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INFORM ACJA DLA AUTORÓW

Postępy Biochem ii pub liku ją  artyku ły  refera tow e ze w szystkich 
dziedzin biochem ii n ie drukow ane w  innych czasopismach. A rtykuły  
drukow ane w  Postępach B iochem ii n ie mogą być bez zgody R edakcji 
publikow ane w innych czasopismach. A rtykuły  są honorowane wg usta­
lonych staw ek. A utorzy o trzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. A utora obowiązuje korek ta autorska. Koszty zm ian tekstu  w ko­
rekcie, poza popraw kam i błędów drukarskich  ponosi autor.

R edakcja zastrzega sobie możność w prow adzenia skrótów  i popra­
wek nie w pływ ających na treść pracy.

Forma m aszynopisu. M aszynopis pracy i w szelkie załączniki należy 
nadsyłać w dwu egzem plarzach. Maszynopis pow inien być napisany 
jednostronnie, z podw ójną in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej 
i ок. 1 cm  po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierwszej 
stronie należy zamieścić tylko: imiona (w pełnym  brzm ieniu) i n a ­
zwiska autorów , ich ty tu ły  naukow e w raz z nazw am i placów ek nauko­
wych, ty tu ł pracy  w języku polskim, i angielskim  oraz om ówienie tem a­
tu  pracy w  języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy maszynopisu).

Rozdziały w tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską, a podroz­
działy — arabską. Tytuły nie wydzielone z tekstu  n ie pow inny być n u ­
m erow ane.

W tekście nie należy zamieszczać żadnych tablic, rysunków , sche­
m atów  i wzorów. W żądanym  m iejscu należy pozostawić wolny w iersz 
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w  n aw ia­
sie — num er odpowiedniego wzoru. W tekście należy odwołać się do 
num eracji wzoru po słownym  w ym ienieniu związku, np.: kw as g lu ta ­
minowy (1).

Pow ołując się na lite ra tu rę  należy podać w tekście, w naw iasie, 
kolejny num er pozycji w spisie lite ra tu ry .

Załączniki do tekstu . K ażdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  te k ś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
naieży oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  au to ra i początkowym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłówek opisujący je j treść, jej ru b ry ­
ki pow inny być zaopatrzone w odpowiedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i powinny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać 
na maszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem. W fotografiach 
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.

Literatura. W ykaz lite ra tu ry  należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich 
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejności nazw isk autorów .
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Post.  Biochem.  16, 3—19 (1970)

J A N  GEISLER  *

Kalcytonina, jej własności i rola w homeostazie wapnia 

Calcitonin, its Properties and the Role in Calcium Homeostasis

The source, physiological action, chem ical struc tu re  and properties, as w ell as 
clinical uses of calcitonin are reviewed.

I. Dotychczasowe poglądy na homeostazę wapnia w ustroju

Stężenie wapnia w krw i podlega bardzo precyzyjnej regulacji. Nor­
m alne stężenie u człowieka wynosi 9,5— 11 mg°/o, czyli 4,75— 5,5 m ili- 
równoważników w apnia na litr. Już niewielkie odchylenia od norm y po­
w odują poważne zakłócenia, objaw iające się przede wszystkim  skurczem  
tężcowym lub tężyczką przy hipokalcemii, a zaburzeniam i funkcji serca 
i jelit, oraz uszkodzeniami nerek przy hiperkalcem ii. Poziom wapnia 
w krw i jest wypadkow ą procesów zachodzących w jelitach, nerkach 
i kośćcu. Jelito  jest tym  miejscem, gdzie wapń z pożywienia w nika do 
ustro ju  w ilości równej różnicy pomiędzy wchłanianiem  jelitow ym  a w y­
dzielaniem  w apnia do św iatła jelit. W apń opuszcza organizm  poprzez ner­
ki, a ilość w ydalana określona jest bilansem  funkcji wydzielniczej i w chła­
niania zwrotnego kanalików nerkow ych. Kościec gra w ustro ju  rolę 
m agazynu wapnia, a jego wpływ na regulację poziomu w apnia w krw i 
może realizować się zarówno poprzez resorpcję (rozpuszczenie), jak  i po­
przez depozycję (akrecję) świeżej substancji m ineralnej, a także dzięki 
adsorpcji i desorpcji w apnia na powierzchni fazy m ineralnej kości (55, 63).

Do wczesnych la t sześćdziesiątych obecnego stulecia sądzono (55, 63), 
że poziom wapnia w krw i regulow any jest wyłącznie poprzez gruczoły 
przy tarczowe, które w ytw arzają  horm on zwany paratyreoidyną, horm onem  
przytarczyc, lub potocznie parathorm onem . Jest to nierozgałęziony poli- 
peptyd o ciężarze cząsteczkowym około 8 600, składający się z 84 am ino­
kwasów o niecałkowicie jeszcze wyjaśnionej sekwencji (4). Fizjologiczne 
działanie horm onu przytarczyc (4) polega na:
1 . nasileniu procesu resorpcji kości,

* Dr, Zakład Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, In sty tu t Badań Jądrow ych, 
W arszawa.
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4 J . G EISLER [2]

2 . zwiększeniu w chłaniania wapnia z przewodu pokarmowego,
3. zwiększeniu w ydalania fosforanów w moczu,
4. wzmożonej reabsorpcji wapnia w nerkach.
W wyniku każdego z tych procesów następuje podwyższenie poziomu 
w apnia w krwi. W ydzielanie parathorm onu i poziom wapnia w krw i zwią­
zane są ujem nym  sprzężeniem zwrotnym .

Początkowo przyjm owano, że pierw otnym  efektem  jest zwiększenie 
w ydalania fosforanów przez nerki (2). Na skutek wzmożonej fosfaturii 
m aleje stężenie jonów fosforanowych w krwi, a iloczyn jonowy Ca2+ 
i H PO 4- (I) w krw i i w płynie pozakomórkowym om ywającym  kryształy  
hydroksyapatytu  kości spada do w artości niższej od iloczynu rozpuszczal­
ności (S) tego związku. Wówczas następuje rozpuszczanie .hydroksyapa­
ty tu — jony wapniowe i fosforanowe przechodzą do płynu pozakomórko- 
wego i do krwi, dzięki czemu I staje  się znowu rów ne S, ale już przy 
innym, wyższym stężeniu jonów Ca2+, a niższym stężeniu jonów H PO l- - 

Obecnie decydującą rolę w podwyższaniu stężenia wapnia w krw i 
przypisuje się raczej bezpośredniem u działaniu parathorm onu na kość 
poprzez pobudzenie resorpcji kości. Stwierdzono bowiem, że:
1. nefrektom ia nie ma wpływ u na poziom w apnia w krwi, ani u zwierząt 
z nietkniętym i przytarczycam i ani u zwierząt po paratyreoidektom ii (85),
2. przeszczepienie gruczołu przytarczowego w yw ołuje osteolizę w  pobliżu 
miejsca przeszczepu (6),
3. dodatek parathorm onu do hodowli tkanki kostnej in vitro powoduje 
w yraźny wzrost resorpcji kości (34, 71),
4. parathorm on powoduje zwiększenie liczby osteoklastów (34, 85) — ko­
m órek kostnych, k tórym  przypisuje się' zdolność resorpcji kości. W ątpli­
wość budził jedynie fakt, że efekt parathorm onu ujaw niał się dopiero 
po dłuższym okresie czasu. Stwierdzono, że chociaż bodziec w postaci 
hipokalcemii w yw ołuje bardzo szybko zwiększone wydzielanie hormonu, 
to jednak resorpcję kości spostrzega się dopiero po kilku godzinach, a efekt 
m aksym alny w ystępuje po siedem nastu godzinach od zadziałania bodźca 
(19). Znana zdolność ustro ju  ssaków do szybkiej norm alizacji poziomu 
w apnia po wyw ołaniu hipokalcem ii nie mogła zatem  być tłum aczona w y­
łącznie działaniem  parathorm onu na kościec.

Dla rozw ikłania tej sprzeczności R a s m u s s e n  (72) postulował, że 
parathorm on wpływa bezpośrednio również i na nerkę. Działanie na 
nerki jest szybkie, lecz ograniczone, nie są one w stanie opanować skutków 
silnych lub długotrw ale działających bodźców hipokalcemicznych. Na­
tom iast działanie na kość jest powolne ale kościec jest praktycznie nie­
wyczerpanym  magazynem  wapnia i zapewnia możliwość uzupełnienia 
poważniejszych jego ubytków. W edług Rasmussena parathorm on działa 
na nerki wywołując wzmożoną fosfaturię. W w yniku ubytku  fosforanu 
do krw i przechodzą jony fosforanowe i wapniowe, k tóre były zaadsorbo-
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[3 ] K A L C Y T O N IN A 5

wane na pow ierzchni kości w tak  zwanej wym iennej puli m ineralnej. 
Jest to pierwszy, szybki proces zwiększający poziom wapnia w krwi. 
Jednocześnie nasila się resorpcja kości, dostarczając dalszych jonów Ca2 + 
i H PO |~ z rozpuszczanego hydroksyapatytu . W m iarę jak  krew , omywając 
kość, staje się nasycona względem wapnia i fosforanu, w kości spowrotem  
odkłada się pula wym iennego wapnia.

Hipoteza Rasm ussena nie tłum aczyła jednak zadowalająco regulacji 
poziomu wapnia w krw i w przypadkach działania czynnika hiperkalce- 
micznego, a poza tym  efekt nerkow y okazał się bardzo słaby, na co w ska­
zuje nieznaczny tylko spadek stężenia wapnia w krw i mimo dużych 
naw et zmian poziomu fosforanu (4).

II. Historia odkrycia kalcytoniny

Od w ielu lat w litera tu rze  naukowej pojaw iały się sugestie, że istnieje 
jeszcze jeden horm on regulu jący  homeostazę wapnia. W 1951 roku R u -  
c a r t  (80) wyróżnił dwie populacje kom órkowe przytarczyc, z których 
każdej przypisał w ydzielanie odm iennej substancji. Kom órki populacji 
jasnej, chrom ofobowej, m iałyby wydzielać w yw ołujący hiperkalcem ię 
parathorm on, a kom órki populacji ciemnej, ch rom ofilnej— czynnik 
„antyhiperkalcem iczny”. W tejże publikacji (80) R u  c a r  t  cytuje prace 
wcześniejsze, z k tórych  w ynikają pewne przesłanki do postulowania 
obecności drugiego horm onu kontrolującego gospodarkę wapniową orga­
nizmu. Przesłanki te, jak  również sugestie z prac późniejszych (22, 81) 
opierają się w zasadzie na dwu spostrzeżeniach:
1. u zw ierząt z usuniętym i przy tarczycam i w pływ  egzogennego para- 
thorm onu na podwyższenie poziomu wapnia w krw i jest wyraźniejszy, 
a opanowanie wynikłej hiperkalcem ii trudniejsze, niż u zw ierząt kontrol­
nych, nie operowanych,
2. istnieją dwie postacie nadczynności przytarczyc, jedna przebiegająca 
ze zmianam i w kościach (osteitis fibrosa) i druga, w której obserw uje się 
jedynie hiperkalcem ię i hiperfosfaturię, ale nie w ystępuje rentgenolo­
gicznie w ykryw alne uszkodzenie kości. Nasuwało się podejrzenie, że róż­
nice w w ydzielaniu lub w aktyw ności tego drugiego horm onu w arunkują  
istnienie tych dwóch odmian nadczynności.

W roku 1961 C o p p  i C a m e r o n  (16) w ykazali wreszcie obecność 
tego czynnika hipokalcemicznego w wyciągu z gruczołów przytarczowych. 
Dożylne w strzyknięcie handlow ego p repara tu  tego wyciągu wywołało 
u psów przejściową hipokalcem ię. W ciągu pierwszych dw udziestu m inut 
po w strzyknięciu poziom w apnia w osoczu obniżył się o około 0,5 mg°/o, 
a następnie począł w zrastać w sposób charakterystyczny dla odpowiedzi 
na parathorm on. A utorzy wyciągnęli ze swego doświadczenia wniosek, że
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б J. G EISLER [4]

zastosowany wyciąg przytarczyc zawierał poza parathorm onem  także 
czynnik hipokalcemiczny o działaniu szybkim, ujaw niającym  się wcześniej 
niż działanie parathorm onu. C o p p  i C a m e r o n  nazwali ten  czynnik 
kalcytoniną (ang. calcitonin).

Następnie C o p p  i wsp. zaobserwowali, że perfuzja przytarczyc psa 
in situ  krw ią o wysokiej zawartości jonów wapnia wyw ołuje spadek stę­
żenia jonów wapnia w krw i obwodowej i to spadek znaczniejszy niż spo­
strzegany po usunięciu przytarczyc. Doświadczenie to nie pozostawiało 
już wątpliwości co do istnienia czynnika hormonalnego, regulującego stę­
żenie wapnia w krw i i wykazującego własności przeciw staw ne w tym  
względzie do parathorm onu. Czynnik ten działając wcześniej niż para tho r- 
mon spełniał postulat szybkiej regulacji kalcemii.

W krótce po odkryciu przez Coppa kalcytoniny rozgorzał spór na te ­
m at tego, jaki gruczoł produkuje ten  hormon. Zagadnienie to było kontro­
w ersyjne, gdyż u psów (zwierzęciem doświadczalnym Coppa był pies) 
przy tarczyce i tarczyca wzajem nie się przerastają  i są zaopatryw ane przez 
wspólne naczynia krwionośne. C o p p  (15) podtrzym yw ał pogląd, że 
źródłem kalcytoniny są przytarczyce, natom iast inni badacze (30, 46, 47) 
wskazywali na tarczycę i dla odróżnienia od kalcytoniny Coppa, H i r  s с h 
i wsp. (46) czynnik hipokalcem iczny otrzym any z gruczołu tarczowego 
szczura nazwali tyrokalcytoniną (ang. thyrocalcitonin). Stanow iska te  
starali się pogodzić: C a r e  (12), k tóry  tw ierdził, że każdy z tych g ru­
czołów w ytw arza horm on obniżający stężenie wapnia we krw i, oraz 
G i t t e s  i I r v i n (39), którzy postulowali, że przytarczyce w ydzielają 
czynnik hum oralny, konieczny dla uwolnienia tyrokalcytoniny z tarczycy 
do krwi.

Rozstrzygnęły tę spraw ę prace F o s t e r a  i wsp. (25, 27). Zwie­
rzętam i doświadczalnym i były w tych pracach kozy. U zwierząt tych 
jeden z gruczołów przytarczowych, tzw. zewnętrzny, znajduje się z,dala 
od tarczycy i zaopatryw any jest w krew  przez oddzielne naczynie krwio­
nośne, co umożliwia perfuzję jednej z przytarczyc przy jednoczesnym  
usunięciu gruczołu tarczowego. Perfuzja  krw ią o wysokim stężeniu wap­
nia u zwierzęcia z nietkniętą tarczycą i przytarczycam i powodowała 
obniżenie poziomu wapnia w krw i obwodowej, natom iast po wycięciu 
tarczycy, gdy przem yw any był jedynie gruczoł przy tarczowy, hipokalce- 
mii nie obserwowano (27). F o s t e r  (25) wykazał również, że tarczyca 
wydziela tyrokalcytoninę po usunięciu przytarczyc i tym  samym  obalił 
hipotezę G i t t e s a  i І г ѵ і п а  (39) o czynniku przytarczycow ym  wa­
runkującym  wydzielanie tyrokalcytoniny z tarczycy. O trzym ano (5, 27, 
47) także ekstrak ty  o działaniu hipokalcemicznym z tarczycy po starannym  
oddzieleniu i usunięciu z niej kom órek przytarczyc. W w yniku tych ekspe­
rym entów  można było położyć znak równości pomiędzy kalcytoniną Coppa 
i tyrokalcytoniną Hirscha (59).
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[5] K A L C Y T O N IN A 7

III. Występowanie kalcytoniny w ustroju

K alcytonina w ystępuje nie tylko u ssaków. W ykryto ją  u wszystkich 
badanych gatunków  kręgowców (18, 58). U niższych kręgowców hormon 
ten  produkow any jest przede w szystkim  przez tak  zwane ciałka poza- 
skrzelowe (corpora ultimobranchiales), choć niewielkie ilości w ykryto 
także w tarczycy ptaków  i gadów. U ssaków wyłącznym  źródłem kalcyto­
niny jest tarczyca, a jedynym  znanym  w yjątkiem  jest człowiek, u którego 
źródłem  kalcytoniny są również przytarczyce i grasica (36). Tablica 1 
przedstaw ia przykładowo nieco danych o zawartości kalcytoniny w róż­
nych tkankach zwierząt.

Tablica 1

Zawartość kalcytoniny u różnych kręgowców

Zwierzę Tkanka
Zawartość 

Jedn. MRC* 
/g tkanki

Pozycja literatury

Rekin ciałka pozaskrzelowe 15 18
Rekin tarczyca 0 18
Jaszczurka ciałka pozaskrzelowe 2,4—4,2 58
Jaszczurka tarczyca 1,0 58
Kura ciałka pozaskrzelowe 130 18
Kura ciałka pozaskrzelowe 28,8—54,6 58
Kura tarczyca 0 18
Kura tarczyca 0,7—1,2 58
Świnia tarczyca 2,6-4 ,3 18
Człowiek tarczyca 0,03—0,5 36
Człowiek przytarczyce 0,11—2,4 36
Człowiek grasica** 0,04—0,18 36
Człowiek mięsień szkieletowy <  0,005 36

* jednostka M RC wg (50). Definicję podano na stronie 12.
** Kalcytoninę wykryto w czterech przypadkach na 16 badanych, stosując metodę, dla której granica wykrywalności 

wynosiła 0,005 jednostek M RC na 1 gram tkanki.

Stosunkowo bardzo wysokie stężenie kalcytoniny w ciałkach poza- 
skrzelowych kury  wskazuje, być może, na pewien związek tych tworów 
z funkcją składania jaj (35, 57, 58), kiedy następuje przemieszczenie w iel­
kich ilości w apnia w ptasim  organizmie.

P race P  e a r s e’a i wsp. (11, 31, 66) w niknęły w zagadnienie w y­
dzielania kalcytoniny od strony  cytologicznej. Badacze ci stwierdzili, że 
kalcytoninę produkuje pew ien tylko rodzaj komórek tarczycy, które 
Pearse nazwał kom órkam i С (ang. C-cells) (66). Tarczyca zbudowana jest 
w zasadzie z dwu rodzajów komórek. Są to kom órki główne czyli pęche­
rzykowe (komórki A), oraz kom órki okołopęcherzykowe (parafolikularne, 
kom órki C) określane też jako kom órki bogate w m itochondria. Komórki
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główne tworzą wyściółkę pęcherzyków tarczycy, natom iast kom órki С 
znajdują się pomiędzy pęcherzykam i. Po w ybarw ieniu hem atoksyliną 
i eozyną kom órki С w ydają się większe niż komórki główne i posiadają 
jaśniejsze jądra, jak  rów nież odm ienny układ chrom atyny jądrow ej. M i- 
tochondria w kom órkach С są liczniejsze (stąd jedno z wyżej podanych 
określeń tych komórek) i rozłożone bardziej równom iernie w  całej cyto- 
plazmie — w kom órkach głównych m itochondria skupione są od strony 
św iatła pęcherzyków. Cytoplazm a kom órek С zawiera liczne ziarnistości 
(11, 57, 74) otoczone pojedynczą błoną wewnątrzkom órkową. Te organelle 
komórkowe wypełnia wydzielina wykazująca dużą gęstość optyczną 
w m ikroskopie elektronow ym  (11, 54). Również po u trw aleniu  p repara tu  
aldehydem  glutarow ym  i czterotlenkiem  osmu ziarnistości te  można łatw o 
odróżnię w mikroskopie elektronow ym  od elem entów apara tu  Golgy’ego, 
reticulum  endoplazmatycznego i pęcherzyków pinocytarnych (54). Jak  w y­
kazano m etodą im m unofluorescencji (44), w łaśnie w ziarnistościach o du­
żej gęstości optycznej skupia się kalcytonina. W jądrze kom órkowym  
obecności kalcytoniny nie stwierdzono.

Komórki С różnią się od komórek głównych także bogatszym  zestawem  
enzymów. W kom órkach С F o s t e r  i wsp. (31) stw ierdzili obecność 
fosfatazy kwaśnej i alkalicznej, dehydrogenazy a-glicerofosforanowej, 
diaforazy zred. NAD i niespecyficznych esteraz (a-naftylow ej i indoksylo- 
wej). Badacze ci (31) zaobserwowali, że perfundow anie tarczycy psa krw ią
o nadm iernie wysokim poziomie wapnia powoduje w kom órkach С znaczny 
wzrost aktyw ności kwaśnej fosfatazy, niewielki spadek aktyw ności de­
hydrogenazy a-glicerofosforanowej i w yraźny spadek poziomu esteraz. 
P erfuzja krw ią hipokalcem iczną lub norm alną nie w yw oływ ała zmian 
aktyw ności w ym ienionych wyżej enzymów.

W ydaje się jednak, że podwyższone stężenie w apnia w krw i wpływa 
na wydzielanie kalcytoniny nie poprzez działanie na m etabolizm  komórek 
С i syntezę kalcytoniny, lecz dzięki zmianom przepuszczalności błony ko­
mórkowej i uw alnianiu gotowej kalcytoniny. Są dane (40, 54, 84) w ska­
zujące, że kalcytonina jest stale produkow ana przez kom órki C, bez 
względu na stężenie wapnia w krw i przepływającej przez tarczycę, na­
tom iast zmiany stężenia wapnia powodują różnice w uw alnianiu kalcyto­
niny z tarczycy do krwi.

Komórki С m ają zdolność wybiórczego gromadzenia fluoryzujących 
amin (65, 77). 5-H ydryksytryptofan i L-dw uhydroksyfenyloalanina prze­
n ikają przez łożysko i odkładają się w komórkach С em briona, gdzie są 
m etabolizowane do 5-hydroksytryptarniny i L-dopaminy. Fluorescencja 
tych związków pozwala zlokalizować położenie kom órek С u embriona. 
P e a r s e  i C a r v a l h e i r a  (67), posługując się tą  metodą, stwierdzili, 
że w m iarę rozwoju embriona szczurzego kom órki С początkowo spostrze­
ga się w czwartej kieszonce krtaniow ej, następnie wchodzą w skład ciałka
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pozaskrzelowego i wreszcie w rasta ją  w tarczycę. Z obserwacji tych С o p p 
i wsp. (18) zakładając analogię rozwoju ontogenetycznego i filogenetycz­
nego, wyciągnęli wniosek, że w system ie regulacji gospodarki wapniowej 
ustro ju  ciałka pozaskrzelowe i kalcytonina w yprzedzają ew olucyjnie 
zarówno kościec, jak  i przy tarczyce oraz parathorm on.

IV. Fizjologiczne działanie kalcytoniny

Fizjologiczne działanie kalcytoniny polega przede wszystkim  na obni­
żaniu poziomu wapnia w krw i (26, 27, 41, 47, 50, 51, 57). Jest to działanie 
szybkie, gdyż m aksym alny skutek obserw uje się po około 50— 60-ciu m i­
nutach po dożylnym  w strzyknięciu kalcytoniny (47, 56). Podobnie jak  
w przypadku parathorm onu wydzielanie kalcytoniny związane jest u jem ­
nym  sprzężeniem zw rotnym  ze stężeniem  wapnia w krw i (13, 17, 20, 
26, 51), z tą  oczywiście różnicą, że bodźcem powodującym  zwiększanie 
w ydzielania kalcytoniny jes t nie obniżony, lecz podwyższony poziom 
wapnia. Po podaniu kalcytoniny obserw ujem y oprócz hipokalcem ii rów ­
nież hipofosfatemię (26, 29, 41, 47, 51). Nie wchodzi tu  w grę nieswoisty 
wpływ horm onu na elektrolity  krwi, gdyż poziomy sodu, potasu i m agnezu 
w  krw i nie ulegają zmianom (26, 27, 29, 49). Obniżenie stężenia wapnia 
i fosforanów w krw i nie jest wywołane wpływem  kalcytoniny na w yda­
lanie przez nerki, gdyż po nefrektom ii kalcytonina obniża poziom wapnia 
(41, 47, 79) i fosforanów (79) w krw i co najm niej równie efektyw nie jak  
u zw ierząt kontrolnych nieoperowanych. Co więcej, kalcytonina nie tylko 
nie zwiększa wydalania w apnia z moczem (26, 57), lecz raczej działa 
w kierunku przeciwnym  (1).

Efekty działania kalcytoniny na kalcemię są tym  znaczniejsze, im 
wyższy był początkowy poziom wapnia w krw i (26) i mogą być zreduko­
wane do zera u zwierząt, k tóre w w yniku wycięcia przy tarczyc w ykazują 
bardzo w yraźną hipokalcem ię (79). Pełny  efekt hipokalcem iczny kalcy­
toniny można natom iast wywołać u zwierząt, k tórym  po usunięciu przy- 
tarczyc przywrócono praw idłow y poziom wapnia dzięki diecie wysoko- 
wapniowej a niskofosforanowej (26). Wycięcie przytarczyc wyłącza wów­
czas możliwość zm niejszania przez parathorm on efektu działania kalcy­
toniny.

Ponieważ spadkowi zawartości wapnia w krwi, wywołanem u kalcy­
toniną, nie towarzyszy an i zwiększone w ydalanie w apnia z moczem 
i z kałem  (26, 57), ani akum ulacja w apnia w tkankach m iękkich (26), 
ani zmniejszone w chłanianie jelitow e (57), ani wreszcie spadku tego nie 
można tłum aczyć w pływem  kalcytoniny na przytarczyce (47), przyjąć 
należy, że przyczyną obniżania poziomu wapnia w krw i jest działanie 
kalcytoniny na kości. Są zresztą na to dowody bezpośrednie:
1. Mierzono stężenie w apnia w krw i z tętn icy  doprowadzającej i w krw i
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żyły odprowadzającej krew  z kości piszczelowej kota. Okazało się, że 
wprowadzenie kalcytoniny do krw i tętniczej powoduje niewielkie, lecz 
statystycznie znam ienne zmniejszenie zawartości wapnia w krw i żylnej. 
Ilość wapnia zatrzym ana przez kość była zależna od stężenia horm onu 
(53).
2. W hodowli tkanki kostnej płodów szczurzych, znakowanej 45Ca stw ier­
dzono w obecności kalcytoniny zmniejszone wydzielanie wapnia-45 do 
środowiska inkubacyjnego (33, 74).
3. Badania radiologiczne wskazują, że kości zwierząt, k tóre przez dłuższy 
czas otrzym yw ały podskórnie kalcytoninę, posiadają m niejszą przepusz­
czalność dla prom ieni X i zwiększone uwapnienie (28).
4. Badania mikroskopowe kości zwierząt, które otrzym yw ały kalcyto­
ninę przez dłuższy okres czasu (28), a także kości hodowanych in vitro  
w środowisku zaw ierającym  kalcytoninę (74), w ykazały znaczne zm niej­
szenie liczby osteoklastów w stosunku do kontroli bez kalcytoniny.
5. Kalcytonina wyw ołuje spadek w ydalania hydroksyproliny z moczem 
(1, 37) przy niezm ienionym  współczynniku oczyszczania k reatyn iny  (73, 
78). Obecność hydroksyproliny w moczu jest świadectwem  rozpadu ko­
lagenu, podstawowego białka kości.

Fakty  przytoczone w punktach 2, 4 i 5 świadczą o tym, że kalcytonina 
ham uje resorpcję kości. Istn ieją  również dowody (33, 64), że horm on ten 
nie wpływa na proces tworzenia się świeżej tkanki kostnej, ani na de- 
pozycję hydroksyapatytu  w kościach. Trzeba jednak zaznaczyć, że 
G a i l l a r d  (35) opierając się na w ynikach w łasnych badań tw ierdzi, że 
kalcytonina ma wpływ  również na proces tworzenia się kości. Istn ieją  
przesłanki, że horm on ten  działa ham ująco na rozpuszczanie m inerału 
kostnego, natom iast zm niejszanie rozpadu kolagenu kości jest już sku t­
kiem pośrednim  (10). Do podobnego wniosku doszedł również G a i l l a r d
(35), opierając się na dawno już znanym  fakcie, że resorpcja kolagenu jest 
możliwa dopiero po dem ineralizacji jego włókien (23, 63). H e e r s c h e  
(45) przedstaw ił wyniki doświadczeń, które świadczą, że kalcytonina nie 
ma w pływ u na spowodowaną przez parathorm on resorpcję świeżo zsynte- 
tyzowanego kolagenu.

Działanie kalcytoniny na nerki ujaw nia się fosfaturią (78). Efekt ten 
obserwowano u zwierząt z wyciętym i przytarczycam i, a więc w w arun­
kach wykluczających analogiczne działanie parathorm onu. Nie zmienia 
się natom iast, jak  już wspomniano, w ydalanie wapnia w moczu ani w y­
dalanie k reatyniny  (73, 78). Ponieważ szybkość sączenia kłębkowego nie 
ulega zmianie, istnieją dwie możliwości wytłum aczenia zwiększonego w y­
dalania fosforanów:
1. bezpośrednie działanie kalcytoniny na kanaliki nerkow e (zmniejszona 
reabsorpcja) lub
2. pośredni efekt działania kalcytoniny na kość.
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Poglądy na to zagadnienie s ą • podzielone. R o b i n s o n ,  F o s t e r ,  
M a c  I n t y r e  i inni (26, 51, 78, 79) sądzą, że istnieje bezpośredni wpływ 
kalcytoniny na nerki. Można go zauważyć jedynie u zwierząt pozbawio­
nych przytarczyc, z bardzo znaczną hipokalcemią. U takich zwierząt 
kalcytonina nie w yw ołuje już dalszego spadku 'stężenia  wapnia w krwi, 
gdyż resorpcja kości praktycznie zupełnie nie zachodzi. Obserwuje się 
natom iast w yraźny jeszcze spadek poziomu fosforanów w krw i (79). 
Spadek ten nie w ystępuje  u zwierząt, k tórym  usunięto nerki. R a s m u s -  
s e n i jego grupa (73) negują istnienie bezpośredniego efektu nerkowego 
kalcytoniny i tw ierdzą, że fosfaturia jest w ynikiem  procesów zachodzą­
cych w kości, bowiem kalcytonina, ham ując resorpcję i zmniejszając stę­
żenie jonów w apniow ych w krwi, pośrednio w yw ołuje fosfaturię. Na 
poparcie swych poglądów autorzy ci (73) przytaczają fakt, że dożylny 
wlew środka chelatującego w apń również powoduje wzmożone w ydalanie 
fosforanów z moczem, praw dopodobnie jako skutek powstałej hipokalce- 
mii. Działanie kalcytoniny byłoby więc analogiczne, z tym , że w odróż­
nieniu od środków chelatujących, ham uje ona resorpcję. kości. Mimo sta­
łego podawania tego horm onu wywołana przezeń fosfaturia jest tylko 
zjawiskiem  przejściowym  i po pewnym  czasie przestaje się ujaw niać ze 
względu na w strzym anie dopływu jonów fosforanowych z kości. Nato­
m iast fosfaturia spowodowana przez środki chelatujące ma charakter 
trw ały  i u trzym uje się przez cały czas ich działania, gdyż proces resorpcji 
kości dostarcza wciąż nowych jonów fosforanowych.

Praktycznie biorąc nic nie wiadomo na tem at działania kalcytoniny 
na poziomie subkomórkowym . Jedyną hipotezę na ten  tem at wysunął 
D e L u c a  (21) opierając się na danych ze swych prac nad w itam iną D 
i jej oddziaływaniem  z parathorm onem  i kalcytoniną. Zgodnie z tą hipotezą 
w itam ina D jest konieczna do w ytw orzenia system u transportującego, 
k tó ry  umożliwia ruch w apnia i fosforanu z substancji m ineralnej kości 
do krw i za pośrednictw em  kom órek kostnych — osteocytów. Parathorm on 
i kalcytonina konkurują  do miejsc na błonie komórkowej osteocytów i tym  
sposobem kontro lu ją szybkość w ydzielania wapnia i fosforanu do płynu 
pozakomórkowego.

V. Otrzymywanie, budowa i własności chemiczne kalcytoniny

Do niedaw na kalcytoninę otrzym ywano wyłącznie z m ateriału  biolo­
gicznego, najczęściej z gruczołów tarczowych świni. O trzym yw anie jest 
stosunkowo proste i zasadnicze etapy preparatyki są następujące (5, 52, 
58, 83):
1. ekstrakcja kwasem  solnym  lub m ieszaniną n-butanolu, kwasu octo­
wego i wody,
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2. frakcjonow ane strącanie chlorkiem  sodowym,
3. rozdzielanie na Sephadex’ie.

Otrzym ywane p repara ty  m ają aktyw ność hipokalcemiczną około 50 
tysięcy razy wyższą niż wyjściowa tkanka tarczycy (68). Jako jednostkę 
aktywności przyjęto tak zwaną jednostkę MRC (Medical Research 
Council). Jest to ilość kalcytoniny 100 razy większa od dawki, która 
w strzyknięta dożylnie szczurowi o ciężarze 150 g powoduje 10-procentowy 
spadek poziomu wapnia w krw i po 50 m inutach (50). O trzym ano prepara ty
o aktyw ności sięgającej ponad 250 jednostek MRC na 1 mg (32, 48, 69, 
70).

P repara ty  kalcytoniny świni są trw ałe w zakresie pH  od 2 do 6 przez 
okres co najm niej dwutygodniowy. W optym alnym  pH  4,6 ogrzewanie 
w 100°C w ciągu 15 m inut obniża aktyw ność preparatów  kalcytoniny za­
ledwie o 15'%. Traw ienie pepsyną, trypsyną lub chym otrypsyną całko­
wicie niszczy aktywność horm onu (32, 48, 87). Chrom atograficznie i elek- 
troforetycznie udało się rozdzielić p repara ty  kalcytoniny na dwie frakcje, 
nazwane kalcytoniną a i kalcytoniną P, każda o aktyw ności około 200 
jednostek MRC na mg.

Budowa kalcytoniny świni jes t dokładnie znana dzięki pracom  kilku 
grup badaczy (7, 32, 62). Jest to polipeptyd o ciężarze cząsteczkowym 
3 604, składający się z 32 aminokwasów, o sekw encji przedstaw ionej we 
wzorze I.

-------------------- S _ S --------------------------

H - Cys - Ser - Asp - Leu - Ser - Tre - Cys - Wal - Leu - Ser - Ala - Tyr - i  
i

n h 2

L j ry - Arg - Asp - Leu - Asp - Asp - Fen - His - Arg - Fen - Ser - Gli —

N H 2 n h 2 іЦ

•-M et - Gli - Fen - Gli - Pro - Glu - Tre - Pro - NH2

i

Jest to odmiana a, odmiana |3 różni się jedynie tym, że siarka m etioniny 
jest utleniona (32, 62). P eptyd  a, k tó ry  jest produktem  naturalnym , 
w ytw arzanym  w tarczycy, łatwo ulega utlenieniu, przechodząc w od­
mianę (3, nie tracąc przy tym  aktyw ności hipokalcemicznej.

W roku 1968 w laboratoriach Ciba (76) i Sandoz  (42) niezależnie od 
siebie przeprowadzono syntezę kalcytoniny a  w y c h o d z ą c  z pojedynczych
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aminokwasów. O trzym any produkt był identyczny z preparatem  otrzym y­
wanym  z tarczycy świni pod względem własności chrom atograficznych 
i elektroforetycznych, dawał identyczne produkty  degradacji po traw ieniu 
enzymami proteolitycznym i i nie różnił się własnościami biologicznymi. 
N adtlenek wodoru u tleniał go do produktu  identycznego z kalcytoniną 
P (76).

Dzięki syntezie biologicznie czynnej kalcytoniny udowodniono, że 
substancja ta nie zawiera jodu. W spraw ie tej istniały bowiem wątpliwości, 
gdyż niektórzy badacze (9) w ykazywali obecność jodu w oczyszczonych 
preparatach  kalcytoniny.

VI. K alcytonina ludzka
/ ^

Czyste p repara ty  kalcytoniny ludzkiej otrzym ano w 1968 roku (75) 
z guza śródpiersia zbudowanego z kom órek C. Okazało się (75), że ludzka 
kalcytonina jest wpraw dzie również nierozgałęzionym polipeptydem  
składającym  się z 32 aminokwasów, ale budowa tego peptydu jest odm ien­
na niż w  przypadku kalcytoniny świni. Sekwencję aminokwasową kalcy­
toniny człowieka przedstaw ia wzór II (61).

|---------------------- S - S ----------------------------

H - Cys - Gli - Asp - Leu - Ser - Tre - Cys - Met - Leu ■ Gli - Tre - Tyr 
I

n h 2

L  Tre - Glu - Asp - Fen - Ąsp - L iz  - Fen - His - Tre - Fen - Pro - Glu —

n h 2 n h 2 Ń h 2

L  Tre - Ala - 1leu - Gli - Wal - Gli - Ala - Pro - l\IH2

U

Z porów nania tego wzoru ze wzorem kalcytoniny świni (kalcytonina 
a) wynika, że oba polipeptydy różnią się aż 18-oma resztam i am inokwa- 
sowymi. W kalcytoninie ludzkiej nie w ystępują arginina i tryptofan, na­
tom iast pojaw iają się lizyna i izoleucyna. M etionina przesunięta jest 
z 25-go na 8-e m iejsce licząc od końca N (cystyny) (61). Ciężar cząstecz­
kowy kalcytoniny ludzkiej wynosi 3 419. Trypsyna traw i kalcytoninę 
ludzką na dwa fragm enty, składające się z 18-stu i 14-stu aminokwasów
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(75), podczas gdy z kalcytoniny a otrzym uje się trzy  fragm enty, zaw iera­
jące 14, 7 i 11 reszt aminokwasowych (32). K alcytonina ludzka znana jes t 
jako m onomer (kalcytonina M) i jako zaw ierający 64 reszty aminokwaso- 
we dim er (kalcytonina D) (75). Budowę odmiany D przedstaw ia schem at 1 
(61). Zarówno m onomer jak  i dim er są biologicznie aktyw ne.

1 7 18 19 32

H - Cys - ___ - Cys - ____ - Liz - Fen Pro - NH2

S S

S S

H2N - Pro Fen - Liz Cys Cys - H

32 19 18 7 1

Schem at 1. Schem atyczne przedstaw ienie budowy kalcytoniny D jako an ty rów no-
ległego dim eru kalcytoniny M 

Strzałki w skazują m iejsce ataku tryp syn y

Czyste preparaty  posiadają aktywność rzędu 120 jednostek MRC na 1 mg 
suchej masy (75). Oba polipeptydy M i D można przeprowadzić w form y 
utlenione — odpowiedniki kalcytoniny |3 świni, ich aktywność biologiczna 
jest jednak, w odróżnieniu od kalcytoniny P, znikoma (75).

K alcytoninę ludzką otrzym ano syntetycznie w postaci m onom eru
0 identycznych z preparatem  natu ralnym  własnościach chemicznych i bio­
logicznych (82).

Bardzo istotne różnice w chemicznej struk tu rze kalcytoniny ludzkiej
1 kalcytoniny świni są tym  bardziej zaskakujące, że jak  wykazano (8, 29, 
43, 56), p repara ty  otrzym ane z tarczycy świni w yw ołują efekt hipokalce­
m iczny także u człowieka. Ponieważ kalcytoninę ludzką M otrzym ano p re- 
paratyw nie z tkanki nowotworu złośliwego, nasuwało się przypuszczenie, 
że może to być patologiczna odmiana hormonu, produkow ana przez guz. 
W ydaje się jednak, że kalcytonina M jest praw idłową kalcytoniną ludzką. 
Przem aw iają za tym  badania N e h e r a  i wsp. (60). W ykryli oni kalcy­
toninę M w pierw otnych guzach tarczycy i w ich przerzutach u dalszych 
czterech osobników. U jednego z nich kalcytoninę M otrzym ano, choć 
w bardzo m ałych ilościach, także z norm alnej, nowotworowo niezmienionej 
tkanki tarczycy. W niektórych przypadkach stwierdzono także istnienie 
odm iany D, na ogół w ilościach kilkakrotnie m niejszych niż ilość odm iany 
M (60). Jak  dotąd, nigdy nie znaleziono u człowieka kalcytoniny a.
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VII. Znaczenie kalcytoniny w medycynie

W następstw ie odkrycia kalcytoniny m edycyna zainteresowała się 
możliwościami leczenia kalcytoniną niektórych chorób kości lub stanów 
patologicznych, którym  towarzyszy hiperkalcem ia a także związkiem 
przyczynowym  między wydzielaniem  tego horm onu a niektórym i scho­
rzeniam i o nieznanej dotąd etiologii.

Inform acje na te tem aty  są jeszcze nieliczne. Obniżenie poziomu wapnia 
w krw i po podaniu kalcytoniny zaobserwowano w przypadku łagodnej 
hiperkalcem ii u dzieci wywołanej przedawkow aniem  w itam iny D2 (56) 
a także w hiperkalcem ii towarzyszącej rozsianej chorobie nowotworowej
(29) w uogólnionej chorobie Pageta i w przypadkach wola toksycznego (8). 
H a a s  i D a m b a c h e r  (43) donieśli, że obniżenie stężenia wapnia 
w krw i w przypadkach hiperkalcem ii wywołanej rozm aitym i przyczynam i 
jest tym  znaczniejsze, im wyższa była hiperkalcem ia. Natomiast В i j v o e t  
i wsp. (8) doszli do wniosku, że skuteczność kalcytoniny zależy nie tyle 
od stopnia hiperkalcem ii, ile od szybkości obrotu wapnia w kości.

Obraz radiologiczny zmian kostnych u szczurów po długotrw ałym  po­
dawaniu kalcytoniny (28) pozwala przypuszczać, że u podłoża osteopetrozy 
ludzkiej, choroby powodowanej upośledzoną resorpcją kości, leży nad­
m ierne wydzielanie kalcytoniny. Są też obserwacje wskazujące, że hipo- 
kalcemie w przypadku wola obojętnego (54a) i guzów tarczycy (14) a także 
w pseudohipoparatyroidyzm ie (3, 24, 86) mogą być wywołane nadm ierną 
sekrecją kalcytoniny przez tarczycę.

G e r s h b e r g  i H e c h t  (38) jednak nie zaobserwowali różnicy w od­
powiedzi ustro ju  na dożylny wlew wapnia u pacjentów  z pseudohipopa- 
ratyroidyzm em  i u osób zdrowych.

Trzeba zaznaczyć, że opisane tu  fak ty  dotyczą działania kalcytoniny 
otrzym anej ze świni. Możliwość stosowania syntetycznej kalcytoniny ludz­
kiej powinna w najbliższej przyszłości radykalnie wyjaśnić spraw ę te ra ­
peutycznej wartości preparatów  tego hormonu.

VIII. Podsumowanie

Kalcytonina jest jeszcze jednym  horm onem  w pływ ającym  na proces 
resorpcji kości, lecz działającym  w sposób całkowicie przeciw staw ny 
i prawdopodobnie niezależny od parathorm onu. Ham ując resorpcję, lecz 
nie zmniejszając procesu tworzenia się nowej kości, kalcytonina może 
obniżać stężenie wapnia w krwi. Podobnie jak  w przypadku parathorm onu 
wydzielanie kalcytoniny jest regulowane w sprzężeniu zw rotnym  przez 
poziom jonów wapniowych w krw i przepływ ającej przez produkujący ją  
gruczoł.
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Pomimo dokładnego poznania budowy kalcytoniny b rak  jest dosta­
tecznej wiedzy o mechanizm ie działania tego horm onu na poziomie m o­
lekularnym , a spraw ą całkowicie niejasną jest podobieństwo działania ka l­
cytoniny świni i człowieka mimo tak  znacznych różnic w sekw encji 
aminokwasowej. Odkrycie, że u człowieka kalcytoninę produkują oprócz 
tarczycy także inne gruczoły, wyjaśniło dlaczego usunięcie tarczycy u lu ­
dzi nie powoduje w yraźnych zaburzeń przem iany wapniowej ustro ju .

W m edycynie klinicznej poznanie kalcytoniny pozwoli praw dopodobnie 
w najbliższym  czasie ustalić, że przyczyną niektórych chorób są zabu­
rzenia wydzielania tego hormonu. Można spodziewać się zastosowania 
kalcytoniny w praktyce leczniczej tak  w przypadkach niedostatecznej 
produkcji kalcytoniny, jak  i dla przeciwdziałania skutkom  nadm iernego 
wydzielania parathorm onu. K rótkotrw ałość efektu hipokalcemicznego 
kalcytoniny może budzić pewne wątpliwości co do perspektyw  skutecz­
nego jej stosowania.
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JE R E M IA SZ TO M A SZ E W SK I* , K R Y S T Y N A  W O ŹN IAK **

Renina i angiotensyna 

Renin and Angiotensin

Biochemical p roperties and some factors influencing on th e  ren in-angio tensin  
system  are presented.

i
Rola oraz znaczenie ren iny  i angiotensyny w fizjopatologii jest od 

wielu lat przedm iotem  licznych badań doświadczalnych i klinicznych. 
Wiadomo, że układ ten  jest jednym  z czynników horm onalnej regulacji 
hem odynam iki ustro ju  i jako taki jest w wielu punktach sprzężony z prze­
m ianam i zachodzącymi w obrębie nerki, łożyska naczyniowego i niektórych 
gruczołów wew nętrznego w ydzielania (61).

Zgromadzono również wiele danych doświadczalnych dotyczących m e­
tabolizm u ren iny  i angiotensyny. Dotychczasowe badania nie w yjaśniają 
wprawdzie w szystkich problemów, pozwalają jednak na stworzenie pew ­
nego ogólnego obrazu m etabolizm u reniny i angiotensyny oraz przedsta­
wienie biochemicznych aspektów tego układu.

I. Renina

Renina jest enzymem  proteolitycznym , katalizującym  hydrolizę w ią­
zania peptydowego w angiotensynogenie z uwolnieniem  dekapeptydu — 
angiotensyny I.

Jak  w ynika z badań T o b i a n a  (59), H a r t r o f t a  i wsp. (18), 
C o o k a  i P i c k e r i n g a  (8), B i n g a  i wsp. (3) i innych, miejscem 
syntezy reniny są głównie kom órki JG  (ang. juxtaglomerular)  apara tu  
przykłębkowego nefronu. Jej synteza i sekrecja jest regulowana na za­
sadzie wrażliwości kom órek JG  na rozciąganie spowodowane zmianą 
napięcia ściany w następstw ie zmian ciśnienia lub objętości krw i w tę tn i- 
czce doprowadzającej (34, 59). Nie w ydaje się jednak, aby wyłącznie 
lokalne stosunki hem odynam iczne i stan  ściany tętniczek nerkow ych

* Dr, Ośrodek N aukow o-Badaw czy, A kadem ia M edyczna, Lublin.
** Lek. med., Ośrodek N aukow o-Badaw czy, A kadem ia M edyczna, Lublin.
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w arunkow ały wydzielanie reniny. Komórki JG  mogą być również pobu­
dzane za pośrednictwem  nerwów sym patycznych poprzez receptory sinus 
carotis (60), lub ośrodki mózgowe (20), a G r o s s  i wsp. (15) oraz 
S к  i n n e r  i wsp. (57) zwrócili uwagę na znaczenie osmolarności moczu 
w kanalikach dystalnych i na udział m ineralokortykoidów  w sekrecji 
reniny.

TKANKA NERKOWA

Homogenizacja,

1
ekstrakcja 0,9 NaCl w temp.4°C 

ęści nierozpuszczalne

EKSTRAKT SOLNY

Frakcjonowanie 
sączenie przez

1
40% siarczanem 
'elit 545, dializ

amonu
a
ad

SUPERNATANT

Frakcjonowanie 
dializa supernat

1
3% siarczanem 
antu w pH 7

O

amonu w pH 2,5 

ad

SUPERNATANT
■

Chromatografia na DEAE celulozie
bufor fosforanowy 0,005 - 0,05 M pH7 - 0,1 M NaCl
dializa frakcji reniny

|------------ Osad

FRAKCJA RENINY
1

Chromatografia na CM celulozie, bufor octanowy 0,2 M pH 4,9 
Zaeeszczanie frakcji reninowej dializą ciśnieniowa 

1
FRAKCJA RENINY1

Sączenie przez Sephadex G 100, bufor fosforanowy 0,5 M pH6 
в zagęszczanie

FRAKCJA RENINY
1

Sączenie przez Sephadex G 100 Supp. F 
bufor fosforanowy 0,1 - 0,5 M pH6, zagęszczanie 

1
FRAKCJA RENINY

1
Elektroforeza na żelu skrobiowym frakcji reninowej 

1 zagęszczanie

RENINA OCZYSZCZONA

Schem at 1. O trzym yw anie i oczyszczanie reniny z nerki w ieprzow ej w edług P earta
i wsp. (41)

W ekstrakcie NaCl około 840 g białka, po elektroforezie skrobiow ej — 1,8 mg. A ktyw ność spe­
cyficzna m ateriału  w yjściow ego  8 j/m g, preparatu oczyszczonego — 110 000 j/m g białka
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W ydaje się, że ren ina uw alniana jest do krw i w form ie czynnej. P rze­
m awia za tym  aktyw ność enzym atyczna oczyszczonych różnym i m etodam i 
preparatów  reniny w  układach modelowych i in vivo.

Dotychczas nie m a danych o składzie i sekwencji aminokwasowej 
reniny. Jakkolw iek już  w latach trzydziestych próbowano wyekstrahować 
reninę z homogenatów tkankow ych nerek, uzyskanie czystego enzymu na­
potyka nadal na szereg trudności. Za pomocą frakcjonow ania ekstraktów  
solnych rozpuszczalnikam i organicznym i lub siarczanem  amonu przy róż­
nych pH  i w różnej tem peraturze oraz chrom atografii na DEAE  i CM-ce- 
lulozie nie udało się uzyskać czystej reniny ludzkiej (10, 19), wieprza 
i z nerki psa. Stosunkowo najczystszy preparat enzymu, homogenny w im- 
m unoelektroforezie i u ltraw irow aniu, otrzym ali P e a r t  i wsp. (41) 
drogą w ielokrotnego oczyszczania (schemat 1).

Renina jest białkiem  ciepłochwiejnym. Masa cząsteczkowa reniny 
ludzkiej oznaczona przez W a r r e n a  i D o l i n s k  y ’e g o (62) m etodą 
sączenia m olekularnego na żelu Sephadex G 200 wynosi 42 300. Podobne 
w artości uzyskano dla ren iny  zwierzęcej (41, 45) za pomocą sączenia na 
żelu i ultraw irow ania.

O ile surowe p repara ty  reniny są stabilne w zakresie pH  od 2 do 10, 
nie tracą aktyw ności ogrzane do 60°C, a w —10° mogą być przechowywane 
naw et 2 lata, to enzym wysoko oczyszczony jest bardzo labilny już w tem ­
peraturze pokojowej, a pienienie, adsorbcja na powierzchni szkła, za­
m rażanie i topnienie oraz liofilizacja jego roztworów prowadzą do nie­
odwracalnej s tra ty  aktyw ności (40). Aktywność enzym atyczną zachowują 
roztw ory reniny przechowyw ane w 0°C, a także roztw ory z dodatkiem  
album iny (7), tiom ersalu lub siarczanu neom ycyny (41).

Podczas elektroforezy na podłożu skrobiowym  renina wieprza w ędruje 
z szybkością właściwą prealbum inom  (42), a renina ludzka wolniej (40). 
Przy podobnej wielkości cząsteczek może to być uw arunkow ane różnicami 
gatunkow ym i w sekw encji aminokwasowej i związaną z tym  zmianą ła­
dunku. W ydaje się jednak, że centra aktyw ne enzymów ssaków różnych 
gatunków są ukształtow ane podobnie. W prawdzie z badań S c h a f f  e n -  
b u r  g a i wsp. (46) oraz L u b a s h a  i P e a r t a  (32) wynika, że renina 
ludzka nie działa na angiotensynogen wieprza, a enzym z w ieprza na 
substra t ludzki, jednak  angiotensynogen z krw i wołu jest rozkładany przez 
reninę człowieka, psa, królika i szczura (27), a renina wieprza działa na 
substra t ze szczura i kota (2, 43, 44). M u n o z i wsp. (35) oraz P  o u 1 - 
s e n  (44) badali działanie ren iny  ludzkiej na oczyszczony angiotensynogen 
człowieka, wołu oraz kota i nie stw ierdzili zmian aktyw ności enzymu, 
zależnych od rodzaju użytego substratu . W iększą swoistość zaobserwowano 
w badaniach immunologicznych. Im m unizację psów lub królików można 
wywołać jedynie ren iną obcogatunkową, a w ytw orzone przeciwciała rea­
gują głównie z antygenem  gatunkow ym  (17, 41, 47). Jednak  D e o d h a r
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i wsp. (9) wykazali, że wytw orzone pod wpływem  acetylow anej ren iny  
psa przeciwciała w surow icy psa reagują w znacznym stopniu także 
z reniną ludzką, a przeciwciała surowicy królika imm unizowanego ace- 
tylow aną reniną wieprza wiążą antygeny wieprza, psa i królika.

II. Angiotensynogen

G r e e n  i B u m p u s  (14) w yodrębnili z krw i końskiej białko z grupy 
a-2 globulin, z którego pod wpływem  reniny pow staje angiotensyna. 
S k e g g s  i wsp. (54) badając natu ralne i syntetyczne polipeptydy u sta ­
lili, że najm niejszą jednostką odszczepiającą pod działaniem  ren iny  angio- 
tensynę jest te tradekapeptyd  o budowie przedstaw ionej na schem acie 2.

NH,I 1
C  =  NH  l
NHI

COOH C H 2 I I 
C H , C H ,

OH E N ZY M
KONWERTUJĄCY R E N IN A

N H ^ H  CH 2 CH^CHji 

CONH-<p H CH

CO NH-CH CH2 С Н з^Н г c - N .
------- • <рн -----

A l

/c%
ASP C - N h fCO NH-CH

ADGMKW . C O N H -C H  CH2 
WAL l. I ^

jY R  CONH-CH /  \  
С О - N  C H 2

il e u  I iHIS сн2-сн2
PRO

CH2 I L
CH —  CONH-cpH

H
С —N 
II '̂ CH 
C -N H

C H ,

C O N H -C H

сн3/сн3
CH CHoCHo  I \ 3/  3 
CH2

FEN CONH —  CH

OH

A l
CH

C H 2 С Н з ^ Н ^ /

H IS
I

C O N H -C H  CH 
LEU CONH-CH C H

I

LEU I
C O N H -C H  
W AL CO NH  

T Y R

TRYPSYNA

OHICH2 
-?H 
C O O H  

J  SER

R
Schemat 2. S tru k tu ra  N-końcowego fragm entu  angiotensynogenu w edług Skeggsa

i wsp. (55)

Ponieważ autorzy otrzym ali tetradekapeptyd  z surow icy krw i poddanej 
działaniu trypsyny, można przypuszczać, że jest on N-końcowym frag­
m entem  łańcucha większej cząsteczki białkowej. Czy fragm ent tak i jest 
składnikiem  jednego określonego białka zawartego w osoczu, czy też może 
być produktem  rozpadu różnych białek obecnych w frakcji a-2 globulin, 
pozostaje spraw ą otw artą. Za pomocą rozdziału chrom atograficznego na 
DEAE-celulozie, w gradiencie pH  od 5,6 do 4, S k e g g s  i wsp. (55) 
uzyskali z oczyszczonego substra tu  wieprza aż pięć aktyw nych frakcji. 
Zaw ierają one glikoproteidy o masie cząsteczkowej rzędu 57 000 i podob­
nym  składzie aminokwasowym, różniące się nieco kom ponentą węglo­
wodanową. Nie wiadomo, czy są to różne substra ty  ulegające działaniu
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reniny, czy też produkty  depolim eryzacji jednej większej cząsteczki spe­
cyficznego angiotensynogenu.

Miejscem syntezy angiotensynogenu jest prawdopodobnie w ątroba (2). 
Mechanizm regulacji syntezy nie jest znany. Można przypuszczać, że nie 
ma sprzężenia między zużyciem a sekrecją, gdyż w 24 godziny po nefrek- 
tom ii stężenie angiotensynogenu w osoczu w zrasta naw et 10-krotnie (2).

III. Przemiana angiotensynogenu w angiotensyn

Brak danych o budowie przestrzennej angiotensynogenu i ren iny  
oraz trudności w otrzym aniu wysoko oczyszczonych preparatów , nie 
pozwalają na jednoznaczne określenie m echanizm u i k inetyki przem iany 
angiotensynogenu (schemat 3).

Asp - Arg - Wal - Tyr - Ileu - His - Pro - Fen - His - Leu - Leu - Wal - Tyr • Ser - R

Angiotensynogen osocza 

Renina

Asp - Arg - Wal—Tyr -  Ileu - His - Pro - Fen - His • Leu+Leu - Wal - Tyr - Ser - R 

Angiotensyna

Enzym konwertujący 

Asp - Arg - Wal - Tyr - Ileu • His - Pro - Fen + His • Leu 

Angiotensyna II

Angiotensynazy

Nieaktywne peptydy 

Schemat 3. P rzem iana angiotensynogenu

Renina hydrolizuje wiązanie leucylo-leucylowe angiotensynogenu przy 
czym, jak  wykazano stosując syntetyczne polipeptydy (55), jej działanie 
jest uw arunkow ane sekwencją najw yżej ośmiu aminokwasów w otoczeniu 
tego wiązania. W skazuje to na ograniczoną swoistość wobec substra tu  
białkowego, a ponadto na praw dopodobieństwo kom petytyw nego ham o­
wania prawidłowego przebiegu reakcji przez m niejsze polipeptydy. 
W układach: renina ludzka — substra t z wołu, zależność szybkości pow sta­
w ania angiotensyny od stężenia enzymu, a właściwie od zwiększającej się 
jego aktywności, jest według L e v e r a  i wsp. (27) prostoliniowa (ry­
sunek 1).
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Wzorcowa tem na ludzka | 'mi m ieszaniny inkubacyinei

Rys. 1. Zależność szybkości reakcji od stężenia enzym u według L evera i wsp. (27) 
M ieszanina inkubacyjna 4 m l roztw oru substratu w ołow ego 30 j/m l z w zrastającą ilością  ren iny  
ludzkiej o aktyw ności 0,6 jG/ml. pH-5,7, tem peratura 37°, biologiczny pomiar stężenia u tw orzo­

nej angiotensyny

Rys. 2. W ykres L inew eavera-B urka zależności odwrotności szybkości reakcji od 
odwrotności stężenia substra tu  w edług Sealey i wsp. (50)

Stężenie reniny 0,0034 jG/m l, pH 7,4

Podobne w yniki uzyskał P o u l s e n  (44) działając reniną ludzką na 
angiotensynogen z kota. W edług B r o w n a  i wsp. (5) in vitro  reakcja 
zachodzi w szerokim zakresie pH  5,5—8 (optimum pH  6,4) i tem peratury : 
20°— 56°, przy czym jej szybkość jest w prost proporcjonalna do tem pe­
ratu ry .
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Stosując oczyszczoną według H a s s a  i wsp. (19) reninę ludzką, 
S e a l e y  i wsp. (50) badali kinetykę reakcji enzym atycznej. Surowicę, 
po dodaniu dw uizopropylofluorofosforanu (DFP) w celu unieczynnienia 
angiotensynazy, dializowano wobec EDTA i wody a następnie inkubowano 
w odpowiednich rozcieńczeniach z s\ałą ilością reniny. Ilość utworzonej 
angiotensyny oznaczano biologicznie. Stężenie molowe substra tu  wyliczono 
przy założeniu, że mol angiotensyny o masie równej 1 000 pow staje z jed ­
nego mola angiotensynogenu. Z analizy zależności między odwrotnością 
stężenia substra tu  i szybkości reakcji według Linew eaw era-Burka wynika, 
że stała Km wynosi 3,0X 10-7 (rysunek 2). Należy jednak wspomnieć, że 
w doświadczeniach tych nie wykluczono działania endogennych inhibi­
torów i aktyw atorów  reniny.

Można przypuszczać, że aktywność reniny, w yrażona jako stężenie roz­
łożonego substra tu  lub utworzonej angiotensyny, w optym alnych w arun ­
kach modelowych nie przekracza 5— ІОм-МДіМ enzymu na godzinę. Jeśli 
się zważy, że in vivo  mogą działać różne inhibitory, jest to aktywność 
bardzo niska. Z drugiej strony, duża aktywność biologiczna angiotensyny 
uzasadnia m inim alną szybkość jej powstawania.

Różnice w aktyw ności reniny inkubowanej z różnym i próbkam i in- 
aktywowanego osocza (4, 6) nasuw ały przypuszczenie o obecności endo­
gennych aktyw atorów  lub inhibitorów. Dotychczas niewiele wiadomo
0 występow aniu aktyw atorów  reniny. Jak  w ynika z badań S к e g g s a
1 wsp. (55) oraz innych autorów  (21, 25) inhibitoram i ren iny  mogą być 
niższe polipeptydy, zaw ierające wiązanie leucylo-leucynowe obok C-koń- 
cowej w alilo-tyrozyny lub walilo-fenyloalaniny. W zrost aktyw ności re ­
niny dodanej do osocza zw ierząt po nefrektom ii (2, 21) wskazuje na 
dodatkowy udział nerki w regulacji szybkości tworzenia angiotensyny. 
W prawdzie wiadomo było, że tkanka nerkow a jest również źródłem sub­
stancji depresorycznych, działających na drodze horm onalnej (26, 58), 
jednak dopiero S e n  i wsp. (51) wykazali w tkance nerkowej obecność 
inhibitora ham ującego tworzenie angiotensyny. Za pomocą frakcjonow ania 
i chrom atografii na żelu krzem ionkowym  w yodrębnili oni z acetonowego 
ekstrak tu  tkanki nerkow ej fosfolipid obniżający aktywność reniny in vivo  
i in vitro. Na podstawie badań analitycznych i w podczerwieni autorzy 
przypisują m u budowę zbliżoną do fosfatydyloseryny (I). Mechanizm 
ham ow ania reakcji przez ten  związek nie jest znany.

W celu w yjaśnienia różnic między aktyw nością reniny w surowicy 
i w osoczu, do którego dodano heparyny, S e a l e y  i wsp. (50) badali 
w pływ  heparyny na kinetykę reakcji enzym atycznej. Po wykluczeniu 
w pływ u heparyny na fizjologiczne działanie angiotensyny, autorzy stw ier­
dzili, że heparyna już w stężeniu 2,6X10-6 M/10 j na 1 ml ham uje powsta­
wanie angiotensyny w około 17°/o. W pływ heparyny na szybkość reakcji 
nie zależy od stężenia reniny, natom iast zależy od stosunku stężeń inhi­
bitora do substratu .
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II
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W yniki badań kinetycznych, w których ustalono wartość stałej inhi­
bitorowej heparyny K ; =  4X 10~6M, a więc wartość o jeden rząd wyższą 
od stałej Michaelisa, w skazują na możliwość kom petytyw nego ham ow ania 
przez heparynę reakcji substra tu  z reniną. Wobec zasadniczych różnic 
s truk tu ra lnych  między substratem  i polisacharydem  ten typ  inhibicji 
jes t trudny  do wyjaśnienia. Nie wiadomo, czy heparyna, w ystępując 
w  ustro ju  w znacznie niższych stężeniach niż stosowane w doświadcze­
niach in vitro, ham uje działanie ren iny  również in vivo.

Pow stający z angiotensynogenu pod w pływem  reniny, dekapeptyd 
angiotensyna I, w ykazuje tylko niską aktywność horm onalną (52). Dopiero 
pow stający z dekapeptydu w następnym  etapie oktapeptyd, angiotensyna
II, jest substancją w pełni biologicznie czynną (36, 53). Enzym  kon­
w ertu jący , k tóry  katalizuje odszczepienie histydyloleucyny od dekapepty­
du nie jest zidentyfikow any i nie wiadomo czy jest to jedna, specyficznie 
działająca peptydaza. Ponieważ obniżenie ciśnienia krw i przy nadciśnie- 
niach powikłanych uszkodzeniem w ątroby kojarzono z brakiem  enzym u 
konw ertującego (29), L о у к e (30) w celu w yjaśnienia tego zagadnienia 
przeprowadził badania na zwierzętach, na które działano czterochlorkiem  
węgla. W surowicy tych zw ierząt znaleziono praw ie wyłącznie angio- 
tensynę I, k tóra jednak naw et po dodaniu surow icy bogatej w enzym 
konw ertujący nie przechodziła w angiotensynę II. Można zatem  przy­
puszczać, że uszkodzenie w ątroby nie prowadzi do niedoboru enzym u 
konw ertującego, a raczej powoduje uw alnianie czynników ham ujących 
przem ianę angiotensyny I w angiotensynę II.

Nowe poglądy na reakcję konw ersji przedstaw ili N g  i V a n e  (37). 
Stw ierdzili oni, że angiotensyna I powstająca w układzie żylnym  ulega 
przem ianie w angiotensynę II w krążeniu płucnym , natom iast angio­
tensyna I powstająca w układzie tętniczym  ulega częściowo rozkładowi, 
a konw ersji dopiero po przejściu przez układ żylny i krążenie płucne. 
W yjaśnienie, czy enzym konw ertujący (endo lub karboksypeptydaza?) 
je s t zlokalizowany w obszarze krążenia płucnego czy jest tam  jedynie  
aktyw ow any, wym aga dalszych badań.
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IV. Angiotensyna

Ostateczny produkt przem iany katalizowanej przez reninę i enzym 
konw ertujący, angiotensyna II, jest jedną z najsilniej działających sub­
stancji presorycznych. Sekwencję aminokwasową naturalnego oktape- 
p tydu otrzym anego z krw i końskiej określili S к e g g s i wsp. (56), 
a angiotensyny z wołu E l l i o t t  i P e a r t  (11). W ielu badaczy otrzy­
mało syntetyczne analogi angiotensyny o równoważnym  działaniu bio­
logicznym.

Angiotensyna:

Wolu Asp - Arg - Wal - Tyr - lleu - His - Pro - Fen
Konia Asp - Arg - Wal - Tyr - Wal - His - Pro - Fen
Syntetyczna N H2 - Asp - Arg - Wal - Tyr - Wal - His - Pro - Fen

Schemat 4. Sekw encja am inokw asow a angiotensyn wołu, konia i syntetycznej

G atunkowe różnice składu aminokwasowego angiotensyny (schemat 4) 
dotyczą jedynie w aliny lub izoleucyny w pozycji 5. Am idacja kwasu 
asparaginowego na N-końcu łańcucha nie znosi hormonalnego działania 
angiotensyny. Przypuszcza się, że jej działanie uw arunkow ane jest obec­
nością wolnej grupy karboksylowej na C-końcu łańcucha, rodnikam i a ro ­
m atycznym i w pozycji 4 i 8, heterocyklicznym i pierścieniam i histydyny 
i proliny, a także s tru k tu rą  a-spirali. W rozcieńczonych roztworach 
angiotensyna jest szybko inaktyw ow ana przez adsorbcję na powierzchni 
naczyń i utlenianie (1, 40). Obecność ugrupow ań silnie polarnych ułatw ia 
adsorbcję na wielu nośnikach, co w ykorzystano w m etodach otrzym yw a­
nia, izolowania i oznaczania agiotensyny. Między innym i В o u с h e r 
i wsp. (4) w yodrębnili angiotensynę z ludzkiego osocza stosując adsorbcję 
na kolum nie Dowex 50 W X 2 i elucję N dwuetyloam iną, a następnie roz­
dział eluatu na im pregnowanej 1 N HC1 bibule, za pomocą fazy ruchom ej: 
butanol, kw as octowy, woda w stosunku 54 : 10 : 50. P  a g e i В u m p u s 
(38) oraz P e a r t  (39) do oczyszczania angiotensyny z m ateriału  biolo­
gicznego i do badań porównawczych oktapeptydów  syntetycznych i ze 
ssaków różnych gatunków  w ykorzystali chrom atografię rozdzielczą w sy­
stem ach przeciw prądow ych.

Stężenie angiotensyny w osoczu, według różnych autorów  (4, 48) w y­
nosi od 0 do 35 ng/100 ml i m a niew ątpliw ie w ażny udział w regulacji 
stosunków hem odynam icznych ustro ju . Podobnie jak  większość horm o­
nów, angiotensyna działa wielokierunkowo. W yniki doświadczeń w ska­
zują, że presoryczna aktyw ność angiotensyny może wynikać z: 1. bez­
pośredniego działania na naczynia obwodowe powodującego ich zwężenie 
(16, 63), 2. pobudzania przez ośrodki mózgowe układu neurow egetatyw -
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nego lub aktyw ow ania neurohorm onów (28, 33, 49), 3. ingerencji w gospo­
darkę w odno-elektrolitow ą na zasadzie regulacji resorbcji i w ydalania 
sodu w kanalikach nerkow ych (12), 4. adrenotropow ego działania na korę 
nadnerczy i udziału w regulacji ciśnienia krw i za pośrednictw em  aldo- 
steronu (13, 18).

W ydaje się, że obok sprzężonych procesów anabolicznych fizjologicz­
nym  regulatorem  aktyw ności angiotensyny jest jej enzym atyczna inakty- 
wacja. Określona m ianem  angiotensynazy (38), liczna zapewne grupa 
enzymów proteolitycznych powoduje szybki rozkład oktapeptydu do nie­
czynnych związków. Stwierdzono, że degradację angiotensyny powodują 
trypsyna, chym otrypsyna, leucyloam inopeptydaza, karboksypeptydaza, 
pepsyna, katepsyny tkankow e i inne peptydazy. Największa aktyw ność 
angiotensynaz w surowicy krw i przypada na frakcje  a-globulinowe (24), 
a K h a r  i r a l l a h  i wsp. (23) wykazali, że ich działanie o optim um  
pH  w granicach 7,4— 8,6 uw arunkow ane jest obecnością jonów wapnia. 
Na tej zasadzie EDTA zabezpiecza częściowo angiotensynę osocza przed 
inaktyw acją.

Jakkolw iek pochodzenie angiotensynaz obecnych w osoczu nie zostało 
ustalone, można przypuszczać, że mogą to być zarówno peptydazy pocho­
dzenia wątrobowego (40), jak  i inne enzymy tkankow e uwalniane, a być 
może i działające miejscowo w obrębie poszczególnych narządów. W yniki, 
oznaczeń angiotensynaz, oparte na biologicznym teście spadku aktywności 
egzogennej angiotensyny (22), lub na badaniu szybkości hydrolizy a-L-as- 
paragino-f3-naftyloamidu (31), jak  dotąd nie w ykazały zależności między 
aktyw nością presoryczną angiotensyny a aktyw nością działających na 
nią enzymów. Z drugiej strony w ydaje się, że przypuszczenia, wiążące 
stany nadciśnienia przy norm alnym  poziomie reniny ze spadkiem  aktyw ­
ności enzymów rozkładających angiotensynę są uzasadnione.
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K O N S T A N T Y  W IŚN IE W SK I *

Działanie „transportowe” insuliny a synteza białek 

The „Transport” Effect of Insulin and Protein synthesis

The effect of insulin  on th e  protein  synthesis w ith  p articu la r consideration of 
the “tran sp o rt” effect of this horm on is review ed.

W ciągu 46 lat jakie upłynęły od odkrycia B a n t i n g a  i B e s t a  
(2) nagrom adził się bogaty m ateriał doświadczalny wskazujący na różno­
rodne i w ielokierunkow e działanie insuliny. Jedną z podstawowych grup 
przem ian aktyw ow anych przez insulinę jest synteza białka.

W roku 1928 L u с к  i wsp. (26) pierw si zaobserwowali, że podanie 
insuliny obniża poziom aminokwasów w krw i zarówno u ludzi jak  też 
u zwierząt doświadczalnych. Obserwacje te  dały początek badaniom  nad 
wpływem  tego horm onu zarówno na transport aminokwasów przez błony 
kom órkowe jak i syntezę białek. P raw ie 20 lat później I n g 1 e i wsp. 
(16) w doświadczeniach na zwierzętach pozbawionych trzew  stw ierdzili, 
że insulina również w tych w arunkach obniża poziom aminokwasów 
w  krwi. Pozwoliło to jednak zaledwie na wyciągnięcie wniosku, że 
horm on ten  zmienia poziom aminokwasów w krwi.

Bardziej szczegółowe badania przeprowadzili R i g g s i wsp. (42, 45). 
W doświadczeniach in vivo  oznaczali oni poziom niektórych am inokwa­
sów w surowicy i w tkankach i stw ierdzili, że insulina obniża poziom 
badanych aminokwasów w surowicy, natom iast podwyższa ich zawartość 
w tkankach. W skazywało to, że insulina ułatw ia przenikanie am inokwa­
sów przez ściany naczyń.

Doświadczenia przeprowadzone in vivo  dostarczały jednak zbyt ską­
pych i ogólnikowych danych. Nie można było na ich podstawie rozstrzy­
gać, czy obserwowane skutki zależą od bezpośredniego działania insuliny, 
czy też są wynikiem  jej w pływ u na dość odległe procesy metaboliczne, 
k tóre z kolei ak tyw ują proces przenikania aminokwasów z krw i do 
tkanek.

Znaczny postęp у/ tej dziedzinie badań datu je  się od wprowadzenia 
techniki badań na izolowanych narządach oraz zastosowania znakowanych
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aminokwasów. Stwierdzono w licznych doświadczeniach in vitro, że insu­
lina przyspiesza transport badanych aminokwasów z buforu do izolowanej 
przepony (1, 3, 5, 8, 10, 17, 28, 29, 30, 48, 56, 60, 63), skraw ków w ątroby 
(35, 36, 37) i perfundowanego serca (33, 62). W ykazano zatem, że insulina 
bezpośrednio aktyw uje proces transportu  aminokwasów przez błony ko­
mórkowe, jednakże problem  m echanizm u tego działania pozostał o tw arty .

L e v i n e  (22) postawił hipotezę, że insulina działając na błony ko­
mórkowe tkanek wrażliwych na ten horm on zwiększa szybkość tran spo rtu  
cukrów i w ten sposób zmienia metabolizm  komórki, a wszelkie inne 
efekty biologiczne obserwowane po podaniu insuliny są efektam i w tó r­
nym i uzależnionym i od zmienionego transportu  cukrów. Należało zatem  
w yjaśnić doświadczalnie, czy i jaka jest zależność działania insuliny na 
transport aminokwasów i syntezę białek od w pływ u tego horm onu na 
transport glukozy.

Dobrym  modelem doświadczalnym do rozwiązania tego zagadnienia 
okazała się izolowana przepona szczura. Inkubując tę tkankę w obecności 
znakowanego aminokwasu można obserwować jego transport i w budo­
w yw anie do białek tkanki, Szybkość wbudow ywania am inokwasów do 
białek przepony in vitro  jest odzwierciedleniem procesu syntezy białek
(30).

Zależność w pływ u insuliny na transport aminokwasów i syntezę bia­
łek od działania tego horm onu na penetrację glukozy do kom órek badana 
w szeregu doświadczeń wychodząc z różnych założeń teoretycznych. 
W o o l  i K r a h l  (60) inkubowali przeponę szczura ze znakowanym i 
aminokwasami, zmieniając tylko stężenie glukozy w buforze w  granicach 
od 0 do 600 mg %>. P rzy  wzroście stężenia glukozy w zrastała również 
szybkość jej przenikania do w nętrza komórki, podobnie jak  po podaniu 
insuliny, jednakże nie stwierdzono zmian we w budow yw aniu am inokw a­
sów przy różnych stężeniach glukozy w buforze. W ielu badaczy natom iast 
(18, 19, 60, 61) obserwowało aktyw ujące działanie insuliny na tran spo rt 
aminokwasów do izolowanej przepony inkubowanej w środow isku bez 
glukozy. Przytoczone dane wskazują, że wpływ insuliny na syntezę bia­
łek nie zależy od transportu  glukozy. Wniosek ten  potwierdzili B a t t a -  
g l i a  i wsp. (3) wykazując, że swoisty inhibitor transportu  cukru, flo- 
rydzyna, elim inuje tylko aktyw ujące działanie insuliny na tran spo rt 
cukru, nie ham uje natom iast pobudzającego w pływ u horm onu na w budo­
w yw anie aminokwasów do białek.

Omówione wyżej badania w skazujące na udział insuliny w transporcie  
aminokwasów i syntezie białek nie przesądzały jednak czy wzrost syntezy 
białka obserwowany po podaniu insuliny jest następstw em  zwiększonego, 
transportu  aminokwasów do komórki, czy też przyspieszone przenikanie 
aminokwasów jest wywołane zwiększonym zapotrzebowaniem  kom órki, 
w której insulina aktyw uje proces syntezy białka.
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Celem oddzielenia tych dwóch procesów, transportu  i zużytkow ywania 
w syntezie białek badanego aminokwasu, K i p n i s  i N o a l l  (17) 
wprowadzili do badań kwas a-aminoizomasłowy, k tóry  nie jest wyko­
rzystyw any w syntezie białek mięśnia przepony. Stw ierdzili oni, że am i­
nokwas ten  nagrom adzał się w tkance, przy czym jego stężenie w ew nątrz­
kom órkowe było większe niż zewnątrzkomórkowe. Insulina, naw et w śro­
dowisku bez glukozy, podwyższała szybkość transportu  i końcowe stężenie 
kwasu a-aminoizomasłowego w płynie komórkowym. Doświadczenia 
K i p n i s a  i N o a l l a  powtórzyli inni autorzy (1, 5, 10, 29, 33) stw ier­
dzając również pobudzający wpływ  insuliny na transport kwasu a-am i­
noizomasłowego.

Trudno jednakże było na podstawie tych obserwacji przyjąć, że insu­
lina w rów nym  stopniu zwiększa transport różnych aminokwasów bio­
rących udział w syntezie białek. M a n c h e s t e r  i Y o u n g  (29) w do­
świadczeniach na izolowanej przeponie stwierdzili, że insulina stym u­
lowała nagrom adzanie nie tylko kwasu a-aminoizomasłowego ale i gli­
cyny, natom iast nie wyw ierała wpływ u na transport alaniny, fenyloala- 
niny, lizyny, argininy czy ornityny. A k e d o  i C h r i s t e n s e n  (1) 
pracując na tym  samym m odelu stw ierdzili, że insulina aktyw uje prze­
nikanie do tkanki L-proliny, L-metioniny, glicyny, sarkozyny i d ,L-izoleu­
cyny. Przedstaw ione dane wskazywałyby, że to działanie insuliny nie 
odnosi się do wszystkich aminokwasów biorących udział w syntezie 
białek.

Bardziej istotnym i dowodami wskazującym i na bezpośredni wpływ 
insuliny na transport aminokwasów były doświadczenia przeprowadzone 
w w arunkach zupełnego zahamowania syntezy białek. Zastosowano pu- 
rom ycynę, która podana w odpowiedniej dawce ham uje syntezę białka
(36), lecz n ie zmienia transportu  aminokwasów do tkanki (10). C a r  l i n  
i H e c h t e r  (5) oraz F r i t z  i K n o b i l  (10) stw ierdzili, że insulina 
aktyw uje transport proliny i kwasu a-aminoizomasłowego do mięśnia 
przepony w obecności purom ycyny podanej w dawce, która zupełnie 
ham owała w budow yw anie aminokwasów do białek. A ntybiotyk ten nie 
elim inuje w pływ u insuliny na transport cukru do izolowanej przepony 
(5, 8). С a s 1 1 e s i W o o 1 (6) w doświadczeniach in vitro  wykazali, 
że insulina w  obecności purom ycyny zwiększa nagrom adzanie się w inku- 
bowanej tkance histydyny, leucyny, fenyloalaniny, tyrozyny i alaniny — 
aminokwasów, na których nagrom adzanie norm alnie (bez purom ycyny) 
insulina nie wpływa. Podobne w yniki uzyskali S c h a r f f  i W o o l  (46, 
47) w doświadczeniach na izolowanym sercu szczura. Na podstawie tych 
danych W o o l  (58) sugeruje, że insulina zwiększa transport wielu, jeśli 
nie wszystkich, aminokwasów niezależnie od syntezy białek. Purom ycyna 
natom iast, blokując syntezę białka, ujaw nia tylko to działanie insuliny, 
które przy norm alnej przem ianie nie jest dostrzegalne.

*
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Nie wszystkie jednak obserwacje można wytłum aczyć wpływem  insu­
liny na transport aminokwasów do w nętrza komórek. M a n c h e s t e r  
i К  r  a h 1 (27) inkubowali przeponę ze znakowanymi prekursoram i am i­
nokwasów. W tych w arunkach pojawianie się piętna w białkach było 
m iernikiem  wewnątrzkom órkowego procesu syntezy. Okazało się, że in­
sulina przyspiesza również ten  proces, co wskazywałoby, że istotnie ak ty ­
w uje  ona wew nątrzkom órkow ą syntezę białka. Z kolei podjęto próby 
w yjaśnienia, w którym  etapie tej syntezy działa insulina. Jako układy  
modelowe w badaniu biosyntezy białka posłużyły izolowane rybosom y 
mięśni, tj. na aktyw ację aminokwasów, wiązania zaktyw owanych am i­
nokwasów do białek w obecności rozpuszczalnej frakcji m ięśni szkieleto­
wych. Badając taki układ nie stwierdzono jednak różnic szybkości syntezy 
białka, kiedy użyto rozpuszczalną frakcję z m ięśni zwierząt cukrzycowych, 
zdrowych, czy zw ierząt otrzym ujących insulinę (59). Można zatem  przy ­
puszczać, że insulina nie działa na kom ponenty rozpuszczalnej frakcji 
m ięśni tj. na aktyw ację aminokwasów, wiązania zaktyw ow anych am i­
nokwasów z sRNA i na przenoszenie kom pleksu sRNA-aminokwas do 
rybosomów. Natom iast rybosomy izolowane z m ięśnia sercowego szczu­
rów cukrzycowych wykazyw ały m niejszą efektywność w  stym ulow aniu 
wbudow yw ania 14C-fenyloalaniny do białek (38). Insulina podana in vitro  
nie m iała w pływ u na ten  proces. Natom iast rybosom y pobrane z m ięśnia 
sercowego zwierząt, k tórym  uprzednio podano insulinę w ykazyw ały 
znacznie większą aktywność. Trudno jest w tej chwili wytłum aczyć dla­
czego insulina podana in vitro  nie w ykazuje działania. Niemniej jednak  
powyższe wyniki wskazywałyby, że rybosom y albo system y związane 
z rybosom ami są istotnym  m iejscem  działania insuliny w w ew nątrzko­
m órkow ym  procesie syntezy białka.

Pozostaje jednak nadal nierozwiązany problem  m echanizm u tego 
działania. Wiele danych wskazuje (21, 55, 64), że insulina pobudza syn­
tezę i zwiększa poziom RNA w badanych tkankach. W o o l  i M u n r o  
(64) frakcjonując RNA mięśnia przepony inkubowanej ze znakowaną 
adeniną stw ierdzili, że insulina zwiększa poziom mRNA i aktyw ność 
rybosomowego RNA. W edług W o o l a  (59) insulina albo produkt jej 
przem iany mógłby wiązać się z represorem  kom órki inicjując w ten  spo­
sób powstawanie wielu cząsteczek mRNA, które w łączałyby się w proces 
biosyntezy białek na rybosomach.

Jednak  doświadczenia z aktynom ycyną nie potw ierdziły w pełni tej 
sugestii. Wiadomo (40, 44), że antybiotyk ten  ham uje syntezę mRNA 
wiążąc się z resztą guanidynow ą DNA. Stwierdzono (63), że aktynom ycyna 
ham ow ała wbudow ywanie znakowanej adeniny do RNA izolowanej prze­
pony, przy czym stopień zaham owania syntezy mRNA i białek był różny. 
W doświadczeniach, w których antybiotyk ten  wywoływał znaczne za­
ham ow anie syntezy mRNA obserwowano zaham owanie procesu syntezy
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białek zaledwie w 50%. Jeśliby więc insulina pobudzała syntezę białek 
poprzez stym ulację syntezy mRNA to aktynom ycyna powinna eliminować 
to działanie. Jednakże okazało się, że stym ulacja syntezy białek mięśnia 
przepony przez insulinę w obecności i nieobecności aktynom ycyny była 
podobna (63). A ntybiotyk ten  nie eliminował też aktyw ującego wpływ u 
insuliny na transport glukozy, czy kwasu a-aminoizomasłowego (8, 63). 
Trudno zatem  wiązać aktyw ację syntezy białek po podaniu insuliny z dzia­
łaniem tego horm onu tylko na syntezę mRNA.

Głównym miejscem  biosyntezy RNA i DNA jest jądro komórkowe. 
Liczne dane wskazują, że błona otaczająca jądro  mimo odmienności bu­
dowy w ykazuje podobne właściwości transportow e jak  błona komórkowa 
(9, 11, 31, 49). Przez błonę jądra  mogą przenikać nie tylko związki o małej 
cząsteczce lecz również substancje wielkocząsteczkowe jak  RNA lub 
białka (4, 12, 13, 14). Nasilenie biosyntezy białka po podaniu insuliny 
mogło zależeć od w pływ u tego horm onu na transport mRNA z m iejsca 
jego syntezy — jądra, do m iejsca syntezy białka — cytoplazm y (59). Obser­
wowana aktyw acja syntezy RNA po podaniu insuliny mogłaby być na­
stępstw em  jego znikania z jąder. Hipoteza ta  tłum aczyłaby fak t przyspie­
szonej syntezy białek po podaniu insuliny naw et przy znacznym zaha­
mowaniu tworzenia się nowego RNA przez aktynom ycynę, jak  również 
obserwowane pobudzenie procesu syntezy białek już w 5-tej m inucie po 
podaniu insuliny (56), podczas gdy odnowa mRNA w komórce w ątroby 
następuje w ciągu 40 godzin (41).

W prawdzie obecnie nie ma dostatecznych dowodów doświadczalnych 
w skazujących na wpływ  insuliny na przepuszczalność błony jądra, bio­
rąc jednak pod uwagę działanie „transportow e” tego horm onu na błony 
komórkowe wielu tkanek, hipoteza ta  w ydaje się prawdopodobna.

W ciągu wieloletnich badań wykazano bowiem, że insulina stym uluje 
transport przez błony komórkowe takich substratów , jak  am inokwasy (1,
3, 19, 29, 30, 56, 60, 63), węglowodany (15, 20, 23, 24, 25, -32, 34, 39, 43) 
a także substancji obcych komórce jakim i są leki (7, 50, 51, 52, 53, 54). 
Hormon ten  (lub powstała pod wpływem  insuliny w błonie kom órki sub­
stancja) mógłby również zwiększać przepuszczalność błon w ew nątrzko­
mórkowych, u łatw iając między innym i transport mRNA z jądra  do cyto­
plazm y oraz kontakt substratów  z enzymami, co mogłoby mieć istotne 
znaczenie w procesach syntezy i m etabolizm u komórki.
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ED W ARD  B A Ń K O W S K I  *, W Ł A D Y S Ł A W  G A Ł A S IŃ S K I **

Tkankowe enzymy kolagenolityczne 

Tissue Collagenolytic Enzymes

The review  of lite ra tu re  connected w ith  tissue collagenolytic enzym es is 
presented.

Spośród wielu swoistych właściwości kolagenu odróżniających go od 
innych białek na szczególną uwagę zasługuje jego oporność na traw ienie 
niesw oistym i enzymami proteolitycznym i. N iektóre z nich, zależnie od 
warunków, powodują odw racalną depolim eryzację włókien kolagenowych 
do m onom eru — tropokolagenu (21, 42, 43, 44), bądź odszczepiają końcowe 
fragm enty  łańcuchów peptydow ych zwane telopeptydam i (6, 16). Enzy­
m y te nie rozbijają jednak zasadniczych łańcuchów peptydow ych tro ­
pokolagenu.

Proteazy zdolne w fizjologicznych w arunkach pH  i tem pera tu ry  do 
traw ienia kolagenu noszą nazwę kolagenaz (24). Do niedaw na jedyną 
znaną kolagenazą był enzym w yodrębniony z hodowli bakterii beztle­
nowych należących do rodzaju Clostridia (Cl. histolyticum, Cl. perfrin-  
gens, Cl. capitovale  (24) i Cl. welchi (3)). Jest to proteaza o wysokiej 
specyficzności. Nie działa ona na kazeinę, hemoglobinę i elastynę, a w y­
kazuje aktyw ność proteolityczną tylko wobec natyw nego kolagenu i jego 
pochodnych, jak  żelatyna i azokol (25). Enzym ten jest endopeptydazą
i powoduje rozpad kolagenu na peptydy (26, 27, 30, 39, 40, 57). Badania 
końcowych grup produktów  degradacji kolagenu wykazały, że w 97%  
peptydów  aminokwasem  N-końcowym jest glicyna, w pozostałych kw as 
asparaginowy, a w sporadycznych przypadkach seryna lub walina. Am i­
nokwasem  C-końcowym w 55— 70% jest hydroksyprolina, a w 16— 18°/o 
alanina. Z danych tych wynika, że kolagenaza rozkłada wybiórczo w ią­
zania peptydow e utw orzone przez grupę aminową glicyny i grupę karbo­
ksylow ą hydroksyproliny lub alaniny. Rozdział chrom atograficzny pro­
duktów  degradacji kolagenu wykazał obecność około 30 frakcji. Spośród 
uwolnionych peptydów  25% stanowią tró jpeptydy: glicyloprolilohydro- 
ksyprolina i glicyloproliloalanina. Pozostałe produkty  kolagenolizy sta­

* Dr med., K ated ra  Chem ii Fizjologicznej, A kadem ia M edyczna, Białystok.
** Dr farm ., K ated ra  Chemii Fizjologicznej, A kadem ia M edyczna, Białystok.
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nowią peptydy o masie cząsteczkowej wahającej się w granicach od 
500 do 700 (26, 27). Kolagenaza otrzym ana z bak terii'beztlenow ych  jest 
enzymem niejednorodnym . M a n d 1 i wsp. (25) oraz S с h a u b
i S t r a u c h  (36) w yodrębnili z surowego prepara tu  tego enzym u dwie 
frakcje: klostridiopeptydazę A i kolagenazę 2. Pierw sza z nich działa na 
natyw ny kolagen i sztuczne substraty , nie w ykazuje natom iast aktyw ności 
wobec zdenaturow anych pochodnych kolagenu jak  żelatyna i azokol. 
Kolagenaza 2 działa silnie na żelatynę i azokol, a słabo na natyw ny kola­
gen i sztuczne substraty . Kolagenazę o podobnych właściwościach w y­
k ry to  również w hodowlach bakterii Pseudomonas aeruginosa (37) i M y-  
cobacterium tuberculosis (48).

Liczni autorzy (1, 12, 17, 50, 51, 54, 55, 56) stw ierdzili aktyw ność ko- 
lagenolityczną wyciągów z w ątroby, kości, trzustk i i skóry, o optim um  
działania pomiędzy pH  3,5 a 5,8. Fizjologiczne znaczenie w ykrytego en­
zymu jest niejasne, gdyż wiadomo, że kolagen ssaków ulega denatu racji 
w środowisku kwaśnym , w tem peraturze ponad 32°C (5).

Mechanizm rozkładu kolagenu nie jest jeszcze ostatecznie w yjaśniony. 
Aktywność m etaboliczna kolagenu jest w ielokrotnie m niejsza niż innych 
białek. Biologiczny okres półtrw ania kolagenu tkankowego wynosi ponad 
100 dni (45). W niektórych stanach fizjologicznych, na przykład w  okresie 
w zrostu młodego organizmu, w czasie m etam orfozy kijanek żaby, w okre­
sie poporodowej inwolucji macicy, a także w przebiegu pew nych schorzeń, 
jak  nadczynność przedniego płata przysadki mózgowej, tarczycy, przy- 
tarczyc lub chorób nowotworowych obserw uje się wzmożony katabolizm  
kolagenu tkankowego (22, 38). P rzejaw ia się to między innym i zwiększo­
nym  wydalaniem  w moczu produktów  degradacji kolagenu (38). W sk ra j­
nych przypadkach biologiczny okres półtrw ania tego białka skraca się 
do kilku dni (45). Powyższe spostrzeżenia nasunęły przypuszczenie o istnie­
n iu  swoistego enzymu rozkładającego kolagen tkankow y. W iele prób 
otrzym ania z tkanek zwierzęcych enzymu zdolnego do rozkładu kolagenu 
w fizjologicznych w arunkach pH i tem peratu ry  skończyło się jednak  n ie­
powodzeniem.

Dogodnym modelem doświadczalnym do badań nad kolagenazą tk an ­
kową okazała się k ijanka żaby Rana catesbiana, u której w okresie m eta­
m orfozy dochodzi do szybkiego zaniku ogona — narządu szczególnie bo­
gatego w kolagen. W tym  okresie tkanki żaby m ają szczególnie silną 
aktyw ność kolagenolityczną (7, 14, 22, 28, 35), zlokalizowaną praw ie 
wyłącznie w tkance nabłonkowej (tablica 1).

W ycinki tkankow e inkubowane na żelu kolagenowym w ykazyw ały 
w yraźną aktywność kolagenolityczną. W tych samych w ycinkach podda­
nych w ielokrotnem u zam rażaniu i odm rażaniu aktywność enzym u w y­
bitnie spadała na skutek zniszczenia s truk tu ry  komórkowej (7). Można 
było z tego wnosić, że kolagenaza tkankow a może być w ytw arzana de
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Tablica 1

Aktywność kolagenolityczna hodowli tkankowych określana wizualnie 
poprzez lizę żelu kolagenowego (7)

Tkanka
Ilość

hodowlia
Lizab

0 1 + 2 + 3 + 4 +

Cała płetwa • 46 3 1 5 5 32
Nabłonek 38 4 3 9 11 14
Mezenchyma 38 33 4 1 0 0

a Wszystkie hodowle były inkubowane przez 48 godzin w temperaturze 37°C. 
t> 0— brak lizy; 44-----całkowita liza żelu.

поѵо w zetknięciu się z substratem  lub że jest ona m agazynowana w form ie 
nieczynnej, a następnie uaktyw niana w kontakcie z kolagenem. Po do­
daniu purom ycyny do hodowli tkankow ej wycinki tkankow e nie w yka­
zywały praw ie wcale aktyw ności kolagenolitycznej (tablica 2). Ten fak t 
oraz wzrost aktyw ności kolagenolitycznej u żaby w okresie m etam orfozy 
przem aw iają raczej za indukcją syntezy de novo kolagenazy tkankow ej. 
Za tą  hipotezą przem aw ia również fakt, że tyroksyna przyspiesza poja­
wienie się tego enzymu w kom órkach nabłonka, natom iast nie wpływa na 
jego aktywność (22, 28).

Tablica 2

Wpływ puromycyny na aktywność kolagenazy określaną przez pomiar ilości uwolnionego 14C
z żelu kolagenowego (7)

Tkanka Ilość
hodowli

Czas
inkubacji

(godziny)

Puromycyna 
100 [ig/ml

% lizy 
powyżej 
kontroli

°//o
zahamowania

5 24 0 39,3 ±4,6
9 24 + 3,5±3,0 91,1 ±2,4

Kolagenaza 3 48 0 75,1 ±2,6
w wycinku 4 48 + 6,8±3,5 90,0 ±4,7
płetwy 3 72 0 74,4±3,7

3 72 + 4,0±2,9 94,7±4,0

Trypsyna
0,01% 4 72 0 2,4±0,3

N a g a i i wsp. (28) wyosobnili kolagenazę z tkanki nabłonkowej 
k ijanki żaby i określili jej właściwości. Uzyskany przez nich enzym -był 
około 300 razy oczyszczony w stosunku do surowego preparatu . Optim um  
pH tego enzymu waha się od 8 do 9, optim um  tem peratu ry  wynosi około 
20°C. Oczyszczony enzym w stężeniu 10 м-g/ml w tem peraturze 20°C,
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w pH  7,6, zmniejsza lepkość 0,05'°/o roztw oru kolagenu do 50— 60% w ar­
tości wyjściowej. Obok aktyw ności kolagenolitycznej enzym ten  w yka­
zuje również aktyw ność kazeinolityczną. Aktywność enzym atyczna jes t 
ham owana odwracalnie przez EDTA w stężeniu 2X 10- 3 M i większym  
oraz nieodw racalnie przez cysteinę w stężeniu 5X10~3M, a także przez 
zakwaszenie do pH  3,5.

Kolagenaza tkankow a rozbija wiązanie peptydow e utw orzone przez 
grupę karboksylową glicyny i grupę aminową leucyny lub izoleucyny (74). 
Pod jej działaniem cząsteczka tropokolagenu rozpada się na dwie nierów ne 
części, z których każda zachowuje struk tu rę  potrójnego heliksu. W iększa 
część cząsteczki, tropokolagen A (TKA), odpowiada 75%, a m niejsza, 
tropokolagen В (TKB), 25%  długości wyjściowej cząsteczki tropokolagenu. 
Pom iar mas cząsteczkowych produktów  kolagenolizy wykazuje, że w szyst­
kie trzy  łańcuchy tropokolagenu przecinane są w tej samej proporcji. 
W zdenaturow anej mieszaninie produktów  kolagenolizy stw ierdzono 
obecność cząstek odpowiadających dimerom łańcuchów peptydow ych tro ­
pokolagenu A, nie stwierdzono natom iast dim erów łańcuchów pocho­
dzących z tropokolagenu B. Spostrzeżenie to może być dowodem n ie­
równom iernego rozmieszczenia wewnątrzcząsteczkowych wiązań k rzy ­
żowych w obrębie cząsteczki tropokolagenu (14, 19) i przem aw ia za h i­
potezą B o r n s t e i n a  i P i e z a  (4) o usytuow aniu wiązań krzyżow ych 
sprzęgających łańcuchy i cząsteczki tropokolagenu od strony am inokw asu 
N-końcowego. Być może znajdują się one na końcu tropokolagenu A 
(TKA) (Schemat 1). W prawdzie kolagenaza tkankow a powoduje jedynie 
w stępną degradację, jednak przypisuje się jej istotną rolę w procesie ka ta ­
bolizmu kolagenu tkankowego. W ielkocząsteczkowe produkty  kolagenolizy 
charakteryzują się obniżoną tem peratu rą  denaturacji cieplnej; mogą one 
ulegać denaturacji już w tem peraturze organizmu. Zdenaturow ane p ro -

TRO PO KO LAG EN  (T K )

I
Enzym z k ija n e k

^  W iązanie T K ^  i TK ®
krzyżow e \  I Denaturacja

. ^  c £ )  %

Di mer A Monomer A Monomery В

Schemat 1. D egradacja tropokolagenu pod w pływ em  enzym u z k ijan k i żaby (19)
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dukty  enzymatycznej degradacji kolagenu stają  się podatne na działanie . 
nieswoistych proteaz tkankow ych, powodujących dalszą destrukcję tego 
białka (14).

Doświadczenia L a p i e r  e’a i G r o s s a  (22) nad m etabolizmem  
kolagenu w tkankach kijanki żaby w okresie jej m etam orfozy wykazały, 
że kolagenaza tkankow a ataku je  wybiórczo stare włókna kolagenowe. 
Nowo powstały kolagen jest oporny na działanie tego enzymu. Autorzy 
tłum aczą to zjawisko ochronnym  działaniem substancji podstawowej 
tkanki łącznej na nowo utw orzone włókna kolagenowe (retikulinę).

W ślad za w ykryciem  enzymu kolagenolitycznego w tkance żaby poszły 
intensyw ne poszukiwania podobnego enzymu w tkankach ludzkich i zwie­
rząt wyższych.

Badania S t e r n a  i wsp. (41) oraz W a l k e r a  i wsp. (49) w y­
kazały aktywność kolagenolityczną w tkance kostnej, co potwierdzili 
F u l l m e r  i L a z a r u s  (10). Podanie szczurom wyciągu z przytarczyc 
powodowało k ilkakro tny  wzrost aktyw ności kolagenolitycznej w kościach 
tych  zwierząt (49).

G r i l l o  i G r o s s  (13) wykazali, że wycinki tkankow e z brzegu 
gojącej się rany  świnki m orskiej m ają zdolność rozpuszczania żelu ko­
lagenowego; ich aktyw ność kolagenolityczna była k ilkakrotnie wyższa 
niż w skórze niezranionej. Liza żelu rozpoczynała się wokół nabłonkowej 
części wycinka tkankowego. Porów nanie części nabłonkowej i m ezenchy- 
m alnej wykazuje, że aktyw ność kolagenolityczna um iejscowiona jest 
głównie w kom órkach nabłonka. Tkanka m ezenchym alna, a szczególnie 
jej głębokie w arstw y, w ykazuje w ielokrotnie m niejszą aktywność od 
tkanki nabłonkowej. W prawdzie aktywność kolagenolityczna zlokalizo­
w ana jest głównie w w arstw ie nabłonkowej, jednak usunięcie w arstw y 
m ezenchym alnej zmniejsza jej aktyw ność kolagenolityczną. Rekombi­
nacja obydwu w arstw  przyw raca aktyw ność zbliżoną do wyjściowej. P rzy 
w ielokrotnym  przenoszeniu w ycinka tkankowego w odstępach 24-go- 
dzinnych na coraz to nowe żele kolagenowe, aktywność kolagenolityczna 
zanika po trzech kolejnych transplan tacjach  (po upływie 72 godzin). 
W trakcie tego doświadczenia zaobserwowano, że aktyw ność kolageno­
lityczna znika z w arstw y nabłonkowej już po 14 godzinach, narastając 
równocześnie w w arstw ie m ezenchym alnej. Podobne zjawisko stw ier­
dzono w czasie przechowyw ania wycinka tkankowego w płynie Tyrode’a 
przed im plantacją na żel kolagenowy. Naw et głębokie w arstw y m ezen- 
chym y preinkubow ane z nabłonkiem  uzyskują aktyw ność kolagenoli­
tyczną. Dane te przem aw iają za przechodzeniem  kolagenazy z nabłonka 
do tkanki łącznej. A utorzy nie stw ierdzili obecności kolagenazy w ekstrak­
tach i hom ogenatach tkankow ych. Upośledzenie biosyntezy kolagenu 
poprzez wywołanie awitam inozy С nie zmieniało kolagenolitycznej ak tyw ­
ności badanej tkanki.
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Ostatnio E i s e n i wsp. (8) wykazali, że wycinki skóry ludzkiej 
hodowane na sztucznym  podłożu wydzielają do otaczającego środowiska 
enzym o właściwościach analogicznych do kolagenazy z nabłonka kijanki 
żaby. Podobną kolagenazę z granulocytów ludzkich w yodrębnili L a - 
z a r  u s i wsp. (23).

N iewątpliwym  postępem  w badaniach nad kolagenazam i było zasto­
sowanie sztucznego substra tu  (52, 53). Peptyd złożony z pięciu am ino­
kwasów o składzie: Pz-Pro-Leu-G ly-Pro-D -A rg (Pz—p-fenyloazobenzo- 
ksykarbonyl-) jest rozbijany przez kolagenazę w miejscu w iązania pepty- 
dowego pomiędzy leucyną a glicyną. D-arginina zaw arta w tym  peptydzie 
chroni go przed działaniem  nieswoistych proteaz jak  trypsyna, karboksy- 
peptydazy i proteazy komórkowe. Uwolniony dw upeptyd proliloleucyna 
z rodnikiem  p-fenyloazobenzoksykarbonylowym  o charakterystycznym  
żółtym  zabarw ieniu można w yekstrahow ać z badanego układu rozpusz­
czalnikiem organicznym  i oznaczyć spektrofotom etrycznie (schemat 2). 
Zastosowanie tego substra tu  umożliwia w ykryw anie i ilościowe oznaczanie 
kolagenazy w układach wieloenzymatycznych.

PZ • Pro - Leu - Gli - Pro - D - Arg - OH
1 2 3 4 * 5

kolagenaza

rozpuszczalny 
w wodzie

PZ ■ Pio - Leu • OH +  ¥  ■ G li - Pr. .  D - A ,S - 0 H

А I в

Rozpuszczalny 
w rozpuszczalnikach 
organicznych

PZ =
p - fenyloazo - benzyloksykarbonyl........

<(̂y~ CHo-0 —C —NH.

0
Schemat 2. Działanie kolagenazy tkankow ej na sztuczny substra t W unscha (45)

S t r a u c h  i wsp. (45, 46, 47) w ykazali obecność kolagenazy w ko­
m órkach nabłonkowych człowieka oraz w fibroblastach myszy i zarodków 
kurzych. Stw ierdzili oni, że najwyższą aktywność kolagenolityczną m ają 
hodowle tkankow e w okresie logarytm icznej fazy wzrostu. Aktywność ta 
jest k ilkakrotnie wyższa w porównaniu z fazą stacjonarną. Pom im o 
aktyw nej biosyntezy białka, zachodzącej na początku fazy logarytm icznej, 
zawartość kolagenu w  tym  okresie w ykazuje w artości najniższe. Może to 
być wynikiem  traw ienia własnego kolagenu przez kolagenazę tkankow ą.
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W itamina С stym uluje biosyntezę kolagenu, przy czym aktywność kola- 
genolityczna wobec sztucznego substra tu  ulega obniżeniu (47).

Jednakże ocena aktywności kolagenolitycznej hodowli tkankow ych 
na podstawie rozkładu sztucznego, egzogennego substra tu  nie daje pełnego 
obrazu aktywności tego enzymu. Obserwowany w fazie stacjonarnej spa­
dek jego aktyw ności idzie w parze ze wzrostem  zawartości kolagenu. 
Białko to, będące natu ralnym  substratem  dla kolagenazy tkankow ej, mo­
że skutecznie współzawodniczyć w tym  oznaczeniu z egzogennym pepty- 
dem (46).

R i l e y  i P e a c k o k  (33, 34) poszukując kolagenazy w tkankach 
ludzkich stw ierdzili jej obecność praw ie wyłącznie w tkankach pochodze­
nia nabłonkowego. Spośród 130 wycinków pobranych z tkanek nabłonko­
wych 81 wykazywało obecność kolagenazy, natom iast wśród 108 wycinków 
z tkanek pochodzących z innych listków zarodkowych tylko 2 wykazywały 
obecność tego enzymu. Również nowotwory pochodzenia nabłonkowego 
zachowywały się pod tym  względem jak  tkanka m acierzysta. Nie stw ier­
dzono natom iast aktyw ności kolagenolitycznej w nowotworach pocho­
dzenia łącznotkankowego (włókniak, mięsak). S t r a u с h (45) badając 
rozmieszczenie aktyw ności kolagenolitycznej w tkance raka sutka stw ier­
dził najw iększą aktyw ność w obwodowych, inw azyjnych częściach roz­
rastającego się guza. Obecność kolagenazy ułatw ia rozkład kolagenu 
tkanek otaczających i dalszy rozrost nowotworu.

W zrost aktyw ności kolagenolitycznej tkanek obserwowano w prze­
biegu niektórych schorzeń. Dotyczy to między innym i dziąseł w przebiegu 
chorób przyzębia (2, 9) oraz skóry w przypadkach schorzeń układu nerw o- 
wo-mięśniowego (11). Podwyższoną aktywność kolagenolityczną w yka­
zują również blizny skórne, w których wysoki poziom tego enzymu u trzy ­
m uje się przez okres około 30 lat od chwili zranienia (33).

Z powyższych doniesień wynika, że kolagenaza tkankow a jest ściśle 
związana ze s truk tu rą  komórki. Poza kijankam i w okresie m etam orfozy 
oraz granulocytam i nie udało się wykazać obecności tego enzymu w eks­
trak tach  i hom o^enatach tkankow ych. Brak również danych o jej obec­
ności w płynach biologicznych. Być może, zapotrzebowanie organizm u na 
ten  enzym jest niewielkie ze względu na wyjątkow o niską aktywność 
m etaboliczną kolagenu.

L a p i e r e  i G r o s s  (22) oraz W a l k e r  i wsp. (49) wykazali, że 
horm ony tarczycy i przytarczyc wzm agają aktyw ność kolagenolityczną 
tkanek. Z danych klinicznych wiadomo, że przy nadczynności tych gru­
czołów obserw uje się wzmożony katabolizm  kolagenu (15, 18, 20, 29), 
przejaw iający się wzmożonym wydalaniem  w moczu produktów  degra­
dacji tego białka. Fakt ten pozwala przypuszczać, że horm ony te oddzia­
ływ ają na m etabolizm  kolagenu poprzez kolagenazę tkankow ą. Obser­
w acje różnych badaczy, przeprowadzone w różnych układach doświad­
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czalnych, prowadzą do zgodnego wniosku, że głównym źródłem kolagenazy 
jest tkanka nabłonkowa, jakkolw iek są również dane przem aw iające za 
biosyntezą tego enzymu w fibroblastach — kom órkach produkujących 
kolagen.

Postęp w zakresie m etod w yodrębniania enzymów, lokalizacji i w okre­
ślaniu roli biologicznej tego enzymu mógłby umożliwić w ytłum aczenie 
szeregu niejasnych jeszcze problemów związanych z m etabolizm em  kola­
genu. Trudno bowiem wyobrazić sobie proces degradacji kolagenu, s ta ­
nowiącego 30Vo białek ustrojow ych, bez udziału swoistego m echanizm u 
enzymatycznego, chociaż N o r d w i g  i J a h n  (31) przedstaw iają od­
rębny swą oryginalnością pogląd. Uw ażają oni, że łączne działanie szeregu 
nieswoistych proteaz może prowadzić do degradacji kolagenu do tró j- 
peptydów  (Gly-Pro-X). Uwolnione tró jpep tydy  byłyby rozszczepiane 
przez inne enzymy proteolityczne, obecne w różnych narządach (32).
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K R Z Y SZ T O F  W O RO W SK I *, R Y S Z A R D  F A R B ISZ E W SK I  *

Udział lipidów i lipoproteidów w procesie hemostazy 

The Role of Lipids and Lipoproteins in Hemostatic Processes

The structu re  and  properties of lipids and lipoproteins, the ir influence upon 
the  p la te le t haem ostatic function, and the ir role in blood coagulation and fib ryno - 
lysis has been discussed.

Zagadnieniem  interesującym  od dawna wielu badaczy są powiązania 
m iędzy lipidam i i lipoproteidam i surowicy krw i a krzepnięciem  krwi, 
funkcjam i hem ostatycznym i płytek i fibrynolizą oraz rola związków li­
pidowych w powstaw aniu zakrzepów i m iażdżycy naczyń krwionośnych.

L ipidy w ystępują w krw i krążącej głównie w połączeniu z białkam i 
jako lipoproteidy. S tru k tu ra  chemiczna, przem iany, funkcje fizjologiczne
i rola lipoproteidów w patologii są przedm iotem  szeregu opracow ań 
poglądowych (57, 125, 150, 194). Lipoproteidy są nie tylko zasadniczym 
elem entem  s tru k tu ry  błon komórkowych, lecz także spełniają szereg 
funkcji jak  transport z krw ią tłuszczów, cholesterolu, wolnych kwasów 
tłuszczowych, hormonów sterydow ych i w itam in rozpuszczalnych w tłusz­
czach, a także biorą udział w m echanizm ie przechodzenia substancji przez 
błony komórkowe i w  reakcjach odpornościowych. Lipoproteidam i są 
niektóre enzymy: ATP-aza (96) oraz oksydaza cytochromowa i burszty- 
nianow a (46). Z frakcjam i lipoproteidowym i związana jest aktyw ność 
esterazowa surowicy (188).

I. Podział, struktura chemiczna i własności fizykochemiczne lipoproteidów

C harakterystykę lipoproteidów surowicy krw i przeprowadza się za 
pomocą elektroforezy (89, 109, 143, 153), ultraw irów ki (67, 79, 111, 114, 
162) i m etodam i analizy chemicznej. W elektroforezie bibułowej uzyskuje 
się trzy  frakcje lipoproteidowe: a-lipoproteidy o ruchliwości nieco większej 
niż 04-globuliny, (3-lipoproteidy w ędrujące razem  z ^-globulinami i frakcję  
chylom ikronów zajm ującą obszar od linii s ta rtu  do frakcji (3-glubulino- 
wej. Gęstość lipoproteidów jest niższa niż pozostałych białek surow icy
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i zawiera się w szerokich granicach od 0,93 do 1,21 g/ml. Pozwala to 
na rozdzielenie ich w ultraw irów ce przez flotację w roztw orach soli o od­
powiednio dobranej gęstości. Poddane w irow aniu w roztworze soli o gę­
stości 1,063 g/m l w ędrują one w kierunku dośrodkowym. Im  m niejsza jest 
gęstość lipoproteidu, tym  większa jest jego stała flotacji .(Sf). W zależno­
ści od gęstości dzieli się je na: chylom ikrony o gęstości poniżej 0,96 g/ml, 
lipoproteidy LDL o małej gęstości (ang. Iow density lipoproteins), niższej 
niż 1,068 g/ml, ulegające rozdzieleniu na trzy  frakcje podczas u ltraw iro- 
wania, oraz lipoproteidy HDL o dużej gęstości (ang. high density lipop­
roteins), wyższej od 1,068 g/ml. W w arunkach stosowanych do rozdziału 
LDL cząsteczki HDL nie flo tu ją  i aby je  rozdzielić za pomocą u ltraw iro- 
w ania trzeba stosować stężenie soli 1,21 g/ml (113). F rakcja LDL uzyskana 
w ultraw irów ce odpowiada mniej więcej P-lipoproteidom elektroforezy 
bibułowej a frakcja HDL aj-lipoproteidom .

Ze wzrostem  ciężaru właściwego lipoproteidów obniża się stopniowo 
zawartość lipidów, a zwiększa ilość białka w cząsteczce, zwiększa się 
ruchliwość elektroforetyczna, wielkość cząsteczki maleje, a kształt jej 
staje  się coraz bardziej elipsoidalny (schemat 1 ).

Gęstość

<0,960 >400

0,960-1,063 400-0

1,063-1,210 <0

Schemat 1. W spółzależności między niektórym i w łasnościam i fizykochem icznym i
lipoproteidów  surowicy 

P ola czarne — część białkow a, pola białe — część lipidow a

Rozdziału lipoproteidów surowicy dokonać można również m etodą 
С o h n a i wsp. (28), chrom atograficznie (24, 35, 82), drogą elektroforezy 
na żelu skrobiowym  i im m unoelektroforezy (112). F rakcje lipoproteidowe 
surow icy są w ytrącane selektyw nie przez n iektóre polisacharydy: he­
parynę (22), siarczan dex tranu  (151), agar (93), co wykorzystano do celów

WIELKOŚĆ I KSZTAŁT ELEKTROLIPIDOGRAM 
CZĄSTECZKI

L in ia  startu

Chylomikrony

lipoproteidy

a - l ip o p ro te id y
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preparatyw nych i analitycznych. Opracowano m etody otrzym yw ania 
a-lipoproteidów (21), (3-lipoproteidów (23) i chylom ikronów (23), a także 
ich ilościowego oznaczania w surowicy (23). Zawartość chylom ikronów 
ocenia się liczbowo w  ciemnym polu widzenia w m ikroskopie. Oceny 
odsetkowej zawartości lipoproteidów dokonuje się najczęściej za pomocą 
elektroforezy bibułowej. Składniki lipidowe w ybarw ia się różnym i m e­
todam i (1 1 , 55, 124, 152, 183). a-L ipoproteidy stanowią 31,2, p-lipoproteidy 
52,7, a chylom ikrony 16,4% lipoproteidów surowicy.

Lipoproteidy są kom pleksami białkowo-lipidowymi. Część lipidową 
a-lipoproteidów można oddzielić od części białkowej działając etanolem  
i eterem  w niskich tem peraturach  (74). Delipidację (3-lipoproteidów prze­
prowadza się działając mocznikiem lub solą sodową siarczanu dodecylu 
(70). N atyw ne cząsteczki lipoproteidów oraz ich wyosobnione składniki 
białkowe w ykazują właściwości antygenow e. Składnikam i lipidowym i 
są: glicerydy, fosfatydy, wolny i zestryfikow any cholesterol i wolne kw asy 
tłuszczowe. Znacznie gorzej, mimo licznych badań (69, 113, 114, 120, 176, 
177), poznana jes t s truk tu ra  części białkowej, zwłaszcza (i-lipoproteidów. 
W skład lipoproteidów wchodzą także niew ielkie ilości węglowodanów (47, 
122). Skład chemiczny lipoproteidów podali O l s o n  i V e s t e r  (150). 
W niektórych stanach patologicznych w surow icy pojaw iają się lipopro­
teidy nietypowe, o zmienionej budowie, zmienionym składzie chem icznym  
i sposobie powiązania części białkowej z lipidową, zmniejszonej trw ałości 
i zwiększonej podatności na w ytrącanie (5, 33, 40, 108, 146, 159, 197).

Sposób połączenia części białkowej z lipidową w lipoproteidach nie 
jest znany. Najprawdopodobniej te  dwie kom ponenty wiążą się dość 
luźno siłami Van der W aalsa. W skazuje na to nietrwałość cząsteczek 
lipoproteidów i łatwość rekom binacji rozszczepionych fragm entów  białko­
wych i lipidowych. Możliwe są także wiązania elektrostatyczne typu  soli 
i kow alencyjne pomiędzy grupam i polarnym i aminokwasów, fosfatydów  
i cholesterolu. Różna odporność poszczególnych rodzajów lipoproteidów  
na działanie różnych czynników w skazuje na inny typ wiązań m iędzy 
składnikam i lipoproteidów różnych frakcji. P-Lipoproteidy są wrażliwsze 
na działanie e teru  niż a-lipoproteidy, natom iast bardziej oporne na dzia­
łanie mocznika. Rozpuszczalność w wodzie i nierozpuszczalność w  roz­
puszczalnikach apolarnych wskazuje, że część białkowa i hydrofilne 
ugrupow ania na końcach łańcuchów lipidów znajdują się na powierzchni 
cząsteczki.

Frakcja a-lipoproteidowa stanowi około 3°/o białek surow icy (200 
mg°/o). Ciężar cząsteczkowy lipoproteidów tej frakcji wynosi od 
165 000 do 400 000. Około 45%  m asy cząsteczki jest n a tu ry  białkow ej, 
a 55% lipidowej z przew agą fosfolipidów nad cholesterolem . Z pom iarów  
rozproszenia św iatła i w iskozym etrycznych wynika, że cząsteczki a -li­
poproteidów m ają kształt elipsoidalny o w ym iarach 300X50 A. P-Lipo-
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proteidy stanowią ponad 5% białek surowicy (400 mg%). Ich ciężar czą­
steczkowy zawiera się w granicach 1,3—3,2X106. Część białkowa stanow i 
13<Vo m asy cząsteczki, a część lipidowa 87% z przewagą cholesterolu nad 
fosfolipidami. Pom iary rozproszenia św iatła w skazują na praw ie kulisty  
kształt cząsteczki o w ym iarach 350X150 A.

Zawartość chylom ikronów w surowicy krw i jest zmienna. Najwyższe 
w artości osiąga przejściowo po obfitych posiłkach tłuszczowych. Chylo- 
m ikrony zbudowane są głównie z tłuszczów (99%) z przew agą trój gli­
cerydów (88%). Tylko 1% m asy cząsteczki przypada na białko. Czą­
steczki chylom ikronów posiadają kształt kulisty.

W iele danych wskazuje na możliwość wzajem nej przem iany cząsteczek 
lipoproteidów, czemu towarzyszy zmiana ich gęstości (32, 139, 163, 191).

II. Niektóre zagadnienia biochemii hemostazy

Hemostaza jest zespołem mechanizmów utrzym ujących w w arunkach 
fizjologicznych krew  krążącą w stanie płynnym  oraz prowadzących do 
zatrzym ania krw aw ienia po przerw aniu ciągłości ściany naczynia krw io­
nośnego. W hemostazie odgryw ają rolę trzy  podstawowe elem enty: na­
czynia krwionośne, pły tki krw i i osoczowe składniki krzepnięcia i fib ry- 
nolizy.

Ostatnio omówiono szczegółowo w wielu pracach poglądowych bio­
chemię i fizjologię płytek  krw i (7, 103, 119, 123, 155, 161), krzepnięcia krw i 
(48, 140) i układu fibrynolitycznego (97, 101, 156, 165, 195). W związku 
z powyższym ograniczym y się jedynie do podania ogólnego schem atu he­
m ostazy podkreślając te  zagadnienia, k tó re  mogą mieć powiązania z lipo- 
proteidam i. W ydaje się bowiem, że lipoproteidy mogą przyspieszać lub 
też hamować niektóre reakcje enzymatyczne w hemostazie.

1. Naczynia krwionośne

Praw idłow y stan naczyń krwionośnych jest jednym  z w arunków  u trzy ­
m ania krw i krążącej w stanie płynnym . Zm iany anatom iczne w ścianie 
naczyń, na przykład w miażdżycy, sprzyjają pow staw aniu zakrzepów, zaś
zm iany spowodowane urazem  powodują lokalną aktyw ację krzepnięcia 
krw i i powstanie czopu hem ostatycznego tam ującego krwawienie. Z uszko­
dzonej ściany naczynia uw alniają się trom boplastyny tkankow e aktyw u­
jące protrom binę. N astępuje przyleganie p łytek krw i do śródbłonka (92), 
błony podstawowej naczynia (186) i kolagenu (16). Uwolnione z rozpada7 
jących się p łytek substancje jak  serotonina i adrenalina powodują lokalny 
skurcz naczynia. Ściana naczyń krwionośnych zawiera waskulokinazę,
enzym zam ieniający fibrynogen na fibrynę, różny od trom biny (132).
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2. Płytki krwi

P ły tk i krw i pełnią różne funkcje w hemostazie: aktyw ują krzepnięcie 
krw i przez uwolnienie trom boplastyny płytkow ej, ulegają adhezji i agre­
gacji, w arunkują  re trakcję  skrzepu, a niektóre substancje uwolnione 
z płytek w yw ierają działanie na naczynia. P ły tk i krw i zaw ierają płytkow e 
czynniki krzepnięcia: 1, 2, 3, 4, (44, 45, 50, 119), trom bosteninę (6 , 8) an ty - 
plazm iny płytkow e (91), płytkow y stabilizator włóknika (20) i adsorbują 
na swej powierzchni szereg osoczowych czynników krzepnięcia (88).

W ażnym składnikiem  płytek są lipidy, stanowiące 12°/o m asy p ły tek  
{78). Odsetkowy skład lipidów płytkow ych jest następujący: cholesterol — 
19, fosfatydyloetanoloam ina — 17, fosfatydy loseryna— 6, lecytyny —  32, 
sfingom ieliny — 13, fosfatydyloinozytol — 5, pozostałe lipidy — 8%  (187).

We frakcji lipidowej p łytek zaw arta jest aktywność trom boplastyczna 
czynnika płytkowego 3 (2). Trom boplastyczne działanie tego czynnika 
uw arunkow ane jest obecnością fosfatydyloetanoloam iny. Natom iast fosfa­
tydyloseryna ham uje krzepnięcie krwi. S i l v e r  i wsp. (178) wykazali, 
że kierunek działania fosfolipidów płytkow ych w procesie krzepnięcia 
zależy od wzajem nego stosunku fosfatydyloseryny i fosfatydyloetano­
loaminy.

Podstawową rolą p ły tek  krw i w  hem ostazie jest, jak  się wydaje, ich 
adhezja i agregacja. Adhezja polega na przyleganiu płytek do różnych po­
wierzchni, na przykład do ściany uszkodzonego naczynia. Agregacja jest 
to  proces wzajem nego przylegania płytek, prowadzący do utw orzenia ich 
agregatów. M echanizm agregacji p łytek próbują tłum aczyć różne teorie, 
ale żadna z nich nie jest poparta dostatecznym i dowodami doświadczal­
nymi. W ydaje się, że do agregacji mogą doprowadzić różne czynniki po­
wodujące zmiany na powierzchni błon kom órkowych płytek. Wiadomo, 
że kofaktorem  agregacji jest fibrynogen (37, 117). W czasie agregacji 
uw alnia się z p ły tek  szereg substancji, między innym i czynnik p ły tko ­
w y 3 (75, 84) i 4 (141). Substancje zwiększające adhezję p łytek zwiększają 
również i agregację. Nie zawsze istnieje jednak korelacja między szybko­
ścią agregacji a liczbą płytek  adhezyw nych (168).

Do substancji wyw ołujących agregację należy ADP (60), trom bina (56), 
adrenalina (129), noradrenalina (129), serotonina (129), kolagen (198), 
oligomery fibryny (182), rozpuszczalne kom pleksy monomerów fib ryny  
i fibrynogenu (104). W ykazano synergistyczne działanie ADP i trom biny 
na agregację p ły tek  (142).

Inhibitoram i agregacji są: 2-chloroadenozyna (14), adenozyna (14, 15), 
AMP (14, 15), cysteina (170), ester m etylow y p-tolueno-sulfonyl-L-argi- 
niny (170), heparyna (26), h irudyna (121), produkty  degradacji fibrynogenu 
i fib ryny  (102, 105, 106), fentolam ina (148), im ipram ina (169) i bu tap i- 
razol (134). Szczegółowe omówienie w pływ u różnych substancji na funkcje
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hem ostatyczne płytek krw i znajduje się w pracy F a r b i s z e w s k i e -  
g o (49).

A ktyw ację krzepnięcia krw i tłum aczą teorie M a c f a r l a n e  (116), 
D a v i e  i R a t n o f f a  (42) oraz S e e g e r s  (172). Proces krzepnięcia 
krw i przebiega w czterech etapach. W pierwszym  z nich następuje uw ol­
nienie trom boplastyny płytkow ej lub tkankow ej. Równocześnie zachodzi 
adhezja i agregacja płytek. Etap drugi polega na przem ianie protrom biny 
w  trom binę pod wpływem  trom boplastyny z udziałem  kationu w apnio­
wego i szeregu czynników osoczowych krzepnięcia. W trzecim  etapie na ­
stępuje zamiana fibrynogenu na fibrynę, stabilizacja i re trakc ja  skrzepu. 
Czw arty etap polega na proteolizie wytworzonego skrzepu przez plazminę. 
Na schemacie 2 przedstawiono krzepnięcie, fibrynolizę i funkcje hem o­
statyczne pły tek  krw i. Podstaw owe enzym y układu krzepnięcia i fib ry - 
nolizy, trom bina i plazm ina, m ają działanie przeciw staw ne na wspólny 
substra t białkowy — fibrynogen. Trom bina powoduje w ytw orzenie się 
skrzepu, natom iast plazm ina powoduje rozpad skrzepu lub, rozkładając 
fibrynogen, uniemożliwia jego powstanie.

W edług A s  t r u p  a (3), C o p l e y a  (30) i J e n  s e n  a (90) w krw i 
w  w arunkach fizjologicznych zachodzą w sposób ciągły procesy krzep-

3. Osoczowe składniki krzepnięcia i fibrynoiizy

♦ Plazminogen

Tromboplastyna
tkankowa

Agregacja

ł
Czop płytkowy ?

Fibrynogen t
rozpadu <

Fibryna

Plazmina

V

Schemat 2. Uproszczony schemat hemostazy z uwzględnieniem miejsca działania
lipoproteidów  

( |  — aktyw acja , ф — ham ow anie)
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nięcia i fibrynolizy, znajdujące się w stanie równowagi dynam icznej. 
W m yśl tej teorii protrom bina ulega ciągłej przem ianie w trom binę. 
Trom bina zamienia pew ną ilość fibrynogenu w rozpuszczalne kom pleksy 
m onomerów fibryny i fib rynę (31, 115). Pow stająca fibryna odkładana jest 
w postaci cienkich błon na śródbłonkach naczyń krwionośnych, stanowiąc 
ich fizjologiczną wyściółkę. Nadm iar odkładanego włóknika jest rozkła­
dany przez plazminę. P lazm ina w ytw arza się pod wpływem  aktyw atorów  
w ydzielanych stale z tkanek  do krw i krążącej. Trom bina i plazm ina 
są inaktyw ow ane przez obecne w osoczu inhibitory. Zachwianie dyna­
micznego stanu równowagi krzepnięcia i fibrynolizy prowadzi do stanów 
patologicznych. Czynniki, które w yw ołują krzepnięcie lub ham ują fibry- 
nolizę prowadzą do pow stania zakrzepów. Natom iast czynniki ham ujące 
krzepnięcie lub ak tyw ujące fibrynolizę powodują skazę krwotoczną. Te­
oria dynamicznego stanu  równowagi krzepnięcia i fibrynolizy nie jest 
ostatecznie udowodniona. Dyskusję na jej tem at przedstaw iają H j o r t  
i H a s s e l b a c h  (81) oraz H j o r t  (80).

Isto tną rolę w u trzym aniu  dynamicznego stanu równowagi krzepnięcia 
i fibrynolizy odgryw ają inhibitory  tych procesów. W osoczu krw i zaw arte 
są inhibitory  krzepnięcia — antytrom boplastyny i antytrom biny oraz in­
hibitory  fibrynolizy przeciw działające aktyw acji plazm inogenu i an ty - 
plazminy.

III. Wpływ lipoproteidów na niektóre funkcje hemostatyczne płytek krwi

Z doniesień literaturow ych wynika, że zaburzenia przem iany tłuszczów 
w yw ierać mogą w pływ  na niektóre funkcje płytek, głównie na ich agre­
gację i adhezję. Znany jest fakt, że wolne kwasy tłuszczowe w yw ołują 
agregację p łytek krw i i zwiększają ich adhezję (76). K e r r  i wsp. (94) 
wykazali, że nasycone kw asy tłuszczowe tym  bardziej przyspieszają agre­
gację, im dłuższy jes t ich łańcuch węglowy. W czasie lipemii pokarmowej 
p ły tk i w ykazują zwiększone zdolności do adhezji i do agregacji (66, 
135). W ykazano prostą zależność między podwyższonym poziomem gli­
cerydów w hyperlipem ii sam oistnej a zwiększoną skłonnością do agre­
gacji pły tek  (158, 164, 189). W iększa zdolność płytek  do adhezji ma 
m iejsce także w m iażdżycy (17, 64). Z badań F a r b i s z e w s k i e g o  
i wsp. (51, 52) nad wpływem  frakcji lipoproteidowych surowicy krw i w y­
nika, że (3-lipoproteidy przyspieszają agregację p ły tek  krw i pod wpływem  
ADP i trom biny i zwiększają zdolność płytek  do adhezji. Chylom ikrony 
w  dużych stężeniach zwiększają jedynie liczbę pły tek  adhezywnych, a nie 
m ają w pływ u na agregację. N atom iast a-lipoproteidy nie w yw ierają 
w pływ u na żaden z tych procesów.

O statnio wykazano (53) zm iany w składzie chemicznym P-lipopro- 
teidów  w osoczu królików znajdujących się na diecie cholesterolowej.
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Zm iany te  polegają na zwiększeniu procentowej zawartości lipidów w czą­
steczce. (5-Lipoproteidy takie powodują silniejszą agregację i adhezję niż 
P-lipoproteidy zw ierząt hodowanych na norm alnej diecie. W ydaje się, że 
zwiększenie zawartości lipidów w cząsteczce lipoproteidu może powo­
dować zm iany oddziaływań sił elektrostatycznych tych cząsteczek z re ­
ceptoram i powierzchni płytek. Za taką hipotezą przem awia zmieniona 
ruchliwość elektroforetyczna |3-lipoproteidów o zmodyfikowanym składzie 
chemicznym (53).

M echanizm działania lipoproteidów na p ły tk i krw i nie jest znany. 
Być może, lipoproteidy, podobnie jak  inne obdarzone ładunkiem  elek­
trycznym  wysokocząsteczkowe substancje białkowe, mogą dzięki oddzia­
ływaniom  elektrostatycznym  tworzyć w arstw ę na powierzchni płytek. 
Taki płaszcz mógłby zwiększać podatność p łytek na działanie czynników 
pow odujących agregację. Możliwe jest również, że P-lipoproteidy tw orzą 
połączenia z m onom eram i fibryny lub z rozpuszczalnymi kom pleksam i 
monomerów fibryny i fibrynogenu zwiększając w ten  sposób ich wpływ  
na adhezję i agregację płytek.

В o 11 o n i wsp. (13) w yodrębnili frakcję lipoproteidową, k tóra zmie­
nia ruchliwość elektroforetyczną płytek, co wskazywałoby na oddziały­
wanie lipoproteidów z receptoram i znajdującym i się na powierzchni p ły­
tek. Przypuszczeniu takiem u przeczy jednak fak t ham ow ania agregacji 
pły tek  przez m akroglobuliny, które także mogą opłaszczać pow ierzchnię 
płytek  (167).

IV. Udział lipoproteidów w krzepnięciu krwi

Udział lipidów i lipoproteidów w krzepnięciu krw i jest znaczny. Za­
gadnieniu tem u poświęcono prace poglądowe (118, 201). Przede w szyst­
kim lipidowy charak ter w ykazują trom boplastyny płytkow e i tkankow e 
(2, 25), k tóre ak tyw ują protrom binę z udziałem  kationów wapniowych 
i niektórych czynników osoczowych zapoczątkowując w ten  sposób krzep­
nięcie krwi. L ipoproteidem  jest także antytrom bina II i III (41).

Liczne dane przem aw iają za tym, że krzepliwość krw i zwiększają 
tłuszcze dostarczane w pokarm ie oraz niektóre frakcje lipoproteidowe 
osocza. F u l l e r t o n  i wsp. (58) w ykazali zwiększoną krzepliwość krw i 
w czasie lipemii pokarm owej. Podobne obserwacje poczynili także inni 
autorzy (61, 98, 147). Lipemia pokarm owa skraca czas krzepnięcia krw i 
w naczyniach silikonowych (58), czas krzepnięcia osocza po rekalcynacji 
(98) i czas stypvenow y osocza (147) oraz przyspiesza w ytw arzanie trom bo­
plastyny (192). Na zwiększenie krzepliwości krw i wpływa przede w szyst­
kim rodzaj spożytych tłuszczów a nie stopień lipemii (98, 135, 147). 
Spożycie tłuszczów nasyconych w yraźnie przyspiesza krzepnięcie, na­
tom iast tłuszcze nienasycone w pokarm ie nie w yw ierają w pływ u lub tylko
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nieznaczny (61, 135). Również in vitro nasycone kwasy tłuszczowe o dłu­
gich łańcuchach węglowych bardziej skracają czas krzepnięcia krw i niż 
kwasy tłuszczowe nienasycone (29). Okazało się, że zwiększeniu zawartości 
( 5 - l i p o p r o t e i d ó w  i  cholesterolu w osoczu towarzyszy skrócenie czasu 
krzepnięcia krw i (68 , 83, 107, 145, 199), podwyższony poziom a-lipopro- 
teidów w ydłuża ten  czas (68, 83), zaś ilość chylom ikronów nie m a wpływ u 
(199). Omówione dotychczas wyniki wskazują, że niektóre lipidy są sub­
stancjam i zwiększającym i krzepnięcie krwi. Jednakże w ielu badaczy, 
stosując podobne układy doświadczeń nie stw ierdzało żadnych zmian 
krzepliwości krw i lub tylko zmiany nieznaczne (144, 175, 200).

V. Lipoproteidy a fibrynoliza

Wiele dowodów świadczy o ham ującym  wpływie lipidów i lipoprotei- 
dów na fibrynolizę. Z badań przeprowadzonych na osobnikach należących 
do różnych grup rasow ych (18, 43, 65, 72, 87, 126, 138, 174, 193) i u osób 
z niektórym i schorzeniam i układu krążenia jak  miażdżyca i choroba 
wieńcowa (10, 36, 39, 130, 133, 136, 137, 181, 184) oraz z badań wyko­
nanych w czasie lipem ii pokarm owej (9, 27, 34, 54, 61, 65, 71, 110, 127, 
131) wynika, że wysokim  zawartościom lipidów i lipoproteidów w osoczu 
towarzyszy niska aktyw ność fibrynolityczna i podwyższenie aktyw ności 
antyplazm inow ej. Stwierdzono (4, 27), że rozpuszczanie zakrzepu, w y­
wołanego sztucznie u zw ierząt doświadczalnych w czasie lipem ii po­
karm owej lub przebyw ających na diecie cholesterolowej, trw a  dłużej 
niż u zwierząt kontrolnych. Jednak  niektóre badania (85, 149, 157) prze­
prowadzone w podobny sposób i za pomocą podobnych m etod dały wyniki 
odmienne. W ydaje się, że działanie lipidów i lipoproteidów na fibrynolizę 
jest różne. W edług jednych autorów  (19, 27, 59, 62, 73, 99, 100, 185) 
fibrynolizę m ają hamować tylko tłuszcze nasycone, według innych (54) 
również i tłuszcze nienasycone.

Fosfatydyloinozytol i fosfatydyloseryna zwiększają aktyw ność plaz- 
m iny i skracają czas fibrynolizy skrzepu (63, 154). Dane o w pływ ie lecy­
tyn  na fibrynolizę są rozbieżne (149, 154). O lejan cholesterolu praw do­
podobnie ham uje fibrynolizę, natom iast w olny cholesterol, octan i steary­
nian cholesterolu nie m ają w pływ u (128). N iektórzy autorzy (4, 54, 
154) donoszą o ham ow aniu fibrynolizy przez chylom ikrony, spostrzeżenia 
tego nie potw ierdzają jednak inni badacze. W yodrębnione chylom ikrony 
(86 , 179) i a-lipoproteidy (171, 179) nie ham ują aktyw ności plazm iny 
ani innych enzymów proteolitycznych.

H am ujący wpływ w yodrębnionych z osocza (5-lipoproteidów na 
aktyw ność fibrynolityczną euglobulin i plazm inę obserwowało wielu ba­
daczy (154, 166, 179). Aktywność antyplazm inow ą w ykazuje również
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frakcja Cohna III0 zaw ierająca w swym składzie |3-lipoproteidy (166, 
173). W zrost aktyw ności fibrynolitycznej osocza można także uzyskać 
działając na nie rozpuszczalnikam i organicznym i powodującym i usunięcie 
lipoproteidów (73).

A ntyfibrynolityczna aktywność f5-lipoproteidów stanow i około 10%> 
całkowitej aktyw ności antyfibrynolitycznej osocza (180). Udział tych bia­
łek w ham ow aniu fibrynolizy zwiększa się w przypadku podwyższenia 
ich poziomu w osoczu (171, 179). W yodrębnione (3-lipoproteidy ham ują 
także aktywność trypsyny  i a-chym otrypsyny (179). Jednak  (196) wyso- 
kooczyszczone frakcje (3-lipoproteidowe obniżają tylko nieznacznie ak tyw ­
ność plazm iny i innych enzymów proteolitycznych. Przedstaw ionym  po­
wyżej danym  przeczą prace H o w e l l  (86) i C u c u i a n u  (38), z k tó­
rych wynika, że P-lipoproteidy nie w ykazują działania antyplazm ino- 
wego. O antyplazm inow ych właściwościach (5-lipoproteidów dyskutow ało 
wielu autorów  (77, 86, 154, 166).

VI. Uwagi końcowe

Z dotychczasowych danych można wnosić, że lipidy i lipoproteidy 
biorą udział w zwiększaniu krzepliwości krwi, adhezywności i agregacji 
pły tek  oraz w obniżaniu aktywności fibrynolitycznej osocza. Najsilniejsze 
działanie w ykazują tłuszcze nasycone, cholesterol i ^-lipoproteidy. Za­
burzenia w krzepnięciu krwi, funkcji p łytek i fibrynolizie mogą w ynikać 
zarówno z ilościowych zmian zawartości tych substancji w osoczu, jak  
i ze zmian w składzie chemicznym cząsteczki P-lipoproteidów, pow sta­
jących w skutek zaburzeń przem iany lipidowej lub białkowej. W edług 
wielu autorów  zm iany te m ają duże znaczenie w patogenezie choroby 
zakrzepowej i miażdżycy, a ich stw ierdzenie — w diagnostyce tych scho­
rzeń. Mimo intensyw nych badań zagadnienia te  k ry ją  w iele niejasności, 
a m iędzy w ynikam i badań przeprow adzanych w różnych ośrodkach 
istnieją duże rozbieżności. Dotyczą one zarówno stw ierdzania zmian 
w składnikach lipidowych osocza, jak  i ich roli w pow staw aniu zakrzepów 
i miażdżycy (1, 12, 95, 160). W ielu tych sprzeczności nie w yjaśniły  także 
badania, w których używano w yodrębnionych frakcji lipidowych i lipo- 
proteidowych. Podstaw ow ą trudnością w badaniach nad w pływ em  lipo­
proteidów jest ich nietrwałość, kom pleksy lipoproteidowe ulegają bowiem 
zmianom lub rozpadają się już w czasie preparatyki. Dializa, ślady m etali 
ciężkich, zamrażanie, mocznik i rozpuszczalniki organiczne powodują 
rozkład ich cząsteczek, przy czym szczególnie labilne są P-lipoproteidy. 
Z tego względu w yniki badań, w których stosowano wyodrębnione lipo­
proteidy są prawdopodobnie obciążone znacznym błędem  i mogą nie od­
zwierciedlać zjawisk zachodzących w żywym ustroju.
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G R A Ż Y N A  M U S Z Y Ń S K A  *

Jony w katalizie enzymatycznej 

Ions in the Enzymatic Catalysis
*

Some factors determ ining the  affin ity  of enzymes to the  m etal ions w ere  
described, and hypothetical models of enzym e-m etal-substrate  in terreactions w ere 
discussed. An effort was m ade to elucidate the m echanism  of the reaction.

Funkcje wielu m etali, w ykrytych w różnych organizmach, nie są 
jeszcze wyjaśnione. Nie wiadomo na przykład, w jaki sposób i dlaczego 
widłaki gromadzą złoto, m rówki — mangan, a w ciele szklistym  oka ludz­
kiego gromadzi się bar (45). Działanie jonów m etali jest różnorakie (45). 
Działają one stabilizująco na stru k tu ry  cząsteczek. Zm ieniając swą w ar­
tościowość, m etale zapoczątkowują reakcje łańcuchowe z udziałem  wol­
nych rodników. Jony m etali są także aktyw atoram i i w arunkują  różno­
rodne efekty polaryzacyjne, powodując rozluźnienie siatki elektronow ej 
oraz obniżenie bariery  aktyw acyjnej. Ponadto m etale tworzą „jednostki 
katalityczne” o nowych jakościowo funkcjach, które różnią się znacznie 
od działania jonu swobodnego. Do tej grupy zaliczyć można kom pleksy 
typu metaloenzymów. Jony m etali mogą tworzyć związki o ściśle określo­
nym  działaniu. Można do nich zaliczyć związki kompleksowe, na przykład 
katalazę, peroksydazę i inne enzymy hemowe. Jon m etalu jest specyficzny 
dla danej jednostki katalitycznej i nie jest możliwa jego zamiana na inny 
jon. Właściwości tego typu związków kompleksowych są dobrze poznane.

Znacznie m niej poznana jest rola m etalu jako aktyw atora. O kreślony 
jon m etalu może być zwykle zastąpiony innym  m etalem : oksydazę o-dw u- 
fenolową aktyw ują jony Fe2+, ‘ Co2+ i Mn2+; am inopeptydazę leucyno- 
wą — Mn2+ i Mg2+; arginazę — Mn2+, Co2+, Ni2+ i Fe2+, natom iast karbo- 
ksypeptydazę — M n2+, Co2+, Ni2+, Zn2+, P b2+, Fe2+, Mg2+, Ba2+ i C u2+. 
Ze zjawiskiem  małej specyficzności działania jonów m etali jako ak tyw a­
torów związane jest prawdopodobnie nadm ierne gromadzenie w orga­
nizmach żywych pewnych jonów w przypadkach niedoboru innych jonów 
m etali. H e w i t t  (18) zaobserwował, że w kom órkach roślinnych możliwe

* Dr, In sty tu t Biochemii i Biofizyki, Polska A kadem ia Nauk, W arszawa.
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jest całkowite lub częściowe zastąpienie w apnia przez stront, m olibdenu 
przez wolfram  lub wanad, zaś potasu przez rubid.

D w y e r  (12) wym ienia następujące funkcje, jakie jon m etalu  może 
spełniać w katalizie enzymatycznej:
tworzenie kom pleksu z donatorem  atomów, enzymem lub substratem ,
co zwiększa powinowactwo w kierunku określonej reakcji;
tworzenie m ostku pomiędzy enzymem a substratem ;
aktyw owanie chemiczne;
orientowanie pew nych grup podczas reakcji.

W celu zrozumienia roli jonu m etalu, należy zbadać czy tw orzy on 
kom pleks z białkami, k tóre z grup czynnych cząsteczki białka łączą się 
z jonam i m etalu i które z połączeń m etal-białko biorą udział w katalizie 
enzym atycznej.

Na enzymy najsilniej działają dwuw artościowe jony m etali, tworzące 
czworo- i ośmiościenne struk tu ry , posiadające określoną siłę polaryzacji 
względem ligandów. O r g e l  (46), omawiając udział m eta li.w  system ach 
biologicznych, stwierdza, że M n2+ i Mg2+ tw orzą struk tu ry  ośmiościenne 
w większości przypadków, natom iast Ca2+ tylko w pewnych układach. 
Jony  M n2+, Mg2+ i Ca2+ w ykazują zbliżone powinowactwo i stechio- 
m erię. Jon cynku tworzy zwykle s tru k tu ry  ośmiościenne (w yjątkiem  są 
połączenia z innym i m etalam i, gdzie w ystępuje w struk tu rach  czworo- 
ściennych).

Jedną z ważniejszych cech, w arunkującą udział danego jonu w ka­
talizie enzym atycznej, jest trwałość tworzonych kompleksów. Cecha ta 
wyrażona jest przez stałą równowagi kom pleksu К  (tablica 1). 
Kompleksy jonów P d 2+ i Cu2+, posiadających charakterystyczny układ 
elektronów na zewnętrznej powłoce, w ykazują najwyższe stałe równo­
wagi К  (36, 37). Tego typu kompleksy m ają niew ielkie znaczenie w ka-

Tablica I

Stałe równowagi dla kompleksu metal-aldehyd salicylowy (Ksal) oraz 
metal-etylenodwuamina (Ken) (według 37)

Kation log Ksal log Ken

Pd2+ 14,8 26,9
Cu2+ 13,3 19,6
Ni2+ 9,2 18,6
Со2+ 8,3 13,8
Zn2+ 8,1 12,9
Cd2+ 7,8 12,3
Fe2+ 7,6 9,5
Mn2f 6,8 5,7
M g2+ 6,5 —
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talizie enzym atycznej, co świadczyć może o odwrotnej zależności między 
zdolnością m etali cfo chelatowania a ich udziałem  w reakcjach enzym a­
tycznych. Jony Mn2+ i Mg2+, tworzące kom pleksy o najniższych stałych 
równowagi są najbardziej powszechnymi aktyw atoram i enzymów (29). 
Ich połączenia m etal-enzym  lub m etal-substrat są nietrw ałe, co umożliwia 
zmianę konfiguracji cząsteczek enzymu i substra tu  podczas katalizy enzy­
matycznej.

R o s e n b e r g  (53) badając działanie jonów m etali na aktywność 
karnozynazy (hydrolaza am inoacylo-L-histydyny ЕС. 3.4.3.3.) stwierdził, 
że tendencja do zwiększania aktyw ności enzymu (zmniejszania jego inhi­
bicji) związana jest z wartością stałej równowagi kompleksu. W ykazano 
także (27) zależność między stałą równowagi i liczbą koordynacyjną a ha­
mowaniem karbam oilotransferazy asparaginianowej (karbam oilotransfe- 
raza karbam oilofosforan: L-asparaginian ЕС. 2.1.3.2) przez m etale. Jony 
m etali (z w yjątkiem  miedzi), m ające wysokie liczby koordynacyjne i two­
rzące najbardziej stabilne kom pleksy o dużych stałych równowagi, naj­
bardziej zmniejszają szybkość reakcji (tablica 2). Hamowanie przez jony 
m etali może być całkowicie zniesione nadm iarem  asparaginianu. K l e p -  
p e  i S p a e r e n  (27) przypuszczają, że ham ujące działanie jonów m e­
tali polega na tw orzeniu kom pleksu z substratem . Jon  m etalu może być 
połączony z ujem nie naładow aną grupą karboksylową i niezjonizowaną 
grupą aminową asparaginianu (17). W tym  przypadku aktyw ność enzymu

Tablica 2

Hamowanie karbamoilotransferazy asparaginianowej przez nie­
organiczne kationy (według 27)

Kation log К
% hamowania

natywny enzym podjednostki enzymu

«
Li+ 0 0
Na+ 0 0
K+ 0 0
NH+ 0 0
Mg2+ 2,3 13 0
Ca2+ 16 0
Sr2+ 9 0
Mn2+ 4,0 20 0
Cu2+ 15,7 65 45
Zn2+ 10,4 55 23
Cd2+ 76 16
Co2+ 10,7 77 28
Ni2+ 12,7 81 32

К  — stała równowagi dla kompleksów kation-asparaginian

http://rcin.org.pl



70 G. M U SZ Y Ń SK A [4]

może być pośrednio regulowana rodzajem  i stężeniem jonu m etalu, k tóry 
łącząc się z substratem  uniemożliwia jego rozkład.

Poszczególne kationy biorą udział w specyficznym dla danego jonu 
typie katalizy. V a 11 e e (71) uważa, że jony magnezowe odgryw ają rolę 
w aktyw acji tych enzymów, które działają na ufosforylow any substrat, 
ponieważ jony Mg2+ silnie kom pleksują z tlenem. W tym  przypadku 
możliwa jest in terakcja między m etalem  a tlenem  grupy fosforanowej 
substra tu  (1 2 ).

Ponieważ jony Ca2+ podobnie jak  jony Mg2+ silnie kom pleksują z tle­
nem, teoretycznie możliwe jest współzawodnictwo między tym i jonami. 
Na przykład wyodrębniona z drożdży fosfataza (fosfohydrolaza mono- 
estrów  ortofosforanowych ЕС. 3.1.3.1), jest aktyw ow ana przez Mg2+, 
a hamowana kom petycyjnie przez Ca2+ (71). Jony Ca2+ i M n2+ aktyw ują 
dehydrogenazę glutam inianow ą (oksydoreduktaza L-glutaminian: NAD 
ЕС. 1.4.1.2), otrzym aną z jednokom órkowych form  Bacillus emersonii (31). 
W edług К  1 o t z a (28), jony wapnia nie są specyficznymi aktyw atoram i 
reakcji enzymatycznych, ponieważ tworzą rozpuszczalne kompleksy 
z m ałym i cząsteczkami związków organicznych, posiadają małe powi­
nowactwo do białek, a duże do kwasów organicznych i innych wysoko- 
cząsteczkowych związków o specyficznych właściwościach elektrosta­
tycznych. %

Jony Mn2+, Ca2+, Ni2+ i Zn2+ łatwo koordynują z parą elektronów 
atomów azotu (1 2 ), dlatego też są powszechnie znane jako aktyw atory 
peptydaz. Najbardziej charakterystyczna jest aktyw acja hydrolaz w obec­
ności Mn2+ i rola Zn2+ w metaloenzymach, co zostanie omówione szczegó­
łowo w dalszej części artykułu.

Jony Cu2+ są słabym i aktyw atoram i i mogą działać jako inhibitory. 
D w y e r  (12) podaje, że Cu2+ w małych stężeniach jest aktyw atorem  
dekarboksylazy szczawianowej (karboksy-liaza szczawianu ЕС. 4.1.1.2) 
a w wyższych jej inhibitorem . К 1 o t z (29) wykazał, że Cu2+ w pH <C 7 
łączy się z białkiem  poprzez tlen grup karboksylowych, natom iast 
w pH  >  7 poprzez grupy aminowe. Ponadto stwierdzono, że Cu2+ może 
być przyłączony do rybonukleazy z trzustki wołu poprzez conajmniej 
dwie grupy ligandów (54).

M etale posiadają określoną zdolność do łączenia się z pewnym i białka­
mi. Na przykład konalbum ina (stanowiąca 16% frakcji białkowej jaja 
kurzego), podobnie jak  białka hemowe, w ykazuje m alejące powinowactwo 
do Fe3+, Cu2+, Zn2+ (75). Spostrzeżenie to jest interesujące w powiązaniu 
z faktem , że analogiczne jest powinowactwo wyżej wym ienionych m etali 
do grup hydroksylowych. Doświadczenia W a r n e r a  i W e b e r a  (75) 
wykazały, że miejscem przyczepienia jonów Fe3+, Cu2+ i Zn2+ do białka 
jest fenolowy jon tyrozyny.
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I. Kationy jednowartościowe

W 1965 roku M e l c h i o r  (35) stw ierdził, że Mg-ADP jest specyficz­
nym substratem  dla kinazy pirogronianowej (fosfotransferaza ATP: pi- 
rogronian ЕС. 2.7.1.40), zaś potas pełni funkcję aktyw atora tego enzymu. 
Jony NH4+ i R b+ mogą zastępować K+ w aktyw acji enzymu, natom iast 
jon sodu nie w ykazuje tego działania. Możliwe jest istnienie dwu miejsc 
przyłączania kationów w centrum  aktyw nym  enzymu. Jeśli jedno miejsce 
jest zajęte przez K +, to enzym jest aktyw ny, natom iast gdy oba miejsca 
są zajęte przez dwa jony potasu lub przez jon magnezu, to enzym jest 
mniej lub nieaktyw ny.

Mg*+ K+ K+
MgE <----- — -̂  E = -  KE * = = = *  K 2E

nieaktywny nieaktywny aktywny nieaktywny

M a c L e o d  i S n e l l  (32, 33) wykazali, że wzrost Streptococcus  
faecalis może się odbywać jedynie w obecności jonów K+ i R b+, nato­
m iast jony Na+ i Cs+ są antagonistam i wzrostu. Autorzy ci postulują 
powstawanie aktywnego kom pleksu enzym -m etal w obecności potasu i ru- 
bidu, oraz nieaktywnego w obecności sodu i cezu.

ATP-aza (fosfohydrolaza ATP ЕС. 3.6.1.3) z mięśni szkieletowych 
królika jest aktyw ow ana przez Ca2+ i Mg2+ w pH  7,6— 7,8, a przez 
N a+ i K + w pH  8,5 (13). P repara t tego enzymu hydrolizuje karbam oilo- 
fosforan przy współudziale jonów K + (5,80). Jony potasu mogą być 
zastępowane innym i jednow artościowym i jonam i metali, jak  R b+, Cs+, 
L i+, a także NH4 , ale nie jonam i sodu (5). Y o s h i d a i wsp. (80) w yka­
zali duże podobieństwo między aktyw nością ATP-azy zależnej od N a+ 
i K + i fosfatazy aktyw owanej jonam i potasu. Autorzy ci przypuszczają, 
że hydroliza ATP i karbam oilofosforanu może być spowodowana przez 
tę samą cząsteczkę enzymu lub przez część kom pleksu enzymatycznego.

Potas działa ham ująco na acetylocholinoesterazę (hydrolaza acety­
locholiny ЕС. 3.1.1.7) a wzmaga aktywność acetylotransferazy cholinowej 
(O -acetylotransferaza acetyloCoA:cholina ЕС. 2.3.1.6). W tym  przypadku 
jony m etalu odgryw ają rolę w regulacji przem ian, bowiem działanie K + 
jest przeciw staw ne w reakcji anabolicznej i katabolicznej.

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanow a (oksydoreduktaza D-glukozo- 
6-fosforan:NADP ЕС. 1.1.1.49) z erytrocytów  ludzkich jest tetram erem
o ciężarze cząsteczkowym 210 000 (8). Enzym ten jest aktyw ow any jonam i 
Mg2+ i Ca2+ jak  również jonam i jednowartościowym i. Aktywację enzy­
mu powodują następujące sole: NH4C1, Tris-Cl, MgCl2, NaCl i KC1 (7).

Syntetaza form ylotetrahydrofolianow a (ligaza mrówczan :tetrahydro- 
folian ЕС. 6 .3.4.1) z Clostridium cylindrosporum  jest enzymem nietrw a­
łym. W e l c h  i wsp. (76) stw ierdzili, że enzym ten  jest aktyw ow any 
jonam i amonowymi, a w stanie równowagi istnieją dwie form y enzymu: 
jedna o niższej K m w obecności NH^ i druga o wyższej K m w nieobecności
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NH4 dla tego samego substratu . W ynika z tego, że jony amonowe zwięk­
szają powinowactwo enzymu do substratu.

Działanie ham ujące jonów srebra na a-am ylazę w ykrył M y r b a c k  
(43). W yjaśnił on to zjawisko współzawodnictwem jonów srebra z jonam i 
wodorowymi, gdyż A g+ łączy się z grupam i karboksylowym i enzymu, 
tworząc słabo dysocjującą sól.

[Af f  ] = K Ag =  10-7,4 AgE g
Inaktyw acja a-am ylazy była niezależna od stężenia substra tu  i odw ra­

calna dodatkiem  H2S.
Rola jonów jednow artościowych w katalizie enzymatycznej praw do­

podobnie polega jedynie na zmianie dysocjacji białka, gdyż nie są one 
zdolne do tworzenia kompleksów z białkiem  ani też z substratem  reakcji 
enzymatycznej (28).

П. Kationy dwuwartościowe

W edług К  1 o t z a (29), wolne aminokwasy tw orzą kom pleksy z jo­
nam i dwu wartościowym i poprzez wiązanie koordynacyjne z grupą am i­
nową i karboksylową. Jednak  powinowactwo m etali do białek jes t sil­
niejsze aniżeli m etali do aminokwasów.

Przyłączenie jonu m etalu do białka może zmieniać konfigurację białka. 
Widmo kom pleksu Cu2+-album ina w pewnych w arunkach ma szczyt

Rys. 1. W pływ jonów m etali na w idm a absorpcji kom pleksu C u-album ina 
A =  0,003 M Cu*+; B = 0,003M Zn2+; С = 0,003 M Cd3+; D =  0,003 M Pb2+; E -  0,0003 M Hg2+ (30)
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absorpcji przy 375,0 nm (rysunek 1), k tóry zanika po dodaniu ekwim olar- 
nej ilości jonów Hg2+. B e n e s c h  i B e n e s c h  (3, 4) wykazali, że 
z jonam i rtęci reaguje jedna grupa -SH album iny i dlatego jon Cu2+ jest 
w ypierany z połączeń m etal-białko, co powoduje zanik absorpcji przy 
375,0 nm.

W iązanie m etalu  z białkiem  zależy również od stężenia jonów wodo­
rowych. Ładunek elektrostatyczny większości białek waha się od do­
datniego do ujem nego w zakresie pH 5— 7. Im większy jest ładunek 
ujem ny białka, tym  więcej jonów m etali może ono wiązać. W iązanie Cu2+ 
z białkiem  w pH  9,6 powoduje pojawienie się m aksim um  absorpcji przy 
600 nm, a zatem  zachodzi poprzez grupy aminowe, natom iast w niższych 
pH m etal łączy się z grupam i karboksylowym i białka, gdyż kompleks 
ten ma szczyt absorpcji przy 700 nm. W ykazano bowiem, że wiązanie 

/ °
-C— . .Cu2+ w arunkuje  powstawanie szczytu absorpcji przy 700 nm, na- 

\ )
tom iast wiązanie N.... Cu2+ przy 600 nm  (29).

Podczas łączenia się m etalu z białkiem  ulega zmianie rozmieszczenie 
ładunku w cząsteczce białka, co może powodować zmiany powinowactwa 
enzymu do substratu , optymalnego pH reakcji oraz krzyw ych dysocjacji. 
Gdy suma ładunków danego białka jest ujem na, może powstać dim er 
poprzez kation m etalu.

Syntetaza glutam inow a (ligaza L-glutam inian:am oniak (ADP) ЕС. 
6.3.1.2) z Escherichia coli w ystępuje jako agregat z dw unastu identycznych 
podjednostek (70) i zawiera znaczne ilości jonów Mn2+ (78). Enzym na­
tyw ny nie jest w rażliw y na denaturację IM mocznikiem w pH  8 (79), 
na czynniki alkilujące i związki organiczne rtęci (58). Dodatek Mn2+ do

Rys. 2. Inak tyw acja  dwu różnych p repara tów  syntetazy glutam inow ej przez 1%
sól sodową siarczanu dodecylu (57)

O - - O  enzym natywny, zawierający 40 moli Mn2+ na mol enzymu, ф —ф  enzym „wolny od jo­
nów metalu’’’, zawierający 2 mole Mn+2 na mol enzymu
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całkowicie zdysocjowanego pod wpływem  IM mocznika enzymu powoduje 
odtworzenie pierwotnej s truk tu ry  podwójnego sześciokąta (70). Obecność 
jonów Mn2+ zwiększa trwałość enzymu; na przykład dodatek 1% soli 
sodowej siarczanu dodecylu nie zmienia aktywności enzymu zaw ierają­
cego 40 moli Mn/mol białka, natom iast „wolny od jonów m eta lu” enzym 
jest gwałtownie inaktyw ow any (57) (rysunek 2).

S h a p i r o  i G i n s b u r g  (57) zaobserwowali również zm iany fizy­
kochemiczne i zmiany w widmie UV natyw nej i wolnej od jonów m etalu 
syntetazy glutam inowej. Konform acja natywnego i wolnego od jonów 
m etalu enzymu nie wykazuje istotnych różnic (26, 70). Jednakże badania 
w m ikroskopie elektronow ym  wykazały, że wolny od jonów m etalu enzym, 
poddany działaniu dwuwartościowych kationów zaczyna tworzyć w ydłu­
żone agregaty o m alejącej rozpuszczalności (70). M o n d e r (39) wykazał, 
że zmiana stężenia jonów m etalu, jak również rodzaj użytego kationu może 
powodować duże różnice optim um  pH (rysunek 3).

PH

Rys. 3. W pływ pH  i zm iennych stężeń Mg2+, M n2+, Co2+ i Fe2+ na ak tyw ację
syntetazy glutam inow ej (39)

И—•—-■ 2,5 mM Mn, ł ; A -----▲ 5,0 mM Mn1+; O ............. O 5,0 mM F e,+ ; 5,0 mM
Cot+; Д—.—.A 5,0 mM Mg +

Zwiększanie stężenia jonów M n2+ i Mg2+, jak również Co2+, pow oduje 
obniżenie optym alnych wartości pH. Zaskakujące jest, że jony Ni21 nie 
aktyw ują syntetazy glutam inowej, ale w pewnych w arunkach mogą ha­
mować jej aktywność. In terp re tac ja  tego zjawiska jest trudna, albowiem 
większość enzymów aktyw ow anych jonam i kobaltu jest również aktyw o­
wana jonam i niklu, które m ają podobny kształt, ładunek, prom ień jonowy 
i liczbę koordynacyjną. Jony Fe2+ aktyw ują syntetazę L-glutaminy, jed ­
nak znacznie słabiej aniżeli m angan, magnez i kobalt. Jony wapniowe 
natom iast ham ują aktywność enzymu, przy czym nie jest to ham owanie 
kom petycyjne względem jonów Mg2+ (25).
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Syntetaza glutam inowa jest enzymem bardzo wrażliwym  na dwu- 
wartościowe jony metali, dlatego M o n d e r (39) uważa, że poziom aktyw ­
ności tego enzymu może być regulow any rodzajem, stężeniem i rozmiesz­
czeniem jonów m etali w komórce.

III. Metale jako koenzymy

Związany koordynacyjnie m etal stanowi część lub całą grupę proste- 
tyczną enzymu. W edług V a 11 e e (71), m etaloenzym y charakteryzują się 
silnym  wiązaniem m etal-enzym , podczas gdy w kompleksie, gdzie m etal 
nie jest częścią składową białka natywnego, wiązanie to jest słabe.

M etalokarboksypeptydaza (hydrolaza peptydylo-L-am inokwasu ЕС. 
3.4.2.1), w yodrębniona z trzustk i wołu, jest metaloezymem  o ciężarze 
cząsteczkowym 34 000. Enzym natyw ny zawiera 1 gramorównoważnik 
Zn2+ na gramocząsteczkę enzymu (67, 72, 73). V a 11 e e i wsp. (74) 
stw ierdzili, że podczas dializy w buforze wolnym  od jonów m etali enzym 
traci aktywność. W olny od Zn2+ enzym, dializowany w buforze, zawie­
rający Zn2+ lub Ni2+, Fe2+, Mn2+, C r3+ zostaje częściowo lub całkowicie 
reaktyw ow any.

Ekw im olarny dodatek jonów Zn2+ reaktyw uje w pełni enzym. Innym i 
aktyw atoram i są: Co2+, Zn2+, Ni2+, Mn2+, Fe2+, przy czym Zn2+ i Co2+ 
zajm ują identyczne miejsce na powierzchni enzymu, co zostało stw ier­
dzone za pomocą izotopów promieniotwórczych, jednak w przypadku 
kobaltu w widmie kom pleksu w ystępuje m aksim um  absorpcji przy 530 nm, 
którego nie ma w widm ie kompleksu z Zn2+ (rysunek 4). Enzym ak ty ­
wowany jonam i kobaltu  ma wyższą specyficzną aktywność peptydazową

\ , n m

Rys. 4. W idma absorpcji kom pleksu karboksypeptydaza-C o2+, karboksypeptydaza-
-Z n2+ oraz jonów Co2+ (10)
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aniżeli aktyw ow any Zn2+ (rysunek 5). Obniżenie stężenia m etalu  w bu­
forze w przypadku Co24- powoduje znaczny spadek specyficznej ak tyw ­
ności w przeciw ieństwie do Zn2+, gdzie przy m niejszych stężeniach m e­
talu  aktywność enzymu pozostawała niezmienna.

Rys. 5. R eaktyw acja karboksypeptydazy (CPD), w olnej od Zn2+, przy pomocy
jonów m etali: (74)

□  aktywność peptydazowa po dializie w  buforze zawierającym jony metali w  stężeniu 1 : 1<M M; 
aktywność peptydazowa po następnej dializie w  buforze wolnym od jonów metali

Przypuszcza się, że w centrum  apoenzymu m etal w iązany jest poprzez 
azot i siarkę. C o l e m a n  i Ѵ а і і е е  (11) wykazali, że gdy m etal 
przyłącza się do karboksypeptydazy, uw alniają się dwa jony H +, co 
świadczy o obecności w centrum  aktyw nym  enzymu grup sulfhydrylo- 
wych i aminowych reszt aminokwasowych, k tóre w pH 7 są donatoram i 
wodoru. Porównanie stałych równowagi różnych m etalokarboksypeptydaz, 
ich zdolności do kompleksowania i badania widma w podczerwieni w yka­
zują, że Zn2+ jak  i Co2+ mogą być związane z grupą a-am inow ą aspa- 
raginy (stanowiącej końcową resztę aminokwasową niektórych karbo- 
ksypeptydaz) oraz z grupą -SH cysteiny (72). Większa aktyw ność pep ty­
dazowa m etalokarboksypeptydazy aktyw owanej Co2+ w porów naniu 
z natyw ną Zn-karboksypeptydazą sugeruje możliwość tworzenia dla 
określonych substratów  dodatkowego centrum  katalitycznego (tablica 3).

Aktywność peptydazowa w zrasta praw ie dw ukrotnie w obecności 
Co2+, gdy substratem  jest peptyd, karbobenzoksyglicylo L-fenyloalanina. 
N atom iast w obecności Ni2+ i znacznie silniej w obecności Mn2+ zm niej­
sza się aktywność peptydazowa i esterazowa. Gdy Zn2+ zastąpi się p ier­
w iastkam i z grupy II B: Cd2+ i Hg2+ lub przez P b2+ (IV grupa), karbo- 
ksypeptydaza w ykazuje jedynie aktywność esterazową, natom iast nie
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Tablica 3

Peptydazowa i esterazowa aktywność metalokarboksypeptydazy (według 11)
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Metalokarboksy­
peptydaza (CPD) 
1 mol metalu na 
1 mol apoenzymu

Aktywność peptydazowaa
Aktywność

esterazowab

karbobenzoksy-
glicylo-L-fenylo-

alanina

karbobenzoksy-
glicylo-L-tryp-

tofan

benzoilo-
glicylo-L-fe-
nylo-alanina

hipurylo-DL-p-
fenylo-mleczan

CPD-Zn2+ 7,5 2,8 5,5 1,15
CPD-Co2+ 12,0 2,7 5,2 1,10
CPD-Ni2+ 8,0 2,0 2,0 1,00
CPD-Mn2+ 0,6 0,6 0,6 0,40
CPD-Hg2+ 0,0 0,0 0,0 1,34
CPD-Cd2+ 0,0 0,0 0,0 1,75
CPD-Pb2+ 0,0 0,0 0,0 0,60
CPD-Cu2+ 0,0 0,0 0,0 0,00

a próby inkubowano w p H  7 ,5 , 0°C z 0,02M substratem w 0,02M buforze Na-W eronal zawierającym 0,1M NaC 
k próby inkubowano w pH  7,5 25°C z 0 ,01M substratem w 0,005 M buforze Tris zawierającym 0,1M NaCl 

Współczynnik wariancji 4%

hydrolizuje w iązań peptydowych. Godny uwagi jest fakt, że w obecności 
pierwiastków grupy II m etalokarboksypeptydaza wykazuje znacznie sil­
niejsze działanie esterazy niż natyw na Zn-karboksypeptydaza. V a 11 e e 
i wsp. (74) stw ierdzili, że 0,96 gramoatomów Cd2+ łączy się z jednym  
molem karboksypeptydazy, a C o l e m e n  i Ѵ а П е е  (11), że radio­
aktyw ny Cd2+ zajm uje to samo miejsce na powierzchni enzymu, co 
Zn2+. ;

W yjaśnienie tego zaskakującego zjawiska, że nienatyw ne jony m e­
ta li aktyw ują enzym znacznie silniej aniżeli natyw ny cynk oraz że niektóre 
z m etali pobudzają aktyw ność esterazową a równocześnie całkowicie 
ham ują aktywność proteolityczną, wym aga szerszego omówienia m echa­
nizm u działania centrum  aktyw nego m etalokarboksypeptydazy. V a 11 e e 
(72), acylując natyw ną karboksypeptydazę bezwodnikami kwasów: izo- 
-masłowego, n-masłowego oraz n-walerianow ego, uzyskał zwiększenie 
aktyw ności esterazowej enzymu i znaczne zm niejszenie aktyw ności pepty- 
dazowej (tablica 4).

Jodowanie karboksypeptydazy powodowało 5-krotny wzrost ak tyw ­
ności esterazowej i zupełny zanik aktyw ności peptydazowej. Dołączanie 
reszt kwasu bursztynowego powodowało 50°/о zwiększenie aktyw ności 
zarówno esterazowej jak  i proteolitycznej. Najwyższą aktywność estera­
zową przy pełnym  zaniku aktyw ności proteolitycznej uzyskano po zasto­
sowaniu acetylacji bezwodnikiem  octowym i acetyloimidazolem, acetyla- 
cję sukcynylokarboksypeptydazy oraz jodowanie sukcyno-karboksypep- 
tydazy i acetylokarboksypeptydazy.
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Tablica 4

Aktywność esterazowa i peptydazowa metalokarboksypeptydazy mo­
dyfikowana jonami metali i związkami organicznymi (według 72)

1 ■ —
1 Metalokarboksypepty- 

daza

Aktywność w %

Esterazowa Peptydazowa

Natywna 100 100
Hg2+ 116 0
Cd2+ 152 0
J+ 500 0
Cu2+ 0 0
Acetyl-Hg2+ 0 0
Jodo-Hg2+ 0 0
Jodobursztynian 520 0
Jodoacetyl 530 0
Acetylobursztynian 780 0
Acetyl-Cu2+ 215 0
Jodo-Cu2+ 105 0
Acetyl A* 610 0
Acetyl I* 700 0
Bursztynian 150 154
Kwas izo-masłowy 134 83
Kwas n-walerianowy 162 80
Kwas n-masłowy 191 64
Kwas propionowy 342 49
Fotoutlenianie 198 36

* AcA i A cj karboksypeptydaza acylowana bezwodnikiem octowym a w drugim 
przypadku acetylo-imidazolem

Zmiany w widmach absorpcji wskazują, że acetylacji ulegają reszty 
tyrozynowe w aktyw nym  centrum  enzymu. Świadczy to, że zwiększenie 
aktywności esterazowej w arunkuje tyrozyna acetylowana, a aktyw ność 
peptydazową — nieacetylowana. V a 11 e e (72) zaproponował schem at 
działania centrum  aktyw nego karboksypeptydazy (schemat 1 a, b), według 
którego hydrolizę peptydu zapoczątkowują grupy В centrum  aktyw nego 
karboksypeptydazy jako donatory par elektronów dla węgli karbonylo- 
wych, przy czym powstaje produkt pośredni: acyloenzym. Reakcję tę 
może ułatwiać jon m etalu, odciągając elektrony z węgla do tlenu  karbo- 
nylowego. R a b i n  (48) sugeruje możliwość przyłączenia cząsteczki wody 
między grupę В a atom  węgla karbonylowego. Ponadto kwasowe grupy 
w centrum  katalitycznym  enzymu mogą być donatoram i protonów dla 
atom u azotu wiązania peptydowego. K oordynacyjne związanie m etalu 
z tym  azotem może dodatkowo ułatw iać odciągnięcie elektronów  z połą­
czenia C:N. Biorąc pod uwagę, że grupy A i В w centrum  katalitycznym
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enzymu są prawdopodobnie resztam i tyrozyny, można wyjaśnić, dlaczego 
acetylacja, jak  również acetylo-sukcynylacja tych grup powoduje całko­
w ity zanik aktyw ności peptydazowej.

Schem at 1 a, b. H ipotetyczny schem at centrum  aktyw nego karboksypeptydazy
z uwzględnieniem  m echanizm u hydrolizy peptydazowej i esterazow ej (72)

Acetylo-, jodo- i acetylosukcynylo-karboksypeptydazy, m ając zaha­
mowaną aktyw ność peptydazową, w ykazują znacznie zwiększoną aktyw ­
ność esterazową. Kiedy grupa В jest zablokowana przez wymienione ugru­
powania, jedyną grupą reagującą jest jon hydroksylowy, co wyjaśnia za­
leżność aktyw ności esterazowej od pH. Hg2+ i Cd2+ również zwiększają 
aktywność esterazową enzymu i powodują zanik aktyw ności peptyda­
zowej. P a u l i n g  (47) oznaczył długość prom ieni jonowych niektórych 
pierw iastków  (dla Zn2+ — 0,74 A, dla Cd2+ — 0,97 A, dla Hg2+ — 1,10 A). 
Dłuższe prom ienie jonowe kadm u i rtęci niż cynku um ożliwiają silniejsze 
oddziaływanie z grupą B, dzięki czemu następuje jej zablokowanie.

Zastąpienie zatem  m etalu natyw nego w centrum  aktyw nym  enzymu 
innym  m etalem  powoduje zmianę specyficznej aktyw ności i specyficz­
ności substratow ej. Dlatego to wpływ jonów m etali może być wysoce 
selektyw nym  i specyficznym środkiem do badania centrum  aktywnego 
enzymu.

Zbliżone do karboksypeptydazy działanie w ykazuje anhydraza wę­
glowa (hydro-liaza węglanu ЕС. 4.2.1.1), która również jest m etaloenzy- 
mem, zaw ierającym  Zn2+; wolny od jonów m etalu enzym jest w pełni 
reaktyw ow any dodatkiem  jonów Zn2+ (tablica 5).

A ktyw ow any jonam i Co2+ enzym posiada wysoką aktywność specy­
ficzną. Widmo absorpcyjne natyw nej Zn-anhydrazy węglowej nie posiada 
maksimów absorpcji w zakresie 450—700 nm, natom iast podstawienie 
kobaltem  w centrum  aktyw nym  powoduje pojawienie się maksimum  
absorpcji w zakresie 500— 600 nm (9). Świadczy to o pow staniu zmodyfi­
kowanego centrum  aktywnego anhydrazy węglowej, w którym  zasadniczą 
rolę odgryw ają dwuw artościowe jony kobaltu.

a) b)

Peptydaza
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Tablica 5

Aktywność anhydrazy węglowej i zawartość cynku w apoenzymie 
(według 9)

Enzym Aktywność enzymu 
(w jednostkach)

Zawartość Zn2+ w 
gramoatomach/mol 

enzymu

Enzym natywny 10 200 1,0
Enzym natywny +amid
acetoazolu (1 x  10-5M) 187
Enzym natywny
pH  1,9—7,5 0
Apoenzym 400 0,03
Apoenzym-Zn2+ 9 500 1,00
Apoenzym-Co2+ 5 700 0,05
Apoenzym-Ni2+ 500 0,05
Apoenzym-Cu2+ 127 <0,01
Apoenzym-Cd2+ 430 <0,01
Apoenzym-Hg2+ 5 <0,01

IV. Połączenia enzym-substrat poprzez jony metali

Bardzo istotną rolę pełnią m etale jako mostki, łączące enzym y z sub- 
stratam i. W tym  przypadku m etal nie musi być częścią składową enzymu. 
Jony  m etali w pływ ają w tym  w ypadku na jonizację substratu , ułatw iając 
tym  tworzenie kom pleksu enzym -substrat. Pow stanie połączenia chela- 
towego między jonem  m etalu  a substratem  umożliwia zwiększenie lokal­
nego stężenia jonów OH- , ułatw iającego hydrolizę enzym atyczną oraz 
stabilizację stanu zjonizowania substra tu  czy enzymu podczas trw ania 
kompleksu. Jonam i m etali, które odgryw ają zasadniczą rolę w aktyw acji 
enzymów i jonizacji substratów , są Mg2+ i Mn2+.

Poniżej omówionych zostanie kilka połączeń E-S poprzez jony m e­
tali.
1) K arbam oilotransferaza ornitynowa (karbam oilotransferaza karbam o- 
ilofosforan:L-ornityna ЕС. 2.1.3.3) katalizuje syntezę oraz arsenolityczną 
(49) i fosforolityczną degradację cy tru liny  (26). K l e c z k o w s k i  i wsp. 
(26) badali wpływ niektórych jonów m etali na anabolizm  i katabolizm  
cytruliny. Okazało się, że Mg2+ nie w yw iera żadnego w pływ u na syntezę 
oraz arsenolityczną degradację cytruliny, natom iast fosforoliza jest silnie 
aktyw ow ana przez wyższe stężenia tych jonów. Powodowane jest to 
prawdopodobnie dużym powinowactwem Mg2+ do tlenu związanego z fos­
forem, możliwa jest więc jonizacja połączenia enzym -substrat-m etal-
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-fosforan. W przeciw ieństw ie do magnezu, m angan jest silnym  inhibitorem  
syntezy cy tru liny  i jej degradacji arsenolitycznej, natom iast w m niej­
szych stężeniach nie w yw iera w pływ u na degradację fosforolityczną; 
dopiero dodatek 40 mM M n2+ powodował 48%  inhibicję.

Hamowanie przez jony m etali ma charak ter kom petycyjny — jest za­
leżne wyłącznie od stężenia cytruliny, lecz nie zależy od stężenia karba- 
m oilofosforanu (CP). Można zatem  przypuszczać, że karbam oilotransfe- 
raza ornitynow a ma dwa niezależne centra substratow e o specyficznej 
konfiguracji (24).
2) Arginaza (am idynohydrolaza L-argininy ЕС. 3.5.3.1) jes t enzymem
o wysokiej specyficzności substratow ej (15, 40, 56), aktyw ow ana jest 
jonam i Mn2+ i nieco słabiej Co2+ oraz Ni2+ (15, 42, 50) (rysunek 6).

p H

Rys. 6. W pływ jonów M n2+, Co2+ i N i2+ na aktywność arginazy z w ątroby wołu
w różnych pH  (16)

1. enzym oczyszczony, wolny od jonów metali (dializowany w wodzie destylowanej); 2. argi­
naza preinkubowana z jonami Mn*+ ; 3. arginaza preinkubowana z jonami Co,+ ; 4. arginaza

preinkubowana z jonami Ni,+

G r e e n b e r g  i wsp. (16) stw ierdzili, że arginaza może być ak ty ­
wowana przez kom pleks Fe2+-cysteina, jony Cd2+ nie w yw ierają żadnego 
wpływu, natom iast Zn2+ w stężeniu 0,025 M ham uje enzym w 70%.

W ydaje się, że m etaliczne kom ponenty odgryw ają rolę w orientacji 
substra tu  względem odpowiednich grup w centrum  aktyw nym  enzymu 
(41, 44) a analogi s truk tu ra lne  L-argininy, D-arginina i hom oarginina, 
współzawodniczą o arginazę z m etalicznym  aktyw atorem  (52).

R о с h e i wsp. (51) stw ierdzili, że zwiększenie stężenia jonów Mn2+ 
powyżej pewnej w artości nie wpływa na aktywność arginazy, natom iast

6 Postępy Biochemii
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Tablica 6

Wartości K m dla arginazy z łubinu w obecności Mn2+, 
Cq2+ j np+  w różnych pH  (według 42)

pH
Km w mM

1,6 mM Mn2+ 1,6 mM Co2+ 3,2 mM Ni2+

8,75 41 59 151
9,40 32 71 —
9,95 36 — —

10,40 40 83 —

Co2+ i Ni2+ powoduje obniżenie aktyw ności enzymu. Nasuwa to przy­
puszczenie, że jony Co2+ i Ni2+ łączą się z centrum  aktyw nym  w określo­
nym  stosunku, a przy wyższych stężeniach tych jonów tw orzy się inny, 
nieaktyw ny kompleks.

M u s z y ń s k a  i R e i f e r  (42) stw ierdzili zmniejszone powinowac­
two enzymu do substra tu  po zastąpieniu Mn2+ jonam i Co2+ lub Ni2+ 
(tablica 6). Zwiększanie w artości K m w obecności tych jonów m etali 
można tłum aczyć tym , że aktywność arginazy jest zależna od tworzenia 
kompleksów arginaza-m etal-arginina i może być ona różna przy innych 
kątach  i długościach słabych wiązań elektronowych. P  a u 1 i n g (47) 
podaje, że wyznaczony empirycznie prom ień jonowy dla Mn2+ wynosi
0,80 A, dla Co2+ — 0,74 A, dla Ni2+ — 0,72 A.

К  1 o t z (29) sugeruje, że jony m etali mogą zniszczyć stabilizację re­
zonansową grupy guanidynowej argininy.'M etal m a działanie stabilizujące 
na pośredni kom pleks enzym -substrat, ponieważ ułatw ia on rozerwanie 
wiązania C =  NH z jednoczesnym  przyłączeniem  jonów hydroksylowych. 
Prawdopodobnie przed utw orzeniem  kompleksu, jon m etalu, m ający 
zdolność do kom pleksowania z grupam i funkcyjnym i zawierającym i 
azot, powoduje usunięcie jonu wodoru z am idynowej grupy = N H ^. 
Z drugiej jednak strony zbyt silne powinowactwo m etalu do grup hydro­
ksylow ych może zahamować przemieszczenie tego jonu. Zrozumiałe jest 
zatem, że Mn2+, Co2+, Ni2+ i Fe2+ mogą być aktyw atoram i arginazy, 
a Mg2+ nie aktyw uje jej ze względu na niskie powinowactwo do azotu, 
podobnie jak  Cu2+, Hg2+ i Fe2+, wykazujące bardzo silne powinowactwo 
do jonów hydroksylowych.
3) Im inodipeptydaza (hydrolaza L-proliloaminokwasu ЕС. 3.4.3.6) hydro- 
lizuje niespecyficzne dla białek wiązanie imidazolowe, glicylo-L-proliny 
(64). Im inodipeptydazę ak tyw ują jedynie jony Mn2+, a stabilizują Mg2+ 
i glutation, co w skazuje na obecność grup sulfhydrylow ych w enzymie. 
A d a m s  i S m i t h  (1) stw ierdzili, że ham owanie przez jodoaceto-
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amid zachodzi jedynie w nieobecności Mn2+, gdy natom iast ilość M n2+ 
jest w ystarczająca, inhibicja jest nieznaczna. Prawdopodobnie zatem M n21 
jest związany z grupą -SH enzymu i to wiązanie ochrania grupę -SH 
przed utlenieniem  jodoacetoamidem. Jony m anganawe nie spełniają jed ­
nak tej roli jeśli na iminodipeptydazę działano p-chlorortęciobenzoesanem  
(PCMB). Ponadto iminodipeptydaza jest całkowicie ham owana naw et 
przez niskie stężenia jonów cynku, ołowiu, rtęci i kadmu, ponieważ 
jony te Reagują z grupam i sulfhydrylow ym i enzymu (1).

M n2+ związany jest bezpośrednio z białkiem; ruchliwość elektrofo- 
retyczna im inodipeptydazy nerkowej zmniejsza się w obecności M n2+, 
co w skazuje na m niejszy ładunek ujem ny w usieciowaniu białka (61).

M a l m s t r o m  (34) wykazał, że połączenie koordynacyjne enzym- 
-m etal-substra t je s t znacznie silniejsze, aniżeli oddziaływanie jonów m e­
tali z aminokwasam i lub prostym i peptydam i. Podczas katalizy enzym a­
tycznej najpierw  obojętna grupa aminowa oraz zjonizowana grupa karbo­
ksylowa substra tu  łączą się z m etalem , k tóry następnie ulega związaniu 
z enzymem (62, 66).

W kom pleksie substrat-m angan możliwe jes t utw orzenie dwu pier­
ścieni pięcioczłonowych przy założeniu, że jon m anganaw y będzie zwią­
zany z azotem imidowym pierścienia proliny. Jeśli natom iast m etal w ią­
załby się z grupą karbonylow ą substratu , pow stałyby pierścienie pięcio- 
i siedmio-członowe, lecz a lternatyw a ta jest mało prawdopodobna (65).

Z białkiem  M n2+ łączy się poprzez grupy -SH tworząc związki o liczbie 
koordynacyjnej sześć. Jednak nie ma bezpośrednich dowodów dotyczących 
charakteru  połączeń pozostałych wiązań m etalu. Stężenie jonów wodo­
rowych, niezbędne dla optymalnego działania iminodipeptydazy, wynosi 
około 8 (64), co wskazuje, że miejsca nie zajęte przez substra t i enzym 
najprawdopodobniej zajęte są przez jony hydroksylowe.
4) Am inopeptydaza leucynowa (hydrolaza L-leucylopeptydu ЕС. 3.4.1.1) 
powoduje hydrolizę am idu L-leucyny. Enzym jest aktyw ow any przez 
Mn2+i Mg2+ (23, 62), przy czym wpływ Mg2+ jest bardzo słaby. Inne 
jony m etali nie aktyw ują, a mogą naw et hamować ten enzym (64). T rw a­
łość oczyszczonych i nieoczyszczonych preparatów  enzymu obniżają jony 
Mn2+ (56, 63) a zwiększają jony Mg2+.

Jon  m etalu może być związany koordynacyjnie z dwoma m iejscami 
na powierzchni substra tu  i z dwoma na białku enzym atycznym  (sche-

O
Schem at 2. H ipotetyczne oddziaływ anie L -leucynoam idu z am inopeptydazą leucy-

now ą (65)

R'
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m at 2). Ponieważ pH  optym alne dla tego enzymu wynosi 8, praw dopo­
dobnie dwa dalsze wiązania koordynacyjne zajęte są przez grupy -OH.

W odróżnieniu od im inodipeptydazy, jodoacetoam id nie ham uje am i- 
nopeptydazy leucynowej (64); brak  jest też bezpośrednich danych o g ru ­
pach białka wiążących m etal. Można jedynie przypuszczać, że łączy się 
on z niezjonizowaną grupą imidazolową i a-am inową w w iązaniu pepty- 
dowym lub z dwiema grupam i imidazolowymi o różnych w artościach 
pK (66).
5) W reakcjach hydrolizy innych peptydów bierze udział również M n2+ 
jako jon chelatujący. Można naszkicować pewien wspólny typ  przem ian 
dla większości peptydaz. Zakładając, że punkt przyłączenia jonu m etalu 
znajduje się przy azocie wiązania peptydowego, uwzględnić należy prze­
mieszczenie elektronów z grupy karbonylowej do azotu peptydowego. 
W w yniku tego przesunięcia węgiel karbonylow y stałby się bardziej elek- 
tronododatni i silniej przyciągałby jony hydroksylowe. Ten etap  działania 
jonów m etalu zbadano na prostych modelach nieenzym atycznych (68).

Jony wapnia są znacznie mniej specyficznymi aktyw atoram i enzymów 
(20, 28), jednakże odgryw ają istotną rolę w enzymatycznej hydrolizie 
wielu połączeń organicznych. W apń może być aktyw atorem  peptydaz 
(60), a-am ylaz (2, 20) i fosfataz (19, 38, 55, 77). Rolę jonów Ca2+ jako ko- 
faktorów  niezbędnych do utrzym ania drugo- i trzeciorzędowej s tru k tu ry  
oraz związaną z tym  aktyw ację a-am ylaz omówiono niedawno w Po­
stępach Biochemii (2).

I m a n i s h i (20), po zastosowaniu techniki elektrodializy według 
S t e i n a  »i wsp. (69), uzyskał preparat a-am ylazy z Bacillus subtilis  nie 
zaw ierający jonów wapnia. Badania widma w podczerwieni i pom iar 
optycznej dyspersji rotacyjnej nie wykazały różnic między enzym em  na- 
tyw nym  a pozbawionym jonów Ca2+. Świadczy to, że zmiany nie dotyczą 
reszt chrom oforowych enzymu. Jednakże a-am ylaza ,,wolna od jonów 
m etalu” w ykazuje większą podatność na strącanie n iektórym i rozpusz­
czalnikam i organicznym i i m niejszą odporność term iczną. Podobnie jak  
w przypadku syntetazy glutam inowej, mocznik, praktycznie nie w yw ie­
rający wpływ u na natyw ną cząsteczkę a-am ylazy, zmienia konform ację 
a-am ylazy pozbawionej jonów m etalu. Stabilność właściwą enzymowi 
natyw nem u można przywrócić dodając 4— 5 gram oatom ów Ca2+ na gra- 
mocząsteczkę enzymu. I m a n i s h i  (20) wykazał, że na powierzchni 
a-am ylazy znajdują się trzy  równowartościowe i elektrostatycznie n ie­
zależne m iejsca wiążące jony Ca2+; można przypuszczać, że każde z nich 
składa się z dwu różnych grup: prawdopodobnie z grupy karboksylow ej 
i atom u azotu.

Jony wapnia biorą również udział w enzymatycznej hydrolizie reszt 
fosforanowych. Zależna od Mg2+ ATP-aza jest aktyw ow ana przez jony 
Ca2+. Jony Ca2+ i Mg2+ tworzą kompleks z substratem , przy czym roz­
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szczepienie kom pleksu M g-ATP jest przeszło dw ukrotnie szybsze aniżeli 
Ca-ATP (77). Natom iast stała M ichaelisa wskazuje na wyższe powino­
wactwo kom pleksu Ca-ATP (Km =  1,3- 10~5M) enzymu niż kompleksu 
Mg-ATP (Km =  3,6*10_5M) (77). S c h a u b  i E r m i n i  (55) wykazali, 
że ATP-azę mogą aktywować dwuw artościowe kationy posiadające pro­
mień jonowy od 0,65 do 0,99 A (tablica 7), przy  czym jedynie Ca2+
0 prom ieniu jonowym  0,99 A silnie ak tyw uje ATP-azę z miozynu.

Podobnie kinazę fosforylazową (fosfotransferaza ATPrfosforylaza 
ЕС. 2.7.1.38) z mięśni szkieletowych królika silnie aktyw ują jony Ca2+
1 Mg2+ (19), przy czym nie działają one antagonistycznie (38). M e y e r  
i wsp. (38) uważają, że jony Ca2+ mogą odgrywać rolę w mechanizm ie 
kontroli kom órkowej procesu glikogenezy.

Tablica 7

Wpływ kationów i ich promieni jonówych na aktywację ATP-azy 
(według 55)

Kation
o

Promień jonowy w A Optymalne stężenie kationu w mM

Be2+ 0,31 nie aktywuje, >  0,8—inhibicja
Mg2-*- 0,65 2—3
Co2+ 0,72 0,5—1
Zn2+ 0,74 0,2—0,5
Mn2+ 0,80 1,5—3,0
Cd2+ 0,97 0,2—0,5
Ca2+ 0,99 >  20(na miofibryle i natywny 

aktomiozyn)
>2,5 (na odwrażliwiony aktomiozyn)

Sr2+ 1,13 nie aktywuje
Ba2+ 1,35 nie aktywuje

Reasum ując, można stwierdzić, że jon m etalu może działać jako ligand 
w tworzeniu kom pleksu koordynacyjnego, zarówno z enzymem jak i sub- 
stratem , u łatw iając jonizację tego ostatniego. Ten sposób wyjaśnienia 
aktyw ności enzymów przez jony m etali jest najprostszy.

Na zakończenie w arto wspomnieć o innej, rów nie istotnej roli, jaką 
mogą spełniać kationy, zarówno w syntezie RNA jak  i w utrzym aniu  odpo­
wiedniej s tru k tu ry  DNA i rybosomów.

F u s с h i wsp. (14) stw ierdzili, że nukleotydylotransferaza RNA 
(nukleotydylotransferaza nukleozydylotrój fosforan :RNA ЕС. 2.7.7.6) 
z Escherichia coli jest aktyw ow ana przez Mg2+, Со2+ i M n2+, natom iast 
n ienatyw ny enzym  mogą reaktyw ow ać tylko Mg2+ i sperm idyna.

I v a n o w  (21) wykazał, że natyw ny DNA zawiera duże ilości żelaza. 
Przypuszcza on, że Fe2+ może być połączony z podwójną nicią DNA,
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poprzez 6-amino i 6-keto grupy puryn, co nie narusza wiązań wodo­
row ych między param i zasad. Natyw ny i zdenaturow any DNA może kom- 
pleksować z jonam i Cu2+ i Ag2+, przy czym badanie efektu Cottona w y­
kazało, że oba te kom pleksy różnią się znacznie między sobą (22). Pod­
w ójna nić DNA ulega zniszczeniu podczas ogrzewania w roztworze Cu2+
o małej sile jonowej, natom iast w roztworze o dużej sile jonowej zostaje 
zrekonstruow ana. Podobne działanie w ykazuje Zn2+, co można tłum aczyć 
(59) jego zdolnością utrzym yw ania obydwu nici DNA w praw idłowych 
odległościach od siebie.

Stopniowe zmniejszanie zawartości Mg2+ w rybosomach powoduje 
zm iany w struk turze podjednostek i rozluźnienie wiązań m iędzy nimi. 
B i e l k a  i wsp. (6) stwierdzili, że podjednostki 49S i 29S rozdzielają 
się gdy Mg2+ jest usunięty całkowicie z rybosomów.
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E LŻ B IE TA  DZIEMBOR *

Fosfohydrolazy monoestrów ortofosforanowych 

Orthophosphoric Monoester Phosphohydrolases

The data concerning the alkaline and acid phosphatases are  review ed. The 
possible biological and cataly tic function of these enzymes are presented.

Fosfatazy kwaśne i alkaliczne to zwyczajowe nazwy dwu grup enzy­
mów, należących do fosfohydrolaz m onoestrów ortofosforanowych (ЕС. 
3.1.3.1 i ЕС. 3.1.3.2). Pierw sze doniesienia o istnieniu enzymów, odszcze- 
piających. resztę fosforanową, pochodzą z 1907 roku (60). Nasilenie badań 
nad właściwościami fizykochemicznymi fosfataz przypada na lata  1930— 
1950 (1, 2, 3, 4, 5, 9). W ostatnich latach znowu obserw uje się w zrost 
zainteresow ania tym i enzymami, szczególnie ich rolą biologiczną i m e­
chanizmem katalizy (14, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 43, 46, 58, 59).

Fosfatazy kwaśne i alkaliczne są rozpowszechnione w świecie zwie­
rzęcym i roślinnym . Fosfatazy alkaliczne w ystępują w błonach śluzowych 
jelita  (29), tkance kostnej (63), nerce i w ątrobie (48) oraz łożysku (26). 
Enzym z błony śluzowej jelita  jest zlokalizowany w m ikrosomach i p ra ­
wdopodobnie bierze udział w resorpcji cukrów (48). Fosfataza alkaliczna 
jest wydzielana z żółcią do przewodu pokarmowego. W surow icy w y­
stępuje fosfataza alkaliczna o własnościach zbliżonych do enzym u w y­
odrębnionego z kości. Chrom atograficznie rozdzielono ją  na kilka ak tyw ­
nych frakcji (48), których stosunek ilościowy zmienia się w chorobach 
układu wątrobowo-żółciowego. Fosfatazy kwaśne w dużych ilościach 
w ystępują w gruczole krokowym  (55), w ątrobie (6), łożysku (16), śle­
dzionie, nerce, surow icy (48). Ponadto otrzym ano kw aśne i alkaliczne 
fosfatazy z E. coli (50), Neurospora crassa (36, 37), oraz fosfatazę alkaliczną 
z m leka (41), a kw aśne z m archw i (62) i słodu (11, 12).

Kw aśne i alkaliczne fosfatazy należą do enzymów o zróżnicowanym  
ciężarze cząsteczkowym (kwaśne fosfatazy z łożyska: 35 000, 105 000, 
>  200 000 (16), alkaliczne z E. coli — 75 000 (25), z m archw i— 45 000 
(14)).

* Mgr, M iędzywydziałowa K atedra Chemii Fizjologicznej, A kadem ia M edyczna, 
Kraków .

http://rcin.org.pl



90 E. DZIEM BOR [ 2 ]

Doświadczenia z użyciem wody znakowanej 180  wykazały, że enzymy 
te katalizują reakcje R -0 -P  +  H2180  =  R -0 -H  +  H -180 -P , powodując ro ­
zerw anie wiązania pomiędzy fosforem a tlenem  i przeniesienie reszty 
fosforanowej na wodę (reakcja hydrolizy). Fosfatazy mogą również ka­
talizować reakcje przeniesienia reszt fosforanowych na alkohol z u tw o­
rzeniem nowego estru  (reakcja transfosforylacji) (7).

Na aktyw ność kw aśnych i alkalicznych fosfataz w pływ ają odm iennie 
różne czynniki (52) (tablica 1). Różne są również praw dopodobnie m e­
chanizmy reakcji katalizowanych przez fosfatazy kwaśne i alkaliczne 
(10, 43). Obydwie -grupy enzymów są mało specyficzne, hydrolizują 
estry  fosforanowe lipidów, peptydów, mono- i oligonukleotydów itp. 
Jony fosforanowe silnie ham ują aktywność wobec wszystkich substra­
tów.

Tablica 1

Wpływ różnych czynników na aktywność fosfataz

Czynnik Fosfatazy kwaśne Fosfatazy alkaliczne

Jony metali dwuwartościo-
wych (Mg2+, Mn2+, Zn2+) bez wpływu aktywatory
Substancje silnie wiążące
metale bez wpływu inhibitory
Jony F~ inhibitory bez wpływu
pH  środowiska> 9 gwałtowna inaktywa- bez wpływu

cja
pH  środowiska<5 bez wpływu gwałtowna inaktywacja
R-S-P03H2 jako substraty
(43) nieaktywne aktywne

W yodrębnianie fosfataz i ich oczyszczanie jest procesem wielostop­
niowym. Najczęściej stosuje się następujące etapy postępowania (7, 14, 
17, 25, 31, 49, 53):
etap I — otrzym yw anie ekstrak tu  tkankowego
etap II — w ytrącanie innych białek
etap III — w ysalanie enzymu siarczanem  amonu
etap IV — oczyszczanie enzymu od zanieczyszczeń innym i białkam i za 

pomocą chrom atografii na DEAE-celulozie, CM-celulozie (19) 
etap V — oczyszczanie enzymu na kolum nach Sephadex  G 100 i G 200. 
K ryteriam i pozwalającym i wnioskować o czystości enzymu są: kształt 
szczytów, otrzym anych po ponownym rozdziale na Sephadex  G 100 
i G 200, w yniki elektroforezy na żelu skrobiowym  i poliakrylam idowym , 
im m unoelektroforezy, badania szybkości sedym entacji, obraz w m ikro­
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skopie elektronow ym  (25) i krystalizacja. Do jednorodnych, całkowicie 
oczyszczonych enzymów, należą między innym i kwaśna fosfataza z pro­
sta ty  ludzkiej (49), alkaliczne z E. coli (25) i łożyska (26, 27).

I. Charakterystyka kilku fosfataz i mechanizm ich działania

1. Fosfatazy alkaliczne

Najdokładniej poznaną fosfatazą alkaliczną jest enzym z E. coli o opty­
m alnym  pH 8,0 (25). Fosfataza ta jest wyjątkow o term ostabilna, ogrze­
wana do 85°C przez 30 min. nie traci aktywności. Należy ona do enzymów 
m ających jednocześnie własności pirofosfataz (21, 30). Enzym ten hydro- 
lizuje mono-, dw u- i trój fosforany nukleotydów, etanoloam inofosforan, 
nieorganiczne pirofosforany itd. Oprócz aktyw ności hydrolitycznej w y­
kazuje on własności fosfotransferazy (68). Donatoram i grup fosforanowych 
mogą być fosforan p-nitrofenolu i nukleotydy, a akceptoram i — glukoza, 
alkohole i aminoalkohole. Fosforylacji ulegają alkoholowe grupy w związ­
kach zaw ierających drugą grupę alkoholową lub aminową, najdalej w po­
łożeniu 3’ w stosunku do grupy ulegającej fosforylacji. Równowagę m ię­
dzy dawcą (fosforan p-nitrofenolu), biorcą (etanoloamina) i uwolnionym  
fosforanem  przedstaw ia rysunek 1. Dodatek NaCl zwiększa aktywność 
hydrolityczną i transferazow ą enzymu.

Rys. 1. Zm iany stężeń fosforanu, fosforanu p-n itro feno lu  i utworzonego w w yniku 
reakcji transfosfo ry lac ji nowego estru  fosforanowego, fosfoetanoloam iny, w  czasie 

działania alkalicznej fosfatazy z E.^coli (68)
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Kolejne etapy reakcji katalizowanych przez fosfatazę z E. coli podano 
na schemacie 1. Przedstaw iony przebieg reakcji jest możliwy, gdy stę­
żenia uwolnionego w czasie reakcji p-nitrofenolu, kwasu ortofosforowego
i powstającego estru  fosforanowego są małe, a akceptor obecny w dużym  
nadm iarze nie wiąże się bezpośrednio z enzymem. Zaobserwowano, że 
szybkość reakcji uw alniania fosforu w zrasta w obecności akceptora grupy 
fosforanowej. Potw ierdza to sugestię, że defosforylacja jest dw ustop­
niowa.

Schemat 1. K olejne etapy reakcji odszczepienia reszty fosforanow ej przez alkaliczną
fosfatazę z E. coli (68)

E — enzym , E’ — kom pleks enzym -grupa fosforanow a, ES — kom pleks enzym -substrat, S — 
substrat (fosforan p -n itrofenolu), P t — produkt reakcji defosfory lacji, p -n itrofenol, P t — pro­
dukt reakcji hydrolizy, kw as ortofosforow y, P3 — produkt reakcji transfosforylacji, fosfoeta- 

noloam ina, ROH — biorca reszty fosforanow ej, etanoloam ina

Alkaliczna fosfataza z E. coli jest cynkoproteidem , zbudowanym  z dw u 
nieaktyw nych podjednostek (54). Badania wpływ u niektórych analogów 
am inokwasowych na szybkość reakcji uw alniania fosforu (zamiast histy- 
dyny I,2,4-trójazolo-3-alanina, fenyloalaniny — p-fluorofenyloalanina, 
m etioniny — etionina) pozwalają przypuszczać, że am inokwasy te  są nie­
zbędne do asocjacji podjednostek w aktyw ną cząstkę enzymu. W centrum  
aktyw nym  fosfatazy znajduje się seryna (32). Przypuszczalny m echa­
nizm  reakcji przeprowadzanej przez fosfohydrolazy i fosfotransferazy 
przedstaw ia schem at 2. Uzyskał on potwierdzenie doświadczalne, gdy 
po inaktyw acji enzymu wyodrębniono peptyd, zaw ierający przyłączoną 
do seryny resztę fosforanową, a także kompleks seryna-dw u-izopropy- 
lofluorofosforan pochodzący z centrum  aktyw nego (35).

-s e r  -  OH = = =  
+ k-1
+  “ 0

P -0 R

- s e r — OH ====
+ " 0 \ ,  k'2

П  
0

-t- - p  ^ P ~ 0 R

+ Н0Н

k 3- s e r — 0
-n  1 k-3
- 8 - p = o

- s e r — OH ^  

L; :g -P -o H  

0

k_„ -ser  —  OH

'0

\

-о/5
P-OH

o -  o
+R0H

Schemat 2. Udział seryny w m echanizm ie odszczepiania reszty fosforanow ej przez
alkaliczne fosfatazy (32)

http://rcin.org.pl



[5] FO SFO M O N O E ST ERA ZY 93

Alkaliczna fosfataza z jelita  należy do stosunkowo dobrze zbadanych 
enzymów zarówno pod względem specyficzności substratow ej, jak  i bu ­
dowy centrum  aktywnego. Enzym w ykazuje zdolność rozszczepiania w ią­
zania pirofosforanowego (22), hydrolizując m iędzy innym i ADP, UDP, 
ATP i UTP (15). Jony  m agnezu ak tyw ują enzym wobec wszystkich sub­
stratów , jedynie ATP hydrolizowany jest w tych w arunkach wolniej. 
Fosfataza w ykazuje silnie zaznaczone własności fosfotransferazy (39, 40).

Stereospecyficznym  inhibitorem  enzymu jest L-fenyloalanina. W yniki 
badań nad w pływem  czynników, reagujących z grupam i tiolowym i i czyn­
ników blokujących wolne grupy aminowe, na aktywność enzym u oraz 
jego ham owanie przez L-fenyloalaninę w skazują na obecność wolnych 
grup-SH  i lizyny w centrum  aktyw nym  (23), w arunkujących jego działanie

Z łożyska ludzkiego wyodrębniono alkaliczną fosfatazę o optym alnym  
pH  działania 9,0 (26, 59), o własnościach fosfotransferazy i pirofosfatazy. 
Enzym najłatw iej odszczepia resztę fosforanową w położeniu 3’, wolniej 
w 5’, hydrolizuje również, jakkolw iek z m niejszą szybkością, ADP i ATP.

Określenie alkalicznych fosfataz jako enzymów odszczepiających w y­
łącznie resztę fosforanową związaną estrowo, a więc przez tlen, podwa­
żyły badania N e u m a n n a  (43, 44), k tó ry  jako substraty  dla fosfatazy 
z E. coli stosował związki o ogólnym wzorze R -S -P 0 3Na2(R:-CH2CH2NH2, 
-CH2CH2NHCOCH3, -CH2COOH, -CH2CH2COOC2H5). Hydroliza w iązań 
C -S-P i C-O-P przebiega podobnie: enzym działa optym alnie w tym  sa­
m ym  pH  wobec obu rodzajów substratów , jest aktyw ow any przez NaCl 
zarówno w stosunku do fosforanu p-nitrofenolu, jak  i do cystam inofosfo- 
ranu, Vmaks i K m są tego samego rzędu, a cystam ino-S-fosforan ham uje 
hydrolizę p-nitrofenolu. Powyższe podobieństwa nasuw ają przypuszcze­
nie, że to samo centrum  aktyw ne w arunkuje  odszczepienie nieorganicznego 
fosforanu z utw orzeniem  zarówno grupy hydroksylowej, jak  i tiolowej.

W świetle dotychczasowych danych alkaliczne fosfatazy stanow ią 
grupę mało specyficznych enzymów, w wielu wypadkach z w yraźnie za­
znaczoną aktyw nością pirofosfataz i fosfotransferaz. W mechanizm ie 
katalizy  ważną rolę odgryw ają jony m etali dwuwartościowych. Pow sta­
jący  w czasie reakcji kompleks enzym -P 03H2 zawiera resztę fosforanow ą 
przyłączoną do seryny stosunkowo silnym  wiązaniem.

2. Fosfatazy kwaśne

Dwie kwaśne fosfatazy w yodrębniono z E. coli: kw aśną fosfatazę
o optym alnym  pH  5,8 oraz fosfoheksozofosfatazę (19, 42). Pierw szy z tych 
enzymów jest aktyw ny wobec podobnych substratów  jak  alkaliczna fosfa­
taza z E. coli, drugi enzym o optym alnym  pH  6,0 hydrolizuje również 
większość estrów fosforanow ych z różną jednak szybkością. Najszybciej 
hydrolizow any jest glukozo-6-fosforan, glukozo-l-fosforan i fruktozo- 
-6-fosforan. N ukleotydy są hydrolizowane około 100 razy wolniej.
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Z łożyska ludzkiego wyodrębniono trzy  kwaśne fosfatazy. Enzym y
0 optym alnych pH  5,5, 4,0 i 5,5 różnią się specyficznością, a ich ak tyw ­
ność jest ham ow ana przez odmienne czynniki (16). Fosfataza I jest nie­
specyficznym enzymem, rozkładającym  między innym i hydrokortyzono- 
-2I-fosforan i fosfoenolopirogronian. Enzym II, również o niskiej specy­
ficzności, hydrolizuje ATP i nieorganiczny pirofosforan. Oba enzym y są 
hamowane przez jony fluorkowe, m olibdenianowe i winianowe. Kwaśna 
fosfataza III w ykazuje znaczną specyficzność substratow ą (17). Z do­
tychczas przebadanych związków substratam i dla enzymu okazały się 
27-estradiolo-3-fosforan, L-tyrozyno-O-fosforan i fosforan p-nitrofenolu. 
Jony winianowe nie ham ują czynności enzym atycznej. K om petytyw nym i 
inhibitoram i kwaśnej fosfatazy III są 5-fosfopirydoksyna, puryny  i ich 
pochodne. P irym idyny nie m ają w pływ u hamującego.

Z lizosomów w ątroby szczura otrzym ano kwaśną fosfatazę o opty­
m alnym  pH  4,0 (7). Szybkość odszczepiania przez ten enzym  reszty 
fosforanowej od nukleotydów  zależy od jej położenia, rodzaju cukru
1 zasady.

Kwaśna fosfataza z prostaty  ludzkiej o optym alnym  pH  5,5 posiada 
niewielką specyficzność substratow ą (54, 56). Hydrolizuje m ono- i oli- 
gonukleotydy, fosfopolipeptydy, fosfokreatynę. Od nukleotydów  najszyb­
ciej odszczepiana jest reszta fosforanowa w położeniu 2’- i 3’- wolniej 
w 5’- (55). Na szybkość reakcji enzymatycznej wpływa również rodzaj 
cukru i zasady oraz długość łańcucha polinukleotydowego (58). K w aśna 
fosfataza z prostaty  ma oprócz własności hydrolitycznych własności trans- 
ferazowe (8, 32, 33, 45). W badaniach nad tym  procesem jako dawcy 
reszt fosforanowych używano fosforanów alifatycznych i arom atycznych, 
biorcami były pentadiol, glicerol, nukleozydy (12, 13, 45). Enzym ham ują 
fluorki, kwasy hydroksykarboksylów e (3), benzoesan rtęci (61), jony 
molibdenianowe, żelazawe i miedziowe. Hamowanie jonam i fluorkow ym i 
zależy od stężenia substra tu  i ulega zm niejszeniu ' w obecności anionów 
niektórych kwasów dw u- i trójkarboksylow ych, szczególnie kw asu m alo- 
nowego, szczawiowego i cytrynowego. W yjaśnienie tego zjawiska podał 
R a i n e r  i wsp. (51), sugerując, że substrat, jony fluorkow e i jony 
ochronne współzawodniczą między sobą o kationowe grupy białka. K w asy 
hydroksykarboksylow e, na przykład kwas l (  +  )winowy są kom pety tyw ­
nym i inhibitoram i enzymu. H am ujący wpływ w yw ierają kw asy z wolną
i zestryfikow aną grupą karboksylową. Hamowanie kwasem winowym  jest 
charakterystyczne dla kwaśnych fosfataz z łożyska (16) i p rosta ty  (3)
i odróżnia je od innych enzymów tego typu. Czynnikiem w yw ierającym  
również silny wpływ ham ujący na czynność fosfatazy z p rosta ty  jest 
benzoesan rtęci. Aktywność zaham owaną przez ten  związek można p rzy ­
wrócić dodając cysteiny, a przez jony Fe2+i Cu2+ dodając cy trynianu . 
Enzym w ykazuje m ałą term ostabilność (38). Rozcieńczone roztw ory czy­
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stego enzym u szybko się inaktyw ują, zwłaszcza przechowywane w szkla­
nych, podlegających wstrząsom, naczyniach. Aminy i skrobia m ają dzia­
łanie ochronne.

Z m archw i wyizolowano enzym o silnie zaznaczonych własnościach 
fosfotransf er azowych (14). Z izomerów nukleotydów  najłatw iej odszczepia 
on resztę fosforanow ą w położeniu 5’. Różnice w szybkości hydrolizy 
pomiędzy 3’ i 5’ izomerami są niewielkie, grupa fosforanowa z izomeru 2’ 
odszczepiana jest znacznie wolniej. W obecności nukleotydów aktywność 
hydrolazow a enzym u jest hamowana, a ujaw nia się jego aktywność 
fosfotransferazow a: pow stają nowe nukleotydy, zawierające resztę fosfo­
ranow ą głównie w pozycji 5 \ a w znikomej ilości w pozycji 2\  Nukle- 
ozydy pirym idynow e są lepszym i akceptoram i od nukleozydów puryno- 
wych. Dezoksyrybonukleozydy są fosforylow ane łatw iej niż rybonukle- 
ozydy, przy czym pow stają izom ery 5’.

M echanizm działania kwaśnych fosfataz i budowa centrum  aktywnego 
nie są jeszcze dokładnie poznane. Enzym y te zachowują całkowitą ak tyw ­
ność po działaniu związkami wiążącymi jony m etali, stąd  wniosek, że 
m etale w procesie katalizy nie odgryw ają zasadniczej roli. Cecha ta 
odróżnia fosfatazy kwaśne od alkalicznych. Nie stwierdzono również u  tej 
grupy enzymów powstawania kompleksu: seryna-reszta kw asu fosforo­
wego w centrum  aktyw nym  enzymu. Badania wpływ u czynników m odyfi­
kujących am inokw asy pozwalają przypuszczać, że podczas reakcji enzy­
m atycznej pow staje labilny kompleks tyrozyny z fosforanem  (10). W ska­
zuje to na znaczną różnicę w m echanizm ie działania obu rodzajów fosfa­
taz.

Badania k inetyki reakcji uw alniania fosforu przez enzymy mało spe­
cyficzne są znacznie u trudnione przez zachodzący jednocześnie proces 
transfosforylacji. O ptym alne. pH, aktyw atory  i inhibitory są przeważnie 
dla obydwu procesów jednakow e, dlatego też poszukuje się czynników, 
k tó re  m ogłyby przesuwać równowagę reakcji w określonym  kierunku 
(35). Znalezienie ich pomogłoby wytłum aczyć biologiczną rolę tych pro­
cesów.

III. Zastosowanie kwaśnych i alkalicznych fosfataz w diagnostyce i w ba­
daniu sekwencji nukleotydów w kwasach nukleinowych

Duże zainteresow anie kw aśnym i i alkalicznym i fosfatazam i w ostat­
nich latach spowodowały różne przyczyny. Między innym i próbowano 
powiązać zm iany aktyw ności tych enzymów w krw i z różnym i stanam i 
patologicznym i. Historycznie pierwszym i pracam i tego rodzaju były ba­
dania nad przydatnością oznaczania aktyw ności kwaśnej fosfatazy w su­
rowicy w diagnostyce raka sterczu (28). Obecnie znaczenie diagnostyczne
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ma również określanie poziomu alkalicznej fosfatazy w surowicy. Zwięk­
szenie aktyw ności enzymu stw ierdza się w krzyw icy (15), przy czym 
oddaje ono dość w iernie dynam ikę procesu chorobowego. W diagnostyce 
stosuje się także badanie aktyw ności tego enzymu do w ykryw ania prze­
rzutów  nowotworowych do w ątroby (57), w przypadkach żółtaczki m e­
chanicznej i zaporowej marskości w ątroby (48).

Kwaśne i alkaliczne fosfatazy okazały się przydatne do badania s tru k ­
tu ry  kwasów nukleinowych: do oznaczania sekwencji nukleotydów  oraz*
do określania długości łańcucha polinukleotydowego (50). Badanie sek­
w encji nukleotydów można przeprowadzić dwiema m etodam i. Pierwsza, 
wyłącznie enzymatyczna, polega na działaniu na kwasy nukleinow e lub 
polinukleotydy fosfomonoesterazą, a następnie fosfodw uesterazą (50). Za 
pomocą chrom atografii produktów  reakcji oddziela się nukleotydy od 
nukleozydów, co pozwala stwierdzić, jaka zasada znajdow ała się na 
ufosforylow anym  końcu łańcucha. Druga metoda, enzym atyczno-che- 
miczna, polega na odszczepieniu końcowego fosforanu przez fosfatazę.

S chem at 3. R eakcje zachodzące na zdefosforylow anym  końcu łańcucha kw asu 
nukleinowego pod działaniem  nadjodanu sodu i am in (69)

zasada zasada

H -C H -C

OH OH

zasada

H -C H -C -O H
\
H-C =  NC6Hn H>NCeHn

0 0

H CH20H

oOH

+ zasada + H O — P — OH
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Schem at 4. R eakcje enzym atyczne prowadzące do pow staw ania DNA znakowa
nego 32P  (65)

Reakcje jak w schemacie A

4 \ \
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OH 32 r
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\
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P\ p\
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Fosfodwuesteraza 
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Schem at 5. R eakcje enzym atyczne pozw alające na identyfikow anie zasad rąsiadu  
jących z w prow adzonym  atom em  32P  (64)
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W dalszych etapach utlenia się rybozę nad jodanem  sodu i działa na nią 
am iną w wyniku czego końcowa zasada zostaje odszczepiona od łańcucha
i można ją zidentyfikować (schemat 3) (34, 47, 67, 69). Ustalanie długości 
łańcucha oligonukleotydowego przeprowadza się oznaczając stosunek 
ilości końcowych grup fosforanowych, odszczepionych przez enzym, do 
całkowitej ilości fosforanu po kwaśnej hydrolizie (50).

Enzymem najczęściej używanym  w badaniach nad s tru k tu rą  kwasów 
nukleinow ych jest alkaliczna fosfataza z E. coli. Enzym ten używ any 
jest także do otrzym yw ania DNA znakowanego 32P (schemat 4) oraz 
do lokalizowania przerw  w łańcuchu kwasu dezoksyrybonukleinowego 
(schemat 5) (24, 64, 65, 66).

Badania swoistości substratow ej, struk tu ry  centrum  aktywnego, czyn­
ników ham ujących i aktyw ujących kwaśne i alkaliczne fosfatazy m ają 
na celu w yjaśnienie roli biologicznej tych enzymów. Ostatnio przypisuje 
się im udział nie tylko w katabolizmie, ale również w tworzeniu nowych 
nukleotydów (11, 12, 13) podczas przem iany kwasów nukleinowych.
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JÓZEF JA N IC K I  *, JE R Z Y  W A R C H A L E W SK I **,
JA N U S Z  SK U P IN  ***, J E R Z Y  K O W A L C Z Y K  **

Inhibitory trypsyny pochodzenia roślinnego 

Trypsin Inhibitors of Plant Origin

Chem ical and biological properties of inhibitors of trypsin  and some o ther 
proteolityc enzym es from  p lan t are review ed. T heir m echanism  of action and role 
in anim al nu trition  are discussed.

W ostatnich 30 latach ukazało się wiele prac na tem at białek w yka­
zujących działanie antyproteolityczne, w szczególności zaś an ty trypsy - 
nowe. P ierw szy obszerniejszy przegląd inhibitorów trypsyny opracowali 
w 1954 roku L a 's к o w s с у (102). W prawdzie już przedtem  ukazało się 
kilka publikacji (123, 128, 159), lecz omawiano w nich tylko niektóre 
problem y dotyczące tych inhibitorów. Równocześnie z artykułem  Las­
kowskich, G r e e n  i N e u r a t h  (68) poruszyli niektóre aspekty ak ty ­
w acji i ham owania proteolizy. W rok później L a s k o w s k i  (101) podał 
sposoby otrzym yw ania kilku inhibitorów trypsyny. W ymienione prace 
charakteryzow ały jednak głównie inhibitory pochodzenia zwierzęcego. 
Znacznie później ukazała się praca przeglądowa (138) zajm ująca się w y­
łącznie inhibitoram i trypsynow ym i w ystępującym i w roślinach.

Inhibitory  trypsyny wyodrębnione z trzustk i znalazły już zastosowanie 
w leczeniu między innym i skaz krwotocznych fibrynolitycznych i stanów  
zapalnych a zwłaszcza ostrej m artw icy trzustk i (124). W ielu autorów  (4, 
59, 131, 138) zwraca uwagę na znaczenie fizjologiczne jakie mogą mieć 
roślinne białka trypsynow e wobec pokaźnego udziału pokarm ów roślin­
nych w żywieniu człowieka i zwierząt. Brak m onografii z tego zakresu 
w literaturze polskiej skłania do podjęcia tego tem atu.

I. Występowanie inhibitorów

Od czasu gdy O s b o r n e  i M e n d e l  (131) w ykazali korzystny 
w pływ  podwyższonej tem pera tu ry  na wartość odżywczą fasoli sojowej, 
podejm owano liczne próby identyfikacji czynnika lub czynników, k tóre 
są szkodliwe i opóźniają wzrost zwierząt karm ionych surow ą paszą 
roślinną.

* Prof. dr, K atedra  Technologii Rolnej, Wyższa Szkoła Rolnicza, Poznań
** Mgr, K ated ra  Technologii Rolnej, Wyższa Szkoła Rolnicza, Poznań
*** Doc. dr, K atedra Technologii Rolnej, Wyższa Szkoła Rolnicza, Poznań
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[3] IN H IB IT O R Y  T R Y P SY N Y 1C3

1. Inhibitory z soi (Glycine max.)

Z uwagi na dużą zawartość białka w tej roślinie (około 34°/o), szczegól­
nie intensyw nie badano jej inhibitory trypsynowe, mimo to jednak do­
tychczas nie ustalono ich ostatecznej liczby. Dokładniej scharakteryzo­
wane inhibitory trypsyny z soi zestawiono w tablicy 1.

Początkowo sądzono, że hamowanie przez krystaliczny inhibitor K u- 
nitza jest typu kom petytyw nego (28), później G r e e n (67) wykazał 
jego niekom petytyw ny charakter podczas działania trypsyny na białkowe 
substraty , natom iast przy działaniu na syntetyczne substraty , które m ają 
większe powinowactwo do trypsyny hamowanie miało charakter raczej 
kom petytyw ny.

F r a t a l l i  i S t e i n e r  (61) uszeregowali sojowe inhibitory trypsy­
ny, opierając się na ich aktyw ności an ty trypsynow ej: F 2, SBTIA2 =  
=  SBTIAX =  oczyszczony inhibitor AA =  1,9 S inhibitor >  F x >  F 3; oraz 
antychym otrypsynow ej: 1,9 S inhibitor ^  oczyszczony inhibitor AA 
^  SBTIAi >  F2 >  Fl F3. В i rk  i W a 1 d m a n (20) badali rozmiesz­
czenie inhibitorów  trypsyny w soi i nie stw ierdzili ich obecności w li­
ściach, łodygach oraz pustych strączkach, natom iast zaobserwowali, że 
zawartość inhibitora w nasionach w zrastała wraz z dojrzewaniem . Poza 
cytow anym i ukazało się również kilka innych prac dotyczących sojowych 
czynników antytrypsynow ych (1, 30, 32, 33, 60, 70, 129, 167, 173).

2. Inhibitory z innych roślin

Obok badań nad białkam i sojowymi wykazującym i aktywność an ty - 
trypsynow ą, liczni badacze poszukiwali podobnych białek w wielu innych 
roślinach szczególnie ważnych z punktu  widzenia żywieniowego. Stw ier­
dzono ich w ystępowanie w fasoli zwykłej (P. vulgaris) (25, 30, 31, 87, 137, 
139, 167, 180, 181), złotej (P. aureus) (25, 38, 39, 40, 41, 76, 77, 183), 
lim eńskiej (P. lunatus) (25, 55, 58, 72, 84, 85, 175), bobie (Ѵгсіа faba) 
(6, 7, 9, 62, 63, 160, 162, 166), grochu gołębim (Cajanus cajan) (176) oraz 
w zbożach (25, 66, 74, 100, 103, 104, 112, 134, 154, 155, 156), ziemniakach 
(Solanum  tuberosum  (161, 165, 191), lucernie siewnej (Medicago sativa) 
(121, 145) i w innych roślinach (1, 25, 42, 66, 90, 109, 118, 153, 157, 163, 
164, 178).

W tablicy 2 podano te inhibitory trypsyny wyizolowane z wym ienio­
nych roślin, które zostały szczegółowiej zbadane.

Ostatnio H a y n e s  i F e e n e y  (72) w yodrębnili m etodą chrom a­
tografii jonowym iennej z kilku odmian fasoli limeńskiej sześć inhibitorów
0 jednoczesnym  działaniu antytrypsynow ym  i antychym otrypsynow ym . 
Stosunki ilościowe pomiędzy tym i inhibitoram i różniły się nieznacznie 
w zależności od odm iany fasoli. Badając bób podwójny i bobik A m b e
1 S o h o n i e  (6, 7) stw ierdzili, że inhibitory trypsyny w ystępują we

http://rcin.org.pl
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wszystkich częściach kiełkującego nasienia i rośliny, oraz we wszystkich 
stadiach wzrostu, przy czym aktywność antytrypsynow a w nasionach 
była wysoka, w korzeniach — niska, a w liściach i łodygach — pośrednia. 
Aktywność ta podczas postępującego kiełkowania zmniejszała się w li- 
ścieniach a w zrastała w pędach.

P o l a n o w s k i  (134) zaobserwował, że wodny wyciąg z ziaren żyta 
nie ulega autolizie ani nie w ykazuje aktywności proteolitycznej wobec 
kazeiny. Inhibitor trypsyny zaw arty w tym  wyciągu okazał się term o- 
labilny, nierozpuszczalny w 5% kwasie trój chlorooctowym i 0,15 M kw a­
sie sulfosalicylowym  oraz w ytrącał się taniną, co wskazuje na jego białko­
w y charakter. W obecności celulozy przy pH  4,5 wyciąg wodny tracił 
aktyw ność inhibitora a jednocześnie pojawiała się aktyw ność proteoli­
tyczna, co wskazywałoby na obecność w ziarnie żyta kom pleksu enzym- 
-inhibitor, dysocjującego przy pH  4,5. B u r g e r  i S i e g e l m a n  (35) 
zanotowali obecność w jęczmieniu inhibitora BAPA-zy (substrat: a-N -ben- 
zoilo-DL-arginino-p-nitroanilid). W ziem niakach oprócz opisanego w ta ­
blicy 2 czynnika arltytrypsynowego w ykryto również inhibitor ham ujący 
działanie trypsyny, a-chym otrypsyny i plazm iny (191). Jest on dobrze 
rozpuszczalny w wodzie, 0,9% roztworze NaCl i roztw orach buforowych, 
nie dializuje przez błony półprzepuszczalne, odznacza się dość znaczną 
term olabilnością oraz, jak  większość białek, w ykazuje m aksim um  absorp­
cji przy 280 nm.

Znacznie wcześniej B a a l s  i R y a n  (11, 148) w yodrębnili z ziem nia­
ków, oczyścili i w ykrystalizow ali bardzo aktyw ny inhibitor chym otry- 
psyny, k tóry tw orzył stechiom etryczny kompleks z enzymem, również 
otrzym any w postaci krystalicznej. O trzym any przez tych autorów  inhi­
b itor był dostatecznie oporny na ogrzewanie w wodnym  roztworze, za­
w ierał bardzo mało węglowodanów i co należy podkreślić, w jego czą­
steczce znaleziono kwas cysternowy i jedną resztę sulfotlenku m etioniny. 
Reagował on kom petytyw nie z karboksypeptydazą В i hamował proteoli­
tyczne ale nie estrolityczne działanie trypsyny, a także silnie hamował 
proteazy pochodzące z grzybów oraz z B. subtilis, nie hamował natom iast 
aktyw ności pepsyny, karboksypeptydazy A, papainy, brom elainy i ficyny 
(147). W ziemniakach w ykryto ponadto inhibitory proteazy bakteryjnej 
(184, 195) oraz inhibitor kalikreiny (186).

Być może istnieje jakieś powinowactwo pomiędzy tym i inhibitoram i, 
ale jak dotąd nie jest to jeszcze ustalone.

II. Budowa- i mechanizm działania niektórych inhibitorów

Jednym  z lepiej poznanych inhibitorów jest krystaliczny inhibitor 
trypsyny wyodrębniony przez K unitza z soi. Ustalono jego skład am i- 
nokwasowy (192), N-końcowy aminokwas — Asp lub Asp-NH2 i C-końco-
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wy aminokwas — Leu (46), sekwencję N-końcowego pięciopeptydu, k tó­
rym  okazał się Asp-Fen-W al-Leu-Asp (78). Badano również jego skręcal- 
ność optyczną (81a, 82, 82a, 83, 83a, 84), właściwości sedym entacyjne, 
wykreślono krzyw ą m iareczkowania potencjom etrycznego (192), badano 
właściwości widma, fluorescencyjną polaryzację oraz zmiany w budowie 
inhibitora po denaturacji (51, 172, 193). Ponadto przebadano wpływ che­
micznych m odyfikacji niektórych reszt aminokwasowych na aktywność 
tego inhibitora (170, 171). Przez działanie 9M  mocznika lub pod wpływem  
redukcji inhibitor tracił około 30—40°/o swojej aktywności anty trypsyno- 
wej, a przez powolne utlenianie na pow ietrzu można było przywrócić 
aktywność utraconą w skutek redukcji (168, 169, 171a).

W ażnym etapem  w zrozum ieniu m echanizm u inhibicji było stw ierdze­
nie przez L e b o w i t z a  i L a s k o w s k i e g o  (105), że podczas reakcji 
inhibitor trypsyny — trypsyna w yzw alają się protony, których uw alnia­
nie się w pierwszej fazie reakcji in icju je trypsyna, natom iast w drugiej 
następuje rozszczepienie .się jednego wrażliwego wiązania w inhibitorze 
z jednoczesnym  utw orzeniem  się kowalentnego wiązania, prawdopodobnie 
typu estrowego, pomiędzy aktyw ną serylową resztą trypsyny i nowo 
utworzonym  C-końcowym aminokwasem  inhibitora. To spostrzeżenie 
może wyjaśnić niezwykle silny charakter kom pleksu utworzonego po­
między trypsyną i jej inhibitorem  z soi (56). Następnie stwierdzono (132), 
że oczyszczony sojowy inhibitor trypsyny poddany 24-godzinnej inkubacji 
z roztworem  trypsyny przy pH  3,75 ulega m odyfikacji i w jego cząsteczce 
w ystępują dwa N-końcowe aminokwasy — Asp lub Asp-NH2 oraz Ileu. 
K arboksypeptydaza В uwalnia ze zmodyfikowanego inhibitora około 1 M 
argininy, podczas gdy przed m odyfikacją nie uw alniała żadnego C-koń- 
cowego aminokwasu. Po redukcji i karboksym etylacji a następnie po 
chrom atografii na żelu Sephadex G-75 uzyskano dla niezmodyfikowanego 
inhibitora jeden szczyt, natom iast dla zmodyfikowanego — dwa oddzielne 
szczyty. Zawartość poszczególnych aminokwasów w niezm odyfikowanym

1 64 65 S ------- S 198
ł ^ N  - A s p — — A r g ------------- Ileu ----------1— — I— Leu - С 00Н

In h ib ito r
niezm odyfikow any

1 64 
H 2N - Asp— 1—  Arg -  С00Н

Trypsyna

65
H2N *  Ileu

s — -s
198  In h ib ito r

Leu - С 00Н  zm odyfikow any

S chem at 1. M odyfikacja sojowego inh ib ito ra trypsyny pod w pływ em  reakcji z try p ­
syną (według 132)
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inhibitorze okazała się równa sumie ich zawartości w dwu szczytach 
uzyskanych z cząsteczki zmodyfikowanej trypsyną. Na podstawie tych 
badań O z a w a  i L a s k o w s k i  (132) doszli do wniosku, że m odyfikacja 
inhibitora polega na przekształceniu jednego łańcucha w dwa łańcuchy 
powiązane ze sobą pojedynczym  m ostkiem  S-S. Jest to w ynik rozerw ania 
pod wpływem  trypsyny jednego wiązania pomiędzy 64 resztą argininy 
i 65 resztą izoleucyny (schemat 1).

Reakcję między trypsyną i sojowym inhibitorem  trypsyny F i n k e n -  
s t a d t  i L a s k o w s k i  (57) przedstaw ili wzorem (wzór 1), w którym  
T oznacza trypsynę, I inhibitor niezmodyfikowany, (Arg-Ileu, wiązanie 
nierozerwane), Г inhibitor zmodyfikowany (Arg-Ileu, wiązanie rozerwane), 
С kompleks trypsyna-inhibitor.

T + I = = =  С - = =  Т +  Г 1

Podzielili oni przebieg reakcji na 4 etapy. Pierw szy etap (кх) polega na 
form owaniu się kom pleksu inhibitor niezm odyfikowany — trypsyną; 
w drugim  etapie (k_2) inhibitor ulega m odyfikacji przy udziale katali­
tycznej ilości trypsyny; trzeci etap (k2) prowadzi do utw orzenia kom pleksu 
zmodyfikowanego inhibitora i trypsyny; natom iast w czw artym  etapie 
(k_2) istnieje możliwość szybkiej dysocjacji kom pleksu do trypsyny i inhi­
bitora niezmodyfikowanego na skutek gwałtownego obniżenia pH  z 8 
do 2.

Podobne badania jak  Ozawa i Laskowski prowadzili B i r k  i wsp. 
(19) na sojowym inhibitorze trypsyny i a-chym otrypsyny oznaczonym 
jako inhibitor AA. Inhibitor ten nie traci aktyw ności podczas inkubacji 
z trypsyną przy pH  3,75 ale jego aktyw ne centrum  prawdopodobnie ulega 
modyfikacji, bowiem działanie karboksypeptydazy В znacznie obniża zdol­
ność hamowania trypsyny, przypuszczalnie na skutek odłączenia od inhibi­
tora nowo utworzonej C-końcowej argininy lub lizyny.Inkubacja inhibitora 
AA w tych samych w arunkach z a-chym otrypsyną powoduje zauważalne 
obniżenie jego działania hamującego a-chym otrypsynę. Praw dopodobnie 
zatem  inhibitor AA ma dwa niezależne od siebie centra aktyw ności 
inh ib ito row ej— jedno dla trypsyny a drugie dla a-chym otrypsyny.

Podobnym  mechanizmem działania do opisanego wcześniej (sojowego) 
inhibitora trypsyny (132) charakteryzuje się inhibitor w yodrębniony 
z kukurydzy przez H o c h s t r a s s e r a  i wsp. (74). Jest on zbudowany 
z dwóch łańcuchów polipeptydowych połączonych ze sobą m ostkiem  S-S, 
przy czym jeden z łańcuchów składa się ze 155 a drugi z 49 reszt am ino- 
kwasowych. Próbując objaśnić istnienie w fasoli limeńskiej inhibitorów
o jednoczesnym  działaniu antytrypsynow ym  i antychym otrypsynow ym , 
H a y n e s  i F e e n e y  (72) rozważają dwie możliwości: według pierw ­
szej inhibitor składa się z dwu, nieco różniących się cząsteczek, z których 
jedna, główna, ham uje tylko trypsynę a druga w ykazuje podwójną ak tyw ­
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ność, lecz obie zachowują się jednakowo chrom atograficznie i e lektrofore- 
tycznie; według drugiej możliwości w ystępuje tylko jedna cząsteczka, lecz
o mniejszej aktyw ności antychym otrypsynow ej. Chemiczna m odyfikacja 
grup aminowych kwasem trój nitrobenzenosulfonowym , całkowicie znosi 
zdolność ham owania trypsyny przy jednoczesnym  zachowaniu aktyw ności 
antychym otrypsynow ej. A m idynacja grup am inowych także znacznie 
obniża aktywność antytrypsynow ą. K rytyczną dla aktywności inhibitora 
jest więc zapewne „szybko” reagująca e-aminowa grupa lizyny. Dalsze 
badania H а у n e s a i wsp. (73) potwierdziły ich sugestie odnośnie ki­
netyki działania kilku badanych przez nich inhibitorów trypsyny.

III. Fizjologiczna i żywieniowa rola inhibitorów

Rola inhibitorów  enzymów proteolitycznych w m etabolizmie roślin 
nie jest jeszcze ostatecznie ustalona. W ydaje się jednak prawdopodobne, 
że inhibitory  mogą odgrywać decydującą rolę w regulacji m etabolizm u 
białek (7). Potw ierdzają to badania wykazujące, że zawartość inhibitora 
w młodych i rosnących tkankach jest większa niż w starych (75). O statnie 
badania R у a n a i H u i s m a n a  (149) sugerują, że w yodrębniony 
uprzednio przez nich chym otrypsynow y inhibitor I z ziemniaków jest 
syntetyzow any w liściach rośliny a następnie zostaje przemieszczony 
do tkanki twórczej, gdzie prawdopodobnie odbywa się szybka synteza 
białka. Inhibitory  mogą również hamować enzymy proteolityczne w fazie 
dojrzew ania ziarna przed stanem  spoczynku. Zaobserwowane przez P o l a ­
n o  w s k i e g o  (134) powinowactwo inhibitora do celulozy może, jego 
zdaniem, wskazywać na fizjologiczną rolę zbudowanych z celulozy ścian 
kom órek w aktyw ow aniu kom pleksu enzym -inhibitor. Podczas przecho­
w yw ania ziarna pH  jego spada z 6,5 do około 4, co może powodować 
dysocjowanie kom pleksu enzym -inhibitor w czasie anabiozy. W ewnętrzne 
przemieszczanie związków ułatw ia zwiększenie się zawartości wody 
w okresie w chłaniania i wówczas inhibitor dyfunduje w kierunku zew­
nętrznych w arstw  nasion, gdzie zostaje zaadsorbowany na celulozie okry­
wy nasiennej.

1. Blokowanie proteolizy

Zauważono, że częściowo oczyszczony inhibitor trypsyny kilkakrotnie 
zatężony, opóźnia wzrost kurcząt (71) i szczurów (92). Opóźnienie to można 
zniwelować przez dodanie do diety trypsyny (2,3), co wskazuje na zaha­
m owanie proteolizy w górnej części jelita  m łodych kurcząt (5). Zapobie­
żenie ham ow aniu zależy od wieku kurcząt i długości okresu skarm iania 
paszą z surowej soi (126). Treść jelita kurcząt karm ionych surbw ą mączką 
sojową albo białkiem  zwierzęcym z dodatkiem  inhibitora trypsyny oka­
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zała się strawiona w m niejszym  stopniu niż u kurcząt karm ionych samym 
białkiem  zwierzęcym lub mączką z nasion baw ełny pozbawioną inhibi­
tora (13). W yniki te wskazywałyby, że opóźnianie w zrostu związane jest 
z zahamowaniem proteolizy przez inhibitory trypsyny zaw arte w paszy, 
w skutek czego większa część białka pokarmowego nie może być wyko­
rzystana i zostaje wydalona.

Poczyniono jednak również kilka obserwacji, k tóre nie potw ierdzają 
tej sugestii. B o r c h e r s  i A c k e r s o n  (23) oraz J  a f f e (79) nie 
znaleźli jakiejkolw iek zależności pomiędzy zawartością inhibitora trypsy ­
ny a wartością odżywczą dużej grupy roślin strączkowych. P rep ara t inhi­
bitora trypsyny otrzym any przez B o r c h e r s a  i wsp. (27) nie w pływ ał 
na wzrost szczurów i kurcząt. Również dodane do diety szczurów inhi­
bitory  trypsyny otrzym ane z bobu i bobiku nie w pływ ały ujem nie na 
w zrost szczurów (9, 133, 162).

Znacznie później J a f f e  i V e g a  L e t t e  (81) obserwowali ham o­
wanie w zrostu u szczurów i królików skarm ianych kilkom a odm ianami 
fasoli oraz soją. Wcześniejsze niepublikow ane badania tych autorów  w y­
kazały jednak, że białka fasoli zwykłej są bardzo oporne na traw ienie 
enzym atyczne i nie tracą zdolności hamowania różnych enzymów pro­
teolitycznych naw et po usunięciu inhibitorów trypsyny. Jaffe  i Vega 
L ette  przypuszczają zatem, że zaobserwowane przez nich ham ow anie 
wzrostu może być spowodowane małą podatnością na traw ienie większości 
białek tych roślin, a także hamowaniem  aktyw ności enzymów przez białka 
zaw arte w tych roślinach, odmienne jednak od inhibitorów  trypsyny. 
W edług badań L i  e n  e r a  (108) nieoczyszczony inhibitor trypsyny już 
w m ałym  stężeniu ham uje wzrost kurcząt i szczurów naw et wówczas, 
kiedy ponad 95% aktyw ności antytrypsynow ej zniszczono przez działanie
0,1 N HC1 w 55° przez 18 godz. W yraźne opóźnienie wzrostu zaobserwo­
wano również u zwierząt karm ionych zhydrolizowanym  białkiem  albo 
m ieszaniną aminokwasów z dodatkiem  surowej mączki sojowej (48, 110, 
187) lub inhibitora trypsyny otrzym anego z fasoli lim eńskiej (93).

N i t s a n  i B o n d i  (127) wyjaśnili, że nie ma zaham owania pro­
teolizy w jelitach szczurów i myszy, natom iast'w yraźn ie  w ystępuje ono 
u m łodych kurcząt. Okazało się też, że dodanie trypsyny popraw ia w ar­
tość odżywczą mączek sojowych naw et wówczas, kiedy dodawano 
zinaktywow aną lub zdenaturow aną przez ogrzanie trypsynę (24). Jednak  
L i p k ę  i wsp. (111) a także B r a m b i l a  i wsp. (34) donieśli, że do­
dawanie trypsyny do paszy nie przyspiesza wzrostu zwierząt doświadczal­
nych, karm ionych surową mączką sojową.

Podsum owując wyniki omówionych badań oraz w ykluczając obserw a­
cje poczynione na młodych kurczętach, należy podać w wątpliwość pogląd, 
że główną przyczyną hamowania wzrostu zwierząt karm ionych surow ym i 
m ączkami roślinnymi, zaw ierającym i inhibitory trypsyny, jest blokowanie
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enzymów proteolitycznych. Ponieważ białka sojowe (53) oraz sojowy inhi­
bitor trypsyny (88, 96) są traw ione przez pepsynę w kwaśnym  środowisku, 
a obecność sojowego inhibitora trypsyny przedłuża czas opróżnienia żo­
łądka (47, 116) można przypuszczać, że ilość inhibitora przedostającego 
się do jelita  jest niewielka. Zatem  ilość trypsyny blokowanej przez inhi­
bitor również nie może być duża, a stra ty  te może szybko uzupełnić zwięk­
szenie wydzielania enzymu z trzustk i (152).

2. S tym ulow anie w ydzielania w ew nętrznego

U kurcząt karm ionych surową mączką sojową obserw uje się przerost 
trzustk i (37a), a także zwiększenie wydzielania z niej enzymów pro­
teolitycznych (114). Podobne zjawisko w ystępuje również u szczurów 
(21). Obserwowane przerosty trzustk i przypisuje się raczej hiperplasji 
niż h ipertrofii organizm u (158). Są pewne dane, że przerost trzustki zależy 
od obecności inhibitorów  trypsyny (69, 122). H a i n e s  i L y m a n  (69) 
sądzą, że przerost ten  nie jest związany z zahamowaniem proteolizy a z ja ­
kimś innym  działaniem  inhibitora trypsyny.

Natomiast R а с к i s i wsp. (144) nie znaleźli żadnej korelacji po­
m iędzy przerostem  trzustk i a ilością podawanego inhibitora trypsyny, lecz 
zanotowali obecność w tak zwanej „serw atkow ej” frakcji soi innego zwią­
zku wywołującego ten efekt. Również S a x e n a i wsp. (151) stw ierdzili, 
że przerost trzustk i powodują nie inhibitory trypsyny a oporny na pepsynę 
i trypsynę czynnik zaw arty w nierozpuszczalnej w wodzie frakcji nasion 
soi. Także P u b o l s  i wsp. (136) w ym ieniają związek, k tó ry  nie jest 
inhibitorem  trypsyny a powoduje przerost trzustki. Niedawno okazało 
się też (64), że otrzym ana z wyciągów „serw atki” sojowej frakcja za­
w ierająca inhibitor trypsyny, w m iarę oczyszczania traci zdolność powo­
dowania przerostu trzustki, a krystaliczny p repara t tego inhibitora 
w praw dzie ham uje w zrost zwierząt, ale nie ma żadnego w pływu na trzu ­
stkę. С г e e к i wsp. (45) zaobserwowali u kurcząt, że zastąpienie w die­
cie ziarn pszenicy w 30% albo 55,5% zmielonym i kiełkam i pszenicy ha­
m uje wzrost tych zwierząt i powoduje przerost w ątroby  i trzustki. Sub­
stancja czynna jest rozpuszczalna w wodzie, term olabilna oraz znacznie 
obniża w ykorzystanie białka i tłuszczu diety (43, 44). Natom iast u szczu­
rów O l s e n  (130) nie obserw uje żadnego szkodliwego w pływ u kiełków 
pszennych.

Tak u szczurów jak  i u kurcząt, karm ionych surow ą mączką sojową 
lub mączką ogrzaną i wzbogaconą w inhibitor trypsyny, stwierdzono w y­
soki poziom niewchłoniętego azotu w jelitach (13, 113), mimo przerostu 
trzustk i i zwiększonego wydzielania enzymów proteolitycznych (114). 
S tra ty  azotu wiązano jednak właśnie ze zwiększonym wydzielaniem  bia­
łek z trzustk i a nie z ham owaniem  proteolizy w jelitach (113, 115).
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K h a y a m b a s h i  i L y m a n  (91) doszli do wniosku, że inhibitor 
trypsyny może uwalniać jakiś horm onalny czynnik pobudzający wydzie­
lanie z trzustki, jednak próby obliczenia s tra t spowodowanych zwiększo­
nym  w ew nętrznym  wydzielaniem  azotu białkowego do św iatła jelita, nie 
potw ierdzają cytow anych wyżej poglądów (99, 106, 107, 113).

3. W pływ na m etabolizm  białkow y

D r o r  i G e r t l e r  (50) stw ierdzili u kurcząt i szczurów, że karm ienie 
nieogrzaną mączką sojową jako źródłem  białka obniża aktyw ność dehydro­
genazy ksantynow ej, oksydazy ksantynow ej i am inotransfetazy aspa­
raginowej w w ątrobie oraz arginazy w w ątrobie i nerkach w porów naniu 
ze zwierzętam i karm ionym i mączką ogrzaną. A utorzy ci przypuszczają, 
że inhibitory sojowe ham ują biosyntezę tych enzymów lub białek w ogóle. 
Są pewne dane, że inhibitory trypsyny stym ulują przem ianę m etioniny 
do cystyny i wbudow ywanie tej ostatniej w białka.

С a r  r o l i  i wsp. (36) zauważyli, że jelita  szczurów karm ionych 
surow ą mączką sojową zawierały n ienaturaln ie  dużą ilość m ostków dw u- 
siarczkowych w białkach. K w o n g  i B a r n e s  (98) przedstaw iają dane 
wskazujące, że u szczurów dodatek krystalicznego inhibitora trypsyny 
do diety wzmaga przem ianę m etioniny w cystynę, oraz zwiększa ilość 
związanej cystyny w trzustce głównie wbudow anej w białka trzustk i (12).

4. Inne działanie przypisyw ane inhibitorom

S a m b e t h  i wsp. (150) rozdzielili na D EAE -celulozie „serw atkę” 
sojową na 4 frakcje. W szystkie frakcje m iały aktywność antytrypsynow ą, 
natom iast tylko jedna z nich wykazywała aktywność hem oaglutyninow ą 
i toksyczność śródotrzew ną przy podawaniu jej szczurom. Podaw ane k u r­
czętom jako pasza frakcje w yw oływ ały w sposób zróżnicowany przerost 
trzustki i skurczenie woreczka żółciowego przy czym te, które najsilniej 
w pływ ały na trzustkę jednocześnie najsilniej działały też na woreczek 
żółciowy. Skurcz woreczka żółciowego S a m b e t h  i wsp. przypisyw ali 
zmniejszonej ilości żółci, co w ystępuje też przy stałym  karm ieniu kurcząt 
nieogrzaną soją. Ponadto zaobserwowano, że inhibitory trypsyny są 
wiązane przez plazm inę (125), ham ują elastazę (10, 182) i inne endopepty- 
dazy (177), działają antyfibrynolitycznie (146, 190), przeciwzapalnie (118), 
przedłużają czas koagulacji (8), uniem ożliw iają tworzenie się trom biny 
(65, 86, 117, 120, 174) oraz w pływ ają na w chłanianie tłuszczów (122, 150).

IV. Uwagi końcowe

Obecnie znanych jest w soi przynajm niej 8 związków ham ujących 
trypsynę. F r a t t a l i  i S t e i n e r  (61) przypuszczają, że w ykrycie takiej 
dużej liczby różniących się między sobą inhibitorów może być w ynikiem
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heterogeniczności genetycznej surowca wyjściowego używanego przez 
różnych badaczy (16, 141, 194). W większości prac omówionych w tym  
artykule  badano najlepiej poznany sojowy krystaliczny inhibitor Kunitza. 
W ielu badaczy (4, 59, 119, 131) potwierdziło korzystny wpływ ogrzewania 
na wartość biologiczną surow ych pokarm ów roślinnych a po ustaleniu, 
że istnieje zależność odw rotnie proporcjonalna m iędzy wartością odżyw­
czą białka a ilością zaw artego w  nim  inhibitora trypsyny, zalecano 
uwzględnianie tego czynnika przy ocenie jakości artykułów  spożywczych 
i paszowych (26, 179, 188). Jednakże badania porównawcze wartości 
odżywczej surow ych i ogrzanych pasz ze skiełkowanej soi (48, 49, 54) oraz 
z innych roślin strączkow ych (37) częściowo podważają to k ry terium  oceny 
pasz. Rola inhibitorów trypsyny  w tłum ieniu w zrostu zw ierząt doświad­
czalnych zapewne nie polega głównie na blokowaniu proteolizy w jelicie. 
Większość badań żywieniowych, szczególnie wcześniejszych, prowadzono 
na zaledwie częściowo oczyszczonych p reparatach  inhibitorów lub na 
mączkach roślinnych, co mogło prowadzić do m ylnych wniosków tym  
bardziej, że niektóre handlow e prepara ty  krystalicznego inhibitora trypsy ­
ny z soi zaw ierają, jak  się okazało (143), do 50% zanieczyszczeń. Ponadto 
wyizolowane z różnych roślin inhibitory trypsyny, poza cechami wspól­
nym i jak  budowa białkowa i mostki dwusiarczkowe, w dużym  stopniu 
różniły się składem  aminokwasowym  czy wrażliwością na ogrzewanie. 
W reszcie należy pam iętać, że w nieogrzewanych roślinach strączkow ych 
znaleziono także inne związki toksyczne (22, 29, 80, 109, 135, 150, 185, 
189). W szystko to może tłum aczyć sprzeczne wyniki niektórych prób ży­
wieniowych. Zastosowanie dokładniejszych i czulszych m etod oczyszcza­
nia i oznaczania inhibitorów  (52) rokuje nadzieje w yjaśnienia pewnych 
rozbieżności. Do uporządkow ania obrazu w tej dziedzinie przyczyni się 
też zarówno stw ierdzenie, że rodzaj i wiek zw ierząt doświadczalnych 
bardzo istotnie rzu tu ją  na uzyskiw ane w yniki (5, 127) jak  i bardziej 
precyzyjna system atyka i definicje różnych typów ham owania enzymów, 
zaproponowane przez K e l e t i e g o  i T e l e g d i e g o  (89).
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E STE R A  K R A JE W S K A  *

Układ biosyntezy białka u bakterii termo- i psychrofilnych 

Protein-Synthesizing Systems of Thermophilic and Psychrophilic Bacteria

The characteristics of p ro tein  synthesizing system s of therm ophilic and psych­
rophilic bacteria are  described. D ata concerning the rm al stability  of the system s’ 
com ponents in aspect of the grow th tem peratu re  ranges of the organism s are 
discussed.

Tem peratura jest jednym  z najw ażniejszych czynników środowisko­
wych, kontrolujących wzrost i aktyw ność organizmów. Na naszym  globie 
bakterie  rozw ijają się w zakresie tem peratur od —7,5° do ponad 90°C 
(8, 22, 36, 38, 59, 68). Jednak  określony szczep zdolny jest do aktyw nego 
w zrostu tylko w przedziale około 30°C. W zależności od wym agań tem pe­
raturow ych przyjęto dzielić bakterie  (jak i w ogóle mikroorganizm y) na 
trzy  zasadnicze grupy: term o-, mezo- i psychrofilne (schemat 1). Mimo 
pewnej umowności powyższego podziału, pozostaje faktem  bezspornym, 
że m ikroorganizm y psychrofilne zdolne są do w zrostu i reprodukcji 
w  tem peraturach  bliskich 0°C, zaś bakterie  term ofilne w tem peraturach  
powyżej 55°, w jakich nie mogą się rozwijać żadne inne m ikro- i m akro- 
organizm y (z w yjątkiem  term ofilnych sinic). Dla wielu przebadanych 
szczepów term ofilnych tak  wysoka tem peratu ra  środowiska jest niezbędna 
do rozw oju (8, 22, 36, 59).

Na tem at występowania, ekologii, fizjologii i biochemii bakterii term o- 
i psychrofilnych istnieje obszerna litera tu ra . W ciągu ostatnich lat po-

-10 0 20 A0 60 80 100 °C
—i------1------ 1------1------1------1------1 i l i i i

Psychnofile

Mezofile

Termofile

S chem at 1. Podział bak terii na psychrofilne, mezofilne i term ofilne w zależności od
zakresu tem peratu ry  w zrostu

* Dr, In sty tu t Biochemii i Biofizyki, Polska A kadem ia Nauk, W arszawa.
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jaw iło się sporo opracowań m onograficznych i przeglądowych (8, 22, 23, 
27, 36, 38, 39, 68).

Zdolność do wzrostu w określonym  przedziale tem pera tu r jest dzie­
dzicznie utrw aloną cechą, która tylko w nieznacznym  stopniu ulega 
zmianom (8, 23, 36). Można zatem przypuszczać, że przynależność danego 
szczepu bakteryjnego do grupy term o-, mezo- czy psychrofilnej określają 
właściwości któregoś z zasadniczych układów w komórce, na przykład 
układu syntetyzującego białka. Co więcej, można mniemać, że istnieje 
korelacja między przedziałem  tem peratur, w jakich rośnie szczep bakte­
ry jny , a wrażliwością na inaktyw ację cieplną m akrocząsteczek wcho­
dzących w skład tegoż układu, tj. kwasów nukleinowych i w ielu białek 
enzymatycznych.

Wrażliwość na denaturację term iczną substruk tu r kom órkowych 
i makrocząsteczek biologicznie aktyw nych można badać dwojako: 1) śle­
dząc zależność własności fizycznych od tem peratury , 2) badając wpływ  
szoku tem peraturow ego na aktywność biologiczną.

Różnice w wym aganiach tem peraturow ych om awianych grup bakterii 
nie są duże i w ykluczają możliwość termicznego rozerw ania wiązań ko­
walencyjnych, a więc niszczenia s tru k tu ry  pierwszorzędowej kwasów 
nukleinowych i białek. W grę zatem wchodzą indukowane przez tem pe­
ra tu rę  zmiany konform acyjne, które mogą prowadzić do całkowitej czy 
częściowej u tra ty  sprawności funkcjonalnej system u lub tylko pewnych 
jego elementów.

Termicznej destrukcji s tru k tu ry  drugorzędowej kwasu nukleinowego 
towarzyszy wzrost absorpcji w bliskim nadfiolecie, co łatwo można śledzić 
spektrofotom etrycznie. Tem peraturę (Tm), w której przyrost absorpcji 
stanowi połowę całkowitego jej przyrostu, przyjęto za m iernik trw ałości 
konform acji tego związku. W myśl powszechnie przyjętego m odelu s tru k ­
tu ra  drugorzędowa kwasu nukleinowego uw arunkow ana jest głównie 
w ystępowaniem  wiązań wodorowych między param i zasad: guaniną i cy- 
tozyną (G-C) oraz adeniną i tym iną (A-T) w kwasie dezoksyrybonukleino­
wym, a adeniną i uracylem  (A-U) w kwasie rybonukleinowym . Ponieważ 
energetycznie bogatsza jest para G-C, zachodzi korelacja między opor­
nością p reparatu  kwasu nukleinowego na denaturację cieplną a zawartością 
w nim par G-C. Stw ierdziło to w ielu autorów  dla syntetycznych i na tu ­
ralnych kwasów dezoksy- i rybonukleinow ych (24, 26, 57).

I. Bezkomórkowe układy syntetyzujące białka

Badania nad biosyntezą białka u bakterii term o- i psychrofilnych 
prowadzono głównie w układach bezkomórkowych, otrzym anych w zasa­
dzie według m etody opracowanej dla E. coli (45, 60 70).
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1. Układ z bakterii termofilnych

Bezkomórkowy układ syntetyzujący białka otrzym ali z bakterii te r ­
mofilnej B. stearotherm ophilus  2184 F r i e d m a n  i W e i n s t e i n  (31). 
Układ ten  włączał spraw nie znakowane 14C aminokwasy: fenyloalaninę, 
lizynę i prolinę w zakresie tem pera tu r 30— 70°, mimo że szczep nie jes t 
zdolny do w zrostu w 37°. Optim um  tem peratu ry  dla tych reakcji wynosi 
55— 60°, a włączanie przy 65° było zawsze większe niż przy 37° (rysu­
nek 1).

Tem peratura , °C
Rys. 1. Endogenne w łączanie fenyloalaniny (•), proliny (o) i lizyny (Д) przez frak c ję  
S-30, (otrzym aną po w irow aniu  hom ogenatu z B. stearotherm ophilus  przy 30 000 g)

jako funkcja tem peratu ry  
Czas inkubacji 20 m in. (wg 31)

W równolegle prowadzonych doświadczeniach system  bezkomórkowy 
z E. coli włączał w 65° zaledwie 12% ilości włączanej w 37°. Pod w pły­
wem syntetycznej m atrycy  poliU, układ term ofilny działał przy 37° 
równie efektyw nie jak  przy 65° (31). Analogiczne w yniki uzyskali 
A l g r a n a t i  i L e n g y e l  (1) dla otrzym anego z innej bakterii term o­
filnej układu pracującego z syntetycznym i homo- i kopolim eram i jako 
m atrycam i.

\
2. Układ z bakterii psychrofilnych

Bezkomórkowy układ syntetyzujący białka w yodrębnili z psychro- 
filnej bakterii Pseudomonas sp. 412 K r a j e w s k a  i S z e r  (43). Szczep 
ten  rośnie w zakresie tem pera tu r 0— 31°C (optimum około 24°). O trzy­
m any układ syntetyzow ał aktyw nie polifenyloalaninę pod wpływem  poliU 
w tem peraturach  od 0° do 45°. Porów nanie z układem  E. coli В wykazało 
duże podobieństwo aktyw ności obu system ów in vitro  w zakresie 25— 45°. 
Jednak  przy 9— 10° układ z E. coli włączał jedynie około 10% ilości 
fenyloalaniny włączanej przy 37° (rysunek 2), zaś w pobliżu 0° nie funk ­
cjonował wcale. Bezkomórkowy układ z Pseudomonas sp. 412 syntetyzo-
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C zas, m in
Rys. 2. K inetyka w łączania fenyloalaniny pod w pływ em  poli U przez system  bez- 
kom órkowy z Pseudomonas sp. 412: (•) 9°, 7.6 mM Mg2+; (o) 25°, 12.5 mM Mg2+; 

(x) 37°, 14 mM Mg2+; (A) 45°, 18 mM Mg2+
W celu porównania podano w yn ik i dla system u bezkom órkow ego z E. coli: (®) 37°, 14 mM 

Mg2+- (□ ) 9°, 7.6 mM M g+2; (wg 43)

wał białko pod wpływem  naturalnego mRNA z faga lepiej w 35° niż w 25° 
(91).

Inny psychrofilny szczep, Micrococcus cryophilus ATCC 15174, nie 
był jednak zdolny do syntezy białka powyżej 25°, tj. powyżej m aksy­
m alnej tem pera tu ry  w zrostu tego organizmu ani in vivo, ani in vitro. 
Jak  się okazało, powyżej 25° zachodzi inaktyw acja trzech enzymów ak ty ­
w ujących aminokwasy oraz nieodw racalna denatu racja  tRNA swoistego 
dla kwasu glutaminowego (51, 51a).

Jak  widać z powyższego zależność między zakresem  tem peratu r, w ja ­
kich rośnie organizm, a zakresem  tem peratur, w jakim  jest ak tyw ny układ 
syntetyzujący białko in vitro, nie układa się prosto i jednoznacznie. 
W szczególności układ ten  nie jest czynnikiem  ograniczającym  m inim alną 
tem peraturę  w zrostu u badanych szczepów term ofilnych i nie zawsze jest 
czynnikiem  lim itującym  m aksym alną tem peratu rę  w zrostu u  bak terii 
psychrofilnych.

W ydaje się zatem  celowe porównanie poszczególnych elem entów wcho­
dzących w skład układu oraz ogniw procesu syntezy białka.

П. DNA i synteza mRNA

W prawdzie kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) bezpośrednio nie 
wchodzi w skład układu syntetyzującego białko, ale ze względu na de­
term inującą rolę tego związku w syntezie białka w ydaje się rzeczą celową 
uwzlędnienie go w tym  przeglądzie. Przypuszczenie, że istnieje korelacja 
między przedziałem  tem peratur, w jakim  szczep rośnie, a term ostabil-
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nością jego DNA nie zostało potwierdzone (5, 53, 56, 81, 100). P repara ty  
DNA term ofilnych fagów nie w ykazują wyższej zawartości G-C ani też 
nie dysocjują w wyższych tem peraturach, niż p repara ty  DNA z fagów 
m ezofilnych (11, 81, 101). Z drugiej strony wiadomo, że p repara ty  DNA 
bak terii przynależnych do różnych grup taksonom icznych różnią się 
znacznie zawartością par G-C, a zatem i wartościam i Tm (35, 58). Ponadto 
w artości Tm dla preparatów  DNA o zawartości zaledwie 25% par G-C 
(oznaczone w buforach osmotycznie zbliżonych do płynów ustrojowych) 
przekraczają 80° (58). A zatem  tem peratury , przy których zachodzi dena- 
tu rac ja  cieplna DNA, przew yższają znacznie tem pera tu ry  wym agane 
przez większość organizmów dla wzrostu.

Na tem at transk rypcji DNA na inform acyjny kwas rybonukleinowy 
(mRNA) u  bak terii term o- i psychrofilnych istnieją pewne pośrednie in­
form acje. S a u n d e r s  i C a m p b e l l  (80) w yodrębnili mRNA 
z B. stearotherm ophilus szczep 10 po pulsowym  (30 sekund) znakowaniu 
za pomocą 32P. Skład nukleotydow y tego RNA odpowiada kom plem entar­
nem u składowi nukleotydow em u DNA. B u b e l a  i H o l d s w o r t h  
(9) śledzili zanik radioaktyw ności w szybko znakującym  się RNA (a więc 
najpraw dopodobniej w mRNA) u B. stearotherm ophilus i u  E. coli. 
U term ofilnej bakterii proces ten przebiega podobnie w 63° i w 40° 
i jest 5— 6 razy szybszy niż u E. coli w 40°. M a l c o l m  (51) u psychro- 
filnej bakterii Micrococcus cryophilus zaobserwował, że znakowana try - 
tem  urydyna włącza się do szybko znakującego się RNA w 30°, tj. w tem ­
pera tu rze  przew yższającej m aksym alną tem pera tu rę  w zrostu szczepu, 
bardzo podobnie jak  w tem peraturze optym alnej (20°) dla jego wzrostu. 
A utor w yciągnął stąd  wniosek, że kom ponenty uczestniczące w syntezie 
RNA zależnej od DNA nie są term olabilne i że proces transkrypcji nie 
ogranicza w tem peraturach  powyżej 25° wydolności układu syntetyzują­
cego białko u tego organizmu.

O statnio R e m o 1 d - 0 ’D o n n e l l  i Z i l l i g  (78) wydzielili i czę­
ściowo oczyścili zależną od DNA polim erazę RNA z trzech szczepów 
B. stearotherm ophilus. W łasności fizyczne i biologiczne enzymu u w szyst­
kich tych  szczepów okazały się w zasadzie bardzo podobne do własności 
enzym u wydzielonego w tej samej pracow ni z E. coli (32, 99). Jednak 
p repara ty  enzym atyczne z bakterii term ofilnych wykazyw ały większą 
oporność na denaturację cieplną niż p repara t z E. coli (78).

III. RNA rozpuszczalny i synteza aminoacylo-tRNA

1. Własności fizyczne i chemiczne sRNA

P rep ara t sRNA z B. stearothem ophilus  daje w ultraw irów ce jedno 
pasmo o stałej sedym entacji 4S (5, 31, 53). Skład czterech głównych zasad 
oznaczono dla niefrakcjonow anych sRNA z bakterii term ofilnych (53, 
80), oraz z psychrofilnego szczepu Pseudomonas sp. 412 (42). W tablicy 1
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przedstawiono przykładowo dane dla przedstaw icieli term o-, mezo- i psy­
chrofilnych bakterii. Zw raca uwagę duże podobieństwo danych, co jest 
tym  bardziej godne uwagi, że stosowane były różne techniki badawcze.

W sRNA z E. coli znaleziono stosunkowo dużo tzw. nietypow ych zasad 
(19). W sRNA z bak terii term ofilnych pseudourydyna stanowi około 10% 
urydyny (53), a u E. coli około 14°/o (19), natom iast ilość 4-tiouracylu 
jest taka sama (Lipsett, wg 27).

Podobieństwo składu nukleotydowego odzwierciedla podobieństwo 
profili denaturacji cieplnej preparatów  sRNA z bakterii term o- i m e- 
zofilnych (5, 31, 42, 53, 80) oraz mezo- i prychrofilnych (42). Również efekt 
hyperchrom ow y jest bardzo podobny dla wszystkich preparatów  niefrak- 
cjonowanego sRNA. Grzanie do około 90° pow oduje w zrost absorpcji
o około 30%.

Dane powyższe odnoszą się do sRNA, a więc stanowią w artości średnie 
dla wszystkich cząsteczek tRNA. Wiadomo jednak, że u E. coli swoiste 
tRNA, specyficzne dla określonych aminokwasów, m ają odm ienny skład 
nukleotydow y (49, 71). Również profile denaturacji cieplnej preparatów  
tRNA specyficznych różnią się między sobą, a także odbiegają od krzyw ej 
topnienia niefrakcjonowanego sRNA (49, 71).

Poza jedynym  doniesieniem o w yjątkow ej term olabilności tRNA swo­
istego dla kwasu glutaminowego u Micrococcus cryophilus (51) nie ma 
danych o specyficznych tRNA bakterii term o- i psychrofilnych.

2. S yntetazy am inoacylo-tRN A

W ielu autorów stwierdziło, że enzymy z bakterii term ofilnych, w a­
runkujące aktyw ację aminokwasów i przyłączenie ich do swoistych tRNA, 
w ykazują wyższe optima tem peraturow e niż enzymy z E. coli. Dotyczy 
to syntetaz: izoleucylo-tRNA (5), leucylo-tRNA (31, 97), fenyloalanylo- 
-tRNA (31), walilo-tRNA (25). Enzym y z term ofilnych bak terii przyłączają 
am inokwasy zarówno do sRNA term ofilnego jak  i do sRNA z E. coli. 
Ponieważ enzymy z E. coli nie działają w tem peraturach  optym alnych dla 
preparatów  term ofilnych, prawdopodobnie wysokie optim um  tych reakcji 
(55— 65°) jest funkcją term ofilności enzymów (5, 25, 31).

N atom iast B u b e l a  i H o l d s w o r t h  (10) zaobserwowali, że re ­
akcje aktyw acji aminokwasów i wytw orzenia kom pleksu leucylo-tRN A 
u nieoznaczonego szczepu B. stearotherm ophilus przebiegają wolno do 
35—40°, a z najw iększą szybkością w 60°. P rep ara t enzym atyczny ogrze­
w any 10 m inut w 60° traci około 50% aktywności, zaś frakcja  związana 
z błoną cytoplazm atyczną po ogrzewaniu 20 m inut w 65°— tylko 20% 
aktywności. A utorzy sądzą zatem, że enzym per se nie jest term ostabilny, 
a jego wysokie optim um  tem peraturow e może być wynikiem  stabilizu­
jącego wpływ u błony. Ponieważ zaobserwowano dużą szybkość przem iany
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białek i kwasów nukleinow ych u tego szczepu, wysokie optim um  tem pe­
ratu row e enzymu mogłoby także być uw arunkow ane jego szybką re- 
syntezą (9).

K r a j e w s k a  i S z e r  (43) stw ierdzili, że syntetaza fenyloalanylo- 
-tRNA z psychrofilnego szczepu Pseudomonas sp. 412 nie ulega inakty- 
w acji w 45°, tj. w tem peraturze o 15° wyższej niż m aksym alna tem pe­
ra tu ra  wzrostu tej bakterii. Również pozostałe syntetazy aminoacylo-tRNA 
z tego szczepu są in vitro  bardziej aktyw ne w tem peraturze o 5° wyższej 
od m aksym alnej tem peratu ry  wzrostu, niż w tem peraturze bliskiej opty­
m alnej dla wzrostu (25°C) (91).

Psychrofilny szczep Micrococcus cryophilus ma term olabilne syntetazy 
aminoacylo-tRNA specyficzne dla kwasu glutaminowego i proliny (w słab­
szym stopniu też dla histydyny), ulegające inaktyw acji w tem peraturach  
powyżej 25° (51, 51a). Inaktyw acja cieplna tych enzymów ujaw nia się 
zarówno na etapie aktyw acji aminokwasów, jak  i przyłączenia ich do 
tRNA. Natomiast proces transportu  kompleksów aminoacylo-tRNA i dal­
sza reakcja polim eryzacji aminokwasów nie są wrażliwe na stosowane 
szoki tem peraturow e. P reinkubacja w ciągu 1 godziny w 30° nie ma isto t­
nego w pływu na aktywność syntetaz aminoacylo-tRNA swoistych dla 
wszystkich pozostałych aminokwasów u tego szczepu (51, 51a).

3. Znaczenie natywnej konformacji tRNA

Zachowanie natyw nej konform acji cząsteczek tRNA jest praw dopo­
dobnie w arunkiem  koniecznym dla w ytw orzenia kom pleksu aminoacylo- 
tRNA. Świadczą o tym  następujące spostrzeżenia. A r c a  i wsp. (5) 
stw ierdzili, że w nieoczyszczonych ekstraktach z B. stearotherm ophilus  
В synteza izoleucylo-tRNA była gwałtow nie ham ow ana przy 80°, podczas 
gdy reakcja aktyw acji aminokwasu zachodziła spraw nie naw et przy 85°. 
Ponieważ preinkubacja przez 10 m inut w 80° nie w pływ ała w sposób 
isto tny na późniejszy przebieg reakcji w 50°, zaham owania syntezy izo­
leucylo-tRNA w 80° nie można tłum aczyć denaturacją enzymu czy sRNA. 
Zaobserwowano jednak, że powyżej 75° sRNA wykazyw ał około 50°/o 
efektu hyperchromowego (5).

F r  e s с o i wsp. (25) w układzie zawierającym  enzym specyficzny dla 
w aliny z term ofilnego B. coagulans i niefrakcjonow any sRNA z E. coli za­
obserwowali całkowite zahamowanie syntezy walilo-tRNA powyżej 55°, 
mimo że aktyw acja aminokwasu przebiegała spraw nie aż do 75°. Żadnej 
zm iany nie zaobserwowano po ponownym  dodaniu enzym u do układu 
w 60°. Dopiero obniżenie tem peratu ry  przyw racało całkowicie zdolność 
układu do w ytw arzania kom pleksu walilo-tRNA. K rzyw a denaturacji 
cieplnej niefrakcjonowanego sRNA z E. coli w ykazyw ała w tem peraturze 
55— 60° zaledwie 10% u tra tę  całkowitego efektu hyperchromowego (ry­
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sunek 3). Ponieważ enzym w ytw arzał kom pleks z sRNA bakterii term o­
filnych w 65°, autorzy przypuszczają, że enzym  „rozpoznaje” tylko na- 
tyw ną form ę tRNA (25).

Temperatura , °C

Rys. 3. Synteza kom pleksu w alilo-tRN A  (o) i w zględna absorpcja przy 28C nm  (•)  
niefrakcjonow anego sRNA jako funkcja tem peratu ry

W szędzie 1 mM w aliny; ®  0.1 mM (wg 25)

M a l c o l m  (51a) zaobserwował u tra tę  75°/o wyjściowej aktyw ności 
akceptorowej tRNA specyficznego dla kwasu glutaminowego i 50'°/» tRNA 
specyficznego dla proliny u psychrofilnego Micrococcus cryophilus w w y­
niku ogrzewania przez 10 m inut w 30°, chociaż profil denaturacji cieplnej 
niefrakcjonowanego sRNA w standartow ym  buforze nie w ykazyw ał 
zmian do 45°. Zjawisko to występowało tylko w układach zaw ierających 
homologiczne syntetazy aminoacylo-tRNA. Natom iast w układach hete- 
rologicznych, zaw ierających sRNA z bakterii psychrofilnej i enzym y 
z bakterii mezo- i term ofilnej, preinkubacja sRNA w 30° nie m iała w pływ u 
na w ytw orzenie kompleksów glutam ylo-tRN A  i prolilo-tRNA. Zatem  
nieznaczne zmiany konform acyjne, k tóre mogły zajść w trakcie p reinku- 
bacji sRNA w 30°, uniem ożliwiły ich estryfikację z aktyw ow anym i am i­
nokwasam i w yłącznie przez enzymy z bakterii psychrofilnej, ale pozwo­
liły na „rozpoznanie” ich przez odpowiednie enzymy z innych źródeł. 
Świadczy to, że pojęcie „natyw nej konform acji” bynajm niej nie jest 
jednoznaczne fizjologicznie (51a).

Brakiem  om awianych prac jest to, że autorzy używali niefrakcjono­
w anych preparatów  sRNA. Stąd niezupełna zgodność wyników. Dopiero 
praca z hom ogennym i p reparatam i swoistych tRNA może dać bezsporną 
odpowiedź: 1) czy i do jakiego stopnia zachowanie natyw nej s tru k tu ry  
drugo- i trzeciorzędowej jest konieczne do w ytw orzenia kom pleksu am i­
noacylo-tRNA i 2) czy p repara ty  specyficznych tRNA różnią się w rażli­
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wością na denaturację cieplną w zależności od tego, czy zostały w y­
dzielone z bakterii term o-, mezo- lub psychrofilnych.

IV. Rybosomy i synteza łańcucha peptydowego

1. C harak terystyka rybosom ów

W idma absorpcji w tem peraturach  pokojowych rybosomów bakterii 
term ofilnych (53, 87) i psychrofilnych (42) są bardzo podobne do profili 
rybosom ów  bak terii mezofilnych (96); w ykazują one m inim um  przy 235, 
m aksim um  przy około 260 i spadek absorpcji powyżej 300 nm.

Podobnie jak  rybosom y E. coli (96) rybosom y bakterii term ofilnych 
(31, 53, 87) i rybosom y bakterii psychrofilnej (43, 91) m ają współczynnik 
sedym entacji około 705 i w roztw orach o niskim  stężeniu Mg2+ dysocjują 
na podjednostki o stałych sedym entacji około 505 i 305.

Istn ieje  wiele spostrzeżeń, że rybosom y bak terii term ofilnych są b a r­
dziej term ostabilne niż rybosom y bakterii mezofilnych. M c L a u g h l i n  
i wsp. (61) zaobserwowali, iż ogrzewanie w 70° nie miało istotnego w pływ u 
na profile sedym entacji rybosomów bak terii term ofilnych; rybosom y 
E. coli zaś wykazywały trwałość tylko do 55°.

W ielu autorów  stwierdziło, że rybosom y bak terii term ofilnych ulegają 
degradacji term icznej w wyższych tem peraturach, a zatem w ykazują w yż­
sze w artości Tm, niż rybosom y szczepów m ezofilnych w tych samych 
buforach (5, 28, 53, 61, 76, 80, 88). Co więcej, rybosom y B. stearotherm o- 
philus  o trzym ane z bakterii hodowanych w  65° były bardziej trw ałe niż 
rybosom y z kom órek hodowanych w 37° (88).

N atom iast wrażliwość na denaturację term iczną rybosomów z bakterii 
psychrofilnych różniła się bądź nieznacznie od wrażliwości rybosomów 
bak terii m ezofilnych (76), bądź też nie różniła się wcale (42, 43). Badania 
porównawcze podjednostek rybosom alnych Pseudomonas sp. 412 i E. coli 
В dały bardzo podobne profile denaturacji cieplnej i niem al identyczne 
w artości Tm (42).

W iększa term ostabilność rybosomów bak terii term ofilnych może być 
zdeterm inow ana przez: a) bardziej stabilną s tru k tu rę  RNA, b) bardziej 
trw ałe  białka, c) obecność dodatkowego czynnika stabilizującego (53).

2. RNA rybosom ow y (rRNA)

Zaw artość procentowa RNA w rybosom ach bak terii term ofilnych (28, 
53, 87) jes t zbliżona do zawartości RNA w rybosom ach bakterii m ezofil­
nych (37, 96). Analiza sedym entacyjna rRNA wykazała obecność dwóch 
kom ponent o stałych sedym entacji 165 i 215 (53) lub 165 i 235 (31, 80). 
W irow anie w gradiencie sacharozy rRNA natychm iast po otrzym aniu dało 
dw a szczyty odpowiadające cząsteczkom o stałych sedym entacji 165
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i 23S w stosunku 1 : 1,6 (28). Dane te  nie różnią się zatem od wyników 
uzyskanych dla E. coli (44).

Skład nukleotydow y rybosomowego RNA został oznaczony dla bakterii 
term ofilnych (53, 76, 80) i dla bakterii psychrofilnych (41, 76). Niektóre 
dane przedstaw ione są w tablicy 2.

Przeciwnie niż w w ypadku sRNA, w ystępują tu  pewne różnice między 
preparatam i pochodzącymi od różnych grup. W szczególności zawartość 
G-C w rRNA bakterii term ofilnych jest większa niż w preparatach  bakterii 
mezo- i psychrofilnych.

W ielu autorów stwierdziło, że wartości Tm dla rRNA bakterii term o­
filnych są wyższe niż w artości Tm dla analogicznych preparatów  bakterii 
mezofilnych (5, 28, 53, 76, 86). Jest to zrozumiałe, gdyż wyższe wartości 
Tm odzwierciedlają większy udział par G-C w preparatach term ofilnego 
rRNA (53, 76, 80, 86). P repara ty  term ofilnego rRNA były też mniej 
wrażliwe na denaturacyjne działanie wysokich stężeń mocznika (5, 53, 
86).

Celem wyelim inowania ew entualnych różnic, mogących wynikać 
z przynależności badanych bakterii do odległych grup system atycznych, 
S t e n e s h  i H o l a z o  (86) porównali rRNA trzech szczepów term o­
filnych i trzech szczepów mezofilnych z rodzaju Bacillus. Uzyskane war-, 
tości Tm wynosiły średnio: 69,7° dla term ofili i 64,6° dla mezofili, 
a frakcja G-C stanow iła odpowiednio 59,8% i 55,1% sumy czterech głów­
nych zasad. Dla w yjaśnienia tych wyników autorzy przyjm ują hipotezę 
С о х а  (16), że na drugorzędową struk tu rę  RNA składają się dwa rodzaje 
odcinków spiralnych, zawierających różny odsetek par G-C, a zatem 
„topiących się” w różnych tem peraturach. Dla rRNA z E. coli Сох obli­
czył, że pierwszy rodzaj segmentów zawiera około 50% G-C i dysocjuje 
do 55°, drugi zaś zawiera około 67% G-C i dysocjuje powyżej 55°. 
S t e n e s h  i H o l a z o  (86) sądzą zatem, że rRNA bakterii term ofilnych 
zawiera więcej tych drugich segmentów.

Elektroforeza i chrom atografia preparatów  rRNA traw ionych rybo- 
nukleazą trzustkow ą dały bardzo zbliżone wyniki u term o- i mezofili 
(86). Mogłoby to wskazywać na podobieństwo sekwencji nukleotydów, 
k tóre mogą się jednak różnić względną częstotliwością występowania 
(86).

P a c e  i C a m p b e l l  (76) przebadali 19 szczepów bakteryjnych, 
których m aksym alne tem peratu ry  wzrostu zmieniały się od 18 do 73°. 
Zmianom tym  towarzyszył na ogół wzrost wartości Tm rybosomów od 
69° do 79°, jak  też wzrost zawartości G-C w preparatach  rybosomowego 
RNA od 50°/o do 59%.

Podany skład nukleotydów rRNA psychrofilnego Pseudomonas sp. 
412 o zawartości około 53®/о G-C (41) jest zbliżony do uzyskanych przez 
innych autorów dla preparatów  rRNA szczepów mezofilnych (17, 53,
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63, 64, 76, 85, 86). Również profile denaturacji cieplnej i wartości Tm tego 
p repara tu  (41) są zbliżone do analogicznych wyników dla preparatów  
mezofilnych (53, 76, 86).

Proces denaturacji cieplnej rRNA przebiega stopniowo i w przedziale 
od 20 do 90° w ykazuje 25— 30% efekt hyperchrom ow y (41, 76, 82, 86). 
Rysunek 4 przedstaw ia profile denaturacji term icznej preparatów  rRNA 
z bakterii term o-, mezo- i psychrofilnych.

T e m pe ra tu ra, °C
Rys. 4. P rofile denatu rac ji cieplnej RNA rybosomowego (wg 76)

(Д) ѴгЬго m arinus  15381 (psychrofil), ( • )  S p irillu m  iterso n ii S I-l (mezofil), (□ ) B. stea ro th er-
m oph ilus  (term ofil)

3. B iałka rybosom ów

D enaturacja term iczna rybosomów zachodzi w wyższych tem pera tu ­
rach niż denaturacja odpowiednich preparatów  rRNA. Toteż w artości 
Tm rybosomów są wyższe niż wartości Tm preparatów  rRNA w tych 
sam ych roztw orach (28, 42, 53). Odm ienne w yniki otrzym ano dla rybo­
somów i rRNA E. coli w buforze bez Mg2+ (28) i z Mg2+ (82). D enaturacja 
rybosomów zachodzi w stosunkowo wąskim  przedziale tem peratur, p rze­
biega gwałtownie, co sugeruje, że m am y do czynienia z procesem koope­
ratyw nym . Efekt hyperchrom ow y podczas denaturacji cieplnej ryboso­
mów jest znacznie większy niż podczas denaturacji samego rRNA. Na 
rysunku  5 przedstaw iono przykładowo profile denaturacji cieplnej rybo­
somów batkerii term o-, mezo- i psychrofilnych.

Ponieważ denaturacja term iczna rybosomów jest procesem nieodw ra­
calnym , trudno powiedzieć, dlaczego przebiega ona inaczej niż dena tu ra­
cja RNA rybosomów. E l s  o n  (21) tłum aczy większy efekt hyperchro­
mowy aktyw nością rybonukleazy uw alnianej w m iarę degradacji ryboso­
mów. W ielu autorów  dopatruje się w ostrości przebiegu procesu dena­
tu rac ji cieplnej rybosomów stabilizującego w pływ u białek rybosom al-
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Rys. 5. P rofile denatu rac ji cieplnej rybosom ów (wg 76)
(О) 7E-3 (psychrofil), ( • )  E. co li В (m ezofil), (□ ) B. stearo th erm o p h ilu s  (term ofil)

nych (53, 76, 80). Trudno jednak — przynajm niej na razie — sprecyzować, 
na czym polega współdziałanie białek i RNA w rybosomach. P a c e  
i C a m p b e l l  (76) sugerują, że we współdziałaniu tym  biorą udział 
wiązania jonowe i wodorowe między zasadowymi białkam i a kw aśnym i 
resztam i RNA rybosomów. Z badań S t e v e n s a  i M o r r i s o n  (88) 
wynika, że efekt hyperchrom ow y podczas term icznej degradacji rybo­
somów B. stearotherm ophilus uw arunkow any jest zarówno denaturacją  
białek, jak  i częściową hydrolizą RNA, chociaż trudno  powiedzieć, które 
z tych zjawisk jest czynnikiem  inicjującym .

Zaobserwowano, że trudniej jest usunąć białka z rybosomów bakterii 
term ofilnych niż z rybosomów bakterii mezofilnych: w w arunkach, 
w  których z rybosomów bakterii term ofilnej uwalniało się 50% białek, 
z rybosomów E. coli uwalniało się aż 85°/o białek (53).

S t e n e s h  i Y a n g  (87) zaobserwowali intensyw niejszą degradację 
rybosomów bakterii mezofilnych niż bakterii term ofilnych pod wpływem  
rybonukleazy rybosomowej, zarówno powyżej 60° jak  i w 37°. Analogiczne 
spostrzeżenia poczynili A l g r a n a t i  i L e n g y e l  (1). Również 
F r i e d m a n  i R i c c a  (wg 27) stw ierdzili, że wprawdzie po pięciu 
m inutach traw ienia rybonukleazą z trzustk i zostały uwolnione jednakow e 
ilości nukleotydów z rybosomów bakterii term o- i mezofilnych, to jednak 
po dłuższym czasie enzym rozkładał większą ilość rRNA w preparacie 
z E. coli niż w preparacie z bakterii term ofilnej.

Elektroforeza na żelu skrobiowym białek rybosomów term ofilnych dała 
obraz podobny do uzyskanego w analogicznych w arunkach dla białek 
rybosomów E. coli (53). Również elektroforeza na żelu poliakrylam ido- 
w ym  z mocznikiem nie u jaw niła istotnych różnic między p reparatam i 
B. stearotherm ophilus i E. coli (Flaks. wg 28). Skład am inokwasowy b ia­
łek rybosomów term ofilnych (80) i E. coli (84) są w zasadzie podobne. 
A utorzy stw ierdzili jednak nieco m niejszy udział aminokwasów zasado­
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wych w preparacie bakterii term ofilnej (13,2% wobec 17,8% w p repara­
cie z E. coli) oraz większą zawartość cystyny, co sugeruje istnienie w ięk­
szej liczby mostków dwusiarczkowych, a zatem  bardziej sztyw ną konfi­
gurację białek term ofilnych (80). B rak natom iast inform acji o składzie 
aminokwasowym  białek rybosom alnych u bakterii psychrofilnych.

4. Poliam iny rybosomowe

Stałą — aczkolwiek ilościowo znikomą — kom ponentą rybosomów są 
poliaminy. U bliżej nieoznaczonego szczepu Pseudomonas hodowanego 
w tem peraturze pokojowej, K i m  (40) znalazł wyłącznie putrescynę. 
Substancja ta jest bardzo silnie związana z rybosomami, gdyż w  ciągu 
12 godzin dializy nie stw ierdzono w ym iany m iędzy putrescyną endogenną 
a znakowaną z otoczenia (w obojętnym  pH  i w  obecności 10~3M Mg2+). 
Gdy do środowiska, w którym  prowadzono dializę, wprowadzono znako­
w aną sperm inę, została ona w ykry ta  w obu podjednostkach rybosom o- 
w ych (40). Należy tu  zaznaczyć, że wśród poznanych bak terii psychrofil­
nych najczęściej bodaj spotyka się przedstaw icieli rodzaju Pseudomonas 
(23, 36, 38). U bak terii m ezofilnych znaleziono głównie putrescynę i sper- 
m idynę (28, 88, 95). U bak terii term ofilnych w ykryto putrescynę i sper- 
m idynę (28) lub sperm idynę i sperm inę (Toschi wg 53, 88).

Zawartość poliam in w preparatach  rybosom alnych zależy w dużym  
stopniu od sposobu preparow ania i oczyszczania rybosomów (95). S t e - 
v e n s  i M o r r i s o n  (88) oznaczyli zawartość poliamin w kom órkach
i p reparatach  rybosom owych B. stearotherm ophilus  hodowanego w róż­
nych tem peraturach  oraz dla porów nania u E. coli (tablica 3). Okazało 
się, że tem pera tu ra  hodowli nie m iała większego w pływ u na ogólną ilość 
poliam in w kom órkach hodowanych w 45° i 55°; kom órki hodowane 
w 65° wykazały naw et spadek zawartości poliamin. Tem peratura hodowli 
w płynęła natom iast w sposób istotny na zawartość poliamin, szczególnie 
sperm iny, w rybosomach. K orelacja między tem pera tu rą  hodowli a za­
w artością sperm iny w rybosom ach może nasunąć wniosek, że w łaśnie ta 
substancja umożliwia rybosomom term ofilnych bakterii funkcjonow anie 
w wyższych tem peraturach . Jednakże — jak  wykazali ci sami autorzy — 
usunięcie poliamin z rybosomów B. stearotherm ophilus bynajm niej nie 
zwiększa wrażliwości tych ostatnich na denaturację cieplną (w obecności 
10~2 M Mg2+) i rybosom y te są bardziej term ostabilne niż rybosom y 
E. coli, z k tórych poliam in nie usunięto (88).

W ielu autorów  stw ierdziło stabilizujący wpływ dw u- i poliam in na 
s tru k tu rę  drugorzędową syntetycznych i natu ralnych  polinukleotydów  
w  roztw orach (28, 41, 50, 52, 53, 62, 89, 94). N ajsilniejszy efekt w yw iera 
sperm ina, słabszy sperm idyna, a najm niejszy dwuam iny, z których n a j­
bardziej efektyw ne są putrescyną i kadaw eryna, tj. dw uam iny najczęściej
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Tablica 3

Zawartość poliamin u B. stearothermophilus i E. coli (wg 88)

Temperatura wzrostu Poliaminy w całych komórkach 
(mikromole/milimol P-RNA)

Poliaminy w rybosomach 
(mikromole/milimol P-RNA)

putres- spermi- spermi- putres- I spermi- spermi-
cyna dyna na cyna J dyna na

B. stearothermophilus _ 14,0 22,0 _ 3,8 6,0
45° 18,0 29,0

22,0 29,0
55° — 12,0 30,0 — 8,2 12,1

22,0 21,0
65° — 9,0 11,0 2,2 21,0

4,0 18,0
8,6 23,0

E. coli 54,0 1,1
37° 53,0 1,3 — 1,3 1,0 —

w ystępujące w m ateriale biologicznym (*50, 89, 94). Zaobserwowano rów ­
n ież — uwidoczniający się w  zmianie profili denatu racji cieplnej i we 
wzroście wartości Tm — stabilizujący wpływ dw u- i poliamin na rybo­
somy in vitro  (28, 53, 88).

Z przedstaw ionych wyżej danych w ynika chyba niew ątpliw ie, że po- 
liam iny odgryw ają istotną rolę w u trzym aniu  stru k tu ry  rybosomów in 
vivo, aczkolwiek trudno na razie precyzować, jaki(e) jest(są) m echa- 
nizm(y) ich działania. Prócz tej części, k tóra się adsorbuje na rybosomach 
podczas preparatyki i k tóra może być łatwo z nich usunięta, pewna nie­
wielka ilość tych zasad pozostaje zawsze bardzo silnie z rybosom am i zwią­
zana (40, 88). T a b o r  i K e l l o g  (95) uw ażają, że poliaminy związane 
są w rybosomach jonowo.

5. Synteza łańcucha polipeptydowego

W ytworzenie trwałego kom pleksu rybosom -mRNA-aminoacylo-tRNA 
jest koniecznym w arunkiem  do zainicjowania procesu syntezy łańcucha 
polipeptydowego.

Z badań nad syntetycznym i kwasam i nukleinow ym i w roztworach 
wodnych wiadomo, że współdziałanie między oligo- i polinukleotydam i 
jest słabe (46, 47). A zatem współdziałanie m iędzy trójnukleotydem  an ty- 
kodonu tRNA a kom plem entarną tró jką  kodonu mRNA nie wystarcza 
na ogół do utrzym ania trwałości kom pleksu w tem peraturach  powyżej 
25°, tj. w zakresie tem pera tu r fizjologicznych dla wszystkich bakterii 
(z w yjątkiem  tzw. obligatorycznie psychrofilnych). Toteż można założyć, 
że rybosom odgrywa istotną rolę w stabilizacji kompleksu. Przypuszczę-
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nie to potwierdziły badania na układach modelowych: poliA-rybosom- 
-lizylo-tRNA, poliU -rybosom -fenyloalanylo-tRNA , poliUG-rybosom -wa- 
lilo-tRNA (61). W artości Tm oznaczone dla wszystkich badanych kom ­
pleksów były wyższe niż 50°, podczas gdy wartości Tm dla układów tró j- 
nukleotyd-polinukleotyd w tych samych buforach nie przekraczały 25°. 
Intensyw ne przem ywanie rybosomów nie miało w pływu na trw ałość 
kompleksów. Termiczna (grzanie przez 10 m inut w 60°) dysocjacja kom ­
pleksów z poliA i poliU okazała się niem al w pełni odwracalna. N iektóre 
wyniki tej pracy przedstaw iono w tablicy 4.

Tablica 4

Wartości Tm kompleksów: rybosom-mRNA-aminoacytylo-tRNA 
(wg 61) Tm (°C) '

Źródło rybosomów fenyloalanylo-sRNA
-poliU

lizylo-sRNA-
poliA

walilo-sRNA-
poliUG

E. coli В 55—56 60 63
E. coli MRE600 50 58
E. coli Q-13 56 61
B. megatherium 48 59
Relikulocyty szczura 57 60
B. stearothermophilus 57 64 72

Uderzające jest, że stabilizujący wpływ rybosomów bakterii term o­
filnych jest tylko nieznacznie większy niż wpływ rybosomów bakterii 
mezofilnych w  układach zaw ierających poliA i poliU. A przecież rybo­
somy bakterii term ofilnej są odporne na denaturację cieplną aż do 70°, 
zaś rybosomy E. coli ty lko do 55°. Większą — zależną od pochodzenia 
rybosomów — różnicę w artości Tm układów zaw ierających poliUG au­
torzy tłum aczą dodatkow ym  ubocznym efektem  destrukcji rybosomów 
bak terii mezofilnych w tem peraturze 63° (61).

S z e r  (90, 91) używ ając hybrydów  rybosomowych złożonych z pod- 
jednostek 305 i 505 otrzym anych z E. coli i Pseudomonas sp. 412, stw ier­
dził, że podjednostka 505 odgrywa istotną rolę w stabilizacji kompleksu 
poliU-(305)rybosom-fenyloalanylo-tRNA. W obecności podjednostki 505 
podw aja się ilość przyłączonego aminoacylo-tRNA, a tem peratu ra  dyso- 
cjacji kompleksu w zrasta średnio o 10° (od około 40° do 50°) (rysunek 6) 
niezależnie od tego, czy dodawano podjednostki homologiczne czy hetero- 
logiczne.

Ostatnio S k o u l t c h i  i wsp. (83) wydzielili z supernatan tu  (po 
odwirowaniu rybosomów) B. stearotherm ophilus  czynniki polim eryzujące 
analogiczne do wcześniej opisanych dla E. coli (2, 33, 34, 48, 69, 72, 77). 
Czynniki te częściowo oczyszczono i rozdzielono na trzy  frakcje: S b S2
i S3. W szystkie trzy czynniki okazały się niezbędne w syntezie polifenylo-
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Rys. 6. W pływ pod jednostki 50S na ilość związanego fenyloalanylo-tRN A  przez 
kom pleks podjednostka 30S-poliU i na trw ałość term iczną kom pleksu: rybosom - 

poliU -fenyloalanylo-tR N A  (wg 91)
(x) 30S z P seudom onas sp. 412, (O) 30S z P seudom onas sp. 412 -fc 505 z Pseudomonas sp. 412, 

(.) 30S z Pseudom onas sp. 412 +  50S z E. colt

alaniny kierowanej przez poliU w układzie bezkomórkowym, zaw ierają­
cym rybosom y i fenyloalanylo-tRN A  z E. coli. Faktory  Si i S 3 uczestniczą 
w zależnej od GTP reakcji przyłączenia am inoacylo-tRNA do kom pleksu 
mRNA-rybosom (75). Te same czynniki polim eryzujące wiążą wszystkie 
aminoacylo-tRNA (zbadano 15), z jedynym  w yjątkiem  — m etionylo- 
-tRNAF zarówno, gdy m etionina je s t form ylow ana, jak  i nieform ylow ana 
(75). Prawdopodobnie u B. stearotherm ophilus — podobnie jak  u E. coli 
(14, 15, 55, 74, 93, 98, 100) — form ylow ana m etionylo-tRN A F inicju je syn­
tezę łańcucha peptydowego.

6. Wpływ szoku temperaturowego na aktywność rybosomów

F r i e d m a n  i wsp. (28) zaobserwowali duże różnice we wpływie 
jaki w yw iera preinkubacja rybosomów B. stearotherm ophilus i E. coli 
w 65° na wydajność polim eryzacji fenyloalaniny pod wpływem  poliU 
w 37° (rysunek 7). Po 5-ciu m inutach grzania w 65° rybosomy bakterii 
term ofilnych zachowują 94%  wyjściowej aktywności, zaś rybosomy bak­
terii mezofilnych zaledwie 21%. Po 15 m inutach grzania pozostaje 80%
i 5%  aktywności, zaś po 30 m inutach 74% i 4%. Podobne wyniki dla ry ­
bosomów bakterii term o- i m ezofilnych uzyskali też inni badacze (1 ).

M a l c o l m  (51) preinkubow ał rybosom y z Micrococcus cryophilus 
w 40° przez 10 m inut i nie stw ierdził w pływu tego zabiegu na syntezę 
polifenyloalaniny pod w pływem  poliU w 20°.

V. Zagadnienie granicznych temperatur wzrostu

Czy graniczne tem peratu ry  w zrostu bakterii — m aksym alne i m ini­
malne — są zdeterm inowane przez system  syntezy białka w komórce?
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Z badań M a l c o l m a  (51, 51a) wynika, że czynnikiem  lim itującym  
m aksym alną tem peratu rę  wzrostu Micrococcus cryophilus jest term ola- 
bilność trzech syntetaz aminoacylo-tRNA. Natom iast u psychrofilnego 
Pseudomonas sp. 412 syntetazy aminoacylo-tRNA działały w tem pera tu ­
rach wyższych niż jego m aksym alna tem pera tu ra  wzrostu (43, 91).

Czas preinkubacji w65°C, min

Rys. 7. W pływ inkubacji w  65° rybosom ów E. coli (o) i B. stearotherm ophilus  (•)  
na w łączanie fenyloalaniny w  37° (wg 28)

A r  с a i wsp. (7) sugerują, że u podstaw  śm ierci cieplnej kom órek 
baktery jnych  leży przyłączanie niewłaściwego am inokwasu do tRNA ak­
ceptora, co w w yniku pow oduje błędy w odczytyw aniu kodu genetyczne­
go. Doświadczenia C h a p e v i l l e ’ a i wsp. (12) w ykazały bowiem, że 
właśnie cząsteczka tRNA, a nie aminokwas, decyduje o specyficzności tej 
reakcji. Wiadomo, że w alina może być aktyw owana przez syntetazę spe­
cyficzną dla izoleucyny; lecz reakcja przyłączenia jej do tRNA nie jest 
katalizow ana przez heterologiczny enzym (7, 73). Jednak  w tem pera tu ­
rach skrajnych reakcja ta  zachodziła. W 75° syntetaza specyficzna dla 
izoleucyny z B. stearytherm ophilus  katalizowała tworzenie kom pleksu 
walilo-tRNA (z tRNA swoistym  dla izoleucyny), mimo że reakcja nie 
przebiegała w 50°—60° (6, 7). Podobnie enzym ten katalizował w ytw arza­
nie serylo- i treonylo-tRN A  w 75°, ale nie w 50° (6). W edług tych autorów, 
przyłączanie niewłaściwego am inokwasu spowodowane jest zmianam i 
w drugorzędowej s tru k tu rze  sRNA w wyższych tem peraturach, czego 
dowodem są obserwowane w tych tem peraturach  efekty hyperchrom ow e 
w krzyw ych topnienia sRNA (rysunek 8).

Do podobnych wniosków doszedł M a l c o l m  (51a) w oparciu o w y­
żej referow ane wyniki, k tó re  uzyskał podczas enzym atycznej syntezy
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Rys. 8. Synteza w alilo-tR N A  (•)  i izoleucylo-tRN A (o) przez syntetazę izoleucylo- 
-tRNA z B. stearotherm ophilus  jako funkcja  tem peratu ry  

Względna absorpcja sRNA przy 260 nm (x) (wg 6)

glutam ylo-tRN A  i prolilo-tRNA przez układ psychrofilny z Micrococcus 
cryophilus.

N iektórzy autorzy sądzą, że term ostabilność rybosomów jest czynni­
kiem  ograniczającym  m aksym alną tem peratu rę  wzrostu bak terii term ofil­
nych (27, 53). Natom iast rybosom y bak terii psychrofilnych są trw ałe 
w tem peraturach  przekraczających, niekiedy naw et bardzo znacznie, m a­
ksym alne tem pera tu ry  w zrostu tych szczepów (43, 51, 76). Znam ienne są 
w yniki P a c e  i C a m p b e l l  (76): autorzy zestawili 19 szczepów, 
k tórych m aksym alne tem pera tu ry  w zrostu mieszczą się w zakresie 
18°— 73°, zaś w artości Tm ich rybosomów między 69° a 79° (tablica 5). Jak  
widać, różnice między wartością Tm rybosomów a m aksym alną tem pe­
ra tu rą  wzrostu organizm u wynoszą 5°— 6° u bakterii term ofilnych, 
a u bakterii psychrofilnych aż 45— 50°. Niewspółmierność tych wskaźni­
ków jest uderzająca i w yklucza przypuszczenie, że wrażliwość na dena- 
tu rac ję  term iczną rybosomów ogranicza m aksym alne tem pera tu ry  wzro­
stu  u badanych szczepów mezo- i psychrofilnych.

O ile m inim alna tem peratu ra  w zrostu szczepy bakteryjnego związana 
jest z funkcjonowaniem  układu syntetyzującego białko w komórce?

F r i e d m a n  i W e i n s t e i n  (29) zaobserwowali, iż bezkomórkowy 
system  z B. stearoptherm ophilus włącza leucynę pod w pływem  poliU 
w znacznie większym  stopniu w 37° niż w 65° (stosunek włączonej leucyny 
do fenyloalaniny wynosi odpowiednio 118% i 16%). Ci sami autorzy 
stw ierdzili również, że system  bakterii term ofilnych włącza prolinę (kod 
genetyczny dla proliny: CCC, CCU, CCG i CCA) pod wpływem  poliUG
i poliU AG w 37°, a nie włącza w  65° (30). Podobne obserw acje poczyniono 
dla innych układów zaw ierających syntetyczne m atryce w tem peraturach  
bliskich tem peraturom  m inim alnym  dla danego organizm u (92). L ite ra ­
tu ra  na ten  tem at jest jednak  zbyt skąpa, by wnioskować, czy i do jakiego 
stopnia zjawisko to posiada w alor ogólny.
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Maksymalne temperatury wzrostu i wartości Tm rybosomów (wg 76)

Organizm Maksimum temp. 
wzrostu (°Q

Tm rybosomów 
(°Q

V. marinus (15 381) 18 69
7E-3 20 69
1-1 28 74
V. marinus (15 382) 30 71
2-1 35 70
D. desulfuricans (chlonicus) 40 71
D. vulgaris (8 303) 40 73
E. coli (B) 45 72

TE. coli (Q13) 45 72
S. Itersonii (SI-1) 45 73
B. megaterium (Paris) 45 75
B. sublitis (SW-25) 50 74
B. coagulans (43P) 60 34
D. nigrificans (8 351) 60 75
Thermophile T-107 73 78
Thermophile 194 73 78
B. stearothermophilus (1503 R) 73 79
Thermophile В 73 79
В. stearothermophilus (10) 73 79

D a s  i G o l d s t e i n  (18) przypuszczają, że czynnikiem  uniem ożli- 
w iającym  wzrost E. coli w 0° jest niezdolność do w ytw orzenia w tej tem ­
peraturze połączenia mRNA-rybosom. K r a j e w s k a  i S z e r  (43) 
stw ierdzili jednak, że po preinkubacji rybosomów E. coli z poliU w tem ­
peratu rze pokojowej i dodaniu oziębionego ich roztw oru do również ozię­
bianych pozostałych kom ponent, układ nie włączał aminokwasów w tem ­
peraturze bliskiej 0°, ani po dodaniu supernatan tu  z bakterii homologicz­
nych, ani z psychrofilnych.

S z e r  (91) wydzielił z rybosomów psychrofilnych szczfepu Pseudom o­
nas sp. 412 czynnik białkowy w arunkujący zdolność system u bezkomór- 
kowego tej bakterii do funkcjonow ania w niskich tem peraturach. Czyn­
nik ten, nazwany przez autora faktorem  P, dodany do układu bezkomór- 
kowego z E. coli jak  też i do układu z m utanta  mezofilnego otrzym anego 
z Pseudomonas 412, um ożliwia syntezę polifenyloalaniny pod wpływem  
poliU w tem peraturze bliskiej 0°.

Krzywe śm ierci cieplnej bakterii przypom inają krzyw e reakcji mono- 
m olekularnych (36). Zjawisko takie zgodne jest z efektem  w pływ u wyso­
kich tem peratu r na duże s tru k tu ry  komórkowe, na przykład na błony 
komórkowe, gdyż uszkodzenie błony naw et w jednym  m iejscu może spo­
wodować wyciek treści kom órkowej, a więc śmierć. Śmierć cieplna uw a­
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runkow ana inaktyw acją term olabilnych enzymów lub rybosomów, któ­
rych wiele kopii jest w komórce, nie wykazyw ałaby tego rodzaju kinetyki 
(8). Spostrzeżenia poczynione w pracy z psychrofilnym i bakteriam i m or­
skimi, u których — jak się w ydaje — śmierć cieplna jest spowodowana 
uszkodzeniem błony komórkowej i w następstw ie lizą komórki, przem awia 
również na korzyść powyższej hipotezy (68). W ielu badaczy uzależnia 
również m inim alną tem peraturę  wzrostu szczepu bakteryjnego od ak tyw ­
ności błon komórkowych, w szczególności od m echanizmów regulujących 
przepuszczalność błon. Zagadnienie to w ykracza jednak poza ram y n in iej­
szego artykułu . Jest ono omówione w pracach m onograficznych (8, 13, 
23, 68).

VI. Uwagi końcowe

W części wstępnej zaznaczono, że najistotniejszym  kry terium  odróż­
nienia bakterii term ofilnych od pozostałych grup jest ich zdolność do 
w zrostu w tem peraturze powyżej 50°. W prawdzie nie ma prostej zależ­
ności między tem peratu rą  wzrostu bakterii a term ostabilnością układu 
syntezy białka, jednak niew ątpliw ie rybosomy i syntetazy aminoacylo- 
-tRNA bakterii term ofilnych są bardziej oporne na denaturację cieplną 
niż analogiczne p repara ty  bakterii mezo- i psychrofilnych. Najdokładniej 
pod tym  względem badano rybosomy bakterii term ofilnych i większa 
ich stabilność — w porównaniu z rybosom ami pozostałych grup — została 
w ielokrotnie udowodniona w oparciu o badania fizyczne i biologiczne. 
Mimo to podstaw y m olekularne tego zjawiska nie są znane. Mało przeko­
nujące w ydaje się tw ierdzenie, że podłożem tego zjawiska jest większa 
zawartość G-C w rybosom alnym  RNA term ofilnym  (86). Bardziej słuszna 
w ydaje się sugestia, że większa term ostabilność rybosomów term ofilnych 
jest uw arunkow ana subtelnym  współdziałaniem między RNA a białkam i 
rybosom alnym i (53, 76, 80). N atura tego współdziałania jest jednak nie­
jasna. Prawdopodobnie jakąś zasadniczą rolę odgryw ają tu  poliaminy, 
aczkolwiek trudno na razie istotę jej sprecyzować (31, 88).

Ponieważ — z w yjątkiem  a-am ylazy (54) i dehydrogenazy triozofosfo- 
ranowej (3) — nie otrzym ano w stanie czystym białek enzym atycznych 
z bakterii term ofilnych, jest rzeczą niemożliwą stw ierdzenie czy stab il­
ność syntetaz am inoacylo-tRNA jest wynikiem  specyficznej ich struk tu ry , 
czy też skutkiem  obecności w preparatach czynników ochronnych (8, 
36, 80).

K ryterium  rozpoznawczym bakterii psychrofilnych jest ich zdolność 
do wzrostu w tem peraturach  bliskich 0°. Zdolność ta związana jest 
z właściwościami rybosomów, jak  to zostało w ykazane w heterologicznym  
system ie syntezy białka, zawierającym  kom ponenty psychrofilnego Pseu­
domonas sp. 412 i E. coli (43). Badania hybrydów  rybosomowych otrzy­
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m anych z podjednostek pochodzących od tych dwóch szczepów wykazały, 
że zdolność syntezy polipeptydu w niskich tem peraturach  w arunkują  
podjednęstki 50S (90). W podjednostce tej u E. coli zaw arty jest enzym 
syntetyzujący wiązania peptydowe, tzw. transferaza peptydylow a (65, 66, 
79). Jaka  jest funkcja otrzym anego przez S z e r a  faktora P  (91), o k tó ­
rym  była mowa wyżej, trudno na razie orzekać.

Z przytoczonych danych wynika, że tem peratury , w których ulegają 
denaturacji cieplnej kwasy nukleinowe psychro-, mezo- i term ofilnych 
bakterii, są do siebie zbliżone. Są one stosunkowo wysokie i mieszczą się 
w zakresie tem peratur, w jakich żyją bakterie term ofilne. Spostrzeżenie 
to może świadczyć na korzyść hipotezy, że ewolucyjnie pierwsze były 
bakterie  term ofilne, z k tórych — w m iarę stygnięcia skorupy ziemskiej — 
na drodze m utacji i selekcji rozw inęły się szczepy mezo- i psychrofilne. 
Zm iany term ostabilności interesującego nas układu objęły przede w szyst­
kim białka. Istn ieje  wiele obserwacji, że oporność na denaturację cieplną 
tych m akrocząsteczek mieści się na ogół w przedziale tem pera tu r w ja ­
kich żyje organizm (8, 23). W arto tu  wspomnieć, że otrzym ane w labora­
toriach m utan ty  tem peraturow e E. coli odznaczały się term olabilnym i 
syntetazam i aminoacylo-tRNA (20, 102), a w jednym  tylko przypadku 
obniżenie m aksym alnej tem pera tu ry  wzrostu uw arunkow ane było zwięk­
szoną wrażliwością podjednostki rybosomowej 50S1 (4).

Zw olennikiem  hipotezy o takim  kierunku ewolucji bakterii jest 
M a r r e  (59), k tóry  swoje przekonanie opiera na spostrzeżeniu, iż wśród 
organizmów term ofilnych spotyka się wyłącznie przedstaw icieli bakterii
i sinic, tj. organizmów pierw otnych. Inny  zwolennik tej hipotezy uzasadnia 
ją faktem , że wiele spotykanych obecnie bakterii term ofilnych jest takso­
nomicznie zbliżonych do bakterii kopalnych (8).

A utorka dziękuje Dr W. Szerowi za udostępnienie m ateriałów  n iepubliko­
w anych.

A utorka korzystała z częściowego poparcia Wellcome T rust i Agricultural 
Research Service, U. S. Dept. of A griculture (UR-E21-(32)-30).
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RECENZJE

Progress in the Chemistry of Fats and other Lipids, Tom X, cz. 3, Red. 
Ralph T. Holman, Pergamon Press, 1969, str. 96

Kolejny tom  tego seryjnego w ydaw nictw a przynosi dwa artyku ły  m onogra­
ficzne: Lipidy diolowe (L. D. В e r  g e 1 s o n), i Biochem ia lipidów  zaw ierających 
w iązania eterow e (F. S n у d e r). L. D. Bergelson z In sty tu tu  Związków N atu ­
ralnych A kadem ii N auk ZSSR w  Moskwie był jednym  z pierw szych badaczy, którzy 
przed pięciu la ty  zwrócili uw agę na w ystępow anie w  przyrodzie glikolowych an a­
logów glicerydów, zaw ierających zam iast glicerolu glikole: etylenow y, propyleno­
wy, butylenow y i inne. Począwszy od 1964 roku Bergelson i w spółpracownicy opu­
blikow ali dużą ilość p rac dotyczących tego zagadnienia. W artyku le  zaw arte są 
oryginalne opracow ania m etodyczne. W rozdziale pt.: „Oznaczanie dioli w  lip idach” 
au to r om aw ia szeroko zastosow anie chrom atografii gazowej do oznaczania i iden­
ty fikacji lipidów diolowych. M etoda ta  stanow i obecnie najw ażniejszą technikę 
badan ia  om aw ianych związków. W dalszych rozdziałach artyku łu  zestawiono inne 
m etody analizy lipidów  diolowych, w łaściwości fizyczne tych związków oraz podano 
przykłady  m etod ich syntezy chemicznej.

N iewiele dotychczas w iadom o o m etabolizm ie i roli fizjologicznej lipidów  dio­
low ych; najw iększe ich ilości stw ierdza się w  organizm ach i tkankach  szybko ro ­
snących, na przykład u drożdży oraz w  regeneru jącej w ątrobie szczura. A rtyku ł 
Bergelsona stanow i pierw sze opracowanie tego nowego i interesującego zagadnienia.

Zagadnienie biochem ii lipidów  zaw ierających w iązanie eterowe, opracowane 
przez F. Snydera (L ipid Research Laboratory, Oak Ridge), liczy już około 50 la t
i należy ze względu na charak te r technik  badaw czych do m niej wdzięcznych dzie­
dzin biochem ii lipidów. A rtykuł Snydera zaw iera dużo wiadom ości głów nie na 
tem at w ystępow ania zarówno lipidów  obojętnych, jak  i fosfolipidów posiadających 
ugrupow anie e te ru  alkilowego lub  alk-I-enilow ego. Część artyku łu  poświęcona 
m etabolizm ow i om aw ianych związków nie wnosi nowych elem entów  do nie pozna­
nego jeszcze m echanizm u ich biosyntezy i zaw iera w iele znanych, często sprzecz­
nych m iędzy sobą doniesień różnych autorów , bez, jak  można by oczekiwać, próby 
oceny tych  danych. Wiele in teresu jących  wiadom ości zaw iera rozdział pt.: „Efekty 
biologiczne pow odow ane przez alkilow e etery  g licerolu”, om aw iający w łaściwości 
farm akologiczne i te rapeutyczne tych połączeń.

Ze szkodą dla w artości a rtyku łu  pom inięte zostały przez au to ra dane dotyczące 
rozm ieszczenia i funkcji om awianych połączeń we frakcjach  podkom órkow ych. 
B rak  rów nież w  artyku le  oceny m etod analitycznych obecnie stosowanych w  b ad a­
niach nad  tym i związkami.

Oba artyku ły  zaw arte w  recenzow anym  tomie stanow ią bardzo cenne opraco­
w ania przeznaczone głównie dla biochem ików zajm ujących się lipidam i.

T. C hojnacki
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Chemical Biology of Inflammation, red. John C. Houck i Bernard K. For- 
scher, Pergamon Press, 1968, str. 3 3 4 + XI

K siążka „Chemical Biology of In flam m ation” stanow i zbiór referatów  w ygło­
szonych na sym pozjum  pod tym  tytułem , k tóre odbyło się w  Brook Lodge, A ugusta, 
M ichigan w  roku 1967. Sym pozja i konferencje o podobnym  charak terze, k tórych  
tem atem  jest stosunkowo w ąska gałąź wiedzy zyskują sobie coraz w iększą popu­
larność jako p la tform a dyskusji i w ym iany poglądów. Zaproszenia do udziału 
w  tak ich  konferencjach otrzym ują z reguły najw ybiniejsi specjaliści w danej dy­
scyplinie nauki.

W związku z tym  trudno  jest recenzentow i, którego specjalność nie jest w  do­
datku  bezpośrednio zw iązana z tem atyką konferencji, oceniać je j w artość czy 
poziom, k tóry  zresztą pow inien być wysoki z założenia. N ajsłuszniej będzie więc 
chyba omówić pokrótce treść konferencji.

W sposób najogólniejszy zapalenie można zdefiniować jako reakcję  tk an k i na 
uraz (mechaniczny, chemiczny, im m unologiczny itp.), k tóry  uszkadzając s tru k tu rę  
kom órek pow oduje przedostanie się n iektórych substancji kom órkow ych na ze­
w nątrz  do przestrzeni śródkom órkowych i substancji podstaw owej. Zapoczątkow uje 
to cały ciąg reakcji chem icznych i fizykochem icznych prow adzących w  efekcie do 
niedokrw ieni^ i m artw icy tkanki. K siążka zaw iera 29 referatów , w  których  omó­
wiono poszczególne fazy procesu zapalnego, reakcje i zachowanie się elem entów  
m orfotycznych oraz scharakteryzow ano poszczególne substancje biorące udział 
w procesie zapalnym . Omówiono reakcje i zachowanie się lim focytów , m akrofagów  
i p ły tek  krw i, swoistość i w łaściwości enzymów uw alnianych z kom órek (enzymy 
lizozomalne), działanie tych enzymów na substancję podstaw ową, i w reszcie zm iany 
zachodzące w substancji podstaw ow ej z uw zględnieniem  przem iany kolagenu i kw aś­
nych m ukopolisacharydów . Szczególnie bogato są reprezentow ane refera ty  om aw ia­
jące udział układu krzepnięcia k rw i w  procesie zapalnym , słabiej — aspekty  im m u­
nologiczne procesu zapalnego. Odczyny immunologiczne w  zapaleniach są tem atem  
tylko czterech referatów , a tylko jeden z nich om awia nadw rażliw ość typu późnego.

K siążka jest przeznaczona dla specjalistów  in teresu jących  się rozm aitym i aspek­
tam i procesu zapalnego, a więc przede w szystkim  dla patologów. Ze w zględu na 
szeroki w achlarz poruszanej problem atyki może być in teresu jąca również dla spe­
cjalistów  zajm ujących się zjaw iskiem  koagulacji, biochemików, im m unologów i h i- 
stologów.

J. Kościelak
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KOMUNIKATY

K om itet O rganizacyjny 
XVII Zjazdu 

Polskiego Tow arzystw a 
M ikrobiologów 

W arszawa, ul. Chocim ska 24 
tel. 45-30-20; 45-32-21

Komunikat
U przejm ie zaw iadam iam y, że w  dniach od 9 do 12 w rześnia 1970 roku  odbędzie 

się w  W arszawie X V II Zjazd Polskiego Tow arzystw a Mikrobiologów. Czterodniowe 
obrady Z jazdu toczyć się będą przed południem  na posiedzeniach plenarnych, na 
których w ygłaszane będą w ykłady na tem aty, k tóre mogą budzić szersze zain tere­
sowanie. O brady w  godzinach popołudniow ych zostaną zorganizowane na innych 
zasadach, niż na dotychczasowych zjazdach. Zam iast tradycyjnego podziału na sekcje 
mikrobiologii ogólnej, lekarsk ie j itp., zostaną zorganizowane sesje tem atyczne, po­
święcone om ów ieniu w  w ykładzie w stępnym  dorobku w  ściśle określonej dziedzinie, 
jak  np. „biosynteza ściany kom órkow ej”, czy też, „replikacja w irusów ”, po czym 
przedstaw ione zostaną doniesienia z prac doświadczalnych, obejm ujących wyłącznie 
problem atykę danego tem atu . K om itet Organizacyjny zasięgał opinii licznych człon­
ków Tow arzystw a, jak  też i poszczególnych Oddziałów terenow ych PTM. Ponad 
98°/o zapytanych osób wypowiedziało się za tym  sposobem organizacji obrad uw a­
żając, że przyczyni się to do podniesienia poziomu naukowego obrad, a także pozwo­
li na zgrom adzanie się podczas jednej sesji w szystkich osób zainteresow anych daną 
w ąską specjalnością, co pow inno jednoczyć bardziej aniżeli fo rm alna przynależność 
do określonej dziedziny mikrobiologii. K om itet O rganizacyjny otrzym ał ponad 100 
propozycji zorganizow ania takich  sesji tem atycznych. Są one pilnie i szeroko s tu ­
diowane, a ponadto skierow ane do konsultacji naszych najw ybitn iejszych specjali­
stów krajow ych. Po zatw ierdzeniu program u naukowego Z jazdu przez Zarząd Głów­
ny PTM , K om unikat n r 2 poda szczegółowy w ykaz sesji tem atycznych, na które 
można będzie zgłaszać re fe ra ty  z prac doświadczalnych. R eferaty  na sesjach p le­
narnych zostaną wygłoszone na zaproszenie K om itetu Organizacyjnego. K om unikat 
n r 2 ukaże się wczesną jesienią bieżącego roku. O stateczny te rm in  zgłaszania tekstów  
referatów  lub  ich streszczeń będzie wyznaczony na 30 kw ietn ia  1970 roku. Jesienią 
zostanie też rozesłana k a rta  inform acyjna, po k tórej w ypełnieniu zorientujem y się 
w  liczbie uczestników , p lanujących  wziąć udział w  XV II Zjeździe PTM.

U przejm ie prosim y o zachęcanie do udziału w  Zjeździe naszego Tow arzystw a 
osób, nie będących członkam i PTM , a zainteresow anych problem atyką m ikrobiolo­
giczną; będą oni m ile w idziani na naszym  Zjeździe.

K om itet O rganizacyjny będzie wdzięczny za w szelkie uwagi, rady i zalecenia, 
które m iałyby się przyczynić do popraw y poziomu naukowego i organizacyjnego 
planowanego Z jazdu naszego Tow arzystwa.

Za K om itet O rganizacyjny XVII Zjazdu PTM

S ekretarz 
Dr Cecylia Z ak

Przew odniczący 
Doc. dr Janusz Jeliaszewicz
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Państwowe Wydawnictwo  • Naukowe

poleca nowości:

N. A. Kisielew: Mikroskopia elektronowa makrocząsteczek biologicznych.
Tłum. z rosyjskiego s. 221 rys. il. tab. bibliogr. zł 32.—

K siążka p rezen tu je  szczegóły wielocząsteczkowych s tru k tu r  kw asów  nukleinow ych, 
zwłaszcza zaś układów  krystalograficznych i subtelnej budowy białek — głównie na 
m ateria le  wirusologicznym , ale też i cytologicznym w  rozdziale o rybosom ach. Za­
w iera  podstaw ow e wiadom ości z m ikroskopii elektronow ej, k rystalografii k ry sz ta­
łów biologicznych, biologii m olekularnej, w irusologii oraz m etodyki. In teresu jący  
m ateria ł ilustracyjny.

M. W. W olkensztejn: Biologia molekularna. T łum . z rosyjskiego  s. 493,
rys. il. bibliogr. pł. obw. zł 68.—

Treść: F izyka i biologia; K om órki, w irusy, dziedziczność; Cząsteczki biologiczne; 
F izyka m akrocząsteczek; F izyka b iałka; Fizyka kw asów  nukleinow ych; Synteza 
b ia łka; Swoistość biologiczna i budow a cząsteczek; Procesy m echanochem iczne; 
Zagadnien ia biofizyki m olekularnej.
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Należy podawać kolejno: Lp., nazwisko au to ra  i pierw sze litery  imion 
(podaje się nazw iska wszystkich autorów  w  kolejności podanej w o ry ­
ginale), skrócony ty tu ł czasopisma, tom (podkreślony), stronica i rok 
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., G ranick S.|, J. Biol. Chem. 202, 
793 (1953). Cytując książki należy podać kolejno: nazwisko i pierwsze 
litery  imion autora(ów), ty tu ł, wydawcę, m iejsce i rok w ydania; np.: B a­
ranow ski Т., Podręcznik Biochemii, PZWL, W arszawa 1963. Cytując 
a rtyku ły  w pracy zbiorowej należy podać po ty tu le  nazw iska redak to ­
rów, oraz na końcu tom i stronicę; np. Schneider W. C., w  M ethods in 
Enzymology, red. S. P. Colowick i N. O. K apłan, Academic Press, New 
York 1957, tom III, str. 680.
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