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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

ADP - adenozynodifosforan

AMP - adenozynomonofosforan

ATP - adenozynotrifosforan

Ala - alanina

Arg - arginina

E.Ch. - ,potencjat energetyczny" nukleotydéw adenylowych

EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy

EGTA - glikol-bis(B-aminoetyl eter) czterooctan etylenu

F-1,6-bP - fruktozo-1,6-bisfosforan

F-1,6-bPaza - fruktozo-1,6-bisfosfataza

F-2,6-bP - fruktozo-2,6-bisfosforan

F6P - fruktozo-6-fosforan

Go6P - glukozo-6-fosforan

Hepes - kwas N-2-hydroksyetypiperazyno-N'-2-etanosulfonowy

K, - stata aktywacji (stg¢zenie aktywatora, w ktorym wywiera polowe¢ maksymalnej aktywacji)

K; - stata inhibicji (st¢zenie inhibitora, w ktorym wywiera potowe¢ maksymalnej inhibicji)

K - stata Michaelisa (stgzenie substratu, w ktorym enzym wykazuje potowg maksymalnej
aktywnosci)

NADH - dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy (zredukowany)

NADP - fosforan dwunukleotydu nikotynaminoadeninowego

PArg - fosfoarginina

PEP - fosfoenolopirogronian

PFK - fosfofruktokinaza

P; - fosforan nieorganiczny

PK - kinaza pirogronianowa

So.s - stala substratowa (st¢zenie substratu, w ktorym enzym o kinetyce sigmoidalnej wykazuje
potow¢ maksymalnej aktywnosci)

S.D. - odchylenie standardowe

S.E. - $redni btad warto$ci $redniej

Tris - trojhydroksymetyloaminometan

UDP - urydynodifosforan



PRZEDMOWA

Otaczajacy nas $wiat materii ozywionej urzeka swym pigknem i uroda. Kt6z nie po-
dziwial motyli mieniacych si¢ wsrod pol tysigcami barw, nici ,,babiego lata" snujacych
si¢ w czasie zlotej polskiej jesieni, kropel rosy perlacych si¢ w sieciach pajgczyn ponad
fakami roz§wietlonymi promieniami porannego stonca, czy wreszcie raka-pustelnika
przenoszacego swoj muszlowy dom ozdobiony kolorowymi glonami i ukwiatami. To
tylko ad hoc dobrane przyktady pigkna, ktore zawdzigczamy przedstawicielom stawo-
nogdw, najliczniejszego w gatunki typu Swiata zwierzgcego. Dwie gromady tego typu,
owady 1 skorupiaki, szczeg6lnie czesto towarzysza nam w zyciu. Midd, jedwab to jedne
z owadzich ,,daré6w"; homary, langusty i inne skorupiaki to ,,frutti di mare" przystraja-
jace ekskluzywne stoty. Ale owady i skorupiaki to nie tylko rado$¢ oczu czy podniebie-
nia. Szarancza wegdrowna, séwka choindwka, brudnica mniszka to tylko niektore
z imion groznych szkodnikow pustoszacych pola, lasy, spichlerze. Z drugiej strony kryl,
planktonowy skorupiak wod antarktycznych, rodzit nadzieje na nowe zrodta biatka dla
zagrozonej glodem ludzkos$ci. Nic wiec dziwnego, ze owady i skorupiaki skupiaja uwa-
ge¢ wielu osrodkow badawczych na catym §wiecie. Opisywane i klasyfikowane sg nowe,
nieznane gatunki tych zwierzat, badane sa relacje migdzy poszczegélnymi gatunkami
a Srodowiskiem ich zycia, charakteryzowane i wyjasniane sg procesy metaboliczne i ich
regulacja, poszukiwane sa nowe $rodki i sposoby ograniczania populacji szkodnikow.
W pracach tych czgsto stosowana metodg sa badania pordwnawcze. Systematycy, po-
rownujac cechy morfologiczne, grupuja gatunki w jednostki taksonomiczne, ekolodzy
poprzez porownania relacji organizm-$rodowisko, ustalaja prawidlowosci rzadzace sto-
sunkami pomigdzy populacjami a zajmowanymi przez nie srodowiskami, genetycy dro-
ga porownan linii rodzicielskich i potomnych znajduja mechanizmy 1 prawa
dziedziczenia.

Przedmiotem prac fizjologdw i biochemikow sa procesy zachodzace wewnatrz po-
szczegblnych osobnikow. Interesujg ich na przyklad zjawiska wzrostu, rozwoju, procesy
oddychania, odzywiania, wydalania. Upraszczajac, mozna powiedzie¢, ze realizacja
tych wszystkich procesow zyciowych jest rezultatem dziatania enzyméw. To bowiem
efektem ich aktywnosci sa struktury komorkowe, to ich nieustanna ,,praca" stoi za
wszystkimi reakcjami anabolicznymi i katabolicznymi organizméw. Totez proby wyjas-
niania drog metabolizmu, proby odpowiedzenia na pytania: jakie sg zalezno$ci pomig-
dzy poszczegdlnymi tkankami organizmoéw, dlaczego jedne organizmy wyksztalcaja si¢
w ten a inne w inny sposob, dlaczego w danym okresie zycia w jednych tkankach pewne
procesy przebiegaja tak, a w innych inaczej, dlaczego jedne organizmy przezywaja
w pewnych ekstremalnych warunkach, a inne nie, itd., wymagaja badania enzymow,
ustalania ich rodzajow, odmian, charakteryzowania ich wilasnosci i ... pordéwnywania.
Poréwnywania enzymow z roznych tkanek tego samego organizmu. Poréwnywania en-



zymow katalizujacych te same reakcje u réznych gatunkow zwierzat, bliskich a takze
coraz dalszych filogenetycznie. Porownywania roli charakteryzowanych enzymow
w procesach metabolicznych réznych tkanek réoznych zwierzat. Ogdlnie, to porownywa-
nie jest istotng droga prowadzaca do znalezienia odpowiedzi na jedno z podstawowych
pytan wspoltczesnej biologii, pytanie o mechanizmy regulacji metabolizmu komorki i or-
ganizmu. Oczywiscie nie jest to droga jedyna, wystarczajaca. Okreslenie mechanizmow
regulacji aktywnosci enzymatycznej nie wyjasni wszystkich probleméw zwiagzanych
z funkcjonowaniem catego organizmu. Ale bez opisania sposobu regulacji aktywnos$ci
enzymow odpowiedz na pytanie o zasady dzialania organizmu bedzie niepelna.

Metodg poréwnawcza postuzono si¢ w niniejszej pracy. Przedstawiono w niej wyni-
ki wlasnych badan nad charakterystyka dwoch kluczowych enzymow przemian weglo-
wodanowych, fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej, w niektérych tkankach
skorupiakow i owadow. Poréwnano wlasnosci enzymow izolowanych z réznych tkanek
1 gatunkow, a wyniki badan wlasnych przedstawiono na tle prac prowadzonych przez in-
nych badaczy. Celem przedstawionej pracy bylo réwniez okreslenie roli, jaka petnig
fosfofruktokinaza i kinaza pirogronianowa w tkankach badanych zwierzat, a takze zba-
danie i opisanie mechanizmdéw regulacji ich aktywnos$ci oraz przedyskutowanie ich zna-
czenia dla regulacji metabolizmu weglowodanowego poszczegélnych tkanek. Tak
powstata monografia, dotyczaca fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej w tkankach
skorupiakow i owadow.



1. GLIKOLIZA 1 JEJ KLUCZOWE ENZYMY
W TKANKACH ZWIERZECYCH

Podstawowa zdolnoscia organizméw zywych jest ich umiejetnosé przystosowywania
si¢ do srodowiska, do warunkow zycia. Tylko organizmy przystosowane, zaadaptowane
moga przezy¢. Organizm jako cato§¢ sam stanowi srodowisko Zycia poszczegdlnych ko-
morek, tworzacych jego organy i tkanki. Komorki przystosowuja si¢ do tego srodowiska
wewngetrznego organizmu. Organizm z kolei adaptuje si¢ do srodowiska zewnetrznego
poprzez adaptacj¢ srodowiska wewngtrznego.

Organizmy daza do uniezaleznienia srodowiska wewngtrznego od zmian srodowiska
zewngtrznego. Im wigksza statos¢ srodowiska wewnetrznego, tym lepsza, bardziej uni-
wersalna adaptacja do srodowiska zewnetrznego. Rozne organizmy stosujg rézne Sposo-
by dostosowywania $rodowiska wewngtrznego do zewngtrznego. Na przykiad jedne
unikaja $rodowiska niesprzyjajacego tub tez poszukujg warunkéow korzystniejszych. In-
ne uruchamiajg takie mechanizmy, by zmiany $rodowiska zewngtrznego w jak najmniej-
szym stopniu zmienialy ich s$rodowisko wewngtrzne. Takie adaptacje musza byc¢
zwigzane ze zmiang metabolizmu. Z kolei ta zmiana realizowana jest przez zmiang
aktywnoS$ci enzymatycznej.

Srodowisko wewngtrzne moze si¢ zmienia¢ takze bez zmian w $rodowisku zewne-
trznym. Co wigcej, takie zmiany moga zachodzi¢ w sposob cykliczny i by¢ odzwiercied-
leniem czynno$ci zyciowych organizmu. Przyswojenie pokarmu prowadzi do zmiany
srodowiska wewnetrznego, do ktoérego dostosowuja swdj metabolizm tkanki (i komorki)
organizmu. Procesy wzrostu, u skorupiakoéw i owadow zwigzane z cyklicznym linie-
niem, pociagaja za soba zmiany srodowiska wewngtrznego i1 adaptacj¢ metaboliczng
wielu tkanek. I te adaptacje realizowane sa poprzez zmiany aktywnosci enzymow.

Powyzsze rozwazania wskazuja, iz kazda zmiana metabolizmu jest wynikiem zmia-
ny aktywnosci enzymatycznej. Jakie sg zatem sposoby dostosowywania si¢ organizmow
do zmian $rodowiska na poziomie enzymatycznym? Mozna stwierdzi¢, ze istniejg dwa
podstawowe sposoby adaptacji aktywnos$ci enzymatycznej.

1.1. PODSTAWOWE MECHANIZMY REGULACJI AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Pierwszy sposob polega na zmianie rodzaju i ilosci poszczegodlnych enzymow
(w konsekwencji takze proporcji pomigdzy enzymami komorki). Sposob ten moze byé
realizowany dwojako: poprzez wzrost szybkosci syntezy nowych czasteczek danego en-
zymu, badz poprzez wzrost szybkosci degradacji tego enzymu. Ogolnie uwaza sig, iz
adaptacja metaboliczna zwigzana ze zmiang ilosci enzymu ma charakter powolny
i charakterystyczna jest raczej dla dlugotrwatych dostosowan do $rodowiska, czy to
zewngtrznego, czy to wewnetrznego.
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Rys. 1. Zalezno$¢ szybkosci reakcji od st¢zenia substratu dla: (A) enzymu o kinetyce hiperbolicznej, (B) enzy-
mu o kinetyce sigmoidalnej.

Drugi sposéb adaptacji aktywnos$ci enzymatycznej polega na modyfikacji wlasnosci
katalitycznych enzymu. Zwigzane jest to ze zmiang struktury enzymu, ktora to zmiana
prowadzi do wzrostu (lub spadku) szybkosci, z jaka enzym katalizuje reakcje dla niego
charakterystyczng. Ta droga adaptacji jest szybka i moze prowadzi¢ do prawie natych-
miastowych zmian aktywnoS$ci enzymatycznej w odpowiedzi na wptywy Ssrodowiska.

Szybkos¢, z jaka enzym katalizuje sobie specyficzng reakcje, zalezy w pierwszym
rzedzie od stezenia substratu. Zalezno$¢ szybkosci reakeji od stezenia substratu opisuje
zwykle hiperbola zwana krzywa Michaelisa (Rys. 1A). Poniewaz krzywa ta zbliza si¢
asymptotycznie do pewnej maksymalnej warto$ci, stezenie substratu, w ktorym enzym
pracuje z najwigksza szybkoscig jest trudne do precyzyjnego ustalenia. Totez przyjeto
charakteryzowa¢ enzym wartos$cig stezenia, w ktérym enzym wykazuje polowe maksy-
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malnej aktywnosci. Jest to tzw. stata Michaelisa (K,,). Charakteryzuje ona powinowac-
two enzymu do substratu. Enzym o duzym powinowactwie do substratu, a wicc taki,
ktory wykazuje wysoka szybkos¢ reakcji juz w nizszych st¢zeniach substratu, cechuje
si¢ niska wartoscia statej K. Enzym o powinowactwie nizszym ma wyzsza warto$¢ sta-
fej K, uzyskuje bowiem duza szybko$¢ w wyzszych stezeniach substratu.

Nie wszystkie enzymy charakteryzujg si¢ hiperbolicznym ksztattem krzywej opisu-
jacej zalezno$¢ szybkosci reakcji od st¢zenia substratu. Enzymy zlozone, zbudowane
z kilku podjednostek, z ktorych kazda zawiera centrum aktywne wiazace czasteczke
substratu, cechuje czgsto krzywa sigmoidalna (S-ksztaltna) (Rys. 1B). Obraz ten zwiaza-
ny jest z aktywacja enzymu przez czasteczki substratu przylaczane do kolejnych cen-
trow aktywnych poszczegoélnych podjednostek. Zjawisko to, nazwane kooperacja,
polega na tym, ze substrat, jako tzw. pozytywny efektor homotropowy, wiazac si¢ z cen-
trum aktywnym pierwszej podjednostki, wywoluje taka zmian¢ budowy przestrzennej
(konformacji) catego enzymu, iz kolejna czasteczka substratu przylaczana jest tatwiej
przez centrum aktywne nastepnej podjednostki, co z kolei moze wywota¢ dalsza pozy-
tywna zmian¢ konformacji enzymu i tatwiejsze wigzanie kolejnej czasteczki substratu.
W efekcie uzyskujemy sigmoidalny wykres opisujacy zalezno$¢ szybkosci reakcji od
stgzenia substratu. Dla charakteryzowania powinowactwa takich enzyméw do ich sub-
stratow przyjeto rowniez warto$¢ stgzenia substratu, w ktorym enzym wykazuje potowe
maksymalnej szybkosci reakcji, okreslang jako stata Sps. Enzymy te charakteryzuje si¢
réwniez wartoscia tzw. wspotczynnika Hilla ny, ustalanego na podstawie wykresu Hilla
(Newsholme i Start, 1973). Wspoélczynnik ny moze by¢ wskaznikiem liczby centrow
aktywnych. Dla enzyméw zbudowanych z pojedynczego tancucha polipeptydowego,
czyli takich, ktore cechuje hiperboliczna zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia sub-
stratu, wynosi on 1. Natomiast dla enzymoéw ztozonych, cechujacych si¢ kooperatyw-
nym wigzaniem substratu, wspotczynnik ny przyjmuje wartosci wyzsze od 1.

Enzymy ztozone cechuje czgsto wystgpowanie, obok centrow aktywnych, tzw. cen-
trow allosterycznych, tj. miejsc wigzania czasteczek zwanych efektorami heterotro-
powymi. Zwiazki te, cho¢ nie uczestnicza bezposrednio w reakcji katalizowanej przez
enzym, wplywaja w sposob istotny na przebieg samej reakcji, bedac albo jej aktywatora-
mi albo inhibitorami. Wigzac si¢ z centrum (centrami) allosterycznym(i) enzymu, wy-
muszaja na nim przyjecie konformacji wysoce aktywnej (wtedy sa efektorami
pozytywnymi czyli aktywatorami), badz stabilizuja konformacj¢ o malej aktywnosci
(wtedy sa efektorami negatywnymi, inhibitorami). Aktywator allosteryczny zwiazawszy
si¢ z czasteczka enzymu zwykle wywoluje zmiang ksztattu krzywej zaleznosci szybko-
$ci reakcji od stezenia substratu w kierunku ,,sptycenia" jej sigmoidalnego charakteru
(az do zamiany w wykres hiperboliczny). Natomiast inhibitor ,,poglebia" sigmoidalny
ksztalt tej krzywej. Powinowactwo enzymu wobec aktywatorow i inhibitorow rowniez
charakteryzowa¢ mozna stezeniami efektorow, w ktorych przejawiajg one potoweg swe-
go maksymalnego oddzialtywania. Mowimy wtedy o stalej aktywacji (K,) dla aktywato-
roéw 1 o stalej inhibicji (K;) dla inhibitorow.

Nie wglebiajac si¢ w rozwazania teoretyczne nad modelami regulacji aktywnosci en-
zymow allosterycznych (Monod i wsp. 1965; Koshland i wsp. 1966), warto zastanowié¢
si¢ nad znaczeniem enzymow cechujacych si¢ kinetyka sigmoidalng dla regulacji meta-
bolizmu. Trzeba zauwazy¢, iz stezenia substratow w warunkach fizjologicznych, tj.
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w Srodowisku wewnatrzkomorkowym, niezmiernie rzadko sa wysokie. Na ogot sa niskie
(Rys. 1). W zakresie stgzen fizjologicznych enzym o kinetyce hiperbolicznej wykazuje
zwykle znaczna aktywnos¢, co wigcej, reaguje on w duzym stopniu na zmiang st¢zenia
substratu. Natomiast enzym o kinetyce sigmoidalnej jest czgsto mato aktywny w warun-
kach fizjologicznego stezenia substratu. Ponadto nawet znaczny wzrost st¢zenia substra-
tu nic zmienia w sposob istotny jego aktywnosci. Ale tenze enzym aktywowany
allosterycznie zwielokrotnia swoja aktywno$¢ i staje si¢ wysoce wrazliwy na zmiany
w stezeniu substratu. Nic wigc dziwnego, ze enzymy o sigmoidalnej charakterystyce to
przewaznie te, ktore petnig kluczowe role w regulacji metabolizmu. W poszczegdlnych
torach metabolicznych, ztozonych z szeregu postepujacych po sobie reakcji, tylko poje-
dyncze reakcje, zwykle na poczatku lub na koncu toru, sa katalizowane przez takie en-
zymy. Ich aktywacja (lub inhibicja) jest bowiem kluczem otwierajacym (lub zamy-
kajacym) dang droge metaboliczna.

1.2. GLIKOLIZA

Glikoliza (Schemat 1) jest droga kataboliczng zajmujaca centralng pozycje w meta-
bolizmie komoérkowym. Jej substratem jest glukoza (lub glukozo-1-fosforan pochodzacy
z glikogenu), wykorzystywana w sposob zalezny od zapotrzebowania komorki. W wa-
runkach beztlenowych glikoliza spetnia rol¢ podstawowej drogi oddechowej, zapewnia-
jacej podaz bogatego w energi¢ ATP dla komodrki. W czasie oddychania tlenowego rola
glikolizy polega na wstepnej obrobce glukozy do kwasu pirogronowego, by ten po prze-
ksztalceniu w acetylokoenzym A moégl by¢ catkowicie spalony w procesach mitochon-

GLIKOGEN
?|
GLUKOZO-1-FOSFORAN GLﬂ(OZA

.

GLUKOZO-6-FOSFORAN
4

FRUKTOZO-6-FOSFORAN
5 15

FRUKTOZO-1,6-DWUFOSFORAN

/el %F
:';-L%gggGLICERYNOWY - s— FOSFog\(l:ng}g!e ROKSY Schemat 1. Reakcje glikolizy katalizowane przez:
aH ! 1. heksokinaze, 2. fosforylazg glikogenowa,
3. fosfoglukomutaze, 4. izomerazg fosfohekso-
zowa, 5. FOSFOFRUKTOKINAZE, 6. aldolaze,
7. izomerazg fosfotriozowa, 8. dehydrogenazg

aldehydu 3-fosfoglicerynowego, 9. kinaze fosfo-
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9 H
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FOSFOENOLOPIROGRONIAN katalizowane przez enzymy glukogenne: 13. kar-
12 l w boksylaze pirogronianowa, 14. karboksykinaze
fosfoenolopirogronianowa, 15. fruktozo-1,6-bis-

PIROGRONIAN —————— SZCZAWIOOCTAN
13 -fosfataze, 16. glukozo-6-fosfatazg.
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drialnych. Acetylokoenzym A moze by¢ rowniez wykorzystywany do syntezy kwasow
thuszczowych, ktore taczac si¢ z glicerolem, takze pochodzacym od posrednich metabo-
litow glikolizy, tworzg trojglicerydy. Wigkszos¢ enzymow glikolizy moze w warunkach
fizjologicznych katalizowac reakcje odwrotne i cata droga, noszac miano glukoneogene-
zy, moze przebiega¢ w kierunku syntezy glukozy ze zwigzkow niecukrowych, takich jak
aminokwasy glukogenne, mleczan czy tez pirogronian. Jedynie reakcje katalizowane
przez heksokinazg, fosfofruktokinazg i kinaz¢ pirogronianowa (Newshoime i Start,
1973; Hers i Hue, 1983; Pilkis i Claus, 1991), a zdaniem niektorych badaczy takze przez
kinaze¢ fosfoglicerynianowa (Hochachka i Somero, 1973), sa termodynamicznie nieod-
wracalne i w warunkach komodrkowych katalizujg sobie specyficzne reakcje tylko w kie-
runku glikolitycznym. Dla przebiegu glukoneogenezy konieczne sa reakcje kata-
lizowane przez enzymy charakterystyczne dla tej drogi (tj. karboksylazg¢ pirogroniano-
wa, karboksykinaze fosfoenolopirogronianowa i fruktozo-1,6-bisfosfatazg). Nic wige
dziwnego, iz reakcje katalizowane przez heksokinazg, a zwtlaszcza fosfofruktokinaze
i kinaz¢ pirogronianowa sa uwazane za powszechne miejsca regulacji glikolizy w tkan-
kach roslinnych i zwierzgcych. Regulowanie ich aktywnosci jest bowiem kontrolowa-
niem funkcjonowania catej drogi glikolityczne;j.

1.3. FOSFOFRUKTOKINAZA (E.C.2.7.1.11)

Charakterystyka fosfofruktokinazy' byta tematem szeregu opracowan monograficz-
nych (Ramaiah, 1974; Uyeda, 1979; Dunaway, 1983; Hers i Hue, 1983; Clark i Patten,
1984; Hochachka, 1985; Pilkis i Claus, 1991). Enzym ten w tkankach ssakow wystepuje
w formie szeregu izoenzymow. Najmniejsza forma molekularng fosfofruktokinazy, wy-
kazujaca aktywnos¢ katalityczna, jest tetramer (Paetkau i Lardy, 1967; Karadsheh i wsp.
1977; Foe i Trujillo, 1980; Dunaway, 1983; Dunaway i wsp. 1988). Klasyfikacja izo-
enzymatyczna PFK w tkankach szczura (Kurata i wsp. 1972; Gonzales 1 wsp. 1975; Du-
naway i Kasten, 1985, 1986, 1987), krolika (Kemp, 1971; Tsai i Kemp, 1973; Gonzales
i wsp. 1975; Foe i Kemp, 1985) i kilku innych ssakow (Gonzales i wsp. 1975; de Faria
i wsp. 1976, 1978; Foe i Trujillo, 1980), a takze w tkankach cztowieka (Cottreau i wsp.
1979; Meienhofer i wsp. 1980; Vora i wsp. 1980; Dunaway i wsp. 1988; Nakajima
i wsp. 1990) wykazala, cho¢ nie bez poczatkowych kontrowersji, istnienie w tkankach
ssakow co najmniej trzech podstawowych podjednostek PFK:

1) typu watrobowego (okreslanej jako typ L lub typ B), o ci¢zarze czasteczkowym
76 000 - 80 000 (Cottreau i wsp. 1979; Dunaway i wsp. 1988), dominujaca w watro-
bie, erytrocytach, nerkach, tozysku,

2) typu mig$niowego (typ M lub typ A), o cigzarze czasteczkowym 82 500 - 85 000
(Dunaway i wsp. 1988), dominujaca w migsniach, sercu, mozgu,

Termin fosfofruktokinaza uzywany jest obecnie dla okreslenia dwoch réznych enzymow: fosfofrukto-
kinaza 1 (PFK-1, E.C.2.7.1.11) to klasyczny enzym glikolityczny katalizujacy reakcj¢ przemiany fruktozo-6-
-fosforanu we fruktozo-1,6-bisfosforan, natomiast fosfofruktokinaza 2 (PFK-2, E.C.2.7.1.105) to niedawno od-
kryty dwufunkcyjny enzym katalizujacy reakcje¢ syntezy (i hydrolizy) fruktozo-2,6-bisfosforanu (El-Maghrabi
i wsp. 1981, 1982bc; Furuya i Uyeda, 1981; Van Schaftingen i Hers, 1981; Van Schaftingen i wsp. 1982a).
W niniejszej pracy termin fosfofruktokinaza (PFK) jest uzywany dla okreslenia fosfofruktokinazy 1.
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3) typu ptytkowego (nazywanego tez typem moézgowym lub fibroblastowym - a pod-
jednostke okresla si¢ jednym z symboli: typ P, typ F lub typ C), o cigzarze
86 000 - 87 000 (Dunaway i wsp. 1988), wystepujacego w plytkach krwi, fibroblas-
tach, mozgu.

Podjednostki te sg kodowane przez niezalezne loci genowe (Weil i wsp. 1980; Vora

iFrancke, 1981, Vora, 1981; Vorai wsp. 1982ab, 1983).

W wickszosci tkanek syntetyzowane sa dwa lub nawet trzy typy podjednostek jedno-
czesnie. W konsekwencji w tkankach tych, obok homotetramerow zbudowanych z czte-
rech jednakowych podjednostek, spotyka si¢ liczne hybrydowe formy hetero-
tetrameryczne. Obserwuje si¢ rowniez zmian¢ dominacji podjednostek PFK w poszcze-
golnych tkankach w trakcie rozwoju osobniczego (Kurata i wsp. 1972; de Faria 1 wsp.
1978; Kahn i wsp. 1980; Thrasher i wsp. 1981).

Skomplikowany ukfad izoenzymatyczny PFK tkanek ssakow pogtebia dodatkowo
zdolno$¢ enzymu do agregacji podjednostek w formy polimeryczne o ci¢zarze czastecz-
kowym osiagajacym szereg milionéw (Paetkau i Lardy, 1967; Reinhart i Lardy, 1980b;
Koster i wsp. 1980; Foe i Trujilto, 1980; Hesterberg i Lee, 1982; Foe i Kemp, 1985).
Znaczenie agregacji i dysagregacji podjednostek PFK dla regulacji aktywnosci enzymu
nie jest jednoznacznie ustalone (Dunaway, 1983), zwlaszcza, ze oceng szybkosci tych
procesow w warunkach in vivo utrudniajej zalezno$¢ od procedury izolacji i oczyszcza-
nia enzymu (Luther i wsp. 1985).

Fosfofruktokinaz¢ cechuje jeden z bardziej skomplikowanych mechanizméw regula-
cji aktywnos$ci (Lowry, 1965; Newsholme i Start, 1973). Pewne elementy tej regulacji s

jednak wspolne dla izoenzymow PFK roznych typow, pochodzacych z réznych tkanek
1 organizmow:

1) kooperatywne dziatanie z substratem fruktozo-6-fosforanem,

2) kosubstrat, ATP, jest jednoczesnie allosterycznym inhibitorem,

3) aktywnos¢ jest modyfikowana przez liczne aktywatory,

4) aktywno$¢ enzymu zalezy od stopnia agregacji czasteczki.

Izoenzymy PFK izolowane z wigkszos$ci tkanek réznych organizmow cechuje wybit-
nie silnie zaznaczona sigmoidalna krzywa kinetyki reakcji z fruktozo-6-fosforanem jako
substratem (Ling i wsp. 1965; Lowry, 1965; Kurganow i wsp. 1975; Bock i Frieden,
1976). Kooperacja enzymu i substratu widoczna jest zwlaszcza w pH zblizonych do
obojetnego 1 nizszych, ulega ostabieniu (badz zanika calkowicie) w pH wyzszych od 8
(Reinhart 1 Lardy, 1980a). Efekt ten szczegolnie zaznacza si¢ w przypadku izoenzymow
zbudowanych z podjednostek typéw A i B, stabiej u tych zawierajacych podjednostki C
(Meienhofer i wsp. 1980; Foe i Kemp, 1985).

ATP, substrat w reakcji katalizowanej przez PFK, jest jednocze$nie silnym inhibito-
rem allosterycznym PFK, wigzanym przez miejsce odmienne niz centrum aktywne en-
zymu (Uyeda i Racker, 1965; Lowry i Passonneau, 1966; Kiihn i wsp. 1974; Dunaway
i Weber, 1974; Akkerman i1 wsp. 1975; Meienhofer i wsp. 1980; Foe i Kemp, 1985;
Dunaway i wsp. 1988).

Aktywno$¢ PFK modyfikowana jest przez liczne aktywatory allosteryczne, takie jak
AMP, ADP, jony fosforanowe, fruktozo-1,6-bisfosforan i inne podwojnie ufosforylowa-
ne monocukry (Uyeda i Racker, 1965; Lowry i Passonneau, 1966; Kiihn i wsp. 1974;
Tornheim i Lowenstein, 1976; Uyeda, 1979; Mayr, 1989). Natomiast aktywnos¢ PFK
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hamuja cytrynian, fosfoenolopirogronian, fosfokreatyna, 2-fosfoglicerynian i 3-fosfogli-
cerynian (Uyeda i Racker, 1965; Colombo i wsp. 1975; Tornheim i Lowenstein, 1976;
Uyeda, 1979). Izoenzymy PFK z réznych tkanek i zwierzat roznig si¢ stopniem wrazli-
wosci na poszczegolne inhibitory i aktywatory (Layzer i wsp. 1969; Kemp, 1971; Duna-
way 1 Weber, 1974; Dunaway i wsp. 1974, 1988; Dunaway, 1983; Foe i Kemp, 1985).

Szczegodlng role w aktywacji PFK odgrywa fruktozo-2,6-bisfosforan, metabolit od-
kryty na poczatku lat osiemdziesiatych przez trzy niezalezne zespoly badawcze (Van
Schaftingen 1 wsp. 1980; Hers i wsp. 1981, 1982; Hers i Van Schaftingen, 1982; Pilkis
i wsp. 1981, 1982b; Claus i wsp. 1981; Furuya i Uyeda, 1980ab; Uyeda i wsp. 1981,
1982). Badania nad PFK, w ktorych in vitro dobierano stezenia substratow, pozytyw-
nych i negatywnych efektorow, a takze kationéw i jonéw wodorowych (pH) tak, by od-
zwierciedlaty warunki fizjologiczne, doprowadzily do stwierdzenia, ze fosfofrukto-
kinaza jest calkowicie nieaktywna in vivo (Reinhart i Lardy, 1980a). Po podaniu hormo-
now (np. glukagonu, adrenaliny) silnie modyfikujacych metabolizm komoérkowy nie
stwierdzono takich zmian st¢zen substratow i efektorow, ktore pozwalalyby na aktywa-
cje fosfofruktokinazy (Pilkis i wsp. 1982a; Uyeda i wsp. 1982). Z drugiej strony nasu-
wato si¢ spostrzezenie, ze enzym ten musi by¢ aktywny dla sprawnego katabolizmu
glukozy droga glikolityczng. Fruktozo-2,6-bisfosforan juz w bardzo niskich st¢zeniach
aktywuje allosterycznie fosfofruktokinaze, przeksztalcajac sigmoidalng kinetyke z fruk-
tozo-6-fosforanem w hiperboliczna, a takze catkowicie znoszac hamujace dziatanie
wyzszych stgzen ATP. Co wigcej, w tkankach stwierdza si¢ zmiany st¢zen fruktozo-2,6-
-bisfosforanu w odpowiedzi na bodzce metaboliczne i hormonalne, wystarczajace do
wlaczenia badz wylaczenia PFK (Pilkis i wsp. 1983; Claus i wsp. 1984; El-Maghrabi
i Pilkis, 1984; Van Schaftingen, 1987).

Stopien kooperatywnych oddziatywan substratu F6P i enzymu, a takze jego wrazli-
wo$¢ na hamujace dziatanie ATP i aktywujace F-2,6-bP, zaleza od stopnia agregacji
czasteczki (Reinhart i Lardy, 1980b; Reinhart, 1980; Bosca i wsp. 1985; Reinhart i Hart-
leip, 1987). Z drugiej strony aktywatory PFK faworyzuja agregacje podjednostek w struk-
tury zbudowane z 16 i wigcej protomerdw, inhibitory stymuluja dysocjacj¢ ztozonych
polimerow na podjednostki (Hesterberg i Lee, 1982; Luther i wsp. 1985).

Fosfofruktokinaza ssakow moze by¢ inaktywowana w wyniku fosforylacji katalizo-
wanej przez kinazg¢ biatkowa zalezng od cAMP (Brand i Soéling, 1975; Brand i wsp.
1976; Hofer i Fiirst, 1976; Hussey i wsp. 1977; Kagimoto i Uyeda, 1980; Claus i wsp.
1980). Mozliwos¢ ta zdawala si¢ tlumaczy¢ mechanizm obserwowanej inhibicji PFK
pod wplywem glukagonu, hormonu dziatajacego na tkanki docelowe poprzez aktywacje
cyklazy adenylanowej i wzrost komorkowego stezenia cAMP (Taunton i wsp. 1974;
Castano i wsp. 1979; Pilkis i wsp. 1979; Kagimoto i Uyeda, 1980; Nieto i Castaiio,
1980). Jednak okazato sig, iz katalityczne wilasno$ci ufosforylowanej formy PFK nie
roéznig si¢ znacznie od wiasnosci formy nieufosforylowanej (Claus i wsp. 1980; Foe
i Kemp, 1982) a mechanizm dzialania glukagonu polega prawdopodobnie na obnizaniu
komorkowego poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu (Hue i wsp. 1982; Kuwajima i Uyeda,
1982; Richards i Uyeda, 1982), w wyniku inaktywacji syntetyzujacej go kinazy i akty-
wacji hydrolizujacej go fosfatazy pod wplywem kinazy biatkowej cAMP-zaleznej (El-
Maghrabi 1 wsp. 1982bc; Furuya i wsp. 1982; Van Schaftingen i wsp. 1981, 1982a;
Pilkis i Claus, 1991). Niedobdr podstawowego aktywatora PFK odpowiedzialny jest za
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inhibicje PFK pod wptywem glukagonu (Hers i Hue, 1983) a fosforylacja PFK jedynie
wzmaga ten efekt, m.in. poprzez obnizenie powinowactwa PFK do F-2,6-bP (Furuya
i Uyeda, 1980a; Claus i wsp. 1982).

14. KINAZA PIROGRONIANOWA (E.C.2.7.1.40)

Kinaza pirogronianowa (PK) byta takze tematem szeregu opracowan monograficz-
nych (Seubert i Schoner, 1971; Ibsen i wsp. 1975; Ibsen, 1977; Hall i Cottam, 1978;
Munday i wsp. 1980; Hers i Hue, 1983; Pilkis i Claus, 1991). W tkankach ssakow wy-
stepuja cztery podstawowe izoenzymy PK (Tanaka i wsp. 1967; Bigley i wsp. 1968;
Imamura i Tanaka, 1972; Van Berkel i wsp. 1972; Ibsen i Krueger, 1973; Osterman
i Fritz, 1973; Osterman i wsp. 1973; Whittell i wsp. 1973; Etiemble i Boivin, 1976;
Strandholm i wsp. 1976; Saheki i wsp. 1982ab):

- izoenzym typu L - wystepujacy w komorkach parenchymatycznych watroby i korze
nerek,

- izoenzym typu K - dominujacy w nerkach, jedyny w tkance tluszczowej 1 w szeregu
innych tkanek, wystepujacy w komorkach siateczkowosrodblonkowych watroby,
a takze w tkankach plodowych i regenerujacych,

- izoenzym typu M - wystepujacy w migsniach szkieletowych i sercowym oraz mézgu,

- izoenzym typu R - wystepujacy w erytrocytach.

PK w tkankach ssakow jest tetramerem a podstawowe izoenzymy sa homotetra-
merami (Cottam i wsp. 1969; Cardenas i wsp. 1973; Cardenas i Dyson, 1973; Kutzbach
1 wsp. 1973; Peterson i wsp. 1974; Hall i wsp. 1978). W tkankach, w ktérych wystepuja
jednoczes$nie dwa rézne podstawowe izoenzymy, stwierdzono obecno$¢ form hybrydo-
wych pomigdzy nimi, o réznej proporcji poszczegoélnych podjednostek typéw K i M
(Strandholm 1 wsp. 1976; Tolle i wsp. 1976; Cardenas i Dyson, 1978; Saheki i wsp.
1978a) oraz typéw K i L (Imamura i Tanaka, 1972; Osterman i Fritz, 1973, 1974;
Strandholm i wsp. 1976; Cardenas i Dyson, 1978; Saheki i wsp. 1978a). Do form hybry-
dowych zaliczano réwniez PK erytrocytéw (Imamura i Tanaka, 1972; Imamura i wsp.
1972; Whittell i wsp. 1973), cho¢ klasyfikowano ten enzym takze jako izoenzym typu L
(Ibsen i wsp. 1975; Etiemble i Boivin, 1976). Ostatnio przewaza poglad klasyfikujacy
PK erytrocytow jako odrgbny, czwarty podstawowy izoenzym (typu R) tkanek ssakow
(Chern i wsp. 1972; Lincoln i wsp. 1975, Saheki i wsp. 1978ab, 1982ab).

Cztery podstawowe podjednostki budujace izoenzymy PK ssakoéw sa syntetyzowane
na podstawie czterech roznych informacyjnych RNA (Marie i wsp. 1981; Noguchi i Ta-
naka 1982). Jednak badania strukturalne i immunologiczne wskazywaly na duze podo-
bienstwo pomigdzy izoenzymami typow M 1 K (Imamura i wsp. 1972; Harada i wsp.
1978; Ibsen i wsp. 1981; Saheki i wsp. 1982ab), a takze pomig¢dzy izoenzymami typoéw
L i R (Tanaka i wsp. 1967; Harada i wsp. 1978; Saheki i wsp. 1978ab, 1982ab; Simon
i wsp. 1982). Analiza klonowanego komplementarnego DNA, zawierajacego informacje
genetyczng dla syntezy podjednostek PK ssakow (Noguchi i wsp. 1983, 1984; Inoue
1 wsp. 1986; Lone i wsp. 1986; Marie i wsp. 1986) doprowadzita do odkrycia, iz infor-
macja genetyczna dla izoenzymoéw M 1 K zawarta jest w jednym genie, a odrgbne pod-
jednostki powstajg przez alternatywne usunigcie dwoch eksondw w trakcie sktadania
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informacyjnego RNA (Noguchi i wsp. 1986). Z kolei jeden gen koduje informacj¢ dla
podjednostek L i R wspotdziatajac z odmiennymi promotorami (Noguchi i wsp. 1987).

Podstawowe izoenzymy kinazy pirogronianowej z tkanek ssakow roznig si¢ wlasno-
$ciami kinetycznymi. Izoenzym typu L i w duzym stopniu przypominajacy go izoenzym
typu R cechuja sigmoidalna kinetyka z fosfoenolopirogronianem jako substratem, allo-
steryczna aktywacja pod wpltywem fruktozo-1,6-bisfosforanu oraz allosteryczna inhibi-
cja wywotywana przez ATP, alaning, fenyloalaning i inne aminokwasy (Tanaka i wsp.
1967; Bailey i wsp. 1968; Carminatti i wsp. 1968; Weber, 1969; Imamura i wsp. 1972;
Carbonell i wsp. 1973; Kutzbach i wsp. 1973; Irving i Williams, 1973ab; Cardenas
i wsp. 1975; Marie i wsp. 1976). Izoenzym typu K jest rowniez enzymem allosterycz-
nym, wrazliwym na kooperacyjne wptywy substratu PEP, aktywatora F-1,6-bP oraz in-
hibitorow ATP, alaniny, fenyloalaniny, z tym, ze kinetyczne wtasnosci (charak-
teryzowane przez state Michaelisa, state aktywacji i inhibicji, wspotczynniki Hilla) roz-
nig ten izoenzym jednoznacznie od izoenzymu typu L (Pogson, 1968a; Jiminez de Assua
i wsp. 1971; Costai wsp. 1972; Imamura i wsp. 1972; Carbonell i wsp. 1973; Van Ber-
kel i Koster, 1973; Van Berkel i wsp. 1973; Van Berkel, 1974; Ibsen i Trippet, 1974;
Irving i Williams, 1976; Corcoran i wsp. 1976). Izoenzym typu M, w przeciwienstwie
do trzech poprzednich izoenzymow, wykazuje hiperboliczng kinetyke z PEP jako sub-
stratem, nie modyfikowang przez F-1,6-bP i inne metabolity (Steinmetz i Deal, 1966;
Tanaka i wsp. 1967; Cottam i wsp. 1969; Imamura i wsp. 1972; Cardenas i wsp. 1973;
Ibsen i Trippet, 1973, 1974; Baranowska i Baranowski, 1975, 1977). cho¢ wrazliwa na
allosteryczng inhibicj¢ fenyloalaning (Oberfelder i wsp. 1984).

Kinaza pirogronianowa typu L moze by¢ fosforylowana przez kinazg¢ biatkowa za-
lezng od cyklicznego AMP (Ljungstrém i wsp. 1974; Humble i wsp. 1975; Titanji 1 wsp.
1976; Berglund i wsp. 1977; Berglund, 1978; El-Maghrabi i wsp. 1980), a takze przez
kinaze biatkowa zalezna od Ca®" i kalmoduliny (Schworer i wsp. 1985; Soderling i wsp.
1986). Natomiast nie wykryto fosforylowania izoenzymow PK typow K i M pod wpty-
wem kinazy bialkowe] zaleznej od cAMP (Humble i wsp. 1975). Wykazano istnienie
w watrobie fosfatazy specyficznie defosforylujacej ufosforylowana PK typu L (Titanji
i wsp. 1976; Titanji, 1977; Jett i wsp. 1981). Fosforylacja zmienia wlasnosci kinetyczne
PK typu L. Obnizeniu ulega powinowactwo do PEP i aktywatora F-1,6-bP, natomiast
wzrasta wrazliwo$¢ na allosteryczne inhibitory ATP i alaning (Feliu i wsp. 1977; Claus
i wsp. 1979; El-Maghrabi i wsp. 1982a). Zmiany te prowadza do znacznego obnizenia
aktywnosci PK w warunkach fizjologicznych, totez mechanizmowi fosforylacji i de-
fosforylacji PK przypisuje si¢ istotng role w regulacji jej aktywnosci w hepatocytach
ssakow (Feliu i wsp. 1977; Hers i Hue, 1983; Pilkis i Claus, 1991).

1.5. MIEJSCA REGULACJI GLIKOLIZY W TKANKACH OWADOW I SKORUPIAKOW

Glikoliza jest podstawowa droga kataboliczng przemiany posredniej. Jest tez pow-
szechna w komorkach organizmoéow zywych. Jej aktywno§¢ wykazano w tkankach za-
réwno owaddéw (Humphrey i Siggins, 1949; Chefurka, 1955, 1965; McGinnis 1 wsp.
1956; Silva i wsp. 1958; Ito i Horie, 1959; Vogell i wsp. 1959; Agosin i wsp. 1961;
Friedmann 1970, 1985; Crabtree i Newsholme, 1972), jak i skorupiakéw (Boyland,
1928; Hu, 1958; Meenakshi i Scheer, 1961; Hochachka i wsp. 1962; McWhinnie
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i Corkill, 1964; Keller, 1965; Huggins, 1966; Huggins i Munday, 1968; Boulton i Hug-
gins, 1970; Schatzlein i wsp. 1973; Dendinger i Schatzlein, 1973). Co wigcej, wykazano
w tych badaniach, ze glikoliza przebiega w tkankach owadéw i skorupiakéw zgodnie
z ogoblnie przyjetym schematem. Sugerowano, iz klasyczne miejsca regulacji aktywnosci
glikolizy, tj. reakcje katalizowane przez fosfofruktokinazg i kinaze pirogronianowa, pet-
nig t¢ funkcj¢ takze w tkankach owadéw (Crabtree i Newshoime, 1972; Ford i Candy,
1972) i skorupiakéw (Hochachka i wsp. 1971). Prace te uzasadniaty podjecie badan nad
charakterystyka fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej w tkankach skorupiakow
i owadow. Ustalenie bowiem mechanizméw kontroli aktywno$ci kluczowych enzymow
glikolitycznych pozwalalo na przedyskutowanie ich roli w regulacji metabolizmu
weglowodanowego w tych tkankach?.

2 Krotki przeglad metod stosowanych w badaniach przedstawiono w ostatnim rozdziale pracy. Szczegéto-
wo opisano je w cytowanych pracach: Lesicki, 1976, 1980, 1983ab; Lesicki i Jingst, 1984; Lesicki i Kasprzyk,
1988.



2. GRUCZOL JELITA SRODKOWEGO SKORUPIAKOW

U skorupiakéw dziesigcionogich wokot jelita srodkowego znajduje si¢ duzy, ztozo-
ny z kilku platow, gruczol. Powstaje on wokotl kanalikow odchodzacych od jelita $rod-
kowego tuz za zotadkiem, rozdzielajacych si¢ i $lepo zakonczonych wsrod komorek
gruczotu (Dall i Moriarty, 1983; McLauglin, 1983). Struktur¢ gruczotu opisano u szere-
gu gatunkow skorupiakow (Travis, 1955; Pillai, 1960; Dall, 1967; Bunt, 1968; Stanier
i wsp. 1968; Madhyastha i Rangneker, 1974; Barker i Gibson, 1977; Gibson i Barker,
1979). Gruczot ten niewatpliwie pelni funkcj¢ trawienna, wydzielajac enzymy trawiace
biatka (Kriiger i Graetz, 1927; Rosen, 1937; De Villez i Buschleu, 1967; Kleine i wsp.
1967ab; Brockerhoff i wsp. 1970; Kleine i Spangenberg, 1974), cukrowce (Wiersma
i Van der Veen, 1928; Van Weel, 1970; Wojtowicz i Brockerhoff, 1972; Brun i Woj-
towicz, 1976; Dall i Moriarty, 1983) oraz ttuszcze (Kruger i Graetz, 1928; Brocker-
hoff i wsp. 1967, 1970; Loizzi i Paterson, 1971), a takze produkujac substancje emul-
syfikujace thuszcze (Van den Oord, 1966; Holwerda i Vonk, 1973). Trawienie pokarmu
odbywa si¢ przede wszystkim w $wietle kanalikow gruczotu, ktorego komoérki wchtania-
ja produkty trawienia (Speck i Urich, 1970; Dall i Moriarty, 1983). Zaledwie 9% wchta-
nianej glukozy trafia w niezmienionej postaci do hemolimfy, reszta przeksztatcana jest
przez komorki gruczotu w glikogen, maltozg, galaktoze, trehalozg, kwasy organiczne
i aminokwasy. Podobnie intensywnie metabolizowane sa wchlaniane aminokwasy
i kwasy ttuszczowe (Speck i Urich, 1972a; Urich i wsp. 1973). Komorki gruczotu zdolne
sg do akumulowania thuszczowcow (Stanier i wsp. 1968; Loizzi, 1971; Momin i Rang-
neker, 1975) i glikogenu (Loizzi, 1971; Rangneker i Momin, 1974). Zawarto$¢ maga-
zynowanych tlhuszczowcow, bialek i glikogenu ulega istotnym zmianom w réznych
stanach metabolicznych skorupiakow (Renaud, 1949; Heath i Barnes, 1970; Madhyastha
i Rangneker, 1974; Spindler-Barth, 1976; Chang i O'Connor, 1983) i jest ona kontrolo-
wana hormonalnie (Kincaid i Scheer, 1952; Neiland i Scheer, 1953; Parvathy, 1971,
1972; Madhyastha i Rangneker, 1976). Zapasy glikogenu miatyby stuzy¢ stabilizowaniu
poziomu glukozy w hemolimfie skorupiakéw (Heath i Barnes, 1970; Spindler-Barth,
1976) oraz do uzupetiania puli glukozaminy, niezbgdnej do syntezy nowego szkieletu
zewnetrznego po linieniu (Renaud, 1949; Madhyastha i Rangneker, 1974). Sugestie
te zgodne byly z teza, iz gruczot jelita srodkowego laczy trawienne funkcje trzustki
i metaboliczne funkcje watroby krggowcow (Vonk, 1960), ktorg to teze przyjmowano
juz wczesniej, poshugujac si¢ terminem watrobotrzustka dla okreslenia tego organu. Po-
dobienstwa funkcji tego gruczolu skorupiakow do funkcji watroby ssakow zostaty jed-
nak zanegowane (Van Weel, 1970, 1974; Dall i Moriarty, 1983), w konsekwencji czego
zalecono uzywanie nazwy gruczot jelita Srodkowego zamiast nieadekwatnego terminu
watrobotrzustka (Van Weel, 1974). To zalecenie oparto co najmniej na trzech przestan-
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kach. Po pierwsze, stwierdzano trudnosci z wykazaniem aktywnosci kluczowych enzy-
mow przemiany posredniej (Schatzlein 1 wsp. 1973), typowej dla metabolizmu wa-
troby (Newsholme i Leech, 1983). Po drugie, kwas mlekowy powstajacy po wysitku
w migs$niach skorupiakéw przeksztalcany jest z powrotem w glukoz¢ przy niewiel-
kim udziale tego gruczotu (Phillips i wsp. 1977), podczas gdy przemiana taka jest cha-
rakterystyczna funkcja watroby ssakow (Newsholme i Start, 1973). Po trzecie wreszcie,
poczatkowe wyniki wskazywaly, ze glikogen zawarty w gruczole jelita srodkowego nie
jest zrodtem podwyzszonego poziomu glukozy w hemolimfie w odpowiedzi na iniekcje
hormonu hiperglikemicznego (Keller i Andrew, 1973; Telford, 1975), podczas gdy gli-
kogen watrobowy zuzywany jest dla podwyzszenia poziomu glukozy we krwi ssakow
(Newsholme i Start, 1973; Newsholme i Leech, 1983). Sugerowano takze, ze zapasy gli-
kogenu gromadzone w hemocytach hemolimfy moga spetnia¢ rol¢ rezerwy glukozy dla
stabilizowania jej poziomu w hemolimfie, jak rowniez dla cyklicznej syntezy chityny
w epidermie (Johnston i wsp. 1971, 1973; Johnston i Davies, 1972; Williams i Lutz,
1975ab; Bauchau i Mengeot, 1978). Zalecona nazwa gruczot jelita srodkowego nie zo-
stala jednak powszechnie zaaprobowana. Termin watrobotrzustka jest nadal uzywany,
co wigcej, ponownie uzasadniano jego adekwatnos$¢ i celowos$¢ stosowania (Gibson
i Baker, 1979). Enzymy katalizujace reakcje glukoneogenezy (drogi metabolicznej
charakterystycznej dla watroby ssakow) sa aktywne w omawianym gruczole (Munday
i Poat, 1971; Van Marrewijk i wsp. 1973; Giles i wsp. 1976b; Phillips i wsp. 1977).
Ponowne badania, z zastosowaniem bardziej czutych technik, wykazaty, ze gruczot jeli-
ta $rodkowego jest tkanka docelowa dla hormonu hiperglikemicznego skorupiakow
(Sedlmeier i1 Keller, 1981), zdolng do uwalniania glukozy do hemolimfy (Sedlmeier,
1985, 1987).

Gruczot jelita srodkowego nie petni funkcji wylacznie trawiennych w organizmie
skorupiakéw. Jest tkankag gromadzacg zapasy weglowodanowe, tluszczowcowe i biatko-
we. Poniewaz w jego obrebie zachodzi prawie catkowicie wchianianie strawionego po-
karmu, mozna przypuszczaé, iz komorki gruczolu petnia funkcje spichrzowe nie tylko
dla zaspokajania swoich potrzeb, ale zgromadzone w nich zapasy stanowia rezerwe¢ dla
wszystkich tkanek skorupiaka. Mozna doszukiwa¢ si¢ podobiefstw funkcji tego gru-
czotu do watroby czy tkanki tluszczowej ssakow, czy tez wreszcie do ciata thuszczowe-
go owadow, pamigtajac jednoczesnie, ze komorki gruczotu jelita srodkowego nie s3
hepatocytami, totez podobienstwa pomiedzy nimi w pewnych aspektach, na przyktad
metabolizmu weglowodanowego, nie muszg wyklucza¢ réznic w innych procesach.
Znajdujac takie podobienstwa nie mozna jednak przenosi¢ na gruczot jelita skorupia-
kow catej charakterystyki metabolizmu watroby ssakdéw. Konieczne sg wige dalsze ba-
dania nad metabolizmem tej tkanki, ktore w pelni wytlumacza jej role w organizmie
skorupiakdw.

2.1. FOSFOFRUKTOKINAZA Z GRUCZOLU JELITA SRODKOWEGO SKORUPIAKOW

Po trudnos$ciach z wykryciem aktywnosci fosfofruktokinazy w gruczole jelita $rod-
kowego kraba Pachygrapsus crassipes (Schatzlein 1 wsp. 1973), enzym ten stwierdzono
w gruczole raka O.limosus 1 wstepnie go scharakteryzowano (Lesicki, 1980, 1983d).
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Fosfofruktokinaza gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus funkcjonuje z maksy-
malng szybkosciag w zakresie pH od 7,7 do 7,9 (Rys. 2A). Ten wierzcholek aktywnosci
nie zalezy od buforu w $rodowisku reakcji, cho¢ w buforze Hepes-NaOH aktywnos¢ en-
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Rys. 2. Wpltyw pH na aktywno$¢ fosfofruktokinazy gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus. (A) Zalezno$¢

mierzono w optymalnych stgzeniach substratow (F6P 1 mM, ATP 0,5 mM) w dwoch buforach: Tris-HCI lub

Hepes-NaOH. (B) Zalezno$¢ mierzono w niskim stezeniu F6P (0,1 mM) oraz w réznych stezeniach aktywato-

row F-2,6-bP i AMP. (C) Wplyw ,,potencjatu energetycznego" nukleotydéw adenylowych (E.Ch.) na badana

zalezno$¢.
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zymu jest nieco wyzsza niz w pozostatych buforach. Optimum pH dla fosfofruktokinazy
jest takie samo przy wysokim (Rys. 2A) i niskim (Rys. 2B) stezeniu substratu F6P.
Aktywnos¢ enzymu gwattownie spada ponizej pH 7,5. Przy niskim st¢zeniu substratu
aktywno$¢ maleje tak znacznie, ze w pH 7,0 - 7,2 jest praktycznie niezmierzalna
(Rys. 2B).

Fruktozo-2,6-bisfosforan aktywuje fosfofruktokinaze gruczotu jelita srodkowego
O.limosus w szerokim zakresie pH (Rys. 2AB). Szczegolnie silnie przejawia si¢ ta akty-
wacja w pH nizszych od 7,5, zwlaszcza przy niskim st¢zeniu substratu.

Fruktozo-2,6-bisfosforan wspotdziata z AMP w aktywowaniu PFK gruczotu jelita
srodkowego (Rys. 2B). F-2,6-bP w stezeniu 0,6 uM nie wystarcza do petnej aktywacji
PFK w pH nizszym od 7,5. Ale to st¢zenie F-2,6-bP, podane w obecnosci 0,1 mM AMP,
aktywuje enzym w takim samym stopniu jak 10 pM F-2,6-bP. Wspolna aktywacja PFK
przez 0,6 pM F-2,6-bP 1 0,1 mM AMP przewyzsza aktywujace dzialanie samego AMP.

Wspoldziatanie fruktozo-2,6-bisfosforanu i AMP w aktywacji PFK gruczotu jelita
srodkowego potwierdzaja krzywe zaleznosci aktywno$ci enzymu od pH wyznaczone
w obecnoéci roznego ,potencjalu energetycznego" nukleotydéw adenylowych’®
(Rys. 2C). Przy ,,potencjale" rownym 0,98 (a wigc, gdy pulg nukleotydow adenylowych
stanowil przede wszystkim ATP), wierzchotek aktywnosci wypada przy pH 7,7 - 7,9,
a ponizej pH 7,5 aktywno$¢ gwattownie maleje. Dodanie do ptynu inkubacyjnego fruk-
tozo-2,6-bisfosforanu w stezeniu koncowym 0,6 uM w niewielkim stopniu modyfikowa-
to t¢ zalezno$¢. Natomiast gdy F-2,6-bP jest znacznie bardziej st¢zony (10 pM),
obserwuje si¢ silna aktywacj¢ enzymu w pH ponizej 7,5. Gdy ,,potencjal energetyczny"
maleje do 0,82 (tzn. w medium inkubacyjnym wzrasta st¢zenie AMP), optimum pH nie
ulega zmianie, ale obnizenie aktywno$ci PFK w nizszych pH jest znacznie mniejsze.
Jest jeszcze mniejsze, gdy w Srodowisku reakeji o ,,potencjale” 0,82 pojawia si¢ 0,6 uM
F-2,6-bP.

2.1.2. Zalezno$¢ aktywnoS$ci od stezenia ATP

PFK gruczotu jelita $rodkowego O.limosus cechuje hiperboliczna kinetyka z ATP
jako substratem (Lesicki, 1980). Powinowactwo enzymu do substratu zalezy od st¢zenia
F6P (Tablica 1). W wysycajacych enzym stezeniach F6P, a takze w obecno$ci 0,1 mM
AMP lub 10 pM F-2,6-bP, stwierdzano znacznie nizsza warto$¢ Sys wobec ATP niz
w stezeniu fizjologicznym (F6P= 0,1 mM). Wskazuje to, ze kosubstrat (F6P) i aktywato-
ry (AMP, F-2,6-bP) zwigkszaja powinowactwo enzymu do ATP.

ATP, jak w stosunku do fosfofruktokinaz z innych zrédet, jest dla PFK raka O.limo-
sus nie tylko substratem, ale i inhibitorem (Lesicki, 1980). Stgzenia ATP powyzej
1 mM gwaltownie hamuja aktywnos$¢ enzymu, a czg$ciowo przeciwdziata temu wzrost
stezenia jonow Mg*" (Lesicki, 1980). Szczegolng rolg w przywracaniu aktywnosci PFK

3 Potencjat energetyczny" (energy charge, E.Ch.) nukleotydéw adenylowych okresla wzajemny stosu-
nek ATP, ADP i AMP w puli nukleotydéw adenylowych. Wyznaczany jest na podstawie rOwnania ,,potencjatu
energetycznego" (Atkinson i Walton, 1967):

[ATP]+ 1/2 [ADP] E.Ch
[ATP] + [ADP] + [AMP]
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Tablica 1. Powinowactwo fosfofruktokinazy gruczolu jelita $rodkowego raka O. limosus do ATP jako

substratu.
F6P AMP F-2,6-bP s,
0.5 ny

mM mM mM

0,1 0 0 5) 185+5 0,98 £ 0,01
0,1 0,1 0 4 45+ 6 1,00 +£ 0,01
0,1 0 0,01 3) 43+9 1,01 £ 0,01

1,0 0 0 @ 52+8 0,98 + 0,01

Podano wartosci $rednie + S.E Pomiary prowadzono w pH 7,6. Wartosci Sy s wyrazono w pM. W nawiasach podano

liczbe eksperymentow.

pelig jednak aktywatory AMP i F-2,6-bP (Rys. 3). W niskim fizjologicznym steze-
niu F6P (0,04 mM) aktywnos$¢ PFK jest niewielka i przy wzroscie stgzenia ATP powy-
zej 1 - 2 mM raptownie spada do zera. AMP aktywuje enzym i przesuwa hamujace dzia-
fanie ATP w wyzsze stgzenia: np. PFK jest catkowicie nieaktywna przy 3 mM ATP
i bez AMP w $rodowisku reakcji, natomiast w obecnosci 0,1 mM AMP aktywno$¢ PFK
przewyzsza najwyzsza aktywno$¢ osiggana bez aktywatora. 10 uM F-2,6-bP zwigksza
aktywno$§¢ PFK wielokrotnie i w jego obecno$ci enzym jest aktywny nawet w stgze-
niach 10-15 mM ATP. AMP i F-2,6-bP wspoldzialaja przeciwko inhibicji enzymu
przez ATP. W ich wspolnej obecnosci PFK jest lepiej chroniona przed hamujacym dzia-

faniem wyzszych stezen ATP.
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Rys.3. Hamowanie aktywnosci fosfofruktokinazy gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus przez wyzsze stg-
zenia ATP. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecnosci 0,04 mM F6P
oraz przy braku lub w obecnosci 0,1 mM AMP i 10 pM F-2,6-bP.
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2.1.3. Zalezno$¢ aktywnoSci od stezenia fruktozo-6-fosforanu

PFK gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus cechuje sigmoidalna krzywa kine-
tyki reakcji z fruktozo-6-fosforanem jako substratem (Lesicki, 1980). Stopien wspot-
dziatania enzymu z substratem zalezy od pH $rodowiska reakcji, od stezen drugiego
substratu (a zarazem inhibitora) ATP, oraz od stezen aktywatorow AMP i F-2,6-bP
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Rys.4. Zaleznosé¢ aktywnosci fosfofruktokinazy gruczotu jelita sSrodkowego raka O.limosus od st¢zenia substra-
tu fruktozo-6-fosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obecnos$ci
0,1 lub 0,8 mM ATP oraz przy braku lub w obecnosci 10 uM F-2,6-bP. W dolnej czgsci rysunku przedstawio-
no zalezno$¢ w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 2.
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(Rys. 4 - 6). W nizszym pH (7,0) oraz przy nizszym stezeniu ATP (0,1 mM) enzym ce-
chuje najmniejsze powinowactwo do substratu, wyrazane wysoka wartoscia statej Sys
(907 uM; Tablica 2) oraz wysokim wspolczynnikiem Hilla ny (2,4; Tablica 2). Powino-
wactwo PFK do F6P wzrasta wraz ze st¢zeniem ATP i pH srodowiska. Przy optymal-
nym stgzeniu ATP, rownym 0,8 mM (Lesicki, 1980), i pH 7,0 enzym nadal cechuje
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Rys. 5. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy gruczohu jelita srodkowego raka O.limosus od st¢zenia sub-
stratu fruktozo-6-fosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecno-
$¢i0,1;0,5; 0,75 lub 0,8 mM ATP oraz przy braku lub w obecnosci 10 uM F-2,6-bP, 0,05 mM AMP i 0,3 mM
ADP. W dolnej czgéci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zesta-
wiono w Tablicy 2.
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sigmoidalna kinetyka z F6P (Rys. 4, Tablica 2), natomiast w pH 7,6 sigmoidalny ksztalt
krzywej kinetyki ledwie zaznacza si¢ (wspotczynnik Hilla bliski 1; Rys. 5, Tablica 2).
Wzrost stgzenia ATP do 2 mM (Rys. 6) zwigksza jeszcze bardziej powinowactwo do
substratu (Sp5=66 uM; Tablica 2), lecz hamujace dziatanie ATP przejawia si¢ w powro-
cie do sigmoidalnego ksztaltu krzywej kinetyki reakcji (ny=1,73).
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Rys. 6. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy gruczotu jelita srodkowego raka O./imosus od stezenia sub-
stratu fruktozo-6-fosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecno-
$ci 1,06 lub 2 mM ATP oraz przy braku lub w obecnosci 0,01 mM F-2,6-bP, 0,1 mM AMP i 0,04 mM ADP.
W dolnej czg$ci rysunku zaleznos$é przedstawiono w postaci wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono
w Tablicy 2.
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F-2,6-bP silnie aktywuje PFK gruczotu jelita srodkowego raka (Rys. 4-6; Tabli-
ca 2). W jego obecnosci ksztatt krzywej kinetyki z F6P jako substratem zmienia si¢
w hiperboliczny (wspoétczynnik Hilla bliski lub rowny 1; Tablica 2) i wielokrotnemu ob-
nizeniu ulega stala S5, co obserwowano we wszystkich badanych warunkach reakc;ji.
W obecnosci 10 MM F-2,6-bP stwierdzano petna aktywacj¢ enzymu i niezaleznos¢ obu
parametréw kinetycznych (Sy s 1 7y) od pH 1 stezenia ATP (Tablica 2).

Tablica 2. Powinowactwo fosfofruktokinazy gruczotu jelita §rodkowego raka O.limosus do substratu fruktozo-
-6-fosforanu

ATP F-2,6-bP AMP ADP

pH So.s ny
mM mM mM mM

7,0
0,1 0 0 0 ) 907 2,40
1,0 0,01 0 0 1) 26 0,96
0,8 0 0 0 ) 507 1,53
0,8 0,01 0 0 (i) 28 1,01

7,6
0,1 0 0 0 5) 247 = 14 1,77 + 0,07
0,1 0,01 0 0 3) 32+ 10 1,09 + 0,03
0,5 0 0 0 4 116 £ 18 1,28 + 0,08
0,75 0 0,05 0,3 “) 33+ 4 1,00 + 0,01
0,8 0 0 0 3) 116 + 13 1,08 + 0,04
0,8 0,01 0 0 3) 29+ 6 1,00 + 0,04
1,06 0 0 0,04 ) 81 1,51
2,0 0 0 0 [6)) 66 1,73
2,0 0,01 0 0 ) 22 1,08
2,0 0 0,1 0 [€)) 30 1,08
2,0 0,01 0,1 0 [€)) 17 1,01

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 4 - 6, w podpisach
ktorych opisano sklad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegolnych ekspe-
rymentach (liczba eksperymentow w nawiasach). Wartosci Sos wyrazono w uM.

ADP a zwlaszcza AMP aktywuja PFK gruczotu jelita srodkowego (Lesicki, 1980).
W obecnosci 0,1 mM AMP (w pH 7,6) kinetyka reakcji z F6P ma ksztatt hiperboliczny.
Wzajemny stosunek nukleotydow adenylowych wyrazany réwnaniem ,,potencjalu ener-
getycznego" istotnie wptywa na reakcj¢ z FO6P (Lesicki, 1980). Krzywa kinetyki jest
sigmoidalna, gdy ,,potencjat energetyczny" jest bliski 1 (pule nukleotydow adenylo-
wych stanowi prawie w catosci ATP). Natomiast staje si¢ ona hiperboliczna z roéwno-
czesnym wzrostem powinowactwa PFK do F6P (obnizenie wartoSci Sps), gdy
»potencjal energetyczny" ma warto$¢ 0,82, ktora jest wartoscig fizjologiczng dla gru-
czotu jelita srodkowego skorupiakow (Giles i wsp. 1976b).

Poréwnano aktywujace dziatanie ADP, AMP i F-2,6-bP na reakcj¢ z FOP jako sub-
stratem mierzong w pH 7,6 i w obecnosci 2 mM ATP (Rys. 6). W warunkach tych bez
aktywatorow, PFK cechuje si¢ stosunkowo duzym powinowactwem do substratu, mimo
to sigmoidalny ksztatt krzywej kinetyki reakcji jest wyraznie widoczny. ADP w stezeniu
0,04 mM nieznacznie zwigksza aktywno$¢ enzymu, a jego wplyw na parametry kine-
tyczne jest niewielki. Natomiast AMP i F-2,6-bP zmieniaja kinetyk¢ w jednoznacznie
hiperboliczna, zwigkszajac jednoczesnie powinowactwo do FOP (obnizenie stalej S s).
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2.1.4. Wplyw adenozyno-5-monofosforanu

AMP aktywuje PFK gruczotu jelita $srodkowego w niskich stezeniach F6P i ATP
(Rys. 7; Lesicki, 1980). Krzywa wysycenia enzymu aktywatorem ma ksztatt hiperboli-

czny, a potow¢ maksymalnej aktywacji (K,) obs

erwuje si¢ w zakresie stezen 10-16 uM
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Rys. 7. Aktywacja fosfofruktokinazy gruczotu jelita $rodkowego raka O.limosus pod wplywem AMP. Po-

miary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym o
ATP oraz przy braku lub w obecnosci 0,01 mM F-2,6-bP.
kresu Hilla.

pH 7,6 w obecnosci 0,1 mM F6P, 0,1 lub 0,7 mM
Zalezno$¢ przedstawiono réwniez w postaci wy-

AMP. W pH 7,6 enzym aktywowany przez F-2,6-bP ulega tylko nieznacznej aktywacji

przez AMP (Rys. 2C, 7). W nizszych pH

wspotdzialanie obu aktywatorow jest

wyrazniejsze (Rys. 2C) i pozwala na pelng aktywacje enzymu juz przez takie stgzenia

aktywatorow, ktore samodzielnie nie wystarczaj

3 do catkowitej aktywacji.
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2.1.5. Wplyw fruktozo-2,6-bisfosforanu

Fruktozo-2,6-bisfosforan jest bardzo silnym aktywatorem PFK gruczotu jelita $rod-
kowego raka O.limosus, przejawiajacym dziatanie juz w nanomolarnych stezeniach
(Rys. 8). Powinowactwo PFK do F-2,6-bP zalezy od pH (Tablica 3). W pH 7,6 jest ono
znacznie wigksze niz w pH 7,0; warto$¢ K, jest w tym pH ponad trzydziestokrotnie niz-
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Rys. 8. Zaleznos¢ aktywnosci fosfofruktokinazy gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus od stg¢zenia akty-
watora fruktozo-2,6-bisfosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 lub
7,6 w obecnosci 0,04 mM F6P i 3 mM ATP oraz przy braku lub w obecnoséci 0,1 mM AMP. W dolnej czg$ci
rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 3.
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sza: Co wigcej, krzywa aktywacji PFK ma ksztalt w przyblizeniu hiperboliczny
(ny = 1,12), natomiast w pH 7,0 wyrazny jest sigmoidalny charakter zaleznosci
(ng = 1,79; Rys. 8, Tablica 3).

AMP utatwia aktywujace dziatanie F-2,6-bP. W obecnosci tego nukleotydu powino-
wactwo PFK do F-2,6-bP zwicksza si¢ (obnizenie wartosci K,), co szczeg6lnie widocz-
ne jest w pH 7,0. W obecnosci 0,1 mM AMP warto$¢ stalej K, jest ponad pigciokrotnie
nizsza a krzywa aktywacji traci swoj sigmoidalny ksztatt (Rys. 8; Tablica 3).

Tablica 3. Powinowactwo fosfofruktokinazy gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus do aktywatora fruk-
tozo-2,6-bisfosforanu.

pH AMP X, -

7,0 - 3) 4480 + 22 179 + 0,02
+ 3) 839 + 31 1,17 0,04

7,6 - 3) 136 + 68 L12 + 0,07
+ @) 49 1,10

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 8, w podpisie ktore-
2o opisano skiad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (£ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegdlnych eksperymen-
tach (liczba eksperymentow w nawiasach). Znakiem ,,+" oznaczono dodanie 0,1 mM AMP, znakiem ,,-" brak AMP.
Wartosci K,. wyrazono w nM.

2.2. KINAZA PIROGRONIANOWA GRUCZOLU JELITA SRODKOWEGO SKORUPIAKOW

Aktywnos¢ kinazy pirogronianowej wykryto w ekstraktach z gruczohu jelita $rodko-
wego szeregu gatunkow skorupiakoéw (Schatzlein i wsp. 1973; Van Marrewijk i wsp.
1973; Van Marrewijk i De Zwaan, 1976). Wlasnos$ci enzymu scharakteryzowano w sze-
regu prac (Lesicki, 1974, 1976, 1977, 1983abce, 1988; Giles i wsp. 1975, 1976abc,
1977; Giles i Poat, 1980; Trausch i Bauchau, 1980, 1984). Por6wnaniu wynikéw przed-
stawionych w tych pracach poswigcono niniejszy rozdziat.

2.2.1. Badania elektroforetyczne i chromatograficzne

Kinaza pirogronianowa gruczohu jelita srodkowego raka O.limosus wystepuje jako
pojedyncze pasmo aktywnosci po elektroforezie, zar6wno na zelu agarowym (Lesicki,
1976), jak i skrobiowym (Rys. 9; Lesicki, 1983b).

PK gruczotu jelita srodkowego homara Homarus americanus rozdzielana na DEAE-
-celulozie daje pojedynczy wierzchotek aktywnosci (Trausch i Bauchau, 1984), nato-
miast enzym gruczotu kraba Carcinus maenas, oczyszczany na tym samym no$niku, da-
je dwa wyraznie oddzielone wierzchotki aktywnosci (Giles i wsp. 1986a). Poniewaz
warunkiem pojawienia si¢ tych dwoch form enzymu jest brak fruktozo-1,6-bisfosforanu
w buforze chromatograficznym, uznano, iz wierzcholki aktywnosci reprezentuja dwie
odmiany konformacyjne tego samego enzymu (Munday i wsp. 1980).

2.2.2. Ciezar czasteczkowy

Cigzar czasteczkowy podjednostki oczyszczonej PK gruczotu jelita $rodkowego,
wyznaczony w elektroforezie na zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu dode-
cylu, wynosi 55 000 dla C.maenas (Giles i wsp. 1976a) oraz 65 000 dla H.americanus
(Trausch i Bauchau, 1984).



31

o

)

=

2 200002080080 008 0508 - —Poloes
~— 18 9 0 9 18 27 36 45 54 63
S~

- 008 B

004}

Rys. 9. Rozdziat elektroforetyczny na zelu skrobiowym ekstraktow tkankowych z: (A) mig$nia odwiokowego,
(B) gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus. Po rozdziale Zel cigto na 3 mm odcinki, z ktorych ekstrakt te-
stowano na obecno$¢ kinazy pirogronianowej w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obecnosci
15 mM PEPi 1| mM ADP. (Cytowano za: Lesicki, 1983b (zmodyfikowane)).

Cigzar czasteczkowy enzymu kraba C.maenas okre§lany na zelu Sephadex G-200
wahat si¢ od 170 000 do 247 000, co sugeruje, iz struktura natywnego enzymu moze
ulega¢ zmianom, od trimerycznej do pentamerycznej (Giles i wsp. 1976a; Munday
i wsp. 1980).

2.2.3. Zalezno$¢ aktywnosci od pH

PK gruczotu jelita $rodkowego O.limosus wykazuje maksymalng aktywnos$¢ w sto-
sunkowo szerokim zakresie pH 6,7 - 7.4 (Rys. 10), typowym dla PK tkanek zwierzg-
cych (Hall i Cottam, 1978). PK z gruczotéw kraba C.maenas (Giles i wsp. 1976abc)
i homara H.americanus (Trausch i Bauchau, 1984) charakteryzowano w pH 7,4, co po-
zwala przypuszczaé, cho¢ w pracach tych nie zaprezentowano doktadniejszych wyni-
kéw, iz takze te enzymy dzialaja maksymalnie w zakresie pH podobnym do opty-
malnego dla O.limosus.

2.2.4. Zalezno$¢ aktywnos$ci od stezenia adenozynodifosforanu

Podobnie jak w przypadku PK szeregu tkanek ssakow (Tanaka i wsp. 1967; Imamu-
ra i wsp. 1972; Carbonell i wsp. 1973), zalezno$¢ aktywnosci PK gruczotu jelita srodko-
wego skorupiakow od st¢zenia ADP opisuje krzywa hiperboliczna (Lesicki, 1976; Giles
i wsp. 1976b). W przeciwienstwie do enzymow z innych zrodet (Hall i Cottam, 1978),
powinowactwo PK gruczotu jelita sSrodkowego skorupiakoéw zalezy od stezenia drugiego
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Rys. 10. Zaleznos¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus od pH.
Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym w obecnosci 1 mM ADP, 0,05 lub 10 PEP,
w jednym z trzech buforéw: Tris-octan, Tris-HCI lub imidazol-HCI.

substratu, tj. fosfoenolopirogronianu, ktérego wzrost powoduje zwickszenie powinowac-
twa enzymu do ADP, wyrazany obnizeniem stalej Sys wobec ADP (Tablica 4; Giles
i wsp. 1976b).

Tablica 4. Powinowactwo kinazy pirogronianowej gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus do ADP jako
substratu.

PEP So.s

ny
mM mM
0,1 3) 0,89 + 0,03 1,01 £ 0,01
0,5 %)) 0,62 1,00
10 3) 0,30 = 0,02 0,99 + 0,01

Podano wartosci $rednie + S.E. W nawiasach podano liczbg eksperymentow. Pomiary prowadzono w pH 7,0 w obecnosci
trzech roznych stezen PEP: 0,1, 0,5 i 1,0 mM.

2.2.5. Zalezno$¢ aktywnosci od stezenia fosfoenolopirogronianu

Krzywa kinetyki reakcji z fosfoenolopirogronianem jako substratem, charakteryzuja-
ca PK gruczotu jelita srodkowego skorupiakow, ma ksztalt sigmoidalny (Giles i wsp.
1975, 1976bc; Lesicki, 1974, 1976; Trausch i Bauchau, 1984). Wskazuje to na pozytyw-
ny efekt homotropowy wywolywany w strukturze enzymu poprzez wiazanie tego sub-
stratu. Powinowactwo PK do PEP zalezy od st¢zenia drugiego substratu, tj. ADP,
(Rys. 11, Tablica 5; Giles i wsp. 1976bc). Obnizenie st¢zenia ADP powoduje spadek po-
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Rys. 11. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej gruczotu jelita sSrodkowego raka O.limosus od st¢zenia
substratu fosfoenolopirogronianu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0
w obecnosci 0,4; 0,6; 10 lub 3,0 mM ADP. W gornej czesci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wy-
kresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 5.

winowactwa PK do PEP (wzrost wartosci statych Sps) i jednoczesny wzrost koopera-
tywnego oddziatywania substratu i enzymu (wzrost warto$ci wspotczynnikow Hilla) za-
réwno w przypadku raka O.limosus jak i kraba C.maenas. Powinowactwo PK gruczolu
jelita srodkowego skorupiakow do PEP zalezy réwniez od:

1) stezenia fruktozo-1,6-bisfosforanu, 2) stezenia alaniny, 3) stezenia ATP, 4) fosfory-
lacji czasteczki enzymu przez kinazg biatkowa zalezna od cyklicznego AMP.
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Tablica 5. Powinowactwo kinazy pirogronianowe]j gruczohu jelita srodkowego raka O.limosus do fosfoenolo-
pirogronianu jako substratu.

ADP
mM Sos nu
0.4 3) 237443 192 £ 0,11
0.6 ) 182 1,59
10 ™ 144 £ 3 1,26 + 0,02
3,0 ) 102 118

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 11, w podpisie kto-
rego opisano skfad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegolnych ekspery-
mentach (liczba eksperymentéw w nawiasach). Warto$ci Sy s wyrazono w uM.

F-1,6-bP jest allosterycznym aktywatorem PK skorupiakow (Giles i wsp. 1975,

1976abc, 1977; Lesicki, 1974, 1976, 1983a). W jego obecnos$ci krzywa kinetyki reakcji
z PEP przybiera ksztatt hiperboticzny (Rys. 12), a obnizeniu ulegajg wartosci statej Sy s
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Rys. 12. Wplyw fruktozo-1,6-bisfosforanu i alaniny na zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej gruczotu
jelita srodkowego raka O.limosus od stezenia fosfoenolopirogronianu. Pomiary prowadzono w standardo-
wym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obecnosci 0,5 mM ADP oraz 0,05 mM F-1,6-bP lub/i 5 mM alaniny.
W gornej czesei rysunku zaleznosé przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono
w Tablicy 6.
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Tablica 6. Zestawienie parametrow kinetycznych charakteryzujacych wptyw fruktozo-1,6-bisfosforanu, alani-
ny i ATP na kinetyke reakcji kinazy pirogronianowej gruczohu jelita srodkowego raka O.limosus wobec
fosfoenolopirogronianu jako substratu.

F-1,6-bP Alanina ATP B
0.5 ny

mM mM mM

0 0 0 3) 199 £ 23 1,60 = 0,12
0,05 0 0 3) 60 £ 8 1,00 £ 0,01
0 5 0 3) 355+35 2,27 + 0,08
0,05 5 0 2) 63 1,01

0 0 1 2) 269 1,96

0 0 5 3) 380+ 31 2,57+ 0,14
0,05 0 5 (1) 65 1,03

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 12 i 13, w podpi-
sach ktorych opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci srednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegoélnych
eksperymentach (liczba eksperymentow w nawiasach). Wartosci Sy s wyrazono w pM.

oraz wspotczynnika ny (Tablica 6). Wskazuje to na silny wzrost powinowactwa PK do
PEP w obecnos$ci F-1,6-bP.

Alanina jest allosterycznym inhibitorem PK gruczotu jelita srodkowego skorupia-
kéw (Giles 1 wsp. 1976bc; Lesicki, 1983a; Trausch i Bauchau, 1984). W obecnosci ala-
niny poglebia si¢ sigmoidalny ksztatt krzywej kinetyki reakcji PK O.limosus z PEP jako
substratem (Rys. 12). Powinowactwo enzymu do substratu maleje (na co wskazuje
wzrost statej Sps; Tablica 6). Obnizajacy powinowactwo PK raka do PEP wptyw alani-
ny ostabiany jest przez fruktozo-1,6-bisfosforan (Rys. 12, Tablica 6). Przy okreslonym
stezeniu alaniny warto$¢ statej Sps wobec PEP jest nizsza, gdy w Srodowisku znajduje
si¢ F-1,6-bP, niz przy jego braku.

Powinowactwo PK gruczohu jelita srodkowego zalezy od wzajemnego stosunku nu-
kleotydow adenylowych, a wiec od ,,potencjatu energetycznego". Oczyszczony enzym z gru-
czohu kraba C.maenas badano zmieniajac stosunck ATP/ADP od wartosci 0 : 1 do 19 : 1
(Giles i wsp. 1975, 1976¢). Wraz ze wzrostem stezenia ATP w $rodowisku reakcji ob-
serwuje si¢ obnizenie powinowactwa PK C.maenas do PEP (wzrost statej Sps), a koope-
racyjne dzialanie substratu na enzym maleje (obnizenie wspolczynnika Hilla) i krzywa
kinetyki reakcji przybiera ksztatt hiperboliczny. U raka O.limosus wzrost st¢zenia ATP
obniza powinowactwo PK gruczolu jelita Srodkowego do PEP, ale w przypadku tego en-
zymu poglebia si¢ sigmoidalny ksztalt krzywej kinetyki reakcji (Rys. 13, Tablica 6).

Podobnie jak watrobowy izoenzym PK ssakéw (Ljungstrom i wsp. 1974; Humble
i wsp. 1975; Titanji i wsp. 1976; Berglund i wsp. 1977; Berglund, 1978; Engstrom,
1978), kinaza pirogronianowa gruczotu jelita srodkowego homara H.americanus ulega
fosforylacji pod wplywem kinazy biatkowej zaleznej od cAMP (Trausch i Bauchau,
1980, 1984). Forma ufosforylowana enzymu cechuje si¢ obnizonym powinowactwem
do fosfoenolopirogronianu, co objawia si¢ pogltebiong sigmoidalnoscia krzywej kinetyki
reakcji (wzrost wspolczynnika Hilla z 1,64 dla formy nieufosforylowanej do 2,60 dla
formy ufosforylowanej). Fosforylacj¢ utrudniaja zaréwno PEP, jak i F-1,6-bP, natomiast
przyspiesza ja alanina. Podobnie proces defosforylacji: utrudniajg PEP i F-1,6-bP, za$
alanina ulatwia. Ufosforylowana PK gruczolu jelita srodkowego homara podatna jest na
aktywacj¢ pod wptywem F-1,6-bP i w obecno$ci aktywatora nie obserwuje si¢ roznic
w kinetyce reakcji z PEP pomigdzy forma ufosforylowang i defosforylowana.
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Rys. 13. Wplyw ATP na zalezno$¢ aktywnos$ci kinazy pirogronianowej gruczohu jelita $rodkowego raka
O.limosus od st¢zenia fosfoenolopirogronianu. Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym
o pH 7,0 w obecnosci 0,5 mM ADP oraz 1 lub 5 mM ATP. W gémej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono
w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 6.

2.2.6. Aktywacja przez fruktozo-1,6-bisfosforan

Fruktozo-1,6-bisfosforan aktywuje PK skorupiakéw w niskich stezeniach substratu,
fosfoenolopirogronianu. Nie wplywa natomiast na aktywno$¢ enzymu przy wysokich,
wysycajacych PK, stezeniach PEP (Lesicki, 1976, 1983a; Giles i wsp. 1976ab, 1977:
Trausch i Bauchau, 1984). Krzywa wysycania enzymu aktywatorem ma ksztatt sigmoi-
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Rys. 14. Zaleznos$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej gruczotu jelita sSrodkowego raka O./imosus od st¢zenia
aktywatora fruktozo-1,6-bisfosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0
w obecnosci 0,4 mM ADP, 0,05 lub 0,1 mM PEP oraz przy braku lub w obecnosci 0,1 mM AMP i 10 mM
alaniny. W dolnej cze$ci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne
zestawiono w Tablicy 7.

dalny (Rys. 14; Giles i wsp. 1976¢; Lesicki, 1983a), cho¢ dla wysoce oczyszczonego en-
zymu z gruczohlu kraba C.maenas uzyskano wykres hiperboliczny (Giles i wsp. 1977).
Sugerowano, ze w toku oczyszczania enzymu moze nastgpowacé zmiana wlasnosci PK
(Giles i wsp. 1977; Giles i Poat, 1980). Wydaje si¢ jednak, ze rywalizacja o F-1,6-bP po-
miedzy kinaza pirogronianowa a innymi enzymami, obecnymi w nieoczyszczanym wy-
ciggu tkankowym (jak aldolaza i fosfataza fruktozo-1,6-bisfosforanu, ktérych obecno$é
stwierdzono w wyciggach z gruczotu jelita $rodkowego raka O.limosus (Lesicki,
1983a)), znajduje swe odbicie w pozornie kooperatywnej aktywacji PK (Lesicki,
1983a). Powinowactwo PK gruczotu jelita $rodkowego skorupiakéw do fruktozo-1,6-
-bisfosforanu zalezy od stezen:
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Tablica 7. Zestawienie parametrow kinetycznych charakteryzujacych powinowactwo kinazy pirogronianowej
jelita srodkowego raka O./imosus do aktywatora fruktozo-1,6-bisfosforanu.

PEP AMP Ala

K., ny
mM mM mM
0,05 0 0 5) 0,81 = 0,04 2,36+ 0,11
0,05 0,1 0 3) 0,62 + 0,08 1,53 + 0,06
0,05 0 10 3) 0,84 + 0,06 2,79 + 0,12
0,10 0 0 “4) 1,32 + 0,08 2,15+ 0,15

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 14, w podpisie kto-
rego opisano sklad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegélnych ekspery-
mentach (liczba eksperymentow w nawiasach). Wartosci K, wyrazono w pM.

1) fosfoenolopirogronianu,

2) ATP i pozostalych nukleotydow adenylowych,

3) alaniny.

F-1,6-bP aktywuje PK skorupiakéw tylko w niskich stg¢zeniach PEP. W tych warun-
kach powinowactwo PK do F-1,6-bP jest najwigksze (Tablica 7). Wraz ze wzrostem stg-
zenia PEP aktywujace dzialanie F-1,6-bP maleje, maleje tez powinowactwo do
F-1,6-bP, na co wskazuje wzrost wartosci stalej K.

PK gruczohu jelita $rodkowego kraba C.maenas cechuje podobna warto$¢ K, wobec
F-1,6-bP przy braku lub w obecnosci ATP (Giles i wsp. 1977). ATP powoduje jednak
wzrost kooperatywnego wigzania aktywatora (wzrost ny). Z drugiej strony, allosterycz-
na aktywacja PK C.maenas pod wptywem F-1,6-bP maleje, gdy stosunek ATP : ADP
wzrasta (Giles 1 wsp. 1977).

Chociaz sam AMP pozostaje bez wpltywu na PK O.limosus, to jednak w jego obec-
nosci stwierdza si¢ wzrost powinowactwa do F-1,6-bP, gdyz maleja wtedy parametry K,
i ny wobec F-1,6-bP (Rys. 14, Tablica 7).

Wydaje si¢, ze powinowactwo PK gruczotu jelita $rodkowego skorupiakéw do
F-1,6-bP uzaleznione jest od stosunku stezen nukleotydéw adenylowych (,,potencjatu
energetycznego"). Wyzszy ,potencjal energetyczny" (tj. wyzsze stgzenia ATP przy
nizszych ADP i AMP) wywotuje obnizenie powinowactwa PK do aktywatora; przeciw-
nie, nizszy ,potencjat energetyczny" (wzrost st¢zenia AMP i ADP) sprzyja aktywacji
PK przez F-1,6-bP, gdyz enzym cechuje si¢ wtedy znacznie wigksza zdolnoscig wigza-
nia aktywatora.

Alanina obniza powinowactwo PK gruczotu jelita $rodkowego raka O.limosus do
aktywatora F-1,6-bP (Rys. 14, Tablica 7; Lesicki, 1983a). W jej obecnosci wartosci K,
i ny wzrastaja. Podobnie wplywa alanina na PK kraba C.maenas (Giles i wsp. 1977).
W tym przypadku wykazano takze, ze alanina potgguje wptyw ATP na powinowactwo
enzymu do F-1,6-bP i w obecnoséci obu inhibitoréw dzialanie F-1,6-bP jest znacznie
utrudnione.

2.2.7. Zaleino$¢ aktywnoS$ci od stezenia ATP

5mM ATP hamuje aktywnos¢ PK gruczotu jelita Srodkowego raka O.limosus, cho¢
efekt hamujacy zalezy od stezenia PEP, a takze od stezenia jonéw Mg*" (Lesicki, 1976).
U kraba C.maenas dziatanie ATP jest dwufazowe. Nizsze stgzenia ATP (do 2 mM) sty-
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muluja PK, wyzsze hamuja. Dwufazowy efekt znika, gdy t¢ sama zalezno$¢ wyznacza
si¢ w obecnosci alaniny lub F-1,6-bP (Giles i wsp. 1977). W tych warunkach ATP wyta-
cznie hamuje aktywno$¢ PK kraba.

Wydaje sie, ze istota dziatania ATP na PK gruczohu jelita $rodkowego skorupiakow
polega, jak opisano powyzej, na obnizaniu powinowactwa PK do:

1) substratu PEP, oraz

2) aktywatora F-1,6-bP.

2.2.8. Zalezno$¢ aktywnosci od steZenia alaniny

Alanina jest allosterycznym inhibitorem kinazy pirogronianowej izolowanej z gru-
czotu jelita srodkowego skorupiakow (Giles i wsp. 1975, 1976ab, 1977; Lesicki, 1983a).
Hamujacy efekt wywierany przez alaning na aktywnos$¢ PK zalezy przede wszystkim od
stezenia substratu, fosfoenolopirogronianu. Wystepuje bowiem tylko w niskich, dalece
niewysycajacych enzym, stezeniach PEP (Rys. 15; Giles i wsp. 1977), cho¢ trzeba pod-
kredli¢, iz sa to stgzenia fizjologiczne. W wysokich stezeniach PEP, wysycajacych
i w pelni aktywujacych enzym, alanina pozostaje bez wplywu na aktywno$¢ PK skoru-
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Rys. 15. Wplyw alaniny na aktywno$¢ kinazy pirogronianowej gruczotu jelita srodkowego raka O.limosus.
Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obecnosci 0,4 mM ADP, 0,05 lub 1,0
mM PEP oraz 0; 0,5; 1,0 lub 50,0 uM F-1,6-bP.
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piakéw (Giles 1 wsp. 1977). Te obserwacje wskazuja, ze alanina wptywa hamujaco prze-
de wszystkim na powinowactwo PK do PEP (Rys. 12, Tablica 6).

Alanina jako negatywny efektor allosteryczny PK gruczotu jelita srodkowego kraba
C.maenas dziala w zaleznosci od st¢zenia aktywatora F-1,6-bP (Giles i wsp. 1975,
1977). Takze u raka O.limosus dziatanie alaniny przejawia si¢ w niskich st¢zeniach PEP
pod nieobecnos$¢ F-1,6-bP. Allosteryczny aktywator, jakim jest F-1,6-bP, chroni enzym
przed hamujacym wptywem alaniny (Rys. 15). Ze wzrostem st¢zenia F-1,6-bP koniecz-
ne s3 coraz wyzsze stezenia alaniny dla hamowania PK (Rys. 15), az wreszcie wysycaja-
ce stezenia aktywatora przywracaja petng aktywno$¢ PK mimo wysokich stezen alaniny
(Lesicki, 1983a). W taki sam sposob zalezy aktywno$¢ nieoczyszczonej PK kraba
C.maenas od stgzenia alaniny i F-1,6-bP (Giles i wsp. 1977). Podkresli¢ trzeba, iz u obu
skorupiakow wysycenie PK inhibitorem (alaning) nie jest w stanie przeszkodzi¢ akty-
wacji enzymu przez F-1,6-bP. Natomiast przeciwnie, wysycenie enzymu aktywatorem
F-1,6-bP catkowicie uniemozliwia inhibicj¢ alaning.

Krzywa opisujaca zalezno§¢ aktywnosci oczyszczonej PK z gruczotu jelita srodko-
wego kraba C.maenas od stgzenia alaniny jest odmienna od krzywej charakteryzujace;j
nieoczyszczong PK (Giles i wsp. 1977). Enzym wysoce oczyszczony nie wykazuje ne-
gatywnego efektu kooperacyjnego. Ochronne dziatanie F-1,6-bP jest w tym przypadku
stabsze. Natomiast dla PK w nieoczyszczonym wyciagu, alanina jest typowym negatyw-
nym efektorem allosterycznym, wykazujacym efekt kooperacji, wzmacniany obecnos$cia
allosterycznego aktywatora (Giles 1 wsp. 1977). Rozbiezno$¢ t¢ tlumaczono utrata
W procesie oczyszczania wlasciwosci charakterystycznych dla natywnego enzymu (Gi-
les i wsp. 1977). W tej sytuacji jednak wyjasnianie mechanizmow regulacji aktywnosci
PK z gruczolu jelita srodkowego w warunkach in vivo tylko w oparciu o charakterystyke
wysoce oczyszczonego enzymu wydaje si¢ dyskusyjne.

2.2.9. Wzajemnie przemienne formy kinazy pirogronianowej gruczolu
jelita Srodkowego skorupiakow

Wyniki badan nad kinaza pirogronianowa gruczotu jelita $rodkowego, przedstawio-
ne w podrozdziatach 2.2.1. - 2.2.8. wskazuja, ze enzym ten jest biatkiem wystepujacym
we wzajemnie przemiennych formach o réznych wlasnosciach kinetycznych (Giles
i wsp. 1976a; Lesicki, 1983a). Formy enzymu z gruczotu kraba C.maenas udato si¢ roz-
dzieli¢ chromatograficznie na DEAE-celulozie (Giles i wsp. 1976a). W profilu elucji sa
dwa wyraznie oddzielone wierzchotki aktywnoSci, przy czym PK wierzchotka pierwsze-
go jest silnie aktywowana przez F-1,6-bP w niskich stezeniach PEP, z kolei PK wierz-
chotka drugiego cechuje duze powinowactwo do PEP i niewielka podatnos¢ na
aktywujace dziatanie F-1,6-bP. Ponowna chromatografia frakcji obejmujacych pierwszy
wierzchotek aktywnosci PK na kolumnie z DEAE-celuloza, ale w buforze zawierajacym
F-1,6-bP, daje w wyniku catkowite przeksztalcenie enzymu. PK wymywana jest teraz
z kolumny we frakcjach typowych dla drugiego wierzcholka aktywnosci i cechuje ja du-
ze powinowactwo do PEP. Proby znalezienia liganda, ktéory w odwrotny sposéb prze-
ksztatcatby PK wierzchotka drugiego w PK wierzchotka pierwszego nie powiodly si¢
(alanina nie wplywa na wlasnosci chromatograficzne PK kraba C.maenas). Wystarczy
jednak ponowng chromatografic na DEAE-celulozie frakcji zawierajacych drugi wierz-
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Rys. 16. Szybkos¢ reakeji katalizowanej przez wzajemnie przemienne formy kinazy pirogronianowej gruczotu
jelita srodkowego raka O.limosus: (A) forma o duzym powinowactwie do substratu PEP, (B) forma o niskim
powinowactwie do substratu PEP. Reakcje w kuwecie spektrofotometru rozpoczynano podaniem preparatu
enzymatycznego (Al, A2, B1, B3) lub substratu PEP po trzyminutowej inkubacji preparatu w kuwecie (A3,
A4, B2). Aktywno$¢ mierzono w standardowym plynie inkubacyjnym o pH 7,0 i w obecnosci 0,4 mM ADP.
Strzatkami oznaczono moment podania preparatu PK, PEP (w koficowym stezeniu 0,05 mM) i F-1,6-bP
(0,1 mM). Liczby oznaczaja zmian¢ absorbaneji (AE) na minut¢. Rysunek opracowano na podstawie pracy Le-
sicki, 1983a.

chotek przeprowadza¢ w buforze bez F-1,6-bP. Uzyskuje si¢ wtedy ponownie oba
wierzchotki aktywnosci PK. Dowodzi to, iz przy braku aktywatora PK gruczotu jelita
$rodkowego kraba C.maenas przeksztatca si¢ w form¢ o matym powinowactwie do PEP
(Giles i wsp. 1977; Munday i wsp. 1980).

Badania kinetyczne nad enzymem z gruczotu jelita $rodkowego raka O.limosus
wskazujg na wystgpowanie tego enzymu w podobnej parze konformerow (Lesicki,
1976). Jedna z form, cechujaca si¢ duzym powinowactwem do PEP, jest wysoce aktyw-
na w niskich stezeniach tego substratu. Druga forma wykazuje w niskim st¢zeniu PEP
malg aktywnos¢ - jest to forma o malym powinowactwie do PEP. Formy te wydaja si¢
odgrywac role w regulacji metabolizmu weglowodanowego, gdyz izolowano z gruczotu
jelita srodkowego rézne formy, w zalezno$ci od pory roku (Lesicki, 1976, 1977), fazy
cyklu linieniowego (Lesicki, 1977), usunigcia stupkdéw ocznych (Lesicki, 1983c) czy
iniekcji hormonu linienia (Lesicki, 1983e).

Wzajemng przemienno$¢ form PK gruczotu jelita srodkowego wykazano réwniez
spektrofotometrycznie (Rys. 16). Latem z gruczolu rakéw O.limosus w fazie migdzy-
linieniowej izoluje si¢ form¢ o duzym powinowactwie do PEP (Lesicki, 1977, 1983a).
Reakcja w kuwecie spektrofotometru rozpoczynana podaniem tego preparatu przebiega
z duzg predkoscia poczatkowa, mimo niskiego stg¢zenia PEP (Rys. 16A1). Predkosci tej
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nie zmienia dodanie F-1,6-bP (Rys. 16A2). Jesli jednak reakcj¢ rozpoczaé podaniem
substratu po trzech minutach inkubacji preparatu w kuwecie, rejestruje si¢ niska pred-
ko$¢ poczatkowa reakcji, a dodanie F-1,6-bP przywraca poczatkowa wysoka predkosc
(Rys. 16A3). Obecnos¢ F-1,6-bP w medium, w ktdorym prowadzi si¢ trzyminutowg inku-
bacj¢ preparatu, uniemozliwia przeksztatcenie si¢ enzymu w form¢ o matym powino-
wactwie do substratu (Rys. 16A4).

PK izolowana z gruczotu jelita srodkowego rakow we wczesnych stadiach rzed-
linieniowych, czy to naturalnych (Lesicki, 1977, 1983a), czy stymulowanych usunig-
ciem stupkow ocznych (Lesicki, 1983c) lub iniekcja hormonu linienia (ekdysteronu,
Lesicki, 1983e), cechuje si¢ niskim powinowactwem wobec fosfoenolopirogronianu.
Stad, po rozpoczeciu reakcji preparatem w medium inkubacyjnym o niskim st¢zeniu
PEP, rejestruje si¢ matg predko$¢ poczatkowa reakcji (Rys. 16B1). Rozpoczecie reakcji
substratem po trzech minutach inkubacji preparatu w kuwecie daje podobna, niska pred-
ko$¢ poczatkowa reakcji (Rys. 16B2). F-1,6-bP, dodany do plynu reakcyjnego zaré6wno
przed (Rys. 16B3)jak i w trakcie reakcji (Rys. 16B1, 16B2), silnie aktywuje enzym.

Wydaje sig, ze forma o duzym powinowactwie do PEP stabilizowana jest przez fruk-
tozo-1,6-bisfosforan. Gdy forma ta dodana zostaje do ptynu w kuwecie, to w warunkach
silnego rozcienczenia enzymu i wysokiej sity jonowej medium inkubacyjnego dochodzi
do oddysocjowania F-1,6-bP od czasteczek enzymu. Ten oddysocjowany F-1,6-bP jest
metabolizowany przez inne enzymy, np. aldolaz¢ lub/i fosfatazg, obecne w ekstrakcie
tkankowym (Lesicki, 1983a), Brak aktywatora powoduje przeksztalcenie enzymu w for-
me¢ o matym powinowactwie do substratu, tj. mato aktywna w jego niskich (fizjologicz-
nych) stezeniach. Wysokie powinowactwo (a wigc i duza aktywno$¢ w niskich stgze-
niach substratu) utrzymywana moze by¢ tylko dodaniem egzogennego F-1,6-bP.

PK1

—~ F-16-bP
+ATP

- ———

Schemat 2. Wzajemnie przemienne formy
kinazy pirogronianowej gruczotu jelita $rod-

PKIl ———— PKII,
kowego raka O./imosus (za: Lesicki, 1983a).

+ Alanina NH

Podsumowujac przedstawione wyniki mozna stwierdzi¢, ze PK gruczotu jelita $rod-
kowego raka O.limosus oraz kraba C.maenas wystgpuje w dwoch formach konformacyj-
nych o duzym lub malym powinowactwie do PEP. Zalezno$ci pomiedzy tymi formami
zilustrowano Schematem 2. Forma o duzym powinowactwie do PEP (PK-I) powstaje po
zwigzaniu aktywatora F-1,6-bP. Forma ta niewrazliwa jest na oddzialywanie alaniny.
Oddysocjowanie F-1,6-bP od czasteczki enzymu powoduje zmiang jego konformacji
w charakterystyczng dla formy o malym powinowactwie do PEP (PK-II). Temu prze-
ksztatceniu sprzyja wzrost stezenia ATP. Forma o matym powinowactwie do PEP moze
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ulega¢ dalszej inhibicji pod wptywem alaniny (PK-Il,,). Wzrost st¢zenia F-1,6-bP przy-
wraca aktywno$¢ formie zahamowanej przez alaning, a wigc stymuluje transformacije
PK-IIiy, w PK-I.

2.3. WSPOLNA AKTYWACJA FOSFOFRUKTOKINAZYI KINAZY PIROGRONIANOWEJ
GRUCZOLU JELITA SRODKOWEGO POD WPLYWEM FRUKTOZO0-2,6-BISFOSFORANU

W celu wykazania wptywu fruktozo-2,6-bisfosforanu na aktywnos$¢ PK gruczotu je-
lita srodkowego raka O.limosus przeprowadzono eksperyment, w trakcie ktorego w ku-
wecie spektrofotometru symulowano fizjologiczne stgzenia substratow fosfofrukto-
kinazy i kinazy pirogronianowej. Mierzono aktywno$¢ kinazy pirogronianowej. Ekstrakt

F26-bP

F26-bP
F6P
prep

‘ 0004

AE 04

Rys. 17. Szybkos$¢ reakeji katalizowanej przez kinaze pirogronianowa gruczohu jelita srodkowego raka O.limo-
sus. Preparat inkubowano przez 3 minuty w kuwecie spektrofotometru w standardowym ptynie inkubacyj-
nym o pH 7,0 zawierajacym 0,4 mM ADP, 0,7 mM ATP oraz: (A) zadnych dodatkowych metabolitow,
(B) 0,1 mM F6P, (C) 10 uM F-2,6-bP, (D) 0,1 mM F6P i 10 pM F-2,6-bP. Po inkubacji reakcj¢ rozpoczynano
podaniem substratu PEP (w stgzeniu koncowym 0,05 mM). Po 1,5 min reakcji dodawano F-1,6-bP (0,1 mM).
Liczby oznaczaja rejestrowang zmiang¢ absorbancji (AE) na minutg.
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tkankowy inkubowano przez trzy minuty w kuwecie, po czym rozpoczynano reakcje po-
daniem PEP. W tych warunkach rejestruje si¢ niska poczatkowa predkos¢ reakceji
(Rys. 17A). Dodanie F-1,6-bP aktywuje enzym (Rys. 17A). Dodanie w niskim st¢zeniu
fruktozo-6-fosforanu do ptynu inkubacyjnego nie wpltywa zasadniczo na aktywnos¢ PK
(Rys. 17B). Niska aktywnos¢ PFK w tych warunkach nie zapewnia pojawienia si¢ zna-
czacych ilosci produktu reakcji przez nig katalizowanej, tj. F-1,6-bP. Dodanie samego
aktywatora PFK, tj. fruktozo-2,6-bisfosforanu bez F6P, takze nie zmienia rejestrowanej
szybkosci reakcji (Rys. 17C). A wigc F-2,6-bP nie wptywa na PK gruczotu jelita $rodko-
wego raka O.limosus, przynajmniej w niskich st¢zeniach (cho¢ w tych st¢zeniach jest
silnym aktywatorem PFK). Je$li jednak do kuwety dodano jednocze$nie F6P i F-2,6-bP,
to po rozpoczeciu reakcji podaniem PEP zarejestrowano przyspieszenie reakcji
(Rys. 17D). Wydaje sig, iz F-2,6-bP aktywuje w tych warunkach PFK, ktora z kolei zu-
zywa dodany F6P. Z jednej strony moze wtedy dochodzi¢ do uruchomienia kolejnych
enzymow glikolitycznych pomigdzy PFK a PK, a w konsekwencji do podwyzszenia ste-
zenia PEP w kuwecie. Wydaje si¢ jednak bardziej prawdopodobne, ze powstaly produkt
reakcji katalizowanej przez PFK, tj. F-1,6-bP, stymulowat bezposrednio PK, przywraca-
jac konformacje o duzym powinowactwie do PEP.

Powyzszy eksperyment pozwala przypuszczaé, iz w gruczole jelita sSrodkowego raka
O.limosus podwyzszony poziom fruktozo-2,6-bisfosforanu jest sygnalem uruchamia-
jacym kluczowe enzymy glikoli tyczne. Bezposrednio aktywuje on fosfofruktokinaze,
a posrednio, poprzez produkt dziatania fosfofruktokinazy, tj. fruktozo-1,6-bisfosforan,
aktywuje takze kinazg pirogronianowa.

2.4. METABOLITY GLIKOLITYCZNE W GRUCZOLE
JELITA SRODKOWEGO SKORUPIAKOW

Badano zawarto$¢ niektorych metabolitow glikolitycznych w tkance gruczotu jelita
srodkowego raka O.limosus (Tablica 8). Podkresli¢ nalezy, iz, po pierwsze, podstawa
obliczen stezen metabolitow byto arbitralnie przyjete zatozenie 50% uwodnienia tkanki,
a po drugie, wyniki te moga nie uwzglednia¢ mozliwej kompartmentacji stezen w ko-
morkach gruczotu jelita srodkowego. Totez do interpretacji regulacji aktywnosci fosfo-
fruktokinazy i kinazy pirogronianowej w warunkach fizjologicznych stgzen substratow
i modulatoréow trzeba podchodzi¢ z duzg ostrozno$cig. Niemniej mozna stwierdzié, ze
dla fosfofruktokinazy gruczotu jelita Srodkowego raka O.l/imosus maja miejsce nastgpu-
jace fakty:

1) fizjologiczne stezenia FOP (0,05 - 0,09 mM) sa wysoce niewysycajace enzym;

2) stgzenia drugiego substratu, ATP (0,8 - 1,1 mM), wysycaja enzym;

3) pula nukleotydow adenylowych nie zmienia si¢ w roznych stadiach zyciowych ra-
ka. Obserwuje si¢ natomiast zmiany proporcji poszczegélnych nukleotydow wzglgdem
siebie. Wyrazem tego sg zmiany ,,potencjatu energetycznego" w zakresie 0,80-0,92;

4) zmiany stgzen aktywatorow PFK, tj. AMP i F-2,6-bP przypadaja w zakresie ich
regulacyjnych oddzialywan na enzym.

Podobnie kinaza pirogronianowa natrafia w warunkach fizjologicznych na:

1) niewysycajace st¢zenia substratow PEP i ADP;

2) zmiany st¢zen najistotniejszego modulatora aktywnosci, tj. F-1,6-bP, przypadaja-
ce w zakresie jego regulacyjnych oddzialywan na wtasnosci kinetyczne enzymu.
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Tablica 8. Metabolity uczestniczace w reakcjach katalizowanych przez fosfofruktokinaze i kinaze pirogronia-
nowa w gruczole jelita srodkowego skorupiakow.

O.limosus
stadia cyklu linieniowego C.maenas*
Cy Do.y D;.4 A-B
G6P (5)298 +42 (7)275 £ 24 (7) 228 + 10 (3)205+20
[0,60] [0,55] [0,45] [0,41]
FoP (5) 45+ 8 (7) 33 £ 4 5) 47+ 3 3) 46 £3
[0,09] [0,07] [0,09] [0,09]
F-1,6-bP G 15+ 3 (10) 8 £ 3 5) 349 (3) 18+ 2 0,8
[0,03] [0,02] [0,07] [0,04] [0,002]
PEP 6 42+ 5 (10) 11 +1 G 11 +2 3) 33+ 4 6 82 + 9
[0,08] [0,02] [0,02] [0,07] [0,16]
ATP (2) 410 (2) 560 (3) 450 + 50 (2) 440 (5) 376 £ 126
[0,82] [1,12] [0,90] [0,88] [0,75]
ADP 2) 185 (2) 85 (3) 170 £ 45 (2) 160 (5) 162 + 52
[0,37] [0,17] [0,34] [0,32] [0,32]
AMP 2) 30 2 10 (3) 28+ 7 )25 3) 18+ 6
[0,06] [0,02] [0,06] [0,05] [0,04]
E.Ch. 0,30 0,92 0,83 0,83 0,82
F-2,6-bP 0,7 0,05 0,8
[0,0014] [0,0001] [0,0016]

Stezenia metabolitow wyrazono w nmolach/g tkanki (w nawiasach kwadratowych podano stezenia wyrazone w mM przy
zatozeniu 50% uwodnienia tkanki), podajac wartoéci srednie + S.D.
* Cytowano za Giles i wsp. (1976b).

Wydaje sig, ze warunki fizjologiczne w okresie migdzylinieniowym, a takze p6znym
przedlinieniowym i polinieniowym, sprzyjaja aktywnosci glikolitycznej w gruczole jeli-
ta srodkowego O.limosus. Przy:

1) stgzeniach nukleotydow adenylowych, wyrazajacych si¢ ,,potencjalem energe-
tycznym" 0,80 - 0,82;

2) stezeniu F-2,6-bP ok. 14 pM;

3) optymalnym stezeniu ATP (0,82 - 0,90 mM) - nie hamujacym aktywnoS$ci enzy-
mu, zwlaszcza w obecnosci AMP i F-2,6-bP;

PFK gruczotu jelita $rodkowego cechuje zwigkszone powinowactwo do substratu F6P
i nawet w tak niskich jego stezeniach jak 0,05 - 0,09 mM wykazuje 60 - 75% maksymal-
nej aktywnosci.

Wysoka aktywno$¢ PFK w tych stadiach cyklu linieniowego prowadzi do podwyz-
szenia komorkowego st¢zenia produktu reakcji przezen katalizowanej, tj, F-1,6-bP.
W stezeniach F-1,6-bP 0,04 - 0,07 mM oraz przy ,potencjale energetycznym" 0,80-
- 0,82, PK wystgpuje w formie o duzym powinowactwie do substratu PEP. W obecnosci
0,07 - 0,08 mM PEP i 0,32 - 0,37 mM ADP, enzym ten wykazuje 50 - 60% aktywnosci
maksymalnej.

We wezesnych stadiach przedlinieniowych (Dg i D) obserwuje si¢ istotny:

1) wzrost ste¢zenia ATP w puli nukleotydow adenylowych (wzrost ,,potencjatu ener-
getycznego" do 0,92),

2) obnizenie st¢zenia F6P oraz PEP i ADP, odpowiednio substratéw PFK i PK,

3) obnizenie st¢zenia AMP, F-2,6-bP oraz F-1,6-bP, a wigc aktywatoré6w obu
enzymow.
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Sprzyja to pojawieniu si¢ form o matym powinowactwie do substratow. Formy takie
izolowano z gruczohu jelita §rodkowego rakéw w poczatkowych stadiach naturalnego
cyklu linieniowego (Lesicki, 1977, 1983a) lub wywolanych sztucznie usunigciem stup-
kow ocznych (Lesicki, 1983cd). W tych warunkach aktywno$¢ obu enzymoéw drastycz-
nie maleje. Sugeruje to obnizenie aktywnoS$ci calej glikolizy w tych stadiach cyklu
linieniowego. Temu zwolnieniu glikolizy moze towarzyszy¢ podjecie syntezy glukozy
droga glukogenng. Pozwala to na wiaczanie wigkszej ilosci glukozy do syntezy glikoge-
nu. Wyjasnienie to pozostaje w zgodzie z obserwowanym w poczatkowych stadiach
przedlinieniowych wzrostem akumulacji glikogenu w gruczole jelita srodkowego
(Renaud, 1949; Travis, 1955; Parvathy, 1972), a takze wzrostem aktywnosci syntetazy
glikogenu (Ramamurthi i wsp. 1968). Jednoczes$nie obserwowany wzrost wykorzysty-
wania tluszczow (O'Connor i Gilbert 1968, 1969; Speck i Urich, 1969b) zapewnia
podaz materiatu energetycznego.



3. EPIDERMA SKORUPIAKOW

Ciato skorupiakow otacza szkielet zewnetrzny. Podstawowym jego sktadnikiem jest
chityna, trwale zwigzana z biatkami, dodatkowo wzmocniona odlozonymi w niej solami
wapnia. Szkielet zewnetrzny jest wytworem epidermy, pojedynczej warstwy komorek
nabtonkowych, lezacych bezposrednio pod nim (Dennell, 1960).

Zewnetrzny szkielet uniemozliwia jednostajny wzrost skorupiakow. Jest on mozliwy
tylko okresowo, w momencie linienia (ekdyzji), tj. zrzucania starego pancerza szkieletu
zewngtrznego. Powstalty nowy szkielet zewngtrzny, poczatkowo migkki, nieskleroty-
zowany i niezwapniaty, pozwala na powigkszenie rozmiaréw skorupiaka. Totez cyklicz-
ne linienia stanowia jeden z najistotniejszych procesow w ich zyciu. Cykl linienia
obejmuje okres przedlinieniowy, tj. faz¢ przygotowan do zrzucenia starego pancerza,
wtasciwe linienie (ekdyzj¢), okres przemian polinieniowych oraz stosunkowo najdiuz-
szy okres migdzylinieniowy (Drach, 1939; Passano, 1960). W okresie przedlinieniowym
epiderma oddziela si¢ od starego szkieletu zewngtrznego (zjawisko to zwane jest apoli-
z3) 1 rozpoczyna syntez¢ nowego. Wiasciwie epiderma syntetyzuje chityng przez caty
cykl linienia, ale tempo tej syntezy gwaltownie wzrasta w okresie przedlinieniowym
i utrzymuje si¢ na wysokim poziomie do pdznych etapéw okresu polinieniowego
(Hornung i Stevenson, 1971).

GLUKOZA
1 PREKURSORY

GLUKONEOGENNE
GLUKOZO-6-FOSFORAN
‘\\ glukoneogeneza
2

FRUKTOZO-6-FOSFORAN
alt
GLUKOZAMINO-6-FOSFORAN
5l
ACETYLOGLUKOZAMINO-8-FOSFORAN
Schemat 3, Synteza chityny w epidermie skorupia- 5 H

koéw przy udziale: 1. heksokinazy, 2. izomerazy ACETYLOGLUKOZAMINO-1-FOSFORAN
fosfoheksozowej, 3. transaminazy glutaminowej,
4. transacetylazy fosfoglukozaminowej, 5. mutazy
fosfoacetyloglukozaminy, 6. pirofosforylazy UDP-

6
UDP ACETYLOGLUKOZAMINA

-acetyloglukozaminy, 7. syntetazy chityny, (za: 4 l
Guderley i Hochachka, 1977; Pahlic i Stevenson, CHITYNA
1978).

Synteza chityny przebiega wedtug Schematu 3. Centralnym metabolitem w syntezie
chityny jest glukozamino-6-fosforan. Kolejno ulega on acetylacji, izomeryzacji w acetylo-
---ukozamino-1-fosforan, sprzegni¢ciu z urydynodifosforanem i wbudowaniu w czaste-



48

czke chityny. W okresie przedlinieniowym zrédlem glukozaminy jest stary szkielet zew-
netrzny, ktorego chityna i jony wapnia sa w tej fazie resorbowane (Travis, 1955; Skin-
ner, 1962). Stara chityna jest wigc wykorzystywana do syntezy nowej (Gwinn i
Stevenson, 1973; Speck i Urich, 1971, 1972b), przy czym acetyloglukozamina resor-
bowana ze starego pancerza musi by¢ deacylowana przed ponowna zamiang w chityne
(Wolter, 1968). W okresie przedlinieniowym ma miejsce szybkie wbudowywanie
znakowanej N-acetyloglukozaminy do chityny, w przeciwienstwie do stabo wbudo-
wywanej znakowanej glukozy. Dowodzi to, iz glukozamina pochodzaca ze starego
szkieletu jest preferowanym substratem w tym okresie (Gwinn i Stevenson, 1973; Herz-
-Hiibner i Urich, 1973; Herz-Hiibner i wsp. 1973). Po linieniu, gdy zrzucony stary szkie-
let przestaje by¢ zrodlem glukozaminy dla syntezy chityny, raptownie wzrasta tempo
wbudowywania do chityny znakowanej glukozy (Hu, 1958; Meenakshi i Scheer, 1961;
Hornung i Stevenson, 1971; Lang, 1971; Speck i wsp. 1972). Sugeruje to zmiang¢ pre-
kursora glukozaminy, ktorym staje si¢ fruktozo-6-fosforan. Syntez¢ glukozamino-6-
-fosforanu katalizuje prawdopodobnie transaminaza glutamina : fruktozo-6-fosforan
(Speck 1 wsp. 1972; Pahlic i Stevenson, 1978), cho¢ mozliwy jest udziat izomerazy
(Lang, 1971).

Jest kilka drég syntezy fruktozo-6-fosforanu. Moze on powstawac z glikogenu, ktory
jest gromadzony w stosunkowo duzych ilosciach w komorkach epidermy (Speck, 1969)
lub tez z glukozy i mannozy wychwytywanych przez t¢ tkanke z hemolimfy (Herz-
-Hiibner i wsp. 1973; Guderley i Hochachka, 1977). Epiderma wychwytuje z hemolimfy
takze stosunkowo duzg ilo§¢ mleczanu (Speck i Urich, 1969a; Herz-Hiibner i wsp.
1973), a to sugeruje mozliwo§¢ glukoneogennego pozyskiwania fruktozo-6-fosforanu
(Guderley i Hochachka, 1977). Ta droga wymaga jednak precyzyjnej kontroli kluczo-
wych etapow glikolizy i glukoneogenezy:

fruktozo-6-fosforan <« fruktozo-1,6-bisfosforan
oraz

fosfoenolopirogronian <> pirogronian.

Niestety, niewiele wiadomo o fosfofruktokinazie epidermy skorupiakow, cho¢ scha-
rakteryzowano fruktozo-1,6-bisfosfataze (Hochachka, 1972), katalizujaca reakcje od-
wrotng w pierwszym z powyzszych etapow. Enzym ten wystepuje w dwodch
elektroforetycznie rozréznialnych formach, z ktorych obie hamowane sa przez AMP,
lecz tylko jedna przez UDP-N-acetyl-glukozaming lub UDP-glukozg. Postulowano (Ho-
chachka, 1972), iz dzigki tym cechom formy fruktozo-1,6-bisfosfatazy alternatywnie po-
zwalaja na produkcje fruktozo-6-fosforanu: dla syntezy glikogenu (np. w okresie
mig¢dzylinieniowym 1 poczatkowym okresie przedlinieniowym) lub dla syntezy chityny
(W péznym okresie przedlinieniowym i po linieniu). Natomiast niemozliwe jest jedno-
czesne wykorzystanie F6P w obu kierunkach.

W drugim z kluczowych miejsc kontroli kierunku dziatania drég glikoliza/glukoneo-
geneza w epidermie scharakteryzowano kinaz¢ pirogronianowag kraba Cancer magister
(Guderley, 1976; Guderley i Hochachka, 1977).
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3.1. KINAZA PIROGRONIANOWA EPIDERMY SKORUPIAKOW
3.1.1. Wlasnosci elektroforetyczne

W epidermie kraba C.magister wystepuje pojedyncza forma kinazy pirogroniano-
wej, co wykazano zar6wno metodg elektroforezy na zelu skrobiowym, jak i metoda
ogniskowania izoelektrycznego. Enzym ten rozni si¢ ruchliwoscia elektroforetyczng
i punktem izoelektrycznym od migéniowej formy PK kraba C.magister (Guderley i Ho-
chachka, 1977).

3.1.2. Formy chromatograficzne

Wstepne oczyszczanie PK epidermy kraba pozwolito wyrézni¢ dwie formy enzymu
(Guderley, 1976; Guderley i Hochachka, 1977). Forma PK-I stabilizowana jest obec-
noscia EDTA w ptynach izolacyjnych i otrzymywana jest po chromatografii na zelu
DEAE-Sephadex. Brak EDTA lub chromatografia na kolumnie celulozo-fosforanowej
pozwala uzyska¢ form¢ PK-II. Formy te roznig si¢ wlasnosciami kinetycznymi, lecz wy-
kazano, iz mozliwe jest wzajemne przeksztatcanie si¢ jednej w druga. Stanowig wicc
one par¢ konformacyjnych form tej samej czasteczki enzymu (Guderley, 1976; Guderley
i Hochachka, 1977).

3.1.3. Powinowactwo do ADP

Obie formy PK epidermy kraba cechuje podobne powinowactwo do ADP jako sub-
stratu. Warto$¢ Sy 5 przypada w zakresie 0,2 - 0,3 mM i nie zalezy od stezenia drugiego
substratu, fosfoenolopirogronianu. PK epidermy katalizuje reakcj¢ z urydynodifosfora-
nem, guanozynodifosforanem lub inozynodifosforanem podstawionymi w miejsce
ADP, lecz powinowactwo do tych nukleotydoéw jest znacznie nizsze (Guderley i Hocha-
chka, 1977).

3.1.4. Powinowactwo do fosfoenolopirogronianu

Obie formy PK epidermy kraba C.magister cechuje hiperboliczna krzywa kinetyki
reakcji z fosfoenolopirogronianem jako substratem (Guderley, 1976; Guderley i Hocha-
chka, 1977). PK-I wykazuje znacznie wyzsze powinowactwo do PEP. Dla tej formy
wartosci statej Sy s przypadaja w zakresie 0,09 - 0,18 mM. Dla PK-II parametr ten przy-
biera wartosci 0,4 - 0,8 mM. Powinowactwo obu form do PEP nie zalezy od st¢zenia
ADP w ptynie inkubacyjnym. Zalezno$¢ aktywnosci PK epidermy od stgzenia PEP mo-
dyfikuja natomiast:

1) fruktozo-1,6-fosforan,

2) ATP.

Obie formy PK sa aktywowane przez F-1,6-bP, przede wszystkim wzrasta ich powi-
nowactwo do PEP. W przypadku PK-I, F-1,6-bP powoduje obnizenie wartosci Sps
z 0,09 mM do 0,045 mM; a w przypadku PK-II z 0,7 mM do 0,15 mM. Efekt ten jest
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wiegc silniejszy dla PK-II, ktora w obecnosci F-1,6-bP wykazuje powinowactwo do PEP
zblizone do powinowactwa PK-I do tego substratu.
ATP obniza powinowactwo obu form PK epidermy do PEP.

3.1.5. Aktywatory

Nieoczyszczony enzym epidermy kraba C.magister jest w jednakowym stopniu
aktywowany przez F-1,6-bP, UDP-glukozaming i glukozamino-6-fosforan. Po oczysz-
czeniu, PK pozostaje silnie wrazliwa tylko na F-1,6-bP, natomiast aktywacja pod wpty-
wem pozostatych dwoch metabolitow stanowi ok. 25% efektu wywotywanego przez
F-1,6-bP. PK-II stukrotnie silniej wigze F-1,6-bP. Stata aktywacji K, dla tej formy wy-
nosi 0,09 uM F-1,6-bP, podczas gdy dla PK-I parametr ten wynosi 13 uM (Guderley
i Hochachka, 1977).

3.1.6. Inhibitory

Obie formy kinazy pirogronianowej epidermy kraba C.magister sa wrazliwe na sze-
reg inhibitorow, z ktorych najefektywniej dziata MgATP (Guderley i Hochachka, 1977).
Metabolit ten hamuje kompetycyjnie enzym, zwlaszcza wobec fosfoenolopirogronianu
jako substratu. 50% hamowania (Kj) przypada w zakresie stezen 0,95 - 1,8 mM ATP.
F-1,6-bP dla obu form PK znosi hamujacy wptyw ATP wobec PEP, nie wptywa nato-
miast na reakcj¢ z ADP.

Do innych inhibitorow PK epidermy kraba naleza:

1) alanina, seryna i walina (warto$ci K; dla wszystkich aminokwaséw sa wysokie,
w granicach 30 - 45 mM),

2) cytrynian, a-ketoglutaran, a-glicerofosforan 1 jabtczan (metabolity te dzialaja
w wysokich, niefizjologicznych stezeniach), oraz

3) przypuszczalnie fosfoarginina (cho¢ nie wykluczono wspolzawodnictwa o ADP
pomiedzy PK a kinazg argininowsa, potencjalnego zrodla bledu w ocenie oddzialywan
fosfoargininy na PK (De Zwaan i Ebberink, 1978; Poat i wsp. 1980)).

3.1.7. Wzajemnie przemienne formy kinazy pirogronianowej
epidermy kraba

Wyniki badan z zastosowaniem technik elektroforetycznych i ogniskowania izoelek-
trycznego, wykazujace istnienie jednego bialka o aktywnos$ci kinazy pirogronianowej
w epidermie kraba C.magister, sugeruja jednoczesnie, iz kinetyczne formy PK-I i PK-II
s3 wzajemnie przemiennymi formami tego samego enzymu. Badania kinetyczne wska-
zuja z kolei, ze F-1,6-bP stabilizuje konformacj¢ PK-I kinazy pirogronianowej epider-
my, zapewniajacg znacznie wyzsza aktywno$¢ w niskich stgzeniach substratu PEP
(Guderley i Hochachka, 1977). Dla potwierdzenia tej hipotezy, inkubowano PK-II
w obecnosci F-1,6-bP. Juz dwuminutowa inkubacja prowadzi do 75% przemiany w for-
me¢ PK-I, po 30 minutach przeksztalcenie jest prawie kompletne (95%). Stopien prze-
ksztatcenia PK-II w PK-I zalezy od stgzenia F-1,6-bP, natomiast alanina i ATP
urudniajg przejscie w PK-I (Guderley i Hochachka, 1977).
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Nie znaleziono efektora zdolnego do przeksztalcenia formy PK-I w PK-II, nawet
w czasie dlugotrwalej inkubacji. Jednak dializa PK-I w buforze pozbawionym F-1,6-bP
powoduje znaczne przeksztalcenie enzymu w form¢ o malym powinowactwie do PEP,
tj. PK-II (Guderley i Hochachka, 1977).

Niewiele wiadomo o stezeniach poszczegdlnych metabolitow w cytoplazmie epider-
my skorupiakéw. U kraba C.magister stezenie ATP waha si¢ w granicach 2-3 mM, stg-
zenia alaniny i seryny w przyblizeniu wynosza 20 i 5 mM (Guderley i Hochachka,
1977). Niestety nie badano, jakie sa stezenia PEP i F1,6-bP. Przyjmujac za Guderley
i Hochachka (1977), ze stezenia PEP nie przekraczaja 0,2 mM, mozna przypuszczac, iz
PK-I (cechujaca si¢ statg Sys ponizej 0,1 mM) jest w tych warunkach wysoce aktywna
(ok. 80% aktywnos$ci maksymalnej). Z kolei PK-II (o Sy s rownej 0,5 mM i wigcej) wy-
kazuje w stgzeniach PEP ponizej 0,2 mM co najwyzej 15% aktywnos$ci maksymalnej
(Guderley i Hochachka, 1977), ponadto addytywne dzialania ATP, alaniny, seryny,
a ewentualnie takze cytrynianu obnizaja aktywno$¢ do poziomu ponizej 1% aktywnosci
maksymalnej. Jezeli w warunkach wzmozonej syntezy chityny aktywna fruktozo-1,6-bis-
fosfataza (Hochachka, 1972) zuzywa w duzym stopniu F-1,6-bP, to brak tego metabolitu
powoduje przeksztalcenie wickszosci czasteczek PK w forme¢ o malym powinowactwie
do PEP, praktycznie nieaktywna. W warunkach tych aktywnosci karboksykinazy piro-
gronianowej 1 karboksylazy pirogronianowej (cho¢ niskie w poréwnaniu z aktywnoscia
maksymalng PK) mogg zacza¢ przewyzsza¢ aktywno$¢ PK, a tym samym mozliwy jest
ciag reakcji prowadzacych do syntezy fosfoenolopirogronianu z niecukrowych prekur-
sorow, a dalej skierowanie go w kierunku fruktozo-6-fosforanu. Uruchomiona zostataby
tym samym droga glukoneogenna. Synteza chityny z glukozaminy pochodzacej z gluko-
zy lub ewentualnych glukogennych prekursoréw zachodzi przede wszystkim po linieniu
(Hornung i Stevenson, 1971; Speck i wsp. 1972), a wiec w tym samym czasie, gdy ob-
serwowano intensywne utlenianie cukrowcow (Herz-Hiibner i wsp. 1973). Temu inten-
sywnemu utlenianiu winna towarzyszy¢ aktywacja fosfofruktokinazy, a ta z kolei winna
podnosi¢ poziom F-1,6-bP. Sprzyjatoby to stabilizacji formy PK-I, a cata droga glikoli-
tyczna mogtaby by¢ wysoce efektywna. Odpowiadatoby to duzej szybkosci utleniania
weglowodanow w okresie polinieniowym (Herz-Hiibner i wsp. 1973). Jednoczesne za-
chodzenie reakcji glikolitycznych i glukogennych w jednym przedziale komoérkowym
jest trudne do przyjecia, tak wigc mozna oczekiwaé albo oscylacyjnych zmian aktywno-
Sci obu toréw albo tez kwestionowa¢ znaczenie glukoneogenezy jako drogi syntezy pre-
kursoréw chityny. Dla pelnego wyjasnienia mechanizméw regulacji glikolizy i gluko-
neogenezy w epidermie skorupiakéw niezbedne sa jednak dalsze badania, zwlaszcza nad
regulacjg aktywnosci fosfofruktokinazy w tej tkance.



4. MIESNIE SKORUPIAKOW

Migénie skorupiakow sg silnie zréznicowane w budowie i w funkcjach (Govind
i Atwood, 1982; Chappie, 1982). Migsnie lokomocyjne, a wigc migénie konczyn i od-
wiloka, pod wieloma wzgledami budowy i funkcji odpowiadaja migsniom szkieletowym
bialym krggowcow (Hochachka i wsp. 1971; Guderley i Hochachka, 1980). Dotyczy to
przede wszystkim migsni zginaczy odwloka rakow (Kennedy i Takeda, 1965ab) i homa-
row (Jahromi i Atwood, 1969; Newsholme i Leech, 1983), ktore catkowicie zbudowane
s3 z jednorodnych wilokien szybkiego skurczu (typu IIB wg klasyfikacji Newsholme'a
i Leecha (1983)). Sa to wiokna o wysokiej aktywnosci glikolitycznej, matej ilo$ci mito-
chondriow i thuszczowcow, ktorych metabolizm energetyczny skurczu oparty jest pra-
wie catkowicie na anaerobowej produkcji ATP przy wykorzystaniu rezerw glikogenu
(Keller, 1965; Hochachka, 1976; Guderiey i Hochachka, 1980; Newsholme i Leech,
1983). Migsnie te sg zdolne do bardzo szybkich, gwaltownych (,,wybuchowych") skur-
czow, ktore zapewniaja zwierzeciu szybka ucieczke dzigki silnemu odrzutowi kurczace-
go si¢ odwloka (Webb, 1979; Newsholme i Leech, 1983; Onnen i Zebe, 1983).

Budowa innych mig$ni skorupiakdéw jest przyktadem adaptacyjnej korelacji ich
struktury i funkcji. Sa wsrdd nich miegénie kurczace si¢ szybko, t¢zcowo, lecz sa tez
mieénie o powoli, stopniowo narastajacym napigciu (Govind i Atwood, 1982). Znajduje
to odbicie w zrdéznicowanym uktadzie wtokien migsniowych budujacych poszczegdlne
migénie (Chapple, 1982). Na przyktad miegsien kruszacego szczypca homara Homarus
americanus jest zbudowany w wigkszo$ci z wlokien wolno kurczacych sig, co zwigzane
jest z powolng, miazdzaca funkcjg tej konczyny. Natomiast szczypce przecinajace, szyb-
ko tnace schwytany pokarm, pracuja w ten sposob dzigki mig$niowi zbudowanemu
w 65-75% z widkien szybkiego skurczu (Jahromi i Atwood, 1971; Goudey i Lang,
1974; Lang i wsp. 1977). Migénie konczyn krocznych wykazuja z kolei posrednig liczbe
wtokien szybkiego i wolnego skurczu, stad ruchy ich cechuje posrednia intensywno$¢
(Govind i Atwood, 1982).

Dla skurczu mig$ni skorupiakdéw (typu IIB) w warunkach beztlenowych, wywota-
nych czy to intensywng praca migsnia (np. mi¢$nia odwlokowego w czasie gwaltownej
ucieczki zwierzecia), czy tez w wyniku niedotlenienia §rodowiskowego u zwierzat zyja-
cych w zamulonych, przybrzeznych wodach stawdow 1i jezior (np. raka O.limosus), nie-
zbedne jest zapewnienie dostatecznej ilosci ATP. Mig$nie skorupiakdéw cechuje wysoka
aktywno$¢ glikolityczna (Hu, 1958; Huggins, 1966; Huggins i Munday, 1968; Boulton
i Huggins, 1970; Hochachka i wsp. 1971; Schatzlein i wsp. 1973), natomiast stosunko-
wo niska aktywnos$¢ maja enzymy utleniania kwasow thuszczowych (Graszynski, 1968).
Migénie skorupiakéw zawieraja sprawny komplet enzymow niezbgdnych do syntezy gli-
kogenu (Wang i Scheer, 1962, 1963; Keller, 1965; Ramamurthi i wsp. 1968) oraz jego
degradacji (Cowgill, 1959; Sagardia, 1969; Assaf i Graves, 1969; Santiago i wsp.
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1974ab; Benzonana, 1976; Hergenhahn, 1983). MigSniowe zapasy glikogenu (Speck,
1969; Géde i1 Zebe, 1973; Keller i Andrew, 1973; Spindler-Barth, 1976; Gade, 1983) sa
katabolizowane glikolitycznie w czasie pracy migs$ni skorupiakow (Zebe, 1982; Onnen
i Zebe, 1983, Gade, 1984), co zapewnia wystarczajacg podaz ATP dla witokienek apara-
tu kurczliwego. Fosfagen, jakim jest w mig$niach skorupiakow fosfoarginina (Meyerhof
i Lohmann, 1928; Beis i Newsholme, 1975), uzupetnia poziom ATP w pracujagcym
miegs$niu (Onnen i Zebe, 1983; Gade, 1984).

Koncowym produktem glikolizy w migéniu skorupiakow jest L-mleczan (Boyland,
1928; Dendinger i Schatzlein, 1973; Trausch, 1976a; Onnen i Zebe, 1983; Géde, 1984).
Dalsze losy mleczanu nie sa jednoznacznie ustalone. U niektorych gatunkow (Phillips
i wsp. 1977; Onnen i Zebe, 1983) poziom mleczanu w hemolimfie, cho¢ wzrasta po wy-
sitku migs$nia, zawsze jest jednak niski w porownaniu ze st¢zeniami mleczanu w migs$-
niu. Wysokie stezenie mleczanu po pracy migsnia bardzo powoli wraca do poziomu
spoczynkowego. Totez wydaje si¢, iz mleczan powstajacy w czasie pracy migsnia tych
gatunkow tylko w niewielkim stopniu jest usuwany do hemolimfy a metabolizowany
jest przede wszystkim w obrebie samego migsnia. Natomiast u raka O.limosus (Géde,
1984) i kilku innych gatunkow (Burke, 1979; Booth i wsp. 1982; Géde, 1984) po wzmo-
zonej pracy migénia stgzenie mleczanu w hemolimfie znacznie wzrasta, co sugeruje dy-
fuzj¢ metabolitu z tkanek prowadzacych metabolizm anaerobowy. Wysoki poziom
mleczanu w hemolimfie utrzymuje si¢ dtugo (Bridges i Brand, 1980; Géde, 1984), wy-
daje si¢ wigc, iz brak skorupiakom tkanki intensywnie metabolizujacej mleczan. Nie jest
tez jasne, czy u zwierzat tych ma miejsce droga przemian odpowiadajaca charakte-
rystycznemu dla ssakow cyklowi Corich, w ktorym mleczan powstajacy w pracujacym
anaerobowo migsniu przekazywany jest z krwig do hepatocytow, gdzie droga glukoneo-
genezy odnawiana jest z niego glukoza, wracajaca z krwig do mig$nia.

Niezaleznie od wielko$ci dyfuzji mleczanu do hemolimfy po intensywnej pracy
mies$ni skorupiakdéw, w czasie odpoczynku czgs¢ tego metabolitu jest wykorzystywana

Tablica 9. Aktywnos¢ enzymow glukoneogennych w migsniach skorupiakow.

I'(arbokéylaza Karbol'csykina'za Fruktozo-1,6-bisfosfataza
pirogronianowa fosfoenolopirogronianowa
Astacus leptodactylus 0,045 1) 0,005 1
Cancer magister 0,05 2 0,105 2) 47 3
Cherax destructor 0 4) 0 4)
Chionocetes bairdi 126 3 16 3) 55 3
Crangon allmanni <001 5
Galathea squamifera 03 35
Homarus vulgaris 0,6 -13 5)
14 o
Pandalus hypsinotus 11 3) 17,5 3 35 3
Paralithodes camtschatica 15 3) 9 3) 45  3)
60 - 65 7
Portunus puber <0,01 5

Aktywno$¢ enzymatyczna wyrazono w pmolach/min/g tkanki. Cytowano z prac: 1) Van Marrewijk i wsp. 1973; Van
Marrewijk i de Zwaan, 1976; 2) Guderley i Hochachka, 1980; 3) Behrisch, 1972; 4) Phillips i wsp. 1977, 5) Zammit i
Newsholme, 1976; 6) Zammit i Newsholme, 1978; 7) Behrisch, 1975.
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w obrebie samego migsnia. Czy mleczan jest tylko spalany w odpoczywajacym migsniu
skorupiakow, czy tez moze by¢ jednoczesnie substratem glukogennym tej tkanki? Pyta-
nie to nabiera znaczenia w $wietle wynikow sugerujacych, iz migsien skorupiakow jest
jedng z tkanek uwalniajacych glukoze do hemolimfy w odpowiedzi na hormon hiper-
glikemiczny (Keller i Andrew, 1973; Telford, 1975). W Tablicy 9 zestawiono aktyw-
no$¢ enzymoéw glukoneogennych, stwierdzang w mig$niach skorupiakéw. Choc
poszczegodlne zrodta podaja mocno zréznicowane wyniki, potencjalna mozliwos¢ uru-
chamiania glukoneogenezy w migéniu skorupiakow istnieje (Behrisch, 1972).
Gwaltowne, ,,wybuchowe" uruchamianie drogi glikolitycznej w czasie pracy migs-
nia, a z drugiej strony ewentualne wylaczanie niektorych enzyméw glikolitycznych dla
umozliwienia syntezy glukozy z mleczanu droga glukoneogenna wymagaja Scistej kon-
troli aktywnosci enzymoéw glikolitycznych. Sugerowano, ze miejscem regulacji aktyw-
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Rys. 18. Zaleznos$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy odwlokowego migsnia raka O./imosus od pH i: (A) stezenia
fruktozo-6-fosforanu, (B) ,,potencjatu energetycznego" nukleotydow adenylowych. Pomiary prowadzono
w standardowym ptynie inkubacyjnym w obecnosci 0,1 lub 1,0 mM F6P; 0,1 lub 0,5 mM ATP; 0,1 mM AMP;
0,6 lub 10 uM F-2,6-bP oraz przy ,,potencjale energetycznym" 0,91 lub 0,98.
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nosci glikolizy sa w migsniu skorupiakow reakcje katalizowane przez fosfofruktokinazg
i kinazg¢ pirogronianowa (Hochachka i wsp. 1971). Przyjecie tej sugestii uzasadnialo
podjecie badan nad wiasnosciami obu enzymow.

4.1. FOSFOFRUKTOKINAZA MIESNI SKORUPIAKOW

Aktywnos¢ fosfofruktokinazy wykryto w migsniach skorupiakow (Boulton i Hug-
gins, 1970; Hochachka i wsp. 1971; Crabtree i Newsholme, 1972; Schatzlein i wsp.
1973) i wstepnie scharakteryzowano ten enzym (Freed, 1971; Sugden i Newsholme,
1975; Freed i Kirk, 1976; Lesicki, 1980). Wynikom dalszych badan nad fosfofrukto-
kinazg z mie$ni skorupiakéw poswiecono nastepne podrozdziaty pracy.

4.1.1. Zalezno$¢ aktywnosci od pH

Stezenie jondéw wodorowych jest czynnikiem regulujacym aktywno$¢ PFK mig$nia
odwlokowego raka O.limosus (Rys. 18). Optimum pH przypada w zakresie pH 7,8 - 8,0.
W pH ponizej 7,7 aktywnos$¢ gwattownie maleje, zwlaszcza gdy w $rodowisku reakcji
brak jest AMP i F-2,6-bP, a st¢zenia substratow F6P (0,1 mM) i ATP (0,1 mM) sg nis-
kie. AMP i F-2,6-bP modulujg zalezno$¢ aktywnosci PFK migsénia raka od pH. W ich
obecnosci, szczegdlnie przy niskim st¢zeniu substratow, optimum pH dla maksymalnej
aktywnosci enzymu jest znacznie szersze (7,6 - 8,3), a aktywno$¢ PFK jest takze zacho-
wana w pH 7,0, tj. w pH, w ktorym bez AMP i F-2,6-bP enzym jest nieaktywny.

Zalezno$¢ aktywno$ci PFK migénia raka od pH badano réwniez przy zmiennym
,potencjale energetycznym" nukleotydow adenylowych (Rys. 18B). Wyniki potwier-
dzaja wyzej przytoczone obserwacje. Pojawienie si¢ AMP w $rodowisku reakeji (a wigc
obnizenie ,,potencjatu energetycznego" z 0,98 do 0,91) zwicksza aktywno$¢ enzymu,
a dodanie F-2,6-bP wzmacnia ten efekt, zwlaszcza w pH ponizej 7,5.

4.1.2. Zaleznos¢ aktywnosci od stezenia ATP

Scharakteryzowano zalezno$¢ aktywnosci PFK mig$nia raka O.limosus od stgzenia
ATP (Rys. 19, 20). Aktywnos$¢ enzymu rosnie wraz ze wzrostem st¢zenia ATP do war-
tosci ok. 0,8 - 1,0 mM. Powinowactwo enzymu do ATP w niewielkim stopniu zalezy od
pH, natomiast wplywaja na nie st¢zenia: 1) kosubstratu, F6P; 2) AMP; 3) F-2,6-bP.

Tablica 10. Powinowactwo fosfofruktokinazy mig¢énia odwlokowego raka O./imosus do ATP jako substratu.

FopP F-2,6-bP AMP

So.s ny

mM mM mM

0,1 0 0 4) 278 + 34 1,02 £0,01
0,1 0 0,1 5) 46+ 8 0,99 + 0,01
0,1 0,01 0 3) 50 £ 6 1,00 = 0,01
0,1 0,01 0,1 1) 48 1,01

10 0 0 (5) 56 £ 2 1,01 £+ 0,03
1.0 0,01 0 [€)) 50 1,02

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 19, w podpisie kto-
rego opisano sktad plynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegdlnych ekspery-
mentach (liczba eksperymentow w nawiasach). Wartosci Sp s wyrazono w uM.
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Rys. 19. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofmktokinazy odwlokowego migénia raka O.limosus od stgzenia ATP. Po-
miary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecnosci 0,1 lub 1,0 mM F6P oraz przy
braku lub w obecnosci 0,1 mM AMP lub 0,01 mM F-2,6-bP. W goérnej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawio-
no w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 10.

W obecnosci wysycajacego enzym 1 mM stgzenia FOP powinowactwo PFK do ATP
jest wicksze, co wskazuje pigciokrotnie nizsza warto$¢ stalej Sps w pordwnaniu z war-
toscig tego parametru, wyznaczong w. niskim 0,1 mM stezeniu F6P (Tablica 10).

W niskich stezeniach F6P powinowactwo do ATP moze by¢ takie samo jak w steze-
niach wysycajacych, gdy w Srodowisku reakcji znajduje si¢ 0,1 mM AMP (Rys. 19,
Tablica 10).

Rowniez F-2,6-bP zwigksza powinowactwo PFK mig$nia raka do ATP (Rys. 19,
Tablica 10).

ATP w stezeniach powyzej 1 mM dziata jako inhibitor PFK mi¢énia homara Homa-
rus vulgaris (Sugden i Newsholme, 1975) i raka O.limosus (Lesicki, 1980; Rys. 20).
W fizjologicznych stezeniach F6P juz 2 mM ATP prawie catkowicie hamuje aktyw-
no$¢ PFK. Inhibicji tej przeciwdziala wzrost stezenia F6P i jonow Mg®" (Lesicki, 1980),
a przede wszystkim obecno$¢ aktywatorow AMP i F-2,6-bP (Rys. 20). Oba aktywatory
wspoldziataja ze soba i najsilniej efekt ochronny wywieraja wspolnie.
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Rys. 20. Hamujacy wptyw wyzszych stezen ATP na aktywno$¢ fosfofruktokinazy migsnia odwlokowego raka
O.limosus. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecnosci 0,1 mM F6P
oraz przy braku lub w obecnosci 0,1 mM AMP lub/i 0,01 mM F-2,6-bP.
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Rys. 21. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy odwlokowego migénia raka O.limosus od st¢zenia aktywato-
ra AMP. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecnosci 0,04 lub 0,1 mM
F6P; 0,1 lub 6,3 mM ATP oraz przy braku lub w obecnosci 0,6 uM F-2,6-bP lub 1,0 mM ADP.
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4.1.3. AMP jako aktywator fosfofruktokinazy miesni skorupiakow

Aktywnos¢ PFK migs$nia raka O.limosus zalezy od st¢zenia AMP (Rys. 21). Powino-
wactwo enzymu do aktywatora jest najwigksze w niskich stgzeniach F6P i ATP. Obec-
nos$¢ innych aktywatorow (ADP, F-2,6-bP) zmniejsza powinowactwo PFK do AMP.

4.1.4. Fruktozo-2,6-bisfosforan jako aktywator

F-2,6-bP jest silnym aktywatorem PFK mig$nia raka O.limosus (Rys. 22). PFK wy-
kazuje zdolno$¢ do wiazania F-2,6-bP przede wszystkim w niskim stezeniu substratu
F6P (0,05 mM), zarowno przy niskim (0,2 mM) jak i wysokim, hamujacym (7 mM) ste-

Tablica 11. Powinowactwo fosfofruktokinazy migénia odwlokowego raka O.limosus do aktywatora fruktozo-
-2,6-bisfosforanu.

pH AMP K. .
7,0 - “4) 4611 + 349 141 + 0,06
+ 3) 1349 + 51 1,02 + 0,02
7,6 - 5) 218+ 64 0,91 + 0,09
+ 150 59 0,98
* - 0) 105 1,01

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 22. Aktywnosé
PFK mierzono w obecnosci 0,04 mM F6P i 0,2 mM ATP (* 7 mM ATP). Znakiem ,,+" oznaczono dodanie 0, mM AMP,
znakiem ,,-" brak AMP. Podano warto$ci $rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegdlnych eksperymentach (liczba
eksperymentow w nawiasach). Wartosci K, wyrazono w nM.

zeniu ATP. Natomiast powinowactwo PFK migs$nia do F-2,6-bP silnie zmieniane jest
przez pH srodowiska. W pH 7,0 stala K, charakteryzujaca to powinowactwo wynosi ok.
4,5 uM (Tablica 11), a krzywa wysycania enzymu aktywatorem jest sigmoidalna (ny
1,4; Tablica 11, Rys. 22). W pH 7,0 wigzanie F-2,6-bP przez enzym jest wi¢c trudniej-
sze niz w pH 7,6 (W tym pH parametry kinetyczne wynosza K, 0,22 uM i ny 0,91
(krzywa hiperboliczna)). To nizsze powinowactwo PFK do F-2,6-bP w pH 7,0 pozytyw-
nie modyfikuje AMP. W obecnosci 0,1 mM AMP K, obnizona jest do 1,3 uM, a krzywa
kinetyki ma ksztatt hiperboliczny.

4.1.5. Zalezno$¢ aktywnosci od stezenia fruktozo-6-fosforanu

Wykazano, ze powinowactwo PFK mig$nia odwlokowego raka O.limosus do F6P
zalezne jest od szeregu czynnikow Srodowiska, w ktorym przebiega reakcja (Rys. 23 -
- 26). I tak, czynnikami modyfikujacymi powinowactwo enzymu do F6P sa:

1) pH $rodowiska,

2) stezenie ATP,

3) stgzeniec AMP,

4) ,,potencjal energetyczny" nukleotydéw adenylowych,

5) stezenie fruktozo-2,6-bisfosforanu,

6) temperatura.

W pH 7,0 (Rys. 23, 24) PFK migsnia raka O./imosus cechuje si¢ znacznie nizszym
powinowactwem do FO6P niz w pH 7,6 (Rys. 25, 26). Warto$¢ stalej S5, wyznaczana
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Rys. 22. Zaleznos$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy odwlokowego migénia raka O.limosus od st¢zenia aktywato-
ra fruktozo-2,6-bisfosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym o pH 7,0 lub 7,6
w obecnosci 0,05 mM F6P; 0,2 lub 7,0 mM ATP oraz przy braku tub w obecnosci 0,1 mM AMP. W dolnej
czgscei rysunku zaleznos$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 11.

przy braku aktywatoréw (F-2,6-bP, AMP) jest dziesigciokrotnie wyzsza w pH 7,0 niz
pH 7,6 (Tablica 12). Sigmoidalny ksztalt krzywej wysycenia enzymu przez FOP jest
wyrazny w pH 7,0 (wspotczynnik Hilla ny wigkszy od 3), podczas gdy w pH 7,6 ksztatt
krzywych kinetyki reakcji jest nieznacznie sigmoidalny (ny=1,23 - 1,50), a wigc i ko-
operatywne oddziatywania enzymu i substratu sa mniejsze.
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Rys. 23. Zaleznos¢ aktywnosci fosfofruktokinazy odwlokowego migsnia raka O.limosus od st¢zenia substratu
fruktozo-6-fosforanu w pH 7,0 i w obecnoéci 0,1 mM ATP. Badano wptyw 0,6 lub 10 pM F-2,6-bP oraz
0,1 mM AMP na zaleznosé. W dolnej czesci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Para-
metry kinetyczne zestawiono w Tablicy 12.

Zarowno w pH 7,0 (Rys. 23, 24) jak i 7,6 (Rys. 25, 26) obserwowano wzrost
aktywnosci PFK po zwigkszeniu st¢zenia kosubstratu ATP z 0,1 mM do 0,8 mM.
Wynika to z faktu, ze stezenie 0,1 mM ATP jest stezeniem dalece niewysycaja-
cym PFK, natomiast 0,8 mM ATP jest stezeniem optymalnym dla reakcji (Rys. 19, 20;
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Rys. 24. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy odwiokowego migénia raka O./imosus od stgzenia substratu
fruktozo-6-fosforanu w pH 7,0 i w obecnosci 0,8 mM ATP. Badano wptyw 0,6 lub 10 pM F-2,6-bP oraz
0,1 mM AMP na zaleznosé. W dolnej cz¢$ci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Para-
metry kinetyczne zestawiono w Tablicy 12.

Lesicki, 1980). Cho¢ wzrost stgzenia ATP nie modyfikuje wartosci wspotczynnika ny
(Tablica 12), to jednak w wyzszym stezeniu ATP powinowactwo enzymu do substratu
jest wigcksze. Warto$¢ statej Sys ulega obnizeniu, szczegdlnie istotnie w pH 7,0 (Rys.

24; Tablica 12).
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Rys. 25. Zaleznos¢ aktywnosci fosfofruktokinazy odwlokowego migsnia raka O./imosus od st¢zenia substratu
fruktozo-6-fosforanu w pH 7,6 i w obecnosci 0,1 lub 0,8 mM ATP. Badano wptyw 10 uM F-2,6-bP na zalez-
nos¢. W dolnej czesci rysunku zaleznos$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zesta-
wiono w Tablicy 12.

AMP jest aktywatorem PFK mig$nia odwlokowego skorupiakéw (Freed, 1971;
Freed i Kirk, 1976; Lesicki, 1980). Aktywujace dzialanie tego nukleotydu przejawia si¢
zwigkszaniem powinowactwa PFK do F6P. W obecnosci 0,1 mM AMP obnizeniu ule-
gaja stale Sps5 1 ny (Tablica 12), w znacznie wigkszym stopniu w pH 7,0 (Rys. 23, 24;
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Rys. 26. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy odwlokowego migénia raka O.limosus od st¢zenia substratu
fruktozo-6-fosforanu w pH 7,6 i w obecnosci 7,5 mM ATP. Badano wptyw 10 uM F-2,6-bP i 0,1 mM AMP na
zaleznos¢. W lewej dolnej czegéei rysunku zalezno$é¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinety-
czne zestawiono w Tablicy 12.

Tablica 12). Krzywe kinetyki reakcji przesunigte s3 w lewo (obnizenie wspotczynnika
ny z warto$ci ok. 3 do ok. 1,5), co oznacza, ze enzym jest bardziej aktywny w fizjologi-
cznych stgzeniach F6P. Ale dla PFK migsnia skorupiakow charakterystyczne jest takze
hamowanie przez AMP maksymalnej szybko$ci reakcji, a wigc reakcji przebiegajacej
w wysycajacych enzym stezeniach FO6P (Rys. 24, 26; Lesicki, 1980). Podobne hamujace
dzialanie AMP obserwowano w przypadku PFK migénia kraba Paralithodes camtschati-
ca (Freed, 1971) oraz PFK mig$nia raka Orconectes virilis (Freed i Kirk, 1976). Znacze-
nie tego hamowania wydaje si¢ problematyczne, gdyz pojawia si¢ dopiero w wysokich,
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niefizjologicznych st¢zeniach F6P. Istotne dla mechanizmu reakcji katalizowanej przez
PFK jest przede wszystkim aktywujace dziatanie AMP w niskich st¢zeniach F6P.

Wykazano (Lesicki, 1980), ze takze ADP aktywuje w pewnym stopniu PFK migénia
raka O.limosus. Krzywa kinetyki reakcji z FO6P jako substratem zalezy wigc od wza-
jemnego stosunku wszystkich nukleotydow adenylowych, wyrazanego rownaniem
,potencjatu energetycznego" (Atkinson i Walton, 1967). Warto$¢ ,,potencjatu" zblizo-
na do jednosci odpowiada warunkom, gdy niemal catg pul¢ nukleotydow adenylowych
zajmuje ATP. W warunkach tych PFK mig$nia cechuje sigmoidalna kinetyka reakcji
(Lesicki, 1980). Obnizenie ,,potencjatu energetycznego" (a wicc pojawienie si¢ wsrod
nukleotydéw adenylowych ADP i AMP) zwigksza powinowactwo enzymu do substratu,
a krzywa kinetyki staje si¢ hiperboliczna.

Tablica 12. Powinowactwo fosfofruktokinazy migsnia odwlokowego raka O.l/imosus do substratu fruktozo-6-
-fosforanu.

ATP F-2,6-bP AMP
pH S, ny
mM mM 0.5
7,0 0,1 0 0 3) 1278 + 103 3,19 + 0,34
0,1 10,0 0 3) 95 + 3 1,65 £0,11
0,1 0,6 0 ) 200 2,32
0,1 0 0,1 ) 316 147
0,1 0,6 0,1 ?) 65 1,02
0,8 0 0 3) 837+ 38 3,28 + 0,09
0,8 10,0 0 (i) 36 1,19
0,8 0,6 0 3) 168 + 25 1,62 + 0,20
0,8 0 0,1 ) 320 1,80
0,8 0,6 0,1 3) 112 = 10 1,02 + 0,03
7,6 0,1 0 0 3) 111+ 4 124 £+ 0,01
0,1 10,0 0 3) 20+ 1 1,09 + 0,01
0,1 0 0,1 3) 84+ 4 1,00 + 0,01
0,8 0 0 3) 75+ 1 1,23 £ 0,10
0,8 10,0 0 3) 30 £ 5 1,01 + 0,05
7,5 0 0 1) 34 1,50
7,5 10,0 0 [6)) 16 1,03
7,5 0 0,1 ) 20 1,13
7.5 10,0 0,1 ) 16 1,01

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 23 - 26, w podpi-
sach ktorych opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci srednie (+ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegolnych
eksperymentach (liczba eksperymentow w nawiasach). Wartosci So s wyrazono w uM.

Czynnikiem najsilniej modyfikujacym powinowactwo PFK mig$nia raka do F6P jest
F-2,6-bP. Zwiazek ten we wszystkich badanych st¢zeniach zwigkszal aktywnos¢ PFK
ijej powinowactwo do F6P oraz niwelowat kooperacyjne oddziatywania enzym-substrat
(Rys. 23 - 26). W jego obecnosci notowano wigc znaczne obnizenie statych Sy 51 ny
(Tablica 12). Dla podkreslenia aktywujacego dzialania F-2,6-bP mozna przytoczy¢
obnizenie Sys z 1278 uM do 95 uM, a ny z 3,19 do 1,65, stwierdzone w pH 7,0 (przy
[ATP]=0,1 mM).

Zauwazy¢ nalezy, ze maksymalna aktywacja PFK wywotana przez wysycajace en-
zym stezenie AMP (0,1 mM) byla nizsza niz osiagana przez 10 pM F-2,6-bP (Rys. 23,
24; Tablica 12). Juz 0,6 pM F-2,6-bP aktywuje PFK mig$nia w pH 7,0, ale st¢zenie to
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nie wystarcza dla uzyskania efektu maksymalnego, zarowno przy stezeniu ATP 0,1 mM
(Rys. 23, Tablica 12) jak i 0,8 mM (Rys. 24; Tablica 12). Natomiast 0,6 uM F-2,6-bP
w obecnosci 0,1 mM AMP daje pelng aktywacje enzymu, zblizong do uzyskiwanej
w obecnos$ci stezen F-2,6-bP wysycajacych PFK. Wskazuje to na wspoéldziatanie obu
aktywatorow w mechanizmie aktywacji PFK.

Czynnikiem modyfikujacym powinowactwo PFK mieénia skorupiakéw do F6P jest,
przynajmniej dla niektorych gatunkow, temperatura (Freed, 1971). PFK z mig$ni kraba
z Alaski, P.camtschatica, wykazuje obnizenie powinowactwa enzymu do FO6P (wzrost
statych Sys5 1 ny) wraz ze wzrostem temperatury z 5°C do 25°C. Jednak dalsze badania
(Freed i Kirk, 1976) nad PFK miegénia raka O.virilis nie wykazaly réznic maksymalnej
aktywnos$ci enzymu, powinowactwa do F6P (Sy5) i wrazliwosci na AMP u rakow akli-
mowanych do trzech temperatur 5°, 10° i 25°C.

4.2. KINAZA PIROGRONIANOWA MIESNI SKORUPIAKOW

W migéniach skorupiakow obserwuje si¢ wysoka aktywnos¢ kinazy pirogronianowej
(Boulton i Huggins, 1970; Hochachka i wsp. 1971 ; Schatzlein i wsp. 1973; Géide i Zebe,
1973; Van Marrewijk i wsp. 1973; Trausch, 1976b). Charakterystyke enzymu przedsta-
wiono w szeregu prac (Somero, 1969; Guderley i wsp. 1976a; Lesicki, 1974, 1976, 1977,
1983c, 1988; Newton i wsp. 1976ab; Trausch, 1976¢; Zammit i Newsholme, 1978; Zam-
mit i wsp. 1978; Guderley i Hochachka, 1980; Lesicki i Obuchowicz, 1980; Poat i wsp.
1980), a poréwnanie prezentowanych w nich wynikéw oraz rezultatow dalszych prac
wiasnych nad PK mig$nia raka O.limosus jest trescia kolejnych podrozdzialow.

4.2.1. Badania elektroforetyczne i chromatograficzne

W migsniach skorupiakéw kinaza pirogronianowa wystepuje jako pojedyncze biat-
ko. Wykazano to metodami elektroforetycznymi (Somero, 1969; Lesicki, 1976; Newton
i wsp. 1976a; Lesicki i Obuchowicz, 1980; Guderley i Hochachka, 1980) i chromato-
graficznymi (Trausch, 1976c; Trausch i Bauchau, 1980), a takze metoda ogniskowania
izoelektrycznego (Somero, 1969; Guderley i Hochachka, 1980).

Rozdziat elektroforetyczny wyciagu z mig$nia odwlokowego raka O.limosus, zarow-
no na zelu agarowym (Lesicki, 1976), jak i skrobiowym (Lesicki i Obuchowicz, 1980),
wykazuje obecnos$¢ pojedynczej formy kinazy pirogronianowej w tej tkance. Ruchli-
wos¢ elektroforetyczng PK miegénia raka jest zblizona, cho¢ niejednakowa, do ruchliwo-
sci elektroforetycznej PK z gruczotu jelita $rodkowego raka (Rys. 9). Pojedyncza
elektroforetyczng form¢ PK wykazano réwniez w mig$niach krabow Cancer magister
(elektroforeza na zelu skrobiowym, Guderley i Hochachka, 1980) i Paralithodes cam-
tschatica (elektroforeza na zelu octanu celulozy, Somero 1969). Natomiast po elektro-
forezie na zelu poliakrylamidowym wyciagu z mig¢sni odnézy kraba Carcinus maenas
wywotano dwa pasma aktywnosci PK, jedno znacznie intensywniejsze od drugiego
(Newton i wsp. 1976a).

Ogniskowanie izoelektryczne wykazalo pojedyncza forme¢ PK w migéniach krabow
C.magister (Guderley i Hochachka, 1980) i P.camtschatica (Somero, 1969). Punkt izo-
elektryczny (pl) dla PK z mig$nia C.magister ustalono w pH 6,4, natomiast PK migsénia
P.camtschatica ma nieco nizszy pl, rowny 5,62.



66

Istnienie w migsniach homara Homarus americanus pojedynczego biatka o aktyw-
nosci PK wykazano na kolumnach chromatograficznych z zelu DEAE-celulozy
i Sephadexu G-200, cho¢ jednocze$nie stwierdzono roéznice chromatograficzne dla PK
z migénia odwlokowego i szczypiec (Trausch, 1976c). Enzym z mig$nia homara zacho-
wuje si¢ w czasie chromatografii jonowymiennej odmiennie niz enzym z gruczotu jelita
srodkowego (Trausch i Bauchau, 1980).

4.2.2. Cigzar czasteczkowy

Cigzar czasteczkowy PK miesni skorupiakoéw ustalono dla nastgpujacych enzymow:
- PK migsénia odwlokowego homara H.americanus 254 000 + 10% (Trausch, 1976c),

- PK mig$nia szczypiec homara H.americanus 266 000 £ 10% (Trausch, 1976c),
- PK mie¢$nia odndza kraba C.maenas 240 000 (Munday i wsp. 1980).

Chromatografia z dodatkiem siarczanu dodecylu pozwolita na ustalenie ci¢zaru cza-
steczkowego identycznych podjednostek, ocenianego na 65 000 ( + 105) dla PK homara
(Trausch, 1976c) lub 53 000 dla enzymu kraba (Munday i wsp. 1980). Wyniki te sugeru-
ja tetrameryczng strukture PK miesni skorupiakow.

4.2.3. Optimum pH

PK migéni skorupiakéw wykazuje najwyzsza aktywno$§¢ w obojetnym pH. Enzym
z mig$nia odwlokowego raka O.l/imosus cechuje wzglednie szeroki zakres optymalnego
pH (6,7-7,3; Rys. 27), nie modyfikowany obecno$ciag fruktozo-1,6-bisfosforanu.
Podobnie szerokie obojetne optimum pH, nie ulegajace zmianie pod wplywem F-1,6-bP,
cechuje PK z mies$ni krewetki Oplophorus gracilirostris (Guderley i wsp. 1976a), homa-
ra Homarus vulgaris (Zammit 1 Newsholme, 1978) i kraba Cancer magister (Guderley
i Hochachka, 1980).
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Rys. 27. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej migénia odwlokowego raka O./limosus od pH. Pomiary
prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym zawierajacym 1 mM ADP oraz 0,1 lub 15 mM PEP.
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4.2.4. Zalezno$¢ aktywnoSci od stezenia ADP

Kinaza pirogronianowa mies$ni skorupiakéw cechuje si¢ hiperboliczng krzywa kine-
tyki reakcji z ADP jako substratem (Lesicki, 1976; Trausch, 1976c; Guderley i wsp.
1976a; Zammit i Newsholme, 1978; Guderley i Hochachka, 1980). Warto$ci statych Sy s
wobec ADP jako substratu wahajg si¢ w stosunkowo nieduzym zakresie dla enzyméw
z r6znych skorupiakdéw (Tablica 13). W przeciwienstwie do PK gruczotu jelita $rodko-
wego, powinowactwo PK migénia do ADP nie zalezy od st¢zenia PEP (Guderley i wsp.
1976a; Guderley i Hochachka, 1980). U raka O.limosus (Tablica 13) obserwuje si¢ pe-
wien wzrost powinowactwa do ADP wraz ze wzrostem stezenia PEP (podobne niewiel-
kie zmiany powinowactwa notowano w przypadku homara H.vulgaris (Trausch 1976c¢)),
jest on jednak na tyle niewielki, iz przypuszczalnie nie odgrywa roli w regulacji aktyw-
nosci enzymu w warunkach in vivo.

Tablica 13. Powinowactwo kinazy pirogronianowej migsni skorupiakoéw do ADP.

PEP Sos

mM mM
Orconectes limosus 2,0 0,25

10 0,30 1

0,5 0,31

0,1 0,34
Cancer magister 2,0 0,23 - 0,29 2)
Homarus vulgaris 2,0 0,15 3)

1,0 0,10 4

0,2 0,143 4
Oplophorus gracilirostris 2,0 0,27 5)

Cytowano z prac: 1) Lesicki, 1976; 2) Guderley i Hochachka, 1980; 3) Zammit i New-
sholme, 1978; 4) Trausch, 1976c; 5) Guderley i wsp. 1976a.

Urydynodifosforan (Guderley i Hochachka, 1980; Lesicki 1988), a takze guanozyno-
difosforan i inozynodifosforan (Guderley i Hochachka, 1980) moga by¢ alternatywnymi
substratami w miejsce ADP dla PK mig$ni skorupiakéw. Powinowactwo enzymu jest
jednak do tych nukleotydow znacznie nizsze niz wobec ADP (Guderley i Hochachka,
1980; Lesicki, 1988).

4.2.5. Zalezno$¢é aktywnosci od stezenia fosfoenolopirogronianu

Kinaza pirogronianowa z migsni skorupiakow (Lesicki, 1976; Guderley 1 wsp.
1976a; Trausch, 1976¢; Guderley i Hochachka, 1980) przypomina swymi wlasciwoscia-
mi PK migéni ssakow (Tanaka i wsp. 1967; Cottam 1 wsp. 1969; Imamura i wsp. 1972;
Cardenas i wsp. 1973; Munday i1 wsp. 1980). Ksztalt krzywej kinetyki wysycenia enzy-
mu substratern fosfoenolopirogronianem jest hiperboliczny (Rys. 28) i enzym cechuje
duze powinowactwo do PEP. State Sys wobec tego substratu wynosza 40 uM dla PK
mig$nia odwlokowego krewetki O.gracilirostris (Guderley i wsp. 1976a), 67 uM dla PK
mig¢$nia odwlokowego raka O.limosus (Lesicki, 1976), 80-110 pM dla PK mig$nia kraba
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Rys. 28. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej migsnia odwlokowego raka O.limosus od stezenia
substratu fosfoenolopirogronianu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w
obecnosci 0,2; 0,5 lub 1,0 mM ADP. W gornej czeéci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresow
Hilla (po lewej) i Linneweavera-Burka (po prawej).

C.magister (Guderley i Hochachka, 1980), 118-123 uM dla PK migéni odwlokowego
i szczypiec homara H.vulgaris (Trausch, 1976c). Powinowactwo do PEP nie jest mody-
fikowane stezeniami kosubstratu ADP (Rys. 28; Guderley i wsp. 1976a; Guderley i Ho-
chachka, 1980).

4.2.6. Wplyw fruktozo-1,6-bisfosforanu

Poczatkowe badania wykazywaly, ze PK mig$nia odwlokowego raka O.limosus (Le-
sicki, 1974, 1976) nie jest aktywowana przez fruktozo-1,6-bisfosforan, podobnie jak PK
z migsni krewetki O.gracilirostris (Guderley i wsp. 1976a), homara H.vulgaris (Trausch,
1976c¢) 1 kraba C.maenas (Munday 1 wsp. 1980). W powyzszych pracach sugerowano, ze
metabolit ten nie modyfikuje kinetyki PK mig$nia odwlokowego z PEP i ADP jako sub-
stratami.
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Rys. 29. Poréwnanie zaleznosci aktywnosci od stgzenia substratu fosfoenolopirogronianu dla kinazy pirogro-
nianowej migsnia raka O.limosus w ekstraktach przed i po elektroforezie na zelu skrobiowym. Pomiary prowa-
dzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obecnosci 1 mM ADP. W gornej czgsei rysunku
zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 14.

Natomiast PK mie¢$nia kraba C.magister (Guderley i Hochachka, 1980) jest aktywo-
wana przez F-1,6-bP w niskich st¢zeniach PEP. W przypadku tego enzymu F-1,6-bP
utatwia wigzanie PEP. Powinowactwo PK do PEP wzrasta, bowiem warto$¢ Sps maleje
z 85 uM przy braku F-1,6-bP do 45 puM w obecnosci aktywatora. Podobny aktywujacy
wplyw F-1,6-bP wykazano w ponownych badaniach nad PK migéni homara (Zammit
i wsp. 1978; Zammit i Newsholme, 1978). Stata Sy5 przy braku aktywatora wynosi dla
PK homara 150 - 200 uM, natomiast w obecnosci F-1,6-bP maleje do 70 uM, a to wska-
zuje, iz rowniez w przypadku PK mig$nia homara, F-1,6-bP aktywuje enzym poprzez
zwigkszenie jego powinowactwa do PEP.

Poréwnanie wilasnosci kinetycznych PK migsnia raka O.limosus przed i po elektro-
forezie na zelu skrobiowym (Lesicki i Obuchowicz, 1980) sugerowato zmian¢ wlasnosci
kinetycznych enzymu ekstrahowanego z zelu po elektroforezie (Rys. 29). Wysokie po-
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winowactwo do PEP, jakim cechuje si¢ enzym przed elektroforeza, ulega po elektrofore-
zie obnizeniu, a stata ;s wzrasta blisko trzykrotnie (Tablica 14). PK wyekstrahowana
z zelu po elektroforezie jest, w przeciwienstwie do enzymu przed rozdziatem, aktywo-
wana przez F-1,6-bP i cechuje ja bardzo wysokie powinowactwo do tego aktywatora
Tablica 14. Zestawienie parametrow kinetycznych charakteryzujacych powinowactwo do fosfoenolopirogro-

nianu kinazy pirogronianowej mig$nia odwlokowego raka O./imosus wyznaczanych przed i po elektroforezie
na zelu skrobiowym oraz przed i po wysoleniu siarczanem amonu.

Soss ny
PK w surowym ekstrakcie tkankowym przed
elektroforeza lub wysoleniem ®) 54 £7 1,01 £ 0,01
PK ekstrahowana z zelu skrobiowego po elek-
troforezie ®) 149 + 42 143 + 0,06
PK wysolona 40 - 60% (NH4),SO4 3) 138 £25 1,52 + 0,05

Podano warto$ci $rednie + S.E. Aktywno$¢ PK mierzono w pH 7,4 w obecno$ci 2 mM ADP. W nawiasach podano liczbg
eksperymentow. Wartosci So s wyrazono w uM.

(K.=1,8 uM F-1,6-bP). Jesli jednak elektroforez¢ prowadzi si¢ w buforze zawierajacym
F-1,6-bP, nie stwierdza si¢ zmian wtasnosci kinetycznych PK po elektroforezie i enzym
pozostaje niewrazliwy na F-1,6-bP (Lesicki i Obuchowicz, 1980).

W badaniach spektrofotometrycznych nie stwierdzano réznicy w szybkosci poczat-
kowej reakcji w zaleznosci od tego, czy reakcje w kuwecie inicjowano podaniem prepa-
ratu PK mig$nia raka O.limosus, czy tez podaniem substratu PEP po kilkuminutowej

F16bP
PEP PEP
prep prep
F16'bPaza
prep
0149
0150
S
S
A B
—
1min

Rys. 30. Szybko$¢ poczatkowa reakeji katalizowanej przez kinaz¢ pirogronianowa miesnia odwlokowego raka
O.limosus. Reakcje w standardowym plynie inkubacyjnym o pH 7,0 zawierajacym 1 mM ADP rozpoczynano
podaniem preparatu (A, B) lub substratu PEP (w koncowym stezeniu 0,05 mM) po 5-cio minutowej inkubacji
preparatu w kuwecie (C, D). W reakeji D inkubacj¢ prowadzono w obecnosci komercyjnej fruktozo-1,6-bisfos-
fatazy. Strzatkami oznaczono moment podania preparatu, PEP, F-1,6-bP i F-1,6-bPazy. Liczby oznaczaja
zmiany absorbancji (AE) na minutg.
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Rys. 31. Zaleznos¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej migsnia raka O.limosus w ekstrakcie po elektroforezie
na zelu skrobiowym od st¢zenia aktywatora fruktozo-1,6-bisfosforanu. Pomiary prowadzono w pH 7,0 w obec-
nosci 0,05 mM PEP i 1 mM ADP. W prawej gornej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu
Hilla.

inkubacji PK w kuwecie (Rys. 30ABC), ktdra to réznica byla tak charakterystyczna dla
PK gruczohu jelita $rodkowego raka (Rys. 16). Nawet po wydluzeniu czasu inkubacji
PK w kuwecie do 1 godziny, nie obserwowano zmian szybko$ci poczatkowej. Nato-
miast, jesli inkubacje w kuwecie prowadzono z dodaniem egzogennej fruktozo-1,6-bis-
-fosfatazy (Rys. 30D), stwierdzono spadek szybko$ci poczatkowej reakcji. Moze to su-
gerowac¢ pojawienie si¢ formy PK o nizszym powinowactwie do PEP w wyniku zhydro-
lizowania F-1,6-bP przez dodang fosfataze.

PK migsnia raka wysolona siarczanem amonu z ekstraktu tkankowego ma nieco niz-
sze powinowactwo do substratu niz enzym surowy (Tablica 14), a wysokie powinowac-
two przywraca dodanie F-1,6-bP do $rodowiska reakcji.

Powyzsze wyniki sugeruja, ze PK mig¢$nia raka O./imosus moze rowniez wystgpo-
wa¢ w konformacyjnych odmianach o réznym powinowactwie do PEP, przy czym for-
me o wysokim powinowactwie stabilizuje F-1,6-bP. Wydaje si¢, ze forma ta jest szcze-
golnie trwala, na co zapewne wpltywa wysokie st¢zenie F-1,6-bP w migéniu raka (Tabli-
ca 17) i prawdopodobnie bardzo niska aktywno$¢ fruktozo-1,6-bisfosfatazy (co sugero-
waly wstegpne pomiary). W tych warunkach forma o duzym powinowactwie zdecy-
dowanie dominuje w mig$niu raka.

Czy PK migéni wszystkich skorupiakow jest aktywowana przez F-1,6-bP, czy tez
poszczegodlne gatunki roznig si¢ pod tym wzglgdem? Znalezienie odpowiedzi na te pyta-
nia wymaga dalszych badan. Podkre$lic nalezy, iz kinazy z migsni krewetki
O.gracilirostris (Guderley 1 wsp. 1976a) i kraba C.maenas (Munday 1 wsp. 1980) byly
przynajmniej czg$ciowo oczyszczone, totez przypuszczalnie nie byly zwigzane z endo-
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gennym F-1,6-bP, uniemozliwiajacym wykazanie wplywu tego metabolitu na aktyw-
no$¢ enzymu. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze F-1,6-bP jest szczegolnie silnie wigzany
przez PK i niejest tatwo go usuna¢ w trakcie oczyszczania enzymu.

Krzywa wysycenia PK fruktozo-1,6-bisfosforanem ma ksztalt hiperboliczny dla en-
zymu wysolonego z mie¢$ni homara H.vulgaris (Zammit i Newsholme, 1978) i nieznacz-
nie sigmoidalny dla PK mig$nia raka O.limosus po elektroforezie skrobiowej (ny=1,3;
Rys. 31). Stezenie aktywatora potrzebne do wywotania 50% stymulacji jest zblizone dla
obu enzymow (K,= 1 uM dla H.vulgaris, a dla O.limosus K,= 1,8 uM).

4.2.7. Wplyw ATP

ATP hamuje aktywno$¢ PK migénia raka O.limosus (Lesicki, 1976) i homara H.vul-
garis (Trausch, 1976¢c). Wzrost stgzenia jonow Mg2+ chroni enzym przed inhibicja pod
wplywem ATP, lecz, zwlaszcza w niskich st¢zeniach substratu PEP, hamujace dziatanie
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Rys. 32. ATP jako inhibitor nickompetycyjny kinazy pirogronianowej migsnia raka O.limosus wobec ADP.
Zalezno$¢ badano w standardowym plynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obecnosci 0,2 lub 1,0 mM PEP oraz przy
braku lub w obecnosci 5 mM ATP. W dolnej czgéci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu
Linneweavera-Burka.
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migénia raka O.limosus wobec fosfo-

enolopirogronianu Zalezno$¢ badano w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obecnosci 1,0 mM
ADP oraz w obecnosci ATP w stezeniach: 0, 1, 2 lub 5 mM. Zalezno$¢ przedstawiono w formie wykreséw
Linneweavera-Burka i Dixona. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 15.

ATP przejawia si¢ mimo wzrostu st¢zenia jonow magnezowych (Lesicki, 1976). Wydaje
si¢ wiec, iz hamujace dziatanie ATP wynika tylko czesciowo z chelatujacych jony Mg**
wlasciwosci tego metabolitu. Hiperboliczny ksztatt krzywych hamowania (Lesicki,
1976, Trausch, 1976c) sugeruje brak allosterycznych oddziatywan ATP na konformacj¢

PK migsni sko

rupiakow.
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ATP jest inhibitorem niekompetycyjnym wobec ADP dla PK migsni skorupiakow
(Rys. 32; Guderley i wsp. 1976a; Guderley i Hochachka, 1980). Nie wptywa na powino-
wactwo PK migsni Zadnych z badanych dotad gatunkéw do ADP. Obniza natomiast
szybkos¢ maksymalng reakcji. State inhibicji (Kj) wynosza 7 mM dla O.limosus,
7,03 mM dla O.gracilirostris (Guderley i wsp. 1976a) i 5 mM dla C. mag ister (Guderley
i Hochachka, 1980).

Tablica 15. Zmiany powinowactwa do fosfoenolopirogronianu kinazy
pirogronianowej odwlokowego migénia raka O.limosus pod wplywem
wzrastajacego stezenia ATP.

ATP

mM SO.S
0 ) 67£5
1 1e)) 83
2 @) 101
5 @3) 160 + 8
5 (+0,1 mM F-1,6-bP) M 92

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych
przedstawionych na Rys. 33, w podpisie ktorego opisano sktad ptynu inkubacyjnego.
Podano wartosci $rednie (£ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegolnych eksperymen-
tach (liczba eksperymentéw w nawiasach). Wartosci Sy s wyrazono w pM.

W stosunku do PEP, ATP jest inhibitorem kompetycyjnym dla PK migsni raka O./i-
mosus (K; =4 mM; Rys. 33), krewetki O.gracilirostris (K; = 3,15 mM; Guderley i wsp.
1976a) i kraba C.magister (K; = 1,8 mM; Guderley i Hochachka, 1980). Wzrost st¢zenia
ATP w $rodowisku reakcji obniza powinowactwo do PEP (Rys. 33) i powoduje wzrost
stalej Sps (Tablica 15), cho¢ ksztatt krzywych kinetyki reakcji pozostaje hiperboliczny
(Rys. 33). Hamujace dziatanie ATP jest czgSciowo znoszone przez F-1,6-bP (Rys. 33 dla
O.limosus; Guderley 1 Hochachka, 1980 dla C.magister).

4.2.8. Wplyw fosfoargininy

Aktywno$¢ PK migéni ssakow jest hamowana przez fosfokreatyne (Kemp, 1973).
Pojawity si¢ doniesienia o podobnym wptywie na PK migéni bezkregowcow fosfoargini-
ny, tj. fosfagenu charakterystycznego dla tych zwierzat (Guderley i wsp. 1976b; Wieser,
1977; Wieser i Lachner, 1977). Sugerowano, iz fosfoarginina jest inhibitorem takze PK
mies$ni skorupiakow, gdyz metabolit ten hamowat kompetycyjnie w stosunku do PEP
i ADP enzym z mig$nia odwtoka O.gracilirostris (Guderley i wsp. 1976a). Sugestie, ze
zanieczyszczenia kinaza argininowa, ktora katalizujac reakcje ADP + PArg «» ATP +
+Arg obniza stgzenie ADP w medium inkubacyjnym, sa przyczyna pozornej inhibicji
PK mig$ni bezkregowcow przez fosfoargining (De Zwaan i Ebberink, 1978), zostaly po-
twierdzone w przypadku PK mieéni kraba C.maenas (Poat i wsp. 1980). Oczyszczona
PK z migénia kraba nie zmienia swej aktywnosci nawet w bardzo wysokich (do 70 mM)
stezeniach fosfoargininy. Co wigcej, w badaniach tych wykazano, iz zanieczyszczenie
kinaza argininowa moze pojawiac si¢ nie tylko wskutek niedoktadnego oczyszczenie ki-
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nazy pirogronianowej. Kinaza argininowa moze by¢ zanieczyszczona komercyjna fosfo-
arginina. W $wietle tych badan udziat fosfoargininy w regulacji aktywnosci PK migéni
skorupiakéw wydaje si¢ mato prawdopodobny.

4.2.9. Wplyw innych metabolitéw

Poszukiwania modulatoréw aktywnosci PK miesni krewetki O.gracilirostris (Guder-
ley i wsp. 1976a) i kraba C.magister (Guderley i Hochachka, 1980) wykazaly, ze inhibi-
torami sa roOwniez jablczan, cytrynian, o-ketoglutaran i tryptofan. Dzialanie ich byto
zwykle kompetycyjne wobec obu substratow PK. Zaden z powyzszych inhibitoréw nie
byt tak efektywny jak ATP. Wszystkie za§ wzmagaly addytywnie hamowanie wywolane
wzrostem st¢zenia ATP. Wysokie stale inhibicji K; dla poszczegdlnych inhibitorow
(3 - 40 mM) sugeruja, ze efektywne stezenia cytrynianu, jablczanu, a-ketoglutaranu
i tryptofanu znacznie przewyzszaja ich spodziewane st¢zenia w cytoplazmie (William-
son i wsp. 1969; Guderley i Hochachka, 1980), totez ich znaczenie w regulacji aktywno-
$ci PK in vivo jest niewielkie.

Tablica 16. Wplyw alaniny na aktywno$¢ kinazy pirogronianowej
odwlokowego migsnia raka O.limosus.

Alanina

Ulg tkanki
mM
0 16,2
2 16,2
5 16,1
10 16,1

Aktywnos$¢ mierzono w pH 7,0 w obecnosci 0,05 mM PEP i 10 mM ADP.

Alanina jedynie w minimalnym stopniu hamuje aktywnos¢ PK migs$nia odwlokowe-
go raka O.limosus (Tablica 16), jak rowniez PK z mies$ni krewetki O.gracilirostris (Gu-
derley i wsp. 1976a) i kraba C.magister (Guderley i Hochachka, 1980). Niejedno-
znaczne wyniki uzyskano dla PK z mig¢sni homara H.vulgaris. Z jednej strony wykazano
brak wplywu alaniny w st¢zeniach do 20 mM, w réznych pH i w réznych st¢zeniach
PEP, na oczyszczone PK z mig$ni odwloka lub szczypiec (Trausch, 1976c¢). Z drugiej
strony, enzym nieoczyszczony z mig¢snia odwlokowego hamowany byt przez 5 mM ala-
ning i efekt ten tylko czgsciowo byt znoszony przez fruktozo-1,6-bP (Zammit i News-
holme, 1978).

4.2.10. Brak fosforylacji kinazy pirogronianowej mie$ni

PK migsénia odwlokowego homara H.americanus, w przeciwienstwie do PK z gru-
czotu jelita srodkowego tego gatunku, nie ulega fosforylacji pod wplywem kinazy biat-
kowej zaleznej od cAMP (Trausch i Bauchau, 1980). Podobnie PK mi¢éni ssakow nie
ulega fosforylacji pod wptywem zaleznej od cAMP kinazy biatkowej (Humble i wsp.
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1975). Ewentualna rola fosforylacji enzymu w mechanizmie regulacji aktywnosci PK
mieéni skorupiakow wydaje si¢ watpliwa, cho¢ powyzsza obserwacja wymaga potwier-
dzenia w dalszych badaniach.

4.2.11. Wplyw temperatury na wlasciwosci kinazy pirogronianowej

Powinowactwo PK migéni kraba C.maenas do fosfoenolopirogronianu jako substra-
tu jest najwigksze w temperaturach od 10°C do 30°C. W nizszych i wyzszych tempera-
turach ulega ono znacznemu obnizeniu (Hoffman, 1976). W migs$niu kraba P.cam-
tschatica wykryto dwie wzajemnie przemienne formy PK, o rdéznej kinetyce z fosfo-
enolopirogronianem w zaleznosci od temperatury (Somero, 1969). Jedna z form enzymu
wykazuje hiperboliczng zalezno$¢ od st¢zenia PEP i ma najwyzsze powinowactwo do
substratu w temp. 5°C. Druga forma, dzialajaca w wyzszych temperaturach, cechuje si¢
sigmoidalng kinetyka, a najwyzsze powinowactwo do PEP osiagga w temp. ok. 12°C.
Wydaje si¢, ze PK migénia kraba moze poprzez wzajemng przemiennos$¢ tych form
adaptowa¢ swe wiasnosci do temperatury otoczenia, pozwalajac na wzgledna niezalez-
nos$¢ aktywnosci PK od temperatury srodowiska (Somero, 1969).

4.3. REGULACJA AKTYWNOSCI FOSFOFRUKTOKINAZY 1 KINAZY
PIROGRONIANOWEJ MIESNI SKORUPIAKOW W WARUNKACH IN VIVO

Okreslano stgzenia metabolitow uczestniczacych w regulacji aktywnosci PFK i PK
w migséniach skorupiakow (Tablica 17). Podobne zastrzezenia jak w przypadku gruczotu
jelita srodkowego, a wige arbitralne zatozenie 50% uwodnienia tkanki oraz brak danych
o mozliwej kompartmentacji stezen metabolitow w komorce, powoduja, iz rozwazania
nad aktywno$cig PFK i PK w warunkach fizjologicznych powinny by¢ prowadzone
z duza ostroznoscia. Wydaje si¢ jednak, ze w pH 7,0 w stezeniach FOP stwierdzanych
w migs$niach skorupiakow (0,18 - 0,30 mM) i przy braku aktywatorow, fosfofrukto-
kinaza jest nieaktywna. W pH 7,6 w powyzszych stgzeniach F6P aktywnos¢ PFK bytaby
mozliwa tylko przy niskim stgzeniu ATP. Wysokie fizjologiczne st¢zenia ATP obserwo-
wane w migsniach skorupiakow wylaczaja aktywnos¢ PFK takze w pH 7,6. Jedynie
wigc wzrost cytoplazmatycznego st¢zenia aktywatorow, AMP a zwlaszcza F-2,6-bP,
umozliwia zniesienie hamowania enzymu i rozpoczgcie katalizowania reakcji fosfory-
lacji F6P do F-1,6-bP. Tak wigc tylko w obecnosci wyzszych st¢zen F-2,6-bP i AMP
mozliwa jest aktywacja PFK, a w konsekwencji catej drogi glikolityczne;.

Cho¢ przedstawione w Tablicy 17 st¢zenia PEP réznia raka O.limosus od kraba
P.camtschatica 1 homara H.vulgaris, to wysokie powinowactwo PK mieéni skorupiakéw
do tego substratu zapewnia wysoka aktywnos$¢ enzymu (dla O.limosus bliska 70 - 80%
aktywno$ci maksymalnej) nawet w niskich fizjologicznych stezeniach PEP. Migéniowe
stezenia F-1,6-bP (0,03 - 0,22 mM) wielokrotnie przewyzszaja stala K, wobec tego akty-
watora (1,0 - 1,8 uM) i calkowicie wysycaja enzym. Stabilizujg forme¢ o duzym powino-
wactwie do PEP, niewrazliwg na wysokie st¢zenia ATP panujace w migsniu. Wydaje si¢
wigc, ze reakcja katalizowana przez PK jest wysoce wydajna w migéniu skorupiakow
i nie jest miejscem regulacji, tj. wlaczania i wylaczania, glikolizy.
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Tablica 17. Stezenia metabolitow uczestniczacych w regulacji aktywnosci fosfofruktokinazy i kinazy pirogro-
nianowej w migsniu skorupiakow.

Orconectes limosus Paralithodes Homarus vulgaris Homarus americanus
(Cy) camtschatica migsien odpoczywajacy  migsien pracujacy
@ ©)] €)] “
F6P (5)90 +5 (13) 93+ 11 (5) 150 £30
[0,18] [0,18] [0,30]
F-1,6-bP (5)89 £ 18 ® 16 = 3 5) 110 +£50
[0,18] [0,03] [0,22]
PEP (5) 128 £ 19 ®) 22 £ 5 5) 30 £ 4
[0,26] [0,04] [0,06]
ATP (5)3220+280 (9)6950+2 40 (6)7440+520
[6,44] [13,91] [14,88]
ADP (5) 598 + 45 (10) 560 + 70 6)960 130
[1,19] [1,12] [1,92]
AMP 5) 30 £ 7 9 20 £ 1 (6) 130 + 40
[0,06] [0,04] [0,26]
E.Ch. 0,91 0,96 0,93

Podano $rednie wartosci stezen wyrazonych w nanomolach/g tkanki+ S.D. (W nawiasach kwadratowych stgzenia meta-
bolitbw wyrazono w mM). W nawiasach podano liczbg eksperymentow. Wyniki cytowano za: (1) niepublikowane badania
wlasne; (2) Freed, 1971 ; (3) Beis i Newsholme, 1975; (4) Dehn i wsp. 1985.

Stosunek nukleotydéw adenylowych wyrazany ,,potencjalem energetycznym adeny-
lanow", r6zni migsien pracujacy i odpoczywajacy skorupiakow (Tablica 17). Moze on
ulega¢ zmianom sezonowym (Dickson, 1980; Dickson i Giesy, 1982a), cho¢ nie zalezy
od Srodowiska zycia (Dickson i Giesy, 1981) i warunkow pokarmowych (Dickson
i Giesy, 1982b). Stwierdzono duze réznice gatunkowe ,,potencjatu energetycznego" nu-
kleotydow adenylowych (Dickson i Giesy, 1981; Giesy i wsp. 1981). Przy ,,potencjale
energetycznym" 0,91 (Freed, 1971) i nizszym, takze stwierdzanym w mig¢$niach skoru-
piakoéw (Dickson 1 Giesy, 1981, 1982a) w puli nukleotydéw adenylowych wzrasta stgze-
nie AMP, co sprzyja aktywacji PFK migsnia (Rys. 18B, 19, 22 - 24, 26). Wstepne
badania wskazuja na poczatkowy wzrost stezenia F-2,6-bP w pracujacym mig$niu raka
O.limosus, co wraz z podwyzszeniem stezenia AMP zwicksza powinowactwo PFK do
F6P (Rys. 23 - 26) i znosi hamujace dziatanie ATP (Rys. 20, 22). Stabilizuje aktywna
form¢ PFK i1 mozliwa jest glikolityczna droga odbudowywania rezerw ATP wyczerpy-
wanych w pracujagcym mig$niu. W wyniku intensywnej pracy migsnia raka O.limosus
drastycznie wzrasta cytoplazmatyczne st¢zenie mleczanu (Géde, 1984), czemu prawdo-
podobnie towarzyszy obnizenie pH. W warunkach tych powinowactwo PFK do F6P ma-
leje (Rys. 24 -26), nawet w obecnosci aktywatorow. Co wigcej, drastycznie spada
wtedy takze wrazliwo$¢ na aktywujace dziatanie F-2,6-bP (Rys. 22). Stezenia ATP po-
zostaja na tyle wysokie, by hamowac¢ aktywnos$¢ PFK. Wszystko to sprzyja obnizeniu
fizjologicznej aktywnosci PFK (i catej glikolizy).

Czy zgromadzony mleczan w migéniu raka O.limosus moze by¢ wykorzystany do
glukoneogennej resyntezy glukozy bezposrednio w migsniu? Cho¢ zakwaszenie, spadek
zawarto$ci F-2,6-bP i wysokie stezenia ATP moga spowodowac wylaczenie glikolizy na
etapie reakcji katalizowanej przez PFK, to wymagane s3a dalsze badania nad regulacja
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aktywnosci fruktozo-1,6-bisfosfatazy, by moéc odpowiedzie¢ na pytanie, czy w warun-
kach tych wzrasta (pojawia si¢) jej aktywnos$¢. Problemem dla ewentualnej glukoneo-
genezy w migsniu raka O./imosus byloby tez obejscie reakcji katalizowanej przez PK.
Warunki fizjologiczne zdaja si¢ stabilizowa¢ wyltacznie wysoce aktywna form¢ PK
o aktywnosci znacznie przewyzszajacej aktywnosci karboksylazy pirogronianowej i kar-
boksykinazy fosfoenolopirogronianowej w migsniach skorupiakow (Tablica 9). Wysoki
wzrost stezenia mleczanu w hemolimfie (Gide, 1984) sugeruje przekazywanie go do
innych tkanek (np. gruczotu jelita $rodkowego lub epidermy), a mleczan pozostaty
w odpoczywajagcym miesniu spalany bylby aerobowo w mitochondriach.



5. INNE TKANKI SKORUPIAKOW

Jak dotad, przeprowadzono jedynie nieliczne badania nad fosfofruktokinazg i kinaza
pirogronianowa w pozostalych tkankach skorupiakéw. Uniemozliwia to dyskusje nad
rolg tych enzyméw w metabolizmie weglowodanowym.

Aktywno$¢ PK wykryto w skrzelach skorupiakéw (Hochachka i wsp. 1970;
Thabrew i wsp. 1971), ale dotad nie scharakteryzowano jej wtasnosci. Charakte-
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Rys. 34. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy serca raka O.limosus od stgzenia aktywatora fruktozo-2,6-bis-
-fosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecnosci 0,04 mM F6P

i 5 mM ATP. W dolnej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla.
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Rys. 35. Zaleznos$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy serca raka O./imosus od st¢zenia substratu fruktozo-6-fosfo-
ranu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obecnosci 0,1 lub 0,8 mM ATP
oraz przy braku lub obecnosci 10 uM F-2,6-bP. W dolnej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie
wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 18.

rystyka regulacji glikolizy w skrzelach jest niezbedna w $wietle sugerowanej moz-
liwosci  katalizowania reakcji glukogennych w tej tkance (Hochachka, 1972).
Aktywnos¢ PK wykazano réwniez w gruczole antenowym (Van Marrewijk i
De Zwaan, 1976).

Serce skorupiakow cechuje wysoka aktywno§¢ PFK i PK (Schatzlein i wsp. 1973;
Van Marrewijk i De Zwaan, 1976; Lesicki, 1976, 1977).
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5.1. FOSFOFRUKTOKINAZA SERCA SKORUPIAKOW

W przypadku PFK migénia sercowego raka O.limosus ograniczono si¢ do zbadania
wplywu F-2,6-bP na aktywno$¢ enzymu w pH 7,6. F-2,6-bP jest aktywatorem PFK
(Rys. 34). Stata aktywacji K, (288 nM) wskazuje na podobienstwa powinowactwa do
aktywatora PFK serca i PFK mig$nia odwlokowego raka, cho¢ krzywa wysycenia enzy-
mu serca aktywatorem ma ksztalt lekko sigmoidalny (ny=1,17), charakterystyczny dla
PFK mig$nia w nizszych pH.

Tablica 18. Powinowactwo fosfofruktokinazy serca raka O.limosus do substratu
fruktozo-6-fosforanu.

ATP F-2,6-bP S

0.5 ny
mM M
0,1 0 3) 1141 4 1,09+0,05
0,1 10,0 3) 30+£5 1,04+0,02
0,8 0 3) 57+ 9 1,11+£0,04
0,8 10,0 3) 20 + 9 107+0,03

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych
na Rys. 35, w podpisie ktorego opisano sklad plynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie
(£ SE.) wynikéw uzyskanych w poszczegolnych eksperymentach (liczba eksperymentéw w nawia-
sach). Wartosci Sy s wyrazono w M.
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Rys. 36. Wptyw fruktozo-2,6-bisfosforanu na hamowanie aktywnosci fosfofruktokinazy serca raka O./imosus
przez wyzsze stgzenia ATP. Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym o pH 7,6 w obec-
nosci 0,04 mM F6P oraz przy braku lub w obecnosci 0,1 mM AMP lub/i 0,01 mM F-2,6-bP.
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PFK serca w pH 7,6 charakteryzuje hiperboliczna kinetyka z F6P jako substratem.
Powinowactwo do F6P zalezy od stezenia ATP, jest dwukrotnie wigksze w 0,8 mM ste-
zeniu ATP niz w 0,1 mM (Rys. 35, Tablica 18). Powinowactwo ulega zwickszeniu
w obecno$ci F-2,6-bP, o czym $wiadczy znaczne obnizenie warto$ci statych S s.

Rowniez w przypadku PFK serca raka aktywujace dzialanie F-2,6-bP polega na
ochronie aktywnosci enzymu przed wysokimi stezeniami ATP. Ochrona ta jest efektem
wspotdziatania F-2,6-bP z AMP (Rys. 36).

52. KINAZA PIROGRONIANOWA SERCA SKORUPIAKOW

PK serca raka O.limosus wystgpuje w pojedynczej formie elektroforetycznej (Lesi-
cki, 1976). Maksymalna aktywno$¢ enzymu stwierdza si¢ w pH 6,9 - 7,2, a wiec w za-
kresie optymalnym dla PK watrobotrzustki i migénia tego gatunku. PK wykazuje duze
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Rys. 37. Zaleznos$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej serca raka O.limosus od stgzenia substratow: (A) fos-
foenolopirogronianu, (B) ADP. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 w obec-
nosci 0,5 lub 1,0 mM ADP (A) oraz 0,1 lub 1,0 mM PEP (B). Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 19.
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Tablica 19. Powinowactwo kinazy pirogronianowej serca raka O.limosus do substratow fosfoenolopirogronia-

nu i ADP.
PEP ADP So.s(PEP) So.s(ADP) "
H

mM mM uM mM

0,1 ~ 2) 0,30 1,00

1,0 ~ 3) 0,31+0,02 1,00+ 0,02
~ 0,5 2 69 1,03
~ 10 4) 7 0£5 1,05 + 0,03

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 37, w podpisie kto-
rego opisano sklad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegdlnych ekspery-

mentach (liczba eksperymentéw w nawiasach).

powinowactwo do obu substratow: PEP (Rys. 37A) i ADP (Rys. 37B). Nie jest ono
modyfikowane st¢zeniami drugiego substratu (Tablica 19). Nie wykazano wptywu fru-
ktozo-1,6-bisfosforanu i alaniny na aktywnos$¢ PK serca O.limosus. Natomiast ATP ha-
muje aktywno$¢ enzymu (Lesicki, 1976). PK serca raka przypomina PK z mig$nia, cho¢
doktadniejsze poréwnanie obu enzymoéw oraz okreslenie roli PK w metabolizmie weglo-
wodanowym serca skorupiakow wymaga dalszych badan.



6. CIALO TLUSZCZOWE OWADOW

Cialo tluszczowe owadow jest tkanka spelniajaca kluczowa role¢ w integracji meta-
bolizmu posredniego w organizmie owada (Kilby, 1963; Keeley, 1978, 1985; Dean
i wsp. 1985). Funkcje ciata thuszczowego, jako centralnego miejsca koordynacji metabo-
lizmu owadow, mozna poréwna¢ do funkcji watroby i tkanki tluszczowej ssakow (Kil-
by, 1963). Ciato thuszczowe wypetnia jame ciata owada, otaczajac przewod pokarmowy
(czgs¢ wisceralna) i docierajac wokot migsni do powlok ciata (czgs$¢ peryferyczna)
(Dean i wsp. 1985). Luzna struktura ptatow tkanki tworzy duza powierzchni¢ kontaktu
z hemolimfa. Ciato ttuszczowe syntetyzuje i wydziela liczne biatka do hemolimfy. Ma-
gazynuje biatka w postaci granul zapasowych. Gromadzi zapasy glikogenu a zarazem
syntetyzuje trehaloz¢ - podstawowy cukrowiec hemolimfy owadow. Wreszcie ciato ttu-
szczowe odktada zapasowe triglicerydy i produkuje diglicerydy, ktére uwalnia do hemo-
limfy. Bedac Zrodlem podstawowych metabolitow hemolimfy, ciato tluszczowe deter-
minuje aktywno$¢ fizjologiczng pozostatych tkanek owada. Przemiany metaboliczne
w ciele thuszczowym przebiegaja pod kontrolg hormonalng i sg $cisle skorelowane z ta-
kimi fazami zycia owadow, jak rozw¢j i linienia larwalne, przeobrazenie, diapauza,
cykle rozrodcze (Keeley, 1985).

Realizacja tych roznorodnych funkcji metabolicznych wymaga selektywnej i do-
ktadnej kontroli aktywnosci enzymatycznej, w tym kluczowych enzymow metabolizmu
weglowodanow, jakimi sg fosfofruktokinaza i kinaza pirogronianowa.

6.1. FOSFOFRUKTOKINAZA CIALA TLUSZCZOWEGO OWADOW

Wstepne badania przeprowadzane u szaranczy S.gregaria (Walker i Bailey, 1969)
i chrzaszcza macznika miynarka T.molitor (Lesicki i Kasprzyk, 1988) to nieliczne opub-
likowane dotad prace nad PFK ciata tluszczowego owadow. Dalszej charakterystyce
PFK z tej tkanki owadow poswigcono kolejne podrozdziaty pracy.

6.1.1. Zalezno$¢ aktywnosci od pH

Optimum dziatania PFK ciata thuszczowego larw motyla Celerio euphorbiae przypada
w zakresie pH 7,9 - 8,3 (Rys. 38). pH 8,0 jest optymalne rowniez dla PFK ciata ttuszczo-
wego karaczana Periplaneta americana (Storey i Bailey, 1978a), natomiast najwyzsza
aktywnos¢ PFK larw chrzaszcza Tenebrio molitor stwierdzano w pH 8,2 - 8,5 (Lesicki
i Kasprzyk, 1988). W pH nizszym, zwtlaszcza ponizej pH 7,8, aktywnos$¢ enzymu ma-
leje, spadajac do wartosci bliskich zeru w pH ok. 7,3. Obecnos¢ AMP w ptynie inkuba-
cyjnym nie zmienia zakresu pH, w ktorym aktywnos¢ PFK larw motyla C.euphorbiae



85

@ bez aktywatorow
O +01 mMAMP -0 O=——0
02} o/
x | —e
s o) o—* T~
=
o
~N
D01 @
o /
L @
o
o/
i 1 L
70 75 80 85
pH

Rys. 38. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata ttuszczowego larw motyla C.euphorbiae od pH. Pomia-
ry prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym w obecnosci 0,25 mM F6P i 1 mM ATP oraz przy bra-
ku Iub w obecnosci 0,1 mM AMP.

jest maksymalna (Rys. 38), jednak przeciwdziata gwattownej inhibicji PFK przez wzrost
stezenia jonow wodorowych. Totez spadek aktywnosci PFK wraz z obnizaniem pH
przebiega tagodniej, gdy w Srodowisku reakcji znajduje si¢ AMP.

6.1.2. Zalezno$¢ aktywnoSci od stezenia ATP

ATP jest substratem w stezeniach do 0,5 mM dla PFK ciata tluszczowego szaranczy
Schistocerca gregaria (Walker 1 Bailey, 1969) oraz do 1 mM dla enzymu z larw T.molitor
(Lesicki i Kasprzyk, 1988) i C.euphorbiae (Rys. 39). Wzrost aktywnosci obserwowany
wraz ze wzrostem stezenia ATP opisuja krzywe hiperboliczne. Przebieg krzywych,

Tablica 20. Powinowactwo fosfofruktokinazy ciata thuszczowego larw T.molitor i C.euphorbiae do ATP jako
substratu.

FoP F-2,6-bP
mM Sos ny
C. euphorbiae
0,1 0 3) 321422 LI1+£0,02
0,1 10 1) 87 0,93
0,5 0 1) 120 1,00
10 0 @) 58+ 7 10140,04
3,0 0 @) 45 1,00
3,0 10 (1) 38 1,00
T.molitor (*)
1,0 0 3) 58+13 1,00+£0,00

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 39, w podpisie kto-
rego opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegélnych ekspery-
mentach (liczba eksperymentéw w nawiasach). Wartosci Sy s wyrazono w uM. (¥) Cytowano za Lesicki i Kasprzyk (1988).
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Rys. 39. Zaleznos¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata tluszczowego larw motyla C.euphorbiae od stg-
zenia ATP. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 8,0 w obecnosci 0,1;
0,5; 1,0 lub 3,0 mM F6P. Okreslano wplyw 10 pM F-2,6-bP na badana zaleznos¢. W dolnej czgsci
rysunku zaleznos¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 20.

a tym samym powinowactwo PFK do ATP, zalezy od st¢zenia drugiego substratu FOP
(Rys. 39; Tablica 20). Jest ono najwigksze w stezeniach F6P wysycajacych enzym
(3 mM) i w warunkach tych stata Sys jest zblizona dla enzymoéw z T.molitor (58 pM;
Lesicki i Kasprzyk, 1988) i C.euphorbiae (45 pM). Powinowactwo PFK ciata ttuszczo-
wego do ATP stopniowo maleje wraz z obnizaniem stezenia FOP w srodowisku reakcji
(Rys. 39; Tablica 20). Wzrasta natomiast w obecnosci fruktozo-2,6-bisfosforanu (Rys. 39;
Tablica 20).
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Dla PFK z ciala tluszczowego owadow (Walker i Bailey, 1969; Lesicki i Kasprzyk,
1988; Rys. 39) obserwuje si¢ zjawisko typowe dla PFK z réznych zrédel, tj. silng inhibi-
cje enzymu w wyzszych stezeniach ATP. U C.euphorbiae przy niskim (zblizonym do fi-
zjologicznego) 0,1 mM stezeniu F6P i stezeniu ATP ok. 3 mM, enzym jest catkowicie
nieaktywny. Wyzsze st¢zenia FOP chronig aktywno$¢ enzymu przed hamujacym dziata-
niem nadmiaru ATP (Rys. 39). Réwniez AMP (Walker i Bailey, 1969) oraz F-2,6-bP
(Rys. 39) przesuwaja inhibicj¢ pod wplywem ATP w znacznie wyzszy zakres st¢zen te-
go nukleotydu.
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Rys. 40. Zaleznos$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciala ttuszczowego larw motyla C.euphorbiae od stgzenia:
(A) AMP, (B) ADP, (A/B) zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Pomiary prowadzono w stan-
dardowym ptynie inkubacyjnym o pH 8,0 zawierajacym 0,1 mM F6P, 0,1 lub 0,5 mM ATP oraz 0,1 mM AMP
lub 0,3 mM ADP.
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6.1.3. Wplyw AMP i ADP na aktywno$¢ PFK ciala tluszczowego owadéw

AMP (Rys. 40A) i ADP (Rys. 40B) aktywuja PFK ciala ttuszczowego C.euphorbiae
w niskich stezeniach F6P i ATP. Powinowactwo enzymu do AMP jest wicksze niz do
ADP. Juz 0,1 mM AMP powoduje pelng aktywacje i enzym przestaje by¢ podatny na
dalsza aktywacje pod wplywem ADP (Rys. 40B). Przeciwnie, aktywno$¢ enzymu zakty-
wowanego przez ADP moze by¢ zwickszona przez AMP (Rys. 40A).
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Rys. 41. Zaleznos$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata thuszczowego larw chrzaszcza T.molitor od stgzenia
aktywatora fruktozo-2,6-bisfosforanu w réznych pH. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyj-
nym o pH 7,4 lub 8,2 zawierajacym 0,2 mM F6P i 2 mM ATP. W dolnej czgsci rysunku zalezno$¢ przedsta-
wiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 21.
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6.1.4. Wplyw fruktozo-2,6-bisfosforanu

F-2,6-bP aktywuje PFK ciata ttuszczowego T.molitor i C.euphorbiae. W jego obec-
nosci wzrasta powinowactwo obu enzymow do ATP (Rys. 39; Tablica 20), a takze do
F6P (Rys. 43 - 46, 48, 49; Tablice 22, 23). F-2,6-bP chroni rowniez aktywno$¢ PFK
ciata tluszczowego przed inhibicja pod wptywem ATP (Rys. 39). Wrazliwos¢ PFK
T.molitor na F-2,6-bP zalezy od:
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Rys. 42. Zaleznos¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata tluszczowego larw chrzaszcza T.molitor od stgzenia
aktywatora fruktozo-2,6-bisfosforanu w réznych stezeniach substratu fruktozo-6-fosforanu. Pomiary prowa-
dzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,4 zawierajacym 2 mM ATP oraz 0,05; 0,2 lub 0,4 mM
F6P. W dolnej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zesta-
wiono w Tablicy 21.
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Tablica 21. Powinowactwo fosfofruktokinazy ciata ttuszczowego larw T.molitor do
aktywatora fruktozo-2,6-bisfosforanu.

FoP

PH K. ny
mM
74 0,05 ) 908 1,82
0,20 3) 240+£2 2 125+0,07
0,40 3) 45 + 8 1,06 0,02
8,2 0,20 “4) 5612 1,02+0,02

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawio-
nych na Rys. 41 i42. w podpisach ktorych opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano warto$ci
$rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegélnych eksperymentach (liczba eksperymen-
tow w nawiasach). Warto$ci K, wyrazono w nM.

1) pH (Rys. 41; Tablica 21). W pH 8,2, optymalnym dla reakcji katalizowanej przez
PFK ciata thuszczowego larw chrzaszcza T.molitor (Lesicki i Kasprzyk, 1988), powino-
wactwo enzymu do aktywatora jest znacznie wigksze niz w pH 7,4. Ksztalt krzywej wy-
sycenia aktywatorem jest hiperboliczny w pH 8,2 i lekko sigmoidalny w pH 7,4.

2) stezenia FO6P (Rys. 42; Tablica 21). Wzrost st¢zenia FOP zwicksza powinowactwo
PFK do aktywatora i juz w znacznie nizszych st¢zeniach F-2,6-bP enzym jest catkowicie
aktywny. Zwraca uwage fakt, iz w fizjologicznym zakresie stezen F6P (ok. 0,05 mM)
powinowactwo PFK do F-2,6-bP jest znacznie nizsze niz na przyktad przy FO6P rownym
0,4 mM, a krzywa opisujaca zaleznos¢ ma ksztatt wyraznie sigmoidalny.

6.1.5. Wplyw innych metabolitow

Walker i Bailey (1969) stwierdzili, ze jony amonowe, fosfoenolopirogronian, glicero-
-3-fosforan, cytrynian a takze cAMP nie wplywaja na aktywnos¢ PFK ciata ttuszczowe-
go szaranczy S.gregaria. Cytrynian nie hamuje rdwniez aktywnosci PFK ciata ttuszczo-
wego larw motyla C.euphorbiae. Natomiast fruktozo-1,6-bisfosforan jest inhibitorem
PFK ciata ttuszczowego S.gregaria (Walker i Bailey, 1969).

6.1.6. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy od stezenia fruktozo-6-fosforanu

Krzywa wysycania fruktozo-6-fosforanem ma ksztatt sigmoidalny dla PFK ciata thu-
szczowego szaranczy S.gregaria (Walker i Bailey, 1969), larw chrzaszcza T.molitor
(Lesicki i Kasprzyk, 1988; Rys. 43, 44) i motyla C.euphorbiae (Rys. 45). Enzym wyka-
zuje niskie powinowactwo do tego substratu. Czynnikami modyfikujacymi powinowac-
two do F6P sa:

1) pH $rodowiska reakcji,

2) stezenie ATP,

3) stezenie AMP,

4) ,,potencjal energetyczny" nukleotydéw adenylowych,

5) stezenie fruktozo-2,6-bisfosforanu.



91

N
»
I\
F‘

1\

U/g tkanki
o)
H

2 D, o b=l §'\ ;
N\g
\
\
\
\

D‘QEDWN-' ==
e,
N
N
Ne
\

V@
3
Y
3
<
AN
N

a
DH:v o0 /D/
/

mo 75 A

e 79 /

AA 82 /
e 88 A

oa +F26Pp /S A

¢ [ ]
o
/
"
ol b 1 | A} 1
-25 -20 -15 -10 -05
log[F6P]

Rys. 43. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata ttuszczowego larw chrzaszcza T.molitor od stgzenia
substratu fruktozo-6-fosforanu w réznych pH. Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym
o pH 7,0; 7,5; 7,9; 8,2 lub 8,8 zawierajgcym 1 mM ATP. Okre$lano wptyw 10 uM F-2,6-bP na badang zalez-
nos¢. W dolnej czgsci rysunku zaleznos$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zesta-
wiono na Rys. 44 oraz w Tablicy 22.

Najwigksze powinowactwo do FOP (najnizsza wartos¢ statej S 5 ) wykazuja fosfo-
fruktokinazy ciata ttuszczowego larw T.molitor (Rys. 43, 44, 48, 49; Tablice 22, 23)
i C.euphorbiae (Rys. 45, 46; Tablica 23) w pH optymalnym, a wigc w granicach 7,9 -
- 8,2. Powinowactwo PFK larw C.euphorbiae do F6P jest wigksze w pH 8,0 (Rys. 45,
46), a wartos¢ statej Spsjest w tym pH blisko 2,5 raza nizsza (Tablica 23) niz w pH 7,5.
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Rys. 44. Zalezno$¢ powinowactwa do substratu fruktozo-6-fosforanu fosfofruktokinazy ciata tluszczowego
larw T.molitor od pH. Opis pomiaréw zamieszczono w legendzie do Rys. 43.

Znacznie nizszy jest tez wspoOlczynnik Hilla (Tablica 23). Rowniez w przypadku PFK
T.molitor powinowactwo do F6P maleje poza optymalnym zakresem pH (wartos$¢ stalej
Sos rosnie), jest to szczegodlnie wyrazne w pH nizszym od optymalnego (Rys. 43, 44;
Tablica 22). W pH 7,0 warto$¢ statej Sys (1380 uM) jest trzykrotnie wyzsza od wartosci
Sos wpH 7,9 (447 uM).

Powinowactwo PFK ciata thuszczowego owadow do F6P jest najwigksze przy opty-
malnym stezeniu kosubstratu (ATP). U szaranczy S.gregaria (Walker i Bailey, 1969)
przy 2 mM ATP obserwuje si¢ znaczne przesunigcie w prawo sigmoidalnej kinetyki re-
akcji (a wiec znaczne obnizenie powinowactwa) w stosunku do krzywej uzyskiwanej
w 1 mM ATP. U motyla C.euphorbiae najwyzsze powinowactwo do F6P PFK wykazuje
w 1 mM ATP (Rys. 47; Tablica 24), optymalnym dla reakcji (Rys. 39). Zaréwno obnize-

Tablica 22. Powinowactwo fosfofruktokinazy ciata tluszczowego larw T.molitor do substratu fruktozo-6-
-fosforanu w réznych pH.

ATP F-2,6-bP
pH mM So.s "
7,0 10 0 1) 1380 421
7,5 10 0 ©) 972 + 30 341 £0,23
7,5 10 10 ©) 115+9 1,08+0,01
7,9 10 0 1) 447 1,56
8,2 10 0 1) 507 2,07
8,2 10 10 [€) 43 101
8,8 1,0 0 3) 597 +£32 2,29 + 0,14

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 43 i 44, w podpi-
sach ktorych opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci srednie (+ SE.) wynikéw uzyskanych w poszczegolnych
eksperymentach (liczba eksperymentow w nawiasach). Wartoéci Sos wyrazono w pM.
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Rys. 45. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata tluszczowego larw motyla C.euphorbiae od stgzenia
substratu fruktozo-6-fosforanu przy ,,potencjale energetycznym" nukleotydow adenylowych 0,98. Pomiary
prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym o pH 7,5 lub 8,05. Badano wptyw 5 uM F-2,6-bP na za-
lezno$¢. W dolnej czesci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne ze-
stawiono w Tablicy 23.

nie jak i1 zwigkszenie stezenia ATP zmniejszaja powinowactwo PFK do ATP (wzrost
wartos$ci stalej Sps).

AMP jest aktywatorem PFK ciala tluszczowego owaddéw. Zarowno u S.gregaria
(Walker i Bailey, 1969) jak i C.euphorbiae (Rys. 47; Tablica 24) w jego obecnosci kine-
tyka jest hiperboliczna przy jednoczesnym obnizeniu stalej Sps.
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Badania nad zalezno$cia aktywnosci PFK ciata tluszczowego larw motyla C.euphor-
biae od stgzen ATP, ADP i AMP sugeruja, iz aktywnos¢ enzymu zalezy od wzajemnego
stosunku tych nukleotydow. Totez badano kinetyke reakcji z FOP w warunkach, gdy pra-
wie cala pul¢ nukleotydow adenylowych stanowit ATP (,,potencjat energetyczny" 0,98)
oraz w obecnosci AMP i ADP (,,potencjat energetyczny" 0,80). Gdy wsrod nukleoty-
dow adenylowych dominuje ATP, PFK C.euphorbiae cechuje sigmoidalna kinetyka
z F6P i niskie powinowactwo do tego substratu (Rys. 45, Tablica 23). W obecnosci
aktywatorow AMP 1 ADP ksztalt krzywej kinetyki jest hiperboliczny (Rys. 46) a znacz-
nie nizsze wartosci statych Sy 5 (Tablica 23) wskazujg na znaczny wzrost powinowactwa

Tablica 23. Powinowactwo fosfofruktokinazy ciata tluszczowego larw C.euphorbiae i T.molitor do substratu
fruktozo-6-fosforanu w zalezno$ci od proporcji stgzen nukleotydow adeninowych.

E.Ch. pH F-2,6-bP Sos .
uM
C.euphorbiae
0,80 7,5 0 3) 232 + 13 1,02+0,04
0,80 7,5 5 3) 88 + 15 0,99 + 0,02
0,80 8,05 0 3) 108 + 4 1,02+0,01
0,80 8,05 5 3) 69+ 6 1,01+0,01
0,98 7,5 0 4) 574+134 228+0,30
0,98 7,5 5 4) 88 + 32 1,03+0,04
0,98 8,05 0 3) 231+31 146+0,10
0,98 8,05 5 3) 80 + 4 0,99+0,04
T.molitor

0,30 7.4 0 “4) 143+25 149+0,19
0,80 74 5 3) 42 +11 1,03+0,01
0,80 82 0 3) 241+62 1,00+0,03
0,80 82 5 3) 53+ 15 1,02+0,02
0,98 7.4 0 ) 858+56 339+0,37
0,98 74 5 “) 91 + 37 1,07+0,06
0,98 82 0 %) 534+40 222+0,11
0,98 82 5 4) 126+50 0,95 + 0,02

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 45, 46, 48 i 49,
w podpisach ktorych opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartoéci $rednie (+ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszcze-
golnych eksperymentach (liczba eksperymentéw w nawiasach). Wartosci Sys wyrazono w uM.

Tablica 24. Powinowactwo fosfofruktokinazy ciata tluszczowego larw C.euphorbiae do substratu fruktozo-
-6-fosforanu w zaleznos$ci od st¢zenia ATP.

ATP AMP

mM mM So.s ny

0,1 0 (D) 603 2,86

0,1 0,1 3) 170 = 7 1,06+0,02
0,5 0 3) 420+1 8 2,13+0,05
1.0 0 1) 252 1,50

2,0 0 1) 361 2,19

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 47, w podpisie kto-
rego opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegolnych ekspery-
mentach (liczba eksperymentoéw w nawiasach). Wartosci Sp s wyrazono w pM.
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Rys. 46. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata ttuszczowego larw motyla C.euphorbiae od stgzenia
substratu fruktozo-6-fosforanu przy ,potencjale energetycznym" nukleotydéw adenylowych 0,80. Pomiary
prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,5 lub 8,05. Badano wptyw 5 uM F-2,6-bP. W dol-
nej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tab-

licy 23.

do F6P. Sugestig, ze aktywno$¢ PFK ciata thuszczowego zalezy od ,,potencjatu energety-
cznego" nukleotydow adenylowych potwierdzaja obserwacje nad enzymem T.molitor
(Rys. 48, 49). Gdy ATP wypelia prawie w cato$ci pule tych nukleotydow (E.Ch.=
=0,98), PFK wykazuje znacznie nizsze powinowactwo do F6P niz w warunkach, w kto-
rych w puli nukleotydéw adenylowych pojawia sie AMP (E.Ch.=0,80). Efekt ten u obu
owadow jest widoczny zarowno w pH 7,4 - 7,5 (Rys. 45, 46, 48; Tablica 23) jak i w pH
8,0 - 8,2 (Rys. 45, 46, 49; Tablica 23). Jednak o ile u C.euphorbiae w obu pH przy niz-
szym ,potencjale energetycznym" (0,80) powinowactwo do F6P wyrazane wartoscig
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Rys. 47. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata tluszczowego larw motyla C.euphorbiae od stgzenia
substratu fruktozo-6-fosforanu w roznych stgzeniach ATP. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inku-
bacyjnym o pH 8,05 w obecnosci 0,1; 0,5; 1,0 lub 2,0 mM ATP. W dolnej cze¢éci rysunku zalezno$é przedsta-
wiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 24.

statej Sos5 jest ok. dwukrotnie wigksze niz przy ,,potencjale energetycznym" bliskim 1
(Tablica 23), to u T.molitor w pH 7,4 obnizenie ,,potencjatu energetycznego" z 0,98 do
0,80 zwigksza powinowactwo PFK do F6P ponad pigciokrotnie (pigciokrotne obnizenie
wartos$ci stalej Sys; Tablica 23), natomiast w pH 8,2 wzrost powinowactwa jest jedynie
dwukrotny (Tablica 23). Moze by¢ to roznica gatunkows, ale trzeba podkresli¢, co wy-
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Rys. 48. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata thuszczowego larw chrzaszcza T.molitor od stgzenia
substratu fruktozo-6-fosforanu w pH 7,4, Pomiary prowadzono W standardowym plynie inkubacyjnym przy
»potencjale energetycznym" nukleotydéw adenylowych 0,80 lub 0,98. Badano wptyw 5 uM F-2,6-bP na za-
lezno$¢. W dolnej czesci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne ze-
stawiono w Tablicy 23.

kazano wczesniej (Rys. 38), ze PFK ciata thuszczowego jest bardzo wrazliwa na zmiany
pH, zwlaszcza ponizej 7,6. Stad powyzsze roznice moga byé spowodowane bardziej
ekstremalnymi warto$ciami pH dobranymi w badaniach nad enzymem T .molitor.
Fruktozo-2,6-bisfosforan aktywuje PFK ciata ttuszczowego C.euphorbiae 1 T.moli-
tor. W jego obecnosci krzywe kinetyki reakcji przybieraja ksztatt hiperboliczny (Rys.
43, 45, 46, 48, 49), a stale S5 ulegaja wielokrotnemu obnizeniu (Tablice 22, 23).
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Rys. 49. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy ciata thuszczowego larw chrzaszcza T.molitor od stgzenia
substratu fruktozo-6-fosforanu w pH 8,2. Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym przy

~potencjale energetycznym" nukleotydéw adenylowych 0,80
lezno$¢. W dolnej czesci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w
stawiono w Tablicy 23.

lub 0,98. Badano wptyw 5 uM F-2,6-bP na za-
formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne ze-

Wzrost powinowactwa do FOP pod wplywem F-2,6-bP jest szczeg6lnie silny w pH 7,4 -
-7,5 i przy ,potencjale energetycznym" 0,98 (Rys. 45, 48). Co wigcej, w obecnosci
F-2,6-bP pH (przynajmniej w badanym zakresie) w niewielkim stopniu modyfikuje po-
winowactwo PFK do F6P i w obecnos$ci aktywatora w pH 7.4 - 7,5 1 8,0 - 8,2 wartosci
statych Sy s sg zblizone (Rys. 45, 46, 48, 49; Tablica 23).
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F-2,6-bP wspotdziata tez z AMP. Zarowno w pH 7,4 (Rys. 46, 48)jak i pH 8,2 (Rys.
46, 49) powinowactwo PFK do F6P rosnie po dodaniu AMP do $rodowiska reakcji
(,,potencjat energetyczny" 0,80) a przyrost ten jest potggowany, gdy w srodowisku tym
pojawia si¢ F-2,6-bP.

6.2. KINAZA PIROGRONIANOWA CIALA TLUSZCZOWEGO OWADOW

Scharakteryzowano kinaze pirogronianowg izolowang z ciata ttuszczowego kilku ga-
tunkow owadow: dorostych form szaranczy S.gregaria (Bailey i Walker, 1969; Walker
i Bailey, 1970ab) i karaczana P.americana (Storey, 1985a), a takze larw chrzaszcza
T.molitor (Lesicki i Jingst, 1984). Poréwnanie charakterystyki powyzszych enzymow
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Rys. 50. Rozdziat elektroforetyczny w Zelu skrobiowym ekstraktow z: (A) ciata thuszczowego, (B) migéni po-
wiok ciata larw T.molitor. Po elektroforezie zel cigto na 3 mm odcinki, z ktorych ekstrakt testowano na aktyw-
nos$¢ kinazy pirogronianowej w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,0 zawierajacym 1,5 mM PEP
i 1 mM ADP.

z PK ciata tluszczowego kilku gatunkow s$wierszezy: Acheta domesticus (Hoffmann,
1975, 1976; Hoffmann i Marstatt, 1977; Hoffmann i Radeke, 1978) oraz Gryllus campe-
stris 1 Gryllus bimaculatus (Hoffmann 1 Marstatt, 1977) utrudnia fakt, iz u tych $wiersz-
czy PK izolowano jednoczesénie z ciata thuszczowego i migsni. W cytowanych pracach
uzyskano jednorodne preparaty PK, co moze wskazywa¢ na wystgpowanie w ciele ttusz-
czowym 1 migs$niach $wierszczy jednej i tej samej formy PK. Réznitoby to jednak te
owady od innych gatunkow badanych w réznych laboratoriach (Bailey i Walker, 1969;
Lesicki i Jiingst, 1984; Storey, 1985a).
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6.2.1. Badania elektroforetyczne

Rozdzial elektroforetyczny na zelu skrobiowym preparatow kinazy pirogronianowe;j
z ciala tluszczowego owadow daje pojedyncze pasmo aktywnosci enzymatycznej. Za-
réwno u karaczana P.americana (Storey, 1985a) jak i larw chrzaszcza T.molitor (Rys.
50) enzym z ciala tluszczowego rézni si¢ ruchliwoscia elektroforetyczna od enzymu
z migéni tych owadow. Ogniskowanie izoelektryczne PK ciala thuszczowego karaczana
P.americana (Storey, 1985a) wykazuje punkt izoelektryczny w pH 6,15 (= 0,15), od-
mienny od punktu izoelektrycznego, charakterystycznego dla PK mieéni tego owada.

6.2.2. Cie¢zar czasteczkowy

PK ciala tluszczowego P.americana oczyszczona do homogennosci potwierdzonej
elektroforetycznie na zelu akrylamidowym ma cigzar czasteczkowy 235 000+ 20 000
(Storey, 1985a).

6.2.3. Optimum pH

PK ciata thuszczowego larw T.molitor wykazuje najwyzsza aktywno$¢ w pH 6,6 -
- 6,9, zarowno w wysokim (Rys. 51A) jak i niskim (Rys. 51B) st¢zeniu PEP. W niskim
stezeniu PEP obserwuje si¢ gwaltowny spadek aktywnosci enzymu w pH wyzszych od
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Rys. 51. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej ciata tluszczowego larw T.molitor od pH: (A) w obec-
nosci 1,0 mM PEP, (B) w obecnosci 0,1 mM PEP. Okres$lano wplyw buforéw imidazol-HCI i Tris-HCl na
badang zalezno$¢. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym zawierajacym 1 mM ADP.
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6,9. PK ciata thuszczowego P.americana wykazuje wierzchotek aktywnosci w podob-
nym zakresie pH buforu imidazol-HCI (Storey, 1985a), cho¢ wykazano przesunigcie
optimum pH w kierunku bardziej alkalicznym w buforach Tris-HCI, fosforanowym
i weronalowym (Bailey i Walker, 1969; Storey, 1985a). Fruktozo-1,6-bisfosforan nie
modyfikuje ksztaltu krzywej zaleznosci aktywnosci PK od pH wyznaczanej w wysokim
stezeniu PEP (Rys. 51A). Przy niskim st¢Zeniu substratu, zardwno u T.molitor (Rys.
51B) jak i S.gregaria (Bailey i Walker, 1969) oraz P.americana (Storey, 1985a),
w obecnosci fruktozo-1,6-bisfosforanu, po pierwsze, we wszystkich pH aktywnos¢
enzymu jest znacznie wyzsza, po drugie, spadek aktywnosci w pH wyzszym od 6,9 jest
fagodny i enzym zachowuje stosunkowo wysoka aktywno$¢.

6.2.4. Aktywatory kinazy pirogronianowej ciala tluszczowego

PK z ciata ttuszczowego szaranczy S.gregaria (Bailey i Walker, 1969), chrzaszcza
T.molitor (Lesicki i Jingst, 1984), karaczana P.americana (Storey, 1985a), a takze
z tkanek $wierszcza A.domesticus (Hoffmann, 1975) jest aktywowana przez fruktozo-
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Rys. 52. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowe;j ciala tluszczowego larw T.molitor od st¢zenia aktywa-
tora fruktozo-1,6-bisfosforanu w réznych pH. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym
o pH 6,7; 7,0 tub 7,5 zawierajacym 0,2 mM PEP i 0,5 mM ADP. W gornej czgséci rysunku zaleznos$¢ przedsta-
wiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 25.
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-1,6-bisfosforan. Krzywa wysycenia aktywatorem enzymu larw T.molitor ma ksztalt
hiperboliczny (Rys. 52), a powinowactwo do F-1,6-bP wyrazane statg K, zmienia si¢ od
wartosci 1,2 do 5,8 uM w zaleznosci od pH (Tablica 25). Podobnie wysokie powino-
wactwo cechuje enzym z S.gregaria (K, =1 uM; Bailey i Walker, 1969) i P.americana
(Ka = L5 puM; Storey, 1985a).

Tablica 25. Wptyw pH na powinowactwo kinazy pirogronianowej ciata ttuszczowego larw T.molitor do sub-
stratu fosfoenolopirogronianu i aktywatora fruktozo-1,6-bisfosforanu.

oH So.5(PEP) K.(F1,6bP) .
mM
6,7 3) 0,45 + 0,02 140+0,04
1) 12 1,00
7,0 5) 0,35+0,06 124+0,02
) 34+0,9 0,96 + 0,02
75 %)) 0,73 1.66
®) 58 1,00

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 52 1 54, w podpi-

sach ktérych opisano skiad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegdlnych
eksperymentach (liczba eksperymentéw w nawiasach).

PK ciata tluszczowego karaczana P.americana (Storey, 1985a) aktywowana jest

przez aniony fosforanowe (P;), a polowe maksymalnej aktywacji obserwowano w stgze-
niu 7 mM P;.
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Rys. 53. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej ciata ttuszczowego larw T.molitor od st¢zenia inhibi-

tora alaniny w roéznych pH. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 6,7; 7,0 lub 7,5
zawierajacym 0,3 mM PEP i 0,5 mM ADP.
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6.2.5. Inhibitory kinazy pirogronianowej ciala tluszczowego

Silnym inhibitorem PK ciata thuszczowego larw T.molitor (Lesicki i Jiingst, 1984)
i dorostych osobnikow P.americana (Storey, 1985a) jest alanina. Krzywa wiazania
inhibitora (Rys. 53) ma ksztalt lekko sigmoidalny, a potowiczng inhibicj¢ obserwuje si¢
w stezeniach 1,2 do 3 mM, w zaleznosci od pH.

Inhibitorem PK ciala tluszczowego owadow jest rowniez ATP (Bailey i Walker,
1969; Storey, 1985a). Polowe maksymalnego hamowania uzyskiwano w stezeniu 5 mM
ATP (Bailey 1 Walker, 1969). Dziatanie obu inhibitorow, alaniny i ATP, sumuje si¢
(Storey, 1985a).

Cytrynian, fosfoarginina, glutaminian, walina, fenyloalanina (Storey, 1985a) oraz
AMP i cykliczny AMP (Bailey i Walker, 1969) to metabolity, ktorych wplywu na
aktywno$¢ PK ciata ttuszczowego nie stwierdzono.

6.2.6. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej od stezenia ADP

Kinetyke reakcji PK ciata thuszczowego owaddéw z ADP jako substratem opisuje za-
lezno$¢ hiperboliczna (Bailey i Walker, 1969; Hoffmann, 1975; Lesicki i Jiingst, 1984;
Storey, 1985a). Stala ;s wynosi 0,42 mM dla A.domesticus (Hoffmann, 1975), 0,30 mM
dla P.americana (Storey, 1985a) 1 0,17 - 0,26 mM dla T.molitor (Lesicki i Jiingst, 1984).
Powinowactwo do ADP zmienia si¢ w niewielkim stopniu wraz ze zmiang stezenia ko-
substratu PEP (Lesicki 1 Jlingst, 1984), natomiast nie wpltywa nan fruktozo-1,6-bis-
fosforan (Lesicki i Jingst, 1984). F-1,6-bP moze chroni¢ enzym przed inhibicja
powodowana nadmiarem substratu ADP (Bailey i Walker, 1969; Hoffmann, 1975).

6.2.7. Zalezno$¢ aktywnoSci kinazy pirogronianowej
od stezenia fosfoenolopirogronianu

Zaleznos¢ aktywnosci PK ciata tluszczowego owadow od stgzenia PEP opisuje krzy-
wa sigmoidalna (Bailey i Walker, 1969; Hoffmann, 1975; Lesicki i Jiingst, 1984; Storey,
1985a). Powinowactwo PK do PEP jest podobne w nizszym (0,5 mM) i wyzszym
(2 mM) stezeniu ADP (Lesicki i Jiingst, 1984). Natomiast zalezy ono od pH srodowiska
reakcji (Rys. 54). Powinowactwo do PEP jest najwyzsze w optymalnym pH ok. 7,0.
W warunkach tych najstabiej zaznacza si¢ sigmoidalny ksztatt krzywej kinetyki reakceji
(najnizsza warto$¢ wspotczynnika ny, Tablica 25). Charakteryzujaca enzym z ciata
thuszczowego larw T.molitor warto$¢ statej Sy s rowna 0,35 mM 1 wspotczynnik Hilla ny
wynoszacy 1,24 przypominajag odpowiednie wartosci tych parametrow dla kinaz piro-
gronianowych z ciata thuszczowego A.domesticus (0,398 mM, 1,25 - Hoffmann, 1975)
i P.americana (0,32 mM, 143 - Storey, 1985a) (Tablica 26).

Aktywujace dziatanie F-1,6-bP na PK ciala tlhuszczowego przejawia si¢ w niskich
stezeniach PEP. Polega wigc ono na zmianie powinowactwa enzymu do substratu.
W obecnoscei 0,05 - 0,1 mM F-1,6-bP ksztalt krzywej kinetyki z PEP ulega przemianie
w hiperboliczny (Bailey i Walker, 1969; Hoffmann, 1975; Lesicki i Jiingst, 1984; Storey,
1985a) a powinowactwo do PEP wzrasta od 6- do 12-krotnie (Hoffmann, 1975; Lesicki
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Rys. 54. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowe;j ciata thuszczowego larw T.molitor od st¢zenia substra-
tu fosfoenolopirogronianu w réznych pH. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH
6,7; 7,0 lub 7,5 zawierajacym 0,5 mM ADP. W gornej czgséci rysunku zaleznos$é przedstawiono w formie wy-
kresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 25.

Tablica 26. Porownanie parametrow kinetycznych cechujacych kinazy pirogronianowe z ciata tluszczowego
owadow.

W K T.molitor P.americana A.domesticus
ne [1] 2] [3]
pomiaru
Sos ny Sos ny Sos ny
Kontrola 0,35 1,24 0,32 143 0,398 125
+0,1 mM F1,6bP 0,04 1,01 0,05 1,02 0,031 0,96
+2 mM ATP 0,48 1,51
+3 mM Ala 0,84 1,82
+ 12 mM Ala 0,88 1,24
+ 12 mM Ala.
i 1,00
0,1 mM F1,6bP 0,05

Wartosci statych Sps wyrazono w mM PEP. Cytowano z: [1] Lesicki i Jiingst, 1984; [2] Storey, 1985a; [3] Hoffimann,
1975.
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Rys. 55. Wplyw aktywatora fruktozo-1,6-bisfosforanu na zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowe;j ciata
thuszczowego larw T.molitor od st¢Zenia alaniny. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym
o pH 7,0 zawierajacym 03 mM PEP i 0,5 mM ADP oraz F-1,6-bP w stezeniach 0, 3, 5 lub 100 uM.

i Jingst, 1984; Storey, 1985a; Tablica 26). Natomiast zar6wno alanina jak i ATP obniza-
ja powinowactwo PK ciala tluszczowego do PEP (Lesicki i Jiingst, 1984; Storey,
1985a). W ich obecnosci poglebia si¢ sigmoidalny ksztatt krzywej kinetyki a warto$¢
statych Sy s jest znacznie wyzsza (Tablica 26). F-1,6-bP stopniowo znosi hamujace dzia-
fanie alaniny (Rys. 55) i przy 0,1 mM stgzeniu F-1,6-bP alanina nie hamuje aktywnosci
PK. Podobnie F-1,6-bP chroni PK ciala tluszczowego P.americana przed hamujacym
dziataniem alaniny i ATP (Storey, 1985a).

6.3. UDZIAL FOSFOFRUKTOKINAZY I KINAZY PIROGRONIANOWEJ
W REGULACJI METABOLIZMU CIALA TEUSZCZOWEGO OWADOW

Ciato tluszczowe jest tym organem owadow, w ktorym zachodza syntezy, przemiany
i spichrzanie weglowodanowych, lipidowych i biatkowych rezerw organizmu (Bailey,
1975;Keeley, 1985).

Podstawowym weglowodanem zapasowym jest glikogen (Wiens i Glibert, 1967;
Wimer, 1969). Natomiast podstawowym weglowodanem transportowanym przez hemo-
limfe owadow jest trehaloza (Wyatt i Kalf, 1957), a jedynym miejscem jej uwalniania do
hemolimfy jest ciato thuszczowe (Candy i Kilby, 1961; Keeley, 1985). Uzupetnianie po-
ziomu trehalozy w hemolimfie jest konieczne na przyklad w poczatkowej fazie lotu sza-
ranczy Locusta migratoria, gdy cukier ten intensywnie wykorzystywany jest przez
miegsnie skrzydtowe (Van der Horst i wsp. 1978; Van Marrewijk i wsp. 1980). Glikogen
magazynowany w komorkach ciala tluszczowego moze by¢ zrodtem reszt glukozowych
do syntezy trehalozy w tej tkance (Steele, 1963, 1982; Géde, 1991; Sevala i Steele, 1991).
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Wzrostowi syntezy trehalozy z glukozo-6-fosforanu towarzyszy obnizenie aktywnosci
glikolitycznej (McDougall i Steele, 1988; Sevala i Steele, 1991). Trehaloza moze by¢ row-
niez produktem reakcji glukoneogennych, co wykazano u T.molitor (Gourdoux i wsp.
1980, 1983). Wszystkie enzymy niezbgdne do katalizowania glukoneogenezy obecne s3
takze w komorkach ciata thuszczowego P.americana (Storey i Bailey, 1978ab).

Trojglicerydy sa glowna forma tluszczu zapasowego w ciele tluszczowym owadow
(Keeley, 1985). Komorki tej tkanki zdolne sg do przemiany cukrowcoéw w kwasy tlusz-
czowe, a dalej w tluszcz zapasowy (Chino i Gilbert, 1965), a wykazano to m.in. u S.gre-
garia (Walker i Bailey, 1970ab) i u P.americana (Storey i Bailey, 1978b). Przemiana
cukrowcow w kwasy thuszczowe odbywac si¢ moze tylko przy udziale aktywnej drogi
glikolityczne;j.

Dla niektorych owadow glownym substratem energetycznym w czasie lotu jest pro-
lina (Bursell, 1963, 1977, 1978; Mordue i De Kort, 1978; Weeda i wsp. 1979). Mig$nie
skrzydlowe wykorzystuja wtedy ten aminokwas dostarczany przez hemolimfe z ciata
thuszczowego, bowiem w tej tkance odbywa si¢ jego intensywna synteza (Khan i De
Kort, 1978; Weeda i wsp. 1979, 1980). W procesie tym wykorzystywane sa alanina
i acetylo-CoA. Alanina jest wracajacym z migsni skrzydlowych produktem utleniania
proliny (Brouwers i De Kort 1979; Weeda i wsp. 1979, 1980). Acetylo-CoA pochodzi
z przemian thuszczowcoéw badz weglowodanow. I w tym ostatnim przypadku dla synte-
zy proliny w ciele thuszczowym uruchamiana powinna wige by¢ glikoliza.

Odrgbnym zagadnieniem metabolizmu weglowodanowego ciata tluszczowego owa-
dow przechodzacych w swym cyklu zyciowym okres diapauzy jest zamiana glikogenu
w glicerol wzglednie sorbitol (Chino, 1957, 1958; Wyatt i Meyer, 1959; Asahina, 1969;
Ziegler i Wyatt, 1975) lub tez w trehalozg (Asahina i Tanno, 1964; Hayakawa i Chino,
1981). Wydaje sig, iz miejscem determinujacym, ktory z powyzszych metabolitow pow-
staje w czasie diapauzy, jest reakcja katalizowana przez fosfofruktokinazg, aktywna u aku-
mulujacych glicerol a nieaktywna u gromadzacych trehaloz¢ (Hayakawa i Chino, 1982).

Przedstawione powyzej przemiany w ciele tluszczowym owadoéw zwigzane sa
z aktywnoscia drogi glikolitycznej (pelnej w czasie lipogenezy i ewentualnie syntezy
proliny, lub czgéciowej u diapauzujacych owadow akumulujacych glicerol) badz z aktyw-
noscia glukoneogenezy (w trakcie resyntezy glukozy i trehalozy). Poniewaz wigkszos$c¢
reakcji obu tych drog katalizowana jest przez te same enzymy w jednym lub w drugim
kierunku, niezbedne sa miejsca regulacji aktywnosci. A wigc miejsca, w ktorych naste-
puje przetagczanie reakcji badz w kierunku glikolitycznym badz glukoneogennym.

Przedstawione w poprzednich rozdzialach wyniki wskazuja, ze miejscem regulacji
moga by¢ reakcje katalizowane przez fosfofruktokinazg i kinaze pirogronianowg. Oba
enzymy izolowane z ciala ttuszczowego owadow roznych gatunkdéw cechujg wiasnosci
regulacyjne. Sa one podatne na allosteryczne aktywatory i inhibitory. W obecno$ci wy-
sokiego ,,potencjatu energetycznego" nukleotydow adenylowych i w obecno$ci inhibi-
toro6w wystepuja one w formach o matym powinowactwie do swych substratow, a wiec
sa malo aktywne w warunkach fizjologicznych. Spetnione zostaja warunki wylaczenia
drogi glikolitycznej. Allosteryczne aktywatory przeksztalcaja PFK i PK w formy o wy-
sokim powinowactwie do substratow, a tym samym formy wysoce aktywne. Dzigki nim
glikoliza zostaje wlaczona. Czy kluczowe enzymy glukogenne, obecne w komorkach
ciala thuszczowego (Storey i Bailey, 1978b), sa w tych momentach odpowiednio akty-
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wowane lub hamowane? Prawdopodobnie tak, cho¢ ta hipoteza wymaga potwierdzenia
eksperymentalnego.

W ciele thuszczowym owaddéw wykryto wahania poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu
(Kasprzyk i Lesicki, 1988). Wykazano tez aktywno$¢ enzymu syntetyzujacego ten pod-
stawowy aktywator fosfofruktokinazy (Kasprzyk i Lesicki, 1988; Schubert i Kasprzyk,
1989). Badania nad wlasno$ciami tego enzymu trwaja (Kasprzyk, niepublikowane).
U ssakow jest to dwufunkcyjna fruktozo-6-fosfo-2-kinaza/fruktozo-2,6-bisfosfataza,
ktorej aktywno$¢ kinazy badz fosfatazy zalezy od stopnia ufosforylowania (Pilkis i wsp.
1983; El-Maghrabi i Pilkis, 1984). Proces fosforylacji odbywa si¢ przede wszystkim
przy udziale kinazy biatkowej zaleznej od cAMP (El-Maghrabi i wsp. 1982bc; Furuya
i wsp. 1982; Van Schaftingen i1 Hers, 1981). Aktywnos¢ cyklazy adenylanowej wykryto
w ciele tluszczowym roznych gatunkéw owadow, w tym u P.americana (Hanaoka
i Takahashi, 1977; Filburn i Wyatt, 1976; Morishima, 1978, 1979). Poziom cyklicznego
AMP zmienia si¢ w odpowiedzi na sygnaly hormonalne docierajace do ciata thuszczo-
wego (Géde, 1977, 1979; Giade i Holwerda, 1976; Géde i Beenakkers, 1977; Hanaoka
i Takahashi, 1977; Orchard i wsp. 1982). Wzrost stezenia cyklicznego AMP stymuluje
kinazy bialkowe ciata tluszczowego P.americana (Takahashi i Hanaoka, 1977)
i L.migratoria (Pines i Applebaum, 1978; Van Marrewijk i Beenakkers, 1979; Van
Marrewijk i wsp. 1980; Pines i wsp. 1981).

Powyzsze obserwacje sugerujg istnienie w ciele tluszczowym owadoéw podobnego
mechanizmu regulacji st¢zenia fruktozo-2,6-bisfosforanu jak w hepatocytach watroby
ssakow (Lesicki i Kasprzyk, 1984). Przy niskim st¢zeniu cAMP dwufunkcyjna fruktozo-
-6-fosfo-2-kinaza/fruktozo-2,6-bisfosfataza wystgpuje w formie defosforylowanej, ce-
chujacej si¢ aktywnoscig kinazy (aktywno$¢ fosfatazy jest zahamowana). Katalizuje
wtedy synteze fruktozo-2,6-bisfosforanu, ktorego stezenie rosnie. Wzrost st¢zenia
F-2,6-bP aktywuje fosfofruktokinazg ciata thuszczowego owadow, po pierwsze, zwie-
kszajac powinowactwo PFK do fruktozo-6-fosforanu i po drugie, znoszac inhibicj¢ PFK
wywolywang poprzez wysokie stgzenia ATP. Aktywacji PFK sprzyja¢ moze obnizenie
stezenia ATP i wzrost stezenia AMP (czyli obnizenie ,,potencjatu energetycznego" nu-
kleotydow adenylowych). Takie zmiany poziomu tych nukleotydéw obserwowano po
inkubacji ciata tluszczowego owadow z ekstraktami hormonalnymi z corpora cardiaca
i jednocze$nie rejestrowano wzrost aktywno$ci PFK (Sevala i Steele, 1991). Aktywna
PFK katalizuje reakcje fosforylacji fruktozo-6-fosforanu, prowadzaca do wzrostu stgze-
nia fruktozo-1,6-bisfosforanu. Z kolei metabolit ten aktywuje kinaze pirogronianowa.
Aktywacja obu kluczowych enzymow glikolitycznych zapewnia katabolicznag degra-
dacje glukozy droga glikolityczna.

Wzrost stezenia cCAMP i aktywacja kinazy bialkowej zaleznej od cAMP prowadzié¢
moze do fosforylacji fruktozo-6-fosfo-2-kinazy/fruktozo-2,6-bisfosfatazy i pobudzenia
fosfatazowej aktywnosci enzymu. Hydrolizowany fruktozo-2,6-bisfosforan znika z cyto-
plazmy komorek ciata thuszczowego. Brak podstawowego aktywatora PFK jest przyczy-
ng przeksztalcenia enzymu w malo aktywna forme¢ o niskim powinowactwie do
substratu. Wtornie przeksztatceniu w form¢ o matym powinowactwie do substratu ulega
takze PK (wobec obnizenia st¢zenia F-1,6-bP). Przeksztalcenie obu kluczowych enzy-
mow glikolitycznych w mato aktywne formy umozliwia wylaczenie glikolizy i rozpo-
czecie katalizowania reakcji glukoneogenezy.



7. MIESNIE SKRZYDLOWE OWADOW

O intensywno$ci pracy migsni skrzydtowych $wiadczy blisko 100-krotny wzrost
szybkos$ci ich oddychania po rozpoczeciu lotu (Crabtree i Newsholme, 1975; Beenak-
kers 1 wsp. 1984). Dla utrzymania tej najwyzszej w §wiecie zwierzgcym aktywnoS$ci me-
tabolicznej (Beenakkers i wsp. 1985) owady spalaja rozne substraty. Btonkowki,
dwuskrzydte, pluskwiaki wykorzystuja wyltacznie weglowodany (Beenakkers i wsp.
1985), totez w ich migs$niach skrzydtowych po rozpoczeciu lotu wymagana jest szybka
aktywacja glikolizy (Crabtree i Newsholme, 1975; Storey, 1983, 1985b). Inne owady
(tegopokrywe, prostoskrzydle, tuskoskrzydle) spalajg weglowodany tylko w poczatko-
wej fazie lotu. W czasie dluzszego lotu ich migénie skrzydtowe stopniowo przestawiaja
swoj metabolizm energetyczny na koszt utlenianych ttuszczowcow (Krogh i Weis-Fogh,
1951; Mayer i Candy, 1969; Beenakkers i wsp. 1985). Tak wiec rozpoczgcie lotu u tych
owadow zwigzane jest z kilkudziesigciokrotnym wzrostem katabolizmu weglowodanow
tj. glikolizy, ktéra w nastgpnej fazie lotu ulega zahamowaniu, a energii do pracy migsni
dostarcza wtedy intensywne utlenianie kwaséw thuszczowych. Wreszcie u niektdrych
owadow, jak np. muchy Phormia regina, tse-tse Glossina morsitans 1 stonki ziemnia-
czanej Leptinotarsa decemlineata (Sacktor i Childress, 1967; Hargrove, 1976; Mordue
i De Kort, 1978; Bursell, 1981), poczatek lotu zwigzany jest z intensywnym spalaniem
aminokwasu proliny. Przedstawione powyzej gwattowne i radykalne zmiany aktywnosci
tor6w metabolizmu energetycznego miegsni skrzydtowych po rozpoczgciu lotu wymaga-
ja precyzyjnej regulacji aktywnosci enzymatycznej przede wszystkim kluczowych enzy-
mow glikolitycznych: fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowe;.

7.1. FOSFOFRUKTOKINAZA MIESNI SKRZYDLOWTCH OWADOW

Pierwsze doniesienie o wlasnoséciach fosfofruktokinazy z migs$ni skrzydlowych, do-
tyczace szaranczy Schistocerca gregaria (Walker i1 Bailey, 1969) uzupelione zostato
badaniami nad PFK mig$ni skrzydtowych szaranczy wedrownej Locusta migratoria
(Wegener i wsp. 1986a, 1987), karaczana Periplaneta americana (Storey, 1983, 1985b),
pszczoty Apis mellifica (Wegener i wsp. 1986b), trzmiela Bombus atratus (Leite 1 wsp.
1988) i konika polnego Poekilocerus bufonius (Khoja, 1991).

7.1.1. Ciezar czgsteczkowy

Badania nad oczyszczona PFK migéni skrzydlowych owadéw wykazuja, Ze jest ona
tetramerem o ci¢zarze czasteczkowym 320 000 (4.mellifica), 340 000 (L.migratoria) lub
360 000 (B.atratus), a cigzar podjednostki wynosi ok. 80 000 - 82 000 (Wegener i wsp.
1986b, 1987; Leite i wsp. 1988).
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7.1.2. Optimum pH

Optimum w zakresie ok. pH 8,0 cechuje PFK mig$ni skrzydtowych szaranczy
L.migratoria (Wegener i wsp. 1987). Natomiast PFK karaczana P.americana wykazuje
maksymalna aktywno$¢ w pH 7,5 (Storey, 1985b) przy wysycajacych stgzeniach F6P.
W nizszych stgzeniach substratu, pH optymalne dla aktywnos$ci enzymu wzrasta do 7,8 -
- 8,35. Dodatek pozytywnych efektorow przywraca optimum w pH 7,5.

7.1.3. Zalezno$¢ aktywnosci od stezenia fruktozo-6-fosforanu

PFK migéni skrzydlowych prostoskrzydtych S.gregaria (Walker i Bailey, 1969),
L.migratoria (Wegener 1 wsp. 1986a, 1987), P.bufonius (Khoja, 1991), trzmiela
B.atratus (Leite 1 wsp. 1988) oraz karaczana P.americana (Storey, 1983, 1985b) wy-
kazuje niskie powinowactwo do substratu F6P, a ksztalt krzywej kinetyki reakcji jest
wyraznie sigmoidalny. Przy braku pozytywnych efektoréw w $rodowisku reakcji war-
tosci statych Sys, wyznaczanych w pH bliskim 7,0, sg bardzo wysokie (do 16 mM),
a wigc dalece wykraczaja poza zakres fizjologicznych stgzen F6P. Powinowactwo PFK
migs$ni skrzydtowych do FO6P modyfikuja (Tablica 27) st¢zenia:

1) joné6w wodorowych,

2) kosubstratu ATP,

3) anionéw fosforanowych (P;),

4) AMP,

5) fruktozo-2,6-bisfosforanu,

6) oraz wspoétdziatanie aktywatorow.

W pH 8,0 - 84 PFK mig$ni skrzydtowych karaczana P.americana (Storey, 1985b),
szaranczy L.migratoria (Wegener 1 wsp. 1987) i trzmiela B.atratus (Leite i wsp. 1988)
wykazuja wigksze powinowactwo do F6P niz w pH 7,0 - 7,1.

Wzrost stgzenia ATP powoduje znaczne poglebienie sigmoidalnego ksztattu krzywej
kinetyki reakcji i wzrost wartosci Sps u S.gregaria (Walker i1 Bailey, 1969), L.migrato-
ria (Wegener i wsp. 1987) i B.atratus (Leite i wsp. 1988).

10 mM stegzenie P; obniza dziesieciokrotnie warto$¢ Sps dla PFK mies$ni karaczana
P.americana, cho¢ wzrasta wtedy kooperatywna aktywacja enzymu przez substrat
(wzrost wspotczynnika ny).

AMP aktywuje PFK migsni skrzydtowych owadow (Walker i Bailey, 1969; Storey,
1985b; Wegener i wsp. 1987; Leite i wsp. 1988). Jego obecnos¢ powoduje wzrost powi-
nowactwa enzymu do F6P. Ksztalt krzywej kinetyki reakcji dla PFK S.gregaria ulega
zmianie w hiperboticzny w obecnosci 1 mM AMP w ptynie inkubacyjnym (Walker
i Bailey, 1969). Natomiast PFK migéni karaczana P.americana (Storey, 1985b) i sza-
ranczy L.migratoria (Wegener 1 wsp. 1987) aktywowana przez AMP w stgzeniach 6 -
- 400 uM zachowuje sigmoidalny ksztalt krzywej kinetyki, ale wartos¢ Sps ulega znacz-
nemu obnizeniu.

F-2,6-bP jest silnym aktywatorem PFK mig$ni skrzydlowych. W jego obecnosci
wzrasta powinowactwo PFK do F6P i znacznemu obnizeniu ulega wartos¢ Sys (Storey,
1985b; Wegener i wsp. 1987; Leite i wsp. 1988).
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Tablica 27. Powinowactwo fosfofruktokinaz migsni skrzydlowych owadow do substratu fruktozo-6-fosforanu.

) ) pH7,0-74 pH 8,0 - 8.4
Warunki pomiaru
So.s ny Sos ny
Periplaneta americana [1]
ATP =0,2 mM
bez modulatorow 16,0 23 9,4 15
+ 1 mM NH, 15,0 2,0 6,9
+ 10 nM P 13 32 0,38
+0,16 mM AMP 2,3 2,1 2,25
+0,1 uM F2,6bP 9,3 2,1
+ 1 uM F2,6bP 12 2,7 0,54
+ 1 mM NHy, 10 mM P,
0,16 mM AMP 0,072 12
+ 1 mM NHy, 10 mM P,
0,16 mM AMP, 0,031 12
0,1 uM F2,6bP
+ 0,4 mM AMP, >
0,1 uM F2,6bP 0,038 15
Schistocerca gregaria [2]
ATP=1mM
bez modulatorow 3 >1
+1 mM AMP 15 =1
ATP =2 mM
bez modulatoréw >3 >1
Locusta migratoria [3]
ATP=0,1 mM
bez modulatorow 0,29
ATP =7,5 mM
bez modulatorow 23
+ 3,5 uM F2,6bP 17
+6 UM AMP,
3,5 uM F2,6bP 0,15
+ 40 uM AMP, 4 mM P, 125 38 0,08 14
Poekilocerus bufonius [4]
ATP=1mM
bez modulatorow 0,82 >1 =1
Bambus atratus [5]
ATP =5 mM
bez modulatoréw 2,5 =2 0,039 =1
+ 0,2 mM AMP 0,6 =1
+4 uM F2,6bP 0,28 =1
+ 4 uM F2,6bP,
0,2 mM AMP 0,06 =1

Wartosci Sys wyrazono w mM. Cytowano z prac: [1] Storey, 1985b; [2] Walker i Bailey, 1969; [3] Wegener i wsp. 1987;

[4] Khoja, 1991 ; [5] Leite i wsp. 1988.

Najsilniejsza aktywacja PFK migséni skrzydtowych owadoéw zachodzi w warunkach,
gdy w srodowisku reakcji znajduja si¢ jednoczesnie wszystkie aktywatory enzymu. Wy-
daje sig, iz aktywacja ta nie jest prostym efektem sumowania pozytywnego oddziatywa-
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nia poszczeg6lnych aktywatorow. W przypadku AMP i F-2,6-bP aktywacja PFK jest
wynikiem synergistycznego wspoéltdziatania obu efektorow (Storey, 1985b; Wegener
i wsp. 1987; Leite i wsp. 1988).

7.1.4. Wplyw ATP

PFK migs$ni skrzydtowych cechuje hiperboliczna kinetyka z ATP jako substratem
(Walker i Bailey, 1969; Storey, 1985b). Wyzsze stezenia ATP hamuja enzym, cho¢ dla
poszczegodlnych gatunkéow stwierdzono odmienne stgzenia ATP wywotujace efekt ha-
mowania. [ tak, dla P.americana (Storey, 1985b) ATP juz w stgzeniu wyzszym od
0,2 mM hamowat PFK. U P.bufonius (Khoja, 1991) hamowanie pojawialo si¢ powyzej
0,5 mM ATP, u S.gregaria (Walker i Bailey, 1969) powyzej 1 mM, a u A.mellifica
(Wegener i wsp. 1986b) dopiero powyzej 4 mM. Roéznice te mogag wynikaé ze
specyficznos$ci gatunkowej enzymow, lecz rdwniez z rdznego stopnia oczyszczenia
enzyméw i odmiennych warunkéw pomiaru aktywno$ci. Hamujacy efekt wyzszych
stezen ATP jest obnizany przez:

1) wzrost pH,

2) wzrost stgzenia F6P,

3) obecnos¢ aktywatorow.

Hamujacy wplyw ATP na PFK migéni skrzydlowych P.americana przejawia si¢ sil-
niej w pH 7,0 niz pH 8,0 (Storey, 1985b).

W obecnosci 5 mM F6P potrzebne sa znacznie wyzsze stgzenia ATP by hamowac
aktywnos¢ PFK migs$ni skrzydtowych niz w obecnosci 2 mM F6P (u S.gregaria (Walker
i Bailey, 1969)) i 0,2 mM F6P (u P.americana (Storey, 1985b)).

AMP chroni PFK szaranczy S.gregaria (Walker i Bailey, 1969) i karaczana P.ameri-
cana (Storey, 1985b) przed hamujacym dziataniem wysokich stgzen ATP. Aktywnos$¢
PFK P.americana zahamowang przez ATP szczegoélnie silnie przywraca fruktozo-2,6-
-bisfosforan, zwlaszcza, gdy dziata wspolnie z AMP i innymi aktywatorami (Storey,
1985b).

7.1.5. Wplyw AMP

Krzywa aktywacji PFK mie$ni skrzydtowych szaranczy S.gregaria pod wplywem
AMP ma ksztalt hiperboliczny (Walker i Bailey, 1969; Storey, 1985b; Khoja, 1991). Po-
towe maksymalnej aktywacji obserwowano w zblizonych stezeniach AMP, 10 uM u
S.gregaria (Walker i Bailey, 1969), 8 uM u P.americana (Storey, 1985b). Aktywujace
dzialanie AMP polega na (Tablica 27):

1) wzroscie powinowactwa PFK do substratu,

2) ochronie przed hamujacym wptywem wysokich stg¢zen ATP.

7.1.6. Wplyw fruktozo-2,6-bisfosforanu

F-2,6-bP jest silnym aktywatorem PFK migéni skrzydtowych owadéw (Storey, 1983,
1985b; Wegener i wsp. 1986ab, 1987; Leite i wsp. 1988; Khoja, 1991). Powinowactwo
PFK do aktywatora w duzym stopniu zalezy od stezen substratow i innych efektorow
w $rodowisku reakcji (Tablica 28). Jest bowiem wigksze:
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Tablica 28. Powinowactwo fosfofruktokinaz migsni skrzydlowych owadow do aktywatora fruktozo-2,6-bis-
fosforanu.

F6P ATP AMP F1,6bP K,
pH mM mM mM mM M
P.americana [1] 7,0 10 0,2 0 0 100
7,0 0,2 0,2 0 0 970
7,0 0,2 0,2 0,16 0 19
7,0 0,2 0,2 0.4 0 4.5
L.migratoria [2] 73 0,05 7,5 0,09 0 1050
7,3 0,05 7,5 0,04 0,05 1200
73 0,05 7,5 1,40 0 350

Cytowano z prac: [1] Storey, 1985b; [21 Wegener i wsp. 1986a.

1) w wyzszych stezeniach substratu F6P,

2) w obecnosci AMP.

Aktywujace dziatanie F-2,6-bP na PFK migéni skrzydtowych polega na:

1) zwigkszaniu powinowactwa PFK do substratu F6P (Storey, 1985b; Wegener
iwsp. 1986a, 1987; Leite i wsp. 1988),

2) ochronie przed hamujacym wpltywem wysokich stgzen ATP (Storey, 1985b; We-
gener i wsp. 1986a; Leite 1 wsp. 1988),

3) ochronie przed hamujacym dziataniem F-1,6-bP (Wegener i wsp. 1986b).

7.1.7. Brak wplywu cytrynianu na aktywno$¢ fosfofruktokinazy
mie¢sni skrzydlowych

Cytrynian jest silnym inhibitorem PFK ssakow. Natomiast nie wykazano wptywu te-
go metabolitu na aktywno$¢ PFK migéni skrzydtowych catego szeregu owadow:

1) szaranczy S.gregaria (Walker i Bailey, 1969; Newsholme i wsp. 1977) i L.migra-
toria (Wegener i wsp. 1987),

2) karaczana P.americana (Storey, 1985b),

3) pszczoty A.mellifica (Wegener i wsp. 1986b),

4) trzmieli Bombus lucorum i B.terrestris (Newsholme i wsp. 1977),

5) osy Vespa vulgaris (Newsholme i wsp. 1977),

6) chrzaszczy Pachnoda ephippiata 1 Heliocopris sp. (Newsholme i wsp. 1977),

7) motyli Noctua pronuba i Plusia gamma (Newsholme 1 wsp. 1977).

Natomiast aktywno$¢ PFK mieéni skrzydlowych konika polnego P.bufonius byta ha-
mowana nieznacznie przez 2 mM cytrynian (Khoja, 1991).

7.1.8. Wplyw heksozo-1,6-bisfosforanow

Kontrowersyjny jest wplyw fruktozo-1,6-bisfosforanu na aktywno$¢ PFK migséni
skrzydtowych. Nie wptywa on bowiem (w st¢zeniach do 1 mM) na aktywno$¢ PFK
P.americana (Storey, 1985b). U L.migratoria F-1,6-bP aktywuje PFK tylko pod nie-
obecnos¢ AMP i F-2,6-bP, a w obecnosci tych aktywatorow F-1,6-bP hamuje PFK
(Wegener 1 wsp. 1987). Natomiast u S.gregaria (Walker i Bailey, 1969) i u P.bufonius
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(Khoja, 1991) fruktozo-1,6-bisfosforan a u A.mellifica fruktozo-1,6-bisfosforan i glukozo-
-1,6-bisfosforan (Wegener i wsp. 1986b) hamuja aktywnos¢ PFK migéni skrzydtowych®.
Hamujacy efekt heksozobisfosforanow wzrasta w wyzszych stezeniach ATP. Co wigcej,
w ich obecnos$ci poglebia si¢ hamujacy wpltyw wysokich stezen ATP (Walker i Bailey,
1969). AMP nie chroni PFK przed inhibicja pod wptywem heksozo-1,6-bisfosforanéw
(Wegener i wsp. 1986b). Natomiast F-2,6-bP przywraca aktywno$¢ PFK migéni
A.mellifica zahamowang przez F-1,6-bP.

7.1.9. Wplyw innych zwiazkéw

ADP nie wywiera wplywu na aktywnos$¢ PFK migséni skrzydtowych P.americana
(Storey, 1985b), natomiast aktywuje PFK migsni P.bufonius (Khoja, 1991). Jony amo-
nowe nieznacznie aktywuja enzym P.americana (Storey, 1985b), natomiast pozostaja
bez wptywu na PFK migéni S.gregaria (Walker i Bailey, 1969). Aktywno$¢ enzymow
wzmagaja aniony fosforanu nieorganicznego (Walker i Bailey, 1969; Storey, 1985b;
Khoja, 1991). Aktywno$¢ PFK P.bufonius jest hamowana przez fosfoargining i fosfo-
enolopirogronian (Khoja, 1991).

7.2. KINAZA PIROGRONIANOWA MIESNI SKRZYDLOWYCH OWADOW

Kinaza pirogronianowa jest drugim kluczowym enzymem glikolitycznym migsni
skrzydlowych owadéw, ktorego aktywnos§¢ winna by¢ regulowana w czasie zmian kie-
runku toréw metabolicznych na przyktad po rozpoczeciu lotu. Scharakteryzowano dotad
wlasnosci tego enzymu izolowanego z migéni skrzydlowych szaranczy S.gregaria (Bai-
ley i Walker, 1969) i karaczana P.americana (Storey, 1985a).

7.2.1. Badania elektroforetyczne

PK z migéni skrzydlowych karaczana P.americana jest pojedynczym elektrofore-
tycznie izoenzymem, rdznigcym si¢ znacznie ruchliwoscia elektroforetyczng na zelu
skrobiowym od formy enzymu z ciala ttuszczowego (Storey, 1985a). Od PK ciata ttusz-
czowego r6zni PK miegsni takze punkt izoelektryczny (w pH 5,75), stwierdzony w trak-
cie ogniskowania izoelektrycznego (Storey, 1985a).

7.2.2. Cie¢zar czasteczkowy

PK mig$ni skrzydtowych karaczana P.americana, cho¢ rézni si¢ wlasnosciami
elektroforetycznymi i kinetycznymi od enzymu z ciata tlhuszczowego, ma ten sam
(ok. 235 000) cigzar czasteczkowy (Storey, 1985a).

7.2.3. Optimum pH

Warto$¢ pH, w ktorym stwierdza si¢ najwyzsza aktywnos$¢ PK miegsni skrzydlowych,
waha si¢ od 7,0 do 7,5, a wierzcholek aktywnosci przesuwa si¢ w zalezno$ci od buforu
w medium inkubacyjnym (Bailey i Walker, 1969; Storey, 1985a).

* PFK szeregu tkanek ssakow jest aktywowana przez fruktozo-1,6-bisfosforan.
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7.2.4. Modulatory metaboliczne

Aktywnos$¢ PK migéni skrzydlowych w niewielkim stopniu regulowana jest przez
modulatory metaboliczne (Bailey i Walker, 1969; Storey, 1985a). Stabymi inhibitorami
kompetycyjnymi wobec fosfoenolopirogronianu sa ATP i fosfoarginina (stale K; wy-
nosza odpowiednio 3,5 i 15 mM), natomiast alanina (K; =20 mM) i cytrynian (K; =
= 24 mM) sg stabymi inhibitorami niekompetycyjnymi wobec PEP (Storey, 1985a).
Fruktozo-1,6-bisfosforan, cho¢ nie wplywa na kinetyke reakcji z PEP, efektywnie przy-
wraca aktywno$¢ PK migséni skrzydlowych P.americana, zahamowana przez ATP lub
fosfoargining. Efektu tego nie obserwowano u S.gregaria (Bailey i Walker, 1969).

7.2.5. Kinetyka reakcji kinazy pirogronianowej miesni skrzydlowych
z ADP i z fosfoenolopirogronianem jako substratami

PK migsni skrzydtowych cechuje hiperboliczna kinetyka z ADP jako substratem
(Bailey 1 Walker, 1969; Storey, 1985a).

Takze krzywa zaleznosci aktywno$ci PK migéni skrzydlowych od st¢zenia PEP ma
ksztalt hiperboliczny (Bailey i Walker, 1969; Storey, 1985a). Enzym z mig$ni karaczana
P.americana cechuje wysokie powinowactwo do PEP (Sps = 0,04 mM), niemodyfi-
kowane przez F-1,6-bP (Storey, 1985a). Inhibitory kompetycyjne, ATP i fosfoarginina,
obnizajg powinowactwo do PEP.

7.3. UDZIAL FOSFOFRUKTOKINAZY I KINAZY PIROGRONIANOWEJ
W REGULACJI METABOLIZMU MIESNI SKRZYDLOWYCH

System tchawkowy zapewnia mi¢$niom skrzydlowym owadow doskonate zaopatrze-
nie w tlen. Totez mig$nie te nie zaciggaja dtugu tlenowego i uzupekniajag ATP, niezbedny
dla skurczéw, oddychajac tlenowo (Beenakkers i wsp. 1985). Jak juz wspomniano,
karaczan P.americana reprezentuje te owady, ktére zuzywaja weglowodany jako pod-
stawowy substrat oddechowy w ciagu lotu. Szaranczaki (S.gregaria i L.migratoria) to
przedstawiciele grupy owadow, ktore wykorzystuja weglowodany tylko w pierwszych
kilkudziesigciu sekundach lotu, p6zniej za$ spalaja thuszczowce.

Migénie skrzydtowe karaczana P.americana wykorzystuja w locie przede wszystkim
glikogen zmagazynowany w samych mig¢sniach (Downer i Parker, 1979; Elliott i wsp.
1984), a tylko 9% glikogenu zuzywanego w locie dostarczane jest z ciata thuszczowego
przez hemolimf¢ w postaci trehalozy (Downer i Parker, 1979). Wydajna glikogenoliza
po rozpoczeciu lotu wymaga aktywacji kluczowych enzymow, ktorymi w mig$niach
skrzydtowych karaczana wydaja si¢ by¢ fosforylaza glikogenu i fosfofruktokinaza. Re-
gulacja aktywnos$ci fosforylazy glikogenu u owadow przypomina mechanizmy charak-
terystyczne dla ssakow. Enzym wystepuje zasadniczo w dwoch formach: w formie
ufosforylowanej, wysoce aktywnej i niewrazliwej na AMP, zwanej fosforylaza a oraz
jako fosforylaza b, tj. w formie defosforylowanej, nieaktywnej przy braku AMP,
a w obecnosci AMP osiagajacej 80% aktywnosci formy a (Steele, 1982; Vaandrager
i wsp. 1986, 1987; Sprang i wsp. 1987; Van Marrewijk i wsp. 1989). W aktywna fos-
forylazg a przeksztalcana jest fosforylaza b w procesie fosforylacji katalizowanej przez
specyficzng kinazg fosforylazy b (Steele, 1982). Aktywatorem kinazy fosforylazy b moga
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by¢ jony Ca®’, ktorych wzrost cytoplazmatycznego stezenia jest efektem pobudzenia
nerwowego (Steele, 1982). Ten niezalezny od cyklicznego AMP sposob aktywacji kina-
zy fosforylazy b, a w konsekwencji fosforylazy jest charakterystyczny dla mig¢éni owa-
dow (Sacktor i wsp. 1974; Friedman, 1985).

Przedstawione wczesniej wyniki prac nad fosfofruktokinazg migéni skrzydtowych
karaczana P.americana (Storey, 1983, 1985b) wskazuja na regulacyjne wlasciwosci te-
go enzymu i stwarzaja mozliwos¢ wypelniania przez PFK funkcji wlacznika/wylacznika
glikolizy w migéniach skrzydlowych. Szczegodlng role w regulacji aktywnosci PFK od-
grywa fruktozo-2,6-bisfosforan, aktywator, wspdlnie z AMP wielokrotnie zwigkszajacy
powinowactwo do F6P i odblokowujacy hamowanie pod wplywem ATP. F-2,6-bP moze
by¢ sygnalem wilaczajacym glikolize poprzez aktywacje PFK. Zestawione w Tablicy 29
stezenia metabolitow w migéniach skrzydtowych P.americana wskazuja, iz w trakcie lotu
wzrastajg stgzenia F-2,6-bP, a takze AMP. Maleje stezenie ATP (i ,,potencjal energety-
czny adenylanow"). Warunki te sprzyjaja pelnej aktywacji PFK i tym samym inten-
sywnej katalizie fosforylacji F6P przez PFK, nawet w warunkach pewnego obnizenia
stezenia substratu. Niestety, nie badano dotad drog regulacji syntezy F-2,6-bP w migs-
niach skrzydtowych P.americana. Mozna jedynie przypuszczaé, ze podobnie jak w ciele
thuszczowym owadow (Kasprzyk i1 Lesicki, 1988), F-2,6-bP syntetyzuje specyficzna
fruktozo-6-fosfo-2-kinaza. Wzrost stezenia F-2,6-bP w czasie lotu P.americana moze
jedynie sugerowa¢ wzrost aktywnosci tego enzymu.

Tablica 29. Stezenia metabolitow uczestniczacych w reakcji katalizowanej przez fosfofruktokinaze w migs-
niach skrzydlowych owadow.

Periplaneta americana Locusta migratoria
Metabolit migsien migsien poczatek 15 min
odpoczywajacy pracujacy lotu lotu
(1] (2]
ATP 5,10 £ 0,20 420 +0,39
ADP 1,50 + 0,09 1,85 £0,17
AMP 0,17 £ 0,03 0,45 +0,05
E.Ch. 0,86 0,79
Fep 0,11 +0,01 0,04 +0,006
F-1,6-bP 0,10 + 0,01 0,25 £0,03
F-2,6-bP 0,0012+0,00008 0,0027 + 0,0003 0,0022+0,0005 0,0005+0,0000

Podano wartosci $rednie + S.E. Stezenia wyrazono w umolach/g tkanki. Wyniki cytowano z prac: [1] Storey, 1983;
[2] Wegener i wsp. 1986a.

Lot szaranczakéw wymaga innego mechanizmu regulacji aktywnosci glikogenolizy.
W przeciwienstwie do P.americana, szaranczaki wykorzystuja glikogen jako substrat
energetyczny jedynie w poczatkowej fazie lotu (Beenakkers i wsp. 1985), co wigcej,
w duzym stopniu wykorzystywany jest glikogen ciala tluszczowego (Van Marrewijk
i Beenakkers, 1979, 1980; Van Marrewijk i wsp. 1980, 1983, 1989), ktory w postaci tre-
halozy transportowany jest przez hemolimfe do pracujacego intensywnie mig¢snia (Van
der Horst i wsp. 1978; Rowan i Newsholme, 1979). Poczatkowa faza lotu wymaga
aktywnej glikolizy, ale po ok. 15 minutach lotu szaranczakéw nastgpuje przetaczenie
metabolizmu energetycznego na spalanie tluszczowcow (Beenakkers i wsp. 1985).
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W tym momencie istotne staje si¢ wylaczenie drogi glikolitycznej. Wiaczanie i wylacza-
nie glikolizy mig$ni skrzydlowych szaranczakow zwiagzane jest z aktywacja badz inhibi-
cja kluczowych enzymow: fosforylazy glikogenu, heksokinazy i fosfofruktokinazy,
a takze zapewne aldolazy (Storey, 1980ab). W przypadku pierwszego enzymu regulacja
aktywnosci polega na opisanym juz wzajemnym przeksztalcaniu si¢ form fosforylazy
a i b (Vaandrager i wsp. 1986, 1987). Po 10 sekundach lotu zostaje wyczerpany zapas
glikogenu migéni skrzydtowych szaranczakow (Rowan i Newsholme, 1979) i wtedy dla
wlaczania glukozy, pochodzacej z trehalozy dostarczanej hemolimfa (Van der Horst
i wsp. 1978; Rowan i Newsholme, 1979), do drogi glikolitycznej niezbg¢dna staje si¢
aktywacja heksokinazy. Regulacyjne wiasciwosci tego enzymu z migséni skrzydlowych
Schistocerca americana gregaria sugeruja mozliwos$¢ jego aktywacji w poczatkowej fa-
zie lotu (Storey, 1980a). Aktywnos$¢ fosfofruktokinazy zalezy przede wszystkim od po-
ziomu aktywatora F-2,6-bP (Walker i Bailey, 1969; Wegener i wsp. 1986a, 1987). Wy-
sokie stgzenie tego metabolitu w poczatkowej fazie lotu sprzyja aktywacji PFK i aktyw-
nosci glikolizy. Po 15 minutach st¢zenie F-2,6-bP gwalttownie maleje (Tablica 29), totez
brak F-2,6-bP moze by¢ sygnalem wylaczajacym glikoliz¢ poprzez inaktywacje PFK
w tej fazie lotu szaranczakow (Wegener i wsp. 1986a, 1987). Takze w przypadku tych
owadow konieczne sg dalsze badania nad regulacjg syntezy i degradacji fruktozo-2,6-
-bisfosforanu. Kluczowa role w wylaczeniu glikolizy przy przetaczeniu metabolizmu
energetycznego szaranczakow na spalanie tluszczow postulowano rowniez dla aldolazy
(Storey, 1980b). Enzym ten wrazliwy jest na inhibicj¢ pod wplywem wzrastajacego
w tym czasie stgzenia cytrynianu. Cytrynian, klasyczny inhibitor fosfofruktokinazy
ssakow, nie wptywa na PFK migéni skrzydlowych (Walker i Bailey, 1969; Newsholme
i wsp. 1977; Wegener i wsp. 1986b, 1987). Inhibicja aldolazy miataby zastepowaé w tej
sytuacji hamowanie PFK (Storey, 1980b). Ponadto inhibicja aldolazy moze prowadzi¢
do gromadzenia si¢ fruktozo-1,6-bisfosforanu, ktory, znowu przeciwstawnie niz w przy-
padku tkanek ssakow, jest inhibitorem fosfofruktokinazy migsni skrzydtowych niekto-
rych owadow (Walker i Bailey, 1969; Wegener i wsp. 1986b; Khoja, 1991). W ten
sposob inaktywacja glikolizy na etapie kolejnych reakeji katalizowanych przez fosfo-
fruktokinazg i aldolaz¢ bytaby intensyfikowana (Storey, 1980b).

Zaréwno u karaczanow (Storey, 1985a) jak i szaranczakéw (Bailey i Walker, 1969)
kinaza pirogronianowa mig$ni skrzydlowych nie wykazuje wilasnosci regulacyjnych
i zdaje si¢ nie bra¢ udzialu w mechanizmach wlaczania/wylgczania glikolizy tej tkanki.
Aktywnos$¢ enzymu zalezy tylko od stezenia substratow. Niewykluczone, ze PK mig$ni
skrzydlowych owaddéw wspolpracuje ze stosunkowo wysoko aktywna karboksylaza
pirogronianowg (Crabtree i wsp. 1972) dla produkcji dodatkowego szczawiooctanu, nie-
zbednego dla wielokrotnej aktywacji cyklu kwasu cytrynowego w trakcie lotu owadow
(Crabtree i wsp. 1972; Worm i Beenakkers, 1980; Candy, 1985). Brak karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej w migsniach skrzydtowych owadéw (Crabtree i wsp. 1972)
wyklucza mozliwo$¢ reakcji glukogennych i stad nie ma konieczno$ci wylaczania
aktywnosci kinazy pirogronianowe;j.



8. INNE MIESNIE OWADOW

8.1. MIESNIE KONCZYN

Poruszanie si¢ owadow zwiagzane jest nie tylko z lotem, ale takze z chodzeniem, rea-
lizowanym przez przemieszczajace si¢ konczyny, wprawiane w ruch poprzez kurczace
si¢ mig$nie konczyn. Metabolizm tych migéni poznano w znacznie mniejszym stopniu
niz metabolizm mie$ni skrzydlowych. Opublikowano wstepne charakterystyki fosfo-
fruktokinaz z migs$nia udowego karaczana Periplaneta americana (Grasso i Migliori-
-Natalizi, 1968) oraz migéni konczyn konika polnego Poekilocerus bufonius (Khoja,
1991). Enzymy te wykazuja maksymalng aktywno$¢ w pH 7,0 - 7.5. PFK P.americana
cechuje duze powinowactwo do F6P (Sps = 0,069 mM; Grasso i Migliori-Natalizi, 1968),
PFK P.bufonius wykazuje znacznie nizsze powinowactwo do substratu (Sps =1,4 mM;
Khoja, 1991). Jak inne fosfofruktokinazy, PFK migéni konczyn owadéw hamowana jest
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Rys. 56. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy migsni powtok ciata larw T.molitor od pH. Pomiary prowa-
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1 mM ATP oraz 0,2 lub 1,0 mM F6P. Okreslano wptyw F-2,6-bP na badang zaleznos¢.
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przez wyzsze stezenia ATP (Grasso 1 Migliori-Natalizi, 1968; Khoja, 1991) a takze
przez fosfoargining i fosfoenolopirogronian (Khoja, 1991). Aktywatorami sa F-2,6-bP,
AMP, ADP i P; (Khoja, 1991).

8.2. MIESNIE POWLOK CIALA

U owadoéw o przeobrazeniu zupetnym larwa zwykle nie przypomina dorostego
owada a w poruszaniu uczestnicza nie tylko migénie konczyn, lecz takze migsnie
powtok ciata. Badano wtasnosci fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej tych migsni
u larw macznika miynarka Tenebrio molitor.

8.2.1. Fosfofruktokinaza

8.2.1.1. Zaleznos¢ aktywnosci fosfofruktokinazy miesni powlok ciata owadow od pH

PFK mig$ni powlok ciata T.molitor dziata optymalnie w zakresie stg¢zen jonow
wodorowych wyrazanych pH 7,8 - 8,2 (Rys. 56). Przy 0,2 mM stezeniu FOP aktyw-
nos¢ PFK gwaltownie maleje, gdy pH jest nizsze niz 7,5. W wyzszym st¢zeniu FOP
(1 mM) lub po dodaniu F-2,6-bP spadek aktywnosci PFK wraz z obnizaniem pH jest
tagodniejszy.

8.2.1.2. Kinetyka reakcji z fruktozo-6-fosforanem jako substratem

PFK migsni larw T.molitor cechuje sigmoidalna kinetyka z F6P jako substratem
(Rys. 57; Tablica 30). Powinowactwo enzymu do tego substratu zalezy od pH. Jest ono
znacznie nizsze w pH 7,0 (Sos = 2,88 mM) niz w pH 7,6 (Sos = 0,74 mM), a takze
w pH 7,9, optymalnym dla reakcji (S¢.5 =0,39 mM). We wszystkich pH kooperatywne
oddzialywania substratu na enzym, charakteryzowane wielkosciag wspolczynnika Hilla,
s zblizone. Powinowactwo PFK migs$ni larw T.molitor do F6P modyfikuja aktywatory.
W obecnosci 10 uM F-2,6-bP lub 0,1 mM AMP enzym cechuje hiperboliczna kinetyka
z F6P (Rys. 57), a stala Sys ulega obnizeniu do 0,06 mM w obecno$ci F-2,6-bP i do

Tablica 30. Powinowactwo fosfofruktokinazy migéni powlok ciala larw T.molitor do substratu fruktozo-6-
-fosforanu.

AMP F-2,6-bP

pH > So.s n
mM uM H

7,0 0 0 ) 2880 2,65
0 10 ) 64 1,01

7,6 0 0 @ 742 +7 5 321+0,25
0,1 0 [€)) 138 L16
0 10 4 62+2 1 0,98+0,01
0,05 0,5 ) 35 0,96

7,9 0 0 3) 391+2 3 2,55 £ 0,24

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 57, w podpisie kto-
rego opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci §rednie (+ S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegolnych ekspery-
mentach (liczba eksperymentow w nawiasach). Wartosci So s wyrazono w puM.
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Rys. 57. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy migéni powlok ciata larw T.molitor od st¢zenia substratu
fruktozo-6-fosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym o pH 7,0; 7,7 lub 7,9
w obecnosci 1 mM ATP. W pH 7,6 okreslano wptyw 0,1 mM AMP; 10 pM F-2,6-bP lub tacznie 0,05 mM
AMP i 0,5 uM F-2,6-bP na badang zaleznos¢. W dolnej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono w formie wy-
kresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 30.

0,138 mM w obecnosci AMP (Tablica 30). Oba aktywatory wspotdziataja w aktywacji
PFK. W jednoczesnej obecnosci 0,5 uM F-2,6-bP i 0,05 mM AMP stata S5 obnizona
jest az do 0,035 mM, a wigc stymulacja aktywnosci PFK jest wigksza niz wynikatoby to
z prostego sumowania dziatania obu aktywatoré6w osobno.
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8.2.1.3. Wphw ATP na aktywnos¢ fosfofruktokinazy

PFK larw T.molitor odpowiada wzrostem aktywno$ci na wzrost st¢zenia ATP w za-
kresie od 0 do 2 mM, przy czym zalezno$¢ te opisuje hiperboliczna krzywa reakcji
(Rys. 58; Tablica 31). F-2,6-bP nie zmienia tej zaleznosci, cho¢ we wszystkich bada-
nych stezeniach ATP obserwowano wyzsza aktywno$¢ PFK w obecno$ci F-2,6-bP. ATP
powyzej 3 mM hamuje aktywno$¢ PFK miesni larw T.molitor, w sposdb charakterys-
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Rys. 58. Zaleznos¢ aktywnosci fosfofruktokinazy migsni powlok ciata larw T.molitor od stgzenia substra-
tu ATP. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,9 w obecnosci 1 mM F6P. W dol-
nej czgscei rysunku zalezno$é przedstawiono w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tab-

licy 31.
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Tablica 31. Powinowactwo fosfofruktokinazy migéni powlok ciata larw T.molitor
do ATP jako substratu.

F-2,6-bP

M So.s ny
0 @) 37+3 10440,05
10 3) 4 0+8 1,03+0,02

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych
na Rys. 58, w podpisie ktorego opisano sktad plynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie
(+ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegdlnych eksperymentach (liczba eksperymentow w na-
wiasach). Wartosci Sy s wyrazono w pM.

tyczny dla PFK z innych zroédel. F-2,6-bP przeciwdziata temu hamowaniu, na przyktad
w stezeniu 10 mM ATP i w obecnosci tego metabolitu PFK wykazuje wysoka aktyw-
no$¢, podczas gdy przy braku F-2,6-bP inhibicja jest niemal catkowita.

8.2.1.4. Wphw cytrynianu na aktywnosé¢ fosfofruktokinazy

Podobnie jak w przypadku PFK z innych tkanek owadzich, cytrynian w stezeniach
do 2,5 mM nie wptywa na aktywno$¢ PFK migsni powtlok ciata larw T.molitor.

8.2.1.5. Powinowactwo fosfofruktokinazy do fruktozo-2,6-bisfosforanu

Zestawiono wyniki opisujace zalezno$¢ aktywnosci PFK od stezenia F-2,6-bP jako
aktywatora, wyznaczana w pH optymalnym dla reakcji (tj. 7,9) (Rys. 59, Tablica 32).
Wspotczynnik Hilla w zakresie od 1,25 do 2,03 wskazuje na sigmoidalny charakter za-
leznos$ci. Powinowactwo PFK do aktywatora zalezy od st¢zenia substratu F6P. Powino-
wactwo PFK do F-2,6-bP w obecnosci 0,05 mM F6P jest bowiem trzykrotnie nizsze niz
w 0,2 mM F6P. Natomiast powinowactwo do F-2,6-bP nie zalezy od stg¢zenia drugiego
substratu i w kazdym z badanych stg¢zen ATP (niewysycajacym enzym st¢zeniu 0,2 mM,
w optymalnym dla reakcji 1 mM i hamujacym aktywnos¢ PFK 5 mM) byto podobne, co
sugeruje zblizona warto$¢ stalej Sps. W stezeniu ATP niewysycajacym PFK a takze

Tablica 32. Powinowactwo fosfofruktokinazy migéni powlok ciata larw T.molitor do aktywatora fruktozo-2,6-

-bisfosforanu.
Fe6P ATP AMP
K, ny

mM mM mM

0,05 1,0 0 3) 125+15 1,57+0,04
0,05 1,0 0,05 (1) 63 1,03

0,2 0,2 0 ) 55 145

0,2 1,0 0 A3) 39+ 10 1,25+0,03
0,2 5,0 0 1) 54 2,03

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 59, w podpisie kto-
rego opisano sklad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+S.E.) wynikow uzyskanych w poszczegdlnych ekspery-
mentach (liczba eksperymentéw w nawiasach). Wartosci K, wyrazono w nM.
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Rys. 59. Zalezno$¢ aktywnosci fosfofruktokinazy migsni powlok ciata larw T.molitor od stgzenia aktywatora
fruktozo-2,6-bisfosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 7,9 zawieraja-
cym 0,05 lub 0,2 mM F6P oraz 0,2; 10 lub 5,0 mM ATP. W dolnej czgsci rysunku zalezno$¢ przedstawiono
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w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 32.

w stezeniu inhibujacym wzrastaja kooperatywne oddziatywania F-2,6-bP i PFK (pogte-
bia si¢ sigmoidalny charakter zaleznosci). AMP zwigksza powinowactwo PFK do
F-2,6-bP 1 w jego obecnosci krzywa wysycenia enzymu fruktozo-2,6-bisfosforanem ma

ksztatt hiperboliczny.
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8.2.2. Kinaza pirogronianowa

Scharakteryzowano takze kinaze pirogronianowa z migéni powtok ciata larw chrza-
szcza T.molitor (Hoffmann, 1977; Hoffmann i Rideke, 1978). Enzym ten rézni si¢ ru-
chliwosciag elektroforetyczng na zelu skrobiowym od PK ciala tluszczowego larw
T.molitor (Rys. 50).

Krzywa zalezno$ci aktywnosci PK z migséni larw T.molitor od pH (Hoffmann, 1977)
posiada wierzcholek w pH 7,0, a wigc optimum pH jest zblizone do charakterystycznego
dla PK ciata tluszczowego (Rys. 51). Jednak w przypadku enzymu mig$niowego zalez-
nosci tej nie modyfikuje obecnos¢ F-1,6-bP. Enzym z mig$ni cechuje hiperboliczna ki-
netyka z ADP jako substratem a powinowactwo do ADP jest podobne jak PK z ciata
thuszczowego (Hoffmann, 1977; Lesicki i Jiingst, 1984).

Natomiast w przeciwienstwie do formy PK z ciala ttuszczowego T.molitor, PK migs-
ni cechuje hiperboliczna kinetyka i wysokie powinowactwo wobec PEP jako substratu
(Hoffmann, 1977). Stale Sps wobec PEP, mieszczace si¢ w zakresie 0,03 - 0,04 mM
i wspotczynniki Hilla réwne 1, niezaleznie od st¢zen ADP, ATP, F-1,6-bP i alaniny,
wskazuja na brak kooperatywnego wigzania substratu oraz na podobienstwo PK z migs-
ni powltok T.molitor (Hoffmann, 1977; Hoffmann i Réddeke, 1978) do PK z migsni
skrzydtowych owadow (Bailey 1 Walker, 1969; Storey, 1985a).

8.2.3. Rola fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej
w metabolizmie miesni powlok ciala larw owadow

Niestety nie prowadzono dotad szerszych badan nad metabolizmem migs$ni powlok
ciata owadoéw. Nieznane sa wigc kierunki metabolizmu posredniego, preferowane sub-
straty oddechowe, poziom metabolitow w réznych stanach metabolicznych tkanki itp.
Aktywnos¢ enzymow glikolitycznych wskazuje, iz droga glikolityczna spelia swa ty-
powa role w metabolizmie energetycznym tkanki. Regulacyjne wtasnosci fosfofrukto-
kinazy z migéni powtok larw T.molitor sugeruja, ze enzym ten spelnia istotng rolg
w regulacji glikolizy. Podobnie jak w innych tkankach owadow, jego aktywnos¢ zalezy
od poziomu aktywatorow, tj. przede wszystkim fruktozo-2,6-bisfosforanu i AMP, ktore
z jednej strony znosza hamujace dziatanie wyzszych stezen ATP, z drugiej zwigkszaja
powinowactwo PFK do F6P. Kinaza pirogronianowa mig¢sni powtok ciata larw T.molitor
przypomina wlasno$ciami PK migéni skrzydtowych owadow. Wtasnosci te wskazuja, iz
aktywnos¢ enzymu jest regulowana jedynie poziomem substratow i mozna sugerowac,
ze reakcja katalizowana przez PK migéni owadow nie jest miejscem regulacji aktywno-
sci drogi glikolityczne;j.



9. SERCE OWADOW

Uktad krwionoény owadoéw jest systemem otwartym, tzn. plyn ustrojowy, hemo-
limfa, krazy nie tylko w naczyniach ukladu krwiono$nego, lecz rowniez wylewa sig¢
z nich, swobodnie przemieszcza si¢ pomi¢dzy tkankami i wypetnia jamg ciala owadow.
Hemolimfa spelnia u owadéw podstawowe funkcje plynow ustrojowych z wyjatkiem
funkcji transportu gazoéw oddechowych, ktore to gazy docieraja do poszczegdlnych tka-
nek 1 komoérek owada bezposrednio poprzez system tchawkowy. Pozostate zadania
transportowe hemolimfy, a wigc na przyktad transport wchianianych pokarmow z jelit
do tkanek, transport uwalnianych zapasow weglowodanowych i tluszczowych z ciata thi-
szczowego do miegsni (i innych tkanek), transport hormonéw i neurohormonéw z miejsc
ich wydzielania do tkanek docelowych, wypehiane sa wtedy, gdy hemolimfa cyrkuluje
pomiedzy poszczegdlnymi czgsciami organizmu. Ten ruch hemolimfy, staty przeptyw po-
miedzy tkankami owada, wymuszany jest z jednej strony przez ruch ciata, z drugiej
przez prac¢ narzadow pulsujacych, ktore pompujac hemolimfe nadaja jej strumieniowi
ukierunkowany przeplyw. Owe pulsujace pompy zlokalizowane sa w réznych miejscach
ciata owadow (Jones, 1977), a najistotniejszym z nich jest naczynie grzbietowe tloczace
hemolimfe od kofica odwloka do glowy owada (Miller, 1985). Czgéci odwlokowej na-
czynia grzbietowego przypisuje si¢ nazwe (i funkcje) serca owadoéw (Jones, 1964, 1977),
cho¢ jego zasieg i budowa mogg by¢ zréznicowane u réznych gatunkéw (Miller, 1985).

Serce owadoéw zbudowane jest zwykle z pojedynczej warstwy komoérek migénio-
wych (Gerould, 1938; Miller, 1985), a migsnie te s3 mig$niami prazkowanymi (Miller,
1975). Migénie serca pracuja w sposob ciagly, a czestotliwos¢ skurczow moze by¢ regu-
lowana. Ostatnie badania zdaja si¢ przychyla¢ ku pogladom przypisujacym migsniowi
serca owadow wlasnosci miogenne, co oznacza, ze migsien ten sam inicjuje swe skur-
cze, a uklad nerwowy i hormonalny jedynie kontrolujg ich czgstotliwos¢ (Miller. 1985).
Cho¢ stosunkowo duzo prac poswigcono badaniom nad mechanizmami nerwowej i hu-
moralnej regulacji pracy serca owadow (Miller, 1985; Mullins, 1985), niewiele wiado-
mo o metabolizmie mig¢$nia sercowego owadow, zrodlach substratdéw energetycznych,
regulacji aktywnosci kluczowych enzymow. Totez podjgto badania nad aktywnoscia gli-
kolizy w sercu karaczana Periplaneta americana, rozpoczynajac je od charakterystyki
kinazy pirogronianowej, potencjalnego miejsca regulacji tego toru metabolicznego.

9.1. KINAZA PIROGRONIANOWA SERCA OWADOW

9.1.1. Zalezno$¢ aktywnosci od pH

Aktywnos$¢ PK izolowanej z serca karaczana P.americana zalezy od buforu stabili-
zujacego pH sSrodowiska inkubacyjnego (Rys. 60). Podobnie jak PK z ciata ttuszczo-
wego 1 mig$ni skrzydtowych karaczana P.americana (Storey, 1985a), PK serca osiaga
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Rys. 60. Zaleznos¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej serca karaczana P.americana od pH: (A) wplyw rodza-
ju buforu, (B) wplyw fruktozo-1,6-bisfosforanu. Pomiary prowadzono w standardowym plynie inkubacyjnym
zawierajacym 0,5 mM ADP oraz 0,04 lub 1,0 mM PEP. Okreslano wptyw buforéw imidazol-HCI, fosforano-
wego, Tris-HCl 1 Hepes-NaOH oraz 0,05 mM F-1,6-bP na badang zaleznos¢.

najwyzsza aktywnos¢ w buforze fosforanowym, nieco nizsza w buforze imidazol-HCI,
natomiast zdecydowanie hamuja aktywno$¢ enzymu bufory Tris-HCl i Hepes-NaOH
(Rys. 60A). W buforze imidazol-HCI i przy wysycajacych enzym stezeniach PEP, PK
serca karaczana P.americana osiaga maksymalng aktywno$¢ przy pH srodowiska w za-
kresie 6,9 - 7,2; a wigc i zakres optymalnego pH jest dla PK serca zblizony do zakresu
optymalnego dla ciata thuszczowego i1 migsni (Storey, 1985a). Wierzchotek krzywej za-
leznos$ci aktywnosci PK serca od pH jest przesunigty w nieco nizsze pH (6,7 - 7,1) w bu-
forze fosforanowym (Rys. 60A). Optymalny zakres pH nie zmienia si¢, gdy zalezno$¢
wyznacza si¢ w niskim stezeniu PEP lub w obecno$ci F-1,6-bP, cho¢ w tym drugim
przypadku aktywno$¢ PK wzrasta we wszystkich pH (Rys. 60B).

9.1.2. Zalezno$¢ aktywnos$ci od ste¢zenia ADP

Krzywa kinetyki reakcji z ADP jako substratem ma dla PK serca ksztatt bliski
hiperboli zaré6wno w wysokim (2 mM) jak i niskim (0,06 mM) stezeniu PEP (Rys. 61).
Wartosci statej Sps wobec ADP wahajg si¢ w granicach 0,39 - 0,62 mM (w zaleznoS$ci
od stezenia PEP; Tablica 33). Sa wigc nieco wyzsze od warto$ci wyznaczonych dla PK
innych tkanek karaczana P.americana (0,27 - 0,30; Storey, 1985a), mieszcza si¢ jednak
w zakresie stwierdzanym u réznych gatunkéw owadéw (Hoffmann, 1975; Lesicki
i Jiingst, 1984).
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Rys. 61. Zaleznos¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej serca karaczana P.americana od st¢zenia ADP. Pomia-
ry prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 6,9 zawierajacym 0,06 lub 2 mM PEP. W gor-
nej czegdci rysunku przedstawiono zalezno$¢ w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono
w Tablicy 33.

9.1.3. Zalezno$¢ aktywnosci od stezenia fosfoenolopirogronianu

Brak jest kooperatywnego oddziatywania PEP jako substratu na kinaze pirogronia-
nowg serca karaczana P.americana. Ksztalt krzywej kinetyki reakcji jest zawsze hiper-
boliczny (Rys. 62 - 64), niezaleznie od stezenia kosubstratu ADP (Rys. 62), pH (Rys.
63) i obecnosci efektorow (Rys. 64). Te wtasnosci PK serca P.americana przypominaja
PK z serca karaczana Gromphadorrhina coquereliana (Rys. 65) oraz enzymy izolowane
z innych mig$ni owadéw (Bailey i Walker, 1969; Hoffmann, 1977; Storey, 1985a). War-
tos¢ stalej Sps, a wiec powinowactwo PK serca P.americana do PEP zmienia si¢ w za-
leznosci od stezen:
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1) ADP (Rys. 62; Tablica 33). Powinowactwo do PEP nie zmienia si¢ w dos$¢ sze-
rokim zakresie st¢zen ADP (w stezeniu ADP 0,2 mM stala S;s wynosi 67 uM PEP,
a w stezeniu 2 mM wynosi 69 uM), jednak w wyzszych stezeniach ulega obnizeniu
(przy 5 mM ADP Sy s wynosi 109 uM).

Tablica 33. Powinowactwo kinazy pirogronianowej serc P.americana i G.coquereliana do substratow: ADP
i fosfoenolopirogronianu.

PEP ADP ATP Ala F-1,6-bP s
0.5

pH So.s
mM mM mM mM mM [PEP] [ADP] P
P.americana
0,06 ~ 0 0 0 6,9 (3) 390+46 1,19 £0,15
2,0 ~ 0 0 0 6,9 (3) 620+79 104+0,04
~ 0,2 0 0 6,9 4 67 £ 10 101 +£0,02
~ 0,2 0 0 0,05 6,9 (3) 31+3 0,98+0,01
~ 0,2 3 0 69 (1) 85 1,04
~ 0,2 10 0 0 69 (1) 135 LI1
~ 0,2 10 0 0,05 69 (1) 46 0,99
~ 0,2 0 5 0 6,9 (1) 72 0,98
~ 2,0 0 0 0 6,2 (1) 85 0.94
~ 2,0 0 0 0,05 6,2 (1) 36 0,98
~ 2,0 0 0 0 69 (4) 69+15 1,04+0,04
~ 2,0 0 0 0,05 6,9 (3) 35+ 7 1,02+0,03
~ 2,0 0 0 0 7,1 (1) 74 1,01
~ 2,0 0 0 0,05 7,1 (1) 31 1,02
~ 2,0 0 0 0 78 (1) 229 0,86
~ 2,0 0 0 0,05 7.8 (1) 35 1,01
~ 5,0 0 0 0 69 (3) 109 + 6 1,060,022
~ 5,0 0 0 0,05 6.9 (1) 47 1,04
G.coquereliana
~ 2,0 0 0 0 6,9 (3) 60+ 8 1,04+0,02
~ 2,0 0 0 0,05 6,9 (1) 48 1,01
~ 2,0 0 0 0 84 (3) 174 + 11 1,08+0,03
~ 2,0 0 0 0,05 84 (D 52 1,01

W tablicy zestawiono parametry kinetyczne obliczone na podstawie danych przedstawionych na Rys. 61 - 65. w podpi-
sach ktorych opisano sktad ptynu inkubacyjnego. Podano wartosci $rednie (+ S.E.) wynikéw uzyskanych w poszczegolnych
eksperymentach (liczba eksperymentéw w nawiasach). Wartosci Sy s wyrazono w uM.

2)jonéw wodorowych (Rys. 63; Tablica 33). PK serca karaczana P.americana wy-
kazuje najwyzsze powinowactwo do PEP w pH optymalnym dla reakcji. Wzrost stgze-
nia jonow wodorowych (do pH 6,2) w niewielkim stopniu obniza powinowactwo do
PEP. Znacznie wigkszy spadek powinowactwa obserwuje si¢ w wyzszym pH (w tych
warunkach warto$¢ statej Sps wzrasta co najmniej trzykrotnie). Podobne trzykrotne ob-
nizenie powinowactwa PK wobec PEP wystgpuje w przypadku PK z serca G.coquere-
liana (Rys. 65; Tablica 33). W przypadku enzymow z serc obu gatunkéow karaczanow
obecno$¢ F-1,6-bP znosi wptyw pH na powinowactwo PK do PEP. Pozostaje ono wyso-
kie i niezmienne we wszystkich badanych pH (Rys. 63, 65; Tablica 33).
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Rys. 62. Zaleznos¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej serca karaczana P.americana od stgzenia substratu
fosfoenolopirogronianu w roéznych stgzeniach ADP. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyj-
nym o pH 6,9 zawierajacym 0,2; 2,0 lub 5,0 mM ADP. Okreslano wptyw 0,05 mM F-1,6-bP na badang zalez-
nosé. W goérnej czesci rysunku przedstawiono zaleznos¢ w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne

zestawiono w Tablicy 33.

3) fruktozo-1,6-bisfosforanu (Rys. 62, 63; Tablica 33). F-1,6-bP jest aktywatorem
PK. W jego obecnosci powinowactwo enzymu do PEP wzrasta mniej wigcej dwu-

krotnie.
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Rys. 63. Zalezno$¢ aktywnos$ci kinazy pirogronianowej serca karaczana P.americana od stgzenia substratu
fosfoenolopirogronianu w réznych pH. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 6,2;
7,1 lub 7,8 zawierajacym 2 mM ADP. Okreslano wptyw F-1,6-bP na badang zalezno$¢. W gornej czesci rysun-
ku przedstawiono zalezno$¢ w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 33.

4) ATP (Rys. 64; Tablica 33). ATP kompetycyjnie hamuje aktywnos$¢ PK serca.
Wozrastajace stezenia ATP powoduja obnizenie powinowactwa enzymu do PEP. Obec-
nos$¢ F-1,6-bP catkowicie chroni enzym przed dziataniem ATP.
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Rys. 64. Wptyw ATP i alaniny na zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej serca karaczana P.americana
od stezenia fosfoenolopirogronianu. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 6,9 za-
wierajacym 0,2 mM ADP oraz ATP w stgzeniach 0, 3 lub 10 mM lub tez alaning 5 mM. W dolnej czgscei ry-
sunku przedstawiono wptyw ATP na zalezno$¢ wyrazong w formie wykresoéw Linneweavera-Burka (po lewej)
i Dixona (po prawej). Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 33.

5) i alaniny (Rys. 64; Tablica 33). Alanina w bardzo niewielkim stopniu hamuje
aktywno$¢ PK serca, a wptyw 5 mM stezenia alaniny na powinowactwo PK do PEP
mozna uzna¢ za nieistotny.
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Rys. 65. Zalezno$¢ aktywnosci kinazy pirogronianowej serca karaczana G.coquereliana od stgzenia substratu
fosfoenolopirogronianu w réznych pH. Pomiary prowadzono w standardowym ptynie inkubacyjnym o pH 6,9
lub 8,4 zawierajacym 2 mM ADP. Okreslano wptyw F-1,6-bP na badang zaleznos¢. W gornej czeséci rysunku
przedstawiono zalezno$¢ w formie wykresu Hilla. Parametry kinetyczne zestawiono w Tablicy 33.

9.1.4. Rola kinazy pirogronianowej w metabolizmie serca owadéw
Chociaz serce owaddéw zbudowane jest z tkanki mig$niowej (Gerould, 1938; Miller,

1975), kinaza pirogronianowa rozni si¢ wlasno$ciami kinetycznymi od enzymoéw
z migéni skrzydlowych i migéni powtok ciata owadow. Cho¢ wszystkie formy moleku-
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larne PK z réznych migs$ni owadow cechuje hiperboliczna kinetyka z PEP jako substra-
tem, to powinowactwo do PEP wzrasta w obecnosci F-1,6-bP tylko w przypadku PK
serca owadow, w przeciwienstwie do PK migsni skrzydlowych i powlok ciata, ktorych
powinowactwo do PEP nie jest modyfikowane przez F-1,6-bP. PK serca jest znacznie
silniej hamowana przez ATP, a F-1,6-bP przeciwdziata tej inhibicji. Powyzsze fakty su-
geruja, iz reakcja katalizowana przez PK moze by¢ w migsniu sercowym owadow do-
datkowym miejscem regulacji aktywnosci glikolizy, Nie badano dotad wiasnosci PFK,
mozna jedynie przypuszczac, ze enzym ten, analogicznie do innych tkanek, jest miejs-
cem pierwszoplanowym w regulacji glikolizy. Ale ustalenie mechanizméw wspotdziata-
nia, wzglednie wspotregulacji aktywnosci PFK i PK, a takze wyjasnienie ich roli
w metabolizmie mig$nia sercowego owadoéw wymaga dalszych badan.



10. JELITO SRODKOWE OWADOW

Jelito srodkowe owadoéw to czgs¢ przewodu pokarmowego owadow odpowiedzialna
za procesy trawienia i wchlaniania pokarmu (Wigglesworth, 1972; Romoser, 1981). Jeli-
to srodkowe tworzy pojedyncza warstwa komodrek nabtonkowych, wsérod ktorych wy-
roéznia si¢ przede wszystkim podstawowe komodrki nabtonkowe (Chapman, 1985a),
wydzielajace enzymy trawienne do $wiatla jelita (Chapman, 1985b) i wchtaniajace pro-
dukty trawienia (Turunen, 1985). Obok komdrek podstawowych w nabtonku jelita §rod-
kowego wystepuja pojedynczo lub grupami komorki regeneracyjne oraz komorki
w ksztalcie pucharu (Chapman, 1985a). Warstwe nablonka otaczaja migs$nie: warstwy
podtuzne, wewngtrzna i zewngetrzna, rozdzielone warstwa migsni okreznych, wszystkie
zatopione w tkance tacznej (Chapman, 1985a).

Zbadano wtasnos$ci fosfofruktokinazy z jelita srodkowego, jak rowniez z jelita tylne-
go konika polnego Poekilocerus bufonius (Khoja i wsp. 1990; Khoja, 1991). PFK z obu
odcinkéw jelita tworza pojedyncze pasma elektroforetyczne w zelu octanu celulozy
o jednakowej ruchliwosci, nieco bardziej anodowej niz PFK mig$nia odnéza krocznego
(Khoja i wsp. 1990). Wiasnoéciami enzymy jelita $rodkowego i tylnego P.bufonius
przypominaja PFK z innych tkanek owadow. W pH 7,0 wykazuja silnie sigmoidalng
kinetyke z F6P jako substratem (S5 wynosza 0,7 mM dla PFK jelita srodkowego oraz
1,3 mM dla jelita tylnego; Khoja, 1991). Aktywno$¢ enzymow silnie hamowana jest
przez ATP w stezeniach wyzszych od 0,5 mM. Aktywatorami sg AMP, ADP, cAMP,
a przede wszystkim F-2,6-bP, ktory juz w 1 MM stgzeniu przeksztatca sigmoidalng krzy-
wa kinetyki z F6P w hiperboliczng (Sps = 0,2 mM) i chroni PFK przed hamujacym dzia-
faniem ATP (Khoja i wsp. 1990; Khoja, 1991). Podobnie jak w przypadku PFK mig$ni
konika polnego P.bufonius, aktywnos¢ PFK jelit hamowana jest przez fosfoargining
i fosfoenolopirogronian (Khoja, 1991). Na PFK jelita $rodkowego nie wplywaja jony
amonowe, glukozo-1,6-bisfosforan i cytrynian (Khoja i wsp. 1990).

Powyzsze wyniki wskazuja na regulacyjne wiasnosci fosfofruktokinazy jelita $rodko-
wego 1 tylnego P.bufonius, totez enzym ten moze spetnia¢ funkcje kluczowe w regulacji
glikolizy w jelicie. Zakladano (Khoja i wsp. 1990), ze intensywne procesy wydzielania i
wchlaniania, zachodzace w komorkach nabtonka jelita wymagaja duzego naktadu energety-
cznego i stad istotny jest mechanizm aktywacji glikolizy. Zwraca jednak uwage fakt, iz PFK
izolowano z calego jelita, wigc nie tylko z komorek nabtonka, lecz takze z otaczajacej jelito
warstwy mie$ni. Cho¢ charakterystyki kinetyczne PFK z obu odcinkéw jelita konika polne-
go P.bufonius r6znig si¢ w pewnym stopniu, dotychczasowe wyniki nie pozwalaja na
stwierdzenie, czy w obu odcinkach jelita funkcjonuja odmienne izoenzymy PFK. Bada-
nia elektroforetyczne sugeruja identyczno$¢ strukturalna, a réznice kinetyczne moga by¢
wynikiem zmian w warunkach pomiaréw aktywnosci PFK obu odcinkow jelita. Wydaje
si¢ rOwniez, iz metabolizm nabltonka jelitowego owadow poznano dotad w stopniu zbyt
ograniczonym, by prowadzi¢ dalsza dyskusj¢ nad rola PFK w tej tkance.



11. WNIOSKI I UWAGI KONCOWE

Fosfofruktokinaza i kinaza pirogronianowa pehia kluczowe role w regulacji meta-
bolizmu tkanek skorupiakéw 1 owaddéw. Wydaje si¢, ze reakcja katalizowana przez
fosfofruktokinazg jest u tych zwierzat powszechnym miejscem regulacji. Ze wszystkich
badanych dotad tkanek skorupiakéw i owadoéw izolowano fosfofruktokinazy, ktore wy-
kazuja wlasnoS$ci charakterystyczne dla enzyméw regulacyjnych. Sa to:

1) kooperatywne oddzialywania z substratem, fruktozo-6-fosforanem, przejawiajace
si¢ sigmoidalnym ksztattem krzywej wysycenia enzymu tym substratem,

2) hamowanie aktywnos$ci pod wptywem wyzszych od mniej wiccej 1 mM stezen
drugiego substratu, ATP,

3) allosteryczna aktywacja pod wplywem AMP i fruktozo-2,6-bisfosforanu; w obec-
nosci aktywatorow wielokrotnie wzrasta powinowactwo PFK do substratu fruktozo-6-
-fosforanu (krzywa wysycenia przybiera ksztatt hiperboliczny), a jednocze$nie znoszone
jest hamowanie pod wplywem wyzszych stezen ATP; oba aktywatory AMP i F-2,6-bP
wspoldziataja ze soba w aktywacji enzymu, a ich wspolne dzialanie jest znacznie silniej-
sze niz proste sumowanie efektow indywidualnych,

4) aktywno$¢ PFK zalezy od stosunku nukleotydéw adenylowych (wyrazanego np.
réwnaniem ,,potencjatu energetycznego") w srodowisku reakcji; przewaga ATP w sto-
sunku do ADP i AMP obniza aktywno$¢ enzymu, zwlaszcza w niskich, fizjologicznych
stgzeniach F6P; pojawienie si¢ AMP aktywuje enzym.

5) duza wrazliwo$¢ aktywnosci enzymu na zmiany pH; st¢zenie jonéw wodorowych
modyfikuje wyraznie powinowactwo do substratow, aktywatoréw i inhibitorow.

Na podkreslenie zastuguje szczegélna rola fruktozo-2,6-bisfosforanu w regulacji
aktywnosci fosfofruktokinaz z tkanek skorupiakéow i owadow. Powinowactwo enzymu
do aktywatora jest bardzo wysokie, wyrazane warto$cig stalej aktywacji przypada na
nanomolarne st¢zenia aktywatora. Wydaje si¢, ze w $wietle tego celowe jest badanie
poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu w poszczegdlnych tkankach w roznych stanach
metabolicznych. Na podstawie tkankowych stezen tego metabolitu mozna wyciagac
wnioski o aktywnos$ci fosfofruktokinazy, a dalej o aktywnosci catej drogi glikolitycznej
w tych stanach metabolicznych.

Charakterystyka fosfofruktokinaz z tkanek skorupiakow i owadéw wskazuje na po-
dobienstwa do ogodlnej charakterystyki enzymu, opracowanej na podstawie badan nad
enzymami izolowanymi z tkanek ssakow. Jedynymi istotniejszymi réznicami sg stwier-
dzane dla PFK owaddw: brak hamujacego dzialania cytrynianu oraz hamujace dziatanie
produktu reakcji fruktozo-1,6-bisfosforanu (aktywatora PFK ssakow). Wyniki prezento-
wane w tym opracowaniu wskazuja takze na podobienstwa do siebie charakterystyk
PFK z réznych tkanek skorupiakéw i owaddw, zarowno podobienstwa w obrebie tkanek
przedstawicieli jednego gatunku, jak i duze podobienstwa migdzygatunkowe. Rdznice
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dotycza wielkos$ci poszczegolnych parametrow kinetycznych, ale charakterystyka enzy-
mow w swym podstawowym zarysie jest jednakowa. Wskazuje to z jednej strony na duza
konserwatywno$¢ enzymu w trakcie ewolucji, z drugiej na konieczno$¢ badan struk-
turalnych biatka PFK, by odpowiedzie¢ na pytanie, czy w tkankach poszczegdlnych
gatunkow funkcjonuja molekularnie rozne izoenzymy PFK o zblizonej charakterystyce
kinetycznej, czy tez zblizona charakterystyka jest rezultatem braku strukturalnych roznic
enzymow z réoznych tkanek.

W przeciwienstwie do fosfofruktokinazy, wtasnosci kinazy pirogronianowej z nie-
ktorych tylko tkanek skorupiakow i owadow pozwalaja zaklasyfikowaé ten enzym jako
enzym regulacyjny, a katalizowana przezen reakcj¢ uzna¢ za miejsce regulacji meta-
bolizmu. Wtasnosci regulacyjne wykazuja kinazy pirogronianowe izolowane z tkanek
potencjalnie glukoneogennych, takich jak gruczot jelita srodkowego i epiderma
skorupiakow oraz cialo thuszczowe owadow. Wiasnosci te to:

1) kooperatywna aktywacja enzymu przez substrat fosfoenolopirogronian, znajdu-
jaca swe odzwierciedlenie w sigmoidalnym ksztalcie krzywej wysycenia enzymu fosfo-
enolopirogronianem,

2) allosteryczna aktywacja enzymu przez fruktozo-1,6-bisfosforan, stabilizujacy for-
my PK o wysokim powinowactwie do PEP,

3) allosteryczna inhibicja enzymu przez alaning i ATP, obnizajaca powinowactwo
do PEP i stabilizujgca formy o matym powinowactwie do tego substratu.

W przeciwienstwie do kinaz pirogronianowych z tkanek glukoneogennych, enzymy
izolowane z tkanek, w ktorych glukoneogeneza zapewne nie funkcjonuje, a wigc przede
wszystkim z migsni skrzydtowych, konczyn i powlok ciata owadow, nie wykazuja wias-
nosci regulacyjnych. Wydaje si¢ wige, ze w tkankach tych, w ktorych regulacja glikolizy
sprowadza si¢ do wlaczania wysoce aktywnego toru, badz do jego wylaczania, najistot-
niejszym miejscem regulacji jest reakcja katalizowana przez fosfofruktokinazg. Tkanki
glukoneogenne, w ktorych glikoliza jest nie tylko wiaczana i wylaczana, lecz rowniez
zastgpowana biegnacymi w odwrotnym kierunku reakcjami glukoneogennymi, aktyw-
nos¢ toru jest regulowana dodatkowo w miejscu katalizowanym przez kinazg¢ pirogro-
nianowa. Migsien odwlokowy skorupiakow, tkanka w zasadzie wybitnie glikolityczna,
posiada kinazg pirogronianowa ujawniajaca wlasnosci regulacyjne przy braku fruktozo-
-1,6-bisfosforanu. Wysokie cytoplazmatyczne st¢zenia tego metabolitu sprawiaja, iz ma-
o prawdopodobne wydaje si¢ wykorzystywanie tych wiasnosci PK migsni skorupiakéw
w regulacji metabolizmu weglowodanowego in vivo. Jednak sugerowane niekiedy zdol-
nosci glukoneogenne migsni skorupiakéw moglyby znalez¢ dodatkowe poparcie w tych,
przynajmniej potencjalnie, regulacyjnych wiasnosciach PK.

W przypadku kinazy pirogronianowej z tkanek skorupiakéw i owadow, zréznicowa-
ne wilasnos$ci kinetyczne sg odzwierciedleniem zréznicowania molekularnego tych enzy-
méw. Przedstawione w pracy wyniki badan elektroforetycznych i chromatograficznych
wskazuja na obecno$§¢ w tkankach stawonogéw réznych form molekularnych kinazy
pirogronianowej. Uzyskane dotychczas dane wskazuja na dwa typy tych form: typ
»migsniowy", wystepujacy w roznego rodzaju migsniach oraz typ ,,glukoneogenny",
wystepujacy w takich tkankach jak gruczot jelita srodkowego i epiderma skorupiakow
oraz ciato tluszczowe owaddéw. Wcigz brak jednak wynikow, ktore pozwolityby roz-
strzygna¢ czy na przyklad w gruczole jelita Srodkowego i epidermie skorupiakoéw funk-
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cjonuje ta sama forma molekularna PK o nieco réznych wlasnosciach kinetycznych czy
tez tzw. ,,glukoneogenny" typ PK jest zréznicowany przynajmniej na forme¢ z gruczotu
jelita srodkowego i forme z epidermy.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad fosfofruktokinazami i kinazami
pirogronianowymi izolowanymi z tkanek raka Orconectes limosus oraz larw owaddw
chrzaszcza Tenebrio molitor, motyla Celerio euphorbiae i karaczana Periplaneta ameri-
cana. W badaniach tych scharakteryzowano podstawowe wilasno$ci kinetyczne enzy-
méw, wobec ich substratow wyznaczono parametry kinetyczne reakcji w roznych
warunkach pomiardéw, okre§lono i scharakteryzowano podstawowe aktywatory i inhibi-
tory oraz ich wplyw na wlasnosci enzyméw. Wyniki te zestawiono i poréwnano z bada-
niami innych badaczy. Na tej podstawie sprobowano wyjasni¢ role fosfofruktokinazy
i kinazy pirogronianowej w regulacji metabolizmu weglowodanowego w tkankach sko-
rupiakéw 1 owadow. Wydaje si¢ jednak, ze badania nad PFK i PK w tkankach tych
zwierzat musza by¢ kontynuowane. Biorgc pod uwagg liczebno$¢ gatunkéw tych gro-
mad stawonogdw (zwlaszcza owadow), a takze ich znaczne zréznicowanie w obrebie
gromad, trzeba zauwazy¢, ze dotychczas scharakteryzowano enzymy pochodzace z nie-
licznych gatunkéw. Co wigcej, nawet u tych nielicznych gatunkoéw zbadano i scharak-
teryzowano enzymy z tylko niektdrych tkanek. To nasuwa watpliwo$ci, czy charaktery-
styki enzyméw i budowane w ich oparciu hipotezy odnosnie regulacji metabolizmu
weglowodanowego mogg by¢ uogoélniane i przenoszone na innych przedstawicieli nawet
blizej spokrewnionych, a c6z dopiero na tych bardziej odleglych filogenetycznie. Tu ry-
sujg si¢ kierunki dalszych badan nad PFK i PK skorupiakéw i owadow. Z jednej strony
winny one poglebia¢ poznanie juz scharakteryzowanych enzymoéw, ale z drugiej strony
powinny by¢ poszerzone o badania nad enzymami innych tkanek (a wymaga to czgsto
pokonania barier technicznych mozliwosci ich izolowania). Wreszcie badania poréw-
nawcze musza by¢ prowadzone na kolejnych przedstawicielach obu gromad stawono-
gow, zwlaszcza tych zyjacych w innych $rodowiskach, o skrajnie réznych warunkach
zycia.



12. MATERIALY I METODY

12.1. ZWIERZETA

Samce rakow Orconectes limosus Raf., towione w okolicach Poznania, przechowy-
wano w zbiornikach o statym przeptywie wody wodociggowej o temp. 10 + 2°C. Do
eksperymentow wybierano osobniki zdrowe, o nieuszkodzonym pancerzu i wszystkich
odnoézach. Dlugos¢ carapaxu O.limosus wahala si¢ w granicach 37 - 45 mm. Raki wy-
selekcjonowane do badan umieszczano w niewielkim zageszczeniu w oddzielnych
zbiornikach o statym poziomie przewietrzanej wody o temp. 20 + 1°C. Karmiono je re-
gularnie 2 - 3 razy w tygodniu migsem wolowym, rybami, ziemniakami i marchwia,
sporadycznie dzdzownicami i larwami owaddéw. Przez dwa dni przed eksperymentem
rakom nie podawano pokarmu. Stadia cyklu linieniowego ustalano na podstawie kryte-
ri6w Dracha (1939), z modyfikacjami dla O./imosus (Lang, 1971; Willig i Keller, 1973).

Larwy macznika mtynarka Tenebrio molitor L. hodowano w komorach o temp. 27 + 1°
i wilgotnosci 75 + 5%. Larwy karmiono platkami zbozowymi, uzupehiajac diet¢ droz-
dzami i $wieza marchwig. Do badan wybierano larwy o cigzarze 120 - 140 mg.

Karaczany Periplaneta americana L. 1 Gromphadorrhina coquereliana hodowano
w pojemnikach, przechowywanych w komorach o temp. 27 + 1°C i wilgotnosci
60 + 5%. Owadom dostarczano bez ograniczen zréznicowany pokarm i wodg. Do badan
wybierano ostatnie stadium larwalne (nimfy).

Gasienice zmrocznika wilczomleczka Celerio euphorbiae L. towiono w okolicach
Poznaniai przetrzymywano w warunkach pokojowych przez kilka dni przed ekspery-
mentem. Karmiono je wilczomleczem, zbieranym z tych samych stanowisk co owady.

12.2. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTOW TKANKOWYCH

Z rakow wypreparowywano gruczotly jelita srodkowego, serca oraz fragmenty migs$-
nia odwlokowego. Tkanki ptukano w ptynie izolacyjnym zawierajacym bufor potasowo-
-fosforanowy, 40 mM, pH 7.4; 2-merkaptoetanol, 2 mM; EDTA, 1 mM. Osuszano na bi-
bule, wazono i sporzadzano 20% homogenat we wspomnianym plynie izolacyjnym
(w przypadku badan nad PFK gruczotu jelita srodkowego plyn uzupetniano inhibitorem
trypsyny z soi, 0,1 mg/ml) stosujac homogenizator szklany z ttoczkiem teflonowym. Ho-
mogenaty odwirowywano, w poczatkowych badaniach w wiréwce Janetzki K-70 (przy-
spieszenie 16 000 g/30 min), w nastgpnych w ultrawirowce Beckman L2-65B (rotor 65,
przyspieszenie 105 000 g/60 min). Osad odrzucano, a supernatanty stuzyty jako prepara-
ty enzymatyczne. Preparaty uzyskane po wirowaniu w ultrawirowce cechowaty si¢ wyz-
sza aktywnoscia specyficzng badanych enzymow (ze wzgledu na nizsza zawarto$é
biatka), natomiast aktywno§¢ enzymoéw przeliczana na 1 g wypreparowanej tkanki nie
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roznita si¢ od aktywnosci w preparatach otrzymanych po wirowaniu w wirowce K-70.
Nie stwierdzono tez zadnych réznic wlasnosci kinetycznych pomigdzy enzymami w pre-
paratach uzyskanych w obu procedurach wirowania.

Larwy macznika i gasienice zmrocznika poddawano przed preparacja krotkiej narko-
zie poprzez zanurzenie pod woda. Nastgpnie larwom macznika odcinano glowy i tylne
segmenty ciata, usuwano przewod pokarmowy i delikatnie wyciskano ciato ttuszczowe,
ktore starannie oczyszczano z cewek Malpighiego. Z kolei przecinano larwy wzdtuz, do-
ktadnie wyplukiwano resztki ciata thuszczowego, a nastepnie skalpelem zeskrobywano
fragmenty migsni powlok ciala. USpione gasienice zmrocznika przecinano wzdhuz i
delikatnie wypreparowywano fragmenty ciata thuszczowego. Wyizolowane tkanki obu
owadow ptukano w plynie izolacyjnym zawierajagcym: sacharozg, 60 mM; mannitol,
240 mM; EGTA, 0,2 mM; bufor Tris-HCI, 10 mM, pH 74 (Medium 4, wg Storey
i Bailey, 1978a). Tkanki zbierano nastgpnie na gazie mtynarskiej, wazono i ponownie
zawieszano w plynie izolacyjnym dodanym w takiej ilosci, by uzyska¢ 20% ste¢zenie
tkanki. Homogenaty, otrzymane po roztarciu tkanek w homogenizatorze teflonowo-
szklanym, odwirowywano w ultrawirdwce Beckmana z przyspieszeniem 105 000 g/60
min. Osad odrzucano, a supernatanty uzywano jako preparaty enzymatyczne. PK w pre-
paratach z ciata thuszczowego T.molitor izolowanego poczatkowo w 250 mM sacharozie
z dodatkiem 1 mM EDTA i 1 mM 2-merkaptoetanolu (Lesicki i Jiingst, 1984) nie roz-
nifa si¢ wlasnosciami od PK w preparatach przygotowanych wedtug standardowej pro-
cedury.

Nimfy karaczanéw P.americana 1 G.coquereliana przed preparacja umieszczano
w pokoju-chtodni o temp. ok. 4°C. Odretwialym owadom odcinano odwloki, przecinano
je wzdhiz bocznych krawedzi i usuwano trzewia. Pod lupg binokularng wycinano narzg-
dziami mikrochirurgicznymi kapilarne serca, znajdujace si¢ po grzbietowej stronie od-
wtoka. Serca osuszano na bibule, wazono i umieszczano w ptynie izolacyjnym Medium
4 (jak wyzej, wg Storey i Bailey, 1978a) zachowujac stala proporcje 20 pg tkanki/pl
ptynu. Tkanki rozcierano w mikroproboéwkach wirdwkowych przy pomocy dopasowa-
nego tloczka teflonowego. Wirowano przez 30 min w mikrowirdwce laboratoryjnej, typ
320 (Mechanika Precyzyjna, Warszawa) z przyspieszeniem 14 000 g i supernatanty uzy-
wano do badan nad aktywno$cia enzymatyczna.

W trakcie wszystkich powyzszych etapéw przygotowan wszelkich preparatow tkan-
kowych (izolacja, homogenizowanie, wirowanie) utrzymywano temperatur¢ 0°C.

12.3. POMIAR AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Aktywnos$¢ fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej mierzono przy pomocy
spektrofotometrow Specord UV-VIS i Specord M-40. Pomiary prowadzono przy diu-
gosci fali 340 nm i w temperaturze 25°C. Stosowano kuwety kwarcowe o dtugosci drogi
$wietlnej 1 cm. Zasada pomiaru aktywno$ci obu enzyméw opierala si¢ na okreslaniu
szybkos$ci spadku ekstynkcji w trakcie prowadzonej w kuwecie reakcji, w czasie ktorej
utlenianiu ulegat NADH. Na podstawie wspotczynnika ekstynkcji NADH oraz stechio-
metrycznych zalezno$ci w prowadzonej reakcji obliczano aktywno$¢ enzymu, wyrazang
jako liczbe mikromoli substratu zuzywanego w ciagu 1 min.
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Aktywnos¢ PFK mierzono metoda Linga i wsp. (1966) w ptynie inkubacyjnym
zawierajacym w 1 ml: bufor Hepes-NaOH 50 mM; KCl, 25 mM; MgSO, 4 mM;
(NH4),S0O4, 10 mM; ditiotreitol, 1 mM; NADH, 0,18 mM; nadmiar aldolazy, izomerazy
triozofosforanowej i dehydrogenazy o-glicerofosforanowej. Stezenia substratow (F6P,
ATP), efektorow (ADP, AMP, F-2,6-bP) oraz pH podano w odpowiednich opisach tab-
lic i rysunkow.

Aktywnos$¢ PK mierzono metoda Biichera i Pfleiderera (1955) w ptynie izolacyjnym
zawierajagcym w 1 ml: bufor imidazol-HCI, 50 mM; KCI, 74 mM; KCN, 1 mM; MgSOQ,,
8 mM; NADH, 0,18 mM oraz nadmiar dehydrogenazy mleczanowej. Rowniez w tym
przypadku stgzenia substratow (PEP, ADP), efektorow (ATP, F-1,6-bP, alanina) oraz pH
podano w legendach wykresow i tablic.

Bialtko oznaczano metodami Lowry'ego i wsp. (1951) oraz Bradforda (1976).

12.4. BADANIA ELEKTROFORETYCZNE

Ekstrakty tkankowe rozdzielano elektroforetycznie w 15% zelu skrobiowym w bufo-
rze elektroforetycznym o nastgpujacym sktadzie: Tris-HCI pH 8,4, 75 mM; sacharoza,
250 mM; MgSO0,, 2,5 mM; ditiotreitol, 0,5 mM. Elektroforeze prowadzono przez 24 go-
dziny w temperaturze 4°C przy roéznicy potencjatow 300 V. Po elektroforezie zel cigto
na 3 mm odcinki, ktéore homogenizowano w standardowym ptynie izolacyjnym, Homo-
genaty odwirowywano, a uzyskane supernatanty poszczegoélnych frakcji testowano spe-
ktrofotometrycznie na obecno$¢ kinazy pirogronianowej w plynie inkubacyjnym zawie-
rajacym bufor Tris-HCI, 50 mM, pH 7,4; KCI, 74 mM; MgSO,4, 8§ mM; ADP, 2 mM;
PEP, 1,5 mM; NADH, 0,2 mM; nadmiar dehydrogenazy mleczanowe;.

12.5. POZIOM METABOLITOW

Osobnikom rakow O.limosus wyselekcjonowanym do badan nad poziomem metabo-
litow glikolitycznych w gruczole jelita $rodkowego i mig$niu odwltokowym odcinano
odwloki, ktére wrzucano do zlewki z cieklym azotem. Do odrebnej zlewki z cieklym
azotem preparowano z glowotutowia tkanke gruczotu jelita srodkowego. Preparacja obu
tkanek do cieklego azotu trwata nie dluzej niz 5 sekund. Zamrozone odwtloki kruszono
mlotkiem 1 wérdd rozbitych fragmentéw wybierano kawatki zawierajace sam migsien
odwlokowy, ktore ponownie wrzucano do zlewki z ciektym azotem. Zamrozone tkanki
gruczotu jelita $rodkowego 1 mig$nia odwlokowego miazdzono w schlodzonym cieklym
azotem mozdzierzu, proszek szybko wazono i homogenizowano w 6% kwasie nadchlo-
rowym o temp. 0°C, dodawanym w ilo$ci utrzymujacej proporcje wagi tkanki do objeto-
$ci kwasu wynoszaca 2 : 3. Wytracone biatko odwirowywano, a supernatant neutra-
lizowano 5 M K,COs;. Stezenia poszczegdlnych metabolitow w uzyskanym ekstrakcie
okreslano spektrofotometrycznie, prowadzac reakcje sprz¢zone z redukcja NADP badz
utlenianiem NADH. [lo$¢ zuzytego koenzymu pozwalata obliczaé stgzenia metabolitow
w ekstrakcie. Pomiar zawarto$ci glukozo-6-fosforanu i fruktozo-6-fosforanu prowadzo-
no w reakcjach katalizowanych przez dehydrogenaze i izomerazg glukozo-6-fosforanu
(Hohorst, 1970), zawarto$¢ fruktozo-1,6-bisfosforanu mierzono w ciagu reakcji katalizo-
wanych przez dehydrogenaze o-glicerofosforanowsa, izomeraze triozofosforanowsa i al-
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dolazg (Biicher i Hohorst, 1970), natomiast st¢zenia fosfoenolopirogronianu ustalano
w reakcjach katalizowanych kolejno przez dehydrogenaze mleczanowa i kinaze pirogro-
nianowa (Czok i Lamprecht, 1970). Stezenia nukleotydow adenylowych (ATP, ADP,
AMP) okres$lano przy pomocy reakcji katalizowanych przez dehydrogenaze glukozo-6-
-fosforanu oraz odpowiednio heksokinazg lub kinazg pirogronianowa lub kinaz¢ adeny-
lanowg (Jaworek i wsp. 1974; Lamprecht i Trautschold, 1974).

Dla okreslenia poziomu fruktozo-2,6-bisfosforanu skruszone i zwazone fragmenty
zamrozonych tkanek raka homogenizowano w dwoch objetosciach 0,05 N NaOH.
Homogenat odwirowywano i uzyskany supernatant doprowadzano 0,1 M buforem
Hepes do pH 8,0. Otrzymany ekstrakt badano na zawarto$¢ F-2,6-bP metodg oparta na
pomiarze aktywacji ziemniaczanej fosfotransferazy fruktozo-6-fosforanu wspoldziata-
jacej z pirofosforanem (Van Schaftingen i wsp. 1982b).
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PHOSPHOFRUCTOKINASE AND PYRUVATE KINASE OF
SOME CRUSTACEAN AND INSECT TISSUES

Summary

Reactions catalyzed by phosphofructokinase (PFK) and pyruvate kinase (PK) are known as sites of
glycolysis regulation in different mammalian and other animal tissues. Therefore studies on molecular and
kinetic properties of these enzymes in crustacean and insect tissues were carried out. Phosphofructokinases and
pyruvate kinases were isolated from the midgut gland, abdominal muscle and heart of the crayfish Orconectes
limosus as well as from the fat body, body wall muscle and heart of the beetle Tenebrio molitor larvae, but-
terfly Celerio euphorbiae caterpillars and cockroach Periplaneta americana nymphs. In these studies, kinetic
properties of the particular tissue enzymes were characterized, kinetic parameters were calculated for reactions
of the enzymes with their substrates in different conditions of measurements, enzyme activators and inhibitors
were designated and their effects on enzyme kinetic eharacteristics were established. These results were com-
pared with results of other authors' studies on PFKs and PKs of different crustacean and insect tissues. On this
basis, a role of PFK and PK in the regulation of the carbohydrate metabolism in crustacean and insect tissues
was explained. It seems that the reaction catalyzed by the phosphofructokinase is a common site of glycolysis
regulation. PFKs of all studied crustacean and insect tissues were characterized by the following regulatory
properties:

1) co-operative interactions with a substrate, fructose-6-phosphate (F6P), illustrated by the sigmoidal
shape of the reaction kinetic curve;

2) an activity inhibition under the influence of the second substrate, adenosinetriphosphate (ATP) in con-
centrations higher than approximately 1 mM;

3) allosteric activations by the adenosinemonophosphate (AMP) and fructose-2,6-bisphosphate (F-2.6-bP);
there is a multiplied increase of PFK affinity to the substrate F6P (kinetic curve becomes hyperbolic in shape)
in the presence of activators and simultaneously the inhibitory effect of higher ATP concentrations is
demolished; both activators co-operate in the activation effect on the PFK and their common influence is much
stronger (synergistic) than simple addition of their individual effects;

4) PFK activity depends on the adenine nucleotide concentration ratio (expressed as "energy charge"
equation); predominance of ATP concentrations over the concentrations of ADP and AMP inhibits the enzyme
activity, especially in lower, physiological FO6P concentrations; AMP appearance activates the enzyme;

5) the enzyme is strongly sensitive to pH changes; hydrogen ion concentration modifies the enzyme af-
finities for substrates, activators and inhibitors.

A special role of the fructose-2,6-bisphosphate in the regulation of the PFK activity in crustacean and in-
sect tissues should be stressed. The PFK affinity for this activator is very high, expressed by nanomolar values
of the activation constant. Therefore it seems reasonable to measure concentrations of F-2,6-bP in individual
tissues in different metabolic stages. Having such tissue F-2,6-bP concentrations, it is possible to create con-
clusions about the PFK activity and further on the activity of the whole glycolysis in those metabolic stages.

Characteristics of the phosphofructokinases of crustacean and insect tissues suggest that there is a
similarity with the characteristics of PFKs from other sources, among them from mammalian tissues. The only
significant differences, which were found in the insect PFK properties, were: the lack of citrate inhibitory ef-
fect and the inhibitory effect of the reaction product fructose-1,6-bisphosphate (known as an activator of the
mammalian PFK). Results presented in this paper also show the similarities between characteristics of PFKs
from different crustacean and insect tissues as well as large similarities between different animal species.
There are differences in the values of particular kinetic parameters but general characteristics of the enzymes
from different sources are similar. It suggests a great evolutionary conservatism of the enzyme but it also
points out that further studies on molecular structure of the PFK are indispensable to answer the questions if
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there are PFK isoenzymes of different molecular structure in different crustacean and insect tissues or
if the similar kinetic characteristics is a result of the lack of structural differences between PFKs of
the different tissues.

Contrary to the phosphofructokinase, regulatory properties are characteristic only for some crustacean and
insect pyruvate kinases. The reaction catalyzed by this enzyme may be a site of metabolism regulation only in
those tissues in which gluconeogenesis is postulated, that is in the crustacean midgut gland and hypodermis as
well as in the insect fat body. In these tissues, PK is characterized by:

1) a co-operative activation of the enzyme by its substrate phosphoenolpyruvate (PEP), which is
illustrated by a sigmoidal shape of the curve of the enzyme saturation with this substrate;

2) an allosteric activation by fructose-1,6-bisphosphate, which stabilizes the PK forms of high affinity to
substrate PEP;

3) allosteric inhibitions by alanine and ATP, which decrease the affinity for PEP and stabilize the forms of
the lower affinity to this substrate.

PKs isolated from the glycolytic tissues like insect flight, leg, body wall and heart muscles do not show
any regulatory properties. It seems that in these tissues in which glycolysis regulation relies on the turning on
the high flow or its turning off, the reaction catalyzed by PFK is the most important site of the regulation. In
the glucogenic tissues, that is in tissues in which glycolysis is not only turned off but also it is changed into the
gluconeogenesis, a pathway in the opposite direction, the activity of the glycolysis is controlled at an additional
site, i.e. at the pyruvate kinase reaction. The crustacean abdominal muscle, a tissue of rather high glycolytic
capacity, contains a pyruvate kinase with some regulatory properties expressed only when fructose-1,6-bis-
phosphate is lacked. The high cell concentrations of this metabolite, found in crustacean muscle, suggest that
those regulatory properties are not used in the metabolism regulation in vivo. Nevertheless, glucogenic
abilities, suggested for crustacean muscle from time to time, could be confirmed by those, at least potential,
regulatory properties of PK.

Differences of kinetic properties between pyruvate kinases of crustacean and insect tissues are reflected in
differences in molecular properties of these enzymes. Results of electrophoretic and chromatographic studies
strongly suggest that there are different molecular forms of PK in different tissues of these animals. The results
show the existence of at least two types of these molecular forms: a "muscle" type, present in different crus-
tacean and insect muscles and a "glucogenic" type, present in the tissues with some activity of the
gluconeogenesis like crustacean midgut gland and hypodermis as well as insect fat body. However, it should
be explained if there is the same molecular PK form in crustacean midgut gland and hypodermis or if so called
"glucogenic" type has some variant forms in crustacean tissues.








