposrednio po zaptodnieniu (145), ktoéry, jak
stwierdzono w przypadku jaj jezowca morskiego, wystepuje we frakcji
informosomow (140).

Podobne wnioski wynikajg takze z analizy dynamiki syntezy biatek
w czasie podziatu komoérek HelLa (141). W komoérkach tych, w okresie me-
tafazy trwajgcej ok. 15-tu minut, biosynteza biatka ulega krotkotrwatemu
zahamowaniu. Zahamowanie to jest konsekwencja okresowego zablokowa-
nia translacji; polisomy ulegajg wowczas degradacji do monorybosomow
ale bez rozktadu mRNA, gdyz jego okres pottrwania wynosi conajmniej
kilka godzin. Badajgc ukiady bezkomérkowe wyodrebnione z komoérek
HelLa stwierdzono réwniez, ze uklady wydzielone z komoérek metafazal-
nych sg niezdolne do syntezy biatka, natomiast tagodna hydroliza trypsy-
ng przywraca im te zdolnos¢ (146). Aktywnos$¢ frakcji rybosomalnej po-
traktowanej trypsyna osigga poziom rowny obserwowanemu w doswiad-
czeniu kontrolnym, do ktérego uzyto frakcji rybosomalnej wydzielonej
z komérek w stadium interfazy, charakteryzujagcym sie wysokim pozio-
mem biosyntezy biatka. Aktywujace dziatanie trypsyny sugeruje tez, ze
w blokowaniu aktywnos$ci matrycowej mRNA biorg udziat biatka zasa-
dowe, bogate w arginine lub lizyne (8).

Przedstawione dane pozwalaja zatem przyja¢, ze jeden z mechaniz-
moéw regulacji procesu translacji moze polega¢ na taczeniu sie biatka
z mRNA i blokowaniu w ten sposéb mozliwosci jego odczytywania oraz
na aktywowaniu tych form przez enzymatyczng degradacje blokujgcego
skiadnika biatkowego. Dlatego tez w ostatnich latach podjeto badania cha-
rakteru odziatywan biatek zasadowych na proces translacji w uktadach
in vitro. Ustalono, ze istotnie histony (142, 143, 147, 148, 149), zasadowe
biatka mikrosomalne (149) a takze inne zwigzki o charakterze polikatio-
nowym, takie jak poli-L-lizyna (148) silnie hamuja biosynteze biatka
w uktadzie bezkomoérkowym. W tabeli 2 zestawiono wyniki doswiadczen
ilustrujacych wptyw réznych rodzajow bialek zasadowych na stopien
wiaczania aminokwaséw w uktadach bezkomdrkowych roslinnych i zwie-
rzecych.

Jak wida¢ z przedstawionych w tabeli danych zasadowe polipetydy
o stosunkowo duzej masie czasteczkowej (od 3 tys. do 6 tys.) (149) nie ha-
mujg biosyntezy biatka. Wskazuje to, ze w procesie hamowania istotne

2 Postepy Biochemii
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znaczenie posiada nie tylko charakter zasadowy, ale wielkos¢ i ksztatt cza-
steczki blokujgcego biatka. Okazato sie ponadto, ze histony nie zmieniaja
aktywnos$ci syntetaz aminoacylo-tRNA, jak réwniez nie inaktywujg cza-
steczek tRNA (147), oraz, ze inhibicja wywotana histonami moze by¢
cofnieta przez.dodanie do ukiadu heparyny tj. zwigzku o charakterze sil-
nie polianionowym (148). Dane te jak réowniez stwierdzana na przykiadzie

komoérek HelLa mozliwos¢ okresowego przechodzenia polisoméw z formy

Tabela 2.

Wptyw biatek zasadowych na proces translacji in vitro w ukladzie wydzielonym
z watroby szczura i kietkéw grochu*

Watroba szczura Kietki grochu
imp/min/mg % imp/min/mg Yo
rybosoméw hamowania rybosomoéw hamowania

Uktad kontrolny 8421 (6] 6320 (6]
+ 200 [i.g histonéw 1083 87 1260
+200 jxg biatek mikroso-
malnych 4740 47 2910 3H
+ 200 [xg zasadowych
polipeptydéw 8642 — 6730 —

* Rybosomy byly inkubowane przez 10 min. w 0° z biatkami lub polipeptydami. Wiaczanie radioaktywnych ami-
nokwaséw byto prowadzone w temp. 37° w ciggu 1 godz. (142, 149).

aktywnej w nieaktywng (141, 146) nasunely pomyst wykorzystania zdol-
nosci inhibujgcych histonéw do zbadania mechanizmu odwracalnego blo-
kowania polisoméw w uktadzie modelowym (142, 143). Jako zrédio po-
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Ryc. 7. Wptyw histonéw na profile pre-
paratéw rybosomalnych watroby szczura
w gradiencie stezen sacharozy (143).

1— preparat natywny (1 mag);
2— 100 ng histonéw, 3—

rat po inkubacj

ten
iz

sam prepa-

200 ng histonéw, 4— 300 ng histonéw.

histony pg/mg rybosomoéw

Ryc. 8 Wptyw histonu fi i mieszaniny
pozostatych histonéw na inkorporacje
radioaktywnych aminokwaséw w ukita-
dzie bezkomérkowym wydzielonym z wa-
troby szczura (W. Jachymczyk — dane
nieopublikowane).

H — mieszanina histonéw pozbawionych histo-
nu fi fi — histon ft
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lisomow wybrano watrobe szczura z ktoérej, dzieki obecnosci naturalnego
inhibitora rybonukleazy, mozna tatwo wyizolowa¢ duze polisomy zacho-
wujgce przez diuzszy czas aktywnos¢ we wilgczaniu aminokwasow in vi-
tro. W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano, ze histony tacza
sie z polisomami w $cisle okreslonym stosunku wagowym (okoto 1:1),
a catkowite zahamowanie aktywnosci polisoméw nastepuje juz przy trzy-
krotnie mniejszym stezeniu histonéw. Inaktywacja polisoméw polega na
taczeniu sie ich z histonami w duze kompleksy, ktére szybko sedymentuja
w czasie wirowania w gradiencie stezenn sacharozy (Ryc. 7) (143).

Szczegolnie silne wlasnosci inhibujgce wykazuje histon iu (Ryc. 8), kt6-
ry w odréznieniu od pozostatych histonéw, posiada inny, wydtuzony ksztatt
czasteczki, a ponadto wykazuje specyficznos¢ tkankowg i gatunkowg (150,
151, 164, 165, 166).

Histony wykazujg znacznie wieksze powinowactwo do polisomoéw niz
do wolnych rybosomoéw. Z ryciny 7 wynika, ze dodatek histonéw w ilosci,
ktéra powoduje zablokowanie wszystkich obecnych w roztworze poliso-

Tabela 3.

Wptyw mRNA, rybosomalnego RNA (r RNA) i poli (U) na wigezanie radioaktywnych
aminokwasow przez frakcje rybosomalng watroby szczura natywng i traktowang histonami (142).

Dodatek
Rybosomy (1 mg. imp./min./mg.
4 v ( o) mRNA r RNA poli U P ,mg
traktowane: rybosomoéw
Ve g
— (kontrola) — — — 2433
A — 50 — - 3675
+ 300 (lg histonéw — — - 420
+ 300 jig histonéw 50 — — 2670
— (kontrola) — - — 2183
B — — 50 — 2200
+ 300 [xg histonéw — — - 265
+ 300 [ig histonéw — 50 — 275
— (kontrola) — — — 5185
c* — — — 100 8743
+ 300 jxg histonéw — — — 920
+ 300 pig histonéw — — 100 8131

* W doswiadczeniu z poli (U) zamiast mieszaniny znakowanych aminokwaséw stosowano 14C fenyloalaning
0,5n.Ci).

mow wplywa tylko w niewielkim stopniu na zmniejszenie sie ilosci wol-
nych rybosomoéw w roztworze. Mimo obecnosci histonéw w uktadzie, wol-
ne rybosomy zachowujg petng aktywnos$¢ wigczania aminokwasow po
uzupetnieniu ukiadu egzogennym mRNA lub kwasem poliurydylowym,
0 czym $wiadcza dane z tabeli 3.

Z danych tabeli 3 wynika ponadto, ze wzrost aktywnosci ukladu po-
traktowanego uprzednio histonami po dodaniu egzogennego mRNA nie

2*
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polega na reaktywowaniu zablokowanych polisoméw, lecz jest wynikiem
tworzenia sie nowych polisoméw z obecnych w roztworze wolnych ry-
bosomow. Dodanie rybosomalnego RNA nie posiadajgcego aktywnosci
matrycowej nie powodowato bowiem stymulacji wigczania radioaktyw-
nych aminokwaséw w uktadzie zablokowanym przez histony.

Tabela 4.

Wptyw trypsyny na aktywowanie frakcji rybosomalnej watroby szczura
zablokowanej przez histony (143)

Nr Rybosomy (1 mg) traktowane: Aktywnosé
doswiadczenia histonami y.g trypsyna iig Yo

1 — (kontrola) — 100

2 100 — 55

3 200 — 38

4 300 — 14

5 300 2,7 81

Zablokowane polisomy mozna natomiast uaktywnié¢ przez podziatanie
trypsyna (143). Enzym ten nie tylko przywraca prawie catkowitg, pierwot-
ng aktywnos$¢ polisoméw (Tabela 4) lecz réwniez obraz reaktywowanych
polisomow w gradiencie stezen sacharozy jest niemal identyczny jak po-
lisomow natywnych otrzymanych bezposrednio z komérek watroby szczu-
ra (Ryc. 9).

Ryc. 9. Wplyw trypsyny na reaktywowa-
nie polisoméw w preparacie rybosomalnym
watroby szczura inkubowanym z histona-

g
AT A e e b S 2 mi (143).
! 1 1 L 1— preparat natywny (1 mg); 2— preparat inku-
10 20 30__ + 40 bowany z 300 ug histonéw; 3— preparat inku”
numer frakcji bowany z historiami po dziataniu trypsyny.

Poniewaz w blokowaniu polisomoéw istotng role odgrywa nie tylko cha-
rakter zasadowy biatka lecz réwniez ksztatt i wielko$¢ czgsteczki, reakty-
wacja zablokowanego uktadu nie musi polega¢ na catkowitej degradaciji
czasteczki blokujgcego biatka. Wydaje sie, ze wystarcza rozszczepienie
przez trypsyne tylko niewielkiej liczby wigzan peptydowych w czastecz-
kach histonéw aby spowodowaé przywrdcenie aktywnosci matrycowej
polisomalnego mMRNA (142).
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Przedstawiony sposéb oddziatywania histonéw na translacje, a przede
wszystkim mozliwos¢ reaktywowania polisomoéw zablokowanych histona-
mi przy pomocy trypsyny, wskazuje na znaczne podobienstwo przebiegu
procesow regulacji aktywnosci mRNA obserwowanych w uktadach wyizo-
lowanych z niezaptodnionych komoérek jajowych jezowca i metafazalnych
komoérek HelLa oraz w badanym uktadzie modelowym.

Ostatnio udato sie przeprowadzi¢ in vitro aktywacje zablokowanych
form mRNA wystepujacych w nasionach roslin, a mianowicie w uktadach
wydzielonych z zarodkéw pszenicy (30, 152) i grochu (33, 144). W zarod-
kach tych nasion mRNA wystepuje w formie wolnych kompleksoéw rybo-
nukleoproteidowych i mozna go wykry¢ we frakcji mikrosomalnej. Wy-
izolowany z tej frakcji RNA poddany elektroforezie w zelu poliakryla-
midowym rozdziela sie na szereg charakterystycznych prazkéw (153, 154).
Wsrod nich mozna wyrozni¢ obok RNA rybosomalnego o wartosciach S
rownych 24, 17 i 5 obecno$¢ szeregu stabiej zarysowanych prazkoéow, kté-
rych warto$s¢ S wynosi Srednio okoto 10. RNA wystepujacy w tych praz-
kach wykazuje wyrazng aktywno$¢ matrycowg w uktadach in vitro, co
stwierdzono badajagc RNA wydzielony z suchych nasion pszenicy (153)
i grochu (33). Co wiecej rozmieszczenie tych prazkéw na elektroforogra-
mach bylo identyczne z potozeniem szybko znakujacego sie RNA wydzie-
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lonego z frakcji rybosomalnej zarodkéw nasion kietkujgcych, co jest do-
datkowym potwierdzeniem wystepowania w nich mRNA (153, 154).

W celu zaktywowania zablokowanej formy mRNA i wykazania jej
aktywnosci w uktadzie bezkomérkowym konieczne jest oditgczenie cza-
steczek blokujgcych biatek lub ich modyfikacja. Aktywacje zablokowanej
formy mRNA z kietkéw pszenicy uzyskano przez inkubacje z ATP (152).
W ukiadzie wyizolowanym z zarodkéw suchych nasion grochu potrzebne
byto uprzednie traktowanie frakcji zawierajgcej nieaktywny mRNA ni-
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skimi stezeniami trypsyny (33, 144). Efekt dziatania trypsyny jest naj-
wiekszy w przypadku traktowania frakcji rybosomalnej wydzielonej z za-
rodkéw nasion suchych i szybko maleje wraz z uptywem czasu kietkowa-
nia, co Swiadczy o malejacej ilosci mMRNA wystepujgcego w formie
zablokowanej, w miare uptywu czasu kietkowania. W wyniku aktywo-
wania zablokowanego mRNA przez trypsyne, mozna zaobserwowac nie
tylko wzrost aktywnosci preparatéw rybosomalnych we wigczaniu radio-
aktywnych aminokwaséw lecz réwniez powstawanie in vitro polisomoéw
aktywnych w biosyntezie biatka (Ryc. 10).

Tworzenie sie polisoméw in vitro stanowi przekonywujgcy dowdd,
ze stymulowanie wiaczania radioaktywnych aminokwaséw obserwowane
w zarodkach suchych nasion grochu pod wptywem trypsyny (33) a w za-
rodkach suchych nasion pszenicy tylko pod wpitywem inkubacji z ATP
(152) jest wynikiem rzeczywistego odblokowania mRNA obecnego w tych
zarodkach. Aktywujgce dziatanie ATP wskazuje na bardzo wazng role
biatek ufosforylowanych, wykrytych ostatnio w informosomach cytoplaz-
matycznych, w regulacji aktywnosci mRNA w komorkach. Zmiany
w ufosforylowaniu tych biatek w obecnosci ATP i pod dziataniem
kinaz biatkowych, ktorych aktywnosci zostaly ostatnio zidentyfikowane
w biatkach informosomoéw jadrowych i cytoplazmatycznych (91, 93) moga
powodowaé¢ odblokowanie aktywnosci matrycowej tancuchéw mRNA
i udostepnia¢ je rybosomom poprzez zmiane tadunku w blokujgcych cza-
steczkach biatka. Mechanizm aktywacji bytby wiec podobny do mecha-
nizmu aktywowania tannicuchéw DNA w chromatynie poprzez zmiany w
ufosforylowaniu, metylowaniu czy acylacji biatek chromatyny (155— 159).
W przypadku kietkow grochu, ktére jak wszystkie nasiona rodziny Papi-
lionaceae gromadza duze ilosci biatka jako materiatlu zapasowego, akty-
wowanie zablokowanych form mRNA musi zachodzi¢ przy udziale enzy-
mow proteolitycznych. Wniosek ten potwierdzaja takze wyniki badan,
w ktérych wykazano, ze we wczesnych etapach pecznienia i kietkowania
nasion grochu, nastepuje szybki wzrost aktywnosci proteazy typu tryp-
syny, potaczony z obnizeniem aktywnosci inhibitora trypsyny (160). Po-
wstawanie polisomow w uktadzie bezkomorkowym pod wpltywem tagod-
nego dziatania trypsyny odzwierciedla wiec prawdopodobnie przebieg
fizjologicznego procesu aktywowania zablokowanych form mRNA podczas
kietkowania nasion grochu.

I1l. Model wielostopniowej (kaskadowej) regulacji informacyjnego RNA
w komorkach eukariotéw

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki doswiadczen wskazujg, ze
translacja informacji genetycznej w komérkach eukariotycznych podlega
skomplikowanym procesom kontroli realizowanej poprzez wielostopniowe
przeksztatcanie informacyjnego RNA. Procesy te zachodzg zaréwno na
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terenie jadra komoérkowego jak i cytoplazmy. Podstawowa role w tej
kontroli odgrywajg biatka dotgczone do mRNA, jakkolwiek dane ekspe-
rymentalne pozwalajace na koleracje konkretnego oddziatywania regula-
cyjnego z danym biatkiem sg jeszcze bardzo fragmentaryczne. Przebieg
syntezy i wieloetapowych przeksztatcen czasteczek mRNA w czasie prze-
nosznia informacji genetycznej z DNA do biatka, zgodnie z modelem za-
proponowanym przez Scherrera (80, 81), przedstawia schemat I.

CHROMATYNA NUKLEOPLAZMA CYTOPLAZMA
pre-mRNA MRNP
olbrzymie Srednie mate wolne  polirybosomalne

t/2=30 min t/2=3-4 godz. t/2~20 godz. fozlpad

5' 5 g
rozpa
. ()
rozpad rozpad rozpad
Il RHff f
_i_ . .
| | dr
f3

3 r .
poliadenylacja
transkrypcja translacja

oth

Schemat 1 Schemat syntezy i wewnatrzkomoérkowego transportu informacyjnego

RNA w organizmach eukariotycznych (80 i 103)

Powstajaca w wyniku transkrypcji olbrzymia czasteczka pre-mRNA moze zawieraé¢ jedng lub
kilka sekwencji informacyjnych. Natychmiast po utworzeniu tancucha pre-mRNA nastepuje
dotgczenie do niego czasteczek biatkowych. Nowopowstata olbrzymia czasteczka ulega bardzo
szybkiemu rozpadowi do czasteczek mniejszych o diuzszym okresie péttrwania. W tym czasie
nastepuje dotaczenie reszt poliadenylowych do konca 3' tancuchéw zawierajagcych sekwencje
informacyjne. Ponadto w jadrze wystepuja takze czasteczki rybonukleoproteidowe o duzo
mniejszej masie i diugim okresie poéttrwania, ktérych rola nie zostata dotad wyjasniona.
W czasie przejScia mRNA z jadra do cytoplazmy nastepuje wymiana dotaczonych do niego
czasteczek biatkowych. W cytoplazmie mRNA pojawia sie najpierw w formie przejsciowej (P),
z ktérej przechodzi badZz do formy aktywnej w polisomach (A) i ulega translacji, badz tez do
formy zamaskowanej (Z), w ktérej jest przechowywany. Literami R zaznaczone sg prawdopo-
dobne miejsca regulacji tego procesu.

Etap 1. Synteza prekursoréw mRNA (pre-mRNA)

W pierwszym etapie powstajg olbrzymie czasteczki RNA, ktére ule-
gaja natychmiastowemu potaczeniu z czasteczkami specyficznych biatek
(informoferami), réznych od biatek chromatyny. Tylko niewielka czesé
czasteczki pre-mRNA jest nosnikiem informacji dla syntezy tancuchéw
peptydowych. Pozostaty jej fragment, ktéry nie ulega translacji, moze
zawiera¢ sekwencje programujgce cze$¢ informacyjnag lub sekwencje
0 jeszcze niepoznanym znaczeniu genetycznym. Olbrzymia czasteczka
pre-mRNA moze zawiera¢ wieksza liczbe cistronéw, ktdre w procesie
dalszych przeksztatcen zostajg rozdzielone i ulegaja translacji oddzielnie.
Zgodnie z najnowszymi wynikami badarn Pedersona (89) biatka dotaczone
do czgsteczki pre-mRNA sa bardzo heterogenne i réznig sie w zaleznosci
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od rodzaju tkanki i gatunku organizmu, z ktérego zostaty wyodrebnione.
Powstajacy w chromatynie kompleks rybonukleoproteidowy charaktery-
zuje sie wiec nie tylko specyficzng sekwencjg nukleotydow w tancuchu
pre-mRNA, lecz réwniez specyficznym rodzajem i iloscia dotaczonych
biatek.

Etap 2. Przemiany wewnatrzjgdrowe prekursora mRNA

Po oddzieleniu sie czgsteczek pre-mRNA z chromatyny rozpoczyna sie
natychmiast proces ,dojrzewania” polegajacy na degradacji olbrzymiej
czasteczki za pomocg endo- i egzonukleaz, oraz na dotgczaniu do sekwencji
nukleotydowych mRNA ‘tancuchéw poliadenylowych. Pozostate odcinki
olbrzymiej czasteczki pre-mRNA, wsrdéd ktérych wystepuja sekwencje
wspotdziatajgce w procesie dojrzewania mRNA (sekwencje programujace),
ulegaja rozktadowi z uwolnieniem biatka informoferowego.

Jak juz wspomniano wyzej szereg biatek zwigzanych z czasteczka
pre-mRNA wykazuje aktywnosci enzymatyczne, jak np. aktywnos¢ spe-
cyficznej rybonukleazy czy syntetazy poli(A) (92, 95), biorac w ten spo-
s6b udziat w przemianach tej czgsteczki wewnatrz jadra komdrkowego.

Etap 3. Transport mRNA do cytoplazmy

W wyniku przemian zachodzacych w jadrze tylko czasteczki RNA
zawierajgce sekwencje informacyjne (mMRNA) zostajg przetransportowane
do btony jadrowej a nastepnie poprzez blone do cytoplazmy. Mechanizm
tego transportu jest nieznany. W czasie przechodzenia przez blone jadro-
wa nastepuje wymiana biatek dotgczonych do mRNA. Prawdopodobnie
jedynie biatko dotgczone do odcinkdéw poliadenylowych przechodzi poprzez
btone razem z mRNA. Pozostale biatka sa zatrzymywane wewnatrz jadra
i moga bra¢ udziat w kolejnym cyklu syntezy pre-mRNA.

Etap 4. Przemiany mRNA w obrebie cytoplazmy

Czasteczki mRNA przechodzgce do cytoplazmy ulegajg natychmia-
stowemu potaczeniu ze specyficznymi biatkami i w formie komplekséw
rybonukleoproteidowych wystepuja w cytoplazmie badz w stanie wolnym
(masked mRNA, blocked mRNA) badZ zostaja wbudowane w polisomy
ulegajac translacji. Jak wynika z badan Scharffa i Robbinsa
(141) procesy te sg odwracalne; w zaleznosci od stanu fizjologicznego ko-
morki, mRNA z formy zamaskowanej moze przechodzi¢ w forme akty-
wna w polisomach lub odwrotnie, mMRNA polisoméw moze przechodzi¢
w forme nieaktywna w celu przechowania i wykorzystania informacji w
pozniejszym etapie rozwoju. Aktywacja (lub inhibicja) jak réwniez sta-
bilizacja czasteczek mMRNA realizowana poprzez udziat specyficznych bia-
tek dotgczonych do odpowiednich sekwencji mMRNA moze zachodzi¢ po-
przez zmiany w trzeciorzedowej strukturze biatka pod wptywem efekto-
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row allosterycznych lub zmiany stezenia jonéw, zmian chemicznych w
czgsteczkach biatkowych oraz przez odigczenie znacznej czesci czy nawet
wszystkich biatek i dotgczenie nowych. Na szczegdlng uwage zastuguja
doswiadczenia wskazujace na udziat fosforylacji oraz dziatania proteaz
w regulowaniu aktywnosci mRNA w cytoplazmie. Wykrycie ufosforylo-
wanych biatek dotgczonych do cytoplazmatycznego mRNA (80, 128) jak
rowniez obserwowany u réznych organizméw gwattowny wzrost aktyw-
nosci proteaz towarzyszacy przejsciu komorki ze stanu pasywnego w ak-
tywny wskazujg sposéb, w jaki moze nastepowaé¢ wymiana biatek towa-
rzyszacych mRNA przy przejsciu z formy zamaskowanej w aktywna.
Wydaje sie, ze nie zawsze cata ilos¢ informacji genetycznej wystepujacej
na terenie cytoplazmy zostaje wykorzystana. Cze$¢ nieaktywnych form
MRNA moze ulega¢ rozktadowi bez przechodzenia przez etap translacji
(80, 81).

Uwagi koncowe

System regulacji transportu i wykorzystywania informacji genetycznej
w komorkach eukariotycznych musi by¢é z natury rzeczy bardziej ztozony
niz u bakterii. Jest to konsekwencjg znacznie wiekszej ilosci informaciji,
ktérg taka komorka posiada oraz rozdzielenia w niej miejsc transkrypcji
i translacji. W organizmach wielokomérkowych o zréznicowanych tkan-
kach, wymagania stawiane systemom regulacyjnym jeszcze bardziej sie
komplikuja, przede wszystkim ze wzgledu na konieczno$¢ wigczania od-
powiednich sygnatow w okreslonym czasie, co ma szczeg6lne znaczenie
podczas procesow réznicowania komoérek. Opracowany przez Scherrera
wielostopniowy model regulacji (71, 80, 81) przedstawiony w tym artykule
zaktada mozliwos¢ pobierania informacji z centralnej pamieci komorki
(DNA) i przechowywania jej w miejscu, w ktéorym bedzie uzyta w przy-
sztosci. System ten jest znacznie skuteczniejszy, jak réwniez wymaga
mniejszych naktadéw energii niz taki system, ktéry zmusza do odwoty-
wania sie zawsze do pamieci centralnej. Przedstawione w artykule wy-
niki doswiadczen wykazaty, ze zaréwno w poczatkowej fazie rozwoju
embrionalnego organizméw zwierzecych (10, 44, 161, 162, 163) jak i po-
czatkowej fazie kietkowania roslin (28, 29, 30, 31, 33, 152), podczas przeo-
brazenia owadéw (32a, 36) a takze w czasie sporulacji u mikroorganizmow
(38, 39, 40), informacja potrzebna we wczesnych etapach rozwoju jest
rzeczywiscie przechowywana w cytoplazmie, gdzie ulega aktywacji na-
natychmiast po przerwaniu stanu spoczynku. Przechowywane czgsteczki
mMRNA musza by¢ zdolne do rozpoznawania sygnatéw przenoszonych za-
rowno przez makroczgsteczki jak tez przez efektory o niskim ciezarze
czasteczkowym. Ponadto tarnicuchy mRNA muszg by¢ chronione przed
wptywem réznych czynnikéw zawartych w komodrce, ktére mogtyby wy-
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wotac¢ ich uszkodzenie lub translacje w nieodpowiednim czasie. Jedynie
czasteczki biatkowe sg zdolne do petnienia tak réznorodnych funkcji, jak
tez do precyzyjnego rozpoznawania pierwszo- i drugorzedowej struktury
MRNA w czasie tgczenia sie w kompleksy. Wielka réznorodnos$¢ biatek
informosomoéw oraz obserwowane zmiany w skladzie tych biatek w cza-
sie przechodzenia mRNA z jgdra do cytoplazmy i z formy pasywnej w ak-
tywng stanowig dodatkowy, wazny argument przemawiajgcy za ich rolg
jako regulatoréw aktywnosci templacyjnej mRNA.

Przedstawiona hipoteza regulacji syntezy i aktywnosci mRNA posiada
w chwili obecnej dos¢ skromny materiat doswiadczalny na poparcie swej
stusznosci. Wobec trudnosci w identyfikacji czasteczek mRNA o funkcji
biatek towarzyszacych mozna tylko wnioskowaé na drodze posredniej.
Wydaje sie jednak, ze te trudnosci zostang niebawem przezwyciezone
dzieki zastosowaniu nowych technik wydzielania mRNA przy pomocy
chromatografii na poli(U) i poli(T), celulozie oraz oddzielania rybonu-
kleoproteidowych kompleksow mRNA od biatlek wigzanych w sposéb
niespecyficzny.

Artykut otrzymano 16.11.1974, po rewizji autorskiej przyjeto 17.12.1974.
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ANDRZEJ DOBEK *» KAZIMIERZ JEDRZEJCZAK *>,
ADAM PATKOWSKI *> KRZYSZTOF SZYFTER *>

Zastosowanie technik spektralnych do badania kwaséw
nukleinowych

Application of the Spectral Techniques to Research of the Nucleic Acids

Metody spektroskopowe stanowia uzupetnienie klasycznych metod
biochemicznych w badaniach struktury, mechanizmoéw reakcji i niektérych
przemian energetycznych zwiazkéw chemicznych. W ostatnich latach za-
interesowanie tymi metodami znacznie wzrosto. Cze$Sciowo wigze sie to
z udoskonaleniem i wiekszym rozpowszechnieniem w laboratoriach bio-
chemicznych aparatury spektralnej, a czesciowo z podstawowymi zaleta-
mi metod spektralnych. Naleza do nich przede wszystkim: réznorodnos¢
informacji otrzymywanych w wyniku interpretacji widma oraz mozliwos¢
odzyskania niezniszczonej prébki po wykonaniu analizy.

W toku artykutu zostang omoéwione zastosowania spektroskopii rama-
nowskiej, spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni i spektroskopii jg-
drowego rezonansu magnetycznego. Zdaniem autoréw artykutu te witasnie
techniki sg najbardziej uzyteczne i stwarzajg szerokie mozliwosci zastoso-
wan w badaniach biopolimeréw.

I. Spektroskopia ramanowska

1-1. Fizyczne podstawy rozpraszania Ramana

Z teorii rozpraszania Swiatta stworzonych na gruncie mechaniki kwan-
towej przez Kramersa i Heisenberga (1) oraz Diraca (2) wy-
nikato, ze Swiatto rozproszone powinno zawiera¢ oprocz fotondw o czestos-
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ci padajacej vO takze fotony o czestosciach vO+vOr, gdzie vor jest czestoscig
drgan oscylacyjno-rotacyjnych czasteczki. Doswiadczalne potwierdzenie
tych przewidywan daty prace Ramana i Krishnana (3), ktérzy od-
kryli to zjawisko w cieczach oraz Landsberga i Mendelstama
(4), ktorzy ten sam typ rozpraszania stwierdzili w krysztatach kwarcu.
Odkrycia powyzsze byty dobrym potwierdzeniem teorii kwantowo-mecha-
nicznej. i ' i

Dla lepszego zorientowania czytelnika poréwnamy rozpraszanie ra-
manowskie (w literaturze rosyjskiej uzywa sie terminu — rozpraszanie
kombinacyjne) z innymi typami rozpraszania Swiatta.

Jezeli na osrodek pada wigzka Swiatla o czestosci okoto 6X10M Hz, to
w Swietle rozproszonym mozna obserwowac¢ fotony o czestosciach prze-
sunietych o 10— 104 Hz wzgledem fotondw padajacych. W granicach tych
wyréznia sie trzy przedzialy odpowiadajgce poszczegdélnym typom roz-
praszania sSwiatta. Przesuniecie o 10— 105Hz od czestosci wigzki padajacej
odpowiada rozpraszaniu Rayleigha, o 10®— 10D Hz — rozpraszaniu Bril-
louina, a o 10— 10¥MHz — rozpraszaniu Ramana. Zatem przesuniecie cze-
stosci dla pasm ramanowskich miesci sie w zakresie 3— 3000 cm-1. Postu-
gujac sie odpowiednimi interferometrami Fabry-Perot mozna zmierzy¢
przesuniecie o lcm-1, a stosujgc filtry jodowe (5) i monochromatory
0 dwoch lub trzech siatkach, mozna bada¢ przesuniecia czestosci o 108—
— 104 Hz czyli o 0,003— 3000 cm*“ 1

Wszystkie przesunigcia czestosci w Swietle rozproszonym spowodowane
sg catkowicie ruchem mas (jgder) czasteczki, a przesuniecie czestosci Swiat-
ta rozproszonego odpowiada czestosci ruchu jader. Rozproszenie ramanow-
skie wywotuja jedynie okreslone rodzaje drgann — te mianowicie, ktoére po-
woduja zmiane polaryzowalnosci czgsteczki. Natomiast drgania wywotuja-
ce zmiane momentu dipolowego czgsteczki sg rejestrowane w postaci widm
w podczerwieni. Wskazuje to na powigzanie i uzupetnianie sie spektro-
skopii Ramana i w podczerwieni.

Wystepowanie pasm Ramana wigze sie z symetrig czgsteczki. Wibracje
grup symetrycznych powodujg znaczng zmiane polaryzowalnosci i stabg
zmiange momentu dipolowego i tym samym wystepowanie silnych pasm
Ramana i stabych w podczerwieni. Wibracje grup asymetrycznych powo-
dujg odwrotnag sytuacje (7).

Pochodzenie wymienionych wyzej typéw rozpraszania $Swiatta mozna
tatwo pokaza¢ w oparciu o klasyczng teorie polaryzowalnosci Ptaczka
(6). Z teorii tej wynika, ze warunkiem koniecznym rozpraszania Ramana

8a
jest, aby m£ 0 (gdzie a jest polaryzowalnosciag, a q wspoétrzednag nor-

malng drgania). W promieniowaniu rozproszonym pojawiajg sie dwie
sktadowe: pierwsza o czestosci vQ—vor, zwana skladowg stokesowska
1 druga o czestosci vO+vOr., zwana skladowg antystokesowskg. Stosunek
natezen skladowej stokesowskiej (0 czestosci vO—vor.) i skladowej raylei-
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ghowskiej (o czestosci vQ wynosi okoto 10-3, za$ sktadowej stokesowskiej
i antystokesowskiej zalezy gtownie od stosunku obsadzeri oscylacyjnych
pozioméw energetycznych. Pasma antystokesowskie obserwuje sie jedy-
nie w przypadku matych czestosci oscylacji vor, gdyz wtedy obsadzenie
wzbudzonego poziomu oscylacyjnego w normalnej temperaturze jest sto-
sunkowo duze. Praktycznie rejestruje sie wylacznie pasma stokesowskie
ze wzgledu na ich wiekszg intensywnos$¢. A zatem efekt Ramana umoz-
liwia detekcje stabych drgan, a przejawia sie we wzroscie natezenia Swia-
tta rozproszonego, gdy czestos¢ Swiatta padajgcego vO zbliza sie do cze-
stosci pierwszego pasma absorpcyjnego badanej czasteczki (8). Dodatkowe
informacje o nieliniowych wiasnosciach czasteczek uzyska¢ mozna z ba-
dania procesoéw rozpraszania wymuszonego, ktdérego teoria powstata na
gruncie optyki nieliniowej (9), a pomiary sa realne dzieki zastosowaniu
laseréw.

1-2. Technika otrzymywania widm Ramana

W widmach ramanowskich bada sie natezenie, przesuniecie czestosci pasm i sto-
li

pien depolaryzacji $wiatta rozproszonego q = --—- (gdzie Ix i Imoznaczajag odpowied-
n

nie natezenie Swiatta rozproszonego z wektorem elektrycznym drgajacym w ptaszczyz-
nie prostopadtej i rownolegtej wzgledem wektora elektrycznego wigzki wzbudza-
jacej). Do pomiaru tych wielkosci stuzg spektrofotometry ramanowskie. Widmo musi
by¢ wzbudzane promieniowaniem monochromatycznym obszaru widzialnego lub nad-
fioletowego o duzym natezeniu. Stosuje sie do tego celu najczesciej lasery helowo-
-neonowe o diugosci fali X= 6328A, lasery jonowe, tj. argonowe — X = 4880A
i 5145A i kadmowe — gdzie X= 4415A. Obserwacje Swiatta rozproszonego mozna pro-
wadzi¢ pod réznymi katami w stosunku do kierunku padania promieniowania wzbu-
dzajacego, jednak najwygodniej wykonuje sie pomiary pod katem prostym.
Badaniami ramanowskimi mozna obja¢ zaréwno ciecze, proszki jak i krysztaty.
Badane ciecze muszg by¢ optycznie jednorodne (nie metne), bezbarwne i nie fluory-
zujgce. W celu otrzymania dobrego widma nalezy uzy¢ kilka miligramoéw proszku
lub co najmniej 10 pil roztworu o stezeniu 2—2,5%. Do zaniedbania jest wéwczas in-
terferencja ramanowska aktywnych drgan wody w przedziale 3200—200cm-1, tatwo
wiec mozna otrzymaé¢ widma ramanowskie roztworéw wodnych w przeciwienstwie
do widm absorpcyjnych w podczerwieni. Pasma Ramana sa waskie (od 10—40cm-1),
a w zwigzku z tym tatwe do rozdzielenia. Poprzez badania roztworéw w HD
iw DD w catlym przedziale 3200—200cm-1 otrzymuje sie wiecej informacji wynika-
jacych z izotopowego podstawienia niz z pomiaréw absorpcji w podczerwieni.

1-3. Zastosowanie spektroskopii ramanowskiej do badania budowy kwasow
nukleinowych

Stwierdzono, ze wielogodzinne naswietlanie roztworu kwasow nukle-
inowych nie powoduje widocznych zmian w strukturze czasteczek i ich
wihasnosciach biologicznych. Zasady, nukleozydy i nukleotydy bada sie
albo w postaci sproszkowanej, albo w roztworze wodnym, natomiast
kwasy nukleinowe (zaréwno naturalne, jak i syntetyczne) bada sie na

3*
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0got w roztworach. Natezenie i czestosSci pasm Ramana zalezne sa od ta-
kich czynnikéw, jak wystepowanie: wigzania wodorowego, asocjacji war-
stwowej pomiedzy zasadami azotowymi, izomerii zasad oraz tautomerii
zasad.

Po raz pierwszy widma kwasow nukleinowych otrzymano przy po-
mocy spektrometréw wyposazonych w klasyczne zrédia sSwiatta wzbu-
dzajgcego (10). Przyrzady te miaty niskg zdolnos¢ rozdzielczg i dawatly
male natezenia pasm ramanowskich. W nastepnych latach duzy nacisk
potozono na interpretacje widm skiadnikéw kwaséw nukleinowych
i zwigzkéw modelowych (11— 15). Na badaniach tych opiera sie obecnie
interpretacja widm naturalnych kwaséw nukleinowych. Wyrazny roz-
woj badan nastgpit z chwilg zastosowania wzbudzenia laserowego i mono-
chromatoréw o wiekszej zdolnosci rozdzielczej.

1-3.1. Ustalenia strukturalne

Przypisanie pasm Ramana odpowiednim zasadom umozliwia osza-
cowanie ilosci tych zasad w tancuchach kwaséw nukleinowych. Poréw-
nanie widm ramanowskich rRNA i tRNA pozwolito stwierdzi¢ procen-
towe roznice wystepowania guaniny w tych zwigzkach (16). Zestawie-
nie widm otrzymanych dla réznych specyficznych tRNA takze pozwala

natezenie

15

G G UIAGAC . igia | 10 g c
H0 A A AG CuUCG PO, ooV A G H,0
! ) \ g 1 g ; v
1500 1000 500 52

czestoss (cm™1)

natezenie

G e A AA
A CC A AG GUCC ?H0 pO3; oPOU A G
] 1 ! 1 1 1 | 1 1

|
1500 1000
czestosé (cm™')

Ryc. 1L Widma Ramana (17) roztworéw tRNAGiu w a) HD i b) DD.
Warunki: stezenie mg/ml, pH i pD = 7, temperatura T = 32°C, spektralna szeroko$¢ szczeliny
a = 10 cm-1, szybko$¢ przebiegu r = 25 cm-1/min., okres = 20s.
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na poréwnanie zawartosci poszczegolnych zasad (16, 17). Dla przykiadu,
pasma 1250 i 1300cm-1 wywotane sg drganiami pierscienia cytozyny
i z ich natezen mozna wnioskowaé¢ o ilosci reszt cytozyny w tancuchu
(Ryc. 1). W ten sposéb stwierdzono, ze tRNAGIuU zawiera wiecej reszt cy-
tozyny niz tRNAVal lub tRNAfMet.

Spektroskopia ramanowska wykazuje wysoka przydatnos¢ do badania
drugorzedowej struktury kwasow nukleinowych w przypadku przyjecia
nastepujacej ilosciowej definicji: ,przez strukture drugorzedowg rozumie-
my ilos¢ i rodzaj pofaldowan tancucha w pewnych rejonach czgsteczki
kwasu nukleinowego. Mozna jg mierzy¢ jako procentowg zawartos¢: wszy-
stkich zasad w pojedynczo i podwéjnie skreconych rejonach, kazdej z zasad
pary Watsona-Cricka w podwdjnie skreconych rejonach, kazdej z zasad
w pojedynczo skreconych rejonach, wszystkich zasad w uporzadkowanych
pojedynczo skreconych rejonach a grup rybozu-fosforanowych w uporzad-
kowanych rejonach” (21).

Z badan absorpcji w podczerwieni otrzymuje sie informacje dotyczace
pierwszych trzech kwestii. Natomiast spektroskopia ramanowska wyka-
zuje wysokag uzytecznos$¢ przy rozstrzyganiu pozostatych dwoch proble-
moéw. Spektroskopia ramanowska dostarcza precyzyjnych danych odnos-
nie udzialu grup rybozo-fosforanowych w uporzadkowanych rejonach
czasteczki kwasu nukleinowego. Mianowicie w widmie Ramana kwasow
nukleinowych pojawiajg sie dwa pasma o $rednim natezeniu odpowia-
dajagce symetrycznym drganiom rozciggajacym O—P—O (okoto 814cm-1)
; O———P-omeen O- (okoto 1IOOcm-1) (19— 21) grupy fosfodwuestrowej. Ba-
dania wodnych roztworéw kwasow nukleinowych wykazaty, ze pasmo
814cm-1 pojawia sie tylko w tych zwigzkach, w ktérych wystepuja rejony
0 uporzadkowanej strukturze pojedynczego heliksu (np. poli (A) i poli (C)),
rejony struktur sparowanych zasad lub obie te konfiguracje rownoczesnie
(np. A. poli (U), poli (I). poli (C), poli (G). poli (C), poli (A-U). poli (A-U),
rRNA, tRNA i R17-RNA).

Eksperymenty przeprowadzone z krystalicznymi widéknami DNA
1RNA wykazaty ponadto, ze pasmo 814 cm-1 moze by¢ charakterystyczne
dla kwaséw w formie A (podwdjna struktura helikalna z parami zasad
pochylonymi swoimi ptaszczyznami pod katem okoto 75° do osi tancucha).
Do grupy zwigzkéw formy A nalezg uwodnione czgsteczki RNA w prze-
ciwienstwie do uwodnionych czasteczek DNA.

Wielko$¢ natezenia li pasma 814 cm-1 jest wprost proporcjonalna do
liczby wigzan dwuestrowych w uporzadkowanych strukturach, a wiel-
kos¢ natezenia I2pasma 1100 cm-1 jest niezalezna od tego czynnika struk-
turalnego. Identyczne wartosci li/12w badanych zwiazkach przy tej sa-
mej sile jonowej roztworu oznaczaja wiec, ze konformacja wigzan estro-
wych jest ilosciowo i jakosciowo ta sama w kazdym z nich. Stosunek
liZ12 jest niezalezny od sekwencji zasad w sparowanych rejonach, rodza-
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ju par zasad Watsona-Cricka i jest dokiadnie taki sam dla polinukleoty-
dow z catkowicie sparowanymi zasadami, jak i dla pojedynczo skreco-
nych tancuchéw takich, jak: poli(A), czy poli(C). Poniewaz 11/12 nigdy
nie przekracza wartosci 1,64 +0,04, ktéra obserwowana jest dla struktur
catkowicie podwodjnie helikalnych, jak i dla struktur pojedynczo heli-
kalnych, nalezy stad wnioskowaé, ze w obu przypadkach wszystkie wig-
zania dwuestrowe sa w podobnie uporzadkowanej konfiguracji. Wyniki
te sugeruja, ze zmierzona wartos¢ tego stosunku w naturalnym RNA mo-
ze by¢ poréwnana z wartoscig 1,64+0,04 w celu okreslenia ilosci grup
fosfodwuestrowych w uporzadkowanych rejonach kwasu. Znajac z in-
nych badan catkowitg liczbe zasad wchodzacych w skiad rozpatrywanego
kwasu nukleinowego (znamy ja np. dla wielu specyficznych tRNA), moz-
na dos¢ doktadnie na podstawie badan ramanowskich okresli¢ ilos¢ zasad
znajdujgcych sie w konfiguracjach nieuporzadkowanych.

Czulym testem na okreslenia ilosci sparowanych reszt uracylu jest
wykonanie widma ramanowskiego i obliczenie na jego podstawie stosun-
ku natezen pasm 1688 cm-1 i 1658 cm-1. Wartos¢ tego stosunku jest np.
wieksza dla tRNAVal niz dla tRNAfMet i oznacza wiecej sparowanych ura-
cyli w pierwszym z nich (co zgadza sie z modelem liscia koniczyny dla
rozpatrywanych kwasoéw). Tak wiec zmiany w przedziale 1550— 1700cm_1
pojawiaja sie w wyniku zerwania wigzan wodorowych w sparowanych
zasadach podwojnie skreconych odcinkow (18).

1-3.2. Badanie zmian strukturalnych

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze o ile techniki spektralne tylko
w nielicznych przypadkach znajdujg zastosowanie do okreslenia budowy
biopolimeréw, to doskonale nadajg sie do obserwacji zmian struktu-
ry wywotanych dziataniem réznych czynnikéw. W dalszym ciggu tekstu
podamy przyktady wykorzystania spektroskopii ramanowskiej do tych
celow.

Stwierdzono, ze podwyzszenie temperatury powoduje silne zmiany
natezenia i niewielkie przesuniecia czestosci pewnych pasm ramanows-
kich (16— 18). Zmiany te sg wynikiem przejscia tarnicucha kwasu nuklei-
nowego w mniej uporzadkowang konfiguracje kilebkowg na skutek zry-
wania wigzan wodorowych odpowiedzialnych za parowanie zasad oraz
zmniejszenia ilosci zasad zasocjowanych warstwowo.

Dla potwierdzenia tych wnioskéw rozpatrzmy kilka przyktadowych
krzywych topnienia otrzymanych na podstawie widma Ramana dla spe-
cyficznych tRNA z E. coli (Ryc. 2.).

Zauwazono, ze krzywe topnienia wynikajace ze zmian natezenia pasm
1688, 1658, 814 i 670cm-1 dla tRNAVal i tRNAfMet z E. coli sa podobne.
Wynika stad, ze wywotane podwyzszeniem temperatury zmiany drugo-
i trzeciorzedowej struktury tych tRNA sg réwniez podobne. Wzrost nate-
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zenig pasma 780cm-1 o 10% jest wynikiem przejscia pirymidyn (w wie-
kszosci cytozyn) w uktady niesparowane i niezasocjowane warstwowo.
Proces ten w zasadzie koriczy sie w 70°C. Krzywa topnienia pasma
1578cm-+ nie posiada plateau nawet przy 90°C, kiedy to natezenie w po-
rébwnaniu z widmem przy 2°C wzrosto o 46%. Ten duzy hipochromizm

o o
2
5
o b
®
c
g 1 | 1
% 14_ Ryc. 2. Krzywe topnienia (16) dla roztworéw
E c d tRNAfMet w D20 przedstawione jako natezenia
g 1 w funkcji temperatury nastepujacych pasm
10 z widma Ramana: a) 670 cm-1, b) 812 cm*],
2'0 ‘io 2 160 20 : 6'0 - 16C c) 1578 cm-1 i d) 780 cm-1.

Kazde pasmo zostato tak znormalizowane, aby dawato
jednostkowe natezenie w 32°C.

temperatura, °C
zgadza sie ze strukturg liscia koniczyny tRNAfMet, w ktdérej guaniny sa
w duzym stopniu w konfiguracji sparowanej i zasocjowane warstwowo
nawet w wyzszych temperaturach. Anomalna zmiana pasma 670cm“1
nie daje sie wyttumaczy¢ zwykitym efektem hipochromowym. Przebieg
zaleznosci pasma 814cm-1 od temperatury swiadczy o statej zmianie kon-
formacji szkieletu tRNAfMet w zakresie 2— 90°C.

Spektroskopia ramanowska pozwala réwniez obserwowaé¢ zmiany aso-
cjacji warstwowej, majgcej istotny wptyw na strukture przestrzenng
kwaséw nukleinowych.

W przedziale 1150— 1550 cm-1 wystepujg drgania rozciggajace piers-
cieni puryn i pirymidyn. Pod wptywem asocjacji warstwowej zasad wig-
zania C—C i C—N zwiekszajg swoj charakter wigzan pojedynczych i dla-
tego czestos¢ i natezenie odpowiadajacych im pasm powinny malec.
Efekt ten obserwuje sie dla pasma 1230cm_1, ktérego czestos¢ przesuwa
sie do 1243cm-1, a natezenie rosnie przy zmniejszaniu sie asocjacji war-
stwowej uracyli. Podobnie silny hipochromizm obserwuje sie dla pasma
1375cm-t spowodowany asocjacjag warstwowa adenin, a wzrost pasma
1484cm-1 wigze sie ze zmniejszeniem asocjacji warstwowej guanin. Row-
niez badanie przedziatu 650— 800cm_1 umozliwia okreslenie zmiany aso-
cjacji warstwowej cytozyn (pasmo 780cm-~1, adenin (725cm_1) i zmian
oddziatywan guanina-szkielet rybozo-fosforanowy (670cm-1) i cytozyna —
szkielet (758cm-1).

Analogicznie do zmian struktury przestrzennej pod wptywem tempe-
ratury przesledzono zmiany wywotane udziatem jonéw w strukturze kwa-
s6w nukleinowych.
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W widmach wodnych roztworéw syntetycznych polirybonukleotydéw
(21), tRNA (17) i rRNA (19) obserwuje sie zmiany natezenia i czestosci
pasm w zaleznos$ci od stezenia jonow takich, jak: Na+, K+, Mg2+. W opar-
ciu o poprzednie badania ramanowskie skladnikéw kwasow nukleino-
wych zmiany te mozna interpretowac¢ jako zmiany struktury pierscieni
zasad i cukréw oraz zmiany w odzialywaniu pomiedzy zasadami. Charak-
teryzujg one réznice w konfiguracji szkieletu i w strukturze catlej cza-
steczki kwasu nukleinowego (22, 23a).

Ostatnio wykazano (23), ze spektroskopia ramanowska pozwala wy-
kry¢ zmiany w strukturze tRNA wywotane jego aminoacylacja. Czgstecz-
ki aminoacylowane zawierajg mniej zasad zasocjowanych warstwowo
niz te same czasteczki nie zwigzane z aminokwasem. Zmniejsza sie przy
tym uporzadkowanie catego tancucha kwasu nukleinowego. Pragniemy
podkresli¢, ze powyzsze wyniki nalezy interpretowaé ostroznie, poniewaz
dotychczasowe badania dotyczyty jedynie mieszaniny tRNA z drozdzy,
a nie specyficznego, czystego tRNA o ustalonej strukturze.

Il. Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni
11-1. Wprowadzenie

Powstawanie widm w podczerwieni jest uwarunkowane przede wszy-
stkim drganiami atomoéw w czgsteczce. Widmo sklada sie z duzej ilosci
pasm, przy czym podczas analizy widma wazne jest to, aby czes¢ pasm
mogta by¢ przypisana drganiom oddzielnych ugrupowan atomoéw. Do-
stepny przedziat ditugosci fal w podczerwieni zawiera sie w zakresie od
Nx do 25m (4000— 667cm-1). Aby mogta zajs¢ absorpcja Swiatta podczer-
wonego zwigzana z okreslonym drganiem, musi ono powodowaé¢ zmiane
momentu dipolowego czgsteczki. Dlatego tez czasteczki, ktére majg pew-
ne elementy symetrii, dajg uproszczone widma. Wartos¢ molowego wspot-
czynnika ekstynkcji w spektroskopii w podczerwieni waha sie od okoto
0 do 2,000. Wartos¢ ta jest proporcjonalna do kwadratu zmiany momen-
tu dipolowego wywotanej przez okreslone drganie. Najbardziej intensyw-
ne w widmie w podczerwieni sg zazwyczaj pasma absorpcji wywotane
drganiami rozciggajgcymi.

W chemii metoda spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni znaj-
duje szczeg6lne zastosowanie do okreslania budowy zwigzkéw orga-
nicznych.

Od kilkunastu lat obserwuje sie szerokie zastosowanie spektroskopii
absorpcyjnej w podczerwieni w biologii molekularnej, jako metody ana-
litycznej pozwalajgcej rozrézni¢ zwigzki o niewielkich réznicach budowy
strukturalnej, nastepnie do okreslania struktury zwigzkéw biologicznych
oraz jako metody badania konformacji przestrzennej biopolimeréw. Zasto-
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sowanie techniki spektroskopii w podczerwieni do badania kwaséw nu-
kleinowych pozwala uzyska¢ stosunkowo duza liczbe informacji o struk-
turze molekularnej (89, 90).

Kazdy naturalny i syntetyczny kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA)
i kwas rybonukleinowy (RNA) daje w rejonie 4000—400 cm-1 okoto
40— 50 pasm absorpcyjnych. Uzyskane pasma pojawiaja sie w roznych
potozeniach ze zmniejszona intensywnoscig w zaleznosci od rodzaju i po-
chodzenia kwasu nukleinowego. Kazda réznica w widmie absorpcyjnym
IR odzwierciedla zmiany strukturalne badanego biopolimeru, co decyduje
0 zastosowaniu spektrokopii w podczerwieni do badania struktury kwasoéw
nukleinowych.

11-2. Technika otrzymywania widm w podczerwieni

Widma w podczerwieni kwaséw nukleinowych mozna wykonywaé¢ zaréwno dla
roztwordw, jak i dla proszkéw i ciat krystalicznych.

Klasyczne rozpuszczalniki stosowane w spektroskopii w podczerwieni: chloro-
form, czterochlorek wegla i dwusiarczek wegla sg mato przydatne do badania bio-
polimeréw. W spektroskopii w podczerwieni do badania roztworéw nukleotydéw,
polinukleotydéw i kwaséw nukleinowych jako standardowego rozpuszczalnika uzy-
wa sie DD poniewaz ciezka woda w przeciwienstwie do H2D nie absorbuje w IR
w rejonie wigzan podwdjnych oraz pozwala na bezposrednie odnoszenie otrzymanych
wynikéw do wodnego $rodowiska, w ktorym zachodzg reakcje biochemiczne. Gru-
bos¢ warstwy roztworu powinna wynosi¢ okoto 0,05mm przy czym stezenia kwasow
nukleinowych musza by¢ do$¢ wysokie, przynajmniej 1,5%, a wiec okoto 15mg/ml.

Obecnie coraz czesciej bada sie widma w podczerwieni proszkowych i krysta-
licznych prébek kwaséw nukleinowych. Czesto jako podtoze stosuje sie chlorek sre-
browy, ktéry jest przepuszczalny w catym $Srodkowym obszarze podczerwieni.

W razie potrzeby czasteczki biopolimeru orientuje sie réznymi sposobami: przez
rozcigganie btony z chlorku srebra, walcowanie btony z chlorku srebra, rozmazy-
wanie schnacego roztworu, itp.

Deuterowanie kwaséw nukleinowych w postaci filmu przeprowadza sie za po-
mocg DD w fazie gazowej. W tym celu roztwér kwasu nukleinowego nanosi sie na
ptytke z AgCl lub CaF2 a nastepnie umieszcza sie w eksykatorze nad stezonym
kwasem siarkowym w celu wysuszenia probki. W ten sposéb przygotowanag prébke
przetrzymuje sie nad roztworem D2, ktéry nasycono statym chlorkiem sodowym.
Taka procedura pozwala na tatwg wymiane atoméw wodoru na deuter w fazie gazo-
wej (za wyjatkiem wigzan C—H), przy czym wilgotno$¢ powietrza w komorze wyno-
si wtedy okoto 75%.

Dzigki tej metodzie mozna poréwnywac¢ deuterowane i niedeuterowane filmy
kwaséw nukleinowych o jednakowych grubosciach (Ryc. 3.

Prace Sutherlanda i Tsuboi (24, 25 26) wykazaly, ze wid-
ma w podczerwieni kwaséw nukleinowych, zwlaszcza DNA, zmieniaja sie
w zaleznosci od wilgotnosci powietrza. Przy wzroscie wilgotnosci po-
wietrza pojawiaja sie szerokie pasma pochodzgce od HD w rejonie 3400,
1640 i 700cm-1. llos¢ wody zaadsorbowanej przez film mozna oznaczyc¢
na podstawie intensywnosci pasma przy 3400cm~1 Oznaczenia takie

wskazuja, ze zawartos¢ wody wzbogaca o okoto 40°/0 sucha mase DNA
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(7 czastek HzO na pojedynczy nukleotyd przy 75% wilgotnosci wzglednej
otoczenia) (27).

Na uwage zastuguje fakt, ze w wilgotnym powietrzu film DNA wy-
kazuje silniejszy dichroizm w catym zakresie widma niz w suchym po-
wietrzu, przy czym wiele szerokich pasm staje sie bardziej wyraznymi
z zaznaczong subtelng struktura.
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Ryc. 3. Widma absorpcyjne w podczerwieni filméw DNA i RNA w 9R®/0 wilgotnosci
w postaci niedeuterowanej i catkowicie deuterowanej.

Powyzsze fakty autorzy prébuja ttumaczy¢ pojawieniem sie bardziej
uporzadkowanej struktury przestrzennej kwasu nukleinowego w miare
wzrostu wilgotnosci wzglednej powietrza.

W celu utrzymania zgdanej wilgotnosci podczas wykonywania widm
w podczerwieni film kwasu nukleinowego umieszcza sie w specjalnie
zbudowanej kuwecie nad roztworem D2 nasyconym solg (25). Okreslong
wilgotnos¢ wzgledng otoczenia uzyskuje sie przez zastosowanie odpowied-
niego roztworu soli, co podajg stosowne tabele (28).

11-3. Badania kwaséw nukleinowych

11-3.1. Struktura drugorzedowa

Pierwsze widma DNA w podczerwieni zostaly wykonane w 1949 roku
przez Blouta i Fieldesa (29). Wykonane przez autor6w pomiary
wykazaty juz wtedy duza zalezno$¢ widm w podczerwieni od wilgotnosci
otoczenia. Zjawisko powyzsze wykorzystano do badania struktury drugo-
rzedowej kwaséw nukleinowych.

W tym celu Sutherland i Tsuboi (25 26) wykonali serie po-
miardéw uzywajac spolaryzowanego promieniowania do badania zorien-
towanych filméw DNA przy dwunastu rdéznych wilgotnosciach powie-
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trza, a nastepnie skorelowali swoje wyniki ze strukturg zaproponowang
przez Watsona i Cricka. Wykazali, ze hydratacja kwaséw nukleinowych
jest niezbedna do parowania zasad podczas tworzenia heliksu. Swiadczy
o tym silne pasmo przy 1703 cm-1 (grupa karbonylowa) pojawiajace sie
powyzej 75% wilgotnosci wzglednej powietrza (Ryc. 4).

Pasmo powyzsze jest nieobecne w widmie DNA z faga Fxo pojedynczej
nici oraz znika w widmie filmu otrzymanego z wodnych roztworéw DNA
0 podwdéjnym heliksie po dziataniu dezoksyrybonukleazg, po denaturacji
cieplnej lub dziataniu formamidem (30).
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-/\'—" b4 Ryc. 4. Widma absorpcyjne w podczerwieni filmu DNA z gra-
17100 15'00 sicy cielecej w zaleznosci od wilgotnosci wzglednej powietrza.

liczba falowa

Polaryzacja gtéwnych pasm pochtaniania w widmie DNA pozwala
uzyska¢ dane o orientacji przestrzennej ptaszczyzn zasad azotowych i uto-
zeniu grup fosforanowych. Dane te nie zaprzeczajag znanemu modelowi
helikalnej struktury DNA wediug Watsona-Cricka.

Znaczng ilos¢ informacji dostarczajg widma w podczerwieni roztworéw
wodnych kwasoéw nukleinowych, a zwiaszcza zakres odpowiadajacy drga-
niom wigzan wielokrotnych w plaszczyznie pierscieni zasad i poza piers-
cieniami. Spektroskopia w podczerwieni pozwala bada¢ oddziatywania
miedzy zasadami purynowymi i pirymidynowymi w roztworach wodnych
(wigzania wodorowe i asocjacje warstwowg). W tym celu wykonano
szereg badan modelowych, podczas ktérych analizowano szczeg6towo od-
dziatywania monomer-polimer w roztworach D2 stosujac technike spek-
troskopii w podczerwieni (31, 32).
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Okazuje sige, ze interakcja monomer-polimer w roztworze D2 posia-
da pewna specyficznosé, o czym Swiadczy fakt, ze liczne zasady purynowe
i pirymidynowe, nukleozydy purynowe i pirymidynowe reaguja z pewny-
mi homopolinukleotydami tworzac dobrze zdefiniowane kompleksy, pod-
czas gdy pozostate kombinacje monomer-polimer nie wykazujg uchwyt-
nych oddziatywan. Na przyktad adenozyna tworzy kompleks z poli(U),
lecz nie wykazuje oddziatywania z poli (I).

Pomiar intensywnosci pasm absorpcyjnych dla wigzan N—H biorg-
cych udziat w mostkach wodorowych (kompleksy asocjacyjne) pozwala
oznaczy¢ stala rownowagi, entalpie (AE) i entropie (AS) reakcji asocjacji
(33, 34).

Badania spektralne w IR pozwalaja uzyskac¢ informacje nie tylko od-
nos$nie sity wigzan wodorowych w kompleksach asocjacyjnych, lecz réow-
niez wiadomosci o strukturze tych kompleksow.

Grupa Miles i Frazier (35a) wykonata wiele widm IR synte-
tycznych polinukleotydéw. Zbadali oni ukilady poli(A+ U), poli(l+ C),
poli(G + C). Badajgc mieszanine poli(A) i poli(U) doszli do wniosku, ze
wystepujg tu trzy skrecone nici tannicuchow polinukleotydowych poli(A +
+ 2U) oraz wykazali, ze poli(A+ U) jest mieszaning poli(A+2U) + poli(A).
Wykonano widma dla poli(A), poli(U), poli(A+U) i poli(A+ 2U), potwier-
dzajgc dla poli(A+U) model Watsona i Cricka.

Podczas badania widm syntetycznych polinukleotydéw w roztworach
wodnych ustalono charakterystyczne czestosci drgan w podczerwieni grup
karbonylowych uczestniczacych przy tworzeniu specyficznych par zasad:
cytozyna-guanina i adenina-uracyl (adeninatymina) (35). Pasmo absorpcji
IR dla pierwszej pary pojawia sie przy 1720cm-1, podczas gdy dla dru-
giej okoto 1700cm-1. Drgania niesparowanych zasad posiadajg drgania
czestosci o 20 do 30cm-1 mniejsze.

Powyzsze ustalenia otrzymane dla uktadéw modelowych wykorzysta-
no podczas badania struktury drugorzedowej transferowych kwasow ry-
bonukleinowych, izolowanych z materiatu biologicznego (36). W tym ce-
lu wykonano pomiary absorpcji w podczerwieni deuterowanych filmow
czterech specyficznych tRNA: alaninowego tRNA z T.utilis (37), walino-
wego tRNA z T.utilis (37), metioninowego tRNA z E.coli (38) i tyrozyno-
wego tRNA z E.coli (38). Pod wieloma wzgledami dane spektralne wy-
mienionych czterech tRNA sg podobne; wystepujg jednak pewne roéznice
w rejonach 1750— 1400cm_1 i 840— 760cm“\

Obliczono widma teoretyczne na podstawie skiadu nukleotydowego
wymienionych tRNA wedlug metody opisanej i zastosowanej przez
Thomasa (39). Porownanie ilosci zasad, otrzymanej na podstawie ana-
lizy obserwowanego widma IR, z iloscig zasad w modelu liscia koniczyny
wymienionych czterech rodzajow tRNA o znanej sekwencji potwierdzito
stusznos¢ tego wiasnie modelu struktury drugorzedowej.
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W przedstawionej metodzie analizy zastrzezenie budzi fakt, ze autorzy
w celu uproszczenia pomijaja w swoich rozwazaniach wspoétudziat rzad-
kich nukleotydéw, ktoére z pewnoscia maja wptyw na ksztalt widma IR
kwasu (np.: czasteczka walinowego tRNA z T.utilis posiada 12 rzadkich
zasad na ogdllng ilos¢ 75).

Metode Thomasa zastosowano ostatnio do badania struktury drugo-
rzedowej roztworéw rybosomalnego RNA (rRNA) z drozdzy (40, 41)
i wykazano, ze 25% ogélnej ilosci zasad w rRNA wigze sie w pary A:U,
a 35% w pary G:C. Istniejg wiec w czasteczce pewne obszary niesparowa-
ne, co pozostaje w zgodnosci z wczes$niejsza analiza rentgenostruktural-
na (42).

11-3.2. Wptyw wybranych czynnikéw na budowe przestrzenng kwaséw nukleinowych

Badano widma absorpcyjne roztworow DNA w D2 jako funkcje tem-
peratury. Okazuje sie, ze wskutek cieplnej denaturacji kwasu nastepuja
liczne zmiany spektralne widma (43, 44). Polegajg one miedzy innymi na
zaniku pasma absorpcji przy 1690cm-1 i pojawieniu sie nowego przy
1660cm-+t.

Obserwacja intensywnosci tych pasm pozwala wyznaczy¢ termiczne
przejscia czasteczek DNA z formy helikalnej do kiebkowej (42, 45). Po-
dobne zmiany spektralne znaleziono w widmach IR kwaséw nukleino-
wych po denaturacji spowodowanej dziataniem dezoksyrybonukleazy, al-
kaliami (44) lub formamidem (45).
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30 40 50 60 70 80 90 Ryc. 5. Krzywe topnienia dla tRNAMet z
temperatura, °C E. coli (47).

Metodami spektroskopii IR wyznaczono temperature przejscia formy
helikalnej do kiebkowej jako 89,65+0,5°C dla 10% roztworu DNA z gra-
sicy cielecej w 0,15M KC1 w D2D.

Spektroskopia w podczerwieni pozwala réwniez uzyskiwac¢ krzywe
topnienia, podobnie jak w ultrafiolecie. Powyzszg technike zastosowano
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do badania krzywych topnienia dla metioninowego tRNA z E. coli wy-
kreslanych na podstawie intensywnosci charakterystycznych pasm absorp-
cji (Ryc. 5).

Na podstawie pomiaréw w podczerwieni okreslono rodzaje i ilosci form
helikalnych i kiebkowych w mieszaninach kwaséw nukleinowych i po-
linukleotydach w zaleznosci od stezenia Na+ i Mg+2 oraz przy réznych
temperaturach (47).

Wprawdzie powyzsze dane udato sie rowniez uzyskaé¢ wczesniej za
pomoca pomiarow w nadfiolecie, jednak stosowanie techniki IR jest bar-
dziej korzystne poniewaz widma w podczerwieni sg bogatsze w pasma
absorpcyjne.

Analiza widma w podczerwieni kwaséw nukleinowych wykazuje obec-
nos¢ dwu silnych pasm o czestotliwo$ciach ok. 1225cm-1 i 1080cm_1, kto-
re pochodzg od drgan antysymetrycznych grupy P02-. Stwierdzono za-
leznos¢ czestotliwosci i intensywnosci pasma absorpcji grupy fosfora-
nowej od wilgotnosci wzglednej powietrza. Przy wzroscie wzglednej wil-
gotnosci od 0 do 65% pasmo PO02- antysymetryczne jest przesuniete
z 1240cm-1 do 1220cm_1. Oznacza to, ze przy wzroscie wilgotnosci wzgled-
nej powietrza od 0 do 65% woda adsorbuje na punktach obsadzonych
przez PO2-Na+ i tlenach POC i COC.

Zastosowanie metody spektroskopii w podczerwieni pozwala zatem
na Sledzenie zmian strukturalnych kwaséw nukleinowych powodowanych
hydratacja.

I1l. Spektroskopia jgdrowego rezonansu magnetycznego

I11-1. Wprowadzenie

Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) jest tech-
nikg stosowang obecnie rutynowo do identyfikacji zwigzkéw w chemii
organicznej. W badaniach biochemicznych jest dotychczas mniej rozpo-
wszechniona ze wzgledu na konieczno$¢ dysponowania czystymi (che-
micznie i magnetycznie jednorodnymi) zwigzkami a ponadto stopien
skomplikowania badanych uktadéw implikuje wiekszg doskonatos¢ apa-
ratury.

Technika NMR nalezy do absorpcyjnych form spektroskopii. Istotg
metody jest pochtanianie promieniowania elektromagnetycznego w zakre-
sie czestosci radiowych (30— 300 MHz) przez probke zwigzku chemiczne-
go, umieszczonego w zewnetrznym polu magnetycznym, w sposob dla
niego charakterystyczny. Absorpcja wynika ze zmiany stanu energetycz-
nego jader wykonujacych ruch precesyjny, w wyniku przyjecia odpo-
wiedniej orientacji w polu magnetycznym. Czestos¢ promieniowania ele-
ktromagnetycznego (v), wywotujgcego przejScia z orientacji o0 nizszej
energii do orientacji o wyzszej energii, wigze sie z natezeniem pola magne-
tycznego (HOQ nastepujaca zaleznoscia:
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gdzie Ji— jest momentem magnetycznym jadra, h — stalg Plancka a | —
liczbg spinowa. Liczba spinowa moze przybiera¢ wartos¢ 1= 0, 1/2, 1, 3/2,
2... ale rezonans magnetyczny jest cechg tylko wybranych jader, cha-
rakteryzujacych sie utamkowag liczbg spinowa. Naleza do nich miedzy
innymi: *H, $H, 13, IF i 3P. Dwoma podstawowymi czynnikami, od kté-
rych zalezy ksztalt widma danego zwigzku sa przesuniecia chemiczne
poszczegbdlnych jader i rozszczepienia sygnatéw.

W odniesieniu do rezonansu tego samego izotopu przesuniecie chemicz-
ne definiuje sie jako rdznice w potozeniu sygnatu absorpcji okreslonego
jadra w stosunku do sygnatu wzorca. Powodem istnienia przesunie¢ che-
micznych jest przede wszystkim czesSciowe przestanianie jadra przez elek-
trony a takze wptyw lokalnych pél wytworzonych przez wirujace elektro-
ny z sasiednich rejondw czasteczki, co powoduje zmiane efektywnego
pola magnetycznego odczuwanego przez jadro. Wartosci przesunie¢ che-
micznych podaje sie w hercach (skala zalezna od stosowanej czestotliwosci)
lub w jednostkach ppm (ang.: parts per million) w skali o lub x niezalez-
nych od czestotliwosci.

Rozszczepienie sygnatlu wywotywane jest przez sgsiednie jgdra wsku-
tek oddziatywania ich stanéw spinowych; zjawisko to nosi nazwe sprzeze-
nia spinowo-spinowego. Powoduje ono zmiane sygnalu sasiedniego jadra
z singletu w multiplet, ktérego krotnos¢ wynosi 2nl+I, gdzie n oznacza
ilos¢ oddziatywujacych jader. Intensywnosci sygnatdw wyznaczajg wspot-
czynniki rozwinietego wyrazenia (a+ b)n. Wielko$s¢ sprzezenia jest cechag
zwigzku a nie zewnetrznego pola (tzn. np. aparatu) i jej warto$¢ wyraza
sie w hercach.

Szczeg6towe wprowadzenie do spektroskopii NMR jest przedmiotem
licznych opracowan monograficznych i podrecznikowych (48— 50).

I11-2. Technika wykonywania widm NMR

W wiekszosci przypadkéw w badaniach kwaséw nukleinowych stosuje
sie technike protonowego rezonansu magnetycznego (PMR). Czes$¢ infor-
macji — czesto niemozliwych do ustalenia metoda PMR — osigga sie
dzieki rezonansowi innych jader. Do badania geometrii wigzan fosfora-
nowych wykorzystano rezonans jader 3P (51, 52); rezonans jader 1X ba-
dano w celu okreslenia miejsca oddziatywania miedzy jonem metalu
a nukleotydem (53— 56). State sprzezenia pomiedzy 1 a 3P postuzyty
do ustalenia wzajemnej konformacji grupy fosforanowej i rybozy (57).
Nie powiodta sie natomiast proba zastosowania techniki II—NMR do
badania asocjacji warstwowej i parowania sie zasad (58). Ostatnio odno-
towano pierwsze udane proby identyfikacji niektéorych rzadkich nukleo-
tydow we widmie IIT—NMR drozdzowego tRNA (59).
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W badaniach sktadnikéw kwaséw nukleinowych na ogot wystarczaja
spektrometry wyposazone w generatory poél o czestosciach 60— 120MHz.
Natomiast postep w badaniach kwasow nukleinowych osiggnieto dopiero
z chwilg zastosowania wysokorozdzielczych spektrometréw o czestosciach
pél: 220 i 300MHz. Nalezy tutaj podkresli¢, ze wprowadzenie takich spe-
ktrometrow miato charakter osiggniecia nowej jakosci w analizie spek-
tralnej a nie zwykitego udoskonalenia aparatury i pozwolito na rozpozna-
nie bardzo niewielkich réznic przesunie¢ chemicznych, co jest szczegdlnie
wazne podczas badania biopolimerdw. Czytelne widma kwasdéw nuklei-
nowych i ich sktadnikow uzyskuje sie najczesciej dopiero dzieki zastoso-
waniu przystawki, umozliwiajgcej kilkudziesiecio- lub kilkusetkrotne po-
wtérzenie widma (pozwala to na zniwelowanie szumoéw i wyeksponowanie
sygnatéw pochodzacych od badanej prébki) a nastepnie interpretacje

widma metoda analizy Fouriera.

Poniewaz mechanizm przenoszenia energii w ciatach statych powoduje skompli-
kowanie obrazu widmowego, w przypadku substancji biologicznych bada sie wy-
tacznie widma NMR cieczy. Przygotowanie probki polega na sporzadzeniu buforo-
wanego wodnego roztworu kwasu nukleinowego o stezeniu 15—40mM, co odpo-
wiada okoto 25— 120 mg/ml. Z duzego stezenia nie wynika konieczno$¢ posiadania
znacznej ilosci badanej substancji, gdyz objeto$¢ prébki wynosi ok. 0,Iml a w przy-
padku stosowania mikroprobéwek tylko 0,025ml (60). Bardziej przejrzyste widma
otrzymuje sie z buforéw sporzadzanych w oparciu o DD. W wyjatkowych przypad-
kach stosowano dwumetylosulfotlenek (DMSO), ktéry powoduje denaturacje tRNA
(61). Wzorce przesunie¢ chemicznych nie odbiegaja od powszechnie stosowanych.
Dobrym uktadem odniesienia do badania sygnaldw w rejonie bardzo niskich pol
wodnych roztworéw jest s6l sodowa kwasu 2,2-dwumetylo-2-silopentano-5-sulfono-
wego (DSS).

111-3. Badania struktury kwaséw nukleinowych
111-3.1. Struktura pierwszo- i drugorzedowa

W literaturze opisano widma NMR wielu skiadnikéw kwaséw nuklei-
nowych. Znane sg zarowno widma podstawowych nukleozydéw i nukleo-
tydow, polinukleotydéw, jak i szeregu modyfikowanych pochodnych. Mi-
mo to odszukanie we widmie kwasu nukleinowego sygnatéw pochodzacych
od poszczegd6lnych zasad jest mozliwe tylko w pewnych przypadkach.

Na rycinie 6 przedstawiono widmo PMR tRNAphe z drozdzy piekarni-
czych wykonane na wysokorozdzielczym aparacie przy czestosci 220 MHz.
Wyréznia sie w nim 4 regiony, w ktérych umiejscowiono nastepujgce sy-
gnaty: W rejonie | wystepujg protony H—8 i H—2 adeniny, H-8guaniny
i H—6 pirymidyn. Rejon Il zawiera protony H—5 pirymidyn i H—1
rybozy wszystkich nukleozydéw. Sygnaly pozostatych protonéw rybozy
sq pomiedzy rejonem Il i Ill. Rejon IIl i IV odpowiada przesunieciom
chemicznym grup metylowych i metylenowych, znajdujgcych sie w rzad-
kich nukleozydach (61). Podobnie wyjasniono pochodzenie rejonu | i Il
we widmie tRNAAla z drozdzy. Natomiast w rejonie wysokich pdl od-
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Ryc. 6. Pojedyncze widmo tRNA”he z drozdzy (IOOmg/ml w 83/0 DMSO) otrzymane
na aparacie Yarian przy czestotliwosci 220 MHz (61).

naleziono sygnaty, ktdre przypisano: 1-metyloguanozynie, N2dwumetylo-
guanozynie, 5,6-dwuhydrourydynie i tymidynie, tzn. protonom grup me-
tylowych, i 5,6-wodorowych rzadkich nukleozydéw. O ile juz pojedyncze
widmo pozwala na wyrazne wydzielenie rejonu 1 i Il, to sygnaly rzadkich
nukleozydéw staja sie czytelne dopiero w wyniku 150— 200 powtérzen (62).

W opisanym wyzej widmie tRNAphe z drozdzy nie odnaleziono sygna-
téw pochodzacych od supermodyfikowanego nukleozydu Y (61). Zloka-
lizowano je jedynie w szescionukleotydzie GmpApApYpAp4>p wycietym
z ramienia antykodonowego tRNAPhe z T. utilis. Na podstawie widma
NMR ustalono konformacje nuklezydu Y w badanym sze$cionukleotydzie,
prawdopodobnie odpowiadajgca konformacji zajmowanej w natywnym
tRNA. Cytowana praca pozwolita rownoczesnie na wniesienie poprawek
do proponowanej uprzednio struktury zasady Y (63).

Mozliwos¢ wykrycia rzadkich nukleozydow stwarza takze rezonans
innych jader. Komorski i Allerhand (59) doniesli o wykryciu
sygnatéw dwuhydrourydyny, pseudourydyny i tymidyny w widmie
BC-NMR niefrakcjonowanego drozdzowego tRNA.

Z powyzszego wynika, ze zastosowanie spektroskopii NMR do badania
struktury pierwszorzedowej kwaséw nukleinowych stwarza ograniczone
mozliwosci, gdyz nawet oznaczenie skiadu nukleotydowego na podstawie
widma jest nieosiagalne. Mozna natomiast potwierdzi¢ wystepowanie
okreslonych rzadkich nukleozydéw.

Nieporéwnywalnie wieksze sg mozliwosci spektroskopii NMR w ba-

4 Postepy Biochemii
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daniach struktury drugorzedowej kwasow nukleinowych a zwlaszcza
tRNA. Pierwsze proby prowadzity do ustalenia korelacji pomiedzy po-
wierzchnig pod sygnatami pochodzgcymi od H—1' rybozy a zmianami tem-
peratury, ktére wywotuja zmiany struktury drugorzedowej. Okazuje sie
jednak, ze zmiany te sg wynikiem agregacji tRNA wobec NaCl a nie
przeksztatcen struktury drugorzedowej. Sugerowano takze, ze sygnaty
przy 3,07 ppm i 3,90 ppm maja wartos¢ diagnostyczng podczas badan
struktury drugorzedowej (64). Sugestia ta nie zostata dotychczas praktycz-
nie wykorzystana.

Szczegbtowa i, jak sie wydaje, niezawodng metodyke badania struk-
tury drugorzedowej tRNA opracowano w zespole D. J. Kearnsa. Podsta-
wag metody jest rozszyfrowanie rejonu widma lezgcego przy bardzo niskich
polach, otrzymanego za pomoca wysokorozdzielczego NMR przy czesto-
Sciach 220 lub 300MHz. Przy przejsciu z roztworéw wodnych do DD
obserwuje sie w rejonie bardzo niskich pdl sygnaly powodowane przez
grupe niewymienialnych na deuter protondéw (65). Jest to réwnoznaczne
z identyfikacjg protonow zaangazowanych aktualnie w wigzania wodo-
rowe, ktore — jak wynika z teorii Watsona-Cricka — sg podstawg paro-
wania sie zasad i tworzenia heliksu. Gtdwnym czynnikiem powodujgcym
przesuniecie ich sygnatow w obszar tak niskich poél jest oddziatywanie
pradu kolowego sagsiednich zasad azotowych. Obserwacje tego rodzaju,
dokonang na niefrakcjonowanym drozdzowym tRNA i tRNAphe z drozdzy,
potwierdzono dla czterech dalszych tRNA: tRNAGIu, tRNAArg, tRNAphe
i tRNAfMet z E.coli (66).

Dowodu na udzial protonéw absorbujgcych w rejonie niskich pél w
wigzaniach wodorowych dostarczajg nastepujgce fakty: sygnaty nie ule-
gaja zmianom wraz z rozcieficzeniem, natomiast wzrost temperatury po-
nad 75°C powoduje prawie catkowity zanik sygnatéw. Poniewaz w bada-
nym rejonie wystepuje tylko rezonans protondéw zwigzanych z atomami
azotu wiec — zgodnie z zalozeniami Watsona i Cricka — kazdej parze
zasad odpowiada tylko 1 proton. Na tej podstawie mozna byto obliczyé,
ze ilos¢ par zasad w tRNAphe z drozdzy wynosi 232 i w tRNAfMet
z E.coli 23+ 2 pary. Obydwie wartosci sg wyzsze o, odpowiednio, 2 i 3 pary
w stosunku do ilosci wynikajgcej z modelu liscia koniczyny (66).

Catkowitg zbieznos¢ z modelem liscia koniczyny otrzymano dla
tRNA”eu z drozdzy, ktérego natywna i zdenaturowana konformacja jest
Scisle zdefiniowana i opisana. Wykazano, ze zdenaturowany tRNA”eu po-
siada 18 par zasad i w wyniku renaturacji zyskuje 3—5 par G:C, tracac
jednoczesnie 0—2 par A:U (67).

Okres$lono takze przesuniecia chemiczne protonéw zaangazowanych
w poszczegdlne wigzania. Dla pary A:U przesuniecie wynosi — 14,8 ppm,
dla pary G:C — 13,7 ppm i dla pary A:~ — 135 ppm. Sa to potozenia
zasadnicze; odchylenia od nich pozwolity na blizszg interpretacje rejonu
niskich pél dla tRNAGIu, tRNAArg, tRNAfMet i tRNAphe z E.coli oraz
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tRNATyr i tRNAPhe z drozdzy piekarskich. We wszystkich przypadkach
wyliczono ilos¢ par zasad zgodna z modelem liscia koniczyny i przypisano
niektére sygnaty konkretnym parom (68). Natomiast w przypadku
tRNAPhe z drozdzy, w oparciu o obliczenia i widma tRNAphe, jego frag-
mentdéw i czasteczek modyfikowanych, w petni zinterpretowano widmo
w rejonie niskich pél i umiejscowiono wszystkie wigzania wodorowe, jak
to przedstawiono na rycinie 7 (60).

Przez analogie do interpretacji widma tRNAphe z drozdzy catkowicie
potwierdzono model struktury drugorzedowej tRNAfMet i tRNAGIu z E.coli
bez uciekania sie do dodatkowych zabiegéw chemicznych. Rozbieznosci
miedzy widmem obliczonym a otrzymanym nie przekraczaty 0,2 ppm (69).

Generalng konkluzjg wyprowadzonag z powyzszych prac jest stwier-
dzenie, ze model liscia koniczyny wprowadzony przez Holley’a doktadnie
odzwierciedla strukture tRNA w roztworze. Tak wiec technika wysoko-
rozdzielczego NMR dostarczyta bezposredniego dowodu potwierdzajacego
stusznos$¢ przyjetego wczesniej modelu struktury drugorzedowej tRNA.
Jak dotychczas wszystkie przedstawione wyzej dane, dotyczace drugo-
rzedowej struktury tRNA pochodzg tylko z jednego laboratorium.

§E BF EEmE B

Ryc. 7. Umiejscowienie wigzan wodorowych w czasteczce tRNAphe z drozdzy w re-
jonie niskich pél (300 MHz, Varian HR) (60).
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111-3.2. Struktura przestrzenna

Struktura drugorzedowa kwaséw nukleinowych jest stabilizowana
gtownie sitami wigzan wodorowych a struktura przestrzenna za pomocag
asocjacji warstwowej zasad azotowych. Oba te efekty uzupetniajg sie
wzajemnie. O ile wigzania wodorowe powodujg — jak to wykazano wy-
zej — przesuniecie sygnatéw w doét pola, to asocjacja warstwowa przy-
czynia sie do ich przesuniecia w rejon wyzszych pdél. Ze wzgledu na od-
staniajacy wplyw pierscienia aromatycznego efekt ten tatwiej zaobser-
wowac¢ w nukleotydach purynowych. Najsilniejszych przesunieé¢ doznajg
protony H-2 i H.s puryny (70).

W pierwszych pracach Kearnsa dotyczagcych wigzan wodorowych
w tRNA zakladano, ze jednym z powoddéw roéznic ilosci par zasad obli-
czonych na podstawie modelu liscia koniczyny i widma NMR jest do-
datkowe parowanie sie w ramach struktury trzeciorzedowej (ss). Jednakze
wykazano brak jakichkolwiek dodatkowych wigzan w stosunku do mo-
delu liscia koniczyny dla tRNAphe z drozdzy (ss), tRNAfMet i tRNAGuU
z E.coli (69). Fakt ten jest dosy¢ zaskakujacy i stoi w sprzecznosci z nie-
ktorymi modelami przestrzennymi tRNA, np. Levitta i Crame-
ra (71).

Whnioski stereochemiczne formutuje sie takze w oparciu o spostrzeze-
nie, ze rezonans par potozonych przy koncach podwdjnej spirali jest
bardziej wrazliwy na otoczenie niz rezonans par wystepujgcych wewnatrz

£ | | | |
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Ryc. 8. Poréwnanie widm roztworéw wodnych fenyloalanilo-tRNAPhe z drozdzy przy
pH 5 (a) z tRNAphe z drozdzy przy pH 5 (b) oraz z tRNAPhe z drozdzy w obecnosci
fenyloalaniny przy pH 5 (c) i nieobecnosci przy pH 7 (c, linia przerywana) (75).
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heliksu. W ten sopséb ustalono, ze ramie dwuhydrourydylowe tworzy
ciagty heliks z ramieniem antykodonowym. Poniewaz taki sam ukiad
wystepuje w Kkrysztale (72) nie jest wykluczone, ze moze on stanowic
0g6lng ceche tRNA (69).

Zgodnie z dotychczasowym stanem wiedzy twierdzono, ze aminoacy-
lacja tRNA zmienia nieznacznie jego konformacje, zwilaszcza w rejonie
ramienia akceptorowego (73, 74). Tymczasem na podstawie widm przed-
stawionych na rycinie s wyprowadzono wniosek o braku réznic konfor-
macyjnych pomiedzy tRNAphe i Phe-tRNAphe z drozdzy. Mimo zaskaku-
jacego wyniku stusznos$¢ wniosku potwierdza wysoka dokladnos$¢ ekspe-
rymentu, gdyz analize widma przeprowadzono z dokiadnoscig 0,05 ppm
a wiec ewentualne réznice potozen atoméw poszczegélnych zasad nie prze-
kraczajg 0,1—0,2A (75). Natomiast z drugiej strony poréwnanie widm
walinowego tRNA z drozdzy przed i po acetylacji wykazalo przesuniecie
sygnatu 3P w gore pola w wyniku acetylacji. Zinterpretowano to jako
wptyw pola elektrycznego reszty acetylowej na jadra fosforu (52).

Taka sama dokiadno$¢ cechowata badania nad wplywem usuniecia
zasady Y z wezta antykodonowego tRNAphe z drozdzy. Ustalono, ze wy-
kazywane innymi metodami (76) niewielkie réznice budowy przestrzennej
miedzy tRNAphe a tRNAphe pozbawionym zasady Y lecz zachowujgcym
nienaruszony szkielet rybozowo-fosforanowy ograniczajg sie do zmian
w wezle antykodonowym, ktory czesciowo ,odptata” sie od zwartej struk-
tury klebkowej (77).

Mozliwo$¢ badania konformacji, a zwtaszcza geometrii szkieletu rybo-
zowo-fosforanowego stwarza rezonans jader 3P (51). Dotychczas jednak
nie odnotowano zadowalajagcych préb wykorzystania tej techniki a za-
stosowania ssP—NMR ograniczajg sie do $ledzenia wptywu aminoacylacji
na strukture (powyzej) i postepu degradacji czasteczki tRNA (52).

Przedmiotem wnikliwych badan byta stereochemia nukleozydoéw, tzn.:
konformacje pierscienia furanozy, swobodna rotacja wokét wigzania N-gli-
kozydowego, konformacje wicinalnych protonéw H—:1' i H—2' oraz egzo-
cyklicznej grupy C—5'H2H i jest ona przedmiotem szeregu prac szcze-
gotowych i przegladowych lecz wybiega poza ramy niniejszego opracowa-
nia (78— 80). Ponadto ustalenia w tej grupie zwigzkéw dotyczg wylacznie
sktadnikow kwaséw nukleinowych i nie mozna przenosi¢ ich na polimery,
chociaz nie wszyscy autorzy podzielajg to zdanie (79).

111-3.3. Zmiany struktury kwaséw nukleinowych w czasie reakcji chemicznych

Reaktywno$¢ kwasow nukleinowych jest w znacznym stopniu powig-
zana z obecnoscig jonow metali, ktore niejednokrotnie warunkujg prze-
bieg i kierunek reakcji. Spektroskopia NMR jest wysoce przydatna w ba-
daniach kwaséw nukleinowych i metali, bowiem umozliwia precyzyjne
ustalenie miejsca oddziatywania jonu metalu z czasteczka kwasu nuklei-
nowego.
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Jony paramagnetyczne zwiekszajac czas relaksacji powodujg poszerze-
nie sygnatéw grup, z ktérymi sa zwigzane. Z pomiaréow 1sC—NMR wynika,
ze jony Mn.2 powodujg poszerzenie sygnatow C—5 i C- s adeniny we
wszystkich jej nukleotydach. Oznacza to, ze gtdwnym atomem oddziaty-
wujgcym z Mn:2 jest N—7 w adenozynie i jej pochodnych. Zatem jony
Mn-.2 tworza mostek miedzy grupa fosforanowa (z ktora oddziatywuja
elektrostatycznie) a zasadg, co w przypadku 3'— i 2'—AMP wymaga
znacznych naprezen konformacyjnych (53). Podobne wyniki otrzymano
dla pozostatych nukleotydéw purynowych, z tym, ze technikg aP—NMR
potwierdzono fakt jednoczesnego oddzialywania jonow metali z zasada
azotowg i fosforanem (54, 55). Kolejnego potwierdzenia proponowanego
modelu oddziatywania jonéw metali z nukleotydami dostarczyli W eser
i wsp. (81), ktérzy badali kompleks Cu+>—AMP. Natomiast w serii nu-
kleotydéw pirymidynowych stwierdzono lokowanie sie jonow metali
(Mn+2, Cu+2) w poblizu atomu azotu N—3 pirymidyny (54, 56).

Szereg jonéw metali (Cu+2, Fe+S, Ni+2, Zn+2, Ag+2) wywotuje poszerze-
nie wszystkich sygnatow zasady azotowej, co oznacza, ze metale te wigzg sie
z calg czgsteczkg zasady w wyniku przeniesienia tadunku. Efektu tego nie
wywotujg: K+, Na+, Mg+2i NH4+. Wigzanie z zasadg w wyniku przeniesie-
nia tadunku nie wyklucza mozliwosci jednoczesnego wigzania elektrosta-
tycznego z innym fragmentem czgsteczki, np. fosforanem Ilub grupa
2'—OH rybozy (82).

Trudniejszg kwestie stanowi zlokalizowanie miejsca oddziatywania jo-
now metali z czasteczka natywnych kwasdw nukleoinowych. Wstepny ko-
munikat, donoszacy o wykorzystaniu metali ziem rzadkich do badania
struktury przestrzennej tRNA za pomoca NMR wskazuje, ze pod wpty-
wem jonéw Eu+S, Pr«s i Dy+3 zmieniajg sie sygnaly powodowane przez
wigzania wodorowe w ramieniu akceptorowym. Odpowiada to lokowaniu
sie wymienionych jonéw w tym rejonie (83).

Problem oddziatywania kwasow nukleinowych z biatkami i peptyda-
mi ma kluczowe znaczenie w objasnianiu mechanizmu biosyntezy biatka
i procesu przenoszenia informacji genetycznej. Wykorzystanie metody
NMR do rozwiktania tego problemu, wediug stanu wiedzy sprzed roku
1972 przedstawiono w pracy przegladowej (70). W wiekszosci prac, ba-
dajac oddziatywanie kwaséw nukleinowych z biatkami, rejestruje sie
zmiany we widmach biatek. Jest to uzasadnione wiekszym zréznicowa-
niem widm biatek, wynikajagcym z rdéznych przesunie¢ chemicznych
wszystkich aminokwaséw wchodzacych w skiad biatka. Opis tego kierun-
ku wybiega daleko poza ramy opracowania. W nielicznych pracach oma-
wiajacych interakcje kwas nukleinowy— biatko z punktu widzenia kwasu
nukleinowego oparto sie na ukiadach modelowych. Sygnaty H— > i H— s
adeniny w tancuchu poli A ulegajga przesunieciu w dét pola wobec ami-
nokwaséw. Swiadczy to o zaniku asocjacji warstwowej wskutek interka-
lacji pierscieni aromatycznych aminokwaséw pomiedzy zasady poli(A) (84).



(23] TECHNIKI SPEKTRALNE 171

Podobne zmiany nastepujg w rejonie 55—85 ppm we widmie DNA
i poli(A) w wyniku oddzialywania z tréjpeptydami. Oddziatywanie na-
stepuje przypuszczalnie na zasadzie przeniesienia tadunku (85). Poniewaz
inne prace donoszg o elektrostatycznej naturze oddziatywania niewyklu-
czone jest wystepowanie tgczne obu efektow.

Obecny etap zastosowan spektroskopii NMR do badania kwaséw nu-
kleinowych charakteryzuje ilosciowa i jakosciowa przewaga ustalen otrzy-
manych dla tRNA w stosunku do innych rodzajéw kwasoéw nukleinowych.
Ostatnio opublikowano prace, w ktdérej wykorzystano doswiadczenia zdo-
byte podczas pracy nad strukturg tRNA do potwierdzenia modelu dru-
gorzedowej struktury 5S RNA z E.coli (ss). Skupienie uwagi na tRNA
pozostaje w Scistym zwigzku z mozliwoscig korelowania danych spektral-
nych z wieloma opublikowanymi strukturami tRNA (87) i daleko pre-
cyzyjniejszymi pogladami na budowe przestrzenng tRNA niz w przy-
padku RNA i DNA.

1V. Uwagi koncowe

Omoéwione techniki spektralne znacznie przyczynity sie do poszerzenia
i pogtebienia informacji o budowie kwaséw nukleinowych. Wykazujg one
szczegblng przydatnos¢ do badania zmian, nawet bardzo subtelnych, wy-
wotanych wplywem temperatury, sity jonowej, aminoacylacji itp. Do
gtdwnych osiggnie¢ nalezy zaliczy¢ bezposrednie potwierdzenie hipote-
tycznego modelu drugorzedowej struktury tRNA — tzw. modelu liscia
koniczyny za pomocag spektroskopii NMR oraz mozliwo$¢ precyzyjnego

Tabela 1
Zastosowania i ograniczenia
Spektroskopia
R IR NMR

Oznaczenie skiadu fragmentarycznie fragmentarycznie niemozliwe
nukleotydowego mozliwe mozliwe
wykrycie rzadkich tylko hU niemozliwe mozliwe dla szeregu
nukleotydéw pochodnych
parowanie zasad mozliwe mozliwe doskonate
asocjacja warstwowa doskonate mozliwe wstepne préby
wielkos¢ prébki poréwnywalna
gtébwne ograniczenia tylko dla roztworéw gtéwnie dla roztwo-  koniecznos¢ stosowa-

bezbarwnychi przez- réw niewodnych nia trudnodostepnej

roczystych aparatury wysokiej klasy

okreslania zmiany stopnia uporzadkowania czasteczKki i asocjacji warstwo-
wej zasad azotowych RNA i DNA dzieki spektroskopii R.

Informacje otrzymywane za pomoca widm uzupeiniajg sie i celowym
jest stosowanie roznych technik spektralnych. W badaniach sktadnikéw
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kwaséw nukleinowych znaczng role odgrywa takze spektroskopia masowa,
dichroizm kotowy i optyczna dyspersja rotacyjna. Ostatnie dwie techniki
wykazujg takze pewna uzytecznos¢ w badaniu biopolimeréw. Rutynowo,
ale gtéwnie w doraznych celach (potwierdzenie obecno$ci, oznaczenia ilos-
ciowe), stosuje sie spektroskopie absorpcyjng w sSwietle UV.

W celu lepszego wykazania przydatnosci omoéwionych technik do okres-
lonych celéw przeprowadzono tabelaryczne poréwnanie ich mozliwosci
i ograniczen (ss):

Autorzy dziekujg doc. dr hab. W. Z. Antkowiakowi za pomoc w przygotowaniu opracowania.

Artykut otrzymano 4.5.1974, po rewizji autorskiej przyjeto 12.12.1974.
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ZBIGNIEW GASYNA *

Struktura i funkcje katalazy

Structure and Functions of Catalase

Katalaza (E. C. 1.11.1.6) wystepuje w komoédrkach roslinnych i zwie-
rzecych zawierajgcych system cytochromowy. Enzym ten jest najczesciej
izolowany z materialu bakteryjnego (M. lysodeicticus) i zwierzecego
(—z watroby, erytrocytéw i nerek ssakow). Katalaza jest jednym z biatek
najwczesniej otrzymanych w postaci krystalicznej (1, 2); préby jej wy-
odrebnienia i oczyszczania podjeto juz na poczatku XX wieku (3). W kry-
stalicznym biatku wykryto hematyne, ktérej towarzyszyta biliwerdyna,
stanowigca prawdopodobnie produkt enzymatycznego rozkiadu hematyny
(4, 5). Preparat enzymatyczny zawierat 0,09—0,10% zelaza oraz niewiel-
kie ilosci miedzi — okoto 0,05 atomoéw Cu w przeliczeniu na czasteczke
enzymu — ktéra stanowi zanieczyszczenie preparatu (s).

Ze wzgledu na znaczenie katalazy w ukiadzie biologicznym, wilasnosci
katalityczne enzymu badano z duza skrupulatnoscig, brak jednak powaz-
niejszych analiz strukturalnych. W niniejszej pracy przedstawiono pogla-
dy na wspotzaleznos$¢ budowy i funkcji enzymu korzystajac z dostepnych
danych literaturowych.

I. Whasnosci strukturalne katalazy

1-1. Wiasciwosci fizykochemiczne.

Monokrysztaty katalazy otrzymuje sie najczesciej w nastepujacych po-
staciach:
— igietki, uzyskiwane przez Kkrystalizacje z siarczanu amonowego;
— piytki, powstajgce podczas dializy w punkcie izoelektrycznym;
— pryzmaty heksagonalne roéznej dtugosci, z ptaskimi lub ostrymi
koncami, narastajgce w czasie dializy stezonych roztworéw o pH
od okoto 7 do 7,5 (7).
*) Mgr inz., Instytut Techniki Radiacyjnej Politechniki toédzkiej, ul. Wréblew-
skiego 15, 93-590 t4dz.
Wykaz stosowanych skrétéw: NAD — dwunukleotyd nikotynamido-adeninowy;

AH2 i A — zewnetrzny donator wodoru i jego utleniona forma, odpowiednio; P —
czasteczka biatka (np. reakcja 1).
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W krysztatach wystepuja elementarne komérki ortorombowe, cztero-
czgsteczkowe o wymiarach 73X14IXI83A (s) lub heksagonalne o wymia-
rach 180X240A (9). Otrzymano takze krysztaty ztozone z powierzchni wal-
cowych, bedgcych monomolekulamymi warstwami czasteczek katalazy
(10). Stwierdzono ponadto, ze w krysztatach katalazy moga wystepowac
inne struktury sieci krystalicznej (11).

Czasteczka katalazy, w roztworze o niewielkiej sile jonowej, jest réw-
nowazna pod wzgledem witasciwosci hydrodynamicznych elipsoidowi
o wymiarach 46X92XI46A (12). Wspotczynnik sedymentacji katalazy
z watroby wotowej 11,1—11,6S i wspotczynnik dyfuzji (4,1—4,5) X10--
cm2/sek odpowiadajg masie czasteczkowej 225 000— 260 000 (5, 13, 14). Cza-
stkowa objetos¢ wiasciwa i graniczna liczba lepkosci wynoszg odpowiednio
0,73— 0,74 cm3g i 3,9 cm3g (12, 14). Przyjmuje sie, ze sredni promien czg-

0
)

d b

Ryc. 1. a) Model potowy czasteczki katalazy z watroby wotowej.
Trzy podjednostki, kazda o masie czasteczkowej 42 000, zbudowane sg z czterech réznych tan-
cuchéw polipeptydowych A, B, C i D (diagram ponizej). W kazdym z nich znajduje sie
120 reszt aminokwasowych, a ich masa czasteczkowa wynosi 14000. Grupe hemowa zawiera
taricuch C (lub tancuch B). Na potowe czasteczki przypadaja dwie podjednostki posiadajace
taricuchy A i B, ktére potaczone sa z podjednostka zawierajgca tancuchy C i D. Cata czasteczka,
zbudowana z szesciu podejdnostek ma 8 tancuchéw A, 4 tancuchy B, 4 tancuchy C i 2 tancuchy
D, oraz 4 atomy Fe (16).
b) Proponowane modele rozkiadu grup prostetycznych (oznaczonych jako zaczernione

kota) w katalazie erytrocytarnej (25).
Linia ciagta rozgranicza podjednostki i wskazuje jakim podziatlom moze ulegaé¢ czasteczka
enzymu.
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steczki katalazy wynosi 47A (5) lub 52A (14). Biatko enzymu zawiera okoto
50% struktur helikalnych (15). Przedstawione dane Swiadczg o duzej zwar-
tosci czasteczki katalazy i o nieznacznym uwodnieniu jej wnetrza.

1-2. Struktura podjednostkowa.

Sprzecznos$¢ wynikow dotychczasowych badan nie pozwala na dokona-
nie jednoznacznej oceny podjednostkowej struktury katalazy. Rycina 1
przedstawia kilka z proponowanych koncepcji.

Czasteczki katalazy ulegajg dysocjacji na podjednostki pod wpitywem
szeregu czynnikéw. Wielko$¢ podjednostek powstajgcych w roztworze soli
sodowej siarczanu dodecylu odpowiada 1/4 czasteczki katalazy. W roztwo-
rze siarczanu dodecylu i kwasu mrowkowego czgsteczka katalazy rozpa-
da sie natomiast na trzy jednakowe fragmenty (17). Dysocjacja czasteczek
katalazy zachodzi w roztworze alkalicznym (pH > 9) (18, 19) i kwasnym
(pH < 3,5) (14, 18, 20), a takze w roztworze mocznika lub amidu kwasu
mrowkowego o stezeniu kilka moli/l (21) oraz w obecnosci organicznych
kwaséw aromatycznych (22). Rozpad czasteczek nastepuje réwniez pod-
czas liofilizacji preparatéow katalazy (14, 23). Stwierdzono przy tym, ze
po rozpuszczeniu zliofilizowanego preparatu zachodzi¢ moze agregacja
podjednostek obecnych w roztworze. Wielko$¢ podjednostek, otrzymy-
wanych wymienionymi metodami, odpowiada szerokiemu zakresowi
utamkoéw masy czasteczkowej katalazy i wynosi 2/3, 1/2, 1/3, 1/4, 1/6,
a nawet 1/8 czagsteczki. Stad, tez, istniejg duze trudnos$ci w interpretacji
rozmieszczenia, wzajemnego oddzialywania i wspoétzaleznosci podjed-
nostek.

1-3. Skiad chemiczny i reaktywno$¢ grup biatka.

Badano skiad aminokwasowy katalazy z watroby i erytrocytow roéz-
nych zwierzat (24, 25, 26, 27, 28). Wyniki niektéorych prac Swiadcza, ze
sktad aminokwasowy katalaz r6znego pochodzenia jest niemal identyczny.
Nowsze dane zestawiono w tabeli 1

Na podstawie analizy sekwencji aminokwaséw ustalono, ze wszystkie
N-koncowe grupy aminowe czasteczki katalazy sa zacetylowane (28, 29).
Po utlenieniu aminokwasow siarkowych stwierdzono, ze na czasteczke
katalazy przypada 16— 17 reszt kwasu cysternowego (29). Wykazano takze
obecnos$¢ szesciu wolnych grup— SH, ktdére reaguja z kwasem p-chloro-
rteciobenzoesowym (20) oraz tworzg pochodne S-karbamylometylowe
z amidem kwasu 2-jodooctowego (30). Przy tak znacznej liczbie wolnych
—SH mozliwe sg reakcje —SH +—>—S—S— wewnatrz i miedzy pod-
jednostkami, co prawdopodobnie wptywa na niejednorodnos¢ elektrofo-
retyczng preparatow katalazy (31). W roztworze o niskim pH dziesie¢ do-
datkowych grup —SH zostaje odstonietych w czasteczce katalazy i udo-
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stepnionych reakcji z kwasem p-chlororteciobenzoesowym (20). Szereg
autorow podkresla, ze system — SH/—S—S— bierze udziat w stabilizacji
struktury natywnej czasteczki enzymu (30, 31, 32).

Tabela 1
Skiad aminokwasowy podjednostki katalazowej (24, 28)
(cztery identyczne podjednostki stanowig czasteczke enzymu)
llo$¢ reszt w podjednostce
Reszta
aminokwasu Katalaza z erytrocytéw Katalaza z watroby
ludzkich Wol—owej

Lys 29 27
His 20 21
Arg 27 31
Asp 67 68
Thr 24 2
Ser 24 sl
Glu 50 46
Pro 36 38
Gly 33 34
Ala 40 35
Cys/2 4 4
Val A A
Met 10 10 (9)
lleu 2 18
Leu 29 35
Tyr 20 20
Phe 30 3l
Try 6 6

Razem 505 505

Zbadano wiasnosci chemiczne reszt innych wazniejszych aminokwasow
z czgsteczki katalazy. Stwierdzono niejednorodnos$¢ reszt tyrozynowych
pod wzgledem szybkosci dysocjacji ich grup hydroksylowych. Grupy hy-
droksylowe z szesc¢dziesieciu siedmiu reszt tyrozynowych, sposréd o3 reszt
obecnych w czasteczce enzymu, dysocjujg natychmiast po dodaniu mocnej
zasady do roztworu enzymu. Grupy hydroksylowe pozostatych reszt ty-
rozynowych o pK = 10,5 ulegajg jonizacji z niejednakowa szybkoscia.
Niejednorodnos¢ ta wynika z nierbwnocennego rozmieszczenia przestrzen-
nego reszt tyrozynowych w czasteczce katalazy, a takze z istnienia wigzan
wodorowych, w ktérych udziat bierze tylko czes¢ grup—OH tyrozyny
(33). Badajac wydajnos¢ karboksymetylowania reszt histydynowych
w czasteczce katalazy przy uzyciu kwasu bromooctowego zauwazono, ze
tylko czes¢ reszt tego aminokwasu (dziesie¢ do dziewietnastu z ogélnej
liczby 95) reaguje z kwasem bromooctowym w #tagodnych warunkach
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(pH = 9, w obecnosci MgO); kolejne dziesie¢ do dziewietnastu reszt rea-
guje dopiero w 2M roztworze mocznika, co $wiadczy o niejednakowej do-
stepnosci imidazolowych grup histydyny w czasteczce tego biatka (34).

Il. Kompleksy grupy prostetycznej katalazy
I1-1. Fizyczne i chemiczne wlasnosci komplekséw

Grupg prostetyczng katalazy jest hematyna. Jest to zwiazek Felll
z protoporfiryna IX. Jon zelaza jest potozony centralnie w jadrze proto-
porfiryny i tworzy cztery wigzania koordynacyjne z atomami azotu wy-
stepujgcymi w pierscieniu protoporfiryny. Dwa pozostate wigzania koor-
dynacyjne Felll tworzy z ligandami zewnetrznymi, zwanymi pigtym
i sz6stym. Jesli hematyna jest zwigzana z biatkiem jon zelaza wystepuje
prawdopodobnie w odlegtosci okoto 0,45A od ptaszczyzny pierscienia pro-
toporfiryny, a jednym z ligandéw (piatym) jest grupa chemiczna pocho-
dzaca z czgsteczki tego biatka (35).

Wiasnosci chemiczne grupy prostetycznej katalazy zaleza od rodzaju
ligandéw zwigzanych z Felll. W kompleksach Felll, pie¢ elektronéw 3d
moze by¢ rozmieszczonych w dwdch grupach orbitali molekularnych: nie-
wigzgcej (t) i antywigzacej (ed w rozny sposob, ktory charakteryzuje
miedzy innymi liczba niesparowanych elektronéw obecnych w komplek-
sie, czyli stan spinowy kompleksu (36). Stan ten decyduje o whasnosciach
magnetycznych i spektralnych oraz o reaktywno$ci grupy prostetycznej
katalazy, a zalezy od energii pél ligandéw tej grupy. Pole ligandow grupy
prostetycznej katalazy natywnej charakteryzuje sie znaczng asymetrycz-
noscig (37), ktéorg mozna wyznaczy¢ w oparciu o pomiary elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (38, 39, 40). Grupa prostetyczng w katala-
zie natywnej jest wysokospinowym kompleksem Felll (41, 42, 43) (Ta-
bela 2). Stan spinowy tej grupy nie zalezy od pH, co jest specyficzng cecha
enzymu (37). Niskospinowe formy katalazy obserwowano w temperatu-
rach ciekiego helu (20°K) (44). Jest to zgodne z wczesniej odkrytym zja-
wiskiem termicznej robwnowagi stanéw wysoko- i niskospinowego w fer-
rohemoproteidach (45, 46). Jeden z proponowanych modeli zjawisko to
ttumaczy zmianami potozenia pierscienia protoporfiryny wzgledem jonu
Fe, zachodzgacymi w wyniku temperaturowej zaleznosci oddziatywania
protoporfiryny z globina (47). Otoczenie hematynowej grupy prostetycznej
zostato zbadane na poziomie atomowym jedynie w analogach katalazy-
mioglobinie, hemoglobinie i cytochromie c (48, 49, 50).

Zidentyfikowano ligandy i reszty aminokwaséw tworzgacych szczeline
hydrofobowag, w ktorej znajduje sie grupa prostetyczng. Niezwykle skgpe
sg informacje o strukturze tego centrum w enzymach takich jak: katala-
za, peroksydaza i inne oksydoreduktazy. Nie wiadomo dotychczas, jaka
grupa, pochodzaca ze skiadnika biatkowego katalazy, stanowi pigty ligand
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Felll jej grupy prostetycznej. Role te przypisywano poczgtkowo aniono-
wi karboksylowemu, ale nie wykluczano i innych grup, wsréd ktérych
znajduje sie tancuch boczny histydyny (37). Nowsze prace zawierajg dane
Swiadczgce o udziale grupy imidazolowej histydyny, ktéra peini taka ro-
le w innych hemoproteidach (51). Ligandem sz6stym Felll hematyny
w wolnej katalazie moze by¢ grupa —OH lub czasteczka wody. Istnieje
mozliwa do przyjecia propozycja ukiadu, w ktérym grupa hydroksylowa
oddziatlywuje z resztg histydyny tancucha polipeptydowego z najblizszego
sasiedztwa, przez wigzanie wodorowe (52). Wartosciowos$¢ jonu zelaza he-
matyny w katalazie natywnej nie zmienia sie w obecnosci zwigzkéw re-
dukujacych, jak Na2S:04 lub K4sFe(CN)& Fakt ten ttumaczy sie niedostep-
noscig centrum hematyny dla czgsteczek reduktanta* wynikajgca ze specy-

Tabela 2.

Charakterystyka spektralna i wdlasnosci magnetyczne kompleksow katalazy (41, 42, 43, 57)

Rodzaj szostego liganda Szczyty absorpcji Moment magnet. Liczba
X (nm) M.B. niespar. e~
Kompleksy Fe 111
OH- 622, 540, 500, 406* 57 5
n; 619, 535, 500, 411 54 5
E" 598, 535 ~ 500, 408 57 5
CN- 585, 555, 425 2,4 1
SH- 640, 587, 548

Kompleksy Fe 11
Katalaza zred.
NaZS2 4 po denaturacji 630, 595, 560, 427
Cco 580, 645 0
NO 576, 540 1

* Molowy wspoétczynnik absorpcji dla X = 405—406nm przyjmuje warto$¢ od 2,9 x 105 dla katalizy z watroby
ludzkiej [58] do 4,1 x 105dla katalizy z M. lysodeicticus (59).

ficznej struktury tego centrum w przypadku katalazy (53). Jony Felll
ulegaja redukcji w enzymie zmodyfikowanym, np. w katalazie zdenaturo-
wanej dziataniem roéznych czynnikéw (23, 25). Redukcja nastepuje takze
na drodze specyficznego ciagu reakcji, w ktérych partnerami sg pewne
kompleksy enzymu i reduktanty, zdolne do wnikniecia w sasiedztwo sz0s-
tego liganda (54, 55). Kompleksom Felll odpowiada charakterystyczne
widmo absorpcyjne. Wolna katalaza (kompleks hydroksylowy) absorbuje
w pasmach 405nm, 500— 505nm, 535— 540nm i 624— 626nm. Absorpcja ze
szczytem w 405nm (pasmo Soreta) pochodzi z przej$¢ T—=J* w aroma-
tycznym pierscieniu protoporfiryny. Absorpcja odpowiadajgca szczytom
500— 505nm i 624— 626nm przypisywana jest mechanizmowi przenoszenia
tadunku (ang. charge transmer — C.T.2 i C.T.l) z metalu do liganda; pasmo
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535— 540nm (P) ma pochodzenie podobne (37, 56). Charakterystyke absorp-
cji i wiasnosci magnetyczne komplekséw katalazy przedstawiono w ta-
beli 2.

11-2. Kompleksy grupy prostetycznej z substratami.

Substratami katalazy sa nadtlenki. Zwigzki te wiazg sie chemicznie
z hematyng katalazy. Widmo absorpcyjne kompleksu przejSciowego en-
zymu z nadtlenkiem wodoru, oznaczanego zwykle jako Kompleks 1, opi-
sat po raz pierwszy C hance (61) (“"nds = 670nm, 570nm, 535nm, 405nm).
W czasteczce katalazy powstaje 1,2— 1,6 Komplekséw | (61, 62). W obec-
nosci cyjanku, stezenie Kompleksu | zmniejsza sie zgodnie z mechaniz-
mem kompetycyjnego przytaczania czasteczek substratu do hematyny
(63). Kompleksy przejsciowe powstajg takze w reakcji hematyny katalazy
z wodoronadtlentami alkilowymi, przy czym stacjonarne stezenie pro-
duktu tej reakcji odpowiada obsadzeniu 90— 95% czasteczek hematyny,
co zalezy od szybkosci zachodzacego jednoczesnie rozkiadu kompleksu
przejsciowego (64). Kompleksy przejsciowe wodoronadtlenkéw alkilowych
i Kompleks | sg niemal identyczne pod wzgledem spektroskopowym i ma-
gnetycznym, a roéznig sie kinetycznym charakterem reakcji, w ktorych
biorg one udziat (65). W stanie nasycenia, kompleksy wodoronadtlenkdéw
alkilowych mozna zastgpi¢ zwigzkami H20 2 w iloSci 1,2— 1.6 réwnowaz-
nikow na mol enzymu. Jest to wynik wiekszego powinowactwa grupy pro-
stetycznej do nadtlenku wodoru i zalezy od szybkosci powstawania i dy-
socjacji komplekséw, co obrazuje tabela 3 (62, 63). Podejmowano proby
ustalenia struktury Kompleksu |, ktérego widmo absorpcji swiatta ma
cechy unikalne (ss). W kompleksie tym, podobnie jak w kompleksie dwu-
alkilodwutiokarbaminianu z zelazem, wystepuja trzy niesparowane elek-
trony (41, 67). Mimo tego, Kompleks | nie daje sygnatu elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (ss). Zgodnie z wynikami badan, reakcje

powstawania nadtlenkowego Kompleksu | odzwierciedla nastepujacy
zapis (s8):
1) /P(hemd52/in + (H20 Jix -> /P(hem daA)llI(X)n

gdzie cyfry rzymskie oznaczajg wartosciowos¢ (w rownowaznikach tle-
nowych), a d] elektrony jonu Fe o liczbie i oraz o catkowitym spinie j.

Autorzy tego zapisu nie potrafig okresli¢ charakteru grupy X, ktéra
w Swietle przedstawionych uzasadnien jest nietypowym ligandem hematy-
ny. Warto podkresli¢, ze w reakcji (1) wartosciowos¢ Fe nie ulega zmianie.
Przyjecie prawdziwosci schematu reakcji (1) wymaga uznania, ze energia
pola pigtego liganda zdecydowanie ostabnie. Tym samym, wigzanie miedzy
Felll i ligandem pigtym traci charakter kowalencyjny i miejsca przyta-
czajgce ligandy pigty i szosty sg nieobsadzone.

Kompleks nadtlenkowy wyrézniajacy sie widmem absorpcyjnym z pas-
mami przy 420nm, 535nm i 568— 575 nm jest przedstawicielem hematyno-

5 Postepy Biochemii
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wych Kompleksow IlI. Powstaje w reakcji redukcji (+le~) Kompleksu |
i ma wartosciowos¢ 1V, a w uktadzie tym znajdujg sie dwa niesparowane
elektrony (41). Widmo elektronowego rezonansu paramagnetycznego,
Swiadczace o obecnosci niesparowanych elektronéw, wykryto tylko w jed-
nym przypadku, gdy substratem uzytym do syntezy Kompleksu Il ka-
talazy byt wodoronadtlenek metylu (CHsOOH) (44). Propozycja struktury
tego kompleksu:
Kompleks Il = (P(hem d«)-OOH)IV

wydaje sie nie do przyjecia z uwagi na niezerowy spin efektywny [es].

Rozwazana jest zatem mozliwos¢é wystepowania ugrupowania ferrylowe-
go — FelVO (37):

(P(hemd”™)0_)IVw rezonansie z (P(hemdiA)Or)lV,

w ktorym elektrony sa silniej zwigzane z jonem Fe.

Wiasnosci reakcyjne Kompleksu Il przedstawiono w tabeli 3.
Tabela 3.
Wiasnosci reakcyjne Komplekséw 1i Il katalazy (61, 63)
Stata szybkosci lub Substrat
stata dysocjacji h22 CH300OH CHXH2D0H
Stata szybkosci powstawania kompleksu 3x 107
przejsciowego 1 M_1 sek-1 6x 106" 8x 10® 2x 104
Stala dysocjacji kompleksu przejsciowego 1x10-« 1x 10-7 5x 10«
M
Stata szybkosci samoistnego rozpadu 2x10-2 1,6x10-2 4x10-2
kompleksu przejsciowego sek-1
Stata szybkosci powstawania
Kompleksu 11 z | 1,25x103 0,6x103
1M-1 sek-1
Stata dysocjacji Kompleksu 11 1,2x10-6 2x10-6
M
Stata szybkosci samoistnego rozkiadu
Kompleksu 11 5x 10“5 23x 10-4
sek-1
* wg (55)
Poczatkowo przypuszczano, ze powstawanie Kompleksu Il zwigzane

jest z dysocjacja czasteczek enzymu (69, 70). Przeciwko tej koncepcji
Swiadczg wyniki pézniejszych badan, ktore nie potwierdzity zmian wiel-
kosci czasteczki katalazy w czasie powstawania tego kompleksu (71).
Znany jest rowniez nadtlenkowy Kompleks 111, charakteryzujacy sie
pasmami absorpcji ze szczytami w 422nm, 545nm i 585nm (60, 72). Jest
on analogiem zwigzkéw H:0z lub ROOH z methemoglobing, z tg réznica,
ze w reakcji syntezy Kompleksu Il biorg udziat dwie czgsteczki nadtlen-
ku (72, 73). Szereg charakterystycznych reakcji katalazy z H202 w obec-
nosci donatorow elektronow i wodoru przedstawiono na schemacie 1.
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D2>D4-D5
— Kompleks Il A

katalaza

kompleks I

katalaza * - -=>» kompleks | —P3,D4>DtL >. katalaza

\ Io 2
NO-f

lrrokatalaza

CO-ferrokatalaza

Schemat 1 Reakcje katalazy z HD 2 w obecnosci donatéw elektronéw i wodoru.
Dj — askorbinian lub zelazocyjanek, D2— fenole, D3— alkohole lub mréwczan, D4— NaNO2
Ds— HN,, NH.OH, D, —HD2

I11. Whasnosci katalityczne

I11-1. Mechanizm katalizy rozkiadu H2D2

Sumner (3) byt jednym z pierwszych, ktéry zaproponowal trafnie
mechanizm rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze:

2) Enzym + H20:2 -» Kompleks | (ES)1
(3) Kompleks | + H202->Enzym + 02 j 2

Analogiczny schemat obowigzuje prawdopodobnie w przypadku reak-
cji H20z : hematyng [74]. Jesli rozpad kompleksu przejSciowego ma pro-
wadzi¢ do wydzielenia tlenu czasteczkowego i HD to nadtlenek musi
spetnia¢ role akceptora i donatora wodoru. Sprawdzenie tego zatozenia
wymagato zidentyfikowania miejsc wigzania czasteczek substratu, stwier-
dzenia, ktore czasteczki nadtlenku dostarczajg atomoéw tlenu do czasteczki
tlenu, oraz ustalenia sposobu wigzania czgsteczek substratu i ich zoriento-
wania, ktore mogtoby warunkowac¢ reakcje ich rozktadu. Stwierdzono,
ze reakcje (2) i (3) nie powodujg zmiany wartosciowosci jonu zelaza he-
matynowego [62], ani nie zachodzga w mys$l mechanizmu wolnorodniko-
wego [63, 64], Zastosowanie nadtlenku wodoru wzbogaconego w 1 po-
zwolito ustali¢, ze czasteczka tlenu uwalnia sie z jednej czgsteczki sub-
stratu [75], Szereg autorow reprezentuje poglad, ze w reakcji rozktadu
H:20: przez katalaze uczestniczg wytacznie czasteczki hematyny tego en-
zymu (75, 76, 77). Wydaje sie przy tym, ze reakcja ta przebiega z udzia-
tem co najmniej dwoch molekularnych komplekséw przejsciowych sub-
stratu i hematyny (77, 78). Mechanizm przenoszenia anionu wodorkowego,
ktory przedstawiono na schemacie 2, ttumaczy istotnos¢ witasciwej orien-
tacji czasteczek substratu i konformacji centrum aktywnego (77, 79).

Przeciwstawna koncepcja uwzglednia w reakcji grupe protonobiorczag
umiejscowiona w apoproteidzie (80, 81). Akceptor protonéw dziata na
czasteczke substratu, zwigzang z hematyna i powoduje wydzielenie tlenu.

5*
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Nastepna czasteczka utlenia akceptor i odtwarza stan poczatkowy. W Swie-
tle dowodéw doswiadczalnych, rowniez w tym przypadku, nie mozna po-
ming¢ udzialu pary grup hematynowych w reakcji katalitycznej (81).
Hipotetyczny mechanizm procesu katalizy ilustruje schemat (s). Jest on

Fe Fe
/..\ oo \ /..\
e Ols 03 t 0.2
os pes oo
iv0ie + H
.o H0
\ STt O + +H*

.
o
S
+
=}
=
®
=

I + o S
\l:e'/ \o/ \../

Schemat 2. Mechanizm przenoszenia amonu wodorkowego.

charakterystyczny dla reakcji nadtlenku wodoru z szeregiem prostych
komplekséw metaloorganicznych, w tym takze ze zwigzkami zelaza
(81, 82).

P—hem—Fe...Fe—hem—P + H202 -»P—hem— FeO*~Fe— hem—P

b A Ao 1 o AH+ +HA-----—---- 1
3)

P—hem—FeO'-Fe—hem—P + H202 ->P—hem—Fe...Fe—hem—P
it AH+ +HA-—-——-—- ! ro——-——-—- A A - 1

Zaznacza sie przy tym problem identyfikacji grupy protonobiorczej. Zapro-
ponowano, aby uwzgledni¢ tu udziat systemu — SH/— S— S— (83). Okazuje
sie jednak, ze unieczynnienie grup — SH katalazy nie wptywa na jej ak-
tywnos¢ (30, 32, 84). Wydaje sie, ze wymienione grupy nie wchodzg bez-
posrednio w skitad centrum aktywnego. W sasiedztwie hematyny wystepuje
zapewne inna niezidentyfikowana grupa, ktéra przypuszczalnie jest zdol-
na wigza¢ nadtlenki (84). Istnieje takze wewnetrzny donator wodoru bio-
racy udziat w reakcjach rozktadu komplekséw nadtlenkowych (Tabela 3).
Donator ten jest rowniez blizej nieokreslong grupa chemiczna apoproteidu,
a jego reaktywnos¢ jest znikoma (63, 85).

Przedstawione hipotezy mechanizmu reakcji katalizowanej przez ka-
talaze zaktadaja dwucentrowg strukture miejsc aktywnych enzymu zbu-
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dowanych z dwéch grup hematynowych. Dalsze badania strukturalne wy-
kaza, czy zatozenie to jest stuszne. Dane uzyskane metodami posrednimi
wskazujg wyraznie na obecno$¢ par grup prostetycznych w czterohema-
tynowej czasteczce katalazy (ss, 87). Wyniki analiz rentgenograficznych
i mikroskopowych sg natomiast niejednoznaczne (9). Konsekwencjag zakita-
danych struktur centrum aktywnego jest fakt, ze dwie czasteczki hematyny
w czasteczce enzymu zajmujg bliskie sobie, ustalone potozenie. Dowodem
na wspoétdziatanie czgsteczek hematyny katalazy w reakcji z sub-
stratem moze by¢ kooperatywny charakter tego procesu, zaobser-
wowany w szeregu przypadkow (ss, 89). Charakter oddziatywania
czasteczek hematyny katalazy mogtby posiada¢ cechy wspdélne z dobrze
znanym zjawiskiem interakcji hemowej w hemoglobinie (90, 91), a ukiad
grup prostetycznych w czgsteczce katalazy bytby podobny do jednego
z ukladéw czgsteczek hemu, proponowanych w przypadku hemoglobiny
(92). Uscislenie przedstawionych rozwazan dotyczacych struktury miejsca
aktywnego katalazy wymaga ustalenia orientacji ptaszczyzn pierscieni
protoporfirynowych i wzglednego potozenia atomoéw zelaza.

I11-2. Reakcje katalizowane przez enzym i ich kinetyka

Wszelkie reakcje katalizowane przez katalaze przechodzg stadium kom-
pleksu aktywnego, identyfikowanego jako Kompleks I. Jego rozkiad mo-
ze nastepowaé¢ na drodze przemian, zaleznych od ilosci reagentéw i ich
rodzaju. Reakcje (2) i (3) opisuja specyficzny, ,,katalazowy” rozktad nad-
tlenku wodoru. Szybko$¢ katalizy okreslajg dane kinetyczne przedsta-
wione w tabelach 3 i 4. Gwaltownos$¢ procesu powoduje, ze stezenie
Kompleksu | jest dalekie od stanu nasycenia (62). Ogélna szybkos$¢ reak-
cji, w warunkach niezmiennego stezenia kompleksu przejsciowego spetnia
zasady Kinetyki Il rzedu (62, 77). ,Wewnetrzny” donator wodoru wywo-
tuje spontaniczny rozktad Kompleksu |. Reakcje te obserwuje sie w nie-
obecnosci donatora zewnetrznego, przy odpowiednio matych stezeniach
H20z w mieszaninie (63, 65). Kompleks wodoronadtlenku alkilowego z he-
matyna nie przejawia aktywnosci donatorowej, co uniemozliwia zajscie
reakcji z wydzieleniem tlenu (4). Katalazowe zwiazki przejsciowe H:20 2
i wodoronadtlenkéw reaguja energicznie z donatorami zewnetrznymi AH 2
State szybkosci tych typowych reakcji peroksydacyjnych sa rzedu
1031M _isek_1. Zapisuje sie je rOwnaniem:

(4) Kompleks | + AH:'-5Katalaza + A,

ktore spetnione jest rowniez w przypadku donatora wewnetrznego.
Szybkos$¢ reakcji peroksydacyjnych charakteryzujg dane zebrane w
tabeli 4.
Zauwazono, ze szybkos¢ procesu peroksydacji maleje ze zwiekszeniem
dtugosci tancucha weglowodorowego donatora organicznego (62). Analo-
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gicznie, zmniejszenie szybkosci powstawania kompleksow przejsciowych
odpowiada szeregowi homologicznemu nadtlenkéw, poczynajac od H20-:
(Tabela 3). Zalezno$¢ szybkosci reakcji od wielkosci czgsteczek substratow
Swiadczy o istnieniu zawady przestrzennej w centrum reakcyjnym. Kon-
formacja tego centrum nie jest jednakowa w czgsteczkach katalazy o roz-
nym pochodzeniu. Wyrazne réznice szybkosci reakcji elementarnych wy-
stepuja przy poréwnaniu enzymu o pochodzeniu bakteryjnym ze zwie-
rzecym (78). Wiasciwosci peroksydacyjne wykazuje nadtlenkowy Kom-

pleks Il. Z H20: reaguje on bez wydzielenia tlenu (schemat 1, tabela 4).
Tabela 4.
Wiasnosci katalityczne Komplekséw | i Il katalazy (61, 63)
Substrat uzyty do syntezy Kompleksu
Kompleks Donator 2 2 CHDH chZhDh
state szybkosci reakcji INI-1 sek-1
H2 2 (katalazowa) 1,8x 107
| Metanol 1x 103 1x 103
Etanol 1x 103 1x 103 1x103
Propanol 2x 10t (1—2)xlo1
Butanol 2
Alkohol izoamylowy 2x 101
1 Etanol 4x 103 5x10-2

* Wedtug (55).

Wskaznikiem aktywnosci katalazy jest ogdlna szybkos¢ rozktadu H:20 2
Szybkos$¢ ta wynika z kinetycznego rozwigzania rownan (2) i (3) dla sta-
nu stacjonarnego i wynosi:

dx - EhE % v

a stacjonarne stezenie Kompleksu I:
(s) [Ejls = [Eio(1-hks/ks —1

gdzie: x = [H203, [E], — stezenie enzymu, k2 i k3 odpowiednie state
szybkosci reakcji (2) i (3).
Ogolna stata szybkosci rozktadu nadtlenku jest proporcjonalna do wyra-

zenia jyk'~” e Rzeczywistg aktywnos$¢ katalazy okresla sie poprzez

wartosc¢ stalej szybkosci rozktadu H:0: wyznaczong w okresie poczatko-
wym, Kiedy proces ten jest reakcjg pierwszego rzedu wzgledem nadtlenku.
Aktywnos$¢ wiasciwa bywa wyrazana przez statg szybkosci obliczong dla
stezenia enzymu 1 mol/l. Popularng forma oznaczania aktywnosci wias-
ciwej jest wielkos¢ Kat.f. (z niem. Katalase Fahigkeit), opisywana réwna-
niem (93):

(7) Kat./. = (60/2,3) x (kj/gram katalazy w 50 ml 10/12 mieszaniny)
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w ktorym kr jest doswiadczalng stalg | rzedowej reakcji w okresie po-
czatkowym (s-1). Aktywnos$¢ w jednostkach miedzynarodowych definiuje
sie jako ilo§¢ mikromoli substratu, ktory ulegt rozktadowi w obecnosci
Img biatka, w ciggu 60sek, w 25°C, przy stezeniu H20> — 1,25X10-2 M/L.
Kat.f. = 0,83 jednostki miedzynarodowej. Réznice w aktywnosciach witas-
ciwych przypisuje sie efektom zwigzanym z niejednorodnoscig enzymu pod
wzgledem zawartosci hematyny (5, 94). Wartos¢ Kat.f. katalazy z watroby
wotu wynosi okoto 30 000 (79). Znacznie wiekszg aktywnoscig wiasciwg
charakteryzuja sie katalazy z erytrocytéw i komoérek bakterii (78, 95).
Wiasciwosci katalityczne enzymu zalezg przypuszczalnie réwniez od
konformacji centrum reakcji (78). Wydaje sie takze, ze istota réznic aktyw-
nosci witasciwej katalazy jest zwigzana z metoda izolowania enzymu
z surowca. Wykazano bowiem, ze krystaliczny preparat katalazy mozna
rozfrakcjonowaé¢ na biatko nieaktywne oraz aktywne, ktére w réznych
proporcjach zawiera skiadniki o niejednakowej aktywnosci wtasciwej (96).

IV. Fizjologiczna rola katalazy

Katalaza wystepuje w organellach cytoplazmy komoérek roslinnych
i zwierzecych oraz w erytrocytach obok hemoglobiny (79, 97, 98, 99).
W peroksysomach watroby i nerek wraz z katalazg obecne sg oksydazy,
takie jak oksydaza ksantynowa, oksydaza D-aminokwasowa, oksydaza
moczanowa i oksydaza 2-hydroksykwasowa (97).

Gtdéwna rolg fizjologiczng katalazy jest rozktad H:0: na drodze pero-
ksydatywnej lub ,katalazowej”, opisanych uprzednio, na co wskazuje
lokalizacja enzymu, poréwnywalna z rozmieszczeniem cytochromoéw. Obec-
nos¢ oksydaz, katalizujacych reakcje tlenu z wydzieleniem H:202z zwraca
uwage na mozliwos¢ sprzezenia katalazy z metabolizmem substratéw
tych enzyméw. Jako katalazowy wycinek cykli metabolicznych propono-
wano proces zuzywania nadtlenku z regeneracja tlenu czasteczkowego
lub bardziej bezposredniag reakcje peroksydacji, sprzezong z przemianami
katalizowanymi przez inne oksydoreduktazy. Najlepszym tego przykiadem
jest utlenianie alkoholu w watrobie (100):

(s) CH:CHZXH + H202~-a” CHXHO + 2HD
(9) CHIXHO + 02+ H& oksydaza aldehydowa CH3C Q Q H +

Utlenianie peroksydacyjne z udzialem katalazy jest sprzezone, w or-
ganizmach niektérych pierwotniakéw, z enzymatycznymi reakcjami utle-
niania-redukcji NAD (97, 101):

(10) RCHOHCOT7 + 02 Qksydaza 2hydroksykwas ™ rcoco2+h 2?2

(8) H202+ CH:CHZ2H CH:CHO + 2HD
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(11) zred NAD + CHXHO Dehy£- genaza CH:CHZ2H + NAD

Dehydrogenaza alkoholowa

(12) zred NAD + RCOCOj pehydrogenaza zred. NAD ----m--mm-m- >RCHOHCO02+ NAD

Dehydrogenaza 2-hydroksykwasowa

W cyklu tym moze krazy¢ do 35°/0 komérkowego NAD (97). Inny mecha-
nizm, uwzgledniajacy udziat katalazy, przedstawiajg réwnania (79):

(13)4H2D + 4(CytOChrOm c -» Fe2+) + 202 oksydaza cytochromowa 4(Cytochrom c —
_Fes+—OH)+ 2H2022H20 > 2HD + 02

To hipotetyczne sprzezenie ma logiczny zwigzek z obserwowang stechio-
metrig utleniania (4 czasteczki cytochromu c : 1 czasteczka 02 i jedno-
czes$nie uzasadnia obecnos¢ katalazy w komoérkach systemu przenoszenia
elektronéw. W erytrocytach katalaza dziata prawdopodobnie niezaleznie
od innych uktadéw enzymatycznych (peroksydazy glutationowej i reduk-
taz methemoglobiny), ktére kontrolujg poziom methemoglobiny przez jej
bezposrednig redukcje lub eliminacje nadtlenku jako czynnika utlenia-
jacego. Stezenie nadtlenku wodoru w erytrocytach jest wyjgtkowo mate.
Wydaje sie, ze katalaza nie petni tu roli metabolicznej, jest raczej czynni-
kiem ochronnym, koniecznym do niszczenia duzych ilosci nadtlenkéw,
z ktorymi erytrocyty stykajg sie w tkankach (99). Cechg aktywnosci bio-
logicznej katalazy jest dwoisty charakter jej dziatania. Obie drogi wy-
korzystania H20z — peroksydatywna i ,katalazowa” — majg przypusz-
czalnie wptyw na metabolizm szeregu zwigzkéw w komoérce. Powszechnie
sadzono, ze rozkiad peroksydacyjny przewaza przy matym stezeniu sub-
stratu (79). Ostatnio Chance i wsp. (102, 103) dowiedli, ze zasoby ak-
tywnosci ,katalazowej” i peroksydatywnej podlegaja uwarunkowaniu
kinetycznemu, zaleza od stacjonarnego stezenia Kompleksu | i szeregu
parametrow kinetycznych specyficznych reakcji elementarnych.

Wydaje sie, ze katalaza nadal stanowi interesujacy obiekt dla badan
strukturalnych i funkcjonalnych. Problemy budowy czgsteczki enzymu
oraz specyfiki procesu enzymatycznego nie zostalty bowiem wyjasnione
wyczerpujgco. Coraz wiecej uwagi poswieca sie takze ustaleniu znacze-
nia katalazy w metabolizmie komorki.

Artykut otrzymano 30.11.1973, po rewizji autorskiej przyjeto 20.12.1974.

PISMIENNICTWO

Sumner J. B, Dounce A. L., (1937), Science, 85 366— 367.

Sumner J. B, Dounce A. L., (1937), J. Biol. Chem., 121, 417— 424.
Sumner J. B., (1941), Advan. Enzymol. 1, 163— 176.

Stern K. G, (1936), J. Biol. Chem., 112, 661— 669.

Sumner J. B, Dounce A L, Frampton V. L., (1940), J. Biol. Chem. 136,
343— 356.

g~ wNp



[15]

10.

GEEBER

16.

BBk K

24.

25,

8

S

98 88

8

41.

KATALAZA 189

Sumner J. B,, Dounce A. L., (1939), J. Biol. Chem., 127, 439—447.
Sumner J. B, Dounce A. L., (1955), w Methods in Enzymology, red. Colo-
wick S. P., Kaplan N. O., t. 2 str. 7/5—784.

Lab aw L. W., (1967), J. Ultrastruct. Res., 17, 327— 341.

Longley W., (1967), J. Mol. Biol., 30, 323—327.

Kiselev N. A, Shpitzberg V. L, Vainshtein B. K. (1967), J. Mol.
Biol., 25, 433—441.

. Gurskaya G. W, Karpuhina C. Ya., Lobanov G. M., (1971, Biofi-

zika, 16, 553—555.

Malmon A. G, (1957), Biochim. Biophys. Acta, 26, 233— 240.

Samej ima T., (1959), J. Biochem. (Tokyo), 46, 1101

Tanford C, Lovrien R. (1962, J. Am. Chem. Soc., 84, 1892— 189%.
Yang J, Samejima T. (1963), J. Biol. Chem., 238, 3262— 3267.
Valentine R. C., (1964), Nature, 204, 1262— 1264.

Sund H., Weber K, Molebert E. (1967), Eur. J. Biochem., 1, 400-"110.
Sumner J B, Gralen N., (1938), J. Biol. Chem., 125 33— 36.

N agahisa M., (1962), J. Biochem. (Tokyo), 51, 216—221.

Samejima T.,, Yang J, (1963), J. Biol. Chem., 238, 3256— 3267.
Samejima T., Shibata K., (1961), Arch. Biochem. Biophys. 93, 407—412.
It oh M., Nakamura Y., Shibata K. (1962), Can. J. Biochem. Physiol.
40, 1327— 1334.

Deisseroth A, Dounce A. L. (1967), Arch. Biochem. Biophys., 120,
671— 692.

Bonaventura J, Schroeder W. A, Fang S., (1972, Arch. Biochem.
Biophys., 150, 606— 617.

Deisseroth A, Dounce A. L., (1969, Arch. Biochem. Biophys., 131,
30—48.

Radhakrishnan T. M., Sar ma P. S, (1965), Biochem. J., 97, 827—832
Schnuchel G. (1956), Z. Physiol. Chem., 303, 91— 93

Schroeder W. A, Shelton J R, Shelton J B, Robb erson B,
A pell G., (1969), Arch. Biochem. Biophys. 131, 653— 655.

Schroeder W. A, Shelton J R, Shelton J. B, Olson B. M., (1964),
Biochim. Biophys. Acta, 89, 47—65.

Abe K., Hiraga M., An an F. (1967), Bull. Tokyo Med. Dental Univ., 14,
309— 325.

Heidrich H. G. (1968), Hoppe-Seyler’'s Z. Physiol. Chem., 349, 873— 880.
Morikofer-Zweg S., Cantz M., Kaufmann H.,, von Wart-
burg J. P, Aebi H. (1969), Eur. J. Biochem., 11, 49—53.

Inada Y., (1961), J. Biochem. (Tokyo), 49, 217— 225

Nakatani M., (1960), J. Biochem. (Tokyo), 48, 476— 482.

Hoard J. L. (1966) w Hemes and Hemoproteins, red. Chance B., Ekstrabrook
R., Yonetani T., str. 9—24, Academic Press, New York, London.

Ehrenberg A. (1962), Svensk. Kem. Tidskr., 74, 103— 120.

Brill A. S, (1966) w Comprehensive Biochemistry, red. Florkin M.,
Stotz E. H., t 14, str. 447—A477, Elsevier, New York.

Bennett J E, Ingram D. J E, George P, Griffith J. S, (1955),
Nature, 176, 3%4.

Gibson J F, Ingram D. J. E, Schonland D., (1958), Disc. Faraday
Soc., 26, 72—80.

Torri K, Ogura Y., (1968), J. Biochem. (Tokyo), 64, 171—179.
Ehrenberg A. (1966) w Hemes and Hemoproteins, red. Chance B., Estra-
brook R., Yonetani T., str. 331— 337, Academic Press, New York, London.



190

42.

BERBILBBEIFHLY

8

SARINFIB

833X

81.

82.

Z. GASYNA [16]

Keilin D.,, Hartree E. F.,, (1937), Proc. R. Soc. (London), Ser. B, 121,
173— 191

Nicholls P.,, Schonbaum G. R, (1963), w The Enzymes, red. Boyer P. D,
Lardy H., Myrback K., t. 8 str. 147—225.

Rein H., Ristau O, Hackenberger F., Jung F. (1971, Acta Biol
Med. Ger., 26, 1099— 1109.

Be etles tone J, George P., (1964), Biochemistry, 3, 707—714.
George P, Beetlest one J, Griffith J. S, (1964), Rev. Modern Phys
t. 2, 36, 441—458.

Otsuka J, (1970), Biochim. Biophys. Acta, 214, 233—235.

Dickerson R E, Takano T., Eisenberg D., Kallai O. B, Sam-
son L, Cooper A, Margoliash E., (1971), J. Biol. Chem., 246, 1511— 1535.
Ken drew J. C., (1963), Science, 139, 1259— 1266.

Perutz M. F., (1970), Nature, 228, 726— 734.

Sandberg H. E, Balegh M. S, (1973), Biochim. Biophys. Acta, 295
#A—3R.

Maricic S, Ravilly A, Mildvan A. S, (1966), w Hemes and Hemo-
proteins, red. Chance B., Estrabrook R., Yonetani T., str. 157— 172, Academic
Press, New York, London.

Chance B. (1950), Biochem. J., 46, 387—402

Nicholls P., (1961), Biochem. J., 81, 374— 383.

Nicholls P., (1964), Biochem. J., 90, 331— 343.

Brill A. S, Williams R. J. P, (1961), Biochem. J., 78, 246—252.
Dounce A L, Schwalenberg R. R, (1950), Science, 111, 654—655.
Bonnichsen R., (1947), Acta Chem. Scand., 1, 114—117.

Hebert D., Pin sent J., (1948), Biochem. J., 43, 193—203.

Chance B., (1952), Arch. Biochem. Biophys., 41, 404—414.

Chance B. (1947), Acta Chem. Scand., 1, 236— 267.

Chance B., (1948), Nature, 161, 914—917.

Chance B. (1949), J. Biol. Chem., 179, 1341— 1369.

Brill A S, Williams R. J. P., (1961), Biochem. J., 78, 253—262.
Chance B., (1949), J. Biol. Chem., 179, 1311— 1330.

Blumberg W. E, Peisach J, Wittemberg B. A, Wittem-
berg J. B., (1968), J. Biol. Chem., 243, 1854— 1862.

Wie km an H. H., Merritt F. R.,, (1967), Chem. Phys. Letters, 1, 117
Peisach J, Blumberg W. E, Wittemberg B. A, Witttem-
berg J. B., (1968), J. Biol. Chem., 243, 1871— 1880.

Jones P, SuggellA., (1968), Biochem. J., 110, 621— 629.

Jones P, Suggell A, Pain R. H., (1968), Nature, 217, 1050.

Barlow G, Margoliash E., (1969), Biochim. Biophys. Acta, 188, 159— 161
Keilin D, Hartree E. F., (1951), Biochem. J., 49, 83— 104.

Keilin D, Nicholls P., (1958), Biochim. Biophys. Acta, 29, 302—307.
Haurowitz F. M., (1937), Enzymologia, 2, 9—16.

Jarnagin R, Wang J. H.,, (1958), J. Am. Chem. Soc., 80, 786—787.
Theorell H., (1948), Experientia, 4, 100— 109.

Ogura Y. (1955), Arch. Biochem. Biophys., 57, 288— 300.

Chance B, Herbert D., (1950), Biochem. J., 46, 402—417.

Deisseroth A, Dounce A. L. (1970), Physiol. Rev., 50, 319—375.
Chance B., Greenstein D. S, Rough ton F. J. W., (1952), Arch.
Biochem. Biophys., 37, 301— 339.

Azizov Yu M, Lichtenstein G. I, Purmal A. P., (1972, Biochi-
mija, 37, 620— 628.

Brown S. B, Dean T. C, Jones P.,, (1970), Biochem. J., 117, 741— 744.



v

g8

88

R 888

882

100.
101
102.
103.

KATALAZA 191

Her mal H, Havemann R. (1966), Biochim. Biophys. Acta, 128, 272—282.
Schonbaum G. R, Jajczay F., (1966), w Hemes and Hemoproteins, red.
Chance B., Estrabrook R., Yonetani T., str. 327—330, Academic Press, New
York, London.

Nicholls P., (1966), w Hemes and Hemoproteins, red. Chance B., Estra-
brook R., Yonetani T., str. 307—318, Academic Press, New York, London.
Maeda Y., Tr autwe in A, Gonser U, Yoshida K, Kikuchi-To-
rii K, Homma T.,, Ogura Y. (1973), Biochim. Biophys. Acta, 303, 230— 236.
Weber G., Teale F. W. J, (1959), Disc. Faraday Soc., 27, 134— 141
Margoliash E, Novegrodsky A. (1958), Biochem. J., 68, 468—475.
Margoliash E, Novegrodsky A., (1960), Biochem. J., 74, 339—350.
Wyman J., (1948) w Advances in Protein Chemistry, red. Anson M. L.
Edsall J. T., t. 4, str. 407—531, Academic Press, New York.

Wyman J, (1964), w Advances in Protein Chemistry, t. 19, str. 223—286.
Pauling L., (1935), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 21, 186— 191

Chance B., Maehly A. C, (1955), w Methods in Enzymology, red. Colo-
wick S. P., Kaplan N. O., t 2, str. 764—775.

Bonnichsen R, (1948), Acta Chem. Scand., 2, 561—573.

Nishimura E. T, Carson S. N, Kobara T. Y. (1964), Arch. Biochem.
Biophys., 108, 452— 459.

Brown G. L., (1952), Biochem. J., 51, 569—573.

DeDuve C, Baudhuin P., (1966), Physiol. Rev., 46, 323—357.

Aebi H, Cantz M., Suter H., (1965), Experientia, 21, 713—714.
Nicholls P., (1965), Biochim. Biophys. Acta, 99, 286— 297.

McGuire J. S, (1965), Arch. Biochem. Biophys., 110, 104— 108.

Muller M, Hogg J. F, DeDuve C., (1968), J. Biol. Chem., 243, 5385—5395.
Chance B., Oshino N. (1973), Biochem. J., 131, 564—567.

Oshino N, Oshino R, Chance B. (1973), Biochem. J. 131, 555—563.



http://rcin.org.pl



Post. Biochem. 21, 193—211, 1975.

CZESLAW CIERNIEWSKI*™ TADEUSZ KRAJEWSKI *>

Budowa i wiasciwosci fibrynogenu

Structure and Properties of Fibrinogen

Zjawisko krzepniecia krwi polega na przeksztatceniu rozpuszczalnego
fibrynogenu, w nierozpuszczalny wiéknik. Zjawisko to zachodzi przy
udziale enzymow wystepujacych w osoczu — trombiny i czynnika stabili-
zujacego wioknik (FSF). W wyniku dziatania trombiny od czasteczki fi-
brynogenu zostajg odszczepione fibrynopeptydy. Pozostato$¢ stanowiag tzw.
monomery widknika, ktore spontanicznie polimeryzujac tworzg widoknik
rozpuszczalny. FSF w obecnosci jonéw wapnia katalizuje tworzenie po-
przecznych wigzan e/Y-glutamylo/lizynowych miedzy tancuchami a i Y
nalezgcymi do ré6znych monomeréw. W rezultacie tego powstaje wioknik
nierozpuszczalny — stabilizowany.

Budowie i wlasnosciom fibrynogenu byto poswieconych szereg wczes-
niejszych artykutow przegladowych (1, 2, 3).

W niniejszej pracy omowiono przede wszystkim obecne poglady na
budowe i niejednorodnos¢ czasteczki biatka krzepnacego.

I. Struktura czgsteczki fibrynogenu

Badania produktéw chemicznej i enzymatycznej degradacji fibryno-
genu w duzym stopniu umozliwity odtworzenie pierwotnej struktury cza-
steczki. Fibrynogen posiada sztywng strukture uwarunkowanag licznymi
poprzecznymi mostkami dwusiarczkowymi. R6znymi metodami wykaza-
no, ze fibrynogen ssakéw zawiera 22— 29 wigzan dwusiarczkowych (4, 5,
6). Wigzania te wystepuja badz wewnatrztancuchowo, badz tez pomiedzy

*)Dr, **) Doc. dr, Zaktad Biochemii, Instytut Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet
to6dzki, ul. Nowopotudniowa 12/16, 90-237 t6dz

Wykaz stosowanych skrétéw: Aa, B|3, y— tancuchy polipeptydowe fibrynogenu,
a, @ y— tancuchy polipetydowe widknika (International Commitee for Thrombosis
and Haemostasis, Oslo,. Norwegia 1971 rok), A, AY, AP, AYP, B — fibrynopeptydy
odszczepiane z fibrynogenu przez trombine (E.C. 3.44.13), X, Y, D, E— fragmenty
peptydowe powstajgce podczas degradacji fibrynogenu plazming (E.C. 3.4.4.14).
Pyr—Glu — kwas piroglutaminowy, Asx — kwas asparaginowy Ilub asparagina,
GIx — kwas glutaminowy lub glutamina.
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grupami sulfhydrylowymi cystein wchodzacych w skilad sasiednich tan-
cuchéw polipeptydowych. Grupy — SH sa nierbwnomiernie rozmieszczone
w czasteczce i tworzg trzy silnie hydrofobowe ,wezty”. W wyniku sul-
fitolizy (5) lub merkaptolizy (7), wigzania S— S ulegaja rozerwaniu, a grupy
poszczegdlnych tancuchéw polipeptydowych zostaja zablokowane, odpo-
wiednio resztami siarczanowymi lub karboksymetylowymi. Powstate pro-
dukty nazywano nieraz S-sulfofibrynogenem — a niestusznie, poniewaz
stanowig one fragmenty rozbitej czasteczki fibrynogenu. Po rozpuszczeniu
w stezonych roztworach mocznika, dajg sie one rozdzieli¢ na pojedyncze
tancuchy polipeptydowe za pomoca chromatografii kolumnowej jonowy-
miennej (8, 9, 10, 11).

Masa czasteczkowa S-sulfopochodnych fibrynogenu, okreslona za po-
mocg ultrawirowania wynosi 51 000. Odpowiada 1/6 czasteczki fibryno-
genu (8), gdyz jak wiadomo rodzime czasteczki posiadaja mase okoto
330 000— 340 000. Poniewaz masa czgsteczkowa fibrynogenu wyliczona na
podstawie analizy N-koncowych aminokwaséw wynosi potowe tej war-
tosci, wysunieto sugestie o obecnosci 3 par tarncuchéw polipeptydowych
w czgsteczce (Ryc. 1).

HOOCH }cooH «
L 4

HOOC COOH 7

HOOCH {Hy lcoon 3

A r ﬁ
T_ | - J‘ | J
wezel Hy— —wezel dwusiarczkowy - wezel H,

Rys. 1. Struktura czasteczki fibrynogenu

Czasteczka fibrynogenu jest zatem dimerem, a kazda podjednostka
sktadowa zbudowana jest z trzech tanncuchéw polipeptydowych o masach
czgsteczkowych 47 000— 50 700, 56 000— 60 400 i 63 500— 70 900, oznacza-
nych jako Y, BJ3i Aa (12, 13). Budowe czgsteczki fibrynogenu ssakéw moz-
na przedstawi¢ ogdlnym wzorem (Aa, BP, y)2 Po odszczepieniu fibrynope-
ptydéw A i B, powstate monomery fibryny majg wzér (a, By)2

Teoretycznie, fibrynogen moze dysocjowa¢ na 2 podjednostki o masie
czasteczkowej o potowe mniejszej od biatka wyjsciowego. Brakuje bezpo-
Srednich dowoddéw potwierdzajgcych te hipoteze. Za takg mozliwoscig
jednak przemawiajg obserwacje poczynione podczas chromatografii jono-
wymiennej natywnego fibrynogenu (14, 15), a zwlaszcza podczas doswiad-
czen, w ktérych enzymatycznie redukowano fibrynogen i wioknik ludzki
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tioreduktaza tioredoksyny (16). W obecnosci NADPH enzym ten specy-
ficznie redukuje niektére wigzania dwusiarczkowe fibrynogenu i witdkni-
ka. Selektywnej redukcji ulegaja przede wszystkim tzw. symetryczne
mostki dwusiarczkowe zlokalizowane w N-kohcowym ,weZle dwusiarcz-
kowym”, wigzgce obydwa monomery czgsteczki (Ryc. 1). Wezly te tworza
cysteiny w pozycji 28 tancuchéw Aa oraz cysteiny w pozycjach s i 9
tancuchoéw vy, liczac od N-koncowych aminokwaséw. Pozwala to przy-
puszczaé, ze w warunkach, w ktérych nastepuje selektywna redukcja tych
witadnie symetrycznych wiagzan S—S dochodzi do uwolnienia strukturalnie
niezmienionych, monomerycznych podjednostek czgsteczki fibrynogenu.

W wyniku chemicznej degradacji wigzan metionylowych w fibrynoge-
nie przez CNBr powstaje szereg wysokoczgsteczkowych fragmentow po-
lipeptydowych. Z powstatej mieszaniny polipeptydéw wyizolowano i scha-
rakteryzowano trzy rodzaje fragmentéw peptydowych, ktore zawierajg
wszystkie wigzania dwusiarczkowe (s, 12, 17). Najwiekszy z nich, stano-
wigcy okoto 16% czasteczki (57 000 daltonéw) miat budowe dimeryczng
i zawierat fibrynopeptydy, ktére pod wptywem trombiny ulegaty odszcze-
pieniu (18, 19). Po redukcji i alkilacji, fragment ten rozdzielono na odcin-
ki tancuchow Aa, BP i y, a nastepnie ustalono ich strukture I-rzedows.
N-konncowe odcinki wszystkich s tancuchéw czasteczki fibrynogenu taczy
11 wigzan dwusiarczkowych, ktore tworzg w tej czesci tzw. ,wezet dwu-
siarczkowy”. Pojedyncze fragmenty tancuchéw, wchodzace w skiad ,wez-
ta dwusiarczkowego” zakoniczone resztami metionylowymi zawieraja:
Aa— 51, BP— 115 i y— 78 aminokwaséw (12). Pozostate dwa rodzaje
fragmentéw peptydowych posiadajgce w swoim sktadzie reszty cysternowe,
to symetryczne hydrofobowe wezty Hi o masie czasteczkowej 34 000 kaz-
dy, zawierajace 3 peptydy powigzane czterema mostkami dwusiarczko-
wymi, oraz dwa hydrofobowe wezty H2 o masie czgsteczkowej 7000, z dwo-
ma wewnatrztanncuchowymi mostkami S—S, ktére prawdopodobnie utwo-
rzone sa w obrebie tancuchow B3 (17).

Dosy¢ dobrze jest tez poznany molekularny mechanizm plazminowej
degradaciji fibrynogenu, witéknika rozpuszczalnego i stabilizowanego. Usta-
lono kolejno$¢ rozszczepiania wigzan peptydowych przez plazmine, oraz
poznano wiekszos¢ z powstajacych podczas proteolizy produktéw posred-
nich i konncowych (20, 21, 22). W wyniku catkowitej hydrolizy enzyma-
tycznej, z jednej czasteczki fibrynogenu powstajag dwa fragmenty D o ma-
sie czgsteczkowej 83 000— 100 000, jeden fragment E o masie 41 000— 50 000
oraz caly szereg niskoczgsteczkowych peptydéw. Analiza N-koncowych
aminokwasow fragmentu E wykazata, ze zawiera on identyczne z amino-
kwasami N-koricowej czesci fibrynogenu rodzimego aminokwasy z wolng
grupa a-aminowg. Co wiecej trombina odszczepia od niego fibrynopepty-
dy. Fragment E i N-koricowy ,wezet dwusiarczkowy” majg prawie iden-
tyczny skiad aminokwasowy, charakteryzujg sie obecnoscig tych samych
determinant antygenowych. Oznacza to, ze pochodza one z tego samego
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regionu czasteczki fibrynogenu. Drugi kornicowy produkt degradaciji fibry-
nogenu fragment D zbudowany jest z trzech peptyddéw, potaczonych ze so-
ba za pomocg wigzan dwusiarczkowych. Po rozerwaniu wigzan metionylo-
wych bromocyjanem, wyizolowano z niego dwa fragmenty peptydowe,
ktore zawieratly odpowiednio 4 i 2 mostki S—S i odpowiadaty weztom Hi
i Hz (s, 17).

W wyniku proteolizy fibrynogenu i widknika rozpuszczalnego powstaja
analogiczne fragmenty D i E (23, 24, 25). Natomiast w przypadku widkni-
ka stabilizowanego po jego proteolizie zamiast fragmentu D pojawia sie
inny fragment o znacznie mniejszej ruchliwosci elektroforetycznej. Jest
to ,podwodjny fragment D” o masie czgsteczkowej 160 000, powstaty w wy-
niku utworzenia wigzan stabilizujacych miedzy tancuchami y sgsiaduja-
cych monomerdéw fibryny. Poniewaz wiadomo, ze usieciowanie witdknika
w procesie stabilizacji zachodzi najpierw w odcinkach C — koncowych
tancuchéw y nalezy uwazaé, ze fragment D zlokalizowany jest witasnie
w C-konicowym regionie czasteczki fibrynogenu (Rye. 1).

Podczas hydrolizy fibrynogenu in vitro réznymi enzymami proteoli-
tycznymi (plazminag, trypsyna, chymotrypsyna) w pierwszej kolejnosci ule-
ga rozpadowi tancuch Aa (21, 26). W tym czasie tancuchy B(i i y pozo-
staja nieuszkodzone. Ich degradacja rozpoczyna sie dopiero po prawie cat-
kowitym roztozeniu tancucha polipeptydowego Aa, co wynika zapewne
z lokalizacji tancucha Aa na powierzchni czasteczki fibrynogenu.

Model czgsteczki przedstawiony na rycinie 1 jest catkowicie zgodny
z klasycznymi juz dzisiaj obserwacjami poczynionymi przez Halla
i Slaytera (27). Jak wiadomo podczas badania fibrynogenu w mikro-
skopie elektronowym ci ostatni stwierdzili, ze czgsteczka ma ksztatt wydtu-
zony i skiada sie z trzech kuleczek. Prawdopodobnie wiekszym skrajnym
kuleczkom (Srednica 6,5 nm) odpowiadajg fragmenty D rozmieszczone
w peryferyjnych regionach obu monomeréw, a srodkowa mniejsza kulecz-
ka (Srednica 50 nm) to fragment E, ktory stanowi centralne ogniwo spa-
jajace obie symetryczne potéwki czagsteczki fibrynogenu.

Il. Budowa chemiczna

I1-1. Sktad aminokwasowy

Ze wzgledu na swoje wiasnosci fizykochemiczne, fibrynogen nalezy
do grupy biatek nazywanych euglobulinami. Jego podobienstwa struktu-
ralne z miozyna sprawiaja, ze niektdrzy zaliczajg fibrynogen do biatek
fibrylarnych.

Ostatnio okreslono ilosciowy skitad aminokwasowy wszystkich trzech
tancuchéw polipeptydowych, tworzacych czasteczke fibrynogenu czto-
wieka, wotu, swini i owcy (28). W tabeli 1 przyktadowo podany jest skiad
aminokwasowy ‘tancuchéw polipeptydowych fibrynogenu Iludzkiego.
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Stwierdzono, ze stosunek Tyr: Phe jest charakterystyczny dla poszczegél-
nych tancuchéw polipeptydowych fibrynogenu badanych zwierzat i wy-
nosi w przypadku tancuchoéw Aa, B3 i y, odpowiednio 0,5—0,6, 1,4— 1,5,
1,1— 1,4. tancuchy Aa sa najbardziej zasadowe i zawierajg wysoki pro-
cent argininy oraz proliny.

Tabela 1.

Sktad aminokwasowy tancuchéw polipeptydowych ludzkiego fibrynogenu (28)

moli/1Cb g biatka

Aminokwas )

T BP Aa Fibrynogen
Lizyna 66,9 67,0 58,9 651+1,0
Histydyna 184 20,2 17,6 18,0+0,2
Amoniak amidowy 152,0 140,0 141,3 135,0+1,0
Arginina 35,5 36,8 59,0 47,1+0,4
Kw. asparaginowy 108,1 119,1 106,3 106,5+3,3
Treonina 51,9 45,5 60,5 532+1,7
Seryna 51,2 60,3 85,5 65,6+5,0
Kw. glutaminowy 104,7 113,8 99,2 99,4+0,7
Prolina 27,6 42,1 54,9 421+1.,4
Glicyna 74,9 85,2 99,0 84,7+3,6
Alanina 52,4 51,8 36,8 41,5+0,9
Cystyna 1/2 17,7 28,0 16,0 21,0+0,4
Walina 38,2 44,9 44.8 40,0+2,5
Metionina 16,9 27,9 16,7 18,9+ 1,2
1zoleucyna 37,7 35,6 39,2 36,0+0,4
Leucyna 55,2 54,3 50,4 54,2+0,5
Tyrozyna 40,4 38,2 17,8 29,6+1,1
Fenyloalanina 32,3 26,3 27,1 281+0,5

Dzieki badaniom przeprowadzonym gtéwnie przez Blombacka
i wsp. (12, 29, 30) znane sg N-koricowe aminokwasy fibrynogenu cztowie-
ka i szeregu zwierzat (Schemat 3, Tabela 2). W fibrynogenach zwierzat
wyzszych tyrozyna wystepuje zawsze jako N-koncowy aminokwas tan-
cucha y. W fibrynogenach zwierzat nizszych, miejsce tyrozyny zajmuje se-
ryna, ktoéra podobnie jak i tyrozyne mozna znalezé¢ réwniez jako N-kon-
cowy aminokwas witdknika (31). Po odszczepieniu fibrynopeptydow A i B,
tancuchy a i P wiéknika majg zawsze glicyne z wolng grupa a-aminowa.

W 1971 roku Oku de i wsp. (32, 33) zidentyfikowali C-kohcowe ami-
nokwasy fibrynogenu réznych ssakéw za pomoca trzech réwnolegle stoso-
wanych metod: hydrazynolizy, trawienia karboksypeptydaza A i selek-
tywnego znakowania sH. Otrzymane przez nich rezultaty zebrane sg w ta-
beli 2.

Nalezy podkresli¢, ze we wszystkich tancuchach polipeptydowych zba-
danych fibrynogenéw, z wolng grupa karboksylowg wystepujag aminokwa-
sy hydrofobowe: walina, prolina oraz izoleucyna {y tancuch psa i swini).

6 Postepy Biochemii
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Tabela 2.

N i C-koncowe aminokwasy taricuchéw polipeptydowych fibrynogenéw
niektorych ssakow (32, 33)

N-koricowe C-koncowe
Cziowiek Ala Val
Wot Glu Pro
Kon Thr Val
Swinia Ala---—--mmmm Pro
Owca, koza Gly Pro
Pies Thr Pro
Cztowiek [/ 2 c] [T Em—— val
wot PYr-Glu----------- val
Kon Thr Val
Swinia Ala Val
Owca, koza Ala Val
Pies His Val
Cziowiek LAY e — val
Wot Tyr--- val
Kon Tyr---------- Val
Swinia Tyr--- lle
Owca, koza LAY e — val
Pies Tyr--mmmmemmes lle

11-2. Frakcja cukrowa

Czasteczka fibrynogenu ludzkiego jak i wolowego nie jest czystym
biatkiem, lecz zawiera sktadniki cukrowe: D-galaktoze, D-mannoze, N-ace-
tylo-D-glukozoamine (razem 2— 3°/0), oraz kwas sjatowy (0,8%). Z prona-
zowego hydrolizatu fibrynogenu udato sie wyizolowaé¢ trzy rézne gliko-
peptydy, ktére nazwano A, B i C (34). Masa czasteczkowa poszczegdélnych
glikopeptydéw wynosi odpowiednio 2 800, 3 100 i 3 600. W toku pierwszych
analiz ustalono, ze stosunki molowe — heksoza : heksozoamina : kwas sjalo-
wy, sg identyczne w glikopeptydach B i C, jedynie glikopeptyd A charak-
teryzuje sie mniejsza zawartoscig kwasu sjalowego. Kilka lat p6zniej wy-
kazano, ze w sktad fragmentéw cukrowych wchodzg — 4 czasteczki D-glu-
kozoaminy, 4 czasteczki D-mannozy oraz 3 czasteczki D-galaktozy, z kto-
rymi w czesci terminalnej wigze sie jeszcze kwas sjalowy. W glikopepty-
dzie A jest tam jedna czasteczka kwasu sjalowego, ktora taczy sie z galak-
toza wigzaniem 2 :3, podczas gdy w glikopeptydach B i C wystepuja dwie
czasteczki kwasu sjalowego, jedna w pozycji 2:3, a druga w 2:s. Nie
zbadano jeszcze peilnej sekwencji reszt cukrowych. Wiadomo, ze czastecz-
ki D-galaktozy wigza sie bezposrednio z N-acetylo-D-glukozoaming w po-
zycji 1:4. Z czterech czasteczek D-mannozy, dwie tgcza sie ze sobag wig-
zaniem 1 :s, a pozostatle dwie przez swoje grupy hydroksylowe przy C—3
z nieoznaczonymi jeszcze skiadnikami (35). Schemat 1 przedstawia cukry
wchodzace w skiad glikopeptydow A, B i C.
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Skiadniki cukrowe wiazg sie z tancuchami polipeptydowymi za po-
Srednictwem P-L-asparamido-N-acetylo-D-glukozoaminy. Fragment ten
wyizolowano z hydrolizatu fibrynogenu przy pomocy chromatografii bi-

L I T

CH,0H xim
H f—O\— = +NH=CO-CH,~CH-CO
oH H -
H
H NHAc

Schemat 1. Cukry wchodzace w skiad fibrynoglikopeptydéw A, B, C (35)

butowej, a nastepnie zidentyfikowano za pomoca spektrometrii maso-
wej (34). Schemat 2 przedstawia sekwencje aminokwasowag czesci pepty-
dowej glikopeptydéw A, B i C.

Fibrynoglikopeptyd A Asp—Lys—Thr—Ser
|
cukry
Fibrynoglikopeptydy B i C Val—Gly—Glu—Asp—Arg
|
cukry

Schemat 2. Sekwencja aminokwasowa czesci peptydowej
fibrynoglikopeptydéw A, B i C (35

Po zbadaniu sekwencji aminokwasowej N-koricowego odcinka tancu-
cha - fibrynogenu wotowego (36) oraz po pordéwnaniu jej z sekwencja
aminokwasowg glikopeptydu A stwierdzono, ze #tancuch cukrowy jest
potaczony z asparaging w pozycji 52 tancucha polipeptydowego V.

Oprocz tancucha polipeptydowego Y rowniez tancuch Bfi zawiera frak-
cje cukrowa. Analiza produktow plazminowej degradacji wykazata, ze
czes¢ cukrowa tancucha BP wystepuje w fragmencie D, natomiast cukry
taricucha Y we fragmencie E (37).

6»
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11-3. Frakcja fosforowa

Z pozostatych sktadnikéw wystepujacych w fibrynogenie wymienié
nalezy reszte fosforanowg. Badania Dmochowskiego i Krajew -
skiego (38) wykazaty, ze w fibrynogenie ludzkim i wotowym wystepu-
je fosfor w ilosci okoto 18,0 jxgsr100 mg biatka, co odpowiada » gramoato-
mom na gramoczasteczke fibrynogenu (m. cz. 340 000). Te obserwacje zo-
staly nastepnie potwierdzone przez innych badaczy (39, 40).

Podczas konwersji trombinowej ludzkiego fibrynogenu we widoknik
uwalnia sie okoto 40°/o reszt fosforanowych, a podczas konwersji fibrynoge-
genu psa odszczepia sie 80% reszt fosforanowych (39). Stwierdzono tez, ze
fibrynogen i wiéknik otrzymany z krwi wotu, owcy, kozy i kota majg te
samg ilos¢ reszt fosforanowych. Cze$¢ fosforu uwalniana z fibrynogenu
ludzkiego podczas dziatania trombiny, wystepuje w postaci fosfoseryny,
wchodzacej w skiad tzw. fibrynopeptydu AP.

Ostatnio zaobserwowano rowniez wystepowanie ufosforylowanych
aminokwasow w niektérych tancuchach polipeptydowych fibrynogenu wo-
tu, Swini i owcy (41, 42, 43).

tancuchy y fibrynogenu badanych ssakéw, podobnie jak tancuchy Bp
fibrynogenu swini i owcy nie zawieraja reszty fosforanowej podczas gdy
tancuchy Aa maja ufosforylowana jedna reszte serynowg. taricuch Aa
fibrynogenu $wini obok fosfoseryny zawiera drugi fosfoaminokwas —
fosfotreonine (43).

Blomback i wsp. (40) stwierdzili, ze pozbawiony reszty fosforano-
wej fibrynogen ludzki ma nieco wydtuzony czas trombinowy. Wydaje sie,
ze kwasny charakter grup fosforanowych w pewnym stopniu wptywa na
aktywnos$¢ biologiczng fibrynogenu. Przemawiajg za tym réwniez wyniki
badan Wi 1: i wsp. (44, 45), w ktorych stwierdzono pewne réznice w za-
wartosci fosforu w fibrynogenie ptodowym i cztowieka dorostego. Okaza-
to sie, ze fibrynogen ptodowy ma wyzszg zawartos$¢ fosforu (22— 36 My/
7100 mg biatka) i ze krew ptodowa zawierajaca taki fibrynogen szybciej
krzepnie niz krew cztowieka dorostego. Wykazano jednak, ze obecnosc¢
reszty fosforanowej w czasteczce fibrynogenu wotu nie wptywa na Kine-
tyke konwersji trombinowej (46).

Stata zawartos$¢ fosforu w fibrynogenie pozwolita na wyznaczenie ma-
sy czasteczkowej ludzkiego fibrynogenu. Otrzymane wartosci sg zgodne
z uzyskanymi na innej drodze (47).

I1l1. Odszczepianie fibrynopeptydow

Trombina — enzym proteolityczny, dla ktérej fizjologicznym substra-
tem jest fibrynogen, zawiera w centrum aktywnym reszte seryny, podob-
nie jak chymotrypsyna i trypsyna. Niezaleznie od tego czy trawi fibry-
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S
nogen rodzimy, sulfitolizowany czy tez N-koncowy ,wezet dwusiarczko-

wy” trombina wykazuje taka samg specyficznos¢ dziatania. Rozbija mia-
nowicie 4 wigzania arginylo-glicynowe, uwalniajac fibrynopeptydy A i B.
Podczas przedtuzonej proteolizy fibrynogenu, trombina dodatkowo roz-
szczepia jeszcze kilka innych wigzan peptydowych sposréod 250 wigzan
wrazliwych na dziatanie trypsyny. Miedzy innymi rozbiciu ulega wigza-
nie arginylowe w pozycji 19 tancucha Aa, w wyniku czego odszczepiony
zostaje peptyd Gly—Pro— Arg.

Niezaleznie od struktury (a wiec pochodzenia (trawionego fibryno-
genu, trombina uwalnia z niego fibrynopeptyd B znacznie wolniej niz
peptyd A. Uwolnienie fibrynopeptydu A zapoczatkowuje powstawanie
wioknika, w ktérym nastepuje liniowa polimeryzacja monomeréw fibry-
ny — koniec z koricem (end-to-end), natomiast odszczepienie fibryno-
peptydu B umozliwia dodatkowo polimeryzacje réwnolegta — bok z bo-
kiem (side-to-side). W rezultacie tworzy sie trojwymiarowa siatka wiok-
nika.

Potwierdzajg to doswiadczenia, w ktdrych fibrynogen wykrzepiano
réznymi enzymami proteolitycznymi. Np. jezeli uzyto enzymu jadu mie-
dzianki potudniowej (Agkistrodon c. contortrix), ktéory uwalnia peptyd B
znacznie szybciej niz peptyd A, to skrzep nie tworzyt sie tak ditugo, dopdki
odpowiednia ilos¢ peptydu A nie zostata uwolniona (48). Reptilaza — enzym
jadu Bothrops jararaca, ma zdolno$¢ odszczepiania tylko peptydu A.
Powstaty w wyniku jej dziatania skrzep rézni sie od widknika trombino-
wego wilasciwosciami fizykochemicznymi — lepkoscig i zdolnoscig roz-
praszania Swiatta (49). ROwniez z nienormalnego fibrynogenu ,Detroit”
trombina odszczepia tylko fibrynopeptyd A (50, 51). W fibrynogenie tym,
w pozycji 17 tancucha Aa zamiast argininy znajduje sie seryna. Te
wszystkie obserwacje sugerujg, ze konformacja N-koncowej czesci tan-
cucha Aa ma pierwszorzedowe znaczenie dla powstawania w petni spo-
limeryzowanego wioknika.

Szczegétowa analiza budowy N-koncowego ,wezia dwusiarczkowego”
wykazata, ze sekwencja aminokwasowa w czesci C-koncowej fibrynopep-
tydu A prawie nie ulegata zmianom ewolucyjnym i jest podobna w fi-
brynogenach wszystkich ssakéw (12). Dotyczy to przede wszystkim ami-
nokwaséw w pozycjach 1, 5 6 i 9. W kazdym przypadku w fibrynopepty-
dach A wystepuja w tych miejscach nastepujgce aminokwasy: Arg, Gly,
Glu i Phe.

Z potozenia fenyloalaniny w czasteczce w pozycji 9 (liczac od wigzania
arginylowego) mozna wnioskowaé, ze obecnos¢ reszty hydrofobowej w
statej odlegtosci od rozszczepianego wigzania jest niezbedna dla prawidto-
wego dziatania trombiny.

Sprawdzono to w szeregu doswiadczen z syntetycznymi peptydami, w
ktorych fenyloalanine umieszczano we wzrastajacych odlegtosciach od
zestryfikowanej reszty arginylowej. Wszystkie peptydy hamowaty aktyw-
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nos¢ trombiny (12). Najefektywniejszym inhibitorem byt dziewieciopep-
tyd o konformacji spiralnej, ktorego tancuch miat dtugos¢ 1,3nm. Za
wnioskiem, iz dla skutecznosci dziatania trombiny potrzebna jest fenylo-
alanina w pozycji 9 przemawia fakt, ze enzym ten rozszczepia rowniez
jedno z czterech wigzan arginylowych hormonu — sekretyny, w ktdrej
w pozycji 9 od trawionego wigzania znajduje sie takze fenyloalanina (12).

IV. Budowa fibrynopeptydéow

Fibrynopeptydy wyizolowane z fibrynogenu ludzkiego sg bardzo nie-
jednorodne. Okazato sig, ze trombina odszczepia 4 rézne fibrynopeptydy:
A, AP, AY i B (29). Na podstawie wyliczonych stosunkéw molowych
stwierdzono, ze peptyd B stanowi potowe odszczepionego materiatu pep-
tydowego. Z trzech pozostatych peptyddéw, AP i AY sa analogami fibry-
nopeptydu A. Peptyd A stanowi 70% w tej grupie, AP 20 i peptyd
AY — 10%. Ta niejednorodno$¢ peptydow grupy A moze by¢ wynikiem
degradacji fibrynogenu lub fibrynopeptydéw in vivo, badz in vitro w cza-
sie izolowania. Moze to jednak $wiadczy¢, ze te same lub poszczegdlne
osobniki syntetyzuja kilka rodzajéw fibrynogenéw, jako materiat wyj-
Sciowy do badanrn stosowano bowiem osocze krwi pochodzace od wielu
dawcéw. Réznica miedzy fibrynopeptydami A i AP polega na tym, ze
w tym ostatnim reszta serynowa w pozycji 3 jest zestryfikowana grupa
fosforanowg. Warto dodaé, ze struktura Asp-(FosfoSer)-Gly wystepujgca
w peptydzie AP jest identyczna ze strukturg otaczajacg reaktywng reszte
seryny w czasteczkach niektérych enzymoéw a takze w czgsteczce trombi-
ny (52).

Fibrynopeptyd AY ma analogiczng sekwencje aminokwasowg jak pe-
ptyd A, rézni sie tylko brakiem N-koncowej alaniny, a wiec ma krotszy
tancuch o jeden aminokwas.

Fibrynopeptydy zbadanych ssakéw zawierajg 13—21 aminokwasow,
przy czym spos$rod aminokwasdw wystepujacych w naturalnych biatkach
nie udato sie wykry¢ cysteiny, metioniny i tryptofanu (Schemat 3, 4) (12).

Wystepowanie silnie kwasnej reszty fosforanowej w ludzkim fibryno-
peptydzie A stanowi analogie do obecnosci reszty siarczanowej w fibry-
nopeptydzie B niektérych zwierzat (53). Wykazano, ze reszta siarczanowa
estryfikuje tyrozyne, zlokalizowano tez pozycje O-sulfotyrozyny w pepty-
dach B fibrynogenu kilku ssakow (Schemat 5).

Jak widac¢, niektore peptydy posiadaja dwie sasiadujgce ze sobag reszty
tyrozyny zestryfikowane kwasem siarkowym (np. u psa i kota). W fibry-
nogenie psa wykryto nadto dwa typy peptydéow B (Bj i B2, ktére rbéznig
sie iloscig grup siarczanowych. W fibrynopeptydzie Bx poczynajgc od
koncowego aminokwasu O-sulfotyrozyna zajmuje pozycje 17, a tyrozy-
na 18. W peptydzie B: obie te pozycje sa reprezentowane przez O-sulfo-
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tyrozyne. W fibrynopeptydach B innych ssakéw reszty O-sulfotyrozyny
wystepujg w nastepujgcych pozycjach: u owcy — 16, kota — 16, 17, Swini
i konia — 16i 17.

200 19 18 177 16 15 1
2HN—His—Tyr—Tyr—Asp—Asp------------------ Arg—COOH  Pies Bx
03
HN—His—Tyr—Tyr—Asp—Asp------------------ Arg—COOH  Pies B2
03 503
HN—Gly—Tyr—Leu—Asp—Tyr—Asp------------------ Arg—COOH  Owca
sd3
HN—He—He—Asp—Tyr—Tyr—AsSp  ------------------ Arg—COOH Kot
|
d03 403
HN—Leu—Asp—Tyr—Arg—His------------------ Arg—COOH Kon
|
so3
HN—Ala—lle—ASp—TYr—ASp ~-----mmmmmmmmmmmm Arg—COOH  Swinia
sd3

Schemat 5. Rozmieszczenie reszt O-sulfotyrozyny w fibrynopeptydach B niektorych
zwierzat (50)

Fibrynopeptydy odszczepiane przez trombine wykryto takze w fi-
brynogenie ptakéw i innych kregowcoéow. Stwierdzono, ze trombina wo-
towa podobnie jak i trombina ptasia odszczepia kilka fibrynopeptydow
z fibrynogenu ptakéw. Analiza aminokwasowa gtéwnego fibrynopeptydu
kaczek i gesi wykazata, ze pod wzgledem skiadu aminokwasowego jest on
podobny do peptydu B ssakéw. Charakteryzuje sie on bowiem duzg ilosciag
kwasu asparaginowego i glutaminowego, prawdopodobnie zawiera reszte
tyrozyny zestryfikowang kwasem siarkowym jak réwniez zablokowang
a-aminowag grupe N-koncowego aminokwasu. W fibrynogenie ptakéw nie
stwierdzono odszczepiania peptydu, odpowiadajgcego fibrynopeptydowi A
ssakow, jakkolwiek peptyd Cs wystepujacy w minimalnej ilosci w super-
natancie nadskrzepowym kaczki miat zblizony skiad aminokwasowy
(10, 54).

Fibrynopeptydy A i B godne sg uwagi ze wzgledéw taksonomicznych.
Poréwnanie sekwencji aminokwasowej fibrynopeptydéw pochodzacych
z fibrynogenow réznych zwierzat dostarcza cennych informacji, wyko-
rzystywanych przez systematykédw podczas ustalania filogenezy organiz-
mow. Warto podkresli¢ niemal identyczng budowe fibrynopeptydéow A
z krwi Naczelnych z fibrynopeptydem A cziowieka oraz bardzo duze
podobienstwo pierwszych dziewieciu aminokwasow fibrynopeptydéw A
(liczac od wigzania Arg—Gly, rozszczepianego przez trombine) z Kkrwi
pozostatych grup ssakéw. Niepordwnanie wieksze réznice w strukturze
pierwszorzedowej wystepuja w fibrynopeptydach B. Tylko w pozycji
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1 fibrynopeptydéw B wszystkich zwierzat znajduje sie ten sam amino-
kwas, tj. arginina. Mozna wiec przypuszczaé, ze w przeciwienstwie do A,
fibrynopeptydy B ulegaty zmianom ewolucyjnym.

V. Niejednorodnos¢ fibrynogenu
V-1. Mikroheterogennos$¢ czasteczek

Badania rozpuszczalnosci oczyszczonego preparatu fibrynogenu woto-
wego w roztworach o pH bliskim punktowi izoelektrycznemu i przy réznej
sile jonowej, pozwalaty na wysuniecie wniosku, ze w preparatach fibry-
nogenu istniejg co najmniej dwie jego formy identyczne pod wzgledem
struktur wyzszego rzedu (55). Obserwacje te potwierdzono stosujgc roz-
dziat rodzimego fibrynogenu ludzkiego na kolumnie z DEAE-celulozy
(56, 57). Podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym fibrynogenu
eluujacego sie z DEAE-celulozy w szczycie Il wykryto, ze zawiera on
dwie odmiany #tancucha y o jednakowych masach czasteczkowych, ale
réznigce sie ruchliwoscig elektroforetyczng. Poniewaz tancuchy vy, y' wy-
stepowaly w stosunku molowym 1:1, mozna sadzi¢, ze og6lny wzdér cza-
steczki tego fibrynogenu jest (Aa BP)2yy\ Czasteczki fibrynogenu eluuja-
cego sie w szczycie | majg wzor (Aa BPy)z-

Fibrynogen wotowy otrzymany z krwi pojedynczych osobnikéw jest
réwniez niejednorodny. Stwierdzono, ze w wyniku chromatografii na ko-
lumnie z DEAE-Sephadex A-50 rozdziela sie on na trzy frakcje, a kazda
z nich zawiera w réznych proporcjach dwie odmiany tancucha y oznaczo-
ne jako Yt i y2 tancuchy yj i y2 rdznig sie zawartosciga aminokwasoéw,
zwiaszcza histydyny, glicyny i tryptofanu oraz kwasu sjalowego.

Pewna heterogennos¢ wykazano ponadto badajgc tancuchy polipep-
tydowe Aa. Mozna przypuszczac, ze analogicznie do réznych fibrynopep-
tydéw A (AP, AY, AYP) fibrynogen zawiera nastepujgce odmiany tan-
cuchow a — Aa, APa, AYa i AYPa. W zwigzku z tym Blomback
i wsp. (18) sugeruja mozliwos¢é wystepowania licznych symetrycznych
i asymetrycznych dimerdw czasteczki fibrynogenu jak np. APa Aa(BP y)2
(APa BPy)2 itp.

Poniewaz fibrynopeptyd AP podobnie jak i fibrynogen ulega defosfo-
rylacji in vitro w obecnosci fosfatazy alkalicznej (58), a fibrynopeptyd
AY z tatwoscig powstaje w wyniku inkubacji fibrynopeptydu A z suro-
wica (18) mozna uwazaé¢, ze tancuchy polipeptydowe Aa, AYa i AYPa
powstajag w wyniku dziatania enzymow osocza — egzopeptydaz i fosfataz
na tancuch polipeptydowy APa. Sadzi sie przeto, ze czasteczka fibryno-
genu bezposrednio po syntezie sklada sie tylko z taricuchéw APa.

Badajagc podobnie fibrynogen wotowy (15) wykryto, ze poszczegdlne
frakcje tego biatka eluowane z kolumny z DEAE-Sephadex A-50 roznig
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sie nie tylko iloscig tancuchow polipeptydowych y1li y2 lecz i stopniem
ufosforylowania tancuchéw polipeptydowych Aa i Bp (41). Wyliczono na-
wet, ze w natywnym fibrynogenie wolowym moze wystepowac¢ 36 odmian
czasteczek o réznym sktadzie taricuchéw y oraz o ré6znym stopniu ufosfo-
rylowania (15).

Ostatnie badania dotyczace zawartosci i rozmieszczenia reszt fosfora-
nowych w fibrynogenie swini ujawnity dodatkowe zrédto mikrohetero-
gennosci tancuchéw polipeptydowych Aa (43). Stwierdzono, ze w skiad
dimerycznej czasteczki moga wchodzi¢ tancuchy polipeptydowe w row-
nym stopniu ufosforylowane i roznigce sie jedynie miejscem powigzania
fosforu z biatkiem, tj. z grupa hydroksylowg seryny lub treoniny (Tabe-
la 3).

Znacznie mniej wiemy o0 rozmieszczeniu reszt siarczanowych w fi-
brynogenie. Wida¢ juz, ze poszczegolne tancuchy polipeptydowe réznia
sie miedzy innymi zawartoscig reszt siarczanowych (53).

V-2. Wystepowanie w osoczu produktéw czesciowego rozpadu fibrynogenu

W wyniku frakcjonowania osocza, a dokiladniej — | frakcji Cohna
réznymi stezeniami alkoholu etylowego, glicyny, alaniny i glikolu poli-
etylenowego otrzymano Kkilka frakcji ludzkiego fibrynogenu o wysokiej
krzepliwosci (96— 99%), ktdre roznity sie rozpuszczalnoscig i czasem trom-
binowym (13, 59). Doktadnie scharakteryzowane zostaty frakcja |- 4
(stabo rozpuszczalna) oraz frakcje |- s i |—9 (bardzo dobrze rozpuszczal-
ne). Po sulfitolizie tych frakcji i rozdzieleniu powstatych S-sulfopochod-
nych na kolumnie z CM-celulozy, we wszystkich trzech przypadkach
otrzymano identyczne profile elucji (13). Mapki peptydowe hydrolizatow
trypsynowych tancuchéw y i BP pochodzacych z frakcji 1—4, I— s i |- o
byty identyczne, podczas gdy mapka peptydowa tancucha Aa z frakcji
I— 4 zawierata kilka dodatkowych peptyddéw, nieobecnych lub wystepu-
jacych w niewielkich ilosciach na chromatogramach hydrolizatéw tancu-
chéw Aa wyizolowanych z frakcji I- s i I—9. Podczas elektroforezy w ze-
lu poliakrylamidowym tancuchy y i BP poszczegdlnych frakcji wedrowaty
jako pojedyncze pasma, tancuchy Aa za$ rozdzielaty sie na kilka skltadni-
kéw o masach czgsteczkowych od 15400 do 70 900. Okazato sie, ze frakcja
I—4 zawierata w niewielkim stopniu uszkodzony tancuch Aa, podczas
gdy we frakcji 1—9 byt on prawie catkowicie zdegradowany. Dane te
pozwolity na wniosek, ze materiat o wiekszej rozpuszczalnosci (frakcje
I—s, 1—9) jest katabolicznym produktem natywnego fibrynogenu. Ana-
liza N-kohcowych aminokwasdw w poszczegdlnych tancuchach polipepty-
dowych frakcji 1—4, 1- s i I—9 wykazata obecno$¢ w nich reszt amino-
kwasowych charakterystycznych dla tarncuchéw Aa, Bp i y natywnego
fibrynogenu. Mozna byto przeto przypuszczac¢, ze w pierwszym etapie



[17] FIBRYNOGEN 209

katabolizmu fibrynogenu nastepuje rozbicie kilku wigzan peptydowych
(przypuszczalnie wiazan lizylo—X lub arginylo—X) w C-konncowym re-
gionie tancucha polipeptydowego Aa. Obecnos¢ produktéw degradacji w
preparacie fibrynogenu moze tlumaczy¢ niektdére rozbieznosci w wyni-
kach oznaczen masy czasteczkowej i innych wiasciwosci fibrynogenu.

Przedstawione wyniki badan upowazniajg do stwierdzenia, ze obser-
wowana przez wielu badaczy (13, 15, 55, 56, 57, 60) niejednorodnos¢ pre-
paratéw fibrynogenu otrzymanych z krwi pojedynczych osobnikéw jest
zjawiskiem bardzo ztozonym i wynika z natozenia sie efektéow Kkilku zja-
wisk:

Po pierwsze moze by¢ spowodowana zanieczyszczeniem preparatow
produktami czesciowej degradacji fibrynogenu, ktére podobnie jak biatko
rodzime charakteryzuja sie wysokg krzepliwoscig; po drugie tancuchy
polipeptydowe wchodzace w skiad dimerycznej czasteczki moga réznic sie
sktadem aminokwasowym i zawartoscia cukrow; po trzecie poszczegdlne
tanncuchy polipeptydowe moga by¢ w réznym stopniu ufosforylowane,
jak rowniez moga rézni¢ sie iloscig reszt siarczanowych.

Artykut otrzymano 20.11.1973, po rewizji autorskiej przyjeto 12.12.1974.
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BRONISLAWA GRODECKA

Hormon wzrostu

Growth Hormone

Jednym z czynnikéw decydujgcych o prawidtowym rozwoju fizjolo-
gicznym organizmoéw zywych jest hormon wzrostu. Wytwarzany on jest
w przednim ptacie przysadki mézgowej, w komorkach surowiczych typu a,
ktore w obrazie elektronomikroskopowym charakteryzuja sie duza gestos-
cig elektronowa i wymiarami ziarnistosci 350— 500nm. Uwalnianie hormo-
nu z komoérek przysadki i wigczanie go do krwioobiegu odbywa sie za po-
Srednictwem odpowiedniego hormonu uwalniajgcego (,releasing hormo-
ne”) produkowanego przez podwzgérze. Hormon uwalniajagcy hormon
wzrostu wyizolowany z podwzgdérza sSwini jest dekapeptydem posiadaja-
cym nastepujaca sekwencje aminokwasowg: H—Val—His—Leu—Ser—
—Ala—Glu—Glu—Lys—Glu—Ala—OH(l). Hormon wzrostu za$ jest po-
lipeptydem, o masie czgsteczkowej okoto 20 o000, wykazujgcym w dziataniu
swoisto$¢ gatunkowg. Hormon wyizolowany z przysadek okreslonych ga-
tunkow zwierzat nie stymuluje wzrostu zwierzat z gatunkéw o wyzszym
szczeblu rozwoju rodowego. W przypadkach odwrotnych natomiast zawsze
stwierdza sie jego dziatanie biologiczne. Ceche swoistosci dziatania hor-
monu potwierdzono réwniez w ukladzie doswiadczalnym in vitro, w kté-
rym badano zdolnos¢ wigzania hormonu (znakowanego trytem) przez btony
erytrocytéw, w zaleznosci od ich gatunkowego pochodzenia. Wykazano,
ze blony erytrocytéow czilowieka wiagza tylko ludzki hormon wzrostu, na-
tomiast btony erytrocytéw szczura wiazg zaréwno ludzki jak i wotowy
hormon (2,3).

I. Heterogennos$¢ preparatéw hormonu wzrostu

Hormon wzrostu otrzymuje sie z przysadek zwierzecych badz ludz-
kich sposobami konwencjonalnymi, opisanym na poczatku lat szescédzie-
sigtych i stosowanymi do chwili obecnej (4—9). Aktywno$¢ biologiczng
hormonu oznacza sie metodag tibia test mierzac przyrost grubosci nasad
chrzastki kosci goleniowej miodych hipofizektomizowanych, szczuréw,

*) Mgr inz.,, Zaktad Hormonéw, Centralne Laboratorium Surowic i Szczepionek,
ul. Chetmska 30/34, 00-725 Warszawa
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ktére otrzymaty hormon (i10). Wiekszo$¢ uzyskiwanych preparatéw hor-
monu wzrostu badana metodami wolnej elektroforezy, saczenia moleku-
larnego, ultrawirowania, czy oznaczania skrajnych aminokwaséw wyka-
zywata homogennosé, ktérej nie udatlo sie jednak potwierdzi¢ metoda
elektroforezy w zelu skrobiowym lub polakryloamidowym (11— 16). Prak-
tycznie wszystkie preparaty hormonu wzrostu w badaniach elektrofore-
tycznych wykazywaty heterogennosé. Niejednorodny byt hormon uzyski-
wany z pojedynczych przysadek, jak réwniez hormon izolowany réznymi
metodami z materiatu zbiorczego. Analiza elektroforetyczna w zelu po-
liakryloamidowym Kkilku réznych preparatéw ludzkiego hormonu wzrostu
ujawnita w kazdym z nich po 4 frakcje wykazujgce jednakowsg inten-
sywnos$¢ zabarwienia i ruchliwos¢ elektroforetyczng. Preparaty wolowego
hormonu wzrostu rozdzielaly sie rowniez na kilka frakcji, sposrod kto-
rych 3w kazdym z preparatéow nie réznity sie w obrazie elektroforetycz-
nym. W preparatach hormonu z przysadki cztowieka, matpy i swini wy-
kazano obecno$¢ 3 identycznych komponent elektroforetycznych. Po-
szczegblne frakcje elektroforetyczne wyeluowane z zelu, w immunody-
fuzji z surowicg przeciwko hormonowi wzrostu dawaty pojedyncze zle-
wajace sie ze sobg linie precypitacyjne. Takie same linie tworzyly sie
jezeli do reakcji uzyto przeciwciat skierowanych przeciwko kazdej poje-
dynczej frakcji elektroforetycznej, co $wiadczyto o identycznos$ci immuno-
logicznej tych frakcji. Frakcje elektroforetyczne nie réznity sie miedzy
soba, jak roéwniez w poréwnaniu z hormonem poddawanym elektrofore-
zie, aktywnosciag biologiczng, sktadem aminokwasowym i skrajnymi ami-
nokwasami (12, 19— 21).

Molekularng heterogennos¢ hormonu prébowano ttumaczy¢ w rézny
spos6b. W niektérych badanych preparatach hormonu stwierdzono obec-
nos¢ enzymow proteolitycznych i przypuszczano, ze obserwowane w elek-
troforezie frakcje sg artefaktem wyniklym z enzymatycznej degradacji
czgsteczki (22, 23). Badano réwniez hydrolityczny wptyw plazminy na
wiasciwosci elektroforetyczne ludzkiego hormonu wzrostu, rozdzielajgcego
sie w zelu poliakrylomidowym na 4 frakcje *. Stwierdzono, ze ilo$¢ frakcji
elektroforetycznych oraz ich witasciwosci biologiczne i fizyko-chemiczne
w hormonie trawionym nie zmieniaty sie, posiadaty one jedynie zwiekszo-
ng w stosunku do frakcji hormonu nietrawionego ruchliwos¢ w polu elek-
trycznym (24— 26).

Heterogennos$é¢ elektroforetyczng hormonu dos¢ czesto ttumaczono réz-
nym stopniem dezamidacji jego czasteczek. Badania kinetyczne nad deza-
midacjg ludzkiego i wotowego hormonu wzrostu w Srodowisku silnie alka-
licznym wykazaty bowiem, Zze istnieje korelacja pomiedzy iloscia wy-
dzielanego amoniaku, a konwersja jednorodnego hormonu w mnogie frak-
cje o szybszej ruchliwosci elektroforetycznej (27).

* Patrz réwniez w tym zeszycie Sprawozdanie z IX Zjazdu FEBS, str. 248 (Red.).
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Najczesciej jednak zjawisko heterogennosci tagczono z tendencja hor-
monu do agregacji. Metodag saczenia molekularnego wykazano, ze hormon
wzrostu moze tworzy¢ homologiczne, wysokoczgsteczkowe agregaty biat-
kowe pozbawione aktywnosci biologicznej. W trakcie wielokrotnego sa-
czenia hormonu przez Sephadex G-100 i G-200 stwierdzono, ze 20— 40%
materiatu naktadanego na kolumne regularnie ulega agregacji. Duzy
wptyw na stosunek ilosciowy formy zagregowanej do monomerycznej
miaty: skiad jonowy, sita jonowa i pH $rodowiska, w ktéorym prowadzono
filtracje zelowag (11, 12). Czynniki te zmieniaty réwniez hydrodynamiczne
wiasciwosci czasteczki okreslane przez pomiar wspétczynnika sedymen-
tacji, lepkosci wewnetrznej oraz analityczng dialize i filtracje zelowa.
Uzyskane wyniki pomiaréw wskazywaly na tworzenie sie wysokoczgstecz-
kowych zagregowanych form hormonu (28). Polimeryczne formy hormonu
tworzyty sie rowniez pod wptywem: mocznika, redukcji (29), dtugotrwa-
tego przechowywania w stanie zamrozenia (30), utleniania kwasem nad-
mréwkowym (31), znitrowania grup tyrozynowych (32), oraz zalkilowania
reszty tryptofanu (33).

Czynnikami odpowiedzialnymi za elekroforetyczna heterogennos$¢ hor-
monu moga by¢: polimorfizm molekularny, enzymatyczne lub inne uszko-
dzenia czasteczki i agregacja miedzymolekularna. Poniewaz ekstrakty sol-
ne i preparaty uzyskane z pojedyrniczych przysadek, podobnie jak hormon
izolowany z bardzo wielu przysadek zawieraty zawsze wiecej niz jedng
frakcje o czynnosci wzrostowej, mato prawdopodobnym wydaje sig, aby
w gre wchodzity tu osobnicze cechy danego gatunku. Fakt powyzszy oraz
to, ze niejednorodnos$¢ stwierdzano w hormonie izolowanym i oczyszcza-
nym zarowno w Srodowisku alkalicznym, obojetnym jak i kwasnym, nie
przemawiatyby réwniez za preparatywnym uszkodzeniem czasteczki. Mo-
zliwe jednak, ze w niektdérych przypadkach moze dochodzi¢ badz do enzy-
matycznego nadtrawienia czasteczki, badz jej dezamidacji w wyniku cze-
go moga sie pojawia¢ dodatkowe komponenty elektroforetyczne. Najbar-
dziej prawdopodobna przyczyng heterogennosci hormonu, wydaje sie byc¢
miedzymolekularna asocjacja czasteczek zachodzaca, jak to wynikto z prze-
prowadzonych badan, samoistnie lub tez pod wptywem niektérych czyn-
nikdw chemicznych i fizycznych. W wyniku tego procesu moga sie two-
rzy¢ agregaty o zréznicowanym ciezarze czasteczkowym i tadunku, a wiec
o ruchliwosci elektroforetycznej, co w zelu poliakrylamidowym daje nie-
jednorodny obraz materiatu.

1. Struktura hormonu wzrostu
D-1. Witasciwosci fizykochemiczne i struktura pierwszorzedowa.

Udowodniono, ze hormon wzrostu niezaleznie od pochodzenia jest
biatkiem prostym. Podawane w literaturze wyniki oznaczern masy cza-
steczkowej tego hormonu bywaty rozbiezne nie tylko w obrebie danego

7
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gatunku ale i tych samych technik oznaczania (31, 34— 37). Ostatecznie
ustalono, ze masa czgsteczkowa owczego hormonu wzrostu wynosi 20 300,
swinskiego 20 200, a wotowego 20 800 (14, 38, 39). Wyniki oznaczenn masy
czasteczkowej ludzkiego hormonu wzrostu daty wartos¢ 2: 500 (40). Mozna
wiec powiedzie¢, ze niezaleznie od pochodzenia masa molekularna hormo-
Nnu wzrostu wynosi okoto 20 o000, cO pokrywa sie z minimalng masg mole-
kularng wyliczong z empirycznie ustalonej sekwencji aminokwasowej
ludzkiego, wotowego i owczego hormonu wzrostu (41— 43).

W tablicy 1 zestawiono szereg wiasciwosci fizyko-chemicznych hor-
monu wzrostu réznego pochodzenia. Jak wida¢ nie rézni sie on masa
czasteczkowg, ma podobny wspoétczynnik sedymentacji, wartos¢ pK ty-
rozyn oraz podobng zawartos¢ formy spiralnej. Od strony C-skrajnej
czasteczka zakorniczona jest zawsze tym samym aminokwasem — feny-
loalaning. Fenyloalanina stanowi réwniez zakornczenie tancucha peptydo-
wego od strony N-skrajnej, jedynie w czasteczce wotowego hormonu
wzrostu w tej pozycji wystepuje alanina. R6zne wartosci punktu izoelek-
trycznego oraz wspoétczynnikéw dyfuzji sugerujg réznice gatunkowe
w skiladzie aminokwasowym tego biatka.

Badania strukturalne nad ludzkim hormonem wzrostu zostaly zapo-
czatkowane w Laboratorium Badawczym Hormonéw Uniwersytetu Kali-
fornijskiego w San Francisco, kierowanym przez C. H. Li. W 1964 r.
w Osrodku tym okreslono sktad aminokwasowy ludzkiego hormonu wzro-
stu i sekwencje pierwszych kilku aminokwaséw od strony N-skrajnej tan-
cucha polipetydowego (45,46). Po wstepnych pracach nad okresleniem
pierworzedowej struktury ludzkiego hormonu wzrostu, L i podat sekwen-
cje aminokwasowag catej czgsteczki, sktadajgcej sie ze 188 reszt aminokwa-
sowych (47— 49). Struktura ta zostala zakwestionowana przez N ialla,
ktéory wykazatl odmiennos$¢ sekwencji aminokwasowej w obrebie zbada-
nych reszt aminokwasowych 1—45, 75— 109, 127— 146 i 162— 169, co sta-
nowito okoto 50°/0 aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym (50, 51).
W roku 1971 L i zaproponowat nowy model czasteczki hormonu, ztozony
ze 190 reszt aminokwasowych (52), ktéry w odpowiednich odcinkach tan-
cucha polipeptydowego mial taka samag sekwencje aminokwasowag jak
niekompletny model czasteczki przedstawiony przez Nialla. Obecnie przy-
jetym modelem struktury pierwszorzedowej ludzkiego hormonu wzrostu
jest model przedstawiony przez Li w 1972 r., ktory rézni sie od uprzednio
zaproponowanego przez tego samego autora, obecnoscia dodatkowego
aminokwasu — glutaminy w pozycji 69 (40). Czasteczka ludzkiego hormo-
nu wzrostu sktada sie ze 191 reszt i ma nastepujacy skltad aminokwasowy:
LyssHiSsArguAsplThrioSerisGluisProsGlysAsnsGlnuAlazCyssVal-Metslles -
- LeUzgTyrgPhejaTrp!. Pojedynczy taricuch polipeptydowy zakoriczony
z obydwu stron fenyloalaning, spiety jest dwoma mostkami dwusiarczko-
wymi pomiedzy resztami cysteiny w pozycjach 53 i 165 oraz 182 i 186.
Czasteczka zawiera 1 tryptofan w pozycji ss, 3 histydyny, 3 metioniny
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oraz s tyrozyn. Wedtug tych danych okoto ss°/o aminokwaséw znalazto
sie w zupelnie innym potozeniu niz to podawat autor we wczesniejszych
swoich doniesieniach.

H-Phe-Pro-Thr-lle-Pro-Leu-Ser-Arg-Leu-Phe-Asp-Asn-Ala-Met-Leu-Arg-Ala-His-Arg-Leu-

1 5 10 15 20
His-GIn-Leu-Ala-Phe-Asp-Thr-Tyr-GIn-Glu-Phe-Glu-Glu-Ala-Tyr-lle-Pro-Lys-Glu-GlIn -
25 30 £3) 40
Lys-Tyr-Ser-Phe-Leu-GIn-Asn-Pro-GIn-Thr-Ser-Leu-Cys-Phe-Ser-Glu-Ser-lle-Pro-Thr-
45 50 5 60
Pro-Ser-Asn-Arg-Glu-Glu-Thr-GIn-GIn-Lys-Ser-Asn-Leu-Gln-Leu-Leu-Arg-lle-Ser-Leu -
65 70 75 80
Leu-Leu-lle-GIn-Ser-Trp-Leu-Glu-Pro-Val-GIn-Phe~Leu-Arg-Ser-Val-Phe-Ala-Asn-Ser -
85 90 95 100
Leu-Val-Tyr-Gly-Ala-Ser-Asn-Ser-Asp-Val-Tyr-Asp-Leu-Leu-Lys-Asp-Leu-Glu-Glu-Gly-
105 110 115 120
lle-GIn-Thr-Leu-Met-Gly-Arg-Leu-Glu-Asp-Gly-Ser-Pro-Arg-Thr-Gly-GIn-lle-Phe-Lys-
125 130 135 140
GIn-Thr-Tyr-Ser-Lys-Phe-Asp-Thr-Asn-Ser-His-Asn-Asp-Asp-Ala-Leu-Leu-Lys-Asn-Tyr-
145 150 155 160
Gly-Leu-Leu-Tyr-Cys-Phe-Arg-Lys-Asp-Met-Asp-Lys-Val-Glu-Thr-Phe-Leu-Arg-lle-Val-
165 170 175 . 180
GIn-Cys-Arg-Ser-Val-Glu-Gly-Ser-Cys-Gly-Phe-OH
185 190

Schemat 1. Sekwencja aminokwasowa ludzkiego hormonu wzrostu wg Li (40)

11-2. Struktura drugorzedowa czasteczki natywnej i zmodyfikowanej

Spektrofotometryczne badania drugorzedowej struktury ludzkiego
hormonu wzrostu przeprowadzono metoda dyspersji rotacji optycznej
(ORD) oraz przez pomiar dichroizmu kotowego (CD) w zakresie diugosci
fali 220— 500nm. W S$rodowisku wodnym o zakresie pH 1,3— 13 zawartosé
formy spiralnej w czasteczce hormonu wzrostu nieznacznie sie zmieniata
i wynosita 58— 43°/0. Zmiany w drugorzedowej strukturze ludzkiego hor-
monu wzrostu wystepowaty dopiero w s M moczniku o pH 1,3 w 50°/0
kwasie octowym oraz 5M roztworze chlorowodorku guanidyny (53, 54).
W wotowym hormonie wzrostu zawartos¢ formy spiralnej wynosita 52%
i podobnie jak w hormonie ludzkim struktura spiralna zanikata dopiero
przy wysokich stezeniach mocznika i bardzo niskich wartosciach pH (55—
57). Tak wiec okoto potowa tancucha polipeptydowego w hormonie wzros-
tu posiada konformacje spiralng, ktéra jest trwata nawet w dos¢ skraj-
nych warunkach pH.

Role wigzan dwusiarczkowych w ksztattowaniu struktury ludzkiego
hormonu wzrostu badano przez poréwnanie wiasciwosci fizyko-chemicz-
nych czasteczki natywnej i zredukowanej. Obecne w ludzkim hormonie
wzrostu 2 wigzania dwusiarczkowe zredukowano, grupy sulfhydrylowe
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zablokowano jodoacetamidem, po czym wykonano oznaczenia ciezaru cza-
steczkowego, lepkosci, zawartosci konformacji spiralnej, swobody jonizacji
tyrozyn i podatnosci na trawienie trypsyna (58, 59). Masa czasteczkowa
hormonu natywnego i S-karbamoidometylowanego wynosita okoto 23 000,
Swiadczyto to 0 monomerycznej postaci tych obu form biatka. Lepkosé
wewnetrzna hormonu natywnego i zredukowanego wynosita odpowiednio
43 i 50ml/g. Te drobng roéznice w lepkosci mozna zapewne tlumaczy¢
zmiang stosunkoéw osiowych lub uwodnieniem hormonu zredukowanego.
Redukcja i alkilacja wigzann dwusiarczkowych nie zmienita swobody jo-
nizacji tyrozyn, z ktérych dwie miareczkowatly sie dopiero w roztworze
5M chlorowodorku guanidyny, co swiadczy o umiejscowieniu ich wewnatrz
czasteczki. Nie zmieniaty sie rowniez wilasciwosci spektropolarymetryczne
hormonu zredukowanego, ktéry podobnie jak natywny zawierat 55% for-
my spiralnej. Hormon zredukowany tatwiej jednak ulegt trawieniu tryp-
syna. Zwiekszona podatnos¢ hormonu zredukowanego na proteolize wyni-
ka zapewne ze zmian konformacyjnych rozluzniajacych strukture biatka,
ale nie dajacych sie jednak wykry¢ metodami fizycznymi. W wyniku re-
oksydacji zredukowanych wigzan dwusiarczkowych mozna byto wtérnie
otrzymac czasteczke hormonu o tej samej masie czasteczkowej i wilasci-
wosciach spektralnych co hormon natywny. Hormon natywny i reoksydo-
wany réznity sie podatnoscig na trawienie trypsyna, ktéra szybciej hydro-
lizowata czgsteczke reoksydowang (60).

Z powyzszych danych wynika, ze zerwanie mostkow dwusiarczkowych
w hormonie wzrostu nie powodowato uchwytnych zmian we witasciwos-
ciach fizycznych i strukturalnych tego biatka. Mozna przeto uwazaé, ze
wigzania S— S nie stanowig gtéwnej sity stabilizujgcej taricuch polipepty-
dowy czgsteczki hormonu, a sg jedynie dodatkowym czynnikiem usztyw-
niajacym jej konformacje. Za wnioskiem tym przemawia rowniez zwiek-
szona podatnos¢ hormonu zredukowanego na tryptyczne trawienie.

Nitrowanie reszt tyrozyny w ludzkim hormonie wzrostu wykazato, ze
w $Srodowisku wodnym znitrowaniu ulega tylko s tyrozyn, a pozostate
2 nitrujg sie dopiero w 5M roztworze chlorowodorku guanidyny. Mozna
przypuszczaé, ze tyrozyny nie ulegajace nitrowaniu sg identyczne z ty-
rozynami nie dajacymi sie wykry¢ przez potencjometryczne miareczko-
wanie w Srodowisku wodnym (61).

Modyfikacji chemicznej poddano réwniez tryptofan, ktéry odgrywa
istotng role w stabilizowaniu struktury biatek, poprzez hydrofobowag in-
terakcje z niepolarnymi resztami aminokwasow. Zalkilowanie 2-nitro-
fenylosulfochlorkiem (NPS-C1) jedynej reszty tryptofanu, jakg posiada
ludzki hormon wzrostu nie wywotato zadnych zmian w strukturze tego
biatka. Ale wprowadzenie do czgsteczki 2-hydroksy-5-nitronezylobromku
(HNB-Br) doprowadzato do nieodwracalnej denaturacji hormonu, ktory
na skutek tego stawal sie podatniejszy na trawienie enzymami proteoli-
tycznymi. Fakt, ze alkilacja tryptofanu przebiegata ilosciowo dopiero w
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Srodowisku 50°/0 kwasu octowego, a jonizacja chromoforowych pochod-
nych byta prawidtowa w 6M chlorowodorku guanidyny Swiadczy o tym,
iz reszta tryptofanu jest gteboko ukryta wewnatrz czasteczki (62).

I1l. Struktura, a aktywnos$¢ biologiczna hormonu wzrostu

Omoéwione w poprzednim rozdziale badania nad chemicznie zmodyfi-
kowang czgsteczkg hormonu wzrostu miaty réwniez na celu znalezienie
zaleznosci pomiedzy budowg, a aktywnos$cia wzrostowg i laktogenng tego
biatka. Aktywnos$¢ biologiczna hormonu jest bardzo stabilna i nie znika
po traktowaniu go mocznikiem, jonami, metali ciezkich, jak réwniez pod
wptywem ogrzewania. Ogrzewanie hormonu przez 15 minut w 100°C lub
przetrzymywanie go przez kilka godzin w 0,1N NaOH Ilub 0,0IN HC1 nie
prowadzito do utraty czynnosci biologicznej (63). Nawet po 12-godzinnym
ogrzewaniu w 2M kwasie octowym lub 3-godzinnym w 0,1N NaOH w tem-
peraturze 60°C, preparaty hormonu wzrostu zachowywaty, odpowiednio,
80 i 100% aktywnosci biologicznej (64). Immunoreaktywno$¢ hormonu
wzrostu badana metoda podwodjnej dyfuzji w zelu agarowym i testem
hemaglutynacji biernej obnizata sie dopiero po 0,5— 1 godzinnym ogrze-
waniu w 100°C, w Srodowisku alkalicznym (65). Aktywnos$¢ biologiczna
i immunologiczna pozostawata niezmieniona po odszczepieniu skrajnych
aminokwaséw, po odszczepieniu z czgsteczki — chymotrypsyng i trypsy-
ng — okoto 25°/0, a pepsyng do 45% aminokwaséw. Dopiero utlenianie
hormonu kwasem nadmréwkowym doprowadzito do catkowitej utraty
aktywnosci biologicznej i obnizenia aktywnosci serologicznej (66— 68).

Zachowanie aktywnosci biologicznej przez hormon traktowany kwa-
sem lub tugiem wigze sie zapewne ze zdolnoscig tego biatka do utrzymy-
wania struktury spiralnej w skrajnych wartosciach pH. Dezorganizacja
tej struktury, zachodzaca pod wpitywem wysokich stezen mocznika, pra-
wdopodobnie nie powoduje nieodwracalnych zmian konformacyjnych pro-
wadzacych do utraty czynnosci biologicznej.

Zerwanie wigzan dwusiarczkowych w ludzkim hormonie wzrostu i al-
kilacja grup sulfhydrylowych jodoacetamidem nie zmieniaty jego aktyw-
nosci wzrostowej ani laktogennej, ale alkilacja kwasem jodooctowym pro-
wadzita do catkowitego zaniku czynnosci wzrostowej (58). Réwniez hormon
reoksydowany nie wykazywat réznic w dziataniu wzrostowym i laktogen-
nym w poréwnaniu z natywnym, zatem wigzania dwusiarczkowe nie sg
odpowiedzialne za funkcje biologiczne tego hormonu.

Zmiany w czynnosci wzrostowej i laktogennej hormonu stwierdzono
jednak w przypadkach chemicznej modyfikacji czasteczki, takich jak al-
kilacja tryptofanu, nitrowanie reszt tyrozynowych, acetylacja grup hy-
droksylowych, aminowych i imidazolowych, czy estryfikacja grup kar-
boksylowych.
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Zalkilowanie reszty tryptofanu 2-nitrofenylosulfochlorkiem (NPS-C1)
nie obnizato aktywnosci wzrostowej hormonu w przeciwienstwie do pod-
stawnika 2-hydroksy-5-nitrobenzylobromku (HNB-Br), ktdry ja znacznie
modyfikowat. Po wprowadzeniu do czasteczki 1 mola HNB aktywnos¢
wzrostowa hormonu obnizata sie 3-krotnie, a po podstawieniu 2 moli za-
nikata catkowicie. Ta réznica w dziataniu obydwu podstawnikéw na ak-
tywnos$¢é wzrostowa hormonu jest zapewne odzwierciedleniem zmian kon-
formacyjnych w czasteczce (nieodwracalna krzywa miareczkowania z za-
wyzong wartoscia pK i zwiekszona podatnos¢ na trawienie trypsyna),
wystepujgcych po alkilacji tryptofanu odczynnikiem HNB-Br. Modyfi-
kacja reszty tryptofanu, niezaleznie juz od rodzaju wprowadzonego od-
czynnika, prowadzita do catkowitego zaniku aktywnosci laktogennej hor-
monu. By¢ moze w biatku tym istniejg dwa oddzielne centra aktywne —
wzrostowe i laktogenne, przy czym w przypadku tego ostatniego istotng
role moze odgrywac tryptofan.

Znitrowanie 6 sposréd 8 obecnych w ludzkim hormonie wzrostu reszt
tyrozynowych nie powodowato znamiennego obnizenia aktywnosci wzro-
stowej ani laktotropowej w poréwnaniu z biatkiem natywnym. Znitrowanie
jednak pozostatych 2 tyrozyn dostepnych dopiero w 5M roztworze chlo-
wodorku guanidyny, a wiec ukrytych wewnatrz czasteczki prowadzito do
zaniku obydwu aktywnosci — wzrostowej i laktogennej, co moze suge-
rowaé, ze tyrozyny te odgrywajg role w czynnosci biologicznej hormonu.

Aktywnos$¢ wzrostowa wotowego hormnu zmieniata sie takze po za-
cetylowaniu go bezwodnikiem octowym (69). Wprowadzenie 9 grup ace-
tylowych na mol biatka nie zmieniato jego aktywnos$ci wzrostowej w po-
rébwnaniu z natywnym hormonem. Natomiast calkowita acetylacja cza-
steczki, czyli wprowadzenie 18 grup acetylowych, niszczyta aktywnos$é
wzrostowg, przy czym hormon acetylowany hamowat dziatanie hormonu
natywnego obnizajac jego czynno$¢ o okoto 30°/0. Deacetylacja hormonu
za pomocag chlowodorku hydroksyloaminy przywracata mu petng aktyw-
nos¢ biologiczng. Catkowita ekstryfikacja grup karboksylowych niszczyta
rowniez aktywnos$¢ tego biatka. Wprowadzenie 6 grup metylowych na mol
hormonu nie obnizato jeszcze jego aktywnosci wzrostowej, obecnos¢ 8 grup
redukowata aktywno$¢ do 50°/o0, przy 15 zestryfikowanych grupach pozo-
stawata juz tylko Sladowa aktywnosé, a przy 22 i wiecej zanikato dzia-
tanie biologiczne hormonu (70).

Poréwnanie przez Chillemi i wsp. (71) | rzedowej struktury ludz-
kiego hormonu wzrostu i owczej prolaktyny wykazato, ze istnieje duzy
stopien homologii w sekwencji aminokwasowej obydwu tych hormonow.
Odcinkiem réznicujacym sekwencyjnie te hormony sa reszty 94— 158
w ludzkim hormonie wzrostu i 98— 167 w prolaktynie. Poniewaz prolak-
tyna posiada tylko aktywnos$¢ laktogenna, a hormon wzrostu laktogenng
i wzrostowa sadzono, ze witasnie obszar aminokwasowy, ktérym réznig
sie te dwa hormony moze by¢ odpowiedzialny za aktywnos¢ wzrostowa.
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Rzeczywiscie syntetyczne peptydy odpowiadajace sekwencji aminokwa-
sowej fragmentow 87— 123 i 124— 155 w ludzkim hormonie wzrostu wy-
kazywaty aktywnos$¢ biologiczng w tibia test. Wydaje sie jednak, ze nalezy
zachowac¢ daleko idaca ostroznos¢ w interpretowaniu wynikow oznaczen
aktywnosci biologicznej syntetycznych peptydéw i produktow chemiczne-
go rozszczepienia czasteczki stwierdzono bowiem, ze zwigzki chemiczne
uzywane do tych celéw reagujg niespecyficznie w tibia test (71).

Mimo szerokiego zakresu badan nad czasteczkag hormonu nie udato sie
znalez¢ bezposrednio zwigzku pomiedzy strukturg a aktywnoscia bio-
logiczng tego biatka. Mozliwe, ze w tancuchu polipeptydowym hormonu
istnieje okreslona sekwencja aminokwasowa decydujgca o jego aktywnosci
biologicznej, a chemiczna modyfikacja aminokwaséw, w tym lub sgsiadu-
jacym odcinku tancucha, prowadzi do jej zaniku. Na pewno jednak o ak-
tywnosci wzrostowej nie decydujg wigzania dwusiarczkowe i reszta tryp-
tofanu, a do jej przejawiania sie nie jest konieczna obecno$¢ catej cza-
steczki ztozonej ze 191 reszt aminokwasowych.

IV. Dziatanie metaboliczne, wzrostowe i laktogenne hormonu wzrostu

Bezposrednim skutkiem wprowadzenia hormonu wzrostu do organizmu
jest retencja azotu, potasu, sodu, wapnia jak réwniez fosforu i wody.
Wazne znaczenie ma jego kataboliczny wptyw na gospodarke tluszczowg
organizmu. Poprzez aktywacje wewnagtrzkomorkowej lipazy stymuluje on
wydzielanie wolnych kwasow ttuszczowych, ktérych ilos¢ we krwi zwiek-
sza sie kilkakrotnie po podaniu hormonu. Kwasy te po uprzedniej fosfo-
rylacji w komoérkach watroby, sg zuzywane do energetycznego utrzymy-
wania czynnosci komoérek, dla celow budulcowych — gtéwnie bion ko-
morkowych i syntezy sterydow. Dziatanie wzrostowe i anaboliczne hor-
monu wzrostu odbywa sie za posrednictwem krazacej we krwi somato-
mediny (sulphation factor). Jest to peptyd o masie czasteczkowej okoto
4 000, ktéry pod wptywem hormonu wzrostu uwalniany jest z watroby,
a prawdopodobnie i nerki. Za jego posrednictwem hormon wzrostu sty-
muluje inkorporacje siarczanu do siarczanu chondroityny w chrzastkach,
tymidyny do DNA, urydyny do RNA, oraz przemiane proliny w hydro-
ksyproline kolagenu. Hormon wzrostu stymuluje rowniez synteze bialek
i glikoproteidow w chrzastkach oraz wilgczanie aminokwaséw do biatek
tkanek miesniowych (73— 75). Konsekwencjg dziatania hormonu wzrostu
jest wzmozona synteza kwasow nukleinowych oraz biatek w skérze, mie-
Sniach i kosciach, w wyniku czego organizm rozwija sie prawidtowo. Zna-
czenie tego hormonu w procesach rozwoju osobniczego zmienia sie jednak
w roznych okresach zycia. Stwierdzono, ze rozwo6j zarodkéw u hipofizek-
tozomizowanych szczuréw przebiega normalnie. Rowniez noworodki z usu-
nieta przysadka rozwijaja sie prawidtowo do 28 dnia zycia i dopiero po
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tym okresie nastepuje gwaltowne zahamowanie wzrostu (1). Obserwacje
te, jak réwniez wyniki badan histochemicznych, ktére wykazaty, ze w ko-
morkach wydzielniczych przysadek ludzkich hormon wzrostu pojawia sie
dopiero w 12 tygodniu zycia, pozwalajg przypuszczaé, iz w okresie pto-
dowym i wczesnym stadium zycia wzrost jest autonomiczny i niezalezny
od obecnosci hormonu. Decydujagcy wptyw na wzrost ma on w okresie
miodocianym, a zwitaszcza dojrzewania.

Aktywnos$¢ laktotropowa hormonu wzrostu mierzona makroskopowy-
mi zmianami w wolach gotebi wynosi 2—5j.mn./mg biatka. Prolaktyne
jako odrebne biatko dawato sie wyizolowac¢ z przysadek wszystkich ssa-
kéw z wyjatkiem naczelnych. Dlatego przez diugi okres czasu uwazano,
ze prolaktyna ludzka jako odrebne biatko nie istnieje, za$ ludzki hormon
wzrostu spetnia dwie funkcje — wzrostowag i laktogenng. W ostatnich
latach wyizolowano jednak z przysadek ludzkich prolaktyne o wysokKiej
aktywnosci wiasciwej — 20— 30j.mn./mg biatka i bardzo niskiej czynnosci
wzrostowej, rzedu 0,3j.mn./mg biatka (76— 78). Jednocze$nie za pomoca
badan histochemicznych wykazano, ze przysadki malp i ludzi zawierajg
2 typy komorek kwasochtonnych: oranzo- i karminochtonne. W przysad-
kach pacjentek bedacych w okresie przed i poporodowym ilo$¢ komoérek
karminochtonnych znacznie wzrasta, nie reaguja one jednak z surowicg
przeciwko hormonowi wzrostu, podczas gdy oranzochtonne wigza ja swo-
iScie. Swiadczy to, ze prolaktyna i hormon wzrostu wytwarzane sa przez
rézne rodzaje komoérek przysadki (79). Réwniez poziom prolaktyny okres-
lany stopniem wydzielania mleka w hodowli narzadowej gruczotu pier-
siowego myszy, (czuto$¢ metody 5ng/ml) w surowicach kobiet karmigcych
i z mlekotokiem okazal sie bardzo wysoki, siegajgc do 130 ng/ml, przy
jednoczesnie niskim poziomie hormonu wzrostu, rzedu 0,3— 5ng/ml (80).

Wyniki powyzszych badarn pozwalajg bezspornie stwierdzi¢, ze przy-
sadka naczelnych oprécz hormonu wzrostu posiadajgcego aktywno$é wzro-
stowa i laktotropowg wytwarza rowniez prolaktyne odpowiedzialng za
dziatanie laktogenne.

V. Aspekty fizjopatologiczne ludzkiego hormonu wzrostu

W stanach patologicznych wywotanych zaburzeniami w wydzielaniu
hormonu wzrostu poprzez przysadke mézgowgq, zaréwno z powodu jej nie-
doczynnosci jak i nadczynnosci, bardzo waznym czynnikiem diagnostycz-
nym jest okreslenie poziomu tego hormonu w surowicy. Stezenie hormonu
wzrostu w piynach ustrojowych jest bardzo niskie i nie daje sie oznaczy¢
metodami biologicznymi. Préby jego okresSlenia za pomoca precypitacji
iloSciowej, testu zahamowania hemaglutynacji lub wigzania dopetniacza
nie daly pozytywnych rezultatéow ze wzgledu na stosunkowo matg swoi-
stos¢ i czutos¢. Przetomowym momentem dla endokrynologii klinicznej
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stato sie wprowadzenie radioimmunologicznych metod oznaczania hor-
monoéw, po opracowaniu przez Greenwooda i Huntera (81) meto-
dy znakowania hormonu wzrostu jodem radioaktywnym. Znakowany jo-
dem hormon stanowi w reakcjach radioimmunologicznych swoisty wskaz-
nik o wysokiej czutosci, rzedu 10-10g.

Stosowany do oznaczania hormonu wzrostu test radioimmunologiczny
jest oparty na ilosciowym wigzaniu antygenu (hormon znakowany i nie-
znakowany) ze swoistym przeciwcialem (surowica przeciwko hormonowi
wzrostu). Przy stalej objetosci surowicy (rozcienczonej zwykle kilkadzie-
sigt do kilkuset tysiecy razy) i hormonu znakowanego (0,1—Ing), ilos¢
wigzacego sie w kompleks hormonu znakowanego, bedzie zalezata od
stezenia hormonu nieznakowanego obecnego w mieszaninie inkubacyjnej.
Zalezno$¢ ta przy zastosowaniu logarytmicznej skali stezen jest liniowa,
co po zmierzeniu radioaktywnosci zawartej w kompleksie pozwala z krzy-
wej kalibracyjnej oznaczy¢ ilos¢ hormonu w analizowanej prébie. W li-
teraturze opisano szereg metod radioimmunologicznego oznaczania hor-
monu, ktdre rdéznig sie jedynie technika oddzielania hormonu wolnego od
zwigzanego z przeciwciatem. Do tego celu stosuje sie chromatoelektrofo-
reze (82), zywice jonowymienne (93), wegiel aktywowany (84), lub talk
(85). Utworzony kompleks moze tez by¢ wytragcany kwasem trdjchloro-
octowym, po uprzednim strawieniu wolnego hormonu ficyng aktywowang
zredukowanym glutationem (86). Najczesciej jednak stosowana jest me-
toda podwdéjnych przeciwciat, polegajaca na wytrgcaniu kompleksu za po-
mocg drugiego przeciwciata skierowanego przeciwko przeciwciatu zwigza-
nemu w kompleks (87— 91). W ostatnich latach wprowadzone zostaty me-
tody fazy statej; hormon z badanego roztworu wychwytywany jest przez
przeciwciata kowalencyjnie zwiazane z nierozpuszczalnymi nosnikami jak
Sephadex, czy polistyren (92— 94).

Wprowadzenie metod radioimmunologicznych, pozwalajgcych z duzg
czutoscig oznacza¢ hormon wzrostu we krwi, dato mozliwos¢ wykrywania
ilosciowych zmian w poziomie tego hormonu w plazmie ludzkiej, w réznych
stanach fizjologicznych i patologicznych. Poziom hormonu wzrostu ozna-
czony w plazmie ludzi zdrowych, bedacych w stanie spoczynku, jest niski
i wynosi 0—10ng/ml. Ulega on jednak znacznym wahaniom pod wptywem
bodzcéw fizycznych, metabolicznych i psychogennych. Wydzielanie hor-
monu wzrostu do krwioobiegu odbywa sie rzutami kierowanymi przez
niepoznany jeszcze system regulacyjny. W czasie snu wydzielanie hor-
monu odbywa sie zazwyczaj okoto 90 minuty od chwili zasniecia, ale moze
wystepowac réwniez w okresach pézniejszych (95). Czynnikami stymulu-
jacymi wydzielanie hormonu wzrostu moga by¢: stress psychiczny, wy-
sitek fizyczny, przedtuzone gtodzenie, ostry uraz, a takze podanie argininy
lub hormonoéw takich jak: glukagon, wazopresyna czy insulina (96). U ludzi
zdrowych pod wptywem tych czynnikéw, a zwiaszcza w nastepstwem
hipoglikemii poinsulinowej dochodzi do zwiekszonego wydzielania przez
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przysadke hormonu wzrostu i wtedy poziom jego we Krwi podnosi sie
kilkakrotnie,, mogac osigga¢ wartos¢ do 10Ong/mi.

W przypadkach kartowatosci przysadkowej poziom hormonu wzrostu
we krwi jest podobny do stwierdzonego u ludzi zdrowych ale pod wptywem
bodzcéw nie dochodzi do wzmozonego wydzielania hormonu. To dyna-
miczne zréznicowanie w stopniu wydzielania hormonu wzrostu do krwio-
obiegu ludzi zdrowych i osobnikéw z hipopituitaryzmem (zwiaszcza w
stanach hipoglikemii poinsulinowej) zostatlo wykorzystane do opracowa-
nia testéw, majacych duze znaczenie kliniczne w diagnozowaniu niedo-
czynnosci przysadki mozgowej.

W akromegalii i gigantyzmie przysadkowym wystepuje nadmierne wy-
dzielanie hormonu spowodowane przez gruczolak kwasochtonny przy-
sadki lub przerost jej komoérek wydzielniczych. W tych przypadkach po-
ziom hormonu wzrostu w surowicy jest bardzo wysoki i moze dochodzi¢
do 1000ng/ml. Dzieki badaniom radioimmunologicznym taki stan pato-
logiczny mozna nie tylko tatwo wykry¢ ale réwniez $ledzi¢ wyniki po-
stepowania leczniczego. Ze wzgledu na pobudzajgce dziatanie wzrostowe
i metaboliczne ludzki hormon wzrostu znalazt zastosowanie w leczeniu
zaburzen rozwojowych wywotanych czesciowg lub catlkowitg niedomoga
przedniego ptata przysadki. Pozytywne wyniki leczenia kartowatosci przy-
sadkowej u ludzi zostaly opisane przez wielu autoréw (73, 82, 97— 99).
Ludzki hormon wzrostu do chwili obecnej jest lekiem niezastgpionym
w przypadkach kartowatosci przysadkowej. Podawany pacjentom w daw-
kach 5—10mg tygodniowo, powoduje normalny lub przyspieszony przy-
rost dtugosci ciata, wynoszacy od kilku do kilkunastu centymetréw rocz-
nie. Najwieksze przyrosty obserwowane sg w pierwszym roku zastosowa-
nia kuracji, w nastepnych latach tempo wzrostu zmniejsza sie, niemniej
jednak w sposéb ciggty jest utrzymywane, podczas gdy u pacjentéw nie-
leczonych obserwuje sie prawie catkowite zahamowanie wzrostu. Efek-
tywnos¢ wynikéw leczenia uzalezniona jest od dojrzatosci ukitadu kostne-
go i nie udaje sie pobudzi¢ wzrostu jezeli nasady kostne sg juz zamkniete)
Zdaniem niektérych autoréw mniejsze tempo wzrostu obserwowane w
miare trwania kuracji jest wynikiem powstawania przeciwcial, ktore
mogg blokowac¢ efekty terapeutyczne. Jakkolwiek ludzki hormon wzrostu,
jako biatko gatunkowo swoiste, nie powinien dawac reakcji immunologicz-
nej, to jednak liczni autorzy w surowicach pacjentéow leczonych tym
hormonem stwierdzili obecnos¢ przeciwciat, ktoére jednak nie w kazdym
przypadku prowadzity do zahamowania wzrostu (100— 103). Obserwowa-
ne zjawisko antygennosci hormonu mozna ttumaczy¢ uszkodzeniem hor-
monu w czasie preparatyki, odmiennoscia hormonu krazacego we krwi
od hormonu zawartego w przysadce, bagdz polimorfizmem réznicujgcym
cechy antygenowe tego biatka.

Artykut otrzymano 6.2.1974, po rewizji autorskiej przyjeto 17.12.1974.
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Z ZYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

X1l Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

X1l Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, zorganizowany przez Oddziat
Warszawski P.T.Bioch., odbyt sie w Warszawie w dniach 4—7 wrzes$nia 1974.

Obrady Zjazdu odbywaty sie na terenie Uniwersytetu Warszawskiego, udostep-
nionym przez J.M. Rektora U.W. Prof. dr Zygmunta Rybickiego.

W Zjezdzie uczestniczyto ponad 500 os6b z réznych osrodkéw krajowych oraz
zaproszeni przez Komitet Organizacyjny: Prof. dr. E. M. Bradbury (Dept. Physics
Portsmouth Polytechnic, Wielka Brytania) oraz Dr G. Goodwin (Chester Beathy
Res. Inst. London, Wielka Brytania). W obradach réwniez wziat udziat Prof. dr
A. Lis, (Nuci. Acid Res. Lab., Orgeon Portland, USA).

Otwarcia Zjazdu dokonata Przewodniczgca Komitetu Naukowo-Organizacyjnego
X1l Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego Dr Izabella Namystowska,
witajgc czlonkéw Komitetu Honorowego, ktoérzy zaszczycili swg obecnoscig uro-
czysto$€¢ otwarcia a mianowicie: Zastepce Przewodniczacego Rady Panstwa i Prze-
wodniczgcego Ogdlnopolskiego Komitetu Frontu Jednos$ci Narodu Prof. dr Janusza
Groszkowskiego, Prezesa Polskiej Akademii Nauk prof. dr Witodzimierza Trzebia-
towskiego i Sekretarza Naukowego Wydziatu V PAN Prof. dr Bogdana Dobrzan-
skiego. W przemoéwieniu powitalnym zostalty podkreslone wielowiekowe tradycje
Uniwersytetu Warszawskiego jako osrodka postepowej mysli naukowej. Nastepnie
Dr Namystowska przekazata przewodniczenie Uroczystej Sesji Otwarcia Prof. dr
Tomaszowi Borkowskiemu — Prezesowi Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.
W ramach sesji otwarcia referat inauguracyjny, poswiecony historii polskiej bio-
chemii, wygtosit Czlonek Honorowy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego Prof.
dr Bronistaw Filipowicz. Méwca w swym pieknym wystgpieniu uzmystowit wielki
udzial polskiej mysli naukowej w rozwoju $wiatowej biochemii. Peilny tekst wy-
kiadu inauguracyjnego zostat wydrukowany w 4-tym numerze Postepéw Biochemii
w roku 1974.

Dalsze obrady Zjazdu toczyly sie w ramach dwoéch sympozjéw i czterech sekcji.

Sympozjum o biatkach chromatyny zawdzigcza swo6j zakres i poziom inicja-
tywie i ogromnemu wktadowi pracy Przewodniczacego Sympozjum Doc. dr Kazi-
mierza Toczko (Warszawa), ktéremu stan zdrowia niestety nie pozwolit na osobiste
prowadzenie obrad. Wspoétprzewodniczaca Sympozjum byta Prof. dr Wanda Mej-
baum-Katzenellenbogen (Wroctaw).

Organizatorem Sympozjum Kwasy Nukleinowe byt Instytut Biochemii i Bio-
fizyki Polskiej Akademii Nauk (Dyrektor Instytutu Prof. dr K. L. Wierzchowski).
Sympozjum potaczone bylo z sesjg sprawozdawczg grupy tematycznej 09314 —
Podstawy molekularnej genetyki (Problem weztowy 0931). Sprawna organizacja
i przebieg zaréwno Sympozjum jak i sesji sprawozdawczej, byty wynikiem duzego
wktadu pracy i energii Doc. dr D. Hulanickiej i Dr W. Jachymczyka.

W ramach sympozjum biatka chromatyny wygtoszono nastepujace referaty:

The role of histones in chromosome structure and control of mitosis — E. M.
Bradbury
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Studies on nonhistone proteins of chromatin — G. Goodwin

Biatka niehistonowe chromatyny — L. Klyszejko-Stefanowicz (L6dz)

Transkrypcja chromatyny komoérek zwierzecych — M. Chorgzy, M. Grabowska,
Z. Krawczyk (Gliwice)

Biosynteza i metabolizm histonéw — H. Panusz, Z. Milewska, J. Bartkowiak,
G. Graczyk, J. Dobrzelewski (L6dz)

Oczyszczanie i wihasnosci proteazy chromatynowej — T. Kurecki (Warszawa)

Cytochemia jadra i jaderka — A. Vorbrodt (Gliwice)

Struktura jadra metafazalnego — L. Cieciura (L6dz)

W czasie sympozjum Kwasy Nukleinowe zebrani wystuchali nastepujacych re-
feratéw:

Tautomeria i struktura elektronowa puryn i pirymidyn — J. S. Kwiatkowski
(Torun)

Powtarzajgce sie sekwencje DNA w genomie wyzszych organizméw — S. Szala
(Gliwice)

Enzymy uczestniczace w metabolizmie roslinnych kwasoéw rybonukleinowych —
J. Pawelkiewicz (Poznan)

Hormonalna regulacja metabolizmu kwaséw nukleinowych w komoérce roslin-
nej — K. Kleczkowski (Warszawa)

Rola struktury RNA bakteriofaga U w regulacji syntezy biatek fagowych —
P. Szafranski (Warszawa)

Ponadto, w ramach obu sympozjéw, oraz w czasie obrad w sekcjach oraz Sesji
Sprawozdawczej wygtoszono prawie 300 komunikatéw. Miarg aktualnosci referatéw
sympozjalnych i komunikatéw byta liczna frekwencja i ozywione dyskusje, toczace
sie jeszcze w kuluarach.

Dyskusje naukowe a takze towarzyskie przeniosty sie réwniez na teren spotka-
nia towarzyskiego. Zorganizowane w znanej ,Stodole” z duzym wyczuciem i zaan-
gazowaniem osobistym przez Doc. dr Leszka Tomaszewskiego, spotkanie miato cha-
rakter nieco odmienny niz dotychczasowe, bowiem potagczone byto ze znakomitymi
wystepami zespéw studenckich.

Wielkim zainteresowaniem cieszyta sie réwniez, zorganizowana w ramach Zja-
zdu, wystawa aparatury naukowej, w ktoérej uczestniczyty z firm krajowych: Unipan
i Biomed a z firm zagranicznych: LKB (Szwecja), Beckman (USA), MSE (Anglia),
Biorad (Anglia), Amicon (Holandia), Porc Ing. Comp. (Szwajcaria). Wystawcy za-
graniczni wygtaszali odczyty na temat najnowszych zastosowan ostatnio wyproduko-
wanych modeli aparatury do prac naukowo-badawczych.

Zjazd miatl roéwniez znaczenie organizacyjne dla Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, poniewaz w jego ramach odbyto sie Walne Zebranie Cztonkéw Towa-
rzystwa, potaczone z wyborem nowych wiadz.

Program i przebieg X1l Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jeszcze
raz potwierdzity celowos$¢ organizowania dorocznych Zjazdéw Towarzystwa i ich
roli dla postepu badan i ozywienia kontaktéw osobistych, co jest bardzo wazne
zwilaszcza dla miodej kadry naukowej.

Izabella Namystowska, Jerzy Witwicki



Wyciag z protokétu z VIII Walnego Zebrania
Cztonkoéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

VIIl Walne Zebranie Cztonkéw PTBioch. odbyto sie 59.1974 r. w Warszawie.

Zebranie otworzyt Prezes PTBioch. Prof, dr Tomasz Borkowski. Przewodniczg-
cym zebrania zostat wybrany jednogto$nie Prof, dr Przemystaw Szafranski. Stwier-
dzit on prawomocno$¢ Zebrania Walnego, poniewaz zostato ogloszone i zwotane w
terminach przepisanych Statutem PTBioch. (8§ 19 p. 1 i 2 oraz § 18). Ze wzgledu na
brak quorum w pierwszym terminie, Zebranie odbyto sie w drugim terminie przy
obecnosci 184 os6b upowaznionych do glosowania. Przewodniczacy przedstawit na-
stepnie porzadek dzienny Walnego Zebrania, ktéry zostatl zaaprobowany.

Porzadek dzienny Walnego Zebrania:

Otwarcie i zagajenie

Wybor Przewodniczacego i Sekretarza oraz powotanie protokolantéw.

Wyboér Komisji Wnioskowej oraz Komisji Mandatowo-Skrutacyjnej.
Przyjecie protokétu z VII Walnego Zebrania z dnia 10.1X.1971 r.
Sprawozdanie z dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w okresie
VIl kadencji od 10.1X.1971 do 5.1X.1974 r.

a) Sprawozdanie prezesa

b) Sprawozdanie skarbnika

c) Sprawozdanie Naczelnego Redaktora kwartalnika ,,Postepy Biochemii”.
6. Wnioski ustepujacego Zarzadu Giéwnego

a) Nadanie godnosci czitonka honorowego

7. Sprawozdanie Giownej Komisji Rewizyjnej.

Dyskusja nad sprawozdaniami.

9. Wyboér Zarzadu Gioéwnego i Giédwnej Komisji Rewizyjnej
10. Wolne wnioskKi.

Na Sekretarza Zebrania powotano Dr Jbézefa Zajaca.

Po przyjeciu porzadku dziennego oraz protokétu z VII Walnego Zebrania od-
byty sie Wybory Komisji Wnioskéw i Komisji Skrutacyjnej. Koordynatorem Ko-
misji Wnioskéw zostat prof, dr Mariusz Zydowo. Komisje skrutacyjng powotano
w nastepujgcym skladzie: doc. dr Konstancja Raczynska-Bojanowska (przewodni-
czaca), dr Barbara Grzelakowska-Sztabert, mgr Zbigniew Grzelczak, mgr Jacek
Jankowski, dr Magdalena Jelenska, mgr Danuta Korszynska, mgr Malgorzata Land-
man, mgr Joanna Michalik, mgr Janina Saska, mgr Wiodzimierz Walczak (czton-
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kowie).
Nastepnie prof. dr T. Borkowski ztozyt sprawozdanie z dziatalno$ci Towarzystwa
za okres VII Kadencji — 10971 — 591974 (Patrz Sprawozdanie Prezesa str. 235).

Ustepujacy Zarzad zgtosit wniosek o nadanie godnosci Czionka Honorowego
PTBioch. prof, dr Irenie Chmielewskiej. Laudacje Czcigodnej Kandydatki przed-
stawit prof. dr T. Borkowski. W wyniku tajnego gtosowania nadano godnos$¢ Czion-
ka Honorowego PTBioch. prof, dr Irenie Chmielewskiej.

Nastepnie dr A. Mazanowska przedstawita sprawozdanie Gitéwnej Komisji Re-
wizyjnej i zgtosita wniosek o udzielenie absolutorium ustepujagcemu Zarzadowi.
Po dyskusji, nad sprawozdaniami Zarzadu wniosek przyjeto przez aklamacje.

W dyskusji, ktéra koncentrowata sie wokot przyszitej dziatalnosci zjazdowej To-
warzystwa gtos zabierali: prof, dr Z. Zielinska, prof. dr P. Szafranski, doc. dr J. Au-
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gustyniak, prof. dr S. Niemierko, prof. dr M. Zydowo, prof. dr L. Dziatoszynski,
dr J. Baranska, doc. dr M. A. Dancewicz, prof. dr S. Angielski, doc. dr E. Wolna,
doc. dr J. Malec, prof. dr K. Zakrzewski. Wypowiedzi w dyskusji zawieraty krytyczne
uwagi odnosnie formy i tresci komunikatéow zgtaszanych na Zjazdy i zastanawiano
sie nad celowoscia powotywania w przysztosci Komisji kwalifikujgcej komunikaty
do druku i wygtaszania.

Dyskutowano nastepnie zmiany czestotliwosci odbywania Zjazdéw PTBioch.
Sugerowano, aby Zjazdy odbywaty sie co trzy lata, a sympozja i zjazdy monotema-
tyczne czesciej. Cze$¢ dyskutantéw byta jednak zdania, ze Zjazdy doroczne sa dobrag
tradycja i dajag mozliwos¢ szerszej konfrontacji osiggnietych rezultatéw badawczych.

Wysunieto réwniez propozycje wprowadzenia nowych form prezentowania do-
niesien na Zjazdach.

W zakonczeniu dyskusji przegtosowano nastepujacy wniosek: Zjazdy PTBioch.
powinny odbywac¢ sie co roku, z dopuszczeniem formy plakatowej, przy czym wy-
bér formy prezentowania prac pozostawia¢ organizatorom. Nie nalezy wprowadzac
bariery poziomu zgtaszanych komunikatéw.

Whniosek ten jest jednak tylko sugestia dla Nowego Zarzadu i organizatorow
przyszitego Zjazdu.

Zgodnie z porzadkiem dziennym dokonano nastgepnie wyboru nowych witadz To-
warzystwa. Kandydatury zostaty wysuniete przez ustepujgcy Zarzad, jak réwniez
przez zebranych.

Nastepnie odbyto sie tajne glosowanie na poszczegélne kandydatury. W gtoso-
waniu na Prezesa i VPrezesa oddano 180 gtoséw, w tym waznych 179, na czionkéw
Zarzadu Gitéwnego oddano 180 waznych gtoséw, a na czionkéw Gitéwnej Komisji
Rewizyjnej oddano 169 gtoséw, w tym waznych 168.

W wyniku gtosowania zostali wybrani:

Prof. dr Lech Wojtczak (Warszawa)
Prof. dr Tadeusz Chojnacki (Warszawa)

Pozostali cztonkowie Zarzadu Gtéwnego: prof. dr Zofia Zielinska (Warszawa),
doc. dr Andrzej Legocki (Poznan), doc. dr Zofia Lassota (Warszawa), dr Barbara
Czartoryska (Warszawa), dr Renata Dabrowska (Warszawa), prof. dr Piotr Ma-
stowski (Torun), doc. dr Elzbieta Wolna (Wroctaw), prof. dr Leokadia Kiyszejko-Ste-
fanowicz (L6dz), prof. dr Stanistaw Bitny-Szlachto (Warszawa), prof. dr Wactaw
Minakowski (Olsztyn), doc. dr Jerzy Chmielowski (Katowice), dr Wiestaw Maka-
rewicz (Gdansk), prof. dr Eugeniusz Gasior (Lublin), doc. dr Wiktor Rzeczycki
(Biatystok) oraz Giéwna Komisja Rewizyjna: prof. dr Tomasz Borkowski (Lublin),
doc. dr hab. Antoni Dancewicz (Warszawa), doc. dr Witold Walerych (Poznan).

Na zakonczenie prof. dr T. Chojnacki podziekowat zebranym za wybér w imie-
niu wlasnym i nieobecnego prof. dr Lecha Wojtczaka.

dr hab. Renata Dagbrowska
Sekretarz Zarzadu Giéwnego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego



Sprawozdanie

z dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

w latach 1971— 1974

W okresie od ostatniego Walnego Zebrania Cztonkéw Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego w czasie trzyletniej kadencji Zarzadu Giléwnego, dziatalno$¢ Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego zmierzata do peinej realizacji gtéwnych celéw statu-
towych, a mianowicie, popierania rozwoju biochemii i jej szerokiej popularyzacji.
W zasadzie podstawowe zatozenia statutowe byly wypetnione mimo pewnych
obiektywnych trudnosci jakie wytonity sie w ostatnich latach.

Ogélna liczba czionkéw P.T.Bioch. wzrosta w ciggu ostatnich trzech lat o 71
os6b i wynosi obecnie 1038. Skupieni sg oni w 12 Oddziatach zorganizowanych
w gtéwnych osrodkach uniwersyteckich kraju. Najwiekszg liczbe cztonkéw P.T.Bioch.
skupia oddziat warszawski, najmniejszg oddziat torunski.

Oddziaty Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Liczba czionkow

Oddziat
1971 31.6.1974

Biatystok 41 40
Gdansk 47 44
Katowice 56 53
Krakow 69
Lublin 51 62
todz 108
Olsztyn 39 33
Poznan 97
Szczecin 46
Torun 19
Warszawa 305 372
Wroctaw 87 R

6

Zagraniczni

Wzrost iloSciowy cztonkéw wystepuje gtéwnie w oddziale warszawskim i t6dz-
kim. W pozostatych oddziatach stan liczbowy nie ulegt wiekszym zmianom w ciggu
ostatniego trzechlecia. Mimo doptywu nowych czlonkédw naszego Towarzystwa obser-
wuje sie niepokojgco duzag liczbe skreslen wynikajaca z niedopetniania statutowych
obowigzkéw cztonkédw wptacania sktadek. Sprawa regulowania sktadek cztonkowskich
jest szczegolnie drazliwa w dziatalno$ci naszego Towarzystwa, gdyz wigze sie ona
z zobowigzaniami finansowymi wynikajacymi z prenumeraty Postgepéw Biochemii.
Cztonkowie otrzymujacy kwartalnik a nie wptacajgcy naleznosci tacznej za prenu-
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merate i sktadki powiekszajg stan zadtuzenia naszego Towarzystwa, co powoduje
dos¢ kiopotliwag sytuacje finansowa w naszej dziatalnosci. W tym miejscu pragne
wiec gorgco zaapelowa¢ do wszystkich cztonkéw Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego o terminowe dopetnianie swych zobowigzan finansowych wobec Towa-
rzystwa.

Gtéwna i najbardziej efektowna forma dziatalnosci Towarzystwa manifestowata
sig organizacja Zjazdow, sympozjoéw i konferencji naukowych. W przeciwienstwie
do wiekszosci towarzystw naukowych nasze Towarzystwo organizuje coroczne ogol-
nopolskie Zjazdy Biochemiczne. Problem czestotliwosci odbywania ogdélnopolskich
zjazdow byt przedmiotem obszernych dyskusji odbywanych w poszczegélnych $ro-
dowiskach biochemicznych. Niezaleznie od kontrowersyjnych pogladéw dotyczacych
tego zagadnienia doroczne zjazdy organizowane przez Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne ciesza sie niestabngcym zainteresowaniem polskich biochemikoéw.

Dowodem tego jest utrzymujaca sie stale i wysoka frekwencja obejmujaca od
500— 600 uczestnikéw. Tradycjg stalo sie rowniez organizowanie w ramach dorocz-
nych Zjazdéw co najmniej dwoéch sympozjow specjalistycznych. W okresie sprawo-
zdawczym odbyty sie 3 Zjazdy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

1 X Zjazd P. T. Bioch. — Poznan, wrzesien 1972 r. z dwoma sympozjami na
temat:

a) struktura, funkcja i synteza RNA,
b) wihasciwosci molekuty biatkowej.

2 X1 Zjazd P. T. Bioch. — Bialystok, wrzesien 1973 r. z dwoma sympozjami na
temat:

a) struktura i funkcja bton biologicznych,
b) biochemia w naukach rolniczych.

3 XII Zjazd P. T. Bioch. — Warszawa, wrzesien 1974 r. z dwoma sympozjami na
temat:
a) biatka chromatyny,
b) kwasy nukleinowe; Sympozjum zorganizowane przez Instytut Biochemii i Bio-
fizyki PAN.

Jako nowos$¢ w przebiegu Zjazdéw mozna uwaza¢ zorganizowanie w Biatym-
stoku sesji zamknigcia Zjazdu. W ramach tej sesji odbyta sie¢ konferencja na temat
nauczania biochemii w szkolach wyzszych. Réwniez pewnym novum jest wprowa-
dzenie sesji sprawozdawczej problemu weztowego 09-3-1 do programu XII Zjazdu
P. T. Bioch. w Warszawie. W ogo6lnej opinii, wszystkie dotychczasowe Zjazdy Bio-
chemiczne zaréwno pod wzgledem naukowym jak i organizacyjnym staly na wyso-
kim poziomie, a uczestnicy mieli moznos¢ zapoznania sie z aktualnie prowadzonymi
badaniami w wigkszosci osrodkéw biochemicznych Polski.

W ciggu ubiegtych trzech lat dato sie ponadto zauwazy¢ narastajace zaintereso-
wanie w organizacji sympozjow i konferencji o bardzo specjalistycznej tematyce.
Inicjatorami i organizatorami tych konferencji byly poszczegélne oddziaty P. T. Bioch.,
a udziat w nich brali biochemicy z calej Polski.

W grudniu 1971 r. Oddzial szczecinski zorganizowat Il Dziernn Biochemii Pomors-
kiej Akademii Medycznej.

W 1972 r. w Krakowie odbylo sie trzydniowe sympozjum Sekcji Fotobiologicz-
nej P. T. Bioch.

W tym samym roku odbyta sie jednodniowa konferencja w Warszawie pt. ,,Bio-
chemiczne aspekty wrodzonych wad metabolicznych”.

Szczegoblnie obfity w tego rodzaju imprezy byt rok 1973, Odbytly sie wiec naste-
pujace konferencje i sympozja:

1 Jednodniowa konferencja na temat struktury i funkcji biatek poswiecona
pamieci Prof. Bolestawa Skarzynskiego, zorganizowana przez Oddziat krakowski
P. T. Bioch.
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2 Przez ten sam oddziat zorganizowana zostata jednoodniowa ogoélnopolska
konferencja na temat ,,Proteazy leukocytow”.

3 Oddziat warszawski zorganizowat dwudniowe sympozjum na temat ,,Aspara-
ginaza, enzym o dziataniu przeciwnowotworowym?.

4. Wspolnie z Polskim Towarzystwem Endokrynologicznym i Sekcja Cyberne-
tyki Klinicznej Towarzystwa Internistéw Polskich zorganizowano w Warsza-
wie jednodniowag konferencje na temat ,Biomolekularne podstawy interakcji
hormon — komoérka”.

Te dwa ostatnie sympozja cieszyly sie szczegbélnie duzym zainteresowaniem.

Udziat w nich wzieto od 250 do 300 uczestnikdéw. Przyczyna takiego zywego zainte-
resowania byt zapewne interdyscyplinarny charakter poruszanej tematyki.

W lutym 1974 r. Oddzial szczecinski zorganizowat juz 11l Dzieh Biochemiczny
Pomorskiej Akademii Medycznej. W konferencji tej wzieli udziat réwniez bioche-
micy z innych o$rodkéw naukowych. Oddziat t6dzki zorganizowatl konferencje robocza
na temat cyklazy adenylowej.

Oprécz ogoélnopolskich zjazdéw, sympozjow i konferencji stala formg aktywnos-
ci naukowej byta dziatalno$¢ wszystkich oddziatéw terenowych Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego. Podobnie jak w latach ubiegltych réwniez i w ostatnich
3 latach liczba zebran naukowych utrzymywata sie na poziomie 80— 90 rocznie.

W zebraniach tych udziat brali oprécz cztonkéw odziatu réwniez zaproszeni
goscie z kraju i zagranicy. W wiekszosci stanowity one platforme dla prezentacji
wazniejszych osiggnie¢ naukowych poszczegdlnych cztonkéw Towarzystwa jak réw-
niez i zaproszonych gosci.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest nadal cztonkiem Miedzynarodowej
Unii Towarzystw Biochemicznych oraz Federacji Europejskiej Towarzystw Bioche-
micznych. Przedstawiciele naszego Towarzystwa uczestniczyli w posiedzeniach po-
wyzszych organizacji miedzynarodowych odbywanych przy okazji Zjazdéw na-
ukowych. Dzieki staraniom Zarzadu Gtéwnego P. T. Bioch. weszto w sklad Zrzeszenia
Polskich Towarzystw Lekarskich co datlo nam uprawnienia do opiniowania wyjaz-
déw zagranicznych naszych czionkéw z ramienia Ministerstwa Zdrowia i Opieki
Spotecznej. Tym samym uzyskaliSmy mozliwos¢ statlego reprezentowania naszego
Towarzystwa na forum miedzynarodowych organizacji biochemicznych.

Niezaleznie od wyzej podanej zasady wielu czlonkdéw naszego Towarzystwa
prezentowato swéj dorobek naukowy na miedzynarodowych Zjazdach i Sympozjach
korzystajac z delegacji PAN lub innych resortéw. Dlatego tez reprezentacja osigg-
nig¢ polskiej biochemii na formu migedzynarodowym byta w ostatnich trzech latach
stosunkowo pokazna.

Waznym elementem dziatalnosci Towarzystwa w ostatnim okresie byta orga-
nizacja szkolen z zakresu stosowania nowych technik w laboratoriach biochemicz-
nych kraju. Szkolenia te opieraly sie gtébwnie o prezentacje poszczegdlnych metod
przez wyspecjalizowane w kierunkach produkcyjnych odpowiednie firmy zagra-
niczne. | tak w roku 1972 Oddziat warszawski i krakowski wspélnie z firmg LKB
zorganizowal dla okoto 100 uczestnikéw szkolenie z zakresu metody izoogniskowa-
nia. W tym samym roku Oddziat warszawski, szczecinski i lubelski wspélnie z fir-
ma Pharmacia przeprowadzity szkolenie w technice sgczenia molekularnego dla oko-
to 100 os6b. W roku 1973 Oddziat poznanski wspdlnie z firma Mikrotechna z Pragi
zorganizowat kurs obstugi automatycznego analizatora aminokwaséw dla okoto
75 uczestnikéw, a Oddziat warszawski by}t organizatorem teoretycznego kursu z pod-
staw enzymologii dla 170 oséb. Ponadto w roku 1974 zostaty poczynione przygotowa-
nia dla przeprowadzenia w Kilku oddziatach naszego Towarzystwa szkolenia z za-
kresu chromatografii powinowactwa. Trzeba réwniez podkresli¢, ze przy okazji co-
rocznych ogélnopolskich Zjazdéw Biochemicznych organizowane sa wystawy odczyn-
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nikéw i aparatury laboratoryjnej potaczone z wykiadami i pokazami z zakresu
stosowania najnowszych technik.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne od wielu lat prowadzi dziatalno$¢ wydaw-
nicza. Dwa tytuty wydawnicze, a mianowicie czasopismo p.n. Postepy Biochemii
oraz periodyk niestaty pod nazwag ,Monografia Biochemiczna” sa efektem tej dziatal-
nosci. W okresie sprawozdawczym nastgpity zmiany w zespole redakcyjnym Poste-
poéw Biochemii. Powotana zostala nowa Rada Redakcyjna pod przewodnictwem
Prof. Dr K. Zakrzewskiego oraz nowy Komitet Redakcyjny pod przewodnictwem
Prof. Dr Z. Zielinskiej. W tym miejscu pragne ziozy¢ serdeczne podziekowanie dla
diugoletniego przewodniczacego Rady Redakcyjnej Prof. Dr B. Filipowicza oraz
redaktoréw Doc. Dr Z. Lasotowej i Doc. Dr M. Jezewskiej za wielki wktad pracy
zwigzany z redagowaniem tego popularnego wsréd biochemikéw polskich czasopisma.
Obecnie dziatajacy Komitet Redakcyjny wykazuje duzo inwencji w swej dziatal-
nosci co daje gwarancje dalszych efektéw w tej dziedzinie dziatalnosSci naszego
Towarzystwa.

Problem wiasciwego doboru materiatlu mogacy stanowi¢ przedmiot publikacji
w ,,Monografiach Biochemicznych” jest przedmiotem statej troski Zarzagdu Giéwnego
P. T. Bioch.

W okresie sprawozdawczym ukazal sie 27 tom pt. ,,Powtarzajgce sie¢ sekwencje
DNA w genomie wyzszych organizméw” oraz tom 28 pt. ,,Antybiotyki w badaniach
proceséw biochemicznych”. W trakcie przygotowania znajduje sie tom 29, Kktory
ma stanowi¢ Zespo6t Regut Mianownictwa, skrotéw i symboli obowigzujagcych w no-
menklaturze biochemicznej. Wydanie tego tomu jest wynikiem dziatalnosSci powo-
tanej do zycia Komisji Nomenklaturowej P. T. Bioch. Kolejne tomy beda realizo-
wane zgodnie z wstepnie opracowanym planem na lata nastepne.

Finansowa strona dziatalnosci wydawniczej naszego Towarzystwa ulegta w okre-
sie sprawozdawczym pewnej zmianie. Od roku 1974 finansowanie ,,Monografii Bio-
chemicznych” oraz Postepéw Biochemii przyjeto Biuro Wydawnictw i Bibliotek PAN.

Jedng z form dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na rzecz po-
pierania rozwoju biochemii byto przyznawanie dorocznych nagréd Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego za najlepsze prace doswiadczalne, artykuty pogladowe oraz
prace prezentowane przez miodych biochemikéw na dorocznych Zjazdach Nauko-
wych P. T. Bioch. Nagrody przyznawat Zarzad Gitéwny na wniosek powotywanych
corocznie Komisji pracujgcych w oparciu o regulamin przyznawanych nagréd.
Wszystkim przewodniczacym i cztonkom komisji pragne ztozy¢ wyrazy uznania i po-
dzigkowania za spoteczny wysitek zwigzany z ich dziatalnoscig. Dzigki staraniom
Zarzadu Gtownego uzyskano wzrost funduszu nagréd co pozwolito na podwyzszenie
wysokosci poszczeg6lnych typow nagréd do nastepujacych kwot:

1 Nagroda im. J. K. Parnasa 9.000 zt
2. Nagroda im. B. Skarzynskiego 6.000 zt
3. Nagrody dla miodych biochemikéw na tgczng

sume 17.000 zit.

Mimo uzyskania wzrostu funduszu nagréd problemy finansowe stanowig nadal
powazng trudno$s¢ w dalszym wszechstronnym rozwoju Towarzystwa. W ciggu
ostatnich trzech lat budzet naszego Towarzystwa z kwoty 730 tysiecy w roku 1971
ulegt obnizeniu do kwoty 626 tysiecy w roku 1973. Tymczasem zaréwno liczba czion-
koéw jak i zakres dzialalnosci Towarzystwa ulegly wyraznemu powiekszeniu, a do-
tacje obnizane sa o wielko$¢ diugow cztonkowskich.

Inspirujaca i kierowniczg role we wszystkich formach dziatania Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego spetniat Zarzad Giéwny. W czasie VII kadencji odbyto
sie 7 zebran plenarnych Zarzadu Giéwnego, w tym 3 zebrania z przewodniczacymi
Oddziatéow P.T. Bioch.
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Ponadto odbyto 19 protokotowanych Zebran Prezydium Zarzadu poswieconych
rozwigzywaniu biezacych spraw Towarzystwa.

Nastepujace gtdwne zagadnienia stanowity podstawe dziatania Zarzadu Gidéwnego
VIl kadencji:

1 W nawigzaniu do wniosku poprzedniego Zarzadu Giéwnego uporzadkowano
sprawy personalne cztonkéw Towarzystwa zaktadajac jednolity system kartotek
cztonkéw na odpowiednich kartach perforowanych.

2 Na skutek starania w Polskiej Akademii Nauk uzyskano wzrost dotacji PAN na
doroczne nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

3. Kilkakrotnie wystepowano do witadz PAN w sprawie zwiekszenia dotacji
finansowej dla Towarzystwa. W zwigazku z planowana w roku 1974 zmiang form
dotowania towarzystw naukowych (przejecie strony finansowej wydawnictw To-
warzystwa przez PAN) starania nasze nie przyniosty konkretnych wynikéw. Bez-
posrednio z ta sprawa wiazata sie mozliwos¢ realizacji wniosku Komisji Rewizyjnej
poprzedniej kadencji, w ktérym postulowano obnizenie wysokosci kosztéw uczest-
nictwa dla naszych cztonkéw poprzez zwiekszenie udzialu PAN w kosztach orga-
nizacji Zjazdoéw. W sSwietle negatywnych wynikéw tych staran oraz pogtebiajacych
sie trudnosci finansowych Towarzystwa, zrealizowanie tego postulatu okazato sie
niemozliwe. Z tych samych przyczyn nie udato sie zwiekszy¢ ilosci delegacji na
Zjazdy optacane przez Zarzad Giowny. Sprawa zasad finansowania kosztéw uczest-
nictwa w Zjazdach naukowych jest na tyle skomplikowana, ze Zarzad Gtéwny wy-
stgpit z odpowiednim pismem do Komitetu Biochemicznego PAN z prosba o zajecie
stanowiska w tej sprawie i ewentualne podjecie odpowiednich dziatan interwen-
cyjnych.

4. Jedng z akcji majacych na celu zwiekszenie funduszéw Towarzystwa byta
rekrutacja na czionkéw wspierajacych. W tym celu rozestano do okoto 40 placéwek
naukowych i przemystowych odpowiednie pisma informacyjne wraz z deklaracjami.
W wyniku tej akcji liczba cztonkéw wspierajagcych wrosta z 2 do 14 co w dalszym cia-
gu stanowi w budzecie Towarzystwa pozycje znikoma.

5 W ramach statej wspéipracy pomiedzy P. T. Bioch. a FEBS wystgpiono
do wiadz PAN z wnioskiem o przyznanie funduszu dewizowego wystarczajgcego nie
tylko na pokrycie skltadek cztonkowskich FEBS, ale réwniez na opfacanie prenume-
raty biuletynéw FEBS w ilosci odpowiadajacej liczbie cztonkéw Towarzystwa. Fun-
dusze takie uzyskano od roku 1972. Ponadto w odpowiedzi na apel wiadz FEBS
o udziat wszystkich Towarzystw — cztonkéw Federacji w funduszu stypendialnym
dla miodych biochemikéw, wystgpiono z odpowiednim postulatem do wiadz PAN.

6. Podejmowano akcje majaca na celu usprawnienie importu matych ilosci nie-
zbednych w pracy badawczej odczynnikéw. W tym celu przedstawiciele Zarzadu
Gtéwnego przeprowadzili szereg rozmoéw z wladzami POCh w Gliwicach i uzyskano
powazng poprawe w dziatalnosci zaopatrzenia.

7. W celu usprawienia i skoordynowania dziatalnosci Zarzadu Giéwnego z Za-
rzadami oddziatéw terenowych wprowadzono jednolity terminarz wyboréw do wiadz
oddziatéw pokrywajgcy sie z czasokresem kadencji Zarzadu Gioéwnego.

8. Rozrastajace sie obowigzki administracyjne biura Zarzgdu Giéwnego, a takze
przeniesienie siedziby redakcji Postepéw Biochemii oraz jej archiwum do siedziby
Zarzadu Gilownego przy ul. Freta 16, pogtebito trudnosci lokalowe Towarzystwa do
rozmiaréw, ktére wptywaja negatywnie na prace biura oraz efektywnos$¢ pracy
obarczonych statymi funkcjami czionkéw Zarzgdu. W tej sytuacji podjeto proéby
polepszenia warunkoéw lokalowych Towarzystwa w drodze uzyskania dodatkowych
pomieszczen przy ul. Freta 16. Wobec tego, ze starania te nie przyniosty zadnych
rezultatéw, zwrécono sie do wiadz PAN o pomoc w tej sprawie. Jak dotad nie
uzyskano pozytywnej odpowiedzi. Obecnie siedzibe biura Zarzadu Gléwnego stanowi
jeden matly pokoik w lokalu Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
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Mimo zatrudnienia personelu biurowego w wymiarze 1/2 etatu ksiegowej i 34
etatu sekretarki wiele funkcji administracyjnych Towarzystwa spetniali cztonkowie
Prezydium Zarzadu Gitéwnego. W cotygodniowych pigtkowych dyzurach spotecznie
poswiecali wiele cennego czasu na prace w Zarzadzie Gtdwnym. Niech mi wiec wolno
bedzie na zakonczenie ztozy¢ wyrazy szczerego uznania i serdeczne podziekowanie
dla wszystkich cztonkéw Prezydium, ktérzy swag bezinteresowna praca utrzymywali
stala aktywnos$¢ Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Tomasz Borkowski



Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego VIll-ej kadencji

Zarzad Glowny wybrany przez VIII Walne Zebranie w dniu 5 wrzes$nia 1974 r.
ukonstytuowat si¢ w dniu 5 pazdziernika 1974 r. nastepujaco:

Prezydium:
Prezes — Prof. dr Lech Wojtczak (Warszawa)
Viceprezes — Prof. dr Tadeusz Chojnacki (Warszawa)
Sekretarz — Dr hab. Renata Dabrowrska (Warszawa)
Skarbnik — Dr Barbara Czartoryska (Warszawa)

Cztonkowie — Prof. dr Stanistaw Bitny-Szlachto (Warszawa)
— Prof. dr Zofia Lassota (Warszawa)
— Prof. dr Zofia Zielinska (Warszawa)

Cztonkowie Zarzadu:
Doc. dr Jerzy Chmielowski (Katowice)
Prof. dr Eugeniusz Gasior (Lublin)
Prof. dr Leokadia Klyszejko-Stefanowicz (L6dz)
Doc. dr Andrzej Legocki (Poznan)
Prof. dr Piotr Mastowski (Torun)
Dr Wiestaw Makarewicz (Gdansk)
Prof. dr Wactaw Minakowski (Olsztyn)
Doc. dr Wiktor Rzeczycki (Biatystok)
Doc. dr Elzbieta Wolna (Wroctaw)

9 Postepy Biochemii



Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
przyznane w 1974 roku

Zarzad Glowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zawiadamia o przyznaniu
dorocznych nagréd Towarzystwa:

Nagroda Imienia Bolestawa Skarzyrnskiego

zostata przyznana kol. Alinie Grzelinskiej za prace , Teorie mechanizmu odpornosci
roslin na choroby infekcyjne” ogloszong w kwartalniku Postepy Biochemii, 19, 1973,
141— 158

Nagroda Imienia Jakuba Parnasa

zostata przyznana zespotlowi w skiadzie: kol. kol. B. Golinska, T. Twardowski
i A. B. Legocki za prace — ,,Purification and Some Properties of Elongation Factor
I from Wheat Germ” ogtoszona w Biochim. Biophys. Acta 324, 1973, 156— 170 i ,,Pu-
rification and Some Properties of Elongation Factor Il from Wheat Germ” ogtoszo-
ng w Biochim. Biophys. Acta 324, 1973, 171— 183

Nagrody i wyréznienia w konkursie dla miodych biochemikéw przedstawione
na X1l Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Warszawie w 1974 r.

Nagroda | — kol. E. Grgbczewska za prace E. Grgbczewska, B. Olszanska ,,Olbrzy-
mi jadrowy RNA embrionéw kurzych” (B-25).

Nagroda Il — kol. M. Pilarska za prace M. Pilarska, M. G. Sarzata ,Metabolizm
lipidow bton sarkoplazmatycznego retikulum w ontogenezie migsnia szkieletowego
krélika” (D-19).

Nagroda 11l — kol. A. Guranowski za prace ,,Polimeraza poli(A) z chloroplastéw
jeczmienia — CzeSciowe oczyszczanie i charakterystyka” (B-27).

Wyréznienia:

Kol. M. Wilk za prace ,,Karboksylacja propionylo-CoA w mitochondriach z réz-
nych narzadéw szczura” (D-27).

Kol. J. Zaleski za prace J. Zaleski, J. Bryta ,,Synteza glukozy i mocznika w izo-
lowanych komoérkach watroby krdélika” (D-34).

Kol. A. Lesicki za prace ,,Biochemiczne wilasciwosci kinazy pirogronianowej nie-
ktorych tkanek raka Orconectes Limosus Raf. (Crustacea)” (D-24).

Kol. A. Stankiewicz za prace A. Stankiewicz, W. Makarewicz ,lInaktywacja
cieplna réznych form dezaminazy AMP z miegéni szkieletowych cztowieka” (E-38).



SPRAWOZDANIE

IX Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS)
Budapeszt, 25— 30 sierpien 1974

IX Zjazd FEBS zostat zorganizowany przez Wegierskie Towarzystwo Bioche-
miczne w Budapeszcie. Honorowym prezydentem Zjazdu byt Prof. Albert Szent-
-Gyorgyi (USA), a prezydentem zjazdu przewodniczacy Wegierskiego Towarzystwa
Biochemicznego Prof. F. Guba.

Wyktady plenarne podczas sesji otwarcia wygtosili: Marat Ya. Karpeisky
(ZSRR) — ,.,Centra aktywne enzymow: stereochemia i dynamika”; Lars Ernster
(Szwecja) — ,,Bioenergetyka mitochondrialna: fakty i idea”.

Obrady toczyty sie w ramach 7 sympozjow i 3 kolokwidow, na ktérych przedsta-
wiono rowniez cze$¢ krotkich doniesien. Przewazajgca jednak czes¢ doniesien przed-
stawiono w formie plakatowej.

Tematyka sympozjéw i kolokwiéw przedstawiata sie nastepujaco:

Sympozja: 1) Biatka systeméw kurczliwych

2) Mechanizmy dziatania i regulacji enzymoéw

3) Biochemia jadra komoérkowego

4) Regulacja transkrypcji

5) Postsyntetyczna modyfikacja makromolekut

6) Btony biologiczne: struktura i funkcja

7) Struktura przeciwciat i molekularna immunologia
Kolokwia: 1) Regulacja biosyntezy aminokwaséw

2) Wiasciwosci oczyszczonych receptoréw cholinoergicznych i adrenoer-

gicznych
3) Analiza i symulacja uktadéw biochemicznych.

=

Tematyka doniesien:

Biosynteza biatek

Struktura biatek i peptydow

Chemia i biochemia polipeptydéw

Biochemia lipidéw

Biochemia i molekularna biologia krzepniecia krwi
Zastosowanie enzymoéw w transformacji zwiazkéw organicznych
Enzymy i jednostki funkcjonalne #ancucha oddechowego
Biochemia radiacyjna

Biochemia s$rodowiskowa

Czynniki przeciwnowotworowe i przeciwwiruséwe

Nowe techniki w biochemii

Izolacja i wiasciwosci elementéw subkomoérkowych i enzymoéw
Biochemia kliniczna

Biochemia czynnych zwiazkéw drobnoczasteczkowych
Biochemia roslin

Biochemia mikroorganizmoéw.

O
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Podczas sesji zamkniecia Charles Weissmann (Szwajcaria) otrzymat medal imie-
nia Hansa Krebsa, po czym ku Jego czci wygtosit wyktad na temat mutagenezy.

W zjezdzie wzieto udziat okoto 2500 aktywnych uczestnikéw. Po raz pierwszy
w Zjezdzie FEBS uczestniczylo blisko 200 biochemikéw z PRL, w tym ponad 120
delegowanych przez resorty.

Biochemia jadra komodérkowego

W 26 referatach sympozjalnych przedstawiono aktualny stan badan nad syntezg
i strukturg informacyjnego i rybosomowego RNA, a takze nad wzajemnymi oddzia-
tywaniami jadrowo-cytoplazmatycznymi. Strukture i funkcje DNA i chromatyny
omoéwiono w czasie potaczonej sesji sympozjoéw pt. ,.Biochemia jgdra komoérkowego”
i ,,Regulacja transkrypcji”. W trakcie sympozjum wygtoszono 45 komunikatéw ust-
nych (w tym 6 polskich) i 28 doniesien plakatowych (w tym 5 polskich).

Najwazniejsze referaty sekcji pt. ,,Struktura i synteza RNA. Informacyjny RNA” »
dotyczyty proceséw, jakim ulega mRNA od momentu transkrypcji do chwili opuszcze-
nia jadra. G. P. Georgiev w swym referacie wprowadzajacym pt. ,,Organizacja ma-
terialu genetycznego w jadrze komoérkowym” omowit strukture pierwotnego pro-
duktu transkrypcji mMRNA oraz organizacje chromatyny w jadrze interfazalnym.
Zagadnienie regulacji ekspresji genu w komoérkach eukariontéw pozostaje do dzi$
w sferze hipotez. Dysponujemy jednak coraz wiekszg iloscia faktow $wiadczacych
o wystepowaniu w jadrze komoérkowym olbrzymiego RNA (o masie czasteczkowej
rzedu 107, jako pierwotnego produktu transkrypcji w syntezie mRNA. Olbrzymi
RNA zawieratby procz sekwencji informacyjnych wiasciwego mRNA potozonych
blizej 3’ korica czasteczki i zakoriczonych sekwencjami oligo(A), réwniez sekwencje
regulacyjne nie kodujace biatka, a decydujgce o ekspresji danego genu w odpowied-
nim czasie i miejscu komorki. Dane eksperymentalne wskazujg ze ta programujgca
cze$¢ pre-mRNA, odpowiedzialna zresztag za jego wielka mase czasteczkows, znaj-
duje sie blizej 5 konca czasteczki; zawiera ona odcinki dwuniciowe tworzace petle,
sekwencje oligo(U), jak réwnie sekwencje komplementarne do powtarzajgcych sie
odcinkéw DNA. Nie znana dotad funkcja tych specyficznych struktur; zdaniem
O. Samariny petle dwuniciowe potozone na pograniczu sekwencji informacyjnych i re-
gulacyjnych moga odpowiada¢ za przemiany pre-mRNA w jadrze. Przypuszcza sie,
ze pre-mRNA ulega w jadrze czesciowej degradacji w swej nieinformacyjnej czesci.
Eksperymentalnie potwierdzono zas, ze 3 koniec pre-mRNA ulega poliadenylacji
(ilos¢ reszt adeniny wzrasta do 200), po czym mRNA w potaczeniu z biatkiem — hi-
potetyczng informatyna Georgieva i Samariny — opuszcza jadro.

R. P. Perry w swym referacie przytoczyt wyniki licznych doswiadczen sSwiad-
czacych o pochodzeniu mMRNA z wysokoczgsteczkowego prekursora ulegajacego wie-
loetapowej modyfikacji potranskrypcyjnej. Tak wiec w czasie dojrzewania pre-
-mRNA ulega w swej 5 koncowej regulacyjnej czesci nieznacznej metylacji w ilosci
2,2 reszt metylowych na 1000 nukleotydéw, oraz poliadenylacji na 3’ koncu czastecz-
ki. Liczba reszt adeniny zmniejsza sie nastepnie w czasie translacji mRNA na poli-
somach i prawdopodobnie decyduje o momencie wytgczenia czasteczki z tego procesu.

Na podstawie dociekan teoretycznych i licznych danych doswiadczalnych
K. Scherrer w swym referacie pt. ,,Cellular Information Transfer and mRNA For-
mation in Eucaryotic Cells” przedstawit najnowsza wersje swojej teorii odnos$nie
mechanizmu ekspresji genu w organizmach wyzszych. Procesy przenoszenia infor-
macji z jednego nos$nika na drugi, tzn. kolejno z DNA poprzez RNA do biatka, ste-
rowane sg— zgodnie z hipotezg kaskadowej regulacji — ze wzrastajagca na kazdym
etapie wybidérczoscig. Autor wyrdznia regulacje pierwotna na poziomie mRNA, oraz



SPRAWOZDANIA 245

wtdérng — potranslacyjng. Mechanizm przenoszenia informacji kodujacej (witasci-
wego MRNA) poznano juz wzglednie dobrze, niewiele jeszcze jednak wiadomo o lo-
sach tzw. informacji programujacej. By¢ moze w skiad sekwencji regulujacych
wchodzg sekwencje poli(A), czy tez dodatkowe, niekodujgce nukleotydy obecne
w badanym przez Scherrera polisomalnym mRNA dla globiny kaczki. Biatka swo-
iscie wigzgce sie z odpowiednimi sekwencjami mRNA moga by¢ zapewne posredni-
kami sygnatéw regulacyjnych. Struktury — obecne w postulowanej przez Scherrera
tzw. posredniej formie jgadrowego pre-mRNA, takie jak oligo(U), podwdjne petle
oligo- i poli(A) — moga réwniez petni¢ role sygnatéw dla pewnego etapu potranskryp-
cyjnej regulacji tworzenia sie i ekspresji danego mRNA.

Kolejne referaty dotyczyly zastosowania nowych technik do badania struktury
jadrowego RNA. Tak np. zastosowanie odwrotnej transkryptazy (polimerazy DNA
zaleznej od RNA) do syntezy komplementarnego DNA pozwala na wykorzystanie
metod badania sekwencji nukleotydéw w DNA w celu analizowania struktury pierw-
szorzedowej mRNA (Proudfoot, Brownlee). RNA zawierajacy sekwencje informa-
cyjne oddzieli¢ mozna od innych kwaséw nukleinowych poprzez hybrydyzacje obec-
nych w nim oligo- czy poli(A) z poli(U) lub oligo(dT) nawieszonymi na celulozie (Bur-
don, Pederson). Prowadzi sie poszukiwania takich inhibitoréw syntezy RNA, ktére
wybiérczo hamuja transkrypcje chromosomalnego RNA (Egyhazi).

W sekcji ,,Struktura i synteza rybosomowego RNA” najwiecej zainteresowania
wzbudzity referaty dotyczace prob okreslenia pierwszorzedowej struktury kwaséow
nukleinowych. J. Ebel przedstawit sekwencje nukleotydéw w 16S rRNA z E. coli
i P. vulgaris podajac rownoczesnie pozycje zmetylowanych nukleotydéw. Nastepnie
zaproponowat schemat drugorzedowej struktury rRNA w podjednostce 30S ryboso-
mu. 16S rRNA zawierataby wiele podwéjnych petli réznej diugosci, poprzedzielanych
nieréwnymi odcinkami jednoniciowymi. Autor scharakteryzowal réwniez regiony
ostaniane przed dziataniem RNazy Ti przez swoiste biatka. Znacznie zawansowane
sg takze prace nad okresleniem pierwszorzedowej struktury 23S rRNA z E. ceni.

Z pracowni H. Buscha pochodza préby oznaczenia sekwencji nukleotydéw w nie-
wielkich RNA jadrowych, m.in. jagderkowego 5, 8S RNA.

B. Maden omoéwit obecne poglady na synteze, modyfikacje i ewolucje prekurso-
ra rybosomowych RNA. Na tle ustalonej za pomoca mikroskopu elektronowego to-
pografii 45S pre-rRNA, autor przedstawit wlasne badania nad metylacjg sekwencji
rybosomowych i nad sekwencjami odrzucanymi podczas proceséw dojrzewania. Autor
zajgt sie rowniez zagadnieniem dotyczacym ewolucji czasteczki pre-rRNA. Regiony
istotne dla struktury rRNA i niektére sekwencje zmetylowane sg wysoce zachowaw-
cze dla eukariontéw, poczynajac od drozdzy, poprzez owady, az do ssakéw. Natomiast
sekwencje niezmetylowane, odrzucane w trakcie dojrzewania, nie przejawiajg cha-
rakteru zachowawczego nawet w obrebie gromady ssakoéw.

Podobne dane dotyczace ewolucji prekursorowego rRNA przedstawit U. Loening.
Roéwnoczesnie poddat on w watpliwos¢ szeroko przyjmowany poglad, ze 455 RNA jest
pierwotnym produktem transkrypcji genu rybosomowych RNA. W Swietle najnow-
szych doswiadczen, uznawane dotad za agregaty jaderkowe czasteczki RNA wigksze
niz 45S, moga by¢ pierwotnymi produktami transkrypcji rDNA.

Struktura i funkcja DNA oraz chromatyny byty tematem sesji dwoéch potaczo-
nych sympozjoéw ,,Biochemia jadra komodrkowego” i ,,Regulacja transkrypcji”. Stu-
chacze mieli mozno$¢ zapozna¢ sie z nowymi technikami stosowanymi do badan nad
transkrypcja pewnych genéw oraz nad strukturg genomu.

J. Paul omoéwit metode oznaczania ilosci kopii danego genu (w tym przypadku
globiny myszy) w genomie za pomocg miareczkowania transkrybowanego mRNA
tzw. komplementarnym DNA (zsyntetyzowanym przez odwrotng transkryptaze na ma-
trycy polisomalnego mRNA). Grupa J. Paula badata rowniez transkrypcje genu
globiny w ukladzie rekonstytuowanej chromatyny. Chromatyna pochodzaca z tkanki
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nieerytropoetycznej (moézgowej) moze prowadzi¢ transkrypcje mRNA globiny tylko
wtedy, gdy jej wiasne biatka niehistonowe sg zastgpione biatkami niehistonowymi
embrionalnej chromatyny watrobowej, zdolnej do syntezy mRNA globiny. Tak wiec
biatka niehistonowe moga stanowi¢ jeden z czynnikéw transkrypcyjnej regulacji
ekspresji genu.

Ta sama grupa zajmuje sie réwniez badaniami nad transkrypcyjng i potran-
skrypcyjng kontrolg ekspresji genu globiny w indukowanych i nieindukowanych
do syntezy tego biatka komodrkach myszy zakazonych wirusem Friend. J. Paul
stwierdzit ponadto, ze w genomie myszy wystepuje jedna lub najwyzej kilka kopii
genu globiny.

Podobnie, J. Bishop w swym wystapieniu podkreslit, ze wszystkie badane w je-
go pracowni mRNA syntetyzowane sg na sekwencjach wystepujacych w genomie
pojedynczo.

Pozostate referaty tej sekcji dotyczyly m.in. metod badania sekwencji i struk-
tury DNA (Zachau, Bernardi) oraz roli histonéw (Tsanev) i biatek niehistonowych
(Rickwood, McCarthy).

Komunikaty prezentowane w ramach sympozjum omawiaty synteze RNA i jego
metabolizm, replikacje i transkrypcje DNA oraz wptyw hormonéw na te procesy.
Dotyczyty roéwniez struktury i funkcji chromatyny i bialek jadrowych, a takze
enzymow jadrowych.

Regulacja transkrypcji

Wystepujacy w sympozjum referenci koncentrowali sie gtdwnie na problematyce
badan struktury przestrzennej DNA-zaleznych polimeraz RNA wyodrebnionych
i oczyszczonych z szeregu zrédet (bakteriofagi i wirusy — E. K. F. Bautz, Heildelberg,
RFN; W. Zillig, Mincher, RFN; A. Travers, Cambridge, Anglia; mitochondria pro-
kariotyczne — E. Wintersberger, Wirzburg, RFN; jadra pokariotyczne — P. Chambon,
Strasburg, Francja). Oczyszczone enzymy, co samo w sobie stanowi niekiedy powazny
problem (np. polimerazy mitochondrialne), badano w ukfadach in vitro, oceniajgc ro-
le podjednostek (W. Zillig, E. K. F. Bautz) oraz wptyw warunkdédw otoczenia na
aktywnos¢ enzymoéw: sity jonowej, obecnosci okreslonych kationdw, inhibicji przez
rifampicyne i jej pochodne i a-amanityne. Zainteresowanie badaczy budzita réwniez
specyficzno$¢ polimeraz w stosunku do réznych matryc DNA (E. Wintersberger,
E. K. F. Bautz, P. Chambon). Strukture kompleksu inicjujagcego badano metodami
fizykochemicznymi w uktadzie in vitro polimerazy RNA z E. coli (A. Travers,
T. M. Jowin, Goéttingen, RFN) poszukujac technik badania struktury genu promo-
torowego w czasie inicjacji. W oparciu o badania sekwencji DNA rejonu promotora
ustalono, ze specyficzno$¢ inicjacji nie jest zapewne okreslona sekwencjg zasad,
a raczej specyficzng strukturg przestrzenng promotora E. K. F. Bautz).

Badanie mechanizméw regulacji transkrypcji w organizmach prokariotycznych
jest o tyle trudne, ze nasza wiedza o strukturze chromatyny, a takze samego DNA
w jadrze, jest wcigz jeszcze dos¢ ograniczona. Zadowalamy sie zatem chwilowo pro-
bami oczyszczenia i klasyfikacji DNA-zaleznych polimeraz RNA. W komdrce proka-
riotycznej wystepuje wiele rodzajéw tych polimeraz — o réznej lokalizacji, réznej,
nie absolutnej zreszta, specyficznosci matrycowej, réznej odpornosci na rifampicyne
(mitochondria) czy a-amanityne (jadro). Ta ostatnia cecha stuzy zresztg, chyba zu-
petnie mechanicznie, do rozrézniania polimeraz jadrowych (catkowicie odporne,
inhibowane niskimi i wysokimi stezeniami «-amanityny).

Polimerazy RNA wystepuja w wyraznym nadmiarze do potrzeb zyciowych ko-
morki i ich stezenie nie moze gra¢ roli regulacyjnej. Czy lokalizacja tych enzymow,
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a takze ich, integralne czesto, wlgczenie w strukture bton (np. polimerazy mitochon-
drialne) takg role moga odgrywac, pozostaje nadal problemem otwartym.

Drugim znakiem zapytania, postawionym w ciekawym i btyskotliwym podsumo-
waniu Sympozjum (H. Bush, Houston, USA) jest oczywiscie rola podjednostek
w szeregu poznanych polimeraz eukariotycznych i prokariotycznych — istnienie pod-
jednostek nie jest niewatpliwie warunkiem koniecznym specyficznego funkcjono-
wania enzymu, podjednostki te moga by¢ identyczne (tak jest zapewne w polime-
rach mitochondrialnych) lub rézne (E. coli, polimerazy jadrowe), ale nawet w przy-
padku najlepiej poznanego enzymu z E. coli rola podjednostek wymaga dalszego ba-
dania. W przypadku polimeraz jadrowych problem ten jest catkowicie otwarty dla
eksploracji.

Biosynteza biatek

W programie Zjazdu FEBS w Budapeszcie problematyka biosyntezy biatka po-
traktowana zostata marginesowo i ograniczona do grupy tzw. wolnych komunikatéw.
Gtéwna przyczyne nalezatoby upatrywaé¢ w tym, ze zaréwno na VIIl Zjezdzie FEBS
w Amsterdamie jak i na Miedzynarodowym Kongresie Biochemicznym w Sztokhol-
mie w 1973 r. zagadnienia biosyntezy biatek i kwaséw nukleinowych byty jednym
7 gtébwnych tematéw Zjazdu. Ogétem na ostatnim Zjezdzie wygtoszono 19 komunika-
tow a 54 przedstawiono w formie plakatowej. Tak mata ilo§¢ komunikatéw nie po-
zwala na szersza orientacje w aktualnej problematyce biosyntezy biatka tym bar-
dziej, ze wiele z powaznych os$rodkéw zajmujgacych sie ta dziedzing badan nie byto
reprezentowanych. Kilka z przedstawionych tematéw zastuguje jednak na wzmianke
w naszym sprawozdaniu, np. Wykorzystanie wirusowych RNA i innych naturalnych
mRNA jako matryc w biosyntezie biatka in vitro. Ostatnio informacyjne RNA
wykorzystuje sie coraz czesciej, w eksperymentach jako modele matryc, tworza one
bowiem przydatne uktady dla badania réznych etapéw procesu translacji, mechaniz-
mow translacji i swoistosci czynnikéw inicjujacych. Wiele uwagi poswiecono réwniez
technikom izolacji naturalnych mRNA, ich charakterystyce, obecnosci fragmentéw
poli(A) itp.

Przedstawiono szereg prac na temat struktury podjednostkowej aminoacylo-tRNA
syntetaz zaréwno prokariotycznych i eukariotycznych wskazujgc na ich zlozong
czwartorzedowg strukture. Przedstawiono takze dane na temat specyficznosci réz-
nych syntetaz i mechanizmu rozpoznawania tRNA przez enzym, jakkolwiek zaden
z komunikatéw nie przyniést rewelacji.

Zagadnieniom wystepowania czynnika elongacyjnego EF-1 w komoérkach euka-
riotbw w wielu formach oligomerycznych, roli i aktywnos$ci biologicznej réznych
form EF-1 poswiecono kilka doniesien. Szczegélnie interesujgca okazatla sie obec-
no$¢ fosfolipidow i cholesterolu lub jego estrow w cigzkich agregatach EF-1 a ich
brak w formach lekkich. Jak sie wydaje zwiazki te (fosfolipidy) petnig regulujaca
funkcje w interkonwersji réznych form EF-1 podczas syntezy biatek w komoérkach
organizmoéw wyzszych.

Chemia i biochemia biatek, polipeptydéw i peptydoéw

Na IX Zjezdzie FEBS omawiano badania zaréwno struktury jak i modyfikacji
biochemicznej i chemicznej biatek i peptydéw.
Petng pierwszorzedowg strukture pepsyny wieprzowej przedstawita grupa Ste-
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panova z Moskwy oraz Moravek i Kostka z Pragi. Sekwencje prolaktyny z przy-
sadki wotowej oznaczyt Wallis z Brighton. Hormon ten posiada jeden #tancuch poli-
peptydowy sktadajacy sie z 199 reszt aminokwasow oraz 3 mostki dwusiarczkowe.
Autor stwierdzit duze podobienstwo w sekwencji prolaktyny i hormonu wzrostowego
co potwierdza hipoteze o filogenetycznym pokrewieristwie obu hormondéw. Borvendég
i wsp. z Budapesztu otrzymali serie syntetycznych analogébw hormonu uwalniajgcego
laktotropine, wykazujac, ze najwyzsza aktywnos$¢ biologiczng posiada Arg8—analog
(25—50% aktywnosci LHRH). Manning i wsp. uzyskali syntetycznie |-dezamino-4-
walylo-8-D-argininowy analog wazopresyny. Peptyd ten okazal sie jednym z naj-
bardziej swoiscie dziatajgcych czynnikéw antydiuretycznych, o przedtuzonym okresie
dziatania. Bauer i Kleinkauf z Berlina Zachodniego badali enzymatyczng degradacje
hormonu uwalniajgcego tyreotropine (pGlu—His—Pro—NH3, w surowicy krwi i ho-
mogenatach podwzgérza. Autorzy wykazali, ze oprécz dezamidacji nastepuje takze
uwolnienie dwupeptydu pGlu—His, ktéry ulega dalszej enzymatycznej hydrolizie.
Natomiast w badaniach tych nie wykazano otwarcia pierécienia pirolidonowego kwa-
su piroglutaminowego.

Graf i Li wykazali, ze plazmina ludzka rozrywa tylko niektére wigzania posia-
dajace lizyne lub arginine w beta-lipotropinie i hormonie wzrostowym co rézni ten
enzym od trypsyny powszechnie uzywanej do badan struktury biatek. Dzieki takiej
ograniczonej proteolizie plazming ludzkiego hormonu wzrostowego wymienieni ba-
dacze z San Francisco uzyskali dwa aktywne fragmenty badanego hormonu.

Loffler i Schneider wykazali maty wpityw na aktywno$¢ papainy gdy reszty
lizyny, tyrozyny i tryptofanu ulegty modyfikacji przez dziatanie dwuazotetrazolu,
natomiast zablokowanie grup karboksylowych (prawdopodobnie Aspiss) estrem ety-
lowym glicyny wobec karbodwuimidu niszczy zupeinie aktywnos$¢ tej proteazy.

Kassel i Kido z USA przez dziatanie nadtlenku wodoru w kwasnym $rodowisku
utleniali reszty metioniny w pepsynie do odpowiedniego sulfooksydu. Zmodyfiko-
wany w ten sposdb enzym posiadat niezmieniong aktywnos$¢ proteolityczng z czego
autorzy wnoszg, ze reszty metioniny nie sa istotne dla aktywnosci enzymu Raggi
i wsp. z Pizy badajac inaktywacje dezaminazy AMP przez I-fluoro-2,4-dwunitro-
bfenzen doszli do wniosku, ze proces ten polega na modyfikacji reszt tyrozynowych
istotnych dla aktywnosci enzymu. Vina i Zhagat z Rygi wykazali, ze przeprowadzenie
reszty tyrozyny w L-asparaginazie w aminotyrozyne (przez nitrowanie tetranitro-
metanem a nastepnie redukcje podsiarczynem sodu) znacznie zwieksza aktywnos$é
badanej amidazy. Solovyeva i wsp. z Moskwy wykazali, ze dansylowanie wolnych
grup aminowych lub fotooksydacja reszt histydyny wobec biekitu metylenowego
obniza aktywnos$¢ klostridiopeptydazy A o ok. 90%. Fotooksydacja lub karbetoksyla-
cja piroweglanem dwumetylu niszczy aktywnos$¢ fenyloalanylo-tRNA (Hennecke
i Bock z Regensburga) a takze mutazy fosfoglicerolu (Carreras i wsp. z Barcelony) co
jest dowodem, ze reszty histydyny sa istotne dla aktywnos$ci tych obu enzyméw. Row-
niez Nicolas i wsp. z Francji stwierdzili, ze alkilowanie histydynowych reszt w dehy-
drogenazie estradiolu za pomoca jodowanych pochodnych substratu niszczy catkowicie
aktywnos$¢ enzymu.

Szczegoblnie ciekawe wyniki przedstawili Yajima i wsp. z Kyoto. Uzyskali oni
alkaliczny inhibitor trypsyny przez synteze na stalych nosnikach. Syntetyczny poli-
peptyd, sktadajacy sie z 58 reszt aminokwaséw, posiada 82% aktywnosci natural-
nego inhibitora z trzustki wotowej.

Interesujaca hipoteze wysuneli Ivanovowie z Sofii. Na podstawie wyznaczonej
czestotliwosci wystepowania réznych aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym
proinsuliny i trzustkowego inhibitora trypsyny autorzy przypuszczaja, ze oba te
polipeptydy sa tworzone z jednego wspdlnego prekursora biatkowego.
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Przeciwciata — struktura i molekularna immunologia

W sekcji dotyczacej struktury przeciwcial i molekularnej immunologii odbyty
sie dwa sympozja: A) budowa i funkcja przeciwcial, B) receptory limfocytow i syn-
teza przeciwcial, oraz wygtoszono lub przedstawiono w formie plakatowej 43 ko-
munikaty (w tym 6 z Polski).

Szczegllnie interesujgce wyniki badan, przedstawione na sympozjum A, doty-
czyly ewolucji struktury pierwszorzedowej czesci zmiennej przeciwciat. CzeS¢ zmien-
na (V) obejmuje miejsce wigzace czasteczki przeciwciata i znajduje sie zaréwno
w tanicuchach cigzkich, jak i lekkich. Badania autoréw amerykanskich (J. D. Capra
j wsp.) nad aminokwasowymi sekwencjami czesci zmiennej tancuchow ciezkich
pochodzacych z ludzkich immunoglobulin wykazaly, ze hiperzmienne obszary sa
odpowiedzialne przynajmniej czeSciowo, za idiotypowe determinanty, jak réwniez
swoistos¢ przeciwcialowg. Porodwnanie aminokwasowych sekwencji tancuchoéw ciez-
kich przygotowanych z biatek szpiczaka oraz immunoglobulin ludzkich i réznych
gatunkéw zwierzat Swiadczy o podobienstwie ich budowy, az do wystgpienia pierw-
szej hiperzmiennej domeny. Ponadto badanie sekwencji u wielu réznych gatunkéw
ssakéw i ptakéw udowodnito obecnos$é¢ filogenetycznie uwarunkowanych ugrupowan
w czesciach zmiennych tancuchoéw ciezkich immunoglobulin kazdego z tych gatun-
kow. Wedutg An-Chuan Wanga (Uniwersytet w San Francisco, USA) genom wszyst-
kich eukariotéw zawiera duze ilosci powtarzalnego DNA, ktéry odgrywa wazng role
w ewolucji, réznicowaniu i zmiennosci przeciwciat. Taki powtarzalny DNA uwaza
sie na og6t za DNA ,,nonsensowny”, ale wyniki autora wskazuja, ze ,,nonsensowny’™
DNA, przynajmniej niektéry, w jednym gatunku, moze byc¢ ,sensowny” w innym.
Dla wyjasnienia roli powtarzalnego DNA autor badat sekwencje aminokwasowe
duzej liczby tancuchéw ciezkich i lekkich biatek szpiczaka. Stwierdzit, ze istnieje
wieksza homologia struktury czesci tancucha lekkiego pewnej immunoglobuliny po-
chodzacej z ludzkiego szpiczaka i immunoglobuliny ptasiej, w poréwnaniu z tanhcu-
chem lekkim innej ludzkiej immunoglobuliny. Swiadczy to o tym, ze w tym przy-
padku biatko nowotworowe ludzkie jest strukturalnie blizsze biatku pochodzgcemu
z filogenetycznie odlegtego gatunku, anizeli prawidtowej ludzkiej immonoglobulinie.

W zywych organizmach oddziatywanie antygen-przeciwciatlo odbywa sie w wa-
runkach na ogét réznych od istniejacych w testach immunochemicznych in vitro.
Aby pozna¢ wpityw warunkédw otoczenia na reakcje przeciwciat antyhaptenowych
z konjugatami hapten-biatko, Franek (Instytut Chemii Organicznej w Pradze, Cze-
chostowacja) przeprowadzit doswiadczenia w réznych srodowiskach z dodatkiem syn-
tetycznych polimeréw. Wykazat rézne zachowanie dwdoch rodzajéw przeciwciat po-
siadajacych te samag swoistos¢. Roéznica ta byta zwigzana prawdopodobnie ze zdol-
noscig tworzenia mostkéw miedzy czgsteczkami antygenu, a nie réznym powino-
wactwem wewnetrznym.

Obok probleméw zwigzanych z budowa i funkcjg przeciwciat, ich konformacja
i aktywnoscia, genetyczna i molekularng kontrolg ich biosyntezy, biochemiag odpo-
wiedzi immunologicznej, trescig wielu komunikatéw byty receptory limfocytéw, ma-
krofagéw i leukocytéw, oraz lektyny. Przedstawiono metody izolacji, proby okresle-
nia charakteru chemicznego i znaczenia biologicznego tego typu substancji.

Bialtka systemow kurczliwych

Zagadnieniom dotyczacym struktury i funkcji biatek systeméw kurczliwych
poswiecono trzy posiedzenia sympozjalne z 24-ma referatami oraz oddzielne sesje,
na ktérych przedstawiono 38 krotkich doniesien gtéwnie w formie plakatowej.
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Obrady sympozjalne skoncentrowano wokét trzech probleméw: mechanizmu ATPazy
miozynowej oraz interakcji aktyny z miozyna, systemu regulujacego cienkich fila-
mentéw, oraz architektury filamentéw miozynowych i procesu fosforylacji miozyny.
Komunikaty obejmowaly szerszy wachlarz zagadnienn dotyczacych zaréwno miesnio-
wych jak i niemiesniowych systemoéw kurczliwych.

Badania nad mechanizmem ATPazy miozynowej, prowadzone ostatnio z coraz
szerszym zastosowaniem technik umozliwiajacych pomiary zmian chemicznych
i strukturalnych w czasach rzedu milisekund, doprowadzity do wykrycia szeregu
etapow posrednich w procesie hydrolizy ATP katalizowanej przez ten enzym.
Obecne badania maja na celu charakteryzacje intermediatéw oraz wyznaczenie
statych réwnowagi i stalych szybkosci dla poszczegélnych stadiéw reakcji. Uzyskane
przy uzyciu niezaleznych metod wartosci statych przedstawione przez D. R. Tren-
thama i wsp. (Bristol, Anglia) oraz przez H. G. Mannherza i wsp. (Heidelberg, RFN)
wykazuja duza zgodnos$¢. Obie grupy badawcze dochodzg do wspdélnego wniosku, ze
stadium, w ktérym nastepuje zmiana konformacji kompleksu enzym—produkt wy-
znacza o0g6lng szybkos¢ hydrolizy ATP w temperaturze pokojowej. Dalsze badania
zmierzaja do precyzyjnego okreslenia wpitywu aktyny na Kkinetyke poszczegolnych
stadiow hydrolizy ATP przez miozyne oraz korelacji tych stadiéw z réznymi sta-
nami fizjologicznymi migénia. Duze nadzieje wiaze sie z badaniami rentgenograficz-
nymi na zywym miesniu, co umozliwia $ledzenie zmian struktury miesnia w réznych
fazach cyklu skurcz-rozkurcz. Badania w tej dziedzinie referowali Holmes i wspét-
pracownicy (Heidelberg, RFN). Wykorzystujac analogi ATP do zatrzymania reakcji
hydrolizy tego zwiazku na réznych stadiach posrednich w peczkach wiékien mies-
niowych prébowali oni skorelowa¢ zmiany tzw. poprzecznych mostkéw miozyny —
za posrednictwem ktérych filamenty miozynowe tacza sie z filamentami aktynowy-
mi — ze stanem fizjologicznym migsnia.

Referat M. C. Schauba i wsp. (Zurich, Szwajcaria) dostarczyt nowych informa-
cji o réznicach pomiedzy miozyna z miesni szkieletowych biatych (szybkich) z jednej
strony, a miozyng z mies$ni czerwonych (wolnych) oraz sercowego z drugiej. Ré6zna
reaktywnos$¢ grup SH, réznica w stopniu inaktywacji K+-ATPazy w odpowiedzi na
alkilacje grup SH oraz w ochronnym wptywie MgATP i MgADP na aktywnos¢ en-
zymu wydaja sie wskazywac¢ na strukturalne réznice pomigdzy miozynami z miegsni
réznego typu.

Bardzo ciekawe wyniki dotyczace funkcjonalnego uwarunkowania réznic po-
miedzy miesniami szybkimi i wolnymi przedstawit F. A. Sréter (Boston, USA). Te
dwa typy miesni szkieletowych kregowcéw oprécz réznic fizjologicznych wykazuja
szereg roéznic biochemicznych, gtéwnie we wihasciwosciach miozyny. Jezeli miesnie
nalezace do typu szybkich poddawano in situ statemu draznieniu za pomoca elektrod
umieszczonych w okolicy nerwu z czestotliwoscig charakterystyczng dla bodzZzcow
nerwowych dochodzacych do miesni wolnych, to po kilkunastu tygodniach stwier-
dzono, ze wyizolowang z tych miesni miozyne cechowaty wilasciwosci charaktery-
styczne dla miozyny z miesni wolnych. Po usunigciu draznienia, w ciagu kilku ty-
godni nastepowato odwroécenie zmian przywracajgce miozynie jej cechy pierwotne —
tym samym przywracajac miesniowi cechy charakterystyczne miesnia szybkiego.

Zmianom niektérych wilasciwosci miozyny z miesni szybkich i wolnych w trak-
cie rozwoju oraz po odnerwieniu miesnia poswiecone byty doniesienia I. Syrovy’ego
(Praga, Czechostowacja) i C. Takacsa i wsp. (Szeged, Wegry).

l. Pinset-Harstrom (Gif-sur Yvette, Francja) poruszyla zagadnienie zmiennosci
struktury naturalnych filamentéw miozyny w zaleznosci od rodzaju miesni, a braku
jej bezposredniego odbicia w strukturze sztucznych filamentéw otrzymywanych przez
agregacje miozyny monomerycznej in vitro. Zwrdécita ona uwage na niektére czyn-
niki decydujace o mozliwosci odtworzenia filamentéw o fizjologicznych rozmiarach
i konformaciji.



SPRAWOZDANIA 251

J. Ltowy i jego wspoétpracownicy (Aarhus, Dania) sg autorami wysunietej juz Kil-
ka lat temu koncepcji, ze w miesniu gtadkim kregowcdéw filamenty miozynowe wy-
stepuja w dodatkowo zagregowanej formie wstegowatych struktur, ktére w nie-
ktérych warunkach moga dezagregowa¢ na pojedyncze filamenty podobne do fila-
mentéw miozynowych z miesni poprzecznie prazkowanych. Przeciwne stanowisko
zajmowali inni autorzy twierdzac, ze wstegowate struktury sg artefaktem powstatym
w wyniku agregacji pojedyniczych filamentéw. W swoim referacie na Zjezdzie towy,
przedstawiajac nowe wyniki badan rentgenograficznych nad miesniem gtadkim,
po raz pierwszy zajal bardziej dyskusyjne stanowisko co do naturalnej formy wy-
stepowania miozyny w tym typie miesnia. Zaprezentowat on ponadto nowy trdj-
wymiarowy model wstegowatej struktury miozyny oparty na charakterystycznym
upakowaniu pojedynczych filamentéw, bez obecnosci postulowanego poprzednio do-
datkowego, blizej nieokreslonego materiatu biatkowego jako rdzen wstegi.

Referat N. A. Bir6 (Budapeszt, Wegry) oraz kilka kroétkich doniesien z jego
laboratorium dotyczyto badann nad proteolityczng fragmentacjg czasteczki miozyny.
Istotnym osiggnieciem wczes$niejszych badan w tej dziedzinie byto okres$lenie wiasci-
wosci fragmentéw czasteczki otrzymywanych w wyniku umiarkowanego trawienia,
przede wszystkim fragmentéw posiadajacych zachowang aktywnos¢ ATPazy. Ba-
dania obecne zmierzajg do scharakteryzowania mniejszych peptydéw uzyskiwanych
po diuzszym trawieniu, w celu doktadniejszego poznania budowy czgsteczki miozyny.

Ostatnio zwrécono uwage na obecnos$¢ w preparatach miozyny z mieéni szkie-
letowych kregowcoéw $ladowych ilosci pewnych biatek, $wiadczaca, jak sugerowano,
0 obecnosci tych biatek jako statego skiadnika filamentéw miozynowych w miesniu.
Wptywem jednego z nich tzw. biatka C na niektére wiasciwosci miozyny zajeta
sie I. Kagkol (Warszawa, Polska). Th. Walliman i wsp. (Ziirich, Szwajcaria) omowili
wigzanie kinazy kreatynowej do filamentéw miozynowych oraz zaproponowali model
strukturalnego utozenia czasteczek tego enzymu w sarkomerze odpowiedzialnego
zdaniem autorow za widoczng w mikroskopie elektronowym tzw. linie M w cen-
tralnej czesci sarkomeru.

Dwa komunikaty z Polski (H. Strzeleckiej-Gotaszéwskiej i wsp. oraz M. Dy-
dynskiej) poswiecone byty niektérym aspektom interakcji aktyny z miozyna.

Najbardziej dynamicznie rozwijajaca sie w ostatnim dziesiecioleciu dziedzina
biochemii miesnia obejmuje zesp6t zagadnien dotyczacych regulacji cyklu skurczo-
wego przez tropomiozyne i troponine, biatka towarzyszace aktynie w cienkich fila-
mentach miesni poprzecznie prazkowanych kregowcéw. W nieobecnosci wolnego
Ca2+ tropomiozyna zajmuje w fiilamencie pozycje blokujaca miejsce inteiakcji akty-
ny z miozyng. W tym stanie miesien znajduje sie w fazie rozkurczu. W wyniku otrzy-
mania przez miegsien bodzca nerwowego nastepuje uwolnienie z systemu sarkoplaz-
matycznego retikulum jonéw Ca2+, ktére po przejsciu do sarkoplazmy ulegajg wia-
zaniu do troponiny, biatka o wysokim i specyficznym powinowactwie do tego kationu.
Zwigzanie Ca2+ wywotuje zmiany konformacyjne w troponinie, ktére sg transmi-
towane na utozone wzdiuz filamentu aktynowego czasteczki tropomiozyny powodu-
jac odblokowanie miejsc interakcji aktyny z miozyna. Wiadomo réwniez, ze tropo-
nina jest kompleksem trzech skiladnikéw: TN-1 — hamujgcego interakcje aktyny
z miozyna niezaleznie od stezenia jonéw Ca2+, TN-C — skiadnika odpowiedzialnego
za wigzanie Ca2+ i po przylaczeniu wapnia antagonizujgcego dziatanie skladnika
TN-1, oraz TN-T — ktdrego charakterystyczng wilasciwoscig jest wysokie powino-
wactwo do tropomiozyny. Obecne badania, ktérych celem jest gitebsze wnikniecie
w mechanizm regulacji skurczu, koncentrujg sie nad wzajemng interakcjg poszcze-
golnych sktadnikéw troponiny, ich interakcja z tropomiozyna i aktyna oraz zalez-
nosciag wszystkich tych wielostronnych oddzialtywan od stezenia wolnego Ca2+.
W kolejnych referatach na Zjezdzie przedstawiono informacje uzyskane na ten
temat przy pomocy réznorodnych metod, jak spin-labelling, pomiary fluorescencji
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i dichroizmu kotowego (S. Ebashi i wsp., Tokio, Japonia oraz J. Gergely i wsp.,
Boston, USA), molekularne saczenie na zelu Sephadex, elektroforeza w zelu polia-
kryloamidowym, badanie koprecypitacji biatek w réznych warunkach oraz wptywu
sktadnikéw troponinowych na strukture parakrysztatéw tropomiozyny i aktyny
(W. Drabikowski i R. Dabrowska, Warszawa, Polska). Przedstawiono w formie
plakatowej wyniki wspoélnych badan R. Dabrowskiej i wsp. (Warszawa) i Z. Pod-
lubnej (Puszczino, ZSRR) nad interakcja TN-T i TN-lI z tropomiozyng i aktyna
uzyskane przy pomocy mikroskopii elektronowej. Dyskutowane na Zjezdzie modele
interakcji biatek cienkich filamentéw przedstawione przez réznych autoréw rdéznia
sie jeszcze w szczegétach.

Powaznym osiggnieciem w badaniach nad biatkami regulujgcymi jest okreslenie
sekwencji aminokwaséw w tropomiozynie (L. B. Smillie i wsp. Alberta, Kanada)
i sktadniku troponiny TN-1 (J. N. Wilkinson i wsp., Birmingham, Anglia). Omoéwiono
rowniez enzymatyczng fosforylacje skladnikéw troponiny oraz lekkich tancuchéw
miozyny (S. V. Perry i wsp., Birmingham, Anglia).

Szereg doniesien, na omowienie ktérych brak miejsca w tak krotkim przegladzie,
wskazuje na rosngce zainteresowanie niemiesniowymi systemami kurczliwymi.

Izolowanie i wiasciwosci subkomoérkowych czastek i enzymow

W sekcji pt. ,,Subcellular particles” przedstawiono 8 komunikatéw o réznorodnej
tematyce. Dwa z nich dotyczyty analizy biochemicznej i mikroskopowo-elektronowej
peroksysomoéw izolowanych z watroby karpia oraz z gruczotéw Hardera i opuszko-
wo-cewkowych szczura. Autorzy H. Goldenberg i wsp. oraz M. Hiittinger i wsp.
z Instytutu Chemii Medycznej i Instytutu Mikromorfologii i Mikroskopii Elektro-
nowej Uniwersytetu w Wiedniu) stwierdzili, ze nie wszystkie ciatka wykazujgce
aktywnos$¢ katalazy posiadajg komplet enzymoéw charakterystycznych dla peroksy-
somoéw w szczegélnosci takich, jak na przykiad oksydaza a-hydroksykwaséw, oksy-
daza D-aminokwaséw i oksydaza moczanowa. Stwierdzono takze, ze obecnos$¢ kry-
stalicznego rdzenia w peroksysomach nie stanowi cechy swoistej dla obecnosci
oksydazy moczanowej.

Z ciekawszych prac mozna wymieni¢ préby izolacji frakcji ,wzbogaconych”
w synaptosomy z mézgu 5-cio dniowych kurczat. Rozdziat prowadzono w skokowym
gradiencie fikolu. Synaptosomy rozmieszczone byty na interfazach 9—12% i 12— 16°/0
(A. B. Oestreicher, C. van Leeuven, z Holenderskiego Centralnego Instytutu Badan
Mbézgu, Amsterdam).

Badania przeprowadzone na izolowanych wyspach Langerhansa pozwolity na
ustalenie, ze frakcja drobinowa — osiadajaca przy IOO000g zawiera zespot enzymow
biorgcych udziat w procesie konwersji proinsuliny w insuline (H. Jahr i wsp.,
Zentralinstitut flir Diabetes, Karlsburg).

W czesci poswieconej enzymom przedstawiono 41 komunikatéw poswieconych
gtéwnie zagadnieniom izolacji i charakterystyki biochemicznej. Ze wzgledu na fakt,
ze prawie kazdy z przedstawionych komunikatéw dotyczyt innego enzymu przed-
stawie jedynie te, ktére wydawaty sie by¢ najbardziej interesujgce z punktu wi-
dzenia cytologa. Nalezy tutaj wspomnie¢ badania przeprowadzone na frakcji mi-
tochondriéw uzyskanych z komoérek raka wysiekowego Ehrlicha, przez Z. Kovacdevica
z Uniwersytetu w Nowym Sadzie. Autor ten wykazat, ze wspomniane wyzej komor-
ki posiadaja aktywnos$¢ jedynie P-zaleznej glutaminazy. Aktywno$¢ tego enzymu
znaleziono wytacznie we frakcji mitochondriéw, przy czym niektére z uzyskanych
wynikéw wskazujag na jego lokalizacje w matrix mitochondriales. Aktywnosc¢
enzymu jest hamowana przez Triton X-100.
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Bardzo interesujace wyniki zostaly przedstawione przez M. V. Berridge i A. I
Aronsona z Narodowego Instytutu Badan Medycznych i Wydziatu Nauk Biologicz-
nych w Lafayette. Autorzy ci izolowali i badali aktywnos¢ endorybonukleazy obec-
nej w zarodkach jezowcéw morskich oraz oocytach Xenopus. Enzym ten jest fosfo-
diesteraza wybiérczo hydrolizujagca RNA przy resztach pirymidynowych. Poli(U)
jest 30-krotnie szybciej rozszczepiany niz poli(C). Nie stwierdzono hydrolizy dwu-
niciowego poli(A).poli(U) jak réwniez natywnego i zdenaturowanego DNA. 3'nu-
kleotydowa grupa koncowa fragmentu ,4S” RNA w warunkach in vitro — jest
gtébwnie urydyna. Takie same fragmenty zostaty wyodrebnione z zarodkéw jezow-
cow morskich i oocytéw Xenopus co wskazuje, ze enzym ten dziata w cytoplazmie
w czasie rozwoju tych organizméw. Przypuszcza sie, ze stwierdzane fragmenty ,4S”
cytoplazmatycznego RNA — moga by¢ produktami degradacji. Nie stwierdzono
aktywnosci endonukleazy w jadrach komérkowych.

Z innych komunikatéw pragne wspomnie¢ o badaniach dotyczacych lokalizacji
fytazy we frakcji mikrosomalnej btony $luzowej jelita szczura (A. M. Firenzuoli,
A. Zanobini — Zaktad Biochemii Uniwersytetu we Florencji) oraz lizozymu gtéwnie
we frakcji matych limfocytéw izolowanych z ludzkich migdatkéw (F. Antoni, Maria
Puskas, Akademia Medyczna im. Semmelweisa, Budapeszt).

Polscy biochemicy przedstawili trzy komunikaty dotyczace izolacji i charak-
terystyki sulfataz arylowych (K. Strzykata i L. M. Dziatoszynski, Poznan), D-gluko-
zo-fosfotransferazy z Mycobacterium tuberculosis H37RA (M. Szymona, H. Kowal-
ska i J. Widomski, Lublin) oraz charakterystyki molekularnej i funkcji obojetnej
proteazy izolowanej z ziarnistosci leukocytéw obojetnochtonnych krwi konia (A. Koj
i A. Dubin, Krakéw). Proteaza ta o c.cz. okoto 24000, posiada optimum dziatania przy
pH 8, w obecnosci 5M mocznika. Obojetna proteaza wykazuje witasciwosci podobne
do elastazy trzustkowej, jest inaktywowana przez DFP i izocjanian butylu, jak réw-
niez jest hamowana przez biatka obecne we frakcji ptynnej cytoplazmy leukocytow,
oraz przez «i-antytrypsyne i a2-makroglobuline.

Btony biologiczne — struktura i funkcja

Na Sympozjum to ztozyto sie 20 referatéw sympozjalnych i 310 komunikatow,
gtéwnie w formie doniesien plakatowych; w tej liczbie 87 komunikatéw dotyczyto
mitoehondriéw. Doniesienia podzielone byty tematycznie na sesje dotyczace ultra-
struktury i skladnikéw bton, zagadnien transportu jonéw i nieelektrolitéw, enzy-
moéw zwigzanych z blonami, ATPaz, mitochondrialnego transportu elektronéw
i tancucha oddechowego.

W sympozjum, najobszerniejsza pod wzgledem przedstawionych doniesienn byta
sesja ,,Skiadniki i ultrastruktura blon”. Zgodnie 2z najpowszechniej przyjetym
modelem btony biatka umieszczone sg w podwodjnej ,ptynnej” warstwie lipidowej.
Referaty sympozjalne dotyczyly charakteru i wzajemnej interakcji lipidéw i biatek,
ich rozmieszczenia i ruchliwosci. Niejednorodne rozmieszczenie lipidow powoduje
tworzenie sie¢ w blonie erytrocytéw obszaréw o réznych wlasnosciach fizycznych;
towarzyszy temu nieréwnomierne rozmieszczenie biatek. Badania nad sztucznymi
btonami wykazaty wysoka specyficznos¢ oddziatywan lipid-biatko, a zastosowanie
proteolitycznych i lipolitycznych enzyméw pozwala stwierdzié¢, ze oddziatywania te
moga by¢ zaréwno natury hydrofobowej jak i elektrostatycznej (L. van Deenen,
Holandia). Biatka penetrujagce w gigb warstwy lipidowej wiaza sie z lipidami hy-
drofobowymi rejonami spirali a-helix. Potwierdzajg to badania w Kktérych re-
konstytuowano btony erytrocytéw po ich zsolubilizowaniu 2-chloroetanolem (P. Zach-
ler, Szwajcaria). Naturalng interakcje miedzy lipidami i biatkami zaburzajg ana-
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stetyki. Badania fizyko-chemiczne sugeruja, ze zmieniajg one konformacje biatek,

wywotujgc tym zmiane uorganizowania lipidéw w btonie (G. Curatola i wsp.,
Wiochy).
Charakterystyczne aktywnosci i funkcje bton zalezne sg od ,ruchliwosci” —

ptynnosci jej sktadnikéw. Imidoestry, tzw. czynniki cross-linking, wiazac kowalen-
cyjnie czasteczki lipidow i biatek ,,unieruchamiaja” btone i powoduja na przykiad
zahamowanie transportu elektronéw w mitochondriach i chloroplastach (W. Packer,
USA).

Powszechnie przyjmowana jest teoria, ze przepuszczalnos¢ i ptynnos¢ bion re-
guluje cholesterol: obniza on ruchliwo$¢ tarncuchéw kwaséw ttuszczowych fosfoli-
pidéw znajdujgcych sie w fazie pltynnego krysztatu, a zwieksza ich ruchliwos¢ w
fosfolipidach bedacych w fazie zelu. B. de Kruyff i wsp., (Holandia) omoéwili wptyw
cholesterolu na przejscie fazowe w sztucznych blonach lipidowych wykazujac, ze
reaguje on wybidrczo z tym rodzajem molekularnym lecytyny, ktéry ma nizsza
temperature przejscia fazowego.

Wiekszos¢ bton biologicznych posiada fosfolipidy rozmieszczone nieréwnomier-
nie po zewnetrznej i wewnetrznej powierzchni. Te asymetrig, jak réwniez wymianeg
fosfolipidow miedzy obiema powierzchniami btony, bada si¢ stosujgc technike NMR
(L. Bergelson, ZSRR). Badajac uktady modelowe |. Berden (Anglia) stwierdzit, Zze
nierébwnomierne rozmieszczenie fosfolipidow nie jest wywotane ich réznym tadun-
kiem. Coraz czesciej rozwazany jest model, w ktérym kwasy ttuszczowe fosfolipidéw
sg skierowane nie tylko do srodka btony ale i na zewnatrz. Uktad taki zaproponowali
J. Gallay i wsp. (Francja) dla bton mikrosomalnych kory nadnerczy.

Omawiano tez glikoproteidy bton biologicznych. W mikrosomach watroby moga
by¢ one luzno zwiagzane z btona, ulegajac tatwo solubilizacji, lub tez zwigzane
Scisle (G. Dallner, Szwecja). W btonie wirusa Semliki Forest glikoproteidy tworza
,»kolce” penetrujace przez bitone w giab nukleokapsydu (H. Garoff i K. Simons,
Finlandia). Grupa badaczy ze Sztokholmu scharakteryzowata i omoéwita synteze
sjaloproteidow mikrosomoéw i cytoplazmy watroby szczura (H. Svenson, F. Autuori,
L. Linguist, L. Eriksson, G. Dallner). Somosy i wsp. (Wegry), E. Wyroba (Polska)
badali glikoproteidy bton w mikroskopie elektronowym stosujac roézne fizyko-
chemiczne metody.

Glikolipidy bton limfocytéw scharakteryzowali G. Lewis i wsp. (Anglia).

Wiele komunikatéw dotyczytlo charakterystyki biatek bton biologicznych, na
przyktad spektryny (F. Hulla, RFN, O. Bjerrum, Dania). Poréwnanie biatek in-
tegralnych i peryferyjnych blon sarkoplazmatycznego retikulum miesni szybkich
i wolnych przedstawili A. Margreth i G. Salviati (Wtochy).

Niezwykle interesujacym zagadnieniem jest biogeneza i dyferencja bton. W dwu
doniesieniach z Polski (E. Zubrzycka, i wsp., M. Pilarska i M. G. Sarzata) przed-
stawiono charakterystyke bton sarkoplazmatycznego retikulum w czasie ontogenezy
miesnia szkieletowego kroélika. Ontogenetycznych zmian w skiadzie biatkowym mie-
liny dotyczyt komunikat B. Zgorzelewicz (RFN).

Poniewaz sktadniki bton charakteryzuje sie czesto po ich rozdzieleniu i wyodreb-
nieniu, w kilku komunikatach przedstawiono zastosowanie réznych czynnikéw so-
lubilizujgcych. Omoéwiono réwniez izolacje i oczyszczanie bton przy pomocy réznych
metod, na przykiad zonalnego wirowania (A. Schlegel i R. Schwyzer, Szwajcaria).
Zastosowanie mikroskopu elektronowego i innych nowoczesnych technik bylo te-
matem kilku doniesien, na przyktad mikroskop kontrastowo-fazowy z jednoczesnym
zastosowaniem polaryzacji i interferencji $wiatta pozwala na badanie zywych bton
(J. Zangger i M. Taufer, Austria).

W sesji poswieconej ATPazom wiele komunikatow omawiato zaleznos$¢ aktyw-
nosci tych enzyméw od obecnosci fosfolipidow w btonie. Usuniecie fosfolipidéw ha-
muje aktywnos¢ ATPaz (B. Siemon i wsp., RFN), ktéra moze by¢ przywrdécona
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dodatkiem okreslonych fosfolipidow (J. Walker, Anglia; B. Rolofson i L. van Deenen,
Holandia), ale tylko wtedy kiedy aktywno$¢ enzymu nie zostata zahamowana cat-
kowicie (N. Green, Anglia). Lipidy obojetne nie pelnig tak specyficznej roli w ak-
tywnosci ATPaz. Usuniecie catlego cholesterolu i tylko 25% fosfolipidéw nie wptywa
na aktywno$¢ Na+, K+-ATPazy blon erytrocytéw. Enzym jest stabo hamowany
przez wybidrcze usunigcie sfingomieliny (B. Rolofson i L. van Deenen, Holandia).
Aktywno$¢ ATPazy bion sarkoplazmatycznego retikulum, posiadajgcych zdolnos¢
do aktywnego transportu wapnia, omawiana byta w kilku doniesieniach (V. Madeira
i wsp., Portugalia; J. Suko i W. Hasselbach, Austria, RFN; N. Green, Anglia).
W sesji tej |I. Dobosz i wsp. (Polska) przedstawili komunikat, w ktérym scharakte-
ryzowali blony sarkoplazmatycznego retikulum i btony plazmatyczne u szczuréw
miotonicznych.

Rozmieszczenie wielu biatek w blonie jest ostatnio szeroko»omawianym tema-
tem. Dotyczy to zaréwno biatek integralnych, penetrujgcych btone niekiedy wzdiuz
catej jej grubosci, jak i biatek powierzchniowych, tak zwanych peryferyjnych. W se-
sji ,Enzymy zwigzane z blonami” w wielu doniesieniach omawiano lokalizacje
enzymow w blonach plazmatycznych i wewnatrzkomérkowych, ich usytuowanie po
wewnetrznej lub zewnetrznej powierzchni btony. Na przykiad stosujac przeciw-
ciata przeciwko catej komoérce, jodowanie w odpowiednich warunkach i badajac
rozktad badanego zewnatrzkomoérkowo substratu Newby i wsp. (Anglia) stwierdzili,
ze 5'nukleotydaza zlokalizowana jest po zewnetrznej stronie btony plazmatycznej
komoérek tluszczowych. W sesji tej w referacie z Polski (E. Janczura i wsp.) omoé-
wiono genetyczne uwarunkowanie glukozylacji lipopolisacharydéw u bakterii.

W sesji dotyczacej wybranych zagadnien w kilku doniesieniach omawiano sy-
stem transportujacy elektrony u bakterii (A. Paterson i wsp., Szkocja; N. Pytewa,
ZSRR). A. Jasaitis i A. Kondrasnin (ZSRR) zrekonstruowali system transportujacy
elektrony i protony z lipidéw, oksydazy cytochromowej, cytochromu i bakterioro-
dopsyny. Omoéwiono specyficzne receptory dla hormonéw znajdujacych sie badz
w cytoplazmie badZz na powierzchni komoérek (D. Duval i wsp., Francja; S. Gammel-
toft i J. Gliemann, Dania; J. Zapf i wsp., USA) i receptory dla réznego typu zwiaz-
kéw, na przykiad glutaminianu (R. James, G. Lunt, Anglia). W sesji tej omoéwiono
wplyw promieniowania y na zalezne od temperatury elektryczne przewodnictwo
zawiesiny erytrocytow (G. Bartosz i wsp., Polska).

Transport przez btony biologiczne

Dwie sesje wyktadowe poswiecono zagadnieniu transportu przez blony biolo-
giczne. Obserwuje sie wyrazny wzrost liczby prac dotyczacych tej tematyki, pre-
zentowanych zaréwno w pismiennictwie jak i na zjazdach naukowych. W wiekszosci
prac nadal materiatem sa erytrocyty, mitochondria lub komoérki nabtonkowe, coraz
szerzej jednak korzysta sie z modelowego ukladu jaki dostarczaja sztuczne btony
lipidowe — black films.

Zagadnieniem szeroko dyskutowanym na Zjezdzie byt mechanizm sprzegania
transportu przez blone z energig nietermiczng. Gdy wystepuje jakiekolwiek sprze-
zenie tego rodzaju transport nazywamy aktywnym. Do opisu sprzezenia transportu
z energig nietermiczng stosuje sie najczesciej trzy modele mechanizméw (A. Kotyk,
Praga; E. Hainz, Frankfurt nad Menem) — system fosfotransferazy u bakterii; 1) sprze-
zenie bezposrednio zwigzane z reakcjg chemiczng (np. Na+, K+-ATP aza), 2) sprze-
zenie przeptywu z przeptywem (np. Na+, K+, H+ — symport w bakteryjnym po-
bieraniu cukréw), 3) sprzezenie przez chemiczng modyfikacje substancji transpor-
towanej. Zaktada sie zwykle, ze sprzezenie energii z transportem zachodzi przez
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zmiane konformacyjna biatka transportujacego, co wigze sie z kolei ze zmianami
w jego ruchliwosci, jego powinowactwie do substancji transportowanej czy tez
W jego otoczeniu.

Z bardziej szczeg6towych doniesien na uwage zastuguje ciekawe podsumowanie
kilkuletnich badan (G. Semenz, Zurich) nad kompleksem enzymatycznym sachara-
zy-izomaltazy z jelita cienkiego. Autor postuluje udziat tego kompleksu w transpor-
cie galaktozy i fruktozy przez btone komoérkowsa.

Do zagadnien szeroko dyskutowanych podczas Zjazdu nalezat problem wzajem-

nych oddziatywan biatek i lipidow w btonach biologicznych. Ogdlnie akceptowany
model btony biologicznej jako ,ptynnej” struktury mozaikowej, przypisuje duzg
role wzajemnym oddziatywaniom biatek i lipidéw. W szczeg6élnosci omawiano wpityw

zmiany stanu skupienia lipidéw w btonie na enzymy btonowe. Liczni badacze przed-
stawiali efekty zmian temperatury na wiasciwosci biatek btonowych. Na wyréznie-
nie zastuguje ciekawe doniesienie J. M. Haslama (Liverpool). Poréwnat on z soba
preparaty mitochondrialne o réznej zawartosci nienasyconych kwaséw ttuszczowych-
w lipidach btonowych. Mitochondria takie udato mu sie otrzymac¢ przez hodowle
mutanta drozdzowego, ole-1, na pozywkach o réznej zawartosci nienasyconych
kwasoéw tluszczowych. Mitochondria o znacznie zanizonym poziomie nienasyconych
kwasoéw tluszczowych w lipidach blonowych (20%) sg rozprzezone w temperaturze
pokojowej. ATPaza mitochondrialna ktérej aktywno$¢ zwigzana jest ze stanem
btony mitochondrialnej, w zaleznosci swej aktywnosci od temperatury (krzywa
Arheniusa) wykazuje wyraznie przegiecie w temperaturze 27°C. Mitochondria otrzy-
mane z komorek hodowanych na pozywce 2z dodatkiem nienasyconych kwasow
tluszczowych (83% nienasyconych kwaséw ttuszczowych w lipidach btonowych) sa
sprzezone w temperaturze pokojowej i punkt przegiecia krzywej Arheniusa dla
aktywnosci ATPazy znajduje sie w temperaturze 8°C. Stad tez, autor wnioskuje, iz
sktad lipidowy btony wpitywa na minimalng temperature w ktérej mozna stwier-
dzi¢ sprzezenie mitochondriéw.

Wiele prezentowanych prac dotyczylo mitochondriologii. W dziedzinie tej na-
stepuje staty rozwdj takich nurtéw badawczych, jak badania nad transportem przez
btony mitochondrialne, oksydacyjna fosforylacja, biogeneza mitochondriéw i ich
sktadnikéw biatkowych i lipidowych czy tez powigzaniem migdzy mteabolizmem
mitochondrialnym i cytoplazmatycznym. J. Williamson, K. LaNoue, (Filadelfia)
przedstawili wyniki, ktére pozwalajg postulowa¢ regulacje metabolizmu komoérko-
wego, w szczegoélnosci takich przemian jak cykl mocznikowy czy glukoneogeneza, na
poziomie transportu asparaginianu przez btone mitochondrialng. Od kilku lat dysku-
tuje sie mozliwo$¢ regulacji metabolizmu komérkowego na poziomie innego mito-
chondrialnego uktadu transportowego, translokazy nukleotydéw adeninowych. Temu
zagadnieniu poswiecono nawet na Zjezdzie dyskusje okragtego stolu, zorganizowang
przez prof. L. Wojtczaka (Warszawa) i prof. J. M. Tagera (Amsterdam). W dyskusji
wzigto udziat kilkudziesieciu uczestnikéw, ws$réd nich tej miary biochemicy jak:
prof. P. V. Vignais (Grenoble), prof. van den Bergh (Utrecht), prof. J. Williamson
(Filadelfia) i inni. W toku dyskusji podsumowano stan wiedzy o hamowaniu trans-
lokazy nukleotydéw adeninowych przez naturalnie wystepujace w organizmie kaz-
dego zwierzecia tioestry kwasow tluszczowych i CoA, acylo-CoA. Od lat postuluje sie
fizjologiczng role tego hamowania w regulacji metablizmu komérkowego, jak na ra-
zie brak jednak potwierdzenia tej hipotezy wynikajacego z badan na calych komor-
kach. Pierwsze doniesienia z takich badan nakazujg wielkg powsciagliwos¢ przy od-
noszeniu badann nad hamowaniem translokacji nukleotydéw adeninowych in vitro
do sytuacji fizjologicznej.

W sesji zatytutowanej ,,Enzymy i funkcjonalne jednostki tancucha oddechowego”
przedstawiono prace dotyczace miedzy innymi wstepowania pojedynczego cytochro-
mu P-450 w mikrosomach watroby szczura (C. Barone, C. Massacci i wsp., Wiochy),
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oraz whasnosci cytochromu Qi jego roli w transporcie elektronéw w chromatoforach
z Rhodospirillum rubrum (M. Baltscheffsky, B. Frackowiak, Szwecja). Wever i wsp.
z Holandii prezentowali wyniki badania fotooksydacji kompleksu karboksy-cyto-
chrom c oksydazy metoda EPR, a Z. Kaniuga i K. Staron z Polski dyskutowali wy-
stepowanie odmiennej wrazliwosci jadrowej i mikrosomalnej reduktazy cytochromu
c na tenoniltréjfluoroaceton.

Inna polska grupa (Pastuszko i wsp.) przedstawita dane dotyczace mechanizmu
regulacji dehydrogenazy izocytrynianowej we frakcji cytoplazmatycznej komoérek
centralnego systemu nerwowego. Autorzy postuluja wystepowanie aktywnego cen-
trum, zawierajgcego grupy —SH, na ktére odziatywuja inhibitory tego enzymu
(ATP, NADH i NADPH).

Niewatpliwie najciekawszym komunikatem tej sesji byto doniesienie P. Cerlet-
tiego i wsp. z Wioch. Badajac rekonstytucje dehydrogenazy bursztynianowej autorzy
wyjasnili funkcje innego enzymu mitochondrialnego — rodanazy. Wiadomo, ze ro-
danaza wystepuje w mitochondriach w duzej ilosci. Enzym ten badano stosujac nie-
fizjologiczng reakcja przejscia cyjanku w rodanek, nie umiano jednak wytiumaczyc¢
biologicznej roli rodanazy. Wydaje sie, ze w mitochondriach enzym ten regeneruje
labilna siarke niektorych dehydrogenaz i w ten sposéb otrzymuje ich aktywnosc.

Biochemia lipidow

Komunikaty tej sesji dotyczyly skitadu lipidowego tkanek, probleméw biosyn-
tezy lipidéw oraz niektorych zagadnienn wybranych.

W zakresie metabolizmu dwa z przedstawionych komunikatéw dotyczyty ,,akty-
wacji” kwasow ttuszczowych. | tak na podstawie danych kinetycznych Groot i wsp.
z pracowni prof. Hiilsmanna w Rotterdamie sugeruja wystepowanie odzielnego
enzymu w mitochondriach watroby swinki morskiej katalizujacego aktywacje kwasu
propionowego. Enzym ten wedtug ich pogladéw moégitby wystepowaé obok syntetazy
acetylo-CoA. Kwasy tluszczowe o Sredniej diugosci taricucha poczynajac od kwasu
zawierajgcego 4 atomy wegla w czasteczce bylyby aktywowane przez inny specy-
ficzny enzym. Wewnatrzkomoérkowa lokalizacja syntetazy acylo-CoA diugotancucho-
wych kwaséw tluszczowych w brunatnej tkance tiuszczowej byta tematem donie-
sienia Pedersena i wsp. z Oslo. Wedtug tych autoréw enzym w tej tkance wydaje sie
by¢ gtéwnie zlokalizowany w zewnetrznej btonie mitochondriéw a nie w endoplaz-
matycznym retikulum. Udziat dwéch systeméw mitochondrialnego i mikrosomalnego
w procesie biosyntezy kwaséw tituszczowych poprzez tak zwane wydtuzanie tancu-
cha byt tematem doniesienia Quagliariello i wsp. (Wiochy). Autorzy ci stosujac
kwas p-chlorofenoksy-izomastowy (Clofibrate) zaobserwowali, iz hamuje on wytacz-
nie system mikrosomalny i to nawet w stopniu znacznie wiekszym anizeli synteze
de novo z malonylo-CoA katalizowana przez frakcje cytoplazmatyczng. Dwa inne
doniesienia dotyczyly zagadnienia biosyntezy fosfolipidéw alkylowych. Radominska-
-Pyrek i wsp. (Polska) przedstawili dane dotyczace hamowania syntezy alkylo-acylo-
-glicerolofosfocholiny i fosfoetanoloaminy przez nienasycone kwasy tluszczowe.
Kwasy te nie hamuja badz nawet dziataja stymulujaco na synteze fosfolipidow
dwuacylowych. Paltauf (Austria) donidést o wystepowaniu we frakcji cytoplazmatycz-
nej watroby czynnika natury biatkowej stymulujgcego desaturacje 1-O-alkil- sn- gli-
cerolofosfoetanoloaminy katalizowang przez frakcje mikrosomalna $ledziony.

Z zakresu badan nad wymiang czasteczek fosfolipidéw pomiedzy btonami bio-
logicznymi i sztucznymi wykazano mozliwos¢ transportu netto fosfatyloinozytolu
do liposoméw zbudowanych wytacznie z lecytyny i kwasu fosfatydowego (Zborowski
i Wojtczak, Polska i Helmkamp i wsp., Holandia). Proces ten stwierdzony zostat
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zaréwno przy uzyciu frakcji cytoplazmatycznej watroby jak i oczyszczonych biatek
z tkanki mézgowej. Wedtug danych Helmkampa i wsp. z frakcji cytoplazmatycznej
tkanki mézgowej mozna wyizolowa¢ dwa aktywne biatka o zblizonym ciezarze cza-
steczkowym (okoto 30000) odpowiedzialne za wymiane fosfatydyloinozytolu. Biatka
te réznity sie¢ nieco w odpornosci na trawienie trypsyna. W przeciwienstwie do opi-
sanego wczesniej przez Wirtza biatka odpowiedzialnego za wymianeg lecytyny nie
byty one tak wysoce specyficzne i katalizowaly obok wymiany fosfatydyloinozytolu
réwniez i wymiane lecytyny. Transport fosfatydyloinozytolu do liposomoéw ,lecyty-
nowych” zostat réwniez wykazany przez Bergelsona (ZSRR) przy uzyciu metody
magnetycznego rezonansu jadrowego NMR.

Regulacja biosyntezy aminokwasow

Do wazniejszych doniesien dotyczacych regulacji biosyntezy aminokwaséw w mi-
kroorganizmach, a prezentowanych w czasie kongresu naleza wyniki prac grupy
J. C. Patte’a (Orsay, Francja) nad aspartokinazami E. coli. Bakteria ta posiada trzy
rézne aspartokinazy zwigzane z drogami biosyntezy odpowiednio lizyny, treoniny
i metioniny. | tak lizyna hamuje aktywnos$¢ asportokinazy Ill, a enzym hamuje aspar-
tokinaze 11, a aspartokinaza | ulega represji przez metionine. Enzymy | i Il wykazu-
ja jednoczes$nie aktywnos$¢ dehydrogenazy homoserynowej. P. Truff-Bachi (Instytut
Pasteura) stwierdzit, ze przeciwciata anty aspartokinazie | tacza sie réwniez z aspa-
rtokinazami Il i IlIl co wskazuje na pokrewienstwo tych enzymoéw i sugeruje, ze
geny kodujgce te enzymy mogly powstac¢ przez powielenie jednego pierwotnego ge-
nu i nastepujaca po tym ewolucje tych duplikatow.

Zupetnie inng sytuacje obserwuje sie w Acetobacter aceti, w ktérej to bakterii
wystepuje tylko jedna aspartokinaza bedaca réznym biatkiem od dehydrogenazy
homoserynowej i podlegajaca hamowaniu przez kombinacje lizyny i treoniny
(J. O’Sullivan, Szwajcaria).

W ostatnich latach bardzo posunely sie prace nad wyjasnieniem mechanizmu
regulacji operonu histydynowego u Salmonella typhimurium i E. coli. R. Cortese
(Wtochy) referowat prace nad rolg histydyny-tRNAHs w regulacji tego operonu
(problematyka ta wyszia z pracowni B. N. Amesa, USA). Okazuje sie, ze wszystkie
mutacje regulacyjne dotyczace tego operonu z wyjatkiem mutacji operatorowych
dotyczg gendéw zwigzanych z powstawaniem histydynylo-tRNA. Wykazano szcze-
g6lng role w regulacji pseudourydyny w rejonie antykodonu w tRNA. Mutanty
pozbawione aktywnosci enzymu modyfikujgcego tRNA, ktéry przeksztalca uracyl
w pseudourydyne maja charakter plejotropowy. Stwierdza sie u nich takze derepresje
operonow leu i ilv co swiadczy, ze zmodyfikowane tRNA uczestniczy w regulacji
wytwarzania enzymoéw biosyntezy leucyny, izoleucyny i waliny. Jak dotad nie zna-
leziono genu wytwarzajgcego aporepresor w systemie regulacji histydyny. Okazuje
sie, ze role aporepresora w tym systemie spetnia prawdopodobnie enzym fosforybo-
zylo-ATP pyrofosforylaza (E.C.2.4.2.17) kodowany przez gen G. Wykazat to F. Btasi
(Wtochy) w doswiadczeniach in vitro, w ktérych badano transkrypcje operonu his-
tydynowego.

Prace nad biosyntezg aminokwaséw siarkowych z grzybéw ujawnity istnienie
réznych mechanizmoéw regulacji tej biosyntezy w komoérkach przedstawicieli ré6znych
gatunkéw. W przypadku Saccharomyces cerevisiae stwierdzono dwa systemy regu-
lacyjne: pierwszy dziala na poziomie transkrypcji i efektorem (korepresorem) jest
w nim metionylo-tRNAMet, drugi za$ najprawdopodobniej na poziomie translacji
i efektorem jest w nim adenosylometionina (grupa de Robichon-Szulmajster, Fran-
cja). W komoérkach Aspergillus nidulans role efektoréw w systemie represji tych
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samych enzymoéw biosyntezy aminokwaséw siarkowych, ktére byty badane u drozdzy
spetniajg cysteina i homocysteina (A. Paszewski i J. Grabski).

Z badan nad biosynteza aminokwasow siarkowych w bakteriach na uwage zastu-
guje otrzymanie dwoch nowych mutacji regulacyjnych u Salmonella: jedna powoduje
niewrazliwo$¢ syntetazy cysternowej na represje, druga powodujgca os$miokrotne
zwiekszenie wytwarzania transacetylazy serynowej (D. Hulanicka, T. Ktopotowski).
Ciekawe obserwacje poczynili S. Laakso i wsp. (Finlandia), ktérym udato sie adap-
towa¢ Pseudomonas fluorescens do wzrostu na DL-metioninie jako jedynym Zrddle
wegla. Stwierdzili przy tym, ze metionina jest w tych warunkach takze zrodiem
cysteiny. Dotychczas nie jest u bakterii znana droga przeksztalcania metioniny
w cysteine.

Witasnosci oczyszczanych cholinergicznych i adrenergicznych receptoréw

W referacie kolokwialnym De Robertis (Argentyna) przedstawit ogdélne dane
dotyczace wyodrebnienia i wlasnosci biatek receptorowych. Substancje receptorowe
sa biatkami hydrofobowymi stanowigcymi integralng czes¢ btony. Biatka receptora
cholinergicznego otrzymuje sie gtdwnie z tkanki elektrycznej i miesni szkieletowych,
natomiast biatka receptoréw adrenergicznych z miesnia komory serca. lzoluje sie
je z bton komoérkowych przy pomocy detergentéw lub rozpuszczalnikéw organicz-
nych. Do oczyszczenia biatek receptorowych stosuje sie czesto chromatografie po-
winowactwa.

Czesto stosowang metodg badania wlasnosci receptora jest uzycie toksyn igcza-
cych sie specyficznie z danym biatkiem receptorowym. Z obserwacji takich komplek-
s6w w mikroskopie elektronowym wynika, ze receptor cholinergiczny z tkanki elek-
tycznej Torpedo skiadata sie z podjednostek o masie 45000 daltonéw (Nickel, RFN).
Podobne wyniki otrzymata Heilbronn (Szwecja) prowadzac rozdziat elektroforetycz-
ny biatek receptorowych. Stwierdzita ona wystepowanie dwoéch biatek (295 000
i 410000 daltondéw) dysocjujacych na podjednostki o masie okoto 50000 daltondéw.
Doswiadczenia z zastosowaniem dializy réwnowaznej (Walser, Szwajcaria) Ilub
chromatografii powinowactwa (Kriwaczek, Szwajcaria) potwierdzity postulowang
wczesniej odrebnos¢ strukturalng i funkcjonalng receptora cholinergicznego i biatka
o aktywnosci esterazy acetylocholinowej.

Przedstawione wyniki badaii wiasnosci receptora adrenergicznego dotyczyty
gtéwnie wptywu zwigzkéw stymulujgcych ten receptor (serotonina, noradrenalina)
na aktywnos$¢ cyklazy adenylowej. Stwierdzono, ze jest to zalezno$¢ specyficzna ga-
tunkowo (Wollemann, Wegry). Obserwowano réwniez stymulujacy efekt neurohor-
monéw na aktywno$¢ Na+, K+-ATPazy z moézgu szczura (Wollemann, Wegry).

Waznym zagadnieniem prowadzacym do wyjasnienia mechanizmu przekaznictwa
synaptycznego jest badanie metabolizmu neurotransmiteréw. Wiele tego typu badan
wykonuje sie wykorzystujac hodowle tkankowe (Massarelli, Francja) lub izolowane
narzady (Widlund, Szwecja; Hiripi, Wegry; Adamie, Jugostawia). Niektére prace
omawiaty doswiadczalnie wywotane zmiany ilosci neurotransmitera w tkance (Sey-
fried-Potempska, Polska; Kibby, Anglia).

Duzo uwagi poswigcono réwniez problemom metodycznym, jak na przykiad no-
we metody oczyszczania biatlek receptorowych, frakcjonowane wirowanie zakonczen
nerwowych. Na uwage zastuguje fakt, ze coraz czes$ciej stosuje sie metody immunolo-
giczne (Jorgensen, Dania).
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Biochemia i molekularna biologia krzepniecia krwi

W sekcji ,Biochemia i molekularna biologia krzepnigcia krwi” nastpujace prace
wzbudzity najwieksze zainteresowanie. S. Magnusson (University of Aarhus, Dania)
przedstawit olbrzymi postep ostatnich lat w poznaniu pierwszorzedowej struktury
protrombiny i jej aktywacji. Ustalono petng sekwencje aminokwaséw tego jedno-
tancuchowego biatka o masie czgsteczkowej 69 000. Poznano kolejne etapy ograniczo-
nej proteolizy przez czynnik Xa — mechanizm przejScia protrombiny w trombing
(masa czasteczkowa 39 000) sktadajagca sie z 2 tancuchéw polipeptydowych (A-49
B-259 aminokwaséw) potaczonych mostkiem S—S. Wykazano, ze anomalna protrom-
bina syntetyzowana w nieobecnosci witaminy K rézni sie¢ od normalnego proenzymu
mniejszym elektrycznym #{adunkiem ujemnym peptydu otrzymanego po trawieniu
protrombiny trypsyna. Brak witaminy K ma powodowac¢ uposledzenie post rybozo-
malnej modyfikacji protrombiny, w wyniku ktérej w resztkach kwasu glutamino-
wego w pozycjach 7 i 8 pojawiajg sie¢ 2 dodatkowe grupy karbosylowe, zwiekszajace
ujemny tadunek tej okolicy czasteczki. Muczbek (Wegry) i Laki (USA) wykazali, ze
trombina w pH 80 i w nieobecnosci jonéw Ca++ degraduje aktyne do dwdéch par
peptydéw (masa czgsteczkowa 26 000 i 10 000). Szybsza jest reakcja trombiny z F niz
z G aktyng. W czasie katalizowanego przez trombine krzepnigcia czystego fibryno-
genu w obecnosci F-aktyny ostatni ulega stechiometrycznemu wigzaniu z monome-
rem fibryny w stosunku 2:1. Wydaje sie, ze trombina moze wyzwala¢ te same reakcje
pomiedzy fibrynag i biatkiem kurczliwym ptytek tak zwanych trombostening Ilub
aktomiozynem pilytkowym. Bejun i wsp. (Wegry) badali hamowanie krzepniecia fi-
brynogenu pod wptywem trombiny przez 2 tréjpeptydy Gly-Val-Arg i Gly-Pro-Arg.
Pierwszy z tych peptydéw zajmuje pozycje 14— 16 drugi 17—19 od NH2-konca tan-
cucha a fibrynogenu. Wiagzanie arginylowe 16— 17 jest miejscem szybkiego ataku
trombiny w ktérego nastepstwie odszczepiany jest fibryno peptyd A (1—16). Trom-
bina ma zdolno$¢ réwniez do hydrolizy wigzania 19—20 z duza mniejsza szybkoscia.
Wykazano, ze wyzej wspomniane peptydy hamujg krzepniecie oraz, ze ich aktywnos$¢
inhibitorowa znacznie wzrasta gdy grupa COOH koricowa zostaje zastgpiona przez
CHO Ilub CH”OH.

Ekenstain i wsp. (Szwecja) przedstawili wyniki badan nad synteza substratu
N-benzoyl-L-Ph-L-Val-L-Arg-p-nitroanilid-HCI dla proteaz serynowych i kinetyka
reakcji szeregu enzymoéw (trombina, plazmina, trypsyna,, brinaza, reptilaza) z tym
syntetycznym substratem. Zastosowanie prostej metody kalorymetrycznej dla Sledze-
nia aktywacji plazminogenu i protrombiny zreferowat LataHo (Polska). Wegrzyno-
wicz i wsp. (Polska) przedstawili wyniki badan nad rozmieszczeniem 3 w fibry-
nogenie acetylowanym bezwodnikiem kwasu octowego zawierajagcym atom trytu
w grupie metylowej. Stwierdzenie preferencyjnej inkorporacji ® do odszczepianego
przez trombine fibrynopeptydu A czyni tak acetylowany fibrynogen dogodnym sub-
stratem dla badania enzymatycznej fazy krzepniecia. Ani jod radioaktywny ani dan-
syl nie ulegaja wbudowaniu do fibrynopeptydow ludzkiego i wotowego fibrynogenu.
Krajewski i Wachowicz (Polska) wykazali, ze trombocyty ptakéw nie podlegaja
agregacji przez czynniki zlepiajace ptytki ssakéw i ze wigze sie to zapewne ze stwier-
dzong przez autoréw znacznie nizsza zawartoscig nukleotydéw adeninowych w trom-
bocytach ptasich.

Czynniki antyrakowe i antywirusowe

W sekcji ,Czynniki przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe” przedstawiono
32 komunikaty, z czego 6 na jednej z sesji przedpotudniowych w postaci referatow,
pozostate zas w formie plakatowej (poster).
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Interesujacy byt referat J. M. Balé-Banga i wsp. (Budapeszt), ktéry mowit
0 wplywie antyblastycznych heksitoli na aktywno$¢ metaboliczna DNA i RNA. Mi-
tolactol (DBD, 1,6-dwubromodulcytol) i diepoxydulcytol(DAD), substancje uzywane
w praktyce klinicznej, hamowaly wiaczanie 3H-tymidyny in vivo i in vitro do DNA
komérek rakowych Yoshida. Stwierdzono przy tym, ze znakowanie satelitarnego
DNA byto 5—10 krotnie bardziej zredukowane niz gtéwnej frakcji DNA. Wyzsze
dawki heksitolu hamowaty réwniez wigczanie 81-urydyny do wszystkich frakcji ja-
drowego RNA. Przy odpowiednio niskich dawkach i krétkim dziataniu stwierdzono
indukcje odbudowy DNA i podwyzszenie wigczania prekursora do pewnych frakcji
jadrowego RNA. Synteze jaderkowego rRNA natomiast hamujg nawet niskie dawki
heksitoli. H. Chelibanova-Lorer (Sofia) przedstawita badania nad wptywem D-glu-
kozaminy i D-galaktozaminy na urydynofosforany nowotworu szpiku i watroby
myszy oraz na wiaczanie kwasu 14C-orotowego do nukleotydéw rRNA i nukleotydow
rozpuszczalnych w kwasie. D-glukozoamina bardziej hamowata tempo wigczania pre-
kursora do nukleotydow w komoérkach nowotworowych, podczas gdy D-galaktozo-
amina wywierata wiekszy wpltyw na komoérki prawidtowe watroby. Giéwnym pro-
duktem otrzymanym po zastosowaniu obu tych aminocukréw byta UDP-N-acetylo-
heksozoamina, ktdérej zawarto$¢ wzrastata kilkakrotnie zaréwno w komoérkach no-
wotworowych i watrobie. M. Szekerke (Budapeszt) omoéwit badania nad wyjasnieniem
mechanizmu i specyficznosci funkcji nosnikowej w lekach przeciwnowotworowych
zwigzanych z nosnikami peptydowymi. Przebadano temperatury topnienia modelo-
wych estrow dwupeptydowych z DNA i wykazano, miedzy innymi, zaleznos$¢ in-
terakcji od stosunku peptyd/zasada. Conroy P. J., (Anglia) w swoim wystgpieniu
przedstawit wptyw nienasyconego aldehydu 4-hydroksy-2-pent-en-l-al(HPE) na wita-
czanie in vitro radioaktywnych prekursoréw do komorek przeszczepialnych nowo-
tworéw (Ehrlich carcinoma, Gardner lymphosarcoma i Sarcoma 180). Stwierdzit on
obnizenie wigczania 3H-tymidyny do DNA w 90—99% i znacznie mniejsze hamowanie
wigczania 8H-urydyny do RNA i 3H-leucyny do biatek (30—50%). Cysteina, dodana
na 30 minut przed traktowaniem komoérek nowotworowych HPE, czesciowo chronita
przed dziataniem tego nienasyconego aldehydu, ktéry chetnie reaguje z grupami SH.

Sposrod prac przedstawionych w formie afiszowej znaczna cze$¢ stanowita nowe
osiggniecia w tym zakresie. E. Gonczol i wsp. (Wegry) wykazali rozpad DNA w my-
sich komérkach L lub w komérkach HEp-2, do form DNA o niskim ciezarze czgstecz-
kowym, po infekcji tych komoérek wirusem opryszczki pospolitej (Herpes simplex).
Niskoczasteczkowe DNA pojawiaty sie po 8— 10 godzinach i ilos¢ ich wzrastata w cza-
sie do 24 godzin. Cytomegalowirus powodowat takze komoérkowag fragmentacje DNA
w skazonych komoérkach ludzkich fibroblastow, zjawisko to jednak obserwowano
dopiero po 48—72 godzinach. B. N. Stepanienko i wsp. (Moskwa) syntetyzowali 5
réznych analogéw i stereoizomeréw urydyny o dziataniu antywirusowym, z ktérych
najwiekszg aktywnos$¢ wykazywata beta-D-ksylofuranozylo-tymina. llona L. Kahéan
1 wsp. (Wegry) przedstawita badania nad arginaza jako czynnikiem przeciwwiruso-
wym, a wystepujacym w ludzkich oraz kréliczych tzach. Enzymy te ré6znig sie od
produkowanych w watrobie pod wzgledem ruchliwosci elektroforetycznej. S. Singh
i wsp. (Hamburg) prezentowat wyniki badan etylo-dezoksyurydyny (EDU), aktywnej
wobec wirusa opryszczki. Substancja ta o bardzo matej toksycznosci jest obiecujgcym
czynnikiem w chemioterapii pewnych typéw nowotworéw. EDU wykazuje zdolnos¢
do synchronizacji mysich komoérek L, wiacza si¢ do DNA tych komoérek bez wptywu
na aberacje chromosoméw w stezeniach do 100 \igim\. J. M. Hais i wsp. (Czechosto-
wacja) przebadali cytostatyki pochodne kwaséw akrylowego i krotonowego wyka-
zujac, ze czynniki te hamujag dekarboksylaze aromatycznych L-aminokwaséw. Przy-
czynowego stosunku miedzy tg inhibicjg i dziataniem cytostatycznym jednak jeszcze
nie wykazano, substancje te bowiem dziatajg takze na inne enzymy. By¢é moze, ze
rodzaj interakcji odpowiedzialnej za dzialanie cytostatyczne jest analogiczny z od-
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powiedzialnym za ich wptyw inhibitorowy na enzymy. Bardzo interesujacy wydaje
sie wptyw soku z czerwonego buraka na wzrost kilku zwierzecych nowotworow.
Doniesienie na ten temat przedstawit E. Tyihak i wsp. (Wegry). Sok ten powodowat
50— 60°/0 op6znienie wzrostu nowotwordéw, a czynnikami wywotujacymi ten efekt
okazaly sie biatka zasadowe zawierajagce N e-metylowang lizyne i NS-metylowana
arginine.

W obradach tej sekcji swoje doniesienia prezentowaty réwniez zespoty z Polski.
Zainteresowanie wzbudzita praca J. Grundboeck-Jusko (Polska), dotyczaca oczyszcza-
nia chalonu z frakcji subkomérkowych $ledziony wotowej. Stwierdzono, ze komorki
Sledziony wotowej posiadajg dwa chalony, z ktérych jeden wykazywat aktywnos$é
antymitotyczng w stosunku do komodrek $ledziony myszy, drugi w stosunku do ko-
mérek weztéw limfatycznych. Dwa te chalony réznig sie wyraznie ruchliwoscig elek-
troforetyczng na zelu poliakrylamidowym. Przedstawiciele Os$rodka warszawskiego
W. Rossowski i wsp. izolowali komponenty biatlkowe z powierzchni komérek no-
wotworowych leukemii L-1210. Otrzymali kilka frakcji zawierajagcych 3H-fukoze,
z ktérych najbardziej radioaktywna byta glikoproteidem o witasciwych H-2d
antygenowych. Niektére z pozostatych frakcji, znakowanych w mniejszym stopniu
wykazywaty nowotworowg aktywnos$¢ antygenowg. OsSrodek biatostocki przedstawit
badania nad charakterystykg pewnych nowotworéw. E. Bankowski prezentowal wy-
niki badan nad nierozpuszczalnym kolagenem z nowotworu indukowanego u szczu-
row metylocholantrenem. W. Gatasinski scharakteryzowat kwasy nukleinowe izolo-
wane z tkanek szczuréw z doswiadczalnym nowotworem Guerin. W. Rzeczycki ilu-
strowal wyniki uzyskane w badaniach nad wpltywem polikationéw na efekt Pasteura.
Wyniki tej pracy pozwalajg na sugestie, ze zmiany metaboliczne mitochondriéow
watroby szczura wywotane przez protamine lub inne zasadowe polikationy sg podob-
ne do zmian w mitochondriach izolowanych z tkanek nowotworowych.

Mechanizm dziatania i regulacji enzymoéw

W ramach powyzszej sekcji zostato wygtoszonych 22 referatéw sympozjalnych,
59 komunikatéw oraz 236 prac przedstawiono na sesjach plakatowo dyskusyjnych.
Z Polski prezentowano 3 komunikaty a 19 prac przedstawiono w postaci plansz
i plakatow.

Referaty sympozjalne obejmowaty 3 grupy tematyczne. Pierwsza dotyczyta dzia-
tania i regulacji enzyméw w aspekcie strukturalnym i kinetycznym. W trzech re-
feratach szkota wegierska przedstawita swoje osiagniecia w badaniach nad dehy-
drogenazg D-gliceroaldehydo-3-fosforanu (GPDH) i aldolazg. Z pozostatych refera-
tow bardzo ciekawy przedstawili Luisi wsp. o mechanizmie reakcji katalizowanej
przez dehydrogenaze alkoholowa. Autorzy, przy pomocy techniki zatrzymanego
przeptywu wykazali, ze w dwufazowo przebiegajacej reakcji utlenienia alkoholu
benzylowego, faza szybka ulega zmianie na skutek izotopowego podstawienia deu-
terem atoméw wodoru w grupie metylenowej. Natomiast zastgpienie NAD, jego
tiolowym analogiem, prowadzi do wzrostu o rzad liczby obrotéw enzymu z jedno-
czesnym zanikiem dwufazowego przebiegu katalizowanej reakcji. Doswiadczenia
te pozwolity wykazaé¢, ze czynnikiem ograniczajacym reakcje w natywnych warun-
kach jest desorpcja zredukowanej czasteczki koenzymu.

W drugiej grupie tematéw sympozjalnych, ktére poswiecono interakcji enzymoéw
w uktadach ztozonych zwracat uwage referat Lynena tyczacy wielofunkcyjnego
kompleksu syntetyzujacego kwasy ttuszczowe. Genetyczny aspekt powyzszych ba-
dan przedstawit Schweizer dowodzac, ze 8 réznych biochemicznie funkcji wielo-
enzymowego kompleksu syntetazy kwasoéow tituszczowych jest kodowanych przez dwa
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rézne loci, w ktérych fuzje genéw pozwolity na wytworzenie bardzo Scistych zwigz-
kow strukturalnych i funkcjonalnych ws$réd enzymoéw kompleksu syntetazy kwa-
séw ttuszczowych.

Trzecie sympozjum dotyczyto regulacji aktywnosci enzyméw in vivo. Z wy-
gtoszonych prac dwie zwrdécity szczegdlng uwage: jedna przedstawiona przez Ra-
paporta, w sposéb syntetyczny ujmowata dotychczasowag wiedze odnos$nie regulacji
przemian w erytrocytach ze szczegélnym uwzglednieniem ciggu glikolitycznego;
druga przedstawiona przez Holzera poswiecona byta omoéwieniu roli proteaz w roz-
woju komoérek drozdzowych.

WsSréd sesji naukowych obejmujacych komunikaty (5 grup tematycznych), wy-
soce specjalistyczng a zarazem bardzo licznie reprezentowana grupe (16 doniesien
w tym 2 z Polski) stanowity prace odnoszace sie do dehydrogenazy D-gliceroalde-
hydo-3-fosforanu. Dwie z przedstawionych prac zmierzaly do wyjasnienia przy-
czyn mikroheterogennosci krystalicznych preparatéow GPDH, ktéra zaobserwowa-
no jeszcze w latach 1968— 1969 (Biochemistry 7, 1671 (1968); Science 165, 1260 (1969)).
Maretzki i wsp. na podstawie badan immunologicznych i elektroogniskowania wy-
suneli przypuszczenie, ze mikroheterogenno$¢ wywotana jest wtérng zmiang cza-
steczek dehydrogenazy na skutek preparacji. Podobny wniosek mozna byto wy-
suna¢ na podstawie doniesienia Boiteux i Hess, ktorzy pokazali, ze kinetyczne wtas-
ciwosci GPDH z drozdzy zaleza od preparacji. Wyniki te, jak i wczesSniejsze bada-
nia wykazujgce identycznos¢ struktury I-rzedowej 4 podjednostek tego enzymu
stanowig interesujacy punkt wyjscia do dalszych badan. Kilka dalszych prac, w tym
jedna z Polski, dotyczyto funkcji oraz mechanizmu wymiany podjednostek w GPDH.
Uzyskane wyniki zdajg sie potwierdza¢ przypuszczenie, ze czasteczki GPDH ztozo-
ne sa z dwoéch par, funkcjonalnie réznych podjednostek.

W grupie dziesieciu komunikatéw dotyczacych fosforylazy zwracata uwage pra-
ca Griffits i wsp., ktérzy przy pomocy znacznikéw spinowych zaobserwowali sze-
reg zmian konformacyjnych podczas tworzenia wielosktadnikowego uktadu: gliko-
gen, fosforylaza a i b oraz kinaza fosforylazy. 5 komunikatéw przedstawiono o de-
hydrogenazie alkoholowej w tym 4 dotyczyto probleméw Kkinetycznych.

W sekcji komunikatéw poswigconych regulacji in vivo (dwie serie po 11 prac)
zwracata uwage liczniejsza niz zazwyczaj liczba doniesien poswieconych indukcji
enzymow roslinnych. W tej grupie znajdowata sie tez praca Kempel i wsp. po-
Swiecona mechanizmowi indukcji reduktazy azotanowej.

Kontynuacjag sympozjalnego referatu Holzera byta seria szeSciu komunikatow
odnoszacych sie do udzialu kontrolowanej proteolizy w regulacji wiasciwosci ta-
kich enzyméw jak fosfofruktokinazy, RNA-azy, syntetazy gramicydynowej i de-
hydrogenazy mleczanowej. We wszystkich przypadkach uzyskano czeSciowo zde-
gradowane preparaty, niekiedy o 1/3 masy wyjsSciowej, wykazujgce aktywnos$¢
enzymatyczng, o odmiennych wiasciwos$ciach kinetycznych.

W sesji plakatowo dyskusyjnej przedstawiono prace dotyczace dehydrogenazy
pirogronianowej, mleczanowej, innych dehydrogenaz i transaminaz, heksokinazy,
fosfofruktokinazy, cholinesterazy, proteaz, enzymoéw dziatajacych na glutation, en-
zymoéw erytrocytarnych i mitochondrialnych, unieruchomionych enzyméw, mecha-
nizmu dziatania i regulacji, badania centréow aktywnych i kinetyki, wptywu nukle-
otydow na aktywno$¢ enzymatyczng, substratow i ich analogéw, chemicznej mody-
fikacji enzymoéw oraz ciggéw metabolicznych i ich regulacji. Do najliczniej prezen-
towanych prac nalezata seria odnoszaca sie do regulacji metabolizmu (50 prac
w tym 5 z Polski) a do najciekawszych grupa 8 prac, w tym jedna z Polski, poswie-
conych kinazie pirogronianowej. W naszym odczuciu prace te stanowitly znacznie
powazniejszy fragment badan nad mechanizmem dziatania regulacji enzymoéw
niz seria komunikatow wygtoszonych o dehydrogenazie alkoholowej. Ws$réd prac
nad kinaza, wyré6zniata sie praca Cole i Palmer donoszaca o regulatorowych witasci-
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wosciach enzymu miesniowego oraz prace Berkel i wsp. i Schulz i Sparmann po-
sSwiecone allosterycznym transkonformacjom kinazy pirogronianowej pod wpitywem
temperatury, alaniny, FDP i ATP.

Brak miejsca nie pozwala niestety na omdéwienie szeregu ciekawych prac w tym
Zydowo, Jezewskiej, Klopotowskiego, Bryly, Szewczuka, Wojtczak i wielu innych.
Reasumujac nalezy podkres$li¢ liczny i bardzo udany udziat polskich placéwek na-
ukowo badawczych w obradach sekcji plakatowo dyskusyjnej. Natomiast budzi
pewien niepokéj skromny udziat naszych pracowni w tematach wygtaszanych na
sympozjach i komunikatach. /

J. Duszynski, M. Fikus, W. Galasinski, E. Gasior,
E. Grabczewska, M. Kochman, M. Kope¢, A. Pa-
szewski, M. Pilarska, A. Potempska, E. Romanow-
ska, W. Rossowski, H. Strzelecka-Gotaszewska,
A. Szewczuk, E. Walajtys, J. Zborowski, Z. Zie-
linska



KOMUNIKAT

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii”, na prosbe Prof. Claude Liébecqa,,
Sekretarza Komisji Redaktoréw Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii
Biochemicznej, zamieszcza tres¢ pisma Prof. E. C. Webba w sprawie aktualizowania
nomenklatury enzymoéw i podaje wzor zgtaszania nowych enzyméw do Komisji No-
menklatury Biochemicznej.

Zarzad Gitéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego uprzejmie prosi o prze-
sytanie kopii zgtoszern do Przewodniczgacej Komisji Stownictwa P. T. Bioch., Doc. dr
Janiny Kwiatkowskiej (Instytut Biochemii i Biofizyki A. M., ul. Chatubinskiego 10,
50-368 Wroctaw).

Revision of Enzyme Nomenclature

Following the publication of Enzyme Nomenclature Recommendations, 1972
(IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature, Elsevier, Amsterdam 1973),
the Commission on Biochemical Nomenclature has decided to maintain a continuing
review of the Enzyme List contained in it and to publish supplements and corrections
from time to time. It is hoped that such a supplement can be published annually
in a biochemical journal, and that about every third year these can be combined into
a small separate volume.

The Commission invites all members of the biochemical community to assist
in this task, by drawing attention to entries in the existing list which appear to be
incorrect, or to new enzymes which should be included. All such information should
be sent to

Professor Edwin C. Webb,

J. D. Story Building,

University of Queensland,

St. Lucia, Brisbane, Q. 4067, Australia.

For new enzymes as much of the following information as possible should be
included:

Reaction catalysed; a brief note on specificity;

suggested classification sub-group; suggested name;

source of enzyme; reference.

In the case o fa correction of an existing entry, correspondents should set out*
clear what is wrong with the material published.

6th June, 1974
Edwin C. Webb
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Biochimie
F. Chapeville, H. Clauser

Herman, Paryz 1974

Dzieki osiggnieciom ostatnich kilkunastu lat, biochemia przestata by¢ dyscypli-
ng katalogujgca reakcje enzymatyczne, podczas ktdérych ulegajg przemianom liczne
zwigzki biologiczne czynne, lecz stata sie¢ jedna z najwazniejszych drég poznania
i analizy najistotniejszych probleméw biologiczno-medycznych. Sposoby wytwarza-
nia i wykorzystywania energii, budowa molekularna sktadnikéw i elementéw struk-
turalnych komérki i ich rola biologiczna, molekularne podstawy informacji gene-
tycznej oraz mechanizmy, poprzez ktére metaboliczne procesy sa regulowane, to
gtébwne zagadnienia, ktérymi zajmuje sie¢ wspodiczesna biochemia i z ktéorymi musi
zapoznac¢ sie kazdy, kto chce rozumie¢ najwazniejsze zjawiska zyciowe toczgce sie
zarowno w komaorce najprostszego drobnoustroju jak i w organizmie ludzkim. Witas-
nie ksigzka Chapeville’a i Clausera traktuje zwiezle o tych aspektach biochemii, kt6-
re majg fundamentalne znaczenie dla wspoétczesSnie ksztalcgcych sie przysztych bio-
logéw, lekarzy, farmaceutéw i rolnikéw.

Podrecznik podzielony jest na 11 rozdziatéw, kazdy napisany przez innego spe-
cjaliste. Pierwsze dwa rozdzialy o przemianie energii i mechanizmach najwazniej-
szych reakcji chemicznych wprowadzajg w niektére zagadnienia chemii fizycznej
i stereochemii, niezbedne dla rozumienia proceséw chemicznych toczacych sie w zy-
wym organizmie. Dalsze rozdzialy poswigcone sa strukturze bialek, omoéwieniu zja-
wiska katalizy i kinetyki reakcji enzymatycznych, budowie i metabolizmowi weglo-
wodanéw, lipidéw, nukleotydéw i kwaséw nukleinowych, procesom utleniania i fo-
sforylacji, mechanizmowi fotosyntezy, biosyntezie najwazniejszych metabolitow oraz
biochemii dziedzicznosci. Charakterystyczng cechg podrecznika Chapeville’a-Clausera
jest Sciste powiagzanie elementéw chemii i biologii i wtopienie w tekst tych zagad-
nien fizykochemicznych, ktére sa niezbedne dla poznania proceséw bochemicznych.
Taki uktad podrecznika jest szczeg6lnie korzystny w przypadku niezbyt dobrego
przygotowania chemicznego przez podejmujacych studia z zakresu biochemii.

Na tre$¢ poszczegélnych rozdzialdw skladaja sie tylko wybrane zagadnienia,
najistotniejsze, a omawiane procesy sa ilustrowane doskonatymi schematami i ry-
sunkami, w licznych przypadkach kolorowymi. Szczegdllnie przejrzyscie i wyczer-
pujaco opracowane sg rozdziaty o biatkach, o mechaniZzmie katalizy enzymatycznej,
o metaboliZzmie weglowodanéw oraz o biochemii dziedzicznosci. Omdéwiono w nich
z duzym znawstwem trudne a réwnocze$nie wazne zagadnienia dla wspoétczesnej bio-
chemii, jak niestabilnos¢ konformacji biatek, mechanizm niektérych reakcji enzy-
matycznych, sposoby wytwarzania i akumulacji energii w komérce oraz wspodtczesne
poglady na mechanizm ekspresji genéw. Po kazdym rozdziale podany jest zestaw
pytan utatwiajacy zwrécenie uwagi na najwazniejsze zjawiska, a dobrane pismien-
nictwo umozliwia uzupeinienie wiadomosci omawianych w danym rozdziale. Taki
uktad podrecznika inspiruje do aktywnego studiowania przedmiotu.
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Niektore dziaty biochemii w ksigzce Chapeville’a-Clausera potraktowane sa
moim zdaniem zbyt skrétowo. Tak np. brak szerszego omoéwienia struktury i roli
membram komoérkowych (poza mitochondrialnymi), indywidualnych przemian nie-
ktorych tkanek (migs$nie, tkanka nerwowa, biochemia widzenia) oraz roli sktadnikéw
mineralnych w procesach biochemicznych. Pominiecie powyzszych zagadnien beda
odczuwacé przede wszystkim studenci medycyny. Jesli jednak przyjmie sie intencje
autorow, tj. przedstawienie w sposob zwiezty podstaw biochemii ogélnej bez profi-
lowania materiatu pod katem potrzeb medycyny czy rolnictwa, to ksiazka Chape-
ville’a i Clausera jest doskonalym i nowoczesnym podrecznikiem, przy pomocy kto6-
rego studiujacy moga sie zapozna¢ z najbardziej fascynujaca dziedzing wspoiczesnej
biologii — biologia molekularna.

Witodzimierz Ostrowski

Clinical Biochemistry
Principles and Methods

red. H. C. Curtis, N. Roth,

Walter de Gruyter, Berlin-New York 1974

Naptyw informacji z zakresu nauk laboratoryjnych od dawna juz przekracza
mozliwo$¢ $ledzenia ich przez jednego cziowieka. To tez kazdy, kogo interesuje ten
kierunek wiedzy oczekuje z wielkg uwaga na pojawienie si¢ podrecznika z tego za-
kresu. Zgodnie bowiem z charakterem tego typu dzieta znajdzie w nim nowosci
niejako przefiltrowane i sprawdzone w praktycznym stosowaniu. Mozna wiec przy-
puszczaé, ze wydana przez dra Curtiusa i dra Rotha ,Biochemia kliniczna” przyjeta
zostanie przez postepowe laboratoria kliniczne z duzym zainteresowaniem. Ta pro-
stym i tatwo zrozumialym jezykiem napisana oraz starannie wydana ksigzka za-
wiera 18 rozdziatow obejmujgcych praktycznie cato$¢ zagadnien wchodzacych w za-
kres chemii i biochemii klinicznej. Kazdy z tych rozdziatéw traktuje omawiany przed-
miot zaréwno od strony metabolicznej, jak i od strony metodycznej.

W ksiazce operuje sie wbrew oczekiwaniom jeszcze starymi to znaczy tradycyj-
nymi jednostkami dla wyrazenia wynikéw. Na poczatku kazdego tomu, a wigec dwu-
krotnie, umieszczona jest krotka informacja o zasadach stosowania nowych jednostek
oraz wyrazona zapowiedZz wprowadzenia ich w niedalekiej przysztosci do laboratoriéw
i biochemii klinicznej. Wynika z tego, ze sprawa upowszechnienia nowych jednostek
nie dojrzata jeszcze nalezycie.

Pierwszy rozdziat ksigzki poswiecono zbieraniu i przygotowywaniu prébek do
analizy, a wiec temu, co wstepnie warunkuje rzetelno$¢ wykonania analizy, i ogra-
nicza nieprawidtowy wynik tylko do odpowiadajacych mu zaburzen chorobowych.
W nastepnym rozdziale, gdzie mowa jest o sposobach rozdzielania materiatu, naj-
wiecej uwagi poswiecono chromatografii cienkowarstwowej, jako ze w wiekszosci
laboratoriéw klinicznych stata sie. ona metoda rutynowa. Osobno potraktowana zostata
chromatografia kolumnowa, metoda dla laboratoriéw tego typu mniej przydatna.
I wreszcie — chromatografia gazowa, coraz mocniejsza zajmujaca pozycje w chemii
klinicznej. Odnosnie elektroforezy — podano jedynie znane ogdélnie fakty. Odpowiada
to poniekad panujgcej obecnie stagnacji na tym odcinku. Z zakresu dializy, wirowa-
nia i ultrafiltracji — wiele z podanych metod rozdziatlu nie zostato przyjetych jeszcze
do programu rutynowo wykonywanych analiz w laboratoriach klinicznych.
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Trzeci z kolei rozdziat poswigcono réznym metodom analizowania: fotometrii,
technice izotopowej, spektrofotometrii masowej pomiarom elektrochemicznym.
W tym ostatnim zakresie z uwaga potraktowane zostaly elektrody jonowe, specjal-
nie membranowe, ktére znalazty ostatnio zastosowanie miedzy innymi w doskona-
tych aparatach do automatycznego oznaczania glukozy i mocznika (Beckman-Analy-
zer). Dalsze opracowania dotycza metod kolorymetrycznych i analizy enzymatycznej.
W rozdziale zatytutowanym ,Automatyzacja i opracowanie wynikéw” wiele uwagi
poswiecono tak zwanym szybkim analizatorom klincznym (Fast Clinical Analyzer)
0 systemie wir6wkowym opracowanym w Stanach Zjednoczonych pod patronatem
General Medicine Science and the US Atomie Energy Commission (GeMSAEC).
Giébwnym tworca tego systemu i zarazem autorem rozdzialu na ten temat w ksigzce
jest N. G. Anderson z ,0ak Ridge Torrytown USA. Analizatory oparte na systemie
wiréwkowym swymi walorami, prostota konstrukcji, tatwoscia wykonania analizy,
wydajnoscia — wydaja sie przewyzsza¢ wszystkie dotychczas znane w chemii klinicz-
nej systemy analizy automatycznej.

Dalsze czesci ksigzki poswiecono metodom oznaczania poszczeg6lnych skiad-
nikéw. Najpierw mowa jest o oznaczaniu hormondéw, nastepnie — kwaséw z6iciowych,
weglowodanéw, witamin, lipidow, kwaséw aminowych, substancji azotowych nie-
biatkowych, enzymoéw, wreszcie — hemoglobiny i jej pochodnych oraz kwaséw orga-
nicznych. Dalsze rozdziaty obejmuja badania toksykologiczne wynikajace z zagroze-
nia cztowieka ze strony $rodowiska, ze strony materiatu biologicznego, chemikalii
1 lek6w. Obszerny rozdziat poswiecono réznym sposobom badania biatek. Omoéwione
zostatly takze testy dla oceny czynnosci nerek i metody badania sktadnikéw nieorga-
nicznych. Ostatni rozdziat obejmuje badania gazometryczne i oznaczanie pH — oparte
gtéwnie na pomiarach wykonanych za pomoca aparatu mikroastrupa.

Ksigzka swoim uktadem i trescig jest z jednej strony typowym podrecznikiem
laboratoryjnym, z drugiej strony moze by¢ pomocna w nauczaniu chemii klinicznej.
Nie jest to podrecznik diagnostyki laboratoryjnej, nie jest wiec w zasadzie przy-
datna dla lekarza klinicznego. Wiele podanych w niej metod moze nie by¢ zaakcep-
towanych przez doswiadczonego w biochemii klinicznej czytelnika. Autorzy mieli
jednak prawo wyboru weditug witasnego uznania tych metod, ktére ich zdaniem god-
ne sa polecenia.

Ksigzka stanowi potwierdzenie panujgcego ogélnie przekonania, ze chemia
kliniczna bedaca najmtodszg liczaca niespetna 20 lat generacjag nauk chemicznych —
rozwija sie i rozrasta niezwykle dynamicznie. Rozwdéj ten wynika zaréwno z postepu
w zakresie metod i sposob6éw analizowania, jak i z wysuwanych ciagle nowych po-
trzeb klinicznych. Czytelnik studiujacy omawiane dzieto odczuwa pewien niepokoj,
ze poprostu juz nie jest w stanie tej pozornie waskiej specjalnosci obja¢. Tego rodza-
ju odczucie w odniesieniu do przysztosci chemii klinicznej w miare uptywu czasu
bedzie sie pogilebia¢. Ale takie sg prawa szybkiego postepu.

Omawiana ksigzka posiada zasadniczy walor — jest w swej tresci nowoczesna.
Obejmuje aktualny stan wiedzy do konca 1972 roku — sadzac z cytowanego pis-
miennictwa. Ukazala sie¢ w sprzedazy w koricu maja 1974 roku, czyli ,wyprodukowa-
na” zostata w szybkim tempie.

Warto moze zwrdéci¢ uwage, ze z posréod 66 wspdrtautoréw — lekarzy byto 25,
chemikéw 30, fizykéw 3, biologéw 8, reszta— to matematycy, farmaceuci, doktorzy
nauk technicznych. W podziale tekstowym udziat chemikéw zdecydowanie przewaza.
Wspotautorzy rekretujg sie z réznych osrodkéw i réznych pracowni specjalistycz-
nych. Nie ma ws$réd nich profesoréow, czy wielkich nazwisk. Sa natomiast ludzie
stosunkowo mitodzi, stanowiacy (narazie) jakby drugi garnitur uczonych. Rzuca to
takze pewne $wiatlo na spoteczno-zawodowy charakter pracujacych w tej dyscy-
plinie ludzi. Ksigzke zredagowato dwéch chemikéw: dr Curtius z laboratorium
Uniwersyteckiej Kliniki Dziecigcej w Zurychu i dr Roth z Centralnego Laboratorium
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Szpitala Kantonalnego w Genewie. Spos$rod zespotu wspoétautoréw — 23 zamieszku-
je aktualnie w Szwajcarii, 15 rekrutuje sie z Anglii i USA, reszta pochodzi z innych
krajow europejskich. Uktad ten potwierdza prawde, ze duze dzieta wydaje sie dzi-
siaj przy wspdétudziale miedzynarodowego zespotu.

Ksigzka wydrukowana zostata przez wydawnictwo zachodnioniemieckie, ale
w wersji oryginalnej — po angielsku. Jest to jeszcze jedno potwierdzenie, ze jezyk
angielski staje sie miedzynarodowym jezykiem wiedzy.

Pospiech w wydaniu ksigzki spowodowal, ze opisy wielu metod przedstawione
zostaly dos$¢ niedoktadnie. Na przykiad na stronie 1128 postepowanie dotyczace
oznaczania mocznika zostato biednie podane. Podobnie na nastepnej stronie dla
innej metody bitednie podany zostat skitad odczynnika. W wielu miejscach przekre-
cone zostaly nazwiska cytowanych autoréw. Dla wielu btedéw w koncu niektérych
rozdziatéw podane zostaly wprawdzie poprawki lub dodatkowe wyjasnienia, ale —
jak z tego wynika — nie objety one wszystkich btedow.

W sumie wydanie podrecznika p.t. ,Biochemia kliniczna” Curtiusa i Rotha
nalezy uzna¢ dla chemii klinicznej za wydarzenie roku 1974. Ksigzka ta bedzie
miata zapewne korzystny wptyw na prace wielu laboratoriéw. Sadze, ze mimo bardzo
wygérowanej ceny (ca 160 Doi.) winna sie ona znalez¢ réwniez w niektérych naszych
wigekszych laboratoriach klinicznych — w angielskiej wersji, bez potrzeby ttuma-
czenia jej.

Jan Hankiewicz
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Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

PisSmiennictwo: W artykule nalezy cytowac¢ prace oryginalne z ostat-
nich Kkilku lat oraz najwazniejsze artykuly przegladowe omawiajgce
przedstawiong dziedzing z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy podawaé jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecana przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181— 184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac¢ nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autor(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty

jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig strone cytowanej publikaciji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans

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

Zatgczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym
numerowi uzytemu w teksScie, oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otoéw-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowac¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywac ich tres¢ zaznaczajgac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjag w kolejnosci ich oméwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tuszem na bialym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac liniag ciefisza niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykreséw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: A 0 O A Bl $
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,dot” (otow-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

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

Redakcja prosi o witasciwe pakowanie artykutdéw aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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