P. AFANASJEW 1+ D. TALMUD

ZAGADNIENIE PRZEBIEGU
BIOSYNTEZY BIALEK

Jezeli bedziemy rozpatrywacé biosynteze biatek wylacznie jako proces
prowadzgcy do nagromadzania wigzan peptydowych (i innych), to doj-
dziemy do nieuniknionego wniosku, ze proces syntezy bialek jest uniemo-
zliwiony przez termodynamike. Jest to wniosek nieunikniony dlatego, ze
nagromadzanie wigzan chemicznych przy syntezie bialka wymaga zuzy-
cia znacznych iloSci energii. Wniosek ten wyplywa takze stad, ze proces
rozpadu biatka (hydroliza) przebiega samoczynnie i z wydzielaniem
energii.

Termodynamika pozwala na samoczynny bieg tylko takich proceséw,
ktorym towarzyszy zmniejszenie wolnej energii ukladu. Procesy bicche-
miczne syntezy bialek przebiegaja samorzutnie i jednocze$nie prowadza
do zwiekszenia wolnej energii zywej materii. W ten sposéb powstaje po-
zorna sprzeczno$S¢ miedzy teorig i faktami. Ta sprzeczno$é jest zasadni-
czg trudnosScig, ktérej przezwyciezenie otworzy szerokie perspektywy dla
teoretycznego i doSwiadczalnego opracowania mozliwych sposobdéw bio-
syvntezy biatka.

Wadliwo$é zwyklego podejécia do problemu biosyntezy polega na tym,
ze przy rozpatrywaniu jakiegokolwiek konkretnego przypadku traktuje
sie go w oderwaniu, bez uwzglednienia wszystkich biochemicznych wlasci-
woSci tego procesu. Wszyvstko te robi sie dlatego, by w wyniku uproszezenia
mozna bylo rozpatrywaé ten proces tylko ze stanowiska zwyklych prawi-
dlowosci fizyko-chemicznych. Uproszczone za§ prawidlowosci w sposéb
nieunikniony prowadza w kierunku wymagan termodynamiki, do skiero-
wania procesu w strone rozpadu bialka.

Wyjasnienie drég biosyntezy biatka jest mozliwe dopiero w tym przy-
padku, gdy bedziemy rozpatrywali te synteze nie w oderwaniu, lecz
w zwigzku z innymi procesami, z uwzglednieniem jakoSciowo nowych wia-
SciwoSci materii i jakoSciowo nowych prawidlowoSci warunkujgcych te
procesy.

Wiadomo, ze w rzeczywistoSci synteza biatka w Zywej materii prze-
biega z wydzieleniem energii. Stad tez proces biosyntezy wziety w catoSei
nie sprzeciwia sie termodynamice i samorzutno$§é jego jest naturalna.
Zadanie polega wiec na tym, aby odnaleZé i zrozumieé jakoSciowo nowe
wlasciwoscei i prawidlowos$ci naturalnego bialka, ktére uwarunkowujg mo-
zliwo$¢ jego syntezy.

* % *

Problem syntezy bialka od dawna juz przyciggal uwage badaczy. Po
swietnych doSwiadczeniach A. Danilewskiego (26) nad enzymatyczng syn-
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tezg plasteinow z hydrolizatoré6w biatek przeprowadzono wielky liczbe ba-
dan doSwiadczalnych i teoretycznych nad tym zagadnieniem (Okuniew,
38; Zawjalow 50; Blagowieszczenski i Jeriemiejew, 10; Jurgenson i Bla-
gowieszczenski, 33; Mienzorow, 36; Cypierowicz, 24, 25; Tauber, 48;
Nortrop i wspétpracownicy, 37). Jednakze calkiem jest jasne, ze problem
ten jeszcze jest daleki od rozwigzania. Otrzymane dotychczas wyniki sg
nie tylko skromne, ale w wielu przypadkach widocznie obce syntezie na-
turalnego bialka.

Badania S. Brieslera (Briesler, 12, 13, 14; Briesler i Glikina, 18;
Briesler, Glikina, Konikow i wspétpr., 19; Briesler, Konikow, 20) nad
enzymatyczng resyntezg bialek z ich hydrolizatéw odkryly szereg godnych
uwagi faktow i nowych mozliwoéeci. Poglady Brieslera na biosynteze bial-
ka (16, 17) nie wykluczaja mozliwoSci innych drég biosyntezy.

Niewatpliwie, ze takie lub inne teoretyczne rozwigzanie zagadnienia
mozliwych sposobéw biosyntezy biatka, zZrédel energii i mechanizmu jej
przenoszenia w istocie wyznacza drogi do$§wiadczalnego podejscia do ba-

dania tego problemu.
* £ *

Biatka globularne sa wysoko spolimeryzowanymi substancjami zbu-
dowanymi z kilku dziesigtkéw réznych aminokwaséw. Szereg wlasciwoscei
bialek globularnych wykazuje analogie wlasciwosciami wysoko spolime-
ryzowanych substancji niebialkowych. Ale bialka globularne majg jesz- -
cze szereg swoistych wlasciwosci wyodrebniajgcych je sposréd wszyst-
kich innych wysoko spolimeryzowanych substancji. Najbardziej zasadni-
cze z nich sg monodyspersyjnos$é i globularna forma ich drobin.

W r. 1944 Briesler i Talmud (22) zdolali da¢ najbardziej mozliwe do
przyjecia objasSnienia natury globularnego stanu bialek. Sprzecznos§¢é na-
tury réznych reszt aminokwasowych wchodzgeych w sklad biatka i ich
wzgledna zawarto$¢é wytwarzajg specjalny charakter substancji biatko-
wej — stan globularny. Dalszy rozwdéj tej hipotezy (Afanasjew, Talmud
i Talmud, 8; Talmud, 47; Jakowlew 30; Afanasjew, 1, 2, 3, 4; Afanasjeyv
i Iljina, 5, 6, 7; Dieborin, 27; Iljina, 29) wykazal, ze stan globularny nie
jest stanem zastyglym i niezmiennym, lecz ulega zmianom w zaleil.los’gl
od wlasciwosci otaczajgcego Srodowiska. To juz pozwolilo na objasnienie
w szerokim zakresie wlasciwos$ci bialek i otworzylo s;erokie perspektywy
w badaniu natury bialek i ich biologicznej aktywnosci.

Na przykladzie bialek globularnych widzimy, jak przy przejSciu od
poszczegélnych aminokwaséw lub kombinacj dwéch — trzech aminokwa-
sow do setek, tysiecy i dziesigtkéw tysiecy roéznorodnych reszt aminokwa-
sowych polaczonych razem, obserwuje sie skok jakoSciowy w organizacji
i wladciwosciach materii. Wyzszy poziom organizacji wyraza sie w globu-
larnej formie drobin biatka i pojawieniu sie jego reakeji na zmiany ota-
czajgcego Srodowiska. Biatka globularne podporzadkowujg sie prawidlo-
woSciom wlaSciwym nie tylko ukladom chemicznym i fizycznym, ale i zu-
pethie nowym, szczegélnie biologicznym. Drobina bialkowa warunkuje
przemiane materii i uczestniczy w niej, moze posiadaé aktywnosé enzy-
matyczng, hormonalng, odpornoSciowa i inng. Wszystkie te cechy sg wla-
Sciwe tylko globularnej makrodrobinie biatka i zupelnie nie wystepuja
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w skladnikach, z ktorych bialko jest zbudowane. W ten sposéb globularne

drobiny bialka majg juz szereg najbardziej elementarnych wlasciwosci
zywej materii. B

Przyjmujemy za prawdopodobne, ze globularna drobina biatka przy
odpowiednich warunkach moze mie¢ zdolno$¢ do samorzutnego wzrostu
kosztem aminokwasow albo peptydow otaczajacego Srodowiska.

Stan globularny bialkowej makrodrobiny jest mozliwy i trwaly dzie-
ki temu, ze zwijanie sie makrodrobiny w globule prowadzi do zmniejsze-
nia energii drobiny. Stad globularny stan jest trwaly dzieki temu, ze jest
on energetycznie dogodny i przejscie jego w stan fibrylarny jest strzezone
przez przegrode aktywacyjng.

Briesler i Talmud wykazali teoretycznie, ze trwaly stan globularny
i monodyspersyjnosé¢ powinny mie¢ miejsce przy okreslonym wzajemnym
stosunku hydrofobowosci i hvdrofilowosci drobiny biatka, to jest przy
okreslonym skladzie iloSciowym i jakoSciowym. Doswiadczalnie wykazat
to Talmud ze wspétpracownikami (Talmud, 45, 46; Pasynskij i wspélpr.,
39, 40) na doswiadczeniach modelowych. Przy zakléceniu tego wzajem-
nego stosunku energia drobiny bialka powinna wzrastaé, co obniza trwa-
}o§é globuli bialka. Globularna drobina bialka znajduje si¢ jakby w ener-
getycznej depresji. W przypadku odpowiedniego iloSciowego i jakosScio-
wego skladu drobiny biatka znajduje si¢ ona w postaci globuli na dnie de-
presji. W przypadku nieodpowiedniego skladu bedzie ona ,,wychodzié*
w takiej lub innej mierze z energetycznej depresji. Jest to przedstawione
schematycznie na zalgczonym rysunku, gdzie stan globularnej drobiny
zostal zilustrowany na osiach wspéhrzednych: N — liczba reszt aminokwa-
sowych wchodzgeych w drobine biatka, a E — energia drobiny. Przy za-
chowaniu jakoSciowego stosunku wzajemnego w skladzie globuli jej sta-
ny moga by¢ przedstawione przez krzyw3 1 z minimum energii (patrz rys.).

Przy innym stosunku wzajemnym
skladu jakoSciowego drobiny bialkowe]
stany jej mozna opisaé juz drugg krzy-
wa 2. Oczywiscie przy zmianie stosunku
wzajemnego pomiedzy hydrofobowoscig 1
hydrofilowos$cig czeSei makrodrobiny bial-
ka w strone stosunkowego podwyzszenia
hydrofobowosci powinniémy otrzymad
krzywe z minimum przy wiekszych war-

g toSciach N. Przy stosunkowym podwyz-
Schemat zaleznoéci energii ,sz.eniu }}y(.ilrof-il'owoéci w makro@robinie
drobiny globularnej bialka od jej bPiatka minimum krzywej powinno si¢ prze-
sktadu. suwaé w strone mniejszych wartosci N.

o W ten sposéb mozna przedstawi¢c widmo
krzy.wych opisujacych stan globuli biatkowej w przeréznych stosunkach
wzajemnych hydrofobowoSei i hydrofilowosci drobiny biatka.

Przeginanie sie krgywych (patrz rysunek) dopuszcza mozliwosé prze-
skakmama. globularne;j glrobiny biatka z jednej krzywej na drugg. Te
przeskoki mogg prowadzi¢ globule do stanéw o nowych minimach energii.
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Nowy stan globuli powinien wymagaé¢ réwniez nowego iloSciowego i ja-
kosciowego skladu drobiny bialka. Przesuwaniu minimum w prawo powin-
no towarzyszy¢ zwiekszenie iloSciowego skiladu globuli (wzrost, synteza),
przesuwanie minimum w lewo zwigzane jest ze zmniejszaniem ilo§ciowego
skladu globuli (rozpad, hydroliza).

IloSciowe zmiany skladu globuli sg mozliwe naturalnie w obecnogci
enzymé6w (katalizator6w) i aminokwaséw lub peptydéw w otaczajacym

Srodowisku.
r

W ten sposéb mozna przedstawié¢ mozliwosei i warunki wzrostu glo-
bularnej drobiny bialka.

Trzeba podkreslié, ze te mozliwoSci otwierajg sie tylko dla globular-
nych drobin bialkowych. Jest to swojego rodzaju autosynteza.

Od strony energetycznej jasng jest rzeczy, ze dlatego by globularna
drobina zwigkszyla sie i przeszla w nowy stan, jest catkiem niezbedne
uprzednie podniesienie jej energii do wartoSci przewyzszajgcej wartosé
energii w punkcie przeciecia krzywych stanéw energii. Dopiero po tym
drobina moze spa$é do nowego minimum z odpowiednim obnizeniem ener-
gii. W ten sposéb synteza biatka (dodatkowe zwiekszenie globularnej ma-
krodrobiny biatka) powinna nastepowaé z wydzielaniem energii, a wiec
termodynamicznie jest mozliwa.

Przy istnieniu warunkéw wymagajacych przejscia globuli do mini-
mum energii przy mniejszej liczbie reszt aminokwasowych enzymy (kata-
lizatory) znajdujgce sie¢ w otaczajgcym Srodowisku hydrolizujg nadwyzke
i drobing przechodzi w nowy stan.

Przy bardzo silnych oddzialywaniach na globule prowadzacych do
zaklocenia stanu globularnego albo do silnego oslabienia sil globulizujg-
cych (denaturacja cieplna, duze stezenia mocznika lub guamiglyrgy itd.),
makrodrobina bialtka staje sie nietrwala i w caloSci ulega strawieniu przez
enzymy.

Jakiez dzialania moga podnie§é stan energetyczny globuli bialkowej
i stworzyé niezbedne warunki dla dokonania wzrostu globuli (syntezy
biatka) ?

Takimi dzialaniami moga byé zmiany chemiczne biegunowych,
a w szczeg6lnosei jonogenicznych grup na powierzchni globuli. Utl.emen}g
grup sulfohydrylowych do disulfidlowych moze obnizy¢ hydr«ofllox_vosc
drobiny globularnej. Amidowanie grup karboksylowych takze powinno
obnizaé¢ hydrofilowos§é globuli. Dezaminowanie grup aminowych takze po-
winno dzialaé w tym samym kierunku. Mozna przedstawié i szereg innych
oddzialywan chemicznych, prowadzgcych jakoSciowo do tych samych wy-
nikow.

W przeciwstawieniu do przytoczonych oddzialywan zmieniajgcych
zewnetrzng powloke globuli i obnizajacych jej hydrofilowo$é mozna przed-
stawi¢ drogi do podniesienia hydrofilowosci globuli w wyniku pochlonie-
cia (,,solubilizacji“) hydrofobowych substancji przez drobine globularns.
I w tym przypadku narastanie hydrofobowos$ci drobiny globularnej po-
winno wywotaé tendencje do wzrostu globuli.
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Wreszcie istotne zmiany stanu energetycznego globul mogg wywolaé
zmiany pH oraz jonowej sily Srodowiska.

W ten sposéb zagadnienie Zrdédel energii niezbednej do syntezy bial-
ka i mechanizmu sprzezenia reakcyj dostarczajacych energii z reakcjami
syntezy biatka mozna wyobrazi¢ sobie prosto. Zrédlem energii do synte-
zy bilatka sg procesy chemiczne, zmieniajace skiad i wlaSciwosci zewnetrz-
nej powloki globul, albo energia pochlaniania (solubilizacji) hydrofobo-
wych substancji przez globule.

Sprzezenie reakeyj dostarczajgcych energii z reakcjami syntezy bial-
ka przechodzi przez bialkowa drobine globularng.

Czy sa dowody do$wiadczalne przemawiajace na korzysé opisanych
pogladow na mechanizm syntezy biatlka? W charakterze wiecej lub mniej
bliskiej analogii mozna wskaza¢ na do$Swiadczalne badanie nad pochla-
nianiem (solubilizacja) substancji hydrofobowych przez roztwory my-
dlane (Klevens, 34). W badaniach tych wykazano, ze micelle mydlane
przedstawiajgce sobg utwory podobne do globul zwiekszajg sie w rozmia-
rach (rosng) przy pochlanianiu przez siebie substancji hydrofobowych.

Szereg badan wykazalo, ze naturalne bialka globularne nie sg atako.-
wane przez enzymy proteolityczne (Rice i wspoélpr., 42; Straczicki, 43;
Straczicki i Czernikow, 44; Huang i Niemann, 28). Podatno$é bialek glo-
bularnych na atakowanie pojawia sie przy dzialaniu tak zwanych dena-
turujacych substancji, na przyklad mocznika.

Tworzenie plastein nastepuje przy pH istotnie ré6znigcych sie od op-
tymalnych pH dla hydrolizy (Wasteneys i Borsook, 49; Borsook, 11).
Wykazano, ze ilo§¢ tworzgcego sie plasteinu jest proporcjonalna do iloseci
dodanego enzymu. To si¢ nie zgadza z pojmowaniem syntezy jako odwrot-
nosci czysto katalitycznego procesu hydrolizy.

Wykryto, ze plasteina tworzy sie z roztworéw peptonu przy doda-
niu benzenu, toluenu, ksylenu, kwasu benzoesowego, aldehydu benzoeso-
wego zamiast pepsyny. Te fakty wskazujg na istotny wplyw substancji
hydrofobowych.

Przy wzajemnym oddzialywaniu albuminy surowicy z barwnikiem

oranz I tworzgcy sie kompleks nie jest atakowany przez pepsyne
(Carroll, 23).

W szeregu prac wykazano wplyw proceséw utleniania na procesy
proteolityczne. A. Blagowieszezenski (9) wypowiedzial poglad o wplywie
procesOw utleniania na syntezy enzymatyczne, a .w szczegélnoSci na syn-
tezy proteolityczne.

Wykazano do§wiadczalnie (Jérgensen, 31; Proskurjakow i Bundiel,
41), ze przy dzialaniu utleniaczy w spos6b istotny polepszaja sie wlasei-
woscl naruszonego glutenu. Wykazano, ze przy dzialaniu systemu peroksy-
dazowego w naruszonym glutenie pojawiaja sie procesy syntetyczne pro-
wadzgce do spadku iloSci azotu aminowego i do zwiekszenia azotu sub-
stancji osadzanych przez kwas tréjchlorooctowy.

. M. Jgrgenspn (32) wykazal na oczyszczonych preparatach pszenicz-
nej proteinazy i Swiezo odmytym glutenie pszenicznym, ze przy jedno-
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czesnym dziataniu proteinazy i ukladu peroksydaza + nadtlenek wodoru
na produkty nie glebokiego rozszczepienia bialek glutenu nastepuje reak-
cja syntetyczna. Przy tym nastepuje istotne zwiekszenie iloSci azotu, sub-
stancji osadzanych przez kwas tréjchlorooctowy i spada ilo§é azotu wol-
nych grup aminowych.

Briesler Wykaza} (17), ze przy enzymatycznej resyntezie biatka pod
wysokim cisnieniem syntetyzuje sie od razu wysokoczgsteczkowa drobina
globularna bez dostrzegalnego nagromadzania produktéow wielkosci po-
Srednich. To wskazuje na to, Ze sily globulizacji sa na tyle dostrzegalne,
ze energetycznie dogodne jest przechodzenie ukladu w najbardziej wyso-

ko molekularny stan globularny.

Interesujace wyniki otrzymal Briesler (15) przy badaniu roztworu
albuminy surowicy potraktowanego benzenem. Zachowanie sie takiego
roztworu w ultrawiréwce wskazuje na istnienie réwnowaznego ukladu
drobin wyjSciowego bialka z jego podwojonymi drobinami, to jest pro-
duktami asocjacji. W Swietle wylozonych przez nas pogladéw to zjawisko
okazuje sie calkowicie prawidlowe.

Wylozone poglady o mozliwych sposobach samorzutnego wzrostu
(syntezy) bialek globularnych pozwalajg zrobié szereg dalszych przy-
puszczen.

Przy odpowiednich oddzialywaniach otaczajgcego srodowiska globu-
larna drobina bialka moze rosngé, przylaczajac do siebie aminokwasy
albo peptydy, do pewnej granicy. W nastepnym stadium pod wplywem
zmiany Srodowiska wyrosta globula moze rozdzieli¢ sie¢ na mniejsze glo-
bule, ktére nastepnie moga wzrasta¢ samodzielnie. W ten sposoéb mozna
przedstawié¢ mechanizm wzrastania nie tylko absolutnego stezenia globu-
larnej substancji bialkowej, ale i wzrastanie czgstkowej koncentracji dro-
bin globularnych. Przy talmeJ syntezle rosnaca drobina globularna biatka
pozostaje podobna do siebie i po jej podziale rowniez otrzymuje si¢ dro-
biny globularne. Nie ma potrzeby dodatkowych przypuszczen co do drog
przejscia syntetyzowanego biatka w stan globularny (rodzimy).

Przetozyt T. Pietkiewicz

Opublikowano w czasopismie ,Izwie-
stija Akadiemii Nauk SSSRY, sieria
biologiczeskaja, 1952, nr 1, s. 115.
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