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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sg honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedow drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrotéw i popra-
wek nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy
nadsyta¢é w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinia, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i oK. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w pelnym brzmieniu) i na-
zwiska autorow, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placdwek nauko-
wych, tytut pracy w jezyku polskim, i angielskim oraz omoéwienie tema-
tu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdzialy w tek$cie nalezy oznaczyé numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty —arabskg. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W tekscie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskg w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekscie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwiagzku, np.: kwas gluta-
minowy (1).

Powotujac sie na literature nalezy podaé¢ w tekscie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
naiezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u go6ry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtdwek opisujacy jej tre$¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisaé
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,gore” i ,,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autorow.
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JAN GEISLER *

Kalcytonina, jej wlasnosci i rola w homeostazie wapnia

Calcitonin, its Properties and the Role in Calcium Homeostasis

The source, physiological action, chemical structure and properties, as well as
clinical uses of calcitonin are reviewed.

I. Dotychczasowe poglady na homeostaze wapnia w ustroju

Stezenie wapnia w krwi podlega bardzo precyzyjnej regulacji. Nor-
malne stezenie u cztowieka wynosi 95— 11 mg°/o, czyli 4,75—5,5 mili-
réwnowaznikOw wapnia na litr. Juz niewielkie odchylenia od normy po-
wodujg powazne zaktdcenia, objawiajgce sie przede wszystkim skurczem
tezcowym lub tezyczkag przy hipokalcemii, a zaburzeniami funkcji serca
i jelit, oraz uszkodzeniami nerek przy hiperkalcemii. Poziom wapnia
w krwi jest wypadkowg proces6w zachodzgacych w jelitach, nerkach
i kosécu. Jelito jest tym miejscem, gdzie wapn z pozywienia wnika do
ustroju w ilosSci rownej réznicy pomiedzy wchtanianiem jelitowym a wy-
dzielaniem wapnia do Swiatta jelit. WapnA opuszcza organizm poprzez ner-
ki, a ilos¢ wydalana okre$lona jest bilansem funkcji wydzielniczej i wchia-
niania zwrotnego kanalikow nerkowych. Kosciec gra w ustroju role
magazynu wapnia, a jego wptyw na regulacje poziomu wapnia w Kkrwi
moze realizowaé sie zar6wno poprzez resorpcje (rozpuszczenie), jak i po-
przez depozycje (akrecje) Swiezej substancji mineralnej, a takze dzieki
adsorpcji i desorpcji wapnia na powierzchni fazy mineralnej kosci (55, 63).

Do wczesnych lat sze$cdziesigtych obecnego stulecia sgdzono (55, 63),
ze poziom wapnia w krwi regulowany jest wytgcznie poprzez gruczoly
przytarczowe, ktore wytwarzajg hormon zwany paratyreoidyng, hormonem
przytarczyc, lub potocznie parathormonem. Jest to nierozgateziony poli-
peptyd o ciezarze czasteczkowym okoto 8 600, sktadajgcy sie z 84 amino-
kwas6w o niecatkowicie jeszcze wyjasnionej sekwencji (4). Fizjologiczne
dziatanie hormonu przytarczyc (4) polega na:

1. nasileniu procesu resorpcji kosci,

* Dr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badan Jadrowych,
Warszawa.
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2. zwiekszeniu wchianiania wapnia z przewodu pokarmowego,

3. zwiekszeniu wydalania fosforanéw w moczu,

4. wzmozonej reabsorpcji wapnia w nerkach.

W wyniku kazdego z tych proceséw nastepuje podwyzszenie poziomu
wapnia w krwi. Wydzielanie parathormonu i poziom wapnia w krwi zwig-
zane sg ujemnym sprzezeniem zwrotnym.

Poczatkowo przyjmowano, ze pierwotnym efektem jest zwiekszenie
wydalania fosforanéw przez nerki (2). Na skutek wzmozonej fosfaturii
maleje stezenie jonéw fosforanowych w krwi, a iloczyn jonowy Ca2+
i HPO4- (I) w krwi i w ptynie pozakomorkowym omywajgcym krysztaty
hydroksyapatytu kosci spada do warto$ci nizszej od iloczynu rozpuszczal-
nosci (S) tego zwigzku. Wdwczas nastepuje rozpuszczanie .hydroksyapa-
tytu— jony wapniowe i fosforanowe przechodzg do ptynu pozakomorko-
wego i do krwi, dzieki czemu | staje sie znowu réwne S, ale juz przy
innym, wyzszym stezeniu jonéw Ca2+, a nizszym stezeniu jonéw HPOI- -

Obecnie decydujaca role w podwyzszaniu stezenia wapnia w Kkrwi
przypisuje sie raczej bezposredniemu dziataniu parathormonu na kos$¢
poprzez pobudzenie resorpcji kosci. Stwierdzono bowiem, ze:

1. nefrektomia nie ma wptywu na poziom wapnia w krwi, ani u zwierzat
z nietknietymi przytarczycami ani u zwierzat po paratyreoidektomii (85),
2. przeszczepienie gruczotu przytarczowego wywotuje osteolize w poblizu
miejsca przeszczepu (6),

3. dodatek parathormonu do hodowli tkanki kostnej in vitro powoduje
wyrazny wzrost resorpcji kosci (34, 71),

4. parathormon powoduje zwiekszenie liczby osteoklastéw (34, 85) — ko-
morek kostnych, ktérym przypisuje sie' zdolnos¢ resorpcji kosci. W atpli-
wos¢ budzit jedynie fakt, ze efekt parathormonu ujawniat sie dopiero
po diuzszym okresie czasu. Stwierdzono, ze chociaz bodziec w postaci
hipokalcemii wywotuje bardzo szybko zwiekszone wydzielanie hormonu,
to jednak resorpcje kosci spostrzega sie dopiero po kilku godzinach, a efekt
maksymalny wystepuje po siedemnastu godzinach od zadziatania bodzca
(19). Znana zdolno$¢ ustroju ssakow do szybkiej normalizacji poziomu
wapnia po wywotaniu hipokalcemii nie mogta zatem byé ttumaczona wy-
tacznie dziataniem parathormonu na kosciec.

Dla rozwiktania tej sprzecznosci Rasmussen (72) postulowat, ze
parathormon wptywa bezposrednio réwniez i na nerke. Dzialanie na
nerki jest szybkie, lecz ograniczone, nie sg one w stanie opanowac skutkéw
silnych lub ditugotrwale dziatajacych bodzcéow hipokalcemicznych. Na-
tomiast dziatanie na kos$¢ jest powolne ale koSciec jest praktycznie nie-
wyczerpanym magazynem wapnia i zapewnia mozliwo$¢ uzupetnienia
powazniejszych jego ubytkéw. Wedtlug Rasmussena parathormon dziata
na nerki wywotujgc wzmozong fosfaturie. W wyniku ubytku fosforanu
do krwi przechodzg jony fosforanowe i wapniowe, ktére byty zaadsorbo-
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wane na powierzchni kosci w tak zwanej wymiennej puli mineralnej.
Jest to pierwszy, szybki proces zwiekszajagcy poziom wapnia w Kkrwi.
Jednocze$nie nasila sie resorpcja kosci, dostarczajac dalszych jonow Ca2+
i HPO|~ z rozpuszczanego hydroksyapatytu. W miare jak krew, omywajgc
kos¢, staje sie nasycona wzgledem wapnia i fosforanu, w kosci spowrotem
odktada sie pula wymiennego wapnia.

Hipoteza Rasmussena nie tlumaczyta jednak zadowalajgco regulacji
poziomu wapnia w krwi w przypadkach dziatania czynnika hiperkalce-
micznego, a poza tym efekt nerkowy okazat sie bardzo staby, na co wska-
zuje nieznaczny tylko spadek stezenia wapnia w krwi mimo duzych
nawet zmian poziomu fosforanu (4).

I1. Historia odkrycia kalcytoniny

Od wielu lat w literaturze naukowej pojawiaty sie sugestie, ze istnieje
jeszcze jeden hormon regulujacy homeostaze wapnia. W 1951 roku R u-
cart (80) wyr6znit dwie populacje komoérkowe przytarczyc, z ktérych
kazdej przypisat wydzielanie odmiennej substancji. Komdrki populacji
jasnej, chromofobowej, miatyby wydziela¢ wywotujagcy hiperkalcemie
parathormon, a komdrki populacji ciemnej, chromofilnej— czynnik
»antyhiperkalcemiczny”. W tejze publikacji (80) Ru car t cytuje prace
wczesniejsze, z ktorych wynikajg pewne przestanki do postulowania
obecnosci drugiego hormonu kontrolujgcego gospodarke wapniowg orga-
nizmu. Przestanki te, jak rdwniez sugestie z prac p6zZniejszych (22, 81)
opierajg sie w zasadzie na dwu spostrzezeniach:

1. u zwierzat z usunietymi przytarczycami wplyw egzogennego para-
thormonu na podwyzszenie poziomu wapnia w krwi jest wyrazniejszy,
a opanowanie wyniktej hiperkalcemii trudniejsze, niz u zwierzat kontrol-
nych, nie operowanych,

2. istniejg dwie postacie nadczynnosci przytarczyc, jedna przebiegajgca
ze zmianami w kosciach (osteitis fibrosa) i druga, w ktérej obserwuje sie
jedynie hiperkalcemie i hiperfosfaturie, ale nie wystepuje rentgenolo-
gicznie wykrywalne uszkodzenie kosci. Nasuwato sie podejrzenie, ze réz-
nice w wydzielaniu lub w aktywnosci tego drugiego hormonu warunkuja
istnienie tych dwo6ch odmian nadczynnosci.

W roku 1961 Copp i Cameron (16) wykazali wreszcie obecno$é
tego czynnika hipokalcemicznego w wyciagu z gruczotéw przytarczowych.
Dozylne wstrzykniecie handlowego preparatu tego wyciagu wywotato
u psoéw przejsciowa hipokalcemie. W ciggu pierwszych dwudziestu minut
po wstrzyknieciu poziom wapnia w osoczu obnizyt sie o okoto 0,5 mg°/o,
a nastepnie poczat wzrasta¢ w sposéb charakterystyczny dla odpowiedzi
na parathormon. Autorzy wyciagneli ze swego doSwiadczenia wniosek, ze
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zastosowany wyciag przytarczyc zawieralt poza parathormonem takze
czynnik hipokalcemiczny o dziataniu szybkim, ujawniajagcym sie wczes$niej
niz dziatanie parathormonu. Copp i Cameron nazwali ten czynnik
kalcytoning (ang. calcitonin).

Nastepnie Copp i wsp. zaobserwowali, ze perfuzja przytarczyc psa
in situ krwig o wysokiej zawarto$ci jonow wapnia wywotuje spadek ste-
zenia jonéw wapnia w krwi obwodowej i to spadek znaczniejszy niz spo-
strzegany po usunieciu przytarczyc. DosSwiadczenie to nie pozostawiato
juz watpliwosci co do istnienia czynnika hormonalnego, regulujgcego ste-
zenie wapnia w krwi i wykazujgcego wihasnosci przeciwstawne w tym
wzgledzie do parathormonu. Czynnik ten dziatajac wczesniej niz parathor-
mon spetniat postulat szybkiej regulacji kalcemii.

Wkrotce po odkryciu przez Coppa kalcytoniny rozgorzat spér na te-
mat tego, jaki gruczot produkuje ten hormon. Zagadnienie to byto kontro-
wersyjne, gdyz u psow (zwierzeciem doswiadczalnym Coppa byt pies)
przytarczyce i tarczyca wzajemnie sie przerastajg i sg zaopatrywane przez
wspbélne naczynia krwionosne. Copp (15) podtrzymywat poglad, ze
zrédtem kalcytoniny sg przytarczyce, natomiast inni badacze (30, 46, 47)
wskazywali na tarczyce i dla odrdznienia od kalcytoniny Coppa, Hirsch
i wsp. (46) czynnik hipokalcemiczny otrzymany z gruczotu tarczowego
szczura nazwali tyrokalcytoning (ang. thyrocalcitonin). Stanowiska te
starali sie pogodzié: Care (12), ktéry twierdzit, ze kazdy z tych gru-
czotow wytwarza hormon obnizajagcy stezenie wapnia we krwi, oraz
Gittes i Irvin (39), ktérzy postulowali, ze przytarczyce wydzielaja
czynnik humoralny, konieczny dla uwolnienia tyrokalcytoniny z tarczycy
do krwi.

Rozstrzygnety te sprawe prace Fostera i wsp. (25 27). Zwie-
rzetami dosSwiadczalnymi byty w tych pracach kozy. U zwierzat tych
jeden z gruczotdw przytarczowych, tzw. zewnetrzny, znajduje sie z,dala
od tarczycy i zaopatrywany jest w krew przez oddzielne naczynie krwio-
nosne, co umozliwia perfuzje jednej z przytarczyc przy jednoczesnym
usunieciu gruczotu tarczowego. Perfuzja krwig o wysokim stezeniu wap-
nia u zwierzecia z nietknietg tarczycg i przytarczycami powodowata
obnizenie poziomu wapnia w krwi obwodowej, natomiast po wycieciu
tarczycy, gdy przemywany byt jedynie gruczot przytarczowy, hipokalce-
mii nie obserwowano (27). Foster (25 wykazat rdwniez, ze tarczyca
wydziela tyrokalcytonine po usunieciu przytarczyc i tym samym obalit
hipoteze Gittesa i Irvina (39) o czynniku przytarczycowym wa-
runkujgcym wydzielanie tyrokalcytoniny z tarczycy. Otrzymano (5, 27,
47) takze ekstrakty o dziataniu hipokalcemicznym z tarczycy po starannym
oddzieleniu i usunieciu z niej komaérek przytarczyc. W wyniku tych ekspe-
rymentow mozna byto potozyé znak réwnosci pomiedzy kalcytoning Coppa
i tyrokalcytoning Hirscha (59).
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I1l. Wystepowanie kalcytoniny w ustroju

Kalcytonina wystepuje nie tylko u ssakow. Wykryto jg u wszystkich
badanych gatunkéw kregowcdw (18, 58). U nizszych kregowcédw hormon
ten produkowany jest przede wszystkim przez tak zwane ciatka poza-
skrzelowe (corpora ultimobranchiales), cho¢ niewielkie ilosci wykryto
takze w tarczycy ptakow i gadow. U ssakéw wytgcznym Zrodiem kalcyto-
niny jest tarczyca, a jedynym znanym wyjatkiem jest cztowiek, u ktérego
zrédtem kalcytoniny sg rdwniez przytarczyce i grasica (36). Tablica 1
przedstawia przyktadowo nieco danych o zawartosci kalcytoniny w réz-
nych tkankach zwierzat.

Tablica 1
Zawarto$¢ kalcytoniny u roznych kregowcow
Zawartos$¢
Zwierze Tkanka Jedn. MRC*  Pozycja literatury

/g tkanki
Rekin ciatka pozaskrzelowe 15 18
Rekin tarczyca 0 18
Jaszczurka ciatka pozaskrzelowe 2,4—4.2 58
Jaszczurka tarczyca 1,0 58
Kura ciatka pozaskrzelowe 130 18
Kura ciatka pozaskrzelowe 28,8—54,6 58
Kura tarczyca 0 18
Kura tarczyca 0,7—1,2 58
Swinia tarczyca 2,6-4,3 18
Czlowiek tarczyca 0,03—0,5 36
Cztowiek przytarczyce 0,11—2,4 36
Cztowiek grasica** 0,04—0,18 36
Cztowiek miesien szkieletowy < 0,005 36

* jednostka MRC wg (50). Definicje podano na stronie 12.
** Kalcytonine wykryto w czterech przypadkach na 16 badanych, stosujac metode, dla ktdrej granica wykrywalnosci
wynosita 0,005 jednostek MRC na 1 gram tkanki.

Stosunkowo bardzo wysokie stezenie kalcytoniny w ciatkach poza-
skrzelowych kury wskazuje, by¢ moze, na pewien zwigzek tych tworéw
z funkcjg sktadania jaj (35, 57, 58), kiedy nastepuje przemieszczenie wiel-
kich iloSci wapnia w ptasim organizmie.

Prace Pearse’a i wsp. (11, 31, 66) wniknety w zagadnienie wy-
dzielania kalcytoniny od strony cytologicznej. Badacze ci stwierdzili, ze
kalcytonine produkuje pewien tylko rodzaj komérek tarczycy, ktore
Pearse nazwat komoérkami C (ang. C-cells) (66). Tarczyca zbudowana jest
w zasadzie z dwu rodzajow komdrek. Sg to komérki gtdwne czyli peche-
rzykowe (komérki A), oraz komaérki okotopecherzykowe (parafolikularne,
komérki C) okreslane tez jako komorki bogate w mitochondria. Komarki
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gtéwne tworzg wyscidtke pecherzykow tarczycy, natomiast komérki C
znajduja sie pomiedzy pecherzykami. Po wybarwieniu hematoksyling
i eozyng komdrki C wydaja sie wieksze niz komorki gtéwne i posiadajg
jasniejsze jadra, jak rowniez odmienny uktad chromatyny jadrowej. Mi-
tochondria w komorkach C sg liczniejsze (stad jedno z wyzej podanych
okre$lerh tych komorek) i roztozone bardziej réwnomiernie w catej cyto-
plazmie — w komoérkach gtownych mitochondria skupione sg od strony
Swiatta pecherzykéw. Cytoplazma komorek C zawiera liczne ziarnistosci
(11, 57, 74) otoczone pojedynczg btong wewnatrzkomdrkowg. Te organelle
komérkowe wypetnia wydzielina wykazujgca duzag gesto$¢ optyczng
w mikroskopie elektronowym (11, 54). Réwniez po utrwaleniu preparatu
aldehydem glutarowym i czterotlenkiem osmu ziarnisto$ci te mozna tatwo
odroznie w mikroskopie elektronowym od elementéw aparatu Golgy’ego,
reticulum endoplazmatycznego i pecherzykéw pinocytarnych (54). Jak wy-
kazano metodg immunofluorescencji (44), wasnie w ziarnisto$ciach o du-
zej gestosci optycznej skupia sie kalcytonina. W jadrze komérkowym
obecnosci kalcytoniny nie stwierdzono.

Komorki C roznig sie od komorek gtdwnych takze bogatszym zestawem
enzymow. W komoérkach C Foster i wsp. (31) stwierdzili obecnos¢
fosfatazy kwasnej i alkalicznej, dehydrogenazy a-glicerofosforanowej,
diaforazy zred. NAD i niespecyficznych esteraz (a-naftylowej i indoksylo-
wej). Badacze ci (31) zaobserwowali, ze perfundowanie tarczycy psa krwig
o nadmiernie wysokim poziomie wapnia powoduje w komdrkach C znaczny
wzrost aktywnosci kwasnej fosfatazy, niewielki spadek aktywnos$ci de-
hydrogenazy a-glicerofosforanowej i wyrazny spadek poziomu esteraz.
Perfuzja krwig hipokalcemiczng lub normalng nie wywotywata zmian
aktywnos$ci wymienionych wyzej enzymow.

Wydaje sie jednak, ze podwyzszone stezenie wapnia w krwi wplywa
na wydzielanie kalcytoniny nie poprzez dziatanie na metabolizm komorek
C i synteze kalcytoniny, lecz dzieki zmianom przepuszczalnosci btony ko-
morkowej i uwalnianiu gotowej kalcytoniny. Sg dane (40, 54, 84) wska-
zujace, ze kalcytonina jest stale produkowana przez komdrki C, bez
wzgledu na stezenie wapnia w krwi przeptywajacej przez tarczyce, na-
tomiast zmiany stezenia wapnia powodujg réznice w uwalnianiu kalcyto-
niny z tarczycy do krwi.

Komdrki C majg zdolno$¢ wybiérczego gromadzenia fluoryzujacych
amin (65, 77). 5-Hydryksytryptofan i L-dwuhydroksyfenyloalanina prze-
nikajg przez tozysko i odktadajg sie w komdrkach C embriona, gdzie sg
metabolizowane do 5-hydroksytryptarniny i L-dopaminy. Fluorescencja
tych zwigzkéw pozwala zlokalizowa¢ potozenie komdrek C u embriona.
Pearse i Carvalheira (67), postugujac sie tg metoda, stwierdzili,
ze w miare rozwoju embriona szczurzego komorki C poczatkowo spostrze-
ga sie w czwartej kieszonce krtaniowej, nastepnie wchodza w sktad ciatka
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pozaskrzelowego i wreszcie wrastajg w tarczyce. Z obserwacji tych Copp
i wsp. (18) zakladajgc analogie rozwoju ontogenetycznego i filogenetycz-
nego, wyciagneli wniosek, ze w systemie regulacji gospodarki wapniowej
ustroju ciatka pozaskrzelowe i kalcytonina wyprzedzajag ewolucyjnie
zaréwno koSciec, jak i przytarczyce oraz parathormon.

IV. Fizjologiczne dziatanie kalcytoniny

Fizjologiczne dziatanie kalcytoniny polega przede wszystkim na obni-
zaniu poziomu wapnia w krwi (26, 27, 41, 47, 50, 51, 57). Jest to dziatanie
szybkie, gdyz maksymalny skutek obserwuje sie po okoto 50—60-ciu mi-
nutach po dozylnym wstrzyknieciu kalcytoniny (47, 56). Podobnie jak
w przypadku parathormonu wydzielanie kalcytoniny zwigzane jest ujem-
nym sprzezeniem zwrotnym ze stezeniem wapnia w krwi (13, 17, 20,
26, 51), z tag oczywiscie r6znicg, ze bodzcem powodujgcym zwiekszanie
wydzielania kalcytoniny jest nie obnizony, lecz podwyzszony poziom
wapnia. Po podaniu kalcytoniny obserwujemy oprocz hipokalcemii row-
niez hipofosfatemie (26, 29, 41, 47, 51). Nie wchodzi tu w gre nieswoisty
wptyw hormonu na elektrolity krwi, gdyz poziomy sodu, potasu i magnezu
w krwi nie ulegaja zmianom (26, 27, 29, 49). Obnizenie stezenia wapnia
i fosforanbw w krwi nie jest wywotane wptywem kalcytoniny na wyda-
lanie przez nerki, gdyz po nefrektomii kalcytonina obniza poziom wapnia
(41, 47, 79) i fosforanéw (79) w krwi co najmniej rownie efektywnie jak
u zwierzat kontrolnych nieoperowanych. Co wiecej, kalcytonina nie tylko
nie zwieksza wydalania wapnia z moczem (26, 57), lecz raczej dziata
w kierunku przeciwnym (1).

Efekty dziatania kalcytoniny na kalcemie sg tym znaczniejsze, im
wyzszy byt poczatkowy poziom wapnia w krwi (26) i mogg by¢ zreduko-
wane do zera u zwierzat, ktére w wyniku wyciecia przytarczyc wykazujg
bardzo wyrazng hipokalcemie (79). Petny efekt hipokalcemiczny kalcy-
toniny mozna natomiast wywota¢ u zwierzat, ktorym po usunieciu przy-
tarczyc przywrocono prawidtowy poziom wapnia dzieki diecie wysoko-
wapniowej a niskofosforanowej (26). Wyciecie przytarczyc wylgcza wow-
czas mozliwo$¢ zmniejszania przez parathormon efektu dziatania kalcy-
toniny.

Poniewaz spadkowi zawartosci wapnia w krwi, wywotanemu kalcy-
toning, nie towarzyszy ani zwiekszone wydalanie wapnia z moczem
i z katem (26, 57), ani akumulacja wapnia w tkankach miekkich (26),
ani zmniejszone wchtanianie jelitowe (57), ani wreszcie spadku tego nie
mozna tlumaczy¢é wptywem Kkalcytoniny na przytarczyce (47), przyjac
nalezy, ze przyczyng obnizania poziomu wapnia w krwi jest dziatanie
kalcytoniny na koSci. Sg zresztg na to dowody bezpos$rednie:

1. Mierzono stezenie wapnia w krwi z tetnicy doprowadzajgcej i w krwi
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zylty odprowadzajgcej krew z koSci piszczelowej kota. Okazato sie, ze
wprowadzenie kalcytoniny do krwi tetniczej powoduje niewielkie, lecz
statystycznie znamienne zmniejszenie zawartosci wapnia w krwi zylnej.
[los¢ wapnia zatrzymana przez koS¢ byta zalezna od stezenia hormonu
(53).

2. W hodowli tkanki kostnej ptodéw szczurzych, znakowanej 45Ca stwier-
dzono w obecnosci kalcytoniny zmniejszone wydzielanie wapnia-45 do
Srodowiska inkubacyjnego (33, 74).

3. Badania radiologiczne wskazuja, ze kosci zwierzat, ktére przez dtuzszy
czas otrzymywaly podskérnie kalcytonine, posiadajg mniejszg przepusz-
czalnos$¢ dla promieni X i zwiekszone uwapnienie (28).

4. Badania mikroskopowe kosci zwierzat, ktére otrzymywaty kalcyto-
nine przez diuzszy okres czasu (28), a takze koSci hodowanych in vitro
w $Srodowisku zawierajacym kalcytonine (74), wykazaly znaczne zmniej-
szenie liczby osteoklastéw w stosunku do kontroli bez kalcytoniny.

5 Kalcytonina wywotuje spadek wydalania hydroksyproliny z moczem
(1, 37) przy niezmienionym wspotczynniku oczyszczania kreatyniny (73,
78). Obecnos$¢ hydroksyproliny w moczu jest Swiadectwem rozpadu ko-
lagenu, podstawowego biatka kosci.

Fakty przytoczone w punktach 2, 4 i 5 $wiadczg o tym, ze kalcytonina
hamuje resorpcje koSci. Istniejg rdwniez dowody (33, 64), ze hormon ten
nie wptywa na proces tworzenia sie Swiezej tkanki kostnej, ani na de-
pozycje hydroksyapatytu w kosciach. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze
Gaillard (35 opierajgc sie na wynikach witasnych badan twierdzi, ze
kalcytonina ma wptyw réwniez na proces tworzenia sie kosci. Istniejg
przestanki, ze hormon ten dziala hamujgco na rozpuszczanie mineratu
kostnego, natomiast zmniejszanie rozpadu kolagenu kosci jest juz skut-
kiem posrednim (10). Do podobnego wniosku doszedt rowniez Gaillard
(35), opierajac sie na dawno juz znanym fakcie, ze resorpcja kolagenu jest
mozliwa dopiero po demineralizacji jego witdkien (23, 63). Heersche
(45) przedstawit wyniki doSwiadczen, ktére Swiadczg, ze kalcytonina nie
ma wplywu na spowodowang przez parathormon resorpcje Swiezo zsynte-
tyzowanego kolagenu.

Dziatanie kalcytoniny na nerki ujawnia sie fosfaturig (78). Efekt ten
obserwowano u zwierzat z wycietymi przytarczycami, a wiec w warun-
kach wykluczajagcych analogiczne dziatanie parathormonu. Nie zmienia
sie natomiast, jak juz wspomniano, wydalanie wapnia w moczu ani wy-
dalanie kreatyniny (73, 78). Poniewaz szybkos$¢ saczenia kiebkowego nie
ulega zmianie, istniejg dwie mozliwosci wyttumaczenia zwiekszonego wy-
dalania fosforanow:

1. bezpos$rednie dziatanie kalcytoniny na kanaliki nerkowe (zmniejszona
reabsorpcja) lub
2. posredni efekt dziatania kalcytoniny na kosc.
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Poglady na to zagadnienie sgepodzielone. Robinson, Foster,
Mac Intyre i inni (26, 51, 78, 79) sadzg, ze istnieje bezposSredni wplyw
kalcytoniny na nerki. Mozna go zauwazy¢ jedynie u zwierzat pozbawio-
nych przytarczyc, z bardzo znaczng hipokalcemig. U takich zwierzat
kalcytonina nie wywotuje juz dalszego spadku'stezenia wapnia w krwi,
gdyz resorpcja koSci praktycznie zupeilnie nie zachodzi. Obserwuje sie
natomiast wyrazny jeszcze spadek poziomu fosforanéw w krwi (79).
Spadek ten nie wystepuje u zwierzat, ktdrym usunieto nerki. Rasmus-
sen i jego grupa (73) neguja istnienie bezposredniego efektu nerkowego
kalcytoniny i twierdzg, ze fosfaturia jest wynikiem proceséw zachodza-
cych w kosci, bowiem kalcytonina, hamujac resorpcje i zmniejszajac ste-
zenie jonow wapniowych w krwi, posrednio wywotuje fosfaturie. Na
poparcie swych pogladow autorzy ci (73) przytaczajg fakt, ze dozylny
wlew Srodka chelatujgcego wapn rdwniez powoduje wzmozone wydalanie
fosforandw z moczem, prawdopodobnie jako skutek powstatej hipokalce-
mii. Dziatanie kalcytoniny bytoby wiec analogiczne, z tym, ze w odrdz-
nieniu od $rodkdw chelatujgcych, hamuje ona resorpcje. kosci. Mimo sta-
tego podawania tego hormonu wywotana przezen fosfaturia jest tylko
zjawiskiem przejsciowym i po pewnym czasie przestaje sie ujawniaé ze
wzgledu na wstrzymanie doptywu jondw fosforanowych z kosci. Nato-
miast fosfaturia spowodowana przez S$rodki chelatujace ma charakter
trwaty i utrzymuje sie przez caly czas ich dziatania, gdyz proces resorpcji
kosci dostarcza wcigz nowych jonow fosforanowych.

Praktycznie bioragc nic nie wiadomo na temat dziatania kalcytoniny
na poziomie subkomdrkowym. Jedyng hipoteze na ten temat wysunat
DeLuca (21) opierajagc sie na danych ze swych prac nad witaming D
i jej oddziatywaniem z parathormonem i kalcytoning. Zgodnie z tg hipoteza
witamina D jest konieczna do wytworzenia systemu transportujgcego,
ktéry umozliwia ruch wapnia i fosforanu z substancji mineralnej kosci
do krwi za posrednictwem komdérek kostnych — osteocytéw. Parathormon
i kalcytonina konkurujg do miejsc na btonie komorkowej osteocytdw i tym
sposobem kontrolujg szybko$¢ wydzielania wapnia i fosforanu do ptynu
pozakomoérkowego.

V. Otrzymywanie, budowa i wiasnosci chemiczne kalcytoniny

Do niedawna kalcytonine otrzymywano wytgcznie z materiatu biolo-
gicznego, najczesciej z gruczotdw tarczowych Swini. Otrzymywanie jest
stosunkowo proste i zasadnicze etapy preparatyki sg nastepujace (5, 52,
58, 83):

1. ekstrakcja kwasem solnym lub mieszaning n-butanolu, kwasu octo-
wego i wody,
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2. frakcjonowane strgcanie chlorkiem sodowym,
3. rozdzielanie na Sephadex’ie.

Otrzymywane preparaty majg aktywno$¢ hipokalcemiczng okoto 50
tysiecy razy wyzszg niz wyjsciowa tkanka tarczycy (68). Jako jednostke
aktywnos$ci przyjeto tak zwang jednostke MRC (Medical Research
Council). Jest to ilos¢ kalcytoniny 100 razy wieksza od dawki, ktéra
wstrzyknieta dozylnie szczurowi o ciezarze 150 g powoduje 10-procentowy
spadek poziomu wapnia w krwi po 50 minutach (50). Otrzymano preparaty
o aktywnosci siegajacej ponad 250 jednostek MRC na 1mg (32, 48, 69,
70).

Preparaty kalcytoniny $wini sa trwate w zakresie pH od 2 do 6 przez
okres co najmniej dwutygodniowy. W optymalnym pH 4,6 ogrzewanie
w 100°C w ciagu 15 minut obniza aktywnos$¢ preparatow kalcytoniny za-
ledwie o 15%. Trawienie pepsyng, trypsyng lub chymotrypsyng catko-
wicie niszczy aktywnos$¢ hormonu (32, 48, 87). Chromatograficznie i elek-
troforetycznie udato sie rozdzieli¢ preparaty kalcytoniny na dwie frakcje,
nazwane kalcytoning a i kalcytoning P, kazda o aktywnos$ci okoto 200
jednostek MRC na mg.

Budowa kalcytoniny $wini jest doktadnie znana dzieki pracom kilku
grup badaczy (7, 32, 62). Jest to polipeptyd o ciezarze czasteczkowym
3604, sktadajacy sie z 32 aminokwaséw, o sekwencji przedstawionej we
wzorze |.

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

nh?2

Ljry- Arg- Asp - Leu - Asp - Asp - Fen - His - Arg - Fen - Ser - Gli —
NH?2 nh2 il

-Met - Gli - Fen - Gli - Pro - Glu - Tre - Pro - NH2

Jest to odmiana a, odmiana [3r6zni sie jedynie tym, ze siarka metioniny
jest utleniona (32, 62). Peptyd a, ktory jest produktem naturalnym,
wytwarzanym w tarczycy, tatwo ulega utlenieniu, przechodzac w od-
miane (3 nie tracac przy tym aktywnosci hipokalcemicznej.

W roku 1968 w laboratoriach Ciba (76) i Sandoz (42) niezaleznie od
siebie przeprowadzono synteze kalcytoniny a wychodzac z pojedynczych
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aminokwaséw. Otrzymany produkt byt identyczny z preparatem otrzymy-
wanym z tarczycy S$Swini pod wzgledem wiasnosci chromatograficznych
i elektroforetycznych, dawat identyczne produkty degradacji po trawieniu
enzymami proteolitycznymi i nie réznit sie wiasnosSciami biologicznymi.
Nadtlenek wodoru utlenial go do produktu identycznego z kalcytoning
P (76).

Dzieki syntezie biologicznie czynnej kalcytoniny udowodniono, ze
substancja ta nie zawiera jodu. W sprawie tej istniaty bowiem watpliwosci,
gdyz niektérzy badacze (9) wykazywali obecno$¢ jodu w oczyszczonych
preparatach kalcytoniny.

V1. Kalcytonina ludzka
/ N

Czyste preparaty kalcytoniny ludzkiej otrzymano w 1968 roku (75)
z guza $rodpiersia zbudowanego z komorek C. Okazato sie (75), ze ludzka
kalcytonina jest wprawdzie rowniez nierozgatezionym polipeptydem
sktadajgcym sie z 32 aminokwaséw, ale budowa tego peptydu jest odmien-
na niz w przypadku kalcytoniny $wini. Sekwencje aminokwasowg kalcy-
toniny cztowieka przedstawia wzoér Il (61).

H- Cys- Gli - Asp - Leu - Ser - Tre - Cys - Met - Leu mGli - Tre - Tyr
|

L Tre - Glu - Asp - Fen - Asp - Liz - Fen - His - Tre - Fen - Pro - Glu —
nh?2 nh?2 Nh2

L Tre - Ala - lleu - Gli - Wal - Gli - Ala - Pro - \NIH2

U

Z porbéwnania tego wzoru ze wzorem Kkalcytoniny S$wini (kalcytonina
a) wynika, ze oba polipeptydy r6znig sie az 18-oma resztami aminokwa-
sowymi. W kalcytoninie ludzkiej nie wystepuja arginina i tryptofan, na-
tomiast pojawiajg sie lizyna i izoleucyna. Metionina przesunieta jest
z 25-go na 8-e miejsce liczac od konca N (cystyny) (61). Ciezar czastecz-
kowy kalcytoniny ludzkiej wynosi 3419. Trypsyna trawi kalcytonine
ludzkg na dwa fragmenty, sktadajace si¢ z 18-stu i 14-stu aminokwasow
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(75), podczas gdy z kalcytoniny a otrzymuje sie trzy fragmenty, zawiera-
jace 14, 7 i 11 reszt aminokwasowych (32). Kalcytonina ludzka znana jest
jako monomer (kalcytonina M) i jako zawierajagcy 64 reszty aminokwaso-
we dimer (kalcytonina D) (75). Budowe odmiany D przedstawia schemat 1
(61). Zaréwno monomer jak i dimer sg biologicznie aktywne.

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

Schemat 1. Schematyczne przedstawienie budowy kalcytoniny D jako antyréwno-
legtego dimeru kalcytoniny M
Strzatki wskazujg miejsce ataku trypsyny

Czyste preparaty posiadajg aktywnos$é rzedu 120 jednostek MRC na 1 mg
suchej masy (75). Oba polipeptydy M i D mozna przeprowadzi¢ w formy
utlenione — odpowiedniki kalcytoniny |3 $wini, ich aktywno$¢ biologiczna
jest jednak, w odréznieniu od kalcytoniny P, znikoma (75).

Kalcytonine ludzka otrzymano syntetycznie w postaci monomeru
0 identycznych z preparatem naturalnym wilasnosciach chemicznych i bio-
logicznych (82).

Bardzo istotne rdznice w chemicznej strukturze kalcytoniny ludzkiej
1lkalcytoniny $wini sg tym bardziej zaskakujgce, ze jak wykazano (8, 29,
43, 56), preparaty otrzymane z tarczycy Swini wywotujg efekt hipokalce-
miczny takze u cztowieka. Poniewaz kalcytonine ludzkg M otrzymano pre-
paratywnie z tkanki nowotworu ztosliwego, nasuwato sie przypuszczenie,
ze moze to by¢ patologiczna odmiana hormonu, produkowana przez guz.
Wydaje sie jednak, ze kalcytonina M jest prawidtowg kalcytoning ludzka.
Przemawiajg za tym badania Nehera i wsp. (60). Wykryli oni kalcy-
tonine M w pierwotnych guzach tarczycy i w ich przerzutach u dalszych
czterech osobnikéw. U jednego z nich kalcytoning M otrzymano, cho¢
w bardzo matych ilosciach, takze z normalnej, nowotworowo niezmienionej
tkanki tarczycy. W niektérych przypadkach stwierdzono takze istnienie
odmiany D, na ogét w ilosciach kilkakrotnie mniejszych niz ilo§¢ odmiany
M (60). Jak dotad, nigdy nie znaleziono u cztowieka kalcytoniny a.
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VI1Il. Znaczenie kalcytoniny w medycynie

W nastepstwie odkrycia kalcytoniny medycyna zainteresowata sie
mozliwosciami leczenia kalcytoning niektérych choréb kosci lub stanéw
patologicznych, ktérym towarzyszy hiperkalcemia a takze zwigzkiem
przyczynowym miedzy wydzielaniem tego hormonu a niektorymi scho-
rzeniami o nieznanej dotad etiologii.

Informacje na te tematy sg jeszcze nieliczne. Obnizenie poziomu wapnia
w krwi po podaniu kalcytoniny zaobserwowano w przypadku tagodnej
hiperkalcemii u dzieci wywotanej przedawkowaniem witaminy D2 (56)
a takze w hiperkalcemii towarzyszgcej rozsianej chorobie nowotworowej
(29) w uogolnionej chorobie Pageta i w przypadkach wola toksycznego (8).
Haas i Dambacher (43) doniesli, ze obnizenie stezenia wapnia
w krwi w przypadkach hiperkalcemii wywotanej rozmaitymi przyczynami
jest tym znaczniejsze, im wyzsza byta hiperkalcemia. Natomiast Bijvoet
i wsp. (8) doszli do wniosku, ze skuteczno$¢ kalcytoniny zalezy nie tyle
od stopnia hiperkalcemii, ile od szybkosci obrotu wapnia w kosci.

Obraz radiologiczny zmian kostnych u szczuréw po diugotrwatym po-
dawaniu kalcytoniny (28) pozwala przypuszczaé, ze u podtoza osteopetrozy
ludzkiej, choroby powodowanej upo$ledzong resorpcjg kosci, lezy nad-
mierne wydzielanie kalcytoniny. Sa tez obserwacje wskazujace, ze hipo-
kalcemie w przypadku wola obojetnego (54a) i guzow tarczycy (14) a takze
w pseudohipoparatyroidyzmie (3, 24, 86) moga by¢é wywotane nadmierng
sekrecjg kalcytoniny przez tarczyce.

Gershbherg i Hecht (38) jednak nie zaobserwowali r6znicy w od-
powiedzi ustroju na dozylny wlew wapnia u pacjentow z pseudohipopa-
ratyroidyzmem i u os6b zdrowych.

Trzeba zaznaczy¢, ze opisane tu fakty dotycza dzialania kalcytoniny
otrzymanej ze Swini. Mozliwo$¢ stosowania syntetycznej kalcytoniny ludz-
kiej powinna w najblizszej przysztosci radykalnie wyjasni¢ sprawe tera-
peutycznej warto$ci preparatow tego hormonu.

VIIIl. Podsumowanie

Kalcytonina jest jeszcze jednym hormonem wpltywajgcym na proces
resorpcji kosci, lecz dziatajagcym w sposéb calkowicie przeciwstawny
i prawdopodobnie niezalezny od parathormonu. Hamujgc resorpcje, lecz
nie zmniejszajagc procesu tworzenia sie nowej kosci, kalcytonina moze
obnizac stezenie wapnia w krwi. Podobnie jak w przypadku parathormonu
wydzielanie kalcytoniny jest regulowane w sprzezeniu zwrotnym przez
poziom jondw wapniowych w krwi przeptywajacej przez produkujacy ja
gruczot.
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Pomimo dokladnego poznania budowy kalcytoniny brak jest dosta-
tecznej wiedzy o mechanizmie dziatania tego hormonu na poziomie mo-
lekularnym, a sprawg catkowicie niejasng jest podobiefAstwo dziatania kal-
cytoniny $wini i cztowieka mimo tak znacznych roznic w sekwencji
aminokwasowej. Odkrycie, ze u cztowieka kalcytonine produkujg oprocz
tarczycy takze inne gruczoty, wyjasnito dlaczego usuniecie tarczycy u lu-
dzi nie powoduje wyraznych zaburzen przemiany wapniowej ustroju.

W medycynie klinicznej poznanie kalcytoniny pozwoli prawdopodobnie
w najblizszym czasie ustali¢, ze przyczyng niektorych choréb sg zabu-
rzenia wydzielania tego hormonu. Mozna spodziewaé sie zastosowania
kalcytoniny w praktyce leczniczej tak w przypadkach niedostatecznej
produkcji kalcytoniny, jak i dla przeciwdziatania skutkom nadmiernego
wydzielania parathormonu. Krétkotrwato$¢ efektu hipokalcemicznego
kalcytoniny moze budzi¢ pewne watpliwosci co do perspektyw skutecz-
nego jej stosowania.

Powyzszy przeglad pokrywa literature przedmiotu do korica 1968 r.
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JEREMIASZ TOMASZEWSKI*, KRYSTYNA WOZNIAK**

Renina i angiotensyna

Renin and Angiotensin

Biochemical properties and some factors influencing on the renin-angiotensin
system are presented.

i

Rola oraz znaczenie reniny i angiotensyny w fizjopatologii jest od
wielu lat przedmiotem licznych badan doswiadczalnych i klinicznych.
Wiadomo, ze ukiad ten jest jednym z czynnikéw hormonalnej regulacji
hemodynamiki ustroju i jako taki jest w wielu punktach sprzezony z prze-
mianami zachodzacymi w obrebie nerki, tozyska naczyniowego i niektdrych
gruczotdw wewnetrznego wydzielania (61).

Zgromadzono réwniez wiele danych doswiadczalnych dotyczacych me-
tabolizmu reniny i angiotensyny. Dotychczasowe badania nie wyjasniaja
wprawdzie wszystkich problemoéw, pozwalajg jednak na stworzenie pew-
nego ogolnego obrazu metabolizmu reniny i angiotensyny oraz przedsta-
wienie biochemicznych aspektow tego uktadu.

I. Renina

Renina jest enzymem proteolitycznym, katalizujacym hydrolize wiga-
zania peptydowego w angiotensynogenie z uwolnieniem dekapeptydu —
angiotensyny 1.

Jak wynika z badan Tobiana (59), Hartrofta i wsp. (18),
Cooka i Pickeringa (8), Binga i wsp. (3) i innych, miejscem
syntezy reniny sg gtownie komérki JG (ang. juxtaglomerular) aparatu
przykiebkowego nefronu. Jej synteza i sekrecja jest regulowana na za-
sadzie wrazliwosci komorek JG na rozcigganie spowodowane zmiang
napiecia Sciany w nastepstwie zmian ci$nienia lub objetosci krwi w tetni-
czce doprowadzajgcej (34, 59). Nie wydaje sie jednak, aby wytacznie
lokalne stosunki hemodynamiczne i stan S$ciany tetniczek nerkowych

* Dr, OSrodek Naukowo-Badawczy, Akademia Medyczna, Lublin.
** Lek. med., O$rodek Naukowo-Badawczy, Akademia Medyczna, Lublin.
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warunkowaty wydzielanie reniny. Komdrki JG moga by¢ réwniez pobu-
dzane za posrednictwem nerwdOw sympatycznych poprzez receptory sinus
carotis (60), lub o$rodki mézgowe (20), a Gross i wsp. (15) oraz
Skinner i wsp. (57) zwrécili uwage na znaczenie osmolarnosci moczu
w kanalikach dystalnych i na udzial mineralokortykoidow w sekrecji
reniny.

TKANKA NERKOAA

Homogenizagja, ekstrakcja 09 Nedl wienp4°C
esci nierozpuszczalne

EKSTRAKT SOLNY

Frakcjonowanie 40%siarczanem amonu
sgczenie przez 'elit 545, dializa
a

SUPERNATANT

Frakcjonowanie 3osiarczanem amoru wpH 25
dializa superatantu wpH 7

1 o
SUPERNATANT

n
Chrometografia na DEAE celulozie
bufor fosforanowy 0,005 - 0,05 MpH7 - 0,1 MNQl
dializa frakgji reniny

Chrometografia na QMicelulozie, bufor octanowy 0,2 MpH 49
Zaeeszczanie frakdji reninowej dlallzq ci$nieniova

1
FRAK( NY

Sqczenie przez SepmdexGllI) bufor fosforanowy 0,5 MpHb

zageszczanie
FRAKCIA RENINY

1
Saczenie przez Sephadex G100 Syp. F
bufor fosforanowy 0,1 - 0,5 MpHb, zageszczanie

1
FRAKCIA RENINY
1
Elektroforeza na zelu skrobiowym frakcji reninovej
1 zageszczanie
RENINA OCZYSZCZONA

Schemat 1. Otrzymywanie i oczyszczanie reniny z nerki wieprzowej wedtug Pearta
i wsp. (41)
W ekstrakcie NaCl okoto 840 g biatka, po elektroforezie skrobiowej — 1,8 mg. Aktywno$¢ spe-
cyficzna materiatu wyjsciowego 8 j/mg, preparatu oczyszczonego — 110000 j/mg biatka
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Wydaje sie, ze renina uwalniana jest do krwi w formie czynnej. Prze-
mawia za tym aktywno$¢ enzymatyczna oczyszczonych r6znymi metodami
preparatdow reniny w uktadach modelowych i in vivo.

Dotychczas nie ma danych o skiadzie i sekwencji aminokwasowej
reniny. Jakkolwiek juz w latach trzydziestych probowano wyekstrahowac
renine z homogenatow tkankowych nerek, uzyskanie czystego enzymu na-
potyka nadal na szereg trudnosci. Za pomoca frakcjonowania ekstraktow
solnych rozpuszczalnikami organicznymi lub siarczanem amonu przy réz-
nych pH i w roznej temperaturze oraz chromatografii na DEAE i CM-ce-
lulozie nie udato sie uzyska¢ czystej reniny ludzkiej (10, 19), wieprza
i z nerki psa. Stosunkowo najczystszy preparat enzymu, homogenny w im-
munoelektroforezie i ultrawirowaniu, otrzymali Peart i wsp. (41)
droga wielokrotnego oczyszczania (schemat 1).

Renina jest biatkiem cieptochwiejnym. Masa czasteczkowa reniny
ludzkiej oznaczona przez Warrena i Dolinsk y'ego (62) metoda
sgczenia molekularnego na zelu Sephadex G 200 wynosi 42 300. Podobne
wartosci uzyskano dla reniny zwierzecej (41, 45) za pomocg saczenia na
zelu i ultrawirowania.

O ile surowe preparaty reniny sg stabilne w zakresie pH od 2 do
nie tracg aktywnosci ogrzane do 60°C, a w —10° mogg by¢ przechowywane
nawet 2 lata, to enzym wysoko oczyszczony jest bardzo labilny juz w tem-
peraturze pokojowej, a pienienie, adsorbcja na powierzchni szkia, za-
mrazanie i topnienie oraz liofilizacja jego roztworow prowadzg do nie-
odwracalnej straty aktywnosci (40). Aktywno$¢é enzymatyczng zachowujg
roztwory reniny przechowywane w 0°C, a takze roztwory z dodatkiem
albuminy (7), tiomersalu lub siarczanu neomycyny (41).

Podczas elektroforezy na podiozu skrobiowym renina wieprza wedruje
z szybkoscig witasciwg prealbuminom (42), a renina ludzka wolniej (40).
Przy podobnej wielkoSci czasteczek moze to by¢ uwarunkowane réznicami
gatunkowymi w sekwencji aminokwasowej i zwigzang z tym zmiang ta-
dunku. Wydaje sie jednak, ze centra aktywne enzyméw ssakow réznych
gatunkéw sg uksztattowane podobnie. Wprawdzie z badah Schaff en-
burga i wsp. (46) oraz Lubasha i Pearta (32) wynika, ze renina
ludzka nie dziala na angiotensynogen wieprza, a enzym z wieprza na
substrat ludzki, jednak angiotensynogen z krwi wotu jest rozktadany przez
renine cztowieka, psa, krolika i szczura (27), a renina wieprza dziata na
substrat ze szczura i kota (2, 43, 44). Munoz i wsp. (35) oraz Pou 1-
sen (44) badali dziatanie reniny ludzkiej na oczyszczony angiotensynogen
cztowieka, wotu oraz kota i nie stwierdzili zmian aktywno$ci enzymu,
zaleznych od rodzaju uzytego substratu. Wiekszg swoisto$¢ zaobserwowano
w badaniach immunologicznych. Immunizacje pséw lub krélikéw mozna
wywotac jedynie rening obcogatunkowga, a wytworzone przeciwciata rea-
guja gtownie z antygenem gatunkowym (17, 41, 47). Jednak Deodhar

10,
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i wsp. (99 wykazali, ze wytworzone pod wptywem acetylowanej reniny
psa przeciwciata w surowicy psa reagujag w znacznym stopniu takze
z rening ludzka, a przeciwciata surowicy krélika immunizowanego ace-
tylowang rening wieprza wigza antygeny wieprza, psa i krolika.

Il. Angiotensynogen

Green i Bumpus (14) wyodrebnili z krwi konskiej biatko z grupy
a-2 globulin, z ktérego pod wptywem reniny powstaje angiotensyna.
Skeggs i wsp. (54) badajgc naturalne i syntetyczne polipeptydy usta-
lili, ze najmniejszg jednostkg odszczepiajgca pod dziataniem reniny angio-
tensyne jest tetradekapeptyd o budowie przedstawionej na schemacie 2.

!

= NH
H OH ENZYM
) KONWERTUJACY RENINA
cloor-| (in
CH, CH
NH”™NH CH2 CHACHji A I
CONH-<pH CH 00 H
CONH-CH  CH2 CH3"Hr ¢ -N . C—N
1 "CH
AsP conmcH® FH contr C-NH
(RS  conw-cH  ch2 GH CH3/CH3 OH
WAL . |~ CH
jYR  CONH-CH CK — CONH-cpH ' GH CyogHo Al
CO-N CH2 CONH-CH CH2 CH
. -
"eU HS CH2CH2 FEN CONH — GH  CHZCHarHA/
PRO His CONH-CH CH |
LEU CONH-(iH CH H
LEU  conH-CcH 3]—2
WAL CONH ?H
TYR COOH
J SER
TRYPSYNA R
Schemat 2. Struktura N-koricowego fragmentu angiotensynogenu wedtug Skeggsa
i wsp. (55)

Poniewaz autorzy otrzymali tetradekapeptyd z surowicy krwi poddanej
dziataniu trypsyny, mozna przypuszczaé, ze jest on N-kohcowym frag-
mentem tancucha wiekszej czasteczki biatkowej. Czy fragment taki jest
sktadnikiem jednego okre$lonego biatka zawartego w osoczu, czy tez moze
by¢ produktem rozpadu réznych biatek obecnych w frakcji a-2 globulin,
pozostaje sprawg otwartg. Za pomocg rozdziatu chromatograficznego na
DEAE-celulozie, w gradiencie pH od 56 do 4, Skeggs i wsp. (55
uzyskali z oczyszczonego substratu wieprza az pie¢ aktywnych frakcji.
Zawierajg one glikoproteidy o masie czasteczkowej rzedu 57 000 i podob-
nym sktadzie aminokwasowym, réznigce sie nieco komponentg weglo-
wodanowg. Nie wiadomo, czy s to rézne substraty ulegajace dziataniu
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reniny, czy tez produkty depolimeryzacji jednej wiekszej czasteczki spe-
cyficznego angiotensynogenu.

Miejscem syntezy angiotensynogenu jest prawdopodobnie watroba (2).
Mechanizm regulacji syntezy nie jest znany. Mozna przypuszczaé, ze nie
ma sprzezenia miedzy zuzyciem a sekrecja, gdyz w 24 godziny po nefrek-
tomii stezenie angiotensynogenu w osoczu wzrasta nawet 10-krotnie (2).

I1l. Przemiana angiotensynogenu w angiotensyn

Brak danych o budowie przestrzennej angiotensynogenu i reniny
oraz trudnoSci w otrzymaniu wysoko oczyszczonych preparatow, nie
pozwalajg na jednoznaczne okres$lenie mechanizmu i kinetyki przemiany
angiotensynogenu (schemat 3).

Asp- Ag- WA - Tyr - lleu - His- Pro- Fen- His- Leu - Leu-WA - Tyre Sr-R
Angiotensynogen 0socza
Renina
Asp - Ag- WAHTyr - lleu - His- Pro - Fen - His e Leut+Leu - WA - Tyr - Ser- R

Angiotensyna

Bzym korwertujacy
Asp- Ag- WA - Tyr - lleu  His - Pro - Fen + His » Leu

Angiotensyna Il
Angiotensynazy

Nieaktywne peptyty

Schemat 3. Przemiana angiotensynogenu

Renina hydrolizuje wigzanie leucylo-leucylowe angiotensynogenu przy
czym, jak wykazano stosujgc syntetyczne polipeptydy (55), jej dziatanie
jest uwarunkowane sekwencja najwyzej oSmiu aminokwaséw w otoczeniu
tego wigzania. Wskazuje to na ograniczong swoistos¢ wobec substratu
biatkowego, a ponadto na prawdopodobienstwo kompetytywnego hamo-
wania prawidtowego przebiegu reakcji przez mniejsze polipeptydy.
W uktadach: renina ludzka — substrat z wotu, zalezno$¢ szybkosci powsta-
wania angiotensyny od stezenia enzymu, a wasciwie od zwiekszajacej sie
jego aktywnosci, jest wedtug Levera i wsp. (27) prostoliniowa (ry-
sunek 1).
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Wzorcowa temna ludzka | 'mi mieszaniny inkubacyinei

Rys. 1. Zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia enzymu wedtug Levera i wsp. (27)

Mieszanina inkubacyjna 4 ml roztworu substratu wotowego 30 j/ml z wzrastajaca iloscig reniny
ludzkiej o aktywnosci 0,6 jG/ml. pH-5,7, temperatura 37°, biologiczny pomiar stezenia utworzo-
nej angiotensyny

Rys. 2. Wykres Lineweavera-Burka zaleznos$ci odwrotnosci szybkosci reakcji od
odwrotnosci stezenia substratu wedtug Sealey i wsp. (50)
Stezenie reniny 0,0034 jG/ml, pH 7,4

Podobne wyniki uzyskat Poulsen (44) dziatajac rening ludzka na
angiotensynogen z kota. Wedlug Browna i wsp. (5) in vitro reakcja
zachodzi w szerokim zakresie pH 55—8 (optimum pH 6,4) i temperatury:
20°—56°, przy czym jej szybko$¢ jest wprost proporcjonalna do tempe-
ratury.
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Stosujgc oczyszczong wedilug Hassa i wsp. (19) renine ludzka,
Sealey i wsp. (50) badali kinetyke reakcji enzymatycznej. Surowice,
po dodaniu dwuizopropylofluorofosforanu (DFP) w celu unieczynnienia
angiotensynazy, dializowano wobec EDTA i wody a nastepnie inkubowano
w odpowiednich rozciefczeniach z s\atg iloscig reniny. Ilo$¢ utworzonej
angiotensyny oznaczano biologicznie. Stezenie molowe substratu wyliczono
przy zatozeniu, ze mol angiotensyny o masie réwnej 1000 powstaje z jed-
nego mola angiotensynogenu. Z analizy zalezno$ci miedzy odwrotnoscia
stezenia substratu i szybkosci reakcji wedtug Lineweawera-Burka wynika,
ze stata Kmwynosi 3,0X10-7 (rysunek 2). Nalezy jednak wspomnie¢, ze
w doSwiadczeniach tych nie wykluczono dziatania endogennych inhibi-
torow i aktywatoréw reniny.

Mozna przypuszczaé, ze aktywno$¢ reniny, wyrazona jako stezenie roz-
tozonego substratu lub utworzonej angiotensyny, w optymalnych warun-
kach modelowych nie przekracza 5—I10mM-MAiM enzymu na godzine. JeSli
sie zwazy, ze in vivo mogag dziata¢ rozne inhibitory, jest to aktywnos$é
bardzo niska. Z drugiej strony, duza aktywno$¢ biologiczna angiotensyny
uzasadnia minimalng szybko$¢ jej powstawania.

Roznice w aktywnos$ci reniny inkubowanej z réznymi probkami in-
aktywowanego osocza (4, 6) nasuwaly przypuszczenie o obecnosci endo-
gennych aktywatoréw lub inhibitoréw. Dotychczas niewiele wiadomo
0 wystepowaniu aktywatorow reniny. Jak wynika z badan Skeggsa
1 wsp. (55) oraz innych autoréw (21, 25) inhibitorami reniny mogg by¢
nizsze polipeptydy, zawierajace wigzanie leucylo-leucynowe obok C-kon-
cowej walilo-tyrozyny lub walilo-fenyloalaniny. Wzrost aktywnos$ci re-
niny dodanej do osocza zwierzat po nefrektomii (2, 21) wskazuje na
dodatkowy udziat nerki w regulacji szybkosci tworzenia angiotensyny.
Woprawdzie wiadomo byto, ze tkanka nerkowa jest rowniez zrédtem sub-
stancji depresorycznych, dziatajacych na drodze hormonalnej (26, 58),
jednak dopiero Sen i wsp. (51) wykazali w tkance nerkowej obecno$¢
inhibitora hamujacego tworzenie angiotensyny. Za pomocg frakcjonowania
i chromatografii na zelu krzemionkowym wyodrebnili oni z acetonowego
ekstraktu tkanki nerkowej fosfolipid obnizajgcy aktywnos$¢ reniny in vivo
i in vitro. Na podstawie badan analitycznych i w podczerwieni autorzy
przypisuja mu budowe zblizong do fosfatydyloseryny (I). Mechanizm
hamowania reakcji przez ten zwiazek nie jest znany.

W celu wyjasnienia réznic miedzy aktywnoscig reniny w surowicy
i w osoczu, do ktorego dodano heparyny, Sealey i wsp. (50) badali
wptyw heparyny na kinetyke reakcji enzymatycznej. Po wykluczeniu
wptywu heparyny na fizjologiczne dziatanie angiotensyny, autorzy stwier-
dzili, ze heparyna juz w stezeniu 2,6X10-6 M/10 j na 1 ml hamuje powsta-
wanie angiotensyny w okoto 17°/0. Wptyw heparyny na szybkos$¢ reakcji
nie zalezy od stezenia reniny, natomiast zalezy od stosunku stezen inhi-
bitora do substratu.
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Wyniki badan kinetycznych, w ktdrych ustalono warto$¢ statej inhi-
bitorowej heparyny K; = 4X10~6M, a wiec warto$¢ o jeden rzad wyzsza
od statej Michaelisa, wskazujg na mozliwo$¢ kompetytywnego hamowania
przez heparyne reakcji substratu z rening. Wobec zasadniczych réznic
strukturalnych miedzy substratem i polisacharydem ten typ inhibicji
jest trudny do wyjasnienia. Nie wiadomo, czy heparyna, wystepujac
w ustroju w znacznie nizszych stezeniach niz stosowane w dosSwiadcze-
niach in vitro, hamuje dziatanie reniny réwniez in vivo.

Powstajgcy z angiotensynogenu pod wpltywem reniny, dekapeptyd
angiotensyna I, wykazuje tylko niskg aktywno$¢ hormonalng (52). Dopiero
powstajacy z dekapeptydu w nastepnym etapie oktapeptyd, angiotensyna
I, jest substancjg w petni biologicznie czynng (36, 53). Enzym kon-
wertujacy, ktory katalizuje odszczepienie histydyloleucyny od dekapepty-
du nie jest zidentyfikowany i nie wiadomo czy jest to jedna, specyficznie
dziatajagca peptydaza. Poniewaz obnizenie ci$nienia krwi przy nadcis$nie-
niach powiktanych uszkodzeniem watroby kojarzono z brakiem enzymu
konwertujgcego (29), Loy ke (30) w celu wyjasnienia tego zagadnienia
przeprowadzit badania na zwierzetach, na ktore dziatano czterochlorkiem
wegla. W surowicy tych zwierzat znaleziono prawie wytgcznie angio-
tensyne |, ktora jednak nawet po dodaniu surowicy bogatej w enzym
konwertujagcy nie przechodzita w angiotensyne IlI. Mozna zatem przy-
puszczaé, ze uszkodzenie watroby nie prowadzi do niedoboru enzymu
konwertujagcego, a raczej powoduje uwalnianie czynnikow hamujacych
przemiane angiotensyny | w angiotensyne II.

Nowe poglady na reakcje konwersji przedstawili Ng i Vane (37).
Stwierdzili oni, ze angiotensyna | powstajgca w uktadzie zylnym ulega
przemianie w angiotensyne Il w krazeniu pitucnym, natomiast angio-
tensyna | powstajgca w uktadzie tetniczym ulega cze$ciowo rozktadowi,
a konwersji dopiero po przejsciu przez uktad zylny i krgzenie ptucne.
Wyjasnienie, czy enzym konwertujagcy (endo lub karboksypeptydaza?)
jest zlokalizowany w obszarze krgzenia ptucnego czy jest tam jedynie
aktywowany, wymaga dalszych badan.
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IV. Angiotensyna

Ostateczny produkt przemiany katalizowanej przez renine i enzym
konwertujacy, angiotensyna Il, jest jedng z najsilniej dziatajgcych sub-
stancji presorycznych. Sekwencje aminokwasowg naturalnego oktape-
ptydu otrzymanego z krwi konskiej okreslili Skeggs i wsp. (56),
a angiotensyny z wotu Elliott i Peart (11). Wielu badaczy otrzy-
mato syntetyczne analogi angiotensyny o réwnowaznym dziataniu bio-
logicznym.

Angiotensyna:

Wolu Asp - Arg - Wal - Tyr - lleu - His - Pro - Fen
Konia Asp - Arg - Wal - Tyr - Wal - His - Pro - Fen
Syntetyczna NH2 - Asp - Arg - Wal - Tyr - Wal - His - Pro - Fen

Schemat 4. Sekwencja aminokwasowa angiotensyn wotu, konia i syntetycznej

Gatunkowe roznice sktadu aminokwasowego angiotensyny (schemat 4)
dotyczg jedynie waliny lub izoleucyny w pozycji 5. Amidacja kwasu
asparaginowego na N-koncu tahcucha nie znosi hormonalnego dziatania
angiotensyny. Przypuszcza sie, ze jej dziatanie uwarunkowane jest obec-
noscig wolnej grupy karboksylowej na C-koncu tancucha, rodnikami aro-
matycznymi w pozycji 4 i 8, heterocyklicznymi pierScieniami histydyny
i proliny, a takze strukturg a-spirali. W rozciefnczonych roztworach
angiotensyna jest szybko inaktywowana przez adsorbcje na powierzchni
naczyh i utlenianie (1, 40). Obecno$¢ ugrupowan silnie polarnych utatwia
adsorbcje na wielu nosnikach, co wykorzystano w metodach otrzymywa-
nia, izolowania i oznaczania agiotensyny. Miedzy innymi Boucher
i wsp. (4) wyodrebnili angiotensyne z ludzkiego osocza stosujac adsorbcje
na kolumnie Dowex 50 W X2 i elucje N dwuetyloaming, a nastepnie roz-
dziat eluatu na impregnowanej 1N HC1 bibule, za pomocg fazy ruchomej:
butanol, kwas octowy, woda w stosunku 54 :10 :50. Page i Bumpus
(38) oraz Peart (39) do oczyszczania angiotensyny z materiatu biolo-
gicznego i do badan poréwnawczych oktapeptydow syntetycznych i ze
ssakow roznych gatunkéw wykorzystali chromatografie rozdzielczg w sy-
stemach przeciwpradowych.

Stezenie angiotensyny w osoczu, wedtug réznych autoréw (4, 48) wy-
nosi od 0 do 35 ng/100 ml i ma niewatpliwie wazny udzial w regulacji
stosunkow hemodynamicznych ustroju. Podobnie jak wiekszo$¢ hormo-
néw, angiotensyna dziata wielokierunkowo. Wyniki doswiadczen wska-
zujg, ze presoryczna aktywno$¢ angiotensyny moze wynika¢ z: 1. bez-
posredniego dziatania na naczynia obwodowe powodujgcego ich zwezenie
(16, 63), 2. pobudzania przez osrodki mbézgowe uktadu neurowegetatyw-
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nego lub aktywowania neurohormonéw (28, 33, 49), 3. ingerencji w gospo-
darke wodno-elektrolitowa na zasadzie regulacji resorbcji i wydalania
sodu w kanalikach nerkowych (12), 4. adrenotropowego dziatania na kore
nadnerczy i udziatu w regulacji cisSnienia krwi za posrednictwem aldo-
steronu (13, 18).

Wydaje sie, ze obok sprzezonych proceséw anabolicznych fizjologicz-
nym regulatorem aktywnosci angiotensyny jest jej enzymatyczna inakty-
wacja. Okreslona mianem angiotensynazy (38), liczna zapewne grupa
enzymow proteolitycznych powoduje szybki rozktad oktapeptydu do nie-
czynnych zwigzkéw. Stwierdzono, ze degradacje angiotensyny powoduja
trypsyna, chymotrypsyna, leucyloaminopeptydaza, karboksypeptydaza,
pepsyna, katepsyny tkankowe i inne peptydazy. Najwieksza aktywnos¢
angiotensynaz w surowicy krwi przypada na frakcje a-globulinowe (24),
a Kharirallah i wsp. (23) wykazali, ze ich dziatanie o optimum
pH w granicach 7,4—8,6 uwarunkowane jest obecnoscig jondw wapnia.
Na tej zasadzie EDTA zabezpiecza czeSciowo angiotensyne osocza przed
inaktywacja.

Jakkolwiek pochodzenie angiotensynaz obecnych w osoczu nie zostato
ustalone, mozna przypuszczaé, ze moga to by¢ zaréwno peptydazy pocho-
dzenia watrobowego (40), jak i inne enzymy tkankowe uwalniane, a by¢é
moze i dziatajgce miejscowo w obrebie poszczeg6lnych narzagdéow. Wyniki,
oznaczeh angiotensynaz, oparte na biologicznym tescie spadku aktywnosci
egzogennej angiotensyny (22), lub na badaniu szybkosci hydrolizy a-L-as-
paragino-f3-naftyloamidu (31), jak dotad nie wykazaly zaleznosci miedzy
aktywnosScig presoryczng angiotensyny a aktywnosciag dziatajagcych na
nig enzymow. Z drugiej strony wydaje sie, ze przypuszczenia, wigzace
stany nadci$nienia przy normalnym poziomie reniny ze spadkiem aktyw-
nosci enzymodw rozkladajagcych angiotensyne sg uzasadnione.
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KONSTANTY WISNIEWSKI *

Dziatanie ,transportowe” insuliny a synteza biatek

The ,,Transport” Effect of Insulin and Protein synthesis

The effect of insulin on the protein synthesis with particular consideration of
the “transport” effect of this hormon is reviewed.

W ciggu 46 lat jakie uptynety od odkrycia Bantinga i Besta
(2) nagromadzit sie bogaty materiat doswiadczalny wskazujacy na rézno-
rodne i wielokierunkowe dziatanie insuliny. Jedng z podstawowych grup
przemian aktywowanych przez insuline jest synteza biatka.

W roku 1928 Luck i wsp. (26) pierwsi zaobserwowali, ze podanie
insuliny obniza poziom aminokwaséw w krwi zardwno u ludzi jak tez
u zwierzat doswiadczalnych. Obserwacje te daly poczatek badaniom nad
wplywem tego hormonu zardwno na transport aminokwaséw przez biony
komérkowe jak i synteze biatek. Prawie 20 lat pdzniej Ingle i wsp.
(16) w dosSwiadczeniach na zwierzetach pozbawionych trzew stwierdzili,
ze insulina réwniez w tych warunkach obniza poziom aminokwaséw
w krwi. Pozwolito to jednak zaledwie na wyciggniecie wniosku, ze
hormon ten zmienia poziom aminokwaséw w Kkrwi.

Bardziej szczeg6towe badania przeprowadzili Riggs i wsp. (42, 45).
W doswiadczeniach in vivo oznaczali oni poziom niektérych aminokwa-
séw w surowicy i w tkankach i stwierdzili, ze insulina obniza poziom
badanych aminokwas6éw w surowicy, natomiast podwyzsza ich zawarto$¢
w tkankach. Wskazywato to, ze insulina utatwia przenikanie aminokwa-
séw przez $ciany naczyn.

Doswiadczenia przeprowadzone in vivo dostarczaty jednak zbyt ska-
pych i ogélnikowych danych. Nie mozna byto na ich podstawie rozstrzy-
ga¢, czy obserwowane skutki zaleza od bezposredniego dziatania insuliny,
czy tez sag wynikiem jej wptywu na dos$¢ odlegte procesy metaboliczne,
ktore z kolei aktywujg proces przenikania aminokwaséw z krwi do
tkanek.

Znaczny postep y/ tej dziedzinie badan datuje sie od wprowadzenia
techniki badan na izolowanych narzadach oraz zastosowania znakowanych

* Doc. dr med., Katedra Farmakologii, Akademia Medyczna, Biatystok.
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aminokwas6w. Stwierdzono w licznych doswiadczeniach in vitro, ze insu-
lina przyspiesza transport badanych aminokwaséw z buforu do izolowanej
przepony (1, 3, 5, 8, 10, 17, 28, 29, 30, 48, 56, 60, 63), skrawkow watroby
(35, 36, 37) i perfundowanego serca (33, 62). Wykazano zatem, ze insulina
bezposrednio aktywuje proces transportu aminokwaséw przez btony ko-
morkowe, jednakze problem mechanizmu tego dziatania pozostat otwarty.

Levine (22) postawit hipoteze, ze insulina dziatajagc na btony ko-
moérkowe tkanek wrazliwych na ten hormon zwieksza szybko$¢ transportu
cukrow i w ten sposéb zmienia metabolizm komérki, a wszelkie inne
efekty biologiczne obserwowane po podaniu insuliny sg efektami wtor-
nymi uzaleznionymi od zmienionego transportu cukrow. Nalezato zatem
wyjasni¢ doswiadczalnie, czy i jaka jest zalezno$¢ dziatania insuliny na
transport aminokwasoéw i synteze biatek od wplywu tego hormonu na
transport glukozy.

Dobrym modelem doswiadczalnym do rozwigzania tego zagadnienia
okazata sie izolowana przepona szczura. Inkubujgc te tkanke w obecnosci
znakowanego aminokwasu mozna obserwowac jego transport i whbudo-
wywanie do biatek tkanki, Szybko$¢ wbudowywania aminokwaséw do
biatlek przepony in vitro jest odzwierciedleniem procesu syntezy biatek
(30).

Zalezno$¢ wptywu insuliny na transport aminokwaséw i synteze bia-
tek od dziatania tego hormonu na penetracje glukozy do komérek badana
w szeregu doswiadczen wychodzac z réznych zatozehn teoretycznych.
Wool i Krahl (60) inkubowali przepone szczura ze znakowanymi
aminokwasami, zmieniajac tylko stezenie glukozy w buforze w granicach
od 0 do 600 mg %> Przy wzroscie stezenia glukozy wzrastata rowniez
szybko$¢ jej przenikania do wnetrza komdrki, podobnie jak po podaniu
insuliny, jednakze nie stwierdzono zmian we wbudowywaniu aminokwa-
séw przy roznych stezeniach glukozy w buforze. Wielu badaczy natomiast
(18, 19, 60, 61) obserwowato aktywujace dziatanie insuliny na transport
aminokwaséw do izolowanej przepony inkubowanej w $rodowisku bez
glukozy. Przytoczone dane wskazuja, ze wptyw insuliny na synteze bia-
tek nie zalezy od transportu glukozy. Wniosek ten potwierdzili Batta-
glia i wsp. (3) wykazujac, ze swoisty inhibitor transportu cukru, flo-
rydzyna, eliminuje tylko aktywujgce dziatanie insuliny na transport
cukru, nie hamuje natomiast pobudzajgcego wptywu hormonu na wbudo-
wywanie aminokwaséw do biatek.

Omdwione wyzej badania wskazujgce na udziat insuliny w transporcie
aminokwasow i syntezie biatek nie przesgdzatly jednak czy wzrost syntezy
biatka obserwowany po podaniu insuliny jest nastepstwem zwiekszonego,
transportu aminokwaséw do komorki, czy tez przyspieszone przenikanie
aminokwaséw jest wywotane zwiekszonym zapotrzebowaniem komorki,
w ktorej insulina aktywuje proces syntezy biatka.



[3] INSULINA A SYNTEZA BIALKA 35

Celem oddzielenia tych dwdch proceséw, transportu i zuzytkowywania
w syntezie biatek badanego aminokwasu, Kipnis i Noall (17)
wprowadzili do badan kwas a-aminoizomastowy, ktéry nie jest wyko-
rzystywany w syntezie biatek miesSnia przepony. Stwierdzili oni, ze ami-
nokwas ten nagromadzat sie w tkance, przy czym jego stezenie wewnatrz-
komorkowe byto wieksze niz zewngtrzkomérkowe. Insulina, nawet w $ro-
dowisku bez glukozy, podwyzszata szybko$¢ transportu i koficowe stezenie
kwasu a-aminoizomastowego w pitynie komoérkowym. Doswiadczenia
Kipnisa i Noalla powtdrzyli inni autorzy (1, 5 10, 29, 33) stwier-
dzajac réwniez pobudzajacy wptyw insuliny na transport kwasu a-ami-
noizomastowego.

Trudno jednakze byto na podstawie tych obserwacji przyja¢, ze insu-
lina w rownym stopniu zwieksza transport r6znych aminokwaséw bio-
ragcych udziat w syntezie biatek. Manchester i Young (29 w do-
Swiadczeniach na izolowanej przeponie stwierdzili, ze insulina stymu-
lowata nagromadzanie nie tylko kwasu a-aminoizomastowego ale i gli-
cyny, natomiast nie wywierata wptywu na transport alaniny, fenyloala-
niny, lizyny, argininy czy ornityny. Akedo i Christensen (1)
pracujgc na tym samym modelu stwierdzili, ze insulina aktywuje prze-
nikanie do tkanki L-proliny, L-metioniny, glicyny, sarkozyny i d,L-izoleu-
cyny. Przedstawione dane wskazywatyby, ze to dzialanie insuliny nie
odnosi sie do wszystkich aminokwaséw biorgcych udziat w syntezie
biatek.

Bardziej istotnymi dowodami wskazujgcymi na bezposredni wptyw
insuliny na transport aminokwasow byty doswiadczenia przeprowadzone
w warunkach zupeinego zahamowania syntezy biatek. Zastosowano pu-
romycyne, ktéra podana w odpowiedniej dawce hamuje synteze biatka
(36), lecz nie zmienia transportu aminokwaséw do tkanki (10). Car lin
i Hechter (5) oraz Fritz i Knobil (10) stwierdzili, ze insulina
aktywuje transport proliny i kwasu a-aminoizomastowego do mie$nia
przepony w obecnosci puromycyny podanej w dawce, ktdra zupeinie
hamowata wbudowywanie aminokwaséw do biatek. Antybiotyk ten nie
eliminuje wptywu insuliny na transport cukru do izolowanej przepony
(5, 8. Caslles i Wool (6) w doSwiadczeniach in vitro wykazali,
ze insulina w obecnos$ci puromycyny zwieksza nagromadzanie sie w inku-
bowanej tkance histydyny, leucyny, fenyloalaniny, tyrozyny i alaniny —
aminokwas6w, na ktorych nagromadzanie normalnie (bez puromycyny)
insulina nie wptywa. Podobne wyniki uzyskali Scharff i Wool (46,
47) w dosSwiadczeniach na izolowanym sercu szczura. Na podstawie tych
danych Wool (58) sugeruje, ze insulina zwieksza transport wielu, jesli
nie wszystkich, aminokwaséw niezaleznie od syntezy biatek. Puromycyna
natomiast, blokujgc synteze biatka, ujawnia tylko to dziatanie insuliny,
ktére przy normalnej przemianie nie jest dostrzegalne.

&
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Nie wszystkie jednak obserwacje mozna wytlumaczy¢ wptywem insu-
liny na transport aminokwaséw do wnetrza komoérek. Manchester
i Krah1l (27) inkubowali przepone ze znakowanymi prekursorami ami-
nokwaséw. W tych warunkach pojawianie sie pietna w biatkach byto
miernikiem wewnatrzkomdrkowego procesu syntezy. Okazato sie, ze in-
sulina przyspiesza rowniez ten proces, co wskazywatoby, ze istotnie akty-
wuje ona wewnatrzkomdérkowa synteze biatka. Z kolei podjeto proby
wyjasnienia, w ktdrym etapie tej syntezy dziata insulina. Jako uktady
modelowe w badaniu biosyntezy biatka postuzyty izolowane rybosomy
miesni, tj. na aktywacje aminokwasoéw, wigzania zaktywowanych ami-
nokwasdw do biatek w obecnos$ci rozpuszczalnej frakcji miesni szkieleto-
wych. Badajac taki uktad nie stwierdzono jednak réznic szybkosSci syntezy
biatka, kiedy uzyto rozpuszczalng frakcje z mies$ni zwierzat cukrzycowych,
zdrowych, czy zwierzat otrzymujgcych insuline (59). Mozna zatem przy-
puszczaé, ze insulina nie dziala na komponenty rozpuszczalnej frakcji
mies$ni tj. na aktywacje aminokwasow, wigzania zaktywowanych ami-
nokwaséw z sRNA i na przenoszenie kompleksu sRNA-aminokwas do
rybosomow. Natomiast rybosomy izolowane z mie$nia sercowego szczu-
row cukrzycowych wykazywaty mniejszg efektywnosé¢ w stymulowaniu
wbudowywania MC-fenyloalaniny do biatek (38). Insulina podana in vitro
nie miata wptywu na ten proces. Natomiast rybosomy pobrane z mie$nia
sercowego zwierzat, ktérym uprzednio podano insuline wykazywaty
znacznie wiekszg aktywno$¢. Trudno jest w tej chwili wyttumaczy¢ dla-
czego insulina podana in vitro nie wykazuje dziatania. Niemniej jednak
powyzsze wyniki wskazywatyby, ze rybosomy albo systemy zwigzane
z rybosomami sg istotnym miejscem dziatania insuliny w wewnatrzko-
morkowym procesie syntezy biatka.

Pozostaje jednak nadal nierozwigzany problem mechanizmu tego
dziatania. Wiele danych wskazuje (21, 55, 64), ze insulina pobudza syn-
teze i zwieksza poziom RNA w badanych tkankach. Wool i Munro
(64) frakcjonujac RNA miesnia przepony inkubowanej ze znakowanag
adening stwierdzili, ze insulina zwieksza poziom mMRNA i aktywnos$¢
rybosomowego RNA. Wedlug Woola (59) insulina albo produkt jej
przemiany mogitby wigzac sie z represorem komoérki inicjujagc w ten spo-
séb powstawanie wielu czasteczek mRNA, ktore wigczatyby sie w proces
biosyntezy biatek na rybosomach.

Jednak doswiadczenia z aktynomycyng nie potwierdzity w petni tej
sugestii. Wiadomo (40, 44), ze antybiotyk ten hamuje synteze mRNA
wigzgac sie z resztg guanidynowa DNA. Stwierdzono (63), ze aktynomycyna
hamowata wbudowywanie znakowanej adeniny do RNA izolowanej prze-
pony, przy czym stopied zahamowania syntezy mRNA i biatek byt rozny.
W doswiadczeniach, w ktérych antybiotyk ten wywotywat znaczne za-
hamowanie syntezy mRNA obserwowano zahamowanie procesu syntezy
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biatek zaledwie w 50%. JesSliby wiec insulina pobudzata synteze bialek
poprzez stymulacje syntezy mRNA to aktynomycyna powinna eliminowaé
to dziatanie. Jednakze okazato sie, ze stymulacja syntezy biatek migsnia
przepony przez insuling w obecnos$ci i nieobecnosci aktynomycyny byta
podobna (63). Antybiotyk ten nie eliminowat tez aktywujgcego wpiywu
insuliny na transport glukozy, czy kwasu a-aminoizomastowego (8, 63).
Trudno zatem wigza¢ aktywacje syntezy biatek po podaniu insuliny z dzia-
taniem tego hormonu tylko na synteze mRNA.

Gtownym miejscem biosyntezy RNA i DNA jest jadro komérkowe.
Liczne dane wskazujg, ze btona otaczajgca jadro mimo odmiennosci bu-
dowy wykazuje podobne witasciwosci transportowe jak btona komdrkowa
(9, 11, 31, 49). Przez btone jadra mogg przenikaé nie tylko zwigzki o matej
czagsteczce lecz réwniez substancje wielkoczasteczkowe jak RNA lub
biatka (4, 12, 13, 14). Nasilenie biosyntezy biatka po podaniu insuliny
mogto zaleze¢ od wpiywu tego hormonu na transport mRNA z miejsca
jego syntezy — jadra, do miejsca syntezy biatka — cytoplazmy (59). Obser-
wowana aktywacja syntezy RNA po podaniu insuliny mogtaby byé na-
stepstwem jego znikania z jader. Hipoteza ta ttumaczytaby fakt przyspie-
szonej syntezy biatek po podaniu insuliny nawet przy znacznym zaha-
mowaniu tworzenia sie nowego RNA przez aktynomycyne, jak rowniez
obserwowane pobudzenie procesu syntezy biatek juz w 5-tej minucie po
podaniu insuliny (56), podczas gdy odnowa mRNA w komorce watroby
nastepuje w ciggu 40 godzin (41).

Wprawdzie obecnie nie ma dostatecznych dowodow doswiadczalnych
wskazujagcych na wptyw insuliny na przepuszczalno$¢ biony jadra, bio-
rgc jednak pod uwage dziatanie ,transportowe” tego hormonu na btony
komdrkowe wielu tkanek, hipoteza ta wydaje sie prawdopodobna.

W ciggu wieloletnich badah wykazano bowiem, ze insulina stymuluje
transport przez btony komérkowe takich substratéw, jak aminokwasy (1,
3, 19, 29, 30, 56, 60, 63), weglowodany (15, 20, 23, 24, 25, -32, 34, 39, 43)
a takze substancji obcych komérce jakimi sg leki (7, 50, 51, 52, 53, 54).
Hormon ten (lub powstata pod wptywem insuliny w btonie komorki sub-
stancja) maégtby réwniez zwieksza¢ przepuszczalno$¢ bton wewnatrzko-
madrkowych, utatwiajgc miedzy innymi transport mMRNA z jadra do cyto-
plazmy oraz kontakt substratéw z enzymami, co mogtoby mie¢ istotne
znaczenie w procesach syntezy i metabolizmu komorki.
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EDWARD BANKOWSKI * WLADYSLAW GALASINSKI **

Tkankowe enzymy kolagenolityczne

Tissue Collagenolytic Enzymes

The review of literature connected with tissue collagenolytic enzymes s
presented.

Sposréd wielu swoistych wiasciwosci kolagenu odrézniajacych go od
innych biatek na szczegdlng uwage zastuguje jego opornos$¢ na trawienie
nieswoistymi enzymami proteolitycznymi. Niektére z nich, zaleznie od
warunkow, powodujg odwracalng depolimeryzacje witokien kolagenowych
do monomeru — tropokolagenu (21, 42, 43, 44), badZ odszczepiajg korcowe
fragmenty tancuchéw peptydowych zwane telopeptydami (6, 16). Enzy-
my te nie rozbijajg jednak zasadniczych tancuchéw peptydowych tro-
pokolagenu.

Proteazy zdolne w fizjologicznych warunkach pH i temperatury do
trawienia kolagenu nosza nazwe kolagenaz (24). Do niedawna jedyng
znang kolagenazg byt enzym wyodrebniony z hodowli bakterii beztle-
nowych nalezacych do rodzaju Clostridia (CI. histolyticum, Cl. perfrin-
gens, Cl. capitovale (24) i Cl. welchi (3)). Jest to proteaza o wysokiej
specyficznosci. Nie dziala ona na kazeine, hemoglobine i elastyne, a wy-
kazuje aktywno$¢ proteolityczng tylko wobec natywnego kolagenu i jego
pochodnych, jak zelatyna i azokol (25). Enzym ten jest endopeptydaza
i powoduje rozpad kolagenu na peptydy (26, 27, 30, 39, 40, 57). Badania
koncowych grup produktow degradacji kolagenu wykazaty, ze w 97%
peptydéw aminokwasem N-koAcowym jest glicyna, w pozostatych kwas
asparaginowy, a w sporadycznych przypadkach seryna lub walina. Ami-
nokwasem C-kohcowym w 55—70% jest hydroksyprolina, a w 16— 18°/0
alanina. Z danych tych wynika, ze kolagenaza rozktada wybiérczo wia-
zania peptydowe utworzone przez grupe aminowa glicyny i grupe karbo-
ksylowg hydroksyproliny lub alaniny. Rozdziat chromatograficzny pro-
duktow degradacji kolagenu wykazat obecnos¢ okoto 30 frakcji. Sposrod
uwolnionych peptydéw 25% stanowia tréjpeptydy: glicyloprolilohydro-
ksyprolina i glicyloproliloalanina. Pozostate produkty kolagenolizy sta-

* Dr med., Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Biatystok.
** Dr farm., Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Biatystok.
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nowig peptydy o masie czasteczkowej wahajgcej sie w granicach od
500 do 700 (26, 27). Kolagenaza otrzymana z bakterii'beztlenowych jest
enzymem niejednorodnym. Mand1l i wsp. (25) oraz Schaub
i Strauch (36) wyodrebnili z surowego preparatu tego enzymu dwie
frakcje: klostridiopeptydaze A i kolagenaze 2. Pierwsza z nich dziata na
natywny kolagen i sztuczne substraty, nie wykazuje natomiast aktywnosci
wobec zdenaturowanych pochodnych kolagenu jak zelatyna i azokol.
Kolagenaza 2 dziata silnie na zelatyne i azokol, a stabo na natywny kola-
gen i sztuczne substraty. Kolagenaze o podobnych witasciwosciach wy-
kryto rowniez w hodowlach bakterii Pseudomonas aeruginosa (37) i My-
cobacterium tuberculosis (48).

Liczni autorzy (1, 12, 17, 50, 51, 54, 55, 56) stwierdzili aktywno$¢ ko-
lagenolityczng wyciggéw z watroby, kosci, trzustki i skéry, o optimum
dziatania pomiedzy pH 3,5 a 5,8. Fizjologiczne znaczenie wykrytego en-
zymu jest niejasne, gdyz wiadomo, ze kolagen ssakow ulega denaturacji
w $Srodowisku kwasnym, w temperaturze ponad 32°C (5).

Mechanizm rozktadu kolagenu nie jest jeszcze ostatecznie wyjasniony.
Aktywnos$¢ metaboliczna kolagenu jest wielokrotnie mniejsza niz innych
biatek. Biologiczny okres pottrwania kolagenu tkankowego wynosi ponad
100 dni (45). W niektorych stanach fizjologicznych, na przyktad w okresie
wzrostu miodego organizmu, w czasie metamorfozy kijanek zaby, w okre-
sie poporodowej inwolucji macicy, a takze w przebiegu pewnych schorzen,
jak nadczynno$¢ przedniego ptata przysadki moézgowej, tarczycy, przy-
tarczyc lub chorob nowotworowych obserwuje sie wzmozony katabolizm
kolagenu tkankowego (22, 38). Przejawia sie to miedzy innymi zwigkszo-
nym wydalaniem w moczu produktéw degradacji kolagenu (38). W skraj-
nych przypadkach biologiczny okres poéitrwania tego biatka skraca sie
do Kkilku dni (45). Powyzsze spostrzezenia nasunety przypuszczenie o istnie-
niu swoistego enzymu rozkiadajgcego kolagen tkankowy. Wiele prob
otrzymania z tkanek zwierzecych enzymu zdolnego do rozktadu kolagenu
w fizjologicznych warunkach pH i temperatury skonczyto sie jednak nie-
powodzeniem.

Dogodnym modelem doswiadczalnym do badah nad kolagenazg tkan-
kowg okazata sie kijanka zaby Rana catesbiana, u ktérej w okresie meta-
morfozy dochodzi do szybkiego zaniku ogona — narzgdu szczegolnie bo-
gatego w kolagen. W tym okresie tkanki zaby majag szczegdlnie silng
aktywnos$¢ kolagenolityczng (7, 14, 22, 28, 35), zlokalizowana prawie
wytgcznie w tkance nabtonkowej (tablica 1).

Wycinki tkankowe inkubowane na Zzelu kolagenowym wykazywaly
wyrazng aktywno$¢ kolagenolityczng. W tych samych wycinkach podda-
nych wielokrotnemu zamrazaniu i odmrazaniu aktywno$¢ enzymu wy-
bitnie spadata na skutek zniszczenia struktury komorkowej (7). Mozna
byto z tego wnosi¢, ze kolagenaza tkankowa moze by¢ wytwarzana de
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Tablica 1

Aktywnos¢ kolagenolityczna hodowli tkankowych okre$lana wizualnie
poprzez lize zelu kolagenowego (7)

llosé Lizab
Tkanka .
hodowlia 0 1+ o4 3+ 4+
Cala pletwa *46 3 1 5 5 3?2
Nabtonek 38 4 3 9 n 14
Mezenchyma 38 3 4 1 0 0

a Wszystkie hodowle byty inkubowane przez 48 godzin w temperaturze 37°C.
t 0— brak lizy; 44-—- catkowita liza zelu.

novo w zetknieciu sie z substratem lub ze jest ona magazynowana w formie
nieczynnej, a nastepnie uaktywniana w kontakcie z kolagenem. Po do-
daniu puromycyny do hodowli tkankowej wycinki tkankowe nie wyka-
zywaty prawie wcale aktywnosci kolagenolitycznej (tablica 2). Ten fakt
oraz wzrost aktywnos$ci kolagenolitycznej u zaby w okresie metamorfozy
przemawiajg raczej za indukcjg syntezy de novo kolagenazy tkankowej.
Za tg hipotezg przemawia rowniez fakt, ze tyroksyna przyspiesza poja-
wienie sie tego enzymu w komoadrkach nabtonka, natomiast nie wptywa na
jego aktywnos$é (22, 28).

Tablica 2

Wplyw puromycyny na aktywno$¢ kolagenazy okres$lang przez pomiar ilosci uwolnionego 14C
z zelu kolagenowego (7)

lHose Czas p % lizy
Tkanka 05 inkubacji ;’(r)gm}";yr:a poWyze] A
hodowli (godziny) [ig/m Kontroli zahamowania
5 24 0 39,3+4,6
9 24 + 3,5%£3,0 911+£2,4
Kolagenaza 3 48 0 75,1+2,6
w wycinku 4 48 + 6,8+3,5 90,0+4,7
ptetwy 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
Nagai i wsp. (28) wyosobnili kolagenaze z tkanki nabtonkowej

kijanki zaby i okreslili jej witasciwosci. Uzyskany przez nich enzym-byt
okoto 300 razy oczyszczony w stosunku do surowego preparatu. Optimum
pH tego enzymu waha sie od 8 do 9, optimum temperatury wynosi okoto
20°C. Oczyszczony enzym w stezeniu 10 mg/ml w temperaturze 20°C,
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w pH 7,6, zmniejsza lepko$¢ 0,05°/0 roztworu kolagenu do 50—60% war-
tosci wyjsSciowej. Obok aktywnos$ci kolagenolitycznej enzym ten wyka-
zuje réwniez aktywnos$¢ kazeinolityczng. Aktywno$é enzymatyczna jest
hamowana odwracalnie przez EDTA w stezeniu 2X10-3M i wiekszym
oraz nieodwracalnie przez cysteine w stezeniu 5X10~3M, a takze przez
zakwaszenie do pH 3,5.

Kolagenaza tkankowa rozbija wigzanie peptydowe utworzone przez
grupe karboksylowg glicyny i grupe aminowga leucyny lub izoleucyny (74).
Pod jej dziataniem czasteczka tropokolagenu rozpada sie na dwie nierdwne
czesci, z ktoérych kazda zachowuje strukture potréjnego heliksu. Wigksza
cze$¢ czasteczki, tropokolagen A (TKA), odpowiada 75%, a mniejsza,
tropokolagen B (TKB), 25% dtugosci wyjsciowej czasteczki tropokolagenu.
Pomiar mas czgsteczkowych produktow kolagenolizy wykazuje, ze wszyst-
kie trzy tancuchy tropokolagenu przecinane sg w tej samej proporcji.
W zdenaturowanej mieszaninie produktéw kolagenolizy stwierdzono
obecno$¢ czastek odpowiadajgcych dimerom taricuchéw peptydowych tro-
pokolagenu A, nie stwierdzono natomiast dimeréw #tancuchéw pocho-
dzacych z tropokolagenu B. Spostrzezenie to moze by¢ dowodem nie-
rownomiernego rozmieszczenia wewnatrzczgsteczkowych wigzan krzy-
zowych w obrebie czasteczki tropokolagenu (14, 19) i przemawia za hi-
potezg Bornsteina i Pieza (4) ousytuowaniu wigzah krzyzowych
sprzegajacych tancuchy i czasteczki tropokolagenu od strony aminokwasu
N-koncowego. By¢ moze znajdujg sie one na konhcu tropokolagenu A
(TKA) (Schemat 1). Wprawdzie kolagenaza tkankowa powoduje jedynie
wstepng degradacje, jednak przypisuje sie jej istotng role w procesie kata-
bolizmu kolagenu tkankowego. Wielkoczasteczkowe produkty kolagenolizy
charakteryzujg sie obnizong temperaturg denaturacji cieplnej; mogg one
ulega¢ denaturacji juz w temperaturze organizmu. Zdenaturowane pro-

TROPOKOLAGEN (TK)

I Enzym z kijanek

A Wigzanie TKA” i TK®
krzyzowe \ | Denaturacja
A cE) %

Dimer A Monomer A Monomery B

Schemat 1. Degradacja tropokolagenu pod wptywem enzymu z kijanki zaby (19)
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dukty enzymatycznej degradacji kolagenu stajg sie podatne na dziatanie .
nieswoistych proteaz tkankowych, powodujacych dalsza destrukcje tego
biatka (14).

DosSwiadczenia Lapierea i Grossa (22) nad metabolizmem
kolagenu w tkankach kijanki zaby w okresie jej metamorfozy wykazaty,
ze kolagenaza tkankowa atakuje wybidrczo stare wiokna kolagenowe.
Nowo powstaty kolagen jest oporny na dziatanie tego enzymu. Autorzy
ttumaczg to zjawisko ochronnym dziataniem substancji podstawowej
tkanki tgcznej na nowo utworzone wtdékna kolagenowe (retikuline).

W $lad za wykryciem enzymu kolagenolitycznego w tkance zaby poszly
intensywne poszukiwania podobnego enzymu w tkankach ludzkich i zwie-
rzgt wyzszych.

Badania Sterna i wsp. (41) oraz Walkera i wsp. (49 wy-
kazaty aktywno$¢ kolagenolityczng w tkance kostnej, co potwierdzili
Fullmer i Lazarus (10). Podanie szczurom wyciggu z przytarczyc
powodowato kilkakrotny wzrost aktywnos$ci kolagenolitycznej w kosciach
tych zwierzat (49).

Grillo i Gross (13) wykazali, ze wycinki tkankowe z brzegu
gojacej sie rany Swinki morskiej majg zdolno$¢ rozpuszczania zelu ko-
lagenowego; ich aktywno$¢ kolagenolityczna byta kilkakrotnie wyzsza
niz w skoérze niezranionej. Liza zelu rozpoczynata sie wokét nabtonkowej
czesci wycinka tkankowego. Porownanie czesci nabtonkowej i mezenchy-
malnej wykazuje, ze aktywno$¢ kolagenolityczna umiejscowiona jest
gtébwnie w komédrkach nabtonka. Tkanka mezenchymalna, a szczegdlnie
jej gtebokie warstwy, wykazuje wielokrotnie mniejszag aktywnos$¢ od
tkanki nabtonkowej. Wprawdzie aktywno$¢ kolagenolityczna zlokalizo-
wana jest gtdwnie w warstwie nabtonkowej, jednak usuniecie warstwy
mezenchymalnej zmniejsza jej aktywnos$é kolagenolityczng. Rekombi-
nacja obydwu warstw przywraca aktywnos$é zblizong do wyjSciowej. Przy
wielokrotnym przenoszeniu wycinka tkankowego w odstepach 24-go-
dzinnych na coraz to nowe zele kolagenowe, aktywno$¢ kolagenolityczna
zanika po trzech kolejnych transplantacjach (po uptywie 72 godzin).
W trakcie tego doswiadczenia zaobserwowano, ze aktywno$¢ kolageno-
lityczna znika z warstwy nabtonkowej juz po 14 godzinach, narastajgc
réwnocze$nie w warstwie mezenchymalnej. Podobne zjawisko stwier-
dzono w czasie przechowywania wycinka tkankowego w ptynie Tyrode’a
przed implantacjg na zel kolagenowy. Nawet giebokie warstwy mezen-
chymy preinkubowane z nabtonkiem uzyskujg aktywno$¢ kolagenoli-
tyczng. Dane te przemawiajg za przechodzeniem kolagenazy z nabtonka
do tkanki tgcznej. Autorzy nie stwierdzili obecnos$ci kolagenazy w ekstrak-
tach i homogenatach tkankowych. UpoSledzenie biosyntezy kolagenu
poprzez wywotanie awitaminozy C nie zmieniato kolagenolitycznej aktyw-
nosci badanej tkanki.
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Ostatnio Eisen i wsp. (8 wykazali, ze wycinki skory ludzkiej
hodowane na sztucznym podiozu wydzielaja do otaczajagcego Srodowiska
enzym o wilasciwosciach analogicznych do kolagenazy z nabtonka kijanki
zaby. Podobng kolagenaze z granulocytéw ludzkich wyodrebnili L a-
zarus i wsp. (23).

Niewatpliwym postepem w badaniach nad kolagenazami byto zasto-
sowanie sztucznego substratu (52, 53). Peptyd ztozony z pieciu amino-
kwaséw o skiadzie: Pz-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg (Pz—p-fenyloazobenzo-
ksykarbonyl-) jest rozbijany przez kolagenaze w miejscu wigzania pepty-
dowego pomiedzy leucyng a glicyng. D-arginina zawarta w tym peptydzie
chroni go przed dziataniem nieswoistych proteaz jak trypsyna, karboksy-
peptydazy i proteazy komorkowe. Uwolniony dwupeptyd proliloleucyna
z rodnikiem p-fenyloazobenzoksykarbonylowym o charakterystycznym
z6ktym zabarwieniu mozna wyekstrahowa¢ z badanego ukfadu rozpusz-
czalnikiem organicznym i oznaczy¢ spektrofotometrycznie (schemat 2).
Zastosowanie tego substratu umozliwia wykrywanie i iloSciowe oznaczanie
kolagenazy w uktadach wieloenzymatycznych.

. rozpuszczalny
PZe<Pro-Leu-Qi-Pro-D- Ag-H wwodzie

1 2 3 4 *5

kolagenaza

PZuPio- Leueod + ¥ mGli-Pr..p-AS-0H
A | B

Rozpuszczalny
w rozpuszczalnikach
organicznych

p- fenyloazo - benzyloksykarbonyl........

Pz =
<(/y“ CHo-0 —C—AH.

0

Schemat 2. Dziatanie kolagenazy tkankowej na sztuczny substrat Wunscha (45)

Strauch i wsp. (45, 46, 47) wykazali obecno$¢ kolagenazy w ko-
morkach nabtonkowych cztowieka oraz w fibroblastach myszy i zarodkéw
kurzych. Stwierdzili oni, ze najwyzszg aktywnos$¢ kolagenolityczng majg
hodowle tkankowe w okresie logarytmicznej fazy wzrostu. Aktywnos¢ ta
jest kilkakrotnie wyzsza w poréwnaniu z fazg stacjonarng. Pomimo
aktywnej biosyntezy biatka, zachodzacej na poczatku fazy logarytmicznej,
zawarto$¢ kolagenu w tym okresie wykazuje wartos$ci najnizsze. Moze to
by¢ wynikiem trawienia witasnego kolagenu przez kolagenaze tkankowg.
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Witamina C stymuluje biosynteze kolagenu, przy czym aktywnos$é kola-
genolityczna wobec sztucznego substratu ulega obnizeniu (47).

Jednakze ocena aktywnos$ci kolagenolitycznej hodowli tkankowych
na podstawie rozktadu sztucznego, egzogennego substratu nie daje peinego
obrazu aktywnosci tego enzymu. Obserwowany w fazie stacjonarnej spa-
dek jego aktywnosci idzie w parze ze wzrostem zawartosci kolagenu.
Biatko to, bedace naturalnym substratem dla kolagenazy tkankowej, mo-
ze skutecznie wspotzawodniczy¢ w tym oznaczeniu z egzogennym pepty-
dem (46).

Riley i Peackok (33, 34) poszukujac kolagenazy w tkankach
ludzkich stwierdzili jej obecno$¢ prawie wytgcznie w tkankach pochodze-
nia nabtonkowego. Sposrdéd 130 wycinkéw pobranych z tkanek nabtonko-
wych 81 wykazywato obecno$¢ kolagenazy, natomiast wséréd 108 wycinkow
z tkanek pochodzacych z innych listkdw zarodkowych tylko 2 wykazywaty
obecno$¢ tego enzymu. Rowniez nowotwory pochodzenia nabtonkowego
zachowywaty sie pod tym wzgledem jak tkanka macierzysta. Nie stwier-
dzono natomiast aktywnos$ci kolagenolitycznej w nowotworach pocho-
dzenia tacznotkankowego (wibkniak, miesak). Strauch (45) badajac
rozmieszczenie aktywnos$ci kolagenolitycznej w tkance raka sutka stwier-
dzit najwiekszg aktywno$¢ w obwodowych, inwazyjnych czeSciach roz-
rastajgcego sie guza. Obecno$¢ kolagenazy utatwia rozkiad kolagenu
tkanek otaczajacych i dalszy rozrost nowotworu.

Wzrost aktywnos$ci kolagenolitycznej tkanek obserwowano w prze-
biegu niektérych schorzen. Dotyczy to miedzy innymi dzigset w przebiegu
choréb przyzebia (2, 9) oraz skéry w przypadkach schorzehA uktadu nerwo-
wo-miesniowego (11). Podwyzszong aktywnos$¢ kolagenolityczng wyka-
zujg réwniez blizny skérne, w ktérych wysoki poziom tego enzymu utrzy-
muje sie przez okres okoto 30 lat od chwili zranienia (33).

Z powyzszych doniesien wynika, ze kolagenaza tkankowa jest Scisle
zwigzana ze strukturg komoérki. Poza kijankami w okresie metamorfozy
oraz granulocytami nie udato sie wykazaé¢ obecnos$ci tego enzymu w eks-
traktach i homo”enatach tkankowych. Brak réwniez danych o jej obec-
nosci w ptynach biologicznych. By¢ moze, zapotrzebowanie organizmu na
ten enzym jest niewielkie ze wzgledu na wyjatkowo niskg aktywnosé
metaboliczng kolagenu.

Lapiere i Gross (22) oraz Walker i wsp. (49) wykazali, ze
hormony tarczycy i przytarczyc wzmagaja aktywnos$¢ kolagenolityczng
tkanek. Z danych klinicznych wiadomo, ze przy nadczynnosci tych gru-
czotow obserwuje sie wzmozony katabolizm kolagenu (15, 18, 20, 29),
przejawiajacy sie wzmozonym wydalaniem w moczu produktow degra-
dacji tego biatka. Fakt ten pozwala przypuszczaé, ze hormony te oddzia-
tywajag na metabolizm kolagenu poprzez kolagenaze tkankowga. Obser-
wacje roznych badaczy, przeprowadzone w réznych uktadach doswiad-
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czalnych, prowadzg do zgodnego wniosku, ze gtownym zrodtem kolagenazy
jest tkanka nabtonkowa, jakkolwiek sg rowniez dane przemawiajgce za
biosyntezg tego enzymu w fibroblastach — komoérkach produkujacych
kolagen.

Postep w zakresie metod wyodrebniania enzymow, lokalizacji i w okre-
$laniu roli biologicznej tego enzymu mogitby umozliwié wyttumaczenie
szeregu niejasnych jeszcze problemow zwigzanych z metabolizmem kola-
genu. Trudno bowiem wyobrazi¢ sobie proces degradacji kolagenu, sta-
nowigcego 30Vo biatek ustrojowych, bez udzialu swoistego mechanizmu
enzymatycznego, chociaz Nordwig i Jahn (31) przedstawiajg od-
rebny swa oryginalnoscig poglad. Uwazaja oni, ze tgczne dziatanie szeregu
nieswoistych proteaz moze prowadzi¢ do degradacji kolagenu do troj-
peptydéw (Gly-Pro-X). Uwolnione tréjpeptydy bytyby rozszczepiane
przez inne enzymy proteolityczne, obecne w réznych narzadach (32).
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KRZYSZTOF WOROWSKI * RYSZARD FARBISZEWSKI *

Udziat lipidow i lipoproteiddw w procesie hemostazy

The Role of Lipids and Lipoproteins in Hemostatic Processes

The structure and properties of lipids and lipoproteins, their influence upon
the platelet haemostatic function, and their role in blood coagulation and fibryno-
lysis has been discussed.

Zagadnieniem interesujagcym od dawna wielu badaczy sa powiazania
miedzy lipidami i lipoproteidami surowicy krwi a krzepnieciem Kkrwi,
funkcjami hemostatycznymi ptytek i fibrynoliza oraz rola zwiazkow li-
pidowych w powstawaniu zakrzepow i miazdzycy naczyn krwionosnych.

Lipidy wystepujg w krwi krazgcej gtownie w potaczeniu z biatkami
jako lipoproteidy. Struktura chemiczna, przemiany, funkcje fizjologiczne
i rola lipoproteidow w patologii sg przedmiotem szeregu opracowan
pogladowych (57, 125, 150, 194). Lipoproteidy sa nie tylko zasadniczym
elementem struktury blon komorkowych, lecz takze speiniajg szereg
funkcji jak transport z krwig tluszczéw, cholesterolu, wolnych kwasow
ttuszczowych, hormonow sterydowych i witamin rozpuszczalnych w ttusz-
czach, a takze biorg udziat w mechanizmie przechodzenia substancji przez
btony komoérkowe i w reakcjach odpornosciowych. Lipoproteidami sg
niektére enzymy: ATP-aza (96) oraz oksydaza cytochromowa i burszty-
nianowa (46). Z frakcjami lipoproteidowymi zwigzana jest aktywno$c
esterazowa surowicy (188).

I. Podzial, struktura chemiczna i wiasnosci fizykochemiczne lipoproteidow

Charakterystyke lipoproteidéw surowicy krwi przeprowadza sie za
pomocg elektroforezy (89, 109, 143, 153), ultrawirowki (67, 79, 111, 114,
162) i metodami analizy chemicznej. W elektroforezie bibutowej uzyskuje
sie trzy frakcje lipoproteidowe: a-lipoproteidy o ruchliwos$ci nieco wiekszej
niz o4-globuliny, (3-lipoproteidy wedrujgce razem z ~-globulinami i frakcje
chylomikronow zajmujacg obszar od linii startu do frakcji (3-glubulino-
wej. Gestos¢ lipoproteiddw jest nizsza niz pozostatych bialek surowicy

* Dr, Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Biatystok.
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i zawiera sie w szerokich granicach od 0,93 do 1,21 g/ml. Pozwala to
na rozdzielenie ich w ultrawirowce przez flotacje w roztworach soli o od-
powiednio dobranej gestosci. Poddane wirowaniu w roztworze soli o ge-
stosci 1,063 g/ml wedruja one w kierunku dosrodkowym. Im mniejsza jest
gestos¢ lipoproteidu, tym wieksza jest jego stata flotacji .(Sf). W zalezno-
§ci od gestosci dzieli sie je na: chylomikrony o gestosci ponizej 0,96 g/ml,
lipoproteidy LDL o matej gestosci (ang. low density lipoproteins), nizszej
niz 1,068 g/ml, ulegajace rozdzieleniu na trzy frakcje podczas ultrawiro-
wania, oraz lipoproteidy HDL o duzej gestoSci (ang. high density lipop-
roteins), wyzszej od 1,068 g/ml. W warunkach stosowanych do rozdziatu
LDL czasteczki HDL nie flotuja i aby je rozdzieli¢ za pomoca ultrawiro-
wania trzeba stosowac stezenie soli 1,21 g/ml (113). Frakcja LDL uzyskana
w ultrawiré6wce odpowiada mniej wiecej P-lipoproteidom elektroforezy
bibutowej a frakcja HDL aj-lipoproteidom.

Ze wzrostem ciezaru wiasciwego lipoproteidéw obniza sie stopniowo
zawarto$¢ lipidow, a zwieksza ilo$¢ biatka w czasteczce, zwigksza sie
ruchliwo$é elektroforetyczna, wielkos$é czasteczki maleje, a ksztalt jej
staje sie coraz bardziej elipsoidalny (schemat 1).

Gestos¢ WIELKOSC | KSZTALT ELEKTROLIPIDOGRAM
CZASTECZKI
Linia startu
<0,960 =400 Chylomikrony
0,960-1,063 400 lipoproteidy
1063-1,210 <0 a-lipoproteidy

Schemat 1. Wspotzaleznosci miedzy niektorymi wiasnosciami fizykochemicznymi
lipoproteidow surowicy
Pola czarne — cze$¢ biatkowa, pola biate — cze$¢ lipidowa

Rozdziatu lipoproteidéw surowicy dokonaé mozna réwniez metodg
Cohna i wsp. (28), chromatograficznie (24, 35, 82), droga elektroforezy
na zelu skrobiowym i immunoelektroforezy (112). Frakcje lipoproteidowe
surowicy sg wytragcane selektywnie przez niektére polisacharydy: he-
paryne (22), siarczan dextranu (151), agar (93), co wykorzystano do celow
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preparatywnych i analitycznych. Opracowano metody otrzymywania
a-lipoproteidow (21), (3-lipoproteidow (23) i chylomikrondéw (23), a takze
ich ilosciowego oznaczania w surowicy (23). Zawartosé chylomikronow
ocenia sie liczbowo w ciemnym polu widzenia w mikroskopie. Oceny
odsetkowej zawartosci lipoproteiddw dokonuje sie najczesciej za pomoca
elektroforezy bibutowej. Sktadniki lipidowe wybarwia sie¢ ré6znymi me-
todami (L1, 55, 124, 152, 183). a-Lipoproteidy stanowig 31,2, p-lipoproteidy
52,7, a chylomikrony 16,4% lipoproteidow surowicy.

Lipoproteidy sg kompleksami biatkowo-lipidowymi. Cze$¢ lipidowa
a-lipoproteidow mozna oddzieli¢ od czesci biatkowej dziatajagc etanolem
i eterem w niskich temperaturach (74). Delipidacje (3-lipoproteidow prze-
prowadza sie dziatajgc mocznikiem lub solg sodowga siarczanu dodecylu
(70). Natywne czasteczki lipoproteidow oraz ich wyosobnione sktadniki
biatkowe wykazujg witasciwosci antygenowe. Skiadnikami lipidowymi
sg: glicerydy, fosfatydy, wolny i zestryfikowany cholesterol i wolne kwasy
tluszczowe. Znacznie gorzej, mimo licznych badan (69, 113, 114, 120, 176,
177), poznana jest struktura czesci biatkowej, zwitaszcza (i-lipoproteidow.
W skitad lipoproteidow wchodzg takze niewielkie ilosci weglowodanow (47,
122). Sktad chemiczny lipoproteidéw podali Olson i Vester (150).
W niektorych stanach patologicznych w surowicy pojawiajg sie lipopro-
teidy nietypowe, o zmienionej budowie, zmienionym skiadzie chemicznym
i sposobie powigzania czesci biatkowej z lipidowa, zmniejszonej trwatosci
i zwiekszonej podatno$Sci na wytrgcanie (5 33, 40, 108, 146, 159, 197).

Sposdb potaczenia czesci biatkowej z lipidowg w lipoproteidach nie
jest znany. Najprawdopodobniej te dwie komponenty wigzg sie dosé
luzno sitami Van der Waalsa. Wskazuje na to nietrwato$¢ czasteczek
lipoproteidow i tatwos$¢ rekombinacji rozszczepionych fragmentdéw biatko-
wych i lipidowych. Mozliwe sg takze wigzania elektrostatyczne typu soli
i kowalencyjne pomiedzy grupami polarnymi aminokwasow, fosfatydow
i cholesterolu. Rézna odporno$¢ poszczeg6lnych rodzajow lipoproteidow
na dziatanie roznych czynnikéw wskazuje na inny typ wiazan miedzy
sktadnikami lipoproteidéw roznych frakcji. P-Lipoproteidy sg wrazliwsze
na dziatanie eteru niz a-lipoproteidy, natomiast bardziej oporne na dzia-
tanie mocznika. Rozpuszczalno$¢ w wodzie i nierozpuszczalno$¢ w roz-
puszczalnikach apolarnych wskazuje, ze cze$¢ biatkowa i hydrofilne
ugrupowania na koncach tancuchéw lipidow znajduja sie na powierzchni
czgsteczki.

Frakcja a-lipoproteidowa stanowi okoto 3°/0 biatek surowicy (200
mg°/o). Ciezar czgsteczkowy lipoproteidéw tej frakcji wynosi od
165 000 do 400 000. Okoto 45% masy czasteczki jest natury biatkowej,
a 55% lipidowej z przewaga fosfolipidow nad cholesterolem. Z pomiaréw
rozproszenia Swiatta i wiskozymetrycznych wynika, ze czasteczki a-li-
poproteiddw majg ksztatt elipsoidalny o wymiarach 300X50 A. P-Lipo-
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proteidy stanowig ponad 5% biatek surowicy (400 mg%). Ich ciezar cza-
steczkowy zawiera sie w granicach 1,3—3,2X106. Cze$¢ biatkowa stanowi
1320 masy czgsteczki, a cze$¢ lipidowa 87% z przewaga cholesterolu nad
fosfolipidami. Pomiary rozproszenia Swiatta wskazujg na prawie kulisty
ksztatt czasteczki o wymiarach 350X150 A.

Zawarto$¢ chylomikronow w surowicy krwi jest zmienna. Najwyzsze
wartosci osigga przejsciowo po obfitych positkach ttuszczowych. Chylo-
mikrony zbudowane sg gtownie z tluszczéw (99%) z przewaga tréjgli-
cerydéw (88%). Tylko 1% masy czasteczki przypada na biatko. Cza-
steczki chylomikronow posiadajg ksztatt kulisty.

W iele danych wskazuje na mozliwo$¢ wzajemnej przemiany czasteczek
lipoproteidow, czemu towarzyszy zmiana ich gestosci (32, 139, 163, 191).

Il. Niektore zagadnienia biochemii hemostazy

Hemostaza jest zespotem mechanizmoéw utrzymujgcych w warunkach
fizjologicznych krew krazaca w stanie ptynnym oraz prowadzacych do
zatrzymania krwawienia po przerwaniu ciggtosci $ciany naczynia krwio-
nosnego. W hemostazie odgrywaja role trzy podstawowe elementy: na-
czynia krwionosne, ptytki krwi i osoczowe sktadniki krzepniecia i fibry-
nolizy.

Ostatnio omowiono szczeg6towo w wielu pracach pogladowych bio-
chemie i fizjologie ptytek krwi (7, 103, 119, 123, 155, 161), krzepniecia krwi
(48, 140) i uktadu fibrynolitycznego (97, 101, 156, 165, 195). W zwigzku
z powyzszym ograniczymy sie jedynie do podania ogdlnego schematu he-
mostazy podkre$lajgc te zagadnienia, ktdre mogg mie¢ powigzania z lipo-
proteidami. Wydaje sie bowiem, ze lipoproteidy moga przyspiesza¢ lub
tez hamowac niektore reakcje enzymatyczne w hemostazie.

1. Naczynia krwionos$ne

Prawidtowy stan naczyn krwionos$nych jest jednym z warunkoéw utrzy-
mania krwi krgzacej w stanie ptynnym. Zmiany anatomiczne w S$cianie
naczyn, na przykiad w miazdzycy, sprzyjaja powstawaniu zakrzepow, za$
zmiany spowodowane urazem powodujg lokalng aktywacje krzepniecia
krwi i powstanie czopu hemostatycznego tamujacego krwawienie. Z uszko-
dzonej Sciany naczynia uwalniajg sie tromboplastyny tkankowe aktywu-
jace protrombine. Nastepuje przyleganie ptytek krwi do srédbtonka (92),
btony podstawowej naczynia (186) i kolagenu (16). Uwolnione z rozpada7
jacych sie ptytek substancje jak serotonina i adrenalina powodujg lokalny
skurcz naczynia. Sciana naczyhd krwionoénych zawiera waskulokinaze,
enzym zamieniajgcy fibrynogen na fibryne, rézny od trombiny (132).
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2. Piytki krwi

Ptytki krwi peinig rézne funkcje w hemostazie: aktywuja krzepniecie
krwi przez uwolnienie tromboplastyny ptytkowej, ulegajg adhezji i agre-
gacji, warunkujg retrakcje skrzepu, a niektore substancje uwolnione
z ptytek wywierajg dziatanie na naczynia. Plytki krwi zawierajg ptytkowe
czynniki krzepniecia: 1, 2, 3, 4, (44, 45, 50, 119), trombostenine (6, 8) anty-
plazminy ptytkowe (91), ptytkowy stabilizator widknika (20) i adsorbujg
na swej powierzchni szereg osoczowych czynnikéw krzepniecia (88).

Waznym sktadnikiem ptytek sg lipidy, stanowigce 12°/0 masy plytek
{78). Odsetkowy sktad lipidow ptytkowych jest nastepujacy: cholesterol —
19, fosfatydyloetanoloamina — 17, fosfatydyloseryna— 6, lecytyny — 32,
sfingomieliny — 13, fosfatydyloinozytol — 5, pozostate lipidy — 8% (187).

We frakcji lipidowej ptytek zawarta jest aktywnos$é tromboplastyczna
czynnika piytkowego 3 (2). Tromboplastyczne dziatanie tego czynnika
uwarunkowane jest obecnoscig fosfatydyloetanoloaminy. Natomiast fosfa-
tydyloseryna hamuje krzepniecie krwi. Silver i wsp. (178) wykazali,
ze kierunek dziatania fosfolipidéw ptytkowych w procesie krzepniecia
zalezy od wzajemnego stosunku fosfatydyloseryny i fosfatydyloetano-
loaminy.

Podstawowg rolg ptytek krwi w hemostazie jest, jak sie wydaje, ich
adhezja i agregacja. Adhezja polega na przyleganiu ptytek do réznych po-
wierzchni, na przyktad do $ciany uszkodzonego naczynia. Agregacja jest
to proces wzajemnego przylegania ptytek, prowadzacy do utworzenia ich
agregatéw. Mechanizm agregacji ptytek prébujg ttumaczy¢ rdzne teorie,
ale zadna z nich nie jest poparta dostatecznymi dowodami doswiadczal-
nymi. Wydaje sie, ze do agregacji moga doprowadzi¢ rézne czynniki po-
wodujgce zmiany na powierzchni bton komoérkowych plytek. Wiadomo,
ze kofaktorem agregacji jest fibrynogen (37, 117). W czasie agregacji
uwalnia sie z ptytek szereg substancji, miedzy innymi czynnik ptytko-
wy 3 (75, 84) i 4 (141). Substancje zwiekszajgce adhezje ptytek zwiekszaja
réwniez i agregacje. Nie zawsze istnieje jednak korelacja miedzy szybko-
Scig agregacji a liczbg ptytek adhezywnych (168).

Do substancji wywotujacych agregacje nalezy ADP (60), trombina (56),
adrenalina (129), noradrenalina (129), serotonina (129), kolagen (198),
oligomery fibryny (182), rozpuszczalne kompleksy monomerow fibryny
i fiborynogenu (104). Wykazano synergistyczne dziatanie ADP i trombiny
na agregacje ptytek (142).

Inhibitorami agregacji sa: 2-chloroadenozyna (14), adenozyna (14, 15),
AMP (14, 15), cysteina (170), ester metylowy p-tolueno-sulfonyl-L-argi-
niny (170), heparyna (26), hirudyna (121), produkty degradacji fibrynogenu
i fibryny (102, 105, 106), fentolamina (148), imipramina (169) i butapi-
razol (134). Szczeg6towe omowienie wptywu réznych substancji na funkcje
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hemostatyczne ptytek krwi znajduje sie w pracy Farbiszewskie-
go (49).

3. Osoczowe sktadniki krzepniecia i fibrynoiizy

Aktywacje krzepniecia krwi ttumaczg teorie Macfarlane (116),
Davie i Ratnoffa (42) oraz Seegers (172). Proces krzepniecia
krwi przebiega w czterech etapach. W pierwszym z nich nastepuje uwol-
nienie tromboplastyny ptytkowej lub tkankowej. Rownoczes$nie zachodzi
adhezja i agregacja ptytek. Etap drugi polega na przemianie protrombiny
w trombine pod wptywem tromboplastyny z udziatem kationu wapnio-
wego i szeregu czynnikow osoczowych krzepniecia. W trzecim etapie na-
stepuje zamiana fibrynogenu na fibryne, stabilizacja i retrakcja skrzepu.
Czwarty etap polega na proteolizie wytworzonego skrzepu przez plazmine.
Na schemacie 2 przedstawiono krzepniecie, fibrynolize i funkcje hemo-
statyczne ptytek krwi. Podstawowe enzymy uktadu krzepniecia i fibry-
nolizy, trombina i plazmina, majg dziatanie przeciwstawne na wspélny
substrat biatkowy — fibrynogen. Trombina powoduje wytworzenie sie
skrzepu, natomiast plazmina powoduje rozpad skrzepu lub, rozkfadajgc
fibrynogen, uniemozliwia jego powstanie.

Wedtug Astrup a (3, Copleya (30) i Jen sen a (90) w krwi
w warunkach fizjologicznych zachodza w sposéb ciagty procesy krzep-

Tromboplastyna

tkankowa
. Plazminogen
Agregacja
Czop plytkowy ?
Fibrynogen t v
Plazmina

rozpadu <

Fibryna

Schemat 2. Uproszczony schemat hemostazy z uwzglednieniem miejsca dziatania
lipoproteidéw
(] — aktywacja, ¢ — hamowanie)
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niecia i fibrynolizy, znajdujgce sie w stanie rownowagi dynamicznej.
W mys$l tej teorii protrombina ulega ciggtej przemianie w trombine.
Trombina zamienia pewng ilos¢ fibrynogenu w rozpuszczalne kompleksy
monomeréw fibryny i fibryne (31, 115). Powstajaca fibryna odktadana jest
w postaci cienkich bton na srédbtonkach naczyn krwionosnych, stanowigc
ich fizjologiczng wyscidtke. Nadmiar odktadanego witoknika jest rozkia-
dany przez plazmine. Plazmina wytwarza sie pod wptywem aktywatorow
wydzielanych stale z tkanek do krwi krgzacej. Trombina i plazmina
sg inaktywowane przez obecne w osoczu inhibitory. Zachwianie dyna-
micznego stanu réwnowagi krzepniecia i fibrynolizy prowadzi do standéw
patologicznych. Czynniki, ktére wywotujg krzepniecie lub hamujg fibry-
nolize prowadzg do powstania zakrzepdw. Natomiast czynniki hamujace
krzepniecie lub aktywujgce fibrynolize powodujg skaze krwotoczng. Te-
oria dynamicznego stanu rownowagi krzepniecia i fibrynolizy nie jest
ostatecznie udowodniona. Dyskusje na jej temat przedstawiajg Hjort
i Hasselbach (81) oraz Hjort (80).

Istotng role w utrzymaniu dynamicznego stanu réwnowagi krzepniecia
i fibrynolizy odgrywajg inhibitory tych proceséw. W osoczu krwi zawarte
sq inhibitory krzepniecia — antytromboplastyny i antytrombiny oraz in-
hibitory fibrynolizy przeciwdziatajgce aktywacji plazminogenu i anty-
plazminy.

I11. Wptyw lipoproteidow na niektore funkcje hemostatyczne ptytek krwi

Z doniesien literaturowych wynika, ze zaburzenia przemiany ttuszczéw
wywieraé moga wptyw na niektére funkcje ptytek, gtéwnie na ich agre-
gacje i adhezje. Znany jest fakt, ze wolne kwasy tluszczowe wywotujg
agregacje ptytek krwi i zwiekszajg ich adhezje (76). Kerr i wsp. (94)
wykazali, ze nasycone kwasy ttuszczowe tym bardziej przyspieszajg agre-
gacje, im dtuzszy jest ich tancuch weglowy. W czasie lipemii pokarmowej
ptytki wykazujg zwiekszone zdolnosci do adhezji i do agregacji (66,
135). Wykazano prostg zalezno$¢ miedzy podwyzszonym poziomem gli-
cerydow w hyperlipemii samoistnej a zwiekszong sktonnoscig do agre-
gacji ptytek (158, 164, 189). Wieksza zdolno$¢ piytek do adhezji ma
miejsce takze w miazdzycy (17, 64). Z badan Farbiszewskiego
i wsp. (51, 52) nad wptywem frakcji lipoproteidowych surowicy krwi wy-
nika, ze (3-lipoproteidy przyspieszajg agregacje ptytek krwi pod wptywem
ADP i trombiny i zwiekszajg zdolnos¢ piytek do adhezji. Chylomikrony
w duzych stezeniach zwiekszajg jedynie liczbe ptytek adhezywnych, a nie
majag wplywu na agregacje. Natomiast a-lipoproteidy nie wywierajg
wptywu na zaden z tych procesow.

Ostatnio wykazano (53) zmiany w skiadzie chemicznym P-lipopro-
teidow w osoczu krdlikéw znajdujacych sie na diecie cholesterolowej.
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Zmiany te polegajg na zwiekszeniu procentowej zawartosci lipidow w cza-
steczce. (5-Lipoproteidy takie powodujg silniejszag agregacje i adhezje niz
P-lipoproteidy zwierzat hodowanych na normalnej diecie. Wydaje sie, ze
zwiekszenie zawartosci lipidow w czasteczce lipoproteidu moze powo-
dowa¢ zmiany oddziatywan sit elektrostatycznych tych czasteczek z re-
ceptorami powierzchni pitytek. Za takg hipotezg przemawia zmieniona
ruchliwos$¢ elektroforetyczna |3-lipoproteidow o zmodyfikowanym skladzie
chemicznym (53).

Mechanizm dziatania lipoproteidéw na piytki krwi nie jest znany.
By¢ moze, lipoproteidy, podobnie jak inne obdarzone tadunkiem elek-
trycznym wysokoczasteczkowe substancje biatkowe, moga dzieki oddzia-
tywaniom elektrostatycznym tworzy¢ warstwe na powierzchni plytek.
Taki ptaszcz mégiby zwieksza¢ podatno$¢ ptytek na dziatanie czynnikéw
powodujgcych agregacje. Mozliwe jest rowniez, ze P-lipoproteidy tworzg
potaczenia z monomerami fibryny lub z rozpuszczalnymi kompleksami
monomeréw fibryny i fibrynogenu zwiekszajagc w ten sposéb ich wptyw
na adhezje i agregacje ptytek.

Bollon i wsp. (13) wyodrebnili frakcje lipoproteidowg, ktéra zmie-
nia ruchliwo$¢ elektroforetyczng ptytek, co wskazywatoby na oddziaty-
wanie lipoproteidéw z receptorami znajdujagcymi sie na powierzchni pty-
tek. Przypuszczeniu takiemu przeczy jednak fakt hamowania agregacji
ptytek przez makroglobuliny, ktére takze moga optaszcza¢ powierzchnie
ptytek (167).

IV. Udziat lipoproteidéw w Kkrzepnieciu krwi

Udziat lipidow i lipoproteidow w krzepnieciu krwi jest znaczny. Za-
gadnieniu temu pos$wiecono prace pogladowe (118, 201). Przede wszyst-
kim lipidowy charakter wykazujg tromboplastyny ptytkowe i tkankowe
(2, 25), ktore aktywujg protrombine z udziatem kationéw wapniowych
i niektérych czynnikéw osoczowych zapoczatkowujac w ten sposéb krzep-
niecie krwi. Lipoproteidem jest takze antytrombina Il i Il (41).

Liczne dane przemawiajg za tym, ze krzepliwo$¢ krwi zwiekszaja
tluszcze dostarczane w pokarmie oraz niektére frakcje lipoproteidowe
osocza. Fullerton iwsp. (58) wykazali zwiekszong krzepliwosé krwi
w czasie lipemii pokarmowej. Podobne obserwacje poczynili takze inni
autorzy (61, 98, 147). Lipemia pokarmowa skraca czas krzepniecia krwi
w naczyniach silikonowych (58), czas krzepniecia osocza po rekalcynacji
(98) i czas stypvenowy osocza (147) oraz przyspiesza wytwarzanie trombo-
plastyny (192). Na zwiekszenie krzepliwos$ci krwi wptywa przede wszyst-
kim rodzaj spozytych tluszcz6w a nie stopien lipemii (98, 135, 147).
Spozycie tluszczo6w nasyconych wyraznie przyspiesza krzepniecie, na-
tomiast thuszcze nienasycone w pokarmie nie wywierajg wptywu lub tylko
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nieznaczny (61, 135). Réwniez in vitro nasycone kwasy ttluszczowe o dtu-
gich tancuchach weglowych bardziej skracajg czas krzepniecia krwi niz
kwasy ttuszczowe nienasycone (29). Okazato sige, ze zwiekszeniu zawartosci
(5-lipoproteidéw i cholesterolu w osoczu towarzyszy skrdcenie czasu
krzepniecia krwi (68, 83, 107, 145, 199), podwyzszony poziom a-lipopro-
teidow wydtuza ten czas (68, 83), za$ ilos¢ chylomikron6éw nie ma wptywu
(199). Omoéwione dotychczas wyniki wskazujg, ze niektére lipidy sg sub-
stancjami zwiekszajgcymi krzepniecie krwi. Jednakze wielu badaczy,
stosujac podobne uktady doswiadczen nie stwierdzato zadnych zmian
krzepliwosci krwi lub tylko zmiany nieznaczne (144, 175, 200).

V. Lipoproteidy a fibrynoliza

Wiele dowodow Swiadczy o hamujgcym wplywie lipidéw i lipoprotei-
doéw na fibrynolize. Z badan przeprowadzonych na osobnikach nalezgcych
do réznych grup rasowych (18, 43, 65, 72, 87, 126, 138, 174, 193) i u 0s6b
z niektorymi schorzeniami uktadu krazenia jak miazdzyca i choroba
wienncowa (10, 36, 39, 130, 133, 136, 137, 181, 184) oraz z badan wyko-
nanych w czasie lipemii pokarmowej (9, 27, 34, 54, 61, 65, 71, 110, 127,
131) wynika, ze wysokim zawartosciom lipidéw i lipoproteidow w o0soczu
towarzyszy niska aktywno$¢ fibrynolityczna i podwyzszenie aktywnosci
antyplazminowej. Stwierdzono (4, 27), ze rozpuszczanie zakrzepu, wy-
wotanego sztucznie u zwierzgt doswiadczalnych w czasie lipemii po-
karmowej lub przebywajgcych na diecie cholesterolowej, trwa dluzej
niz u zwierzat kontrolnych. Jednak niektére badania (85, 149, 157) prze-
prowadzone w podobny sposéb i za pomoca podobnych metod daty wyniki
odmienne. Wydaje sie, ze dziatanie lipidéw i lipoproteidéw na fibrynolize
jest rozne. Wedtug jednych autoréw (19, 27, 59, 62, 73, 99, 100, 185)
fibrynolize majg hamowac tylko tluszcze nasycone, wedtug innych (54)
réwniez i tluszcze nienasycone.

Fosfatydyloinozytol i fosfatydyloseryna zwiekszajg aktywnos$é plaz-
miny i skracajg czas fibrynolizy skrzepu (63, 154). Dane o wptywie lecy-
tyn na fibrynolize sg rozbiezne (149, 154). Olejan cholesterolu prawdo-
podobnie hamuje fibrynolize, natomiast wolny cholesterol, octan i steary-
nian cholesterolu nie majg wptywu (128). Niektorzy autorzy (4, 54,
154) donoszg o hamowaniu fibrynolizy przez chylomikrony, spostrzezenia
tego nie potwierdzajg jednak inni badacze. Wyodrebnione chylomikrony
(86, 179) i a-lipoproteidy (171, 179) nie hamujg aktywnos$ci plazminy
ani innych enzyméw proteolitycznych.

Hamujacy wptyw wyodrebnionych 2z osocza (5-lipoproteidow na
aktywnosé fibrynolityczng euglobulin i plazmine obserwowato wielu ba-
daczy (154, 166, 179). Aktywno$¢ antyplazminowg wykazuje rowniez
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frakcja Cohna 1110 zawierajgca w swym skiadzie |3-lipoproteidy (166,
173). Wzrost aktywnosci fibrynolitycznej osocza mozna takze uzyskac
dziatajgc na nie rozpuszczalnikami organicznymi powodujgcymi usuniecie
lipoproteidow (73).

Antyfibrynolityczna aktywno$¢ f5-lipoproteidéw stanowi okoto 109>
catkowitej aktywnosci antyfibrynolitycznej osocza (180). Udziat tych bia-
tek w hamowaniu fibrynolizy zwieksza sie w przypadku podwyzszenia
ich poziomu w osoczu (171, 179). Wyodrebnione (3-lipoproteidy hamuja
takze aktywnos$é trypsyny i a-chymotrypsyny (179). Jednak (196) wyso-
kooczyszczone frakcje (3-lipoproteidowe obnizaja tylko nieznacznie aktyw-
nos¢ plazminy i innych enzyméw proteolitycznych. Przedstawionym po-
wyzej danym przeczg prace Howell (86) i Cucuianu (38), z kto-
rych wynika, ze P-lipoproteidy nie wykazujg dziatania antyplazmino-
wego. O antyplazminowych witasciwosciach (5-lipoproteidéw dyskutowato
wielu autoréw (77, 86, 154, 166).

V1. Uwagi koncowe

Z dotychczasowych danych mozna wnosi¢, ze lipidy i lipoproteidy
biorg udziat w zwiekszaniu krzepliwosci krwi, adhezywnosci i agregacji
ptytek oraz w obnizaniu aktywnosci fibrynolitycznej osocza. Najsilniejsze
dziatanie wykazujg ttuszcze nasycone, cholesterol i ~-lipoproteidy. Za-
burzenia w krzepnieciu krwi, funkcji ptytek i fibrynolizie moga wynikac
zaréwno z iloSciowych zmian zawartos$ci tych substancji w osoczu, jak
i ze zmian w skiadzie chemicznym czasteczki P-lipoproteidéw, powsta-
jacych wskutek zaburzen przemiany lipidowej lub biatkowej. Wedtug
wielu autor6w zmiany te majg duze znaczenie w patogenezie choroby
zakrzepowej i miazdzycy, a ich stwierdzenie — w diagnostyce tych scho-
rzen. Mimo intensywnych badan zagadnienia te kryja wiele niejasnosci,
a miedzy wynikami badan przeprowadzanych w réznych osrodkach
istnieja duze rozbieznosci. Dotycza one zarowno stwierdzania zmian
w sktadnikach lipidowych osocza, jak i ich roli w powstawaniu zakrzepow
i miazdzycy (1, 12, 95, 160). Wielu tych sprzecznosci nie wyjasnity takze
badania, w ktérych uzywano wyodrebnionych frakcji lipidowych i lipo-
proteidowych. Podstawowg trudnos$cig w badaniach nad wptywem lipo-
proteidow jest ich nietrwato$¢, kompleksy lipoproteidowe ulegajg bowiem
zmianom lub rozpadajg sie juz w czasie preparatyki. Dializa, $lady metali
ciezkich, zamrazanie, mocznik i rozpuszczalniki organiczne powoduja
rozktad ich czasteczek, przy czym szczegdlnie labilne sg P-lipoproteidy.
Z tego wzgledu wyniki badan, w ktérych stosowano wyodrebnione lipo-
proteidy sga prawdopodobnie obcigzone znacznym btedem i moga nie od-
zwierciedla¢ zjawisk zachodzacych w zywym ustroju.
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GRAZYNA MUSZYNSKA *

Jony w Kkatalizie enzymatycznej

. lons in the Enzymatic Catalysis

Some factors determining the affinity of enzymes to the metal ions were
described, and hypothetical models of enzyme-metal-substrate interreactions were
discussed. An effort was made to elucidate the mechanism of the reaction.

Funkcje wielu metali, wykrytych w roznych organizmach, nie sa
jeszcze wyjasnione. Nie wiadomo na przykiad, w jaki sposéb i dlaczego
widtaki gromadza ztoto, mrowki — mangan, a w ciele szklistym oka ludz-
kiego gromadzi sie bar (45). Dziatanie jondw metali jest réznorakie (45).
Dziatajg one stabilizujgco na struktury czasteczek. Zmieniajagc swg war-
tosciowos$é, metale zapoczatkowujg reakcje tancuchowe z udzialem wol-
nych rodnikéw. Jony metali sg takze aktywatorami i warunkujg rézno-
rodne efekty polaryzacyjne, powodujac rozluznienie siatki elektronowej
oraz obnizenie bariery aktywacyjnej. Ponadto metale tworza ,jednostki
katalityczne” o nowych jakosciowo funkcjach, ktdre r6zniag sie znacznie
od dziatania jonu swobodnego. Do tej grupy zaliczy¢ mozna kompleksy
typu metaloenzyméw. Jony metali mogg tworzy¢ zwigzki o $cisle okreslo-
nym dziataniu. Mozna do nich zaliczy¢ zwigzki kompleksowe, na przykitad
katalaze, peroksydaze i inne enzymy hemowe. Jon metalu jest specyficzny
dla danej jednostki katalitycznej i nie jest mozliwa jego zamiana na inny
jon. Wiasciwosci tego typu zwiazkoéw kompleksowych sg dobrze poznane.

Znacznie mniej poznana jest rola metalu jako aktywatora. Okreslony
jon metalu moze by¢ zwykle zastgpiony innym metalem: oksydaze o-dwu-
fenolowa aktywujg jony Fe2+‘Co2+ i Mn2+; aminopeptydaze leucyno-
wg — Mn2+ i Mg2+; arginaze — Mn2+, Co2+, Ni2+ i Fe2+, natomiast karbo-
ksypeptydaze — Mn2+, Co2+, Ni2+, Zn2+, Pb2+, Fe2+, Mg2+, Ba2+ i Cu2+,
Ze zjawiskiem matej specyficznosci dziatania jondw metali jako aktywa-
torow zwigzane jest prawdopodobnie nadmierne gromadzenie w orga-
nizmach zywych pewnych jondw w przypadkach niedoboru innych jondw
metali. Hewitt (18) zaobserwowat, ze w komdrkach roslinnych mozliwe

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa.
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jest catkowite lub czeSciowe zastgpienie wapnia przez stront, molibdenu
przez wolfram lub wanad, za$ potasu przez rubid.

Dwyer (12) wymienia nastepujace funkcje, jakie jon metalu moze
spetnia¢ w katalizie enzymatycznej:
tworzenie kompleksu z donatorem atomoéw, enzymem lub substratem,
co zwieksza powinowactwo w kierunku okreslonej reakcji;
tworzenie mostku pomiedzy enzymem a substratem;
aktywowanie chemiczne;
orientowanie pewnych grup podczas reakcji.

W celu zrozumienia roli jonu metalu, nalezy zbada¢ czy tworzy on
kompleks z biatkami, ktdre z grup czynnych czasteczki biatka tgczg sie
z jonami metalu i ktére z potagczen metal-biatko biorg udziat w katalizie
enzymatycznej.

Na enzymy najsilniej dziataja dwuwarto$ciowe jony metali, tworzace
czworo- i osSmioscienne struktury, posiadajace okreSlong site polaryzacji
wzgledem ligandow. Orgel (46), omawiajac udzial metali.w systemach
biologicznych, stwierdza, ze Mn2+ i Mg2+ tworzg struktury o$mioscienne
w wiekszosci przypadkow, natomiast Ca2+ tylko w pewnych uktadach.
Jony Mn2+, Mg2+ i Ca2+ wykazujg zblizone powinowactwo i stechio-
merie. Jon cynku tworzy zwykle struktury o$mioscienne (wyjatkiem sg
potaczenia z innymi metalami, gdzie wystepuje w strukturach czworo-
$ciennych).

Jedng z wazniejszych cech, warunkujaca udzial danego jonu w ka-
talizie enzymatycznej, jest trwatosé tworzonych kompleksow. Cecha ta
wyrazona jest przez statg rownowagi kompleksu K (tablica 1).
Kompleksy jonéw Pd2+ i Cu2+, posiadajacych charakterystyczny uktad
elektroné6w na zewnetrznej powtoce, wykazujg najwyzsze state réwno-
wagi K (36, 37). Tego typu kompleksy majg niewielkie znaczenie w ka-

Tablica |

State rownowagi dla kompleksu metal-aldehyd salicylowy (Ksal) oraz
metal-etylenodwuamina (Ken) (wedtug 37)

Kation log Ksal log Ken
Pd2+ 14,8 26,9
Cu2+ 133 19,6
Ni2+ 9,2 18,6
Co2+ 83 138
Zn2+ 81 12,9
Cd2+ 7,8 12,3
Fe2+ 7,6 9,5
Mn2f 6,8 57

Mg2+ 6,5 —
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talizie enzymatycznej, co $wiadczyé moze o odwrotnej zaleznosSci miedzy
zdolnoscig metali cfo chelatowania a ich udzialem w reakcjach enzyma-
tycznych. Jony Mn2+ i Mg2+, tworzgce kompleksy o najnizszych statych
rébwnowagi sg najbardziej powszechnymi aktywatorami enzymdw (29).
Ich potaczenia metal-enzym lub metal-substrat sg nietrwate, co umozliwia
zmiane konfiguracji czasteczek enzymu i substratu podczas katalizy enzy-
matycznej.

Rosenberg (53) badajgc dziatanie jonéw metali na aktywnos¢
karnozynazy (hydrolaza aminoacylo-L-histydyny EC. 3.4.3.3.) stwierdzit,
ze tendencja do zwiegkszania aktywnos$ci enzymu (zmniejszania jego inhi-
bicji) zwigzana jest z wartoscig stalej rownowagi kompleksu. Wykazano
takze (27) zalezno$¢ miedzy statg rownowagi i liczbg koordynacyjng a ha-
mowaniem karbamoilotransferazy asparaginianowej (karbamoilotransfe-
raza karbamoilofosforan: L-asparaginian EC. 2.1.3.2) przez metale. Jony
metali (z wyjatkiem miedzi), majagce wysokie liczby koordynacyjne i two-
rzace najbardziej stabilne kompleksy o duzych statych réwnowagi, naj-
bardziej zmniejszajg szybkos$¢ reakcji (tablica 2). Hamowanie przez jony
metali moze by¢ catkowicie zniesione nadmiarem asparaginianu. Klep -
pe i Spaeren (27) przypuszczaja, ze hamujace dziatanie jonéw me-
tali polega na tworzeniu kompleksu z substratem. Jon metalu moze byé
potaczony z ujemnie natadowang grupg karboksylowg i niezjonizowang
grupa aminowag asparaginianu (17). W tym przypadku aktywnos$¢ enzymu

Tablica 2

Hamowanie karbamoilotransferazy asparaginianowej przez nie-
organiczne Kkationy (wedtug 27)

% hamowania
Kation log K
natywny enzym podjednostki enzymu

«

Li+ 0 0
Na+ 0 0
K+ 0 0
NH+ 0 0
Mg2+ 23 13 0
Caz+ 16 0
Sr2+ 9 0
Mn2+ 4,0 20 0
Cuz+ 15,7 65 45
Zn2+ 10,4 55 23
Cd2+ 76 16
Co2+ 10,7 77 28
Ni2+ 12,7 8l 32

K — stata rownowagi dla komplekséw kation-asparaginian
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moze by¢ posrednio regulowana rodzajem i stezeniem jonu metalu, ktéry
taczac sie z substratem uniemozliwia jego rozktad.

Poszczegdlne kationy biorg udziat w specyficznym dla danego jonu
typie katalizy. Vallee (71) uwaza, ze jony magnezowe odgrywajg role
w aktywacji tych enzymoéw, ktore dziatajg na ufosforylowany substrat,
poniewaz jony Mg2+ silnie kompleksujg z tlenem. W tym przypadku
mozliwa jest interakcja miedzy metalem a tlenem grupy fosforanowej
substratu (12).

Poniewaz jony Ca2+ podobnie jak jony Mg2+ silnie kompleksujag z tle-
nem, teoretycznie mozliwe jest wspotzawodnictwo miedzy tymi jonami.
Na przyktad wyodrebniona z drozdzy fosfataza (fosfohydrolaza mono-
estrow ortofosforanowych EC. 3.1.3.1), jest aktywowana przez Mg2+,
a hamowana kompetycyjnie przez Ca2+ (71). Jony Ca2+ i Mn2+ aktywujg
dehydrogenaze glutaminianowa (oksydoreduktaza L-glutaminian: NAD
EC. 1.4.1.2), otrzymang z jednokomorkowych form Bacillus emersonii (31).
Wedtug K lotza (28), jony wapnia nie sg specyficznymi aktywatorami
reakcji enzymatycznych, poniewaz tworzg rozpuszczalne kompleksy
z matymi czasteczkami zwigzkow organicznych, posiadajg mate powi-
nowactwo do biatek, a duze do kwaséw organicznych i innych wysoko-
czasteczkowych zwigzkéw o specyficznych wiasciwosciach elektrosta-
tycznych. %

Jony Mn2+, Ca2+, Ni2+ i Zn2+ tatwo koordynuja z parg elektrondw
atomow azotu (12), dlatego tez sg powszechnie znane jako aktywatory
peptydaz. Najbardziej charakterystyczna jest aktywacja hydrolaz w obec-
nosci Mn2+ i rola Zn2+ w metaloenzymach, co zostanie omowione szczeg6-
towo w dalszej czesci artykutu.

Jony Cu2+ sg stabymi aktywatorami i moga dziata¢ jako inhibitory.
Dwyer (12) podaje, ze Cu2+ w matych stezeniach jest aktywatorem
dekarboksylazy szczawianowej (karboksy-liaza szczawianu EC. 4.1.1.2)
a w wyzszych jej inhibitorem. K lotz (29) wykazat, ze Cu2+ w pH <C7
taczy sie z biatkiem poprzez tlen grup karboksylowych, natomiast
w pH > 7 poprzez grupy aminowe. Ponadto stwierdzono, ze Cu2+ moze
by¢ przytaczony do rybonukleazy z trzustki wotu poprzez conajmniej
dwie grupy ligandow (54).

Metale posiadajg okre$long zdolno$¢ do tgczenia sie z pewnymi biatka-
mi. Na przyktad konalbumina (stanowigca 16% frakcji biatkowej jaja
kurzego), podobnie jak biatka hemowe, wykazuje malejgce powinowactwo
do Fe3+, Cu2+, Zn2+ (75). Spostrzezenie to jest interesujgce w powigzaniu
z faktem, ze analogiczne jest powinowactwo wyzej wymienionych metali
do grup hydroksylowych. Doswiadczenia Warnera i Webera (75)
wykazaly, ze miejscem przyczepienia jonéw Fe3+ Cu2+ i Zn2+ do biatka
jest fenolowy jon tyrozyny.
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I. Kationy jednowartosciowe

W 1965 roku Melchior (35) stwierdzit, ze Mg-ADP jest specyficz-
nym substratem dla kinazy pirogronianowej (fosfotransferaza ATP: pi-
rogronian EC. 2.7.1.40), za$ potas petni funkcje aktywatora tego enzymu.
Jony NH4 i Rb+ mogg zastepowa¢ K+ w aktywacji enzymu, natomiast
jon sodu nie wykazuje tego dziatania. Mozliwe jest istnienie dwu miejsc
przytaczania kationéw w centrum aktywnym enzymu. Je$li jedno miejsce
jest zajete przez K+, to enzym jest aktywny, natomiast gdy oba miejsca
sq zajete przez dwa jony potasu lub przez jon magnezu, to enzym jest
mniej lub nieaktywny.

Mg*: K K
MgE <—= A E= - KE *===* KE
nieaktywny nieaktywny aktywny nieaktywny
MacLeod i Snell (32, 33) wykazali, ze wzrost Streptococcus

faecalis moze sie odbywac jedynie w obecnosci jondw K+ i Rb+, nato-
miast jony Na+ i Cs+ sg antagonistami wzrostu. Autorzy ci postulujg
powstawanie aktywnego kompleksu enzym-metal w obecnos$ci potasu i ru-
bidu, oraz nieaktywnego w obecnosci sodu i cezu.

ATP-aza (fosfohydrolaza ATP EC. 3.6.1.3) z mieé$ni szkieletowych
krolika jest aktywowana przez Ca2+ i Mg2+ w pH 7,6—7,8, a przez
Na+ i K+ w pH 85 (13). Preparat tego enzymu hydrolizuje karbamoilo-
fosforan przy wspoétudziale jonéw K+ (5,80). Jony potasu mogg byc
zastepowane innymi jednowartoSciowymi jonami metali, jak Rb+, Cs+,
Li+, a takze NH4, ale nie jonami sodu (5). Yoshida i wsp. (80) wyka-
zali duze podobienstwo miedzy aktywnos$cig ATP-azy zaleznej od Na+
i K+ i fosfatazy aktywowanej jonami potasu. Autorzy ci przypuszczaja,
ze hydroliza ATP i karbamoilofosforanu moze by¢ spowodowana przez
te sama czasteczke enzymu lub przez czes¢ kompleksu enzymatycznego.

Potas dziala hamujaco na acetylocholinoesteraze (hydrolaza acety-
locholiny EC. 3.1.1.7) a wzmaga aktywno$¢ acetylotransferazy cholinowej
(O-acetylotransferaza acetyloCoA:cholina EC. 2.3.1.6). W tym przypadku
jony metalu odgrywaja role w regulacji przemian, bowiem dziatanie K+
jest przeciwstawne w reakcji anabolicznej i katabolicznej.

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (oksydoreduktaza D-glukozo-
6-fosforan:NADP EC. 1.1.1.49) z erytrocytow ludzkich jest tetramerem
0 ciezarze czasteczkowym 210 000 (8). Enzym ten jest aktywowany jonami
Mg2+ i Ca2+ jak rowniez jonami jednowartoSciowymi. Aktywacje enzy-
mu powodujg nastepujgce sole: NH4C1, Tris-Cl, MgCl2 NaCl i KC1 (7).

Syntetaza formylotetrahydrofolianowa (ligaza mréwczan :tetrahydro-
folian EC. 6.3.4.1) z Clostridium cylindrosporum jest enzymem nietrwa-
tym. Welch i wsp. (76) stwierdzili, ze enzym ten jest aktywowany
jonami amonowymi, a w stanie rownowagi istniejg dwie formy enzymu:
jedna o nizszej Kmw obecnosci NH” i druga o wyzszej Kmw nieobecnosci
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NH4 dla tego samego substratu. Wynika z tego, ze jony amonowe zwiek-
szajg powinowactwo enzymu do substratu.

Dziatanie hamujgce jonéw srebra na a-amylaze wykryt Myrback
(43). Wyjasnit on to zjawisko wspdtzawodnictwem jonoéw srebra z jonami
wodorowymi, gdyz Ag+ taczy sie z grupami karboksylowymi enzymu,
tworzac stabo dysocjujgca sol.

(AL 1 =KAg= 1074

Inaktywacja a-amylazy byta niezalezna od stezenia substratu i odwra-
calna dodatkiem H2S.

Rola jonow jednowartosciowych w katalizie enzymatycznej prawdo-
podobnie polega jedynie na zmianie dysocjacji biatka, gdyz nie sg one
zdolne do tworzenia komplekséw z biatkiem ani tez z substratem reakcji
enzymatycznej (28).

M. Kationy dwuwartos$ciowe

Wedlug K lotza (29), wolne aminokwasy tworza kompleksy z jo-
nami dwuwartoSciowymi poprzez wigzanie koordynacyjne z grupa ami-
nowga i karboksylowa. Jednak powinowactwo metali do biatek jest sil-
niejsze anizeli metali do aminokwaséw.

Przytgczenie jonu metalu do biatka moze zmienia¢ konfiguracje biatka.
Widmo kompleksu Cu2+-albumina w pewnych warunkach ma szczyt

Rys. 1. Wptyw jonéw metali na widma absorpcji kompleksu Cu-albumina
A = 0003M Cu*+; B = 0,008M Zn2+; C = 0003M Cd3+; D = 0003M Pb2+; E - 00003 M Hg2+ (30)
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absorpcji przy 375,0 nm (rysunek 1), ktéry zanika po dodaniu ekwimolar-
nej ilosci jonéw Hg2+ Benesch i Benesch (3, 4) wykazali, ze
z jonami rteci reaguje jedna grupa -SH albuminy i dlatego jon Cu2+ jest
wypierany z potaczen metal-biatko, co powoduje zanik absorpcji przy
375,0 nm.

Wigzanie metalu z biatkiem zalezy rowniez od stezenia jonéw wodo-
rowych. tadunek elektrostatyczny wiekszosci bialek waha sie od do-
datniego do ujemnego w zakresie pH 5—7. Im wiekszy jest tadunek
ujemny biatka, tym wiecej jonéw metali moze ono wigza¢. Wigzanie Cu2+
z biatkiem w pH 9,6 powoduje pojawienie sie maksimum absorpcji przy
600 nm, a zatem zachodzi poprzez grupy aminowe, natomiast w nizszych
pH metal taczy sie z grupami karboksylowymi biatka, gdyz kompleks
ten ma szczyt absorpcji przy 700 nm. Wykazano bowiem, ze wigzanie

/ o
-C—. .Cu2+ warunkuje powstawanie szczytu absorpcji przy 700 nm, na-

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

Podczas taczenia sie metalu z biatkiem ulega zmianie rozmieszczenie
tadunku w czasteczce biatka, co moze powodowaé zmiany powinowactwa
enzymu do substratu, optymalnego pH reakcji oraz krzywych dysocjacji.
Gdy suma tadunkéw danego biatka jest ujemna, moze powsta¢ dimer
poprzez kation metalu.

Syntetaza glutaminowa (ligaza L-glutaminian:amoniak (ADP) EC.
6.3.1.2) z Escherichia coli wystepuje jako agregat z dwunastu identycznych
podjednostek (70) i zawiera znaczne ilosci jonébw Mn2+ (78). Enzym na-
tywny nie jest wrazliwy na denaturacje IM mocznikiem w pH 8 (79),
na czynniki alkilujgce i zwiazki organiczne rteci (58). Dodatek Mn2+ do

Rys. 2. Inaktywacja dwu rdznych preparatéw syntetazy glutaminowej przez 1%
s6l sodowg siarczanu dodecylu (57)

O--0 enzym natywny, zawierajacy 40 moli Mn2+ na mol enzymu, p—d¢ enzym ,wolny od jo-
néw metalu™, zawierajacy 2 mole Mn+2 na mol enzymu
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catkowicie zdysocjowanego pod wptywem IM mocznika enzymu powoduje
odtworzenie pierwotnej struktury podwdéjnego szesciokata (70). Obecnos$é
jonébw Mn2+ zwieksza trwato$¢ enzymu; na przyktad dodatek 1% soli
sodowej siarczanu dodecylu nie zmienia aktywnosci enzymu zawieraja-
cego 40 moli Mn/mol biatka, natomiast ,wolny od jonéw metalu” enzym
jest gwattownie inaktywowany (57) (rysunek 2).

Shapiro i Ginsburg (57) zaobserwowali rowniez zmiany fizy-
kochemiczne i zmiany w widmie UV natywnej i wolnej od jonow metalu
syntetazy glutaminowej. Konformacja natywnego i wolnego od jondéw
metalu enzymu nie wykazuje istotnych réznic (26, 70). Jednakze badania
w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze wolny od jonéw metalu enzym,
poddany dziataniu dwuwarto$ciowych kationéw zaczyna tworzy¢ wydtu-
zone agregaty o malejacej rozpuszczalnosci (70). Monder (39) wykazat,
ze zmiana stezenia jondw metalu, jak rdwniez rodzaj uzytego kationu moze
powodowaé duze réznice optimum pH (rysunek 3).

PH

Rys. 3. Wptyw pH i zmiennych stezen Mg2+, Mn2+, Co2+ i Fe2+ na aktywacje
syntetazy glutaminowej (39)

N—a—m 25 MM Mn,t; A —-- A 50 mM Mnl+; O ... O 50 mM Fe+; 50 mM
Cot+; A——A 50 mM Mg +

Zwiekszanie stezenia jonow Mn2+ i Mg2+, jak rowniez Co2+, powoduje
obnizenie optymalnych wartosci pH. Zaskakujace jest, ze jony Ni2l nie
aktywujg syntetazy glutaminowej, ale w pewnych warunkach moga ha-
mowac jej aktywnos$é. Interpretacja tego zjawiska jest trudna, albowiem
wiekszo$¢ enzyméw aktywowanych jonami kobaltu jest rowniez aktywo-
wana jonami niklu, ktére majg podobny ksztat, tadunek, promief jonowy
i liczbe koordynacyjna. Jony Fe2+ aktywuja syntetaze L-glutaminy, jed-
nak znacznie stabiej anizeli mangan, magnez i kobalt. Jony wapniowe
natomiast hamujg aktywno$¢ enzymu, przy czym nie jest to hamowanie
kompetycyjne wzgledem jonow Mg2+ (25).
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Syntetaza glutaminowa jest enzymem bardzo wrazliwym na dwu-
wartosciowe jony metali, dlatego Monder (39) uwaza, ze poziom aktyw-
nosci tego enzymu moze by¢ regulowany rodzajem, stezeniem i rozmiesz-
czeniem jonow metali w komorce.

I11. Metale jako koenzymy

Zwigzany koordynacyjnie metal stanowi cze$¢ lub calg grupe proste-
tyczng enzymu. Wedtug V a llee (71), metaloenzymy charakteryzujg sie
silnym wigzaniem metal-enzym, podczas gdy w kompleksie, gdzie metal
nie jest czescig sktadowg biatka natywnego, wigzanie to jest stabe.

Metalokarboksypeptydaza (hydrolaza peptydylo-L-aminokwasu EC.
3.4.2.1), wyodrebniona z trzustki wotu, jest metaloezymem o ciezarze
czasteczkowym 34 000. Enzym natywny zawiera 1 gramoréwnowaznik
Zn2+ na gramoczasteczke enzymu (67, 72, 73). Vallee i wsp. (74)
stwierdzili, ze podczas dializy w buforze wolnym od jondw metali enzym
traci aktywnos$¢. Wolny od Zn2+ enzym, dializowany w buforze, zawie-
rajacy Zn2+ lub Ni2+, Fe2+ Mn2+ Cr3+ zostaje czeSciowo lub catkowicie
reaktywowany.

Ekwimolarny dodatek jonéw Zn2+ reaktywuje w petni enzym. Innymi
aktywatorami sg: Co2+, Zn2+, Ni2+, Mn2+, Fe2+, przy czym Zn2+ i Co2+
zajmuja identyczne miejsce na powierzchni enzymu, co zostatlo stwier-
dzone za pomocg izotopow promieniotwdérczych, jednak w przypadku
kobaltu w widmie kompleksu wystepuje maksimum absorpcji przy 530 nm,
ktérego nie ma w widmie kompleksu z Zn2+ (rysunek 4). Enzym akty-
wowany jonami kobaltu ma wyzszg specyficzng aktywno$¢ peptydazowg

\,nm

Rys. 4. Widma absorpcji kompleksu karboksypeptydaza-Co2+, karboksypeptydaza-
-Zn2+ oraz jonow Co2+ (10)
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anizeli aktywowany Zn2+ (rysunek 5). Obnizenie stezenia metalu w bu-
forze w przypadku Co2 powoduje znaczny spadek specyficznej aktyw-
nosci w przeciwienstwie do Zn2+, gdzie przy mniejszych stezeniach me-
talu aktywno$¢ enzymu pozostawata niezmienna.

Rys. 5 Reaktywacja karboksypeptydazy (CPD), wolnej od Zn2+, przy pomocy
jonow metali: (74)
O aktywnos$¢ peptydazowa po dializie w buforze zawierajgcym jony metali w stezeniu 1:1<M M;
aktywno$¢ peptydazowa po nastepnej dializie w buforze wolnym od jonéw metali

Przypuszcza sie, ze w centrum apoenzymu metal wigzany jest poprzez
azot i siarke. Coleman i Vaiiee (11) wykazali, ze gdy metal
przytagcza sie do karboksypeptydazy, uwalniajg sie dwa jony H+, co
Swiadczy o obecnosci w centrum aktywnym enzymu grup sulfhydrylo-
wych i aminowych reszt aminokwasowych, ktore w pH 7 sg donatorami
wodoru. Poréwnanie statych rownowagi réznych metalokarboksypeptydaz,
ich zdolnosci do kompleksowania i badania widma w podczerwieni wyka-
zZuja, ze Zn2+ jak i Co2+ moga by¢ zwigzane z grupg a-aminowg aspa-
raginy (stanowigcej koncowga reszte aminokwasowa niektorych karbo-
ksypeptydaz) oraz z grupg -SH cysteiny (72). Wieksza aktywnos$¢ pepty-
dazowa metalokarboksypeptydazy aktywowanej Co2+ w porownaniu
z natywng Zn-karboksypeptydazg sugeruje mozliwo$¢ tworzenia dla
okreslonych substratow dodatkowego centrum Kkatalitycznego (tablica 3).

Aktywno$¢ peptydazowa wzrasta prawie dwukrotnie w obecnosci
Co2+, gdy substratem jest peptyd, karbobenzoksyglicylo L-fenyloalanina.
Natomiast w obecnosci Ni2+ i znacznie silniej w obecnosci Mn2+ zmniej-
sza sie aktywnos$¢ peptydazowa i esterazowa. Gdy Zn2+ zastgpi sie pier-
wiastkami z grupy Il B: Cd2+ i Hg2+ lub przez Pb2+ (IV grupa), karbo-
ksypeptydaza wykazuje jedynie aktywno$¢ esterazowa, natomiast nie
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Tablica 3
Peptydazowa i esterazowa aktywno$¢ metalokarboksypeptydazy (wedtug 11)

. Aktywnosé
Metalokarboksy- Aktywnosc peptydazowaa esterazowab
peptydaza (CPD) .
1 mol metalu na ka_rbobenzoksy- kar-bobenzoksy- t_Jen20|I0- hipurylo-DL-p-
1 mol apoenzymu gllcylo-L_-fenon- glicylo-L-tryp- gllcylo-L-_fe- fenylo-mleczan

alanina tofan nylo-alanina

CPD-Zn2+ 75 28 55 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-Ph2+ 0,0 0,0 0,0 0,60
CPD-Cu2+ 0,0 0,0 0,0 0,00

a préby inkubowano w pH 7,5, 0°C z 0,02M substratem w 0,02M buforze Na-Weronal zawierajgcym 0,1M NaC
k préby inkubowano w pH 7,5 25°C z 0,01M substratem w 0,005 M buforze Tris zawierajagcym 0,1M NaCl
Wspétczynnik wariancji 4%

hydrolizuje wigzan peptydowych. Godny uwagi jest fakt, ze w obecnosci
pierwiastkéw grupy Il metalokarboksypeptydaza wykazuje znacznie sil-
niejsze dziatanie esterazy niz natywna Zn-karboksypeptydaza. Vallee
i wsp. (74) stwierdzili, ze 0,96 gramoatomoéw Cd2+ tgczy sie z jednym
molem karboksypeptydazy, a Colemen i Vallee (11), ze radio-
aktywny Cd2+ zajmuje to samo miejsce na powierzchni enzymu, co
Zn2+. ;

Wyjasnienie tego zaskakujacego zjawiska, ze nienatywne jony me-
tali aktywujg enzym znacznie silniej anizeli natywny cynk oraz ze niektdre
z metali pobudzajg aktywnos$é esterazowg a réwnoczesSnie catkowicie
hamujg aktywno$¢ proteolityczna, wymaga szerszego omdéwienia mecha-
nizmu dziatania centrum aktywnego metalokarboksypeptydazy. Vallee
(72), acylujac natywna karboksypeptydaze bezwodnikami kwaséw: izo-
-mastowego, n-mastowego oraz n-walerianowego, uzyskat zwiekszenie
aktywnos$ci esterazowej enzymu i znaczne zmniejszenie aktywnosci pepty-
dazowej (tablica 4).

Jodowanie karboksypeptydazy powodowalo 5-krotny wzrost aktyw-
nosci esterazowej i zupeiny zanik aktywnosci peptydazowej. Dotagczanie
reszt kwasu bursztynowego powodowato 50°/0 zwiekszenie aktywnosci
zarbwno esterazowej jak i proteolitycznej. Najwyzsza aktywno$¢ estera-
zowg przy pelnym zaniku aktywnosci proteolitycznej uzyskano po zasto-
sowaniu acetylacji bezwodnikiem octowym i acetyloimidazolem, acetyla-
cje sukcynylokarboksypeptydazy oraz jodowanie sukcyno-karboksypep-
tydazy i acetylokarboksypeptydazy.
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Tablica 4

Aktywnos$¢ esterazowa i peptydazowa metalokarboksypeptydazy mo-
dyfikowana jonami metali i zwigzkami organicznymi (wedtug 72)

1m — L,
1 Metalokarboksypepty- Aktywnos¢ w %
daza 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 1* 700 0
Bursztynian 150 154
Kwas izo-mastowy 134 83
Kwas n-walerianowy 162 80
Kwas n-mastowy 191 64
Kwas propionowy 342 49
Fotoutlenianie 198 36

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

Zmiany w widmach absorpcji wskazujg, ze acetylacji ulegajg reszty
tyrozynowe w aktywnym centrum enzymu. Swiadczy to, ze zwiekszenie
aktywnosci esterazowej warunkuje tyrozyna acetylowana, a aktywnos$é
peptydazowag — nieacetylowana. Vallee (72) zaproponowat schemat
dziatania centrum aktywnego karboksypeptydazy (schemat 1a, b), wedtug
ktorego hydrolize peptydu zapoczatkowujg grupy B centrum aktywnego
karboksypeptydazy jako donatory par elektronéw dla wegli karbonylo-
wych, przy czym powstaje produkt posredni: acyloenzym. Reakcje te
moze utatwia¢ jon metalu, odciggajac elektrony z wegla do tlenu karbo-
nylowego. Rabin (48) sugeruje mozliwos¢ przytaczenia czasteczki wody
miedzy grupe B a atom wegla karbonylowego. Ponadto kwasowe grupy
w centrum katalitycznym enzymu moga by¢ donatorami protonéw dla
atomu azotu wigzania peptydowego. Koordynacyjne zwigzanie metalu
z tym azotem moze dodatkowo utatwia¢ odciggniecie elektronéw z pota-
czenia C:N. Biorgc pod uwage, ze grupy A i B w centrum katalitycznym
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enzymu sg prawdopodobnie resztami tyrozyny, mozna wyjasni¢, dlaczego
acetylacja, jak rowniez acetylo-sukcynylacja tych grup powoduje catko-
wity zanik aktywnos$ci peptydazowej.

a) b)

Peptydaza

Schemat 1a, b. Hipotetyczny schemat centrum aktywnego karboksypeptydazy
z uwzglednieniem mechanizmu hydrolizy peptydazowej i esterazowej (72

Acetylo-, jodo- i acetylosukcynylo-karboksypeptydazy, majac zaha-
mowang aktywnos$¢é peptydazowa, wykazujg znacznie zwiekszong aktyw-
nos$¢ esterazowa. Kiedy grupa B jest zablokowana przez wymienione ugru-
powania, jedyng grupg reagujaca jest jon hydroksylowy, co wyjasnia za-
lezno$¢ aktywnosci esterazowej od pH. Hg2+ i Cd2+ réwniez zwiekszajg
aktywnos¢ esterazowg enzymu i powodujg zanik aktywnosci peptyda-
zowej. Pauling (47) oznaczyt dtugo$¢ promieni jonowych niektorych
pierwiastkow (dla Zn2+— 0,74 A, dla Cd2+— 0,97 A, dla Hg2+— 1,10 A).
Diuzsze promienie jonowe kadmu i rteci niz cynku umozliwiajg silniejsze
oddzialtywanie z grupg B, dzieki czemu nastepuje jej zablokowanie.

Zastapienie zatem metalu natywnego w centrum aktywnym enzymu
innym metalem powoduje zmiane specyficznej aktywnosci i specyficz-
nosci substratowej. Dlatego to wptyw jonéw metali moze byé wysoce
selektywnym i specyficznym $rodkiem do badania centrum aktywnego
enzymu.

Zblizone do karboksypeptydazy dziatanie wykazuje anhydraza we-
glowa (hydro-liaza weglanu EC. 4.2.1.1), ktéra rowniez jest metaloenzy-
mem, zawierajgcym Zn2+; wolny od jonéw metalu enzym jest w petni
reaktywowany dodatkiem jonéw Zn2+ (tablica 5).

Aktywowany jonami Co2+ enzym posiada wysoka aktywno$¢ specy-
ficzng. Widmo absorpcyjne natywnej Zn-anhydrazy weglowej nie posiada
maksiméw absorpcji w zakresie 450—700 nm, natomiast podstawienie
kobaltem w centrum aktywnym powoduje pojawienie sie maksimum
absorpcji w zakresie 500—600 nm (9). Swiadczy to o powstaniu zmodyfi-
kowanego centrum aktywnego anhydrazy weglowej, w ktdrym zasadniczg
role odgrywaja dwuwartosciowe jony kobaltu.
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Tablica 5

Aktywnos$¢ anhydrazy weglowej i zawarto$¢ cynku w apoenzymie
(wedtug 9)

» Zawartos¢ Zn2+w
Aktywno$¢ enzymu

Enzym 3 gramoatomach/mol

(w jednostkach) enzymu

Enzym natywny 10 200 1,0

Enzym natywny +amid

acetoazolu (1 x 10-5M) 187

Enzym natywny

pH 1,9—75 0

Apoenzym 400 0,03

Apoenzym-Zn2+ 9 500 1,00

Apoenzym-Co2+ 5700 0,05

Apoenzym-Ni2+ 500 0,05

Apoenzym-Cu2+ 127 <0,01

Apoenzym-Cd2+ 430 <0,01

Apoenzym-Hg2+ 5 <0,01

IV. Potaczenia enzym-substrat poprzez jony metali

Bardzo istotng role petnig metale jako mostki, tgczace enzymy z sub-
stratami. W tym przypadku metal nie musi by¢ czescig sktadowg enzymu.
Jony metali wpltywajg w tym wypadku na jonizacje substratu, utatwiajgc
tym tworzenie kompleksu enzym-substrat. Powstanie po#gczenia chela-
towego miedzy jonem metalu a substratem umozliwia zwiekszenie lokal-
nego stezenia jonéw OH-, ulatwiajgcego hydrolize enzymatyczng oraz
stabilizacje stanu zjonizowania substratu czy enzymu podczas trwania
kompleksu. Jonami metali, ktére odgrywaja zasadnicza role w aktywacji
enzymow i jonizacji substratow, sg Mg2+ i Mn2+.

Ponizej omdwionych zostanie kilka potaczen E-S poprzez jony me-
tali.

1) Karbamoilotransferaza ornitynowa (karbamoilotransferaza karbamo-
ilofosforan:L-ornityna EC. 2.1.3.3) katalizuje synteze oraz arsenolityczng
(49) i fosforolityczng degradacje cytruliny (26). Kleczkowski i wsp.
(26) badali wptyw niektérych jonéw metali na anabolizm i katabolizm
cytruliny. Okazato sie, ze Mg2+ nie wywiera zadnego wptywu na synteze
oraz arsenolityczng degradacje cytruliny, natomiast fosforoliza jest silnie
aktywowana przez wyzsze stezenia tych jondw. Powodowane jest to
prawdopodobnie duzym powinowactwem Mg2+ do tlenu zwigzanego z fos-
forem, mozliwa jest wiec jonizacja potgczenia enzym-substrat-metal-
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-fosforan. W przeciwienstwie do magnezu, mangan jest silnym inhibitorem
syntezy cytruliny i jej degradacji arsenolitycznej, natomiast w mniej-
szych stezeniach nie wywiera wptywu na degradacje fosforolityczng;
dopiero dodatek 40 mM Mn2+ powodowat 48% inhibicje.

Hamowanie przez jony metali ma charakter kompetycyjny — jest za-
lezne wytgcznie od stezenia cytruliny, lecz nie zalezy od stezenia karba-
moilofosforanu (CP). Mozna zatem przypuszczaé, ze karbamoilotransfe-
raza ornitynowa ma dwa niezalezne centra substratowe o specyficznej
konfiguracji (24).

2) Arginaza (amidynohydrolaza L-argininy EC. 3.5.3.1) jest enzymem
o wysokiej specyficznosci substratowej (15, 40, 56), aktywowana jest
jonami Mn2+ i nieco stabiej Co2+ oraz Ni2+ (15, 42, 50) (rysunek 6).

pH

Rys. 6. Wptyw jonow Mn2+, Co2+ i Ni2+ na aktywno$¢ arginazy z watroby wotu
w roznych pH (16)

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

Greenberg i wsp. (16) stwierdzili, ze arginaza moze by¢ akty-
wowana przez kompleks Fe2+-cysteina, jony Cd2+ nie wywierajg zadnego
wptywu, natomiast Zn2+ w stezeniu 0,025 M hamuje enzym w 70%.

Wydaje sie, ze metaliczne komponenty odgrywajg role w orientacji
substratu wzgledem odpowiednich grup w centrum aktywnym enzymu
(41, 44) a analogi strukturalne L-argininy, D-arginina i homoarginina,
wspo6tzawodniczg o arginaze z metalicznym aktywatorem (52).

Roche i wsp. (51) stwierdzili, ze zwiekszenie stezenia jondw Mn2+
powyzej pewnej wartosci nie wptywa na aktywnos$é arginazy, natomiast

6 Postepy Biochemii
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Tablica 6

Wartosci Kmdla arginazy z tubinu w obecnosci Mn2+,
Cg2+j np+ w réznych pH (wedtug 42)

Kmw mM
pH
1,6 mM Mn2+ 1,6 mM Co2+ 3,2mM Ni2+
8,75 41 59 151
9,40 32 71 —
9,95 36 — —
10,40 40 83 —

Co2+ i Ni2+ powoduje obnizenie aktywnos$ci enzymu. Nasuwa to przy-
puszczenie, ze jony Co2+ i Ni2+ gczg sie z centrum aktywnym w okreslo-
nym stosunku, a przy wyzszych stezeniach tych jonéw tworzy sie inny,
nieaktywny kompleks.

Muszynska i Reifer (42) stwierdzili zmniejszone powinowac-
two enzymu do substratu po zastgpieniu Mn2+ jonami Co2+ lub Ni2+
(tablica 6). Zwiekszanie wartosci Km w obecnosci tych jonéw metali
mozna tlumaczy¢ tym, ze aktywno$¢ arginazy jest zalezna od tworzenia
komplekséw arginaza-metal-arginina i moze by¢ ona rézna przy innych
katach i diugosciach stabych wigzan elektronowych. Pauling (47)
podaje, ze wyznaczony empirycznie promief jonowy dla Mn2+ wynosi
0,80 A, dla Co2+— 0,74 A, dla Ni2+ — 0,72 A.

K lotz (29) sugeruje, ze jony metali moga zniszczyé stabilizacje re-
zonansowg grupy guanidynowej argininy.'Metal ma dziatanie stabilizujgce
na posredni kompleks enzym-substrat, poniewaz utatwia on rozerwanie
wigzania C= NH z jednoczesnym przytgczeniem jondw hydroksylowych.
Prawdopodobnie przed utworzeniem kompleksu, jon metalu, majacy
zdolno$¢ do kompleksowania z grupami funkcyjnymi zawierajgcymi
azot, powoduje usuniecie jonu wodoru z amidynowej grupy =NH".
Z drugiej jednak strony zbyt silne powinowactwo metalu do grup hydro-
ksylowych moze zahamowac przemieszczenie tego jonu. Zrozumiate jest
zatem, ze Mn2+, Co2+, Ni2+ i Fe2+ mogg by¢ aktywatorami arginazy,
a Mg2+ nie aktywuje jej ze wzgledu na niskie powinowactwo do azotu,
podobnie jak Cu2+, Hg2+ i Fe2+, wykazujgce bardzo silne powinowactwo
do jonéw hydroksylowych.

3) Iminodipeptydaza (hydrolaza L-proliloaminokwasu EC. 3.4.3.6) hydro-
lizuje niespecyficzne dla biatek wigzanie imidazolowe, glicylo-L-proliny
(64). Iminodipeptydaze aktywujg jedynie jony Mn2+, a stabilizujg Mg2+
i glutation, co wskazuje na obecno$¢ grup sulfhydrylowych w enzymie.
Adams i Smith (1) stwierdzili, ze hamowanie przez jodoaceto-
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amid zachodzi jedynie w nieobecnosci Mn2+, gdy natomiast iloS¢ Mn2+
jest wystarczajgca, inhibicja jest nieznaczna. Prawdopodobnie zatem Mn2l
jest zwigzany z grupa -SH enzymu i to wigzanie ochrania grupe -SH
przed utlenieniem jodoacetoamidem. Jony manganawe nie spetniajg jed-
nak tej roli jesli na iminodipeptydaze dziatano p-chlororteciobenzoesanem
(PCMB). Ponadto iminodipeptydaza jest catkowicie hamowana nawet
przez niskie stezenia jonow cynku, otowiu, rteci i kadmu, poniewaz
jony te Reagujg z grupami sulfhydrylowymi enzymu (1).

Mn2+ zwigzany jest bezpos$rednio z biatkiem; ruchliwos$¢ elektrofo-
retyczna iminodipeptydazy nerkowej zmniejsza sie w obecnosci Mn2+,
co wskazuje na mniejszy tadunek ujemny w usieciowaniu biatka (61).

Malmstrom (34) wykazal, ze potgczenie koordynacyjne enzym-
-metal-substrat jest znacznie silniejsze, anizeli oddziatywanie jondw me-
tali z aminokwasami lub prostymi peptydami. Podczas katalizy enzyma-
tycznej najpierw obojetna grupa aminowa oraz zjonizowana grupa karbo-
ksylowa substratu #3cza sie z metalem, ktdry nastepnie ulega zwigzaniu
z enzymem (62, 66).

W kompleksie substrat-mangan mozliwe jest utworzenie dwu pier-
$cieni pieciocztonowych przy zatozeniu, ze jon manganawy bedzie zwig-
zany z azotem imidowym pierscienia proliny. Je$li natomiast metal wig-
zatby sie z grupa karbonylowga substratu, powstatyby pierScienie piecio-
i siedmio-cztonowe, lecz alternatywa ta jest mato prawdopodobna (65).

Z biatkiem Mn2+ taczy sie poprzez grupy -SH tworzac zwigzki o liczbie

koordynacyjnej sze$¢. Jednak nie ma bezposrednich dowoddw dotyczacych
charakteru potaczen pozostatych wigzan metalu. Stezenie jonéw wodo-
rowych, niezbedne dla optymalnego dziatania iminodipeptydazy, wynosi
okoto 8 (64), co wskazuje, ze miejsca nie zajete przez substrat i enzym
najprawdopodobniej zajete sq przez jony hydroksylowe.
4) Aminopeptydaza leucynowa (hydrolaza L-leucylopeptydu EC. 3.4.1.1)
powoduje hydrolize amidu L-leucyny. Enzym jest aktywowany przez
Mn2+i Mg2+ (23, 62), przy czym wpltyw Mg2+ jest bardzo staby. Inne
jony metali nie aktywujg, a mogg nawet hamowac ten enzym (64). Trwa-
to$¢ oczyszczonych i nieoczyszczonych preparatdbw enzymu obnizajg jony
Mn2+ (56, 63) a zwiekszajg jony Mg2+.

Jon metalu moze byé zwigzany koordynacyjnie z dwoma miejscami
na powierzchni substratu i z dwoma na biatku enzymatycznym (sche-

R’

0]

Schemat 2. Hipotetyczne oddziatywanie L-leucynoamidu z aminopeptydazg leucy-
nowga (65)
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mat 2). Poniewaz pH optymalne dla tego enzymu wynosi 8, prawdopo-
dobnie dwa dalsze wigzania koordynacyjne zajete sg przez grupy -OH.

W odréznieniu od iminodipeptydazy, jodoacetoamid nie hamuje ami-
nopeptydazy leucynowej (64); brak jest tez bezposrednich danych o gru-
pach biatka wigzacych metal. Mozna jedynie przypuszczac, ze igczy sie
on z niezjonizowang grupg imidazolowg i a-aminowg w wigzaniu pepty-
dowym lub z dwiema grupami imidazolowymi o rdznych warto$ciach
pK (66).

5) W reakcjach hydrolizy innych peptydow bierze udziat rowniez Mn2+
jako jon chelatujagcy. Mozna naszkicowa¢ pewien wspolny typ przemian
dla wiekszo$ci peptydaz. Zakladajgc, ze punkt przytgczenia jonu metalu
znajduje sie przy azocie wigzania peptydowego, uwzgledni¢ nalezy prze-
mieszczenie elektrondw z grupy karbonylowej do azotu peptydowego.
W wyniku tego przesuniecia wegiel karbonylowy statby sie bardziej elek-
tronododatni i silniej przyciagatby jony hydroksylowe. Ten etap dziatania
jondw metalu zbadano na prostych modelach nieenzymatycznych (68).

Jony wapnia sg znacznie mniej specyficznymi aktywatorami enzymow
(20, 28), jednakze odgrywajg istotng role w enzymatycznej hydrolizie
wielu potaczeh organicznych. WapA moze by¢ aktywatorem peptydaz
(60), a-amylaz (2, 20) i fosfataz (19, 38, 55, 77). Role jondw Ca2+ jako ko-
faktoréw niezbednych do utrzymania drugo- i trzeciorzedowej struktury
oraz zwigzang z tym aktywacje a-amylaz oméwiono niedawno w Po-
stepach Biochemii (2).

Imanishi (20), po zastosowaniu techniki elektrodializy wedtug
Steina » wsp. (69), uzyskat preparat a-amylazy z Bacillus subtilis nie
zawierajagcy jonéw wapnia. Badania widma w podczerwieni i pomiar
optycznej dyspersji rotacyjnej nie wykazaty réznic miedzy enzymem na-
tywnym a pozbawionym jonoéw Ca2+. Swiadczy to, ze zmiany nie dotycza
reszt chromoforowych enzymu. Jednakze a-amylaza ,wolna od jonow
metalu” wykazuje wieksza podatno$¢ na strgcanie niektérymi rozpusz-
czalnikami organicznymi i mniejszg odporno$¢ termiczng. Podobnie jak
w przypadku syntetazy glutaminowej, mocznik, praktycznie nie wywie-
rajacy wptywu na natywng czasteczke a-amylazy, zmienia konformacje
a-amylazy pozbawionej jonow metalu. Stabilno$¢ wiasciwg enzymowi
natywnemu mozna przywréci¢ dodajac 4—5 gramoatomow Ca2+ na gra-
moczasteczke enzymu. Imanishi (20) wykazal, ze na powierzchni
a-amylazy znajdujg sie trzy rownowarto$ciowe i elektrostatycznie nie-
zalezne miejsca wigzace jony Ca2+; mozna przypuszczaé, ze kazde z nich
sktada sie z dwu roznych grup: prawdopodobnie z grupy karboksylowej
i atomu azotu.

Jony wapnia biorg réwniez udziat w enzymatycznej hydrolizie reszt
fosforanowych. Zalezna od Mg2+ ATP-aza jest aktywowana przez jony
Ca2+. Jony Ca2+ i Mg2+ tworzg kompleks z substratem, przy czym roz-
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szczepienie kompleksu Mg-ATP jest przeszto dwukrotnie szybsze anizeli
Ca-ATP (77). Natomiast stata Michaelisa wskazuje na wyzsze powino-
wactwo kompleksu Ca-ATP (Km= 1,3-10~5M) enzymu niz kompleksu
Mg-ATP (Km= 3,6*10 5M) (77). Schaub i Ermini (55 wykazali,
ze ATP-aze moga aktywowa¢ dwuwartoSciowe kationy posiadajace pro-
mien jonowy od 0,65 do 0,99 A (tablica 7), przy czym jedynie Ca2+
0 promieniu jonowym 0,99 A silnie aktywuje ATP-aze z miozynu.

Podobnie kinaze fosforylazowg (fosfotransferaza ATPrfosforylaza
EC. 2.7.1.38) z miesni szkieletowych krdlika silnie aktywujg jony Ca2+
1 Mg2+ (19), przy czym nie dzialajg one antagonistycznie (38). Meyer
i wsp. (38) uwazaja, ze jony Ca2+ moga odgrywaé role w mechanizmie
kontroli komorkowej procesu glikogenezy.

Tablica 7

Wplyw kation6éw i ich promieni jonéwych na aktywacje ATP-azy
(wedtug 55)

Kation Promien jonowy w R Optymalne stezenie 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 odwrazliwiony aktomiozyn)
Sr2+ 1,13 nie aktywuje
Ba2+ 1,35 nie aktywuje

Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze jon metalu moze dziata¢ jako ligand
w tworzeniu kompleksu koordynacyjnego, zaré6wno z enzymem jak i sub-
stratem, ulatwiajac jonizacje tego ostatniego. Ten sposob wyjasnienia
aktywnos$ci enzymow przez jony metali jest najprostszy.

Na zakonczenie warto wspomnie¢ o innej, réwnie istotnej roli, jaka
moga spetniac¢ kationy, zarbwno w syntezie RNA jak i w utrzymaniu odpo-
wiedniej struktury DNA i rybosoméw.

Fusch i wsp. (14) stwierdzili, ze nukleotydylotransferaza RNA
(nukleotydylotransferaza nukleozydylotrdjfosforan:RNA EC. 2.7.7.6)
z Escherichia coli jest aktywowana przez Mg2+, Co2+ i Mn2+, natomiast
nienatywny enzym mogg reaktywowac tylko Mg2+ i spermidyna.

Ivanow (21) wykazat, ze natywny DNA zawiera duze iloSci zelaza.
Przypuszcza on, ze Fe2+ moze by¢ potgczony z podwdjnag niciag DNA,



86 G. MUSZYNSKA [20]

poprzez 6-amino i 6-keto grupy puryn, co nie narusza wigzan wodo-
rowych miedzy parami zasad. Natywny i zdenaturowany DNA moze kom-
pleksowac¢ z jonami Cu2+ i Ag2+, przy czym badanie efektu Cottona wy-
kazato, ze oba te kompleksy réznig sie znacznie miedzy sobg (22). Pod-
wdjna ni¢ DNA ulega zniszczeniu podczas ogrzewania w roztworze Cu2+
0 matej sile jonowej, natomiast w roztworze o duzej sile jonowej zostaje
zrekonstruowana. Podobne dziatanie wykazuje Zn2+, co mozna tlumaczy¢
(59) jego zdolnoscig utrzymywania obydwu nici DNA w prawidtowych
odlegtosciach od siebie.

Stopniowe zmniejszanie zawartosci Mg2+ w rybosomach powoduje
zmiany w strukturze podjednostek i rozluznienie wigzan miedzy nimi.
Bielka i wsp. (6) stwierdzili, ze podjednostki 49S i 29S rozdzielajg
sie gdy Mg2+ jest usuniety catkowicie z rybosomow.
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ELZBIETA DZIEMBOR *

Fosfohydrolazy monoestréw ortofosforanowych

Orthophosphoric Monoester Phosphohydrolases

The data concerning the alkaline and acid phosphatases are reviewed. The
possible biological and catalytic function of these enzymes are presented.

Fosfatazy kwasne i alkaliczne to zwyczajowe nazwy dwu grup enzy-
moéw, nalezacych do fosfohydrolaz monoestréw ortofosforanowych (EC.
3.1.3.1 i EC. 3.1.3.2). Pierwsze doniesienia o istnieniu enzymow, odszcze-
piajacych. reszte fosforanowga, pochodzg z 1907 roku (60). Nasilenie badan
nad witasciwosciami fizykochemicznymi fosfataz przypada na lata 1930—
1950 (1, 2, 3, 4, 5, 9). W ostatnich latach znowu obserwuje sie wzrost
zainteresowania tymi enzymami, szczegOlnie ich rolg biologiczng i me-
chanizmem katalizy (14, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 43, 46, 58, 59).

Fosfatazy kwasne i alkaliczne sg rozpowszechnione w S$wiecie zwie-
rzecym i roslinnym. Fosfatazy alkaliczne wystepujg w btonach sluzowych
jelita (29), tkance kostnej (63), nerce i watrobie (48) oraz tozysku (26).
Enzym z btony $luzowej jelita jest zlokalizowany w mikrosomach i pra-
wdopodobnie bierze udziat w resorpcji cukrow (48). Fosfataza alkaliczna
jest wydzielana z zéicia do przewodu pokarmowego. W surowicy wy-
stepuje fosfataza alkaliczna o witasnosciach zblizonych do enzymu wy-
odrebnionego z kosci. Chromatograficznie rozdzielono jg na kilka aktyw-
nych frakcji (48), ktorych stosunek ilosciowy zmienia sie w chorobach
uktadu watrobowo-z6tciowego. Fosfatazy kwasne w duzych ilosciach
wystepujag w gruczole krokowym (55), watrobie (6), tozysku (16), S$le-
dzionie, nerce, surowicy (48). Ponadto otrzymano kwasne i alkaliczne
fosfatazy z E. coli (50), Neurospora crassa (36, 37), oraz fosfataze alkaliczng
z mleka (41), a kwasne z marchwi (62) i stodu (11, 12).

Kwasne i alkaliczne fosfatazy nalezg do enzymoéw o zréznicowanym
ciezarze czasteczkowym (kwasne fosfatazy z tozyska: 35 000, 105 000,
> 200 000 (16), alkaliczne z E. coli— 75000 (25), z marchwi— 45 000

(14)).

*

Mgr, Miedzywydziatowa Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna,
Krakéw.
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Doswiadczenia z uzyciem wody znakowanej 18 wykazaty, ze enzymy
te katalizuja reakcje R-0-P+ H28 = R-0-H + H-1®-P, powodujac ro-
zerwanie wigzania pomiedzy fosforem a tlenem i przeniesienie reszty
fosforanowej na wode (reakcja hydrolizy). Fosfatazy mogg réwniez ka-
talizowaé reakcje przeniesienia reszt fosforanowych na alkohol z utwo-
rzeniem nowego estru (reakcja transfosforylacji) (7).

Na aktywnos$¢ kwasnych i alkalicznych fosfataz wplywajg odmiennie
rézne czynniki (52) (tablica 1). R6zne sg rowniez prawdopodobnie me-
chanizmy reakcji katalizowanych przez fosfatazy kwasne i alkaliczne
(10, 43). Obydwie -grupy enzymodw sg mato specyficzne, hydrolizujg
estry fosforanowe lipidow, peptyddéw, mono- i oligonukleotydéw itp.
Jony fosforanowe silnie hamujg aktywno$¢ wobec wszystkich substra-
tow.

Tablica 1
Wplyw r6znych czynnikéw na aktywnos¢ fosfataz

Czynnik Fosfatazy kwasne Fosfatazy alkaliczne
Jony metali dwuwartoscio-
wych (Mg2+, Mn2+ Zn24)  bez wpltywu aktywatory
Substancje silnie wigzace
metale bez wptywu inhibitory
Jony F~ inhibitory bez wpltywu
pH $rodowiska> 9 gwattowna inaktywa- bez wpltywu

cja

pH $rodowiska<5 bez wptywu gwattowna inaktywacja
R-S-PO03H 2jako substraty
(43) nieaktywne aktywne

Wyodrebnianie fosfataz i ich oczyszczanie jest procesem wielostop-
niowym. NajczeSciej stosuje sie nastepujace etapy postepowania (7, 14,
17, 25, 31, 49, 53):

etap | — otrzymywanie ekstraktu tkankowego
etap Il — wytrgcanie innych bialek
etap Il — wysalanie enzymu siarczanem amonu

etap IV — oczyszczanie enzymu od zanieczyszczeh innymi biatkami za

pomocg chromatografii na DEAE-celulozie, CM-celulozie (19)
etap V — oczyszczanie enzymu na kolumnach Sephadex G 100 i G 200.
Kryteriami pozwalajacymi wnioskowa¢ o czystoSci enzymu sa: ksztalt
szczytobw, otrzymanych po ponownym rozdziale na Sephadex G 100
i G 200, wyniki elektroforezy na zelu skrobiowym i poliakrylamidowym,
immunoelektroforezy, badania szybko$ci sedymentacji, obraz w mikro-
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skopie elektronowym (25) i krystalizacja. Do jednorodnych, catkowicie
oczyszczonych enzyméw, nalezg miedzy innymi kwasna fosfataza z pro-
staty ludzkiej (49), alkaliczne z E. coli (25) i tozyska (26, 27).

I. Charakterystyka kilku fosfataz i mechanizm ich dziatania

1. Fosfatazy alkaliczne

Najdoktadniej poznang fosfatazg alkaliczng jest enzym z E. coli o opty-
malnym pH 8,0 (25). Fosfataza ta jest wyjgtkowo termostabilna, ogrze-
wana do 85°C przez 30 min. nie traci aktywnos$ci. Nalezy ona do enzymoéw
majacych jednoczes$nie wiasnosci pirofosfataz (21, 30). Enzym ten hydro-
lizuje mono-, dwu- i trojfosforany nukleotyddéw, etanoloaminofosforan,
nieorganiczne pirofosforany itd. Oprécz aktywnosci hydrolitycznej wy-
kazuje on witasnosci fosfotransferazy (68). Donatorami grup fosforanowych
mogg by¢ fosforan p-nitrofenolu i nukleotydy, a akceptorami — glukoza,
alkohole i aminoalkohole. Fosforylacji ulegaja alkoholowe grupy w zwigz-
kach zawierajgcych druga grupe alkoholowa lub aminowa, najdalej w po-
tozeniu 3’ w stosunku do grupy ulegajacej fosforylacji. Ré6wnowage mie-
dzy dawca (fosforan p-nitrofenolu), biorcg (etanoloamina) i uwolnionym
fosforanem przedstawia rysunek 1. Dodatek NaCl zwieksza aktywnos$¢
hydrolityczng i transferazowg enzymu.

Rys. 1. Zmiany stezen fosforanu, fosforanu p-nitrofenolu i utworzonego w wyniku
reakcji transfosforylacji nowego estru fosforanowego, fosfoetanoloaminy, w czasie
dziatania alkalicznej fosfatazy z E.”coli (68)
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Kolejne etapy reakcji katalizowanych przez fosfataze z E. coli podano
na schemacie 1. Przedstawiony przebieg reakcji jest mozliwy, gdy ste-
zenia uwolnionego w czasie reakcji p-nitrofenolu, kwasu ortofosforowego
i powstajgcego estru fosforanowego sg mate, a akceptor obecny w duzym
nadmiarze nie wigze sie bezposrednio z enzymem. Zaobserwowano, ze
szybkos$¢ reakcji uwalniania fosforu wzrasta w obecnosci akceptora grupy
fosforanowej. Potwierdza to sugestie, ze defosforylacja jest dwustop-
niowa.

Schemat 1. Kolejne etapy reakcji odszczepienia reszty fosforanowej przez alkaliczng
fosfataze z E. coli (68)

E — enzym, E* — kompleks enzym-grupa fosforanowa, ES — kompleks enzym-substrat, S —

substrat (fosforan p-nitrofenolu), Pt — produkt reakcji defosforylacji, p-nitrofenol, Pt — pro-

dukt reakcji hydrolizy, kwas ortofosforowy, P3 — produkt reakcji transfosforylacji, fosfoeta-
noloamina, ROH — biorca reszty fosforanowej, etanoloamina

Alkaliczna fosfataza z E. coli jest cynkoproteidem, zbudowanym z dwu
nieaktywnych podjednostek (54). Badania wptywu niektorych analogow
aminokwasowych na szybko$¢ reakcji uwalniania fosforu (zamiast histy-
dyny 1,2,4-tr6jazolo-3-alanina, fenyloalaniny — p-fluorofenyloalanina,
metioniny — etionina) pozwalaja przypuszcza¢, ze aminokwasy te sg nie-
zbedne do asocjacji podjednostek w aktywng czastke enzymu. W centrum
aktywnym fosfatazy znajduje sie seryna (32). Przypuszczalny mecha-
nizm reakcji przeprowadzanej przez fosfohydrolazy i fosfotransferazy
przedstawia schemat 2. Uzyskat on potwierdzenie doswiadczalne, gdy
po inaktywacji enzymu wyodrebniono peptyd, zawierajagcy przytgczong
do seryny reszte fosforanowg, a takze kompleks seryna-dwu-izopropy-
lofluorofosforan pochodzacy z centrum aktywnego (35).

+ HOH
-s+er - OH ::k: -ser— OH ==== -ger— 0 *® +Ser— OH ~ K -Ser— OH
=+ ), k2 -n 1 k3 E; PoH
L -t--pI_IP~OR -8-p=o0 g-rP-0
P-OR 0 0 \P-OH
0 )
o 0/5,

+ROH

Schemat 2. Udziat seryny w mechanizmie odszczepiania reszty fosforanowej przez
alkaliczne fosfatazy (32)
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Alkaliczna fosfataza z jelita nalezy do stosunkowo dobrze zbadanych
enzymow zaréwno pod wzgledem specyficznosci substratowej, jak i bu-
dowy centrum aktywnego. Enzym wykazuje zdolnos¢ rozszczepiania wig-
zania pirofosforanowego (22), hydrolizujac miedzy innymi ADP, UDP,
ATP i UTP (15). Jony magnezu aktywujg enzym wobec wszystkich sub-
stratow, jedynie ATP hydrolizowany jest w tych warunkach wolniej.
Fosfataza wykazuje silnie zaznaczone wtasnosci fosfotransferazy (39, 40).

Stereospecyficznym inhibitorem enzymu jest L-fenyloalanina. Wyniki
badan nad wptywem czynnikéw, reagujacych z grupami tiolowymi i czyn-
nikéw blokujagcych wolne grupy aminowe, na aktywno$¢ enzymu oraz
jego hamowanie przez L-fenyloalanine wskazujg na obecno$¢ wolnych
grup-SH i lizyny w centrum aktywnym (23), warunkujgcych jego dziatanie

Z tozyska ludzkiego wyodrebniono alkaliczng fosfataze o optymalnym
pH dziatania 9,0 (26, 59), o wtasnosciach fosfotransferazy i pirofosfatazy.
Enzym najtatwiej odszczepia reszte fosforanowg w potozeniu 3’°, wolniej
w 5’ hydrolizuje réwniez, jakkolwiek z mniejszg szybkoscig, ADP i ATP.

Okreslenie alkalicznych fosfataz jako enzymdw odszczepiajacych wy-
tacznie reszte fosforanowg zwigzang estrowo, a wiec przez tlen, podwa-
zyty badania Neumanna (43, 44), ktéry jako substraty dla fosfatazy
z E. coli stosowal zwigzki o ogélnym wzorze R-S-PONa2(R:-CHXCH2NH2,
-CHXH2NHCOCH3, -CH2Z0O0H, -CHXH2C0O0C2HY5. Hydroliza wiazan
C-S-P i C-O-P przebiega podobnie: enzym dziata optymalnie w tym sa-
mym pH wobec obu rodzajéw substratoéw, jest aktywowany przez NaCl
zarowno w stosunku do fosforanu p-nitrofenolu, jak i do cystaminofosfo-
ranu, Vmeks i Km sg tego samego rzedu, a cystamino-S-fosforan hamuje
hydrolize p-nitrofenolu. Powyzsze podobienstwa nasuwajg przypuszcze-
nie, ze to samo centrum aktywne warunkuje odszczepienie nieorganicznego
fosforanu z utworzeniem zar6éwno grupy hydroksylowej, jak i tiolowej.

W Swietle dotychczasowych danych alkaliczne fosfatazy stanowia
grupe mato specyficznych enzyméw, w wielu wypadkach z wyraznie za-
znaczong aktywnoscia pirofosfataz i fosfotransferaz. W mechanizmie
katalizy wazng role odgrywaja jony metali dwuwarto$ciowych. Powsta-
jacy w czasie reakcji kompleks enzym-P03H2 zawiera reszte fosforanowg
przytgczong do seryny stosunkowo silnym wigzaniem.

2. Fosfatazy kwasne

Dwie kwasne fosfatazy wyodrebniono z E. coli: kwasng fosfataze
0 optymalnym pH 5,8 oraz fosfoheksozofosfataze (19, 42). Pierwszy z tych
enzymodw jest aktywny wobec podobnych substratow jak alkaliczna fosfa-
taza z E. coli, drugi enzym o optymalnym pH 6,0 hydrolizuje réwniez
wiekszos$¢ estrow fosforanowych z rézng jednak szybkoscia. Najszybciej
hydrolizowany jest glukozo-6-fosforan, glukozo-I-fosforan i fruktozo-
-6-fosforan. Nukleotydy sg hydrolizowane okoto 100 razy wolniej.
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Z tozyska ludzkiego wyodrebniono trzy kwasne fosfatazy. Enzymy
0 optymalnych pH 5,5 4,0 i 55 r6znig sie specyficznoscig, a ich aktyw-
no$¢ jest hamowana przez odmienne czynniki (16). Fosfataza | jest nie-
specyficznym enzymem, rozktadajgcym miedzy innymi hydrokortyzono-
-21-fosforan i fosfoenolopirogronian. Enzym II, réwniez o niskiej specy-
ficznosci, hydrolizuje ATP i nieorganiczny pirofosforan. Oba enzymy sa
hamowane przez jony fluorkowe, molibdenianowe i winianowe. Kwasna
fosfataza 11l wykazuje znaczng specyficzno$¢ substratowg (17). Z do-
tychczas przebadanych zwigzkow substratami dla enzymu okazaty sie
27-estradiolo-3-fosforan, L-tyrozyno-O-fosforan i fosforan p-nitrofenolu.
Jony winianowe nie hamuja czynnosci enzymatycznej. Kompetytywnymi
inhibitorami kwasnej fosfatazy IIl sg 5-fosfopirydoksyna, puryny i ich
pochodne. Pirymidyny nie maja wptywu hamujgcego.

Z lizosoméw watroby szczura otrzymano kwas$ng fosfataze o opty-
malnym pH 4,0 (7). Szybko$¢ odszczepiania przez ten enzym reszty
fosforanowej od nukleotydéw zalezy od jej potozenia, rodzaju cukru
1 zasady.

Kwasna fosfataza z prostaty ludzkiej o optymalnym pH 55 posiada
niewielka specyficzno$¢ substratowg (54, 56). Hydrolizuje mono- i oli-
gonukleotydy, fosfopolipeptydy, fosfokreatyne. Od nukleotyddéw najszyb-
ciej odszczepiana jest reszta fosforanowa w potozeniu 2- i 3’- wolnigj
w 5% (55). Na szybko$é¢ reakcji enzymatycznej wpitywa réwniez rodzaj
cukru i zasady oraz diugos$¢ tancucha polinukleotydowego (58). Kwasna
fosfataza z prostaty ma oprécz wiasnosci hydrolitycznych wiasnosci trans-
ferazowe (8, 32, 33, 45). W badaniach nad tym procesem jako dawcy
reszt fosforanowych uzywano fosforanéw alifatycznych i aromatycznych,
biorcami byty pentadiol, glicerol, nukleozydy (12, 13, 45). Enzym hamujg
fluorki, kwasy hydroksykarboksylowe (3), benzoesan rteci (61), jony
molibdenianowe, zelazawe i miedziowe. Hamowanie jonami fluorkowymi
zalezy od stezenia substratu i ulega zmniejszeniu'w obecnosci anionéw
niektérych kwaséw dwu- i trojkarboksylowych, szczegdlnie kwasu malo-
nowego, szczawiowego i cytrynowego. Wyjasnienie tego zjawiska podat
Rainer i wsp. (51), sugerujac, ze substrat, jony fluorkowe i jony
ochronne wspétzawodniczg miedzy sobg o kationowe grupy biatka. Kwasy
hydroksykarboksylowe, na przyktad kwas I(+ )winowy sg kompetytyw-
nymi inhibitorami enzymu. Hamujgcy wplyw wywierajg kwasy z wolng
i zestryfikowang grupa karboksylowa. Hamowanie kwasem winowym jest
charakterystyczne dla kwasnych fosfataz z tozyska (16) i prostaty (3)
i odréznia je od innych enzymoéw tego typu. Czynnikiem wywierajacym
réwniez silny wptyw hamujacy na czynno$¢ fosfatazy z prostaty jest
benzoesan rteci. Aktywno$¢ zahamowang przez ten zwigzek mozna przy-
wréci¢ dodajac cysteiny, a przez jony Fe2+i Cu2+ dodajac cytrynianu.
Enzym wykazuje matg termostabilno$é (38). Rozcieficzone roztwory czy-
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stego enzymu szybko sie inaktywuja, zwiaszcza przechowywane w szkla-
nych, podlegajacych wstrzasom, naczyniach. Aminy i skrobia majg dzia-
tanie ochronne.

Z marchwi wyizolowano enzym o silnie zaznaczonych wiasnoS$ciach
fosfotransferazowych (14). Z izomeréw nukleotydéw najtatwiej odszczepia
on reszte fosforanowa w potozeniu 5. Roéznice w szybkosci hydrolizy
pomiedzy 3’ i 5’ izomerami sg niewielkie, grupa fosforanowa z izomeru 2’
odszczepiana jest znacznie wolniej. W obecnos$ci nukleotydéw aktywno$¢
hydrolazowa enzymu jest hamowana, a ujawnia sie jego aktywnos$¢
fosfotransferazowa: powstajg nowe nukleotydy, zawierajgce reszte fosfo-
ranowg gtéwnie w pozycji 5\ a w znikomej ilosci w pozycji 2\ Nukle-
ozydy pirymidynowe sg lepszymi akceptorami od nukleozydéw puryno-
wych. Dezoksyrybonukleozydy sg fosforylowane tatwiej niz rybonukle-
ozydy, przy czym powstajg izomery 5.

Mechanizm dziatania kwasnych fosfataz i budowa centrum aktywnego
nie sg jeszcze doktadnie poznane. Enzymy te zachowujg catkowitg aktyw-
no$¢ po dziataniu zwigzkami wigzacymi jony metali, stad wniosek, ze
metale w procesie katalizy nie odgrywajg zasadniczej roli. Cecha ta
odroznia fosfatazy kwasne od alkalicznych. Nie stwierdzono rowniez u tej
grupy enzyméw powstawania kompleksu: seryna-reszta kwasu fosforo-
wego w centrum aktywnym enzymu. Badania wptywu czynnikow modyfi-
kujacych aminokwasy pozwalajag przypuszczac¢, ze podczas reakcji enzy-
matycznej powstaje labilny kompleks tyrozyny z fosforanem (10). Wska-
zuje to na znaczng roznice w mechanizmie dziatania obu rodzajow fosfa-
taz.

Badania kinetyki reakcji uwalniania fosforu przez enzymy mato spe-
cyficzne sa znacznie utrudnione przez zachodzacy jednocze$nie proces
transfosforylacji. Optymalne. pH, aktywatory i inhibitory sg przewaznie
dla obydwu procesdw jednakowe, dlatego tez poszukuje sie czynnikdw,
ktére moglyby przesuwa¢ rownowage reakcji w okreSlonym Kkierunku
(35). Znalezienie ich pomogtoby wyttumaczyé biologiczng role tych pro-
cesow.

I1l1. Zastosowanie kwasnych i alkalicznych fosfataz w diagnostyce i w ba-
daniu sekwencji nukleotydow w kwasach nukleinowych

Duze zainteresowanie kwasnymi i alkalicznymi fosfatazami w ostat-
nich latach spowodowaty rézne przyczyny. Miedzy innymi prébowano
powigza¢ zmiany aktywnosci tych enzyméw w krwi z réznymi stanami
patologicznymi. Historycznie pierwszymi pracami tego rodzaju byty ba-
dania nad przydatnoscig oznaczania aktywnos$ci kwasnej fosfatazy w su-
rowicy w diagnostyce raka sterczu (28). Obecnie znaczenie diagnostyczne
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ma réwniez okres$lanie poziomu alkalicznej fosfatazy w surowicy. Zwiek-
szenie aktywnos$ci enzymu stwierdza sie w krzywicy (15), przy czym
oddaje ono dos¢ wiernie dynamike procesu chorobowego. W diagnostyce
stosuje sie takze badanie aktywnos$ci tego enzymu do wykrywania prze-
rzutow nowotworowych do watroby (57), w przypadkach zotaczki me-
chanicznej i zaporowej marskosci watroby (48).

Kwasne i alkaliczne fosfatazy okazaly sie przydatne do badania struk-
tury kwasow nukleinowych: do oznaczania sekwencji nukleotydow oraz
do okreSlania dtugosci tanicucha polinukleotydowego (50). Badanie sek-
wencji nukleotydow mozna przeprowadzi¢ dwiema metodami. Pierwsza,
wytacznie enzymatyczna, polega na dziataniu na kwasy nukleinowe lub
polinukleotydy fosfomonoesterazg, a nastepnie fosfodwuesterazg (50). Za
pomocg chromatografii produktow reakcji oddziela sie nukleotydy od
nukleozydéw, co pozwala stwierdzié, jaka zasada znajdowata sie na
ufosforylowanym koncu tancucha. Druga metoda, enzymatyczno-che-
miczna, polega na odszczepieniu koncowego fosforanu przez fosfataze.

zasada zasada
H-C H-C
OH OH
zasada
H-C H-C-OH
H-C = NC6Hn H>NCeHn
0 0
H CH20H
OH 0
+ zasada + HO— P— OH

Schemat 3. Reakcje zachodzgace na zdefosforylowanym koncu tancucha kwasu
nukleinowego pod dziataniem nadjodanu sodu i amin (69)
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Schemat 4. Reakcje enzymatyczne prowadzace do powstawania DNA znakowa
nego 3P (65)

Reakcje jak w schemacie A

4N\ A 2r \D \' D \

p\ p\ P4
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4, 4 \ 4
2 p\ P\ p\
Fosfodwuesteraza Posfodwuesteraza
ze Sledziony Z jadu wezy
3-mononukleotydy 5-mononukleotydy

Schemat 5. Reakcje enzymatyczne pozwalajagce na identyfikowanie zasad rasiadu
jacych z wprowadzonym atomem 3P (64)



98 E. DZIEMBOR [10]

W dalszych etapach utlenia sie ryboze nadjodanem sodu i dziata na nig
aming w wyniku czego koricowa zasada zostaje odszczepiona od tancucha
i mozna jg zidentyfikowac¢ (schemat 3) (34, 47, 67, 69). Ustalanie dtugosci
tancucha oligonukleotydowego przeprowadza sie oznaczajac stosunek
ilosci koncowych grup fosforanowych, odszczepionych przez enzym, do
catkowitej ilosci fosforanu po kwasnej hydrolizie (50).

Enzymem najczesSciej uzywanym w badaniach nad strukturg kwaséw
nukleinowych jest alkaliczna fosfataza z E. coli. Enzym ten uzywany
jest takze do otrzymywania DNA znakowanego 3P (schemat 4) oraz
do lokalizowania przerw w tahncuchu kwasu dezoksyrybonukleinowego
(schemat 5) (24, 64, 65, 66).

Badania swoistosSci substratowej, struktury centrum aktywnego, czyn-
nikdw hamujacych i aktywujacych kwasne i alkaliczne fosfatazy maja
na celu wyjasnienie roli biologicznej tych enzyméw. Ostatnio przypisuje
sie im udziat nie tylko w katabolizmie, ale rédwniez w tworzeniu nowych
nukleotydéw (11, 12, 13) podczas przemiany kwaséw nukleinowych.
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Inhibitory trypsyny pochodzenia roslinnego

Trypsin Inhibitors of Plant Origin

Chemical and biological properties of inhibitors of trypsin and some other
proteolityc enzymes from plant are reviewed. Their mechanism of action and role
in animal nutrition are discussed.

W ostatnich 30 latach ukazato sie wiele prac na temat bialek wyka-
zujacych dziatanie antyproteolityczne, w szczegdlnosci za$ antytrypsy-
nowe. Pierwszy obszerniejszy przeglad inhibitoréow trypsyny opracowali
w 1954 roku La'skowscy (102). Wprawdzie juz przedtem ukazato sie
kilka publikacji (123, 128, 159), lecz omawiano w nich tylko niektore
problemy dotyczace tych inhibitorbw. Réwnocze$nie z artykutem Las-
kowskich, Green i Neurath (68) poruszyli niektore aspekty akty-
wacji i hamowania proteolizy. W rok p6zniej Laskowski (101) podat
sposoby otrzymywania kilku inhibitorow trypsyny. Wymienione prace
charakteryzowaty jednak gtownie inhibitory pochodzenia zwierzecego.
Znacznie p6zniej ukazata sie praca przegladowa (138) zajmujgca sie wy-
tgcznie inhibitorami trypsynowymi wystepujagcymi w roSlinach.

Inhibitory trypsyny wyodrebnione z trzustki znalazty juz zastosowanie
w leczeniu miedzy innymi skaz krwotocznych fibrynolitycznych i stanéw
zapalnych a zwtaszcza ostrej martwicy trzustki (124). Wielu autoréow (4,
59, 131, 138) zwraca uwage na znaczenie fizjologiczne jakie mogg mieé
roslinne biatka trypsynowe wobec pokaznego udziatu pokarméw roslin-
nych w zywieniu cztowieka i zwierzat. Brak monografii z tego zakresu
w literaturze polskiej sktania do podjecia tego tematu.

I. Wystepowanie inhibitorow

Od czasu gdy Osborne i Mendel (131) wykazali korzystny
wpltyw podwyzszonej temperatury na warto$¢ odzywczg fasoli sojowej,
podejmowano liczne proby identyfikacji czynnika lub czynnikéw, ktore
sq szkodliwe i op6zniajg wzrost zwierzagt karmionych surowg pasza
roslinna.

* Prof. dr, Katedra Technologii Rolnej, Wyzsza Szkota Rolnicza, Poznah

** Mgr, Katedra Technologii Rolnej, Wyzsza Szkota Rolnicza, Poznan
*** Doc. dr, Katedra Technologii Rolnej, Wyzsza Szkota Rolnicza, Poznan
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(3] INHIBITORY TRYPSYNY 1c3

1. Inhibitory z soi (Glycine max.)

Z uwagi na duzg zawarto$¢ biatka w tej roslinie (okoto 34°/0), szczegdl-
nie intensywnie badano jej inhibitory trypsynowe, mimo to jednak do-
tychczas nie ustalono ich ostatecznej liczby. Dokladniej scharakteryzo-
wane inhibitory trypsyny z soi zestawiono w tablicy 1

Poczatkowo sadzono, ze hamowanie przez krystaliczny inhibitor Ku-
nitza jest typu kompetytywnego (28), p6zniej Green (67) wykazat
jego niekompetytywny charakter podczas dziatania trypsyny na biatkowe
substraty, natomiast przy dziataniu na syntetyczne substraty, ktére majg
wieksze powinowactwo do trypsyny hamowanie miato charakter raczej
kompetytywny.

Fratalli i Steiner (61) uszeregowali sojowe inhibitory trypsy-
ny, opierajac sie na ich aktywnos$ci antytrypsynowej: F2 SBTIA2=
= SBTIAX= oczyszczony inhibitor AA = 19S inhibitor> Fx> F3; oraz
antychymotrypsynowej: 19 S inhibitor » oczyszczony inhibitor AA
AN SBTIAI> F2> FI F3 Birk i Waldman (20) badali rozmiesz-
czenie inhibitoréw trypsyny w soi i nie stwierdzili ich obecnosci w li-
Sciach, todygach oraz pustych strgczkach, natomiast zaobserwowali, ze
zawarto$¢ inhibitora w nasionach wzrastata wraz z dojrzewaniem. Poza
cytowanymi ukazato sie rowniez kilka innych prac dotyczacych sojowych
czynnikow antytrypsynowych (1, 30, 32, 33, 60, 70, 129, 167, 173).

2. Inhibitory z innych roslin

Obok badan nad biatkami sojowymi wykazujagcymi aktywno$¢ anty-
trypsynowa, liczni badacze poszukiwali podobnych biatek w wielu innych
roslinach szczeg6lnie waznych z punktu widzenia zywieniowego. Stwier-
dzono ich wystepowanie w fasoli zwykitej (P. vulgaris) (25, 30, 31, 87, 137,
139, 167, 180, 181), ztotej (P. aureus) (25, 38, 39, 40, 41, 76, 77, 183),
limenskiej (P. lunatus) (25, 55, 58, 72, 84, 85, 175), bobie (Vrcia faba)
6, 7, 9, 62, 63, 160, 162, 166), grochu gotebim (Cajanus cajan) (176) oraz
w zbozach (25, 66, 74, 100, 103, 104, 112, 134, 154, 155, 156), ziemniakach
(Solanum tuberosum (161, 165, 191), lucernie siewnej (Medicago sativa)
(121, 145) i w innych roS$linach (1, 25, 42, 66, 90, 109, 118, 153, 157, 163,
164, 178).

W tablicy 2 podano te inhibitory trypsyny wyizolowane z wymienio-
nych roslin, ktore zostaty szczegdtowiej zbadane.

Ostatnio Haynes i Feeney (72) wyodrebnili metodg chroma-
tografii jonowymiennej z kilku odmian fasoli limenskiej sze$¢ inhibitoréw
0 jednoczesnym dziataniu antytrypsynowym i antychymotrypsynowym.
Stosunki ilosciowe pomiedzy tymi inhibitorami réznity sie nieznacznie
w zalezno$ci od odmiany fasoli. Badajac bob podwdjny i bobik Ambe
1 Sohonie (6, 7) stwierdzili, ze inhibitory trypsyny wystepujg we
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wszystkich cze$ciach kietkujacego nasienia i rosliny, oraz we wszystkich
stadiach wzrostu, przy czym aktywnos$¢ antytrypsynowa w nasionach
byta wysoka, w korzeniach — niska, a w lisciach i todygach — posrednia.
Aktywno$¢ ta podczas postepujgcego kietkowania zmniejszata sie w li-
Scieniach a wzrastata w pedach.

Polanowski (134) zaobserwowat, ze wodny wycigg z ziaren zyta
nie ulega autolizie ani nie wykazuje aktywnos$ci proteolitycznej wobec
kazeiny. Inhibitor trypsyny zawarty w tym wyciggu okazat sie termo-
labilny, nierozpuszczalny w 5% kwasie tréjchlorooctowym i 0,15 M kwa-
sie sulfosalicylowym oraz wytrgcat sie taning, co wskazuje na jego biatko-
wy charakter. W obecnos$ci celulozy przy pH 4,5 wyciagg wodny tracit
aktywnos$¢ inhibitora a jednocze$nie pojawiata sie aktywno$¢ proteoli-
tyczna, co wskazywatoby na obecno$¢ w ziarnie zyta kompleksu enzym-
-inhibitor, dysocjujacego przy pH 45 Burger i Siegelman (35
zanotowali obecno$¢ w jeczmieniu inhibitora BAPA-zy (substrat: a-N-ben-
zoilo-DL-arginino-p-nitroanilid). W ziemniakach oprdcz opisanego w ta-
blicy 2 czynnika arltytrypsynowego wykryto réwniez inhibitor hamujacy
dziatanie trypsyny, a-chymotrypsyny i plazminy (191). Jest on dobrze
rozpuszczalny w wodzie, 0,9% roztworze NaCl i roztworach buforowych,
nie dializuje przez btony potprzepuszczalne, odznacza sie do$¢ znaczng
termolabilno$cia oraz, jak wiekszo$é biatek, wykazuje maksimum absorp-
cji przy 280 nm.

Znacznie wcze$niej Baals i Ryan (11, 148) wyodrebnili z ziemnia-
kéw, oczyscili i wykrystalizowali bardzo aktywny inhibitor chymotry-
psyny, ktéory tworzyt stechiometryczny kompleks z enzymem, rowniez
otrzymany w postaci krystalicznej. Otrzymany przez tych autoréw inhi-
bitor by}t dostatecznie oporny na ogrzewanie w wodnym roztworze, za-
wierat bardzo mato weglowodanow i co nalezy podkresli¢, w jego cza-
steczce znaleziono kwas cysternowy i jedng reszte sulfotlenku metioniny.
Reagowal on kompetytywnie z karboksypeptydazg B i hamowat proteoli-
tyczne ale nie estrolityczne dziatanie trypsyny, a takze silnie hamowat
proteazy pochodzgce z grzybdw oraz z B. subtilis, nie hamowat natomiast
aktywnos$ci pepsyny, karboksypeptydazy A, papainy, bromelainy i ficyny
(147). W ziemniakach wykryto ponadto inhibitory proteazy bakteryjnej
(184, 195) oraz inhibitor kalikreiny (186).

By¢ moze istnieje jakie$S powinowactwo pomiedzy tymi inhibitorami,
ale jak dotad nie jest to jeszcze ustalone.

Il1. Budowa- i mechanizm dziatania niektérych inhibitoréw

Jednym z lepiej poznanych inhibitorow jest krystaliczny inhibitor
trypsyny wyodrebniony przez Kunitza z soi. Ustalono jego skiad ami-
nokwasowy (192), N-koricowy aminokwas — Asp lub Asp-NH2 i C-konco-
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wy aminokwas — Leu (46), sekwencje N-kohAcowego pieciopeptydu, kté-
rym okazat sie Asp-Fen-Wal-Leu-Asp (78). Badano roéwniez jego skrecal-
no$¢ optyczng (8la, 82, 82a, 83, 83a, 84), wiasciwosci sedymentacyjne,
wykre$lono krzywa miareczkowania potencjometrycznego (192), badano
wiasciwosci widma, fluorescencyjng polaryzacje oraz zmiany w budowie
inhibitora po denaturacji (51, 172, 193). Ponadto przebadano wpityw che-
micznych modyfikacji niektérych reszt aminokwasowych na aktywno$¢
tego inhibitora (170, 171). Przez dziatanie 9M mocznika lub pod wptywem
redukcji inhibitor tracit okoto 30—40°/0 swojej aktywnos$ci antytrypsyno-
wej, a przez powolne utlenianie na powietrzu mozna byto przywrocic
aktywnos$¢ utracong wskutek redukcji (168, 169, 171a).

Waznym etapem w zrozumieniu mechanizmu inhibicji byto stwierdze-
nie przez Lebowitza i Laskowskiego (105), ze podczas reakcji
inhibitor trypsyny — trypsyna wyzwalajg sie protony, ktérych uwalnia-
nie sie w pierwszej fazie reakcji inicjuje trypsyna, natomiast w drugiej
nastepuje rozszczepienie .sie jednego wrazliwego wigzania w inhibitorze
z jednoczesnym utworzeniem sie kowalentnego wigzania, prawdopodobnie
typu estrowego, pomiedzy aktywng serylowa resztg trypsyny i nowo
utworzonym C-koncowym aminokwasem inhibitora. To spostrzezenie
moze wyjasni¢ niezwykle silny charakter kompleksu utworzonego po-
miedzy trypsyna i jej inhibitorem z soi (56). Nastepnie stwierdzono (132),
ze oczyszczony sojowy inhibitor trypsyny poddany 24-godzinnej inkubacji
z roztworem trypsyny przy pH 3,75 ulega modyfikacji i w jego czasteczce
wystepujg dwa N-kohAcowe aminokwasy — Asp lub Asp-NH2 oraz lleu.
Karboksypeptydaza B uwalnia ze zmodyfikowanego inhibitora okoto 1M
argininy, podczas gdy przed modyfikacjag nie uwalniata zadnego C-kon-
cowego aminokwasu. Po redukcji i karboksymetylacji a nastepnie po
chromatografii na zelu Sephadex G-75 uzyskano dla niezmodyfikowanego
inhibitora jeden szczyt, natomiast dla zmodyfikowanego — dwa oddzielne
szczyty. Zawarto$¢ poszczeg6lnych aminokwaséw w niezmodyfikowanym

1 64 65 S S 198 Inhibitor
"N - Asp— —  Arg - [ YT e— + — + Leu- COOH niezmodyfikowany
Trypsyna
s — -s i
1 64 65 198 Inhibitor
H2N - Asp— 1 Arg - COOH H2N * lleu Leu - COOH zmodyfikowany

Schemat 1. Modyfikacja sojowego inhibitora trypsyny pod wptywem reakcji z tryp-
syng (wedtug 132)
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inhibitorze okazata sie réwna sumie ich zawartosci w dwu szczytach
uzyskanych z czasteczki zmodyfikowanej trypsyng. Na podstawie tych
badan Ozawa i Laskowski (132) doszli do wniosku, ze modyfikacja
inhibitora polega na przeksztatceniu jednego tancucha w dwa tancuchy
powigzane ze sobg pojedynczym mostkiem S-S. Jest to wynik rozerwania
pod wplywem trypsyny jednego wigzania pomiedzy 64 resztg argininy
i 65 resztg izoleucyny (schemat 1).

Reakcje miedzy trypsyng i sojowym inhibitorem trypsyny Finken -
stadt i Laskowski (57) przedstawili wzorem (wzér 1), w ktorym
T oznacza trypsyne, | inhibitor niezmodyfikowany, (Arg-lleu, wigzanie
nierozerwane), I inhibitor zmodyfikowany (Arg-lleu, wigzanie rozerwane),
C kompleks trypsyna-inhibitor.

T+l= = = C-= = T+T 1

Podzielili oni przebieg reakcji na 4 etapy. Pierwszy etap (kX polega na
formowaniu sie kompleksu inhibitor niezmodyfikowany — trypsyna;
w drugim etapie (k_2 inhibitor ulega modyfikacji przy udziale katali-
tycznej ilosci trypsyny; trzeci etap (k2 prowadzi do utworzenia kompleksu
zmodyfikowanego inhibitora i trypsyny; natomiast w czwartym etapie
(k_2 istnieje mozliwosé szybkiej dysocjacji kompleksu do trypsyny i inhi-
bitora niezmodyfikowanego na skutek gwattownego obnizenia pH z 8
do 2

Podobne badania jak Ozawa i Laskowski prowadzili Birk i wsp.
(19) na sojowym inhibitorze trypsyny i a-chymotrypsyny oznaczonym
jako inhibitor AA. Inhibitor ten nie traci aktywnosci podczas inkubacji
z trypsyng przy pH 3,75 ale jego aktywne centrum prawdopodobnie ulega
modyfikacji, bowiem dziatanie karboksypeptydazy B znacznie obniza zdol-
no$¢ hamowania trypsyny, przypuszczalnie na skutek odtgczenia od inhibi-
tora nowo utworzonej C-koncowej argininy lub lizyny.Inkubacja inhibitora
AA w tych samych warunkach z a-chymotrypsyng powoduje zauwazalne
obnizenie jego dziatania hamujacego a-chymotrypsyne. Prawdopodobnie
zatem inhibitor AA ma dwa niezalezne od siebie centra aktywnosci
inhibitorowej— jedno dla trypsyny a drugie dla a-chymotrypsyny.

Podobnym mechanizmem dziatania do opisanego wcze$niej (sojowego)
inhibitora trypsyny (132) charakteryzuje sie inhibitor wyodrebniony
z kukurydzy przez Hochstrassera i wsp. (74). Jest on zbudowany
z dwdch tancuchéw polipeptydowych potagczonych ze sobg mostkiem S-S,
przy czym jeden z tancuchow sktada sie ze 155 a drugi z 49 reszt amino-
kwasowych. Probujac objasni¢ istnienie w fasoli limenskiej inhibitorow
0 jednoczesnym dziataniu antytrypsynowym i antychymotrypsynowym,
Haynes i Feeney (72) rozwazajg dwie mozliwosci: wedtug pierw-
szej inhibitor sktada sie z dwu, nieco r6znigcych sie czasteczek, z ktérych
jedna, gtowna, hamuje tylko trypsyne a druga wykazuje podwojng aktyw-
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nos¢, lecz obie zachowujg sie jednakowo chromatograficznie i elektrofore-
tycznie; wedtug drugiej mozliwosci wystepuje tylko jedna czasteczka, lecz
0 mniejszej aktywnos$ci antychymotrypsynowej. Chemiczna modyfikacja
grup aminowych kwasem trdjnitrobenzenosulfonowym, catkowicie znosi
zdolno$¢ hamowania trypsyny przy jednoczesnym zachowaniu aktywnosci
antychymotrypsynowej. Amidynacja grup aminowych takze znacznie
obniza aktywnos$¢ antytrypsynowgq. Krytyczng dla aktywnosci inhibitora
jest wiec zapewne ,szybko” reagujgca e-aminowa grupa lizyny. Dalsze
badania Haynesa i wsp. (73) potwierdzity ich sugestie odno$nie Kki-
netyki dziatania kilku badanych przez nich inhibitoréw trypsyny.

I1l. Fizjologiczna i zywieniowa rola inhibitoréw

Rola inhibitorow enzyméw proteolitycznych w metabolizmie roslin
nie jest jeszcze ostatecznie ustalona. Wydaje sie jednak prawdopodobne,
ze inhibitory moga odgrywa¢ decydujaca role w regulacji metabolizmu
biatek (7). Potwierdzajg to badania wykazujgce, ze zawarto$¢ inhibitora
w miodych i rosngcych tkankach jest wieksza niz w starych (75). Ostatnie
badaniaRyana i Huismana (149) sugeruja, ze wyodrebniony
uprzednio przez nich chymotrypsynowy inhibitor | z ziemniakéw jest
syntetyzowany w lisciach ro$liny a nastepnie zostaje przemieszczony
do tkanki twérczej, gdzie prawdopodobnie odbywa sie szybka synteza
biatka. Inhibitory mogag réwniez hamowaé enzymy proteolityczne w fazie
dojrzewania ziarna przed stanem spoczynku. Zaobserwowane przez Pola -
nowskiego (134) powinowactwo inhibitora do celulozy moze, jego
zdaniem, wskazywac na fizjologiczng role zbudowanych z celulozy $cian
komoérek w aktywowaniu kompleksu enzym-inhibitor. Podczas przecho-
wywania ziarna pH jego spada z 6,5 do okoto 4, co moze powodowac
dysocjowanie kompleksu enzym-inhibitor w czasie anabiozy. Wewnetrzne
przemieszczanie zwigzkéw utatwia zwiekszenie sie zawarto$ci wody
w okresie wchtaniania i wdwczas inhibitor dyfunduje w kierunku zew-
netrznych warstw nasion, gdzie zostaje zaadsorbowany na celulozie okry-
WYy nasiennej.

1. Blokowanie proteolizy

Zauwazono, ze cze$ciowo oczyszczony inhibitor trypsyny kilkakrotnie
zatezony, opéznia wzrost kurczat (71) i szczurdw (92). Op6znienie to mozna
zniwelowaé przez dodanie do diety trypsyny (2,3), co wskazuje na zaha-
mowanie proteolizy w gornej czeSci jelita mtodych kurczat (5). Zapobie-
zenie hamowaniu zalezy od wieku kurczat i diugosci okresu skarmiania
paszg z surowej soi (126). Tres¢ jelita kurczat karmionych surbwg maczkg
sojowa albo biatkiem zwierzecym z dodatkiem inhibitora trypsyny oka-
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zata sie strawiona w mniejszym stopniu niz u kurczat karmionych samym
biatkiem zwierzecym lub maczkg z nasion bawelny pozbawiong inhibi-
tora (13). Wyniki te wskazywatyby, ze opdznianie wzrostu zwigzane jest
z zahamowaniem proteolizy przez inhibitory trypsyny zawarte w paszy,
wskutek czego wieksza cze$¢ biatka pokarmowego nie moze by¢ wyko-
rzystana i zostaje wydalona.

Poczyniono jednak rdwniez kilka obserwacji, ktore nie potwierdzaja
tej sugestii. Borchers i Ackerson (23) oraz Jaffe (79 nie
znalezli jakiejkolwiek zalezno$ci pomiedzy zawartoscig inhibitora trypsy-
ny a wartoscig odzywcza duzej grupy roslin straczkowych. Preparat inhi-
bitora trypsyny otrzymany przez Borchersa i wsp. (27) nie wptywat
na wzrost szczuréw i kurczat. ROwniez dodane do diety szczuréow inhi-
bitory trypsyny otrzymane z bobu i bobiku nie wptywaly ujemnie na
wzrost szczurow (9, 133, 162).

Znacznie pézniej Jaffe i Vega Lette (8l) obserwowali hamo-
wanie wzrostu u szczuréw i krélikow skarmianych kilkoma odmianami
fasoli oraz sojg. Wczesniejsze niepublikowane badania tych autoréw wy-
kazaty jednak, ze biatka fasoli zwykiej sa bardzo oporne na trawienie
enzymatyczne i nie tracg zdolno$ci hamowania réznych enzyméw pro-
teolitycznych nawet po usunieciu inhibitoréw trypsyny. Jaffe i Vega
Lette przypuszczajg zatem, ze zaobserwowane przez nich hamowanie
wzrostu moze byé spowodowane matg podatnoscig na trawienie wiekszosci
biatek tych roslin, a takze hamowaniem aktywnosci enzymow przez biatka
zawarte w tych roslinach, odmienne jednak od inhibitoréw trypsyny.
Weditug badan Lien era (108) nieoczyszczony inhibitor trypsyny juz
w maltym stezeniu hamuje wzrost kurczat i szczur6w nawet wdwczas,
kiedy ponad 95% aktywnosSci antytrypsynowej zniszczono przez dziatanie
0,1 N HC1 w 55° przez 18 godz. Wyrazne opdznienie wzrostu zaobserwo-
wano rowniez u zwierzat karmionych zhydrolizowanym biatkiem albo
mieszaning aminokwaséw z dodatkiem surowej maczki sojowej (48, 110,
187) lub inhibitora trypsyny otrzymanego z fasoli limenskiej (93).

Nitsan i Bondi (127) wyjasnili, ze nie ma zahamowania pro-
teolizy w jelitach szczuréw i myszy, natomiast'wyraznie wystepuje ono
u mitodych kurczat. Okazato sie tez, ze dodanie trypsyny poprawia war-
tos¢ odzywcza maczek sojowych nawet woOwczas, kiedy dodawano
zinaktywowang lub zdenaturowang przez ogrzanie trypsyne (24). Jednak
Lipke i wsp. (111) a takze Brambila i wsp. (34) doniedli, ze do-
dawanie trypsyny do paszy nie przyspiesza wzrostu zwierzat doSwiadczal-
nych, karmionych surowg maczka sojowa.

Podsumowujac wyniki omoéwionych badan oraz wykluczajac obserwa-
cje poczynione na miodych kurczetach, nalezy podaé w watpliwos$é poglad,
ze gtdwng przyczyng hamowania wzrostu zwierzat karmionych surowymi
maczkami ro$linnymi, zawierajgcymi inhibitory trypsyny, jest blokowanie
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enzymow proteolitycznych. Poniewaz biatka sojowe (53) oraz sojowy inhi-
bitor trypsyny (88, 96) sg trawione przez pepsyne w kwasnym srodowisku,
a obecno$¢ sojowego inhibitora trypsyny przedtuza czas opréznienia zo-
tadka (47, 116) mozna przypuszczaé, ze ilos¢ inhibitora przedostajacego
sie do jelita jest niewielka. Zatem ilos¢ trypsyny blokowanej przez inhi-
bitor rowniez nie moze by¢ duza, a straty te moze szybko uzupetnié zwiek-
szenie wydzielania enzymu z trzustki (152).

2. Stymulowanie wydzielania wewnetrznego

U kurczat karmionych surowg maczkag sojowg obserwuje sie przerost
trzustki (37a), a takze zwiekszenie wydzielania z niej enzyméw pro-
teolitycznych (114). Podobne zjawisko wystepuje réwniez u szczuréw
(21). Obserwowane przerosty trzustki przypisuje sie raczej hiperplasji
niz hipertrofii organizmu (158). Sg pewne dane, ze przerost trzustki zalezy
od obecnosci inhibitorow trypsyny (69, 122). Haines i Lyman (69)
sgdzg, ze przerost ten nie jest zwigzany z zahamowaniem proteolizy a z ja-
kim$ innym dziataniem inhibitora trypsyny.

Natomiast Rackis i wsp. (144) nie znalezli zadnej korelacji po-
miedzy przerostem trzustki a iloScig podawanego inhibitora trypsyny, lecz
zanotowali obecnos¢ w tak zwanej ,,serwatkowej” frakcji soi innego zwiga-
zku wywotujacego ten efekt. RoOwniez Saxena i wsp. (151) stwierdzili,
ze przerost trzustki powoduja nie inhibitory trypsyny a oporny na pepsyne
i trypsyne czynnik zawarty w nierozpuszczalnej w wodzie frakcji nasion
soi. Takze Pubols i wsp. (136) wymieniajg zwigzek, Ktéry nie jest
inhibitorem trypsyny a powoduje przerost trzustki. Niedawno okazato
sie tez (64), ze otrzymana z wyciagoéw ,serwatki” sojowej frakcja za-
wierajgca inhibitor trypsyny, w miare oczyszczania traci zdolno$é powo-
dowania przerostu trzustki, a krystaliczny preparat tego inhibitora
wprawdzie hamuje wzrost zwierzat, ale nie ma zadnego wptywu na trzu-
stke. Creexk i wsp. (45) zaobserwowali u kurczat, ze zastgpienie w die-
cie ziarn pszenicy w 30% albo 55,5% zmielonymi kietkami pszenicy ha-
muje wzrost tych zwierzat i powoduje przerost watroby i trzustki. Sub-
stancja czynna jest rozpuszczalna w wodzie, termolabilna oraz znacznie
obniza wykorzystanie biatka i tluszczu diety (43, 44). Natomiast u szczu-
row Olsen (130) nie obserwuje zadnego szkodliwego wptywu kietkow
pszennych.

Tak u szczuréow jak i u kurczat, karmionych surowag maczka sojowg
lub maczka ogrzang i wzbogacong w inhibitor trypsyny, stwierdzono wy-
soki poziom niewchtonietego azotu w jelitach (13, 113), mimo przerostu
trzustki i zwiekszonego wydzielania enzyméw proteolitycznych (114).
Straty azotu wigzano jednak wtasnie ze zwiekszonym wydzielaniem bia-
tek z trzustki a nie z hamowaniem proteolizy w jelitach (113, 115).
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Khayambashi i Lyman (91) doszli do wniosku, ze inhibitor
trypsyny moze uwalnia¢ jaki$ hormonalny czynnik pobudzajgcy wydzie-
lanie z trzustki, jednak prdby obliczenia strat spowodowanych zwiekszo-
nym wewnetrznym wydzielaniem azotu biatkowego do Swiatta jelita, nie
potwierdzajg cytowanych wyzej pogladow (99, 106, 107, 113).

3. Wptyw na metabolizm biatkowy

Dror i Gertler (50) stwierdzili u kurczat i szczuréw, ze karmienie
nieogrzang maczka sojowgq jako zrddiem biatka obniza aktywno$¢ dehydro-
genazy ksantynowej, oksydazy ksantynowej i aminotransfetazy aspa-
raginowej w watrobie oraz arginazy w watrobie i nerkach w poréwnaniu
ze zwierzetami karmionymi maczka ogrzang. Autorzy ci przypuszczaja,
ze inhibitory sojowe hamujg biosynteze tych enzyméw lub biatek w ogole.
Sg pewne dane, ze inhibitory trypsyny stymulujg przemiane metioniny
do cystyny i wbudowywanie tej ostatniej w biatka.

Carroli i wsp. (36) zauwazyli, ze jelita szczuré6w karmionych
surowa maczka sojowa zawieraty nienaturalnie duzag ilos¢ mostkéw dwu-
siarczkowych w biatkach. Kwong i Barnes (98) przedstawiajg dane
wskazujace, ze u szczurow dodatek Kkrystalicznego inhibitora trypsyny
do diety wzmaga przemiane metioniny w cystyne, oraz zwieksza ilos¢
zwigzanej cystyny w trzustce gtéwnie whudowanej w biatka trzustki (12).

4. Inne dziatanie przypisywane inhibitorom

Sambeth i wsp. (150) rozdzielili na DEAE-celulozie ,serwatke”
sojowg na 4 frakcje. Wszystkie frakcje miaty aktywnos$¢ antytrypsynowa,
natomiast tylko jedna z nich wykazywata aktywno$¢ hemoaglutyninowg
i toksycznos$¢ Srédotrzewng przy podawaniu jej szczurom. Podawane kur-
czetom jako pasza frakcje wywotywaty w sposéb zroznicowany przerost
trzustki i skurczenie woreczka zéitciowego przy czym te, ktore najsilniej
wpltywaty na trzustke jednoczes$nie najsilniej dziataly tez na woreczek
z0fciowy. Skurcz woreczka zoOiciowego Sambeth i wsp. przypisywali
zmniejszonej ilosSci z6kci, co wystepuje tez przy statym karmieniu kurczat
nieogrzang sojag. Ponadto zaobserwowano, ze inhibitory trypsyny sa
wigzane przez plazmine (125), hamuja elastaze (10, 182) i inne endopepty-
dazy (177), dziatajg antyfibrynolitycznie (146, 190), przeciwzapalnie (118),
przedtuzaja czas koagulacji (8), uniemozliwiaja tworzenie sie trombiny
(65, 86, 117, 120, 174) oraz wptywajag na wchianianie tluszczéw (122, 150).

IV. Uwagi koncowe

Obecnie znanych jest w soi przynajmniej 8 zwigzkdw hamujacych
trypsyne. Frattali i Steiner (61) przypuszczaja, ze wykrycie takiej
duzej liczby réznigcych sie miedzy sobg inhibitoréw moze by¢ wynikiem
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heterogeniczno$ci genetycznej surowca wyjsciowego uzywanego przez
réznych badaczy (16, 141, 194). W wiekszosci prac omoéwionych w tym
artykule badano najlepiej poznany sojowy krystaliczny inhibitor Kunitza.
Wielu badaczy (4, 59, 119, 131) potwierdzito korzystny wplyw ogrzewania
na warto$¢ biologiczng surowych pokarmoéw roslinnych a po ustaleniu,
ze istnieje zalezno$¢ odwrotnie proporcjonalna miedzy warto$cig odzyw-
cza biatka a iloscia zawartego w nim inhibitora trypsyny, zalecano
uwzglednianie tego czynnika przy ocenie jakosci artykutéw spozywczych
i paszowych (26, 179, 188). Jednakze badania poréwnawcze wartosci
odzywczej surowych i ogrzanych pasz ze skietkowanej soi (48, 49, 54) oraz
z innych roslin stragczkowych (37) czesciowo podwazajg to kryterium oceny
pasz. Rola inhibitoréw trypsyny w tlumieniu wzrostu zwierzat doswiad-
czalnych zapewne nie polega gtownie na blokowaniu proteolizy w jelicie.
Wiekszo$¢ badan zywieniowych, szczegblnie wczesniejszych, prowadzono
na zaledwie czeSciowo oczyszczonych preparatach inhibitorow lub na
maczkach roslinnych, co mogto prowadzi¢ do mylnych wnioskéw tym
bardziej, ze niektére handlowe preparaty krystalicznego inhibitora trypsy-
ny z soi zawierajg, jak sie okazato (143), do 50% zanieczyszczen. Ponadto
wyizolowane z réznych roélin inhibitory trypsyny, poza cechami wspol-
nymi jak budowa biatkowa i mostki dwusiarczkowe, w duzym stopniu
réznity sie sktadem aminokwasowym czy wrazliwo$cia na ogrzewanie.
Wreszcie nalezy pamieta¢, ze w nieogrzewanych roS$linach strgczkowych
znaleziono takze inne zwigzki toksyczne (22, 29, 80, 109, 135, 150, 185,
189). Wszystko to moze ttumaczyé sprzeczne wyniki niektérych préb zy-
wieniowych. Zastosowanie doktadniejszych i czulszych metod oczyszcza-
nia i oznaczania inhibitoréw (52) rokuje nadzieje wyjasnienia pewnych
rozbieznosci. Do uporzagdkowania obrazu w tej dziedzinie przyczyni sie
tez zaréwno stwierdzenie, ze rodzaj i wiek zwierzat doswiadczalnych
bardzo istotnie rzutujg na uzyskiwane wyniki (5, 127) jak i bardziej
precyzyjna systematyka i definicje réznych typéw hamowania enzymow,
zaproponowane przez Keletiego i Telegdiego (89).

LITERATURA

1. Abramowa E P, Cernikov M. P., Wopr. Pit. 23, z. 4, 13 (1964).

2. Almauist H. J, Merritt J. B, Arch. Biochem. Biophys. 35 352 (1952).

3. Almaguist H J, Merritt J. B, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 83, 269
(1953).

4. Altschul A. M, Lyman C. M, Thurber F. H., Processed Plant
Protein Foodstuffs, Academic Press, New York 1958.

5. Alumot E., Nitsan Z, J. Nutrition 73, 71 (1961).

Ambe K. S, Sohonie K. Experientia 12, 302 (1956).

7. Am be K. S, Sohonie K., J. Sci. Industr. Res. 15C, 136 (1956).

s

8 Postepy Biochemii



© ©

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
3L
32.
33.
34.
35.
36.

37.

37a.

38.
39.
40.
41.

42.

43.
44.

J. JANICKI | WSP. [14]

Andreenko G V., Kudryashov B. A, Wopr. Med. Chim. 7, 513 (1961).
Apte U, Sohonie K. J. Sci. Industr. Res. 16C, 225 (1957).

Bagdy D, Falk M, Tolnay P. Acta Physiol. Hung. 21, 123 (1962).
Balls A K, Ryan C. A, J. Biol. Chem. 238, 2976 (1963).

Barnes R H, Kwong E. J. Nutrition 86, 245 (1965).

Bielorai R. Bon di A. J. Sci. Food Agric. 14, 124 (1963).

Birk Y. Biochim. Biophys. Acta 54, 378 (1961).

Birk Y. Abstr. 3rd Meeting Fed. European Biochem. Soc. F. 1966 str. 231.
Birk Y., Gertler A, Khalef S. Biochem. J. 87, 281 (1963).

Birk Y., Gertler A, Khalef S, Biochim. Biophys. Acta 67, 326
(1963).

Birk Y., Gertler A, Khalef S, Biochim. Biophys. Acta 147, 402
(H967).

Birk Y., Gertler A, Khalef S, Israel J. Chem. 5 130 (1967).

Birk Y., Waldman M. Qual. Plant. Materiae Vegetabiles 12, 199 (1965).
Booth A N, Robbins D. J, Ribelin W. E, DeEds F. Proc. Soc.
Exptl. Biol. Med. 104, 681 (1960).

Borchers R., Federation Proc. 24, 1494 (1965).

Borchers R, Ackerson C. W, J. Nutrition 41, 339 (1950).
Borchers R, Ackerson C. W, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 78, 81
(1951).

Borchers R, Ackerson C. W, Kimmett L. Arch. Biochem. Biophys.
13, 291 (1947).

Borchers R, Ackerson C W, Mussehl F. E., Poultry Sci. 27,
601 (1948).

Borchers R, Ackerson C W, Mussehl F E, Moehl A,
Arch. Biochem. Biophys. 19, 317 (1948).

Borchers R, Ackerson C W, Sandstedt R. M. Arch. Biochem.
Biophys. 12, 367 (1947).

Bouthilet R J, Hunter W. L, Luhman C A, Ambrose D,
Lepkovsky S, Poultry Sci. 29, 837 (1950).

Bowman D. E, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 57, 139 (1044).

Bowman D. E., Science 102, 358 (1945).

Bowman D. E., Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 63, 547 (1946).

Bowman D. E., Arch. Biochem. Biophys. 16, 109 (1948).

Brambila S, Nesheim M. C, Hill F. W, J. Nutrition 75, 13 (1961).
Burger W. C, Siegelman H. W. Physiol. Plantarum 19, 1089 (1966).
Carroli R. W, Hensley G W, Sittler C L, Wilcox E L,
Graham W. R, (Jr).,, Arch. Biochem. Biophys. 45, 260 (1953).
Chattopadhyay H., Banerjee S. Indian J. Med. Res. 41, 185 (1953).
Chernick S. S, Lepkovsky S, Chaikoff 1. L, Am. J. Physiol.
155, 33 (1948).

Chou Y. T, Chi C. W, Acta Biochim. Sin. 5 109 (1965).

Chu H. M, Chi C. W., Acta Biochim. Sin. 3, 229 (1963).

Chu H. M, Chi C. W., Acta Biochim. Sin. 5 519 (1965).

Chu H. M, Sant-o S, Jen M H, Chi C W, Tsao T. C. Acta
Biochim. Sin. 4, 588 (1964).

Couch J R, Creger C R, Bakshi Y. K, Proc. Soc. Exptl. Biol.
Med. 123, 263 (1966).

Creek R. D, Vasaitis V;, Poultry &ci. 41, 1351 (1962).

Creek R D, Vasaitis V.' Pollard W. O, Schumeier G,
Poultry Sci. 41, 901 (1962).



[15]

45.

46.
47.
48.
49.
50.
51
52.

53.
54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.

67.
68.

69.
70.
71.

72.
73.
74.

75.
76.
7.
78.

79.
80.
8l

INHIBITORY TRYPSYNY 115

Creek R. D, Vasaitis V., Schumaier G. Poultry Sci. 40, 822
(1961).

Davie E. W, Neurath H, J. Biol. Chem. 212, 507 (1955).

De Muelenaere H. J. H., J. Nutrition 82, 197 (1964).

Desikachar H. S. R, De S. S, Science 106, 421 (1947).

Desikachar H. S. R, De S. S, Biochim. Biophys. Acta 5 285 (195C).
Dror Y, Gertler A, J. Nutrition 93, 401 (1967).

Edeldoch H., Stein er R. F., J. Biol. Chem. 238, %31 (1963).
Eldridge A. C, Anderson R L, Wolf W-J, Arch. Biochem.
Biophys. 115, 495 (1966).

Evans R. J, Arch. Biochem. Biophys. 11, 15 (1946).

Everson G.J, Steenbock H, Cederguist D. C, Parsons H. T,
J. Nutrition 27, 225 (1944).

Ferdinand W, Moore S, Stein W. H. Biochim. Biophys. Acta 96,

524 (1965).

Finkenstadt W. R, Laskowski M. (Jr.), J. Biol. Chem. 240, PC 962
(1965).

Finkenstadt W. R, Laskowski M. (Jr.), J. Biol. Chem. 242, 771
(1967).

Fraenkel-Conrat H, Bean R. C, Ducay E. D, Olcoll H. S,
Arch. Biochem. Biophys. 37, 393 (1952).

Frampton V. I, Nutritional Evaluation of Food Processing, red.
R. S. Harris, H. von Loesecke, John Wiley and Sons, 1960.

Franek F. Coli. Czech. Chem. Comm. 24, 1734 (1959).

Frattali V., Stein er R. F., Biochemistry 7, 521 (1968).

Gaitonde M. K, Sohonie K. Current Sci. India 20, 217 (1951).
Gaitonde M. K, Sohonie K. J. Sci. Industr. Res. 11, B, 339 (1952).
Garlich J. D, Nesheim M. C, J. Nutrition 88, 100 (1966).

Glazko A. J, J. Clin. Invest. 26, 364 (1947).

Gontea I, Gardev M., Comm. Acad. Rep. Populare Romine 8, 723
(1958).

Green N. M, J. Biol. Chem. 2C5, 535 (1953).

Green N M, Neurath H. w The Proteins red. N. Neurath, K. Bailey,
Academic Press, New York 1954, tom Il, str. 1057.

Haines P. C, Lyman R. L., J. Nutrition 74, 445 (1961).

Ham W. E, Sandstedt R. M., J. Biol. Chem. 154, 505 (1944).

Ham W. E, Sandstedt R M, Mussehl F. E, J. Biol. Chem. 161,
635 (V945).

Haynes R, Feeney R. E., J. Biol. Chem. 242, 5378 (1967).

Haynes R, Osuga D. T., Feeney R. E., Biochemistry 6, 541 (1967).
Hochstrasser K, Muss M, Werle E. Hoppe-Seyler’s Z. Physiol.
Chem. 348, 1337 (1967).

Honavar P. M, Sohonie K. Chem. Abstr. 51, 10669 (1957).

Honavar P. M, Sohonie K. Ann. Biochem. Exptl. Med. 19, 57 (1959).
Honavar P. M, Sohonie K. J. Sci. Industr. Res. 18C, 202 (1959).
Ikenaka T., Shimada K, Matsushima Y. J Biochem. (Tokyo)
54, 193 (1963).

Jaffe W. G., Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 75, 219 (1950).

Jaffe W. G. Experientia 18, 76 (1962).

Jaffe W. G, Vega Lette C. L., J. Nutrition 94, 203 (1968).

8la.Jirgensons B. Arch. Biochem. Biophys. 85, 532 (1959).

82.

8*

Jirgensons B. Arch. Biochem. Biophys. 78, 235 (1958).



116

J. JANICKI | WSP. [16]

82a.Jirgensons B. Arch. Biochem. Biophys. 94, 59 (1961).

83.

Jirgensons B. J. Biol. Chem. 240, 1064 (1965).

83a.Jirgensons B. Makromol. Chem. 51, 137 (1962).

84.

85.
86.

87.
88.

89.

90.
91
92.

93.
94.

95.

96.
97.
98.
99.

100.

101.

102.

103.
104.
105.
106.

107.

108.

109.
110.

111,

112.

113.

114.

115.

116.
117.
118.

119.

Jirgensons B, lkenaka T, Gorguraki V., Makromol. Chem. 39,
149 (1960).

Jones G, Moore S, Stein W. H., Biochemistry 2, 66 (1963).

Kagan L. J., Brit. J. Exptl. Pathol. 45, 604 (1964).

Kakade M. L, Evans R. J, J. Agric. Food Chem. 13, 450 (1965).
Kassel B, Laskowski M. J. Biol. Chem. 219, 203 (1956).

Keleti T., Telegdi M., Enzymologia 31, 39 (1966).

Kendall K. A., J. Dairy Sci. 34, 499 (1951).

Khayambashi H, Lyman R. L., Federation Proc. 25 2750 (1966).
Klose A A, Hill B, Fevold H. L., Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 62,
10 (1946). %

Klose A. A, Greaves .J. D. Fevold H. L, Science 108, 88 (1948).
Kunitz M., Science 101, 668 (1945).

Kunitz M., J. Gen. Physiol. 29, 149 (1946).

Kunitz M., J. Gen. Physiol. 30, 291 (1947).

Kunitz M., J. Gen. Physiol. 30, 311 (1947).

Kwong E, Barnes R. H. J. Nutririon 81, 392 (1963).

Kwong E, Barnes R. H., Fiala G. J. Nutrition 77, 312 (1962).
Laporte P, Tremolieres J., Compt. Rend. Soc. Biol. 156, 1261 (1962).
Laskowski M. w Methods in Enzymology, red. S. P. Colowick, N. O. Kaptan,
Academic Press, New York 1955, t. 2, str. 36.

Laskowski M, Laskowski M. (Jr.), w Advances in Protein Chemistry
red. M. L. Anson, K. Bailey, J. T. Edsall, Academic Press, New York 1954, t. 9,
str. 203.

Learmonth E M, Wood J. C., Chem. Industr. str. 1569 1960.
Learmonth E M, Wood J. C., Cereal Chem. 40, 61 (1963).-
Lebowitz J, Laskowski M. (Jr.), Biochemistry 1, 1044 (1962).
Lepkovsky S, Bingham E, Penc harz R. Poultry Sci. 38 1289
(1959).

Lepkovsky S, Furuta F, Koike T, Hasegawa N, Di-
mick M K, Krause K, Barnes F. J, Brit. J. Nutrition 19, 41 (1965).
Liener 1. E, J. Biol. Chem. 193, 183 (1951).

Liener |I. E, Am. J. Clin. Nutrition 11, 281 (1962).

Liener I|I. E, Deuel H. J. (Jr), Fevold H. L., J. Nutrition 39, 325
(1949).

Lipke H, Fraenkel G. S, Liener | E., J Agric. Food Chem. 2,
410 (1954).

Lorenc-Kubis 1, VI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Sym-
pozjum Miedzynarod. Biosynteza Biatek, Olsztyn 25—27 lipiec 1968 — Stresz-
czenie s. 76.

Lyman R. L., J. Nutrition 62, 285 (1957).

Lyman R L, Lepkovsky S. J. Nutrition 62, 269 (1957).

Lyman R L, Wilcox S. S, Monsen E. R, Am. J. Physiol. 202, 1077
(1962).

Lyman R L, Wilcox S. S, J. Nutrition 79, 28 (1963).

Mac Far lane R. G, J. Physiol. 106, 104 (1947).

Mansfeld V., Rybak M, Horakova Z, Hladovec J., Hoppe-
-Seyler’s Z. Physiel. Chem. 318, 6 (1960).

Mickelsen O, Yang M. G. Federation Proc. 25, 104 (1966).



[17]
120.
121.
122.

123.

124.

125,
126.
127.
128.

129.

130.
131.
132.
133.
134.
135.

136.

137.
138.

139.

140.
141.

142.

143.

144.

145.

146.
147.
148.
149.

150.

151.

152.
153.
154.

155.

156.

157.

158.

159.

INHIBITORY TRYPSYNY 117

Milstone J. H., J. Gen. Physiol. 38, 757 (1955).

Mooijman J. G. J. M., Dissertation Abstr. 25, 4339 (1965).

Nesheim M. C, Garlich J D, Hopkins D. T. J. Nutrition 78,
89 (1962).

Neurath H, Schwert G. W, Chem. Rev. 46, 69 (1950).
Niewiarowski S., Enzymy w Biologii i Medycynie, PZWL Warszawa 1965.
Nissen U, Astrup T. Federation Proc. 25 30 (1966).

Nitsan Z, Alumot E. J. Nutrition 84, 179 (1964).

Nitsan Z, Bondi A., Brit. J. Nutrition 19, 177 (1965).

Northrop J. H, Kunitz M, Herriott R. H. Crystalline Enzymes
2-nd ed. Columbia University Press, New York.

Obara T, Kimura M., J. Food Sci. 32, 531 (1967).

Olsen E. M., Can. J. Biochem. 45, 1673 (1967).

Osborne T. B, Mendel L. B, J. Biol. Chem. 32, 369 (1917).

Ozawa K, Laskowski M. (Jr.), J. Biol. Chem. 241, 3955 (1966).
Phadke K., Sohonie K. J. Sci. Industr. Res. 21C, 272 (1962).
Polanowski A. Acta Biochim. Polon. 14, 389 (1967).

Potter G. C, Kum mer ow F. A, Science 120, 224 (1954).

Pubols M H, Saxena H. C, McGinnis J., Proc. Soc. Exptl. Biol. Med.
117, 713(1964).

Pusztai A., 'Biochem. J. 101, 379 (1966).

Pusztai A. Nutrition Abstr. Revs. 37, 1 (1967).

Pusztai A., Eur. J. Biochem. 5, 252 (1968).

Rackis J. J.,Proc. Seed Protein Conf., New Orleans, 1963 str. 98.

Rackis J. J, Anderson R. L. Biochem. Biophys. Res. Comm. 15,
230 (1964).

Rackis J. J, Sasame H. A, Anderson R L, Smith A K., J Am.
Chem. Soc. 81, 6265 (1959).

Rackis J. J, Sasame H. A, Mann R K, Anderson R L, Smith
A. K., Arch. Biochem. Biophys. 98, 471 (1962).

Rackis J. J, Smith A K, Nash A M, Robbins D. J, BoothA. N,
Cereal Chem. 40, 531 (1963).

Ramirez J. S, Mitchell H. L., J. Agric. Food Chem. 8, 393 (1960).
Rush B. (Jr.), Cliffton E. E, Am. J. Physiol. 166, 485 (1951).

Ryan C. A, Biochemistry 5, 1592 (1966).

Ryan C. A, Balis A. K. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 48, 1839 (1962).

Ryan C A, Huisman Q. C., Nature 214, 1047 (1967).

Sambeth W, Nesheim M C, Serafin J. A. J. Nutrition 92,
479 (1967).

Saxena H. C, Jensen L S, McGinnis J., Proc.-Soc. Exptl. Biol.
Med. 112, 101 (1963).

Scow R. O, Endocrinology 60, 359 (1957).

Shain Y., Mayer A. M., Physiol. Plantarum 18, 853 (1965).

Shyamala G, Kennedy B. M., J. Am. Dietetic Assoc. 41, 115 (1962).
Shyamala G, Kennedy B M, Lyman R. L, Nature 192, 360
(1961).

Shyamala G, Lyman R. L., Can. J. Biochem. 42, 1825 (1964).
Siddappa G. S, J. Sci. Industr. 16C, 199 (1957).

Singh J, Schaible P.J, Zindel H. C., Ringer R. K., Quart. Buli.
Michigan Agric. Exptl. Stat. 47, 17 (1964).

Smith E. L. w The Enzymes red. P. D. Boyer, H. Lardy, K. Myrback,
Academic Press, New York 1951, tom |, str. 793.



118

160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.

167.

168.
169.
170.
171.
171a.

172.
173.
174.
175.

176.
177.
178.
179.

180.

181.
182.
183.

184.

185.
186.

187.

188.
189.

190.

191.

192.
193.
194.
195.

J. JANICKI | WSP. [18]

Sohonie K, Ambe K. S., Nature 175, 508 (1955).

Sohonie K, Ambe K. S, Nature 176, 972 (1955).

Sohonie K, Apte U, Ambe K. S., J. Sci. Industr. Res. 17C, 42 (1958).
Sohonie K. Bhan dar kar A. P., J. Sci. Industr. Res. 13B, 500 (1954).
Sohonie K., Bhandarkar A. P, J. Sci. Industr. Res. 14C, 500 (1955).
Sohonie K, Honavar P. M. Sci. Culture (India) 21, 538 (1956).
Sohonie K., Huprikar S. V., Joshi M. R, J. Sci. Industr. Res. 18C
95 (1959).

Stead R H., De Muelenaere H J H, Quicke G. V., Arch. Biochem.
Biophys. 113, 703 (1966).

Steiner R. F.,, Nature 204, 579 (1964).

Steiner R. F., Biochim. Biophys. Acta 100, 111 (1965).

Steiner 'R. F., Arch. Biochem. Biophys. 115, 257 (1966).

Steiner R. F., Biochemistry 5, 1964 (1966).

Steiner R F, De Lorenzo F., Anfinsen C. B., J. Biol. Chem. 240,
4648 (1965).

Steiner R. F, Edeldoch H. J. Biol. Chem. 238, 925 (1963).

Szilagyi S., Acta Biol. Debrecina 3, 117 (1965).

Tagnon H. J, Soulier J. P, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 61, 440 (1946).
Tauber H, Kershaw B. B, Wright R. D, J. Biol. Chem. 179, 1155
(1949).

Tawde S. Ann. Biochem. Exptl. Med. 21, 359 (1961).

Tolnay P. Abstr. 3-rd Meeting Fed. Eur. Biochem. Soc., F., 232 (1966).
Ubatuba F. B., Rev. Brasil. Biol. 15, 1 (1955).

Van Buren J P, Steinkraus K H, Hackler L R, EIRawi I,
Hand D. B, J. Agric. Food Chem. 12, 524 (1964).

Wagh P. V., K laustermeier D. F, Waibel P. E, Liner I E,
J. Nutrition 80, 191 (1963).

Wagner L. P, Riehm |1 P. Arch. Biochem. Biophys. 121, 672 (1967).
Walford R. L, Kickhofen B. Arch. Biochem. Biophys. 98, 191 (1962).
Wang K., Chi C.W, Tsao T. C. Acta Biochim. Sin. 5 510 (1965).
Watanabe K, Yoshikawa M, Nonoguchi Y., Kondo K. Nippon
No6gei-Kagaku Kaishi 32, 260 (1958).

Weaver J. M., Federation Proc. 14, 301 (1955).

Werle E, Appel W, Happ E., Z Vitamin-Hormon-Fermentjorsch. 10,
127 (1959).

Westfall R J, Bosshardt D. K, Barnes R. H., Proc. Soc. Exptl.
Biol. Med. 68, 498 (1948).

Westfall R J, Hauge S. M., J. Nutrition 35, 379 (1948).

Wilgus H. S. (Jr), Gassner F. X, Patton A R, Gustavson R. G,
J. Nutrition 22, 43 (1941).

Winterstein A, Straessle R. Proc. 18-th Internat. Congr. Haematol.,
Tokyo 3, 1708 (1960) — publ. 1962.

Worowski K. VI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Sympo-
zjum Miedzynarodowe Biosynteza Biatek, Olsztyn 25—27 lipiec 1968, stresz-
czenie str. 75.

Wu Y.V, Scheraga H. A., Biochemistry 1, 698 (1962).

Wu Y.V, Scheraga H. A, Biochemistry 1, 905 (1962).

Yamamoto M., lkenaka T. J. Biochem. 62, 141 (1967).

Yoshikawa M, Kiyohara T, Ito K. Hyogo Noka Daigaku Kenkyu
Hokoku, Nogei-Kagaku Hen 6, 35 (1963).



Post. Biochem. 16, 119—144 (1970)

ESTERA KRAJEWSKA *

Uktad biosyntezy biatka u bakterii termo- i psychrofilnych
Protein-Synthesizing Systems of Thermophilic and Psychrophilic Bacteria

The characteristics of protein synthesizing systems of thermophilic and psych-
rophilic bacteria are described. Data concerning thermal stability of the systems’
components in aspect of the growth temperature ranges of the organisms are
discussed.

Temperatura jest jednym z najwazniejszych czynnikéw $rodowisko-
wych, kontrolujgcych wzrost i aktywno$¢ organizméw. Na naszym globie
bakterie rozwijajg sie w zakresie temperatur od —7,5° do ponad 90°C
(8, 22, 36, 38, 59, 68). Jednak okreSlony szczep zdolny jest do aktywnego
wzrostu tylko w przedziale okoto 30°C. W zaleznosci od wymagan tempe-
raturowych przyjeto dzieli¢ bakterie (jak i w ogéle mikroorganizmy) na
trzy zasadnicze grupy: termo-, mezo- i psychrofilne (schemat 1). Mimo
pewnej umownos$ci powyzszego podziatu, pozostaje faktem bezspornym,
ze mikroorganizmy psychrofilne zdolne sg do wzrostu i reprodukcji
w temperaturach bliskich 0°C, za$ bakterie termofilne w temperaturach
powyzej 55° w jakich nie moga sie rozwijaé zadne inne mikro- i makro-
organizmy (z wyjatkiem termofilnych sinic). Dla wielu przebadanych
szczepow termofilnych tak wysoka temperatura $rodowiska jest niezbedna
do rozwoju (8, 22, 36, 59).

Na temat wystepowania, ekologii, fizjologii i biochemii bakterii termo-
i psychrofilnych istnieje obszerna literatura. W ciggu ostatnich lat po-

-1Q 0 20 A0 60 80 . 1op°Cc
—+ k2 -t -1 i | i i i
Psychnofile
Mezofile
Termofile

Schemat 1. Podziat bakterii na psychrofilne, mezofilne i termofilne w zaleznosci od
zakresu temperatury wzrostu

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa.
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jawito sie sporo opracowan monograficznych i przegladowych (8, 22, 23,
27, 36, 38, 39, 68).

Zdolno$¢ do wzrostu w okreSlonym przedziale temperatur jest dzie-
dzicznie utrwalong cechg, ktéra tylko w nieznacznym stopniu ulega
zmianom (8, 23, 36). Mozna zatem przypuszczaé, ze przynalezno$é danego
szczepu bakteryjnego do grupy termo-, mezo- czy psychrofilnej okres$laja
witasciwosci ktorego$ z zasadniczych ukladéw w komdrce, na przykitad
uktadu syntetyzujgcego biatka. Co wiecej, mozna mniemac, ze istnieje
korelacja miedzy przedziatem temperatur, w jakich rosnie szczep bakte-
ryjny, a wrazliwo$cig na inaktywacje cieplng makroczasteczek wcho-
dzacych w skiad tegoz uktadu, tj. kwasow nukleinowych i wielu biatek
enzymatycznych.

Wrazliwo$¢ na denaturacje termiczng substruktur komdrkowych
i makroczasteczek biologicznie aktywnych mozna badaé dwojako: 1) $le-
dzac zalezno$¢ wiasnosci fizycznych od temperatury, 2) badajac wptyw
szoku temperaturowego na aktywno$¢ biologiczna.

Rdznice w wymaganiach temperaturowych omawianych grup bakterii
nie sg duze i wykluczajg mozliwosé termicznego rozerwania wigzan ko-
walencyjnych, a wiec niszczenia struktury pierwszorzedowej kwasow
nukleinowych i biatek. W gre zatem wchodzg indukowane przez tempe-
rature zmiany konformacyjne, ktére moga prowadzi¢ do catkowitej czy
czeSciowej utraty sprawnosci funkcjonalnej systemu lub tylko pewnych
jego elementow.

Termicznej destrukcji struktury drugorzedowej kwasu nukleinowego
towarzyszy wzrost absorpcji w bliskim nadfiolecie, co fatwo mozna $ledzi¢
spektrofotometrycznie. Temperature (Tm), w ktérej przyrost absorpcji
stanowi potowe catkowitego jej przyrostu, przyjeto za miernik trwatosci
konformacji tego zwigzku. W mys$l powszechnie przyjetego modelu struk-
tura drugorzedowa kwasu nukleinowego uwarunkowana jest gtownie
wystepowaniem wigzan wodorowych miedzy parami zasad: guaning i cy-
tozynag (G-C) oraz adening i tyming (A-T) w kwasie dezoksyrybonukleino-
wym, a adening i uracylem (A-U) w kwasie rybonukleinowym. Poniewaz
energetycznie bogatsza jest para G-C, zachodzi korelacja miedzy opor-
noscig preparatu kwasu nukleinowego na denaturacje cieplng a zawartoscia
w nim par G-C. Stwierdzito to wielu autoréw dla syntetycznych i natu-
ralnych kwaséw dezoksy- i rybonukleinowych (24, 26, 57).

I. Bezkomérkowe uktady syntetyzujace biatka
Badania nad biosyntezg biatka u bakterii termo- i psychrofilnych

prowadzono gtdwnie w uktadach bezkomorkowych, otrzymanych w zasa-
dzie wedtug metody opracowanej dla E. coli (45, 60 70).
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1. Uktad z bakterii termofilnych

Bezkomdrkowy uktad syntetyzujgacy biatka otrzymali z bakterii ter-
mofilnej B. stearothermophilus 2184 Friedman i Weinstein (31).
Uktad ten wigczat sprawnie znakowane 14C aminokwasy: fenyloalanine,
lizyne i proling w zakresie temperatur 30—70°, mimo ze szczep nie jest
zdolny do wzrostu w 37°. Optimum temperatury dla tych reakcji wynosi
55—60°, a wigczanie przy 65° bylo zawsze wieksze niz przy 37° (rysu-
nek 1).

Temperatura 4°C

Rys. 1. Endogenne wigczanie fenyloalaniny (), proliny (o) i lizyny (4) przez frakcje
S-30, (otrzymang po wirowaniu homogenatu z B. stearothermophilus przy 30 000 g)
jako funkcja temperatury
Czas inkubacji 20 min. (wg 31)

W réwnolegle prowadzonych doswiadczeniach system bezkomorkowy
z E. coli wiaczat w 65° zaledwie 12% ilosci wigczanej w 37°. Pod wpty-
wem syntetycznej matrycy poliU, ukilad termofilny dziatat przy 37°
réwnie efektywnie jak przy 65° (31). Analogiczne wyniki uzyskali
Algranati i Lengyel (1) dla otrzymanego z innej bakterii termo-
filnej uktadu pracujgcego z syntetycznymi homo- i kopolimerami jako
matrycami.

\
2. Uktad z bakterii psychrofilnych

Bezkomorkowy uktad syntetyzujgcy biatka wyodrebnili z psychro-
filnej bakterii Pseudomonas sp. 412 Krajewska i Szer (43). Szczep
ten rosnie w zakresie temperatur 0—31°C (optimum okoto 24°). Otrzy-
many ukiad syntetyzowat aktywnie polifenyloalanine pod wptywem poliU
w temperaturach od 0° do 45°. Poréwnanie z uktadem E. coli B wykazato
duze podobienstwo aktywnosci obu systemoéw in vitro w zakresie 25—45°.
Jednak przy 9—10° uktad z E. coli wiaczat jedynie okoto 10% ilosci
fenyloalaniny wigczanej przy 37° (rysunek 2), za§ w poblizu 0° nie funk-
cjonowat wcale. Bezkomérkowy uktad z Pseudomonas sp. 412 syntetyzo-
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Czas, min

Rys. 2. Kinetyka witgczania fenyloalaniny pod wptywem poli U przez system bez-
komérkowy z Pseudomonas sp. 412: (¢) 9°, 7.6 mM Mg2+; (0) 25°, 125 mM Mg2+;
(x) 37°, 14mM Mg2+; (A) 45°, 18 mM Mg2+

W celu poréwnania podano wyniki dla systemu bezkomérkowego z E. coli: (®) 37°, 14 mM
Mg2+- (O) 9°, 7.6 mM Mg+2; (wg 43)

wat biatko pod wptywem naturalnego mRNA z faga lepiej w 35° niz w 25°
(91).

Inny psychrofilny szczep, Micrococcus cryophilus ATCC 15174, nie
byt jednak zdolny do syntezy biatka powyzej 25° tj. powyzej maksy-
malnej temperatury wzrostu tego organizmu ani in vivo, ani in vitro.
Jak sie okazato, powyzej 25° zachodzi inaktywacja trzech enzymoéw akty-
wujacych aminokwasy oraz nieodwracalna denaturacja tRNA swoistego
dla kwasu glutaminowego (51, 51a).

Jak wida¢ z powyzszego zalezno$¢ miedzy zakresem temperatur, w ja-
kich ro$nie organizm, a zakresem temperatur, w jakim jest aktywny ukitad
syntetyzujacy biatko in vitro, nie uktada sie prosto i jednoznacznie.
W szczegdblnosci uktad ten nie jest czynnikiem ograniczajgcym minimalng
temperature wzrostu u badanych szczepéw termofilnych i nie zawsze jest
czynnikiem limitujgcym maksymalng temperature wzrostu u bakterii
psychrofilnych.

Wydaje sie zatem celowe poréwnanie poszczegdlnych elementéw wcho-
dzacych w skiad uktadu oraz ogniw procesu syntezy biatka.

M. DNA i synteza mRNA

Wprawdzie kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) bezposrednio nie
wchodzi w skiad ukladu syntetyzujgcego biatko, ale ze wzgledu na de-
terminujacg role tego zwigzku w syntezie biatka wydaje sie rzeczg celowg
uwzlednienie go w tym przegladzie. Przypuszczenie, ze istnieje korelacja
miedzy przedziatem temperatur, w jakim szczep rosnie, a termostabil-
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noscig jego DNA nie zostato potwierdzone (5, 53, 56, 81, 100). Preparaty
DNA termofilnych fagow nie wykazujg wyzszej zawartosci G-C ani tez
nie dysocjujg w wyzszych temperaturach, niz preparaty DNA z fagéw
mezofilnych (11, 81, 101). Z drugiej strony wiadomo, ze preparaty DNA
bakterii przynaleznych do roznych grup taksonomicznych rdznig sie
znacznie zawarto$cig par G-C, a zatem i wartosciami Tm (35, 58). Ponadto
wartosci Tm dla preparatbw DNA o zawartosci zaledwie 25% par G-C
(oznaczone w buforach osmotycznie zblizonych do pltynéw ustrojowych)
przekraczajg 80° (58). A zatem temperatury, przy ktérych zachodzi dena-
turacja cieplna DNA, przewyzszajg znacznie temperatury wymagane
przez wiekszo$¢ organizmow dla wzrostu.

Na temat transkrypcji DNA na informacyjny kwas rybonukleinowy
(mMRNA) u bakterii termo- i psychrofilnych istniejag pewne pos$rednie in-
formacje. Saunders i Campbell (80) wyodrebnili mRNA
z B. stearothermophilus szczep 10 po pulsowym (30 sekund) znakowaniu
za pomocg 3P. Sktad nukleotydowy tego RNA odpowiada komplementar-
nemu skiadowi nukleotydowemu DNA. Bubela i Holdsworth
(9) sledzili zanik radioaktywnos$ci w szybko znakujagcym sie RNA (a wiec
najprawdopodobniej w mRNA) u B. stearothermophilus i u E. coli.
U termofilnej bakterii proces ten przebiega podobnie w 63° i w 40°
i jest 5—6 razy szybszy niz u E. coli w 40°. Malcolm (51) u psychro-
filnej bakterii Micrococcus cryophilus zaobserwowat, ze znakowana try-
tem urydyna wigcza sie do szybko znakujgcego sie RNA w 30° tj. w tem-
peraturze przewyzszajacej maksymalng temperature wzrostu szczepu,
bardzo podobnie jak w temperaturze optymalnej (20°) dla jego wzrostu.
Autor wyciggnat stad wniosek, ze komponenty uczestniczagce w syntezie
RNA zaleznej od DNA nie sg termolabilne i ze proces transkrypcji nie
ogranicza w temperaturach powyzej 25° wydolnosci uktadu syntetyzuja-
cego bhiatko u tego organizmu.

Ostatnio Remold-0Donnell i Zillig (78) wydzielili i cze-
Sciowo oczyscili zalezng od DNA polimeraze RNA z trzech szczepéw
B. stearothermophilus. WtasnoSci fizyczne i biologiczne enzymu u wszyst-
kich tych szczepéw okazatly sie w zasadzie bardzo podobne do wiasnosci
enzymu wydzielonego w tej samej pracowni z E. coli (32, 99). Jednak
preparaty enzymatyczne z bakterii termofilnych wykazywatly wiekszg
opornos¢ na denaturacje cieplng niz preparat z E. coli (78).

I11. RNA rozpuszczalny i synteza aminoacylo-tRNA

1. Wiasnosci fizyczne i chemiczne sRNA

Preparat sRNA z B. stearothemophilus daje w ultrawiréwce jedno
pasmo o statej sedymentacji 4S (5, 31, 53). Skiad czterech gtéwnych zasad
oznaczono dla niefrakcjonowanych sRNA z bakterii termofilnych (53,
80), oraz z psychrofilnego szczepu Pseudomonas sp. 412 (42). W tablicy 1
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przedstawiono przyktadowo dane dla przedstawicieli termo-, mezo- i psy-
chrofilnych bakterii. Zwraca uwage duze podobienstwo danych, co jest
tym bardziej godne uwagi, ze stosowane byty ro6zne techniki badawcze.

W sRNA z E. coli znaleziono stosunkowo duzo tzw. nietypowych zasad
(19). W sRNA z bakterii termofilnych pseudourydyna stanowi okoto 10%
urydyny (53), a u E. coli okoto 14°/0 (19), natomiast ilos¢ 4-tiouracylu
jest taka sama (Lipsett, wg 27).

Podobienstwo skladu nukleotydowego odzwierciedla podobiefAstwo
profili denaturacji cieplnej preparatéw sRNA z bakterii termo- i me-
zofilnych (5, 31, 42, 53, 80) oraz mezo- i prychrofilnych (42). Réwniez efekt
hyperchromowy jest bardzo podobny dla wszystkich preparatow niefrak-
cjonowanego sRNA. Grzanie do okoto 90° powoduje wzrost absorpcji
0 okoto 30%.

Dane powyzsze odnoszg sie do SRNA, a wiec stanowig wartosci Srednie
dla wszystkich czasteczek tRNA. Wiadomo jednak, ze u E. coli swoiste
tRNA, specyficzne dla okre$lonych aminokwaséw, majg odmienny sktad
nukleotydowy (49, 71). Réwniez profile denaturacji cieplnej preparatow
tRNA specyficznych roznig sie miedzy sobg, a takze odbiegajg od krzywej
topnienia niefrakcjonowanego sRNA (49, 71).

Poza jedynym doniesieniem o wyjatkowej termolabilnosci tRNA swo-
istego dla kwasu glutaminowego u Micrococcus cryophilus (51) nie ma
danych o specyficznych tRNA bakterii termo- i psychrofilnych.

2. Syntetazy aminoacylo-tRNA

Wielu autoréw stwierdzito, ze enzymy z bakterii termofilnych, wa-
runkujace aktywacje aminokwasdw i przytaczenie ich do swoistych tRNA,
wykazujg wyzsze optima temperaturowe niz enzymy z E. coli. Dotyczy
to syntetaz: izoleucylo-tRNA (5), leucylo-tRNA (31, 97), fenyloalanylo-
-tRNA (31), walilo-tRNA (25). Enzymy z termofilnych bakterii przytaczajg
aminokwasy zaréwno do sRNA termofilnego jak i do sRNA z E. coli.
Poniewaz enzymy z E. coli nie dziatajg w temperaturach optymalnych dla
preparatéw termofilnych, prawdopodobnie wysokie optimum tych reakcji
(55—65°) jest funkcja termofilnosci enzymow (5, 25, 31).

Natomiast Bubela i Holdsworth (10) zaobserwowali, Ze re-
akcje aktywacji aminokwaséw i wytworzenia kompleksu leucylo-tRNA
u nieoznaczonego szczepu B. stearothermophilus przebiegaja wolno do
35—40° a z najwiekszg szybkoscig w 60°. Preparat enzymatyczny ogrze-
wany 10 minut w 60° traci okoto 50% aktywnos$ci, za$ frakcja zwiazana
z btong cytoplazmatyczng po ogrzewaniu 20 minut w 65°— tylko 20%
aktywnosci. Autorzy sadzg zatem, ze enzym per se nie jest termostabilny,
a jego wysokie optimum temperaturowe moze by¢ wynikiem stabilizu-
jacego wptywu btony. Poniewaz zaobserwowano duza szybko$¢ przemiany
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biatek i kwaséw nukleinowych u tego szczepu, wysokie optimum tempe-
raturowe enzymu mogtoby takze by¢ uwarunkowane jego szybkg re-
syntezag (9).

Krajewska i Szer (43) stwierdzili, ze syntetaza fenyloalanylo-
-tRNA z psychrofilnego szczepu Pseudomonas sp. 412 nie ulega inakty-
wacji w 45° tj. w temperaturze o 15° wyzszej niz maksymalna tempe-
ratura wzrostu tej bakterii. ROwniez pozostate syntetazy aminoacylo-tRNA
Z tego szczepu sg in vitro bardziej aktywne w temperaturze o 5° wyzszej
od maksymalnej temperatury wzrostu, niz w temperaturze bliskiej opty-
malnej dla wzrostu (25°C) (91).

Psychrofilny szczep Micrococcus cryophilus ma termolabilne syntetazy
aminoacylo-tRNA specyficzne dla kwasu glutaminowego i proliny (w stab-
szym stopniu tez dla histydyny), ulegajace inaktywacji w temperaturach
powyzej 25° (51, 51a). Inaktywacja cieplna tych enzymdw ujawnia sie
zarbwno na etapie aktywacji aminokwasow, jak i przytgczenia ich do
tRNA. Natomiast proces transportu kompleksow aminoacylo-tRNA i dal-
sza reakcja polimeryzacji aminokwaséw nie sg wrazliwe na stosowane
szoki temperaturowe. Preinkubacja w ciggu 1 godziny w 30° nie ma istot-
nego wptywu na aktywno$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA swoistych dla
wszystkich pozostatych aminokwaséw u tego szczepu (51, 51a).

3. Znaczenie natywnej konformacji tRNA

Zachowanie natywnej konformacji czasteczek tRNA jest prawdopo-
dobnie warunkiem koniecznym dla wytworzenia kompleksu aminoacylo-
tRNA. Swiadczg o tym nastepujace spostrzezenia. Arca i wsp. (5)
stwierdzili, ze w nieoczyszczonych ekstraktach z B. stearothermophilus
B synteza izoleucylo-tRNA byta gwattownie hamowana przy 80° podczas
gdy reakcja aktywacji aminokwasu zachodzita sprawnie nawet przy 85°.
Poniewaz preinkubacja przez 10 minut w 80° nie wpitywata w sposob
istotny na po6zniejszy przebieg reakcji w 50°, zahamowania syntezy izo-
leucylo-tRNA w 80° nie mozna ttumaczy¢ denaturacjg enzymu czy sRNA.
Zaobserwowano jednak, ze powyzej 75° sRNA wykazywal okoto 50°/0
efektu hyperchromowego (5).

Fresco i wsp. (25 w ukladzie zawierajgcym enzym specyficzny dla
waliny z termofilnego B. coagulans i niefrakcjonowany sRNA z E. coli za-
obserwowali catkowite zahamowanie syntezy walilo-tRNA powyzej 55°,
mimo ze aktywacja aminokwasu przebiegata sprawnie az do 75°. Zadnej
zmiany nie zaobserwowano po ponownym dodaniu enzymu do ukiadu
w 60°. Dopiero obnizenie temperatury przywracato catkowicie zdolno$é
uktadu do wytwarzania kompleksu walilo-tRNA. Krzywa denaturacji
cieplnej niefrakcjonowanego sRNA z E. coli wykazywata w temperaturze
55—60° zaledwie 10% utrate catkowitego efektu hyperchromowego (ry-
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sunek 3). Poniewaz enzym wytwarzat kompleks z sSRNA bakterii termo-
filnych w 65°, autorzy przypuszczaja, ze enzym ,rozpoznaje” tylko na-
tywng forme tRNA (25).

Temperatura , °C

Rys. 3. Synteza kompleksu walilo-tRNA (0) i wzgledna absorpcja przy 28Cnm ()
niefrakcjonowanego sRNA jako funkcja temperatury
Wszedzie 1 mM waliny; ® 01 mM (wg 25)

Malcolm (5la) zaobserwowal utrate 75°/0 wyjSciowej aktywnosci
akceptorowej tRNA specyficznego dla kwasu glutaminowego i 50°/» tRNA
specyficznego dla proliny u psychrofilnego Micrococcus cryophilus w wy-
niku ogrzewania przez 10 minut w 30°, chociaz profil denaturacji cieplnej
niefrakcjonowanego sRNA w standartowym buforze nie wykazywat
zmian do 45°. Zjawisko to wystepowato tylko w uktadach zawierajgcych
homologiczne syntetazy aminoacylo-tRNA. Natomiast w ukladach hete-
rologicznych, zawierajgcych sSRNA z bakterii psychrofilnej i enzymy
z bakterii mezo- i termofilnej, preinkubacja SRNA w 30° nie miata wptywu
na wytworzenie komplekséw glutamylo-tRNA i prolilo-tRNA. Zatem
nieznaczne zmiany konformacyjne, ktére mogty zajs¢ w trakcie preinku-
bacji SRNA w 30°, uniemozliwity ich estryfikacje z aktywowanymi ami-
nokwasami wylgcznie przez enzymy z bakterii psychrofilnej, ale pozwo-
lity na ,rozpoznanie” ich przez odpowiednie enzymy z innych Zrodet.
Swiadczy to, ze pojecie ,natywnej konformacji” bynajmniej nie jest
jednoznaczne fizjologicznie (51a).

Brakiem omawianych prac jest to, ze autorzy uzywali niefrakcjono-
wanych preparatéw sRNA. Stad niezupetna zgodno$é wynikéw. Dopiero
praca z homogennymi preparatami swoistych tRNA moze da¢ bezsporna
odpowiedz: 1) czy i do jakiego stopnia zachowanie natywnej struktury
drugo- i trzeciorzedowej jest konieczne do wytworzenia kompleksu ami-
noacylo-tRNA i 2) czy preparaty specyficznych tRNA ro6znig sie wrazli-
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woscig na denaturacje cieplna w zaleznosci od tego, czy zostaly wy-
dzielone z bakterii termo-, mezo- lub psychrofilnych.

IV. Rybosomy i synteza taficucha peptydowego
1. Charakterystyka rybosomoéw

Widma absorpcji w temperaturach pokojowych rybosomoéw bakterii
termofilnych (53, 87) i psychrofilnych (42) sa bardzo podobne do profili
rybosomdéw bakterii mezofilnych (96); wykazujg one minimum przy 235,
maksimum przy okoto 260 i spadek absorpcji powyzej 300 nm.

Podobnie jak rybosomy E. coli (96) rybosomy bakterii termofilnych
(31, 53, 87) i rybosomy bakterii psychrofilnej (43, 91) majg wspotczynnik
sedymentacji okoto 705 i w roztworach o niskim stezeniu Mg2+ dysocjuja
na podjednostki o statych sedymentacji okoto 505 i 305.

Istnieje wiele spostrzezen, ze rybosomy bakterii termofilnych sg bar-
dziej termostabilne niz rybosomy bakterii mezofilnych. McLaughlin
i wsp. (61) zaobserwowali, iz ogrzewanie w 70° nie miato istotnego wpiywu
na profile sedymentacji rybosoméw bakterii termofilnych; rybosomy
E. coli za$ wykazywaty trwato$¢ tylko do 55°.

Wielu autorow stwierdzito, ze rybosomy bakterii termofilnych ulegaja
degradacji termicznej w wyzszych temperaturach, a zatem wykazujg wyz-
sze wartosci Tm, niz rybosomy szczep6w mezofilnych w tych samych
buforach (5, 28, 53, 61, 76, 80, 88). Co wiecej, rybosomy B. stearothermo-
philus otrzymane z bakterii hodowanych w 65° byty bardziej trwate niz
rybosomy z komérek hodowanych w 37° (88).

Natomiast wrazliwo$¢ na denaturacje termiczng rybosomoéw z bakterii
psychrofilnych roznita sie bgdZz nieznacznie od wrazliwo$ci rybosomow
bakterii mezofilnych (76), badz tez nie r6znita sie wcale (42, 43). Badania
poréwnawcze podjednostek rybosomalnych Pseudomonas sp. 412 i E. coli
B daty bardzo podobne profile denaturacji cieplnej i niemal identyczne
wartosci Tm (42).

Wigksza termostabilno$¢ rybosoméw bakterii termofilnych moze by¢
zdeterminowana przez: a) bardziej stabilng strukture RNA, b) bardziej
trwate biatka, c) obecno$¢ dodatkowego czynnika stabilizujacego (53).

2. RNA rybosomowy (rRNA)

Zawartos¢ procentowa RNA w rybosomach bakterii termofilnych (28,
53, 87) jest zblizona do zawartosci RNA w rybosomach bakterii mezofil-
nych (37, 96). Analiza sedymentacyjna rRNA wykazata obecno$¢ dwoch
komponent o statych sedymentacji 165 i 215 (53) lub 165 i 235 (31, 80).
Wirowanie w gradiencie sacharozy rRNA natychmiast po otrzymaniu dato
dwa szczyty odpowiadajagce czasteczkom o statych sedymentacji 165
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i 23S w stosunku 1:1,6 (28). Dane te nie réznig sie zatem od wynikow
uzyskanych dla E. coli (44).

Sktad nukleotydowy rybosomowego RNA zostat oznaczony dla bakterii
termofilnych (53, 76, 80) i dla bakterii psychrofilnych (41, 76). Niektdre
dane przedstawione sg w tablicy 2.

Przeciwnie niz w wypadku sRNA, wystepuja tu pewne réznice miedzy
preparatami pochodzacymi od réznych grup. W szczegélnosci zawartos$¢
G-C w rRNA bakterii termofilnych jest wieksza niz w preparatach bakterii
mezo- i psychrofilnych.

Wielu autoréw stwierdzito, ze warto$ci Tm dla rRNA bakterii termo-
filnych sg wyzsze niz wartosci Tm dla analogicznych preparatéw bakterii
mezofilnych (5, 28, 53, 76, 86). Jest to zrozumiate, gdyz wyzsze wartosci
Tm odzwierciedlajg wiekszy udziat par G-C w preparatach termofilnego
rRNA (53, 76, 80, 86). Preparaty termofilnego rRNA bytly tez mniej
wrazliwe na denaturacyjne dziatanie wysokich stezen mocznika (5, 53,
86).

Celem wyeliminowania ewentualnych réznic, mogacych wynikac
z przynaleznos$ci badanych bakterii do odlegtych grup systematycznych,
Stenesh i Holazo (86) pordwnali rRNA trzech szczepéw termo-
filnych i trzech szczepéw mezofilnych z rodzaju Bacillus. Uzyskane war-,
tosci Tm wynosity S$rednio: 69,7° dla termofili i 64,6° dla mezofili,
a frakcja G-C stanowita odpowiednio 59,8% i 55,1% sumy czterech gtow-
nych zasad. Dla wyjasnienia tych wynikow autorzy przyjmujg hipoteze
Coxa (16), ze na drugorzedowg strukture RNA sktadajg sie dwa rodzaje
odcinkéw spiralnych, zawierajacych rézny odsetek par G-C, a zatem
»topigcych sie” w réznych temperaturach. Dla rRNA z E. coli Cox obli-
czyt, ze pierwszy rodzaj segmentdw zawiera okoto 50% G-C i dysocjuje
do 55° drugi za$ zawiera okoto 67% G-C i dysocjuje powyzej 55°.
Stenesh i Holazo (86) sadzg zatem, ze rRNA bakterii termofilnych
zawiera wiecej tych drugich segmentow.

Elektroforeza i chromatografia preparatow rRNA trawionych rybo-
nukleaza trzustkowag daty bardzo zblizone wyniki u termo- i mezofili
(86). Mogtoby to wskazywaé na podobienstwo sekwencji nukleotyddw,
ktére moga sie jednak rézni¢ wzgledng czestotliwoscig wystepowania
(86).

Pace i Campbell (76) przebadali 19 szczepdw bakteryjnych,
ktdrych maksymalne temperatury wzrostu zmieniaty sie od 18 do 73°.
Zmianom tym towarzyszyt na ogot wzrost wartosci Tm rybosomow od
69° do 79° jak tez wzrost zawartosci G-C w preparatach rybosomowego
RNA od 50°0 do 59%.

Podany skfad nukleotydéw rRNA psychrofilnego Pseudomonas sp.
412 o zawartosci okoto 53®0 G-C (41) jest zblizony do uzyskanych przez
innych autoréw dla preparatobw rRNA szczepéw mezofilnych (17, 53,
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63, 64, 76, 85, 86). Rowniez profile denaturacji cieplnej i wartosci Tm tego
preparatu (41) sg zblizone do analogicznych wynikéw dla preparatow
mezofilnych (53, 76, 86).

Proces denaturacji cieplnej rRNA przebiega stopniowo i w przedziale
od 20 do 90° wykazuje 25—30% efekt hyperchromowy (41, 76, 82, 86).
Rysunek 4 przedstawia profile denaturacji termicznej preparatéw rRNA
z bakterii termo-, mezo- i psychrofilnych.

Temperatura,°C

Rys. 4. Profile denaturacji cieplnej RNA rybosomowego (wg 76)

(4) Vrbro marinus 15381 (psychrofil), (¢) Spirillum itersonii SI-1 (mezofil), (O0) B. stearother-
mophilus (termofil)

3. Biatka rybosomoéw

Denaturacja termiczna rybosoméw zachodzi w wyzszych temperatu-
rach niz denaturacja odpowiednich preparatow rRNA. Totez wartosci
Tm rybosoméw sg wyzsze niz wartoSci Tm preparatébw rRNA w tych
samych roztworach (28, 42, 53). Odmienne wyniki otrzymano dla rybo-
somow i rRNA E. coli w buforze bez Mg2+ (28) i z Mg2+ (82). Denaturacja
rybosoméw zachodzi w stosunkowo waskim przedziale temperatur, prze-
biega gwattownie, co sugeruje, ze mamy do czynienia z procesem koope-
ratywnym. Efekt hyperchromowy podczas denaturacji cieplnej ryboso-
mow jest znacznie wiekszy niz podczas denaturacji samego rRNA. Na
rysunku 5 przedstawiono przyktadowo profile denaturacji cieplnej rybo-
somow batkerii termo-, mezo- i psychrofilnych.

Poniewaz denaturacja termiczna rybosoméw jest procesem nieodwra-
calnym, trudno powiedzie¢, dlaczego przebiega ona inaczej niz denatura-
cja RNA rybosoméw. Els on (21) ttumaczy wiekszy efekt hyperchro-
mowy aktywnoscig rybonukleazy uwalnianej w miare degradacji ryboso-
mow. Wielu autor6w dopatruje sie w ostrosci przebiegu procesu dena-
turacji cieplnej rybosomoéw stabilizujgcego wptywu biatek rybosomal-
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Rys. 5. Profile denaturacji cieplnej rybosoméw (wg 76)
(O) 7E-3 (psychrofil), (¢) E. coli B (mezofil), (O0) B. stearothermophilus (termofil)

nych (53, 76, 80). Trudno jednak — przynajmniej na razie — sprecyzowac,
na czym polega wspoétdziatanie biatek i RNA w rybosomach. Pace
i Campbell (76) sugeruja, ze we wspoétdziataniu tym biorg udziat
wigzania jonowe i wodorowe miedzy zasadowymi biatkami a kwasnymi
resztami RNA rybosomoéw. Z badah Stevensa i Morrison (88)
wynika, ze efekt hyperchromowy podczas termicznej degradacji rybo-
somdw B. stearothermophilus uwarunkowany jest zarobwno denaturacjg
biatek, jak i czesciowg hydroliza RNA, chociaz trudno powiedzie¢, ktore
z tych zjawisk jest czynnikiem inicjujagcym.

Zaobserwowano, ze trudniej jest usung¢ biatka z rybosoméw bakterii
termofilnych niz z rybosomdéw bakterii mezofilnych: w warunkach,
w ktérych z rybosomoéw bakterii termofilnej uwalniato sie 50% biatek,
z rybosoméw E. coli uwalniato sie az 85°/0 biatek (53).

Stenesh i Yang (87) zaobserwowali intensywniejszg degradacje
rybosoméw bakterii mezofilnych niz bakterii termofilnych pod wptywem
rybonukleazy rybosomowej, zarbwno powyzej 60° jak i w 37°. Analogiczne
spostrzezenia poczynili Algranati i Lengyel (1). Rowniez
Friedman i Ricca (wg 27) stwierdzili, ze wprawdzie po pieciu
minutach trawienia rybonukleazg z trzustki zostaty uwolnione jednakowe
ilosci nukleotyddéw z rybosoméw bakterii termo- i mezofilnych, to jednak
po diuzszym czasie enzym rozktadat wiekszg ilos¢ rRNA w preparacie
z E. coli niz w preparacie z bakterii termofilnej.

Elektroforeza na zelu skrobiowym biatek rybosomoéw termofilnych data
obraz podobny do uzyskanego w analogicznych warunkach dla biatek
rybosoméw E. coli (53). Réwniez elektroforeza na zelu poliakrylamido-
wym z mocznikiem nie ujawnita istotnych rdznic miedzy preparatami
B. stearothermophilus i E. coli (Flaks. wg 28). Sktad aminokwasowy bia-
tek rybosoméw termofilnych (80) i E. coli (84) sa w zasadzie podobne.
Autorzy stwierdzili jednak nieco mniejszy udzial aminokwasow zasado-
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wych w preparacie bakterii termofilnej (13,2% wobec 17,8% w prepara-
cie z E. coli) oraz wiekszg zawartos¢ cystyny, co sugeruje istnienie wiek-
szej liczby mostkow dwusiarczkowych, a zatem bardziej sztywng konfi-
guracje biatek termofilnych (80). Brak natomiast informacji o skiadzie
aminokwasowym biatek rybosomalnych u bakterii psychrofilnych.

4. Poliaminy rybosomowe

Statg — aczkolwiek ilosciowo znikomg — komponentg rybosomoéw sa
poliaminy. U blizej nieoznaczonego szczepu Pseudomonas hodowanego
w temperaturze pokojowej, Kim (40) znalazt wytgcznie putrescyne.
Substancja ta jest bardzo silnie zwigzana z rybosomami, gdyz w ciggu
12 godzin dializy nie stwierdzono wymiany miedzy putrescyng endogenng
a znakowang z otoczenia (w obojetnym pH i w obecnosci 10~3M Mg2+).
Gdy do $rodowiska, w ktorym prowadzono dialize, wprowadzono znako-
wang spermine, zostata ona wykryta w obu podjednostkach rybosomo-
wych (40). Nalezy tu zaznaczy¢, ze wsrdéd poznanych bakterii psychrofil-
nych najczesciej bodaj spotyka sie przedstawicieli rodzaju Pseudomonas
(23, 36, 38). U bakterii mezofilnych znaleziono gtéwnie putrescyne i sper-
midyne (28, 88, 95). U bakterii termofilnych wykryto putrescyne i sper-
midyne (28) lub spermidyne i spermine (Toschi wg 53, 88).

Zawarto$¢ poliamin w preparatach rybosomalnych zalezy w duzym
stopniu od sposobu preparowania i oczyszczania rybosoméw (95). Ste-
vens i Morrison (88) oznaczyli zawarto$¢ poliamin w komodrkach
i preparatach rybosomowych B. stearothermophilus hodowanego w roz-
nych temperaturach oraz dla poréwnania u E. coli (tablica 3). Okazato
sie, ze temperatura hodowli nie miata wiekszego wptywu na ogdlng ilosé
poliamin w komoérkach hodowanych w 45° i 55° komorki hodowane
w 65° wykazaty nawet spadek zawartosci poliamin. Temperatura hodowli
wptyneta natomiast w sposob istotny na zawarto$¢ poliamin, szczeg6lnie
sperminy, w rybosomach. Korelacja miedzy temperaturg hodowli a za-
wartoscig sperminy w rybosomach moze nasung¢ wniosek, ze witasnie ta
substancja umozliwia rybosomom termofilnych bakterii funkcjonowanie
w wyzszych temperaturach. Jednakze — jak wykazali ci sami autorzy —
usuniecie poliamin z rybosoméw B. stearothermophilus bynajmniej nie
zwieksza wrazliwosci tych ostatnich na denaturacje cieplng (w obecnosci
10~2M Mg2+) i rybosomy te sg bardziej termostabilne niz rybosomy
E. coli, z ktérych poliamin nie usunieto (88).

Wielu autoréow stwierdzito stabilizujagcy wptyw dwu- i poliamin na
strukture drugorzedowg syntetycznych i naturalnych polinukleotydéw
w roztworach (28, 41, 50, 52, 53, 62, 89, 94). Najsilniejszy efekt wywiera
spermina, stabszy spermidyna, a najmniejszy dwuaminy, z ktérych naj-
bardziej efektywne sg putrescyna i kadaweryna, tj. dwuaminy najczesciej
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Tablica 3
Zawartos$¢ poliamin u B. stearothermophilus i E. coli (wg 88)

Temperatura wzrostu Pol!amlny w ca.’fych komorkach Ppllamlny W_rybosomach
(mikromole/milimol P-RNA) (mikromole/milimol P-RNA)
putres- spermi-  spermi-  putres- | spermi- spermi-

cyna dyna na cyna J dyna na

B. stearothermophilus — 14,0 22,0 — 38 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 11
3r 53,0 13 — 13 1,0 —

wystepujace w materiale biologicznym (*30, 89, 94). Zaobserwowano row-
niez— uwidoczniajagcy sie w zmianie profili denaturacji cieplnej i we
wzroscie wartosci Tm — stabilizujacy wptyw dwu- i poliamin na rybo-
somy in vitro (28, 53, 88).

Z przedstawionych wyzej danych wynika chyba niewatpliwie, ze po-
liaminy odgrywajg istotng role w utrzymaniu struktury rybosomoéw in
vivo, aczkolwiek trudno na razie precyzowaé, jaki(e) jest(sg) mecha-
nizm(y) ich dziatania. Précz tej czesci, ktora sie adsorbuje na rybosomach
podczas preparatyki i ktora moze by¢ tatwo z nich usunieta, pewna nie-
wielka ilo$¢ tych zasad pozostaje zawsze bardzo silnie z rybosomami zwig-
zana (40, 88). Tabor i Kellog (9) uwazajg, ze poliaminy zwigzane
sg w rybosomach jonowo.

5. Synteza tancucha polipeptydowego

Wytworzenie trwatego kompleksu rybosom-mRNA-aminoacylo-tRNA
jest koniecznym warunkiem do zainicjowania procesu syntezy tancucha
polipeptydowego.

Z badan nad syntetycznymi kwasami nukleinowymi w roztworach
wodnych wiadomo, ze wspo6tdziatanie miedzy oligo- i polinukleotydami
jest stabe (46, 47). A zatem wspédidziatanie miedzy tréjnukleotydem anty-
kodonu tRNA a komplementarng trojka kodonu mRNA nie wystarcza
na ogét do utrzymania trwatosci kompleksu w temperaturach powyzej
25°, tj. w zakresie temperatur fizjologicznych dla wszystkich bakterii
(z wyjatkiem tzw. obligatorycznie psychrofilnych). Totez mozna zatozyc,
ze rybosom odgrywa istotng role w stabilizacji kompleksu. Przypuszcze-
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nie to potwierdzity badania na ukladach modelowych: poliA-rybosom-
-lizylo-tRNA, poliU-rybosom-fenyloalanylo-tRNA, poliUG-rybosom-wa-
lilo-tRNA (61). WartoSci Tm oznaczone dla wszystkich badanych kom-
plekséw byty wyzsze niz 50°, podczas gdy wartosci Tm dla uktadow troj-
nukleotyd-polinukleotyd w tych samych buforach nie przekraczaty 25°.
Intensywne przemywanie rybosomow nie miato wptywu na trwatosé
komplekséw. Termiczna (grzanie przez 10 minut w 60°) dysocjacja kom-
plekséw z poliA i poliU okazata sie niemal w peini odwracalna. Niektére
wyniki tej pracy przedstawiono w tablicy 4.

Tablica 4

Wartosci Tm komplekséw: rybosom-mRNA-aminoacytylo-tRNA
(wg 61) Tm (°C) '

Zrédto rybosoméw fenyloalany_lo-sRNA Iizon-s_RNA- walilo-sRNA-
-poliu poliA poliUG
E. coliB 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

Uderzajace jest, ze stabilizujagcy wptyw rybosomoéw bakterii termo-
filnych jest tylko nieznacznie wiekszy niz wpltyw rybosomow bakterii
mezofilnych w uktadach zawierajgcych poliA i poliU. A przeciez rybo-
somy bakterii termofilnej sg odporne na denaturacje cieplng az do 70°,
za$ rybosomy E. coli tylko do 55°. Wiekszag — zalezng od pochodzenia
rybosoméw — r6znice wartosci Tm uktadéw zawierajacych poliUG au-
torzy ttumaczg dodatkowym ubocznym efektem destrukcji rybosoméw
bakterii mezofilnych w temperaturze 63° (61).

Szer (90, 91) uzywajac hybrydéw rybosomowych ztozonych z pod-
jednostek 305 i 505 otrzymanych z E. coli i Pseudomonas sp. 412, stwier-
dzit, ze podjednostka 505 odgrywa istotng role w stabilizacji kompleksu
poliU-(305)rybosom-fenyloalanylo-tRNA. W obecnosci podjednostki 505
podwaja sie ilos¢ przytaczonego aminoacylo-tRNA, a temperatura dyso-
cjacji kompleksu wzrasta $rednio o 10° (od okoto 40° do 50°) (rysunek 6)
niezaleznie od tego, czy dodawano podjednostki homologiczne czy hetero-
logiczne.

Ostatnio Skoultchi i wsp. (83) wydzielili z supernatantu (po
odwirowaniu rybosoméw) B. stearothermophilus czynniki polimeryzujgce
analogiczne do wcze$niej opisanych dla E. coli (2, 33, 34, 48, 69, 72, 77).
Czynniki te czeSciowo oczyszczono i rozdzielono na trzy frakcje: Sh S2
i S3. Wszystkie trzy czynniki okazaty sie niezbedne w syntezie polifenylo-
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Rys. 6. Wptyw podjednostki 50S na ilos¢ zwigzanego fenyloalanylo-tRNA przez
kompleks podjednostka 30S-poliU i na trwato$¢ termiczng kompleksu: rybosom-
poliU-fenyloalanylo-tRNA (wg 91)

(x) 30S z Pseudomonas sp. 412, (O) 30S z Pseudomonas sp. 412-fc505 z Pseudomonas sp. 412,
() 30S z Pseudomonas sp. 412+ 50S z E. colt

alaniny kierowanej przez poliU w uktadzie bezkomdrkowym, zawierajg-
cym rybosomy i fenyloalanylo-tRNA z E. coli. Faktory Si i S3 uczestniczg
w zaleznej od GTP reakcji przytagczenia aminoacylo-tRNA do kompleksu
MRNA-rybosom (75). Te same czynniki polimeryzujagce wigzg wszystkie
aminoacylo-tRNA (zbadano 15), z jedynym wyjatkiem — metionylo-
-tRNAF zaréwno, gdy metionina jest formylowana, jak i nieformylowana
(75). Prawdopodobnie u B. stearothermophilus — podobnie jak u E. coli
(14, 15, 55, 74, 93, 98, 100) — formylowana metionylo-tRNAF inicjuje syn-
teze tancucha peptydowego.

6. Wptyw szoku temperaturowego na aktywno$¢ rybosomow

Friedman i wsp. (28) zaobserwowali duze r6znice we wpiywie
jaki wywiera preinkubacja rybosoméw B. stearothermophilus i E. coli
w 65° na wydajno$¢ polimeryzacji fenyloalaniny pod wptywem poliU
w 37° (rysunek 7). Po 5-ciu minutach grzania w 65° rybosomy bakterii
termofilnych zachowujg 94% wyjsciowej aktywnosci, za$ rybosomy bak-
terii mezofilnych zaledwie 21%. Po 15 minutach grzania pozostaje 80%
i 5% aktywnoSci, za$ po 30 minutach 74% i 4%. Podobne wyniki dla ry-
bosoméw bakterii termo- i mezofilnych uzyskali tez inni badacze (1).

Malcolm (51) preinkubowat rybosomy z Micrococcus cryophilus
w 40° przez 10 minut i nie stwierdzit wptywu tego zabiegu na synteze
polifenyloalaniny pod wptywem poliU w 20°.

V. Zagadnienie granicznych temperatur wzrostu

Czy graniczne temperatury wzrostu bakterii — maksymalne i mini-
malne — sg zdeterminowane przez system syntezy biatka w komérce?
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Z badan Malcolma (51, 51a) wynika, ze czynnikiem limitujgcym
maksymalng temperature wzrostu Micrococcus cryophilus jest termola-
bilno$¢ trzech syntetaz aminoacylo-tRNA. Natomiast u psychrofilnego
Pseudomonas sp. 412 syntetazy aminoacylo-tRNA dziatalty w temperatu-
rach wyzszych niz jego maksymalna temperatura wzrostu (43, 91).

Czaspreinkubacji w65°C ymin

Rys. 7. Wptyw inkubacji w 65° rybosomoéw E. coli (0) i B. stearothermophilus ()
na witaczanie fenyloalaniny w 37° (wg 28)

Arca i wsp. (7) sugeruja, ze u podstaw Smierci cieplnej komorek
bakteryjnych lezy przytaczanie niewtasciwego aminokwasu do tRNA ak-
ceptora, co w wyniku powoduje btedy w odczytywaniu kodu genetyczne-
go. Doswiadczenia Chapeville’a i wsp. (12) wykazaly bowiem, ze
witasnie czasteczka tRNA, a nie aminokwas, decyduje o specyficznosci tej
reakcji. Wiadomo, ze walina moze by¢ aktywowana przez syntetaze spe-
cyficzng dla izoleucyny; lecz reakcja przytaczenia jej do tRNA nie jest
katalizowana przez heterologiczny enzym (7, 73). Jednak w temperatu-
rach skrajnych reakcja ta zachodzita. W 75° syntetaza specyficzna dla
izoleucyny z B. stearythermophilus katalizowata tworzenie kompleksu
walilo-tRNA (z tRNA swoistym dla izoleucyny), mimo ze reakcja nie
przebiegata w 50°—60° (6, 7). Podobnie enzym ten katalizowat wytwarza-
nie serylo- i treonylo-tRNA w 75° ale nie w 50° (6). Wedtug tych autorow,
przytaczanie niewtasciwego aminokwasu spowodowane jest zmianami
w drugorzedowej strukturze sRNA w wyzszych temperaturach, czego
dowodem sg obserwowane w tych temperaturach efekty hyperchromowe
w krzywych topnienia sRNA (rysunek 8).

Do podobnych wnioskéow doszedt Malcolm (51a) w oparciu 0o wy-
zej referowane wyniki, ktére uzyskal podczas enzymatycznej syntezy

10 Postepy Biochemii
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Rys. 8. Synteza walilo-tRNA (¢) i izoleucylo-tRNA (0) przez syntetaze izoleucylo-
-tRNA z B. stearothermophilus jako funkcja temperatury
Wzgledna absorpcja sRNA przy 260 nm (x) (wg 6)

glutamylo-tRNA i prolilo-tRNA przez ukitad psychrofilny z Micrococcus
cryophilus.

Niektérzy autorzy sadza, ze termostabilno$¢ rybosoméw jest czynni-
kiem ograniczajacym maksymalng temperature wzrostu bakterii termofil-
nych (27, 53). Natomiast rybosomy bakterii psychrofilnych sg trwate
w temperaturach przekraczajacych, niekiedy nawet bardzo znacznie, ma-
ksymalne temperatury wzrostu tych szczepow (43, 51, 76). Znamienne sg
wyniki Pace i Campbell (76): autorzy zestawili 19 szczepow,
ktorych maksymalne temperatury wzrostu mieszczg sie w zakresie
18°—73°, za$ wartosci Tm ich rybosomow miedzy 69° a 79° (tablica 5). Jak
widaé, réznice miedzy wartosciag Tm rybosomow a maksymalna tempe-
raturag wzrostu organizmu wynosza 5°—6° u bakterii termofilnych,
a u bakterii psychrofilnych az 45—50°. Niewspo6tmierno$¢ tych wskazni-
kéw jest uderzajgca i wyklucza przypuszczenie, ze wrazliwos¢ na dena-
turacje termiczng rybosomdw ogranicza maksymalne temperatury wzro-
stu u badanych szczepéw mezo- i psychrofilnych.

o] ile minimalna temperatura wzrostu szczepy bakteryjnego zwigzana
jest z funkcjonowaniem uktadu syntetyzujgcego biatko w komorce?

Friedman i Weinstein (29) zaobserwowali, iz bezkomérkowy
system z B. stearopthermophilus wigcza leucyne pod wptywem poliU
W znacznie wiekszym stopniu w 37° niz w 65° (stosunek wigczonej leucyny
do fenyloalaniny wynosi odpowiednio 118% i 16%). Ci sami autorzy
stwierdzili rowniez, ze system bakterii termofilnych wiacza proline (kod
genetyczny dla proliny: CCC, CCU, CCG i CCA) pod wptywem poliUG
i poliUAG w 37°, a nie wigcza w 65° (30). Podobne obserwacje poczyniono
dla innych uktadéw zawierajacych syntetyczne matryce w temperaturach
bliskich temperaturom minimalnym dla danego organizmu (92). Litera-
tura na ten temat jest jednak zbyt skapa, by wnioskowaé, czy i do jakiego
stopnia zjawisko to posiada walor ogélny.
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Tablica 5

Maksymalne temperatury wzrostu i wartosci Tm rybosoméw (wg 76)

Maksimum temp. ~ Tm rybosoméw

Organizm

wzrostu (°Q (°Q

V. marinus (15 381) 18 69

7TE-3 20 69

11 28 74

V. marinus (15 382) 30 71

21 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 B 73 79

B. stearothermophilus (10) 73 79
Das i Goldstein (18) przypuszczajg, ze czynnikiem uniemozli-
wiajacym wzrost E. coli w 0° jest niezdolno$¢ do wytworzenia w tej tem-
peraturze potgczenia mMRNA-rybosom. Krajewska i Szer (43)

stwierdzili jednak, ze po preinkubacji rybosoméw E. coli z poliU w tem-
peraturze pokojowej i dodaniu oziebionego ich roztworu do réwniez ozie-
bianych pozostatych komponent, ukiad nie wigczat aminokwaséw w tem-
peraturze bliskiej 0° ani po dodaniu supernatantu z bakterii homologicz-
nych, ani z psychrofilnych.

Szer (91) wydzielit z rybosomow psychrofilnych szczfepu Pseudomo-
nas sp. 412 czynnik biatkowy warunkujacy zdolno$¢ systemu bezkomor-
kowego tej bakterii do funkcjonowania w niskich temperaturach. Czyn-
nik ten, nazwany przez autora faktorem P, dodany do uktadu bezkom@r-
kowego z E. coli jak tez i do uktadu z mutanta mezofilnego otrzymanego
z Pseudomonas 412, umozliwia synteze polifenyloalaniny pod wptywem
poliU w temperaturze bliskiej 0°.

Krzywe $mierci cieplnej bakterii przypominajg krzywe reakcji mono-
molekularnych (36). Zjawisko takie zgodne jest z efektem wplywu wyso-
kich temperatur na duze struktury komorkowe, na przykiad na btony
komérkowe, gdyz uszkodzenie btony nawet w jednym miejscu moze spo-
wodowaé wyciek tresci komérkowej, a wiec $mier¢. Smier¢ cieplna uwa-

B
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runkowana inaktywacjg termolabilnych enzymoéw lub rybosoméw, Kkto-
rych wiele kopii jest w komoérce, nie wykazywataby tego rodzaju kinetyki
(8). Spostrzezenia poczynione w pracy z psychrofilnymi bakteriami mor-
skimi, u ktérych — jak sie wydaje — Smier¢ cieplna jest spowodowana
uszkodzeniem btony komaérkowej i w nastepstwie lizg komarki, przemawia
rowniez na korzy$¢ powyzszej hipotezy (68). Wielu badaczy uzaleznia
rowniez minimalng temperature wzrostu szczepu bakteryjnego od aktyw-
nosci bton komorkowych, w szczegélnosci od mechanizmoéw regulujacych
przepuszczalno$¢ bton. Zagadnienie to wykracza jednak poza ramy niniej-
szego artykutu. Jest ono omoéwione w pracach monograficznych (8, 13,
23, 68).

V1. Uwagi koricowe

W czesci wstepnej zaznaczono, ze najistotniejszym Kkryterium odr6z-
nienia bakterii termofilnych od pozostatych grup jest ich zdolno$¢ do
wzrostu w temperaturze powyzej 50°. Wprawdzie nie ma prostej zalez-
nosci miedzy temperaturg wzrostu bakterii a termostabilnosciag uktadu
syntezy biatka, jednak niewatpliwie rybosomy i syntetazy aminoacylo-
-tRNA bakterii termofilnych sg bardziej oporne na denaturacje cieplng
niz analogiczne preparaty bakterii mezo- i psychrofilnych. Najdokiadniej
pod tym wzgledem badano rybosomy bakterii termofilnych i wieksza
ich stabilno$¢ — w poréwnaniu z rybosomami pozostatych grup — zostata
wielokrotnie udowodniona w oparciu o badania fizyczne i biologiczne.
Mimo to podstawy molekularne tego zjawiska nie sg znane. Mato przeko-
nujace wydaje sie twierdzenie, ze podtozem tego zjawiska jest wieksza
zawarto$¢ G-C w rybosomalnym RNA termofilnym (86). Bardziej stuszna
wydaje sie sugestia, ze wieksza termostabilnos¢ rybosomow termofilnych
jest uwarunkowana subtelnym wspdtdziataniem miedzy RNA a biatkami
rybosomalnymi (53, 76, 80). Natura tego wspoétdziatania jest jednak nie-
jasna. Prawdopodobnie jakg$ zasadniczg role odgrywajg tu poliaminy,
aczkolwiek trudno na razie istote jej sprecyzowac (31, 88).

Poniewaz — z wyjatkiem a-amylazy (54) i dehydrogenazy triozofosfo-
ranowej (3)— nie otrzymano w stanie czystym biatlek enzymatycznych
z bakterii termofilnych, jest rzeczg niemozliwg stwierdzenie czy stabil-
no$¢ syntetaz aminoacylo-tRNA jest wynikiem specyficznej ich struktury,
czy tez skutkiem obecnosci w preparatach czynnikéw ochronnych (8,
36, 80).

Kryterium rozpoznawczym bakterii psychrofilnych jest ich zdolno$é
do wzrostu w temperaturach bliskich 0° Zdolno$¢ ta zwigzana jest
z wiasciwosciami rybosomoéw, jak to zostalo wykazane w heterologicznym
systemie syntezy biatka, zawierajgcym komponenty psychrofilnego Pseu-
domonas sp. 412 i E. coli (43). Badania hybrydéw rybosomowych otrzy-
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manych z podjednostek pochodzacych od tych dwéch szczepdw wykazaty,
ze zdolno$¢ syntezy polipeptydu w niskich temperaturach warunkuja
podjednestki 50S (90). W podjednostce tej u E. coli zawarty jest enzym
syntetyzujacy wigzania peptydowe, tzw. transferaza peptydylowa (65, 66,
79). Jaka jest funkcja otrzymanego przez Szera faktora P (91), o ktd-
rym byta mowa wyzej, trudno na razie orzekad.

Z przytoczonych danych wynika, ze temperatury, w ktorych ulegajg
denaturacji cieplnej kwasy nukleinowe psychro-, mezo- i termofilnych
bakterii, sg do siebie zblizone. Sg one stosunkowo wysokie i mieszczg sie
w zakresie temperatur, w jakich zyja bakterie termofilne. Spostrzezenie
to moze Swiadczy¢ na korzy$¢ hipotezy, ze ewolucyjnie pierwsze byty
bakterie termofilne, z ktorych — w miare stygniecia skorupy ziemskiej —
na drodze mutacji i selekcji rozwinety sie szczepy mezo- i psychrofilne.
Zmiany termostabilnosci interesujagcego nas uktadu objety przede wszyst-
kim biatka. Istnieje wiele obserwacji, ze oporno$¢ na denaturacje cieping
tych makroczasteczek miesci sie na ogét w przedziale temperatur w ja-
kich zyje organizm (8, 23). Warto tu wspomnie¢, ze otrzymane w labora-
toriach mutanty temperaturowe E. coli odznaczaty sie termolabilnymi
syntetazami aminoacylo-tRNA (20, 102), a w jednym tylko przypadku
obnizenie maksymalnej temperatury wzrostu uwarunkowane byto zwiek-
szong wrazliwoscig podjednostki rybosomowej 50S1(4).

Zwolennikiem hipotezy o takim kierunku ewolucji bakterii jest
Marre (59), ktéry swoje przekonanie opiera na spostrzezeniu, iz wsrdd
organizmow termofilnych spotyka sie wytacznie przedstawicieli bakterii
i sinic, tj. organizmoOw pierwotnych. Inny zwolennik tej hipotezy uzasadnia
ja faktem, ze wiele spotykanych obecnie bakterii termofilnych jest takso-
nomicznie zblizonych do bakterii kopalnych (8).

Autorka dziekuje Dr W. Szerowi za udostepnienie materiatbw niepubliko-
wanych.

Autorka korzystata z czeSciowego poparcia Wellcome Trust i Agricultural
Research Service, U. S. Dept. of Agriculture (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 wydawnictwa przynosi dwa artykuty monogra-
ficzne: Lipidy diolowe (L. D. Bergelson), i Biochemia lipidow zawierajacych
wiazania eterowe (F. Snyder). L. D. Bergelson z Instytutu Zwigzkéw Natu-
ralnych Akademii Nauk ZSSR w Moskwie byt jednym z pierwszych badaczy, ktorzy
przed pieciu laty zwrdcili uwage na wystepowanie w przyrodzie glikolowych ana-
logéw glicerydoéw, zawierajgcych zamiast glicerolu glikole: etylenowy, propyleno-
wy, butylenowy i inne. Poczawszy od 1964 roku Bergelson i wspdétpracownicy opu-
blikowali duzg ilo$¢ prac dotyczacych tego zagadnienia. W artykule zawarte sa
oryginalne opracowania metodyczne. W rozdziale pt.: ,,Oznaczanie dioli w lipidach”
autor omawia szeroko zastosowanie chromatografii gazowej do oznaczania i iden-
tyfikacji lipidow diolowych. Metoda ta stanowi obecnie najwazniejszg technike
badania omawianych zwigzkéow. W dalszych rozdziatach artykutu zestawiono inne
metody analizy lipidow diolowych, witasciwosci fizyczne tych zwigzkdéw oraz podano
przyktady metod ich syntezy chemicznej.

Niewiele dotychczas wiadomo o metabolizmie i roli fizjologicznej lipidéw dio-
lowych; najwieksze ich ilosci stwierdza sie w organizmach i tkankach szybko ro-
sngcych, na przykiad u drozdzy oraz w regenerujacej watrobie szczura. Artykut
Bergelsona stanowi pierwsze opracowanie tego nowego i interesujgcego zagadnienia.

Zagadnienie biochemii lipidow zawierajgcych wigzanie eterowe, opracowane
przez F. Snydera (Lipid Research Laboratory, Oak Ridge), liczy juz okoto 50 lat
i nalezy ze wzgledu na charakter technik badawczych do mniej wdzigcznych dzie-
dzin biochemii lipidow. Artykut Snydera zawiera duzo wiadomos$ci gtéwnie na
temat wystepowania zaréwno lipidéw obojetnych, jak i fosfolipidéw posiadajacych
ugrupowanie eteru alkilowego Ilub alk-l1-enilowego. Cze$¢ artykutu poswiecona
metabolizmowi omawianych zwigzkéw nie wnosi nowych elementdéw do nie pozna-
nego jeszcze mechanizmu ich biosyntezy i zawiera wiele znanych, czesto sprzecz-
nych miedzy sobg doniesien roznych autoréw, bez, jak mozna by oczekiwac, proby
oceny tych danych. Wiele interesujgcych wiadomosci zawiera rozdziat pt.: , Efekty
biologiczne powodowane przez alkilowe etery glicerolu”, omawiajagcy wtasciwosci
farmakologiczne i terapeutyczne tych potgczen.

Ze szkodg dla wartosci artykutu pominiete zostaty przez autora dane dotyczace
rozmieszczenia i funkcji omawianych potgczen we frakcjach podkomérkowych.
Brak rowniez w artykule oceny metod analitycznych obecnie stosowanych w bada-
niach nad tymi zwigzkami.

Oba artykuty zawarte w recenzowanym tomie stanowig bardzo cenne opraco-
wania przeznaczone gtownie dla biochemikéw zajmujgcych sie lipidami.

T. Chojnacki
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Chemical Biology of Inflammation, red. John C. Houck i Bernard K. For-
scher, Pergamon Press, 1968, str. 334+XI

Ksigzka ,,Chemical Biology of Inflammation” stanowi zbior referatow wygto-
szonych na sympozjum pod tym tytutem, ktére odbyto sie w Brook Lodge, Augusta,
Michigan w roku 1967. Sympozja i konferencje o podobnym charakterze, ktorych
tematem jest stosunkowo waska gatgZz wiedzy zyskujg sobie coraz wiekszg popu-
larno$¢ jako platforma dyskusji i wymiany pogladéw. Zaproszenia do udziatu
w takich konferencjach otrzymujg z reguty najwybiniejsi specjalisci w danej dy-
scyplinie nauki.

W zwigzku z tym trudno jest recenzentowi, ktdrego specjalno$¢ nie jest w do-
datku bezposrednio zwigzana z tematyka konferencji, ocenia¢ jej warto$¢ czy
poziom, ktéry zresztag powinien by¢ wysoki z zatozenia. Najstuszniej bedzie wiec
chyba omoéwi¢ pokrétce tres¢ konferencji.

W spos6b najogdliniejszy zapalenie mozna zdefiniowa¢ jako reakcje tkanki na
uraz (mechaniczny, chemiczny, immunologiczny itp.), ktéry uszkadzajac strukture
komoérek powoduje przedostanie sie niektérych substancji komoérkowych na ze-
wnatrz do przestrzeni $rédkomdrkowych i substancji podstawowej. Zapoczatkowuje
to caty ciagg reakcji chemicznych i fizykochemicznych prowadzacych w efekcie do
niedokrwieni® i martwicy tkanki. Ksiazka zawiera 29 referatéw, w ktéorych omé-
wiono poszczeg6lne fazy procesu zapalnego, reakcje i zachowanie sie elementéw
morfotycznych oraz scharakteryzowano poszczeg6lne substancje biorgce udziat
w procesie zapalnym. Oméwiono reakcje i zachowanie sie limfocytéw, makrofagow
i ptytek krwi, swoisto$¢ i wihasciwosci enzymow uwalnianych z komérek (enzymy
lizozomalne), dziatanie tych enzymoéw na substancje podstawowag, i wreszcie zmiany
zachodzace w substancji podstawowej z uwzglednieniem przemiany kolagenu i kwas-
nych mukopolisacharyddw. Szczegdlnie bogato sg reprezentowane referaty omawia-
jace udziat uktadu krzepniecia krwi w procesie zapalnym, stabiej — aspekty immu-
nologiczne procesu zapalnego. Odczyny immunologiczne w zapaleniach sg tematem
tylko czterech referatow, a tylko jeden z nich omawia nadwrazliwo$¢ typu péznego.

Ksigzka jest przeznaczona dla specjalistéw interesujgcych sie rozmaitymi aspek-
tami procesu zapalnego, a wiec przede wszystkim dla patologow. Ze wzgledu na
szeroki wachlarz poruszanej problematyki moze by¢ interesujgca réwniez dla spe-
cjalistow zajmujacych sie zjawiskiem koagulacji, biochemikéw, immunologéw i hi-
stologow.

J. Koscielak
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KOMUNIKATY

Komitet Organizacyjny
XVII Zjazdu
Polskiego Towarzystwa
Mikrobiologow
Warszawa, ul. Chocimska 24
tel. 45-30-20; 45-32-21

Komunikat

Uprzejmie zawiadamiamy, ze w dniach od 9 do 12 wrze$nia 1970 roku odbedzie
sie w Warszawie XVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw. Czterodniowe
obrady Zjazdu toczy¢ sie bedg przed potudniem na posiedzeniach plenarnych, na
ktorych wygtaszane bedg wyktady na tematy, ktére moga budzi¢ szersze zaintere-
sowanie. Obrady w godzinach popotudniowych zostang zorganizowane na innych
zasadach, niz na dotychczasowych zjazdach. Zamiast tradycyjnego podziatu na sekcje
mikrobiologii og6lnej, lekarskiej itp., zostang zorganizowane sesje tematyczne, po-
Swiecone oméwieniu w wyktadzie wstepnym dorobku w $cisle okre$lonej dziedzinie,
jak np. ,biosynteza $ciany komorkowej”, czy tez, ,replikacja wirus6w”, po czym
przedstawione zostang doniesienia z prac doswiadczalnych, obejmujacych wytacznie
problematyke danego tematu. Komitet Organizacyjny zasiegat opinii licznych czton-
kéw Towarzystwa, jak tez i poszczeg6lnych Oddziatéw terenowych PTM. Ponad
98°/0 zapytanych os6b wypowiedziato sie za tym sposobem organizacji obrad uwa-
zajac, ze przyczyni sie to do podniesienia poziomu naukowego obrad, a takze pozwo-
li na zgromadzanie sie podczas jednej sesji wszystkich osdb zainteresowanych dana
waskg specjalnoscig, co powinno jednoczy¢ bardziej anizeli formalna przynalezno$¢
do okreslonej dziedziny mikrobiologii. Komitet Organizacyjny otrzymat ponad 100
propozycji zorganizowania takich sesji tematycznych. Sa one pilnie i szeroko stu-
diowane, a ponadto skierowane do konsultacji naszych najwybitniejszych specjali-
stow krajowych. Po zatwierdzeniu programu naukowego Zjazdu przez Zarzad Giow-
ny PTM, Komunikat nr 2 poda szczeg6towy wykaz sesji tematycznych, na ktdre
mozna bedzie zgtasza¢ referaty z prac doswiadczalnych. Referaty na sesjach ple-
narnych zostang wygtoszone na zaproszenie Komitetu Organizacyjnego. Komunikat
nr 2 ukaze sie wczesng jesienig biezacego roku. Ostateczny termin zgtaszania tekstow
referatdw lub ich streszczer bedzie wyznaczony na 30 kwietnia 1970 roku. Jesienig
zostanie tez rozestana karta informacyjna, po ktérej wypetnieniu zorientujemy sie
w liczbie uczestnikow, planujagcych wzigé¢ udziat w XVII Zjezdzie PTM.

Uprzejmie prosimy o zachecanie do udziatlu w Zjezdzie naszego Towarzystwa
0s6b, nie bedacych cztonkami PTM, a zainteresowanych problematyka mikrobiolo-
giczng; bedg oni mile widziani na naszym Zjezdzie.

Komitet Organizacyjny bedzie wdzieczny za wszelkie uwagi, rady i zalecenia,
ktore miatyby sie przyczyni¢ do poprawy poziomu naukowego i organizacyjnego
planowanego Zjazdu naszego Towarzystwa.

Za Komitet Organizacyjny XVII Zjazdu PTM

Sekretarz Przewodniczacy
Dr Cecylia Zak Doc. dr Janusz Jeliaszewicz
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Panstwowe Wydawnictwo -Naukowe

poleca nowosci:

N. A. Kisielew: Mikroskopia elektronowa makroczgsteczek biologicznych.
Tium. z rosyjskiego s. 221 rys. il. tab. bibliogr. zt 32.—

Ksigzka prezentuje szczeg6ty wieloczasteczkowych struktur kwaséw nukleinowych,
zwiaszcza za$ uktadéw krystalograficznych i subtelnej budowy biatek — gtéwnie na
materiale wirusologicznym, ale tez i cytologicznym w rozdziale o rybosomach. Za-
wiera podstawowe wiadomosci z mikroskopii elektronowej, krystalografii kryszta-
téw biologicznych, biologii molekularnej, wirusologii oraz metodyki. Interesujacy
materiat ilustracyjny.

M. W. Wolkensztejn: Biologia molekularna. Ttum. z rosyjskiego s. 493,
rys. il. bibliogr. pt. obw. z} 68.—

Tre$¢: Fizyka i biologia; Komdrki, wirusy, dziedziczno$é; Czasteczki biologiczne;
Fizyka makroczasteczek; Fizyka biatka; Fizyka kwasoéw nukleinowych; Synteza
biatka; Swoisto$¢ biologiczna i budowa czasteczek; Procesy mechanochemiczne;
Zagadnienia biofizyki molekularnej.
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Nalezy podawaé kolejno: Lp., nazwisko autora i pierwsze litery imion
(podaje sie nazwiska wszystkich autoréw w kolejnosci podanej w ory-
ginale), skrécony tytut czasopisma, tom (podkreslony), stronica i rok
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S|, J. Biol. Chem. 202,
793 (1953). Cytujac ksigzki nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i pierwsze
litery imion autora(éw), tytut, wydawce, miejsce i rok wydania; np.: Ba-
ranowski T., Podrecznik Biochemii, PZWL, Warszawa 1963. Cytujac
artykuty w pracy zbiorowej nalezy poda¢ po tytule nazwiska redakto-
réw, oraz na koricu tom i stronice; np. Schneider W. C., w Methods in
Enzymology, red. S. P. Colowick i N. O. Kaptan, Academic Press, New
York 1957, tom IlI, str. 680.
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