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I. Wstep

W niniejszym artykule pokazano og6lny obraz mechanizméw i spo-
sobow, wykorzystywanych w regulacji przemian w organizmach eukario-
tycznych. Nalezy uprzedzi¢ czytelnika, Zze nie przedstawiono tu rozwoju
naszych obecnych poje¢ o regulacji w formie systematycznego, chrono-
logicznego przegladu kolejnych odkry¢ i powstatych na ich podstawie
teorii i hipotez. Starano sie natomiast podkresli¢ pewne witasciwe proce-
som regulacyjnym cechy, ksztattujagce nasze poglady. Pierwszg z tych
cech, utatwiajaca poznanie, lecz prowadzacg czesto do uproszczen, jest
jednos¢ i powszechno$¢ mechanizmow regulacyjnych. Takie same mecha-
nizmy kontrolne wystepuja bowiem nie tylko w rdéznych ciggach meta-
bolicznych, ale i w réznych typach regulacji, a wiec zarbwno w kontroli
aktywnosci, jak i syntezy poszczegdlnych enzyméw, czy aktywnosci en-
zymu i transportu produktdéw jego dziatania przez btony. Zazwyczaj wy-
krycie jakiego$ okreslonego sposobu regulacji powoduje naptyw infor-
macji o wystepowaniu tego mechanizmu w wielu procesach metabolicz-
nych. Czesto jednak w $lad za pierwszymi sukcesami zaczynajg sie mnozy¢
spostrzezenia, powodujgce powstanie rys na klarownym — jak sie zdawa-
to — obrazie. Przewaznie nie podwazajg one istoty danego mechanizmu,
ale nakazuja ostrozno$¢ w ocenie jego wagi w catoksztatcie zagadnien re-
gulacji i przestrzegajg przed pochopnymi uogélnieniami.

Dochodzi tu do gtosu druga cecha biologicznych uktadéw regulatoro-
wych, ktéra czyni je niezmiernie precyzyjnymi i elastycznymi, ale zara-
zem i bardzo skomplikowanymi. Cecha ta wyraza sie zaopatrzeniem
gtownych uktadéw regulacji w nadrzedne, lub réwnolegte mechanizmy
kontroli. Nauka dostrzega je naog6t pdzniej, w sposéb mniej petny, peten
luk i niedoméwien. O ilez p6zniej niz same harmony poznano regulacje
ich syntezy, a takze regulacje wydzielania hormonow przez czynniki pod-
wzgérza. Do kontroli regulacji nalezy, zaliczyé uktady usuwajgce regula-
tory oraz ich ,wtdrne sygnaty” (np. cykliczne nukleotydy) z komdrek
i ptynéw ustrojowych. Nalezg tu tez mechanizmy, powodujace powrot
czasteczki biatkowej, zmienionej przez regulator, do stanu wyjSciowego
(np. fosfatazy enzyméw regulowanych przez fosforylacje).

Omawiajac rézne ,techniki” regulacyjne pominieto dziatanie jondw.
Ré6znorodnos¢ i powszechnos$¢ ich dziatania we wszystkich procesach me-
tabolicznych uniemozliwia wprowadzenie tego zagadnienia do niniejszego
artykutu bez szkody dla jego jasnosci. Udziat jondw w regulacji powinien
stanowi¢ temat odrebnego przegladu.
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Il. Regulacja aktywnosci biatek

Na rycinie 1. pokazano prosty schemat mechanizméw regulujgcych
aktywno$¢ biatek. Wyr6zni¢ w nim mozna dziatania nieodwracalne, pole-
gajace na ograniczonej proteolizie, oraz odwracalne, takie jak regulacja
allosteryczna, agregacja czy modyfikacja kowalencyjna.

r PULA AMINOKWASOW
a
b
KA ANE
ZYMOGEN _— AKTYWNE P —~———— BIAEKO
ograniczona  : BIALKO . przejscie
proteoliza : . allosteryczne

¢ lub modyfikacja

kowalencyjna

Ryc. 1. G¥éwne mechanizmy kontrolne aktywnosci enzymatycznej (1, zmodyfikowane).

I1-1. Ograniczona proteoliza

Aktywowanie proenzymow, prohormonoéw oraz innych nieczynnych
biatek w drodze hydrolizy okre$lonych wigzan peptydowych okazato sie
daleko bardziej rozpowszechnione, niz sagdzono do niedawna. Liczba zna-
nych biatek uczynnianych w ten sposdb wzrasta bardzo szybko (patrz.
Tabela 1).

Biorgc pod uwage niedoskonato$¢ metod wydzielania biatek z materia-
tu biologicznego mozna przypuszczaé, ze wiele enzyméw otrzymujemy
juz po proteolizie. Ulegaja jej na ogo6t wigzania peptydowe, umieszczone
N-terminalnie w stosunku do obszaru aktywnego biatka, potozone w pet-
lach znajdujacych sie na powierzchni czasteczki. Aktywacja zymogenow
jest czesto dodatkowo kontrolowana przez umieszczenie zymogenu i akty-
watora w réznych czesciach komorki, a nawet w réznych tkankach,
Aktywacja nosi charakter jedno- lub wielostopniowy. Przyktadem dwu-
stopniowej aktywacji jest uczynnianie chymotrypsynogenu, proela-
stazy, prokarboksypeptydazy i profosfolipazy przez trypsyne, powstaty
uprzednio z protrypsyny pod wplywem enterokinazy. Wielostopniowe
kaskady, podlegte samoregulacji maja miejsce w procesie krzepnienia
i w ukladzie komplementu. Proteoliza moze tez zachodzi¢ dwukrotnie
w jednej uczynnianej czasteczce, tak jak to sie dzieje w przypadku
preproenzymoOw i preprohormondéw trzustki. Dodatkowy peptyd na
N-koncu tancucha polipeptydowego ulega odszczepieniu przy przejsciu
przez btone endoplazmatyczng i w wyniku tej proteolizy powstaje pro-
enzym.
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Usuniecie peptydu z proenzymu narusza, jak sie wydaje réwnowage
sit, dyktujaca okreslong konformacje czasteczki. Umozliwia to przyjecie
przez biatko konformacji, dogodnej dla wyrazenia sie aktywnosci. Pro-
teoliza moze tez usuwac przeszkode przestrzenna, uniemozliwiajgcg do-
step substratéw do obszaru aktywnego proenzymu (1).

Tabela 1

Przyktady zymogenow, przeksztatcanych w aktywne biatka droga ograniczonej proteolizy
(1, zmodyfikowane).

Protyrozynaza, profenylooksydaza, prorenina, dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa leukocytéw, kinaza pirogronianowa ery-

Enzym
ymy trocytéw, pepsynogen, trypsynogen, chymotrypsynogen, prochy-
mozyna, prokarboksylaza, profosfolipaza, proelastaza
Hormony Proinsulina, proparathormon, proglukagon

Substancje naczyniowo ak-  Angiotensynogen, prokalikreina, kininogen
tywne

Czynniki krzepnienia czynnik VII, czynnik IX, czynnik X, protrombina, fVIII, fibryno-
gen

Czynniki fibrynolizy Proaktywator plazminogenu, plazminogen

Uktad komplementu Propedryna, czynnik C3 i C5

Czynniki rozwoju Syntetaza prochityny, prokokonaza, prokolagenaza, proakrozyna,
prokolagen

Jak wynika z obserwacji poczynionych w badaniu enzyméw krwinek
czerwonych, ograniczona proteoliza moze bra¢ udziat w powstawaniu réz-
nych form molekularnych enzymow. Dehydrogenaza glukozo-6-fosfora-
nowa jest u cztowieka kodowana przez jeden gen, ale w leukocytach i ery-
trocytach wystepuja odmienne formy enzymu. Réznig sie one od siebie
ruchliwoscig eletkroforetyczng, punktem izoelektrycznym i wiasciwosciami
kinetycznymi. Forme erytrocytarng mozna uzyskac¢ trawigc enzym z leu-
kocytow za pomoca karboksypeptydazy B, usuwajgcej C-terminalne resz-
ty lizyny i leucyny. Forma leukocytarna jest, jak sie wydaje, natyw-
nym enzymem. Wystepuje ona tez w retikulocytach. W miare ich dojrze-
wania, obok tej rodzimej formy pojawia sie enzym wiasciwy krwinkom
czerwonym, o C-terminalnej sekwencji Gly-Ala. Dominuje on w starych
krwinkach czerwonych (2).

Kinaza pirogronianowa wystepuje w erytrocytach jako homotetramer
zbudowany z 4 identycznych podjednostek, oraz heterotetramer, sktada-
jacy sie z dwu podjednostek typu L i dwu — wykazujacych wiekszy ciezar
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czasteczkowy. Te ostatnie przechodzg po proteolizie w podjednostki for-
my L. Mozna sadzi¢, Zze kinaza pirogronianowa powstaje w krwinkach
czerwonych jako prekursor, ktory drogg ograniczonej proteolizy prze-
ksztatca sie w forme L enzymu (3).

Przypuszcza sig, ze gtbwnym czynnikiem kontrolujagcym ilos¢ enzymu
w komorce jest jego synteza. Nie jest jednak wykluczone, ze ma réwniez
znaczenie rozktad czasteczek biatkowych w drodze proteolizy. Zachowanie
rbwnowagi miedzy degradacjg i powstawaniem czasteczek jest wazne
zwiaszcza w przypadkach, gdy czas péttrwania biatka jest krotki. Tak
rzecz ma sie z enzymami glikolitycznymi miesni szkieletowych. Warto
zwrdci¢ uwage, ze okres péitrwania fosfofruktokinazy — enzymu petnia-
cego kluczowa role w regulacji glikolizy — jest o potowe krotszy, niz
innych enzymdéw tego cyklu. Podobnie tez zawarto$¢ fosfofruktokinazy jest
mniejsza niz innych enzymow glikolitycznych. Wynosi ona 1,5 j;mola/kg
migsni, podczas gdy ilos¢ izomerazy fosfoheksozowej wynosi 4,5 i*mo-
la’/kg, a kinazy pirogronianowej 17,0—63,0 fimola/kg. Podatnos$¢ biatek
na degradacje moze zaleze¢ od stopnia ich agregacji. Monomery i dimery
fosfofruktokinazy ulegajg proteolizie daleko fatwiej, niz tetramery. Aso-
cjacja i dysocjacja podjednostek fosfofrutokinazy zalezy od stezen meta-
bolitéw, pH, temperatury i stezenia biatka. Warunki sprzyjajace dysocjacji
enzymu bedg zatym powodowaé wzmozong proteolize fosfofruktokinazy
i zmniejsza¢ jej zawartos¢ w komorce (4).

W miesniach gtadkich i szkieletowych, a takze w $luzdwce jelit wyste-
puja proteazy dziatajgce wybidrczo na enzymy, ktérych koenzymem jest
fosfopirydoksal. Aktywnos$¢ tych proteaz jest kontrolowana przez hormo-
ny, zalezy takze od diety. Na przykiad proteaza rozktadajgca fosforylaze
miesniowg wykazuje silng aktywnoS¢ przy diecie ubogiej w biatko. Obec-
no$¢ fosfopirydoksalu i fosfopirydoksaloaminy chroni enzym przed tra-
wieniem. W tkankach wystepujg swoiste inhibitory biatkowe proteaz,
utrzymujace je w stanie nieczynnym. Znaleziono takze proteazy, dziata-
jace wybi6rczo na enzymy zwiazane z koenzymami pirydynowymi (5).

11-2. Regulacja allosteryczna

Efekty allosteryczne byty przewodnim tematem badan nad regulacja
metaboliczng od chwili wykrycia tego zjawiska. Mozliwo$¢ zastosowania
hemoglobiny w badaniach modelowych, opracowanie metod pomiaréw Kki-
netycznych i ich interpretacji, a takze wydzielenie wielu enzyméw regu-
latorowych w czystej postaci przyczynity sie do szybkiego postepu w tej
dziedzinie. Obraz powstaly w wyniku badan zachwycat swa zbornoscia,
logika i ekonomicznos$cia. Metabolity i koenzymy, powszechnie wystepuja-
ce w roznych ciggach przemian, jak ATP, ADP, AMP, NAD, NADH,
cytrynian, acetylo-CoA i inne sg zarazem substratami czy produktami oraz
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regulatorami tych ciagow. Regulacja allosteryczna powoduje na ogot
zmiane powinowactwa enzymu do substratu, a nie zmiane szybkosci mak-
symalnej reakcji, co pozwala na bardzo precyzyjng regulacje na styku
przemian, gdy enzymy wspétzawodniczg o ten sam substrat. Jak sie wy-
dawato, zmiana stezen wymienionych wyzej metabolitdw moze by¢ przy-
czyng biyskawicznego wigczania i wylaczania z dziatania takich ciggéw
metabolicznych jak glikoliza, glikoneogeneza, synteza kwaséw tltuszczo-
wych i cykl kwaséw tréjkarboksylowych.

Z czasem zaczeto jednak przygladac sie bardziej krytycznie warunkom
oznaczen i kwestionowaé bezwzgledne przenoszenie wynikéw doswiadczen
in vitro na uktady fizjologiczne zywej komdrki. Badania prowadzono cze-
sto w niefizjologicznych stezeniach substratéw i metabolitow, albo w ukia-
dach zbyt czystych, izolowanych od sktadnikéw obecnych zawsze w zywej
komorce. Co wiecej, w komorkach stezenie sktadnikéw ulega statym zmia-
nom, czego nie uwzgledniano w do$wiadczeniach. Przyktadem rewizji po-
gladéw na regulacje allosteryczng moga stuzy¢ prace nad syntetazg cytry-
nianowa. Enzym ten, katalizujgcy pierwszg reakcje cyklu kwasu cytryno-
wego stanowi doskonaly punkt kontrolny catego cyklu. Wiadomo
byto, ze syntetaza cytrynianowa jest bardzo podatna na dziatanie efekto-
réw, do ktérych zalicza sie palmitylo-CoA., ATP, ADP, NADH, a-keto-
glutaran, bursztynylo-CoA, jony Mg2+, K+, Wystepuja przy tym wyrazne
réznice gatunkowe. Zaleznie od rodzaju inhibitorow sklasyfikowano syn-
tetazy cytrynianowe, wystepujgce w przyrodzie na trzy grupy: 1) hamowa-
ne przez NADH i a-ketoglutaran, 2) hamowane przez NADH i chronione
przez AMP, 3) hamowane przez ATP. Do grupy pierwszej nalezg syntetazy
wydzielone z bakterii gram-ujemnych, do drugiej — z pewnych szczepow
bakteryjnych, do trzeciej —z organizméw eukariotycznych i bakterii
gram-dodatnich. Okazato sie jednak, ze mozna tak dobra¢ warunki (np.
niskie, lecz lezace w zakresie fizjologicznym stezenie szczawiooctanu),
ze syntetaza cytrynianowa z watroby szczura jest hamowana przez NADH
i ketoglutaran. W fizjologicznych stezeniach magnezu nie zachodzi ha-
mowanie enzymu watrobowego przez ATP; enzym z Escherichia coli nie
jest hamowany przez a-ketoglutaran w fizjologicznych stezeniach potasu.
Hamowanie przez palmitylo-CoA nie moze zachodzi¢ w takich stezeniach
enzymu i substratu, jakie wystepuja w komorce. Stezenie jablczanu ma
duzy wptyw na dziatanie efektorow, co moze mieé istotne znaczenie wo-
bec stosowania dehydrogenazy jabiczanowej w testach przy oznaczeniu
aktywnosci syntetazy cytrynianowej (6).

Ulepszenie metod badawczych pozwala na wyeliminowanie wielu bite-
déw, czynionych dawniej; drastyczny przyktad syntetazy cytrynianowej
wykazuje jak bardzo ostroznym nalezy by¢ przy interpretowaniu wyni-
kéw doswiadczen in vitro. Dziatanie efektordw allosterycznych jest bardzo
ztozone i zalezy ono od obecnosci wielu sktadnikéw i czynnikow istnie-
jacych aktualnie w komorce. Czynniki te zmieniajg sie nieustannie, mo-



7 MECHANIZM REGULACJI METABOLIZMU 137

dyfikujac efekt allosteryczny: potegujac go, ostabiajagc lub znoszac cat-
kowicie.

W tym miejscu nalezy wspomnie¢ o regulacji aktywnosci enzyméw za
pomocg agregacji i dysocjacji czasteczek i podjednostek. Zjawisko to wig-
ze sie czesto z efektami allosterycznymi. W pewnych przypadkach odpo-
wiedni stan agregacji jest warunkiem dziatania enzymu. Na przyktad nie-
aktywne monomery karboksylazy acetylo-CoA ulegajg polimeryzacji je-
dynie w obecnosci dodatnich efektorow (cytrynianu i izocytrynianu)
przechodzac w spolimeryzowany stan aktywny. Jak sie wydaje, wiele
enzymow moze wystepowaé w roéznych stopniach agregacji podjednostek
lub czasteczek, wykazujac zaleznie od tego catg game wartosci aktywnosci
swoistej. Fosfofruktokinaza z miesni tworzy aktywne agregaty o ciezarze
czasteczkowym od 360 000 do 2 miliondw, a z erytrocytow — agregaty
od 380 000 do kilku lub kilkunastu milionéw. Agregaty te réznig sie mie-
dzy soba aktywnoscig, powinowactwem do fruktozo-6-fosforanu, wspot-
czynnikiem Hilla, podatno$cig na dziatanie ATP jako inhibitora alloste-
rycznego. Stan agregacji zalezy od stezenia biatka, od pH, stezenia sub-
stratdbw i efektoréw i od temperatury. Kinaza pirogronianowa, wydzie-
lona z komorek wysiekowego raka Ehrlicha (typ K enzymu), wystepuje
w postaci subaktywnego dimeru i wysoce aktywnego tetrameru. Wza-
jemne przejScie obu form zachodzi bardzo wolno. Alanina, ktéra jest
allosterycznym inhibitorem kinazy pirogronianowej przesuwa réwnowage
dimer — tetramer w strone dimeru (7).

11-3. Transport metabolitéw przez btony biologiczne

Efektorowe dziatanie metabolitow zalezy od ich stezenia w okreslonej
strukturze subkomérkowej. Stezenie to zmienia sie nie tylko wskutek
powstania i rozpadu w przebiegu przemian, ale i wskutek transportu
przez btony. Blona cytoplazmatyczna i btony ograniczajace organelle ko-
mdrkowe, zwiaszcza mitochondria, sa wyposazone w szereg nosnikéw, czyli
translokaz, kierujgcych metabolity do wnetrza i na zewnatrz btony w spo-
séb scisle kontrolowany. No$niki te dziatajg na og6t systemem ,handlu
wigzanego”: przejScie okreSlonej substancji lub jonu przez blone zacho-
dzi réwnocze$nie z przesunieciem ,,przeciwjonéw” w kierunku przeciwnym.
Na przyktad translokaza kwaséw dwukarboksylowych przenosi burszty-
nian lub jabtczan do wnetrza btony mitochondrialnej wzamian za ion
fosforanowy, przenoszony na zewnatrz; translokaza kwaséw trdjkarbo-
ksylowych przenosi cytrynian wzamian za jabtczan; a-ketoglutaran ,,wy-
mieniany” jest za jabiczan i fosforan, asparaginian za glutaminian i tak
dalej. Sprzezona akcja dwu lub kilku translokaz umozliwia jednoczesne
przenoszenie przez btone substancji, nie majacych wspdlnego nosnika
(patrz, Ryc. 2).
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Jak wida¢, sumaryczny efekt przeniesienia a-ketoglutaranu na ze-
whnatrz i izocytrynianu — do wnetrza mitochondrium zachodzi z udziatem
dwu nos$nikéw, dla ktérych ,przeciwjonem” jest jabtczan. W tancuch
takich sprzezonych dziatan transportowych wigczajg sie takze enzymy
umieszczone w cytoplazmie i w mitochondriach, co umozliwia zmiane
stezen po obu stronach biony takich metabolitéw, ktére nie posiadajg
nos$nikow. Przyktadem moze by¢ tu szczawiooctan. Cytoplazmatyczny izo-
enzym dehydrogenazy jabtczanowej przeksztatca szczawiooctan w jabtczan,
ktéry po przeniesieniu do wnetrza mitochondrionu ulega utlenieniu

Wewnatrz \ Btona \ Na zewnatrz
«-ketoglutaran —— « -ketoglutaran
1
Jabtczan Jabliczan
Jabftczan »  Jablczan
lzocytrynian - : Izocytrynian

Ryc. 2. Transport a-ketoglutaranu i izocytrynianu przez btong mitochondrialng
1—translokaza alfa-ketoglutaran : kwas dwukarboksylowy, 2—translokaza kwas tréjkarboksy-
lowy : jabiczan.

z udziatem mitochondrialnego izoenzymu. Powstaty szczawiooctan moze
ulegaé transaminacji i transportowi w formie asparaginianu, ten za$§ w cy-
toplazmie przechodzi znéw w szczawiooctan. Odpowiednia transaminaza
znajduje sie zarbwno w mitochondriach jak i w cytoplazmie.

Poniewaz przenoszone metabolity sg nie tylko substratami, ale i efekto-
rami enzymoéw, kontrolowany transport jest dodatkowym regulatorem
efektow allosterycznych. Jako przykiad moze stuzyé transport cytrynia-
nu do cytoplazmy. Staje sie on tam nie tylko substratem liazy cytrynia-
nowej, dostarczajacej acetylo-CoA dla syntezy kwaséw ttuszczowych, ale
i aktywatorem pierwszego enzymu tej syntezy: karboksylazy acetylo-CoA.
W mitochondriach cytrynian hamuje dehydrogenaze pirogronianu, a wiec
usuniecie jego nadmiaru do cytoplazmy bedzie pobudza¢ powstawanie
mitochondrialnego acetylo-CoA. Translokaza cytrynianu podlega dziataniu
efektorow. Jej inhibitorem jest acylo-CoA o dtugim tancuchu weglowym.
Wzrost zawartosci wysokich kwaséw ttuszczowych w cytoplazmie powo-
duje zmniejszenie powinowactwa translokazy do cytrynianu, wyrazajgce
sie 2 — 3-krotnym wzrostem wartosci Km Nagromadzenie aktywnych
kwasow ttuszczowych w cytoplazmie, majgce miejsce w cukrzycy i u glo-
dzonych zwierzat bedzie zatem hamowac synteze tych kwaséw, zaréwno
przez pozbawienie jej wyjsciowego substratu, jak i dodatniego efektora —
cytrynianu. W mitochondriach nastapi zmniejszenie produkcji acetylo-CoA
wskutek nagromadzenia cytrynianu (8).
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11-4. Modyfikacja kowalencyjna

Odkrycie modyfikacji kowalencyjnej jako mechanizmu regulacji ak-
tywnosci enzymatycznej stato sie kolejnym wielkim wydarzeniem w bio-
chemii. Aktywacja i hamowanie czynnosci enzyméw przez fosforylacje
czasteczki, udziat cyklicznego AMP jako ,drugiego sygnatu” dziatania
hormonéw w tym procesie, obecnos¢ swoistych receptorow hormonéw
w btonach komérkowych — wszystko to otworzyto nowy rozdziat w nauce
0 regulacji. Pomimo wielostopniowego i kaskadowego przebiegu regu-
lacji, ogolny jej obraz wydawat sie poczatkowo prosty i jasny. Steze-
nie cyklicznego AMP, jego synteza pod wptywem cyklazy adenylowej
1rozpad z udziatem fosfodiesterazy zdawaly sie decydowac o przebiegu
gtébwnych ciggébw przemian. Mechanizm aktywacji, polegajacy na przy-
taczeniu cyklicznego AMP do podjednostki regulatorowej i uwolnieniu
aktywnej podjednostki katalitycznej okazat sie wspolny dla wszystkich
kinaz biatkowych. We wszystkich znanych enzymach i biatkach, ulegaja-
cych fosforylacji pod wptywem kinaz biatkowych stwierdzono istnienie
podobnych sekwencji aminokwasowych, potozonych N-terminalnie od fos-
forylowanej seryny. Zawsze znajdujg sie tam co najmniej dwie kolejno
po sobie nastepujace reszty aminokwaséw zasadowych. Dla przyktadu
podano ponizej kilka takich sekwencji (9, 10):

Kinaza fosforylazy, podjednostka beta: Arg—Lys—Arg—Ser—Gly—

100

Ser—P....

Kinaza fosforylazy, podjednostka alfa: Phe—Arg—Arg—Leu—Szor—P....
Kinaza pirogronianowa: Leu—Arg—Arg—AIa—Ssgr—P....

Inhibitor fosfatazy bia’;kowej:' Arg—Aré—Arg—Arg—Pro—Tsr?r—P

80
Syntetaza glikogenu (obszar 2): Lys—Arg—Ala—Ser—~P....
Arg

50
Histon H2B: Lys—Lys—Arg—Lys—Arg—Ser—P....
" 20
Histon 1. Phe—Arg—Arg—Leu—Ser—P....

Takze fosfataza bialkowa okazata sie wspdlng dla wszystkich enzy-
moéw i biatek ufosforylowanych pod wptywem kinaz. Jesli nawet istnie-
ja rézne formy molekularne tej fosfatazy (zwanej fosfatazg Ill), zawie-
rajg one identycznag podjednostke katalityczng, rdéznig sie za$ rodzajem
inhibitora biatkowego, zwigzanego z tg podjednostkg (11).

Stopniowo zaczeto odkrywa¢ dodatkowe mechanizmy, uzupeiniajgce
model dziatania przez fosforylacje i defosforylacje, a stwarzajgce nowe
mozliwosci regulacji. Na rycinie 3 przedstawiono schemat regulacji aktyw-
nosci fosforylazy i syntetazy glikogenu.




140 J. KWIATKOWSKA [10]

Aktywacja fosforylazy glikogenu przez hormony, pobudzajace synteze
cyklicznego AMP zachodzi diuzszg i ztozong drogg niz jednoczesne
hamowanie syntetazy glikogenu przez te hormony. W jej uktad, obok ki-
nazy biatkowej, wchodzi odrebna kinaza fosforylazy. Aktywacja tej Ki-
nazy przez kinaze biatkowg zawiera elementy samokontroli, zapobiega-
jacej zbyt intensywnemu rozpadowi glikogenu. Polega to na zréznicowanej

Cyklaza
HORMONY ——3 adenllowa e e CAMP

Fosf?l‘ Kinaza c-AMP
taza -

ST foaforalis g s S U kinaza

’/ rylazy biatka

/ b Fosforylaza a
/ A
[ 5
| =5
— by

Ryc. 3. Schemat regulacji aktywnosci fosforylazy i syntetazy glikogenu (9, zmody-
fikowany).

a—forma wysoce aktywna; b —forma mniej aktywna, Ki, lii I2—inhibitory biatkowe*

fosforylacji i defosforylacji podjednostek kinazy fosforylazy. Enzym ten
jest tetramerem, skiladajagcym sie z trzech réznych podjednostek: (a 3y)4
Podjednostka beta ulega fosforylacji w pierwszym rzedzie. Zachodzi to
bardzo szybko i energicznie, powodujgc 40-krotny wzrost aktywnosci ki-
nazy fosforylazy. Gdy co najmniej dwie podjednostki beta ulegty fosfory-
lacji, zachodzi powolna fosforylacja podjednostek a. Ma to wplyw na
konformacje podjednostek (3 ktore stajg sie bardziej podatne na dziatanie
fosfatazy Ill. Zachodzi wtedy defosorylacja podjednostek 3 a tym samym
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spada aktywnos$¢ kinazy fosforylazy (12). Ale to ograniczenie dziatania cy-
klicznego AMP na aktywacje fosforylazy moze by¢ odraczane dzieki fos-
fatazie Il, defosforylujacej wytacznie podjednostki alfa kinazy fosfory-
lazy. Z fosfatazg Il wspotdziata funkcjonalnie takze inhibitor biatkowy
fosfatazy I1l. Zahamowanie funkcji tej fosfatazy przedtuza okres wysokiej
aktywnosci kinazy fosforylazy oraz fosforylazy. Inhibitor—1 fosfatazy
jest sterowany przez cykliczny AMP. Pod wplywem kinazy biatkowej,
zaleznej od cAMP inhibitor—1 ulega fosforylacji. W tej formie hamuje
on aktywnos$¢ fosfatazy Ill. Po defosforylacji inhibitor—1 traci zdolno$¢
hamowania fosfatazy (9).

Fosfataza Ill jest uczynniana przez glukoze, stad tez w hyperglikemii
fosforylaza glikogenu ma tendencje przechodzenia w nieaktywng, zde-
fosforylowang forme b.

Uktad syntetazy glikogenu nie zawiera odrebnej kinazy syntetazy i syn-
tetaza jest fosforylowana bezposrednio przez kinaze bialtkowa, zalezng
od cAMP. W syntetazie tej istnieja jednak dwa obszary: 1i 2, ulegajace
fosforylacji. Jedynie fosforylacja obszaru 2 powoduje spadek aktywnosci
syntetazy. Obszar 1 ulega bardzo powolnej fosforylacji, ktéra nie ma
wplywu na aktywno$¢é enzymu. Wystepujg tu wiec pewne podobienstwa
ze zréznicowang fosforylacjg podjednostek a i @kinazy fosforylazy i nie
jest wykluczone, ze obecno$¢ dwu obszarow fosforylacji w syntetazie gli-
kogenu ma tez znaczenie regulacyjne (10). Syntetaza ulega fosforylacji
nie tylko pod wptywem kinazy biatkowej, zaleznej od cAMP. Takze i od-
rebny enzym, niezalezny od cAMP fosforyluje aktywng forme a (I), prze-
ksztatcajac ja w nieaktywng forme b2 (D2. Z kolei b2 jest odmienng forma
od bj (D”, rézni sie od niej statg aktywacji Kawobec glukozo-6-fosforanu,
oraz wspdiczynikiem aktywnosci w obecnosci i nieobecnosci tego
efektora.

Syntetaza glikogenu podlega tez regulacji lokalnej, niezaleznej od hor-
monoéw, lecz od warunkéw energetycznych, panujagcych w komdrce. Akty-
wacja formy b (D) przez Glu-6-P i UDPG sprawia, ze w warunkach
wysokoergicznych trzeba bardzo silnego bodzca adrenaliny, by unieczyn-
ni¢ syntetaze glikogenu. Hamowanie formy a (I) przez AMP, ADP i UDP
utrudnia dziatanie insuliny w warunkach ubogich w energie. Podobnie
fosforylaza mie$niowa b jest aktywowana przez AMP.

Fosforylacja jest jak sie wydaje bardzo powszechnym mechanizmem
regulacji aktywnos$ci enzyméw przemiany cukrowej i tluszczowej. Nie
tylko fosforylaza, syntetaza glikogenu i lipaza, ale i fosfofruktokinaza,
kinaza pirogronianowa, dehydrogenaza pirogronianowa, syntetaza kwasow
ttuszczowych, karboksylaza acetylo-CoA i inne enzymy wystepujg w for-
mach fosfo- i defosfo- o réznej aktywnosci. Kinaza biatkowa, niezalezna
od cAMP i fosfataza biatkowa wchodzg w sklad kompleksu dehydrogena-
zy pirogronianowej ssakow.

Fosforylacja jest najlepiej zbadang modyfikacjg kowalencyjng biatek.
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Nie ulega jednak watpliwosci, ze takze i metylacja i acetylacja zmie-
niajg aktwno$¢ enzymoéw. Potaczenie biatka z RNA zmienia aktywno$¢ Ki-
nazy pirogronianowej M z migéni ludzkich (13).

I1l. Regulacja syntezy biatka

ni-1. Modyfikacja kowalencyjna

Badania prowadzone intensywnie w ciggu ostatnich lat wykazaty,
ze modyfikacja kowalencyjna biatek cytoplazmy, rybosomoéw i jadra jest
czynnikiem regulujacym rézne etapy syntezy biatka. Stosunkowo dobrze
poznano uktad aktywacji i inhibicji inicjacji syntezy gtobiny w retykulo-
cytach. Biatkowy czynnik inicjacji eukariotycznych organizméw — IF-E2
moze wystepowa¢ w postaci ufosforylowanej i defosforylowanej. Jedynie
forma defosfo- uczestniczy aktywnie w procesie inicjacji i aktywuje go.
Forma fosforylowana jest nieczynna. Wydzielono i oczyszczono kinaze
biatkowa, niezalezna od cAMP, ktéra katalizuje fosforylacje czynnika
IF-E2 oraz fosfataze, ktéra usuwa fosforan. Obydwa enzymy znajdujg sie
pod kontrolg heminy. Hemina aktywuje fosfataze, a hamuje kinaze czyn-
nika IF-E2 tym samym pobudzajgc synteze globiny w retykulocytach (14).
Hamowanie kinazy jest czeSciowo znoszone przez globine (15). Schemat
dziatania heminy przedstawia rycina 4:

Hemina

Nieaktywna N Aktywna t
fosfataza ~ = - : fosfataza

GTP.
l Met-tRNA¢

P-IF-E2 — i e +___.>{ Me;g‘gAf
errtetacr e iz
1 A0S

Nieaktywna ~ o Aktywna |
kinaza e 1. kinaza

eere

Hemina

Ryc. 4. Regulacja inicjacji syntezy biatka przez hemine (14, 15, zmodyfikowane).
P—IF—Ez —nieczynny czynnik inicjacji z organizméw eukariotycznych, (ufosforylowany);
IF—E2—aktywny czynnik inicjacji.

Kinaze fosforylujaca czynnik IF-E2 wydzielono takze z komorek wa-
troby. Wydaje sie, ze regulacja inicjacji przez fosforylacje jest mecha-
nizmem ogo6lnym, a nie tylko zwigzanym z syntezg globiny. Aktywacja
inicjacji przez hemine zachodzi w komoérkach HelLa, wysiekowego raka
Ehrlicha, ptytkach krwi i innych komdrkach (16).
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Wydzielono tez inna kinaze biatkowa, zalezng od cAMP. Jest ona luz-
nie zwigzana z rybosomami i katalizuje fosforylacje biatek podjednostki
rybosomalnej 40S. Nie dziata ona na czynnik IF-E2 Oddzielna fosfataza
przeprowadza defosforylacje biatek podjednostki 40 S (17). Fosforylacja
biatek rybosomdw powoduje zmniejszenie syntezy biatka. Natomiast ace-
tylacja tych biatek poprzedza i przys$piesza proces translacji (18). Nie jest
wykluczone, ze hamujace dziatanie glukagonu na elongacje i terminacje
tancucha polipeptydowego polega na jego wptywie na modyfikacje czyn-
nikow biatkowych, uczestniczacych w tych procesach (19).

Metylacja, acetylacja i fosforylacja biatek histonowych sg niezbedne
dla transportu tych biatek do jadra komorki oraz dla utworzenia zorgani-
zowanej struktury chromatyny. Kowalencyjna modyfikacja histondw oraz
biatek niehistonowych ma zwigzek z aktywacja i wyrazaniem genéw i syn-
tezg mMRNA. W wielu przypadkach zachodzi tez korelacja miedzy dzia-
taniem hormonow na procesy transkrypcji a modyfikacjg biatek niehisto-
nowych jadra (20). Kolejno$¢ procesow acetylacji i fosforylacji, kontrolo-
wana przez aldosteron ma wplyw na aktywno$¢ polimerazy RNA.
Obserwowano wspoétzalezno$é miedzy fazami cyklu komérkowego i mito-
za a modyfikacjg biatek chromatyny (18).

Wspoiczesny stan wiedzy pozwala na stwierdzenie niewgtpliwego udzia-
tu modyfikacji biatek w ztozonych procesach zachodzgcych w jadrze ko-
morkowym, nie wyjasnia jednak dokladnego mechanizmu regulujgcego
to zjawisko. Na przeszkodzie stoi ztozono$¢ budowy chromatyny i rozmai-
to$¢ biatek niehistonowych jadra, zbyt stabo dotychczas zcharakteryzo-
wanych.

m -2. Udziat hormonéw sterydowych w syntezie biatka

W ciggu ostatnich lat nastgpit burzliwy rozwdj nauki o mechaniz-
mie dziatania hormonoéw sterydowych na synteze biatka (21). W zasa-
dzie mozna méwié o znajomosci przebiegu procesu wybidrczego wigzania
czasteczki hormonu w cytoplazmie. Znéw mamy tu do czynienia z jedno-
litym modelem dla wszystkich hormonéw sterydowych i wszystkich ko-
morek posiadajacych receptory. Nic wiec dziwnego, ze wykrycie recepto-
row estrogenu w cytoplazmie komérek macicy sprowokowato serie badan
nad innymi hormonami i, ze badania te zostaty uwienczone powodzeniem.
Wydzielone receptory, niezaleznie od ich pochodzenia tkankowego i ro-
dzaju hormonu wykazujg bardzo duze podobieAstwa wzajemne pod wzlge-
dem budowy, wiasciwosci, kinetyki wigzania hormonu i transformacji
czasteczki zachodzacej po przytgczeniu hormonu. Istniejgce rdznice
nie sg istotne i zwigzane sg ze specyfika tkankowg (22).
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Nalezy podkresli¢, ze wobec dostepnosci efektora — hormonu ste-
rydowego — dla calego organizmu, punkt ciezkosci regulacji wybiorcze-
go jego dziatania jest przesuniety w strone obecno$ci odpowiednich re-
ceptordw w komorkach. Podobnie rzecz ma sie w przypadku hormo-
néw posiadajacych receptory w btonach komérkowych i dziatajacych przez
CAMP.

Mechanizm dziatania kompleksu receptor-hormon po wniknieciu do
jadra jest wcigz niejasny i kontrowersyjny. W wielu przypadkach
stwierdzono, ze kompleks ten wigze sie wybidrczo z frakcjg biatek nie-
histonowych, okreslanych jako AP3 Przeniesienie biatek tej frakcji
z chromatyny komoérek wrazliwych na okreslony hormon do chromatyny
komoérek niewrazliwych, nie wykazujacej zdolnosci wigzania kompleksu
receptor—hormon, nadaje tej chromatynie zdolno$¢ akceptorowg wzgle-
dem kompleksu. Usuniecie frakcji AP3z izolowanej chromatyny, pocho-
dzacej z komédrek wrazliwych na hormon, pozbawia jg zdolnosci wigzania
kompleksu receptor—hormon. Stwierdzono, Zze kompleks receptor—
hormon wnika do jgdra jako dimer, w ktdrym obie podjednostki
czasteczki biatkowego receptora sg zwigzane z hormonem. Funkcja obu
podjednostek jest jednak odmienna. Okazatlo sie, ze po dysocjacji
dimeru podjednostka B wykazuje powinowactwo do frakcji AP3chroma-
tyny, a podjednostka A — do DNA pozbawionego biatek. Dato to podio-
ze dla hipotezy, zgodnie z ktérag dimer faczy sie z frakcja AP3
przez podjednostke B, po czym uwalnia sie podjednostka A. taczy sie
ona z odcinkiem DNA, ,wskazanym” przez odpowiednio zlokalizowane
biatko frakcji AP3 po czym nastepuje wyrazenie sie genu.

Takze tyroksyna ma w chromatynie biatko akceptorowe. Nie zostato
ono jeszcze wydzielone i zcharakteryzowane, ale wiadomo, ze wigze
sie ono z wolng tyroksyng i jej pochodnymi, a nie z kompleksem rece-
ptorowym z cytoplazmy. Przeprowadzono interesujgce badania modelo-
we wigzania tyroksyny z prealbuming. Jest to jedno z dwu bialek suro-
wicy krwi, odznaczajgcych sie wysokim powinowactwem do tyroksyny.
Prealbumina ma dwa obszary wigzace hormon, umieszczone wewnagtrz
kanatu biegnacego wzdtuz czasteczki. Inne obszary wigzace wykazujg sil-
ne powinowactwo do DNA, wiazac sie z odcinkiem 10—12 par nukleoty-
déw o okreslonej sekwencji. Istnieje duze prawdopodobiefstwo, ze réwniez
akceptor jadrowy tyroksyny posiada centra wigzace tyroksyne i odcinek
DNA, a przytaczenie hormonu wpitywa na odstoniecie genu (23).

Innym mozliwym akceptorem wolnych hormondw lub kompleksow re-
ceptor—hormon sg rybonukleinowe czgstki (RNP) jadra, zawierajgce pre-
kursory mRNA. Wigza one androgeny, estrony, glukokortykoidy i tyro-
ksyne. Nie ustalono, czy hormony wiazg sie alternatywnie albo z biatkami
chromatyny, albo z RNP, czy tez najpierw z chromatyng, a nastepnie
z RNP (24).
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111-3. Koncepcja ,,funkcjonalnej jednostki genetycznej”

Badania przeprowadzone w wielu pracowniach wykazuja, ze w orga-
nizmach eukariotycznych zachodzi réwnoczesna, zapewne wspélnie regu-
lowana represja i derepresja kilku lub kilkunastu enzyméw, dziataja-
cych w jednym cyklu przemian. Zjawiska takie majg miejsce przy ada-
ptacji organizmu do diety i warunkdw S$rodowiska, przy przejsciu od
zycia ptodowego do pozaptodowego, w regenerujgcych tkankach, a takze
w rosnacych tkankach nowotworowych. Nie ulega watpliwosci, ze chodzi
tu o regulacje syntezy biatek, a nie ich aktywnos$ci. Dotyczy to zarow-
no oddzielnych enzyméw, jak i izoenzymdw. Wydaje sig, ze w organizmach
eukariotycznych nie ma jednostek strukturalnych, odpowiadajacych ope-
ronom bakteryjnym. Czesto obserwuje sie jednoczesne sterowanie synte-
zg kilku enzymow, ktérych geny znajdujg sie w réznych chromosomach.
Weber wprowadzit pojecie ,funkcjonalnej jednostki genetycznej”. Jako
jeden z pierwszych wykazat on, ze synteza weztowych enzymoéw przemia-
ny cukrowej i nukleotydowej zachodzi rdwnoczesnie, z jednakowg inten-
sywnoscia, w obrebie jednego toru metabolicznego w przebiegu ontoge-
nezy. Wszystkie enzymy glikolizy, zwlaszcza enzymy regulatorowe wyka-
zujg niskie stezenie w watrobie ptodu. Przy urodzeniu szczura poziom
ich wynosi okoto potowe wartosci wystepujacej w watrobie dorostych
zwierzat. Proces syntezy tych enzyméw nasila sie gwaltownie w wie-
ku 18—21 dni, zawartos¢ ich w watrobie osigga norme okoto 60 dni po
urodzeniu. Odwrotnie, enzymy glukonoegenezy (karboksylaza pirogronia-
nowa, fosfataza fruktozo-1, 6-bis-fosforanowa, fosfataza glukozo-6-fosfo-
ranowa) sg energicznie syntetyzowane w watrobie ptodu, szczyt nasile-
nia syntezy wszystkich tych enzyméw przypada na 5-ty dziedA zycia
pozaptodowego, po czym nastepuje spadek syntezy. W tej jednoczes-
nej represji i derepresji enzyméw biorg zapewne udziat hormony. Po
wywotaniu cukrzycy u zwierzat dorostych nastepuje gwaltowny spadek
ilosci enzymdw glikolitycznych i wzrost — glukoneogenetycznych. Poda-
nie insuliny wywotuje odwrotny efekt. Weber obserwowat tez podobne
regularnosci w syntezie enzymow rozpadu i syntezy kwasoéw nukleino-
wych podczas ontogenezy i wzrostu nowotworéw (25). Spostrzezenia We-
bera znalazty potwierdzenie w bardzo wielu pracach, w ktérych badano
ekspresje gendw u rosnacych organizméw, w réznych tkankach no-
wotworowych i u nosicieli guzéw. Istnieje wyrazna zalezno$¢ miedzy jed-
noczesng represja izoenzymow catego ciggu przemian, na przyktad gliko-
lizy, charakterystycznych dla tkanki dorostej i derepresjg form ptodo-
wych, a stopniem zrdéznicowania tkanki i zto$liwoscia nowotworéw (26,
27).

Jak jednak zachodzi taka regulacja, skoro nie ma mowy o dostownym
strukturalnym odpowiedniku operonu? Na ten temat istniejg jedynie
mniej lub bardziej pomystowe hipotezy, brak jednak faktycznych danych.

2 Postepy Biochemii



146 J. KWIATKOWSKA [16]

Koncepcja Brittena i Davidsona zaktada istnienie specjalnych
odcinkbw DNA, tzw. obszaréw sensorowych, ktdre sg pobudzane przez
efektory, na przyktad hormony. Po przytaczeniu efektora do sensora na-
stepuje odblokowanie innej czesci tancucha DNA — integratora, na ma-
trycy ktérego powstaje swoisty RNA. Ten RNA dopiero pobudza wiasci-
wy gen strukturalny. Jednoczesne dziatanie efektora na kilka gendw
strukturalnych mogtoby zachodzié dzieki wptywowi jednego sensora na
kilka integratorow (28).

D1-4. Wptyw impulséw nerwowych na synteze biatka

Nerwowa regulacja przemian znana byta w fizjologii juz w poczatkach
jej rozwoju, ale molekularne mechanizmy tego procesu, zwiaszcza jesli
chodzi o regulacje syntezy enzyméw, sg nadal bardzo mato poznane. Wia-
domo, ze w dorostej tkance miesniowej przeciecie nerwéw wywotuje po-
wrot do profilu enzymatycznego, obserwowanego w mie$niach ptodéw.
W tkance miesniowej ptodu aktywnos$¢ heksokinazy, dehydrogenazy glu-
kozo-6-fosforanowej i 6-fosfoglukonianowej jest znacznie wyzsza niz
w miesniach dorostych zwierzat. Jest ona zlokalizowana u ptodu gtdwnie
w cytoplazmie komérek miesniowych, u dorostych zas w mitochondriach.
Po przecieciu nerwow obserwuje sie wzrost aktywnos$ci wymienionych
enzymow gtéwnie w frakcji cytoplazamtycznej. Efekt ten nie zachodzi
po podaniu aktynomycyny D (29). Zmiana profilu enzymatycznego zacho-
dzi tez po unerwieniu miegéni ,,szybkich”, takich jak vastus, rectus femoris
i inne nerwami miesni ,,powolnych”, na przyktad soleus. Miesnie ,powol-
ne” charakteryzuje wysoka aktywno$¢ enzymdw cyklu Krebsa i (3-oksy-
dacji kwaséw tluszczowych oraz niska — enzymow glikolizy i glikogeno-
lizy. Mieénie ,,szybkie” zawierajg duze stezenia enzymdw glikolitycznych,
niskie za$ — utleniajagcych. Po inerwacji krzyzowej miesnie ,szybkie”
wykazujg wysoka aktywnos¢ enzyméw cyklu Krebsa i niskg — glikoli-
tycznych, za$ mies$nie ,,powolne” — wzrost aktywnosci enzymow glikoli-
zy i spadek — enzymdw proceséw tlenowych (4).

IV. Regulacja wzrostu komdrek przez czynniki surowicze

Pomimo znacznego postepu w nauce o regulacjach metabolicznych,
wiedza o kontroli procesow tak ztozonych jak wzrost, podziat i rdznico-
wanie tkanek znajdujg sie w pierwszych etapach poznania. Nie ulega
watpliwosci, ze procesy te zalezg w duzej mierze od hormonu wzrostu,
ale wielostronno$¢ jego dziatania z jednej strony i brak precyzyjnych me-
tod badania z drugiej — utrudniajg wyjasnienie mechanizmu jego czyn-
nosci. Ostatnio dopiero poczyniono pewien postep w tej dziedzinie. Wy-



[17] MECHANIZM REGULACJI METABOLIZMU 147

kryto mianowicie czynniki peptydowe surowicy krwi, bedace posredni-
kami dziatania hormonu wzrostu. Juz dawniej byto wiadomo, ze surowica
zawiera ,insulinopodobne” ciata, dziatajagce podobnie jak insulina na
przemiane tkanki ttuszczowej, lecz znacznie silniej od niej pobudzajace
wzrost kultur tkankowych. Dodanie surowicy do kultury fibroblastéw
powoduje wzrost pobierania glukozy i wcielanie znakowanego uracylu
w RNA, tyminy — w DNA, aminokwaséw — w polipeptydy i siarczanu —
w sulfoglikany, a takze zwiekszenie intensywnosci syntezy DNA. Pod
wptywem surowicy nastepuje tez spadek ilosci cCAMP i wzrost — cGMP
w komorkach; cGMP pobudza komorki do mitozy, natomiast CAMP ha-
muje wzrost komérek we wczesnej fazie Gxi G2 (30).

Wydzielone peptydy nazwano somatomedynami A, Au B, C albo pep-
tydami o dziataniu NSILA (nonsuppressible insulin-like activity). Sub-
stancje te majg swoiste receptory w btonach komdérkowych. Opracowana
przez Halla radioreceptorowa metoda pozwala na iloSciowe oznaczenie
zawartosSci somatomedyn w surowicy. Jak sie okazato, ich ilo$¢ jest nizsza
od prawidtowej w niedoczynnosci przysadki, a u 0s6b cierpigcych na akro-
megalie przekracza 10-krotnie poziom prawidtowy (31). Stosujagc do sa-
czenia molekularnego Sephadex G-75 i Dowex 50, oraz wysokonapieciowg
elektroforeze oczyszczono sornatomedyne A. Jest ona obojetnym polipep-
tydem o masie czasteczkowej okoto 7000 daltonéw, dziatajacym na kul-
tury fibroblastow podobnie jak cata surowica. Somatomedyna B o masie
czasteczkowej 5000 daltonow jest kwasnym polipeptydem (32). W innej
pracowni wydzielono sornatomedyne C, polipeptyd bogaty w arginine, po-
budzajgcy komorki do mitozy i wcielanie tyminy w DNA (33). Receptory
somatomedyn sg odmienne od receptoréow insulinowych w btonach ko-
mérek. Opisane przez wielu autoréw ,insulinopodobne” dziatanie suro-
wicy nie jest hamowane przez przeciwciata antyinsulinowe i ma zwigzek
z polipeptydami o budowie podobnej do insuliny, lecz o odmiennych re-
ceptorach btonowych. Potowa pierwszych 30 reszt aminokwasowych pep-
tydu o dziataniu NSILA, wydzielonego z surowicy jest identyczna z ami-
nokwasami taficucha B czasteczki insuliny. W odr6znieniu od somatome-
dyn polipeptydy o dziataniu NSILA nie pobudzaja wbudowywania
siarczanu w sulfoglikany chrzgstki. To kryterium rdznicowania somato-
medyn i peptydéw o dziataniu NSILA stato sie jednak mato istotne, gdyz
okazato sie, ze oczyszczone somatomedyny okazujg jedynie staby wplyw
na ten proces, a z kolei peptydy o dziataniu NSILA nabywajg te ceche
pod wplywem czynnika zawartego w surowicy. Jak sie wiec wydaje,
wcielanie siarczanu zalezy od innego niz somatomedyny i peptydy o dzia-
taniu NSILA, czynnika surowiczego stanowigcego zanieczyszczenie suro-
wych preparatow. Mozna przypuszczaé, ze somatomedyny i peptydy
0 dziataniu NSILA sg ze sobg blisko spokrewnione, a moze stanowig od-
miany tej samej czasteczki. Peptydy o dziataniu NSILA, somatomedyny
A i C maja w surowicy nos$nik biatkowy, z ktdrym sie wiazg. ldentycz-

2%
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nos$¢, wzglednie podobienstwa strukturalne somatomedyn zostang praw-
dziwie poznane dopiero po oznaczeniu petnej sekwencji aminokwasowej
tych polipeptydéw (34).

Odkrycie i wydzielenie tych substancji jest bez watpienia krokiem
w przoéd w tej dziedzinie nauki i budzi nadzieje, ze utatwi zrozumienie
mechanizmoéw regulujgcych procesy wzrostu.

Artykut otrzymano 26.11.1977; po rewizji autorskiej przyjeto 23.12.1977.

PISMIENNICTWO

1 Neurath H, Walsh K., (1976), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 73, 3825—3832

2. Kahn A, Bertrand O, Cottreau D, Boivin P, Dreyfus J. C,
(1977), Biochem. Biophys. Res. Commun., 77, 65—72

3. Marie J, Garreau H, Kahn A, (1977), FEBS Letters, 78, 91—94

4 Pelle D, D61lken G, (1974), Adv. Enz. Regul. 13, 355—378

5. Katunuma N.,, Katsunuma T, Kaminami E, Suzuki K, Ha-
maguchi Y., Chichibu K, Kabayashi K, Shiotani T., (1972),
Adv. Enz. Regul., 11, 37—52

6. Srere P., (1970), Adv. Enz. Regul., 9, 221—232

7. Hofmann E, Kurganov B. I, Schellenberger W, Schultz J,
Sparman G, Wenzel K W, Zimmermann G, (1974), Adv. Enz.
Regul., 13, 247—277

8 Halperin M, Cheema-Dhali S, Taylor W. T, Fritz I, (1974),
Adv. Enz. Regul., 13, 235—244

9. Cohen P, Rylatt D, Nimmo G, (1977), FEBS Letters, 76, 182—186

10. Proud Ch. G, Rylatt D. B, Yeman S J, Cohen P, (1977), FEBS
Letters, 80, 435—447

11. Kabayashi M, Kato K, (1977), J. Biochem. (Tokyo), 81, 93—97

12. Rubin Ch., Rosen O, (1975), Ann. Rev. Biochem., 44, 831—887

13. Baranowska B, Baranowski T, (1977), Mol. Cell. Biochem., 16, 43—48

14. Hamlyn P., (1976), Nature, 263, 274—275

15. Hirsch J D, Martello O.J, (1976), Biochem. Biophys. Res. Commun., 74,
926—932

16. Delaunay J, Ranu R S, Levin D. L, Ernst V., London J M,
(1977), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 74, 2264—2268

17. Traugh J. A, Sharp S. B, (1977), J. Biol. Chem., 252, 3738—3744

18. Gornall A, Choong. Chin L. (1973), Adv. Enz. Regul., 12, 266—285

19. Ayuso-Parilla M S, Martin-Requero A, Perez-Diaz J,
Parilla R. (1976), J. Biol. Chem., 251, 7785—7790

20. Famulski KS., (1977), Post. Biochem., 23, 379—397

21. Zakrzewski K. (1975 w Biomolekularne podstawy interakcji hormon—ko-
moérka, red. A. Dawidowicz, str 7—24, PZWL, Warszawa

22. Coch et C, Job D., Dhien A, Chambaz E M, (1977), Arch. Biochem.
Biophys., 180, 1—9

23. Blake C CF, Oatley S.J, (1977), Nature, 268, 115—120

24, Defer N, Sabatier M. M, Kruh J, (1977), FEBS. Letters, 76, 320—324

25. Weber G, Queener S. F, Ferdinandus J. A, (1970), Adv. Enz.
Regul., 9, 63—95

26. Dahlig E. (1976), Post. Biochem., 22, 527—555

27. Kwiatkowska J., (1976), Post. Hig. Med. Dosvo., 30, 49—78



[19]

28.
29.

30.
3L

32.

33

34.

\ MECHANIZM REGULACIJI METABOLIZMU 149

Britten R J, Davidson E. H. (1969), Science, 165, 349—357

llyin V.S, Razumowskaja N. I, Usatenko M. S, (1974), Adv. Enz.
Regul., 13, 219—234

Pas tan 1., (1975), Adv. Metabol. Disorders., 8, 7—16

Sievertsson H, Frykland L, Uthne K, Hall K, West mark B,
(1975), Adv. Metabol. Disorders., 8, 47—60

Hall K, Takano K, Frykland L, Sievertsson H. (1975), Adv.
Metabol. Disorders., 8, 19—46

van Wyk J. J, Underwood L E, Baseman J B, Hintz R L.r
Clemmonds D. R, Marshall E., (1975), Adv. Metabol. Disorders, 8, 127—
148

Shields R, (1977), Nature, 267, 308—310



INFORMACJA W SPRAWIE STYPENDIOW NA UDZIAL
W X1 MIEDZYNARODOWYM KONGRESIE BIOCHEMICZNYM

Miedzynarodowa Unia Biochemiczna i Komitet Organizacyjny XI Miedzynarodo-
wego Kongresu Biochemicznego (Toronto, 8—14 lipca 1979 r.) zawiadamiajg, ze istnieje
mozliwo$¢ uzyskania przez mtodych biochemikéw czesciowego pokrycia kosztéw prze-
jazdu i uczestnictwa w Kongresie. Stypendium obejmowaé bedzie w zasadzie zwrot
potowy kosztow podrozy (samolot, klasa ekonomiczna) oraz pewng sume na koszty
pobytu w Toronto. Ponadto osoby, ktdrym przyznano stypendia, zwolnione bedg
Z wpisowego.

Podania o przyznanie stypendium nalezy kierowa¢ w 3 egzemplarzach nie po6zniej
niz do 1 pazdziernika 1978 r. na adres:

Professor S. P. Datta

Department of Biochemistry

University College London

Gower Street

London WC1 6BT

Anglia
Podania powinny zawiera¢ nastgpujace informacje:

Imie, nazwisko i date urodzenia

Narodowos$¢

Miejsce pracy i pelny adres

Rodzaj pracy (nature of work)

Liste publikacji

Czy kandydat spodziewa sie pomocy finansowej z innych zrédet (np. zwrot kosz-

téw przejazdu)

7. Nazwiska trzech oséb mogacych wystawi¢ opinie wnioskodawcy, przy czym zale-
cane jest, aby jedna z nich pochodzita z innego kraju.

Whnioskodawca winien we wiasnym zakresie skontaktowa¢ sie z podanymi przez
siebie referentami (patrz punkt 7) i prosi¢ ich, by swe opinie przestali na adres prof.
Datty przed 1 pazdziernika 1978 r.

o kN



Post. Biochem., 24, 151—176 (1978)

JOANNA RYTKA *»

Genetyczna regulacja metabolizmu w drozdzach Saccharomyces
cerevisiae

Genetic Regulation of Metabolism in yeast Saccharomyces cerevisiae

Spis tresci

l.  Wstep
I1. Katabolizm galaktozy
11-1. Geny struktury
11-2. Genetyczna regulacja indukcji enzyméw katabolizujgcych galaktoze
11-3. Funkcja genu GAL4
11-4. Funkcja genu GAL3
I11. Biosynteza histydyny
I11-1. Geny struktury
I11-2. Charakterystyka regionu HIS4
111-3. Regulacja biosyntezy histydyny
111-3-1. Hamowanie zwrotne
111-3-2. Represja syntezy enzymoéw biosyntezy histydyny
IV. Genetyczna wspotregulacja biosyntezy aminokwaséow w komorkach <S cerevisiae
1V-1. Mutanty o konstytutywnym poziomie enzymdw biosyntezy histydyny, argi-
niny, tryptofanu i lizyny
IV-2. Mutanty niezdolne do derepresji enzymoéw syntezy histydyny, argininy,
tryptofanu i lizyny
1V-3. Model genetycznej wspdtregulacji biosyntezy aminokwaséw w komérkach
S. cerevisiae
V. Kataboliczna represja glukozowa
V-l. Pozytywna kontrola indukowalnej syntezy enzymoéw u bakterii
V-2. Genetyczna kontrola katabolicznej represji glukozowej u S. cerevisiae
V-3. Udziat mitochondriow w procesie derepresji

t

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-532 Warszawa, Rakowiecka 36.

Wykaz stosowanych skrotéw: Zgodnie z zaleceniem Komisji Nomenklaturowej
(von Borstel R. C. Yeast Genetics Supplement to Microbiol. Genetics, Bulletin Nr. 31,
1969, 25, Suppl.) w nomenklaturze genetycznej dany gen identyfikowano z allelem
dzikiego typu. Allel dominujacy oznaczano duzymi literami, recesywny za$ matymi
literami. AIC-R-P — 5-amino-I-5"-fosforybozylo-imidazolo-4-karboksyamid; PP —
pirofosforan; PRPP — 5-fosforybozylo-a-pirofosforan.



152 J. RYTKA 121

Contents

I.  Introduction
Il. Galactose catabolism
I1-1. Structural genes
n-2. Genetic regulation of inducibility of the galactose pathway enzymes
11-3. Function of GAL4 gene
11-4. Function of GAL3 gene
I11. Histidine biosynthesis
I11-1. Structural genes
111-2. Characteristic of HIS4 region
111-3. Regulation of histidine biosynthesis
in-3-1. Feedback inhibition
111-3-2. Repression of synthesis of the histidine biosynthetic enzymes
IV. Genetic co-regulation of amino acids biosynthesis in S. cerevisiae
1V-1. Mutants with constitutive levels of the enzymes of histidine, arginine,
tryptophan and lysine biosynthesis
IV-2. Mutants unable to derepress the enzymes of histidine, arginine, tryptophan
and lysine biosynthesis
IV-3. Model of genetic co-regulation of the amino acid biosynthesis in
S. cerevisiae
V. Glucose catabolic repression
V-l. Positive control of synthesis of inducible enzymes in bacteria
V-2. Genetic control of glucose catabolic repression in S. cerevisiae
V-3. Role of mitochondria in derepression process

l. Wstep

Badania nad kontrolg ekspresji genéw u bakterii pozwolity na doktad-
ne wyjasnienie niektérych mechanizmoéw genetycznej regulacji metabo-
lizmu na poziomie molekularnym. Modele negatywnej regulacji operonu
laktozy (1), czy tez pozytywnej regulacji operonu arabinozy (2) staly sie
juz klasykga biologii molekularnej (patrz prace przegladowe 3, 4, 5). Mimo
uniwersalnosci kodu genetycznego oraz powszechnosci schematu przeka-
zywania z DNA przez mRNA informacji genetycznej do sekwencji ami-
nokwasow w biatkach, brak jest wystarczajagcych danych, aby wyjasnié
mechanizmy regulacyjne wystepujace w organizmach wyzszych na pod-
stawie modeli opracowanych dla bakterii.

Zaawansowanie badah nad genetyczng kontrolg metabolizmu u bak-
terii wynika przede wszystkim z wprowadzenia do prac biochemicznych
catego szeregu metod genetycznych na ogét niedostepnych badaniom or-
ganizméw wyzszych. Sposréd eukariontow bardzo dogodnym i ciekawym
obiektem tego rodzaju badan sg nizsze grzyby takie, jak: Saccharomyces,
Neurospora i Aspergillus.

Drozdze, Saccharomyces cerevisiae, sg jednokomérkowymi organizma-
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mi eukariotycznymi, ale pod wzgledem ztozonosci budowy ich komorki
nie réznig sie od komdrek wyzszych organizmow (6). Podobnie za$ jak
bakterie charakteryzuje je krdtki czas generacji. Drozdze mozna hodowaé
na poditozach ptynnych i. statych o Scisle zdefiniowanym sktadzie, tatwo
otrzymuje sie ich czyste linie komdrkowe. W badaniach drozdzy mozna
stosowa¢ podstawowe metody genetyczne np. mutageneze, stemplowanie
czy mikromanipulacje, ich system genetyczny pozwala na stosowanie te-
stow dominacji i komplementacji. Wszystkie te cechy czynig drozdze pra-
wie réownie dogodnym materiatem do badan genetycznych jak bakterie.

W komérkach drozdzy wystepujag dwa systemy genetyczne, jadrowy
i mitochondrialny, oba stosunkowo dobrze scharakteryzowane (7, 8, 8a).
Masa DNA w jadrze haploidalnej komdrki drozdzy wynosi 1,2—13XI0D
daltonéw, a wiec wielko$¢ genomu jadrowego w komdrkach drozdzy wy-
nosi okoto 1,2XI107 par nukleotydéw. Przy zatozeniu, ze 1000 par zasad
koduje tancuch polipeptydowy o masie czasteczkowej okoto 35000, obli-
czono, ze genom S. cerevisiae moze kodowaé okoto 12000 biatek (9). W ja-
drze komdérkowym S. cerevisiae jest 17 chromosoméw. Badania nad skon-
struowaniem mapy genetycznej chromosomow drozdzy rozpoczat w roku
1949 Lindegren (10) i s3 one prowadzone po dzieh dzisiejszy, gtownie
przez Mortimera i Hawthorne’a (7). Dotychczas ustalono pozy-
cje, czyli zmapowano okoto 180 genéw w chromosomach jadrowych.
Zidentyfikowano enzymy kodowane przez ponad 60 genéw, w wielu przy-
padkach produkty zmapowanych genéw sg nieznane. Opisano réwniez wiele
mutacji, ktérych pozycja na mapie genetycznej nie zostata ustalona (11).
Niemniej jednak na podstawie obecnie dostepnych danych widaé, ze
funkcjonalnie pokrewne geny, poza nielicznymi wyjatkami jak np. region
TRP 5 (12), HIS4 (13) czy GAL7-10-1 (14) sg rozmieszczone w roznych
miejscach genomu. Podobng sytuacje zaobserwowano u Neurospora crassa
i Aspergillus nidulans (15, 16). Pomimo wystepowania genéw kodujgcych
enzymy Kkatalizujgce poszczegélne przemiany w réznych chromosomach,
w wielu wypadkach synteza tych enzymow podlega wspélnej regulaciji.

W niniejszym artykule na przyktadzie dwoch przemian: katabolizmu
galaktozy i biosyntezy histydyny starano sie przedstawi¢ mozliwe mecha-
nizmy genetycznej kontroli procesdéw indukcji i represji syntezy enzy-
moéw u S. cerevisiae. Oméwiono réwniez zjawisko represji glukozowej,
ktéra stanowi przyktad mechanizmu wspdtregulujacego rézne przemiany.

Il. Katabolizm galaktozy

Fermentacja galaktozy przez drozdze jest jedng z najlepiej scharak-
teryzowanych genetycznie przemian u eukariontow.
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11-1. Geny struktury

Wykorzystanie galaktozy jako Zrodta wegla przez komérki drozdzy
jest procesem indukowalnym. Ponizej przedstawiono uproszczony ciagg
reakcji przemiany galaktozy do glukozo-6-fosforanu:

a-D-Galaktoza+ATP GALIl a-D-Galaktozo-1-fosforan+ ADP+ H+ (1)

a-D-Galaktozo-1-fosforan+ UDPglukoza GALI a-D-Glukozo-1-fosforan+
+ UDPgalaktoza (2)

UDPgalaktoza | GALIO UDPglukoza (3)

a-D-Glukozo-1-fosforan GALS5 a-D-Glukozo-6-fosforan (4)

Reakcje te katalizowane sg przez cztery enzymy: 1) galaktokinaze (fosfo-
transferaza ATP : galaktoza EC. 2.7.1.6.1), 2) transferaze (urydyilotrans-
feraza UTP : a-D-galaktozo-l-fosforan E.C. 2.7.7.10), 3) epimeraze
(4-epimeraza UDP-glukozy E.C. 5 1.3.2) i 4) fosfoglukomutaze (ury-
dyilotransferaza UDP-glukoza: a-D-galaktozo-I-fosforan E.C. 2.7.7.12).
Przemiana galaktozy wymaga rdwniez wspotdziatania specyficznej per-
meazy. Synteze trzech pierwszych enzymoéw oraz permeazy indukuje ga-
laktoza dodana do S$rodowiska, natomiast synteza fosfoglukomutazy nie
zalezy od obecnosci induktora, jest wiec konstytutywna (14, 17, 18, 19).

Zidentyfikowano geny struktury wszystkich wymienionych enzymoéw,
sg to odpowiednio: GALI, GALI, GALIO, GAL5, GAL2. Geny kodujace
galaktokinaze GALI, transferaze GALI oraz epimeraze GALIO sg Scisle
sprzezone i znajdujg sie w chromosomie Il. Na podstawie wynikow analizy
genetycznej ustalono nastepujaca kolejno$¢ gendéw w chromosomie: cen-
tromer—GAL7—GALIO—GALI (20). Geny kodujgce permeaze GAL2 oraz
fosfoglukomutaze GAL5 znajdujg sie odpowiednio w chromosomie XII
oraz we fragmencie F6 (7).

11-2. Genetyczna regulacja indukcji enzymoéw katabolizujgcych galaktoze

Regulacja ekspresji zgrupowania genbw GALI—GALIO—GALI pod
wieloma wzgledami przypomina regulacje indukowalnej syntezy enzyméw
u bakterii (2, 3, 4).

Indukcja enzyméw Kkatabolizujgcych galaktoze u S. cerevisiae jest
wynikiem interakcji czterech genéw regulatorowych: GAL3, z+, ¢ oraz
GAL4. Pierwszym zidentyfikowanym genem regulatorowym omawianej
przemiany byt GAL3. Mutanty w tym genie, gal3, zostaty opisane przez
Winge i Robertsa w roku 1948 (22). W komdrkach drozdzy o nie-
zmutowanych allelach GAL3 indukcja syntezy enzymow galaktozowych
zachodzi zaledwie w ciggu 6 minut po dodaniu galaktozy do podtoza,
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podczas gdy w komorkach mutanta gal3 aktywnos$¢ tych enzyméw poja-
wia sie dopiero po 24—36 godzinach. Mutanty gal3 nazwano zatem mu-
tantami o przedtuzonym okresie adaptacji (long term adaptation). Zaha-
mowanie aktywnosci oddechowej komorek niosacych mutacje gal3 przez
wprowadzenie mutacji rho~ (delecja w mitochondrialnym DNA) catko-
wicie uniemozliwa wzrost podwdéjnych mutantow gal3rho~ na podtozu
zawierajgcym galaktoze. Stosujgc jako szczep wyjsciowy podwojny mu-
tant gal3rho~ poszukiwano jego rewertantdw zdolnych do szybkiego
wzrostu na podtozu zawierajgcym galaktoze, ale nie bedacych rewertan-
tami mutacji ga\3 (23). Opisana wyzej metoda pozytywnej selekcji po-
zwolita na otrzymanie catego szeregu mutantow, ktére wykazywaty staty
niezalezny od obecnosci induktora, poziom enzymoéw kodowanych przez
geny GAL7, GALIO, GALI. Konstytutywna synteza tych enzyméw wy-
wotana byta mutacjg i~ w genie z+, nazywanym tak przez analogie do
genu regulatorowego i operonu laktozy u E. coli (3). Analiza genetyczna
mutantow i~ wykazata, ze gen i nie jest sprzezony z kompleksem gendw
GALI GALIO GALI, ani tez z genami GAL2 i GAL3. Mutacja i~ jest
recesywna w stosunku do allelu i+ Whnioskowano, ze tak jak w przypad-
ku systemu laktozowego i galaktozowego u E. coli, gen i+ u S. cerevisiae
odpowiedzialny jest za synteze represora (23) Istnietnie kompleksu ge-
néw GAL7 GALIO GALI, znajdujacych sie pod wspdlna kontrolg genu
i+, pozwolito na wysuniecie atrakcyjnej hipotezy, iz kompleks ten jest
operonem. Logicznym nastepstwem tego zatozenia byto poszukiwanie mu-
tantéw operatorowych. Przez analogie do operonéw bakteryjnych Dou -
glas i Hawthorne (21) spodziewali sie znalez¢ mutanty drozdzy
typu OG cis-dominujace o konstytutywnym poziomie enzyméw kodowa-
nych przez geny GAL7, GALIO, GALI oraz mutanty typu 0° w ktorych
nie powinna zachodzi¢ synteza biatek kodowanych przez hipotetyczny
operon galaktozowy. Stosunkowo tatwo otrzymano mutanty niezdolne do
wykorzystywania galaktozy jako Zrodta wegla. Pojedyncza mutacja, na-
zwana gal4, powodowata jednoczesny brak aktywnos$ci wszystkich trzech
enzyméw kodowanych przez geny GAL7, GALIO, GALI. Jednakze nie
byta to mutacja typu 0° poniewaz gen GAL4 nie jest sprzezony z genami
struktury kodujagcymi enzymy Kkatabolizujgce galaktoze. Brak syntezy
enzymow kodowanych przez geny GAL7, GALIO, GALI na skutek muta-
cji w genie GAL4 Swiadczy, ze produkt tego genu jest niezbedny dla eks-
presji gendw kodujagcych enzymy galaktozowe. Douglas i Hawt-
horne wyizolowali rbwniez mutanty nazwane mutantami C, nie alleli-
czne z i+, o konstytutywnym poziomie galaktokinazy, transferazy i epime-
razy. Mutacje C mapujg sie bardzo blisko locus GAL4 lub w jego obrebie
i wykazujg dominacje w stosunku do allelu dzikiego typu GAL4 tylko
wtedy, gdy znajdujg sie w pozycji -Cis.

Douglas i Hawthorne (21, 24) opisali po raz pierwszy u eu-
kariontow strukture analogiczna do operonu bakteryjnego, w ktérym gen
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GAL4 koduje biatko, a ekspresje tego genu reguluje miejsce operato-
rowe c. Wedtug tych autoréw operator ¢ jest miejscem przytgczenia re-
presora kodowanego przez gen i+ a operon cGAL4 podlega negatywnej
kontroli. Jezeli zalezno$¢ pomiedzy omowionymi powyzej genami i+ oraz
c jest taka, jak to proponowano w przypadku operonéw bakteryjnych,
zaleznos¢ typu: gen regulatorowy-operator — gen (y) struktury, wowczas
nalezy oczekiwa¢ w locus i+ mutacji powodujacych niezdolno$¢ do indu-
kowalnej syntezy enzymow, analogicznych do mutacji regulatorowych
operonu laktozy is (25) i galaktozy Rs (26) u E. coli. Mutacje typu
is powodujg synteze zmienionego represora o zwiekszonym powinowac-
twie do operatora. Takie mutanty drozdzy wyizolowano i tak, jak u bak-
terii mutacja ¢s jest dominujgca w stosunku do alleli i+ oraz i~ (24).

11-3. Funkcja genu GAL4

Mechanizm regulacji syntezy enzyméw Kkatabolizujgcych galaktoze
przez produkt genu GAL4 nie zostat dotychczas wyjasniony. Produkt ge-
nu GAL4 jest niezbedny dla ekspresji genéw GALI, GALIO, GALI a wiec
dziatanie tych gendw podlega pozytywnej kontroli (27). Nie ma jednak do-
tychczas zadnego dowodu, iz geny struktury GALI, GALIO, GALI stano-

KATABOLIZM POBIERANIE KATABOLIZM
GALAKTOZY GALAKTOZY MELIBIOZY
induktor
aktywny
represor
TRANSLACJA ~
TRANSKRYPCJA
DNA
c GAL4 QAL7GAL10 GAL1 GAL2 MI]E-Ll
REGULACJA POZYTYWNA
K REGULACIA BRAK AKTYWNYCH ENZYMOW
aktywny
represor NEGATYWNA KATABOLIZUJACYCH GALAKTOZE | MELIBIOZE
TRANSLACJA DL <wv ?
TRANSKRYPCJA _—
DNA = —— R ] .
i+ c GAL4 GAL7SAL10GAU "GAL?" “'s

Ryc. 1. Schemat genetycznej regulacji katabolizmu galaktozy i melibiozy w komor-
kach Saccharomyces cerevisiae.

A. W obecnosci induktora represor kodowany przez gen regulatorowy t+ wulega unie-
czynnieniu przez induktor (galaktoze). Produkt genu GAL4 umozliwia ekspresje genéw struk-
tury katabolizmu galaktozy i melibiozy.

B. W nieobecnosci induktora represor kodowany przez gen regulatorowy i+ blokuje
operator ¢ genu regulatorowego GALA i uniemozliwa jego transkrypcje. Brak produktu genu
GAL4 powoduje brak ekspresji genéw struktury katabolizmu galaktozy i melibiozy. Mecha-

nizm dziatania produktu GALA jest nieznany.
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wig jednostke transkrypcji. Przeciwnie, fakt, Zze mutacje nonsensowne
otrzymane w ktérymkolwiek z trzech loci zgrupowania gendw GAL nie
majg efektu polarnego, czyli nie powodujg zablokowania syntezy enzy-
mow przez niezmutowane geny, wydaje sie Swiadczy¢, ze odcinek DNA
kodujacy enzymy katabolizujgce galaktoze skitada sie z trzech niezalez-
nie transkrybowanych genéw (28). Dotychczas nie znaleziono rowniez
miejsca receptorowego dla produktu genu GALA4.

W komérkach drozdzy, enzymy katabolizujace galaktoze wystepuja
w postaci agregatu. Wedtug pogladéw Tsuyumu i Adamsa (28)
produkt genu GAL4 moze stanowi¢ element strukturalny tego agregatu
utatwiajgcy jego formowanie lub stabilizujgcy strukture. Hipoteze te
podwazaja wyniki ostatnich doswiadczen Kew i Douglasa (29),
ktorzy wykazali, ze gen GAL4 kontroluje roéwniez system fermentacji
melibiozy przez komorki drozdzy. Indukcja tego systemu jest niezalezna
od obecnosci genow struktury przemiany galaktozowej, zalezy za$ od obec-
nosci niezmutowanego allelu genu regulatorowego dla przemiany meli-
biozy, MELI. By¢ moze poznanie funkcji genu MELI pozwoli na wyjas-
nienie mechanizmu dziatania produktu genu GALA4.

Na rycinie 1 przedstawiono model regulacji indukowalnej syntezy en-
zyméw, opracowany na podstawie oméwionych powyzej danych.

I1-4. Funkcja genu GAL3

Proponowany przez Douglasa i Hawthorne’a model regula-
cji indukowalnej syntezy enzymow katabolizmu galaktozy nie uwzglednia
udziatu produktu genu GAL3 w tym procesie.

Jak juz wspomniano na poczatku rozdziatu, mutacje w tym wiasnie
genie byty pierwszymi opisanymi mutacjami regulatorowymi zmieniajg-
cymi kinetyke indukcji enzymdéw galaktozowych (22). Dotychczas jednak
nie znana jest funkcja genu GAL3. Tsuyumu i Adams (30) zaobh-
serwowali, ze jezeli w komorkach szczepu gal3 rho+ zaindukowane zosta-
na enzymy katabolizujgce galaktoze, to komoérki takie sg zdolne do dal-
szego wzrostu na pozywce z galaktozg po przeprowadzeniu ich w nieak-
tywng oddechowo forme rho~. Jak juz wspomniano, komérki szczepu
gal3 rho~ nie rosng na galaktozie. Usuniecie galaktozy z podtoza i zasta-
pienie jej glukoza powoduje proces deindukcji i komorki niosace podwdj-
ng mutacje: gal3 rho~ tracg zdolno$¢ ponownego wzrostu na galaktozie.
Autorzy ci wysuneli hipoteze, wedtug ktorej produkt genu GAL3 jest
niezbedny tylko do zainicjowania procesu indukcji enzyméw katabolizu-
jacych galaktoze. W procesie regulacji syntezy enzymow przemiany ga-
laktozowej obok galaktozy bierze udziat endogenny koinduktor, powsta-
jacy w procesie degradacji tego cukru. Takim koinduktorem moze by¢



158 J. RYTKA [8}

UDP-glukoza, ktora powstaje w wyniku dziatania epimerazy. W szczepie
dzikim musi wiec istnie¢ alternatywna droga powstawania tego zwigzku
z glukozo-1-fosforanu i UTP w reakcji katalizowanej przez urydylotrans-
feraze specyficzng dla systemu galaktozowego a mutanty gal3 zmieniajg
ten wiasnie enzym. Nalezy przypuszczaé, ze indukcja enzyméw kataboli-
zujacych galaktoze w mutantach gal3 zalezy od resztkowej aktywnosci
specyficznej transferazy lub od wykorzystania UDP-glukozy powstaja-
cej w reakcjach katalizowanych przez enzymy nie zwigzane z systemem
galaktozowym. Podobne zjawisko endogennej indukcji operonu galaktozy
opisane zostato u E. coli (31).

W proponowanym przez Tsuyumu i Adamsa wyjasnieniu
funkcji genu GAL3 nie zostata uwzgledniona rola mitochondriow. Po-
nadto autorzy ci oparli sie na zatozeniu, ze produkt genu GAL3 jest spe-
cyficznym koinduktorem w przemianie galaktozy. Badania innych auto-
row wskazujg, ze mutacja gal3 opdznia fermentacje nie tylko galaktozy
ale réwniez i innych cukréw np. melibiozy i maltozy. Mozliwy pleiotro-
powy efekt mutacji gal3 jest nadal przedmiotem dyskusji i wigze sie
z nie mniej kontrowersyjnym problemem udziatu mitochondriow w re-
gulacji omawianej przemiany (32—36).

Temat ten zostanie oméwiony w rozdziale poswieconym katabolicznej
represji glukozowe;j.

I1l. Biosynteza histydyny

U grzybéw Saccharomyces, Neurospora i Aspergillus biosynteza histy-
dyny przebiega identycznie jak w komdrkach bakterii Salmonella ty-
phimurium. Histydyna powstaje z 5-fosfo-a-D-rybozylo-pirofosforanu
i ATP w wyniku dziesieciu reakcji enzymatycznych. Schemat tej prze-
miany przedstawiono na rycinie 2.

I11-1. Geny struktury

W S. cerevisiae zidentyfikowano i zmapowano geny struktury wszyst-
kich enzymow szlaku biosyntezy histydyny (Ryc. 2) (13, 37). Podczas gdy
w komorkach bakterii S. typhimurium geny te sg zgrupowane w jednym
odcinku chromosomu tworzgc operon histydynowy (38), w drozdzach
stwierdzono obecno$¢ siedmiu niezaleznie segregujacych gendéw odpowie-
dzialnych za biosynteze histydyny. Reakcje 2, 3i 10 sg kontrolowane przez
jeden locus zwany regionem HIS4 (13). Podobnie w komorkach Neuros-
pora Crassa (39, 40) i Aspergillus nidulans (41), te etapy biosyntezy histy-
dyny kodowane sg réwniez przez jeden locus.
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Ryc. 2. Schemat biosyntezy histydyny w komodrkach Saccharomyces cerevisiae (13).
Na rycinie w prostokatach zaznaczono geny kodujace enzymy katalizujace poszczeg6lne etapy biosyntezy histydyny. W nawia-
sach podano kolejne numery reakcji.

() jHISi |—Transferaza ATP: fosforybozylo-pirofosforan E. C. 24.2.17

(2) I1H1S4B |—Pirofosforylaza fosforybozylo-AMP

(3) |HIS4A J—Cyklohydrolaza fosforybozylo-AMP, E. C. 35.4.19

4 |H186j—lzomeraza N-5'-fosforybozylo-formimino-AIC-R-P E. C. 53.1.16

(5.6) jHlS7 | —enzym (y) katalizujagcy przemiane fosforybulozylo-formimino-AIC-R-P w imidazologlicerofosforan i AIC-R-P
(7) jH1S3 | —hydroliaza D-erytroimidazolo-glicerolofosforanu E. C. 4.2.1.19

(8 | H1S5 |—aminotransferaza L-histydynylofosforan: 2 oksoglutaran E. C. 2.6.1.9

(9 | HIS2 |—fosfohydrolaza L-histydynolo-fosforanu  E. C.;3.1.3.15

dO I1HIS4C — oksydoreduktaza L-histydynol: NAD E. C. 1.1.1.23
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111-2. Charakterystyka regionu HIS4

Region HIS4 obejmuje odcinek 2250 par nukleotydow (15). Znajduje
sie on w trzecim chromosomie w poblizu centromeru. Badania genetyczne
i biochemiczne mutantéw his4 pozwolity na skonstruowanie szczegoétowej
mapy genetycznej tego regionu (Ryc. 3) (13, 42, 43, 44).

Region HIS4 ma wiele wilasnosci wspolnych z operonami bakteryj-
nymi. Mutanty his4 typu missens mozna podzieli¢ na trzy klasy ozna-
czone symbolami his4A, his4B i his4C. Mutanty te komplementujg mie-
dzy sobag tak, jakby region HIS4 obejmowat trzy sasiadujgce cistrony
HIS4A, HIS4B i HIS4C, kodujagce odpowiednio enzymy: cyklohydrolaze
PR-AMP, pirofosforylaze PR-AMP i dehydrogenaze histydynolowg (Ryc.
2). Mutacje his4A, his4B i his4C formuja nieprzerwany szereg na mapie
genetycznej. W locus HIS4 wyizolowano i zmapowano- ponad 50 mutacji
nonsensownych (13, 15, 42). Efekty mutacji nonsensownych w regionie
H1S4A zblizone sg do efektow mutacji 0° w operonie laktozy u E. coli (3).
Mutacje nonsensowne his4A przejawiajg sie catkowitym brakiem aktyw-
nosci wszystkich trzech enzymoéw kodowanych przez region HIS4. Muta-
cje te sg catkowicie polarne, co oznacza, ze przerwanie odczytywania kodu
genetycznego w miejscu takiej mutacji blokuje synteze enzyméw kodo-
wanych przez niezmutowane regiony HIS4B i HIS4C. Mutanty nonsen-
sowne his4A nie komplementujg z mutantami typu missens his4B i his4C.
W mutantach nonsensownych his4C poziom aktywnosci cyklohydrolazy
PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP jest taki sam jak w komdrkach szcze-
pu dzikiego. Mutanty nonsensowne his4C komplementujg z missensowny-
mi mutantami his4A i his4B. Omdwione wiasnoSci mutantdw nonsensow-
nych wskazuja, ze region HIS4 stanowi funkcjonalng jednostke, a kodo-
wane przezen enzymy sg produktem policistronowego mRNA, ktdrego
translacja przebiega od regionu HIS4A do HIS4C. Mamy wiec do czynie-
nia z inng sytuacjg niz w przypadku zgrupowania genow GALI, GALIO,
GALI, gdzie mutacje nonsensowne w jednym z tych gendéw nie mialy
wptywu na dwa pozostate. Polarno$é mutacji nonsensownych jest cecha
charakterystyczna operonow bakteryjnych (3), jednakze nie jest ona cat-
kowita, tak jak ma to miejsce w przypadku nonsensownych mutacji his4A.

Dotychczas w obrebie locus HIS4 nie udato sie zidentyfikowaé ani
miejsca operatorowego ani promotorowego, ktérych obecnos$¢ Swiadczy-
faby, ze regiony HIS4A, HIS4B i HIS4C tworzg klasyczny operon.

Catkowitg polarno$¢ mutacji nonsensownych na catej dtugosci odcin-
ka obszaru HIS4A mozna wyjasni¢ przy zatozeniu, ze produktem locus
H1S4 jest mRNA nie policistronowy, lecz monocistronowy, a w procesie
translacji syntetyzowany jest pojedynczy polipeptyd o trzech aktywnos$-
ciach enzymatycznych.

Enzymy kodowane przez region HIS4 tworzg trwaty kompleks; nie
udato sie ich rozdzieli¢ pomimo wielokrotnego oczyszczenia (42). Dla
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sprawdzenia, czy produktem locus HIS4 jest pojedynczy polipeptyd, zba-
dano wptyw mutacji nonsensownych zlokalizowanych w rdznych miej-
scach regionu HIS4C, na ciezar czasteczkowy polipeptydu o zachowanej
aktywnosci cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP (15, 42).
Ciezar czasteczkowy kompleksu trzech enzymdw w szczepie dzikim wy-
nosi 95 000. Przy zatozeniu, ze produktem regionu HIS4 jest jeden poli-
peptyd, w wyniku mutacji nonsensownych his4C powinny by¢ syntety-
zowane polipeptydy o réznym ciezarze czgsteczkowym, zaleznym od po-
zycji mutacji (Ryc. 3). Oznaczone ciezary czasteczkowe biatek, o zacho-
wanej aktywnosci cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP

HIS 4A —* .
; 4B | Mapa genetyczna
. locus HIS 4
864 702 25 52 1176
n 1150 1100 Liczba par
e * nukleotydowych
| 86 300
45 000
[ E— I Ao Yo T EE—— ~ hjs 4C 864
450001 Ciezary
[ SLS~tL, -+ -———->- his 4C 702 czgsteczkowe
45 0001 taficuchow
--fia-0Olai *|: i olipeptydowych
L--fia Ouaj__ II_J his 4C 25 pofipepty 4
45 0001
e >- his 4C 52
45 000,
z 6513001 *1 i
N > 117

Ryc. 3. Mapa genetyczna regionu HIS4 Saccharomyces cerevisiae (15, 42).

Odcinek HIS4A koduje cyklohydrolaze-PR-AMP, HIS4B — pirofosforylaze PR-AMP

a HIS4C —dehydrogenaze histydynolowa. W odcinku HIS4C zaznaczono numerami pozycje

mutacji nonsensownych.

---------------- przewidywane ciezary czasteczkowe tanicuchéw polipeptydowych, ktére powinny
byé syntetyzowane przez poszczeg6lne mutanty nonsensowne his4C, obliczone przy
zatlozeniu, ze produktem obszaru HIS4 jest pojedynczy tancuch polipeptydowy.

---------------- oznaczono doswiadczalnie ciezary czasteczkowe zbadanych polipeptydow.

w pieciu mutantach byty identyczne i wynosity 45000. Ten wynik jest
sprzeczny z zatozeniem, ze mamy do czynienia z pojedynczym polipep-
tydem. O funkcjonalnej autonomii produktéow regionéw HIS4A, HIS4B
i HIS4C S$wiadczy takze fakt, iz w komorkach drozdzy niosacych mutacje
nonsensowng, znajdujaca sie w srodku locus HIS4 np. mutacje his4-864,
(Rys. 3), aktywnos¢ cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP
byta identyczna, jak aktywnos$¢ tych enzymow w niezmutowanych komor-
kach. Fakt otrzymania mutantéw delecyjnych, w ktérych zachowana zo-
stata aktywnos$¢ dehydrogenazy histydynolowej pomimo utraty odcinka
DNA obejmujacego regiony HIS4A i HIS4B, moze by¢ tatwiej wytluma-
czony przy zatozeniu, ze produktem locus HIS4 sg odrebne polipeptydy
(44).

3 Postepy Biochemii
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Dane doswiadczalne przemawiajgce za hipoteza, iz produktem regionu
HIS4 jest policistronowy mRNA sg réwnie przekonywujace, jak dane
Swiadczace, ze produktem tego regionu jest monocistronowy mRNA. Obie
te hipotezy mozna potaczy¢ zaktadajac, ze region HIS4 koduje pojedynczy
polipeptyd, ktéry nastepnie specyficzne enzymy proteoliczne dzielg na
trzy odrebne polipeptydy tworzgce trwaty kompleks (42) (patrz Ryc.
4D). Zjawisko takie zachodzi np. w czasie syntezy biatek wirusa polio
(45).

W ekstraktach z komorek drozdzy wykazano obecnos$¢ proteazy, ktora
odszczepia z kompleksu omawianych enzyméw polipeptyd o ciezarze
czasteczkowym 35 000, co pocigga za sobg utrate aktywnosci cyklohydro-
lazy PR-AMP i pirofosforylazy PR-AMP przy zachowanej aktywnosci
dehydrogenazy histydynolowej, ktorej ciezar czgsteczkowy wynosit 60 000
(15).

Ostatnie badania Finka i wsp. (Fink nieopubl.) potwierdzity hi-
poteze, iz produktem locus HIS4 jest pojedynczy polipeptyd. Zastosowa-
nie przeciwcial o wysokiej specyficznosci w stosunku do produktu genu
HIS4 wydaje sie wskazywaé, ze w komérkach dzikiego szczepu funkcjo-
nuje on jako jedno biatko o trzech aktywnos$ciach enzymatycznych, a nie
jako kompleks trzech enzymow. Niektére fragmenty tego ~biatka, powstate

Transkrypcja---------

Translacja

x Yy z Xy z

DNA

Transkrypcja

Translacja

Ryc. 4. Modele powstawania kompleksow enzymatycznych kodowanych przez zgru-
powania genéw.

A. W wyniku transkrypcji genéw x, y, z powstaja trzy rézne mRNA dajace w procesie
translacji trzy biatka (np. GAL7 GALIO GALI).

B. W wyniku transkrypcji genéw x, y, z powstaje policistronowy mRNA, ktéry przy
translacji daje trzy odrebne biatka.

C. W wyniku transkrypcji genu obejmujacego obszary X, y, z powstaje monocistronowy
mRNA, dajacy w procesie translacji pojedynczy polipeptyd o trzech aktywnosciach enzyma-
tycznych (np. HIS4).

D. W wyniku transkrypcji genu obejmujacego obszary X, y, z powstaje pojedynczy poli-
peptyd, ktéry moze ulegaé trawieniu przez specyficzne enzymy proteolityczne co powoduje
powstanie odrebnych biatek.
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w wyniku dziatania enzymoéw proteolitycznych lub w wyniku mutacji
nonsensownej powodujacej synteze krétszego taricucha polipeptydowego,
zachowujg nadal aktywno$¢ enzymatyczng: fragmenty o ciezarze czastecz-
kowym 45 000 wykazujg aktywnos$¢ cyklohydrolazy PR-AMP i pirofosfo-
rylazy PR-AMP, natomiast o ciezarze czgsteczkowym 60 000 aktywnos$é
dehydrogenazy histydynolowej.

Wystepowanie trwatych komplekséw enzymatycznych jest cechg cha-
rakterystyczng nizszych eukariontow. Przypuszcza sie, ze kompleksy te
odgrywaja znaczng role w regulacji metabolizmu (15, 16). Istniejg rézne
mozliwosci mechanizmoéw powstawania trwatych kompleksow enzyma-
tycznych polipeptydy wchodzgce w skiad takiego kompleksu enzymatycz-
nego moga by¢ kodowane w roéznych miejscach genomu lub w jednym
odcinku DNA (Ryc. 4). Jezeli za synteze kompleksu odpowiedzialny jest
jeden odcinek DNA, to moze by¢ on ztozony z Kkilku $cisle sprzezonych
gendw lub by¢ tylko jednym genem. W wyniku transkrypcji zgrupowa-
nia genéw moga powstawa¢ odrebne mRNA lub jeden, policistronowy
mRNA, na ktérym syntetyzowane sg odrebne tancuchy polipeptydowe
(model A i B, Ryc. 4). U eukariontéw jednak nie udato sie dotychczas
wykazaé obecnosci policistronowego mRNA. W przypadku transkrypcji
pojedynczego genu powstaje jeden polipeptyd o kilku aktywnos$ciach en-
zymatycznych. (model C, Ryc. 4), ktéry dzieli¢ moga nastepnie specyficz-
ne proteazy na krotsze polipeptydy, kazdy o jednej aktywnosci enzyma-
tycznej (model D, Ryc. 4).

I11-3. Regulacja biosyntezy histydyny

Biosynteza histydyny w komorkach drozdzy S. cerevisiae, podobnie
jak w komdrkach bakterii S. typhimurium podlega kontroli na poziomie
aktywnosci enzymatycznej — na drodze hamowania zwrotnego, oraz na
poziomie syntezy enzymdw — na drodze represji.

ni-3-1. Hamowania zwrotne

W komoérkach dzikiego szczepu drozdzy, histydyna hamuje aktywnos$¢
pierwszego enzymu szlaku swej biosyntezy (46, 47). Badania kinetyczne
wykazaty, ze inhibicja ta ma charakter niekompetycyjny, co wskazuje na
istnienie w czasteczce tego enzymu swoistego centrum przytgczajgcego
histydyne, odmiennego od centrum katalitycznego. Messenguy
i Fink (46) otrzymali mutanty, w ktérych nie zachodzito hamowanie
zwrotne biosyntezy histydyny. Zastosowali oni metode selekcji, polega-
jacg na poszukiwaniu mutantow opornych na toksyczny, strukturalny
analog histydyny 1,2,4-triazolo-3-alanine. Przebadano ponad 100 mutan-
téw zdolnych do wzrostu w obecnosci tego zwigzku. Wiekszos$é z nich sta-
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nowity recesywne mutanty permeazowe. W 18 mutantach stwierdzono,
ze cecha opornosci jest dominujgca. Mutanty te tworzyty jedna klase
nazwang TRALl. Mutacje TRA1 wystepujg w locus HIS1 (gen struktury
pierwszego enzymu biosyntezy histydyny, Ryc. 2). Testy enzymatyczne
wykazaty, ze w mutantach TRA-1 aktywnos$é fosforybozylo: ATP trans-
ferazy jest taka sama jak w dzikim szczepie, lecz nie ulega hamowaniu
przez histydyne. DosSwiadczenia te wskazujg, ze mutacja TRAL1 powoduje
zmiane miejsca regulatorowego przy zachowaniu niezmiennego centrum
katalitycznego. Brak hamowania zwrotnego w mutantach TRA-1 przy
zachowanej aktywnosci enzymatycznej powoduje utrate zdolnosci do re-
gulacji wewnatrzkomérkowej puli histydyny. W komérkach mutantéw
TRA-1 wewnatrzkomérkowe stezenie histydyny byto 3 do 15 razy wiek-
sze anizeli w szczepie dzikim, a niektdre z mutantdw nawet wydzielaty
histydyne do podtoza. Poniewaz hamujgce dziatanie 1,2,4-triazolo-3-ala-
niny w szczepie dzikim jest odwracane przez dodanie histydyny w nie-
wielkich stezeniach, oporno$¢ mutantdow TRA-1 na ten analog histydyny
moze by¢ wynikiem jego rozciericzenia przez histydyne obecng w komor-
kach w zwiekszonym stezeniu.

111-3-2. Represja syntezy enzyméw biosyntezy histydyny

W komoérkach drozdzy, tak jak i w komodrkach bakterii, niskie we-
whnatrzkomorkowe stezenie histydyny jest sygnatem, ktory wywotuje
zwiekszong produkcje enzymow syntetyzujacych ten aminokwas (42, 46,
48). Wykazano, ze trzykrotne zmniejszenie stezenia wewnatrzkomorko-
wego histydyny powoduje okoto dziesieciokrotng derepresje enzymow
biosyntezy histydyny (46).

W badaniach nad mechanizmami regulujgcymi represje operonu histy-
dynowego w S. typhimurium stwierdzono, ze w wyniku mutacji powo-
dujacej oporno$¢ na inhibicje zwrotng ulegata zmianie réwniez i kinetyka
represji. Wedtlug Kovacha i wsp. (49) pierwszy enzym biosyntezy
histydyny bierze udziat takze w regulacji syntezy enzyméw kodowanych
przez operon histydynowy. Poniewaz represja operonu histydynowego
w tych bakteriach wymaga udziatu histydylo-tRNA uwaza sig, ze ele-
mentem kontrolujagcym biosynteze histydyny jest kompleks pierwszego
enzymu z histydylo-tRNA. Pierwszy enzym moze spetnia¢ funkcje apore-
presora tgczacego sie z korepresorem —tRNAHIS (52). Messenguy
i Fink (46) stwierdzili, ze w drozdzach, podobnie jak w 5. typhimurium,
mutanty TRA1, w ktérych aktywnos$¢é pierwszego enzymu biosyntezy
histydyny nie podlega hamowaniu zwrotnemu majg zmniejszong zdol-
no$¢ do derepresji enzymow biosyntezy histydyny. Obnizenie wewnatrz-
komorkowego stezenia histydyny do poziomu, ktéry w szczepie kontrol-
nym powodowal pietnastokrotng derepresje enzymoéw biosyntezy histy-
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dyny w mutantach TRA1 powodowat tylko dwukrotng derepresje powyz-
szych enzymoéw. Dalsze badania prowadzone przez tych autorow wyka-
zaty istnienie mutacji w locus HIS1, ktére powodowaty brak derepresji
enzymoOw biosyntezy histydyny w zmutowanych komdrkach. Wydaje sie
wiec, ze i w drozdzach pierwszy enzym biosyntezy histydyny moze spra-
wowac podwojng role w procesie hamowania zwrotnego i represji biosyn-
tezy enzyméw szlaku histydynowego.

Dotychczas nie wysunieto zadnych hipotez dotyczacych mozliwego
mechanizmu kontroli represji enzyméw biosyntezy histydyny przez pro-
dukt genu HIS1. W doswiadczeniach analogicznych do przeprowadzonych
na bakteriach S. typhimurium nie wykazano udziatu histydylo-tRNA
w tym procesie.

IV. Genetyczna wspoétregulacja biosyntezy aminokwaséw
w komdrkach S. cerevisiae

W komérkach Neurospora crassa (53, 54) i w Saccharomyces cerevisiae
(48, 55) zaobserwowano, ze niedobor jednego z czterech aminokwaséw:
histydyny, argininy, tryptofanu lub lizyny prowadzi do jednoczesnej de-
represji enzyméw Kkatalizujagcych synteze wszystkich czterech amino-
kwasow. Obserwowana derepresja nie wynikata z ogo6lnego zaburzenia
metabolizmu w komorce. Stwierdzono, ze aktywno$¢ innych reprymo-
walnych enzymow, nie zwigzanych z syntezg tych czterech aminokwaséw
pozostawata bez zmian. Zjawisko to wskazuje na istnienie nadrzednego
mechanizmu kontrolujgcego biosynteze jednoczes$nie kilku aminokwasow.
Otrzymanie szczepéw drozdzy, w ktdrych pojedyncze mutacje powodo-
waty konstytutywnag synteze lub niezdolno$¢ do derepresji enzymow
czterech szlakow metabolicznych w peini potwierdza te sugestie, (48, 55,
56, 57).

IV-1. Mutanty o konstytutywnym poziomie enzymoéw biosyntezy histydyny, argininy,
tryptofanu i lizyny

Wolfner i wsp. (48) otrzymali caly szereg mutantow opornych na
toksyczne dziatanie 1,2,4-triazolo-3-alaniny, w ktérych enzymy biorace
udziat w biosyntezie histydyny, argininy, tryptofanu i lizyny posiadaty
staty zdereprymowany poziom aktywnosci. Mutanty te tworzyly dwie
klasy, ktére oznaczono symbolami tra3 i tra5. Mutacje tra3 i tra5 sg rece-
sywne. Geny TRA3 i TRAS5 nie sg sprzezone ze sobg ani tez z zadnym ze
znanych genow struktury przemian tych czterech aminokwaséw. W mu-
tantach tra stwierdzono zaburzenia w cyklu podziatowym komorki. Sa
one mutantami temperaturowrazliwymi a w temp. 37°C nie zachodzi
w nich synteza DNA i zwigzana z tym inicjacja cyklu podziatowego ko-
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mérki. Cecha temperaturowrazliwosci jest réwniez recesywna. Badania
genetyczne wykazaty, ze mutacja odpowiedzialna za temperaturowrazli-
wosC¢ znajduje sie w genach TRA lub jest z nimi $cisle sprzezona.

IV-2. Mutanty niezdolne do derepresji enzyméw biosyntezy histydyny, argininy,
tryptofanu i lizyny

Wzrost niektdrych szczepow drozdzy mozna zahamowac przez dodanie
do podiloza 5-metylo-tryptofanu. Okazato sie, ze w komorkach drozdzy,
nadwrazliwych na dziatanie tego analogu aminokwasowego, nie zachodzi
derepresja enzymoéw syntetyzujacych histydyne, arginine tryptofan i li-
zyne (48, 56). Niezdolno$¢ do ich derepresji powodowaty mutacje nazwane
aas, w trzech genach regulatorowych oznaczonych symbolami AAS1,
AAS2 i AAS3. Mutanty aas otrzymano jako mutanty nadwrazliwe na
dziatanie analogéw aminokwasowych (amino acids analog sensitivity).
Tak jak mutanty tra3 i tra5 mutacje aasl, aas2 i aas3 sg recesywne i wy-
stepujg w réznych miejscach genomu (48). Otrzymano podwdjne mutanty
aasltra3, aasltra5 oraz aas2tra3 i aas2tra5. We wszystkich przypadkach
mutacja tra byta epistatyczna w stosunku do mutacji aas tzn. podwdjne
mutanty aas tra wykazywaly staly, wysoki poziom enzyméw, katalizu-
jacych synteze tych czterech aminokwaséw. Epistatyczny efekt mutacji
tra w stosunku do mutacji aas $wiadczy o wspdidziataniu genéw TRA
i AAS w regulacji syntezy aminokwaséw.

1V-3. Model genetycznej wspotregulacji biosyntezy aminokwaséw w komorkach
S. cerevisiae

Wolfner i wsp. (48) zaproponowali model, przedstawiony na rycinie 5,
wyjasniajacy mozliwy mechanizm wspotdziatania produktéw gendéw TRA3
i AAS1 w regulacji biosyntezy réznych aminokwasow. Zgodnie z tym mo-
delem produkt genu TRA3 jest elementem kontroli negatywnej, ktéry nie
pozwala na ekspresje gendw struktury enzymow katalizujgcych synteze
histydyny, lizyny, tryptofanu i argininy. Produkt genu AAS1 stanowi
element kontroli pozytywnej, to znaczy w warunkach niedoboru w komér-
ce jednego z aminokwaséw — argininy, histydyny, lizyny lub trypto-
fanu, produkt genu AAS moze sie tagczy¢ z produktem genu TRA i w ten
sposéb go inaktywowac, umozliwiajgc tym samym ekspresje gendw znaj-
dujacych sie pod kontrolg genu TRA3. W przypadku wysokiego stezenia
wewnatrzkomorkowego wszystkich czterech aminokwaséw produkt genu
AAS1 ulega inaktywacji przez te aminokwasy i nie moze tgczy¢ sie z pro-
duktem genu TRA3. Zmieniony w wyniku mutacji aas produkt genu AAS
wystepuje w formie nieaktywnej. Model ten,wyjasnia rowniez epistatycz-
ny charakter mutacji tra3. Zmieniony produkt syntetyzowany przez zmu-
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towany allel tra3 wystepuje w formie nieaktywnej bez wzgledu na obec-
no$¢ aktywnego lub nieaktywnego produktu genu AAS.

Nie ma zadnych danych, ktére mogtyby wyjasnié, w jaki sposéb po-
jedyncza mutacja tra wptywa na ekspresje co najmniej 30 gendéw kodujg-
cych enzymy katalizujgce synteze argininy, histydyny i tryptofanu. Wiek-
szo$¢ tych gendw znajduje sie w roznych chromosomach. Nie wiadomo czy
regulacja odbywa sie na poziomie translacji czy transkrypcji. Nieznane sg
miejsca receptorowe wigzace produkt gendw TRA, niewyjasniono réwniez
wspotzaleznosci pomiedzy genami TRA3 i TRAS oraz trzema genami AAS.
Nie wyjasniono dotychczas w jaki sposéb produkt genu TRA bierze udziat
w regulacji cyklu podziatowego komoérki (poréwnaj rozdziat IV-1).
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V. Kataboliczna represja glukozowa

Jednym z wazniejszych aspektdw genetycznej regulacji metabolizmu
jest wystepowanie w komérkach nadrzednych systeméw kontroli, wspot-
regulujgcych wiele pozornie odlegtych przemian. Klasycznym przykiadem
tego rodzaju kontroli jest regulacja indukowalnej syntezy enzymoéw na
drodze katabolicznej represji glukozowej i amonowej. Zjawisko represji
amonowej w grzybach oméwiono juz na famach Postepow Biochemii (57a).

Wystepujgce w mikroorganizmach zjawisko represji glukozowej polega
na hamowaniu indukcji catego szeregu enzyméw katabolicznych przez
egzogenng glukoze i niektére inne cukry. Zahamowaniu ulega synteza
enzymow, ktdrych obecno$é nie jest konieczna dla zycia komérki w czasie
jej wzrostu na podiozach zawierajacych glukoze, jako Zrédto wegla.

Badania nad mechanizmami genetycznej regulacji represji glukozowej
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w komarkach bakterii pozwolity na wyjasnienie , w jaki sposéb egzogen-
ne cukry kontrolujg ekspresje genéw u niektérych Enterobacteriaceae
i utatwity poszukiwanie mechanizmoéw genetycznej kontroli represji glu-
kozowej w innych organizmach.

v-l. Pozytywna kontrola indukowalnej syntezy enzymdw u bakterii

Punktem wyjsciowym w badaniach, ktére doprowadzity do wyjasnie-
nia mechanizmu represji katabolicznej w niektérych bakteriach byta obser-
wacja Makmana i Sutherlanda (58), ze egzogenna glukoza obni-
za stezenie cyklicznego 3, 5-adenozynomonofosforanu (CAMP) w komor-
kach E. coli. Stwierdzono, ze dodanie cAMP do komérek hodowanych na
podtozach z glukozag odwraca efekt represji glukozowej (59). Wyizolowano
mutanty w komdrkach ktérych nie zachodzita indukowalna synteza enzy-
mow. Efekt mutacji byt pleiotropowy, co sugerowato, ze zmieniony jest
0golny system regulacji niezbedny dla ekspresji gendw wrazliwych na
represje kataboliczng. Mutanty te mozna podzieli¢ na dwie klasy:
cya~ — nie syntetyzuja cAMP na skutek mutacji w genie struktury cy-
klazy adenylowej, efekt tej mutacji moze byé odwrocony przez
dodanie egzogennego cAMP (60)

crp~ — nie syntetyzujg biatka wigzacego cAMP. Produktem tego genu
jest oligomeryczne biatko nazwane CRP (CAMP receptor protein)
(61) lub CAP (catabolite activator protein) (62). Fenotyp muta-
cji crp~ nie jest odwracany przez cAMP.

Wyizolowano réwniez mutanty bakterii, w ktérych synteza induko-
walnych enzyméw nie podlegata kontroli glukozowej. Ta niewrazliwo$é
na dziatanie glukozy byta swoista i dotyczyta enzyméw jednego tylko
operonu. Testy genetyczne wykazaty, ze mutacje tego typu znajdujg sie
w regionach promotorowych operonéw (63, 64, 65).

Wiasnosci omowionych wyzej mutantéw wskazujg, ze CAMP w potacze-
niu z biatkiem wigzacym, CRP, jest w komérkach bakterii elementem kon-
troli pozytywnej, umozliwiajagcym indukowalng synteze enzyméw podle-
gajacych represji. Wystepowanie mutacji promotorowych o zmienionej
wrazliwos$ci na represje glukozowg $wiadczy, ze regulacja odbywa sie na
poziomie transkrypcji.

Wyniki badan in vitro nad transkrypcjg operondw galaktozy i laktozy
w systemach bezkomorkowych potwierdzity, iz interakcja kompleksu
cAMP—biatko wigzgce CRP z miejscem promotorowym umozliwia ini-
cjacje transkrypcji operonéw wrazliwych na represje glukozowg (66, 67).

Mechanizm kontrolujgcy wewnatrzkomorkowe stezenie cAMP przez
glukoze zostat doktadniej poznany w ciggu ostatnich czterech lat (patrz
artykuty przegladowe 68, 69). Wykazano, ze w procesach katabolicznej
represji w E. coli i S. typhimurium zaangazowany jest system aktywnego
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transportu cukrow do komorki po angielsku zwany phosphoenolopyruva-
te: sugar phosphoteranspherase system, w skrdcie PTS. Stwierdzono,
ze efekt katabolicznej represji wywotujg cukry lub ich niemetabolizowa-
ne pochodne np. 2-dezoksyglukoza, ktore sg pobierane przez komorki przy
udziale uktadu fosfotransferaz PTS. Enzymy wchodzagce w skiad tego
uktadu spetniajg w komorce wiele funkcji regulatorowych, miedzy innymi
regulujg one aktywnos$¢ cyklazy adenylowej (70, 71). Przypuszcza sie, ze
produkt genu crr (bedacego sktadnikiem uktadu aktywnego transportu
cukréow) jest odpowiedzialny za represje enzymow katabolicznych. Muta-
cje w tym genie catkowicie znoszg efekt represji glukozowej (72).

Nie wydaje sie jednak, aby udziat cAMP w procesie regulacji syntezy
enzymow miat charakter uniwersalny (73). | tak na przyktad nie wykryto
obecnosci cAMP w komdérkach Bacillus subtilis (74), nie stwierdzono row-
niez w tych bakteriach korelacji pomiedzy aktywnym transportem cukrow
przy udziale fosfotransferaz a stopniem represji katabolicznej (75). Nie
ma dotychczas przekonywujagcych danych, ktére mogtyby Swiadczyé
0 udziale cAMP w regulacji represji glukozowej w drozdzach. W kom@ér-
kach drozdzy stwierdzono obecno$¢ cAMP, cyklazy adenylowej i biatka
wigzacego ten nukleotyd, jednakze wyniki dotyczace mozliwej korelacji
pomiedzy wewngatrzkomdrkowym stezeniem tego nukleotydu a stopniem
represji sa sprzeczne (76—79). Wedlug Zimmermanna (nieopubl.)
w drozdzach nie wystepuje wolny cAMP i jest co najmniej pie¢ rédznych
biatek specyficznie wigzacych ten nukleotyd, co praktycznie uniemozli-
wia otrzymanie mutantéw typu crp~.

V-2. Genetyczna kontrola katabolicznej represji glukozowej w Saccharomyces ce-
revisiae

Intensywne badania nad represjg glukozowg w S. cerevisiae zapoczat-
kowatly prace Stonimskiego (80) i Ephrussiego (8l), ktérzy
opisali wystepowanie w drozdzach efektu przeciwnego efektowi Pasteura,
zwanego tez efektem Crabtree (82). W czasie aerobowego wzrostu drozdzy
na podtozu zawierajacym glukoze w wysokim stezeniu katabolizm tego cu-
kru przebiega wytgcznie na drodze fermentacji, tak jak ma to miejsce
w komodrkach hodowanych anaerobowo, réwnocze$nie zahamowana zo-
staje aktywno$¢ oddechowa, ktdra pojawia sie dopiero po wyczerpaniu
glukozy.

Omowienie represji katabolicznej enzyméw biorgcych udziat w trans-
porcie elektrondéw, fosforylacji oksydacyjnej i wigzacego sie z tym pro-
blemem funkcji oraz biogenezy mitochondriow wymagatoby osobnego
opracowania, nie mieszczacego sie w ramach niniejszego artykutu. Zain-
teresowanych czytelnikow odsytamy do artykutéw przegladowych (83, 84).

W komérkach drozdzy, poza zahamowaniem syntezy enzyméw odde-
chowych (85, 86), podobnie jak w bakteriach, glukoza i inne szybko fer-
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mentowalne cukry, jak np. mannoza i fruktoza, dodane do podtoza powo-
dujg zahamowanie indukcji enzymoéw biorgcych udziat w wykorzystywa-
niu innych zrodet wegla np. enzymoéw katabolizujacych galaktoze (14) lub
maltoze (87, 88). W warunkach represji glukozowej obnizona jest réwniez
synteza enzymow cyklu glioksalowego, cyklu kwasow tréjkarboksylowych
i enzymoOw bioracych udziat w procesie glukoneogenezy (90—93).

Chociaz historia odkrycia zjawiska represji glukozowej u drozdzy jest
niemal rownie dawna jak u bakterii, badania nad mechanizmami gene-
tycznej regulacji katabolicznej represji sg daleko mniej zaawansowane.
Wynika to przede wszystkim z braku danych dotyczacych specyficznej
genetycznej kontroli syntezy i aktywnosci enzymow biorgcych udziat
w poszczegOllnych przemianach. Biosynteza niektdrych enzymoéw podle-
gajacych represji wymaga wspotdziatania dwoch systeméw genetycznych:
jadrowego i mitochondrialnego. Dodatkowym utrudnieniem jest hamowa-
nie przez glukoze i pokrewne cukry aktywnos$ci wiekszosci enzymdow pod-
legajacych represji glukozowej (94).

Pomimo tych wszystkich trudnos$ci w kilku pracowniach podjeto syste-
matyczne badania nad opracowaniem metod selekcji i poszukiwania mu-
tantow, ktére mogtyby przyczyni¢ sie do wyjasnienia genetycznego pod-
foza zjawiska represji katabolicznej u drozdzy (95, 96, 97).

Przez analogie do bakterii nalezy spodziewac sie nastepujacych trzech
klas mutacji powodujacych zmiane wrazliwosci na represje kataboliczna:

1) dotyczacych syntezy jednego enzymu, takich jak mutacje w miejscu
promotorowym operonu laktozy czy arabinozy u E. coli;

2) zmniejszajacych lub znoszacych efekt represji glukozowej o feno-
typie mutacji crr,

3) powodujacych niezdolno$¢ do indukcji syntezy enzyméw o efek-
tach analogicznych do mutacji cya~ i crp~.

W klasie 1) otrzymano mutanty o niewrazliwej na represje glukozowa
syntezie maltazy (88, 98), inwertazy (78), katalazy (95) i jednego z izoen-
zymow dehydrogenazy alkoholowej — ADH II. Tylko w jednym przypad-
ku mutacji oznaczonej symbolem ADR-3c, znoszacej wrazliwos$¢ syntezy
dehydrogenazy alkoholowej ADH Il na represje glukozowg wykazano, ze
jest to mutacja typu promotorowego. Nalezy podkreslié, ze wiasnosci
mutanta ADR-3cstanowig pierwszy bezposredni dowdd istnienia u drozdzy
miejsc regulatorowych zaangazowanych w katabolicznej represji gluko-
zowej. Wyniki prac Ciriacyego (99—101) dotyczace genetycznej re-
gulacji syntezy dehydrogenaz alkoholowych u drozdzy wskazujg, iz syn-
teza izoenzymu ADH Il podlega regulacji pozytywnej.

Do klasy 2) zaliczyé mozna mutanta wyizolowanego przez Scham-
har'ta i wsp. (79), w ktérym pojedyncza mutacja powodowata opornos¢
na represje kataboliczng syntezy maltazy, alfa-metylo-glukozydazy, in-
wertazy i dehydrogenazy bursztynianowej. Otrzymano réwniez mutanta,
ktory w warunkach represji glukozowej charakteryzuje sie wysoka aktyw-
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noscig katalazy i zdeprymowanym poziomem cytochroméw (Bilinski,
niepubl.). Prowadzone obecnie badania genetyczne i biochemiczne nad tym
mutantem wydajg sie $wiadczyé, ze istnieje wspdlny system regulujacy
biosynteze hemoproteidow.

Zimmermann iwsp. (96) oraz Ciriacy (97) poszukiwali szcze-
péw drozdzy, w ktérych pojedyncza mutacja powodowataby nieinduko-
walnos$¢ syntezy enzymdéw w warunkach braku represji. Opracowana przez
Zimmermanna metoda selekcji mutantow oparta jest na zatozeniu, ze
mutanty te nie powinny rosngé na niefermentowalnych zrédtach wegla,
poniewaz ich metabolizm wymaga czynnego wspétudziatu takich proceséw
jak transport elektrondw, oksydacyjna fosforylacja, glukoneogeneza oraz
funkcjonujacego cyklu glioksalowego, a enzymy katalizujgce te procesy
podlegaja represji katabolicznej. Brak indukcji tych enzymoéw powodo-
watby wiec fenotyp mutacji oddechowej. | rzeczywiscie autorzy (96) otrzy-
mali mutanta, w ktérym pojedyncza mutacja nazwana catl-1 wywotywa-
ta brak derepresji liazy izocytrynianowej, fruktozo-I,6-dwufosfatazy i mal-
tazy. Znacznie opézniona byta derepresja dehydrogenazy jabtczanowej,
natomiast kinetyka derepresji enzymow oddechowych pozostata taka jak
w szczepie wyjsciowym o niezmutowanym allelu CAT1. Otrzymano row-
niez dwa rewertanty, w ktorych przywrécenie zdolnosci do wzrostu na
glicerolu spowodowane byto wtdrnymi mutacjami regulatorowymi. Na
podstawie analizy genetycznej i biochemicznej tych szczepdéw zapropono-
wano, iz u drozdzy zahamowanie syntezy enzymdéw w warunkach represji
oraz inicjacja derepresji jest kontrolowana przez odrebne geny regulato-
rowe.

V-3. Udziat mitochondriéw w procesie derepresji

Mutanty oddechowe drozdzy, rho~ pozbawione funkcji mitochondrial-
nych na skutek delecji w mitochondrialnym DNA sg niezdolne do wzrostu
na niefermentowalnych Zrodtach wegla, takich jak glicerol czy etanol,
moga one natomiast rosngé na glukozie czerpigc energie z proceséw fer-
mentacji. Wydawatoby sie, ze powinny one réwniez rosnaé na innych
fermentowalnych zrédiach wegla takich jak galaktoza, melibioza, mal-
toza czy rafinoza. Wyniki licznych prac wskazuja, ze w wielu przypad-
kach mutanty oddechowe nie fermentujg tych cukréw (22, 32, 33, 98, 102)
np. omoéwione w poprzednich rozdziatach mutanty gal3 rho~.

Wspo6lng cechg przemian wyzej wymienionych cukréow w komorkach
drozdzy jest to, ze synteza enzymoOw katabolizujgcych galaktoze, melibioze,
maltoze i rafinoze podlega podwdjnej kontroli: jest indukowana przez
swoiste koinduktory oraz podlega represji glukozowej. Dotychczasowe ba-
dania zjawiska utraty zdolnosci fermentacji niektorych cukréw przez mu-
tanty rho~ miaty na celu wyjasnienie, ktére z proceséw zachodzacych
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w mitochondriach sg niezbedne dla indukcji enzymoéw katabolizujgcych
wyzej wymienione cukry.

Evans i Wilkie (102) zaproponowali, ze informacja zawarta
w mitochondrialnym DNA odpowiedzialna jest za synteze czynnikéw re-
gulujagcych ekspresje genow jadrowych odpowiedzialnych za metabolizm
poszczeg6lnych cukréw. Na podstawie za$ obserwacji, ze erytromycyna
inhibitor mitochondrialnej syntezy biatek moze hamowaé wykorzystywa-
nie galaktozy przez mutanty gal3, Puglisi i Algeri (92) sugerujg,
ze decydujacym czynnikiem w procesie indukcji enzyméw katabolizuja-
cych galaktoze jest synteza biatek mitochondrialnych. Przeciw obu przed-
stawionym powyzej hipotezom $wiadcza nastepujace fakty: otrzymano
mutanty w mitochondrialnym DNA, w ktorych zachowana zostata synteza
biatek mitochondrialnych przy jednoczesnej utracie zdolnosci do wzrostu
na galaktozie (103). Zahamowanie poszczegdlnych funkcji mitochondriéw,
takich jak transport elektronéw czy fosforylacja oksydacyjna przy nie-
zmienionej replikacji DNA i syntezie biatek mitochondrialnych, réwniez
uniemozliwia indukcje enzymow katabolizmu galaktozy w niektérych
szczepach drozdzy (104).

Udziat mitochondriéw w procesie indukcji enzymoéw katabolicznych
jak sie wydaje nie zostanie wyjasniony jezeli proces indukcji bedzie sie
nadal rozpatrywac niezaleznie od represji katabolicznej. Regulacja syn-
tezy enzyméw na drodze represji katabolicznej jest bowiem nadrzedna
w stosunku do indukcji. Indukcja enzyméw nie zachodzi w warunkach
represji glukozowej. Wedtug Zimmermanna i inn. (96) indukcje enzyméw
poprzedza faza derepresji, w ktorej nastepuje usuniecie lub inaktywacja
hipotetycznego represora (represoréw) syntetyzowanego w czasie represji
glukozowej.

W poprzednim podrozdziale oméwiono witasnosci mutanta catl-1. Zmu-
towany szczep nie rést na maltozie na skutek mutacji powodujacej nie-
zdolno$¢ derepresji niektérych enzymdw katabolicznych a miedzy innymi
i maltazy. Dane przedstawione przez Zimmermanna $wiadczg, ze w genie
CAT1 mozna otrzymaé¢ mutacje, ktére nie bedg powodowaty catkowitego
zahamowania derepresji lecz jej opdznienie. Fenotyp takiej mutacji przy-
pomina wiec fenotyp mutacji gal3. By¢ moze przedtuzony okres adaptacji
poprzedzajagcy indukcje enzymow katabolizmu galaktozy w mutantach
typu gal3 jest wynikiem op6zZnienia procesu derepresji. Badania nad kine-
tyka derepresji katalazy A w mutantach oddechowych drozdzy wskazujag,
ze obserwowany brak syntezy niektérych enzymdw podlegajacych represji
w komdrkach drozdzy o zaburzonych funkcjach mitochondrialnych moze
by¢ skutkiem braku zrédta energii niezbednego dla inicjacji i kontynuacji
procesu derepresji (105). Na podstawie tej obserwacji mozna przypuszczac,
ze brak indukcji enzymoéw katabolizujgcych galaktoze w mutantach gal3
rho~ rowniez jest skutkiem braku zrodia energii niezbednej dla procesu
derepresji. Wyizolowanie nowych mutantéw w genach kontrolujacych
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nadrzedne systemy regulacyjne jest warunkiem poznania wspo6tzaleznosci
miedzy procesami represji, derepresji i indukcji w drozdzach.

Mechanizmy regulacji genetycznej pozwalajg komorkom na dostoso-
wanie syntezy biatek do aktualnych warunkéw Srodowiska. Podstawowy-
mi elementami genetycznego systemu regulatorowego sg geny struktury
kodujace sekwencje aminokwasOw biatek o funkcjach katalitycznych lub
strukturalnych oraz geny regulatorowe kodujace sekwencje aminokwaséw
biatek regulujagcych ekspresje innych genéw. Uktad podlegajacy regulacji
skfada sie z genu (genéw) struktury oraz odcinkdw DNA o funkcji regu-
lacyjnej bedacych miejscami receptorowymi dla produktéw gendéw regu-
latorowych. W genotypie eukariontéw w wielu przypadkach zidentyfiko-
wano geny struktury i geny regulatorowe, natomiast w nielicznych tylko
przypadkach wykazano obecno$¢ miejsc receptorowych typu promotoro-
wego lub operatorowego.

Artykut otrzymano 1.10.1977; po rewizji autorskiej przyjeto 14.12.1977.
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I. Proces erytropoezy u ptakow

Podczas dojrzewania komérek erytroidalnych ptakéw nastepuje prak-
tycznie catkowita inaktywacja ich genomu, przy czym nie zanika jadro
komorkowe, tak jak ma to miejsce w erytropoezie u ssakéw. Réwnoczesnie
w catej komorce zachodzg typowe dla poszczegdlnych form rdznicowania
komorkowego znaczne zmiany morfologiczne i biochemiczne, prowadzace
do zaniku pewnych funkcji metabolicznych (Ryc. 1).

LEB SEB EPE MPE LPE MF
Objetosé komorki 16 1111

| ”@@

| Sgnteza DNA

| Synteza RN A
Synteza biatek 1
| Biatka nieheinogiobinowe ~ Hemoglobina

Ryc. 1. Schemat procesu erytropoezy u ptakéw ().

LEB —duzy erytroblast; SEB —maly erytroblast; EPE —wczesny erytrocyt polichromatyczny;
MPE —$redni erytrocyt polichromatyczny; LPE —péZny erytrocyt polichromatyczny; ME —
dojrzaty erytrocyt.

Tylko najmitodsze formy komorek erytroidalnych ptakéw (komoérki
uktadu erytroblastycznego) maja zdolno$¢ podziatu i syntezy DNA (1, 2,
3, 4). Ich komérki potomne — erytrocyty polichromatyczne — wysoce wy-
specjalizowane w syntezie hemoglobiny, sg juz formami niedzielgcymi sie.
Podczas réznicowania maleje zdolnos¢ komorek do syntezy RNA i biatka
(5, 6,7, 8). Niemniej jednak w dojrzatych erytrocytach wigczana jest jesz-
cze do RNA niewielka ilos¢ [sH]urydyny i [SP]ortofosforanu, wykazano
tez w tych komérkach obecnos¢ aktywnej polimerazy RNA (9, 10). Inakty-
wacji genomu komorkowego, wyrazajacej sie zahamowaniem syntezy
DNA, RNA i biatek, towarzyszy postepujaca kondensacja chromatyny
oraz zmniejszanie sie objetosci i suchej masy jadra komdrkowego (11,
12, 13).

Skondensowana chromatyna w znacznej swej czesci wystepuje w nie-
aktywnej genetycznie formie juz w komdrkach z wczesnych stadiow ery-
tropoezy. Rdznice w suchej masie jadra erytroblastow i komorek w p6z-
niejszych stadiach rozwoju moga wynika¢ czesciowo przynajmniej z faktu,
ze wiekszos¢ erytroblastow znajduje sie w fazach S oraz G2 cyklu komaor-
kowego, a wiec charakteryzuje je wyzsza $rednia zawarto$¢ DNA niz péz-
ne erytrocyty polichromatyczne i dojrzate erytrocyty, bedace w fazie Gx
(1). Stosunek suchej masy jadra do zawartosci DNA zmniejsza sie jednak
w komérkach erytroidalnych podczas erytropoezy nawet po utracie przez
nie zdolnosci syntezy DNA, co mozna ttumaczy¢ przede wszystkim obni-
zeniem zawartosci sktadnika biatkowego tych komérek (Tabela 1).

Wydaje sie, ze biatka aparatu genetycznego — histony i biatka niehi-
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stonowe — mogace regulowac funkcje chromatyny poprzez oddziatywanie
na jej strukture, zdolno$é syntezy RNA i specyficzng transkrypcje gendw,
odgrywajg znaczng role w inaktywacji genomu komérek erytroidalnych
W procesie erytropoezy.

Tabela 1
Sktad chemiczny jader komorek erytroidalnych kaczki (3).
Wartosci przedstawiajg stosunek wagowy RNA oraz biatek do DNA.
Typ k.omorlfl RNA Bla}kc') Histony . B_ialko
erytroidalnej catkowite niehistonowe
Maly i duzy erytroblast oraz
wczesny erytrocyt polichro-
matyczny 0,32 2,34 0,97 1,37
Wczesny erytrocyt polichro-
matyczny 0,17 181 0,96 0,88
Sredni erytrocyt polichroma-
tyczny 0,12 1,50 0,99 0,51
Pézny erytrocyt polichroma-
tyczny 0,08 1,30 0,90 0,40
Dojrzaty erytrocyt 0,06 113 0,91 0,23

I1. Histony komoérek erytroidalnych ptakéw

I1-1. Niejednorodnos$¢

Oprocz pieciu frakcji histonowych wystepujagcych powszechnie w ko-
morkach eukariotycznych (HI — histon silnie lizynowy; H2A i H2B —
histony umiarkowanie lizynowe; H3 i H4 — histony argininowe) histony
erytrocytow ptakow, a takze plazow i ryb zawierajg specyficzng frakcje
H5, ktorej obecnosci nie wykazano dotychczas w innych komérkach orga-
nizméw eukariotycznych (14—20, 38). Histon H5 wystepuje w dwdch for-
mach izomorficznych réznigcych sie jednym aminokwasem w pozycji 15
faricucha polipeptydowego. W erytrocytach kaczki formy te stanowig od-
powiednio 35 i 65°0 frakcji H5 (21—23). Badania struktury pierwszorze-
dowej histonu H5 wykazaty, ze jest to 197—aminokwasowy tancuch poli-
peptydowy o masie czasteczkowej 21 450, ..charakteryzujacy sie wysoka
zawartoscig lizyny (24, 25). W 1976 r. Sautiere i wsp. (26) podali se-
kwencje pierwszych 111 aminokwaséw w czasteczce histonu H5 erytro-
cytow kurczat (Ryc. 2).

Aminokwasem N-koricowym w tym histonie jest treonina, a C-termi-
nalnym lizyna. W sekwencji N-koricowej czesci taricucha zlokalizowane

4%
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sq wszystkie reszty aminokwas6w aromatycznych i wiekszo$¢ hydrofobo-
wych, C-terminalna cze$¢ biatka ma natomiast charakter zasadowy.
WSrod 86 reszt aminokwasowych, ktorych sekewncji dotychczas nie ozna-
czono, znajdujg sie 32 lizyny i 13 arginin.

T}j_R-GLU-SER-LEU-VAL-LEU-SER-PRO-ALA-PD-ALA-LYS-PRO-LYS-! VAL-LYS -
ALA-SER»%%G»ARG»SER-ALA»SER»H|S-PRO-THR»TYR-SER-3GOLU-MET-IIE-ALA-ALA-
ALA-ILE-ARG-ALA-GLU-LYS-SER-ARG-GLY-GLY-SER-SER-ARG-GLN-SER-ILE-GLN-
LYS-TYR-ILE-LYS-SER-HIS-TYR-LYS-VAL-GLY-HIS-ASN-A LA-ASP-LEU-GLN-I LE -
LYS—L;g—SER—lLE-ARG-ARG-LEU-LEU-ALA-ALA-G LY-VSAOL-LEU-LYS-G LN-THR-LYS -
GLY*VAL*GLY*ALA*GQ(I)_Y*SER—SER*PHE*ARG—LEU*ALA*LYS—SER—A5P*|(_)ES*ALA*LYS*
arg-ser-pro-gly-lys-ly5-lys-ala-lys-[thr3,5Er8,prol0( gly2,alai6,val3,

1ys32, arg)3]

Ryc. 2. Sekwencja aminokwasowa N-koncowego fragmentu histonu H5 erytrocytéw
kurczecia (26).

Histon H5 erytrocytow ptakdéw wykazuje znaczne podobieAstwo do hi-
stonu HI komérek innych tkanek pod wzgledem sktadu aminokwasowego,
masy czasteczkowej, a szczegdlnie rozmieszczenia hydrofobowych i zasa-
dowych reszt aminokwasowych w czasteczkach. Znaczna homologia
sekwencji aminokwasowej N-koncowej czesci histonu H5 oraz histonu HI
innych tkanek zwierzecych (grasica cielecia i krdélika, gruczoty jadrowe
pstragga) sugeruje, ze geny odpowiadajgce tym frakcjom histonowym mo-
gty ewoluowac¢ ze wspdlnego pragenu, a réznice w rozmiarach czasteczek
histonu HI i H5 moga wynika¢ z delecji lub duplikacji pewnych regionéw
genéw (27—29).

Frakcja H5, stanowigca od 10—28°/0 histonu catkowitego erytrocytéw,
zastepuje prawdopodobnie w komadrkach erytroidalnych frakcje silnie lizy-
nowg HI (3,30—36). Stwierdzono, ze histon HI nie wystepuje w erytrocy-
tach zaby Rana catesbeiana i ryby Caranx hippos (18) natomiast Dick
i Johns (30) zaobserwowali jego znaczny 5-krotny spadek w erytrocy-
tach kaczki w poréwnaniu z zawartoScig HI grasicy cielecia.

Histon HI komérek erytroidalnych charakteryzuje sie znaczna niejed-
norodnoscig. Zaréwno w zelu poliakryloamidowym, jak i w toku chroma-
tografii jonowymiennej mozna go rozdzieli¢ na 5—6 frakcji, wykazuja-
cych specyficzno$¢ tkankowa i gatunkowa. Zawarto$¢ histonu HI w ery-
trocytach kurczat jest mniejsza niz w chromatynie innych tkanek.
Jakosciowo jest on odmienny od histonu HI innych tkanek kregowcow,
pomimo niewielkich réznic w sktadzie aminokwasowym (23, 34, 37). Pozo-
state frakcje histonowe z erytrocytow, podobnie jak w przypadku innych
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tkanek, wykazuja znaczna konserwatywnos$¢ ewolucyjng struktury pierw-
szorzedowej (38).

Podczas erytropoezy catkowita ilos¢ histonow w chromatynie komdrek
erytroidalnych pozostaje praktycznie stata (Tabela 1) (3, 31), zmienia sie
natomiast wzgledna zawarto$¢ poszczeg6lnych frakcji histonowych.
Stwierdzono okoto 2-krotny wzrost ilosci histonu H5 (3, 30, 31, 33, 39, 40).
Kontrowersyjne sg jednak dane odnosnie zawartosci pozostatych frakcji
histonowych (30—33). Ostatnio wykazano, ze poza histonem H2A, kto-
rego ilos¢ nieznacznie wzrasta w dojrzatych erytrocytach, zawartos¢ po-
zostatych frakcji histonowych maleje podczas erytropoezy (3) (Ryc. 3).

25" \ .HS
A\A\ /
1\2\
0L 3\\AH28
A H3
& f. H2A
6!5 '\ﬂ
e
Sup4
10 - L
o—/
— \o\
O H{
5|
Ryc. 3. Zmiany w udziale iloSciowym poszcze-
gblnych histonéw podczas erytropoezy u kacz-
IR A XIS AR e ki (3).
LEB+SEB EPE MPE LPE ME Wartoéci wyliczono jako % catkowitej gestosci op-
+EPE tycznej przy 615 mm. Nomenklatura klejnych form
Komorki erytroidalne komoérek erytroidalnych jak na ryc. 1

Sugerowano, ze specyficzny dla komorek erytroidalnych ptakéw histon
H5 odpowiedzialny jest za inaktywacje genomu (41—45) i kondensacje
chromatyny erytrocytdw (12, 46—48) (nie stwierdzono wystepowania tej
frakcji histonowej w komérkach erytroidalnych tracacych jadro podczas
erytropoezy (49)). Jednakze obecno$¢ tego histonu juz w najmiodszych
formach komorek erytroidalnych ptakdw podwaza hipoteze o bezposred-
niej zaleznoSci miedzy represja genomu i wystepowaniem histonu Hb5.
Ponadto jakoSciowe i ilosciowe réznice w obrebie tej frakcji, obserwowane
w komorkach réznych gatunkéw ptakéw nie dadzg sie skorelowac ani
z metabolicznym ani strukturalnym zréznicowaniem erytrocytéw. Pozwa-
la to przypuszczaé, ze za inaktywacje genomu odpowiedzialna jest nie
bezwzgledna zawarto$¢ histonu H5, ale szybkos$¢ jego syntezy oraz zdol-
no$¢ do interakcji z DNA.

Mechanizmami, dzieki ktérym histony moga odgrywaé zasadniczg role
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w zmianach struktury i funkcji chromatyny, moga by¢é modyfikacje en-
zymatyczne ich struktury pierwszorzedowej, zmieniajgce tadunek elek-
tryczny czasteczki, co w efekcie prowadzi do zmiany w oddziatywaniu
DNA-histon. Uwaza sie, ze modyfikacje struktury pierwszorzedowej, ktore
obnizajg dodatni tadunek histonu (fosforylacja, acetylacja) sprzyjajg ,,roz-
proszeniu” chromatyny i wzrostowi jej zaangazowania w procesach tran-
skrypcji, podczas gdy modyfikacje, w wyniku ktérych ulega podwyzszeniu
dodatni tadunek histonu (metylacja), wydaja sie sprzyja¢ kondensacji
chromatyny i przeciwdziata¢ transkrypcji (38).

11-2. Synteza

Erytroblasty ptakow sg jedynymi krwinkami syntetyzujgcymi wszyst-
kie frakcje histonowe. Juz po 1-minutowej inkubacji z [H]leucyna lub
[#H] lizyna komérek erytroidalnych szpiku anemizowanych kaczek, mozna
otrzymaé z jader komérkowych znakowane histony. Swiadczy to zaréwno
0 duzej szybkosci elongacji tancucha peptydowego, jak i o duzej szybkosci
transportu histondw z miejsc syntezy w cytoplazmie do jadra (50). Szyb-
kos$é wiaczania znakowanych aminokwaséw w poszczeg6lne frakcje histo-
nowe jest najwyzsza w przypadku histonu H5 (2). W przeciwienstwie do
pozostatych frakcji histonowych, synteza tego specyficznego dla komérek
erytroidalnych ptakéw histonu, trwa jeszcze w niedzielgcych sie erytro-
cytach polichromatycznych (Ryc. 4) (23, 51—53).

j o H5
| = H4
| oH2A
80+ aH2B
| aH3

1

Wtqczanie [3H] leucyny, %
3
| B TR TE Tl ST

RN o s
LEEISEDEPEMPELPEME  Ryc. 4. Synteza histonow w procesie erytropoezy
Komoérki erytroidalne u kaczki (23)

Brak wiaczania [H]leucyny w obecnosci inhibitoréw syntezy DNA do
wszystkich frakcji histonowych poza H5 wskazuje, ze podobnie jak w in-
nych tkankach eukariotow, synteza histonéw HI, H2A, H2B, H3 i H4
komorek erytroidalnych ptakéw ma zwigzek z syntezg DNA. Fakt, ze inhi-
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bitory syntezy DNA (np. hydroksymocznik) blokujg synteze wszystkich
histonéw z wyjatkiem H5, sugeruje odrebny mechanizm regulacji trans-
krypcji jego matrycy (23). -

11-3. Fosforylacja

Wykazano rézny stopienn ufosforylowania poszczeg6lnych frakcji histo-
nowych komoérek erytroidalnych oraz zalezno$¢ ilosci wigczonego izotopu
od stopnia zroznicowania krwinek. Radioaktywny fosfor wigczany jest
w histony erytroblastow od 2 do 6 razy intensywniej niz w histony retiku-
locytéw. Histony tych ostatnich fosforylowane sa w nieznacznie tylko
wyzszym stopniu w poréwnaniu z odpowiednimi biatkami erytrocytow.
Sugeruje sie, ze fosforylacja wiekszosci frakcji histonowych komorek, nie-
zbedna do transportu nowosyntetyzowanych peptydéw z cytoplazmy do
jadra, wyprzedza synteze DNA. Wyjatek stanowig histony H2A i H5,
ktorych fosforylacja przebiega niezaleznie od replikacji DNA chromatyny
(2, 54, 55). Natomiast w retikulocytach (Srednie i pdzne erytrocyty poli-
chromatyczne) poza histonem H5 fosforylacji ulega takze histon H2B (53).
Wydaje sig, ze rowniez histon H5 fosforylowany jest jedynie w erytro-
blastach (23). Natomiast fosforylacja histonu H2A przebiega intensywnie
jeszcze w pozniejszych stadiach dojrzewania komdrek erytroidalnych.

Progresywny spadek zawartosci fosforu we frakcji H5 podczas dojrze-
wania erytrocytow ptakéw, moze by¢ przejawem jednego z mechanizmow
odpowiedzialnych in vivo za przeksztatcenie chromatyny w forme trans-
krypcyjnie nieaktywng (2, 36, 48, 55—57). W erytroblastach okoto 70—
80% czasteczek histonu H5 jest ufosforylowanych, podczas gdy w erytro-
cytach polichromatycznych — tylko okoto 50°0. llo$¢ ufosforylowanych
reszt seryny w nowozsyntetyzowanych czgsteczkach histonu H5 niedoj-
rzatych form jest rowna lub mniejsza od dziewieciu (36). W histonie H5
dojrzatych erytrocytow stwierdzono natomiast tylko 4 miejsca fosfory-
lacji, sa nimi: Ser 45 (lub 46), Ser 49, Ser 91 (lub 92) oraz seryna lub
treonina we fragmencie tafcucha miedzy 111 i 200 resztag aminokwaso-
wa (58). Nizsza zawarto$¢ fosforu w histonach dojrzatych form moze
odzwierciedlaé mniej aktywny proces fosforylacji lub wyzszy stopien de-
fosforylacji, badz tez by¢ wypadkowg obydwu procesow jednoczesnie.
Sugeruje sie ze defosforylacja histonu H5 podczas erytropoezy prowadzi
do przeksztatcenia tego biatka w ,,super—represor” (36, 59).

11-4. Acetylacja

Histony komérek erytroidalnych ptakéw, niezaleznie od stadium zréz-
nicowania komoérek, majg zdolno$¢é wigczania radioaktywnego octanu. Ace-
tylacja histondw w miare postepu erytropoezy nie ma zatem zwigzku ani
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z ich syntezg ani replikacja DNA. Jednak podczas dojrzewania krwinek
obserwowano 4—5-krotne zmniejszenie stopnia acetylacji histonéw (3, 23),
przy réwnoczesnym wzroscie aktywnosci deacetylazy histonowej (60).

Podobnie jak w innych tkankach frakcjami majacymi najwiekszg zdol-
nos¢ wiaczania [H] lub [MC] octanu sa histony argininowe, tj. H3 i H4.
W histonie H3 obok form niezacetylowanych mozna wyrézni¢ formy za-
wierajagce jedng oraz dwie reszty t-N-acetylolizyny. Histon H4 za$, poza
N-acetyloseryng zawiera jeszcze trzy reszty lizyny zdolne do acetylacji.
Rozbicie czasteczki znakowanego histonu H2B za pomoca bromocyjanu
oraz termolizyny ujawnia obecno$¢ co najmniej dwdch miejsc acetylacji
w obrebie zasadowej, N-koncowej czesci jego tancucha polipeptydowego
(60).

Niskie wigczanie radioaktywnego octanu przez histony HI i H2A wy-
nika prawdopodobnie z acetylacji N-koncowej seryny. Acetylacja N-kon-
cowego aminokwasu tych histondw nie bytaby zatem modyfikacjg wt6rna
ich czasteczek, ale zwigzana bytaby z inicjacjg syntezy tancuchoéw poli-
peptydowych (23). W 1977 r. Sung i wsp. (53) wykazali jednak, ze za-
blokowanie syntezy biatka cykloheksoimidem nie wptywa na zahamowa-
nie acetylacji histonu H2A, podczas gdy histony HI i H5 prawdopodobnie
nie ulegajg acetylacji.

Rownoczesnie ze zmniejszeniem stopnia acetylacji histonéw podczas
erytropoezy maleje aktywno$¢ matrycowa chromatyny komdérek erytro-
idalnych w syntezie RNA in vitro. W doswiadczeniach z uzyciem inhibi-
torow polimerazy RNA ( a-amanityny, aktynomycyny D, ryfamycyny
AF/013) wykazano jednak, ze acetylacja histonéw H3 i H4 przebiega pod-
czas zahamowanej syntezy RNA (23). Mechanizmy kontrolujgce synteze
RNA i acetylacje histonow nie sg zatem $ci$le powigzane.

Konieczne sa dalsze badania, ktére mogtyby wykaza¢ czy acetylacja
i deacetylacja histonow, prowadzaca do zmiany tadunku w obrebie zasa-
dowych obszardw czasteczek biatka na skutek enzymatycznej modyfikacji
¢-aminowych grup lizyny, a wiec do zmiany w oddzialywaniu histonéw
z DNA, moze by¢ jednym z mechanizméw regulujacych dostepnos¢ DNA
dla transkrypcji podczas erytropoezy.

11-5. Metylacja

Metylacji ulegajg jedynie histony argininowe, tj. H3 i H4 w komdérkach
kazdego ze stadiow roznicowania krwinki czerwonej (53). Stopied mety-
lacji tych histonow jest jednak 3-krotnie wyzszy w erytroblastach niz
w retikulocytach. W nieaktywnych metabolicznie erytrocytach nie obser-
wuje sie w ogole wiaczania grupy metylowej [MCHJ3 metioniny.

Analiza aminokwasowa wykazata jednak, ze histony H3 retikulocytow
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i erytrocytéw zawierajg prawie identyczng liczbe zmetylowanych reszt
lizyny, co sugeruje, ze histony argininowe skondensowanej chromatyny
erytrocytow podlegajg metylacji.

I1l. Biatka niehistonowe chromatyny komdrek erytroidalnych ptakow
I11-1. Niejednorodnosé¢

Erytrocyty ptakéw w pordwnaniu z innymi tkankami charakteryzujg
sie wyjatkowo niskg zawartoscig biatek niehistonowych, co pozosta-
je prawdopodobnie w zwigzku z niskg aktywno$cig matrycowg chroma-
tyny tych komdrek w syntezie RNA i biatka. Stosunek biatek niehisto-
nowych do DNA waha si¢ w granicach od 0,2 do 0,5 (61—64). Biatka
niehistonowe erytrocytow w poréwnaniu z analogicznymi biatkami komé-
rek innych tkanek wykazujg znacznie nizsza niejednorodnosé. Oprocz
frakcji biatek niehistonowych typowych tylko dla erytrocytéw wystepuja
w ich chromatynie réwniez frakcje spotykane w biatkach niehistonowych
innych tkanek. By¢ moze sg to enzymy katalizujgce procesy metabolicz-
ne zachodzace w jadrze komdrkowym oraz biatka strukturalne chroma-
tyny. Niemniej jednak obserwuje sie r6znice w ilosciowej zawartosci tych
frakcji biatkowych w jadrach komorkowych tkanki erytroidalnej i nie-
erytroidalnej.

Analiza elektroforetyczna biatek niehistonowych (rozpuszczalnych
w fenolu o pH 8,4 oraz 9,4) z erytrocytow gesi wykazata obecnos¢ okoto
17 frakcji w ekstrakcie o pH 8,4 i 12 frakcji w pH 9,4. W analogicznych
biatkach watroby obserwowano natomiast odpowiednio 23 i 22 frakcje.
Biatka niehistonowe komorek erytroidalnych charakteryzuja sie wyzszg
zawartoscig frakcji o masach czasteczkowych w granicach 80 000— 146 000,
podczas gdy w biatkach niehistonowych watroby dominujg frakcje o ma-
sach w zakresie od 20 000 do 80 000 daltonéw (45, 62). Wedtug Elgina
i Bonnera (65) frakcja biatek niehistonowych o masie czasteczkowej
146 000 jest charakterystyczna dla erytrocytéw.

Porownano rozpuszczalne w 0,35 M roztworze chlorku sodu biatka
niehistonowe erytrocytow kurczat oraz grasicy cielecia (66). Ekstrahujace
sie w tych warunkach biatka niehistonowe erytrocytow charakteryzowaty
sie wystepowaniem frakcji o wysokich masach czgsteczkowych, ktérych
az 95°/o stracato sie za pomocg 2°/0 roztworu kwasu tréjchlorooctowego
(w przypadku innych tkanek tylko ok. 5096>). Elektroferogramy biatka
erytrocytow wytrgconego 10°/0 roztworem kwasu tréjchlorooctowego
nie wykazywaty obecnosci frakcji odpowiadajacych analogicznym biatkom
grasicy cielecia i owcy, watroby szczura oraz komoérek nowotworowych.
Dominowata w nich frakcja o masie czgsteczkowej okoto 35 000, podczas
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gdy w grasicy cielecia pod wzgledem iloSciowym najsilniej reprezento-
wana byta frakcja o masie 25 000 daltonéw. Goodwin i wsp. (67) su-
geruja, ze fj-akcja biatek niehistonowych ekstrahujgca sie 0,35 M roztwo-
rem NaCl wystepuje w nukleosomach aktywnych transkrypcyjnie rejo-
néw chromatyny.

Stosujgc do izolowania biatek niehistonowych metody pozwalajgce na
otrzymanie praktycznie catej puli tych biatek wykazano (68), ze biatka
niehistonowe erytrocytow i retikulocytow kaczki sg biatkami o charakte-
rze kwasnym. Stosunek aminokwasow kwasnych do zasadowych wynosi
w przypadku erytrocytéw 1,53, a retikulocytéw 1,46. W wyniku elektro-
forezy w zZelu poliakryloamidowym, zawierajagcym SDS, biatka te rozdzie-
laty sie na 16—26 frakcji o masach czgsteczkowych od 12 500 do 150 000.
Zaleznie od metod dysocjacji chromatyny oraz izolowania z niej biatek
niehistonowych obserwowano w ich obrazie elektroforetycznym przewage
badZz frakcji wysokoczasteczkowych (72 000 i 150 000) (69, 70), Srednio-
czasteczkowych (50 000, 65 000 i 70 000) (3, 72), badZ niskoczgsteczkowych
w zakresie 13 000—20 000 daltonéw (71).

Stosowanie réznych technik izolowania biatek niehistonowych z ma-
teriatu biologicznego utrudnia poréwnanie wynikow nawet w obrebie tej
samej tkanki.

Analiza sktadu chemicznego zaréwno jader komérkowych jak i chro-
matyny ptasich komoérek erytroidalnych wykazata, ze podczas erytropo-
ezy nastepuje progresywne zubozenie chromatyny tych komoérek w bial-
ko, spowodowane znacznym obnizeniem ogdlnej zawartosci biatek nie-
histonowych (3, 72, 73) (Tabela 1). Biatka niehistonowe dojrzatych form
sg mniej niejednorodne, a zmianom podczas erytropoezy podlegajg wy-
biérczo tylko niektére ich frakcje. Zmiany w elektroferogramach biatek
niehistonowych zrdéznicowanych metabolicznie komérek erytroidalnych
kaczki majg charakter gtdwnie ilosciowy. Dotycza one przede wszystkim
frakcji o stosunkowo niskich masach czasteczkowych (26 000 i 28 000 dal-
tonéw) (3). Podczas erytropoezy komdrek erytroidalnych kur zaznacza
sie zmniejszenie zawartosci frakcji biatek niehistonowych o masach czas-
teczkowych okoto 23000 i 86 000 (73). Poréwnujac obrazy elektrofore-
tyczne biatek niehistonowych chromatyny erytrocytéw i erytroblastéw
gotebia wykazano przede wszystkim wystepowanie roznic jakosciowych.
Dojrzewaniu komorki erytroidalnej gotebia towarzyszy zanik frakcji
0 masach czasteczkowych powyzej 68 000, z réwnoczesnym pojawie-
niem sie 2—3 dodatkowych frakcji nie wystepujacych w erytroblas-
tach (74).

Przypuszcza sie, ze dajgce sie wykazac¢ na elektroferogramach iloscio-
we i jakosciowe zmiany w skladzie biatek niehistonowych podczas erytro-
poezy, moga by¢ wynikiem zréznicowania metabolicznego komorek ery-
troidalnych.
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I11-2. Synteza

W komérkach erytroidalnych intensywnos$¢ syntezy biatek niehisto-
nowych znacznie maleje w miare dojrzewania komarki (3, 75). W przeci-
wieAstwie wiec do wiekszoSci frakcji histonowych synteza biatek niehis-
tonowych odbywa si® gtownie w fazie Gx, tj. wyprzedza replikacje DNA
(76).

Mimo, ze erytroblasty charakteryzuja sie wyzszym tempem syntezy
biatek niehistonowych w poréwnaniu z bardziej dojrzatymi formami, to
jednak te same frakcje biatkowe syntetyzowane sg przez erytroblasty
i wczesne erytrocyty polichromatyczne (wielobarwliwe). W p6Znych ery-
trocytach polichromatycznych kaczki obserwuje sie synteze biatek nie-
histonowych o masach w zakresie od 54 000 do 130 000 daltonéw. Synteza
biatek tej grupy nie zachodzi w erytrocytach, a niska ich zawarto$é
w chromatynie tych komorek $wiadczy, ze nie sg one gromadzone w doj-
rzatych formach krwinek (23). W niedojrzatych komdrkach erytroidal-
nych kurczat wystepuje natomiast frakcja o masie czgsteczkowej okoto
81 000, ktérej syntezy nie obserwuje sie w erytrocytach (75).

Hasa czasteczkowa x 103
67 45 27 - 47
R

LEB
B

Ryc. 5. Synteza bialek niehistonowych chro-
X matyny w procesie erytropoezy u kaczki.
20 40 60 50—‘,50 ,200 Wykresy densytometryczne rozdziatéw w zelu po-
liakryloamidowym biatek niehistonowych rozpusz-
czalnych w I°lo SDS o pH 8,0 (23).

Dtugos¢ zelu (mm)

By¢ moze, te frakcje biatkowe pojawiajace sie w chromatynie p6znych
erytrocytow polichromatycznych odgrywaja istotng role w ,,superrepresji”
aktywnosci jadrowej dojrzatych erytrocytéw (Ryc. 5).
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111-3. Fosforylacja

Fosforylacja biatek niehistonowych chromatyny komorek erytroidal-
nych ptakow jest r6zna w komdrkach o réznym stopniu zréznicowania
(77, 78). llos¢ znakowanego fosforu wiaczanego do biatek jadrowych reti-
kulocytéw kaczki jest ponad 4-krotnie wyzsza niz w dojrzatych komor-
kach. Po zahamowaniu syntezy biatek komdérkowych puromycyng wyka-
zano, ze wigczanie fosforu polega na fosforylacji uprzednio zsyntetyzo-
wanych tafcuchéw polipeptydowych. Fosforylacja biatek niehistonowych
moze zachodzi¢ przy zahamowanej syntezie DNA i RNA (79). Réwnolegle
ze zmniejszeniem stopnia ufosforylowania biatek niehistonowych i ich
defosforylacja nastepuje spadek aktywnosci kinazy fosfoproteidowej. Su-
geruje sie, ze defosforylacja silnie zwigzanych z DNA biatek niehistono-
wych (nie ekstrahujgcych sie 0,35 M roztworem NaCl) jest jedng z przy-
czyn inaktywacji genomu podczas erytropoezy (59).

tatwos¢ zanieczyszczenia frakcji jadrowej komorek erytroidalnych
ptakéw btonami cytoplazmatycznymi moze spowodowac btedng interpre-
tacje wynikéw badan nad fosforylacjg biatek niehistonowych chromatyny
tych komorek. Chociaz biatka niehistonowe erytrocytéw kurczat (rozpu-
szczalne w 8 M moczniku) zawierajg okoto 12 razy wiecej fosforu niz biat-
ka bton, to jednak zdolno$¢ fosforylacji tych ostatnich jest 3-krotnie wyz-
sza (79).

IV. Wplyw histonéw i biatek niehistonowych na aktywno$¢ matrycowga
chromatyny komoérek erytroidalnych ptakoéw.

Aktywnos$¢ matrycowa chromatyny erytroblastow golebia w syntezie
RNA stanowi okoto 5°0 aktywnosci matrycowej DNA pozbawionego bia-
tek. W przypadku erytrocytow jest ona 8—10 razy nizsza. Aktywnos$é
matrycowa wyizolowanej chromatyny erytroblastow i erytrocytéw sta-
nowi natomiast odpowiednio 12—15°%0 oraz 2—3°%0 aktywno$ci DNA (42,
80).

Niska aktywno$¢ matrycowa chromatyny dojrzatych erytrocytow w po-
réwnaniu z chromatyng miodszych form (2, 41, 42, 44, 52, 80—85), a takze
innymi tkankami ptakow (45, 61, 81) czy ssakow (44, 82) wynika naj-
prawdopodobniej ze zmian jakoSciowych i ilosciowych w obrebie biatek
chromatyny. Rekonstruowana chromatyna zawierajagca DNA grasicy cie-
lecia i biatka chromatynowe erytrocytow ma nizszg zdolno$¢ transkryp-
cyjna niz chromatyna zawierajgca DNA erytrocytow i biatka chromatyny
grasicy (44).

Badania aktywno$ci matrycowej chromatyny erytrocytow, z ktdrej
usuwano selektywnie, na drodze kwasnej ekstrakcji, poszczegdlne histony
wykazaty, ze usuniecie histonu HI pozostaje bez wptywu na ten proces.
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Usuniecie za$ histonu H5 podwyzsza zdolno$¢ transkrypcyjng chromatyny
0 okoto 50% w stosunku do chromatyny pozbawionej catko-
wicie histondw. Usuniecie biatek niehistonowych powoduje dalszy wzrost
aktywnos$ci matrycowej o okoto 21—25°/0 w stosunku do aktywnos$ci DNA
pozbawionego biatek (41, 43, 44). Chromatyna dojrzatych erytrocytéw za-
wiera 5—6 razy mniej miejsc wigzania bromku etydyny niz DNA. Liczba
miejsc wigzacych barwnik wzrasta najwyrazniej po oddysocjowaniu
z chromatyny histonu H5 (43, 86).

Wydaje sig, ze w komérkach erytroidalnych histony sg w wiekszym
stopniu odpowiedzialne za ograniczenie aktywno$ci matrycowej chroma-
tyny niz w innych tkankach. NajwyraZniejszy wzrost aktywno$ci matry-
cowej chromatyny erytrocytow obserwuje sie po ekstrakcji histondw HI
1H5 (0,6 M NaCl), podczas gdy w przypadku chromatyny watroby — po
ekstrakcji biatek niehistonowych (Tabela 2) (45).

Tabela 2
Zmiany wiasciwosci chromatyny erytrocytéw i watroby kurczecia po
ekstrakcji roztworem chlorku sodu (45).

Aktywnos$¢ matrycowa wyliczono w stosunku do aktywnosci matrycowej DNA, przy-
jetej jako 100%.

j Stezenie Biatko/DNA Aktywnos§¢ matrycowa
NacCl

(M) erytrocyty watroba erytrocyty watroba

0,1 1,05 2,25 2,1 9,6

0,4 0,85 1,71 29 14,6

0,6 0,64 1,55 333 32,6

1,0 0,44 0,85 37,6 453

2,0 0,24 0,60 84,9 64,0

Wyniki badan struktury chromatyny sugerujg istotny udziat histonu
H5 w inaktywacji genomu erytrocytow. Po przeprowadzeniu rozdziatu
chromatograficznego chromatyny erytrocytow na ECTHAM-celulozie
okazato sie, ze nie zawiera ona obszar6w pozbawionych histonu H5, ana-
logicznych do rejonéw pozbawionych histonu HI w chromatynie tkanek
nieerytroidalnych (87).

Wydaje sie, ze nie tylko histon H5 bierze udziat w ,superrepresji
genomu erytrocytéw. Biatka niehistonowe chromatyny erytroblastéw,
w uktadzie pozakomoérkowym, zwiekszajg okoto 3-krotnie aktywno$é ma-
trycowg chromatyny erytrocytdw w syntezie RNA. Dodanie biatek nie-
histonowych erytrocytow pozostaje bez wptywu na ten proces lub nawet
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go hamuje. Synteze RNA stymuluja gtownie biatka niehistonowe erytro-
blastéw rozpuszczalne w 0,35 M roztworze NaCl (Ryc. 6) (74).

Technika hybrydyzacji globinowego mRNA z komplementarnym DNA
(cDNA), otrzymanym na matrycy globinowego mRNA z uzyciem odwrot-
nej transkryptazy, pozwolita blizej scharakteryzowaé nowosyntetyzowane
produkty transkrypcji hybrydéw chromatynowych. W wyniku jej zasto-
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Ryc. 6. Wplyw biatek niehistonowych chromatyny erytrocytéw i erytroblastéw go-
tebia na aktywno$¢ matrycowg chromatyny erytrocytdw w obecnosci polimerazy
RNA z E. coli (74).
1—biatka niehistonowe erytrocytéw, 2—biatka niehistonowe erytroblastéw rozpuszczalne
w 035 M NaCl, 3—biatka niehistonowe erytroblastéw nierozpuszczalne w 035 M NaCl.

sowania sugeruje sie, ze za specyficzng transkrypcje genu globiny, pod-
stawowego biatka powstajgcego w komdrkach erytroidalnych, odpowie-
dzialne sg witasnie biatka niehistonowe. Synteza RNA analogicznego z glo-
binowym mRNA zachodzi tylko w ukladzie zawierajgcym chromatyne
otrzymang z retikulocytéw. Nie stwierdza sie jej w przypadku chromatyny
watroby lub DNA retikulocytow pozbawionego biatek (88). Sekwencje
nukleotydowe swoiste dla globinowego mRNA syntetyzujg sie tylko na
rekonstruowanej chromatynie retikulocytéw zawierajgcej biatka niehisto-
nowe retikulocytéw (podstawienie ich biatkami niehistonowymi watroby
uniemozliwia synteze globiny) (89). Wedlug Chiu i wsp. (90) za roz-
poznawanie sekwencji nukleotydowej genu globinowego odpowiedzialna
jest frakcja biatek niehistonowych o wysokim powinowactwie do DNA,
podczas gdy biatka niehistonowe luzno zwigzane z DNA oraz histony tej
cechy nie wykazujg. Chromatyna rekonstruowana z DNA, histonow i ,,luz-
no” zwigzanych z DNA biatek niehistonowych mézgu kurczecia oraz bia-
tek niehistonowych o wysokim powinowactwie do DNA pochodzgcym z re-
tikulocytéw, syntetyzuje globinowe mRNA z taka sama efektywnoscig co
chromatyna rekonstruowana z DNA i biatek retikulocytow.

V. Uwagi koncowe

Wydaje sie, ze na poziomie transkrypcji nalezy szuka¢ przyczyn mor-
fologicznych, biochemicznych i funkcjonalnych zmian fenotypu komérek
erytroidalnych podczas erytropoezy. Procesowi réznicowania i dojrzewa-
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nia krwinek czerwonych towarzysza zmiany wiasciwosci fizykochemicz-
nych i cytochemicznych kompleksu DNA-biatko w chromatynie. W miare
réznicowania sie ptasich komérek erytroidalnych ich chromatyna traci
zdolno$¢ wigzania barwnikéw zasadowych, prawdopodobnie na skutek
maskowania ujemnie natadowanych grup fosforanowych DNA przez biat-
ka (12). Obserwuje sie wzrost odpornosci chromatyny na denaturacje ter-
miczng i kwasng hydrolize w reakcji Feulgena. Réwnolegle maleje w ko-
morkach erytroidalnych aktywnos$¢ polimerazy RNA (39, 80, 91), a akty-
wno$¢ polimerazy DNA i kinazy tymidynowej wykrywa sie jedynie
w komérkach najmtodszych form zachowujgcych zdolno$é podziatu i syn-
tezy DNA (92, 93).

Chociaz charakterystyczny dla komérek erytroidalnych ptakéw his-
ton H5 obecny jest w komdrkach wszystkich stadidw rozwojowych, to je-
go zawarto$¢ w chromatynie wzrasta wraz z postepujacym zréznicowa-
niem komérki i kondensacjg chromatyny. Przy ogromnej konserwatywno-
§ci ewolucyjnej histonéw pojawienie sie w komérkach erytroidalnych
frakcji H5 musi mie¢ zapewne zwigzek z petnieniem przez nig $cisle okre-
Slonej funkcji. Zmniejszenie zawartoSci jak i stopnia niejednorodnosci
biatek niehistonowych chromatyny w komadrkach erytroidalnych w czasie
erytropoezy u ptakéw, sugeruja, ze sg one konieczne do utrzymania chro-
matyny w stanie rozproszonym oraz aktywnej transkrypcji genomu. Obni-
zenie stopnia enzymatycznych postsyntetycznych modyfikacji struktury
pierwszorzedowej histonéw i biatek niehistonowych wptywa prawdopo-
dobnie w konsekwencji na zmiany struktury i funkcji chromatyny.

Nie bez znaczenia sg tez zapewne zmiany w skfadzie jonowym srodo-
wiska, akumulacja hemoglobiny i obnizona zawarto$¢ wody w przestrzeni
jadrowej, mogace w niespecyficzny sposob ogranicza¢ aktywno$é matry-
cowg chromatyny (2, 83, 84, 94).

Fakt, ze nieczynne metabolicznie jadro erytrocytu moze ulec reakty-
wacji (95, 96) w warunkach in vitro (po potgczeniu go w heterokariony
z aktywnymi metabolicznie komoérkami przy udziale wirusa Sendai) byc¢
moze przyczyni sie do wyjasnienia procesu inaktywacji genomu podczas
erytropoezy.

Artykut otrzymano 1.8.1977; po rewizji autorskiej przyjeto 19.12.1977.
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Podczas pierwszej cigzy zwierzecia gruczot mleczny ulega przemianom
prowadzacym do podjecia przez ten narzad wydzielania mleka. Dzieje sie
to na skutek przeksztatcenia komorek nabtonkowych w komorki typowo
wydzielnicze o aktywnym metabolizmie. W przeksztatconych komdrkach
nabtonkowych zachodzi synteza charakteryzujgcych laktacje biatek mle-
ka. Zespo6t proceséw prowadzacych do podjecia syntezy biatek oraz po-
zostatych skladnikéw mleka okre$la sie jako laktogeneze. Juz w trzy-
dziestych latach naszego stulecia pojawity sie prace wskazujgce, ze pro-
cesy te sg indukowane a nastepnie sterowane hormonalnie. Do hormo-
néw bezposrednio uczestniczacych w regulacji laktogenetzy zalicza sie:
insuling, prolaktyne, hormon laktogenny z tozyska i glukokortykoidy
1, 2,3, 4,5 6). Mozna sadzi¢, ze kluczowa role w laktogenezie odgrywaja
zmiany w odczytywaniu informacji genetycznej zawartej w matrycy
chromatynowej (zmiany transkrypcji), u podtoza ktérych lezg oddziaty-
wania hormonéw. Regulacja transkrypcji w gruczole mlecznym podobnie
jak i w innych tkankach nie zostata dotad szczegdtowo poznana. Istnieje
jednak szereg danych, na podstawie ktérych mozna przedstawi¢ schemat
pokazujacy przynajmniej cze$¢ wzajemnie powigzanych drog oddziatywan
hormondw i innych substancji na proces transkrypcji w omawianym na-
rzadzie.

Il. Zmiany ukfadu transkrypcji w gruczole mlecznym podczas
laktogenezy

I1-1. Synteza RNA in vivo
W okresie cigzy obserwuje sie w gruczole mlecznym znaczne ozywie-

nie proces6w anabolicznych, w tym syntezy RNA (7, 8, 9). Wzrost aktyw-
nosci syntezy RNA zachodzi szczeg6lnie intensywnie w drugiej potowie

A

200f

imp/min
T

1001
Ryc. 1. Wiaczanie [14C] urydyny do RNA
w gruczole mlecznym myszy w okresie

¥ cigzy (C) i laktacji (L) (7).
Myszom wstrzykiwano 20 uCi [UC] ury-
s dyny i po 1 godz. oznaczano radioaktyw-
10 16 4 16 Dni _nosc vyla,czonq d_o RNA. Wyniki pode_mo w
imp/min w przeliczeniu na mg tkanki gru-

L czotu mlecznego.
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cigzy i w poczatkowym okresie laktacji. llustruje to rycina 1, na ktérej
przedstawiono wigczanie in vivo [4C] urydyny do RNA w gruczole mlecz-
nym myszy. Podobne zaleznos$ci stwierdzono réwniez u szczura (10).

Aktywacja syntezy RNA w gruczole mlecznym poprzedzona jest wzro-
stem aktywnosci enzymow bioracych udziat w reutylizacji puryn, fosfo-
rybozylotransferazy purynowej (E.C. 2.4.2.7.) i nukleozydofosforylazy pu-
rynowej (E.C. 2.4.2.1) (7). Wzrost aktywnosci transkarbamylazy aspara-
ginianowej (E.C. 2.1.3.5.) — pierwszego enzymu cyklu syntezy pirymi-
dyn — zachodzi réwnolegle ze wzrostem syntezy RNA (11).

A 500 8
o
a
E ¥
28S 18S i
+ 10
1 1
11*5 1 2 é AZGG
RNA

L

1 -
10 20 ml

Ryc. 2. Profil sedymentacyjny (A) i aktywno$¢ matrycowa mRNA (B) izolowanego
z laktujgcego gruczotu mlecznego (22).
Frakcje mRNA z gruczotu mlecznego owcy uzyto jako matrycg w bezkomdérkowym ukta-

dzie z retikulocytow krolika, oznaczajagc metodg immunoprecypitacji ilo§¢ zsyntetyzowanych
[UC] kazein —a, |3, x.

W wyniku zwiekszonej aktywnosci syntezy RNA i spadku poziomu
rybonukleaz (12, 13), w tkance gruczotu mlecznego podczas laktogenezy
wzrasta zawarto$¢ RNA. Podwyzszenie poziomu RNA w tym okresie roz-
wojowym wykazano w gruczole mlecznym myszy (14, 15), szczura (16, 17,
18) i owcy (16). Poréwnanie preparatow RNA izolowanych w okresie
cigzy i laktacji wykazato, ze w okresie laktacji nastepuje wzrost zawar-
tosci rybosomowego RNA. RNA ekstrahowany z gruczotu mlecznego kro-
lika, w okresie cigzy zawiera do 60% rRNA, a w okresie laktacji 70—80%
rRNA, niezaleznie od metody izolowania RNA (fenol-SDS, fenol) i sposo-
bu analizy (wirowanie w gradiencie sacharozy, elektroforeza w zelu po-
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liakryloamidowym, selektywne wytracanie) (19). Wzrostowi poziomu RNA
w gruczole mlecznym w czasie laktogenezy towarzysza jakoSciowe zmiany
RNA. Za pomocg hybrydyzacji wykazano, ze w okresie tym zachodzg zmia-
ny w populacji szybkoznakujgcego sie RNA (20). Campbell i wsp. (21)
stwierdzili w tkance gruczotu mlecznego w okresie laktacji obecnos¢é RNA
0 statej sedymentacji 10—11 S i wiasciwosciach mRNA. Wykazano na-
stepnie, ze jest to grupa mRNA kodujacych synteze kazein a, |3 x oraz
laktoalbumine i '(3-laktoglobuline (22,23). Mase czasteczkowg badanych
mRNA ustalono na okoto 3,5X105daltondw, co odpowiada tancuchowi za-
wierajgcemu 900 nukleotydow. Uzyskana warto$¢ jest wyzsza niz wyni-
katoby to z wyliczen diugosci mRNA na podstawie mas czgsteczkowych
biatek mleka. Wskazuje to, ze mRNA biatek mleka zawiera, podobnie jak
inne mRNA, sekwencje nie ulegajace translacji.

11-2. Zmiany aktywnosci polimeraz RNA

Zmiany syntezy RNA mierzone in vivo znajdujg swoje odbicie w zmia-
nach aktywnosci uktadéw bezkomaérkowych izolowanych z gruczotu mlecz-
nego. Intensywnos¢ syntezy RNA w jadrach komérkowych gruczotu mlecz-
nego krélika jest okoto dwukrotnie wyzsza w okresie laktacji w poréwna-
niu z okresem cigzy (24). Jednoczesnie w okresie cigzy okoto 60°/0,
a w okresie laktacji 40% aktywnosci syntetycznej jagder hamowane jest

Tabela 1

Aktywnos¢ polimerazy A i polimerazy B w gruczole mlecznym krolika w okresie
poznej cigzy i w poczatkowym okresie laktacji (26).

Aktywnos$¢ polimerazy

Procentowy udziat
RNA pmole [3H] UTP/mg Y

Stan fizjologiczny tkanki polimerazy

A B A B
cigza—21 dni 21 51 29 71
cigza— 25 dni 14 41 25 75
laktacja— 4 dni 34 56 37 62
laktacja— 5 dni 91 50 65 35

przez a-amanityne. Anders on i wsp. (25 badajagc zalezng od DNA
polimeraze RNA (EC. 2.7.7.6.) stwierdzili obecno$¢ w gruczole mlecznym
dwu gtéwnych klas polimerazy RNA; polimerae A niewrazliwg na a-ama-
nityne, syntetyzujagcg rRNA i polimeraze B wrazliwg na dziatanie a-ama-
nityny, syntetyzujgcg mRNA. Stwierdzono ponadto obecno$¢ niewielkiej
ilosci polimerazy C. Przyrost aktywnosci polimerazy A w jadrach izolo-
wanych w okresie laktacji $wiadczy wiec o wzroscie syntezy rRNA. Po-
dobne wyniki uzyskano oznaczajgc aktywno$¢ preparatéw polimerazy
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RNA izolowanych z gruczotu mlecznego krélika, przy zastosowaniu jako
matrycy DNA z grasicy cielecej (26). Pomiedzy koricowym okresem cigzy
i poczatkiem laktacji aktywnos$¢ polimerazy A wzrasta okoto czterokrot-
nie, natomiast aktywno$¢ polimerazy B utrzymuje sie na tym samym po-
ziomie (Tabela 1). Wyniki te $wiadczag o mozliwosci regulacji transkrypcji
poprzez zmiane aktywnos$ci polimerazy RNA w ciggu laktogenezy.

I1-3. Budowa i aktywno$¢ matrycowa chromatyny

W pismiennictwie istnieje szereg danych na temat zmian w budowie
chromatyny podczas wzrostu i réznicowania sie tkanek zwierzecych,
w szczeg6lnosci za$ na temat zmian w sktadzie biatek niehistonowych (27,
28, 29). Podobne zmiany obserwowano w czasie rozwoju gruczotu mlecz-
nego. Rozdziaty elektroforetyczne w zelu poliakryloamidowym biatek nie-
histonowych izolowanych z chromatyny komorek nabtonkowych gruczotu

Tabela 2
Zawarto$¢ histonéw i biatek niehistonowych w chromatynie
komoérek nabtonkowych gruczotu mlecznego podczas lakoto-
genezy (Chomczynski P., dane niepublikowane).

Gru- Biatka chromatynowe
czot Stan fizjologiczny mg/mg DNA
mlecz- histony biatka

ny niehistonowe

okres dziewiczy 0,97 0,51
cigza — 10 dni 1,04 0,52
myszy ., — 16 dn! 0,95 0,72
w — 19 dni 1,09 0,79
laktacja 1 dzien 1,02 1,19
s — 7 dni 1,07 1,27
okres dziewiczy 1,18 0,69
ciaza — 17 dni 1,22 0,78
kro- » — 24 dni 1,20 0,87
lika w — 29 dni 1,20 1,03
laktacja 1 dzien 1,15 1,09
w — 7 dni 1,16 1,13

mlecznego myszy i szczura wykazaty, ze frakcja biatek niehistonowych
izolowana z gruczotu w okresie laktacji rézni sie od frakcji izolowanej
z gruczotu dziewiczego (30). W czasie laktogenezy, obok zmian jakoScio-
wych obserwuje sie réwniez wzrost zawartosci biatek niehistonowych
w chromatynie komoérek nabtonkowych gruczotu mlecznego (Tabela 2).

Natomiast zawarto$¢ histondw (ogolna liczba oraz ilos¢ histonéw po-
szczegOlnych frakcji) nie ulega w tym okresie istotnym zmianom (31, 32).



200 P. CHOMCZYNSKI [6]

Przyjmuje sie, ze frakcja biatek niehistonowych zawiera specyficzne ak-
tywatory genéw (27, 33, 34). Mozna wiec przypuszczaé, ze zmiany jakos-
ciowe i ilosciowe biatek niehistonowych obserwowane podczas laktoge-
nezy majg zwigzek z aktywnoscig transkrypcji genéw w chromatynie gru-
czotu mlecznego.

Oznaczenia aktywnos$ci matrycowej chromatyny gruczotu mlecznego
szczura przeprowadzone przez Barkera i Ludwicka (35 wyka-
zaly, ze w okresie laktogenezy nastepuje okoto dwukrotny wzrost tej ak-
tywnosci (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Aktywno$¢ matrycowa chromatyny gruczotu mlecznego szczura w okresie
cigzy i laktacji (35).

Aktywno$¢ chromatyny oznaczano przez witaczanie [4C] ATP do RNA wobec polirrjerazy
RNA z Escherichia coli.

Okresem szczegdlnie intensywnego wzrostu aktywnos$ci matrycowej
(80% przyrostu aktywnosci) byt koniec cigzy i poczatek laktacji. W tym
samym czasie liczba odcinkbw DNA w chromatynie zawierajagcych wolne
grupy fosforanowe (nie zablokowane biatkami, gtéwnie histonami), beda-
cych miejscem syntezy RNA nie zmienia sie w sposob istotny. Badajac
biatka niehistonowe chromatyny za pomocg metody elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym stwierdzono, ze w okresie p0znej cigzy i wczesnej
laktacji sktad biatek niehistonowych nie ulegat zmianom. Zaobserwowano
natomiast wzrost ilosci tych bialek o okoto 30%. Wydaje sie, ze przebu-
dowa chromatyny wraz ze zmianami w skladzie biatek niehistonowych
wykazanymi przez Kadohame i Turkingtona (30), zachodzi
wczesniej niz w koricowym okresie cigzy.

Interesujgcym faktem jest stwierdzenie obecnosci mMRNA kazein, jak
réwniez kazein w gruczole mlecznym krélika w $srodkowym okresie cigzy
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(23, 37, 38). Swiadczy to o rozpoczeciu ekspresji genéw biatek mleka juz
we wczesnym okresie rozwoju gruczotu mlecznego. Odblokowanie genow
biatek mleka moze zachodzi¢ w Srodkowym okresie cigzy podczas ,kry-
tycznej mitozy”. Terminem tym okreslono podziat mitotyczny, po ktérym
komérki nabtonkowe gruczotu mlecznego stajg sie wrazliwe na laktogenne
dziatanie prolaktyny i wchodzg w okres intensywnych podziatéw i rézni-
cowania (38, 39). W Swietle przytoczonych faktéw wydaje sie, ze chroma-
tyna komorek nabtonkowych gruczotu mlecznego przygotowana jest do
transkrypcji genéw kodujgcych biatka mleka znacznie wczedniej niz zosta-
je podjeta przez gruczot mleczny funkcja wydzielania mleka. W okresie
bezposrednio poprzedzajagcym laktacje zachodzg jedynie modyfikacje
chromatyny prowadzace do zwigkszenia aktywnosci transkrypcji uprzed-
nio odblokowanych genow. Modyfikacje te polegaé moga na przyroscie
ilosciowym biatek niehistonowych oraz na fosforylacji lub acetylacji bia-
tek chromatynowych. Wykazano, ze pod wptywem insuliny nastepuje
w tkance gruczotu mlecznego acetylacja histonéw H4 i H2A (6). Badania
fosforylacji histonéw i biatek niehistonowych w chromatynie gruczotu
mlecznego wykazaty, ze fosforylacji ulegaja reszty seryny i treoniny. Pro-
ces ten kontrolowany jest przez hormony. Insulina dodana do hodowli
tkanki gruczotu mlecznego stymuluje wigczanie 3P do biatek chromaty-
nowych okoto dziesieciokrotnie. Podobny efekt wywotuje prolaktyna
(5, 40).

I1l. Oddziatywanie hormondw i innych zwigzkéw biologicznie czynnych
na transkrypcje w gruczole mlecznym

Przedstawione w poprzednim rozdziale wyniki wskazuja, ze podczas
laktogenezy w gruczole mlecznym zachodzg przeobrazenia uktadu tran-
skrypcji, majace na celu nie tylko pobudzenie ogdlnej aktywnosci syntezy
RNA, lecz takze rozpoczecie transkrypcji nowych genoéw. Jak juz wspom-
niano na wstepie hormony odgrywajg decydujgcg role sterujac przebieg
proceséw zachodzacych podczas laktogenezy. W wielu przypadkach dla
zadziatania impulsu hormonalnego potrzebne jest wspdétdziatanie innych
hormonéw. Jednym z przykiadéw jest hormonalna indukcja laktacji. Pod
skoordynowanym dziataniem insuliny, prolaktyny i glukokortykoidow
nastepuje w gruczole mlecznym intensyfikacja proceséw zwigzanych
z laktacja. W ostatnich latach ukazato sie szereg badan dotyczacych dzia-
tania insuliny, prolaktyny i glukokortykoidéw jako regulatoréw tran-
skrypcji w gruczole mlecznym. Badania te w wiekszosci wykonywane
byty przy uzyciu hodowli tkanki gruczotu mlecznego i tylko w nielicznych
przypadkach badano dziatanie hormondw na transkrypcje w uktadach
bezkomérkowych. Poznanie niektérych mechanizméw hormonalnej regu-
lacji transkrypcji w gruczole mlecznym byto mozliwe dzieki znacznemu
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postepowi wiedzy o dziataniu hormondw, jaki dokonat sie w ubiegtym
dziesiecioleciu. Ztozyto sie na to poznanie roli cyklazy adenylowej (E. C.
4.6.1.1.) i cAMP, wykrycie specyficznych receptoréw hormonow biatko-
wych w btonie komdrkowej i receptoré6w hormonéw sterydowych w cyto-
plazmie oraz poznanie niektdrych funkcji receptoréow (41).

I11-1. Insulina

Komadrki nabtonkowe gruczotu mlecznego myszy dziewiczej lub szczu-
ra sg niewrazliwe na dziatanie insuliny. Wrazliwo$¢ komoérek na ten hor-
mon pojawia sie w drugim dniu ciazy podczas przejsciowego, znacznego
wzrostu stezenia prolaktyny we krwi (42). Wrazliwo$¢ te mozna réwniez
wywotaé przez wstrzykniecie dziewiczemu zwierzeciu prolaktyny (43).
W hodowli tkanki gruczotu mlecznego myszy dziewiczej wrazliwo$¢ na
insuline pojawia sie po 24 godz. niezaleznie od obecnosci w piynie hodo-
wlanym prolaktyny (44).

Przypuszcza sie, ze przyczyng omawianych zmian wrazliwosci komorek
nabtonkowych gruczotu mlecznego na dziatanie insuliny sg zmiany aktyw-
nosci receptora znajdujacego sie na powierzchni komorek (45).

Wraz z pojawieniem sie wrazliwosci komérek nabtonkowych na dzia-
tanie insuliny zapoczatkowany zostaje proces laktogenezy. Pod wpitywem
insuliny wzrasta aktywnos$¢ syntezy DNA, RNA i biatek i tym samym
rozpoczyna sie rozrost tkanki (46). Jednak pierwszym efektem oddziaty-
wania insuliny na komorki gruczotu mlecznego jest stymulacja syntezy
RNA. Inkubacja skrawkow gruczotu mlecznego w obecnosci insuliny pro-
wadzi bowiem do wzrostu syntezy RNA juz po p6t godzinie od momentu
dodania hormonu (47, 48). Stwierdzono, ze insulina stymuluje synteze za-
réwno prerybosomowego 45S RNA jak i wysokomolekularnego, hetero-
gennego RNA o statej sedymentacji od 47S do 100S i sktadzie zasad zbli-
zonym do DNA (Ryc. 4). Po zahamowaniu transkrypcji przez aktynomy-
cyne D 45S RNA ulega przemianom do 32S, 28S i 18S RNA, a heterogenny
RNA ulega szybkiemu rozktadowi (48). Oddziatywanie insuliny na in-
tensywno$¢ syntezy RNA zaznacza sie najsilniej podczas pierwszych
24 godzin hodowli tkanki gruczotu mlecznego. W pdzZniejszym okresie
hodowli maksymalny efekt dziatania insuliny mozna uzyska¢ jedynie
w obecnosci prolaktyny i hydrokortyzonu (49, 50).

W szeregu przypadkach oddziatywanie insuliny na intensywno$¢ pro-
cesOw metabolicznych sprowadza sie do zmian w szybkoSci pobierania
przez komdarki substratbw danych reakcji enzymatycznych (51, 52). Row-
niez w hodowli tkanki gruczotu mlecznego stwierdzono, ze insulina zwigk-
sza tempo pobierania urydyny przez komérki (53, 54). Zjawisko to ma
zwiazek jednak ze wzmozong fosforylacjg urydyny, a nie z bezposrednim
oddziatywaniem hormonu na transport urydyny przez btone komérkows.
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Ponadto stwierdzono, ze stymulujace dziatanie insuliny na intensywnos$¢
syntezy RNA zachodzi niezaleznie od wptywu hormonu na pobieranie
urydyny (54).

Wedlug schematu zaproponowanego przez Turkingtona (55
wptyw insuliny na intensywno$¢ syntezy RNA, w gruczole mlecznym
zachodzi poprzez interakcje insuliny z receptorem w btonie komérkowej,
bez wnikania hormonu do wnetrza komorki, zgodnie z przyjetym pogla-
dem na mechanizm dziatania hormonow peptydowych (41, 56). Czasteczki
hormonu wychwytywane przez receptory dziatajg nastepnie na znajdu-
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Ryc. 4. Profil sedymentacyjny [sH] RNA utworzonego
po 20 min. znakowania [3H] urydynag skrawkéw gru-
czotu mlecznego hodowanych uprzednio przez 20 godz.
bez hormonéw — B Ilub w obecnosci insuliny — A

(48 zmodyfikowane).

RNA wirowano przez 14 godz. przy 22000 obr/min (gto-
wica Spinco nr 25.1), w izokinetycznym gradiencie (gradient
krzywoliniowy zapewniajacy stata szybko$¢ sedymentacji)

5—27,9% sacharozy.

jacy sie w btonie komérkowej uktad enzymatyczny (cyklaza adenylowa)
posredniczacy w przekazywaniu impulsu hormonalnego do wnetrza ko-
mérki. W przeprowadzonych doswiadczeniach Turkington stosowat insu-
line zwigzang kowalencyjnie z Sepharose 2 B ($rednica czastki ok. 150 Mm)
mD powinno zapobiec ewentualnemu wniknieciu hormonu do komorki.
Stwierdzit on, ze insulina zwigzana i insulina wolna posiadajg te samg
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zdolno$¢ oddziatywania na synteze RNA w hodowli komdrek nabtonko-
wych gruczotu mlecznego (okoto 200°/0 stymulacji przez obie formy hor-
monu). Wskazywato to na mozliwo$¢ wptywu insuliny na synteze RNA bez
whnikania hormonu do wnetrza komérki. Interpretacja tych wynikéw zo-
stata jednak zakwestionowana przez Oke i Toppera (57). Badacze
ci wykazali, ze potaczenie insuliny z Sepharose dodane do hodowli tkanki
gruczotu mlecznego czeSciowo ulega rozktadowi i w podtozu hodowlanym
znajduje sie wolny hormon. Co wiecej, uwolniony hormon odznaczat sie
zwiekszong aktywnoscig biologiczng (tzw. superinsulina) (58, 59, 60). Na
podstawie wynikéw doswiadczen Oki i Toppera nie mozna jednak
wykluczy¢ mozliwosci wptywu insuliny na metabolizm komorki poprzez
dziatanie na uktady enzymatyczne w btonie komérkowej. Wydaje sie, ze
przynajmniej jeden z mechanizmdw dziatania insuliny jako regulatora
procesu transkrypcji w gruczole mlecznym polega na aktywacji cyklazy
adenylowej (patrz 111-4).

W 1976 r. Goldfine i Smith (61) wykazali, ze jadra komorkowe
watroby szczura wigzg [1&] insuline. llos¢ zwigzanego znakowanego hor-
monu obnizona jest przez nanogramowe ilosci nieznakowanej insuliny lub
proinsuline natomiast glukagon, hormon wzrostu, prolaktyna i tyreotro-
pina nie wptywa na ilo$¢ zwigzanej [1&] insuliny. Swiadczy to o obec-
nosci specyficznego receptora insuliny w jadrze komérkowym. Rola re-
ceptora jadrowego jest jeszcze niezbadana, lecz jego istnienie wskazuje na
mozliwo$¢ bezposredniego dziatania na procesy zachodzace w jadrze ko-
mérkowym.

I11-2. Prolaktyna

W btonie komorek nabtonkowych gruczotu mlecznego znajduje sie
wspolny receptor prolaktyny i hormonu laktogennego z tozyska (62, 63,
64, 65). Podczas laktogenezy aktywnos$¢ receptorowa gruczotu mlecznego
wobec prolaktyny wzrasta (66, 67) i wzrost ten zalezy od poziomu prolak-
tyny we krwi (68). Wplyw prolaktyny na intensywnos$¢ syntezy RNA
w gruczole mlecznym stwierdzony zostat w 1965 r. przez Eliasa i wsp.
(2), oraz przez innych badaczy (69—73). Prolaktyno-zalezny wzrost aktyw-
nosci syntezy RNA jest niezbednym warunkiem syntezy biatek mleka.
Takie samo dziatanie wykazuje fizjologiczny analog prolaktyny — hormon
laktogenny z tozyska (69). W hodowli tkanki gruczotu mlecznego najwyz-
szy wzrost intensywnosci syntezy RNA pod wptywem prolaktyny obser-
wuje sie w obecnosci insuliny i glukokortykoidéw (49). Odpowiedz gruczo-
tu mlecznego na dziatanie prolaktyny jest bardzo szybka (48, 74, 75). Sty-
mulacje syntezy RNA mozna obserwowa¢ juz po 30 min od chwili dodania
prolaktyny do hodowli tkanki gruczotu mlecznego myszy (48). Prolaktyna,
podobnie jak insulina, stymuluje synteze wszystkich klas RNA (48, 74).
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Specyficznym efektem prolaktyny stwierdzonym po raz pierwszy przez
Houdebine i wsp. (76, 77) jest stymulacja syntezy mRNA wiasciwych dla
biatek mleka. Autorzy ci zaobserwowali, ze podczas hormonalnie wzbu-
dzonej laktogenezy w gruczole mlecznym krélika prolaktyna indukuje
synteze mRNA kazein (Ryc. 5). Dziatanie prolaktyny ulega zahamowaniu
gdy zwierzeciu wraz z prolaktyng wstrzykniety zostanie progesteron. Me-
chanizm blokowania inkubacji mRNA kazein przez progesteron pozostaje
nieznany.

Dodanie prolaktyny do hodowli tkanki gruczotu mlecznego powoduje
wzrost aktywnosci polimeraz A i B (78). Natomiast in vivo wstrzykniecie

prolaktyny zwierzetom z usunietg przysadka prowadzi do wzrostu aktyw-
nosci polimerazy A i spadku aktywnosci polimerazy B (79). W omawianych

1071

1
i"roh z(M“ S ])

imp/min 10 3

41073

I
24 48 96 Godz.

Ryc. 5. Indukcja mRNA kazeiny w gruczole mlecznym krélika po wstrzyknieciu pro-
laktyny (76, 77).

o —synteza kazein w bezkomérkowym uktadzie z retikulocytéw na matrycy mRNA izo-
lowanego z polisomoéw gruczotu mlecznego; * —hybrydyzacja RNA z gruczotu mlecznego z ka-
zeinowym komplementarnym DNA, r —stezenie RNA, t —czas hybrydyzacji.-------------- wstrzyk-

niecie prolaktyny i progesteronu.

doswiadczeniach aktywnos$¢ polimeraz oznaczano w izolowanych jadrach
komadrkowych. Uzyskane wyniki $wiadczg, ze dziatanie prolaktyny w gru-
czole mlecznym moze uwidaczniaé sie poprzez zmiane aktywnos$ci polime-
raz RNA.

Ro6znorodnos¢ efektow wywotywanych przez prolaktyne wskazuje na
mozliwo$¢ co najmniej dwu sposobdw dziatania tego hormonu na ukiad
transkrypcji. Mozliwe jest po pierwsze, ze prolaktyna oddziatywuje na
metabolizm komérki bez wnikania do jej wnetrza. Mechanizm ten sugero-
wat Turkington (55) na podstawie wynikéw uzyskanych w do$wiad-
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czeniach z prolaktyng zwigzang z Sepharose. Potaczenie prolaktyna-Se-
pharose wywierato takie samo dziatanie na komorki nabtonkowe gruczotu
mlecznego jak prolaktyna nie zwigzana. Jednak podobnie jak w przypadku
insuliny wykazano, ze podczas inkubacji zwigzku prolaktyno-Sepharose
nastepuje uwalnianie sie prolaktyny (80). Innym mozliwym mechanizmem
dziatania prolaktyny jest jej bezposredni udziat w regulacji syntezy RNA
w jadrze komorkowym. Wykazano, ze prolaktyna stymuluje synteze RNA
w izolowanych jadrach komérkowych gruczotu mlecznego myszy, szczura
i krolika (24, 81). Podobne dziatanie wykazuje hormon laktogenny z to-
zyska (81). Stymulacji ulega zar6wno synteza RNA zachodzaca przy udziale
polimerazy A jak i przy udziale polimerazy B (Ryc. 6). W omawianych
doswiadczeniach stwierdzono ponadto, ze hormon nie wywierat wptywu na
intensywno$¢ syntezy RNA w jadrach izolowanych z watroby i nerki, co
wskazywato na specyficzno$¢ tkankowag w jego dziataniu. Stezenie pro-
laktyny (80 nM), przy ktérym uzyskano najwiekszg stymulacje syntezy
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Ryc. 6. Stymulacja syntezy RNA w izolowanych jadrach komoérkowych gruczotu
mlecznego szczura (I, 1) i myszy (I, 1V) przez hormon laktogenny z tozyska ludz-
kiego (HPL) i prolaktyne (Pr) (93).

Synteze RNA mierzono iloscia wiaczonego [*H] UTP przez komoérkowe jadra izolowane

z gruczotu mlecznego zwierzat w okresie cigzy (I, IIl) i laktacji (I, 1V). Wyniki podano jako
procent przyrostu w odniesieniu do wartosci kontrolnej (wtaczenie [*H] UTP w nieobecnosci
hormonu);

Q —aktywnos$¢ polimerazy A, ~ —aktywno$¢ polimerazy B.

RNA w jadrach gruczotu mlecznego miescito sie w granicach stezen fizjo-
logicznych i byto zblizone do stezenia indukujgcego synteze kazein w ho-
dowli tkanki gruczotu mlecznego (82). Specyficzno$¢ tkankowa oraz fizjo-
logiczne stezenie prolaktyny konieczne dla uzyskania masymalnego efektu
w warunkach in vitro $wiadcza, ze dziatanie prolaktyny obserowane w izo-
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lowanych jadrach komdrkowych moze odzwierciedlaé proces zachodzacy
in vivo.

111-3. Glukokortykoidy

Spadek poziomu glukokortykoidéw we krwi myszy po usunieciu nad-
nerczy prowadzi do obnizenia intensywnosci syntezy RNA w gruczole
mlecznym, podczas gdy wstrzykniecie tym zwierzetom hydrokortyzonu
powoduje wzrost intensywnosci syntezy RNA. Zmiany te sg bardzo wyraz-
ne u myszy laktujacej, natomiast u myszy w cigzy wahania intensywnosci
syntezy RNA zawierajg sie w granicach 20%. W badaniach radioautogra-
ficznych stwierdzono, ze zmiany aktywnos$ci syntezy RNA zachodzity
gtéwnie w jgderkach (miejsce syntezy rRNA) (85).

A

% radioaktywnosci

Ryc. 7. Rozdziat w zelu poliakryloamidowym

[BH] RNA izolowanego z hodowli tkanki gru-

czotu mlecznego myszy po 2 godz. znakowania

[3H] urydyng w obecnosci insuliny i prolak-

tyny (- ¢) lub insuliny, prolaktyny
i hydrokortyzonu (O--------- 0) (78).

Topper i Oka (83 84) wykazali, ze podczas laktogenezy gluko-
kortykoidy stymuluja przytaczanie rybosomoéw do btony retikulum endo-
plazmatycznego (tworzenie szorstkiego retikulum endoplazmatycznego).

W hodowlach tkanki gruczotu mlecznego wykazano, ze wptyw gluko-
kortykoidéw na synteze RNA zalezy od obecnosci innych hormonéw. Po-
danie samego hydrokortyzonu lub hydrokortyzonu wraz z insuling prowa-
dzito do niewielkiego spadku aktywnos$ci syntezy RNA i obnizenia pozio-
mu RNA w tkance gruczotu mlecznego (49, 50, 74, 86), natomiast dodanie
hydrokortyzonu w obecnosci prolaktyny powodowato stymulacje syntezy
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oraz wzrost poziomu RNA (50, 87, 88). Stosujac elektroforeze w zelu po-
liakryloamidowym stwierdzono, ze w obecnosci insuliny i prolaktyny hy-
drokortyzon powodowat wzrost poziomu heterogennego, wielkoczgsteczko-
wego RNA, m. cz. 5—10 min., migrujagcego wolno, a obnizenie poziomu
szybciej migrujgcego RNA zajmujgcego pozycje na elektroforogramie po-
miedzy 18S i 4S RNA (Ryc. 7).

Wedtug obecnych pogladéw na mechanizm dziatania hormonéw stery-
dowych wnikajg one do cytoplazmy komorki docelowej taczac sie ze spe-
cyficznym receptorem biatkowym. Utworzony kompleks wedruje do jadra
komérkowego, gdzie po przytaczeniu do miejsc akceptorowych w chroma-
tynie oddziatywuje na proces transkrypcji (89, 90, 91, 92). Mozna sadzic,
ze dziatanie glukokortykoidow w gruczole mlecznym przebiega wedtug te-
go samego mechanizmu. Tucker i wsp. (93) wykazali rzeczywiscie
obecno$é w komadrkach nabtonkowych gruczotu mlecznego krowy czynnika
wigzacego specyficznie glukokortykoidy. Charakterystyka analogicznego
czynnika z gruczotu mlecznego myszy (94, 95) i szczura wykazata, ze jest
to typowe biatko receptorowe. Kompleks receptor—glukokortykoid wig-
zany jest w jadrze komdérkowym (97). Stezenie receptora w gruczole mlecz-
nym zmienia sie podczas laktogenezy osiggajac najwyzsza wartos¢ w okre-
sie pdznej cigzy (95).

Mozliwo$é udziatu kompleksu glukokortykoid receptor w regulacji
transkrypcji w gruczole mlecznym zbadano w uktadzie in vitro stosujgc
izolowane jadra komorkowe oraz deksametazon (syntetyczny glukokorty-
koid) (98). Utworzony in vitro kompleks deksametazon—receptor stymu-
lowat synteze katalizowang przez polimeraze B (0 40—50%) nie wptywa-
jac na synteze katalizowang przez polimeraze A. Dziatanie kompleksu
mozna byto obserwowaé tylko w przypadku uzycia jader o niskiej inten-
sywnosci syntezy RNA. Przedstawione wyniki wskazujg, ze glukokorty-
koidy po zwigzaniu sie z receptorem moga oddziatywaé bezposrednio na
proces transkrypcji w gruczole mlecznym.

111-4. Cykliczne nukleotydy

Cyklicznym nukleotydom przypisuje sie role posrednikow w oddzia-
tywaniu hormonéw na metabolizm komorki (na przykiad 99, 100, 101).
Podczas laktogenezy cAMP bierze udziat w regulacji proceséw zwiaza-
nych z funkcjg wydzielniczg gruczotu: syntezy kazein, laktozy i kwasow
thuszczowych (102, 103, 104). Poziom cAMP oraz aktywno$é cyklazy ade-
nylowej w tkance gruczotu mlecznego wzrasta w ciggu laktogenezy osia-
gajac maksimum w ostatnich dniach cigzy (86, 105, 106) lub w pierwszych
dniach laktacji (107). W okresie tym réwnocze$nie wzrasta intensywnos$c
syntezy RNA w gruczole mlecznym (patrz rozdz. Il). Stosujgc hodowle
tkanki gruczotu mlecznego wykazano stymulacje syntezy RNA przez
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cAMP (w stezeniu 5 (¢(M) (108). W hodowli tkanki efekt jego jest krotko-
trwaty (trwa okoto 2 godz.) ze wzgledu na rozktad przez komérkowe fosfo-
dwuesterazy. Przedtuzenie dziatania cAMP (do okotlo 24 godz.) mozna
osiggna¢ stosujagc dwubutyrylowg pochodng cAMP (DBcAMP) odporng na
dziatanie fosfodwuesteraz (108).

Stymulacja syntezy RNA przez cAMP zachodzi réwniez w bezkomér-
kowym uktadzie zawierajagcym jadra komdérkowe gruczotu mlecznego kré-
lika (109). Najwieksze efekty dziatania osiggnieto dodajgc do uktadu cAMP
w stezeniu 0,llu-M—UiM. Wzrost syntezy RNA pod wptywem cAMP w izo-
lowanych jadrach komdrkowych jest konsekwencja stymulacji reakcji ka-
talizowanych przez polimerazy A i B (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Wptyw stezenia cAMP na aktywno$¢ polimerazy A (O) i polimerazy B (|8)
v/ izolowanych jadrach komdérkowych gruczotu mlecznego kroélika (109).

Wyniki podano jako procent przyrostu lub hamowania w odniesieniu do kontroli bez
cAMP. Stezenia cAMP: 1—0,1 nM, 11— 10 nM, Il —10 |xM, IV —20 nM.

Uzycie wigkszych stezen cAMP prowadzito do zaniku stymulacji i pojawie-
nia sie nieznacznego efektu hamujgcego synteze RNA. Podobnie w hodowli
tkanki gruczotu mlecznego uzycie cCAMP w wysokim stezeniu (mM) powo-
dowato hamowanie syntezy RNA (103).

Istnieje szereg danych wskazujagcych, ze dziatanie cAMP jako czynnika
regulujgcego przebieg transkrypcji polega na aktywacji kinaz biatkowych

6 Postepy Biochemii
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(E.C. 2. 7. 1. 37) fosforylujacych biatka chromatynowe. Aktywacja tych
enzymoOw nastepuje poprzez odszczepienie podjednostki wigzacej cAMP
(110, 111). W cytoplazmie i jadrze komdrek gruczotu mlecznego stwierdzo-
no stosunkowo duzg zawarto$¢ dwu kinaz biatkowych oraz kilka innych
wystepujacych w ilosciach $ladowych (112, 113). Jedna z dwu gtéwnych
kinaz biatkowych aktywowana byta przez cAMP. Jej aktywno$¢ oraz
aktywno$¢ biatka wigzgcego cAMP kilkakrotnie wzrasta podczas laktoge-
nezy. W hodowli tkanki gruczotu mlecznego myszy ciezarnej indukcja ak-
tywowanej przez cAMP kinazy biatkowej zachodzita pod wptywem insuli-
ny i prolaktyny. Przy czym oba hormony dziataty synergicznie indukujac
kinaze biatkowa, natomiast indukcja biatka wiazacego cAMP znajdowata
sie pod wytaczng kontrolg prolaktyny (5, 114). Zaktywowana przez cAMP
kinaza biatkowa modyfikuje nastepnie biatka chromatynowe prowadzac
do stymulacji syntezy RNA (115).

Inng droga oddziatywania cAMP na prace transkrypcji jest wptyw
kompleksu biatko receptorowe-cAMP na synteze RNA, co wykazano
w uktadach bakteryjnych (116). Sugerowano tez dziatanie podobnego me-
chanizmu u zwierzat (47, 117). Na poparcie tej hipotezy mozna przyto-
czy¢ doswiadczenia wykonane przez Andersona i wsp. (25). Autorzy
ci przeprowadzili synteze RNA in vitro stosujac matryce DNA z grasicy
cielecej i polimerazy RNA z gruczotu mlecznego szczura. W uktadzie tym
CAMP stymulowta synteze RNA prowadzong przez polimeraze A i hamowat
synteze prowadzong przez polimeraze B. Stosowane w doswiadczeniach
preparaty polimeraz wykazywaty bowiem zdolnos¢ wigzania cAMP, nato-
miast nie wykrywano w nich kinaz biatkowych aktywowanych przez
CAMP. Swiadczy to, ze wplyw cAMP na synteze RNA nie zawsze jest
zwigzany z aktywacja kinaz biatkowych.

Przedstawione wyniki wskazujg na aktywny udziat cAMP w regulacji
transkrypcji w gruczole mlecznym. Dotychczasowe wyniki badan nie po-
zwalajg jednakze stwierdzié¢, ktéry z hormondw indukujacych laktacje
dziata za posrednictwem cyklazy adenylowej i cAMP. Niektérzy autorzy
donosili o aktywacji przez prolaktyne i insuling preparatu cyklazy adeny-
lowej izolowanej z gruczotu mlecznego (106). Wiekszo$¢ autorow stwierdza-
ta jednak, ze obecnos$¢ insuliny, prolaktyny lub hydrokortyzonu w uktadzie
bezkomo6rkowym nie wptywata na aktywnos¢ cyklazy adenylowej (86, 112,
118). Hormonalng aktywacje “cyklazy adenylowej udawato sie natomiast
uzyskaé w hodowli tkanki gruczotu mlecznego (86). Do aktywacji potrzeba
obecnosci wszystkich trzech hormonoéw zespotu laktogennego, tj. insuliny,
prolaktyny i hydrokortyzonu (Tabela 3). Wykazujagc stymulacje cyklazy
adenylowej przez hormony stwierdzono jednocze$nie, ze nie aktywujg one
fosfodwuesterazy (E.C. 3. 1. 4. 17) w tkance gruczotu mlecznego. Mozna
zatem sadzi¢, ze w wyniku potgczonego dziatania insuliny, prolaktyny
i hydrokortyzonu dochodzi do wzrostu wewngtrzkomorkowego stezenia
cAMP a w konsekwencji do zmian intensywnosci transkrypcji. Nie jest
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jasne, czy aktywacja cyklazy adenylowej ma zwigzek z wptywem hormo-
néw na transkrypcje. Opierajagc sie na danych z doswiadczen wykonanych
przy uzyciu tkanki ttuszczowej mozna przypuszczaé, ze hormonem dziata-
jacym na etap transkrypcji jest hydrokortyzon. Wptyw glukokortykoidow
na tkanke ttuszczowa przejawia sie m.in. w kontroli aktywacji cyklazy
adenylowej poprzez stymulacje syntezy mRNA receptora adrenokorty-
kotropiny bedacego czescig uktadu cyklazy adenylowej (119).

Tabela 3
Aktywacja cyklazy adenylowej w hodowli tkanki gru-
czotu mlecznego myszy przez zespdt trzech hormonéw:
insuling, prolaktyne i hydrokortyzon (ss).

Aktywnosé
Warunlfl cyklaz_y adenylo- P Procent
hodowli wej nmole
[3H] cAMP/min
Bez hormonéw 1,95+0,27 — 100
+ insulina 2,43+0,24 nieistotna —
+ insulina,
prolaktyna 2,50+0,21 nieistotna —
+ insulina,
hydrokorty-
zon 1,97+0,18 nieistotna —
+ insulina,
prolaktyna,
hydrokorty-
zon 4,08+0,42 > 0,99 209

Istotno$¢ réznicy wyznaczano testem t Studenta (P)

Dziatanie cGMP w gruczole mlecznym byto przedmiotem tylko nielicz-
nych opracowan. Wykazano, ze poziom cGMP w gruczole mlecznym myszy
wzrasta w ciggu laktogenezy, osiggajgc maksimum w okresie laktacji (107).
W ukladzie bezkomorkowym zawierajgcym jgdra komdrkowe lub prepa-
rat polimerazy RNA izolowany z gruczotu mlecznego cGMP stymuluje
aktywnos$¢ polimerazy B (25, 109). Stwierdzono, ze cGMP wywiera podob-
ny do prolaktyny wpityw na synteze RNA, co mogto sugerowa¢ posredni-
czenie tego nukleotydu w dziataniu prolaktyny (120). Dodanie do hodowli
tkanki gruczotu mlecznego cGMP zamiast prolaktyny nie byto jednak wys-
tarczajgce do osiggniecia koncowego efektu dziatania prolaktyny, a miano-
wicie indukcji biatek mleka (104).

111-5. Spermidyna

Spermidynie i sperminie wystepujagcym w gruczole mlecznym (121)
przypisuje sie miedzy innymi role w regulacji syntezy RNA (122). Jak
wykazano spermidyna stymuluje rozwdj szorstkiego retikulum endoplaz-

6%
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matycznego, a wraz z insuling stymuluje aktywno$é glukozo-6-fosfode-
hydrogenazy (E.C. 1. 1. 1. 49), wywotujac tym samym efekty przypisywane
glukokortykoidom (123, 124, 125). Putrescyna, spermina i jony Mg2+ nie-
wywotujg tych efektéw. Oka i Perry przedstawiajg role spermidyny jako
wewnatrzkomorkowego posrednika akcji gliukokortykoidéw. Pod kontrolg
tych hormonéw sterydowych znajduje sie dekarboksylaza S-adenozylo-
metioniny (E.C. 4. 1. 1. 50), enzym katalizujgcy synteze spermidyny z pu-
trescyny i S-adenozylometioniny.
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Ryc. 9. Stymulacja aktywnos$ci polimerazy

B (B) i' hamowanie przez spermidyne ak-
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i N jadrach komorkowych gruczotu mlecznego

krolika w okresie cigzy (129).
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cent przyrostu lub hamowania w odniesieniu

1 ’e e S 1 1 1 1 I Zs - .
107 105 10T ™ do warto$ci kontrolnej (witaczanie [H] UTP

w nieobecnosci spermidyny).

Mechanizm oddziatywania spermidyny na transkrypcje polega na sty-
mulacji lub hamowaniu (zaleznie od stezenia) aktywnosci polimeraz RNA
(122, 126). Wptyw spermidyny na aktywno$¢ polimeraz RNA w jadrach
komérkowych izolowanych z gruczotu mlecznego krdlika przedstawia
Ryc. 9. Jak wida¢ spermidyna w stezeniu 1,0 xM i 1,0 mM stymuluje syn-
teze RNA katalizowang przez polimeraze B, natomiast hamuje synteze ka-
talizowang przez polimeraze A. W Swietle przytoczonych faktéw mozna
sadzi¢, ze spermidyna petni role zwigzku wzmacniajgcego oddziatywanie
glukokortykoidéw na transkrypcje w gruczole mlecznym.

Kontrolowana przez glukokortykoidy ostatnia reakcja szlaku biosyn-
tezy spermidyny moze mie€ istotne znaczenie w utrzymaniu odpowied-
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niego stezenia spermidyny podczas laktogenezy. Nalezy jednak zaznaczyc,
ze rowniez insulina i prolaktyna moga regulowaé synteze spermidyny.
Prolaktyna mianowicie stymulujac aktywnos$¢ arginazy (E.C. 3. 5. 3. 1)
zwieksza przemiane argininy w ornityne, a insulina stymulujac aktywnos$¢
dekarboksylazy ornitynowej (E.C. 4. 1. 1. 17.) zwieksza przemiane ornityny
w putrescyne (128, 129).

IV. Schemat regulacji transkrypcji w gruczole mlecznym
podczas laktogenezy

Przedstawione w niniejszym przegladzie wyniki prac wskazujg na wie-
lostopniowos¢ regulacji transkrypcji w gruczole mlecznym podczas la-
ktogenezy. W dziataniu tym zaangazowane sg przynajmniej trzy hormo-
ny: prolaktyna (lub zastepczo hormon laktogenny z tozyska), insulina
i hormony sterydowe z grupy glukokortykoidéw. Niektore efekty wymie-
nionych hormonéw moga by¢ realizowane poprzez zwigzki posredniczagce —
CAMP i spermidyne. Schematyczny przebieg przekazywania impulséw
hormonalnych do uktadu transkrypcji w gruczole mlecznym przedstawiono
na rycinie 10. Centralnym hormonem, posiadajagcym najwieksze mozliwos-
ci oddziatywania jest prolaktyna. Bierze ona udziat w kontroli kilku ele-
mentéw na drodze oddziatywania cAMP, aktywuje receptor insuliny,
wspotdziata w kontroli syntezy spermidyny i by¢ moze posiada zdolnos¢
bezposredniego oddziatywania na transkrypcje. Rola insuliny w regulacji
transkrypcji w gruczole mlecznym jest mniej jasna. Oprécz wplywu na
synteze spermidyny, jedyny zaproponowany mechanizm dzialania ma
zwigzek z udziatem insuliny w aktywacji cyklazy adenylowej i kinazy
biatkowej. Pod kontrolg prolaktyny i insuliny znajdujg sie reakcje kata-
lizowane przez polimerazy A i B.

W odrdznieniu od hormonéw biatkowych pierwszym etapem oddziaty-
wania glukokortykoidow na transkrypcje w gruczole mlecznym jest inter-
akcja z receptorem cytoplazatycznym. Utworzony kompleks glukokorty-
koid-receptor wptywa nastepnie na transkrypcje prowadzong przez poli-
meraze B. Prawdopodobnie na tym etapie realizuje sie wptyw glukokor-
tykoidow na synteze spermidyny. Nalezy podkresli¢, ze ich dziatanie na
synteze spermidyny jest drugim miejscem istotnym dla regulacji tran-
skrypcji, obok aktywacji cyklazy adenylowej, gdzie zbiegajg sie wplywy
prolaktyny, insuliny i glukokortykoidéw.

W omawianym schemacie nie umieszczono polimerazy C z uwagi na
zupeiny brak danych o mozliwosci jej udziatu w regulacji transkrypciji.
Jedynymi wzmiankami w literaturze na temat polimerazy C z gruczotu
mlecznego jest jej ilosciowo niewielki udzial w syntezie RNA (25, 26).
Rowniez rola cGMP jako posrednika dziatania hormonéw oraz mecha-
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nizm dziatania progesteronu w gruczole mlecznym pozostajg niewyjas-
nione.

V. Uwagi koncowe

Prezentowany schemat regulacji transkrypcji obejmuje tylko frag-
menty oddziatywania hormonoéw i innych zwigzkéw biologicznie czyn-
nych w gruczole mlecznym podczas laktogenezy. Przestawienie komdrek
nabtonkowych gruczotu ze stanu spoczynkowego w stan aktywnosci wy-
dzielniczej odbija sie na catoksztatcie przemian metabolicznych komorki
i wymaga odpowiednich zmian nie tylko na poziomie transkrypcji lecz
réowniez na poziomie translacji i replikacji. Hormonalnie indukowane
zmiany syntezy RNA sg wstepem do zmian w syntezie DNA i biatka,
a wzajemne sprzezenia tych procesow warunkujg prawidtowy przebieg
laktogenezy (130). Stosunkowo dobra znajomos$é hormondéw okreslajacych
przebieg omawianych przemian, specyficzny, tatwy do uchwycenia pro-
dukt koncowy jakimi sa biatka mleka oraz mozliwos¢ odtworzenia lakto-
genezy w warunkach hodowli tkanki sprawia, ze gruczol mleczny jest
jednym z dogodniejszych obiektéw do badan nad mechanizmem regulacji
metabolizmu w komadrce zwierzecej.

Artykut otrzymano 1.8.1977; po rewizji autorskiej przyjeto 22.12.1977.
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KOMUNIKAT

Uchwaly Komisji Stownictwa Biochemicznego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
podjete na posiedzeniu w dniu 3.1V.1978 r.

1. Oprécz nazwy ,biatko” dopuszcza sie stosowanie nazwy ,proteina” jako syno-
nimu. Zaleca sie zaniechanie nazwy ,,proteid” i formy — proteid jako drugiego cztonu
w nazwach biatek ztozonych. Zamiast tego zaleca sie stosowanie cztonu — proteina,
a wiec: hemoproteina, nukleoproteina itd., zamiast hemoproteid, nukleoproteid. Sto-
sowanie tej formy nalezy ogranicza¢ do tych przypadkéw, gdy pierwszy czton nazwy
ma rowniez forme tacinska lub grecka. W pozostatych przypadkach nalezy uzywaé
polskiej formy biatko (na przykiad biatka zelazowe, a nie zelazoproteiny).

Komisja uzasadnia swa decyzje tym, ze forma — proteid jest pozostatoscig dawnej
klasyfikacji biatek na proteiny i proteidy, przy czym to ostatnie pojecie oznaczato
biatka ztozone. Wydaje sie, ze obecnie nie zachodzi potrzeba wyodrebniania takiej
klasy biatek jako catosci, gdyz bardzo duza liczba typowych biatek zawiera skitadniki
nieaminokwasowe. Zaréwno anglosaskie jak i niemieckie piSmiennictwo zarzucito for-
m e— proteid, stosujac tylko forme — protein.

2. Na okresdlenie enzymoéw zawierajgcych metale mozna uzywa¢ nazw: metalo-
-enzymy, cynko-enzymy, molibdeno-enzymy itp. Wartosciowo$¢ metalu okresla sie
cyframi rzymskimi w nawiasie, na przyktad zelazo (Il)-enzymy.

3. Nie nalezy dazy¢ do dostownego tlumaczenia okreslenia ,particulate enzyme”.
W jezyku polskim okreslenia ,,czasteczka” i ,,czastka” nie sa jednoznaczne, stad tez
pochodzace od nich przymiotniki, majace okresli¢ nazwe ,particulate” sa nieprecy-
zyjne i mylace.

4. Okreslenie ,liczba obrotéw” jest coraz rzadziej uzywane. Aktywno$¢ enzymu,
wyrazona na jednostke masy nosi nazwe aktywnosci a wyrazona na 1 mol—aktyw-
nosci molarnej.

'5. Przy wprowadzaniu skrétéw, wyprowadzonych z nazw angielskich zgodnie
z zaleceniami Komisji Nomenklatury IUPAC-IUB, zaleca sie obok podania peinej
nazwy w jezyku polskim, takze informacji (w nawiasie) o pelnym brzmieniu angiel-
skim danego terminu.

6. Na okreslenie masy czasteczki uzywa sie albo pojecia ,,masa czgsteczkowa”,
albo ,,ciezar czasteczkowy”.

Mase czasteczkowg wyraza sie¢ w atomowych jednostkach masy (daltonach). Ato-
mowa jednostka masy (1,66043 +0,00007X10-Z kg) réwna sie 1/12 czeSci masy
wegla [“ C].

Ciezar czasteczkowy jest to stosunek ciezaru czgsteczki do ciezaru 1/12 atomu
[12C], a wiec jest wielkoscig bezwymiarowa.
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Niektore biatka cechuje zdolnos¢ swoistego wigzania cukrow lub sub-
stancji zawierajacych cukry. Biatka o tej wtasciwosci otrzymane z bakterii
(1), bezkregowcow (2), ryb (3) i ssakéw (4, 5) nazywano aglutyninami, wy-
dzielone za$ z tkanek rosSlinnych — fitoaglutyninami, fitohemagluty-

*) Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Chemii Organicznej i Fizycznej, Politechnika
Wroctawska, Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw.

Wykaz stosowanych skrotéw: Con A — konkanawalina A; WGA —lektyna z kiet-
kow pszenicy; SBA — lektyna soi; PHA —lektyna fasoli; CBA —lektyna racznika;
STA — lektyna ziemniaka; Gic — glukoza; Man — mannoza; Fuk — fukoza; Ksy —
ksyloza; Ara —arabinoza; Gal —galaktoza; GIlcN — glukozamina; GIcNAc —N-ace-
tyloglukozamina; SDS — siarczan dodecylu (sél sodowa).
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ninami lub lektynami (6, 7). Wprowadzenie terminu ,lektyny”, stuzy¢
miato okreslaniu tylko tych biatek roslinnych, ktoére aglutynuja swoiscie
erytrocyty okreslonych grup i podgrup krwi ludzkiej (6). Z biegiem czasu
jednak, lektynami zaczeto nazywac wszystkie biatka roslinne wykazujace
aktywno$¢ aglutynujgcg i mitogenna.

I. Wystepowanie lektyn

Obecnos$é lektyn stwierdzono w glonach (8), porostach (8), grzybach (8,
9, 10) i roslinach nasiennych (8, 11—40). W poszukiwaniu lektyn swoistych
wobec erytrocytow krwi ludzkiej przebadano spos$réd roslin nizszych 24

Tabela 1
Wystepowanie lektyn.

Nazwa angielska lektyny
i skrot stosowany w pismiennictwie

Rodziny i gatunki roslin PiSmiennictwo

Papilionaceae

Canavalia ertsiformis Concaitavalina A — Con A 11, 12, 13, 14
(jack bean agglutinin)

Glycine maxima SBA (soy bean agglutinin) 12, 13, 15—17

Phaseolus limensis PHA (lima bean agglutinin) 12, 13

Phaseolus vulgaris PHA (black kidney bean agglutinin) 12, 139 189 19

(red kidney bean agglutinin) 12, 13, 20
(vellow kidney bean agglutinin) 12, 13, 21, 22

Pisum sativum 13, 23—25

Lens culinaris 12, 13, 26

Robinia pseudoaccacia 13, 27, 28

Ulex europeus 29

Lotus tetragonolobus 13, 30, 31
Sophora japonica 32

Crotolaria juncea 33
Euforbiaceae

Ricinus communis CBA (castor bean agglutinin) 12, 13
Solanaceae

Solanum tuberosum STA (solanum tuberosum agglutinin) 34, 35, 36, 37
Gramineae

Triticum vulgare WGA (wheat germ agglutinin) 12, 13, 38, 39

Oryza sativa 40
Agaricaceae

Agaricus campestris 9 10

gatunki glonéw (8), 100 gatunk6w porostéw (8) i okoto 870 gatunkéw grzy-
béw (8, 9, 10). Lektyny jednak roslin nizszych w wiekszosci przypadkow
okazaty sie nieswoiste wobec erytrocytow krwi ludzkiej. Obecno$¢ lektyn.
wykazano w glonach nastepujacych gatunkéw: Lynbia majuscula (sinice),
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Codium isthmocladum (zielenice), Dictyota bartayresii, D. Divaricata,
D. cervicornis, D. deliculata, Padina vickersiae, Sargassum natans, S. vi-
ridulum, Turbinaria turbinata (brunatnice), Spyridia filamentosa (krasno-
rosty) (8); w porostach: Parmelia stenophylla, Cetraria juniperina, Clado-
nia rangiferina, C. furcata i Ramalina complanata (8). Lektyny znaleziono
tez w grzybach 232 gatunkow, lecz tylko nieliczne z nich zawieraty lekty-
ny o aktywnosci swoistej wobec erytrocytow krwi ludzkiej. Do gatunkow
takich nalezalty: Amanita solitaria, A. muscaria, Hygrophorus hypotejus,
Psilocybe spodicea, Clitocybe nebularis, Fomes fomentarius (8). Powszech-
nie wystepujace grzyby jak: Aspergillus flavus, A. niger, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, Mucor, Pénicillium, Rhodotorula, Rhizopus, nie
zawierajg lektyn (8). W roslinach nasiennych z przebadanych 2663 gatun-
kéw, tylko w roslinach 800 gatunkéw wystepowaty lektyny, przy czym
az 600 z tych gatunkoéw zaliczamy do rodziny motylkowatych (7, 8, 11—
42). W roSlinach jednolisciennych, lektyny wykazano w Triticum vulgare
(12, 13, 38, 39) i Oryza sativa (40). W Tabeli 1 zestawiono gatunki roslin,
z ktorych wyizolowano najdoktadniej poznane obecnie lektyny. Z roslin
nasiennych lektyny wyodrebnia sie gtownie z nasion i organéw zapaso-
wych. W lisciach bowiem, todydze, korze, czy korzeniach zawarto$¢ lektyn
jest zbyt niska (7, 12, 13).

I1. Budowa lektyn

Lektyny, poza nielicznymi wyjatkami, sg glikoproteidami. Komponen-
ta cukrowa stanowi od 5 do 50°/0 masy czasteczki. Cukrami najczesciej
wystepujacymi w lektynach sg: mannoza, galaktoza, arabinoza, ksyloza
i N-acetyloglukozamina (Tabela 2). Konkanawalina A (43), lektyny z Tri-
ticum vulgare (44—46) i z Pisum sativum (12) nie zawierajg cukru.

Analiza sktadu aminokwasowego lektyn z Triticum vulgare i Solanum
tuberosum wykazata (47) wysoka, w poréwnaniu z innymi lektynami, za-
warto$¢ aminokwasow siarkowych. W lektynie z Triticum vulgare (38, 45)
cysteina stanowi 18—20%, a w lektynie z Solanum tuberosum (34) 11,5%
sktadu aminokwasowego.

Masy czasteczkowe lektyn, sktadniki cukrowe oraz liczby podjednostek
zestawiono w Tabeli 2.

Lektyny wystepujagce pod postacig rdznych form molekularnych na-
zwano izolektynami (12). Obecno$é izolektyn stwierdzono w nasionach
Phaseolus vulgaris (53, 56), Lens culinaris (55), Lotus tetragonolobus (31),
Pisum sativum (57) i Triticum vulgaris (45).

Najdoktadniej poznang lektyng jest konkanawalina A (14, 58—60). Cza-
steczka konkanawaliny A zbudowana jest z czterech jednakowych pod-
jednostek, zwanych protomerami. Protomer ma ksztatt elipsoidy z jedng
charakterystyczng wneka. Wymiary protomeru wynosza 42X40X39 A, za$
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jego masa czasteczkowa — 25 000 (14, 49). W zaleznosci od pH $rodowiska
protomery tworzg di-, tri- lub tetramerowe uklady asocjujgco-dysocjujace
(14, 61, 62). W S$rodowisku o pH ponizej 6 konkanawalina A wystepuje
w formie dimeru, powyzej pH 7 gtéwnie w formie tetrameru (63). Lancuch

Tabela 2
Wihasciwosci fizyko-chemiczne lektyn (13).

Komponenta cukrowa

S Masa Liczba L,
Gatunki roslin czasteczkowa podjednostek zawartosc SH?d
procentowa chemiczny
Catiavalia ertsiformis+ 100.000 4 0
Glycine maxima 120.000 4 5 D-GIcNACc,
D-Man
Lens culinaris+ | 42.000 2 2 GlcN, Gic
1 69.000
Lotus tetragortolobus | 120.000 9,4 GIcN
] 58.000 4.8 GIcN
111 117.000 9,2 GlcN
Phaseolus limensis 269.000 8 4 GlcN, Man, Fuk
Phaseolus vulgaris
{black kidney bean) 128.000 57 Man, Ksy
(wax kidney bean) 132.000 104 Man, Gic
(red kidney bean) | 138.000 8 8,9 Man, GlcN
| 98.000 4 41 Man, GIcN
Pisum sativum+ 53.000 4 /0,3 Gicl?
Robinia pseudoaccacia 90.000 10,7 Man, Fuk, Ksy
Ulex europens | 170.000 52 GIcN, Man
1 21,7 GIcN, Ara, Gal
Ricinus communis+ 120.000 4 4
Triticum vulgare+ 26.000 14,5 Gic, Ksy/?
Oryzci sativa 10.400 Gic
Agaricus campestris 64.000 4 4
Sohmum  tuberosum
w/g 13,36 20.000 52 Ara
w/g 37 20.000 16,7 Ara
wig 34 100.000 51 Ara, Gal, Gic,
GlcNAc

+ otrzymana w formie krystalicznej

cyfry rzymskie, odnoszg sie do réznych form molekularnych otrzymawanych z tego samego gatunku roslin
polipeptydowy protomeru, zbudowany jest z 237 reszt aminokwasowych
0 znanej sekwencji (49, 58, 59, 64, 65). Aminokwasem N-koncowym kon-
kanawaliny A jest alanina, C-koncowym — asparagina (14, 58—60). W po-
blizu N-konca taincucha polipeptydowego znajduja sie reszty aminokwaséw
kwasnych, uczestniczagce w wigzaniu metali w czasteczce konkanawaliny A,
w poblizu C-kofica skupione sg reszty aminokwaséw hydrofobowych, two-
rzace rdzen protomeru (14, 58—60).
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Budowe drugorzedowag protomeru konkanawaliny A charakteryzuja
dwa duze obszary (3-struktury (14, 58—60). Jeden obszar, tworzacy wneke
protomeru, zawiera 58 reszt aminokwasowych, uszeregowanych w szesciu
antyréwnolegtych tafncuchach oraz dziewieé¢ reszt aminokwasowych
w krotkich petlach. Drugi obszar |3-struktury tworzy siedem antyréwno-
legtych tancuchéw polipeptydowych zbudowanych z 57 reszt aminokwa-
sowych. Reszty aminokwasowe od 80 do 85 stanowig jedyny fragment
a-spirali w protomerze konkanawaliny A (14, 66).

Kazdy protomer konkanawaliny A zawiera atom manganu, atom wap-
nia i jedno miejsce wigzace cukier (67—69). Odlegtos¢ pomiedzy atomami
metali wynosi 54 A, a kazdy z nich zwigzany jest z czterema resztami
aminokwasowymi fancucha polipeptydowego lektyny i dwiema czastecz-
kami wody, co w rezultacie tworzy oktaedryczny ukiad metal—Iligandy
(14) (Ryc. ).

C EELCH
(15oaf 8 O/Aano 7
CAsp19
Q=g
ch2 N—}i:zlzo
28 _H,0
O\ASP o~ 2 ,OH, 4
Gor. v 02 5<=C Mn OH,
) ‘ Cx C/
¢ NAr Asp10
Ne Arg228 | Asp
/C 0 H2(\)‘—H0—c
C 6 b Ser34 ‘g«
Gli%/ vala2\,—
7 c*
c*
Ryc. 1. Schemat koordynacyjnego wigzania jo- Ryc. 2. Konkanawalina A.

néw metali w protomerze konkanawaliny A (14).

Poczatkowo przypuszczano, ze miejsca wigzace cukier w czgsteczce
konkanawaliny A znajdujg sie we wnekach protomeréw w odlegtosci 30 A
od miejsc wigzacych metale (70—74). Pomiary jadrowego rezonansu mag-
netycznego (75—77) i analiza krystalograficzna wykazaty jednak, ze miej-
sca te znajduja sie poza wnekami protomeréow w odlegtosci 10—13 A od
miejsc wigzacych metale (49, 78) (Ryc. 2).

W lektynach czesto wystepujacymi metalami sa mangan i wapn (14, 49,
52, 67, 79, 80), rzadziej spotyka sie cynk, miedZ i magnez (40). Rola metali
w aktywnosci biologicznej lektyn jest nadal niejasna. Przypuszcza sie, ze
uczestnicza one w procesie swoistego wigzania cukréw przez czasteczki
lektyn (67, 68). Wykazano bowiem, ze lektyny pozbawione metali tracg
réwnoczesnie wiasciwos¢ wigzania cukréw (62, 70, 78, 80—82).

7 Postepy Biochemii
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I11. Aktywnos$é biologiczna lektyn

111-1. Aglutynacja prawidtowych i nowotworowych komérek zwierzecych o rozmiesz-
czenie receptoréw lektynowych

Lektyny wigza sie swoiscie z cukrami bton komoérek zwierzecych, wy-
wotujac réznorodne odpowiedzi w zaleznosci od typu komorki i rodzaju
lektyny. Lektyna z Vicia graminea aglutynuje swoiscie erytrocyty grupy
N, a lektyna z Ulex europeus — erytrocyty grupy A2 (8). W przeciwien-
stwie do lektyn izolowanych z roslin motylkowatych, lektyny z Agaricus
campestris, Triticum vulgare i Ricinus communis pozbawione sg wtasci-
wosci mitogennych (13, 83). Lektyna z Agaricus campestris wyrdznia sie
tym sposrod innych, ze uwalnia insuline z komorek trzustki (84). Oprdcz
erytrocytdw, lektyny aglutynujg takze komorki embrionalne, ptytki krwi
i komorki stransformowane. W pewnych przypadkach obserwowano ha-
mowanie wzrostu tkanek nowotworowych pod wptywem lektyn (53, 85—
90). Lektyny wigza sie réwniez z btonami wewnatrzkomdrkowymi (12,
13). Konkanawalina A, lektyny z Triticum vulgare i Ricinus communis
w stezeniu 1jig/ml aglutynuja jadra komoérkowe watroby szczura, a w ste-
zeniu 40 (¢g/ml — mitochondria. Na powierzchni 1]im2jadra komoérkowego
watroby szczura wigzac¢ sie moze 3,8 X104 czasteczek konkanawaliny A lub
8,6X102czasteczek lektyny Ricinus communis (91).

Wedtug obecnie przyjetego modelu bton komérkowych (modelu ptyn-
nej mozaiki, Ryc. 3) btony komoérkowe buduje dwuwarstwowa lipidowa
matriks, w plaszczyznie ktdrej przemieszczajg sie biatka i glikoproteidy.
Mozliwo$é przemieszczania sie biatek i glikoproteidow zalezy od stopnia
powigzania tych skladnikéw z wewnatrzkomdérkowymi elementami szkie-
letowymi — mikrofilamentami i mikrotubulami, jak réwniez od sktadu
chemicznego i struktury warstwy lipidowej (92—97). Receptorami Kko-
morkowymi lektyn sa cukry glikoproteidéw, znajdujacych sie po ze-
wnetrznej, hydrofilowej stronie btony komoérkowej (92). Rozmieszczenie
receptoréw lektynowych na powierzchni bton zalezy od mikrofilamen-
tow i mikrotubul (83, 92, 93, 98, 103—106). Cytochalazyna B, kolchi-
cyna i winblastyna, obnizajag podatnos¢ komérek na aglutynacje, ponie-
waz zaburzajag wewnatrzkomérkowy system elementéw szkieletowych
(107—109).

Aby prawidtowe komorki zwierzece mogty ulec aglutynacji potrzeba
znacznie wyzszych stezen lektyny niz w przypadku ich stransformowanych
odpowiednikéw (93, 110—116). Lektyna z Ricinus communis w stezeniu
1 Mg/ml aglutynuje mysie fibroblasty 3T3 i komérki BHK chomika, pod-
czas gdy te same komorki po transformacji nowotworowej aglutynuja przy
nizszym o rzad stezeniu lektyny (117). Odmienny stopien aglutynacji ko-
moérek nowotworowych, nie wynika ze wzrostu liczby receptoréw lecz
z odmiennego ich rozmieszczenia na powierzchni bton komorek prawidio-
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wych i nowotworowych (86, 118—126). Receptory prawidtowych fibro-
blastow mysich 3T3 po zwigzaniu z konkanawaling A pozostajg réwno-
miernie rozmieszczone na powierzchni bton. Receptory fibroblastéw stran-
sformowanych w poczatkowej fazie dziatania lektyny tworzg drobne sku-
piska tzw. ,,clusters”, przechodzace w wieksze ,,patches” a w koncu w bie-
gunowe zageszczenia ,,cups” (92, 93, 127—130). Zjawisko przemieszczania

il

?i\\ ‘
YT\
W

Ryc. 3. Model mozaikowej struktury bton komoérkowych (92).
GP —glikoproteidy; B —biatka; L —Ilipidy; MT — mikrotubule; MF —mikrofilamenty.

sie receptoréw w btonach komdrek stransformowanych opisano réwniez
w fibroblastach chomika (131, 132), myszy (122, 113, 130,133), szczura (134)
i kurczecia (135). Wzmozong ruchliwo$é receptorow lektynowych
wiekszos¢ autorow ttumaczy zwiekszong ptynnoscig bton komdrek strans-
formowanych (93, 112—116, 124, 136—144), nie we wszystkich jednak
przypadkach obserwowano wzrost ptynnosci bton po transformacji nowo-
tworowej. W prawidtowych i stransformowanych wirusami fibroblastach
mysich 3T3 nie wykazano réznic w ptynnosci blon (145—147). W przypad-
ku fibroblastdw kurczecia obserwowano nawet obnizenie piynnosci bton
komorek stransformowanych wirusowo w poréwnaniu z ptynnoscig bton
komorek macierzystych (148).

Zwiekszona ruchliwo$é receptoréw lektynowych jest tylko jednym

7%



208 A. KROP-WATOREK 8]

z objawow towarzyszacych fatwiejszej aglutynacji komorek nowotworo-
wych. Na stopied aglutynacji ma réwniez istotny wptyw ilos¢ nukleoty-
déw cyklicznych w komoérkach aglutynowanych (95, 149—151).

Istotnym warunkiem wywotywania aglutynacji komoérek zwierzecych
jest wielowartosciowos$¢ lektyn, wynikajagca z ich podjednostkowej bu-
dowy. Dysocjacja natywnej, czteropodjednostkowej czgsteczki konkana-
waliny A zachodzi w niskich temperaturach albo w wyniku modyfikacji
bezwodnikiem kwasu bursztynowego. Zdysocjowana konkanawalina A nie
aglutynuje komoérek nowotworowych, 10-krotnie stabiej aglutynuje limfo-
cyty myszy, a 500-krotnie stabiej erytrocyty owcy (120, 149, 152—156).
Polimeryzacja kompletnych czasteczek lektyn z utworzeniem wielkocza-
steczkowych komplekséw zwieksza wiasciwosci aglutynujace lektyn (157).

Ostatnio wiele uwagi poswieca sie izolacji i oczyszczaniu receptorow
lektynowych. Pordéwnanie struktury oczyszczonych receptorow wyizolo-
wanych z bton komérek prawidtowych i nowotworowych umozliwia $le-
dzenie zmian zachodzacych w blonach w czasie transformacji nowotworo-
wej. Metodg chromatografii powinowactwa wydzielono receptory kon-
kanawaliny A z bton limfocytow T krolika (158), nowotworowych
limfocytéw myszy (159), erytrocytow szczura (160). Za pomocg tej samej
techniki wyizolowano réwniez z komorek biataczki mysiej L1210 receptory
lektyny z Triticum vulgare (161, 162). Receptory lektynowe erytrocytéw
ludzkich izolowano przez ekstrakcje biatek bton do buforéw o niskiej si-
le jonowej, a nastepnie rozdzielano metodg elektroforezy w zelu polia-
kryloamidowym w obecnosci SDS (96, 163, 164). Okazato sie, ze wsréd
uzyskanych frakcji biatkowych bton erytrocytéw, komponenta [zwana tez
komponentg 111 (165, 166)] zawierata receptory konkanawaliny A i lektyny
z Ricinus communis, a gtéwny sjaloglikoproteid, tzw. glikoproteid MN
(167—170) zawierat receptory lektyn Triticum vulgare, Phaseolus vulgare
i Lens culinaris. Wszystkie wyizolowane dotychczas receptory lektynowe
sg glikoproteidami.

111-2. Aglutynacja erytrocytéw pod wptywem lektyn

Aglutynacje erytrocytdw ludzkich i zwierzecych wywotang lektynami
zaobserwowano juz w roku 1888. P6zZniejsze badania wykazaty odmienng
swoisto$¢ lektyn wobec erytrocytdw réznych gatunkow zwierzat. Na przy-
klad lektyna ziemniaka aglutynuje erytrocyty szczura 2000 razy silniej
niz erytrocyty konia (36). Wykryto takze lektyny o wysokiej swoistosSci
wobec gtéwnych substancji grupowych i podgrupowych erytrocytéw ludz-
kich (100—102, 171) (Tabela 3). Warto wspomnie¢, ze lektyny z roslin réz-
nych gatunkdw tego samego rodzaju moze cechowa¢ odmienna swoisto$¢
wobec erytrocytow: lektyna z nasion Vicia craca jest swoista wobec deter-
minanty krwinek grupy A, lektyna z Vicia graminea aglutynuje tylko
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Tabela 3

Swoisto$¢ lektyn wobec erytrocytéw niektérych grup krwi
(8, 12, 13, 172, 173).

Gatunek roslin Grupa krwi

Lathyrus silvestris A
Crotolaria aegyptica, C. mucronata

Phaseolus' limensis, Ph. calcaratus

Vicia cracca, V. villosa, V. dumetorum, V. hirsuta, V. peregrina
Bauchinia purpurea

Hibiscus aesculentus

Urena lobata

Amphicarpaea bracteate

Astragalus onobrychis

Caragana brevispina, C. decorticans

Pueraria lobata

Trapeolum majus

Evonymus alatus, E. atropurpureus

Tecoma stans

Hyptis suaveolens

Musa textilis

Amorphophallus variabilis

Dolichos biflorus At

Ulex europeus a2
Pinangua kuhli

Marasmus oreades B
Aristolochia galeata

Bixa orellana

Bandeireae simplicifolia

Alysicarpus vaginalis

Crotolaria intermedia

Phaseolus riaciardiarus

Vitis aestivalis

Cytharexylum spinosum

Holmskiodia sanguinea

Phaeomeria speciosa

Evonymus planipes, E. alatus, E. bungaena, E. japdnica, E. latifolia,

E. mackii, E. sachalinensis, E. sacrosancta, E. sieboldiana, E. verrucosa

Phlomis fruticosa A+B
Sophora japonica

Coronilla varia

Phyllantus dibiculatus

Bandeiraea simplicifolia

Cassia fistula

Calpurina aurea

Crotalaria composita, C. intermedia, C. sattania, C. striata, C. usarmoensis,
Dolichos lablab

Lathyrus pratensis, L. silvestris

Phaseolus lunatus, Ph. phaseoloides

Vicia catjang

Swetenia candollei

Malphigia punicifolia

Cryptostegia madagascarensis

Tabernaementana coronaria

Cytisus sessilifolius H(O)
Laburnum alpinum

Lotus tetragonolobus

Ehretia buxifolia
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Brownea hybrida
Bauchinia monandra
Cochlospermum gossypium

Cerastium tomentosum H
Acalypha balfourii, A. hispida, A. macrostachys

Caesalpinia mimosoides

Cytisus albus, C. benehoacensis, C. canariensis, C. causasicus,

C. hirsutans, C. lusitanicus, C. nigricans, C. osmarensis, C. praecox,
C. ratisbonensis, C. biflorus, C. sessilifolius

Galactia aneistrocarpa, G. anglica, G. aristata, G. clavata,

G. germanica, G. horrida, G. monosperma, G. radiata, G. triacanthos,
G. umbellata

Genistella sagittalis

Laburnum falcobergense, L. waterei

Lens nigricans, L. peruviana,

Lespedeza bicolor, L

Lonchocarpus discolor

Lotus biflorus, L. corniculatus

Ononis spinosa

Petteria ramentacea

Tetragonolobus paleestinus

Ulex densus, U. galli, U. jussiaci, U. nanus, U. velursiani

Vigna divaricata, V. oroboides

Evonymus europaeus, E. latifolia, E. phellomana, E. yedonensis

Iberis gibraltarica N
Bauchinia bonantiana, B. candicans, B. purpurea, B. variegata,
Vicia graminea

Iberis amara, . sempervivens, |. umbellata M
Vicia leganyana

Arachis hypogea T
Tephrosia hookeriana
Termophis caroliniana, T. montana

Salvia sclarea T,

krwinki grupy N, natomiast lektyna z Vicia faba ma chrakter nieswois-
ty (12).

Aglutynacja erytrocytéw, podobnie jak i innych komoérek zwierzecych
jest nastepstwem wigzania sie lektyn z receptorami bton komérkowych.
Obliczono, ze na powierzchni erytrocytu zmiesci¢ sie moze okoto 100 000
czasteczek konkanawaliny A (174). Poliwalentny charakter lektyn umozli-
wia wigzanie sie ich z receptorami wielu komédrek (98). Wigzanie sie lek-
tyn z receptorami bton zalezy od rozmieszczenia i aktualnej dostepnosci
receptoréw, konformacji cukréw receptorowych oraz rodzaju substancji
bezposrednio zwigzanych z receptorami. Wptyw konformacji cukréw re-
ceptorowych na wystgpienie aglutynacji erytrocytow wykazano na przy-
ktadzie lektyny z grzyba Fomes fomentarius. Lektyna ta aglutynuje ery-
trocyty grupy B, charakteryzujace sie obecnoscig reszt a-galaktozylowych.
Erytrocyty innych grup krwi, obfitujagce w ugrupowania P-galaktozylowe
nie ulegajg aglutynacji w obecnosci tej lektyny.

Cukry lub polipeptydy, zwigzane bezposrednio z cukrem receptorowym
majg réwniez wpltyw na przebieg reakcji aglutynacji. Lektyna z Glycine
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maxima swoiscie wigze a-N-acetylogalaktozamine. Zwigzek ten jest deter-
minantg grupowa erytrocytow grupy A oraz wystepuje w S$cianach ko-
maérkowych bakterii rodzaju Streptococcus. W erytrocytach a-N-galaktoza-
mina taczy sie z galaktoza, w Streptococcus — z ramnozg. Bezposrednie
sgsiedztwo ramnozy pozwala na aglutynacje bakterii, podczas gdy krwinki
grupy A, w ktorych cukier receptorowy lektyny z Glycine maxima taczy
sie z galaktozg nie ulegaja aglutynacji (173).

Rozmieszczenie i dostepno$¢ receptoréw lektynowych na powierzchni
bton ma takze istotne znaczenie dla przebiegu aglutynacji. Wykazano, ze
traktowanie erytrocytow neuraminidazg, powoduje zmiany w stopniu wia-
zania roznych lektyn. Erytrocyty poddane uprzednio dziataniu neurami-
nidazy wigzg wiecej czasteczek lektyny z Glycine maxima, mniej czgste-
czek lektyny z Triticum vulgare i niezmienng ilo$¢ czasteczek konkanawa-
ilny A. Wzrost intensywnos$ci wigzania lektyny z Glycine maxima, po
odszczepieniu kwasu sjalowego, wigzacego sie z cukrami receptorowymi
tej lektyny wskazuje, ze czasteczka lektyny tatwiej reaguje z cukrami
receptorowymi woéwczas, gdy zajmujg one koncowe pozycje w tancuchach
polipeptydowych bton erytrocytow (175, 176).

Lektyny pozbawione swoistosci grupowej nazwano panaglutyninami
(12). Do panaglutynin nalezg lektyny wydzielone z nasion Canavalia ensi-

Tabela 4
Cukry hamujace aktywnos$¢ aglutynujaca lektyn (103).

Enzymy inaktywujace

Rodzaj cukru Zrédio lektyn receptory komérkowe
lektyn
N-acetylo-a-D-galaktozamina Bauchinia purpurea N-acetylo-a-D-galaktoza-
Phaseolus limensis minidaza
Vicia cracca oksydaza galaktozowa

Dolichos biflorus

a-L-fukoza Ulex europeus a-L-fukozydaza
Lotus tetragonolobus

D-galaktoza, D-fukoza, Ricinus communis oksydaza galaktozowa
N-acetylo-D-galaktozamina Soja hospida
Viscum album

a-D-mannopyranoza Lens culinaris L-D-mannozydaza

a-N-acetyloglukozamina Canavalis ensiformis N-acetylo-L-glukozami-
Pisum sativum nidaza

N-acetylo-/?-D-glukozamina Solanum tuberosum N-acetylo-/S-D-glukozami-
Triticum vulgare nidaza

Datura stramonium
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formis, Ricinus communis, Lens culinaris, Vicia faba, Triticum vulgare,
Glycine maxima oraz z bulw Solanum tuberosum. Panaglutyniny wigzg
sie rowniez z cukrowymi receptorami erytrocytdw, odmiennymi jednak od
determinant grupowych krwi (100).

Tabela 5

Czynne biologicznie substancje oczyszczone technikg chromatografii powinowactwa z wykorzy-
staniem unieruchomionej konkanawaliny A (7, 32, 182—191).

Typ substancji Nazwa substancji

Enzymy lizosomalna arylosulfataza mézgu
a-glutamylotransferaza nerki szczura
j8-hydrolaza dopaminy
syntetaza glikogenu
egzonukleaza z jadu weza
kwasna hydrolaza tozyska
/3-galaktozydaza watroby ludzkiej
hialuronidaza spermy byka

Hormony ludzka gonadotropina kosméwkowa
ludzki hormon luteinizujacy
hormon pecherzykowy

Lektyny lektyna fasoli (wax bean)

Biatka surowicy ocj-antytrypsyna
immunoglobuliny

Receptory bton komoérkowych z: L-komoérek myszy
komérek rakowych watroby szczura
limfocytéw Kkurczecia
prawidtowych i stransformowanych fibroblastow
myszy
erytrocytow ludzkich
ptytek krwi ludzkiej
mikrosomalnych bton watroby

Inne interferon
kwas teichojowy z Bacillus subtilis
polisacharydy mykobakteryjne

Aglutynacje erytrocytow wywotywang lektynami hamujg cukry. Na
podstawie hamowania aglutynacji erytrocytow grupy H/0/ i A a-L-fukozg
i N-acetylo-D-galaktozaming okreslono immunodeterminanty H/0/ i A (161,
177). Aktywnos$¢ aglutynujacg lektyn z Triticum vulgare i Solanum tube-
rosum hamujg oligosacharydy zawierajgce N-acetylo-D-glukozamine, przy
czym stopien hamowania zalezy od liczby reszt cukrowych faricucha oligo-
sacharydowego (34, 46). Monomeryczne czasteczki N-acetylo-D-glukozami-
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ny 3000 razy stabiej hamuja aglutynacje erytrocytéw wywotang lektyng
z Triticum vulgare niz trojsacharyd zbudowany z reszt N-acetylo-D-glu-
kozaminy. Aglutynacje erytrocytow wywotang konkanawaling A hamujg
a-D-glukoza, a-mannopiranoza i a-N-acetylo-D-glukozamina (71) (Tabe-
la 4).

Bardziej skutecznie niz cukry hamuja aktywnos$¢ erytroaglutynujaca
receptory lektynowe izolowane z bton erytrocytdw. Tak np. oczyszczone
receptory lektyny z Lens culinaris 60 000 razy silniej hamujg aglutynacje
erytrocytow niz cukier uwazany za swoisty dla tej lektyny (117, 162, 178,
179, 180).

Wiasciwosé swoistego wigzania cukrow przez lektyny wykorzystuje sie
z powodzeniem w chromatografii powinowactwa. Konkanawalina A, swo-
ista wobec reszt a- i B-D-fruktofuranozylowych, a-D-arabinofuranozylo-
wych i a-D-mannopiranozylowych (181) znajduje szerokie zastosowanie
w badaniach struktury cukréw, glikoproteiddw i bton komérkowych (Ta-
bela 5).

111-3. Witasciwosci mitogenne lektyn

Lektyny o wiasciwosciach mitogennych stwierdzono tylko w roslinach
motylkowych jak na przyktad w Canavalia ensiformis (192), Phaseolus
limensis (177), Phaseolus vulgaris (red kidney bean), Lens culinaris i Pisum
sativum (190).

Ze wzgledu na swoiste wigzanie cukrow rozréznia sie lektyny mitogen-
ne wigzace a-D-glukoze i a-D-mannoze oraz wigzace N-acetylo-D-galakto-
zamine. Do pierwszej grupy lektyn zalicza sie konkanawaling A, lektyny
z Lens culinaris i Pisum sativum (193) — z drugiej za$ lektyny z Phaseolus
vulgaris i Ph. limensis (194).

Lektyny mitogenne przeksztatcajg limfocyty krwi obwodowej w duze
komorki blastoidalne (192, 193, 195—198). Stopien tego przeksztatcania
(stymulacji) limfocytow zalezy od rodzaju lektyny i jej stezenia. Lektyna
z Phaseolus vulgaris przejawia maksymalny efekt stymulacji w stezeniu
1—10 Mg/ml, konkanawalina A — 5 Mg/ml, lektyna z Lens culinaris —
50 Mg/ml (12). Stymulacja limfocytdw, podobnie jak i inne efekty wywoty-
wane lektynami w komorkach zwierzecych, wynika z powierzchniowego
oddziatywania lektyn z btonami, bez wnikania do wnetrza komorki. Kon-
kanawalina A i lektyna z Phaseolus vulgaris, unieruchomione na no$ni-
kach statych stymulowaty limfocyty w takim samym stopniu jak wolne
(199, 200). Usuniecie lektyny z zawiesiny stymulowanych limfocytéw, co-
fatlo natychmiast wszystkie efekty, natomiast ponowne jej dodanie przy-
wracato stymulacje (201). Limfocyty stymulowane lektynami réznig sie od
wyjsciowych ksztattem komérek, wzrostem zasadofilnosci cytoplazmy,
pojawieniem sie licznych wakuoli, luzng strukturg jadra (202, 203). Zmia-
ny morfologiczne limfocytéw sa wyrazem wzmozonego metabolizmu ob-
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serwowanego w krétkim czasie po podaniu mitogennej lektyny. W pierw-
szej kolejnosci wzrasta pobieranie jonéw potasu, wapnia i nukleozyddw
(204), cukréw (205) i fosforan6w nieorganicznych (206). Nastepstwem tych
procesOw jest wzmozenie syntezy kwasow nukleinowych (195, 197, 207—
209), biatek (195, 207—210), weglowodandéw (211) i fosfolipidéw (212). Syn-
teza DNA rozpoczyna sie po okoto 24 godzinach inkubacji limfocytow
z lektynami i osigga maksymalng szybko$¢ po uptywie 50—60 godzin, po
czym spada i ponownie wzrasta po 70 godzinach inkubacji (213). Znacznie
wczesniej, bo juz po dwdéch godzinach od podania lektyny do hodowli lim-
focytéw wzrasta synteza rybosomowego RNA, po 20 godzinach za$ prze-
wyzsza 50—100-krotnie poziom syntezy w limfocytach niestymulowanych
(214—216). Rownoczes$nie obserwuje sie nagromadzenie nowo syntetyzo-
wanych rybosoméw (217). Synteza DNA w limfocytach stymulowanych
lektynami przebiega cyklicznie (213), podczas gdy syntez® RNA i biatek
zanika jedynie w czasie mitozy komérek. W metabolizmie weglowodandw
obserwowano wzrost poziomu glikogenu w pierwszych 24 godzinach sty-
mulacji a nastepnie powolny, az do zaniku, spadek zawartosci glikogenu
(220). Obserwowano réwniez wzmozenie cyklu pentozowego, zwigzane
z intensywniejszg przemiang kwasow nukleinowych (211). Niezwykle
szybko, bo juz po 10 minutowej inkubacji limfocytéw z lektynami mito-
gennymi, obserwuje sie trzykrotnie intensywniejsze w stosunku do kontro-
li wbudowywanie znakowanych oleinianéw w lecytyny (91). W procesie
stymulacji obserwuje sie rowniez wzmozenie aktywnos$ci fosfolipazy A,
polimerazy DNA i RNA, fosforylazy i kinazy urydylowej (91, 221).

IV. Rola lektyn w ro$linach

Jak dotad nie wiele wiadomo na temat roli lektyn w ros$linach. Lektyny
wystepujg gtéwnie w organach generatywnych i zapasowych roslin oraz
w znacznie mniejszych ilosciach w lisciach, todygach, korzeniach i korze
(13, 71). Zaobserwowano korelacje pomiedzy spadkiem poziomu lektyn
w lisciach a réwnoczesnym wzrostem ich iloSci w nasionach. Przypuszcza
sie wiec, ze synteza lektyn przebiega w lisciach a gromadzenie w cyto-
plazmie zarodkdw i liscieni (222, 223). W czasie kietkowania nasion réwno-
cze$nie z wyczerpywaniem sie bialek zapasowych obniza sie réwniez po-
ziom lektyn (224, 225). Obserwacje te, jak i wysokie powinowactwo lek-
tyn wzgledem cukréow, nasuwajg przypuszczenia o mozliwosci udziatu
lektyn w magazynowaniu weglowodanéw w nasionach i organach zapaso-
wych roslin.

Inna hipoteza przypisuje lektynom wiasciwosci grzybobdjcze. Zaobser-
wowano, ze zawarta w kietkach Triticum vulgare lektyna hamowata wzrost
zarodnikdw grzyba Trichoderma viridae. W tym przypadku rola lektyn
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polegata by¢ moze na ochronie kietkujgcych nasion przed grzybami i bak-
teriami gnilnymi (226).

Lektynom przypisuje sie takze istotne znaczenie w symbiozie bakterii
brodawkowych z rodzaju Rhizobium z korzeniami ros$lin motylkowatych
(227—229). Analiza zawarto$ci lektyn w réznych fragmentach korzeni wy-
kazata, ze prawie calg lektyne korzeni wykrywa sie w brodawkach korze-
niowych i krétkich odcinkach witosnikéw, tuz pod brodawkami. Réwno-
cze$nie wiadomo, ze aglutynacje bakterii brodawkowych moze wywotaé
tylko taka lektyna, ktéra pochodzi z rosliny zyjacej w symbiozie z danym
szczepem bakterii. Lektyna wyizolowana z Glycine maxima aglutynuje
tylko Rhizobium japonicum, z Pisum sativum — Rh. leguminosarum,
z Phaseolus vulgaris — Rh. phaseoli (230). Zjawisko to wynika prawdo-
podobnie z wiasciwosci swoistego wigzania antygenéw 0 okre$lonych
szczepow Rhizobium przez lektyny wyizolowane z roslin, zyjacych w sym-
biozie z danym szczepem bakteryjnym (229).

Autorka wyraza wdzieczno$¢ prof, dr hab. Bronistawie Morawieckiej za krytycz-
ng dyskusje w trakcie przygotowywania niniejszego artykutu.
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Wykaz stosowanych krotow: EDTA —sél sodowa kwasu etyleno-dwuaminoczte-
rooctowego; 5'-formycyna — 9-(I'-(3-D-rybopentafuranozylo)-6-N-amino-pirazolopiry-
midyno-5'-fosforan; NeOHNH-AMP — 6-N-hydroksy-9-(I'-|3-D-rybopentafuranozylo)-
-a-denino-5'-fosforan; Ara-AMP—9-(r-|3-D-arabinopentafuranozylo)-adenino-'5"-fosfo-
ran; NH2AMP — 2-amino-9-(r~|3-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5/-fosforan; N¢
-metylo-AMP — e-N-metylo-g-d~"P-D-rybopentafuranozylo-adenino-S~fosforan; NI-
-metylo-AMP — |I-N-metylo-9-(r-|3-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-fosforan; 3-
-izo-AMP-----9-(3'-|3-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-fosforan; ~Adenozyno-5'-mo-
nosiarczan — 9-(I'-P-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-siarczan; Adenozyno-5'-fo-
sforamid — 9-(I'-P-D-rybopentafuranozylo)-adenino-5'-fosforamid; fruktozo-l,6-P2 —
fruktozo-l,6-dwufosforan; Kwas 2P-glicerynowy —kwas 2-fosfoglicerynowy; Kwas
3P-glicerynowy — kwas 3-fosfoglicerynowy: Kwas 2,3P2-glicerynowy — kwas 2,3-dwu-
fosfoglicerynowy.
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I. Wstep

W roku 1928 Gerard Schmidt z pracowni Embdena wykazat, ze
uwalnianie amoniaku w miesniu katalizuje przede wszystkim enzym
specyficzny wobec 5'-AMP, nazwany woOwczas dezaminazg adenylowg
(1, 2). Jego obecna nazwa wedtug obowiagzujacej klasyfikacji i nomenkla-
tury enzymow brzmi dezaminaza AMP (B.C. 3.5.4.6). Katalizuje ona re-
akcje hydrolitycznego odszczepienia amoniaku od czasteczki AMP ulega-
tury enzymow brzmi dezaminaza AMP (E.C. 3.5.4.6). Katalizuje ona re-
akcja ta jest nieodwracalna. Od czasu odkrycia Schmidta wielu badaczy
podejmowato trud oczyszczenia i badania wasciwosci dezaminazy AMP
z réznych zrédet. Obszerne wczesniejsze piSmiennictwo tego przedmiotu
zebrano w kilku pracach przeglagdowych (3—9).

Dezaminaza AMP jest enzymem bardzo rozpowszechnionym; wystepuje
ona nie tylko w tkankach wyzszych zwierzat (10—14), lecz rowniez w tkan-
kach bezkregowcow (15), roslin (16, 17) i w bakteriach (18). Tkanka naj-
bogatsza w enzym sg miesnie szkieletowe, przy czym preparaty enzymu
izolowane z mies$ni wyzszych zwierzat odznaczajg sie zdecydowanie wyz-
szg aktywnoscig wiasciwg dajaca sie mierzy¢ w niskich stezeniach substra-
tu, w poréwnaniu z preparatami enzymu izolowanego z mie$ni raka i tka-
nek pozamie$niowych wyzszych zwierzat (Tabela 1), w przypadku ktérych
aktywno$¢ enzymu mozna zmierzy¢ jedynie w wysokich, niekiedy wysy-
cajacych, stezeniach AMP.

Il. Ogolne wiasciwosci miesniowej dezaminazy AMP

Uzyskanie jednorodnych preparatéw dezaminazy AMP z miesni szkie-
letowych Kkilku gatunkow zwierzat pozwolito na szczeg6towe zbadanie
wiasciwosci czasteczki enzymu, a takze przeprowadzenie badan poréw-
nawczych dotyczacych mechanizméw regulacji enzymu. Skitad aminokwa-
sowy dezaminazy z mies$ni kruczecia, krélika i szczura wykazuje daleko
idgce podobienstwo (Tabela 2). Takze masy czasteczkowe preparatéw en-
zymu mies$niowego roznych gatunkéw zwierzat sg zblizone, podobnie jak
struktura podjednostkowa enzymu (Tabela 3).

Przyjmuje sie obecnie, ze dezaminaza miesniowa jest tetramerem
0 masie czasteczkowej okoto 280 000. Warto przy tym zwréci¢é uwage, ze
dezaminaza izolowana z mie$ni kury jest jednym z nielicznych enzymoéw
uzyskanych w postaci dwoéch jednorodnych form enzymu, réznigcych sie
statg sedymentacji i odpowiadajacych zapewne formie teramerycznej
1mono-, lub dimerycznej enzymu (Tabela 3).

W tkankach szczura znaleziono kilka molekularnych form enzymu
réznigcych sie m.in. cechami immunologicznymi, kinetyka reakcji, powi-
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nowactwem wobec substratu, odpornoscig na denaturacje cieplng i opti-
mum pH (14, 31—34). Forma A enzymu znaleziona zostata w miesniach
szkieletowych, forma B w nerce i w watrobie, forma C za§ w mie$niu
sercowym. W mozgu szczura wystepuje pie¢ izoenzymoéw B i C oraz trzy
bedace hybrydami B i C. W dotychczasowych badaniach dezaminazy mies-
niowej izolowano jg najczesciej z mie$ni czerwonych ograniczajac sie do

Tabela 2

Skfad aminokwasowy dezaminazy AMP z miesni szkieletowych
(mole/mol enzymu).

) Zrodio
Aminokwas
Szczur* Krélikb Kurczeb

Lizyna 184 162 164
Histydyna 76 57 88
Arginina 112 87 132
Kw. asparagi-
nowy 252 261 248
Treonina 120 112 108
Seryna 164 178 152
Kw. glutamino-
wy 260 306 268
Prolina 132 158 124
Glicyna 112 142 116
Alanina 152 195 168
1/2 Cysteina 32 32 32
Walina 116 120 136
Metionina 76 82 64
Izoleucyna 108 133 96
Leucyna 224 268 216
Tyrozyna 120 125 132
Fenyloalanina 132 127 120
Tryptofan 20 16 24

a Cytowane wg. 23,
b Cytowane wg. 24.

stwierdzenia, ze zrédtem enzymu byt miesien szkieletowy. Ostatnio opu-
blikowano jednak doniesienie wskazujace na wystepowanie ré6znych mole-
kularnych form dezaminazy AMP w mie$niach czerwonych i biatych kroé-
lika (35). Wskazuje to na konieczno$¢ okre$lania typu miesnia z jakiego
izoluje sie dezaminaze.

Dezaminazy AMP z réznych zrodet cechuje rézne optimum pH (4,0—
8,4); zakres optimum pH enzymdéw miesniowych okazat sie jednak znacz-
nie wezszy (6,4—7,0). Punkty izoelektryczne dezaminaz AMP nie zostaly
dotychczas oznaczone.

Reakcje katalizowang przez dezaminaze AMP hamujg zwiagzki bloku-
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jace grupy sulfhydrylowe (SH) (19, 28, 52, 66, 67, 72). Systematyczne bada-
nia dotyczace tego zagadnienia przeprowadzono stosujac jednorodny pre-
parat dezaminazy AMP z miesni krolika (23, 74, 75). Wykazano wystepo-
wanie Kilku ,,rodzajow” grup SH o r6znej dostepnosci i réznym znaczeniu
dla aktywnos$ci enzymatycznej. | tak 12 grup SH/mol mozna byto podsta-
wi¢ przez kwas 5,5'ditiobis (2-nitrobenzoesowy (DTNB) bez utraty aktyw-
nosci enzymatycznej. Tak zmodyfikowany preparat odznaczat sie jednak

Tabela 3
Masa czasteczkowa, stata sedymentacji i struktura podjednostkowa dezaminazy AMP.

Zrédto enzymu masa m. czast. ' st. sedymentacji Pié_mien-
czasteczkowa podjednostki X 10~13 nictwo
sandacza 10,2 S 20
zaby 259 000 98 S 20
kurya 10,2 S 20
52 S
kurczecia 276 000 69 000 24
kurczecia 278 000 69—73 000 27
migsnie krélika 320 000 123 S 25
krélika 280 000 73—81 000 26
krélika 125 S 13
krélika 270 000 11,1 Sb 28
szczura 290 000 122 S 23
szczura 238 000 59 500 29
cztowieka 248 000 95 S 20
limfocyty cziowieka 340 000 30

a W czasie ultrawirowania oczyszczonej dezaminazy AMP z mieéni kury uzyskuje sie rozdziat na dwa jednorodne
biatka rézniace sie statg sedymentacji, prawdopodobnie odpowiadajg one formom tetramerycznej i dimerycznej, lub mo-
nomerycznej enzymu.

b Wspétczynnik dyfuzji w czasie ultrawirowania ma wartos¢ 3.75 x 10~7.

zmieniong wrazliwo$cig na regulacyjne dziatanie KC1. Krzywa zaleznoSci
szybkos$ci reakcji od stezenia substratu przy niskim 15 mM stezeniu KC1
przybierata charakter hiperboliczny, podczas gdy w przypadku enzymu
natywnego przy tym stezeniu KC1 miata przebieg sigmoidalny. Nastepne
16—18 grup SH przyfaczato czgsteczki DTNB dopiero po usunieciu z en-
zymu jonow metali dwuwarto$ciowych droga chelatowania. W przypadku
zablokowania tych grup SH w czasteczce apoenzymu jego reaktywacja
przez cynk byta znacznie upos$ledzona. Wreszcie, traktowanie DTNB de-
zaminazy zdenaturowanej podczas dializy wobec mocznika 6.9 M ujawnito
w jej czasteczce ogotem 30—32 grup SH. Mozna przypuszczaé, ze rolg wol-
nych grup SH jest modyfikowanie regulacyjnego wptywu jonéw potasu
na enzym, a takze wigzanie jonow cynku, a by¢ moze rowniez udziat w sta-
bilizacji struktury czwartorzedowej czasteczki dezaminazy.

Na udziat mostkéw dwusiarczkowych w strukturze dezaminazy wska-
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zuje hamowanie jej aktywnos$ci przez zwigzki redukujace. Merkaptoetanol
i ditioerytritol w stezeniu 1 mM oraz 10 mM cysteina nie wywieraja
wprawdzie wptywu na aktywno$¢ enzymu w obecnosci KC1, jednakze
40 mM merkaptoetanol w obecnosci KC1 i 1 mM merkaptoetanol oraz
ditioerytritol w nieobecnosci KC1 silnie hamujg szybkos$¢ reakcji katali-
zowanej przez dezaminaze AMP (5, 76).

Dezaminaza AMP jest dogodnym modelem pozwalajagcym na badanie
wplywu temperatury na kinetyke reakcji enzymatycznej. Enzym izolo-
wany z miesni cztowieka odznacza sie najwiekszym powinowactwem wo-
bec substratu w temperaturze 25° C, a szybko$¢ maksymalna reakcji wzra-
sta okolo 14-krotnie przy wzroscie temperatury S$rodowiska od 10° C do
45° C. Stata szybkosci reakcji I-go rzedu osigga maksymalna warto$¢
w temperaturze 35° C (44). Regulacyjny wplyw temperatury na powino-
wactwo enzymu do substratu i szybko$¢ maksymalng reakcji jest wiekszy
w przypadku dezaminaz izolowanych z miesni zwierzat statocieplnych
(36—39). Wptyw temperatury na kinetyke reakcji katalizowanej przez
dezaminazy miesniowe izolowane z tkanek ptodéw kurczecia (40) i szczura
(41) oraz z miesni dorostych osobnikdw zmiennocieplnych jest podobny.
Cechy charakteryzujgce enzym zwierzecia statocieplnego pojawiajg sie
dopiero w czasie rozwoju postnatalnego. Sugeruje to wystepowanie odreb-
nych form enzymu w tkankach ptodowych i w tkankach osobnikéw doro-
stych. Whniosek ten wspieraja obserwacje dotyczace aktywnos$ci dezami-
nazy AMP w miegéniach szkieletowych konczyn krélika i w sercu kurczecia
w rozwoju ptodowym i postnatalnym. Aktywno$¢ dezaminazy w migs$-
niach koniczyn krdélika jest niska bezposrednio po urodzeniu i wzrasta
gwattownie miedzy 5 a 15 dniem zycia do warto$ci obserwowanych
w migé$niach konczyn zwierzat dorostych. Aktywnos$¢ dezaminazy w migs-
niu przepony jest niska w okresie ptodowym i wzrasta na 4—5 dni przed
urodzeniem, osiggajac wartos¢ maksymalng bezposrednio po urodzeniu
(42). Moze to wskazywaé na przystosowanie sie mie$nia przepony, jeszcze
pod koniec zycia ptodowego, do podjecia pracy oddechowej oraz na stop-
niowe przystosowywanie sie miesni koriczyn do zwiekszajgcej sie po uro-
dzeniu ruchliwosci zwierzat. Wniosek ten wydaje sie prawidlowy, nie
nalezy jednak zapominaé, ze bezposredni zwigzek dezaminazy AMP ze
skurczem mig$nia uwaza sie na og6t za watpliwy. Wysoka poczatkowo
aktywno$¢ dezaminazy AMP w sercu zarodka kurczecia maleje po wy-
kluciu sie pisklecia do okoto 1/3 poprzedniej wartosci, osiggajgc minimum
w 18 dniu zycia kurczecia, po czym ponownie powoli wzrasta osiggajac
w miesniu serca kury dorostej wartosci zblizone do wartosci cechujacych
miesien zarodkowy (43). Prdba interpretacji tych badan, poprzez wigzanie
otrzymanych wynikow z fizjologicznym obcigzeniem pracg mies$nia serco-
wego kurczecia w réznych okresach zycia ptodowego i postnatalnego wy-
magataby jednak szczeg6towych informacji fizjologicznych na ten temat,
co przekracza ramy artykutu.
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I1l. Regulacja aktywnosci dezaminazy AMP

Wykazano, ze dezaminaza AMP posiada wasciwosci biatka allosterycz-
nego i poznano szereg efektorow allosterycznych, ktére regulujg aktyw-
no$¢ enzymu. Wykres zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu
ma przebieg sigmoidalny, co oznacza, ze wysokie stezenia substratu ak-
tywujg enzym. Warto$¢ statej Michaelisa enzymu mie$niowego jest bliska
wartosci statej substratowej. Wydaje sie, ze powinowactwo dezaminazy
z miesni wyzszych zwierzat do substratu jest wyzsze niz powinowactwo
enzymu z mie$ni raka i tkanek pozamie$niowych (Tabela 4).

Sugeruje sie wystepowanie in vivo form nieaktywnej i aktywnej enzy-
mu, przy czym aktywacja odbywa sie przypuszczalnie pod wptywem sub-
stratu (46). Wykazano rowniez, ze produkty reakcji, IMP i amoniak, ha-
muja aktywnos$¢ preparatu z miesni krélika, hamowanie przez IMP ma
charakter kompetycyjny w stosunku do AMP, a hamowanie przez amoniak
ma charakter mieszany — kompetycyjny i niekompetycyjny (45).

Efektorami allosterycznymi dezaminazy sa jony potasu, ATP i ADP
(10, 21, 23, 47—49), fosforan nieorganiczny (21, 53), GTP (23, 49, 54, 55),
fosfokreatyna (23), oraz izo-AMP (5). Aktywatorami sg takze kationy in-
nych metali jednowartosciowych (10, 23, 36, 48, 50—52). Z punktu widze-
nia fizjologicznych mechanizméw regulacji aktywnos$ci dezaminazy inte-
resujgce jest spostrzezenie, ze jej aktywno$¢ hamuje alanina (64, 65).

Przyktadowe dane z piSmiennictwa ilustrujgce aktywacje dezaminazy
AMP przez kationy jednowarto$ciowe przedstawiono w Tabeli 5, uszere-
gowujac je wedtug malejagcego wptywu na aktywnos$¢ enzymatyczna.

Najbardziej efektywnym w aktywowaniu enzymu miesniowego jest
jon potasowy, podczas gdy jony litu najskuteczniej aktywujg preparaty
dezaminazy izolowanej z tkanek pozamig$niowych.

Zjawiska aktywacji i inhibicji dezaminazy AMP przez nukleotydy pu-
rynowe i pirymidynowe ilustruje Tabela 6.

Niektore z nich sg efektorami allosterycznymi enzymu i rozwazany
jest ich udziat w regulacji enzymu in vivo. ATP w stezeniach milimolo-
wych aktywuje enzym z mie$ni szczura, natomiast w stezeniach mikro-
molowych hamuje szybkos$¢ reakcji, przy czym efekt ten zalezy od ste-
zenia obecnego w S$rodowisku reakcji KC1. W $rodowiskach o nizszym
stezeniu KC1 hamujacy efekt ATP jest wiekszy (23, 47, 55, 62). GTP z ko-
lei silnie hamujacy aktywnos$¢ enzymu z oczyszczonych preparatow deza-
minazy AMP, aktywuje enzym badany w nieoczyszczonych ekstraktach
(49). Badajac szybko$é reakcji miesniowych dezaminaz AMP w obecnosci
dwoch podstawowych aktywatoréw enzymu: ATP i KC1 stwierdzono, ze
w optymalnym stezeniu jednego z nich dodanie do srodowiska inkubacji
drugiego nie ma wpltywu na szybkos$¢ reakcji. Odmiennie zachowuje sie
dezaminaza oczyszczona z serca $wini. W obecnos$ci optymalnego stezenia
chlorku potasu zalezno$¢ szybkosci reakcji katalizowanej przez ten enzym
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od stezenia substratu miata przebieg sigmoidalny i dopiero dodanie ATP
powodowato dalszy wzrost aktywnos$ci enzymu i hiperbolizacje krzywej
Michaelisa (63). W czasteczce dezaminazy AMP z migé$ni krélika zidenty-
fikowano co najmniej 4 miejsca wigzace specyficznie ATP i dwa miejsca
specyficzne wobec GTP (66). Dezaminaza z migéni szczura wigze 6—7 czgs-
teczek 5fosforanu pirydoksalu na jedng czasteczke enzymu. Tak zmody-
fikowany preparat, o aktywnos$ci wynoszacej 30°/0 w poréwnaniu z prepa-
ratem natywnym, odznacza sie niezmieniong szybkoscig maksymalna reak-
cji i czterokrotnie mniejszym powinowactwem do substratu, oraz jest
catkowicie niewrazliwy na dziatanie ATP i GTP. ATP i GTP chronity de-
zaminaze AMP przed inhibicjg wywotang przytgczeniem fosforanu pirydo-
ksalu, przy czym efekt ten byt specyficzny i nie wykazywaly go inne inhi-
bitory allosteryczne dezaminazy (62). Wigzanie fosforanu pirydoksalu przez
czasteczke dezaminazy nastepowato za posrednictwem amidowych grup li-
zyny w, lub w poblizu, miejsc wigzacych ATP i GTP. W miejscu wigzgcym
GTP znajdujg sie takze grupy SH cysteiny podlegajace dziataniu zwiaz-
kéw blokujacych. Ich zablokowanie przez kwas p-rteciobenzoesowy pro-
wadzito do wybiérczej niewrazliwosci enzymu na dziatanie GTP (66, 67).
Bardziej szczegOtowe rozwazania na temat zwigzku regulacji dezaminazy
AMP przez nukleotydy z jej udziatem w regulacji przemian posrednich
znajdzie czytelnik w dwoch pracach przegladowych poswieconych meta-
bolizmowi zwigzkéw adeninowych w sercu (60) i cyklowi nukleotydéw
purynowych (61).

Na podstawie wyzej podanych informacji na temat regulacji aktywnosci
dezaminazy AMP mozna sobie wyobrazi¢ nastepujacy iej schemat (Ry-
cina 1).

Dezaminaza jako jeden z trzech enzymoéw uczestniczy w tzw. cyklu
nukleotyddw purynowych (68—71). Jon potasowy w stezeniu 100—150 mM,
zblizonym do fizjologicznych stezen w komoérkach, stabilizuje czasteczke
dezaminazy AMP w takiej konformacji, w ktorej jest ona zdolna do przy-
taczania fizjologicznych ligandow — AMP, ATP, GTP i Pj. Enzym jest
aktywowany przez substrat i hamowany przez produkty reakcji. GTP
hamuje enzym zwrotnie jako produkt cyklu przemian, na ktérego drodze
znajduje sie m.in. dezaminaza AMP. Hamowanie przez GTP reakcji deza-
minazy moze mie¢ roéwniez znaczenie w uniemozliwianiu przebiegu cyklu
nukleotydéw purynowych jako cyklu daremnego, bowiem GTP jest ko-
substratem reakcji syntetazy adenylobursztynianowej, enzymu wspét-
uczestniczacego w reaminacji IMP do AMP (Rycina 1).

ATP przyspiesza dezaminacje AMP zapobiegajagc w ten sposéb obnize-
niu wartosci tzw. tadunku energetycznego zawartego w puli nukleotyddw
adeninowych poprzez przesuniecie rownowagi w tej puli w kierunku ATP
i ADP, co jak wiadomo przyspiesza szybkos$¢ przemian anabolicznych.
Z kolei zuzycie ATP w przemianach anabolicznych prowadzi do uwolnie-
nia znacznych ilosci fosforanu nieorganicznego, hamujgcego dezaminaze
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AMP, oraz do obnizenia bezwzglednej iloSci ATP w kom@rce; przy niskich
za$ stezeniach ATP hamujac dezaminaze wesp6t z fosforanem zapobiega
nadmiernemu obnizeniu catkowitej puli nukleotydéw adeninowych w ko-
morce. Dziatanie fosforanu nieorganicznego i ATP w niskich stezeniach
modyfikuje takze aktywacje dezaminazy przez zwiekszone stezenia AMP.
ktory pojawia sie jako produkt reakcji aktywacji aminokwaséw i kwaséw

Adenylobursztynian

GDP+P;
Fumaran 3 2 GTP + aspa
N_l raginian
\ S
\
\
\
\
\
ATP GTP
podwyzszony obnizony poziom
poziom yatp w 7omérce
AM /

Ryc. 1.— Cykl nukleotydéw purynowych Lowensteina oraz regulacja aktywnosci
dezaminazy AMP.

1. Dezaminaza AMP (E.C. 35.4.6), 2. Ligaza IMP: L-asparaginian (GDP), (syntetaza adeny-
lobursztynianowa), (E.C. 6.3.4.4), 3. AMP-liaza adenylobursztynianowa (liaza adenylobursztynia-
nowa), (E.C. 43.2.2).

Liniag przerywana zaznaczono hamowanie dezaminazy AMP, linia kropkowana jej akty-
wowanie.

thuszczowych. W Swietle powyzszych rozwazan bardzo prawdopodobny wy-
daje sie wniosek, ze gtdéwnym czynnikiem regulujgcym aktywnos$¢ deza-
minazy AMP jest stosunek stezern nukleotydow adeninowych, a nie bez-
wzgledne stezenia poszczegélnych nukleotydéw w komorce. Mozna wiec
wnioskowaé, ze w konsekwencji istotne znaczenie ma wielko$¢ tadunku
energetycznego zawartego w puli nukleotydéow adeninowych. Wykazano,
ze w fizjologicznym zakresie wartosci tego tadunku: 0,75—0,95 aktywnos$é
dezaminazy spada liniowo wraz ze wzrostem jego wartosci (71a).

Niektore pochodne glikolizy m.in. glukozo-6-fosforan, fruktozo-1,6-P?y
kwasy 2-P-glicerynowy, 3-P-glicerynowy, 2,3-P2glicerynowy i fosfo-
enolopirogronowy hamuja aktywno$¢ dezaminazy izolowanej z roznych
tkanek zwierzecych. Obserwowane oscylacje stezeh metabolitéw glikolizy
i ich zwigzek z regulacja aktywnos$ci dezaminazy AMP, a poprzez nig ak-
tywnosci cyklu nukleotydéw purynowych omdwione sg obszernie w innej
pracy przeglagdowej (61).
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IV. Metale dwuwarto$ciowe, a aktywnos$¢ dezaminazy AMP

Hamowanie dezaminazy AMP przez jony fluorkowe nasuwato podej-
rzenie, ze funkcje katalityczne enzymu wymagajg obecnosci jondw metali
dwuwartosciowych (10, 52, 53, 72, 73, 77). Inaktywacja dezaminazy AMP
z mieéni krélika przez szereg typowych chelatoréw takich jak o-fenantro-
lina, EDTA, merkaptoetanol, zalezna od obecnosci efektorow dezaminazy
KCL i ADP, utwierdzita to przekonanie (5, 78). Hamujacy wptyw niektd-
rych kwasow karboksylowych zalezny od obecnosci KCL przypisywano
takze stabym wiasciwosciom chelatujgcym tych kwaséw. Metodg spektro-
fotometrii atomowo-absorpcyjnej wykazano, ze enzym z miesni krélika
zawiera 2—3 gramoatomoOw cynku na mol jednorodnego biatka, a takze
pewne ilosci wapnia, magnezu i zelaza. Apodezaminaza AMP z mie$ni kré-
lika uzyskana w wyniku dializy enzymu wobec EDTA dawata sie reakty-
wowacé przez dodanie jonow cynku, kobaltu, manganu i zelaza. Analogiczne
doswiadczenia wykonano z enzymem izolowanym z mie$ni szczura, czto-
wieka i kury, oraz z tozyska ludzkiego (Tabela 7).

Tabela 7

Aktywnos¢ dezaminazy AMP w obecnosci jondw metali dwuwartosciowych po
uprzedniej dializie enzyméw wobec EDTA.

Zrédio enzymu

Jony Me2+ Migsnie szkieletowe tozysko
karpia kury 1 krélika | szczura cziowieka ~Cztowieka
Zn2+ 91 91 80 93 80 100
Co2+ 74 47 70 25 72 55
Mn2+ 81 44 40 31 69 43
Cu2+ 55 56 1 7 69 20
Fe2+ 18 74 60 19 58 0
Mg2+ 80 60 1 1 56 0
Ni2+ 46 28 1 1 56 —
Ca2+ 67 40 — 1 52 0
Cd2+ 17 28 1 1 30 11

Enzymy dializowano wobec | mM EDTA uzyskujac catkowitg utrate aktywnosci. Dodanie do
$rodowiska pomiaru jondw Me2+ bezposrednio przed pomiarem aktywnosci przywracato w réznym
stopniu aktywno$¢ enzymatyczna. Liczby sa warto$ciami wzglednymi informujacymi o aktywnosci
enzymu w obecnosci danego jonu jezeli za 100 przyjmie sie aktywno$¢ tego samego preparatu enzyma-
tycznego w stanie natywnym, nie poddawanego dializie wobec EDTA. Stezenia jonéw zastosowane
w poszczegélnych doswadczeniach byly nastepujace: w przypadku enzymu z miesni karpia (79), kury
(79), kroélika (5), szczura (80) i cztowieka (79)—10 [j.M, w przypadku enzymu z tozyska ludzkiego

(22) — 50 |aM.

W badaniach enzymu z mie$ni cztowieka stwierdziliSmy réwnolegtos¢
wigzania radioizotopu cynku, lub Zzelaza przez apoenzym i przywracania
aktywnosci enzymatycznej. Zastosowanie spektrofotometru atomowo-ab-
sorpcyjnego pozwolito wykazac réznice w zawartosci cynku w preparatach
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dezaminazy inaktywowanej przez chelatory w poréwnaniu z preparatem
natywnym i rekonstytuowanym przez cynk (79). Zaktadajgc, ze masa czgs-
teczkowa dezaminazy ludzkiej wynosi 280 000 wyliczylismy, ze w wyniku
dializy wobec EDTA enzym ludzki traci jedynie 1 gramoatom cynku na
mol, podczas gdy drugi atom pozostaje nadal zwigzany z biatkiem i jest
niedostepny dla chelatora. Jest to zjawisko opisywane réwniez w przypad-
ku innych enzymoéw zawierajacych cynk. Dla przykitadu dehydrogenaza al-
koholowa z watroby konia zawiera 2 gramoatomy cynku na podjednostke,

5.01
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Ryc. 2. Wptyw temperatury na stalg Michaelisa (Km) i szybko$¢ maksymalng reakcji
(Vmax) katalizowanej przez dezaminaze AMP: natywng e --------- « rekonstytuowang
przez cynk O---—---- O, oraz rekonstytuowang przez kadm A------- A

Predko$¢ poczatkowg reakcji wyrazano w “~molach NH3 na minute i obliczano z iloSci
uwalnianego amoniaku przy nastgpujacych stezeniach substratu: 1mM, 2mM, 4mM, 6 mM
i 10mM. Km i Vmax obliczano graficznie z wykresu Lineweavera-Burka. Kazdy z punktéw
odpowiada wartosci $redniej z 3—6 doswiadczenn wykonanych w dwoch prébach réwnolegtych.

Sredni btad Sredniej arytmetycznej nie przekracza 15% (84).
z ktérych jeden, dostepny chelatowaniu, jest niezbedny dla aktywnosci
katalitycznej, podobnie jak to ma miejsce w przypadku dezaminazy, drugi
za$, nie dajacy sie usunaé z czasteczki w tych samych warunkach, ma
zwigzek przede wszystkim ze stabilizacjg struktury biatka umozliwiajac
miedzy innymi jego reaktywacje przez dodanie jonéw metali dwuwar-
tosciowych (81).

Odrebne zagadnienie stanowi wptyw kationdw metali dwuwartoscio-
wych na aktywno$¢ natywnej dezaminazy AMP. Magnez i mangan akty-
wujg dezaminaze AMP z mozgu cielecia (82), wapn aktywuje niespecy-
ficzng dezaminaze nukleotydéw adenylowych z glonéw (16). Wapn, magnez
i mangan w stezeniach 30—60 mM hamujg dezaminaze AMP z mie$ni
cztowieka (79), by¢ moze polega to na blokowaniu wolnych grup sulfhy-
drylowych w czasteczce enzymu.

Pomysine wyniki doswiadczen, w ktérych podjeto prébe wymiany cyn-
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ku na inny metal dwuwarto$ciowy pozwolity na poréwnanie niektorych
wiasciwosci tak zmienionych preparatow. Preparaty dezaminazy z miesni
krélika zawierajace w swojej czasteczce cynk, kobalt lub mangan wykazu-
ja niewielkie jedynie réznice w warto$ciach statej Michaelisa i szybkosci
maksymalnej reakcji (78). Podobne obserwacje poczyniono w naszej pra-
cowni badajagc natywng i rekonstytuowang przez cynk (Zn-enzym), zela-
z0 (Fe-enzym), lub kadm (Cd-enzym) dezaminaze AMP z mies$ni cztowieka
(79). Preparat dezaminazy ludzkiej rekonstytuowany przez jony kadmu
odznaczat sie wiekszag opornoscig na denaturacje cieplna (79), a takze
wiegkszg wrazliwoscig reakcji na regulacyjny wptyw temperatury. Zmiany
szybkoSci maksymalnej reakcji i statej Michaelisa wraz ze zmiang tempe-
ratury srodowiska byty znacznie wieksze w przypadku enzymu rekonsty-
tuowanego kadmem, niz w przypadku enzymu natywnego i rekonstytuo-
wanego przez cynk (Rycina 2).

12,04 .
[
10,0 A,
8,0
6,0 /' 6,0
4,0 B ]
./

2,01 2,0

c Bpeui St et S —
15 25 35 45 15 25 35 45
Temperatura (C*)

Ryc. 3. Wplyw temperatury na stosunek szybko$ci poczatkowej reakcji w danej tem-

peraturze (vt) do szybkosci poczatkowej reakcji w temperaturze 10° C (vio®).

A —natywna dezaminaza AMP, B —dezaminaza AMP rekonstytuowana cynkiem, C—de-
zaminaza AMP rekonstytutowana kadmem, w obecnosci chlorku potasu w stezeniach:
8mMM ¢ -----momee- e, 25mM A - A i 150 MM O----------- O. Kazdy z punktéw odpowiada wartosci
$redniej z 3—5 doswiadczenn w dwéch prébach réwnoleglych. Sredni blad $redniej arytmetycz-

nej nie przekracza 15% (84).

W badaniach szybkosci poczatkowej reakcji w réznych temperaturach
i w réznych stezeniach KCL wykazano, ze enzym rekonstytuowany kad-
mem jest praktycznie niewrazliwy na zmiany stezenia KCL w tych wa-
runkach (Rycina 3).

Wzgledna tatwos$¢ uzyskiwania preparatow dezaminazy z wbudowa-
nymi do czasteczki jonami innych niz cynk metali dwuwarto$ciowych stwa-
rza mozliwo$é wykorzystania tak uzyskanych aktywnych form enzymu do
badan nad udziatem metali w czynnosSciach katalitycznych tego enzymu.

9 Postepy Biochemii
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V. Specyficzno$¢ substratowa i mechanizm reakcji dezaminazy AMP

Badania specyficznosci substratowej dezaminazy AMP maja na celu
po pierwsze ustalenie sposobu wigzania sie czasteczki substratu z centrum
aktywnym enzymu, a nastepnie poznanie mechanizmu dezaminacji AMP.
Najbardziej prawdopodobny jest prosty mechanizm hydrolitycznego od-
szczepienia amoniaku. Przemawiajg za nim miedzy innymi badania deza-
minacji Németylo-AMP przez preparat dezaminazy z miesni krélika. Jako
produkty dezaminacji tego substratu zidentyfikowano bowiem IMP i me-
tyloamine (5, 83). Szybkos¢ dezaminacji pochodnych o zmodyfikowanych:
zasadzie, reszcie cukrowej, badz podstawniku 5’ do pewnego stopnia su-
gerowa¢ moze sposob wiazania sie substratu z centrum aktywnym enzymu
(Tabela 8).

Tabela 8
Specyficzno$¢ substratowa dezaminazy AMP.
Zrédto enzymu I Substrat Szybkos¢ Pismien-
dezaminacji nictwo

krélika N 6-metylo-AMP 20,0 83
dAMP 18,0
adenozyno-5’-fosforamid 73,0
adenozyno-5’-monosiarczan 13,0
adenozyna 1,0
ADP 1,0

Migsnie szczura dAMP 7,7 33
adenozyno-5’-monosiarczan 15,6
adenozyno-5 ’~fosforamid 11,7

cztowieka 5°-formycyna 59,4 84
N 6-OHNH-AMP 51,8
Arabinizo-AMP 5,0
dAMP 39
NH2-AMP 13

Liczby wskazuja wzgledng szybko$¢ dezaminacji poszczegélnych substratéw, przy czym szybko$¢ dezaminacj
5’AMP w kazdym przypadku przyjeto za 100.

Najbardziej istotny wptyw na aktywno$¢ dezaminazy wywiera podsta-
wienie substratu w pozycjach 2, 2’ oraz 5°. tatwo$¢ dezaminacji 5-for-
mycyny wskazuje, ze pierscien imidazolowy puryny nie odgrywa istotnej
roli w wigzaniu substratu przez enzym i w przebiegu katalizy. Propono-
wany mechanizm dezaminacji AMP zakfada dwie mozliwosci (Rycina 4).

W pierwszej z nich (Model 1) przyjmuje sie, ze jon cynku dziata jako
kwas Levisa kompleksujgc czasteczke wody (85), co warunkuje wzrost
elektrofilowosci atomu wodoru w czgsteczce wody i czyni go bardziej po-
datnym na nukleofilowy atak grupy NH2 Warunkiem takiej sekwencji
wydarzen jest nukleofilowo$¢ ligandu C, elementu centrum aktywnego
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enzymu uczestniczagcego w wigzaniu substratu. Model Il zaklada, ze czgs-
teczka wody wigzana jest przez nukleofilowy ligand D stanowigcy element
struktury centrum aktywnego enzymu, atom cynku za$ uczestniczy bez-
posrednio w wigzaniu substratu zachowujac sie jak elektrofilowy kwas
Levisa w stosunku do atomu azotu N2przyczyniajgc sie do ostabienia wig-
zania C-N i umozliwiajac nukleofilowy atak czgsteczki wody na to wig-
zanie. Oba zaproponowane przeze mnie mechanizmy majg charakter spe-

Rycina 4 ‘ o o
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Ryc. 4. Proponowane mechanizmy hydrolitycznego odszczepienia czasteczki amoniaku
w reakcji katalizowanej przez dezaminaze AMP.

A, B, C, D —grupy funkcyjne w centrum katalitycznym enzymu uczestniczagce w wigza-
niu czastek substratu i wody.

kulacyjny. Dla udowodnienia ktéregokolwiek z nich nalezatoby miedzy
innymi stwierdzi¢: jakie konkretnie ligandy uczestnicza w wigzaniu cynku
i substratu w centrum aktywnym dezaminazy, w jaki sposéb wiazana jest
w nim czasteczka wody, a takze przesledzi¢ przebieg reakcji z zastoso-
waniem spektralnych metod badania szybkich proceséw enzymatycznych.

VI. Uwagi koricowe

Pomimo wieloletnich badan nie stwierdzono bezpos$redniego zwiazku
miedzy skurczem miesnia, a reakcjg katalizowang przez dezaminaze. Wy-
kluczony zostat rowniez zwigzek dezaminazy AMP ze stabilizajcg struktu-
ry miozyny, czy tez z reakcjg miozyny z aktyng (85a—=87). Jednakze zwia-
zek dezaminazy AMP z metabolizmem migénia szkieletowego jest nie-
watpliwy. Wiadomo, ze aktywno$¢ tego enzymu wzrasta w miesniach
w wyniku diugotrwatego draznienia widkien miesniowych pradem elek-
trycznym (88), sg tez dane wskazujgce, ze w wyniku treningu obnizeniu

g*
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ulegata aktywnos$¢ dezaminazy AMP we widknach czerwonych miesni
szczura réwnolegle z obnizeniem aktywnosci fosfofruktokinazy, we witok-
nach za$ biatych miesni szczura aktywno$¢ obu enzyméw pozostawata
w tych warunkach bez zmian (91). Skadingd wiadomo, ze aktywnos$¢ de-
zaminazy AMP jest nizsza w miesniach o przewadze witékien biatych, ani-
zeli w mieé$niach czerwonych (12). Ponadto aktywno$¢ enzymu malata
w miesniach myszy dystroficznych (92, 93), w mieé$niach cztowieka ulegaja-
cych dystrofii (94), oraz w miesniach cztowieka w efekcie paralizu hipo-
kaliemicznego (95). Wiadomo réwniez, ze aktywno$¢ dezaminazy AMP
wzrasta w watrobie w stanach przednowotworowych wywotanych synte-
tycznymi karcinogenami (90) i w niektdrych nowotworach pierwotnych
tego narzadu (89). Opisane powyzej doniesienia w rézny sposéb zwiazane
sg z fizjologig i patofizjologiag mieg$nia i watroby, majg one jednak cha-
rakter przyczynkéw i nie moga postuzyé do wysnucia bardziej og6lnych
wnioskéw. Dos¢ liczne sg natomiast proby interpretacji znaczenia cyklu
nukleotydéw purynowych Lowensteina, w ktérym uczestniczy miedzy in-
nymi dezaminaza AMP (Rycina 1). Podkresla sie udziat watrobowej deza-
minazy AMP w stabilizacji tzw. tadunku energetycznego zawartego w puli
nukleotydéw adenylowych oraz w zapobieganiu nadmiernemu obnizeniu
catkowitej ilosci tych nukleotydow w komérce (96). Poglad ten wsparty
jest przez opublikowane ostatnio doniesienie dotyczace hamowania deza-
minazy AMP z mo6zgu i watroby wotu przez oleito-, palmitylo- i stearylo-
-CoA. Efekt ten moze by¢ wyrazem zapobiegania obnizeniu tadunku ener-
getycznego i puli nukleotydéw adenylowych w czasie zuzycia acyli kwaso-
wych jako substratdw oddechowych (97). Tak wiec dezaminaza AMP
moze by¢ uznana za jeden z gldwnych enzymow regulujacych poziom nu-
kleotydéw adenylowych w komorce.

Bezposrednim donorem grupy aminowej AMP podczas jego syntezy
w cyklu Lowensteina jest asparaginian, jednakze dzieki transaminacji
innych aminokwas6éw ze szczawiooctanem, ich grupy aminowe moga by¢
za posrednictwem asparaginianu prekursorami grupy aminowej AMP.
Z kolei dezaminaza AMP uwalnia amoniak z AMP. Poniewaz aktywnos$é
dehydrogenazy glutaminianowej w migs$niu szkieletowym jest bardzo nis-
ka przypuszcza sie, ze w tkance tej uwalnianie amoniaku z aminokwaséw
przebiega z udziatem cyklu nukleotydéw purynowych (68—70). Jedno-
czesnie cykl ten mozna braé¢ pod uwage jako jedno ze zrddet amoniaku do
watrobowej syntezy mocznika (98) i w amoniogenezie nerkowej, zwiaszcza
w stanach kwasicy i hipopotasemii (99, 100). Bardziej szczegOtowe rozwa-
zania na temat hipotez zwigzanych z cyklem nukleotydéw purynowych
znajdzie czytelnik w odrebnej pracy przeglagdowej (61).

Dalszych badahn wymaga niewatpliwie kwestia zmiennosci form de-
zaminazy AMP w rozwoju ontogenetycznym i filogenetycznym zwierzat.
Moga one wzbogaci¢ naszg wiedze o, wcigz w niewielkim tylko stopniu po-
znanej, ewolucji enzyméw. Obok wspomnianych wyzej ,metabolicznych”
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aspektéw zwigzanych z dezaminazg AMP warto podkresli¢, ze enzym ten
jest bardzo dogodnym w podstawowych badaniach enzymologicznych.
Wzgledna tatwo$¢ uzyskiwania jednorodnych preparatdw dezaminazy,
a takze jej trwato$¢ pozwalajg na zastosowanie jej do badan nad rolg cyn-
ku w katalizie, a takze w badaniach regulacyjnego wptywu temperatury
na kinetyke reakcji enzymatycznej. Mozno$¢ uzyskania aktywnych i trwa-
tych form enzymu z wbudowanym do czasteczki innym niz cynk metalem
stanowi¢ moze wstep do badan nad metabolicznymi konsekwencjami takich
»Wymian”. Powyzsze uzasadnia coraz wieksze zainteresowanie jakie budzi
dezaminaza AMP w szeregu pracowni na S$wiecie, czego dowodem jest
miedzy innymi wcigz rosnaca liczba publikacji na jej temat.

Artykut otrzymano 12.3.1977; po rewizji autorskiej przyjeto 13.12.1977.
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Z ZYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Sprawozdanie Komitetu Naukowo-Organizacyjnego z przebiegu
XV Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

XV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbywat sie w dniach 22—
24 wrzednia 1977 roku w Instytucie Biologii Medycznej Akademii Medycznej w Gdan-
sku. Powotanym przez wiadze Oddziatlu Gdanskiego PTBioch. Komitetem Nauko-
wo-Organizacyjnym Zjazdu kierowat prof. dr Leon Zelewski.

Uroczyste otwarcie Zjazdu potgczono z wmurowaniem tablicy pamigtkowej po-
Swieconej niezyjagcemu prof. dr Wiodzimierzowi Mozotowskiemu — honorowemu czton-
kowi PTBioch., ktérego imie nosi¢ bedzie oddana do uzytku w dniu otwarcia Zjazdu
nowa sala wyktadowa Instytutu Biologii Medycznej Akademii Medycznej w Gdansku.
Prof. dr Tadeusz Chojnacki — Z-ca Prezesa Zarzadu Gtdéwnego PTBioch. ogtosit wy-
niki konkurséw na najlepszg prace eksperymentalng, przegladowg oraz prace wy-
konane przez miodych biochemikéw. Wyktad inauguracyjny pt. ,,Rozwéj pogladow
na regulacje metaboliczne” wygtosita doc. dr Janina Kwiatkowska.

W obradach Zjazdu wziety udziat tgcznie 473 osoby, w tym 266 cztonkéw PTBioch.

Tematyka naukowa koncentrowata sie wokét dwoch zagadnien wiodgcych, jakimi
byly budowa i przemiany steryddw i poliprenoli oraz swoisto$¢ metaboliczna tkanek.
W ramach Zjazdu odbyty sie nastepujace sympozja:

— Sympozjum ,,Sterydy i Poliprenole” — organizator prof. dr Leon Zelewski (10 refe-
ratow oraz 20 komunikatow),

— Sympozjum ,,Swoisto$¢ metaboliczna tkanek — tkanka tgczna” — organizator prof.
dr Antoni Dancewicz (4 referaty oraz 10 komunikatow),

— Sympozjum ,,Swoisto$¢ metaboliczna tkanek — miesnie” — organizator prof. dr Ma-
riusz Zydowo (3 referaty oraz 13 komunikatow),

— Sympozjum ,,Swoisto$¢ metaboliczna tkanek — nerka” — organizator prof. dr Ste-
fan Angielski (6 referatéw oraz 14 komunikatow).

Zorganizowano tez sesje doniesien referatowych, ktéra stanowita wsp6lne forum
do publicznego przedstawienia i dyskusji prac doswiadczalnych wykonanych przez
mitodych biochemikéw kandydujacych do nagrody im. Wiodzimierza Mozotowskiego.
Wygtoszono tacznie 21 komunikatéw. Pozostate prace spetniajace warunki regulami-
nu nagrody, ktdrych tematyka taczyta sie z tematykg sympozjéw, zaprezentowane
byty na sesjach sympozjalnych.

Podczas sesji doniesien plakatowych przedstawiono tgcznie 190 doniesien. tacznie
w trakcie obrad Zjazdu przedstawiono 23 referaty sympozjalne oraz 305 komuni-
katow.

Streszczenia doniesien i referatéw, w formie podanej przez autoréw, zostaty opu-
blikowane drukiem w tomie streszczen XV Zjazdu PTBioch., ktory otrzymat kazdy
uczestnik Zjazdu.

W trakcie trwania obrad odbyly sie ekspozycje sprzetu laboratoryjnego oraz
odczynnikéw chemicznych prezentowane przez nastepujace firmy: LKB (Szwecja,
Pharmacia (Szwecja), Eppendorf (RFN), Beckman (Austria), Zaklad Konstrukcji
Aparatury Naukowej PAN (Warszawa), Polskie Odczynniki Chemiczne (Gliwice),
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Zjednoczenie Surowic i Szczepionek (Warszawa), Organon (Holandia) i Miles Inter-
national (USA).

Uczestnikom Zjazdu zapewniono zakwaterowanie w hotelach | i Il kategorii oraz
w hotelu studenckim zgodnie z zyczeniami (ponadto Komitet Organizacyjny dyspono-
wal roéwniez noclegami o nizszym standarcie w Domach Akademickich). Chetnym
zapewniono wyzywienie w restauracjach ,,Orbis” oraz tansze obiady w restaura-
cji ,,Domu Technika” w Gdansku. W miejscu obrad zorganizowano zimny bufet.
Zorganizowano dowo0z uczestnikéw Zjazdu autokarami z dalej potozonych hoteli do
miejsca obrad, oraz dowdz na obiady. W trakcie Zjazdu odbyto sie takze spotkanie
towarzyskie w salach Domu Technika. Za posrednictwem placéwki Orbisu w Biurze
Zjazdu chetni mogli zaopatrzy¢ sie w bilety kolejowe i lotnicze oraz uczestniczy¢
w wycieczkach po Tréjmiescie i okolicach.

L. Zelewski

Sprawozdanie Zarzadu Gioéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
za okres VIII kadencji (5.9.1974 — 23.9.1977) przedstawionego na Walnym
Zebraniu w Gdansku w dniu 23 wrze$nia 1977 r.

Towarzystwo nasze liczy obecnie 1078 cztonkéw zrzeszonych w 12 oddziatach
terenowych (Biatystok — 40, Gdansk — 46, Krakéw — 73, Lublin —es, t6dz— 105,
Olsztyn — 41, Poznah — 99, Szczecin — 45, Slask — 63, Torun — 25, Warszawa — 370
i Wroctaw — 97, oraz 6 cztonkéw zagranicznych). W stosunku do stanu sprzed 3 lat
Polskie Towarzystwo Biochemiczne powiekszyto sie nieznacznie, bo tylko o 40 osob.
Faktycznie jednak przyjeliSmy w poczet cztonkéw 126 osob. Jednocze$nie Zarzad
Giowny zmuszony byt, zgodnie ze statutem, skre$li¢ z listy cztonkéw okoto 80 0s6b
zalegajacych od kilku lat ze sktadkami.

W skiad Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wchodza dwie sekcje, a miano-
wicie Sekcja Fotobiologii i powstata w czasie kadencji ustepujacego Zarzadu Sekcja
Bioenergetyki. Sekcja Fotobiologii ma znaczng autonomie w ramach Towarzystwa
i rzeczywiscie jest organizacjg ,,miedzytowarzystwowa”, poniewaz jej cztonkowie
w liczbie okoto 80 rekrutujg sie nie tylko z naszego Towarzystwa lecz takze z Pol-
skiego Towarzystwa Biofizycznego i Polskiego Towarzystwa Botanicznego. Sekcja ta
jest cztonkiem Miedzynarodowego Stowarzyszenia Fotobiologii. Sekcja Bioenergetyki
nie jest $cisle wyodrebniona. Jej rada sklada sie z czterech os6b powotanych przez
Zarzad Gitowny. Utworzenie tej Sekcji umozliwito naszemu Towarzystwu przystgpie-
nie do Miedzynarodowej Grupy Bioenergetycznej. .

Dochody Towarzystwa pochodzg z trzech Zrédet: skladki cztonkowskie przynosza
rocznie okoto 20.000 zt, wpisowe na zjazdy okoto 60 ooo zt, wreszcie coroczna dotacja
Polskiej Akademii Nauk — 200 000 z}. Po stronie wydatkéw gtéwnymi pozycjami sa:
organizacja zjazdéw Towarzystwa — okoto 120.000 zt rocznie, podr6ze (zwrot kosztow
udzialu w zajzdach Towarzystwa, przejazdy prelegentow na zebrania naukowe od-
dziatéw, zebrania Zarzadu Giéwnego i komisji Towarzystwa itp.) — okoto 40 000 zt,
uposazenia personelu biura Towarzystwa w Warszawie (3 osoby na niepetnych eta-
tach) — 44 500 zt i nagrody naukowe — 32.000 zt rocznie.

Najwazniejsza formag dziatalnosci Towarzystwa sa coroczne zjazdy naukowe.
Uczestniczyto w nich kazdorazowo okoto 500 os6b. Na program zjazdow sktadaty sie
jedno lub kilka sympozjéw oraz sekcje doniesien wolnych. Tematyka sympozjow
zjazdowych przedstawiata sie nastepujaco: XIIl Zjazd w Toruniu (1975) — fotosynteza,
X1V Zjazd w Lublinie (1976) — 1 poliformizm biatek, 2. biosynteza biatek i 3. bio-
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energetyka, XV Zjazd w Gdansku (1977) — 1. sterydy i poliprenole i 2. swoistos¢
metaboliczna tkanek: tkanka tgczna, migsnie i nerka.

Opro6cz zjazdéw odbyly sie w okresie sprawozdawczym nastepujgce imprezy
naukowe zorganizowane przy wspoétudziale naszego Towarzystwa: 1 krajowa konfe-
rencja bioenergetyczna (Warszawa, 1975) zorganizowana przez Sekcje Bioenergetyki,
2. miedzynarodowy kurs FEBS, na temat bioenergetyki mitochondriéw (Warszawa,
1976), 3. szkota na temat spektroskopii w badaniach biologicznych (Kotobrzeg, 1977)
zorganizowana przez Sekcje Fotobiologii, 4. miedzynarodowe sympozjum pod nazwa
»Translacja syntetycznych i naturalnych polinukleotydéw” (Btazejewko pod Pozna-
niem, 1977) i 5. VII miedzynarodowe kolokwium ,Bioenergetyka i mitochondria”
(Gdansk, 1977).

W oddziatach Towarzystwa odbyto si¢ w okresie sprawozdawczym ponad 150 ze-
bran naukowych. Zorganizowano réwniez z pomocg firmy Pharmacia z Uppsali
10 kurséw metod chromatograficznych. Ponadto w Oddziale Warszawskim odbyty
sie przy wspotudziale Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego dwa kursy
pomiaru promieniowania jonizujgcego przy pomocy ciektych scyntylatoréw.

Wazng domeng dziatalnosci Towarzystwa jest wydawanie kwartalnika ,,Postepy
Biochemii” oraz ,,Monografii Biochemicznych”. W ciggu minionych 3 lat ukazaly sie
w ,,Postepach Biochemii” 72 artykuty. Dbajac o poziom pisma, Redakcja stosuje
dos¢ ostrg selekcje nadsytanych materiatéow. W okresie sprawzdawczym nie zakwali-
fikowano do druku 28 maszynopiséw. ,,Monografie Biochemiczne” sg wydawnictwem
ukazujgcym sie nieregularnie, w miare naptywu materiatu. W okresie sprawozdaw-
czym ukazat sie jeden zeszyt, a mianowicie ,,Polskie Stownictwo Biochemiczne” pod
redakcjg A. Morawieckiego. Pod koniec 1977 r. spodziewane jest wydanie monografii
pod redakcja A. Chorgzego pod tytutem ,,Genom Organizméw Zwierzecych, Struk-
tura i Transkrypcja”. Trzecia monografia, autorstwa L. Wasilewskiej, pod tytutem
»Regulacja Syntezy RNA w Tkankach Roslinnych” zostata juz ztozona do druku.

Inng forma popularyzacji biochemii sa nagrody Towarzystwa. Nagroda im. Ja-
kuba Karola Parnasa przyznawana jest corocznie za najlepsza prace doswiadczalng
wykonang w Polsce, a nagroda im. Bolestawa Skarzynskiego —za najlepszy artykut
przegladowy w ,Postepach Biochemii”. StaraliSmy sie utrzymac¢ wysoka range obu
nagréd i kandydatury do nich byly szczegdlnie skrupulatnie rozpatrywane. Trzecim
rodzajem nagrod byty nagrody i wyrdznienia za najlepsze prace przedstawiane przez
mitodych biochemikdéw na dorocznych zjazdach Towarzystwa. Nagrodom tym nada-
lisSmy w 1975 r. imie Wtodzimierza Mozotowskiego. Przyznano ich w sumie w okresie
sprawozdawczym 25.

Na arenie miedzynarodowej Towarzystwo nasze nalezy do Federacji Europejskich
Towarzystw Biochemicznych a ponadto — przez odpowiednie sekcje Towarzystwa —
do Miedzynarodowego Stowarzyszenia Fotobiologii i do Miedzynarodowej Grupy Bio-
energetycznej. Dzieki przynaleznosci do FEBS cztonkowie naszego Towarzystwa
otrzymujg bezptatnie dwa razy do roku biuletyn tej Federacji zawierajacy infor-
macje o planowanych zjazdach, konferencjach, kursach itp. w catej Europie. Przy-
nalezno$¢ do FEBS daje mozno$¢ polskim biochemikom uczestniczenia na petnych
prawach w dorocznych zjazdach tej Federacji, bedacych najwiekszym forum spotkan
biochemikéw w Europie, a takze w sympozjach i kursach FEBS. Corocznie Kilku
miodych biochemikéw z Polski korzysta ze stypendiéw FEBS na pokrycie kosztéw
uczestnictwa w kursach Federacji.

Ustepujacy Zarzad Giroéwny dziekuje swym cztonkom i sympatykom, ktérzy w mi-
nionym trzyletnim okresie przyczynili sie do osiggnie¢ Towarzystwa, a przysztym
wiadzom Towarzystwa zyczy owocnej dziatalnosci z pozytkiem dla polskiej bio-
chemii.

Lech Wojtczak
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Protokét z IX Walnego Zebrania Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
odbytego w dniu 23 wrzes$nia 1977 r. w Gdansku

Zebranie otworzyt prezes Towarzystwa, prof. Lech Wojtczak, proponujac na prze-
wodniczacego Zebrania prof. Mariusza Zydowo a na sekretarza dr Zenona Aleksan-
drowicza. Propozycja zostala zatwierdzona przez aklamacje. Obejmujgc przewod-
nictwo, prof. Zydowo stwierdzit prawomocno$¢ Zebrania. Ze wzgledu na brak
quorum w pierwszym terminie. Zebranie rozpoczyna si¢ w drugim terminie przy
obecnosci 113 os6b uprawnionych do gtosowania. Zaproponowany porzadek obrad
zostat przez zebranych przyjety:

1 Otwarcie, wyboér przewodniczacego i sekretarza zebrania oraz powotanie Ko-
misji Wnioskowej i Komisji Skrutacyjnej
2. Przyjecie protokétu z VIII walnego Zebrania w dniu 5.9.1974 r.

3. Sprawozdanie z dziatalnosci Towarzystwa w okresie VIII kadencji od 5.9.1974
do 23.9.1977

4. Sprawozdanie Komisji Rewizyjnej

5 Dyskusja nad sprawozdaniami

6. Wniosek o absolutorium dla ustepujgcego Zarzadu

7. Wybér nowych wiadz Towarzystwa

8. Nadanie godnosci cztonkéw honorowych Towarzystwa

9. Dyskusja na temat dotychczasowej i przysztej dziatalno$ci Towarzystwa, wnioski

i podjecie uchwat
10. Wolne wnioski

Ad 1 Komisje Skrutacyjng powotano w skitadzie: prof. Tadeusz Chojnacki (prze-
wodniczacy), dr J. Preiss i dr W. Bogustawski, za$ Komisje Wnioskowg w sktadzie:
prof. L. Klyszejko-Stefanowicz (przewodniczgca), prof. A. Legocki i doc. J. Kwiat-
kowska.

Ad 2. W zastepstwie nieobecnego sekretarza Zarzadu Giéwnego protokdt z po-
przedniego walnego zebrania przedstawita prof. L. Kilyszejko-Stefanowicz. Protokot
zostat przyjety.

Ad 3. i 4. Prof. L. Wojtczak ztozyt sprawozdanie z dziatalnosci Zarzadu Gidwnego
w okresie VIII kadencji, a prof. T. Borkowski przedstawit protokét z posiedzenia
Komisji Rewizyjnej z dnia 2.9.1977 r. i zgtosit wniosek o udzielenie absolutorium
ustepujacemu Zarzadowi.

Ad 5 W dyskusji nad sprawozdaniem zabierali gtos: prof. W. Niemierko, prof.
S. Niemierko, prof. T. Borkowski i prof. L. Wojtczak.

Ad 6. Wniosek o udzielenie absolutorium zostat przyjety przy 5 gtosach wstrzy-
mujacych sie (cztonkowie ustepujgcego Zarzadu).

Ad 7. Ustepujacy Zarzad zaproponowat kandydatury prezesa, vice-prezesa i 14
cztonkéw Zarzadu. Zebrani dodali jeszcze dwie kandydatury na cztonkéw Zarzadu
i zaproponowali 3 kandydatury do Komisji Rewizyjnej. W wyniku tajnego gtosowania
do wiadz Towarzystwa wybrani zostali: prezes — prof. L. Wojtczak, vice-prezes —
prof. L. Klyszejko-Stefanowicz, cztonkowie Zarzadu Gitéwnego: doc. W. Ardelt, prof.
J. Chmielowski, dr B. Czartoryska, prof. L. Dziatoszynski, prof. A. Legocki, doc. Z. Ma-
choy, dr G. Palamarczyk, doc. E. Sikorska, dr B. Skoczylas, doc. Z. Wojciechowski,
doc. E. Wolna, doc. W. Zag6rski, doc. A. Krawczyk i dr Z. Aleksandrowicz; Komisja
Rewizyjna: prof. Z. Zielinska, doc. H. Panusz, prof. M. Sarnecka-Keller.

Ad 8. Ustepujacy Zarzad zgtosit wniosek o nadanie godnosci cztonkéw honoro-
wych Towarzystwa prof, dr Irenie Mochnackiej i prof. dr Davidowi Shugarowi.
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Motywacje wniosku przedstawili prof. Z Zielinska i prof. L. Wojtczak. W dyskusji
obie kandydatury gorgco poprali prof. S. Niemierko, prof. I. Chmielewska, prof.
W. Niemierko i doc. H. Panusz. W tajnym gtosowaniu zebrani wypowiedzieli sie
olbrzymiag wiekszoscig gtosow za nadaniem godnosci cztonka honorowego Towarzystwa
obu kandydatom.

Ad 9. W dyskusji gtos zabierali: doc. H. Panusz, prof. M. Zydowo, prof. L. Wojt-
czak, prof. T. Borkowski, prof. I. Chmielewska i prof. Z Zielinska. Przyjeto wiek-
szoscig gtosow lub jednomys$inie nastepujgce wnioski:
1. zobowigzujacy Zarzad Gitowny do interwencji wobec odpowiednich czynnikéw
w sprawie poprawy zaopatrzenia placowek badawczych w niezbedne odczynniki
importowane i radioizotopy a takze cze$ci zamienne oraz w sprawie obstugi serwiso-
wej aparatury importowanej,
2. podwyzszajacy sktadke cztonkowskag do 40 zt rocznie,
3. Zalecajgcy coroczne organizowanie og6lnego zjazdu Towarzystwa lub jednego albo
kilku specjalistycznych sympozjéw,
4. Roprawy rozpowszechniania i udostepniania Monografii Biochemicznych.

Ad 10. Wolnych wnioskoéw nie zgtoszono.

M. Zydowo
Z. Aleksandrowicz






RECENZIJE

Molecular and Biological Aspects of the Acute Allergic Reaction,

red. S.G.O. Johansson, Kjell Strandberg and Bérje Uvnas,
1976, Plenum Press, New York, London. Nobel Foundation Symposium 33, str. 463.

Ksigzka stanowi zbiér referatow przygotowanych i wygtoszonych przez wybit-
nych specjalistbw na sympozjum poswieconym molekularnym i biologicznym aspek-
tom ostrych reakcji alergicznych, organizowanym przez Fundacje Nobla w marcu
1976 roku w Sztokholmie. Po kazdym referacie zamieszczone jest aktualne pismien-
nictwo oraz dyskusje dotyczgce poruszanego w referacie zagadnienia.

W sumie ksigzka zawiera 22 referaty a przedstawione w nich zagadnienia do-
tycza:

— struktury alerganow,

— genetyki, struktury i regulacji immunologicznej odpowiedzi immunoglobulin

klasy IgE,

— eksperymentalnego modelu badania immunoglobin klasy IgE u szczuréw,

— mechanizméw uwalniania mediatoréw,

— roli mastocytéw w ostrych reakcjach alergicznych,

— relacji mastocyt — komplement i system Kkinin,

— komoérkowej odpornosci immunologicznej.

Przedstawione w referatach zagadnienia sg jasno i nowoczes$nie sformutowane,
rozwiniete i poparte wiasnymi wynikami. Dokumentacja wynikéw i sposob ich przed-
stawienia jest bardzo dobra. Schematy obrazujgce niektére immunologiczne i bio-
chemiczne mechanizmy reakcji biologicznych w ostrych odczynach alergicznych sg
doskonate i utatwiajg czytajgcemu szybkie zrozumienie nawet najbardziej skompli-
kowanych reakcji —poczawszy od proceséw indukcji do reakcji efektorowej oraz
proceséw regulacyjnych.

Na wyro6znienie zastuguja referaty:

Lichtensteina — The Interdependence of Allergic and Inflammatory Processes,
Austena i wsp. — Mast Cell-Derived Mediators: Structural and Functional Diversity
and Regulation of Expression, Goetzla i Austena — Specificity and Modulation of the
Eosimophil Polymorphonuclear Leukocyte Response to the Eosinophil Chemotactic
Factor of Anaphylaxis (ECF— A).

Z. Wieczorek



272 RECENZJE 121

John Daly, Cyclic Nucleotides in the Nervous System

Plenum Press, New York and London, 1977, str. 402.

Ksigzka J. Daly pt.: ,,Cyclic Nucleotides in the Nervous System” jest krytycz-
nym opracowaniem na temat tworzenia, degradacji i funkcji cyklicznych nukleoty-
déw w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym. Autor omawia prace doty-
czace dwoch cyklicznych nukleotydéw, a mianowicie AMP i GMP, opierajac sie na
ponad 1200 pozycjach pismiennictwa od 1961 roku do kwietnia 1976. Materiat zawarty
na okoto 300 stronach ksigzki jest przedstawiony w trzech rozdziatach: 1— Synteza
enzymatyczna, rozpad i dziatanie cyklicznych nukleotydéw, 2— Nagromadzanie cy-
klicznych nukleotydéw, 3— Funkcjonalne znaczenie cyklicznych nukleotydéw.
enzymoéw zwigzanych z ich metabolizmem w réznych czesciach uktadu nerwowego

W pierwszej czesci autor omawia wystepowanie cyklicznych nukleotydéw oraz
enzymoéw zwigzanych z ich metabolizmem w réznych czedciach ukfadu nerwowego
a takze ich rozmieszczenie wewnatrzkomérkowe. Zajmuje sie wnikliwie czynnikami
regulujgcymi aktywnos$¢ enzymoéw: cyklaz, fosfodwuesteraz, kinaz i fosfataz biatko-
wych. Przedstawia zmiany ilosci cyklicznych nukleotydéw i aktywnosci cyklaz w roz-
woju réznych zwierzat.

Drugi rozdziat poswiecony jest gromadzeniu cyklicznych nukleotydéw w tkance
nerwowej. Autor przedstawia tu wyniki badan prowadzonych na skrawkach mézgu,
izolowanych zwojach i nerwach obwodowych réznych zwierzat. Zajmuje sie szcze-
gétowo metodami pomiaréw ilosci i szybkosci syntezy cyklicznych nukleotyddéw.
Omawia réwniez wptyw neurotransmiteréw (oraz zwigzkéw zmieniajgcych ich poziom
lub metabolizm), hormonéw, i jondw na gromadzenie sie cyklicznych nukleotyddéw.

W trzeciej czeSci autor zajmuje sie rolg cyklicznych nukleotydéw w ukfadzie
nerwowym. Przedstawia szereg danych dotyczacych korelacji zaburzehn poziomu cy-
klicznych nukleotydéw z zaburzeniami: szlakéw metabolicznych, podziatdéw komér-
kowych, funkcjonowania bton, zachowania zwierzat. Omawia tez dziatanie $srodkow
czynnych farmakologicznie na poziom cyklicznych nukleotydéw. Ponadto zajmuje
sie wptywem cyklicznych nukleotydéw na metabolizm neurotransmiteréw.

Omawiana ksigzka ze wzgledu na olbrzymi tadunek wiadomosci, czesto bardzo
szczegOtowych, jest pozycja trudng, zwiaszcza dla poczatkujgcych biochemikéw czy
neurochemikéw. Niewatpliwie jest ona bardzo przydatna dla oséb zajmujacych sie
cyklicznymi nukleotydami jako swego rodzaju indeks pi$miennictwa. Jest napisana
zwieztym jezykiem. Uktad ksigzki jest przejrzysty, umozliwiajgcy szybkie znalezienie
interesujgcych odnosnikéw. Czytelne schematy, wyczerpujace tabele oraz appendix
zawierajacy wzory chemiczne wszystkich omawianych substancji podnoszg warto$é

tej pozycji.

A. Potempska

Protein metabolism of the brain

Red.: A. V. Palladin, Y. V. Belik i N. M. Polyakova, 1977,
Consultant Bureau, New York, London str. 335.

Ksigzka ,,Protein metabolism of the brain” to przettumaczona na jezyk angielski
rosyjska monografia, ktérej autorami sg znani badacze — A. V. Palladin, Y. V. Belik
i N. M. Polyakova.
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Czytelnik polski miat mozno$¢ zapoznac sie duzo wcze$niej z rosyjskim orygina-
tem, wydanym w 1972 roku. Zrozumiale jest zatem, ze tak diugi okres, ktory
uptynat od chwili pierwszego wydania a ukazaniem sie ksiazki w wersji angielskiej,
sprawit, ze nie omawia ona najnowszych osiggnie¢ w dziedzinie badan metabolizmu
biatek mozgu.

Tym niemniej 1800 pozycji piSmiennictwa daje czytelnikowi mozno$¢ zapoznania
sie z rozwojem wiedzy o biatkach uktadu nerwowego. Szczegdlnie bogato reprezento-
wane sg prace autorow radzieckich, co dla czytelnika rzadko siegajacego do czaso-
pism wydawanych w jezyku rosyjskim czy ukraifnskim, jest niezwykle cenne.

W o$miu rozdziatach przedstawiono w sposdb jasny i wyczerpujacy najbardziej
istotne zagadnienia:

— kierunki badan nad biatkami uktadu nerwowego i ich metabolizmem

— frakcjonowanie biatek oraz fizykochemiczne i biologiczne wiasnosci niektérych
frakcji biatkowych

— bariera krew—moézg i transport aminokwaséw poprzez btony komoérkowe

— niektére morfologiczne, biochemiczne i funkcjonalne wtasciwosci ukitadu nerwo-
wego

— odnowa biatek uktadu nerwowego i jego struktur subkomérkowych

— metabolizm biatek tkanki nerwowej w réznych stanach funkcjonalnych

— metabolizm biatek mézgowych w czasie rozwoju

— katabolizm biatek ukltadu nerwowego.

Wielkag zaletg ksigzki jest krytyczne omdwienie badan nad metabolizmem biatek
mézgu. Ukazuje ono wszystkie trudnosci nad badaniem dynamicznych przemian bia-
tek moézgu przy stosowaniu radioaktywnych prekursoréw i niebezpieczeristwo biedéw
w intepretacji wynikéw. Szczeg6lnie ciekawy jest rozdziat poswiecony zmianom skta-
du biatkowego i metabolizmu biatek w czasie rozwoju ontogenetycznego, zaréwno
w poszczegblnych strukturach mozgu jak i we frakcjach subkomoérkowych. Pewnym
niedostatkiem opracowania jest zbyt skromny i nie zawsze przejrzysty materiat ilu-
stracyjny. Nalezy zatowaé, ze tak uzyteczna ksigzka trafia do odbiorcy czytajgcego
w jezyku angielskim z tak wielkim opo6znieniem.

J. Skangiel-Kramska

Structure of Biological Membranes

Red. S. Abrahamsson i |. Pascher, 1977,
Plenum Press, New York, London, str. 580.

W czerwcu 1976 r. odbyto sie w Skovde w Szwecji XXXIV Sympozjum Fundacji
Nobla poswiecone btonom biologicznym. Wzieto w nim udziat okoto 50 wybitnych
specjalistow z catego $wiata i przedstawiono 30 referatéw. Teksty tych referatow
sktadajg sie na omawiane wydawnictwo. Tematyke Sympozjum mozna ujg¢ w na-
stepujagcych punktach: 1 lipidy i wtasciwosci fizyczne bton, 2. biatka bton, 3. oddzia-
tywania miedzy lipidami a biatkami, 4. weglowodany bton, 5 zjawiska dynamiczne
w blonach, 6. zjawiska elektrostatyczne, 7. transport przez biony, 8. przetwarzanie
energii, 9. modele bton. Sposréd omawianych rodzajéow bton wymieni¢ mozna: endo-
plazmatyczne retikulum, btony mitochondrialne, chloroplasty, btony erytrocytéw,
mieling, btony plazmatyczne i szereg innych. Do szczeg6lnie ciekawych artykutéw
zaliczytbym nastepujace: M. Avrona (Rehovot) na temat transportu protonéw w chlo-
roplastach, D. Chapmana (Londyn) o przejsciach fazowych, agregacji biatek i ptyn-

10 Postepy Biochemii
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nosci fazy lipidowej bton biologicznych, L. L. M. van Deenena (Utrecht) omawiajgcy
lipidowa strukture bton erytrocytéw, L. Ernstera (Sztokholm) na temat naturalnego
inhibitora mitochondrialnej ATP-azy, C. R. Hackenbrocka (Dallas, Teksas) o mole-
kularnej organizacji wewnetrznej btony mitochondrialnej. Yu. A. Ovchinnikova (Mo-
skwa) na temat jonoforéw peptydowych, J. C. Skou (Aarhus) traktujacy o transporcie
jonéw sodu i potasu i W. Stoeckeniusa (San Francisco) o transporcie protonéw w bto-
nach modelowych zawierajgcych wbudowang bakteriorodopsyne.

W sumie ksigzka zawiera niezwykle cenny materiat dla wszystkich interesujgcych
sie biochemia i biofizyka bton biologicznych.

L. Wojtczak

Nucleic Acids and Protein Synthesis in Plants,

red. L. Bogorada i J. H. Weila, 1977, Plenum Press,
New York, London, seria A: Life Sciences vol. 12,
NATO Advanced Study Institutes Series, str. 417.

W lipcu 1976 r. w Strasburgu odbyto sie kolokwium potaczone ze specjalistycz-
nym kursem na temat kwasoéw nukleinowych i syntezy biatka u ro$lin. Plonem
konferencji byly dwie cenne publikacje: ,,Acides Nucléiques et Synthese des Protéines
cher les Végétaux” wyd. C.N.R.S. Paris 1977 oraz pozycja recenzowana. Redaktorami
obydwu toméw byli L. Bogorad i J. H. Weil. Pierwsza publikacja zawiera ponad
100 przedstawionych w syntetycznej formie komunikatéw i doniesienn referowanych
w ramach kolokwium, druga za$ 24 obszerne artykuty wygtoszone w ramach kursu
i utozonych w ksigzce w nastepujacych dziatach:

— Organizacja i replikacja genomow jadrowych i chloroplastowych

— Transkrypcja

— Translacja: aparat syntezy biatka

— Synteza kwaséw nukleinowych i biatka przez organelle: zaleznosci organel-

la-jagdro

— Kontrola syntezy kwasoéw nukleinowych i biatka przez hormony i czynniki

$rodowiska

— DNA obcy w komdrkach roslinnych: wirusy roslinne

W zasadzie wszystkie artykuty maja charakter prac doswiadczalnych opartych
gtéwnie na pracach wiasnych autoréw, cho¢ kazdy z nich zawiera uzyteczne wpro-
wadzenie literaturowe. Problematyka poszczeg6lnych rozdziatéw dobrze odzwiercie-
dla aktualne Kkierunki w badaniach nad biosynteza biatka i metabolizmem kwaséw
nukleinowych. Wydawcom udato sie zebra¢ zesp6t znakomitych autoréw, co sprawia,
ze poziom naukowy tomu jest bardzo wysoki.

Stosunkowo najszczuplej potraktowany jest rozdziat dotyczacy charakterystyki
genomu roslinnego (H. Stern, K. K. Tewari i in.). Wynika to zapewne z niewielkiego
jeszcze rozwiniecia badan nad wiasciwosciami i organizacja DNA u roslin. Dotych-
czasowe badania, co znajduje wyraz w powyzszych artykutach, koncentrowaty sie
gtéwnie na DNA chloroplastéw, ktére scharakteryzowano typowymi metodami fizycz-
nymi a takze poprzez analize fragmentéw otrzymanych po alkalicznej hydrolizie.
Nalezy oczekiwac¢ jednak, ze zastosowanie enzymoéw restrykcyjnych pozwoli na zma-
powanie poszczeg6lnych gendéw, a co za tym idzie przyblizy zrozumienie organizacji
i replikacji genomu tych organelli.

Obszerniejszy natomiast jest rozdziat o transkrypcji oraz o witasciwosciach za-
leznych od DNA polimeraz RNA. W wigkszosci przebadanych dotad ukiadéw roslin-
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nych wykryto obecno$¢ polimeraz typu | i Il, ktérych aktywnosci zaleza, jak to wy-
kazano na przyktadzie soji, zaréwno od warunkéw wzrostu rosliny, jak tez obecnosci
substancji wzrostowych (artykut J. L. Key i in.).

Do frapujacych od dawna zaleznosci regulacyjnych w $wiecie roslin nalezy wza-
jemne powigzanie metabolizmu i systeméw kontrolnych jadra, cytoplazmy i orga-
nelli komoérki. Problem ten przewija sie przez szereg artykutdw omawiajgcych prze-
bieg syntezy rybosomalnych RNA (G. Richter i in.), wiasciwosci i specyficznos¢
organellowych tRNA i syntetaz aminoacylo-tRNA (J. H. Weil i in.), a takze ryboso-
moéw i biatkowych czynnikéw elongacyjnych (O. Ciferri i in.). Istotny postep w ba-
daniach funkcji organellowych systemow genetycznych przyniosto opracowanie mo-
delowych ukitadow bezkomdérkowych syntetyzujgcych biatko. Uktady takie opraco-
wano zaréwno dla chloroplastéw (R. J. Ellis) jak i mitochondriow (C. J. Leaver i in.).
Jak wiadomo rybosomy organelli organizméw wyzszych wykazujg typowe cechy
rybosomoéw prokariotycznych, jakkolwiek wykryto subtelne ro6znice w budowie
i whasciwosciach m.in. niskoczagsteczkowych rRNA (artykut T. A. Dyera i in.).

Dodatkowa atrakcyjnos¢ Sledzenia poszczeg6lnych stadiéw przekazywania infor-
macji genetycznej w uktadach roélinnych lezy w ich unikalnej podatnosci na zmiany
morfogenetyczne. Zmiany takie mogg mie¢ charakter zaréwno naturalny (wzrost
i réznicowanie roslin) jak tez indukowany czynnikami fizycznymi (Swiatto) czy tez
substancjami o dziataniu hormonalnym. Jakkolwiek obecnie daleko jeszcze do peinego
zrozumienia tych ztozonych proceséw regulacyjnych, nagromadzony zwtaszcza
w ostatnich latach obszerny materiat doswiadczalny pozwala juz na wyciggnigcie
pierwszych wnioskéw n.t. syntezy okreslonych, funkcjonalnych i zapasowych biatek
rodlinnych. Zagadnieniom tym poswigconych jest w Kksigzce szereg artykutéw na-
pisanych m.in. przez J. Varnera, L. S. Dure Ill i in. H. Mohra i in.,, D. Boultera,
A. Trewavasa i in.

W osobnym rozdziale ujete sa wybrane zagadnienia dotyczace syntezy w Kko-
moérkach roslinnych biatek pochodzenia wirusowego. Ten wazny kierunek badawczy
dostarczyt wielu dogodnych modeli dla poznania szczegdtowego przebiegu réznych
etapéw przekazywania informacji genetycznej (artykuty J. B. Briand i in., T. O. Die-
ner, L. van Vloten-Doting i in.).

Staranny dob6r przez redaktoréw wydania zagadnien powierzonych do opraco-
wania najbardziej kompetentnemu gronu autoréw sprawia, ze ksigzka jest jednym
z najlepszych zbioréw artykutéw monograficznych na temat kwaséw nukleinowych
i syntezy biatka u roélin, jaki ukazat sie na przestrzeni kilku ostatnich lat. Taki
charakter wydawnictwa zakredla jednoczednie jego zasieg jak i tez dobiera czytel-
nikéw, ktorymi beda biologowie i biochemicy o ukierunkowanych zainteresowaniach
i 0 pewnym juz zaawansowaniu w problematyce. Niezwykle staranna szata graficzna
i przejrzysto$¢ ukiadu sa dodatkowg godng odnotowania cechg tej cennej pozycji.

A. Legocki

Comprehensive Virology

Vol. 7, Reproduction — Bacterial DNA Viruses, Red. H. Fraenkel-Conrat, R. R.
Wagner, 1977, Plenum Press, New York, London, str. 300;

Vol. 8 Regulation and Genetics —Bacterial DNA Viruses, Red. H. Fraenkel-Conrat,
R. R. Wagner, 1977, Plenum Press, New York, London, str. 350;

Dwa recenzowane tomy Comprehensive Virology stanowig tomy 7 i 8 serii wy-
dawniczej, ktére wedtug zatozenia w okoto 25 tomach ma przedstawi¢ wspdiczesna
wiedze i poglady ze wszystkich dyscyplin wspo6tczesnej wirusologii. Reprodukcji wi-

10*
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ruséw poswiecono cztery tomy, z ktdrych jeden — recenzowany tom 7 — przedsta-
wia zagadnienia zwigzane z reprodukcjg bakteriofagéw. Kolejne rozdzialy tego tomu
opisuja grupy fagow, roznigce sie znacznie wtasciwosSciami genetycznymi.

Rozdziat 1 (104 strony, 24 ryciny, okoto 300 pozycji literatury) napisany przez
D. T. Denhardta, poswiecony jest reprodukcji izometrycznych bakteriofagéw, zawie-
rajacych DNA jednoniciowy. Autor tego rozdziatu jest autorytetem w dziedzinie teorii
replikacji DNA, jak réwniez w zakresie badan nad reprodukcjg faga $X174 — kla-
sycznego przedstawiciela grupy fagoéw, opisywanych w tym rozdziale. Na przyktadzie
tego faga przedstawiono szczeg6towo kolejne etapy namnazania faga w komdérce ba-
kteryjnej, mechanizmy regulacyjne, dziatajgce na poszczegdlnych etapach replikacji
jago informacji genetycznej, transkrypcji i translacji oraz dane na temat rekombi-
nacji genetycznej.

Rozdziat 2 (75 stron, 20 rycin, ponad 200 pozycji literatury) omawia reprodukcje
bakteriofagéw nitkowatych z genomem w postaci jednoniciowego DNA. Autorem tomu
jest D. S. Ray — autor cyklu prac na temat reprodukcji faga M13. Autor wymienia
fagi zaliczane do opisywanej grupy, przedstawia ich cechy morfologiczne oraz wtasci-
wosci fizykochemiczne i biochemiczne. Proces reprodukcji opisano szczeg6towo na
przyktadzie bakteriofagéw z grupy colifagébw Ff — tak zwanych fagéw piciowych,
ktore majg zdolnos$¢ infekowania komérek, posiadajacych fimbrie piciowe typu F.
Dotychczasowe dane na temat reprodukcji fagéw nitkowatych z jednoniciowym DNA
dotyczg bowiem, niemal wytacznie fagéw tej grupy. Na zakonczenie rozdziatu autor
przedstawia najwazniejsze problemy, czekajgce swego rozwigzania, podkreslajgc mo-
zliwo$¢ poznania, w bliskiej przysziosci, struktury pierwszorzedowej DNA tych fagow.

Rozdziat 3 (116 stron, 11 rycin, okoto 500 pozycji literatury) napisat C. K. Mat-
hews. Przedstawiono w nim reprodukcje duzych fagéw wirulentnych. We wstepie
omoéwiono ogdlne wiasciwosci tej duzej i niejednorodnej grupy oraz ich niektore ce-
chy morfologiczne i biochemiczne. Nastepnie przedstawiono szczeg6towo wiasciwosci
genetyczne colifaga T4, jego mape fizyczng i genetycznag (z lista wszystkich znanych
gendéw) oraz cykl zyciowy tego typowego przedstawiciela tzw. fagéw T-parzystych.
W kolejnych czesciach rozdziatu Czytelnik znajdzie dane na temat reprodukcji coli-
fagéw z grupy T-nieparzystych oraz bakteriofagéw wirulentnych dla Bacillus subti-
lis. Dane dotyczace tej ostatniej grupy fagéw przedstawia jednak pobieznie, odsyta-
jac Czytelnikéw do innych, niedawno publikowanych prac przeglagdowych.

Chociaz rozdzialy tego tomu sg obszernymi pracami monograficznymi, przedsta-
wiajacymi bardzo szczeg6towo poszczeg6lne etapy namnazania bakteriofagéw, to je-
dnak ksigzka nie stracita cech dobrego podrecznika, z ktérego moga korzysta¢ za-
réowno studenci, jak i naukowcy, zajmujacy sie poruszanymi w niej problemami.

Procesom regulacyjnym i genetyce wiruséw poswiecono w serii Comprehensive
Virology cztery tomy. Tom 8 pos$wiecono procesom regulacji i genetyki bakteriofa-
goéw. Cztery kolejne rozdzialy przedstawiajg regulacje aktywnosci genéw w grupach
bakteriofagéw, réznigcych sie sposobem wzajemnego oddziatywania: bakteriofag — ko-
morka gospodarza.

M rozdziale 1 (196 stron, 11 rycin, okoto 1000 pozycjf literatury) D. Rabussay
i E. P. Geiduschek przedstawiajg regulacje aktywnosci genéw w rozwoju fagéw li-
tycznych. Rozdziat ten podzielony jest na kilka czesci, w ktdrych autorzy przedstawia-
ja regulacje aktywnosci genow fagow: T7 i T3, fagow Bacillus subtilis, zawierajgcych
hydroksymetylouracyl, fagéw T-parzystych na przyktadzie faga T4, faga T5 oraz
bardzo charakterystyczny sposéb oddziatywania na aktywno$¢ transkrypcyjng gospo-
darza — fagéw N4 i PBS2. Ostatnia cze$¢, stanowigca niejako komentarz autoréw do
rozdziatu, podsumowuje ztozone zaleznos$ci fag lizujgcy — komorka gospodarza oraz
przedstawia pewne mechanizmy regulacyjne jako prototypy podobnych mechaniz-
mow, spotykanych u wyzej zorganizowanych organizmoéw.

Rozdziat 2 (62 strony, 7 rycin, okoto 200 pozycji literatury) napisany zostat przez
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R. A. Weisberg, S. Gottesman i M. E. Gottesman i przedstawia rozwdj fagoéw lizo-
gennych na przyktadzie faga lambda. Fag ten jest najlepiej poznanym fagiem ta-
godnym E. coli. Autorzy przedstawiajg krotko jego wiasciwosci fizyczne a nastepnie
bardzo szczegétowo opisujg kolejne etapy ustalania sie stanu lizogenii, mechanizm
wbudowywania sie do chromosomu bakteryjnego, wytgczania z chromosomu wraz
z genetycznymi konsekwencjami tych proceséw oraz wspotoddziatywanie informacji
genetycznej komorki gospodarza i witasnej informacji faga w tych procesach.

W rozdziale 3 (70 stron, 16 rycin, okoto 200 pozycji literatury) A. Campbell opisuje
wiasciwosci genetyczne fagéow defektywnych, metody ich namnazania w komérkach
bakteryjnych oraz mechnizmy, dzieki ktérym tego rodzaju struktury moga powsta-
waé. Bardzo interesujgca jest cze$¢ rozdziatu poswiecona rozwazaniom na temat zna-
czenia defektywnych bakteriofagdw w ewolucji. Cze$¢ ta jest bardzo oryginalnym
uzupetnieniem hipotez (czesto ostatnio przedstawianych) na temat roli pozachromoso-
mowych elementéw w ewolucji.

Ostatni, czwarty rozdziat (16 stron, 4 ryciny, 54 pozycje literatury) napisany
zostat przez R. Calendar, J. Geisselsoder, M. G. Sunshine, E. W. Six i B. H. Lind-
gvist. Poswiecony on zostat niezwykle interesujagcym oddziatywaniom miedzy fagami
E. coli P2 i P4, czyli tak zwanemu systemowi transaktywacji. W rozdziale tym auto-
rzy opisuja kolejno cykle zyciowe fagéw P2 i P4 a nastgpnie wzajemne oddzialywania
ich genomoéw na poszczegdlnych etapach rozwoju.

W tomach si6dmym i smym pewne informacje powtarzajg sie (np. mapa gene-
tyczna faga T4 i lista jego gendw). Dzieki temu jednak, kazdy z tych tomoéw stanowi
pewng cato$¢ i dla zrozumienia probleméw w nich zawartych, nie trzeba odwotywac
sie do inych tomow. Bardzo cenne jest réwniez og6lne wprowadzenie, utatwiajgce
zrozumienie bardzo trudnych problemoéw genetycznych przedstawionych w tych opra-
cowaniach (np. na pierwszych 27 stronach ésmego tomu przedstawiono opis mecha-
nizméw kontrolujgcych transkrypcje i translacje w komoérkach bakteryjnych nie za-
kazonych bakteriofagami. Cytowana literatura jest bardzo starannie dobrana i obej-
muje najnowsze odkrycia w dziedzinach poruszanych w poszczeg6lnych rozdziatach.
W uzupetnieniach dodanych w czasie przygotowania wydawnictwa cytowana jest li-
teratura nawet z roku 1977.

Wszystkie te cechy skladajg sie na to, ze ksigzki te mozna poleci¢ wirusologom,
bakteriologom, genetykom oraz ewolucjonistom. Informacje i pewne syntezy w nich
zawarte wykraczajg bowiem znacznie poza zakres jednej dziedziny, moga by¢ jednak
zrozumiate dla przedstawicieli dziedzin pokrewnych. Przede wszystkim Kksigzki te
mozna poleci¢ wyktadowcom genetyki molekularnej na kierunkach mikrobiologicz-
nych, jako cenne uzupetnienie dotychczas dostepnej literatury przegladowej.

St. Cebrat

Red. M.A.Q. Khan
Pesticides in aquatic environments

Environmental Science Research t. 10, 1977. Plenum Press, Nowy Jork i Londyn,
str. X1V + 257,

Jednym z bardziej aktualnych problemoéw wspoétczesnej cywilizacji jest zapobie-
ganie chemicznym skazeniom naszego $rodowiska i ich zwalczanie. Totez sposréd
10 wydanych dotychczas tomoéw serii Environmental Science Research az 6 poswie-
cono réznym aspektom toksykologii srodowiskowej w ogole, a pestycydom w szcze-
gblnosci; nalezy do nich rdéwniez recenzowany obecnie tom dziesigty. Zawiera on
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materiaty sympozjum, ktore odbyto sie w ramach Miedzynarodowego Kongresu En-
tomologicznego (sierpien 1976, Waszyngton).

Materiat zgrupowano w trzech czesciach:

. Pestycydy w $rodowisku wodnym

M.in. oceniono zrodta zanieczyszczenn pestycydami wod s$rodladowych, sklasyfi-

kowano poszczegblne grupy pestycydéw pod wzgledem stopnia ich szkodliwosci

i przedstawiono dalsze losy pesytcydéw w $rodowisku wodnym (C. A. Edwards).

Wskazano takze na fizykochemiczne cechy pestycydéw determinujacych te losy

(R. Hague i in.).

Il. Pestycydy w organizmach wodnych

Przedstawiono wyniki bardzo wielostronnych studiéw nad absorpcja pestycydow

przez organizmy wodne, ich przemianami i usuwaniem, rezultatem czego jest os-

tateczny poziom pestycydu w organizmie (bioakumulacja). Badania te, prowadzo-
ne w laboratoryjnych modelach ekosysteméw, objety réwniez szeroki wachlarz

czynnikéw modyfikujagcych powyzsze procesy (doniesienia F. Matsumury, M. A

Q. Khana i R. L. Metcalfa).

I11. Degradacja pestycydéw przez organizmy wodne

Omoéwiono badania in vivo i in vitro przemian, ktdrym podlegaja pestycydy

w organizmach, zaréwno morskich, jak i stodkowodnych. Charakter tych prze-

mian jest bardzo réznorodny, poniewaz pestycydy obejmuja bardzo szeroka

i zroznicowana grupe organicznych zwigzkéw chemicznych, a takze poniewaz

jest wiele czynnikéw (ekologiczne, fizjologiczne, taksonomiczne) modyfikujgcych

te przemiany. Metabolit nie musi byé mniej toksyczny od zwigzku wyj$ciowego

(doniesienia L. S. Harta oraz M. O. Jamesa i in.). Niezwykle cenng pozycjg jest

przedstawienie aktualnego Stanu wiedzy o metabolizmie pestycydéw w orga-

nizmach wodnych (Przeglad literatury M. A. Q. Khana i in).

Niewatpliwg zalete tego zbioru prac widze w oderwaniu sie od statycznego po-
dejscia do zagadnienia (nie ograniczono sie do interpretowania potéwkowych stezen
letalnych, LC50). Skoncentrowano sie natomiast na wazkich procesach zachodzgcych
nie tylko w pojedynczych organizmach, lecz takze w catych sieciach troficznych.
Byto to mozliwe dzieki pogodzeniu metodologii chemicznych, biochemicznych, toksy-
kologicznych i ekologicznych wreszcie; dla Czytelnikéw tych specjalno$ci omawiana
ksiazka bedzie wysoce interesujaca, mimo, ze nie omawia szeregu istotnych aspektéw
dziatania pestycydéw w $rodowisku wodnym. Kombinowane dziatanie trucizn (np.
synergiczne, antagonistyczne) zostato tylko zaanonsowane. Pominieto zupetnie za-
gadnienie wptywu pestycydéw na funkcje zyciowe hydrobiontéw; jest ono praktycz-
nie wazne dla wczesnej detekcji (biologiczny monitoring) subanalitycznych stezen
pestycydéw. Te ograniczenia wynikaja zapewne z ograniczonego grona jej Autoréw
(prawie wszyscy z U. S. A. i Kanady). To samo ograniczenie tyczy (obszernego
zresztg) zestawu piSmiennictwa.

E. Kamler
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uzytemu w tekscie, oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otowkiem) nazwis-
kiem pierwszego autora i poczagtkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig ciefiszg niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢
nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwacé sie skrétami. Osie wykres6w natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: O D A ® m A.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,gora” i ,,dot’ (otow-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom
konsruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z pismiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytgcznos¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed wia-
czeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykulu przeznaczonego do
publikacji w Postgpach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykutow, aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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