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Profesor

Michat Laskowski, senior ‘h\, l & ".,
1905—1981 - o L

Dnia 8 czerwca 1981 roku zmart, pracujacy przez czterdziesci lat w Sta-
nach Zjednoczonych A.P., wybitny polski biochemik — profesor Michat
Laskowski, senior.

Urodzony 18 marca 1905 roku w Smolerisku szkote $rednig i studia
uniwersyteckie ukornczyt w Odrodzonej Polsce. Swa tworczg prace nau-
kowga rozpoczat w Instytucie Biologii DoSwiadczalnej imienia M. Nenckie-
go w Warszawie jeszcze jako student; doktoryzowat sie w Uniwersytecie
Warszawskim w 1929 roku. W latach 1929-35 pracowat w Wyzszej Szkole
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie jako starszy asystent, adiunkt
i docent, habilitowany w roku 1935. Jako stypendysta Funduszu Kultury
Narodowej a nastepnie jako stypendysta Fundacji Rockefellera odbyt
dwuletni staz naukowy w Zakladzie Fizjologii Uniwersytetu w Bazylei
oraz Lister Institute for Preventive Medicine w Londynie. W latach
1937-39 kierowal Zaktadem Fizjologii Zwierzat w Wyzszej Szkole Gospo-
darstwa Wiejskiego w Warszawie. Z dniem 31 sierpnia 1939 roku zostat
powotany na profesora nadzwyczajnego. Jako oficer rezerwy Wojska
Polskiego prof. Laskowski brat udziat w kampanii wrzesniowej w Polsce
w roku 1939 i kampanii francuskiej w roku 1940. Od roku 1941 przebywat



w Stanach Zjednoczonych, gdzie pracowat kolejno na kierowniczych sta-
nowiskach w kilku znanych placowkach biochemicznych. W latach 1945-65
byt profesorem biochemii w Marquette University w Milwakee w stanie
Wisconsin. W 1965 roku prof. Laskowski przeniést sie do Buffalo w stanie
Nowy York, gdzie kierowat Laboratorium Enzymologii w Instytucie im.
Roswella Parka jako American Cancer Society Research Profesor, bedac
réwnocze$nie profesorem zwyczajnym Uniwersytetu stanu Nowy York
w Buffalo.

Profesor Michat Laskowski, senior — pracowal badawczo ponad piec-
dziesiat lat i jest autorem wielu wybitnych, wysoce cenionych prac ekspe-
rymentalnych oraz szeregu, wprowadzajgcych nowe uogdlnienia prac
przegladowych. Wczesne, szeroko cytowane prace badawcze, wykonane
przez dr Laskowskiego w Polsce w latach trzydziestych dotyczyty prze-
mian wapniowych a ich wynikiem bylo wykazanie, ze wapnh transporto-
wany jest we krwi przez fosfoproteidy. Szczeg6lnie waznym osiggnieciem
byto pierwsze wyizolowanie z krwi fosfoproteidéw, znanych woéwczas wy-
tacznie w mleku.

Wiasciwe badania w zakresie enzymologii rozpoczat prof. Laskowski
od razu po przyjezdzie do Stanéw Zjednoczonych a ich efektem m.in.
byto dokonanie pierwszej krystalizacji katalazy i gamma-karboksypepty-
dazy. Giowne swe zainteresowania badawcze skoncentrowat wkrotce
prof. Laskowski na enzymach nukleolitycznych, a jak nieraz méwit spra-
wg przypadku byto rozszerzenie zainteresowarn na enzymy proteolitycz-
ne — gdy okazato sie, ze izolowana i oczyszczona dezoksyrybonukleaza |
krystalizowata we wczesnych jego doswiadczeniach razem z chymotrypsy-
nogenem B. Ze spostrzezenia tego rozwinety sie nastepnie badania nad in-
hibitorami trypsyny, ktorych kilka — jako pierwszy — otrzymat w postaci
krystalicznej. Szczeg6lnie waznym osiggnieciem byto zbadanie — po raz
pierwszy i poprawny — catkowitej struktury pierwszorzedowej inhibitora
trypsyny z trzustki, okre$lenie aminokwasow w jego centrum aktywnym
oraz wyjasnienia mechanizmu dziatania pozwalajagce na wprowadzenie do
enzymologii nowych pojeé, takich na przyktad jak inhibicja czasowa (tem-
porary inhibition).

W zakresie badan enzymoéw nukleolitycznych podstawowe znaczenie
miato wykrycie pierwszej bakteryjnej dezoksyrybonukleazy odszczepia-
jacej fragmenty zakonczone grupg fosforanowag w pozycji 3', ustalenie, ze
nukleaza z jadu wezéw jest egzonukleaza, wykrycie pierwszego inhibitora
dezoksyrybonukleazy trzustkowej oraz propozycja pierwszej, racjonalnej
klasyfikacji nukleaz. Trafne i owocne okazato sie zastosowanie nukleaz do
badania pierwszorzedowej struktury kwaséw nukleinowych w potgczeniu
z dwukierunkowg elektroforezg produktow. Badania te pozwolity na wpro-
wadzenie do kinetyki enzymatycznej nowych pojeé autoakceleracji i auto-
retardacji. Przed kilkunastu laty Profesor Laskowski wraz ze swymi
wspotpracownikami wykryt nowg grupe enzymow nukleolitycznych, ktére



specyficznie atakujg fragmenty DNA bogate w adenine i tymine, i nazwat
te nukleazy enzymami odcinkowo specyficznymi, ,,region specific nucle-
ases”. Badania enzymow nukleolitycznych prowadzit Profesor Laskowski
do ostatnich dni swego zycia. Kilka Jego prac z tej dziedziny jest jeszcze
w druku. Ogotem prof. M. Laskowski ogtosit ponad 200 oryginalnych prac
doswiadczalnych i wiele przegladowych, w tym szereg drukowanych w
wydawnictwach polskich.

Profesor Michat Laskowski, senior, wyksztatcit ponad dwudziestu bio-
chemikéw polskich, ktérzy w Jego laboratorium uczyli sie nowoczesnych
metod badawczych i poznawali ostatnie osiggniecia 6wczesnej biochemii.
W Laboratorium Profesora Laskowskiego panowata atmosfera naukowej
dyskusji i zyczliwosci. Interesowat sie On nie tylko pracg naukowg sty-
pendystow ale réwniez ich codziennymi klopotami. Ze swymi stypendy-
stami pozostawat Profesor Laskowski w kontakcie jeszcze wiele lat po ich
powrocie do macierzystych placowek, a takze odwiedzat ich podczas swych
wielokrotnych pobytéw w Polsce stuzac rada i krytyka.

Profesor M. Laskowski, senior, cztonek zatozyciel Polskiego Towarzy-
stwa Fizjologicznego byt Czlonkiem Rzeczywistym a pdzniej Honorowym
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego oraz Czionkiem Zagranicznym
Polskiej Akademii Nauk. Byt On tez cztonkiem British Biochemical So-
ciety, American Chemical Society, American Society of Biological Che-
mistry, Society for Experimental Biology and Medicine, American Asso-
ciation for Cancer Research a takze cztonkiem American Association for
the Advancement of Science.

Profesor M. Laskowski otrzymat wiele nagréd naukowych, takich na
przyktad, jak nagroda imienia E. K. Freya za badania nad inhibitorami
proteaz, jak medal imienia J. Schoellenkopfa nadany przez American Che-
mical Society za podstawowe badania w dziedzinie biochemii a w szcze-
gélnosci za badania enzymow nukleolitycznych, oraz nagroda imienia
H. Wehra za badania podstawowe w dziedzinie biochemii nowotwordw.
Wspdlnie ze swym synem M. Laskowskim, juniorem, profesor Laskowski,
senior otrzymat tez nagrode imienia A. Jurzykowskiego za badania w dzie-
dzinie enzymologii w Polskim Instytucie Sztuki i Nauk w Nowym Yorku.

Smieré Profesora Michata Laskowskiego, seniora - spowodowata niepo-
wetowang strate. Ubyt sposréd nas wielki biochemik. Brakowaé bedzie
Jego przyjacielskich i kompetentnych rad polskim biochemikom.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
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NOWE W BIOCHEMII

Nagroda Nobla w dziedzinie chemii 1980

W 1980 roku lauretami Nagrody Nobla z dziedziny chemii zostato trzech uczonych:
prof. Paul Berg, Stanford University, USA; prof. Walter Gilbert z Harvard Univer-
sity, USA oraz prof. Frederick Sanger, Medical Research Concil, Cambridge, Anglia.
Nagroda ta zostata przyznana za prace dotyczace inzynierii genetycznej. W ciggu
ostatnich 10-ciu lat, zastosowanie technik inzynierii genetycznej, umozliwito uczo-
nym wyodrebnienie szeregu gendéw zaréwno z organizmoéw prokariotycznych jak
i eukariotycznych. Opracowanie metod mapowania przy uzyciu enzymoéw restryk-
cyjnych oraz ustalenie sekwencji zasad w DNA pozwolito na doktadne okres$lenie
struktury wyodrebnianych genéw. W pracowni prof. Berga po raz pierwszy doko-
nano potaczenia DNA dwéch réznych organizméw — faga X i wirusa SV40, zapoczat-
kowujac w ten sposéb prace z dziedziny inzynierii genetycznej. Prace Berga przy-
czynity sie do poznania genetyki wirusa SV40. Zesp6t pracownikéw kierowany przez
prof. Berga wprowadzit gen kodujacy @—globine krélika do genomu SV40, a co
wiecej uzyskano ekspresje tego genu w komorkach mailpy.

Druga potowe nagrody uzyskali razem prof. W. Gilbert i prof. F. Sanger. Opra-
cowali oni, niezaleznie od siebie, dwie rézne techniki pozwalajace na tatwe i szybkie
ustalenie sekwencji zasad w DNA. Metoda Gilberta polega na wprowadzeniu radio-
aktywnego fosforanu na jeden koniec fragmentu DNA otrzymanego w wyniku
trawienia enzymami restrykcyjnymi. Nastepnie przeprowadza si¢ oddzielnie cztery
reakcje, ktdre umozliwiajg rozpad czagsteczek DNA specyficznie przy okreélonej
zasadzie. (A, C, T lub G). Reakcje przeprowadza si¢ w takich warunkach, aby rozpad
nastgpit Srednio przy jednej zasadzie na czagsteczke DNA.

W metodzie Sangera wykorzystuje sie polimeraze, ktéra dobudowuje radio-
aktywne komplementarne tancuchy do danej nici DNA i ktérej dziatanie moze by¢
przerwane przez zastosowanie czterech réznych inhibitoréw. W obu metodach pro-
dukty reakcji, fragmenty DNA roéznej ditugos$ci, rozdziela si¢ na zelach poliakrylo-
amidowych, a nastepnie z autoradiogramu zelu mozna odczyta¢ sekwencje zasad.
Prof. Gilbert juz siedem lat temu opublikowat sekwencje 20-sto nukleotydowego
operatora operonu laktozy, co wéwczas byto nie lada osiagnieciem. Obecnie, zasto-
sowanie metody Gilberta umozliwia w pojedynczym doswiadczeniu "ustalenie se-
kwencji fragmentu DNA zawierajgcego kilkaset nukleotydow.

Profesor Sanger i jego wspoOtpracownicy okredlili sekwencje catego genomu
faga cpX174. W wyniku tych badan stwierdzono, miedzy innymi, ze dana sekwencja
DNA moze kodowaé¢ dwa a nawet trzy rézne geny zaleznie od miejsca odczytu.
Zesp6t prof. Sangera ustalit réwniez sekwencje nukleotydéw mitochondrium ko-
morek Hela, co doprowadzito do stwierdzenia, ze kod genetyczny nie jest w petni
uniwersalny. Na przyktad tré6jka UGA, bedaca normalnie kodonem ,stop”, w mi-
tochondriach wyznacza tryptofan. Prof. Sanger otrzymat juz poprzednio Nagrode
Nobla w 1958 r. za ustalenie sekwencji aminokwaséw insuliny. Komitet przyzna-
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jacy nagrody Nobla stwierdzit, ze badania tegorocznych laureatéw w duzym stopniu
~Zwiekszyly nasza wiedze o tym, w jaki sposéb DNA rzadzi chemiczng maszyneria
komaorki”.

E. Bartnik
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RENATA DABROWSKA

Fosforylacja biatek aparatu kurczliwego miesni

Protein phosphorylation in the contractile apparatus
of muscle
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Il. Protein phosphorylation in the thin filament
I1-1. Characterization of the sites of protein phosphorylation in the thin
filament
11-2. Role of protein phosphorylation in the thin filament
Il. Phosphorylation of myosin
I11-1- Characterization of the phosphorylation site and of the enzymes involved
in the phosphorylation of myosin
111-2. Role of phosphorylation of myosin
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. Wstep

Odkad po raz pierwszy zwrdécono uwage, ze fosforylacja enzymoéw
moze mie¢ znaczny wpltyw na ich aktywno$¢ (1), wykazano, ze wiele
z nich wystepuje badZz w formie ufosforylowanej badz zdefosforylowanej

Doc. dr hab. Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Mieéni Instytut Biologii
Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotéow: c-AMP-cykliczny 3'5'-adenozynomonofosforan,
c-GMP-cykliczny 3'5'guanozynomonofosforan. EDTA — s6l sodowa kwasu etyleno-
dwuaminoczterooctowego.
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(2, 3). Opisano tez reakcje fosforylacji wielu biatek, ktére nie maja enzy-
matycznych wiasciwosci. Fosforylacja tych bialek ma czesto zwiazek
z ich regulacyjng rolg (4).

Najlepiej poznany dzi$s uktad fosforylacja-defosforylacja biatek bio-
rgcych udziat w regulacji metabolizmu glikogenu (5), zostat wykryty
w mieéniach juz ponad dwadzieScia lat temu. Badania ostatnich lat wska-
zuja, ze réwniez biatka zwigzane z procesem skurczu mies$ni ulegajag reak-
cjom fosforylacji i defosforylacji (6, 7). Dotyczy to przede wszystkim
gtownego biatka grubego filamentu aparatu kurczliwego miesni, miozyny
oraz bhiatek biorgcych udziat w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego
miesni poprzecznie prazkowanych, tj. sktadnikéw troponiny — troponiny I
i troponiny T oraz tropomiozyny, zlokalizowanych w cienkim filamencie
(Ryc. 1.

CIENKI FILAMENT

kinaza fosforylazy kinaza o faricucha troponina C

\ kinaza troponiny T tropomiozyny ? fifrogonina T

troponinal | [ tropomiozyna

kinaza biafkowa zalezna
od cyklicznego AMP

GRUBY FILAMENT Agfowki miozyny lekkiego taficucha
miozyny (IC 2) X
=l, J, = i ==l

Ryc. 1. Schemat budowy cienkiego i grubego filamentu mie$ni poprzecznie prazko-
wanych z zaznaczeniem miejsc fosforylacji oraz enzymoéw katalizujgcych fosforylacje
poszczego6lnych biatek (wg 7).

Niniejszy artykut poswiecony jest charakterystyce enzymoéw biora-
cych udziat w procesie fosforylacji i defosforylacji biatek aparatu kurczli-
wego miesni oraz roli tych procesow w mechanizmie skurczu mesni.

Il. Fosforylacja biatek cienkiego filamentu

I1-1. Charakterystyka miejsc fosforylacji biatek cienkiego filamentu

Kompleks troponiny wraz z tropomiozyng reguluje w mie$niach po-
przecznie prazkowanych interakcje aktyny z miozyng (8). Wedtug obecnie
panujacych koncepcji regulacji, wiazanie jonéw Ca- z troponing C
i zmiana jej konformacji przenoszona na pozostate skiadniki troponiny
(troponine | i troponine T) i tropomiozyne powoduje odstanianie miegjsc
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w czasteczce aktyny, ktére reaguja z miozyng, a w konsekwencji naste-
puje skurcz miesni. W nieobecnosci jonéw Ca2+, w stanie rozkurczu,
tropomiozyna zastania miejsca interakcji aktyny z miozyng (8). Obecnie
znana jest sekwencja aminokwasow wszystkich komponent kompleksu
biatek regulujagcych mies$ni poprzecznie prazkowanych, a okreslenie miejsc
ich interakcji oraz miejsc odpowiedzialnych za funkcje poszczegélnych
biatek filamentu cienkiego zmierza do zrozumienia mechanizmu regulacji.
Szczegdblne zastugi w tych badaniach ma zespét prof. Perry’ego.

Sposréd sktadnikéw troponiny specyficznej fosforylacji ulegajg dwa
zasadowe biatka kompleksu: troponina | i troponina T (9-13). Troponina |
izolowana z mies$ni szkieletowych krolika przy pomocy chromatografii
powinowactwa zawiera okoto 0.4-0.5 mola Prn/mol biatka. Kowalencyjnie
zwigzany fosforan jest naog6t uwalniany w czasie otrzymywania tego
biatka przy uzyciu konwencjonalnych metod (14). W badaniach nad se-
kwencjg aminokwasow troponiny | z miesni szkieletowych wykazano, ze
W jej czasteczce sg dwa rejony natadowane dodatnio (15). Jeden rejon
obejmuje reszty 5-27, pozycje 11 zajmuje w nim treonina fosforylowana
przy udziale kinazy fosforylazy..Drugi rejon obejmujacy reszty 98-116
sgsiaduje z miejscem fosforylacji (seryna 117), katalizowanej przez kinaze
biatkowg zalezng od c-AMP {Ryc. 2) (15-17). Sekwencja aminokwaséw
w poblizu miejsc fosforylacji podana jest w tabeli 1. Dzieki zastosowaniu

Rejon wigzania ;o\
| troponiny C

’®

P

Glu 150{ /Trw},f/' Glul N

A

v T

kinaza fosforylazy

A
Ser
\\
OH o r -
96 7 Rejon wiazania
!)‘ SP a‘_(- '
kinaza bialko SRRy frarion T
roponir
zalezna od N\
A ) ’
= A <4 11 A\
& CIUIN
A S r
c [r\';(:h\ie
P 7®
¥

Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie sekwencji aminokwasdéw biologicznie aktyw-
nych rejonéw czasteczki troponiny I, ze szczegélnym uwzglednieniem miejsc fosfo-
rylacji (7).
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selektywnej fragmentacji troponiny | otrzymano a nastepnie rozdzielono
szereg peptydéw. Badanie ich przy zastosowaniu elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym w obecnosci troponimy C oraz chromatografii po-
winowactwa (Sepharose sprzezona z troponing C) wykazaly, ze rejon od
N-konca (reszty 1-47) i rejon zawierajgcy reszty 97-117, a wiec miejsca
czasteczki troponiny | obejmujace obydwa fosforylowane aminokwasy
tworzg kompleks z troponing C (18). Poza tym wykazano, ze rejon za-
wierajacy reszty 96-117 tworzy kompleks z aktyng. Wyizolowany peptyd
obejmujacy te reszty wykazywat zdolno$é hamowania aktywnosci ATPazy
aktomiozynowej w obecnosci tropomiozyny, co wskazywato, ze blokuje
on te miejsca aktyny, ktdre reaguja z miozyng (18).

Troponing T wyizolowana z miesni szkieletowych zawiera okoto
0.7 mola Pr/mol biatka (19). Badania sekwencji aminokwaséw tego biatka
wykazaty, ze trzy miejsca czasteczki sg fosforylowane przy udziale kinazy
fosforylazy. Sg to reszty seryny: N-konica, 149 i 156 (Ryc. 3, Tabela 1)

Fosforylacja przez kinaze fosforylazy wszystkich
trzech r?’vfejsc hamowana jcsf przez troponing C

709, ufosforylowania NG
o izolacji e
£ ; S
N
pp
// 7 X / 70 C
P 2 N / 2
/S / 7 gy

—_—
Miejsce interakcji

z tropomiozyng

Ryc. 3. Biologicznie aktywne rejony czgsteczki troponiny T z zaznaczeniem miejsc
fosforylacji (6).

(19, 20). Zadna z tych reszt nie ulega fosforylacji przy udziale kinazy
biatkowej zaleznej od c-AMP (19). Fragmentacja biatka przy pomocy
bromocyjanu prowadzaca do otrzymania szesciu peptyddw i badania in-
terakcji tych peptydéw z troponing C sugeruja, ze interakcja troponiny C
z troponing T powoduje blokowanie wszystkich trzech miejsc fosforyla-
cji (19). Moze to by¢ spowodowane blokowaniem sferycznym, badZz zmia-
nami konformacyjnymi biatka, ktére uniemozliwiajg dostep kinazy. Pep-
tyd, w ktérym znajduje sie reszta fosforylowanej seryny 149 bierze udziat
w interakcji biatka z tropomiozyng, ktéra moze mie¢ fundamentalne zna-
czenie w mechanizmie regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni
(19, 20).

Juz wczesniej wykazano, ze ekstrakt z miesni myszy, ktéry nie za-
wiera kinazy fosforylazy moze katalizowaé fosforylacje troponiny T, co
sugerowato obecnos$¢ w nim kinazy troponiny T, r6znej od kinazy fosfo-
rylazy (21). Ostatnio przy zastosowaniu chromatografii na DEAE celulo-
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zie, hydroksyapatycie i Sepharose 6B oczyszczono enzym specyficznie
katalizujacy fosforylacje seryny N-konica troponiny T (22, 23), ktéry nie
fosforyluje fosforylazy b.

Wiegkszo$¢ badan nad fosforylacjg komponent troponiny byta prowa-
dzona przy uzyciu biatek izolowanych z szybkich miesni szkieletowych
(9-13). Porédwnujac sekwencje troponiny | izolowanej z wolnych mie$ni
szkieletowych i miesni serca wykazano, ze wszystkie formy polimorficzne
tego biatka wykazujg znaczng homologie sekwencji aminokwaséw (Ryc. 4),
szczegOlnie w rejonie miejsc wigzania aktyny (24, 25). We wszystkich
tych formach polimorficznych troponiny | wystepujg reszty aminokwa-
sowe, ktore sg fosforylowane przy udziale kinazy fosforylazy i kinazy
biatkowej zaleznej od c-AMP (16,17,24,25). W przypadku troponiny |
z mies$ni serca seryna 146, ktéra odpowiada serynie 117 /w mies$niu szkie-
letowym, jest fosforylowana przy udziale kinazy biatkowej zaleznej od
c-AMP z podobng szybkoscig (14). W czasteczce troponiny | z migs$ni serca
wystepuje poza tym dodatkowe miejsce fosforylacji, katalizowanej przez
kinaze biatkowa zalezng od c-AMP i ¢c-GMP (26) w dodatkowym pepty-
dzie od N-konhca ztozonym z 26 reszt aminokwasowych, ktéry nie wyste-
puje w innych formach polimorficznych tego biatka (14, 27, 28). Jest to
reszta serynowa w pozycji 20 (Ryc. 4). Rejon czgsteczki w obrebie tej
reszty nie bierze udziatu w interakcji z troponing C (14).

MIESIEN sercowy

N Ser Ser
20 37 146 206
kinaza biatkowa
kinaza . .
fosforylazy » troponing C hamuje troponing C hamuje

fosforylacja fosforylacja

MIESIEN '
ES N Mo Mgy,

Ser
SZYBKI / . W w .
1 o 117 178
Miejsce
interakcji 2aktyna
MIESIEN
Ser
WOLNY N / Thr
10 116 184

Ryc. 4. Poréwnanie miejsc fosforylacji polimorficznych form troponiny 1| (wg 6).

Fosforylacje tropomiozyny z mies$ni szkieletowych zaby zauwazono
po domie$niowej injekcji znakowanego fosforanu i autoradiografii wy-
dzielonej frakcji miofibrylarnej (29). llos¢ wbudowanego do tropomiozyny
fosforanu w obecnos$ci inhibitora fosfatazy, wynosita 0.5 mola Pr/mol
biatka (29). Nastepnie wykazano, ze estryfikacji ulega reszta serynowa
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283 (przedostatni aminokwas od C-konica) w tancuchu a (Tabela 1). Dalsze
dowody fosforylacji a tancucha tropomiozyny z mie$ni szkieletowych
zaby, krolika i z miesni serca krélika uzyskano technikg magnetycznego
rezonansu jadrowego 3P (29). Sekwencja aminokwasow wokdt miejsca
fosforylacji a tanicucha tropomiozyny jest bardzo podobna do odpowied-
niej sekwencji P faficucha (tylko trzy zastapienia aminokwaséw). Swiad-
czy to, ze musi istnie¢ kinaza o duzej specyficzno$ci dziatania, ktéra roz-
réznia obydwa fancuchy. Autorzy (29) wysuneli przypuszczenie, ze fosfo-
rylacja tropomiozyny moze stabilizowaé strukture biatka przez wytwo-
rzenie mostkow pomiedzy resztg fosforanowq i grupami eNH2 lizyny.

11-2. Rola fosforylacji biatek cienkiego filamentu.

Dotychczas brak jest danych na temat roli fosforylacji troponiny |
i troponiny T w skurczu miesni szkieletowych. Szybkos$¢ ich fosforylacji
przy udziale czystych preparatéw kinazy fosforylazy czy kinazy biat-
kowej zaleznej od c-AMP jest bardzo mata (13). JeSli wiec bytyby to
jedyne kinazy dostepne in vivo dla fosforylacji troponiny w mie$niu
szkieletowym, to powstawaloby pytanie, czy moga one modyfikowaé
lub regulowaé szybkie procesy prowadzace do skurczu miesni tego
typu. Z drugiej strony badania in vitro wskazujgce na blokowanie miejsc
fosforylacji troponiny | i troponiny T z miesni szkieletowych przez tro-
poning C (13) stawiajg pod znakiem zapytania fizjologiczne znaczenie
procesu fosforylacji obu tych biatek w migéniu szkieletowym. Niemniej
jednak obecnos$¢ dobrze scharakteryzowanych rejonéw fosforylacji w czg-
steczce troponiny | i troponiny T umozliwita uzyskanie cennych infor-
macji na temat interakcji tych biatek z innymi skiadnikami cienkiego
filamentu i w konsekwencji rozszerzyta wiedze na temat sekwencji pro-
ceséw prowadzacych do skurczu miesni szkieletowych.

Fosforylacja seryny 20 w dodatkowym peptydzie troponiny | z migesni
serca, katalizowana przez kinaze biatkowg zalezng od c-AMP, zachodzi
znacznie szybciej niz fosforylacja seryny 146. Stad tez in vitro fosforyla-
cja troponiny | z miesni serca jest procesem okoto 30 razy szybszym niz
fosforylacja troponiny | z miesni szkieletowych. Obecno$¢ troponiny C
nie hamuje fosforylacji seryny 20 troponiny | z mieé$ni serca (13, 14).
Cechy te czynig, ze proces fosforylacji troponiny | w miesniu serca ma
szczegblne znaczenie w jego metabolizmie. Badania nad izolowang z mies-
ni serca troponing | wskazujg, ze fosforylacja seryny 20, zwigzana jest
z inotropowg odpowiedzig miesni serca na adrenaline (27, 30). Zauwazono,
ze w perfundowanym sercu, po 20 min. od podania adrenaliny lub in-
nych amin katecholowych ponad 80% znakowanego 3P fosforanu stanowi
fosforan estryfikujgcy seryne 20 (27). Nie obserwuje sie inotropowego
dziatania adrenaliny oraz wbudowywania fosforanu do troponiny |
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w obecno$ci czynnikdw blokujacych adrenoreceptory. Z drugiej strony
wykazano, ze fosforylacja troponiny | z mie$ni serca w odr6znieniu od
fosforylacji troponiny | z jmies$ni szkieletowych powoduje zmniejszenie
wrazliwosci aktywnosci ATPazy aktomiozynowej na jony Ca2+ (6,27,31,
32) (Ryc. 5A). Tak wiec, wynikiem dziatania hormonu moze by¢ fosfory-
lacja troponiny |, ktéra prowadzi do spadku wrazliwosci na Ca2+ inter-
akcji aktyny z miozyna, a co za tym idzie wzrost szybkosci rozkurczu —
zjawiska charakterystycznego dla inotropowego dziatania katecholamin

(Ryc. 5B) (33).

A
T T KATECHOLAMINA
0,06 5 . i
Aktywacja cyklazy adenylowej

5
s 005 Wzrost stezenia wewnatrzkomdrko-
0
c wego c-AMP
R 3
8?0.04-— 3/ ! Aktywacja kinazy biatkowej zalez-
o - w/ nej od c-AMP
0 o }
© £
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g) zwiekszenie [Ca2+] utatwienie usuwania
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Ryc. 5. Rola fosforylacji troponiny I w dziataniu mie$nia serca (33).

A) Wptyw fosforylacji troponiny | na wrazliwo$¢ na Cal+aktywnos$ci ATPazy aktomiozyny
z mie$ni serca.
Symbole puste —biatko nieufosforylowane, symbole petne —biatko ufosforylowane.

B) Schemat przedstawiajagcy modyfikacje biatek aparatu kurczliwego serca pod wplywem amin

katecholowych.

I11. Fosforylacja miozyny

I11-1. Charakterystyka miejsca fosforylacji i enzyméw biorgcych udziat w fosfory-
lacji miozyny

Struktura i funkcja miozyny oraz jej formy polimorficzne byty ostat-
nio opisane na tamach Postepdw Biochemii (34).

Sposréd niskoczasteczkowych subfragmentéw miozyny interesujace
z punktu widzenia regulacji interakcji tego biatka z aktyng sg lekkie
tancuchy LCZ wystepujace we wszystkich jej formach polimorficznych
w ilosci 2 mole/mol miozyny (8). Lancuchy te zostaly nazwane przez
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Kendricka-Jonesa (35 36) ,regulujgcymi” poniewaz mogg zaste-
powac lekki tancuch miozyny mieczakbw LCEDTa, w jego funkcji regu-
lacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni tych zwierzagt. Usuwanie LC2
z miozyny mies$ni szkieletowych wptywa nie tylko na interakcje tego
biatka z aktyng (37-39, 41), ale zmienia réwniez wrazliwo$¢ ATPazy kom-
pleksu aktomiozynowego na dziatanie jonéw Ca2+ (40, 41). Wiadomo, ze tan-
cuchy LC2wigzg Ca2+, a ich struktura I-rzedowa wykazuje duzy stopien
homologii z innymi biatkami wigzagcymi jony Ca2+ jak parwalbuminy czy
troponina C (42).

Perrie i Perry (43) po raz pierwszy zwrocili uwage na to, ze
tancuchy LC2z mieéni szkieletowych migruja w warunkach elektroforezy
w zelu poliakryloamidowym w obecnos$ci 6M mocznika przy pH 8,6 w po-
staci dwdch prazkéw, ktoérych proporcje zmieniajg sie w zaleznosci od
sposobu otrzymywania miozyny z miegéni. Analiza obydwu tafAcuchdéw
rozdzielonych metodg chromatografii wykazata, ze majg one identyczny
sktad aminokwasowy, ale réznig sie zawartoscig fosforu. Szybciej migru-
jacy w czasie elektroforezy tahcuch zawierat 1 mol Pr/mol biatka. Zanik
prazka odpowiadajgcego temu tancuchowi pod wptywem fosfatazy alka-
licznej z E. coli ostatecznie potwierdzit, ze jest to forma ufosforylowana
tego samego biatka (44). Réwnoczesnie wykazano, ze po wprowadzeniu
(y-3P) ATP do homogenatu miesni i nastepnej ekstrakcji miozyny, jej
tancuchy LC2 zawieraly zwigzany 3P. Swiadczy to, ze w homogenacie
mies$ni znajduje sie enzym katalizujgcy fosforylacje LC2 miozyny (45).
Wkrétce przy zastosowaniu chromatografii na DEAE celulozie i hydro-
ksyapatycie, frakcjonowania-siarczanem amonu i wytragcania izoelektrycz-
nego wydzielono kinaze lekkiego taficucha LC2 miozyny (fosfotransferaza
ATP-lekki tancuch LC2 zaréwno z zamrozonych preparatéw surowej mio-
zyny jak i z sarkoplazmy szybkich miesni szkieletowych (46). Kinaza ta
ma mase czasteczkowa 77 000 i rézni sie strukturg i wiasciwosciami od
kinaz biatkowych izolowanych dotad z miesni (46). Katalizuje reakcje
estryfikacji reszt serynowych LC2 miozyny w pozycji 14 lub 15 (Tabe-
la 1) (42, 43). Najlepszym donorem reszt fosforanowych dla kinazy LC2
miozyny okazat sie ATP, inne nukleotydy jak ITP, GTP i UTP posiadaja
tylko 5% efektywnosci ATP. Cechg charakterystyczng jest zalezno$¢ jej
dziatania od stezenia jonow Ca2+ (46).

Kinaza LC2 miozyny izolowana z szybkich mies$ni szkieletowych ma
wysoka specyficzno$¢ substratowa, oprécz LC2 miozyny z tego samego
typu miesni, katalizuje wytacznie fosforylacje LC2 miozyny z wolnych
miesni szkieletowych, miesni serca i mie$ni gtadkich (arterii szyjnej i zo-
tadka krowy oraz macicy szczura), ale nie katalizuje fosforylacji LC2
(LCedta) miozyny z mies$ni bezkregowcdw (mieczaki) (46). Szybkos¢ fosfo-
rylacji poszczeg6lnych tancuchéw LC2 jest rdzna.

Z szybkich miesni szkieletowych krdlika wydzielono tez przy pomocy
chromatografii powinowactwa (Sepharose sprzezona z ufosforylowanym

2 Postepy Biochemii
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LC2 specyficzny enzym Kkatalizujgcy defosforylacje LC2 miozyny (47).
Fosfataza ta (fosfohydrolaza ufosforylowanego tancucha LC2 miozyny)
posiada mase czgsteczkowg 70 000 i nie jest hamowana jak inne fosfatazy
przez NaF. Jej dzialanie nie zalezy od stezenia jonow Ca2+ ani Mg2+,
chociaz ten ostatni kation stabilizuje enzym (47). Obecno$¢ podobnego
systemu enzymow bioragcych udziat w fosforylacji i defosforylacji LC2
miozyny wykazano rowniez w wolnych mies$niach szkieletowych, miesniu
sercowym, miesniach gtadkich oraz w mioblastach, fibroblastach i ptyt-
kach krwi (48-53). Lekkie taAcuchy LC2 miozyny izolowanej z réznych
zrédet nie sg identyczne (54), podobnie tez kinazy LC2 miozyny wystepuja
w postaci réznych form polimorficznych (Tabela 2). Wykazano, ze jak-
kolwiek aktywnos$¢ fosfatazy LC2 miozyny w sarkoplazmie rdéznych ty-
péw miesni jest zblizona i wynosi okoto 50 nmoli/g tkanki/min., to aktyw-
nos¢ kinazy znacznie sie rézni np. w szybkim mies$niu szkieletowym jest
ona 12 razy bardziej aktywna niz w mies$niu gtadkim (49) (Tabela 2).
Aktywacja kinazy w tym samym zakresie stezen jonéw Ca2+ co akty-
wacja ATPazy aktomiozynowej (Ryc. 6) (46) sugeruje, ze enzym ten moze
by¢ ,uruchamiany” na skutek stymulacji miesni w wyniku ktérej naste-
puje uwalnianie jonéw wapnia z sarkoplazmatycznego retikulum do sar-
koplazmy (Ryc. 6). Hipoteza ta stata sie bardziej atrakcyjna kiedy wy-
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Ryc. 6. Aktywacja kinazy LC2 miozyny z mie$ni szkieletowych (symbole puste)
i ATPazy aktomiozynowej (symbole peine) pod wptywem jonoéw Ca2+ (16).

kazano, ze zaréwno kinaza LC2 miozyny z mieéni szkieletowych (55-58)
jak i tez z miesni gtadkich (59, 60) wymagajg dla dziatania oprécz jonow
Ca2+ obecnosci niskoczasteczkowego biatka zwanego kalmoduling. Biatko
to znane jest obecnie z wielofunkcyjnosci i powszechnosci wystepowania

2»
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(61-63), wowczas znane byto jako aktywator dwoch enzyméw: fosfodwu-
esterazy i cyklazy adenylowej. Kalmodulina podobnie jak troponina C wig-
ze Ca2+ i tylko w obecnosci tego kationu, ktéry powoduje zmiany jej
konformacji, tworzy aktywny kompleks z kinazg LC2 miozyny (56, 60, 64).
Uwaza sig, ze jest ona regulatorowa podjednostkg kinazy (60, 64). W po-
czatkowych badaniach kinazy z miesni szkieletowych (46) zanieczyszcze-
nia substratu kalmoduling wynoszace czesto mniej niz 0.1°/o iloSci substra-
tu, wystarczajgce do peinej aktywacji enzymu, nie byty zauwazone.

Podobng zalezno$¢ aktywnos$ci kinazy od stezenia jonow Ca2+ i kal-
moduliny wykazano nastepnie w miesniach serca (65). Jej aktywnos$¢ jest
duzo nizsza niz aktywno$¢ kinazy z mies$ni szkieletowych.

Poczatkowo sgdzono, ze kinazy obecne w niemie$niowych komorkach
i katalizujgce fosforylacje LC2miozyny rdznig sie od kinazy LC2z miesni,
niezaleznoscig ich dziatania od stezenia jonéw Ca2+ (66,67). Z czasem
jednak wykazano, ze enzym izolowany z ptytek krwi, jest zalezny od
stezenia jonow Ca2+ i kalmoduliny (68, 69), a poprzednio izolowana forma
enzymu niezaleznego od stezenia jonéw Ca2+, mogia by¢ produktem jego
degradacji proteolitycznej. Zauwazono np., ze pod wptywem dziatania
trypsyny i chymotrypsyny kinaza LC2 miozyny z mieéni gtadkich traci
wrazliwos¢ na jony Ca2+ (70, 71). Kinaze LC2 miozyny zalezng od kalmo-
duliny i jondw Ca2+ wyizolowano rowniez z fibroblastéw i wykazano, ze
jest ona bardzo podobna pod wzgledem wiasciwosci i ciezaru czasteczko-
wego do kinazy z mie$ni gtadkich (72). Kinaze o takiej samej masie czg-
steczkowej jak kinazy z mies$ni gtadkich zotadka kurczaka oraz plytek
krwi i fibroblastéw wykryto w ekstrakcie moézgu, jakkolwiek dotad nie
stwierdzono ani w warunkach in vivo ani in vitro fosforylacji LC2miozy-
ny z mozgu (73).

Ostatnio wykazano, ze kinaza izolowana z mies$ni gtadkich rdznego
typu (z zotadka indyka, arterii szyjnej gotebia i aorty wotu) sama ulega
fosforylacji przy udziale kinazy zaleznej od c-AMP (75, 77, 78). Stopien
fosforylacji LC2miozyny z miesni gtadkich jest odwrotnie proporcjonalny
do stopnia fosforylacji kinazy LC2 miozyny; wprowadzenie do Kkinazy
jednej reszty fosforanowej na mol biatka powoduje spadek fosforylacji
LC2 miozyny do potowy. Poczatkowo wydawato sie, ze proces regulacji
aktywnos$ci kinazy LC2 miozyny poprzez jej fosforylacje wystepuje wy-
tacznie w miesniach gtadkich, gdyz zaréwno kinaza o ciezarze czastecz-
kowym 77 000, izolowana z mies$ni szkieletowych, jak tez kinaza o cieza-
rze czasteczkowym 85 000 izolowana z mieéni serca, nie ulegaty reakcji
fosforylacji (65, 79). Ostatnio jednakze w pracowni Demaille’a przy
zastosowaniu preparatyki ograniczajacej do minimum aktywno$¢ endo-
gennych proteaz z obu typéw mie$ni wyizolowano kinaze LC2 miozyny
o0 ciezarze czgsteczkowym 155 000 (79). Kinaza ta zwigzana z miofibrylami
zalezna jest od jonéw Ca2+ i kalmoduliny i ulega fosforylacji katalizo-
wanej przez kinaze biatkowa zalezng od c-AMP. Przypuszcza sie, ze roz-
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puszczalne enzymy o nizszej masie czgsteczkowej mogg by¢ aktywnymi
produktami degradacji kinazy LC2 miozyny o0 masie czasteczkowej
155 000 (79).

111-2. Rola fosforylacji LC2 miozyny.

Rola procesu fosforylacji i defosforylacji LCZ miozyny w mie$niach
poprzecznie prazkowanych (szkieletowych i serca) nie jest jeszcze wy-
jasniona. Wptyw fosforylacji LC2 miozyny na aktywno$¢ ATPazy akto-
miozynowej jest niewielki: wg Perry’ego (6) w przypadku miesni
szkieletowych wzrost aktywnosci wynosi 10-15%), za$ miesni serca okoto
30%. Ten wzrost aktywnosci moze by¢ jednak spowodowany dziataniem
tzw. pseudo-ATPazy bedacej skutkiem dziatania kinazy i fosfatazy LC,
miozyny (47). Fosforylacja miozyny z migs$ni poprzecznie prazkowanych
nie jest niezbedna dla aktywacji jej ATPazy przez aktyne. Interesujgce
sg badania nad korelacjg cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni szkiele-
towych oraz procesem fosforylacji i defosforylacji LC2 miozyny (80, 81).
W wyniku tych badan ustalono, ze w miesniu w stanie spoczynku okoto
50% L C2 jest ufosforylowane; po stymulacji miesni stopien fosforylacji
wzrasta (80). Oznaczenia aktywnosci kinazy LC2 miozyny oraz jej zawar-
tosci w miesniach szkieletowych wykazujg, ze szybko$¢ hydrolizy ATP
w wyniku dziatania kinazy w przeliczeniu na 1g tkanki stanowi zaledwie
VP szybkosci hydrolizy tego nukleotydu w wyniku dziatania miofibrylar-
nej ATPazy (7). Jesli to poréwnanie efektywnos$ci dziatania obu enzymoéw
w warunkach in vitro odniesiono by do warunkéw panujacych in vivo,
to nie mozna spodziewac sie synchronizacji procesu fosforylacji i defos-
forylacji z cyklem skurczowo-rozkurczowym mieéni szkieletowych. Zatem
fosforylacja miozyny tych mies$ni nie reprezentuje reakcji inicjujacej
skurcz, ale raczcj modyfikuje cykl skurczowo-rozkurczowy, np. przez spo-
wodowanie kooperatywnos$ci dziatania miedzy dwoma gtéwkami tej samej
czasteczki miozyny. Mozna sobie wyobrazi¢, ze w stanie rozkurczu miesni
tylko jeden LC2 (w jednej gtéwce miozyny) jest ufosforylowany. W wy-
niku stymulacji miesni nastepuje fosforylacja drugiego LC2 zmiana sy-
metrii uktadu i oddziatywania miedzy gtéwkami (81). Takie zmiany w cza-
steczce miozyny mogtyby przygotowywaé jg do interakcji z aktyng. Po-
parciem tej hipotezy moga by¢é zmiany w przestrzennym utozeniu
gtéwek miozyny pod wpltywem stymulacji miesni szkieletowych zaby
(w warunkach kiedy nie dochodzi do interakcji aktyny z miozyng), obser-
wowane przy zastosowaniu niskokgtowej dyfrakcji promieni X (82).

Fosforylacja lekkiego tancucha miozyny wydaje sie mie¢ fundamen-
talne znaczenie dla dziatania systemoéw kurczliwych, ktérych cykl skur-
czowo-rozkurczowy jest duzo dtuzszy, niz w przypadku miesni poprzecz-
nie prazkowanych. Sobieszek i Smali (83, 84) pierwsi zauwazyli,
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ze modyfikacja miozyny z miesni gtadkich zotgdkéw Swini, poprzez fos-
forylacje jej lekkich tancuchéw jest niezbedna do interakcji tego biatka
z aktyna. Spostrzezenie to zostato nastepnie potwierdzone w szeregu pra-
cowni przy uzyciu miozyny miesni gtadkich réznych typéw (zoladki pta-
kéw, jajowody Swinki morskiej, aorta wotu, arteria szyjna gotebia) (85-89).
Ryc. 7 wskazuje, ze w nieobecnosci kinazy LC2 miozyny, aktywnosé
ATPazy rekonstytuowanej z miozyny mieéni zotgdkéw kurczaka i aktyny
z miesni szkieletowych krdlika, jest bardzo niska. Wraz ze wzrostem ilosci
kinazy nastepuje gwattowny wzrost aktywnos$ci ATPazy, S$cisle skorelo-
wany ze stopniem fosforylacji LC2 miozyny. Maksymalng aktywnos¢
ATPazy aktomiozynowej uzyskuje sie, kiedy ilos¢ zestryfikowanego fosfo-
ranu wynosi 1mol/mol LC2(Ryc. 7) (68). Aktywnosé ATPazy aktomiozy-
nowej, podobnie jak reakcja fosforylacji zalezna jest od jonéw Ca2+ i kal-
moduliny (68).
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Ryc. 7. Wptyw kinazy LC2 miozyny z mieéni gtadkich na aktywno$¢ ATPazy akto-
miozyny rekonstytuowanej z miozyny z mies$ni gtadkich i aktyny z miesni szkieleto-
wych (symbole petne) oraz fosforylacje miozyny z mieéni gtadkich (symbole puste)
w obecnos$ci tropomiozyny i 2,4 fig/ml kalmoduliny. Linia przerywana reprezentuje
pomiary wykonane w nieobecnoéci jonéw Ca2+ (wg 68). Rézne symbole oznaczaja
rézne preparaty podjednostki katalitycznej kinazy.

Wykazano tez korelacje miedzy stezeniem wewnatrzkomdrkowego
Ca2+, stopniem fosforylacji LC2 miozyny i napieciem widkien miesnio-
wych izolowanych z zotgdka kurczaka i jelita krdlika (90-92). Przy uzyciu
pochodnej ATP, ATPyS (8B5), ktéra jest doskonatym substratem dla
kinazy LC2 miozyny i pozwala na ,utrwalenie” LC2w stanie ufosforylo-
wanym, gdyz tiofosforylowany produkt jest odporny na dziatanie fosfa-
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tazy, wykazano, ze usuniecie jondw wapnia po fosforylacji LC2 miozyny
nie prowadzi do spadku napiecia mie$ni. Na tej podstawie wyciagnieto
wniosek, ze rozkurcz mieséni gtadkich nie zachodzi pod wptywem usuwa-
nia jonow Ca2+ zwigzanych z czasteczkg miozyny jak to ma miejsce
w przypadku miozyny z miesni mieczakéw (36).

Podobne rezultaty uzyskano wczes$niej podczas badania aktywnosci
ATPazy aktomiozynowej w miare fosforylacji miozyny przy pomocy
ATP yS. Wraz ze wzrostem stopnia fosforylacji spadata wrazliwos$é
ATPazy na dziatanie jonow Ca2+ (93). Z pordwnania kinetyki procesu
usuwania jonéw wapnia i dziatania fosfatazy wynikato ponadto, ze ak-
tywnos$é ATPazy aktomiozynowej jest hamowana na skutek defosforyla-
cji LC2 miozyny (93). OkreS$lenie szybkosci dziatania fosfatazy LC2 mio-
zyny z mies$ni gtadkich pozwolito réwniez oznaczy¢ ilo$¢ uwalnianego
fosforanu w wyniku sprzezonego dziatania kinazy i fosfatazy LC2 czyli
pseudo-ATPazy. Wartosci obliczone dla kilku preparatéw aktomiozyny
nie przewyzszaty 1 nmola Pr/mg aktomiozyny/min. Tak wiec ilo$¢ reszt
fosforanowych uwalnianych przez pseudo-ATPaze jest znikoma w sto-
sunku do catkowitej ilosci reszt fosforanowych uwalnianych na skutek
dziatania ATPazy aktomiozynowej (93). Jest to wazne spostrzezenie
z punktu widzenia mechanizmu hydrolizy ATP w mieé$niu gtadkim. Po-
niewaz rozkltad ATP przez centrum aktywne fosforylowanej miozyny
w potaczeniu z aktyng jest znacznie szybszy niz rozpad ATP spowodo-
wany wspétdziataniem kinazy i fosfatazy LC2 fosforylowana miozyna
musi zhydrolizowaé¢ wiele czasteczek ATP zanim fosfataza usunie reszty
fosforanowe z LC2 Je$li fosforylacja i defosforylacja LC2miozyny bytaby
konieczna dla rozktadu kazdej czasteczki ATP, woéwczas efektywnos¢
dziatania ATPazy aktomiozynowej (przy zatozeniu wystepowania jednego
centrum aktywnego) i pseudo-ATPazy bytaby jednakowa.

Rozkurcz miesni gtadkich wydaje sie by¢ spowodowany na skutek
dziatania fosfatazy LC2 miozyny, w warunkach kiedy aktywnos$é kinazy
jest zahamowana, tj. na skutek usuniecia jonéw Ca2+ Ostatnio niektérzy
autorzy (74, 76, 77) postuluja, ze inhibicja aktywnos$ci kinazy LC2 miozyny
moze tez nastepowac na skutek jej fosforylacji przy udziale kinazy biat-
kowej, zaleznej od c-AMP. Ten typ regulacji interakcji aktyny z miozyna
moze reprezentowa¢ mechanizm dzieki ktéremu obserwuje sie adrener-
giczny rozkurcz mieéni naczyn krwiono$nych (33). Adrenalina jak wia-
domo powoduje aktywacje cyklazy adenylowej i co za tym idzie wzrost
stezenia c-AMP (83).

Wszystkie te obserwacje pozwalajg na przedstawienie schematu re-
akcji prowadzacych do skurczu i rozkurczu mieéni gtadkich (Ryc. 8). Re-
gulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego tych miesni zalezna jest od pro-
cesu fosforylacji i defosforylacji miozyny.

Réwnolegle prowadzone badania wydajg sie sugerowaé, ze fosforyla-
cja miozyny odgrywaé¢ moze rowniez kluczowg role w wielu procesach
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Ryc. 8. Schemat obrazujacy role fosforylacji LC2 miozyny w skurczu mieé$ni gtadkich
(modyfikacja schematu wg 93).

komérkowych — zwigzanych z sekrecjg, ruchem komoérkowym czy po-
dziatami komoérkowymi. Miozyna izolowana z niemieSniowych systemow
kurczliwych jest bardzo podobna pod wzgledem struktury IV rzedowej
oraz whasciwosci enzymatycznych do miozyny izolowanej z miesni gtad-
kich (94). Jej aktywno$¢ ATPazy aktywowanej aktyng jest bardzo niska.
Adelstein i Conti (95 wykazali, ze wzrost aktywnosci ATPazy
aktomiozynowej z ptytek krwi mozna uzyska¢ przez fosforylajce LC2mio-
zyny. Nastepnie udowodniono, ze kinaza katalizujgca fosforylacje LC2
miozyny z ptytek krwi, tak samo jak kinaza z miesni gtadkich zalezna jest
od jonéw Ca2+ i kalmoduliny (68, 69). Wykrycie podobnego systemu en-
zymatycznego Kkatalizujgcego fosforylacje LC2 miozyny w fibroblastach
(72), mikrofagach (96) i komérkach grasicy (97) oraz wykazanie, ze w tym
przypadku fosforylacja LC2 miozyny jest niezbednym warunkiem jej ak-
tywacji przez aktyne, wydaje sie potwierdza¢ poglad, ze mechanizm regu-
lacji dziatania niemiesniowych systeméw kurczliwych i mie$ni gtadkich
jest zblizony.

IV. Uwagi koncowe

Cechg wspdlng wszystkich badanych dotad systemdéw kurczliwych jest
zaleznos$¢ ich dziatania od stezenia jonéw Ca2+ (8). Dziatanie jondw Ca2+
na system kurczliwy moze by¢ bezposrednie, kiedy wigzanie tego kationu
z biatkami regulujgcymi zapoczgtkowuje szereg zmian prowadzacych do
interakcji aktyny z miozyng i skurczu mieéni, lub posrednie, kiedy jony
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Ca2+ biorg udziat w reakcjach modyfikacji biatek aparatu kurczliwego
(np. reakcja fosforylacji miozyny), ktére réwniez prowadzg do skurczu
miesni (Ryc. 9). Procesy regulacji poprzez modyfikacje biatek miofibry-
larnych sg zwykle duzo wolniejsze, niz te ktére sg wynikiem bezposred-
niego wigzania jonéw Ca2+ z biatkami regulujgcymi skurcz.

o Ca?* L.
S8 2
’ —
System biafek kurczliwych System biatek regulujacych
(Lekki fancuch LC2 miozyny) (tropomiozyna - troponina )
/0 : d
ﬁ’ o> xN &
<& & VNG T 2
% :_\)«_ < % 2 .

/ ¥ RS ¥ AN
migsnie migcza- migsnie poprzecz- miesnie poprzecz- miesnie poprzecz-
kow nie prazkowane nie prazkowane nie prazkowane

i gtadkie kregow- kregowcoéw i bez- kregowcow
cow, kregowcow

niemig$niowe sys-
temy kurczliwe

Ryc. 9. Schemat przedstawiajacy role jondw Ca2+ w regulacji cyklu skurczowo-roz-
kurczowego roznych typoéw miesni (wg 7).

Obecnie znane sg przynajmniej cztery r6zne mechanizmy kontroli sys-
temow kurczliwych przez jony Ca2+ W miegs$niach szkieletowych wigzanie
jonow Ca2+ z troponing C zapoczatkowuje szereg opisanych w rozdz. I1l-1
reakcji, ktére prowadzg do ich skurczu (8). W migéniach poprzecznie praz-
kowanych mieczakéw, gdzie troponina wystepuje tylko w $ladowych
ilosciach, gtowng reakcjg prowadzacg do skurczu jest wigzanie Ca2+ z LC2
miozyny (35). W mieé$niach gtadkich kregowcéw udziat wapnia w skurczu
polega na aktywacji kinazy LC2 miozyny, ktéra katalizuje fosforylacje
miozyny i powoduje, ze biatko to moze reagowa¢ z aktyng (rozdz. 11-2.)
(68). Jakkolwiek ten poglad na mechanizm regulacji skurczu mies$ni gtad-
kich jest obecnie dominujacy, sg tez hipotezy na temat udziatu w skurczu
tych mie$ni kompleksu biatek zwigzanych z cienkim filamentem odpo-
wiadajgcych sktadnikom troponiny (98) lub réznego od troponiny biatka
nazwanego przez Ebashi’ego leiotoning (ztozonego z dwéch podjed-
nostek o ciezarach czgsteczkowych 80 000 i 20 000) (99,100). By¢ moze
wspotdziatanie obu tych systemow regulacji jest konieczne dla pracy
mies$ni gtadkich.

Wymagania dotyczace sposobu dziatania systemu regulacji miesni
gtadkich i szkieletowych sg r6zne. Aktyna i miozyna miesni szkieletowych
reagujg ze sobg niezaleznie od stezenia jonéw Ca2+, poziom ATPazy akto-
miozynowej jest wysoki (101). Zadaniem kompleksu biatek regulujgcych
(troponina+ tropomiozyna) jest spowodowanie dysocjacji aktomiozyny
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w nieobecnosci jonow Ca2+, zahamowanie ATPazy aktomiozynowej i w
konsekwencji rozkurcz mieéni. W mieé$niach gtadkich, miesniach miecza-
kéw i niemiesniowych systemach kurczliwych czysta aktyna i miozyna
nie reaguja ze sobg, poziom aktywno$ci ATPazy aktomiozynowej jest
bardzo niski (35,67, 68,102). Gtéwnym zadaniem systemu regulujgcego
jest wiec aktywacja interakcji aktyny z miozyng w obecnosci Ca2+, ktéra
doprowadza do skurczu. To zadanie moze by¢ spetnione, badz przez bez-
posrednie wigzanie Ca2+ z miozyng (mie$nie mieczakdw) lub przez fosfo-
rylacje tego biatka (miesnie gtadkie, niemiesniowe systemy kurczliwe).
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. Wstep

ATP uwazany jest nadal za gtowny przenosnik energii w komorce.
Ostatnio podobng funkcje przypisuje sie roéwniez nieorganicznemu piro-
fosforanowi, ktéry wg Millera i Parrisa (1) oraz Lipmanna
(2) byt ewolucyjnym prekursorem ATP. Nieorganiczny pirofosforan (PPi)
jest jednym z gtdwnych produktéw wielu anabolicznych reakcji, jak bio-
synteza biatek na poziomie aktywacji aminokwaséw, kwasow ttuszczo-
wych, kwasow nukleinowych, polisacharydéw itp. (3, 4). llos¢ PPi produ-
kowana tg droga u bakterii jest rzeczywiscie wysoka i wynosi ok. 10 umoli

PPi na 1 mg syntetyzowanej biomasy (5).

*) Prof. dr hab., Instytut Biologii, Zaktad UMK, Torun
**) Mgr, Instytut Biologii, Zaktad Biochemii UMK, Torun

Wykaz stosowanych skrétéw; PPi— nieorganiczny pirofosforan; Pi ortofosforan;
PPaza — nieorganiczna alkaliczna pirofosfataza; ANS — 8-anilino-I-naftaleno-

sulfonian
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Do niedawna przyjmowano powszechnie, ze uwalniany pirofosforan
ulega natychmiastowej hydrolizie przez pirofosfataze (PPaze) (6). Wiaze
sie to jednak z utratg energii wiagzania bezwodnikowego, ktéra wynosi
ok. 8 kcal (7). Wprowadzenie ostatnio doskonalszych metod oznaczania
pirofosforanu wykazato, ze w wielu organizmach stezenie jego przewyz-
sza wartosci wynikajagce ze statej réwnowagi hydrolizy (8, 9, 10), przy
czym nie wszystkie organizmy zawierajg pirofosfataze (7), a zatem de-
gradacja do ortofosforanu nie musi by¢ jedyng drogg metabolizmu PPi
w komdrce. Z sugestig tag wystgpit juz ponad 20 lat temu Arthur
Kornberg (11), jednakze dopiero ostatnie dziesieciolecie przyniosto
wiele interesujacych danych eksperymentalnych potwierdzajgcych powyz-
szg hipoteze.

Il. Udziat pirofosforanu w magazynowaniu energii

Badania na uktadach modelowych wykazaty mozliwosé syntezy PPi
z ortofosforanu, sprzezonej z reakcjami oksydoredukcyjnymi (12, 13).
Dane te pozwolity przypuszczaé, ze podobny mechanizm moze mie¢ row-
niez miejsce w uktadach biologicznych. Po raz pierwszy synteze PPi
u Acetobacter suboxidans i Escherichia coli, zaobserwowat Klungséyr
i wsp. (14, 15). Bezpos$rednich jednak dowoddw dostarczyty badania ostat-
niego dziesieciolecia, ktore wziety swoéj poczatek z poszukiwan mecha-
nizméw fosforylacji u baterii Rhodospirillum rubrum. Bakterie te naleza
do grupy bezsiarkowych bakterii purpurowych, odzywiajacych sie auto-
troficznie gdy znajdujg sie na Swietle w warunkach beztlenowych, lub
heterotroficznie gdy rozwijajg sie w obecnosci tlenu. W warunkach auto-
trofii bakterie te posiadajg bakteriochlorofil oraz barwniki karotenoidowe
wbudowane w bloniaste twory tzw. ciatka chromatoforowe. Sg one cen-
trami fotosyntezy i zawierajg uktad transportu elektronow, fosforylacji
i Scisle zwigzang z btonami transhydrogenaze nikotynoamidoadeninowa.
Uktad cyklicznej fosforylacji w chromatoforach wykazuje wiele podo-
bieistw do fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach i dlatego inhibi-
tory tancucha oddechowego, jak tez zwigzki rozprzegajace moga byé uzyte
w badaniach fosforylacji fotosyntetycznej.

W 1966 r. Hor io i wsp. (16) wykazali, ze w chromatoforach tych
bakterii, w braku egzogennego ADP, znakowany 3P ulegat wbudowywa-
niu w niezidentyfikowany wdwczas produkt, ktdry pdZniej rozpoznano
jako nieorganiczny pirofosforan (17, 18, 19, 20). Wyniki tych badan moz-
na by interpretowa¢ dwojako. Pirofosforan powstaje z fosforanu dzieki
energii transportu elektrondw, badz tez bezposSrednio z ATP zgodnie
z reakcja:

ATP-------- AMP + PPi I

ATP+ X AMP-X+ PPi 1
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Zaktadajac te druga mozliwos¢, wzrostowi stezenia PPi winien towa-
rzyszy¢ spadek stezenia ATP. Inkubujac chromatofory na Swietle, przy
udziale Pi i ADP (akceptora Pi), obserwowano silny wzrost syntezy ATP.
Wprowadzenie do $Srodowiska reakcyjnego oligomycyny—inhibitora fosfo-
rylacji ADP (19, 20), stymulowalo wyraznie synteze pirofosforanu. Po-
dobny efekt uzyskano réwniez, gdy usunieto ze srodowiska reakcyjnego
endogenny ATP za pomoca glukozy i heksokinazy, oraz gdy hamowano
fosforylacje ADP oligomycyng (19). Dane te staly sie podstawg twierdze-
nia, ze zalezna od S$wiatta synteza pirofosforanu w chromatoforach
R. rubrum przebiega niezaleznie od syntezy ATP (19, 20). Swiadczy o tym
rowniez fakt, ze synteza pirofosforanu wymaga jonéw Mg2+ podczas gdy
synteze ATP stymulujg jony Mg2+ i Mn2+, bedace réwnoczesnie inhibi-
torami syntezy PPi (20). Synteza tego zwigzku przebiega najintensywniej
w pH 7,8—8 i przy stezeniu Mg2+réwnym 3,8 mM a hamuje ja nadmiar
ATP.

Dla potwierdzenia przypuszczen, ze biosynteza pirofosforanu zwigzana
jest z funkcjonowaniem tancucha transportu elektronow, badano wptyw
wiasciwych rozprzegaczy i inhibitorow. Wykazano, ze synteza PPi z orto-
fosforanu jest catkowicie zalezna od Swiatta (17, 18). Potowe szybkosci

maksymalnej (— osiaga reakcja syntezy PPi przy natezeniu Swiatla
rownym 2,5% 10~4*J*S-1*cm-2, a warto$¢ ta jest o potowe mniejsza od

VvV max
natezenia Swiatta wymaganego do uzyskania — reakcji syntezy ATP

(20). Antymycyna A, inhibitor transportu elektronéw, oraz zwigzki roz-
przegajace fosforylacje, jak 2,4 DNP i inne, w peini hamuja synteze PPi,
podobnie jak i ATP (18, 19). Co wiecej, chromatofory po naswietleniu,
w braku Pi i ADP w S$rodowisku mogg gromadzi¢ energie, ktdra moze
nastepnie w ciemnos$ci umozliwi¢ synteze PPi lub ATP, po dodaniu Pi
lub Pi i ADP. Dane te staly sie podstawg dla sformutowania przez
Baltscheffskiego i Stedingka (16) hipotezy przyjmujacej, ze
synteza ATP i PPi nie ma bezposredniego zwigzku z transportem elek-
tronéw, lecz ze bierze w niej udziat wysokoenergetyczny posrednik ~x,
dostarczajacy energii do syntezy tych zwiazkéw. Obecnie zgodnie z teorig
»~chemiosmotyczng”, zroédtem energii do syntezy ATP lub PPi nie jest
hipotetyczny posrednik wysokoenergetyczny ~x, lecz potencjat btonowy,
wyrazony jako sita protonomotoryczna (AP) zalezna od elektrycznego po-
tencjatu transmembranowego (Al) i réznicy pH (ApH) po obu stronach
btony chromatoforowej zgodnie z rownaniem (21)

RT
AP = AT+23 ApH
r
Na proces ten powazny wpltyw wywierajg zmiany wewngatrzkomaérkowe,
jak i czynniki zewnetrzne. Wykazano, ze zmiany potencjatlu oksydoreduk-

3 Postepy Biochemii
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cyjnego w komorce, moga regulowaé szybko$¢ syntezy powyzszych
zwigzkow, podobnie jak i intensywnos$¢ Swiatta. Przy silnym oswietleniu
szybko$¢ syntezy PPi, stanowi ok. 25°/0 szybkosci syntezy ATP, natomiast
przy osSwietleniu stabszym, zblizonym do naturalnego, jakie ma miejsce
w przyrodzie obie te reakcje przebiegaja z jednakowg szybkoscig (19).
Btony chromatoforowe po ekstrakcji LiCl, tracg aktywno$é¢ ATPazy
i zdolno$¢ do syntezy ATP. Pozostaje natomiast petna aktywno$¢ piro-
fosfatazy i zdolno$¢ do syntezy PPi, ktéra ustaje po wprowadzeniu do
érodowiska reakcyjnego NaF — silnego inhibitora pirofosfatazy. Swiad-
czy to, ze w procesie syntezy ATP i PPi, uczestnicza dwa niezaleznie
dziatajace uktady enzymatyczne, a mianowicie: ATPaza i PPaza (19).

Koncepcja mdéwigca, ze zwigzana z btonami pirofosfataza dziata jako
pompa protonowa podobnie jak odwracalna ATPaza, potwierdzona zostata
przez Moy le i wsp. (22). Wykazano mianowicie, ze hydroliza dodanego
do zawiesiny chromatoforéw PPi indukuje zmiany pH po obu stronach
btony. Wyréwnywanie sie transmembranowego gradientu pH stanowi
zrédto energii do syntezy pirofosforanu. Dalszym dowodem jest rowniez
zmiana fluorescencji barwnika ANS dodanego do zawiesiny chromatofo-
row. Zmiana fluorescencji jest wieksza w przypadku wprowadzenia do
zawiesiny pirofosforanu niz ATP i jest niwelowana przez rozprzegacze
(23, 24), podobnie jak przy uzyciu barwnika OX — VI (oxonol), gdy hydro-
liza PPi wywotuje zmiane jego widma zaledwie o0 20% mniejszg od zmian
wywotanych Swiattem (25).

Wyniki powyzsze uzyskane w przypadku chromatoforéw R. rubrum
potwierdzono badajac biosynteze pirofosforanu w chloroplastach grochu
(26), w mitochondriach watroby szczura (27, 28) oraz w mitochondriach
roslin (29).

I11. Pirofosforan jako dawca energii

Poczatkowo badajac pirofosforan jako przenosnik energii wykazano
jego udziat w odwréceniu transportu elektronéw w tancuchu oksydore-
dukcyjnym bton chromatoforowych, obserwujgc jedynie zalezng od ener-
gii zmiane widma egzogennych cytochroméw b i ¢ (30, 31). Aby wyeli-
minowa¢ maskujacy widmo cytochroméw wptyw karotenoiddw, doswiad-
czenie prowadzono stosujgc chromatofory z mutanta R. rubrum, nieza-
wierajagcego tych barwnikéw. Okazato sie, ze zarobwno ATP jak i PPi mo-
g3 by¢ Zrodtem umozliwiajacej w ciemnos$ci redukcje cytochromu b i utle-
nianie cytochromu c, przy czym zmiany wywotane przez PPi sg szybsze
i wieksze niz zmiany wywotane przez ATP. Na tej podstawie Batt-
scheffsky (30) wysuneta przypuszczenie, ze PPi jest silniej sprzezony
z tancuchem transportu elektronow anizeli ATP. Dzigki czemu wymaga
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mniej etapow posrednich do przeniesienia energii na cytochrom anizeli
ATP. W reakcjach tych niezbedne sg jony Mg2+ lub inne jony dwuwar-
tosciowe, takie jak Ca2+, Zn2+ i Mn2+ W przypadku jednak gdy zrédiem
energii jest PPi, jony Ca2+ wywierajag wptyw hamujgcy (31). Potwierdzo-
no to réwniez badajac mitochondria z drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
z watroby szczura i z Neurospora crassa (30). Udzial PPi w wymagajacej
energii redukcji NAD+ przez bursztynian zgodnie z ponizszg reakcjg wy-
kazali Keister i Yike (32

NAD++ bursztynian + AP -> fumaran + NADH

Reakcja ta moze zachodzi¢ réwniez na koszt energii Swietlnej lub ATP.
W chromatoforach R. rubrum wykazano ponadto wystepowanie transhy-
drogenazy nikotynoamidoadeninowej, katalizujgcej zwigzana z energia
redukcje NADP+ przez NADH (33)

NADH + NADP+ + AP NAD+ + NADPH

Zrodtem energii do redukcji NADP+ moze byé $wiatto, a w ciemnosci
ATP lub PPi. Dowodem tego jest fakt, ze antymycyna, inhibitor transpor-
tu elektronéw, hamowata redukcje NADP+, gdy Zrodiem energii byto
Swiatto, oligomycyna — tylko w przypadku ATP, natomiast rozprzegacze
fosforylacji hamowaty reakcje przy uzyciu wszystkich donorow energii
(Swiatto, ATP i PPi). Wykazano takze, ze chromatofory inkubowane
w ciemno$ci w $rodowisku zawierajgcym 3P i PPi katalizowaty wymiane
PPi~ Pi (33). Reakcje hamowaty rozprzegacze fosforylacji, ADP i NaF —
specyficzny inhibitor PPazy. Antymycyna nie miata wptywu, podczas
gdy oligomycyna stymulowata reakcje. Dane te, oraz porownanie szyb-
kosci wymiany Pi”™ PPi z szybko$cig hydrolizy PPi pozwolity na sfor-
mutowanie tezy, ze reakcja wymiany Pi~ PPi przebiega kosztem energii
hydrolizy PPi, katalizowanej przez pirofosfataze zgodnie z reakcja

PPi ?t azaPi+ Pi+ AP
Pi+3P+ AP 3IPPi

gdzie AP — potencjat elektrochemiczny btony.
Rozprzegacze hamujg przebieg powyzszej reakcji dzieki rozproszeniu AP,
ADP — wykorzystuje AP do syntezy ATP, natomiast oligomycyna hamuje
synteze ATP, a tym samym stymuluje reakcje wymiany Pi ™ PPi.
Energia hydrolizy PPi moze by¢ réwniez zuzytkowana do syntezy ATP
z ADP i PPi. Chromatofory inkubowane w s$rodowisku reakcyjnym za-
wierajgcym ADP, 3P, glukoze i heksokinaze, oraz odpowiednie stezenie
PPi syntetyzujg ATP z pirofosforanu (34, 35). Zostato to réwniez stwier-
dzone w mitochondriach watroby szczura (36) i grzyba Endomyces
magnusii (37).
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Proponuje sie nastepujgcy mechanizm tych reakcji:
ppi LP8z8 pp ATPAZE \Fpap
2Pi ADP+3P

Wyniki powyzszych badan sugerujg odrebnos¢ odwracalnych uktaddéw
fosforylacji i pirofosforylacji sprzezonych poprzez potencjat blonowy
(AP) z uktadem transportu elektrondw. Hipotetyczny mechanizm tych
reakcji przedstawia ponizszy schemat.

Swiatto

Bakteriochlorofil

Antymycyna

| Cytochrom b J—+ Cytochrom c '
2 Rozprzegacze
fosforylacji
AT Redukcja NAD® -

PPl-——“Pl-— AP ranshydrogenac
__Yd_Q':’,_E_

NADH+NADP==NAD'*NADPH

Inhibitory ATPazy # &i Inhibitory PPazy

Ryc. 1. Schemat udziatu PPi w akumulacji i przetwarzaniu energii w chromatofo-

rach R. rubrum.

Pirofosforan, jako Zrodto energii, moze zastgpi¢ AiP; stwi<-"dzo”o to réw-
niez badajagc wiele réznych organizmoéw, a w szczegélnosci lit .morba
histolytica i Propionibacterium shermanii. W organizmach tyc*. odkryto
pie¢ enzymow katalizujgcych zalezne od PPi reakcje fosforylacji. Sg to:
1. Karboksytransfosforylaza fosfoenolopirogronianowa — odkryta w
P. shermanii (38), oraz w E. histolytica (39), katalizujagca odwracalng re-
akcje karboksytransfosforylacji (I), lub w braku CO:2 nieodwracalng reak-
cje fosforylacji (II)

fosfoenolopirogronian (PEP)+ C02+ Pi ~ szczawiooctan+ PPi |

PEP+ Pi  pirogronian+ PPi 1

2. Dwukinaza fosfopirogronianowa (transferaza ATP: pirogronian) — ka-
talizujgca odwracalng reakcje fosforylacji pirogronianu przy udziale B i 7
reszt fosforanowych ATP.

pirogronian+ ATP + Pi ~ PEP + AMP + PPi
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Od 1968 r. badano dwukinaze z trzciny cukrowej (40), z E. histolytica
i Bacteriodes symbiosus (41) oraz z P.shermanii (42). Jednakze tylko
w przypadku B. symbiosus i E. histolytica wykazano udziat tego enzymu
w przeksztatcaniu fosfoenolopirogronianu w pirogroni™n.

3. PP-acetokinaza (transferaza :PPi:octan) stwierdzona u E. histolytica
(43), katalizujgca anologiczng reakcje kinazy octanowej zaleznej od ATP.

PPi+ octan -> acetylofosforan + Pi

4. Transferaza PP :L-seryna katalizujgca fosforylacje L-seryny zgodnie
z reakcja:

PPi+ L-seryna -> o-fosfo-seryna+ Pi

Enzym ten wyizolowany i czeSciowo oczyszczony z bakterii kwasu pro-
pionowego (44) charakteryzuje sie wysokg specyficznoscig wzgledem PPi
i trojfosforanu, a catkowitym brakiem powinowactwa do ATP.

5. PP-fosfofruktokinaza (transferaza P P :fruktozo-6-P)-oczyszczona do
stopnia homogennosci z P. shermanii (45) wykazuje wysoka specyficznos¢
substratowg. Pirofosforanu nie mozna zastgpi¢ polifosforanami, ani nukle-
otydem trdjfosforanowym. Enzym ten katalizuje reakcje:

PPi+ fruktozo-6-P -> fruktozo-1,6 P2+ Pi

Fosfofruktokinaze znaleziono ostatnio u kilku innych bakterii (46, 47), a co
bardziej interesujagce w lisciach ananasa (48).

IV. Uwagi koncowe

Omowione powyzej wyniki dotychczasowych badan nad udzialem nie-
organicznego pirofosforanu w magazynowaniu i przekazywaniu energii
w komorce dowodza, ze potencjat elektrochemiczny bton moze byé wy-
korzystany nie tylko do syntezy ATP, czy czynnego transportu, ale row-
niez do syntezy pirofosforanu. Przy czym enzymem odpowiedzialnym za
reakcje pirofosforylacji jest odwracalny ukiad nieorganicznej pirofosfa-
tazy. Powstaty tg drogg PPi moze by¢ bezposrednim zrodtem energii do
odwrdcenia transportu elektronéw, transhydrogenacji, redukcji NAD+
przez bursztynian, do syntezy ATP z ADP i PPi, jak tez innych reakcji
anabolicznych. PPi moze tez petni¢ role ,buforu protonowego” (49). Sto-
sunkowo bowiem niska pojemno$¢ elektryczna btony sprawia, ze nie jest
ona w stanie magazynowa¢ wiekszej ilosci energii w postaci roznicy
potencjatu elektrochemicznego. Odwracalny uktad PPazy moze zatem, jak
sie wydaje, funkcjonowa¢ jako mechanizm stabilizujgcy gradient proto-
nowy. Wielu autorow sugeruje udziat PPi w regulacji stezenia ortofosfo-
ranu w chloroplastach ros$lin. Utrzymywanie bowiem stezenia Pi na
statym optymalnym poziomie, jest niezwykle wazne, jeSli sie zwazy, ze
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reakcja asymilacji C02 w chloroplastach przebiega wedtug rdéwnania,
ktore nie stanowi jedynie zapisu reakcji, ale wskazuje, jakie zwigzki
transportowane sa do wewnatrz i jakie na zewnatrz chloroplastow.

3C02+ Pi+ 3HD ~ fosfotriozy + 302

Tak wiec ciggtos¢ asymilacji C02 uzalezniona jest od wymiany Pi ™ fos-
fotriozy za posrednictwem odpowiedniej translokazy, a PPi moze petnic
role efektora modulujgcego aktywnos$¢ translokazy, lub przy nizszym od
optymalnego stezeniu Pi, moze stanowi¢ jego zrodto (50, 51, 52, 53). Suge-
ruje sie takze udziat PPi w regulacji czynnika sprzegajgcego CF! (54, 55).
Ostatnio wykazano, ze PPi in vitro nie wpltywa na transport elektronow
w mitochondriach ro$lin wyzszych, lecz kompetycyjnie hamuje fosfory-
lacje oksydacyjng i jest transportowany przez bione wewnetrzng droga
wymiany z ADP, przy udziale specyficznej translokazy nukleotydo-
wej (56).

Biorac pod uwage fakt, ze ilos¢ syntetyzowanego PPi w komorce
W znacznym stopniu przewyzsza udziat jego w dotychczas poznanych
reakcjach, zagadnie'nie roli PPi w metabolizmie jest nadal otwarte i wiel-
ce interesujace.
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I. Wstep

W ciggu ostatnich dziesieciu lat, glikokoniugaty plazmolemy (ze-
wnetrznej btony komérkowej) sg przedmiotem intensywnych badan
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a wiec i licznych artykutéw przeglagdowych oraz opracowarn monograficz-
nych (1—7). Hydrofilowe tancuchy cukrowe, przytaczone do niekt6-
rych biatek i lipidow plazmolemy i umiejscowione po zewnetrznej stronie
powierzchni komorki moga oddziatywa¢ z otaczajgcym komdrke S$rodo-
wiskiem (Rycina 1). Taki uktad glikokoniugatéw w plazmolemie warun-
kuje ich role biologiczng. Glikokoniugaty plazmolemy sg receptorami wi-
ruséw i receptorami hormonoéw (5, 6). Glikoproteiny powierzchniowe biorg
udziat w procesach takich jak rozpoznawanie sie komdrek (3) i przylega-
nie komérek do siebie (8—11). Glikolipidy i glikoproteiny membran ery-
trocytow wykazujg swoistos¢ antygenowg grup krwi (5.).

Wystepowanie zwigzkéw cukrowych na powierzchni komorek ssakéw
udowodniono stosujgc metody histochemiczne (12) i biochemiczne (13, 14).
Leblond i wsp. (12) opracowali metode obserwacji powierzchni komo-
rek pod mikroskopem elektronowym, po zabarwieniu zwigzkéw cukro-
wych odczynnikiem Schiffa z nadjodanem. Zastosowanie rozpuszczalni-
kéw organicznych (15) i detergentdw (16) umozliwito rozpuszczenie sktad-
nikéw btony a nastepnie* ich izolacje. Szerokie zastosowanie znalazty tez
lektyny roslinne — ich zdolno$¢ wigzania mono i oligosacharydow wyko-
rzystano przy izolowaniu i oczyszczaniu glikoprotein plazmolemy (17).
Czesto stosuje sie znakowanie glikoprotein plazmolemy zwigzkami radio-
aktywnymi (18, 19), a nastepnie charakteryzuje sie znakowany materiat
przy uzyciu elektroforezy na Zzelu poliakryloamidowym oraz autoradio-
grafii. Zastosowanie za$ chromatografii gazowej i metody oznaczania re-
zonansu paramagetycznego przy 360 MHz, pozwala na przeprowadzenie
analizy sktadu oraz sekwencji cukréw w tancuchu oligosacharydowym
(20).

Biogeneza sktadnikdw plazmolemy komorek zwierzecych przebiega
w organellach wewnatrz komérkowych (5, 6, 21). Biatkowe-sktadniki plaz-
molemy sg syntetyzowane na rybosomach. W procesie przeniesienia oligo-
sacharydu z nosnika fosfolipidowego na polipeptyd powstaje wigzanie
N-glikozydowe pomiedzy asparaging a N-acetyloglukozoaming (21—24).
Proces ten zachodzi po przemieszczeniu sie biatka na blone szorstkg sia-
teczki endoplazmatycznej (21). Modyfikacja nowo zsyntetyzowanych gli-
kopeptydéw odbywa sie w btonach gtadkich siateczki endoplazmatycznej
i aparacie Golgiego (23, 24). Pecherzyki transportowe aparatu Golgiego
przenoszg materiat btonowy z bton gtadkich siateczki endoplazmatycznej
do plazmolemy. Natomiast wigzanie O-glikozydowe powstaje na drodze
bezposredniego przeniesienia czasteczki cukru na akceptor biatkowy (25).
Biogeneza glikopeptydow plazmolemy, w ktérych wystepujg wigzania
O-glikozydowe jest jak dotychczas mato zbadana. Prawdopodobnie rozpo-
czecie glikozylacji ma miejsce wtedy, gdy nowo zsyntetyzowany peptyd
jest jeszcze zwigzany z rybosomami (25). Miejscem biosyntezy glikolipi-
déw sag btony aparatu Golgiego (26).

Podczas przemieszczania sie glikokoniugatow o niekompletnej struk-
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turze z bton wewnetrznych do plazmolemy (27, 28) przytgczane sg konco-
we reszty cukrowe (28, 29). Odbywa sie to na drodze enzymatycznego
przenoszenia reszt cukrowych z nukleozydodwufosfo cukréw na nieredu-
kujacy koniec rosnagcego tancucha cukrowego. Niniejszy artykut omawia
niektore zagadnienia zwigzane z enzymatycznym przenoszeniem reszt cu-
krowych z nukleozydodwufosfo cukréw na oligosacharydy potgczone
z biatkiem lub lipidem plazmolemy.

Il. Zwigzki cukrowe plazmolemy komdrek ssakow

W podwojnej warstwie lipidowej plazmolemy (30, 31) hydrofilowe gru-
py lipidéw skierowane sg na zewnatrz a hydrofobowe do wewnatrz war-
stwy (Rycina 1). Czasteczki glikolipidow, biatek i glikoprotein sg roz-
mieszczone niesymetrycznie, w poprzek warstw lipidowych (7). Na ogot
hydrofobowa cze$¢ tanicucha polipeptydowego znajduje sie wewnatrz war-
stwy lipidowej natomiast hydrofilowy komponent cukrowy potaczony
z peptydem jest wysuniety poza btone (Rycina 1). Najczesciej w glikopro-
teinach wystepujg galaktoza, fukoza, N-acetylogalaktozoamina i kwas sja-
lowy. Tablica 1 przedstawia cukry wyizolowane z plazmolemy erytrocy-
tow ludzkich (32).

Tablica 1.
Cukry wystepujace w plazmolemie erytrocytéw (32)
Glikoprote-

Cukier iny

[xmole/100 mg stromy

Glikolipidy

Galaktoza 4,4 1,8
Mannoza 0,6 0,1
Fukoza 1,0 0,7
Glukoza 0,3 0,4
j GIcNAc 2,0 0,2
GalNAc 2,2 0,3
NeuNAc 4.4 0,2

W glikoproteinach spotyka sie zaréwno wigzanie O jak N-glikozydowe.
Wigzanie O-glikozydowe wystepuje miedzy wodorotlenowg grupg seryny
lub treoniny i redukujgcym kohAcem jednego z nastepujgcych cukrow:
a) ksylozy, b) N-acetylogalaktozoaminy, c) mannozy, d) galaktozy, e) fu-
kozy. Takie wigzania wystepujg rowniez miedzy hydroksylizyng i galak-
tozq. Wigzanie N-glikozydowe znajduje sie miedzy redukujacym koncem
N-acetyloglukozoaminy i ~-amidowg grupg asparaginy. W plazmolemie
komorek ssakdow spotyka sie glikoproteiny zardwno z wigzaniem O- jak
i N-glikozydowym, zawierajgce rdzeniowe struktury oligosacharydowe
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------- tancuch polipeptydowy
8° tancuch oligosacharyciowy
() Lipidy

m Rozciggliwe i kurczliwe biafka

o] Cukry obojetne
. Kwas sjalowy

Rycina 1. Hipotetyczny schemat potgczenia glikoprotein i glikolipidéw z plazmole-
ma (na podstawie 7).

oraz boczne odgatezienia o zmiennej strukturze (20). Rycina 2 przedstawia
struktury rdzeniowe spotykane w glikokoniugatach. Oligosacharydowe
odgatezienia mogg rozni¢ sie zarowno skiadem cukrow jak i rodzajem
wigzan miedzy nimi. W zaleznosci od przewagi wystepowania okre$lo-
nych cukréw, glikoproteiny zawierajgce wigzanie N- glikozydowe dzieli
sie na zwigzki o strukturze oligomannozylowej. N-acetylolaktozoamino-
wej oraz- oligomannozylowo-N-acetylolaktozoaminowej (20). tancuchy
oligosacharydowe w glikopeptydach o strukturze N-acetylolaktozoaminy
moga zawieraC kilka odgatezien, w ktorych kwas sjalowy i fukoza wyste-
puja w réznych iloSciach i roznym rozmieszczeniu. Kwas sjalowy moze
byé potaczony z oligosacharydem wigzaniem a 2,3 lub a 2,6 a fukoza
wigzaniem a 1,3 lub a 1, 6.

Gal m" 1— GalNAc L Sep (Tre)
Gal B+ Gal S14- Ksyl ~ ~ Ser (Tre)

Man

o 1,3
B1,4 3-1 4 (31

Man ———— GICNAC J——— GICNAC ——-ASp
A

/x 1,6

Man

Rycina 2. Struktury rdzeniowe w glikokoniugatach (20).

Glikoproteiny wyizolowane z plazmolemy erytrocytéw ludzkich two-
rza wysokoczasteczkowe agregaty, ktére pod dziataniem detergentéw i en-
zymow proteolitycznych rozpadajg sie na formy monomeryczne (33, 34).
Stosujgc redukcje borowodorkiem sodu i hydrolize, od glikoprotein o ak-
tywnosci MN z erytrocytéw ludzkich odszczepiono glikopeptyd o struk-
turze przedstawionej na Rycinie 3 (35, 36). Oligosacharyd o podobnej



GLIKOKONIUGATY PLAZMOLEMY 161

NeuNAc
c* 2,3
Gal
B33

X 26
Neu NAc Gal N Ac

wigzanie”O-glikozydowe
Seryna, treonina

Rycina 3. Oligosacharydowa grupa prostetyczna glikoforyny typ 1 (35, 36)

strukturze wyizolowano z normalnego moczu ludzkiego (37); jest to praw-
dopodobnie produkt katabolizmu bton erytrocytarnych.

Kornfeld i Kornfeld (38, 39) poddajagc trawieniu pronaza gliko-
proteiny z plazmolemy erytrocytéw, wyizolowali glikopeptyd o strukturze
przedstawionej na Rycinie 4 i stwierdzili, ze zwigzek ten jest receptorem

NeuNAc

ja, 2,6

Gal Gal
P33W GL3W

GlcNAcC GIcNAc
(31,2 P

Man2-2% Man GlcNAc

wigzanie N-giikozydowe
Asparagina

Rycina 4. Oligosacharydowa grupa prostetyczna glikoforyny typ 1l (38, 39)

lektyn. Autorzy wykazali, ze galaktoza wystepujgca na nieredukujgcym
koncu jednego z dwu rozgatezien tancucha oligosacharydowego uczestni-
czy w hamowaniu aglutynacji erytrocytow wywotanej przez fitohemoa-

z Phaseolus vulgaris. Glikopeptydy przedstawione na Rycinie 3
i 4 sg p; ciul. chemicznej i enzymatycznej hydrolizy glikoforyny.
Glikoforyna — ilosciowo dominujgca sjaloglikoproteina ludzkich erytro-
cytéw, jest jak dotychczas najlepiej poznang glikoproteing plazmolemy
komdrek eukariotycznych. Na podstawie wynikow badania glikoforyny,
Morawiec ki przedstawit hipotetyczny model struktury glikoprotein
w plazmolemie erytrocytéw (33). Szczeg6towe badania dotyczgce gliko-
foryny doprowadzity do ustalenia sekwencji aminokwaséw oraz miejsca
przytgczenia oligosacharydowych taricuchéw bocznych (40—42). Z badan
tych wynika, ze polipeptydowy tfancuch glikoforyny skitada sie ze 131
aminokwas6w i zawiera okoto 16-stu oligosacharydowych tancuchéw bocz-
nych. W glikoforynie wyréznia sie trzy strefy: zewnatrzng hydrofilowa,
zbudowang z 70-ciu aminokwasow zawierajagcych 22 reszty seryny lub
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treoniny, z ktorych 15 stuzy jako miejsce przytaczenia oligosacharydo-
wych tafcuchow bocznych (wigzaniem O-glikozydowym). Do asparaginy
dotaczony jest jeden tancuch oligosacharydowy poprzez wigzanie N-gliko-
zydowe. Strefa Srodkowa glikoforyny zbudowana jest z hydrofobowych
aminokwaséw, ktére oddziatywujg z warstwa lipidowa blony. Wreszcie
strefa trzecia, cytoplazmatyczna, ztozona jest z aminokwasow hydrofi-
lowych.

W stanie natywnym, glikoforyna tworzy oligomer, w wyniku agrega-
cji z innymi sjaloglikoproteinami membran erytrocytarnych. Natomiast
oczyszczona glikoforyna jest dimerem. Jest to zwigzek dobrze rozpuszczal-
ny w wodzie. Wykazuje aktywno$¢ biologiczng substancji grupowej MN
oraz zdolno$¢ wigzania wirusa grypy (17). Niektore oligosacharydy wy-
stepujace w glikoforynie posiadajg zdolno$¢ wigzania fitohemoagluty-
niny z fasoli (38). Koncowe sekwencje aminokwasowe w polipeptydowym
tancuchu glikoforyny oraz w odszczepionych od glikoforyny glikopepty-
dach o aktywnos$ci grupowej MN, przedstawia Rycina 5.

CHO CHO CHO

Leu Glu
— Sejceee Tre — Tre — Val— Ala— Met ..glikoforyna

Ser Gli

CHO CHO CHO

| | 1

‘orﬂer———T;e—-Tre —Gli — Val— Ala —Met ... M

CHO CHO CHO
Leu — Ser— tL — Tre — Glu— Val— Ala— Met ... N
Leu
Ser

_ amlinokwasy wystepujace w preparacie glikoforyny
Glu
Gli

CHO - oligosacharydy

Rycina 5. Struktury konAcowych fragmentéw glikoforyny i odszczepionych od niej
cjonobromem peptydéw o aktywnos$ci grupowej MN (43)

Wystepowanie innych niz glikoforyna glikoprotein wykazano zaréwno
w plazmolemie erytrocytow ludzkich i zwierzecych jak i w plazmolemie
innych komdrek. Szerokie oméwienie struktur tancuchéw oligosachary-
dowych wystepujacych w glikoproteinach plazmolemy komorek ssakéw
jak réwniez metod ich izolacji i oczyszczania moze czytelnik znalezé
w artykule przegladowym Lotana i Nicolsona (17).

Tutaj przytoczy¢ mozna takze niektére badania nad glikoproteinami
wystepujacymi w plazmolemie limfocytéw ludzkich i zwierzecych. Gliko-



I GLIKOKONIUGATY PLAZMOLEMY 163

proteiny plazmolemy limfocytow wykazujg zdolno$¢ wigzania lektyn
roslinnych, ktére zostaly wykorzystane do ich izolowania i oczyszcza-
nia. (44).

W celu wyizolowania glikoprotein z plazmolemy limfocytow S$wini,
Hayman i Crumpton (45) zastosowali chromatografie powinowac-
twa na kolumnach zawierajgcych Sepharose zwigzang kowalencyjnie z lek-
tyng z Lens culinaris. Wyizolowang w ten sposob frakcje, zawierajgca
zwigzki cukrowe, poddano nastepnie elektroforezie na zelu poliakrylo-
amidowym. W wyniku rozdziatu uzyskano 10 frakcji glikoproteinowych,
co jest wyrazem duzej ich réznorodnosci w plazmolemie limfocytow (45).
Oczyszczone glikoproteiny hamowaty transformacje limfocytéw lektyna
z Lens culinaris. Marchalonis iwsp. (46) wyizolowali z plazmolemy
limfocytéw S$ledziony i grasicy myszy oraz z limfocytéw grasicy ludzkiej,
immunoglobuline M, o wilasnosciach receptorowych wobec okre$lonych
antygenow. Na przyktad miejsca receptorowe limfocytéw ze S$ledziony
myszy moga wigza¢ syntetyczny polipeptyd zbudowany z nastepujacych
aminokwaséw: Tyr, Glu, Ala, Liz. (47). W immunoglobulinie M wystepuja
tancuchy oligosacharydowe zawierajgce mannoze i N-acetyloglukozoamineg
oraz tafcuchy oligosacharydowe zawierajace mannoze, N-acetyloglukozo-
amine, fukoze, galaktoze i kwas sjalowy (48).

W glikosfingolipidach, ktore stanowig wiekszos¢ opisanych glikolipi-
dow plazmolemy komérek zwierzecych, sfingozyna potgczona jest z kwa-
sem tluszczowym poprzez grupg aminowg a z resztg czasteczki cukru wig-
zaniem O-glikozydowym. Liczba, rodzaj i sekwencja reszt cukrowych
przytgczonych do sfingozyny jest r6zna, co powoduje duzg réznorodno$c
glikosfingolipidow. Szczegétowe omowienie klasyfikacji i nazewnictwa
glikolipidéw moze czytelnik znalez¢ w artykutach przegladowych Czar-
toryskiej (49)i Gardasa (50). Dane dotyczace wystepowania gli-
kosfingolipidéw w plazmolemie réznych komorek zwierzecych pochodza
gtownie z badan nad stransformowanymi nowotworowo btonami (51).
Natomiast dane dotyczace struktury glikosfingolipidéw, ktére wystepuja
w plazmolemie erytrocytdw ludzkich, pochodzg z badan nad antygenowa
specyficznos$cig tych zwigzkéw (52). Z plazmolemy erytrocytow ludzkich
otrzymano poliglikozyloceramidy o aktywnos$ci grupowej A, H i J, ktore
zawieraty 25 do 59 reszt cukrowych na mol zwigzku (52). Rozgatezione
taricuchy cukrowe w poliglikozyloceramidach zawierajg powtarzajagce sie
sekwencje typu laktozoaminy: Gal(l-*4)GIcNAc. Taka struktura tancu-
chow oligosacharydowych wystepujaca w substancjach grupowych krwi
okre$lana jest jako typ Il (53). Z plazmolemy erytrocytéw ludzkich wy-
izolowano réwniez wysokoczasteczkowe glikopeptydy, zawierajagce 20 do
70-ciu reszt cukrowych na czasteczke (54). Galaktoza i N-acetyloglukoza-
amina stanowity 80°/0 wszystkich reszt cukrowych w tym zwigzku. Ry-
cina 6 ilustruje podobienstwo struktur czesci rdzeniowej w poliglikozylo-
ceramidach i poliglikozylopeptydach wyizolowanych z plazmolemy erytro-
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Gal - (? 1-4) GIcNAC - Gal-Glc-Cer

Rycina 6. Cze$¢ rdzeniowa w poliglikozylopeptydach a) i poliglikozyloceramidach
b) wyizolowanych z membran erytrocytéw ludzkich (52, 54)

cytéow ludzkich. Odmienno$¢ zwigzkéw przedstawionych na rycinie 6 po-
lega na braku sfingozyny, kwaséw ttuszczowych i glukozy w glikoprote-
inach, ktore z kolei zawierajg mannoze i aminokwasy. PodobiefAstwo struk-
tury niektérych tancuchoéw cukrowych potgczonych z biatkiem lub lipi-
dem zaobserwowano réwniez w innych glikolipidach i glikoproteinach
(54). Prawdopodobnie zwiazki te sg syntetyzowane i katabolizowane
w zblizony sposob (55).

I1l. Prekursory glikokoniugatow plazmolemy

Wolne nukleozydodwufosfo cukry wystepujace w formie rozpuszczal-
nej w cytoplazmie (56) stanowiag pule substratowg komérki, niezbedng do
syntezy oligosacharydéw (57). Czynniki majace wplyw na przebieg bio-
syntezy nukleozydodwufosfocukréw sg réznorodne, jak np.: miejsce syn-
tezy tych zwigzkoéw, stan fizjologiczny komorki, specyficzno$¢é pyrofosfo-
rylaz i obecno$¢ odpowiedniego akceptora reszt cukrowych, poziom hy-
drolaz oraz niektére reakcje poprzedzajgce potaczenie cukru z nukleoty-
dem.

Pirofosforylazy, ktére katalizujg biosynteze nukleozydodwufosfocu-
krow z nukleozydotréjfosforanéw i heksozo-I-fosforandéw (57, 58) wyste-
puja w formie rozpuszczalnej w cytoplazmie (59). Wyjatek stanowi syn-
tetaza CMP-kwasu sjalowego, ktéra wystepuje w formie rozpuszczalnej
w jadrze komorkowym (60). Kazde zaburzenie metaboliczne obnizajace
poziom nukleozydodwufosfocukréow w komérce, moze wpiywaé na prze-
bieg metabolizmu oligosacharydéw. Obnizenie aktywnos$ci lub brak odpo-
wiednich pirofosforylaz spowodowany stanem fizjologicznym komorki
wywotanym np. przez gtodzenie moze wptywa¢ na przebieg biosyntezy
nukleozydodwufosfocukréw (61).

U eukariontow dominuje droga przenoszenia reszt cukrowych przez
koenzyny urydynowe, mimo wystepowania duzej réznorodnosci potgczen
heksoz z nukleotydami (59). Reakcje prowadzace do biosyntezy nukleo-
zydodwufosfocukréw sa na ogdt specyficzne zaréwno w stosunku do
komponentu nukleozydowego, jak tez cukrowego (59). Badania nad specy-
ficznosScig pirofosforylaz wskazujg (58), ze r6zne potaczenia cukréw z nu-
kleotydami sa katalizowane przez odrebne biatka enzymatyczne.

Jednym z czynnikow, ktdry zapobiega nagromadzeniu sie nukleozydo-
dwufosfocukréw, jest obecnosé w komoérce odpowiedniego akceptora, na
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ktory moga by¢ przenoszone reszty cukrowe. We wczesnym stadium re-
generacji watroby szczura nastepuje nagromadzenie sie UDP-N-acetylo-
heksozoamin, przy réwnoczesnym przyspieszeniu wbudowywania znako-
wanej glukozoaminy do UDP-N-acetyloheksozoamin (62, 63, 64). Badajac
przebieg reakcji katalizowanej przez transferaze N-acetyloglukozoaminy
w ekstraktach z regenerujacej watroby stwierdzono, ze obnizenie szyb-
kosSci tej reakcji w ciggu pierwszych 48-miu godzin wynika ze zmian
w strukturze endogennego akceptora. Wewnatrz komdrkowy poziom nu-
kleozydodwufosfocukrow zalezy rowniez od wystepowania pirofosfataz
(65—75). Pirofosfatazy nukleotydowe hydrolizujg nukleozydodwufosfo-
cukry do heksozo-l-fosforanéw od ktérych fosfohydrolazy odcinajg na-
stepnie fosforan (65, 67, 74). Pirofosfatazy wystepuja zarowno w formie
rozpuszczalnej w cytoplazmie, (65, 67) jak tez w formie zwigzanej z plaz-
molema komoérek ludzkich i zwierzecych (66, 68, 74). Poniewaz enzymy
te wspotzawodnicza z glikozylotransferazami o substrat, w doswiadcze-
niach, w ktérych bada sie przytgczanie radioaktywnych heksoz do gliko-
proteinowych akceptorow powierzchniowych, pirofosfatazy nukleotydo-
we maskujg przebieg reakcji i utrudniajg witasciwg ich ocene (72). Wyka-
zano, ze istniejg roznice w specyficznosci pirofosfataz, uzaleznione od
typu komoérek w ktédrych wystepujg (73, 74) oraz miedzy gatunkowe roz-
nice w aktywnosci fosfohydrolaz fosforanéw heksoz plazmolemy komorek
zwierzecych (75). Wygaszenie aktywnosci pirofosfatazy nukleotydowej
w plazmolenie komérek chomika, Selai Sachs (73) wigzali z trans-
formacja nowotworowa. Komorki pochodzace jednak od innych gatunkdéw
ssakOw, po transformacji nowotworowej, nie tracg aktywnosci enzymu
w plazmolemie (74).

Biosynteza nukleozydodwufosfocukréw jest uzalezniona od wczesniej-
szych reakcji w metabolizmie heksozoamin. Przyktadowo mozna przyto-
czy¢ znaczenie acetylacji glukozoamino-6-fosforanu w biosyntezie UDP-
N-acetyloglukozoaminy (76).

Wspoétzalezno$¢ biosyntezy glikoprotein powierzchniowych od meta-
bolizmu heksozoamin badano w fibroblastach mysich szczepu Balbc 3T3
(77). Mutant AD-6 wyizolowany z tych fibroblastow, charakteryzowat sie
stabg zdolnoScig do przylegania miedzykomdrkowego i pewnymi zmiana-
mi morfologicznymi charakterystycznymi dla komoérek stransformowa-
nych wirusem onkogennym (78, 79). Zmiany struktury glikoprotein po-
wierzchniowych komoérek mutanta AD-6 byty nastepstwem obnizenia po-
ziomu wolnych N-acetyloheksozoamin (77). Wykazano (77), ze w btonie
komoérkowej mutanta AD-6 nie ma acetylotransferazy katalizujgcej acety-
lacje glukozoamino-6-fosforanu do N-acetyloglukozoamino-6-fosforanu,
co przedstawia reakcja 2 na Rycinie 7. Dodanie do pozywki wzrostowej
N-acetyloglukozoaminy, usuwato w komdrkach mutanta skutki bloku me-
tabolicznego, ale nie przywracato brakujgcej aktywnos$ci enzymatycznej
(77). Wspotzaleznos¢ miedzy metabolizmem heksoz i nukleotydéw cukro-
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Rycina 7. Schemat biosyntezy UDP-N-acetyloglukozoaminy i UDP-N-acetylogalak-
tozoaminy (na podstawie 77).

wych a budowg S$ciany komdrkowej badano réwniez -u prokariontéw
(80—84). Zmiany struktury S$ciany komorkowej mutanta Neurospora
crassa wynikaty z mutacji w genach kodujgcych pewne enzymy meta-
bolizmu weglowodanowego (80, 81). Oméwione tutaj dane dos$wiadczalne
wskazujg na réznorodno$¢ mechanizmow regulujacych biosynteze nukleo-
zydodwufosfocukrow. Jest to czeSciowo wynikiem rdznic w drogach me-
tabolicznych réznych zwigzkéw cukrowych tworzacych potagczenia z nu-
kleotydami jak rowniez réznic metabolizmu réznych typow komorek.

IV. Miejsce biosyntezy glikokoniugatéw plazmolemy

Plazmolema komoérek ssakdw uczestniczy w metabolizmie wewnatrz-
komo6rkowym oraz utrzymuje #gczno$¢ z otaczajgcym komorke Srodowi-
skiem, ale nie bierze udzialu w procesie swojej biogenezy. Biosynteza
biatek, lipidéw i zwigzkéw cukrowych, ktoére tworzg strkuture plazmo-
lemy, odbywa sie w organellach wewnatrzkomorkowych (29). Biosynteza
glikoprotein przebiega w kilku nastepujgcych po sobie etapach. Synteze
heterogennego tancucha cukrowego, zapoczatkowuje glikozylacja biatka.

Badania nad przebiegiem glikozylacji biatek dotyczyty przede wszyst-
kim biosyntezy glikoprotein z wigzaniem N-glikozydowym miedzy GIcNAc
a asparaging (21, 22). Przeniesienie oligosacharydu z nos$nika lipidowego
na nowo zsyntetyzowany peptyd (85—89) odbywa sie w bionach szorst-
kich siateczki endoplazmatycznej (21). Oligosacharyd ulega nastepnie
przeksztatceniu, ktére ma miejsce w btonach gtadkich siateczki endoplaz-
matycznej i aparacie Golgiego (23, 24). Dotgczenie nastepnych reszt gliko-
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zytowych do tancucha cukrowego odbywa sie przez przeniesienie reszt
cukrowych z nukleozydodwufosfo cukréow bez udziatu nosnika lipidowego.

Glikozylacja biatka, w wyniku ktérej powstaje wigzanie O-glikozydo-
we miedzy N-acetylogalaktozoaming a seryng lub treoning jest zapoczat-
kowana w momencie, gdy nowo zsyntetyzowany peptyd zwigzany jest
jeszcze z rybosomami (25). Reszta cukrowa jest przenoszona na biatko
bezposrednio z nukleozydodwufosfo cukru. Nastepnie czeSciowo glikozy-
lowany peptyd przechodzi do kanalikdw endoplazmatycznego reticulum
i jest transportowany do aparatu Golgiego (90,91). W aparacie Golgiego,
przytgczane sg dalsze, kolejne reszty cukrowe do rosngcego tancucha oli-
gosacharydowego. Pecherzyki aparatu Golgiego ulegajg fuzji z plazmole-
mg, w wyniku czego powstajg nowe struktury glikoproteinowe w bto-
nach.

Glikozylotransferazy biorgce udziat w biosyntezie glikolipidéw wy-
stepuja w btonach aparatu Golgiego oraz czesciowo w bionach siateczki
endoplazmatycznej. Zsyntetyzowane w aparacie Golgiego glikolipidy po-
dobnie jak glikoproteiny, dostajg sie do plazmolemy drogag fuzji peche-
rzykéw transportowych z btong (92—94). W aparacie Golgiego komarek
watroby (95) jak réwniez innych tkanek zwierzecych takich jak trzustka
(96) tarczyca (97) czy jadra (98—100), wystepujg liczne glikozyloztrans-
ferazy. Stanowig one znaczny odsetek aktywnos$ci enzymatycznej w sto-
sunku do aktywnosci glikozyloztransferaz w homogenatach z catej tkanki.
Niewielki odsetek aktywnos$ci komérkowych glikozylotransferaz wystepuje
w formie zwigzanej z innymi btonami komoérkowymi w tym z plazmolemg
(101—113). Wystepowanie glikozylotransferaz w plazmolemie komoérek
ssakdw byto przedmiotem szeregu kontrowersyjnych hipotez (110, 111).
Najmniej watpliwosci dotyczy wystepowania glikozylotransferaz w plaz-
molemie ros$lin (114, 115) i bakterii (116). Roslinne glikozylotransferazy
powierzchniowe wspoétuczestniczg w biosyntezie celulozy. Podobnie enzy-
my zwigzane z biosyntezg chityny w Mucor rouxii dziatajg na powierzch-
ni lub blisko powierzchni komorki (117). D-glukozylotransferaza, ktdra
katalizuje przytaczanie koncowej reszty glukozy kollagenu wystepuje
rowniez w bionie komorkowej (118). W pecherzykach wydzielniczych
aparatu Golgiego komoérek zwierzecych i roslinnych stwierdzono obecnos¢
glikozylotransferaz (119—125). U roslin glikozylotransferazy wedruja
z pecherzykami aparatu Golgiego do plazmolemy, gdzie nastepuje fuzja
bton pecherzykéw z plazmolema. W komdrkach zwierzecych, glikozylo-
transferazy, wchodzgce do plazmolemy takg drogg, mogg teoretycznie
katalizowa¢ wbudowywanie weglowodanowej reszty z egzogennych nu-
kleozydodwufosfo cukréow do odpowiednich akceptorow powierzchniowych
(126), ale nie mogg uczestniczy¢ w biogenezie plazmolemy.

Badania nad kinetykg wbudowywania zwigzkéw cukrowych (28, 29)
fosfolipidéw (127) i biatek (128, 129) do plazmolemy, wskazujg biogene-
tyczng droge tych zwigzkéw, prowadzgca stopniowo z bton wewnatrz
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komoérkowych do powierzchni komoérki. Kinetyka ruchu biatek btonowych
do powierzchni komorki jest podobna do kinetyki ruchu biatek sekrecyj-
nych, takich jak albumina i pewne frakcje globulin (129). Wykazano, ze
w tkankach szczura znakowane cukry i aminokwasy wbudowujg sie naj-
pierw do frakcji mikrosomalnej a nastepnie do plazmolemy, co potwier-
dza wewngtrzkomérkowg biogeneze glikoprotein membranowych (130,
131). Badania dotyczace okresu pottrwania znakowanych cukréw i amino-
kwaséw w plazmolemie komérek watroby szczura wskazujg, ze biatka
tyczng regulacje biosyntezy serologicznie czynnych oligosacharydow.

V. Regulacja biosyntezy glikokoniugatéw plazmolemy

Artykut omawia czynniki regulujgce biosyntezg glikokoniugatow takie
jak: specyficzno$¢ glikozylotransferaz i ich wspétzawodnictwo o substraty,
niektore aspekty biosyntezy glikolipidow powierzchniowych oraz gene-
tyczng regulacje biosyntezy serologicznie czynnych oligosacharydéw.

V -l. Specyficzno$¢ glikozylotransferaz i wspo6tzawodnictwo o substraty.

Sposrod czynnikéw determinujacych kolejno$¢ przytgczania monocu-
krow do heterogennego taincucha oligosacharydowego potgczonego z biat-
kiem lub lipidem, poznano tylko niektdére jak np. wptyw struktury akcep-
tora na przytgczanie kolejnej reszty cukrowej w tancuchu oligosachary-
dowym. Glikozylotransferazy charakteryzuje specyficzno$¢ w stosunku
do akceptora, na ktéry jest przenoszona reszta cukrowa z nukleozydo-
dwufosfo cukrow. W niektorych przypadkach specyficzno$¢ ta zalezy nie
tylko od koncowej, lecz réwniez od przedostatniej reszty cukrowej znaj-
dujacej sie na koncu nieredukujgcym tafncucha oligosacharydowego (133).
Przyktadowo mozna przytoczy¢ koncowg reakcje w biosyntezie oligosa-
charydu o aktywnosci grupowej A krwi ludzkiej:

UDP-D-GalNAc + D-Gal... D-GalNAc  («1 -> 3fl)-D-Gal... + UDP
L-Fuk (al —f2) L-Fuk (al -* p?

Enzymatyczne przeniesienie czgsteczki GalNAc na galaktoze jest uwa-
runkowane obecnos$cig fukozy, potaczonej wigzaniem «1 —* (R z galaktoza.

Specyficzno$¢ glikozylotransferaz dotyczy zaréwno czgsteczki rozpo-
znawanego akceptora jak rowniez czasteczki cukru i nukleotydu. Wedtug
niektdrych autoréow (5) glikozylotransferazy charakteryzuje wieksza spe-
cyficznosé w stosunku do nukleozydodwufosfo cukréw niz w stosunku do
akceptora. Zaobserwowano, ze w pewnych wypadkach struktura akcepto-
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ra moze by¢ rozpoznawana przez wiecej niz jedng glikozylotransferaze
(5). Bogaty materiat doSwiadczalny wskazuje ze procesy elongacyjne tan-
cuchow oligosacharydowych zalezg od kolejnego dziatania specyficznych
glikczylotransferaz. Synteze tancucha cukrowego konczy przytgczenie
fukozy lub kwasu sjalowego.

Swoisto$¢ reakcji przytgczania koncowych reszt kwasu sjalowego do
glikopeptydow z wigzaniem O- i N- glikozydowym miedzy czeScig weglo-
wodanowg a biatkiem (Rycina 3, 4) wykazano badajgc plazmoleme erytro-
cytow ludzkich (134—140). Do badan zastosowano wyizolowane z kolos-
trum krowy trzy transferazy kwasu sjalowego o r6znej specyficznosci
zarowno w stosunku do struktury akceptora jak i do rodzaju wigzania
glikozydowego powstajagcego miedzy kwasem sjalowym a akceptorem (134,
135). Enzymy te katalizowaly przytgczenie czasteczki kwasu sjalowego do
akceptorow o nastepujacej strukturze: Gaipi-3GalNAcal-0-Tre/Ser oraz
Gal|31-4GIcNAc-N-Asp. W wyniku przytgczenia kwasu sjalowego mogty
powstawa¢ nastepujace wigzania glikozydowe: 1. NeuAc«2-3Gal, 2. NeuAc
a2-6GalNAc, 3. NeuNAca2-6Gal. Dwie czasteczki kwasu sjalowego zo-
stajg przytaczone do akceptora w okreslonej kolejnosci. Rycina 8 ilustru-
je ten proces.

Gal (31,3 GalNAc
NeuAc 0.2,3 Gal [i1,3 GalNAc
NeuAc cx2,3 Gal (31,3 /

GalNAc

Neu cx. 2,6

Rycina 8. Kolejnos¢ przytgczania kwasu sjalowego do komponentu oligosachary-
dowego glikoforyny (140)

Najpierw przytgczany jest kwas sjalowy do galaktozy wigzaniem «2-3
a nastepnie druga czasteczka kwasu sjalowego przytgczona jest do GalNAc
wigzaniem a2-6. Taki przebieg reakcji jest podyktowany preferencja
danego enzymu w stosunku do okres$lonej struktury akceptora (140). Da-
ne te wskazuja, ze biosynteza oligosacharydéw moze zaleze¢ nie tylko od
wystepowania odpowiednich glikozylotransferaz ale réwniez od kolejnosci
ich dziatania. Trzecia transferaza kwasu sjalowego wyizolowana z kolo-
strum krowy katalizowatla synteze wigzania glikozydowego (a2-6) miedzy
kwasem sjalowym a galaktoza, wystepujaca w sekwencji Gal!fH-4GIcNAc
na koncu oligosacharydowego akceptora potaczonego z asparaging wigza-
niem N-glikozydowym (137). Enzym ten nie katalizowal przytgczenia
kwasu sjalowego do nastepujacych akceptorow: GalNAcaTre/Ser oraz
GalfU-3GalNAca-Tre/Ser. Dane powyzsze wskazujg, ze transferazy kwasu
sjalowego charakteryzuje specyficznos¢ w stosunku do konfiguracji two-
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rzonego wigzania, jak rowniez do rodzaju wigzania miedzy czescig weglo-
wodanowg a peptydem.

Regulacja proceséw elengacyjnych tafcuchéw cukrowych opiera sie
w pewnych wypadkach na wspoétgraniu enzymoéw syntetyzujacych z en-
zymami hydrolizujagcymi. Podczas tzw. obrébki (ang. processing) oligo-
sacharydow, ktéra ma miejsce po przytaczeniu w catosci kilkunastu reszt
cukrowych do biatka w blonie szorstkiej siateczki endoplazmatycznej,
jedne reszty cukrowe zostajg zastgpione innymi poprzez dziatanie specy-
ficznych w stosunku do okreslonych akceptoréw i substratéw, glikozylo-
transferaz i glikozydaz (23, 24, 85—87).

Podczas gdy inhibitory i aktywatory omawianych proceséw elonga-
cyjnych sa mato znane, wiadomo, ze glikozylacja peptydow, przy wspot-
udziale nosnika fosfolipidowego moze by¢ hamowana przez tunikamycyne
(141) i 2-dezoksyglukoze (142).

W regulacji biosyntezy wielocukréw uczestniczg pirofosfatazy nukleo-
tydowe, na drodze wspo6tzawodnictwa z glikozylotransferazami o substraty.
Z mikrosomow watroby szczura, wyizolowano wybitnie aktywng piro-
fosfataze nukleotydowg UDP-galaktozy, ktdrej inhibitorami byly naste-
pujace nukleotydy: CTP, ATP, GTP, CDP, CDP-glukoza i GDP-glukoza
(143). CDP-cholina stabo hamowata dziatanie pirofosfatazy. Wymienione
powyzej nukleotydy byty réwnoczesnie aktywatorami galaktozylotrans-
ferazy wyizolowanej z mikrosoméw. Podobnie, kwas foliowy i 5'AMP,
ktére sa inhibitorami pirofosfatazy, aktywowaty biosynteze glikoprotein.
(144).

Waznym elementem regulacyjnym w metabolizmie heteropolisachary-
déw jest ich prawidtowy katabolizm uzalezniony od glikozydaz lizoso-
malnych (145). Problem ten jednak wykracza poza ramy niniejszego ar-
tykutu.

V-2. Regulacja biosyntezy glikolipidéw powierzchniowych

W ciggu ostatnich lat wykazano wspdtzaleznos¢ miedzy synteza gli-
kolipidow powierzchniowych a stanem komdrek znajdujgcych sie w cyklu
podziatowym lub tez w fazie spoczynkowej GO Zauwazono réwniez, ze
w wyniku bezposredniego kontaktowania sie powierzchni komoérek naste-
puje podwyzszenie intensywnosci proceséw glikozylacji glikolipidow po-
wierzchniowych. W 1975 roku, Hakomori (51), opracowat hipotetycz-
ny model transglikozylacji glikolipidéw powierzchniowych komérek kon-
taktujacych sie ze soba. Takiej transglikozylacji, uzaleznionej od kontak-
towania sie powierzchni sgsiadujgcych ze sobg komérek, nie stwierdzono
w wypadku komorek transformowanych nowotworowo i to nie zaleznie
od rodzaju czynnika powodujgcego transformacje. Hakomori sugeruje, ze
nagromadzanie sie glikolipiddw powierzchniowych w wyniku kontaktu
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miedzy prawidtowymi komorkami, prowadzi do zmian konformacji i ptyn-
nosci dwuwarstwowej, lipidowej struktury plazmolemy. Zmiany te moga
by¢ sygnatem regulujagcym metabolizm wewnatrzkomérkowy i podziaty
komdrkowe. W komadrkach stransformowanych nowotworowo oprocz utra-
ty zdolnosci plazmolemy do oddziatywania z powierzchniami sgsiaduja-
cych komorek, obserwuje sie zmiany struktury glikolipidow powierzch-
niowych, wynikajace z zaburzen w ich syntezie. Wykazano, ze obserwo-
wane zmiany strukturalne glikolipidow powierzchniowych w komérkach
stransformowanych polegajace na skréceniu tancuchéw oligosacharydo-
wych (146, 147), sa wynikiem obnizenia aktywnos$ci odpowiednich gliko-
zylotransferaz. Na przyktad w stransformowanych wirusami DNA lub
RNA komérkach myszy, brakuje specyficznej transferazy aminocukréw,
niezbednej w biosyntezie gangliozydow powierzchniowych (147). W wy-
niku utraty aktywnosci galaktozylo transferazy UDP-Gal: GM2 w stran-
sformowanych wirusem Kirstena komoérkach myszy, nastepowato nagro-
madzenie sie gangliozydu GM2 (148—150). W stransformowanych wiru-
sem SV 40 komodrkach chomika, nastepowato wygaszanie aktywnosci
transferazy N-acetylogalaktozoaminy, ktéra katalizuje przeniesienie N-a-
cetylogalaktozoaminy na gangliozyd GM3 (148). We wszystkich opisanych
przypadkach nie znaleziono aktywatoréw i inhibitorow glikozylotransfe-
raz, ani w komdrkach prawidtowych ani w komorkach stransformowa-
nych. Réwnocze$nie zaobserwowano, ze rewertanty stransformowanych
nowotworowo komdrek myszy, ktére odzyskiwaly zdolno$¢ do inhi-
bicji kontaktowej, wykazywaty normalny poziom gangliozyddéw plazmo-
lemy oraz aktywnos$¢ transferazy aminocukréw na tym samym poziomie
co komorki prawidiowe (148). Badajac metabolizm gangliozydéw po-
wierzchniowych w dwu szczepach nowotworowych komdérek watroby
szczura, ktore réznity sie zdolnoscig do przylegania miedzykomérkowego,
wykazano roznice aktywnosci pewnych glikozylotransferaz (141—151).
Zaobserwowano rowniez wygaszanie aktywnosci pirofosfatazy nukleoty-
dowej w plazmolemie stransformowanych komoérek chomika (73). Przy-
puszcza sie jednak, ze za zmiany w syntezie glikolipidow powierzchnio-
wych komdrek stransformowanych, odpowiedzialne sg bloki enzymatyczno
metaboliczne dotyczace glikozylotransferaz a nie glikozylohydrolaz (51).
Chatterjee i wsp. (152) wykazali, ze biosynteza glikolopidow po-
wierzchniowych jest uzalezniona od cyklu komdérkowego. Wbudowywanie
radioaktywnej galaktozy do glikolipidéw zsynchronizowanej hodowli fi-
broblastow zarodkéw mysich linii KB, byta podwyzszona w fazie M i GI,
w stosunku do fazy S. Gamberg i Hakomori (153) stwierdzili
postugujac sie metodg znakowania plazmolemy komérek chomika linii
NIL, przy pomocy irytowanego borowodorku, ze podwyzszenie syntezy
glikolipidéw przebiega w fazie Gx a obnizenie w fazie S. Zaobserwowano
rowniez (154) aktywujace dziatanie c-AMP na przebieg biosyntezy gliko-
lipidow w komérkach nowotworowych nerek myszy. Omowione powyzej
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dane wskazujg na wspotzaleznoSci zmian zachodzgcych w plazmolemie
komdrek a podziatem komorkowym.

V-3. Biosynteza glikokoniugatéw serologicznie czynnych

Oligosacharydy o strukturze odpowiadajgcej antygenom grup Krwi
ABO(H) wystepujg zaréwno w glikolipidach (50—52) jak i w glikopro-
teinach (53, 155—162) bton erytrocytarnych. Funkcja biologiczna anty-
genéw heteropolisacharydowych systemu ABO(H) jest jak dotychczas
nieznana. Antygeny heteropolisacharydowe stanowig dogodny model do
badan, zaréwno dotyczacych ich struktury jak tez genetyki enzymow
biorgcych udzial w ich syntezie.

Badania nad dziedziczeniem grup krwi u ludzi wykazatly, ze w regu-
lacji dziedziczenia grup krwi uczestniczg geny, wystepujace w czterech
niezaleznych loci: ABO Lele, Hh, i Sese (163). Specyficzna struktura tan-
cucha weglowodanowego od ktérej zalezy grupa krwi, jest wynikiem
wystepowania lub braku u ludzi enzyméw odpowiedzialnych za przyta-
czenie ostatniej, immunologicznie czynnej reszty cukrowej do oligosacha-
rydowego tancucha prekursorowego o strukturze wspélnej dla wszystkich

Wielocukier prekursorowy
Gal-(p1+3) - GicNAc-(B1+3)-R

GDP-Fuk ' : -— GDP-Fuk
Gen H 7 1 . \ Gen Le
Gen Se GDP :/ \; GDP
&

BN
Gal-(B1—=3)-GlcNAc-(f1-+3)-R Fuk-{o+4)~_ Le®
Fuk=(ce1=2)7 Gal - (31-+3)-GIcNAc ( f1-=3)-R
Struktura antygenu 7 Struktura antygenu
grupy krwi O(H) O“—” Lewis® (u nie wydzielaczy)
UDP-GalNAc— | UDP-Gal AT —GDP -Fuk
Gen A )| Gen B JENG N Gen Le
UDP- | uDP \  \——+=GDP
| \ A
Y A
GamAc(m+3)\ Fuk-{cx1-=4) _ _
Gal-(p1-+3)-GlcNAc-(B1=+=3)-R _Gal-(p1+3)-GlcNAc(p1-+3)-R
Fuk-{ot--2)7 Fuk-(x1-=-2)
Struktura antygenu ] Struktura anfygenu
grupy krwi A A “ Lewis® Le
Y

Gal - (ox1-3)_
Gal-(B1-=3)-GlcNAc(B1+3)-R
Fuk~(ox1-»- 2)/
Struktura antygenu
grupy krwi B B

Rycina 9. Schemat biosyntezy oligosacharydéw serologicznie czynnych (na podsta-
wie (133).
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grup (Rycina 9). W badaniach biosyntezy, oligosacharydow serologicznie
czynnych zastosowano zarowno niskoczasteczkowe akceptory oligosacha-
rydowe, jak tez powierzchniowe akceptory erytrocytow grup 0. Badania
ostatnich dziesieciu lat wyjasnity, w jaki spos6b przebiega synteza oligo-
sacharydéw aktywnych grupowo (Rycina 9) Locus ABO warunkuje wy-
stepowanie dwu enzymdw: N-acetylogalaktozyloamina transfery uzalez-
nionej od genu A (164—168) i galaktozylo transferazy uzaleznionej od
genu B (169—172). Oba enzymy przenoszg odpowiedni monocukier na
galaktoze tworzac wigzanie al—=3 Trzeci gen w locus ABO, gen 0 jest
nie aktywny i nie determinuje wystepowania glikozylotransferazy. Locus
Lele warunkuje wystepowanie fukozylotransferazy, uzaleznionej od genu
Le, ktéra przenosi fukoze na N-acetyloglukozoamine tworzac wiazanie
«1”4 (173—174). Gen le jest nieaktywny. Locus Hh odpowiada za wy-
stepowanie drugiej fukozylotransferazy, ktéra Kkatalizuje przeniesienie
fukozy na galaktoze tworzac wigzanie «1—2 (173—179). Allel genu H,
gen ha jest nie aktywny. Locus Sese nie determinuje wystepowania gli-
kozylotransferaz, ale jest niezbedny (na nieznanej dotychczas drodze) do
wyrazenia sie genu H poprzez wystepowanie odpowiedniej fukozylotrans-
ferazy. Wystepowanie lub brak fukozylotransferazy uzaleznionej od genu
H, uzaleznia synteze glikoprotein o aktywnosci A, B lub H, w gruczotach
wydzielniczych. 80% populacji ludzkiej posiada gen Se i nalezy tym sa-
mym do wydzielaczy. Pozostate 20% populacji to niewydzielacze posia-
dajacy gen sese. Glikozylotransferazy, ktérych wystepowanie zalezy od
genow determinujacych grupy krwi, biorg udziat w syntezie tafcuchéw
oligosacharydowych zaréwno w glikolipidach jak i glikoproteinach (133).
Jako przyktad mozna wymieni¢ N-acetylogalaktozyloamino transferaze,
ktéra katalizuje synteze wigzania GalNAccxI->3 Gal. U ludzi z grupa
krwi A, taka sekwencja cukrow wystepuje w glikolipidach, w glikopro-
teinach i w wolnych oligosacharydach wystepujagcych w mleku i moczu
(133). Cukry o takiej strukturze nie wystepuja u ludzi z grupa krwi O
lub B. Poniewaz od genu A zalezy wystepowanie jednej glikozylotransfe-
razy wobec tego, enzym ten Dbierze udziat w syntezie wigzania
GalNAc«l-*3 Gal zarowno w glikolipidach, glikoproteinach jak i w wol-
nych oligosacharydach.

V1. Uwagi koricowe

Wzrost zainteresowania glikokoniugatami powierzchniowymi datuje
sie od momentu, gdy zauwazono, ze w skiad plazmolemy komorek nowo-
tworowych wchodzg glikolipidy i glikoproteiny o innej strukturze, niz
plazmolema komorek prawidtowych. Udoskonalone w ostatnich latach
techniki badawcze pozwolity na identyfikacje wielu nowych struktur
zwigzkéw cukrowych. Coraz czesciej spotyka sie sugestie (180), ze zwigzki



174 T. SAWICKA [18]

cukrowe moga by¢é nosnikami biologicznej specyficznosci w sensie og6l-
nym, podobnie jak to ma miejsce, w wypadku kwaséw nukleinowych.
Wynika to miedzy innymi z obserwacji, ze oligosacharydy o analogicznej
strukturze wystepuja zaréwno u zwierzat, roslin, mikroorganizméw i wi-
ruséw. Biologiczna specyficznosé glikokoniugatéw zalezy prawdopodobnie
od czynnikow takich jak: liczba bocznych tancuchéw cukrowych przyta-
czonych do czesci rdzeniowej oligosacharydu oraz liczba, rodzaj wigzania
i potozenie czasteczek kwasu sjatowego i fukozy (180). Zwigzki cukrowe
plazmolemy, ktore sg potagczone z biatkami wigzaniem O-glikozydowym,
prawdopodobnie ochraniajg biatka przed dziataniem enzyméw proteoli-
tycznych. Natomiast glikokoniugaty o typie budowy N-acetylolaktozo-
aminy majg by¢ moze zdolno$¢ rozpoznawania sygnatéw ze Srodowiska
(180). Nie jest jednak jasne, czy glikokoniugaty plazmolemy uczestnicza
w systemie informacyjnym, przenoszacym do wewnatrz komérki sygnaty
z otoczenia.
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I. Wprowadzenie

Poczatek badan nad naturalnymi czynnikami antyamylolitycznymi
datuje sie od 1933 r., kiedy to Chrzgszcz i Janicki stwierdzili
w nasionach gryki i stodzie obecno$¢ termolabilnych, nierozpuszczal-
nych w wodzie zwigzkOw hamujacych dziatanie niektérych a-amylaz
(E.C. 3.2.1.1)) (1-2). Obecnie wiadomo, ze zwigzki te wystepujg powszech-
nie w Swiecie roslin (3-7) a takze w drobnoustrojach (8-13). Rola fizjolo-
giczna inhibitorow enzymoéw amylolitycznych nie jest jeszcze w petni
wyjasniona. Przypuszcza sie, ze niektére z nich majg duze znaczenie
w procesie kietkowania i dojrzewania nasion, w ktorych wystepujg (6,
14, 15). Wydaje sie jednak, ze gtdwna rola biologiczna inhibitoréw polega
na ochronie nasion rosliny przed szkodnikami takimi jak gryzonie i owa-
dy (3, 4). Szkodniki bowiem nie trawig ziarna o wysokim poziomie inhi-
bitoréw (16-18).

Inhibitorom enzymow amylolitycznych poswieca sie ostatnio duzo
uwagi, ze wzgledu na mozliwo$¢ ich wptywu na wartos¢ zywieniowa
(19-22) i strawnos$¢ pokarmow skrobiowych (23-25).

Il. Wystepowanie, sposoby izolowania, budowa chemiczna i witasciwosci
inhibitoréw amylaz

Inhibitory enzyméw amylolitycznych wystepuja w wielu roslinach,
gtéwnie w nasionach lub w innych organach zapasowych (3, 26-27). Drob-
noustroje, w ktdrych stwierdzono zdolno$¢ wytwarzania inhibitorow amy-
laz, wydzielajg te substancje do podioza hodowlanego (10.) Materiaty
z ktérych wyizolowano przebadane substancje hamujgce aktywno$¢é amy-
laz wyliczono w Tabeli 1

Inhibitory amylaz stanowig substancje zréznicowane pod wzgledem
natury chemicznej. Sa to zwigzki niskoczgsteczkowe lub biatka.

Do niskoczasteczkowych inhibitorow amylaz zaliczamy kwas salicylo-
wy (26), kwas abscyzynowy (28-29), kwas mezoinozytolo-szssciofosforo-
wy (MHP) (6), 5-amino-5-dezoksy glukopiranoze (ang. ,,Nojirimycin”) (30),
peptydy (8) i oligocukry (9), oraz niektére pochodne oligocukréw (31).

Inhibitory biatkowe amylaz wystepuja w pszenicy i w innych blisko
spokrewnionych roslinach, takich jak zyto (16) i owies (32), a takze w nie-
ktérych innych ro$linach takich na przykiad jak fasola (33), Colocasia
esculenta z rodziny obrazkowatych (34) czy mango (27).

Najdoktadniej poznano i przebadano dotychczas inhibitory wyizolo-
wane z nasion pszenicy (35-42) i fasoli (43-45); do$¢ doktadnie, cho¢ sto-
sunkowo niedawno, poznano inhibitory amylaz pochodzace z mikroorga-
nizméw (10-13).
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Tabela 1
Wystepowanie naturalnych inhibitoréw amylaz
Zrédto inhibitora Charakter chemiczny Pi¢miennictwo
Nasiona gryki, stod biatko 1,2
Nasiona owsa biatko 32
Bulwy ziemniaka substancja niebiatkowa 26
Nasiona debu substancja niezidentyfikowana 3
Ziarno pszenicy biatko 4-6, 17, 21, 35
Nasiona fasoli biatko 7,43, 33
Nasiona sorgo substancja typu taniny 58
Ziarno zyta biatko 3, 16
Owoce mango biatko 27
Colocasia esculenta (roslina z rodziny biatko 34
obrazkowatych)
Streptomyces diastaticus (bakteria) N-pochodna oligocukru 8-11, 13
Actinoplenes (bakteria) pochodne oligocukréw 12, 31

Ampullarie/la (bakteria)
Streptosporangium (bakteria)

Il-1. Inhibitory wyizolowane z pszenicy

Kneen i Sandstedt w 1943 roku (35) pierwsi stwierdzili obec-
nos$¢ inhibitora amylazy w ziarnie pszenicy i zaobserwowali, ze wystepuje
on przede wszystkim w endospermie. Dotychczas nie znaleziono inhibito-
row amylaz w innych organach tej rosliny. Obserwacje Kneena i Sand-
stedta zostaty potwierdzone w pracach mikroskopowych (46), oraz oznacze-
niami zawartos$ci inhibitora w réznych cze$ciach ziarna (47). Z badan tych
wynika, ze wystepowanie inhibitora jest $ciSle zwigzane z miejscem wy-
stepowania skrobi.

Synteza inhibitoréw zaczyna sie réwnocze$nie z rozwojem ziarna,
okoto 8-go dnia po zapyleniu, a jej intensywno$¢ szybko wzrasta wraz
z dojrzewaniem; maksymalna zawarto$¢ cechuje ziarno dojrzate (46-47).
Zawarto$¢ inhibitorow szybko spada po skietkowaniu ziarna (47).

I1-1.I. Inhibitory o charakterze albumin

Juz w pierwszych pracach Kneena i wsp. (35,48-50) ustalono, ze
inhibitor a-amylazy wyizolowany z maki pszennej jest biatkiem. Inhibitor
uzyskany przez ekstrakcje maki pszennej wodg lub rozcieficzonym etano-
lem, a nastepnie wytragcony siarczanem amonowym lub etanolem szybko
inaktywowat sie po potraktowaniu ficyng i pepsyng. Ponadto nie diali-
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zowat oraz byt wrazliwy na dziatanie czynnikéw utleniajacych i reduku-
jacych. Juz w tych wczesnych pracach stwierdzono, ze preparaty inhibi-
torow nie sg jednorodne.

Dwa biatkowe inhibitory nazwane Amli i AmI2otrzymano przez eks-
trakcje woda zmielonych ziarn pszenicy, nastepcze frakcjonowanie siar-
czanem amonowym i rozdzial metodg chromatografii jonowymiennej na
kolumnie z DEAE-celulozy (21). Biatka Amlj i AmIl2 okazaty sie elektro-
foretycznie jednorodne, ale réznity sie swoistoscig w stosunku do a-amy-
lazy z r6znych zrédet (Tabela 2), oraz ciezarem czasteczkowym i sktadem
aminokwasowym (Tabela 3).

Tab?ia 2
Hamowanie a-amylazy réznego pochodzenia przez inhibitory z pszenicy
Rodzaj inhibitora
Zrédio
a-amylazy Amli Aml Inhibitor 1 Inhibitor 11 0,19 0,28
(21) (21) (36) (36) 37) (37)

, [}
Slina ludzka — + + nb 4-
Trzustka kurczat nb nb + + + —
Owady + + nb nb + +
Ziarno pszenicy — nb nb — —
Aspergillus oryzae nb nb — —
Bacillus subtilis a nb nb — _

w nawiasach podino piSmiennictwo

+ — hamowanie wykazano
-------- hamowania nie stwierdzano
nb — hamowania nie badano

Z wodnego ekstraktu z maki pszennej po rozdziale na kolumnie
z DEAE-Sephadex otrzymano dwa inhibitory a-amylazy nazwane inhibi-
torem i Il (36). Biatka | i Il miaty identyczne ciezary czasteczkowe i ak-
tywnos$¢ inhibitorowa, lecz réznity sie ruchliwoscig elektroforetyczna.

Z typowych albumin maki pszennej przez rozdziat na kolumnie
z DEAE-celulozy, oraz metoda preparatywnej elektroforezy w zelu polia-
kryloamidowym wyizolowano grupe inhibitoréw, oznaczong symbolem
0,19 od ruchliwosci elektroforetycznej gtéwnego sktadnika (37, 42, 51).
Biatko o charakterze inhibitora a-amylazy prawie identyczne z inhibito-
rem 0,19 wyizolowano takze ze zmielonych ziarn pszenicy (52).

Biatka Aml2 | i 0,19 wykazywaty podobng swoistos¢ inhibitorowg
(Tabela 2), prawie identyczny sktad aminokwasowy oraz zblizone ciezary
czasteczkowe (Tabela 3). Inhibitory I, 0,19 i Il r6znity sie miedzy sobag
ruchliwoscig elektroforetyczng, a inhibitor Aml2 wykazywat znacznie
wyzszy pi niz to ustalono dla inhibitora 0,19 (36). Wyzej omoéwione dane,
a takze weczes$niejsze (38, 53) pozwalajg wnioskowaé, ze ziarno pszenicy
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Tabela 3
Sktad aminokwasowy i ciezary czasteczkowe niektérych inhibitoréw wyizolowanych z pszenicy

Nazwa inhibitora Amit 0,28 0,19 AmIl2 Inhibitor 1
Ciezar czasteczkowy 18 000 12 000 24 000 26 000 25000
Pi$miennictwo (21) (37) (51) (21) (36)

Aminokwasy w %/mol

Lys 5,2 5,0 2,6 2,5 2,8
His Slady Slady 1,6 1,4 1,4
Arg 6.5 6,4 5,6 6,6 54
Asp 7,8 75 59 6,1 6,4
Thr 19 2,7 2,9\ 2,7 2,8
Ser 7,2 73 6,3 54 6,7
Glu 8,5 11,4 12,8 10,7 11,6
Pro 9,0 7,6 7,3 8,2 7,7
Gly 9,1 7,8 8,4 8,4 10,4
Ala 9,1 78 13,4 13,4 14,9
1/2 Cys 5,7 8,2 6,1 6,9 3,3
Val 12,2 10,8 7,4 7,2 8,4
Met 2,7 2,6 2,0 2,3 2,5
lle 2,2 1,6 2,4 2,3 2,5
Leu 8,0 8,2 8,3 8,2 8,4
Tyr 3,6 33 3,3 4,2 3,6
Phe Slady Slady 1,6 18 1,6

zawiera caly szereg zblizonych form biatka zdolnych hamowaé dziatanie
a-amylazy réznego pochodzenia.

Sugestie o heterogennosci inhibitorow z pszenicy potwierdzili De -
ponte iwsp. (5), ktérzy frakcje albuminowg z maki pszennej uzyskang
po ekstrakcji 0,15MNaCl oczyscili przez wysalanie siarczanem amono-
wym w granicach stezen 0,4-1,8M. Uzyskali w ten sposéb trzy frakcje
0 ciezarach czasteczkowych 60 000, 24 000 i 12 000; stanowity one odpo-
wiednio 51, 40 i 9% catej frakcji albuminowej (Ryc. 1). Frakcja o ciezarze
czasteczkowym 24 000 okazata sie wysoce heterogenna, gdyz w elektrofo-
rezie w zelu poliakryloamidowym przy pH 8,5 ulegta rozdziatowi na 10
sktadnikéw (Ryc. 1), wnsroéd ktorych przewazajgcg wiekszosé stanowit in-
hibitor 0,19. Kazdy z wymienionych 10 skiadnikow otrzymany metodg
elektroforezy preparatywnej aktywnie hamowat a-amylaze $liny ludzkiej
1 a-amylaze z macznika miynarka. Wszystkie sktadniki inhibitora 0,19
wykazywaty podobny skiad aminokwBsowy oraz podobne przegiecia
w widmie dichroizmu kotowego badanym w dalekim i bliskim ultrafiole-
cie (5. Na podstawie analizy widma dichroizmu kotowego w dalekim
ultrafiolecie stwierdzono, ze biatko 0,19 zawiera okoto 50% struktury
uporzagdkowanej; wttym okoto V3 stanowi a-struktura i okoto VGP-struk-
tura (42). Jak to juz wczesSniej wykazano (37), wszystkie sktadniki inhi-
bitora 0,19 dysocjowaty odwracalnie w obecnosci Gu-HCI lub SDS do dwu
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" Ruchliwos$¢
L k"NBry" Q"E,’,),).- ~ elektroforetyczna
0,27 2% m—
036 090
+SDS  -SDS 0,40 030 wmm——m 31
K>Mnhibitoru> lub lub q5?048_ /!(h,h‘,!/:;\‘rON,'///, 0.32.
t e Gu-HCI, Gu-HC 0,54 /66242000 035
. . 0> 0’391
Podjednostki +SDS  -SDS
*SbS ‘ ‘-SDS c.cz. 12000
| B , —
Podjednostki Frakcja
c.cz. 12000 __—"| c.cz. 12000

+ -+
{3 —merkaptoetanol

_4/
Zredukowana Zredukowane
frakcja podjednostki
c.cz. 12000 c.cz. 12000
Zredukowane
podjednostki - gpg _(3-merkaptoetanol
c.cz. 12000

-f3-merkapto- [|3-m erkapto-

v etanol
etanol
Nieaktywne -SDS Nieaktywne
biafko bia-Tko

c.cz. 12000 c.cz. 60000

Nieaktywne

biafko
c.cz. 24 000

hamujg aktywnos$¢ cx,~amylazy ludzkiej i owadziej
hamuja aktywno$¢ cx~amylazy owadziej

C 3 aktywnos$ci nie badano z powodu obecno$ci SDS w prébie

Rycina 1. Inhibitory a-amylazy wyizolowane z ziarna heksaploidalnych pszenic
(wg (5) zmodyfikowane).

podjednostek o ciezarze czgsteczkowym 12 000 (Ryc. 1). Po usunieciu
czynnika dysocjujacego nastepowata asocjacja i w ultrawirowaniu uzyski-
wano pojedynczy szczyt biatkowy. Skiadniki albuminy o ciezarze czastecz-
kowym 24 000 stanowig grupe $cisle podobnych izoinhibitoré6w nazwanych
rodzing 0,19 (5) od ruchliwosci elektroforetycznej gtownego skiadnika.
Wydaje sige, ze AmI2 (Shainkin i Birk (21), oraz inhibitor I i Il
(Saunders i Lang (36)) moga by¢ sktadnikami rodziny 0,19. Podob-
nie na podstawie witasciwosci fizykochemicznych wnioskuje sie, ze biatko
rozpuszczalne w wodzie, wyizolowane przez Fish i Abbot (54) jest
zblizone do rodziny 0,19.

Druga rodzine izoinhibitorow wystepujagcych w ziarnie pszenicy sta-
nowi frakcja albumin o ciezarze czgsteczkowym 12 000 ztozona z pigciu
sktadnikéw (Ryc. 1). Frakcje te wyizolowano z ziarna pszenic heksaploi-
dalnych (37, 55) i nazwano jg rodzing 0,28 od ruchliwosci elektroforetycz-
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nej gtownego sktadnika. Na podstawie skiadu aminokwasowego, ciezaru
czasteczkowego oraz analizy widma dichroizmu kotowego i swoistosci
inhibitorowej w stosunku do amylaz z réznych zrodet sktadniki te okazaty
sie grupg bardzo podobnych biatek (5 37, 55-57). Skiadniki rodziny 0,28
nie sa produktami dezamidacji formy 0,28 (21). Jak pokazano w Tabeli 2
i 3 inhibitor 0,28 r6zni sie znacznie od inhibitora 0,19, ale podobny jest
do Amli (Shainkin i Birk (21)). Wydaje sie, ze jesli AmlIxnie jest
identyczny z 0,28, to jednak nalezy do tej samej rodziny. W obecnosci
SDS i Gu-HCI ciezar czgsteczkowy inhibitora 0,28 nie ulegal zmianie.
Natomiast w obecnosci SDS lub Gu-HCI i P-merkaptoetanolu wszyst-
kie inhibitorowe biatka ulegaty redukcji (Ryc. 1) a po usunieciu tych
czynnikow nastepowata asocjacja, powigzana jednak z utratg zdolnosci
hamowania. Fakt ten potwierdza wczesniej poczynione obserwacje (3, 4),
0 koniecznosci wystepowania w okreslonym potozeniu wigzan S-S dla
zachowania wiasciwosci inhibitorowych biatek. Utrate tej wiasSciwosci,
obserwowang po usunieciu beta merkaptoetanolu, ttumaczy sie przypad-
kowym rozmieszczaniem odtwarzanych wigzafd S-S.

Ustalono sekwencje N-kohAcowego tahcucha peptydowego inhibitoréw
z pszenicy o symbolach 0,19 (41) i 0,28 (57). N-koricowg reszte w obu
biatkach stanowi seryna (Ryc. 2). Nie zaobserwowano zasadniczych rdznic

ol 5 10 15
(0.1S) H?N-Ser- ?-GIx-Trp- -Met-Cys-Tyr-Pnp-Gly-GlIn-Ala-Phe-Val- Val-,
(0.28) H2N-Ser-Gly-Pro-Trp-Ser-Trp-Cys-Asp-Pro-Ala-Thr—Gly-Tyr- Lys- Val-
16 20
0.19 Pro-Ala-Leu-Pro-Ala~Cys-Arg- Pro
(0.28) Ser- Ala- Leu-Thr-Gly - Cys- Arg - Ala

Rycina 2. N-koncowa sekwencja inhibitoréw: 0,19 o ciezarze czasteczkowym 24 000
1 0,28 o ciezarze czasteczkowym 12000 (wg (34) i (57) zmodyfikowane).

w skiadzie aminokwasowym fragmentu N-kohAcowego obu biatek. W in-
hibitorze 0,19 stwierdzono obecno$¢ 1,7 mola kowalencyjnie zwigzanych
cukréw redukujgcych na 1 mol biatka inhibitora, a w inhibitorze 0,28
obecnos$¢ 0,55 mola cukrow redukujgcych na 1 mol biatka (41). Inhibitory
amylaz wystepujagce w ziarnie pszenicy sg wiec glikoproteinami. Dotych-
czas najmniej poznano frakcje o ciezarze czgsteczkowym 60 000 (53), za$
zebrane wyniki wskazuja, ze 80% tej frakcji dysocjuje do podjednostek
0 ciezarze czasteczkowym 12 000 (5). Podsumowanie dotyczczasowej wie-
dzy na temat inhibitorow albuminowych wystepujagcych w ziarnie psze-
nicy stanowi Ryc. 1

11-1.2. Inhibitor o charakterze gliadyny

Inhibitor typu gliadyny wyizolowano z handlowych preparatéw glia-
dyn maki pszennej (58). Ciezar czasteczkowy tego biatka oznaczony za
pomocag chromatografii molekularno-sitowej wynosi 55 000. W elektro-
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forezie krazkowej inhibitor wykazywat 2 pasma odpowiadajgce ruchli-
wosci elektroforetycznej a-gliadyn. Analiza sktadu aminokwasowego wy-
kazata wysokag zawarto$¢ glutaminy i proliny (okoto 30%), a bardzo niskg
zawartos¢ lizyny (1%). Dane o wystepowaniu w ziarnie pszenicy inhibi-
tora typu gliadyny budza zastrzezenia (59, 60).

Wielu autoréw (38, 42, 63) jest zdania, ze biatkowe inhibitory a-amy-
lazy wystepujace w pszenicy, bardzo liczne, a jednoczes$nie podobnie zbu-
dowane kodowane sg przez geny struktury, pochodzace od wspolnego
genu, ktéry ulegt mutacjom. Badaniom filogenezy inhibitoréw z ziarna
pszenicy poswiecono liczne prace (61-63).

11-1.3. Swoisto$¢ i mechanizm dziatania

Albuminowe inhibitory z pszenicy hamujg dziatanie amylaz pochodze-
nia zwierzecego, w tym takze amylazy ludzkiej, oraz amylaz owadzich
(5, 21, 36). Nie dziatajg one natomiast na aktywno$¢ amylaz z mikroorga-
nizmoéw i roélin (5, 38, 53); nie hamuja takze aktywnos$ci amylaz wytwa-
rzanych przez organizmy, dla ktdrych ziarna pszenicy lub produkty wy-
twarzane z maki pszennej nie stanowia pozywienia (40). W obrebie trzech
frakcji albuminowych inhibitordw (ciezary czasteczkowe 60 000, 24 000
i 12 000) obserwowano zroznicowanie swoistosci inhibitorowej. Inhibi-
tory rodziny 0,28 (c. cz. 12 000) hamujg tylko dziatanie amylaz owadzich,
nie hamujg zas ani dziatania a-amylazy $liny ani trzustki cztowieka, oraz
wielu innych amylaz pochodzenia zwierzecego (Tabela 2). Natomiast inhi-
bitory rodziny 0,19 maja znacznie nizszg swoisto§¢ hamowania, z posréd
amylaz wrazliwych na dziatanie inhibitoréw najskuteczniej hamujg ak-
tywnos$¢ amylaz ssakow i ptakow (Tabela 2).

Dla ujawnienia sie peinej zdolnosci hamowania inhibitoréw albumi-
nowych z pszenicy konieczna jest preinkubacja enzymu z inhibitorem
w Scisle okreslonych warunkach, wiasciwie dobranych zaleznie od po-
chodzenia enzymu i badanego inhibitora (36, 38, 40, 52).

Wykazano, ze inhibitory z pszenicy tworzg z amylazami trwate kom-
pleksy, ktére mozna wyodrebniaé. Inhibitory z grupy 0,19 tworzac kom-
pleks wigza sie z enzymem w stosunku 1:1, a inhibitory z rodziny 0,28
wigzg enzym w stosunku 2:1 (35).

Dotychczas nie wiadomo jaki jest mechanizm wigzania sie enzymu
z inhibitorem. Wszystkie dotychczas poznane inhibitory hamujg amylazy
w sposob niewspotzawodniczy (21, 50, 52), co wykazano stosujac klasyczne
metody badania kinetyki hamowania.

11-1.4. Kola fizjologiczna inhibitoré6w albuminowych

Albuminowe inhibitory amylaz wystepujg w endospermie ziarna psze-
nicy i wydajg sie byC Sci$le zasocjowane z gromadzong tu skrobig (46-48,
60). Wiadomo (64, 65), ze ziarenka skrobi w endospermie otoczone sa biat-
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kami typu albuminy, ktdre to stanowig substancje cementujaca skrobie
z biatkami zapasowymi typu gliadyny. Jednakze pojedyncze biatka ota-
czajace ziarenka skrobi nie zostaly dotychczas przebadane na aktywnosé
inhibitorowa przeciw a-amylazie, a o ich identycznosci z albuminowymi
inhibitorami tego enzymu wnioskuje sie na podstawie ruchliwosci elek-
troforetycznej, oraz barwienia z biekitem aniliny (66). Takze obserwacja
iz oczyszczone inhibitory albuminowe wykazujg in vitro tendencje do
asocjacji z wielocukrami (21, 52) pozwala wnioskowa¢ o identycznosci
biatek inhibitorowych z biatkami otaczajgcymi ziarenka skrobi w ziar-
nie (40).

Na podstawie tycsh obserwacji przypuszcza sie (44, 64), ze nieaktywne
in vitro w stosunku do endogennych amylaz inhibitory z pszenicy, moga
mie¢ znaczenie podczas dojrzewania ziarna, stanowigc ostone przed nad-
miernym naptywem amylaz do ziarenek skrobi. Ponadto inhibitory albu-
minowe amylaz sg uwazane za jeden z czynnikdw odpowiedzialnych za
odporno$¢ ziarna na dziatanie gryzoni i owadoéw (3, 4, 16-17) i mogty
mie¢ swoj udziat w naturalnej selekcji pszenic (40).

11-2. Inhibitor z nasion fasoli

Obecnos$¢ inhibitora «-amylazy w nasionach fasoli stwierdzono juz
w 1945 roku (43), ale dopiero Jaffe i wsp. w 1968 oczyscili go czescio-
wo i wstepnie scharakteryzowali (20, 40, 45). Ostatnio oczyszczono inhi-
bitor z nasion fasoli do stanu jednorodnosci i blizej zbadano wkasciwosci
tego zwigzku (7, 33). Wykazano, ze inhibitor z nasion fasoli ma charakter
biatkowy, a jego ciezar czasteczkowy ustalono na 43 000 (7, 33,44).
Marshall i wsp. (33) otrzymali z nasion fasoli 32-krotnie oczyszczony
inhibitor; jednorodno$¢ preparatu wykazano elektroforetycznie w zelu
poliakryloamidowym w pH 4, 3. Podobnie zdotano oczysSci¢ inhibitor z na-
sion fasoli przez zastosowanie frakcjonowanego wytrgcania siarczanem
amonowym, a nastepnie dwukrotny rozdziat na DEAE-celulozie i saczenie
na biozelu P-100 (7). Uzyskany preparat byt elektroforetycznie i immu-
noelektroforetycznie jednorodny (67). Inhibitor z nasion fasoli nazwano
faseolaming (ang. Phaseolamin). Wyniki oczyszczania wskazujg, ze za-
warto$¢ inhibitora w nasionach fasoli jest wysoka i wynosi 4-5 g/kg
ziarna (7, 33). Inhibitor z nasion fasoli w elektroforezie w zelu poliakrylo-
amidowym w obecno$ci SDS ulega dysocjacji na podjednostki o ciezarze
czasteczkowym 15 000, a w obecnosci Gu-HCI dysocjuje na podjednostki
0 ciezarze czasteczkowym 11 000 (7).

Inhibitor z nasion fasoli jest glikoproteing podobnie jak inhibitory
z pszenicy (41); zawiera on okoto 15°/o cukrowca (7, 33). Hamuje on swo-
iScie tylko amylazy pochodzenia zwierzecego, nie dziata na aktywnosé
amylazy endogennej ani na inne pochodzenia ros$linnego lub z drobno-
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ustrojow (tabela 4). Dla ujawnienia sie zdolnosci hamowania niezbedna
jest preinkubacja enzymu z inhibitorem. W temperaturze 37°C optymalne
pH aktywno$ci inhibitora z fasoli wynosi 55 a optymalny czas preinku-
bacji 30 minut.

Tabela 4

Hamowanie a-amylaz réznego pochodzenia przez inhi-
bitor z fasoli (33)

Zrodto a-amylazy Hamowanie

w %
Bacillus amyloliguefaciens 3
Bacillus subtilis 0
Bacillus licheniformis 0
Aspergillus oryzae 3
Stod 0
Zyto 0
Slimak 97
Trzustka wieprza 97
Slina ludzka 94
Trzustka ludzka 100

Na przyktadzie a-amylazy ze $liny ludzkiej i z trzustki wieprza usta-
lono, ze hamowanie przez inhibitor z nasion fasoli jest typu niewspoétza-
wodniczego. Wartos¢ Km wyznaczona metodg Lineweavera-Bur-
k a (67a) w przypadku a-amylazy $liny ludzkiej réwna sie wartosci Ki
i wynosi 6,67X10-4M (7,33). Wiadomo, ze inhibitor taczy sie z enzymem
z wytwarzeniem trwatego kompleksu, jednak dotychczas nie udato sie
ustali¢ jednoznacznie, czy skitadniki kompleksu #3cza sie w stosunku 1:1
(33) czy 2:1 (7); nic nie wiadomo na temat grup reaktywnych biorgcych
udziat w tworzeniu sie takiego kompleksu. Nieznana jest tez rola in vivo
inhibitora w nasionach fasoli. Przypuszcza sig, ze nie bierze on udziatu
w regulacji poziomu amylazy w nasionach, poniewaz nie dziata na a-amy-
laze endogenng. Prawdopodobnie rola inhibitora w nasionach fasoli polega
na ich ostonie przed rozktadem przez enzymy zwierzece.

11-3. Inhibitory z mikroorganizmoéw

Pierwsze doniesienia o wytwarzaniu przez drobnoustroje substancji
hamujacych aktywnos$é amylolityczng pochodzg z lat 1970-1973 (8, 30, 31).
W 1975 roku Ohyama, Murao i Ogura (9 wyizolowali szczep
bakterii Streptomyces diastaticus subspecies amylostaticus N° 2476 zdolny
do syntezy i wydzielania do srodowiska substancji, ktéra hamowata ak-
tywnos$¢ wielu amylaz (Tabela 5). Substancje te po wstepnym oczyszczeniu
oznaczono symbolem S-Al (9, 13). Przez zastosowanie wielostopniowego
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Tabela 5
Oddziatywanie inhibitora S-Al z hydrolazami glikozydowymi
(wg 11)
Rodzaj i zrédto enzymu pH Hamowanie
a-amylaza
bakteryjna uptynniajaca 55 +
bakteryjna scukrzajaca 55 +
Taka — amylaza A 55 +
Aspergillus niger fcwasostabilna 55 +
Aspergillus niger kwasolab’lna 55 +
stodowa 55 +
Sliny 7,0 +
trzustkowa 7,0 +
/9-amylaza
pszenicy 55 —
sojowa 55 —_
ziemniaka 55 —
Glukoamylaza
Rhizopus niveus 55 +
; a-glukozydaza
Sacharomyces eerevisiae 7,0 —
| Celulaza
Tricoderma sp. 4,5 —

(+)— hamowanie byto rzedu 80— 100%

(95 — nie stwierdzano hamowania reakcji
sposobu oczyszczania (Tabela 6) uzyskano substancje S-Al oczyszczong
25-krotnie (11).

Jednorodno$¢ inhibitora S-Al potwierdzono metoda chromatografii
cienkowarstwowej. Ciezar czasteczkowy S-Al wynosi okoto 15 000, wy-
znaczono go metodg Andrewa (68) stosujac Sephadex G-15 oraz jako
markery — maltoze, maltotetraoze, maltoheksaoze i maltooktaoze. W cza-
steczce inhibitora S-Al wystepuje 8 reszt glukozy; stanowig one 85%
jego ciezaru, reszte za$ substancja niezidentyfikowana zawierajgca 1 atom
azotu, oznaczono jg symbolem S-Al-X. Reszty glukozy potaczone sg wig-
zaniami a-l,4-glikozydowymi. Inhibitor S-Al swoiscie hamuje glukomy-
laze (E.C. 3.2.1.3) i a-amylaze réznego pochodzenia, ale nie hamuje dzia-
tania P-amylazy (E.C. 3.2.1.2) i innych hydrolaz glukozydowych (Tabela 5).
S-Al okazat sie odporny na dziatanie temperatury 100°C w zakresie pH
od 3 do 11, ale szybko traci aktywno$¢ po podziataniu P-amylazg. Ciezar
czasteczkowy substancji S-Al-X wynosi okoto 400. Na podstawie przepro-
wadzonych badan Murao i Ohyama proponujg dla S-Al strukture podang
na Ryc. 3.

Rdéwniez z bakterii rodzaju Actinoplenes wyizolowano kilka szczepow
zdolnych do syntezy i wydzielania do podioza substancji hamujgcych
aktywnos$¢ a-amylazy i innych glikozydaz. Substancje te oczyszczono
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Tabela 6
Kolejne etapy oczyszczania inhibitora S-Al (wg 11)

Aktywnosé Catkowita Aktywnos$é Wydaj-

Etapy oczyszczania inhibitora  ilo$¢ cukréw wiasciwa nosé
x 104 w mg j/mg cukru w %
Ptyn wyjsciowy 560,0 65 000 86,2 100,0
Adsorpcja na weglu aktywowanym i ek-
strakcja etanolem 481,0 35 000 136,4 85,9
Dowex 50 W x2 (forma H+) 372,0 10 230 363,6 66,4
Dowex 50 W x2 (forma N H|)
F—1 180,0 5910 304,6 32,1
F—2 1735 4 536 382,5 30,5
S-Al (F-1)
Sephadex G-25 175,0 5250 334,7 31,4
Traktowanie kwasem kompleksu F-I 51,0 278,7 1830,0 9,1
Dowex 50 W x2 (forma NH?) 40,8 199,0 2050,0 7.3
Sophadex G-25 32,6 148,2 2200,0 5«

F-1 i F-2 — dwie frakcje inhibitora S-AJ

CMZOH CHoOH CW20i-I a-120M CW20H CH70H
J—0 =20 —O, }—0O_ 12 24 }—O
/Lo ‘(OH »o KoH  Ao-KoH L o-KOoH A KOl
. MY N 4 L N OH
O ou OH OH OM OH

Rycina 3. Hipotetyczna struktura inhibitora S-Al (wg (13) zmodyfikowane).

przez stopniowane wytracanie etanolem oraz chromatografie na biozelu
P-6, stwierdzajgc, ze sg to oligocukry o zréznicowanym ciezarze czastecz-
kowym od 1500 do 5000 ztozone z glukozy i zwigzku zawierajgcego
azot (69).

11-4. Kwas mezoinozytolo-szesciofosforowy (MHP)

Kwas mezoinozytolo-szesciofosforowy (MHP) wystepuje w nasionach
wielu rodlin i znany jest jako zwigzek gromadzacy fosfor w roslinie (15,
70-71). Aktywnos$¢ antyamylolityczng MHP stwierdzono stosunkowo nie-
dawno (6, 14). Poczatkowo (14) hamowanie a-amylazy przez MHP tluma-
czono wigzaniem przez ten zwigzek jonow Ca++ niezbednych do dziatania
tych enzymow (72). Jednakze wykazano ostatnio (6), ze MHP bezposred-
nio oddziatywuje z biatkiem enzymu, w spos6b podobny do dziatania
albuminowych inhibitoréw z pszenicy, a nie na zasadzie wigzania jondw
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wapniowych. Za pogladem o bezpos$redniej interakcji MHP z biatkiem
u-amylazy, przemawiajg takze wczes$niejsze spostrzezenia o zdolnosci
MHP do tworzenia komplekséw z biatkami roslinnymi i zwierzecymi (73).
MHP swoiscie hamuje a-amylazy r6znego pochodzenia (Tabela 8), nie ha-
muje za$ dziatania (3-amylazy. StopieA zahamowania zalezy od pH oraz
od czasu preinkubacji enzymu z inhibitorem. Optimum pH MHP wynosi
3,5-4,0. Znaczny wptyw pH na interakcje MHP-a~amylaza pozwala wnios-
kowaé, ze stan jonowy MHP decyduje o tworzeniu nieaktywnego kom-
pleksu E-I lub E-1-S. Mechanizm oddziatywania MHP z a-amylazg nie jest
nadal wystarczajgco poznany, ale stabe hamowanie przy pH alkalicznym
wskazuje na istotng role dodatniego tadunku grupy imidazolowej w wigza-
niu inhibitora przez enzym (74). Wykazano ponadto, podobnie jak w przy-
padku inhibitoréw z pszenicy (36-39), fasoli (43-44), czy inhibitoréw pocho-
dzgcych z drobnoustrojow (11-12), ze dla ujawnienia sie petnej zdolnosci
hamowania MHP niezbedna jest preinkubacja enzymu z inhibitorem. Nie
stwierdzono wptywu preinkubacji MHP ze skrobig na stopieA hamujacego
dziatania tego zwigzku na a-amylaze. Nie ma zatem interakcji MHP-skro-
bia. Hamowanie jest typu niewspdtzawodniczego. Wartosé statej Ki a-a-
mylazy z pszenicy wyznaczona metodg Lineweavera-Burka (67a)
przy trzech roznych poziomach MHP byta stata i wynosita 1,0 mM (6).
Wydaje sie, ze MHP jako inhibitor a-amylazy moze speiniaé istotng role
w procesie kietkowania i dojrzewania nasion.

I1l. Fizjologiczne i zywieniowe znaczenie inhibitoréw enzymow
amylolitycznych

Wysoka zawarto$¢ inhibitorébw amylaz w roslinach, a szczeg6lnie
w tych, ktére stanowig pasze i pozywienie — w ziarnie pszenicy okoto
1%) ciezaru ziarna (5, 53), w nasionach fasoli 1,5-5g/kg (33,67) — skionity
do podjecia badan nad wptywem tych zwigzkéw na strawnos$¢ i wykorzy-
stanie pokarméw skrobiowych. Wydawatoby sie, ze inhibitor a-amylazy
z pszenicy powinien mie¢ tylko niewielkie znaczenie fizjologiczne, ponie-
waz w zotagdku ulega tatwo strawieniu przez pepsyne (E.C. 3.4.4.1) (21,
39). Jednakze okazato sie, ze wprowadzenie zawierajgcego inhibitor wy-
ciggu z magki pszennej do diety larw macznika miynarka oraz trojszyka
gryzacego, powodowato zahamowanie rozwoju oraz wzrost $miertelnosci
larw tych owadéw (75, 76). W dalszych badaniach wykazano, ze dodatek
inhibitora do diety szczuréw powodowa} zahamowanie ich wzrostu o 15-
20%> oraz wzrost zawartosci niestrawionej skrobi w odchodach proporcjo-
nalny do ilosci dodanego inhibitora (25). Inhibitor z pszenicy nie miat zad-
nego wplywu na wzrost zwierzat, jezeli w diecie skrobie zastgpiono sa-
charozg lub jesdli do diety dodano P-amylazy, ktérej nie hamuje inhibitor
z pszenicy. Przypuszcza sie, ze inhibitory amylaz mogg powodowaé zmia-
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ny chorobowe przewodu pokarmowego, szczegdlnie w przypadku, gdy
organizm ma obnizong zdolno$¢ wydzielania a-amylazy trzustkowej (16,
57, 77-79). Poglady zakladajace, iz inhibitory amylaz mogg stanowi¢ czyn-
nik chorobotwdrczy budza jeszcze zastrzezenia (80). Badania przeprowa-
dzone nad wptywem inhibitoréw z pszenicy na poziom glukozy i insuliny
we krwi zdrowych osobnikéw ludzkich oraz szczurow i psow (24), wy-
kazaly, ze dodanie inhibitorow amylaz do pozywienia obniza hipergli-
kemie i hiperinsulinemie. Podobny efekt zaobserwowano u pacjentow
diabetykoéw i otytych (24).

IV. Zastosowanie

Sugeruje sie, ze inhibitory amylaz moga mie¢ zastosowanie w terapii,
zwhaszcza w leczeniu otytosSci (24), przez wyeliminowanie skrobi z diety
poprzez spowodowanie jej niestrawnos$ci, oraz w leczeniu cukrzycy (25)
przez zahamowanie przemiany skrobi i obnizenie poziomu cukru we Krwi.
Schmidt i wsp. (81) opatentowali spos6b przygotowania inhibitora
a-amylazy z pszenicy i proponujg jego uzycie jako czynnika antyhiper-
glikemicznego.

Ponadto inhibitor S-Al ze Streptomyces zastosowano do wydajnego
izolowania szczepu Bacillus polymyza o znacznej zdolnosci do syntezy
egzogennej ~-amylazy (82). W metodzie tej wykorzystano zdolno$¢ S-Al
do hamowania a-amylazy i glukoamylazy i w ten sposéb wyodrebniano
kolonie o najwiekszej zdolnosci do syntezy (3-amylazy. Niektére inhibi-
tory mozna zastosowa¢ w chromatografii powinowactwa do oczyszczania
enzymdéw amylolitycznych (83).
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Wstep

Biatka naog6t syntetyzowane sg w cytoplazmie. Po syntezie, biatka
przechodzg do wiasciwych kompartamentéw komdrkowych, warunkujac
ich okresSlona funkcje. Tak np. enzymy glikolityczne pozostajg w cyto-
plazmie, podczas gdy enzymy cyklu Krebsa lokujg sie w matrix mito-
chondrialnej, histony wedrujg do jadra komdérkowego, gdzie tworzg kom-
pleks z DNA, enzymy hydrolityczne przechodzg do lizosoméw.

Periplazma bakterii wykazuje odmienny skiad biatkowy od matrix
endoplazmatycznej. Specyficzng frakcje biatek syntetyzowanych w cyto-
plazmie stanowig biatka sekrecyjne, ktore sg z komorki wydalane i we-
drujg do narzadéw docelowych. Od dawna obserwowano w mikroskopie,
ze komorki produkujgce znaczne ilosci biatek sekrecyjnych zawierajg
dobrze rozwiniete szorstkie retikulum endoplazmatyczne, podczas gdy
komdrki produkujgce mate ilosci biatek, zawierajg gtdwnie retikulum
gtadkie. Badajac synteze biatek sekrecyjnych z zastosowaniem radioak-
tywnych aminokwaséw stwierdzono, ze pojawiajg one si¢ najpierw w cy-
sternach retikulum, potem w strukturach Golgiego, skad, jak sugerowano,
w postaci pecherzykéw sekrecyjnych sg wydalane na zewngtrz komérki
(1). Dopiero izolacja czystych mRNA rdznych biatek i zastosowanie uktadu
translacji in vitro daly po czesci odpowiedz na pytanie, w jaki sposob
komorka ,,odréznia” biatka wewnatrzkomdérkowe od biatek sekrecyjnych,
a wsrod wewnatrzkomoérkowych, biatka cytoplazmatyczne i biatka or-
ganelli.

I. Geneza teorii sygnatéw *

W roku 1970 zaobserwowano po raz pierwszy, ze tancuch lekki immu-
noglobuliny zsyntetyzowanej in vitro na matrycy immunoglobulinowego
MmRNA jest diuzszy od czasteczki syntetyzowanej in vivo (2). Podobne
zjawisko zaobserwowano w przypadku innych biatek sekrecyjnych —
hormonéw, i biatek enzymatycznych (1, 3). Analiza aminokwaséw produk-
tow translacji wykazata, ze biatka sekrecyjne syntetyzowane w uktadzie
translacji in vitro wystepujg jako czasteczki prekursorowe, tzw. pre-pro-
proteiny, ktére sg diuzsze od syntetyzowanych in vivo o N-terminalny
peptyd, obejmujacy od kilkunastu do kilkudziesieciu aminokwasow o cha-
rakterze hydrofobowym (3). Sekwencje te okreslono jako sekwencje sy-

*) por. artykut Grankowskiego: Post. Biochem.
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Ryc. 1. Schemat pre-pro-proteiny z lokalizacjg sekwencji sygnatowej oraz pro-se-
kwencji

gnatowa, pre-segment, pre-sekwencje lub pre-peptyd, w odréznieniu od
pro-peptydu, ktéry wystepuje w wielu biologicznie nieaktywnych biat-
kach blokujac centra aktywne (ryc. 1).

Wykrycie pre-sekwencji w biatkach doprowadzito do sformutowania
przez Blobela teorii sygnatow (3, 4) (ryc. 2). Teoria ta zaklada, ze
biatka sekrecyjne syntetyzowane sa w postaci czasteczek prekursorowych
(preprotein lub pre-pro-protein), posiadajagcych N-terminalng, krotkg sy-
gnatowg sekwencje aminokwasow hydrofobowych. Podczas translacji,
zsyntetyzowany pre-segment stanowi sygnat odpowiedzialny za interakcje
z apolarnym rdzeniem btony i translokacje pozostatej czesSci czasteczki
biatka poprzez btone retikulum. Wedtug koncepcji Blobela, interakcja
peptydu sygnatowego z btong retikulum powoduje asocjacje wiekszej
podjednostki rybosoméw z biatkami receptorowymi btony retikularnej,
co prowadzi do powstania w btonie ,tunelu” stanowigcego przediuzenie
.kanatu” wiekszej podjednostki rybosomalnej (ryc. 2). Scista asocjacja
kanatu rybosomu z tunelem biony umozliwia translokacje pozostatej cze-
Sci czasteczki syntetyzowanego biatka przez bione do cysterny retikulum.
Wedtug pierwotnej koncepcji, peptyd sygnatowy na pewnym etapie trans-
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Ryc. 2. Schemat translacji mRNA biatek sekrecyjnych na rybosomach zwigzanych
z btonami retikularnymi oraz translokacji syntetyzowanego biatka przez ,tunel”
w blonie, powstaty przez przedtuzenie ,kanatu” podjednostki wiekszej rybosomu.
Wedtug Blobela w rybosomie istnieje hipotetyczny kanat, przez ktédry nowo zsynte-
tyzowany N-terminainy fragment biatka opuszcza rybosom (teoria sygnatéw sfor-
mutowana przez Blobela (3)).

&%



200 E. M. RAKOWICZ-SZULCZYNSKA [4]

lokacji jest usuwany przez wystepujgcg wewngtrz blony hipotetyczng
»Sygnalaze”.

Po zakonczeniu translacji, odczepiajgcy czynnik biatkowy (angl. de-
tachment factor) powoduje odigczenie monosoméw od retikulum (5).
Czynnik ten wyizolowany, z organizmoéw roznych gatunkéw i réznych
tkanek, wptywa na odtgczenie rybosoméw zardwno w ukiadzie homo-
logicznym jak i heterologicznym, co $wiadczy o jego niespecyficznosci (5).

Teorie sygnatéow potwierdzity dane eksperymentalne uzyskane w pra-
cowni Blobela (6). Wykazano, ze mRNA wyizolowany z trzustki psa
w ukiladzie translacji in vitro, w nieobecnosci bton, warunkuje synteze
prekursorowych form sekrecyjnych biatek trzustki, ktdre sg dtuzsze o pep-
tyd o ciezarze czasteczkowym 1000-2000 od izolowanych z organizmu.
Stwierdzono znaczne podobienstwo sekwencji 16 hydrofobowych amino-
kwasow sygnatowego peptydu pretrypsynogenu z innymi biatkami sekre-
cyjnymi trzustki psa. Jezeli translacje wymienionych biatek prowadzono
w obecnosci bton, uzyskiwano biatka krotsze o odcietag sekwencje sygna-
towa.

1. Sekwencje sygnatowe N-terminalne

11-1. Biatka sekrecyjne eukariontéw

Sformutowanie przez Blobela (4) teorii sygnatdw dato poczatek
intensywnym badaniom nad prekursorowymi formami rdznych biatek
sekrecyjnych. W szczeg6lnosci zwrdcono uwage na biatka wydzielane
przez uktad endokrynologiczny (3).

WSs$rdd hormonéw przysadki mézgowej wykazano prekursorowg forme
prolaktyny (ciezar czasteczkowy 22 000) oraz prehormonu wzrostu (ciezar
czgsteczkowy 20 000). Preprolaktyna ma ciezar czgsteczkowy 24 000—
28 000 i jej sekwencja sygnatowa odpowiada 30 aminokwasom. Preprohor-
mon wzrostu wykazuje ciezar czasteczkowy okoto 24 000 i jego sekwencja
sygnatowa obejmuje 26-27 aminokwasow (7-11). Formy prekursorowe
tych biatek obserwowano wytgcznie podczas translacji in vitro prowadzo-

1 Y 3
- . jpreproproteins
| - ===o)

proproteina

Ryc. 3. Ogélny schemat elektroforetycznej analizy produktéw translacji mRNA
biatek sekrecyjnych: 1) w nieobecnos$ci bton, 2) btony dodane po translacji. 3) btony
dodane podczas translacji
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nej w nieobecnosci bton mikrosomalnych. Dodanie bton rnikrosomalnych
po translacji nie powodowato odcinania presekwencji, podczas gdy doda-
nie bton przed translacjg powodowato powstanie réwniez form prekur-
sorowych jak i form natywnych (10) (Ryc. 3).

Wraz ze wzrostem stezenia bton w ukladzie translacji obserwowano
powstawanie proporcjonalnie wiekszych ilosci form natywnych tych biatek
(12). Po dodaniu do uktadu translacji enzyméw proteolitycznych naste-
powato trawienie wytgcznie form prekursorowych przy braku trawienia
form natywnych (10). Eksperyment ten dowodzi, ze zgodnie z teorig
sygnatow, odcinanie segmentéw sygnatowych zachodzi tylko podczas
translacji, a natywne biatka pojawiajg sie dopiero w cysternach retikulum
(juz niewrazliwe na dziatanie proteaz).

Podobnie zidentyfikowano prelaktogen tozyskowy o ciezarze czgstecz-
kowym o okoto 2000 wiekszym od witasciwego hormonu (13-15).

Izolacja mRNA insuliny (16) i przeprowadzenie jej syntezy in vitro
(17) pozwolity na wykrycie prekursorowej formy insuliny — preproinsu-
liny, posiadajacej na N-konicu hydrofobowy prepeptyd o ciezarze czastecz-
kowym 2000-3000, obejmujgcy 23 aminokwasy. Prepeptyd insuliny jest
bagaty w leucyne, ktorej lokalizacja w czagsteczkach preproinsuliny wotu
i szczura jest podobna. Pézniejsze badania wykazaty réwniez u ryb ist-
nienie prekursorowej formy insuliny, ktdrej presekwencja wykazuje
znaczne podobienstwo do sekwencji sygnatowej insuliny ssakow (18).

Formy prekursorowe, zawierajagce fragmenty sygnatowe, zidentyfiko-
wano rowniez w przypadku tyreoglobuliny (hormon tarczycy) oraz para-
thormonu (hormon przytarczyc). W przypadku parathormonu okreslono
ilos¢ aminokwasoéw sygnatowych (25 aminokwaséw) (19, 20).

Oprocz biatek sekrecyjnych uktadu endokrynologicznego, wielu bada-
czy wykryto réwniez prekursorowe formy biatek uktadu egzokrynolo-
gicznego. Wsrdd tych biatek, jako jedne z pierwszych, scharakteryzowano
biatka mleka. | tak wykazano, ze a-laktoglobulina jest syntetyzowana w
formie prekursorowej, zawierajgcej 7-19 aminokwaséw sygnatowych (21).
Ponadto wykazano, ze glikozylacja a-laktoglobuliny in vitro zachodzi tyl-
ko w przypadku obecnosci bton podczas translacji. W nieobecnosci bton,
lub w przypadku dodania ich do uktadu dopiero po translacji — gliko-
zylacja nie nastepuje (22). Obecno$¢ sekwencji sygnatowej stwierdzono
rowniez w przypadku P-laktoglobuliny (23).

Wedtug Campbella i Blobela (3) za obecnoscig fragmentu
sygnatowego w syntetyzowanej czasteczce biatka przemawia obecno$¢ ko-
dujagcego je mRNA na polisomach zwigzanych z btonami retikularnymi,
podczas gdy biatka nie majace fragmentu sygnatowego sg syntetyzowane
na wolnych polisomach, jak to wykazano w przypadku globinowego
MmRNA, nie posiadajacego kodonéw sygnatowych (24). Harrison i wsp.
(26) zidentyfikowali mMRNA kazeiny zaréwno we frakcji wolnych poliso-
mow, jak i zwigzanych z retikulum, co zdaniem autoréw moze sugerowac,
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ze inicjacja translacji biatek sekrecyjnych zachodzi na wolnych poliso-
mach, a zwigzanie z retikulum nastepuje pOZniej, juz po zsyntetyzowaniu
fragmentu sygnatowego.

Interesujgce badania przeprowadzono we przypadku biatek jaja kre-
gowcdw — lipovitelliny i fosfityny. Obydwa biatka sg syntetyzowane w
watrobie, na polisomach zwigzanych z retikulum, w postaci jednej duzej
czasteczki prekursorowej, obejmujacej 1500 aminokwaséw, a ktdra za-
wiera krotki N-terminalny fragment sygnatowy (3).

Szczego6towe badania form prekursorowych lekkich tafcuchéw immu-
noglobulin (x i A wykazaty obecno$¢ sekwencji sygnatowych potozonych
przed obszarem zmiennym tych biatek (26-31). Fragmenty sygnatowe
tancuchow lekkich réznych przeciwciat réznig sie strukturg I-rzedowg (26-
27). Ponadto, na izolowanym mRNA tancuchdw lekkich, sa syntetyzowane
2-3 r6zne formy prekursorowe pojedynczych tahcuchéw, ktére sie rdznig
dtugoscig sekwencji sygnatowych (27-28). Burstein i wsp. (27) wyka-
zali, ze po odcieciu fragmentu sygnatowego, N-terminalna glutamina lub
kwas glutaminowy tancucha A syntetyzowanego przez komorki mysiego
szpiczaka, ulegajg cyklizacji do kwasu piroglutaminow”ego, podczas gdy
N-koniec w natywnym tancuchu jest wolny. Fragment sygnatowy w tan-
cuchu x wykazuje duza zmiennos$é, podobna do zmiennos$ci obszaru zmien-
nego dojrzatego tancucha (29-31).

Na podstawie analizy hydrofobowych sekwencji sygnatowych tancu-
chow Aprzypuszcza sie, ze prekursorowe formy immunoglobulin wydzie-
lanych jak i receptoréw bton komoérkowych limfocytdw, rozpoznajgcych
antygen, sg identyczne. W komorkach plazmatycznych produkujgcych
bardzo duze ilosci immunoglobulin, fragment sygnatowy jest prawdopo-
dobnie odcinany podczas interakcji z btong retikulum. W limfocytach,
produkujgcych mate ilosci immunoglobulin powierzchniowych, fragment
sygnatowy nie jest odcinany i witasnie jego oddziatywanie z limfocytarna
btong powierzchniowg umozliwia lokalizacje receptoréw (32).

mRNA interferonu, syntetyzowanego w ludzkich fibroblastach inku-
bowanych z dwuniciowym RNA, wyizolowano z frakcji polisoméw zwig-
zanych z btonami retikularnymi (33). Mozna przypuszcza¢, ze interferon
ma typowg N-terminalng sekwencje sygnatows.

11-2. Biatka organelli komoérkowych eukariontéow

Teoria sygnatow Blobela zapoczgtkowata badania nad mechanizmami
segregacji biatek wewnatrzkomérkowych. Stwierdzono, ze zsyntetyzowa-
ne in vitro biatka réznych kompartamentéw komorkowych, wstrzykniete
do oocytu zaby, zajmujg wiasciwe dla siebie miejsce w komérce (1). Tak
np. biatka jadrowe wedrujg do jadra, a cytoplazmatyczne pozostajg w cy-
toplazmie. Szczeg6lnie interesujgce badania przeprowadzono nad cyto-
plazmatyczng karboksylazg rybulozofosforanow®, katalizujgcg pierwszy
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etap fotosyntezy. Enzym ten jest zbudowany z dwéch podjednostek —
wiekszej (ciezar czasteczkowy 55 000) syntetyzowanej w chloroplastach
i mniejszej (ciezar czasteczkowy 14 000) syntetyzowanej w cytoplazmie
i migrujacej do chloroplastow. Po izolacji mRNA obydwu podjednostek
i przeprowadzeniu translacji in vitro wykazano, ze podjednostka wieksza
syntetyzowana in vitro ma taki sam ciezar czasteczkowy jak natywna
wystepujgca w chloroplastach, podczas gdy podjednostka mniejsza tworzy
in vitro forme prekursorowg o ciezarze czgsteczkowym 20 000, a inkubo-
wana z chloroplastami ulega konwersji do czasteczki o ciezarze czastecz-
kowych 14 00 (34, 35). Cze$¢ odcinana podczas translokacji do chloropla-
stbw ma prawdopodobnie charakter fragmentu sygnatowego odcinanego
po-translacyjnie (35).

Potranslacyjne odcinanie sekwencji sygnatowej zaobserwowano row-
niez w przypadku syntetyzowanych w cytoplazmie podjednostek ATPazy,
zlokalizowanych w btonie wewnetrznej mitochondriéw, od strony matrix
(36), oraz dehydrogenazy glutaminowej (enzym matrix mitochondrial-
nej). (2).

Wszystkie biatka organelli, ktérych sekwencja sygnatowa odcinana jest
potranslacyjnie, sg syntetyzowane na wolnych rybosomach i ich formy
prekursorowe znaleziono réwniez w cytoplazmie (34, 35, 36).

Przyktadem potranslacyjnej translokacji, przy braku odcinania sek-
wencji sygnatowej, sa dwa enzymy peroksysoméw — urykaza i katalaza,
syntetyzowane na wolnych rybosomach, ktérych ciezar czasteczkowy po
translokacji do peroksysomow nie ulega zmianie (37).

Interesujgce badania przeprowadzono w przypadku biatek wewnatrz-
mitochondrialnych, syntetyzowanych przez izolowane mitochondria.
Stwierdzono, ze produkowane przez mitochondria Neurospora crassa biat-
ko o ciezarze czasteczkowym 11 000, podczas whudowywania do bton, prze-
chodzi w biatka o ciezarze czasteczkowym 20 000 i 40 000 (38). Podobnie,
w mitochondriach watroby szczura zaobserwowano synteze dwdch nisko-
czasteczkowych biatek (ciezary czasteczkowe 14 000 — 10 000), ktdére po
whbudowaniu do bton tworzyly kompleksy o ciezarze czasteczkowym
40 000 (39).

Nie rozstrzygniete pozostaje pytanie, czy produkowane przez mito-
chondria biatka powstajg przez agregacje, czy na drodze reakcji chemicz-
nej (38). Silnie hydrofobowy charakter pierwotnych produktow translacji
w mitochondriach sugeruje ich potencjalng mozliwo$s¢ wbudowania sie w
btony (40), na zasadzie mechanizmu proponowanego przez teorie sygnatow.

11-3. Biatka prokariontéw

Pordwnanie biatek cytoplazmatycznych, .periplazmatycznych oraz bto-
ny zewnetrznej bakterii Escherichia coli, dostarczyto nowych argumen-
tow potwierdzajgcych funkcje sekwencji sygnatowych. Wykazano, ze za-
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rowno zlokalizowana w periplazmie fosfataza zasadowa (41), biatko wig-
zace maltoze (42), jak i wystepujacy w blonie zewnetrznej receptor faga
h (43), sa syntetyzowane wraz z sekwencjg sygnatowg, odcinang podczas
translacji (kontraslacyjnie), w trakcie przechodzenia przez bione we-
wnetrzng. Mutacje sekwencji sygnatowych, prowadzace do podstawienia
aminokwasow hydrofilowych w miejsce hydrofobowych, powodowaty za-
trzymanie tych biatek w cytoplazmie, co wskazuje, ze tylko prawidtowa,
hydrofobowa sekwencja sygnatowa warunkuje okre$long translokacje
syntetyzowanych biatek (42, 43). Stosujagc fuzje gendw, uzyskiwano ko-
morki syntetyzujace biatko hybrydowe: galaktozydaze (enzym cytoplaz-
matyczny) z fragmentem N-terminalnym (wiekszym od sekwencji sygna-
towej) biatka wigzagcego maltoze lub receptora faga Tak zmodyfiko-
wany enzym ulegat wbudowaniu do bitony zewnetrznej lub znajdowat
sie w periplazmie (44). W badaniach po6zniejszych uzyskano komorki pro-
dukujace galaktozydaze z samym fragmentem receptora faga X Poniewaz
biatko to pozostawato w cytoplazmie, wnioskowano, ze sama sekwencja
sygnatowa nie wystarcza, aby translokacja syntetyzowanego biatka przez
btone mogta nastapi¢ (45).

Omoéwione powyzej komdrki biatka bakteryjne ulegajg kotranslacyj-
nej translokacji przez btone wewnetrzng. W przypadku biatek wydziela-
nych przez bakterie na zewnatrz komoérki uwaza sie, ze ich sekwencje
sygnatowe oddziatywuja z zewnetrznag czeScig btony, poniewaz sekrecja
zachodzi kotranslacyjnie (43).

11-4. Biatka wiruséw

Uniwersalno$¢ teorii sygnatdw zostata potwierdzona przez badania
syntezy glikoprotein wirusowych. Stwierdzono, ze w przypadku dwdch
glikoprotein wirusa VS (pecherzykowego zapalenia jamy ustnej) trans-
lacji ulega mMRNA na rybosomach zwigzanych z btonami (46). Jak wy-
kazario p6zniej (47), glikoproteina wirusa VS posiada na N-koncu 16
aminokwaséw hydrofobowych. Sekwencje te, podczas wbudowywania do
bton mikrosomalnych sa proteolitycznie odcinane. Biatka wirusowe ule-
gaja nastepnie glikozylacji (48, 49). Syntetyzowana glikoproteina wirusa
powoduje hamowanie kompetycyjne translokacji preprolaktyny (47), co
Swiadczy o identycznym mechanizmie przechodzenia przez btone obydwu
biatek oraz wskazuje na podobny mechanizm biogenezy biatek se-
krecyjnych i btonowych (47).- Podobnie wykazano, ze sekwencje sygna-
towe dwoch glikoproteidow wirusa Sindbis sg katalitycznie odcinane
przed wbudowaniem do kapsydu wirusa (cyt. za 50).
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I1l. Sekwencje sygnatowe C-terminalne

Analiza sekwencji mRNA biatek sekrecyjnych oraz analiza sekwencji
aminokwasowych produktéw translacji tych messengerow doprowadzita
do odkrycia innego rodzaju zmian niektérych biatek sekrecyjnych, zwiga-
zanych z odcinaniem sekwencji C-terminalnych. Jako przykiad moze stu-
zy¢ melityna (ang. melittine) pszczot. Melityna jest gtdwnym skiadnikiem
iadu pszczelego i powoduje rozpad obcych komérek poprzez dezintegra-
cje btony komdrkowej (51). Wykazano, ze witasciwosci detergentowe meli-
tyny sg uwarunkowane obecno$cig 20 aminokwaséw hydrofobowych, wy-
stepujacych na koficu aminowym, za ktérymi wystepuje 6 aminokwasow
hydrofilowych (52). Melityna tworzy tetramer rozpuszczalny w wodzie.
Pod wptywem detergentéw, butanolu lub podczas insercji do bton komor-
kowych, ulega ona dysocjacji do monomeréw, czemu towarzyszy ekspo-
zycja reszt hydrofobowych (52). Melityna w gruczole jadowym produko-
wana jest w postaci promelityny, w ktorej wasciwosci detergentowe me-
lityny nie ujawniajg sie, wskutek obecnosci polarnego propeptydu, liczg-
cego 8 aminokwaséw. Na kohAcu karboksylowym w melitynie i promelity-
nie wystepuje dwuamid kwasu glutaminowego (53). Produkt translacji
mRNA melityny in vitro ma jednak wiekszy ciezar czasteczkowy od pro-
melityny (54). Pierwotny produkt translacji okres$lony jako prepromeli-
tyna ma na koncu aminowym typowg dla biatek sekrecyjnych hydro-
fobowg sekwencje sygnatowg, a na koncu karboksylowym, zamiast typo-
wego dla promelityny i melityny ugrupowania-GInCONH2 sekwencje
GIn-GlyCOOH (55, 56). Uwaza sie, ze przeksztatcenie prepromelityny w
aktywna melityne wymaga przynajmniej trzech etapéw (56, 57): 1) odcie-
cia N-terminalnej sekwencji sygnatowej, 2) substytucji terminalnej gli-
cyny przez amid, 3) odcieta prosekwencji. Po wstrzyknieciu mRNA
melityny do oocytu zaby Xenopus laevis obserwowano powstawanie w
oocycie promelityny typowej dla pszczot, ale z terminalng glicyng zamiast
amidu (57). Eksperyment ten wskazuje, ze odcinanie sekwencji sygnato-
wej stanowi trwatg ewolucyjnie, niespecyficzng reakcje, wspdlng dla
wszystkich biatek sygnatowych, podczas gdy odcinanie prosekwencji (me-
lityny) i substytucja glicyny przez amid sg reakcjami charakterystyczny-
mi wytgcznie dla pszczot. Odcinanie prosekwencji w roznych biatkach
jest od dawna znane. Natomiast biologiczne znaczenie zastgpienia glicyny
przez amid nie zostato dotychczas wyjasnione.

Odkrycie modyfikacji konica karboksylowego w prekursorowej cza-
steczce melityny pozwalato przypuszczaé¢, ze podobna modyfikacja moze
wystepowac réwniez w innych peptydach posiadajgcych terminalny amid.
Wiadomo, ze terminalny amid zawieraja peptydy, jak: kalcytonina, ga-
stryna, oksytocyna, sekretyna oraz czynnik wywotujgcy degranulacje
komorek tucznych. Szlaki metaboliczne, wiodace do powstania terminal-
nego amidu w tych peptydach byly dotychczas zupeinie nieznane. Dodat-
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kowa, sekwencja C-terminalna zostata wykryta takze w prekursorowei
czasteczce gastryny (58). Gastryna jest syntetyzowana w postaci pro-
gastryny, zbudowanej z 34 reszt aminokwasowych, z czego 7 od N-konca
przypada na pro-sekwencje. W celu izolacji mRNA gastryny wystepuja-
cego w tkankach w minimalnej iloSci, zsyntetyzowano dezoksyoligonu-
kleotyd, komplementarny do krotkiego fragmentu RNA, kodujacego
6 aminokwaséw unikalnej sekwencji progastryny. Uzyskany dezoksyoligo-
nukleotyd hybrydyzowat z mRNA o diugosci 620 nukleotyddéw. Sugeruje
to, ze prekursorowa czasteczka gastryny powinna by¢ zbudowana z okoto
210-240 reszt aminokwasowych, z czego tylko 102 przypadajg na pro-
gastryne (58). Dalsze badania wskazuja, ze okoto 200 nukleotydow koduje
50 aminokwasow od konca N, a pozostate nukleotydy (250-300) kodujg
aminokwasy od konca C (58). Podobnie, jak w melitynie (57), przemiana
czasteczki preprogastryny polega prawdopodobnie na odcinaniu zaréwno
N-terminalnej sekwencji sygnatowej, jak i C-terminalnej, przy rowno-
czesnym utworzeniu terminalnego amidu.

W uktadzie in vitro rowniez kalcytonina powstaje w postaci prekurso-
rowej (59). W obecnosci bton retikularnych forma prekursorowa o cieza-
rze czasteczkowym 15 000 przechodzi w czasteczke mniejszg, o ciezarze
czasteczkowym 12 000. Na jakiej drodze z prekursora o cigezarze czastecz-
kowym 12 000 powstaje kalcytonina o ciezarze 3 000 dotad nie wiadomo.
Biorgc jednak pod uwage obecno$¢ terminalnego amidu mozna przypusz-
cza¢, ze konwersja czgsteczki prekursorowej kalcytoniny, analogicznie
jak melityny i gastryny zachodzi réwniez od konca C.

IV. Sekwencje sygnatowe wewnatrz czgsteczki

IV-1. Sekwencje sygnatowe w $rodku czasteczki

Owoalbumina przechodzi do $wiatta cystern retikulum co wskazuje
na obecno$¢ w czasteczce fragmentu sygnatowego (60), poniewaz biatka
nie posiadajgce takiego fragmentu nie ulegaja translokacji (50). W celu
wykazania obecnosci fragmentu sygnatowego owoalbuminy badano hamo-
wanie kompetycyjne translokacji preprolaktyny i toworzenie prolaktyny
w obecnosci owoalbuminy natywnej, zdenaturowanej i trawionej tryp-
syng (61). Owoalbumina natywna nie miata wptywu na translokacje, zde-
naturowana powodowata czeSciowe hamowanie translokacji preprolaktyny,
a trawiona trypsyng powodowala prawie 100-procentowe hamowanie
translokacji. Podawana natomiast w eksperymencie kontrolnym natywna,
zdenaturowana i trawiona trypsyng albumina nie hamowata translakcji
preprolaktyny. Wynik ten sugeruje, ze zawiera w czasteczce sekwencje
sygnatowg, maskowang konformacyjnie, ktdra staje sie dostepna i moze
wchodzi¢ w interakcje z btong dopiero po denaturacji, a w szczegdlnosci
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po trawieniu. Efekt ten jest specyficzny dla owoalbuminy, poniewaz inne
biatka sekrecyjne, jak albumina wotu, nie wptywajg na hamowanie trans-
lokacji. Sekwencja sygnatowa zostata wyizolowna i scharakteryzowana
(61). Wykazano, ze jest to peptyd o ciezarze czasteczkowym 8 000, ztozo-
ny z 47 reszt aminokwasowych, rozpoczynajacy sie od izoleucyny w po-
zycji 229, a konczacy na argininie w pozycji 276. Struktura I-rzedowa
tego peptydu jest bardzo podobna do struktury N-terminalnych sekwen-
cji sygnatowych dwoéch innych biatek sekrecyjnych jajowodu, tj. owomu-
koidu i lizozymu. Wyizolowany fragment sygnatowy owoalbuminy wy-
kazuje zdolno$¢ kompetycyjnego hamowania translokacji preprolaktyny.
Poniewaz preprolaktyna ulega trawieniu przez enzymy proteolityczne
mozna wnioskowac, ze hamowanie translokacji zachodzi na etapie wej-
$cia w bione.

1V-2. Sekwencje sygnatowe blisko konca C

Niektére toksyny roslinne jak rycyna, abryna i modekcyna oraz tok-
syna btonicza sg zbudowane z podjednostek A i B. Podjednostka B po
whniknieciu do komérki docelowej taczy sie z podjednostkg 60 S rybosomu
i hamuje translacje poprzez unieczynnienie czynnika elongacyjnego EF-2.
Podjednostka A tych toksyn jest natomiast odpowiedzialne za zwigzanie
sie toksyny z galaktozowym receptorem biony komoérkowej (62). W przy-
padku toksyny btoniczej wykazano, ze przejscie przez btone uwarunko-
wane jest obecnoscig hydrofobowej sekwencji, potozonej blisko konca C
podjednostki B (63). Ta hydrofobowa sekwencja po zwigzaniu czasteczki
z receptorem komérkowym oddziatywuje prawdopodobnie z fosfolipidami
btony, wymuszajgc konformacje umozliwiajgcg translokacje do wnetrza
komoérki. Sugeruje sie, ze fragment C-terminalny czasteczki ulega jedno-
czednie odcieciu. Zmutowana czasteczka toksyny btoniczej, w ktérej ami-
nokwasy hydrofobowe zastgpione sg hydrofitowymi, wykazuje 100-krotne
zmniejszenie toksycznos$ci prawdopodobnie wskutek niemoznosci wniknie-
cia do komorki. Podobny mechanizm sugeruje sie w przypadku innych
toksyn, zbudowanych z dwo6ch réznych podjednostek.

V. Mechanizm translokacji biatek i odcinania pre-sekwencji
V-1. Translokacja przez blony

Wyro6znia sie dwa typy translokacji: 1 Translokacje kotranslacyjng
opisang gtownie w przypadku biatek sekrecyjnych (1-32) bakteryjnych
(41-45) oraz wirusowych (46-50). 2. Translokacje potranslacyjng, opisang
w przypadku syntetyzowanych w cytoplazmie biatek matrix mitochon-
drialnej (1, 36), biatek peroksysomow (37) i biatka stromy chloroplastow
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(34, 35). Translokacja kotranslacyjna zachodzi tylko przez btony pojedyn-
cze, a potranslacyjna zarowno przez pojedyncze, jak i podwoéjne (tabela 1)
(ryc. 4). W obydwu typach translokacji Blobel (64) zaktada, ze dwu-
wartosciowe ligandy rozpoznajg i przytaczajg sie do miejsc akceptorowych
btony. W modelu kotranslacyjnym (ryc. 4a), za dwuwarto$ciowy ligand
uznano sekwencje sygnatowg, wigzacg sie z receptorem sygnatowym bto-
ny oraz miejsce na podjednostce wiekszej rybosomu, wigzace sie z rybo-
somalnym receptorem btony. W modelu potranslacyjnym (ryc. 4b, c), za
dwuwartosciowy ligand uznano dwa odrebne regiony sekwencji sygnato-
wej, wiazace sie z dwoma blonowymi receptorami sygnatowymi. Zwig-
zanie sekwencji sygnatowej z tymi receptorami moze powodowal sprze-
zong translokacje przez btone wewnetrzng, co ma miejsce przy przecho-
dzeniu biatka przez btone podwojng (ryc. 4c). Rozpatruje sie takze mozli-
wosC¢ istnienia dwdch odrebnych sygnatow, z ktérych pierwszy moze by¢
kierowany do receptora btony wewnetrznej.

Tabela 1
Podziat bton pod wzgledem typu translokacji — wedtug B lo be la (64).

Typ translokacji Btona

Plazmatyczna btona prokariontow
Wewnetrzna btona mitochondrialna
Btona tylakoidéw mitochondriéw
Szorstkie retikulum endoplazmatyczne
Zewnetrzna btona mitochondrialna
Zewnetrzna btona chloroplastéw
Btona peroksysomoéw

Powtoka mitochondriéow

Powtoka chloroplastow

Kotranslacyjny

Potranslacyjny
przez btone pojedyncza

Potranslacyjny przez btone podwdjnag

© 0N oUW

Miejsca akceptorowe blony, wraz z sprzezong peptydazg sygnatowa
tworzg tzw. ,translokator”. Wedtug B lobe la (64) istniejg trzy rodzaje
»translokatorow”, warunkujace translokacje kotranslacyjng, potranslacyj-
na przez btone pojedyncza i potranslacyjng przez bitone podwdjna. Wy-
réznia sie 3 rodzaje bton, z ktérych kazda wykazuje tylko jeden rodzaj
»translokatora” (Tabela 1).

Istnienie trzech rodzajow ,translokatoréw” pozwala przypuszczaé, ze
istniejg trzy typy sekwencji sygnatowych, wykazujacych powinowactwo
tylko do jednego z trzech ,translokatoréw”. Dotychczas poznano struk-
ture pierwszorzedowg tylko sekwencji sygnatowych kierowanych do szor-
stkiego retikulum endoplazmatycznego (1-32, 46-50), kilku sygnatow kie-
rowanych do biony plazmatycznej prokariontéw (42, 43) oraz jednego
sygnatu biatka mitochondrialnego (36). Struktura pozostatych sygnatow
jest nieznana (CO.
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Ryc. 4. Model trzech typéw translokacji: kotranslacyjnej (a), potranslacyjnej przez
btone pojedyncza (b) i potranslacyjnej przez btone podwdjng (c) wedtug B lobe la
(64). Si — sekwencja sygnatowa (signal sequences): RR — receptor dla rybosomu (ribo-
some receptor): SiR — receptor sygnatowy (signal receptor): SiP — peptydaza sygnato-
wa (signal peptidase) SP 12— receptor sygnatowy 1,2 (signal receptor 1,2): CF 12—
faktor sprzegajacy translokacje przez obie btony (coupling factor 1,2): OM — btona
zewnetrzna (outer membrane): IM — btona wewnetrzna (inner membrane)

V-1J. Translokacja przez btony retikularne

Wykrycie fragmentdw sygnatowych w biatkach sekrecyjnych nasune-
to przypuszczenie, ze unikalne pre-sekwencje oddziatywujg ze specyficz-
nymi receptorami bton retikulum. Szczeg6towa analiza aminokwaséw pre-
sekwencji te mozliwos¢ wykluczyta. Wykazano, ze sekwencje sygnatowe
roznych biatek sekrecyjnych, roznig sie strukturg I-rzedowg, jednak nie
sg to sekwencje unikalne (50). Rdzne biatka sekrecyjne produkowane
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przez jedng tkanke maja czesto podobng sekwencje sygnatowag (61). Do-
minujgca zawarto$¢ reszt hydrofobowych w réznych sekwencjach sygna-
towych powoduje bardzo podobng konformacje przestrzenng, stad uwaza
sie, ze translokacja przez btony retikulum jest zjawiskiem niespecyficz-
nym, uwarunkowanym konformacjg przestrzenng sekwencji sygnatowych,
a nie ich strukturg I-rzedowg (50, 61, 65).

Zwigzanie sekwencji sygnatowej z miejscem receptorowym btony re-
tikulum nastepuje wytagcznie kotranslacyjnie, przy réwnoczesnym zwig-
zaniu rybosomu. Po dodaniu do zsyntetyzowanego in vitro biatka sekre-
cyjnego bton retikulum, rozpoznanie pre-sekwencji i jej odcinanie nie na-
stepuje, natomiast po podaniu bion przed translacjg, nastepuje jej odci-
nanie (65, 66) (zjawisko to oméwiono juz w rozdziale 11-1).

Dalszych argumentéw przemawiajacych za niespecyficznym i wspol-
nym dla réznych sygnatow translokatorem bton retikularnych przemawia
fakt, ze sygnat znajdujacy sie wewnatrz czasteczki moze konkurowac
podczas translokacji z sygnatem potozonym N-terminalnie (np. sygnat
wewnetrzny owoalbuminy z sygnatem N-koncowym preprolaktyny) (61).

Wykrycie w owoalbuminie potozonej wewnagtrz czgsteczki sekwencji
sygnatowej, hamujgcej kompetycyjnie translokacje innych pre-protein
wskazuje, ze przechodzenie biatek przez btony retikulum moze odbyw7é
sie dzieki powstawaniu petli (61). Model petli zaktada, ze 9-10 reszt lipo-
filnych sekwencji sygnatowych wchodzi w interakcje z apolarnym rdze-
niem btony (poprzez wytworzenie wigzan wodorowych) i tworzagc w ten
sposéb petle, umozliwia translokacje reszty czasteczki (67).

Oddziatywanie hydrofobowej sekwencji sygnatowej biatek sekrecyj-
nych z apolarnym rdzeniem btony retikulum jest poréwnywane do od-
dziatywania hydrofobowych regionéw biatek btonowych z fosfolipidami
btony. Wykazano np., ze cytochrom b5, wchodzacy w sktad btony mikro-
scmoOw watroby zawiera na koricu aminowym sekwencje hydrofobowy,
obejmujacg 40 aminokwaséw, odpowiedzialng prawdopodobnie za inte-
gracje tego cytochromu z btong (68). Sekwencja hydrofobowa (23 amino-
kwasy) sialoglikoproteiny btony erytrocytow znajduje sie wewnatrz bto-
ny erytrocytéw, podczas gdy hydrofilowy N-terminalny fragment cza-
steczki zwigzany jest z glikoproteinowa, zewnetrzng powierzchnig biony
erytrocytow, a hydrofilowy fragment C-terminalny znajduje sie po cyto-
plazmatycznej stronie bitony (69-71).

V-2. Odcinanie sekwencji sygnatowych

Mechanizm odcinania sekwencji sygnatowych zostat poznany tylko
w przypadku biatek z pre-sekwencjg kierowang do btony retikularnej.
W jaki sposdb nastepuje odcinanie pre-sekwencji biatek bakteryjnych,
a w szczeg6lnosci ulegajacych potranslacyjnej translokacji biatek orga-
nelli komdrkowych, dotychczas nie wiadomo.
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Odcinanie sekwencji sygnatowej podczas translokacji przez btony reti-
kulum zachodzi przy udziale obojetnej endopeptydazy, wystepujacej
prawdopodobnie w $cianie wewnetrznej btony retikulum (64). Jest to
enzym niespecyficzny gatunkowo i tkankowo, o czym $wiadczy fakt pra-
widtowego odcinania pre-sekwencji prelaktogenu tozyskowego zaréwno
w obecnosci bton retikulum trzustki psa, jak i watroby szczura (65). O wy-
bitnej niespecyficznosci tej aminopeptydazy Swiadczy fakt, ze r6zne biat-
ka sekrecyjne eukariontow oraz glikoproteiny wiruséw jg kompetycyjnie
hamuja (47). Wskazuje to, ze endopeptydaza ta nie rozpoznaje sekwencji
aminokwasowej, lecz strukture przestrzenng pre-sekwencji. Fakt, ze pre-
promelityna przechodzi w promelityne zarébwno w oocycie zaby, jak i gru-
czole jadowym pszczoty (57) pozwala wnioskowaé, ze endopeptydaza od-
cinajgca sekwencje sygnatowe jest enzymem stabilnym ewolucyjnie.

Celem lokalizacji endopeptydazy w btonie retikularnej, do uktadu syn-
tetyzujacego in vitro preprolaktyne, prelaktogen lub prehormon wzrostu,
dodawano retikulum gtadkie lub szorstkie (61, 66). Odcinanie presekwen-
cji zachodzito wytgcznie w obecnosci retikulum szorstkiego, co dowodzi,
ze w retikulum gtadkim endopeptydaza nie wystepuje. Ponadto, odcina-
nie presekwencji nastepowato wylgcznie przy kotranslacyjnej obecnosci
bton, podczas gdy dodawanie bton potranslacyjnie nie powodowato usu-
wania pre-sekwencji (65, 66). Btony retikularne pozostate po ekstrakcji
dezoksycholanem i dodane do*uktadu translacji réwniez nie powodowaty
odcina pre-sekwencji (65). Natomiast inkubacja dezoksycholanowych
ekstraktow bton retikularnych z uprzednio zsyntetyzowang przeprolakty-
na, preprolaktogenem tozyskowym lub prehormonem wzrostu, powodo-
wata prawidtowa konwersje tych biatek (65, 66). Potranslacyjna aktyw-
no$¢ wyizolowanej peptydazy blonowej, przy wylacznie kotranslacyjnej
aktywnos$ci peptydazy zasocjowanej z btonami Swiadczy, ze peptydaza
wystepuje w btonie w formie utajonej i nie wystepuje w zewnetrznej
Scianie retikulum, ale albo w wewnetrznej $cianie, albo w cysternie reti-
kulum (66).

Po translokacji preprolaktyny i prehormonu wzrostu do cystern reti-
kulum obserwowano pojawianie sie w nich dwoch matych peptydéw, od-
powiadajacych fragmentom sygnatowym tych biatek (66), co dowodzi, ze
biatka oraz ich odciete sekwencje sygnatowe wspdinie przechodzg do
cystern retikulum.

Celem okres$lenia wiasciwosci peptydazy retikularnej, badano aktyw-
no$¢ proteolityczng ekstraktow dezoksycholanowych otrzymanych z bton
mikrosomalnych, wobec syntetycznych peptyddw, bedgcych substratami
trypsyny, chymotrypsyny i elastazy. Wykazano brak aktywnosci enzy-
matycznej tych ekstraktow wobec substratow enzymoéw o centrach aktyw-
nych podobnych do trypsyny i elastazy, przy duzej aktywnos$ci enzyma-
tycznej wobec substratéw chymotrypsyny. Ekstrakty dezoksycholanowe
wykazywaty przy tym aktywnos$é zaréwno aminopeptydazy (odcinajacej
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po jednym aminokwasie od konca aminowego substratéw z wolng termi-
nalng grupg NH2 jak i endopeptydazy tnacej substraty z zablokowang
terminalng grupga NH2. Przypuszcza sie, ze ekstrakty btonowe zawierajg
dwie endopeptydazy — jedng hamowang w wysokich stezeniach chymo-
statyny oraz drugg, podobng do trypsyny, hamowang w niskich stezeniach
chymostatyny (65). Endopeptydaza wykazywata ponadto zdolno$¢ ciecia
od konca karboksylowego (65).

Badania aktywnoS$ci enzymatycznej surowych ekstraktéw bton retiku-
larnych pozwalajg wiec przypuszczaé, ze odcinanie pre-sekwencji sygna-
towych nie zachodzi pod wptywem jednego enzymu, ale prawdopodobnie
pod wptywem kompleksu peptydaz. Szczegdlnie wykrycie aktywnos$ci pro-
teolitycznej wzgledem sekwencji potozonych przy koncu C pozwala zro-
zumie¢ mechanizm konwersji czasteczek biatek sekrecyjnych, posiadajg-
cych dodatkowe sekwencje réwniez na konAcu karboksylowym.

V1. Uwagi konhAcowe

Teoria sygnatow sformutowana poczatkowo dla objasnienia translo-
kacji biatek sekrecyjnych zostata obecnie znacznie rozbudowana. Wy-
kazano, ze hydrofobowe fragmenty czasteczek biatkowych, potozone na
koncu aminowym, karboksylowym lub wewnatrz czasteczki, wchodzg w
interakcje z btonami, co stanowi uniwersalny mechanizm odrdznienia
wewngtrz komarki biatek sekrecyjnych, biatek btonowych i biatek orga-
nelli, od biatek matrix cytoplazmatycznej.

Za sekwencje sygnatowg, (pre-sekwencje lub sekwencje liderowa)
uznano kazda sekwencje hydrofobowa, potozong na korficu czasteczki lub
wewnatrz czasteczki biatka, odcinang lub nieodcinang, odpowiedzialng za
interakcje z blong i umozliwiajagcg translokacje czasteczki biatka (61).
Mechanizm translokacji biatek poprzez biony okazat sie by¢ wspdlny
u eukariontéw, prokariontdw i wirusdw, co sugeruje, ze powstat w ewo-
lucji bardzo wcze$nie.

Odkrycie sekwencji sygnatowych oraz zjawiska translokacji przez bto-
ny, pozwolito na wyjasnienie segregacji biatek wewnatrzkomoérkowych na
biatka cytoplazmatyczne i pozostate, ktdre sg wydzielane z cytoplazmy na
zewnatrz komorki lub do organelli komoérkowych. Prace dos$wiadczalne
potwierdzity jednak dotychczas tylko mechanizm kotranslacyjnej trans-
lokacji biatek sekrecyjnych przez btony retikulum.

Uwaza sie obecnie, ze by¢ moze drugim rodzajem sygnatdéw sg ugru-
powania oligosacharydowe, wigczane do biatek w cysternach retikular-
nych (48, 49, 72). Funkcja tych ugrupowan zostata blizej poznana wy-
tacznie w przypadku biatek lizosomalnych (67). Wiadomo, ze w cyster-
nach retikulum do enzymoéw hydrolitycznych lizosomoéw dotgczany jest
mannozo-6-fosforan. Sugeruje sie, ze oligosacharyd jest ligandem rozpo-
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znawanym przez receptory bionowe lizosoméw. Dzieki temu rozpozna-
niu, zachodzi ukierunkowane wydzielanie tych biatek do wnetrza lizo-
somu (73). Ze wgledu na powszechno$¢ glikozylacji biatek sekrecyjnych
istnieje przypuszczenie, ze podobny mechanizm sekrecji za posrednictwem
oligosacharyddéw jako sygnalu, moze wytepowaé¢ w przypadku innych
biatek. Jednakze wobec stwierdzenia, ze taficuchy lekkie immunoglobulin,
zarObwno z ugrupowaniem sacharydowym, jak i bez tego ugrupowania,
wykazujg prawidtowe wbudowywanie do bton limfocytéw. Funkcja ugru-
powan cukrowych i mechanizm ukierunkowanej sekrecji pozostajg jed-
nak nadal niewyjasnione (74).

Sugeruje sie, ze po dokonanej translokacji biatek sekrecyjnych przez
btone retikulum, od cystern retikulum oddzielaja sie pecherzyki mikro-
somalne wraz z biatkami sekrecyjnymi, wchodzgc w skiad struktur Gol-
giego, z ktdrych oddzielajg sie kolejne sekrecyjne pecherzyki i poprzez
stadium skondensowanej wakuoli wychodzg na zewnatrz komdrki (72).
Uwaza sie, ze podczas wedrowki biatek sekrecyjnych przez retikulum
gtadkie, ulegaja one fosforylacji oraz tracg pro-sekwe.ncje (19, 72, 75, 76).
Proponowana droga wydzielania biatlek pozostaje nadal nie udowodniona.

Nie wyjasniona pozostaje rowniez funkcja C-terminalnej sekwencji
hydrofobowej, opisanej w przypadku melityny i gastryny (53-58) oraz
mechanizm zastgpienia tych sekwencji terminalnym amidem. Wydaje sie,
ze poznanie mechanizmu translokacji toksyn przez btone komoérkowa,
przy udziale hydrofobowej sekwencji potozonej blisko kornca karboksylo-
wego, pozwala przypuszcza¢, ze réwniez C-terminalne sekwencje hydro-
fobowe gastryny i melityny mogg peini¢ jaka$ funkcje w rozpoznawaniu
komérek docelowych.

Doswiadczalnie wyjasniony zostat wiec tylko etap syntezy biatek se-
krecyjnych na polisomach zwigzanych z retikulum szorstkim wraz
z translokacjg tych biatek do cystern. Wszystkie pozostate etapy sekrecji
biatek oraz mechanizm segregacji biatlek organelli, pozostaja nadal nie-
wyjasnione.
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. Wstep

Fosfataza alkaliczna (fosfohydrolaza monoestréw ortofosforanowych —
3.1.3.1.) jest mato swoistym enzymem hydrolizujgcym w alkalicznym $ro-
dowisku szereg monofosforan6w organicznych, z ktorych takie jak: feny-
lofosforan, p-nitrofenylofosforan, beta-glicerofosforan, czy tez monofosfo-
ran fenoloftaleiny znalazty pospolite zastosowanie jako substraty ozna-
czania aktywnos$ci tego enzymu przy uzyciu standardowych metod (1).
Wykazano jednakze, ze oprocz gtéwnej zdolnosci do hydrolizowania mo-
nofosforanéw enzym ma takze zdolno$é hydrolizowania organicznych (2,
3, 4) i nieorganicznych (5, 6) pirofosforanéw. Stwierdzono, ze w pH obo-
jetnym, a wiec ,fizjologicznym”, nieorganiczny pirofosforan jest hydro-
lizowany z podobng szybkoscig jak monofosforan (4), chociaz w pH 10
enzym oczyszczony z ludzkiej watroby rozkiadat p-nitrofenolan sodu 7
razy efektywniej niz nieorganiczny pirofosforan (7).

Na przestrzeni ostatnich kilkudziesieciu lat zgromadzono wiele infor-
macji o fosfatazie alkalicznej i przedstawiono je nie tylko w setkach prac
zrédtowych, ale takze w szeregu opracowaniach monograficznych (8, 9,
10, 11, 12). Réwniez w polskim piSmiennictwie znajduja sie prace omawia-
jace pewne aspekty tego enzymu, m.in. publikacje w Postepach Biochemii
(13, 14).

Il. Wystepowanie enzymu i jego funkcja

Fosfataza alkaliczna jest enzymem szeroko rozpowszechnionym
w Swiecie zwierzecym. Jej obecnos¢ odnotowano u cztowieka i zwierzat
wyzszych wielu gatunkow, w tym takze hodowlanych takich jak: kozy
(15, 16, 17), owce (18, 19, 20), Swinie (21, 22) czy bydto (23, 24, 25).

Fosfataza alkaliczna wystepuje w wielu tkankach i ptynach ustrojo-
wych, jednakze w obrebie tkanek rozmieszczenie tego enzymu nie jest
rownomierne. Najwyzszg aktywno$¢ enzymatyczng Wykazujg komorki
nabtonkowe (rgbek szczoteczkowy) mikrokosmkow jelita cienkiego (26,
27) i blizszych kanalikéw nerki (28, 29, 30), komdrki nabtonka kanalikow
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z6tciowych (31), trofoblasty zesp6lni tozyska (32), osteoblasty (33), osteo-
cyty i hypertroficzne komorki chrzastki (34). Enzym znaleziono takze
w niektérych ptynach ustrojowych. Oprocz surowicy wystepuje on w mle-
ku (35), siarze (36), z6tci (37), limfie jelita (38, 39, 40), a takze w moczu
(41, 42) i kale (43).

I1-1. Rozmieszczenie wewnatrzkomdérkowe

Badania przeprowadzone z zastosowaniem frakcjonowanego wirowania
dowiodty, ze fosfataza alkaliczna jest zwigzana z frakcjg mikrosomow
(44, 45). Obserwacje z mikroskopu elektronowego wykazaty, ze enzym
znajduje sie w bionach komdrkowych (26, 27) i stanowi integralng cze$é
zewnetrznego listka podwdjnej Sciany komorki (31). Za Scistym zwigza-
niem enzymu z btong komdérkowg przemawia tez konieczno$¢ uzycia w ce-
lu uwolnienia go do roztworu takich metod jak: ekstrakcja butanolem
(44,46, 47,48), ultrasonifikacja (49) czy stosowanie detergentéw (SDS,
Triton X-100) (50).

Fosfataza jelita ludzkiego stanowi jednakze rozpuszczalny skiadnik
komérek $luzéwki, podczas gdy fosfataza ludzkiej watroby wystepuje we
frakcji struktur komérkowych takich jak jadra, mitochondria czy lizoso-
my (51). Wydaje sie zatem, ze rozmieszczenie wewnatrzkomaérkowe alka-

licznej fosfatazy zalezy od rodzaju tkanki w ktdrej enzym ten wystepuje.
K

11-2. Miejsce syntezy

Miejscem syntezy fosfatazy alkalicznej w komorce moga by¢, tak jak
w przypadku wielu innych bialek enzymatycznych — rybosomy szorst-
kiego retikulum endoplazmatycznego, a miejscem skiadowania — wakuo-
le. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze miejscem syntezy enzymu jest aparat
Golgiego w ktérym zachodzi synteza wielu sktadnikéw bion komorko-
wych. Fosfataza alkaliczna moze by¢ w nim syntetyzowana jako biatko
strukturalne biony, nie majgce aktywnos$ci enzymatycznej i nabierajace
jej dopiero wtedy, gdy w alkalicznym S$rodowisku stanie sie ona czescia
zewnetrznych powierzchni bton (8).

11-3. Funkcja

Juz od dawna role fosfatazy kostnej tgczono z procesem osteogenezy
(52). Z kolei obecno$é enzymu na powierzchniach tkanek zwigzanych
z transportem skiadnikdw odzywczych sugerowala, ze jego role mozna
by wigzaé z aktywnym transportem i absorbcjag cukrow (53), czy tez
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thuszczow (54). Rozwazano tez mozliwos$¢, ze fosfataza alkaliczna moze
bra¢ udziat w regulowaniu poziomu NADP w tkankach, jak tez w regu-
lowaniu stosunku NADP do NAD (55). Na jeszcze inng funkcje enzymu
wskazaty badania Fishmana i Lin (31), ktdrzy przypisujg fosfata-
zie alkalicznej udziat w regulowaniu wymiardw bton komdrkowych.

Mimo, ze wyniki jeszcze wielu innych prac sg spojne z niektorymi
z przytoczonych powyzej hipotez, nadal brak precyzyjnego okreslenia
roli i stopnia zaangazowania enzymu w poszczeg6lne procesy fizjologicz-
ne. Jakakolwiek jednak jest rola enzymu wystepujacego w tkankach i na-
rzadach, wydaje sie, ze fosfataza alkaliczna krazgca w strumieniu krwi
pozostaje metabolicznie nieczynna (9), chociazby dlatego, ze w surowicy
brak odpowiednich substratow rozktadanych zaréwno przez fosfataze jak
i przez inne niespecyficzne enzymy (56). Takze funkcja fosfatazy innych
ptyndw ustrojowych nie jest blizej sprecyzowana i wydaje sie, ze obec-
no$¢ w nich enzymu nie ma metabolicznego znaczenia, a jest nastepstwem
dostawania sie do tych ptynéw bton komoérek obumierajgcych bogatych
w fosfataze alkaliczng (9).

I11. Alkaliczna fosfataza surowicy krwi jako kompleks izoenzymow
0 roznym pochodzeniu tkankowym

Autorzy pierwszych prac traktujgcych o fosfatazie alkalicznej suro-
wicy krwi domniemywali jej kostne (57) lub tez leukocytarne (58) po-
chodzenie. Bodansky (53, 59) pierwszy wystapit przeciwko trakto-
waniu alkalicznej fosfatazy surowicy jako enzymu o jednorodnym po-
chodzeniu. Hipoteza jego znalazta potwierdzenie dzieki rozwojowi nowo-
czesnych metod frakcjoanowania mieszanin biatkowych, na drodze zasto-
sowania ktorych mozna byto wykaza¢ liczne réznice we witasciwosciach
fosfataz pochodzacych z réznych tkanek. Pomimo, ze swoiste dla danej
tkanki izoenzymyfosfatazy nie wykazujg zbyt drastycznych réznic
w takich witasciwosciach jak: optimum pH (8), stata Michaelisa (60) czy
tez wspoéiczynnik sedymentacji (8, 61), to jednak rdéznig sie w duzo wiek-
szym stopniu swoisto$cig substratowa (62), wrazliwoscig na czynniki
chemiczne (63, 64, 65), reakcjami immunologicznymi (66, 67), podatnoscia
na inaktywacje cieplng (68) czy tez na denaturujgce dziatanie mocznika
(69) i ruchliwosciag elektroforetyczng na takich podtozach jak: zel agarowy
(70, 71), agarozowy (72), skrobiowy (60, 66, 73, 74), poliakryloamidowy (75,
76) i octan celulozy (77, 78, 79).

1) uzyty w pracy termin ,izoenzym” odnosi sie do biatek posiadajagcych aktyw-
no$¢ fosfatazowa, ktoére ro6znig sie miejscem wystepowania, ruchliwoscig elektro-
foretyczng, a takze wtasciwosciami biochemicznymi i immunologicznymi.
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Poniewaz izoenzymy fosfatazy uwolnione z poszczegélnych tkanek do
krwi zachowuja tam w peini swoje odrebne wiasciwosci (12), istnieje
mozliwos$¢ okreslenia sktadu izoenzymatycznego fosfatazy surowicy, co
wykorzystuje sie w badaniach podstawowych i w diagnostyce klinicznej.
Duzo bardziej zaawansowane badania fosfatazy cztowieka w porownaniu
z fosfatazg zwierzeca, wykazaty, ze w surowicy zdrowych, dorostych oséb
z tatwosciag mozna zidentyfikowac izoenzymy z watroby (68, 75), kosci
(43, 68), jelita (80), a u ciezarnych takze z tozyska (67, 81, 82).

Uwzgledniajac katalityczne (szybko$¢ hydroiizowania substratéw czy
tez odpowiedZ na pewne inhibitory) i molekularne (stabilno$¢ w réznych
warunkach czy tez ruchliwo$¢ elektroforetyczna) wiasciwosci poszczegél-
nych izoenzymow, a przede wszystkim ich wzajemne pokrewienstwo im-
munologiczne, iozenzymy alkalicznej fosfatazy pochodzace z réznych zr6-
det podzielono na 3 klasy antygenowe (83), (Tabela 1).

Najwieksze roznice zaznaczajg sie pomiedzy izoenzymami zaliczanymi
do réznych klas antygenowych. Pomiedzy izoenzymami pochodzacymi
z kosci, watroby, $ledziony i czeSciowo z nerki, réznice juz nie sg tak wy-
razne, dlatego tez zaliczane sg do wspoélnej klasy. Chociaz sg one niewat-
pliwie najbardziej sobie pokrewne, mozna wykazaé, ze antysurowica uzy-
skana przeciw fosfatazie watroby nie reaguje z fosfatazami z kosSci czy
nerki (82), a reakcje krzyzowe obserwowane wcze$niej moglty wynikac
z heterogennos$ci immunogenu uzywanego do produkcji surowicy odpor-
nosciowej. Kolejne dwie klasy stanowig cze$ciowo ze sobag spokrewnione
izoenzymy pochodzace z jelita i tozyska. Wykazane bliskie podobienstwo
alkalicznej fosfatazy tozyskowej i jelitowej ludzi (84), wskazuje zdaniem
autorow na podobng sekwencje aminokwasowg i wspdlng strukture przy-
najmniej cze$ci molekut obu enzymdw. Mimo immunologicznego pokre-
wienstwa enzymow obu tych klas, réznice pomiedzy fosfatazg tozyskowg
i fosfatazami nie-tozyskowego pochodzenia, a takze pomiedzy fosfataza
jelitowa i fosfatazami niejelitowymi sg bardzo wyrazne. Moss (85)
stwierdza nawet, ze fosfatazy jelitowe zwierzat r6znych gatunkéw sa do
siebie bardziej podobne niz fosfatazy r6znych tkanek w obrebie tego
samego gatunku.

I11-1. Kompleks izoenzyméw watrobowo-kostnych

Izoenzym watrobowy ma wiele cech wspolnych z iozenzymem kost-
nym, dlatego czesto operuje sie pojeciem kompleksu watrobowo-kostnego.
Oba izoenzymy wykazuja bardzo subtelne réznice w ruchliwosci elektro-
Joretycznej, przez co na zelu skrobiowym, zwitaszcza gdy ich aktywnos$é
jest zblizona, sg trudne do odr6znienia (73). Latwo mozna je natomiast
rozdzieli¢ w zelu agarowym (71), poliakryloamidowym (75, 76,86), czy
tez na octanie celulozy (79). Oba izoenzymy sg mato odporne na ogrzewa-
nie (60) i oba sg denaturowane przez mocznik zastosowany w wysokich
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stezeniach (87, 88); izoenzym kostny jest jednak od watrobowego bardziej
termolabilny (68) i jest w nieco wiekszym stopniu denaturowany przez
mocznik (69, 89). Jest on takze bardziej niz watrobowy wrazliwy na de-
naturujgce dziatanie kwasnego pH (89). Oba izoenzymy s nieznacznie
tylko hamowane przez L-fenyloalanine (54, 89), ale w duzym stopniu
przez L-homoarginine (90,91,92) i imidazol (93). Oba zawierajg w poto-
zeniu koncowym dostepne dla dziatania neuraminidazy reszty kwasu
sjalowego (N-acetyloneuraminowego), po odigczeniu ktérych obnizajg swa
ruchliwo$¢ elektroforetyczng (4, 71).

111-2. lzoenzym jelitowy

W poréwnaniu z ruchliwoscig elektroforetyczng izoenzymow: watrobo-
wego, kostnego czy tozyskowego, ruchliwosé elektroforetyczna izoenzymu
jelitowego jest najmniejsza (39, 71). Tak jak i fosfataza wyizolowana z je-
lita (94) izoenzym ten jest catkowicie odporny na dziatanie neuramini-
dazy, pod wptywem ktérej nie zmienia sie jego ruchliwo$¢ elektrofore-
tyczna (71, 95, 96). Enzym ten nie zawiera wiec kwasu sjalowego, chociaz
zawiera go fosfataza jelitowa zarodkéw ludzkich (97). lzoenzym jelitowy
jest w duzym stopniu hamowany przez L-fenyloalanine (64, 89,98,99)
i inaktywowany przez przeciwcialo wytworzone przeciwko fosfatazie jelita
(80). Na inaktywacje cieplng, podobnie jak i na denaturujgce dziatanie
mocznika (100, 101) jest bardziej odporny niz kompleks watrobowo-kost-
ny, ale mniej niz izoenzym tozyskowy. Optimum dziatania tego enzymu
przypada na pH 9,8 (96). Wydaje sie, ze izoenzym jelitowy jest niejedno-
rodny. W oczyszczonym preparacie fosfatazy alkalicznej wyizolowanej
z jelita szczura zidentyfikowano trzy gtéwne formy, ktére réznity sie
swoistoscig substratowa i sktadem glikoproteidowym (97). Zaobserwowano
rowniez, ze L-fenyloalanina hamuje fosfataze rgbka szczoteczkowego
kosmkdw jelita, natomiast nie dziata na fosfataze z rdzenia kosmkow (54).
Na tej podstawie wysunieto hipoteze o przemianach metabolicznych jakim
podlega iozenzym jelitowy przechodzac do $wiatla jelita (patrz takze roz-
dziat IV-1). Wydaje sig, ze uzyskano dalsze dowody popierajace te hipo-
teze (102). Z dwunastnicy ludzi wyodrebniono takze dwa izoenzymy
0 réznej termostabilnosci, z ktérych termostabilny po znalezieniu sie we
krwi krgzacej obwodowo staje sie nie do odrdznienia od izoenzymu kost-
nego (103).

111-3. Izoenzym tozyskowy

Izoenzym ten podczas elektroforezy migruje w poblizu kompleksu wa-
trobowo-kostnego, z ruchliwos$cig elektroforetyczng mniejszg niz izoen-
zym kostny, ale znacznie wiekszg niz izoenzym jelitowy (104). Ze wszyst-
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kich znanych izoenzymow fosfatazy alkalicznej ten jest najbardziej od-
porny na ogrzewanie (71, 105) i na denaturujgce dziatanie stezonych roz-
tworéw mocznika (88, 100), a takze na dziatanie EDTA (106). Jest nato-
miast wrazliwy na dzialanie neuraminidazy (95, 107). Jest takze hamowa-
ny przez L-fenyloalanine i L-tryptofan (8, 108) i strgcany przez przeciw-
ciato przygotowane przeciwko alkalicznej fosfatazie tozyska (67). lzoen-
zym tozyska ludzkiego wykazuje optimum dziatania w pH 10,6 (109).

IV. Skiad i proporcje izoenzymoéw alkalicznej fosfatazy surowicy
cztowieka

IV-1. Profil izoenzymatyczny zdrowych, dorostych osobnikéw

Pomimo istnienia kilku zrédet pochodzenia alkalicznej fosfatazy suro-
wicy, homeostaza tego enzymu jest tak duza, ze catkowita aktywnos$¢
enzymu zdrowych, dorostych os6b miesci sie w waskim przedziale (110).
O ile, jak juz wspomniano, na profil izoenzymatyczny alkalicznej fosfa-
tazy surowicy mogg sktada¢ sie izoenzymy z watroby, kosSci czy jelita, to
w literaturze znajdujg sie sprzeczne dane odnos$nie ich wzajemnej pro-
porcji. Na podstawie badan elektroforetycznych sugeruje sie, ze w suro-
wicy dorostych os6b przewaza izoenzym watrobowy (70, 73, 75, 111), co
zostato czesciowo poparte badaniami immunologicznymi (82). Natomiast
wyniki badan przeprowadzone z zastosowaniem testu hamowania cieplne-
go, czy tez oszacowujgce wptyw mocznika, wskazuja na takie same pro-
porcje izoenzymu watrobowego, jak i kostnego (68), lub nawet przewage
izoenzymu kostnego (112). Fishman i Ghosh (8) stwierdzajg nato-
miast, ze gtéwnym Zrddiem alkalicznej fosfatazy surowicy zdrowych, do-
rostych osob jest Sluzowka jelita. O ile jednak u niektérych os6b moze
przewaza¢ forma typowego izoenzymu jelitowego, a wiec odpornego na
ogrzewanie i wrazliwego na L-fenyloalanine (wtedy w surowicy mozna
zidentyfikowaé wolno migrujgcy prazek izoenzymu jelitowego), to pozo-
stali osobnicy, majg zapewne tylko wiecej metabolicznie zmodyfikowanej
formy izoenzymu jelitowego i w ich surowicy nie stwierdza sie obecnoSci
wolno migrujgcego prazka tego enzymu. Ta forma enzymu bedaca odpor-
na na ogrzewanie i niewrazliwa na L-fenyloalanine jest zdaniem autoréw
nieodrdznialna od fosfatazy pochodzenia watrobowego, co zgadza sie z wy-
nikami cytowanych powyzej prac, wskazujgcych na watrobe jako gtéwne
Zrédto fosfatazy surowicy.

1V-2. Profil izoenzymatyczny w réznych stanach fizjologicznych

Skiad i proporcje poszczegolnych izoenzymow fosfatazy alkalicznej
obecnej w surowicy podlegajg na ogot tylko niewielkim, genetycznie za-
kodowanym fluktuacjom (77, 110), jednak w pewnych stanach fizjologicz-
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nych stosunki te zostajg naruszone i odbiegajg od normy charakteryzuja-
cej, zdrowych, dorostych osobnikéw.

W surowicy noworodkéw (113), dzieci i miodziezy (114) oraz po raz
drugi w starszym wieku (89, 115) mozna stwierdzi¢ podwyzszenie catko-
witej aktywno$ci enzymu. Zmniejszona ruchliwo$¢ szybkiego prazka
w surowicy noworodkéw i dzieci w stosunku do tempa migracji tego praz-
ka u osobnikéw dorostych (116), a takze inne jeszcze jego witasciwosci
wskazujg, ze u noworodkéw i dzieci dominujacy udziat ma izoenzym kost-
ny (68, 87), a takze, choé w mniejszym stopniu, izoenzym jelitowy (87).

W surowicy osob bedgcych w starszym wieku zidentyfikowano obec-
no$¢ izoenzymu watrobowego (71), badz watrobowego i kostnego (118).
Wiekszos¢ badaczy stoi jednak na stanowisku, ze podwyzszona aktywnos$¢
enzymu w surowicy ludzi starych jest spowodowana zwiekszonym udzia-
tem izoenzymu watrobowego (89, 117, 118).

Takze w surowicy kobiet bedgcych w zaawansowanej cigzy stwierdzo-
no znacznie podwyzszong catkowitg aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy (79,
118, 119). Aczkolwiek w literaturze znajduja sie sugestie o kostnym po-
chodzeniu fosfatazy surowicy ciezarnych (74), to jednak doktadne badania
pozwolity wykaza¢, ze zwiekszona aktywno$¢ enzymu surowicy jest spo-
wodowana obecnoscig w niej dodatkowego komponentu jakim jest izoen-
zym tozyskowy (67, 81, 82, 104). Cechuje go odporno$¢ na ogrzewanie (81,
105, 113), na ro6zne czynniki chemiczne (87, 113), neuraminidaze (120),
a takze odrebne w stosunku do innych izoenzymow wtiasciwosci immuno-
logiczne (67). Oprocz izoenzymu tozyskowego w surowicy krwi ciezarnych
wystepuje izoenzym watrobowy, czasami takze jelitowy, ale niekiedy
mozna zidentyfikowaé tylko izoenzym tozyskowy (79). Syntetyzowany
przez tozysko, ale pod genetyczng kontrolg zarodka (121), izoenzym ten
przenika do krwi matki i w krwi zarodka nie ma go w ogéle. Okreslajac
w stosunku do fosfatazy surowicy krwi zarodka efekty ogrzewania (68),
dziatania mocznika (87) czy tez EDTA (106), a takze oceniajac szybkos$é
migracji (113) i reakcje immunologiczng z przeciwciatem wytworzonym
przeciwko fosfatazie tozyska (67) wykazano, ze fosfataza ta ma inne witas-
ciwosci niz izoenzym tozyskowy (Tabela 2).

Wykazano, ze aczkolwiek jelito wszystkich ludzi zawiera fosfataze, do
surowicy poszczeg6lnych oséb izoenzym jelitowy przenika w réznej ilosci
(122), tak ze rejestruje sie go tylko u 20-60% ludzi (123). Wykazano, ze
wolno migrujacy prazek izoenzymu jelitowego wystepuje przede wszyst-
kim w surowicy krwi ludzi z grupg krwi B i O (124, 125), ktérych $lina
zawiera substancje antygenowag ABH (122, 125). Osobnicy ci posiadajg
fizjologicznie zwiekszone o 25°/0 wartosci catkowitej aktywnosci enzymu
surowicy (80, 122). Wykazano takze wplyw czynnikéw pozagenetycznych
na obecnos$¢ tego izoenzymu. SzczegOlnie dobrze jest on widoczny w su-
rowicy ludzi pozostajgcych na diecie wysokottuszczowej (126, 127) i wy-
sokobiatkowej (128). Za zwiagzkiem pomiedzy jego obecnos$cig i stanem
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Tabela 2

Wiasciwosci fosfatazy alkalicznej tozyska ludzkiego, a takze enzymu obecnego w surowicy ciezarnej
matki i w surowicy zarodka (wg pozycji 103).

Pochodzenie enzymu
Cecha charakterystyczna

tozysko Surowica matki Surowica zarodka
Odporno$¢ na ogrzewanie + + -
Odporno$¢ na mocznik + + —
Odporno$¢ na EDTA + + —
Hamowanie L-fenyloalaning + v oo+ —_
Reakcja z przeciwciatem uzyskanym
przeciw fosfatazie tozyska + + —
Pétokres biologicznego trwania 7 dni 7 dni Nieznany
Wplyw Mg++ przy niskich stezeniach
substratu Bez efektu Bez efektu Zwigkszona aktyw-

nos¢

odzywiania przemawiajg takze obserwacje, ze brak go w surowicy ludzi
gorzej odzywiajgcych sie, a wiec u pacjentow hospitalizowanych, kobiet
rodzacych czy tez noworodkéw (61).

IV-3. Profil izoenzymatyczny w réznych stanach patologicznych

Na og6t zwiekszong catkowita aktywno$¢ alkalicznej fosfatazy suro-
wicy obserwuje sie rownolegle ze zwiekszeniem aktywnosci albo izoen-
zymu kostnego, albo izoenzymu watrobowego (76, 126).

Tak na przyktad w surowicy os6b obarczonych chorobami kos$éca
zwiekszonej catkowitej aktywnosci enzymu towarzyszy zwiekszona
aktywno$¢ izoenzymu kosthego. Zjawisko to zaobserwowano tez wielo-
krotnie w przypadkach przebiegajacych ze zwiekszong aktywnoscig osteo-
blastow, np. w znieksztatcajacym zapaleniu kosci (choroba Pageta) (129),
ale tez obserwowano je w przypadkach nadczynnos$ci przytarczyc (110)
i chronicznego uszkodzenia nerek (130).

Z kolei w surowicy oséb z chorobami watroby (68, 72, 76, 111, 131)
znajduje sie stosunkowo wiecej fosfatazy pochodzenia watrobowego (68,
111). Rhone i Mizuno (132) byli w stanie wykaza¢ pewne rdznice
we wilasciwoSciach izoenzymu watrobowego surowicy krwi pacjentéw
z marskoscig watroby badz zdéitaczka zaporowg, a izoenzymem watrobo-
wym wystepujagcym u zdrowych osob.

W surowicy osob z chorobami jelita nigdy nie obserwuje sie zwiek-
szonego udziatu izoenzymu jelitowego, aczkolwiek wiecej tego enzymu
znaleziono w surowicy o0s6b z tojotokiem (133), chorych na marsko$¢ wa-
troby (61) i z chroniczng niewydolnoscig nerek (130, 134). W surowicy
0s6b dotknietych hipofosfatazjg stwierdzono wytgcznie obecno$é izoenzy-
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mu jelitowego (135, 136), takze aktywno$¢ fosfataz wszystkich oprocz
jelita tkanek byta mocno zredukowana (137, 138).

Z kolei w surowicy oséb z odrzutami przeszczepu nerki wykazano
obecnos$¢ izoenzymu nerkowego, ktéry normalnie w surowicy nie wyste-
puje (139, 140).

W hyperfosfatazemicznych surowicach pacjentow dotknietych nowo-
tworami wykryto tozyskopodobng fosfataze produkowanag przez komdrki
nowotworowe guza (141, 142). W surowicy niektérych chorych na nowo-
twér ptuc mozna zidentyfikowaé immunologicznie pokrewny izoenzymowi
tozyskowemu, termostabilny izoenzym Regana (143, 144, 145). Podobnie
iak izoenzym tozyskowy izoenzym Regana jest hamowany przez L-feny-
loalaning. Oba izoenzymy majg podobng szybko$¢ migracji, ktdrag obniza
trawienie neuraminidazy (143, 144, 146, 147). Porownujac N-koricowa
sekwencje aminokwaséw, mape peptydéw, ciezar czasteczkowy i punkt
izoelektryczny wykazano jednakze réznice w budowie fosfatazy tozyska
i guza. Zrodtem izoenzymu Regana w surowicy sg zapewne subkomoérkowe
struktury tkanki nowotworowej. Histochemiczne badania nowotworowej
tkanki jajnikow wykazaty, ze ten hamowany przez L-fenyloalanine izoen-
zym wystepuje przede wszystkim w przestrzeniach pomiedzy zewnetrzng
i wewnetrzng $ciang komdrkowg mitochondriow, rzadziej w aparacie Gol-
giego, retikulum endoplazmatycznym, czy tez btonach jadra komérkowe-
go, podczas gdy drugi, hamowany przez L-homoarginine, ale nie hamowa-
ny przez L-fenyloalanine izoenzym jest zwigzany z btonami komdrkowymi
(149). Trzeba jednakze zauwazy¢, ze izoenzym Regana zidentyfikowano tez
w surowicy pacjentéw dotknietych chorobami innymi niz o etiologii nowo-
tworowej (145, 150, 151). Daje to podstawe do przypuszczen, ze nie jest
to izoenzym swoisty dla tkanki nowotworowej (151), aczkolwiek jego obec-
no$¢ moze mie¢ zwigzek z predyspozycja do rozwoju choroby nowotworo-
wej (150).

Z kolei w surowicy pacjentéw z rakowato$cig optucnej (152), gruczo-
lako-rakiem ogona trzustki (153), a takze z przerzutowym gruczolako-ra-
kiem przewodoéw zdétciowych (154) znaleziono izoenzym Nagao’y. Ze wzgle-
du na swa termostabilno$¢ jest on pokrewny izoenzymowi Regana. Jest
tez hamowany przez L-fenyloalanine. W odr6znieniu od innych izoenzy-
moéw jest on takze hamowany przez L-leucyne, L-izoleucyne, L-waline
i EDTA.

W surowicy os6b chorych na raka watrobowo-koindérkowego odkryto
jeszcze inng tozyskopodobng forme alkalicznej fosfatazy — wariant hepa-
toma (155). Pod wzgledem wiasciwosci fosfataza ta jest takze czeSciowo

podobna do izoenzymu watrobowego i czesciowo do izoenzymu Nagao'’y
(156).
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V. Polimorfizm elektroforetyczny fosfatazy alkalicznej tkanek
i narzadoéw

Szczeg6lnie w przypadku jelita i nerki, ale takze w mniejszym stopniu
w przypadku kosci i watroby (157), mozna wykazac¢ elektroforetycznie
heterogenno$¢ fosfatazy alkalicznej (85, 158).

Najszybciej migrujacej gtdwnej frakcji ekstraktéw tkanek bogatych
w fosfataze alkaliczng towarzyszy zazwyczaj kilka wolniej migrujacych
frakcji pobocznych. Najprawdopodobniej ta obserwowana heterogennos$¢
jest wynikiem modyfikacji pojedynczego rodzaju czasteczek a powstate
formy potomne réznig sie tadunkiem, a nie wielkoscig czasteczek (159,
160) czy tez ich aktywnos$ciag (85). Przyczyne tej heterogennosci upatruje
sie czeSciowo w metodach uwalniania enzymu (161), a czeSciowo w rbéznej
zawartosci kwasu sjalowego (158). Rézng zawartos¢ tego kwasu stwier-
dzono w gtownej frakcji fosfatazy nerki, ktéra po potraktowaniu neura-
minidaza migrowata jako pojedyncza, zwarta frakcja (162), a takze w sto-
sunku do fosfatazy watroby (163). Jednakze jedna z najbardziej hetero-
gennych fosfataz — fosfataza jelita (159), w ogo6le nie zawiera w potoze-
niu koncowym kwasu sjalowego (94, 163). Wykazano, ze wolniej migru-
jace frakcje alkalicznej fosfatazy jelitowej zawierajg enzym, ktory pod
wzgledem rozmiaréw czasteczek (163), wiasciwosci katalitycznych (164)
i odpornosci na ogrzewanie (60, 164, 165) jest podobny do enzymu frakcji

gtéwnej.
Ostatnio wysoko oczyszczony preparat alkalicznej fosfatazy ludzkiego
jelita otrzymali Komoda i Sakagishi (97). Zastosowane przez

autorow techniki elektroforetyczne pozwolity w nim stwierdzi¢ obecnosc
jednego prazka gtownego i jednego towarzyszacego. Oba prazki wykazy-
waly takie same wiaSciwosci antygenowe i aczkolwiek autorzy podejrze-
wali, ze réznig sie one zawartoscig cukréw, rdéznic tych nie udato im sie
wykazac.

Stad tez przyjmuje sie powszechnie, ze w pojedynczej tkance czy tez
narzadzie jest tylko jeden rodzaj czasteczek fosfatazy alkalicznej. Obser-
wowana heterogenno$¢ moze wiec wynika¢ z faktu, ze niektére frakcje
zawierajg enzym odznaczajacy sie wiekszym ciezarem czgsteczkowym,
bedacy agregatami pojedynczych czasteczek (48). Inne frakcje moga z ko-
lei powstawaé wskutek degradacji lub tez niekompletnej dysocjacji kom-
plekséw jakie czasteczki fosfatazy alkalicznej tworzg z biatkami katali-
tycznie nieaktywnymi np. lipoproteinami (60, 85).

Odmienny poglad na powstawanie réznych form enzymu przyjmuje
Fernley (10), ktéry uwaza, ze heterogenno$¢ fosfatazy danej tkanki
moze wynikaé badZ ze zwielokrotnienia genéw kontrolujagcych jej synte-
ze, badz z ich modyfikacji. Poglad ten wydaje sie godny przytoczenia
z uwagi na odnotowany w literaturze fakt istnienia form izoenzymu jeli-
towego (54, 68) czy tez watrobowego (132, 166).
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Takze przeprowadzone ostatnio badania nad fosfatazg alkaliczng wy-
odrebniong z tkankowej hodowli komoérek watroby ujawnity, ze pojedyn-
cze komorki tej tkanki syntetyzujg trzy immunochemicznie odrebne for-
my. Ro6znice w skiadzie izoenzymatycznym komorek kilku badanych klo-
ndéw otrzymanych z tej samej komdrki macierzystej autorzy wigzg ze
zroznicowang ekspresjag gendéw odpowiedzialnych za synteze fosfatazy
alkalicznej w poszczeg6lnych klonach (167).

V-I. Polimorfizm genetyczny alkalicznej fosfatazy tozyska ludzi — sugestie odnosnie
genetycznej kontroli fosfatazy innych tkanek.

Synteza fosfatazy tozyska ludzi, ktéra najbardziej rézni sie od fosfataz
innych tkanek znajduje sie pod oddzielng kontrolg genetyczng. Badger
i Sussman (168) poréwnujac N-koncowa sekwencje aminokwaséw,
mape peptydéw i sktad aminokwasowy oczyszczonej fosfatazy watroby
i tozyska stwierdzili ré6znic® w budowie enzymdw obu tkanek, co pozwoli-
to im wskaza¢ na odrebng kontrole genetyczng dla fosfatazy watroby
i fosfatazy tozyska. Fosfataza tozyska wystepuje w postaci szesSciu feno-
typowo réznych form (66, 121), ktérych synteze kontroluja 3 geny alle-
liczne pojedynczego locus autosomalnego. Fenotypy te mozna zidentyfiko-
wac dopiero na drodze elektroferezy prowadzonej w zelu o wartosciach
pH 86 i 6,0 (121). Zroznicowane fenotypowo enzymy majg takie same
wiasciwosci antygenowe (84).

Takze w przypadku fosfatazy jelitowej sugerowano odrebng kontro-
le genetyczng, aczkolwiek do tej pory nie doniesiono o zrdéznicowaniu
fenotypowym, ktére miatoby swoje Zrédto w genetycznej kontroli poprzez
allele wielokrotne.

Podobne sugestie o oddzielnej kontroli genetycznej wysuwano tez w
odniesieniu do izoenzymoOw trzeciej klasy antygenowej, jednakze nie zna-
my do tej pory liczby gendw strukturalnych okre$lajgcych izoenzymy
tej klasy (12), (Tabela 3).

Trudno jest stwierdzi¢ czy réznice pomiedzy fosfataza kostng i watro-
bowg sg uwarunkowane na poziomie genetycznym, czy tez wynikajg cat-
kowicie bgdz czesciowo z modyfikacji 1l1-o rzedowej struktury pojedyn-
czego typu czasteczki (169).

V1. Polimorfizm genetyczny fosfatazy alkalicznej surowicy krwi
zwierzagt wybranych gatunkéw

U bydta opisano genetyczne odmiany alkalicznej fosfatazy/ surowicy
bedace pod kontrola 2 gendw allelicznych, z ktérych jeden jest odpowie-
dzialny za obecnos$¢ szybkiej frakcji enzymu (gen dominujacy), a drugi,
recesywny — za jej brak (23, 24, 25).

8 Postepy Biochemii
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Opisano réwniez polimorfizm fosfatazy alkalicznej z surowicy krwi
owiec (18, 19, 20). Udowodniono, ze obecnos¢ frakcji o posredniej ruchli-
wosci elektroforetycznej (frakcji B) ma S$cisty zwigzek z obecnos$cig roz-
puszczalnej substancji grupowej O, recesywnej w stosunku do substancji
grupowej R (18, 19). Tylko u mitodziezy charakteryzujgcej sie wyzsza
aktywnos$cig enzymu zwigzek ten nie jest tak wyraznie zaznaczony. Stad
u owiec w wieku 2,5-4 miesiecy posiadajagcych grupe krwi R (badZ na-
lezacych do klasy serologicznej i) mozna byto, w przeciwienstwie do
zwierzat dorostych, zidentyfikowac¢ frakcje B. Dla frakcji tej udowodnio-
no genetyczng kontrole poprzez 2 geny alleliczne pojedynczego locus auto-
somalnego (20).

Genetyczne warianty szybko migrujacej frakcji fosfatazy alkalicznej
z surowicy krwi kéz zostaly takze rozpoznane (17). Na podstawie feno-
typow zidentyfikowanych u potomstwa pochodzacego z celowo zaplano-
wanych kojarzen ustalono, ze kontrola genetyczna dla fosfatazy tego szyb-
ko migrujgcego rejonu jest sprawowana przez 2 geny, dominujacy i re-
cesywny, ktore sa allelami pojedynczego autosomalnego locus.

Takze u Swin przesledzono korelacje miedzy alkaliczng fosfatazg suro-
wicy krwi i grupg krwi uktadu A-O. Jednakze monomorficzna pod wzgle-
dem fosfatazy populacja badanych $win, nie wykazata zadnego sprzezenia
z tym uktadem (19). Nieco p6Zniej zaobserwowano polimorfizm alkalicz-
nej fosfatazy surowicy krwi tych zwierzat, jednakze miat on charakter
ontogenetyczny (21, 22). Genetyczny polimorfizm fosfatazy surowicy Swin
zostat opisany przez Dink lage’a (170), ktéry na podstawie badan nad
rodzinami postulowat istnienie 5 genow allelicznych. Dalsze badania (171,
172) wskazaty tylko na istnienie 3 alleli. Trzeba jednakze zaznaczy¢, ze
przyjmujac ten model dziedziczenia, w odniesieniu do fenotypéw potom-
stwa pochodzacego z pewnych typéw kojarzen, zaobserwowano duze od-
chylenia od prawa Hardy’ego-Weinberga (172). Wyniki dalszych badan,
gdzie w stosunku do frakcji A, B i C identyfikowanych elektroforetycznie
w surowicy krwi $win wykazano ro6znicujgcy wplyw ogrzewania (173),
a takze L-fenyloalaniny, L-tryptofanu i L-homoargininy (174) wskazaty,
ze enzymy zlokalizowane w poszczeg6lnych frakcjach réznig sie swoim
pochodzeniem tkankowym. Przez analogie do wynikéw dyskutowanych
w odniesieniu do fosfatazy ludzkiej nalezato by wiec domniemywaé, ze
zréznicowane elektroforetycznie izoenzymy poszczeg6lnych frakcji moga
posiada¢ odrebna kontrole genetyczna, a nie reprezentowaé warianty’
alleliczne, jak to byto dotychczas przyjmowane.

VIIl. Uwagi koncowe

Omowione w pracy réznorodne zrédta pochodzenia fosfatazy alkalicz-
nej, mozliwo$¢é syntezy pod genetyczng kontrolg genéw bedacych allela-
mi tego samego locus, a takze duzy rozmiar czasteczki (94, 157, 175) razem

£
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z jej glikoproteidowg naturg (46, 94, 95, 96, 98, 107) wskazujg na wiele
Zrédet heterogennos$ci enzymu. Konieczno$¢ stosowania do$¢ drastycznych
metod w celu uwolnienia do roztworu $cisle zwigzanego z btonami enzy-
mu stwarza mozliwos¢ pojawienia sie izoenzymow — artefaktéw. Aby
unikngé ich rejestrowania zachodzi potrzeba uzywania precyzyjnych me-
tod i kompleksowego interpretowania wynikow. By¢ moze, ze enzym juz
w btonach komodrkowych jest zwigzany z rézng liczbg reszt weglowoda-
nowych (176) ale jest takze mozliwe (11), ze witasnie podczas samej eks-
trakcji czy tez podczas oczyszczania pewna liczba tych reszt moze od-
dysocjowywac¢. Wyniki niektérych prac wydajg sie popiera¢ takie przy-
puszczenie (45, 46, 48, 177). Ponadto w przypadku fosfataz skitadajacych
sie z podjednostek (177, 178, 179, 180, 181) odmiana o duzym ciezarze
czasteczkowym moze tatwo przechodzi¢ w niskoczasteczkowg, chociazby
podczas sktadowania materiatu (11, 182). Zaobserwowane zmiany wiasci-
wosci fizycznych enzymu w zamrazanych i wtornie odmrazanych prepara-
tach butanolowych (60), czy tez zmiany jakie zarejestrowano po skiado-
waniu materiatu (159, 182), wydajg sie dokumentowa¢ do$¢ tatwe powsta-
wanie heterogennos$ci in vitro. Stad tez w rozpatrywaniu zrodet hetero-
gennosci fosfatazy alkalicznej nie mozna poming¢ mozliwosci powstawa-
nia podczas preparatyki czasteczek pozbawionych kwasu sjalowego, agre-
gatow form monomerycznych, konformeréw badZz tez innych modyfi-
kacji natywnego enzymu, ktore dodatkowo powiekszajg zrodta jego hete-
rogennosci.
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SPRAWOZDANIA

VIIlI Miedzynarodowy Kongres Fotobiologiczny w Strasbourgu,
Francja, 20-25 lipca 1980

Na sesji inauguracyjnej wygtoszono referaty, ktérych tytuty okre$lajag gtéwne

tematy kongresu:
1. Biokonwersja energii stonecznej — Melvin Calvin (USA)
2. Skéra: struktura a dziatanie naturalne i terapeutyczne energii stonecznej — Klaus

W olff (Austria)

3. Fotosynteza rodlin zielonych: S$wiatio jako Zzr6dio oraz jako sonda badawcza —

Wolfgang Junge (RFN).

W niniejszym sprawozdaniu z kongresu ograniczam sie do szczegétowego omd-
wienia sympozjéw poswieconych fotobiologii furokumaryn, fotochemoterapii choréb
skornych oraz reperacji fotouszkodzonego DNA. Inne sympozja obejmowaty naste-
pujace tematy: I. Nowe metody spektroskopowe, Il. Fotoregulacja, fotorecepcja,
rytmy fotosyntezy, IV. Pierwotne procesy w fotosyntezie, V. Reakcje fotochemiczne
w biatkach oraz w kompleksach z kwasami nukleinowymi, VI. Biokonwersja energii
stonecznej, VII. Fotobiologia rodopsyny, X. Fotomorfogeneza. Sympozjum VI byto
raczej zdawkowe ze wzgledu na konkurencyjng konferencje organizowang w Brigh-
ton (Anglia) w listopadzie br. pod nazwga ,Energia z biomasy”. W tymze Brighton
na sierpief przysztego roku zapowiedziano Swiatowe Forum Stoneczne (Solar World
Forum), gdzie bedzie rozpatrzone bardzo wiele zagadnien praktycznych wykorzy-
stania energii stonecznej do ogrzewania pomieszczen na drodze bezposSredniej oraz
posredniej z wykorzystaniem energii z biomasy. Z programéw obydwu konferencji
wynika ze fermentacja etanolowa i metanolowa z biomasy rolnej i leSnej moze
sta¢ si¢ niedtugo optacalnym ekonomicznie Zrédiem paliw napedowych. Podczas
sesji zamykajacej obrady kongresu, Franz Greiter (Austria) wygtosit socjologicznie
zabarwiony referat pt. Wptyw sztucznego i naturalnego $Swiatta na fizjologie i psy-
chologie ludzka.

Précz 10 sympozjéow omoéwionych wyzej, tgcznie z odpowiadajacymi im komu-
nikatami w postaci plakatéw, odbyty sie 3 sympozja w formie obrad okragtego
stotu:

— Inzynieria genetyczna a reperacja DNA
— Zastosowanie i testowanie oston przeciwstonecznych
— Endogenne i egzogenne inhibitory i sensybilizatory (a) Badania podstawowe

(b) Implikacje terapeutyczne.

W kongresie brato udziat ok. 400 uczestnikdéw a towarzyszyto im ponad 100 oséb,
w tym sporo dzieci w wieku 15— 18 lat; ekspozycja 358 plakatow dopetnita catosci
jako co$ w rodzaju wystawy, ktorg sie zwiedzato sporadycznie w dogodnym dla
siebie czasie. Zasadnicze rozmowy i dyskusje odbywaly sie nie przy plakatach
a w dyskusjach okragtego stotu lub w przerwach obrad.
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W plenarnym referacie Klausa Wolffa (PL2)* rozpatrzono poznane reakcje
skéry ludzkiej na dziatanie znacznych dawek promieniowania ultrafioletowego. Wy-
sunieto postulat, ze komoérki Langerhansa sg komdrkami ulegajacymi najszybszym
zmianom po napromienieniu, sa czulsze niz np. keratynocyty i melanocyty war-
stwy podstawnej naskérka. Stwierdzono doswiadczalnie Zze dzialanie UV-B (290-
320 nm) niweluje cze$¢ markeréw immunologicznych, co powoduje obnizenie zdol-
nosci stymulowania proliferacji limfocytéw T in vitro (P133, P134). Zmiany w funk-
cji immunologicznej komoérek Langerhansa zauwaza sie przy niskich dawkach, juz
przy 10 mJ/cm2, przy ktorych nie obserwuje sie zahamowanie syntezy DNA lub
biatek w komoérkach warstwy podstawnej naskérka.

Badano zmiany w skorze i w naskdrku pacjentéw poddanych leczeniu PUVA
w okresie ponad 3-miesiecznym. Metodg mikroskopu elektronowego stwierdzono po-
wstawanie anomalnych typéw komdrek, dwukrotnie czesciej w skérze niz w na-
skérku. Podkreslono ochronnag role melanocytéw, pigment umniejsza szkodliwos$é
dziatania promieniowania ultrafioletowego poprzez absorpcje lub rozproszenie $wia-
tta, ponadto jest putapka dla wolnych rodnikow.

M. L. Kripke (USA, S18) przedstawita nowe obserwacje co do udziatu systemu
immunologicznego w ochronie przed rakiem skéry. Wielokrotne naswietlanie UV254
myszy bezwilosych wywotujg raka skéry. Powstate guzy sga wysoce antygenowe i s3
odrzucane po przeszczepieniu na myszy zdrowe. Je$li natomiast, przed transplantacja
myszy zdrowe potraktowano jednorazowg dawkag UV-B z tzw. ,sunlamp” (jak réow-
niez promieniami X), przeszczep sie przyjmowat i pozornie zanikata antygenowos$¢
guzu. Kripke ttumaczy to zjawisko mechanizmem immunosupresji. Wedtug jej
hipotezy, wstepna dawka UV-B wywotuje w skdérze powstanie antygenéw urucha-
miajacych immunosupresory limfocytow T; w nastepstwie tego, implantowany prze-
szczep nie napotyka na silng reakcje immunologiczng, gdyz immunosupresory sa
zaabsorbowane przez UV-B wywotane antygeny. Hipoteze te wspiera faktem, ze
wstepna ekspozycja myszy na UV-B niweluje reakcje uczuleniowg na antygeny
kontaktowe (typu dwunitrochlorobenzenu).

Obserwacje podane przez M. L. Kripke oraz przez W. Morison et al. s3 w zgod-
nosci z obrazem nakres$lonym przez K. Wolffa, dotyczacym wrazliwo$ci komdrek
Langerhansa na niskie dawki UV-B, komoérki te bowiem biorg udziat w regulacji
reakcji immunologicznych. Ponadto w dyskusji poruszono zjawisko ruchliwos$ci ko-
moérek Langerhansa w skorze.

E. Moustacchi (Francja, S17) przedstawita poglady nt. zalezno$ci pomiedzy
czestosciag wystepowania mutacji a czestoscig wystepowania nowotwordw. Najbar-
.dziej przekonywajace byly dowody dosSwiadczalne z porcjowanymi dawkami UV
w krotkich odstepach czasu, potegujace ilo§¢ komérek transformowanych w sto-
sunku do dawek jednorazowych. Obserwowane zwiekszenie czestosci transformacji
przy dawkach UV roztozonych w czasie moze posrednio wskazywa¢ na niewydolnos$¢
proceséw reperacyjnych w usuwaniu nowopowstatych uszkodzen. A. Han (USA)
w dyskusji postulowat konieczno$¢ uwzglednienia wieku komérek w badaniach po-
réwnawczych nad mutagennoscig, gdyz sprzezenie mutacji z transformacja nastepuje
w réznym stopniu nasilenia zaleznie od fazy cyklu komérkowego.

W fototerapii tuszczycy za pomocg furokumaryn, w skroécie oznaczonej PUVA
(PSORALEN+UV-A, pasmo promieniowania 320-400 nm), mozna wyrézni¢ dwa
kierunki poszukiwan. Pierwszy zamierza w terapii PUVA stosowa¢ nowe pochodne
psoralenowe, o zmniejszonym dziataniu ubocznym, drugi natomiast proponuje za-
niechanie stosowania jakichkolwiek zwigzkéw uczulajacych, wprowadzajgc zamiast
nich do terapii specyficznie wybrane pasma promieniowania UV.

*) (PL —plenary lecture, P —poster, S—symposium lecture —oznakowania referatéw Ilub
doniesien w streszczeniach kongresu).
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Nowe zwigzki, to pochodne metylowe i aminowe izopsoralenu (angelicyny), za-
proponowane przez Rodighiero, Dall’Acqua i in. (Wtochy, P162-168, P173, P174)
a takze pochodne 3-karbetoksypsoralenu wprowadzone przez Averbeck i in. (Fran-
cja, S37, P179). Sa to zwigzki ulegajace wytgcznie monofotoaddycji do DNA a nie
tworzace bis-fotoadduktéw zw. cross-linkami. Wprowadzenie tych zwigzkéw do fo-
toterapii ma na celu zmniejszenie efektéw opdéznionego dziatania, gtéwnie efektow
kancerogennych zwigzanych z powstawaniem cross-linkéw. Monofotoaddukty po-
wodujg zahamowanie syntezy DNA, a ich usuwanie z tancucha DNA odbywa sig
w podobny spos6éb jak wycinanie dimeréw pirymidynowych (P182 oraz por. Kaye
et al.,, Cancer Res. 40, 696—702, 1980).

Argumenty za stosowaniem ,dimerotwo6rczego” promieniowania UV, bez zwigz-
kéw fotouczulajacych przedstawit J. A. Parrish (USA, S42), reprezentujac wiodacy
osrodek fototerapii w Bostonie. Promieniowanie UV wywotlujgce powstawanie di-
meréw w DNA moze, podobnie jak utworzenie fotoadduktéw psoralenu, wywotac
zahamowanie proliferacji komoérek naskérka. Natomiast procesy reperacyjne usu-
wania dimeréw nie prowadza do kancerogenezy w takim stopniu jak procesy wyci-
nania cross-linkéw psoralenowych. Os$rodek w Bostonie zbadat ponownie rumie-
niotwércze (erytemalne) widmo dziatania ultrafioletu zaréwno u ludzi zdrowych
jak i chorych na tuszczyce. Zastosowano 500 W Zrddio Swiatta, 10-krotnie silniejsze
od powszechnie stosowanych oraz monochromator selekcjonujacy waskie 4 nm
pasma UV w zakresie 250-315 nm. Potwierdzono ze szerokie pasmo widma dziatania
na skére ludzi zdrowych ma rozmyty szczyt ok. 30i5nm, natomiast na skdére chorych
na tuszczyce dziata wybitnie erytemalnie waskie pasmo promieniowania 295-300 nm,
ponadto to promieniowanie wykazuje najlepsze dziatanie dobroczynne przy leczeniu
tuszczycy, nawet w terapii dawkami suberytemalnymi. Powyzsze wyniki potwierdza
doniesienie grupy niemieckiej z Jeny (P151), ktérzy z powodzeniem zastosowali
terapeutyczne zrédto o duzej mocy, z filtrami przepuszczajacymi waskie pasmo pro-
mieniowania 295-305 nm. A. Wiskeman z RFN podsumowat catag dyskusje lapidarnym
zdaniem: kazde erytemogenne pasmo UV jest dobroczynne w leczeniu tuszczycy.
Niektéore wyniki wskazujg na dobroczynne wspoétdziatanie pasma UV-B (290-320)
z pasmem UV-A (320-400 nm), niewielka domieszka promieniowania UV-B (ponizej
1 MED), ktére zaledwie w 10% dociera do komoérek warstwy podstawnej, wydatnie
polepsza skutki fototerapii PUVA (PL2, P153, Wiskemann).

Grupa Parrisha zaproponowata pewne modyfikacje w terapii PUVA wspoma-
ganej przez mazie weglowe (P152, S42). Zamiast mazi weglowych (crude coal tar)
wprowadzono oleje naftowe (petrolatum), ktoére zwiekszajag przepuszczalno$é na-
skorka tuszczycowego dla promieniowania ultrafioletowego. Modyfikacje te maja
na celu zmniejszenie jednorazowych dawek promieniowania ponizej dawek eryte-
malnych. Przedstawiono udoskonalone metody wykrywania poziomu stezenia pso-
ralenu w surowicy i w skérze w trakcie terapii PUVA, okre$lajagc na 150 i 80 ng/ml,
odpowiednio (P201, 202).

Stosowanie terapii PUVA jest obecnie objete diugotrwata kontrolg, celem usta-
lenia ewentualnych ubocznych skutkéw jej dziatania (Stern—USA, Christophers—
dane z 11 krajow Europy). Wprawdzie stwierdzono, w niewielkim procencie, wyste-
powanie raka skéry u ludzi leczonych terapig PUVA, szczeg6lnie warstwy kolczystej
naskérka, ale niestety brak odpowiedniej kontroli tej terapii, gdyz jak zauwazyt
R. B. Setlow (USA) — niewiadomo jaki procent chorych na tuszczyce a nie leczonych
metoda PUVA zapada na raka skdéry. Obecnie podjeto taki projekt badawczy w Eu-
ropie, obejmujacy 600 pacjentow.

Postep w badaniach nad mechanizmem reperacji UV-uszkodzonego DNA.
Stwierdzono (P318, P313), ze pierwszym enzymem rozpoznajagcym dimery pirymi-
dynowe w DNA jest glikozylaza, specyficznie hydrolizujgca jedno z dwdéch wigzan



242 SPRAWOZDANIA 14)

glikozydowych dimeru. Dopiero potem, na skutek powstania zaktdcenia w tancucha
DNA, nastepuje naciecie tancucha przez UV-endonukleaze i dalszy ciagg reakcji
prowadzacy do wycinania i tatania nowymi nukleozydami fotouszkodzonego odcinka
DNA (pordwnaj takze fundamentalng prace z grupy Grossmana: Haseltine et
al., Nature, (26 June 1980), 285, 634—641.). A wigc glikozylazy okazaly sie pierwszy-
mi w zespole enzymodw biorgcych udziat w tancuchu reakcji naprawy nie tylko po-
jedynczych fotouszkodzonych zasad pirymidynowych ale takze dimeréw tyminy.

Bardzo ciekawy referat nt. zastosowania zwigzkéw psoralenowych, jako sondy
okre$lajacej strukture przestrzenna kwaséw nukleinowych, wygtosit J. E. Hearst
(S38). W rybozomalnych 16S i 5S RNA wykryto preferencyjne przytaczanie sie pso-
ralenu w miejscach zatamania sie regularnej struktury dwupasmowej przy przej-
§ciu od odcinkéw helikalnych do struktury beztadnej. Z wirusowego fd DNA wy-
izolowano i scharakteryzowano mono-fotoaddukt psoralenowy na drodze trawienia
enzymatycznego, kolejno przez: DNAaze I, Pl endonukleaze, fosfodwuesteraze i fos-
fataze. By¢ moze, rdwniez na tej drodze, uda sie wyizolowa¢ bis-fotoaddukty
(cross-linki) psoralenowe, co dotychczas byto nieosiagalne.

Istotng sprawg w badaniu reakcji fotobiologicznych jest mozliwo$¢ wykrywania
fotoadduktoéw in situ, w nieuszkodzonej histologicznie tkance naskérka. Takg mozli-
wos$¢ stwarza metoda immunofluorescencji posredniej z uzyciem specyficznych prze-
ciwciat, np. przeciw DNA-dimery. Dwa doniesienia (P269, P285) dotyczyly ulepszen
metodycznych w zakresie otrzymywania i charakterystyki przeciwciat przeciw
DNA-dimery-tyminowe. Zastosowano bardzo nowoczesng metode fuzji komoérek
w celu otrzymania monoklonalnego przeciwciata przeciw dimerom pirymidynowym
w jednopasmowym DNA (anti-UVssDNA). Nasze doniesienie nt. otrzymania immu-
nosurowicy specyficznie skierowanej przeciw DNA-fotoaddukty-psoralenu wzbudzito
duze zainteresowanie. W dyskusji, dwie pracownie zadeklarowaly zamiar powté-
rzenia oraz rozszerzenia naszych doswiadczen (Oak Ridge National Labs. w USA
oraz Paterson Labs., Manchester w Anglii).

W trakcie uroczystego bankietu kongresowego, Profesorowi R.B. Setlow z USA
wreczono zloty medal Finsena, za fundamentalne prace w zakresie poznania ciggu
reakcji enzymatycznych naprawy fotouszkodzonego DNA. Na zakonczenie Kongresu
wybrano nowe wtadze Miedzynarodowego Towarzystwa Fotobiologicznego (I’Associa-
tion International de Photobiologie) w skitad ktérych m.in. wszedt Prof. dr
K. L. Wierzchowski z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

Z. Zaregbska

IV Krajowe Konwersatorium — Analiza Biopolimerow nt.: ,,Nowe metody
analityczne i usprawnienia pracy automatycznych analizatoréw
aminokwasow”

W dniach 25 i 26 wrze$nia 1980 roku odbylo sie w Instytucie Zywienia Czlowie-
ka Akademii Rolniczej w Poznaniu IV Krajowe Konwersatorium — Analiza Biopo-
limeréw n.t. ,Nowe metody analityczne i usprawnienia pracy automatycznych ana-
lizator6w aminokwaséw”. Spotkanie zorganizowane zostato przez Sekcje Analizy
Biopolimeréw Komitetu Chemii Analitycznej PAN, Instytut Zywienia Czlowieka
A.R. w Poznaniu (dr Krzysztof Waliszewski) oraz Instytut Genetyki Roslin PAN
w Poznaniu (dr Piotr Mendelewski). Miato ono typowy charakter szkoleniowo-dys-
kusyjny.
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Program pierwszego dnia obejmowat zapoznanie si¢ z produkcja analizatoréw
na Swiecie. W spotkaniu udziat wzieli przedstawicieli firmy Beckman, Biotronik,
Labor-Mim, LKB oraz Rank-Hilger. Ponadto organizatorzy przekazali uczestnikom
spotkania katalogi firmy Pierce Chem. Co., specjalizujacej si¢ w produkcji odczyn-
nikéw wysokiej czystosci m.in. do automatycznej analizy aminokwasow.

Przedstawione przez producentdw analizatory rdéznity sie technikami oznaczen
oraz stopniami automatyzacji i komputeryzacji. Godnym podkre$lenia jest fakt, ze
dla tych samych klas analizator6w produkowanych przez rézne firmy, réznice w ce-
nie wahatly sie w granicach 100 i wiecej procent! Uczestnicy mogli sie zapozna¢c
z réznymi technikami analiz aminokwaséw oraz dodatkowymi mozliwos$ciami anali-
tycznymi aparatéw w oznaczaniu np. cukréw i kwaséw nukleinowych.

Drugi dzien spotkania pos$wigcony byt doniesieniom naukowym. Nastepnie od-
byta si¢ dyskusja koncentrujaca sie na sprawach usprawnienia dziatalnosci apara-
tow, nowych metod analitycznych oraz obstugi i naprawy aparatow. Wiele krytycz-
nych uwag padto pod adresem firmy Microtechna z Czechostowacji, dotyczyty one
nie realizowania zamo6wien na cze$ci zamienne oraz dziatalno$ci serwisu.

W Instytucie Genetyki Ro$lin PAN, Poznan, ul. Strzeszyrniska 30/36 tel. 203741
(dr Piotr Mendelewski) istnieje punkt wymiany informacji na tematy interesujace
uzytkownikéw analizatoréw aminokwaséw. Zorganizowania kolejnego konwersato-
rium w 1981 roku podjat sie dr M. Stencel ze stacji Hodowli Roslin Wiatrowo,
62-100 Wagrowiec, woj. pilskie.

K. Maliszewski

Skrot sprawozdania z dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
za okres od 23 wrze$Snia 1977 r. do 11 wrzesnia 1980 r., przedstawionego
na Walnym Zebraniu Towarzystwa w dniu 12 wrzes$nia 1980 r.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne liczy 1152 cztonkéw (w tym 9 cztonkéw ho-
norowych) zrzeszonych w 12 oddziatach terenowych, a mianowicie:

Biatostocki 39 os6b
Gdanski .. 49,
Krakowski .. 19,
Lubelski e « 68
L odzki ..o,
Olsztynski . .41,
Poznanski .. 134,
Szczecinski e o 43
Slaski . . . . . o 84
Torunski . e e 22
W arszawski .. 3718
W roctawski .. 93
cztonkowie Towarzystwa zamieszkujgcy za granicg . . . . 5 os6b.
W ramach Towarzystwa dziatajg dwie sekcje: fotobiologii i bioenergetyki.

Gtdwnag forma dziatalnosci Towarzystwa byly sympozja, zjazdy i konferencje
naukowe. W okresie sprawozdawczym odbytly sie nastepujace imprezy o zasiegu
krajowym:

XV Zjazd (L6dz, 1978)

XVIl Zjazd (Warszawa, 1980)
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Sympozjum ,Metabolizm fluoru” (Szczecin, 1979)

Konferencja na temat polimeraz RNA (L6dz, 1979)

Konferencja ,,Regulacyjna funkcja proceséw fosforylacji biatek” Lublin, 1980)

Sympozjum ,,Chemical Cancerogenesis and Mutagenesis™ (Warszawa, 1980, wspél-

nie z Polskim Towarzystwem Onkologicznym, Komitetem Biochemii i Biofizyki

PAN i Instytutem Onkologii)

Ponadto w Oddziatach Towarzystwa odbywato sie corocznie ogdétem okoto 50 zebran
naukowych z udziatem prelegentéw krajowych oraz goszczacych w Polsce naukow-
céw zagranicznych.

Pod protektoratem Towarzystwa i przy czesciowym jego wspdtudziale odbyty
sie w Polsce dwa kursy Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych, a mia-
nowicie:

w Instytucie Onkologii w Gliwicach 64. kurs FEBS ,,Modern Methods of DNA

Sequencing” (1979)

w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego w Warszawie 59. kurs

FEBS ,Bioenergetics and Transport at Mitochondrial and Cellular Levels™ (1980)

Polskie Towarzystwo Biochemiczne przyznaje corocznie nagrode im. Jakuba
Parnasa za najlepszg prace doswiadczalna wykonana w Polsce i nagrode im. Bole-
stawa Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy opublikowany w ,,Postepach

Biochemii”. Ponadto za najlepsze prezentacje przez mitodych biochemikow doniesien
na zjazdach Towarzystwa przyznawane sg nagrody im. Wiodzimierza Mozotowskiego.
Przegladowy kwartalnik Towarzystwa, ,Postepy Biochemii”, zamie$Scit w okre-

sie sprawozdawczym okoto 70 artykutéw. Naktad pisma wynosi obecnie 2.330 egzem-
plarzy. Ponadto Towarzystwo wydaje Monografie Biochemiczne, ktérych w okresie
1977—1980 ukazaty sie dwie.

Na arenie miedzynarodowej Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest cztonkiem
Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych, a obie sekcje Towarzystwa
nalezg do odpowiednich miedzynarodowych stowarzyszen specjalistycznych. Jede-
nastu cztonk6w Towarzystwa uzyskato w okresie 1979—1980 stypendia FEBS na
krétkoterminowe staze badawcze w laboratoriach zagranicznych (stypendia te zostaty
wprowadzone przez FEBS z poczatkiem 1979 r.) a 15 oséb z Polski subwencje FEBS
na udziat w kursach Federacji organizowanych poza granicami naszego kraju (dane
za okres od lutego 1977 do wrze$nia 1980). v

Na s$rodki finansowe Towarzystwa sktadajg sie sktadki cztonkowskie (okoto
40 tys. zt rocznie), wpisowe na zjazdy (okoto 50 tys. zt na zjazd) i dotacja Polskiej
Akademii Nauk (211 tys. zt rocznie). Po stronie wydatkéw gtéwng pozycje stanowia
doroczne zjazdy (okoto 150 tys. zt na zjazd) i sympozja. Fundusz ptac etatowych
pracownikéow Biura Zarzadu Gitéwnego (3 osoby na czgstkowych etatach) wynosi
(wraz ze $wiadczeniami socjalnymi) 67 tys. z}t rocznie. Sume 50—65 tys. zt wydaje
Towarzystwo rocznie na podroze. Pozycja ta obejmuje przede wszystkim zwrot
kosztéw wuczestnictwa w zjazdach i sympozjach Towarzystwa tych jego cztonkow,
ktérzy nie mogli uzyska¢ delegacji ze swych instytucji macierzystych, oraz prze-
jazdy prelegentow na zebrania odczytowe w oddziatach Towarzystwa.

Lech Wojtczak



RECENZIJE

Adam Kotataj
Genetyka fizjologiczna zwierzat

PWN, Warszawa, 1980, str. 629, naktad 5000+ 250 egz.

Oceniang ksiazke autor przeznacza dla hodowcdéw zwierzat, gdyz ,Wspoé6iczesna
genetyka zwierzat nie moze rozwija¢ sie juz bez znajomosci ich fizjologii” (str. 7).
Stusznie, od wielu, wielu lat na studiach rolniczych wyktadana jest fizjologia zwie-
rzat. *

Pierwsza cze$¢ ksigzki, tacznie 374 strony, jest poswiecona problemom, w kté-
rych sie orientuje, totez uwazam za swdj obowigzek wypowiedzie¢ sie na ten temat.

Wprawdzie wiem, o czym Kotataj pisze, ale nie podjetabym sie stresci¢ ocenia-
nego tekstu. Jest to wynikiem paru uzupetniajacych sie metod stosowanych przez
autora. Po pierwsze, tekst jest zupeinie chaotyczny i nawet poszczegdlne zdania
w obrebie jednego akapitu na ogét nie stanowiag ciggu logicznego. Po drugie, tekst
roi sie od sformutowan badZz niescistych, badZz wrecz bitednych. Po trzecie, autor
jest niezwykle wydajny w zakresie pisania zdan bez tresci.

Dla udokumentowania tych stwierdzen najprosciej by bylo zacytowac¢ ksigzke
w catosci. Uniknetabym wtedy posadzen o brak obiektywizmu czy przesade. Ale
kto mi nie wierzy, niech poczyta oceniang ksigzke.

Ulubionym stéwkiem Kotgtaja jest fizjologia. W rozdziale 1 autor pisze: ,,... kaz-
da cecha organizmu... jest cechag fizjologiczng, nie wytgczajac diugosci rogdow...”
(str. 7). Stusznie, nikt przeciez zwierzeciu rogéw nie dosztukowuje. Drugi rozdziat
nosi tytut ,,Fizjologia komdrki”. Dobrze. Dalej jednak autor pisze: ,,Fizjologia rybo-
somo6w jest oczywiscie najbardziej zwigzana z procesem biosyntezy biatka, a szcze-
g6lnie z dziatalnoscig translacji jako ciggu produkcyjnego biatek w komorce” (str.
56). Mamy wiec tu i dowolno$¢ w uzywaniu terminu fizjologia i nie$cisto$¢ i pusto-
stowie. Tytuty dwu nastepnych rozdziatéw, ,Fizjologia chromosoméw” i ,Fizjologia
genow” ewidentnie nie majag sensu. Nie lepiej jest tez z ich trescia.

Dla przyktadu troche szerzej omoéwie rozdziat ,Fizjologia genu”. Pierwszy jego
podrozdziat jest zatytutowany ,Biologiczna rola DNA?”. Jest tu mowa o budowie
DNA w ogoéle, o komplementarnosci zasad, regutach Chargaffa, znowu o budowie
DNA: , ..jak udowodnit Watson — sktad i kolejno$é¢, z jakg ustawione czy wbudo-
wane sg zasady w jednym tancuchu, determinujg catkowicie sktad i kolejnos$¢ zasad
w drugim tancuchu” (str. 145; podkreslenia moje, A.P.). Dalej autor stwierdza, ze
»~Kwas dezoksyrybonukleinowy ma szereg wtasciwosci chemicznych i fizycznych”
(str. 146), z czym trudno sie nie zgodzi¢. Mowi nastepnie o wielkosci czgsteczek,
denaturacji termicznej (,Warto$¢ Tm okres$la sie i oblicza...”, str. 148), jeszcze 0 re-
gutach Chargaffa, o doswiadczeniach Messelsona i Stahla, o rozwijaniu nici DNA
z powotaniem sie na artykut opublikowany we Wszechswiecie w 1971 r., o replikacji
DNA: .. niskoczagsteczkowe fragmenty DNA wytwarzane i syntetyzowane...” (str.
154; podkre$lenia moje, A.P.). Dalej autor stwierdza, ze ,,Druga funkcja genu jest...

9 Postepy Biochemii
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jego ekspresja fenotypowa” (str. 155) i powraca do omawiania wielkosci czasteczek
DNA, piszagc m.in.: ,..elementami taczacymi podjednostki DNA w jednag dtugg
czagsteczke sg lipoproteidy, biatka, kwasy rybonukleinowe czy tylko rybonukleozy-
dy...” (str. 158). P6zniej wraca do replikacji DNA i stwierdza, ,,... ze informacja gene-
tyczna zlokalizowana jest w DNA, bowiem podczas omawianej syntezy w uktadzie
bezkomo6rkowym nie zachodzita ani synteza biatka ani synteza czgsteczek innych
substancji, co wyklucza catkowicie mozliwo$¢ istnienia innych niz DNA zwigzkow
stanowigcych posrednio przekazniki informacji genetycznej” (str. 159). Nastepnie
autor wraca do dwuniciowej struktury DNA, konczy za$ podrozdziat powrotem do
replikacji.

Kolejny podrozdziat rozdziatu ,Fizjologia genu” nosi tytut ,Histony”. Bardzo
trafny jest punkt 7 na str. 163: ,histony pod wzgledem swych funkcji biochemicz-
nych sa bardzo niepodobne do wielu pozostatych biatek”.— Moznaby te mys$l roz-
szerzy¢: w og6le niektére biatka sg niewatpliwie bardzo niepodobne do wielu in-
nych.

W nastepnym podrozdziale pt. ,,Niehistonowe biatka chromatyny (NHP)” autor
pisze o ,fizjologii i biochemii NHP" (str. 172).

W podrozdziale ,,Obraz DNA w chromosomach” Kotgtaj wraca do denaturacji
cieplnej DNA, a przynajmniej tak by mozna przypuszczaé. Nie jestem pewna, bo
autor pisze: ,Je$li ten zdenaturowany material jest potem przetrzymywany w tem-
peraturze niewiele nizszej niz tzw. omoéwiona wcze$niej (na str. 147) temperatura
mieszania...” (str. 177). Ale na str. 147 byta mowa o temperaturze topnienia, wiec
skad ta temperatura mieszania i co ona oznacza? Nieco dalej Kotataj stwierdza,
ze ,..DNA ssakéw bedzie denaturowany tysigc razy wolniej mimo, ze sg i takie
odcinki, ktére denaturujg tak szybko jak DNA bakteryjny” (str. 178).

Pozostaly tekst ksigzki jest na takim samym poziomie.

A oto przyktad zdan bez tresci: ,Komérka organizméw wyzszych wiec to pewna
niepowtarzalna struktura. Ta jej struktura ma skomplikowang architekture. Ar-
chitektura ta zwigzana jest $cisSle z funkcjami, a typowymi przyktadami takich
wspdtzaleznosci sa mitochondria i lizosomy. Mozna da¢ je nawet za przyktad typowo
biologicznej dialektyki w filozofii przyrody” (str. 69).

Kotataj ma ciggotki do filozoficznych refleksji i dowcipéw. ,,Wydaje sie, iz taki
»ptynny” model komorki bardzo blisko nawigzuje do 2500 lat temu wypowiedzianych
ustami Heraklita stow ,panta rei”.” (str. 19). ,, ,,Moge rzadzi¢ i z namiotu” powiedziat
po bitwie pod Garnikiem Aleksander Wielki, ,,bytem miat tylko dobrag tgcznos$¢
niezaleznie od wielkos$ci mojego imperium...” Analogia czasteczki DNA dajacej im-
pulsowg informacje z mtodym Aleksandrem nie bytaby chyba taka odlegta... Nomen
omen, podobnego zdania byt jeszcze przed Aleksandrem Dariusz | perski...” (str. 72).

Druga cze$¢ ksiazki dotyczy probleméw hodowlanych. Sg tam zawarte m.in.
streszczenia wielu prac z dziedziny ,genetyki fizjologicznej * zwierzat. By¢ moze
takie streszczenia bytyby przydatne, gdyby nie element niepewnos$ci: co Kotataj
przekrecit przy streszczaniu.

W sumie ksigzka nadaje sie wytacznie na makulature. Mozna by jeden egzem-
plarz zostawi¢ jako kuriozum.

Jak wiadomo, przed oddaniem do druku ksigzki sag oddawane do recenzji. Warto
by byto poda¢ do publicznej wiadomosci nazwiska recenzentéw ksigzki Kotataja.
Niech przynajmniej wiemy, kto aprobuje drukowanie ksigzek, ktdre przynosza wstyd
naszemu $rodowisku naukowemu.

Aleksandra Putrament
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Recenzja ksigzki pt. ,,Genetyka fizjologiczna zwierzat”
Autor: Adam Kotataj, Wydawca: Panstwowe Wydawnictwo Naukowe,
Warszawa 1980, Wydanie pierwsze.

Ksigzka obejmuje 39 arkuszy drukarskich (629 stron), a naktad wynosi 5000+
+ 250 egz. Na tre$¢ ksigzki sktada sie dziewigé¢ rozdziatow. Przedmiotem mojej re-
renzji bedzie gtéwnie rozdziat czwarty pt. ,Fizjologia gen6w”. Inne rozdziaty oceniam
tylko fragmentarycznie a z recenzji wytgczam cztery ostatnie rozdziaty, poniewaz
nie czuje sie kompetentnym do ich oceny. W recenzji przytaczam liczne cytaty, gdyz
ilustrujg one najlepiej zawite wywody Autora, ktdre niekiedy po prostu trudno zro-
zumiec.

W rozdziale ,,Fizjologia komérki” zwrécitem uwage na podrozdziat zatytutowany
»Jadro” (str. 33), obejmujacy 4 strony oraz 3 ryciny, z ktérych jedna jest rysunkiem
ilustrujagcym komdrki bez jadra (erytrocyty). Nie bardzo wiadomo po co Autor ten
rysunek zamies$cit (podobnie podrozdziat o aparacie Golgiego nie wiadomo dlaczego
ilustrowany jest dwiema rycinami przedstawiajgcymi budowe plemnika). Zrédta skad
pochodza ryciny nie podano. Z lektury tego skromnego podrozdziatlu dowiadujemy
sie, ze: ,,Morfologia jadra jest raczej stobo zréznicowana, a najwazniejsze jego ele-
menty budowlane to btona jadrowa, jaderka i sok jadrowy”. Z tych ,elementéw
budowlanych” wyeksponowana jest btona jgdrowa, ktéra ma ,budowe do$¢ skom-
plikowana” bowiem musi ,przepuszcza¢” czasteczki mRNA z jadra do cytoplazmy
i liczne biatka z cytoplazmy do ,kariolimfy”. Nieco dalej czytamy jeszcze, ze mimo
obecnosci ,,tubul” btona jadrowa musi by¢ ,Scista i szczelna, by zabezpieczy¢ swoja
wewnetrzng strukture”. Tyle na temat struktury btony jadrowej. Autor stara sig
zainteresowa¢ czytelnika procesem transportu przez bione jadrowg. Czytamy zatem
dalej (str. 35): ,Te nadzwyczaj ciekawe procesy transportowe sg jeszcze w duzej
mierze zupeinie nie opracowane, prawie nie znane od strony molekularnej. W tu-
busach, czyli jakby kanalikach btony jadrowej, moze odbywac¢ sie ruch czasteczek
w obie strony dostownie jak na gtéwnej ulicy miasta, gdyz o ile wielko$¢, a przede
wszystkim diugo$é czasteczek wychodzagcego mRNA jest mozliwa do okre$lenia, to
diugos¢ czasteczek biatek histonowych, kwasnych i resztkowych, zwigzanych i nie
zwigzanych z chromatyng, fosfoproteidéw, biatek enzymatycznych, np. polimerazy
czy transkryptazy jest prawie nie znana, cho¢ znajduje si¢ w centrum uwagi biolo-
gow molekularnych szukajacych chytrych metod, by wielko$ci te oznaczy¢”. Infor-
macja zawarta w tym cytacie jest pozbawiona sensu. Trudno doprawdy zrozumieé
na czym maja polega¢ procesy transportowe w ,tubusach, czyli jakby kanalikach
btony jadrowej”. Czyzby autor nigdy nie styszat o strukturach poréw btony jadrowej
ich budowie i funkcji? Jaki zwiazek ma wywod o wysitkach zmierzajacych do ozna-
czenia ,,dtugosci” czgsteczek biatkowych i mMRNA z ruchem (transportem) czgsteczek?

.W jadrze — czytamy dalej na str. 37 — wida¢ jaderko lub jaderka, ktére maja
duza gesto$¢ elektronowa i strukture witdknisto-ziarnista”, a w jaderkach ,zaobser-
wowano rybosomy”. Wiadomosci o budowie jadra i jaderka uzupetnione sg jeszcze
informacjami w innych rozdziatach. Dla przyktadu podaje fragment na str. 121:
»Mozna wysnu¢ wniosek, ze materiat jaderkowy, ktéry ,otwiera” (podkreslenie mo-
je— M. Ch.) sie po lizie btony jaderkowej, dla komdrki jest potrzebny do tego, aby
zanikta btona jadrowa w ogéle, a nawet do tego, by nastgpita spiralizacja ,,wycigg-
nietych” dotychczas chromosomoéw, by zgrubiaty one w prawidiowym rozdziale do
komérek potomnych”. Tak mniej wigcej przedstawia si¢ weditug Autora fizjologia
i budowa jadra i jaderka.

Szeé$¢ stron posSwieconych jest ,fizjologii rybosomoéw”. ,Historia rybosomoéw” —
jak pisze Autor — jest tym ciekawsza, ze s one ,najbardziej statymi elementami
komoérki pod wzgledem budowy morfologicznej”. Z nastepnego zdania (str. 53) do-
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wiadujemy sie, ze rybosomy znajdujg sie w komoérce ,badZz jako swobodne peche-
rzyki, badz tez zwigzane po kilka lub kilkadziesigt tworzagc nawet tzw. polisomy, mo-
ga sie wigza¢ z innymi organellami komorki, np. z jadrem czy mitochondriami...”.
Sadzitem, ze to pomytka ale na nastepnej stronie (str. 54) Autor utwierdza czytelnika
nadal w przekonaniu, ze rybosomy sag ,,pecherzykami”, i ze produkty asocjacji rybo-
soméw nazywamy polisomami. ,,O ile produkty asocjacji rybosoméw nazywamy po-
lisomami lub ciezkimi rybosomami, to czasteczki powstate w wyniku dysocjacji
rybosomoéw po prostu podjednostkami” — uczy Autor, podpierajac sie cytatem pracy
Watsona z 1964 r., ktéra figuruje w spisie piSmiennictwa jako praca z r. 1965. Na-
stepujagce dalej informacje o strukturze rybosomdéw sg chaotyczne i niezborne.
W atpie, czy czytelnik nie znajacy przedmiotu po przestudiowaniu tego podrozdziatu
bedzie miat prawidtowy obraz struktury i ,fizjologii” rybosomoéw.

Niezwykte sg poglady Autora na proces mutacji; na str. 112 czytamy: ,O ile gen
zmutowat, oznacza to, ze komoérka go nie ma...” Opis metod stosowanych w procesie
hybrydyzacji komérek zawiera mato rzeczowych informacji, niedobdér ten rekom-
pensuje bogata oprawa jezykowa, (str. 111): ,...niektére wirusy rozwijaja na tym
polu szczegdlnie atrakcyjna dziatalnos¢...” i dalej: ,,Aby nie da¢ wirusowi zbyt
duzych mozliwos$ci ,rozpedu” w obszarze bton komdrkowych czesto inaktywuje sie
go poprzez promienie ultrafioletowe”.

Obszerny rozdziat pt. ,,Fizjologia gendéw” jest zlepkiem informacji, z ktdrych
raczej nie wytania sie jasny opis ani budowy DNA ani struktury genéw ani ich
ekspresji. Przytaczam probke akapitu omawiajgcego strukture DNA (str. 143): ,Jak
wiadomo DNA jest siedliskiem informacji genetycznej. Jego czasteczki sg zbudowane
z diugiej, podwojnej wstegi Srubowo zwinietej, zwanej bihelisg. Kazda ze wsteg
sktada sie z tancuchéw wielu drobin cukru dezoksyrybozy — pentozy a wiec o 5 ato-
mach wegla, potagczonych ze sobg za posérednictwem czasteczek kwasu fosforowego
H3P04 Sa to wiec tancuchy fosforanowo-pentozowe. Dezoksyryboza jednego tan-
cucha taczy sie z czasteczkg tego cukru drugiego, réwnolegtego tancucha parami
zasad azotowych: adeniny i tyminy oraz cytozyny i guaniny... Oba te tancuchy two-
rzac przestrzennie owga bihelise sg splecione wzdtuz swej osi prawoskretnie, zgodnie
wiec z ruchem wskazéwek zegara. ..Czasteczki zasad azotowych przytaczone sg do
molekuty dezoksyrybozy przy 1'atomie wegla cukru D-rybozy. Takie potaczenie
zasady i cukru ma charakter glikozydéwy, a czasteczka powstata z tego potaczenia
nazywa sie dezoksyrybonukleozydem. Poniewaz do takich czgsteczek przytgcza sig
jeszcze kwas fosforowy — tgczac je ze sobg w polimerowag ni¢ — powstaje molekuta
ztozona z zasady organicznej, kwasu fosforowego i D-rybozy”.

Na podstawie powyzszego opisu trudno wyobrazi¢ sobie budowe czasteczki DNA
i te potaczenia dezoksyrybozy (czy moze D-rybozy?) poprzez kwas fosforowy i to
taczenie sie z réwnolegtych tancuchéw parami zasad.

Opisy podstawowych fizycznych wtasciwosci czasteczki DNA zawierajg wiele
niejasnych i niezrecznych sformutowan. Temperature topnienia DNA Kkore$la sig
jako temperature ,stapiania sie w roztworze” (str. 146), w innym miejscu (str. 177)
jako temperature ,,mieszania” (?). Opis zjawiska denaturacji termicznej DNA (str. 148)
jest nieudany. Rozwazania nad mechanizmem rozdzielania obu nici DNA i procesem
replikacji sa — moéwigc delikatnie — naiwne. Oto przyktad, (str. 152): ,,Gdyby jeden
tanncuch odwijat sie w bihelisie wzgledem drugiego, musiatlyby sie one obraca¢ do-
okota dtugiej osi, lecz we wzajemnie przeciwnych kierunkach. Doprowadzitoby to
szybko do ,zahaczenia si¢” jednej zasady organicznej o druga i do niemozliwienia
(zapewne btad zecerski — MCh.) dalszego odwijania w ogéle. Gdyby wiec obie wstegi
odwijaty sie, musiatyby sie od siebie oddala¢ w kierunku poprzecznym do osi”. Albo
dalej, na str. 154: ,Werner (1971) ogtosit przed kilku laty propozycje nowego modelu
replikacji chromosomowego bakteryjnego DNA sugerujac, ze tancuch chromosomal-
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nego DNA bakterii rozplata sie pod dziataniem specyficznej nukleazy ,rozpoznaja-
cej” krotki stosunkowo odcinek polinukleotydowy o diugosci mniej wiecej 3000 nu-
kleotydéw. Synteza jednego lub dwoéch fragmentow DNA miatyby zachodzi¢ na ta-
kim specyficznym odcinku. Ma to byé wediug Wernera proces ro6zny od procesu
syntezy reparatywnej a wiec takiej, podczas ktdrej reperowane sg po prostu uszko-
dzone odcinki DNA nazywane ,odcinkami Okazaki” (od nazwiska jego odkrywcy)..
Okazaki i wsp. (1970) opisali zjawisko cze$ciowej denaturacji bihelisy DNA zacho-
dzacej w czasie replikacji”. Oprécz niejasnej i btednej interpretacji danych z pis-
miennictwa, Autor nie daje czytelnikowi mozliwo$ci poznania prac oryginalnych,
gdyz obie cytowane prace nie figuruja w spisie.

Pobiezne sprawdzenie kilku innych fragmentéw ksigzki wskazuje, ze ominigcie
w spisie piSmiennictwa prac cytowanych w tek$cie jest do$¢ czestym przeoczeniem
Autora. Na str. 282 sg cytowane prace Bendich i McCarthy (1970), Perry (1967), oraz
Kumar i Warner (1972) — zadna z nich nie figuruje w spisie piSmiennictwa.

Opis budowy chromosomu jest chaotyczny, niespéjny, peten barokowych ozddéb
zaciemniajgcych tres¢. Petno tu ogdlnikowych terminéw pozostajacych bez objasnien,
ujetych w nieco napuszong forme. Na przykiad na str. 179 czytamy: ,,Wyniki wszyst-
kich tych obserwacji ujawnity, ze czasteczki kwaséw nukleinowych maja okreélong
strukture pierwszorzedowa, zalezng od chemicznej budowy tancuchéw, strukture dru-
gorzedowag rozumiang jako konformacje i réwniez trzeciorzedowa w postaci specy-
ficznej organizacji przestrzennej helikalnych tancuchoéw?”.

W tym i w innych rozdziatach razaca wadag jest brak logicznego powigzania
poszczeg6inych akapitéw. Tuz za powyzszym cytatem jest maty akapit o powtarzal-
nych sekwencjach DNA, a zaraz za nim autor opisuje proces kondensacji i dekon-
densacji chromatyny, nastepnie wspomina o heterochromatynie, powraca do proble-
mu sekwencji powtarzajacych, by za chwile moéwi¢ o budowie wiékna chromaty-
nowego. Wzmianki o ,preparatyce genéw” sa wymieszane z informacjami o sateli-
tarnym DNA i degradacji DNA.

Podrozdziat zatytutowany ,Obraz DNA w chromosomach” jest niestrawnym
koktailem. Czytelnik po przeczytaniu tego podrozdziatu nie wyrabia sobie zadnego
pojecia o organizacji chromosomu interfazowego i metafazowego. Brak tu klarow-
nego opisu wiékna chromatynowego, nukleosomu, pominieto zupetnie nowe poglady
na organizacje struktury chromosomu.

Podrozdziat ,,Gen jako jednostka informacji” nie odbiega poziomem od poprzed-
nich. Znowu nie jest to jasny i prosty wyktad lecz chaotyczny zbiér danych z pis-
miennictwa, ubarwiony nieporadnymi objasnieniami. Na str. 197 czytamy oto jak
Nirenberg i Matthaei ztamali kod genetyczny: ,Uzyskali oni monourydynowy poli-
nukleotyd, tj. ni¢ RNA zbudowang poza kwasem fosforowym i pentoza rybozg wy-
tacznie z uracylu jako zasady organicznej zastepujgcej tymine w DNA. Ni¢ ta miata
wiec wzor... U U U U U..,, byta wobec tego kwasem poliurydynowym i kierowata bar-
dzo charakterystycznie wbudowywaniem w rosngcy tancuchy peptydowy fenyloala-
niny. Powstajgce biatko byto zbudowane wigc tylko z jednego aminokwasu, a wtas-
ciwie trudnb tu moéwi¢ o biatku, lepiej o peptydzie. Taki wynik do$wiadczenia
przeszedt wszelkie oczekiwania i stat sie — jak juz dzisiaj wiemy — epokowym.
Wskazywat, ze wyznacznikiem miejsca fenyloalaniny w tancuchu polipeptydowym
jest nukleotyd urydynowy. Dalsze dosSwiadczenia wskazywaty, ze dla wbudowania
jednej czagsteczki fenyloalaniny trzeba trzech, a nie dwéch czy czterech nukleotydéw
syntetycznego RNA. Byt to po prostu klucz do rozszyfrowania kodu genetycznego.
Prace szybko potoczyty sie naprzéd i juz w kilka lat potem wyjasniono w catosci
to zagadnienie. Odkrycie to byto fantastyczne jeszcze i dlatego, ze w 1961 roku
Nirenberg, Ochoa i inni badacze z laboratori6ow USA nie wiedzieli specjalnie wiele
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0 mRNA, ktéry to zwigzek odkryli i wprowadzili dla niego nazwe do literatury Jacob
1 Monod, takze w tym roku”. Cytat pozostawiam bez komentarza.

Zajrzyjmy jeszcze do podrozdziatu pt. ,,Transkrypcja”. Na str. 247 dowiadujemy
sie, ze: ,,0 ile gen jest odcinkiem DNA, jakkolwiek by go nie interpretowaé, to
miedzy tym fragmentem DNA w chromosomie a cechg obwodowa, czyli fenotypowa
musi by¢ jaka$ droga przeptywu informacji, tak by zawarta w zespole kodonéw
mogta ujawni¢ sie w postaci specyficznego biatka, od biatka zaleza bowiem cechy”.
»Gdzie sg os$rodki syntezy biatek i jak daleko lezag od centréw informacyjnych...?”
zapytuje autor (str. 248) i w nastepnym zdaniu wyjasnia: ,,Wydaje sig, ze pewna
inspiracja w tym Kkierunku badawczym byto najpierw wykazanie, jeszcze w 1948 r.
przez Boivina i Vendrelich (1948), ze ilos¢ DNA w normalnych diploidalnych ko-
morkach somatycznych organizmoéw tego samego gatunku jest zawsze ta sama”.
Doprawdy trudno doszuka¢ sie logicznego zwigzku miedzy obiema kwestiami. Po-
nadto cytowanej pracy nie znalaztem w wykazie piSmiennictwa.

Dalsze rozwazania nad procesem transkrypcji sa znowu potokiem informacji
wymieszanych bez tadu i logicznego porzadku, ktérych trudno zrozumieé. Jest tu
mowa o0 tym, ze rybosomy majag mato ,specyficzny” prawie ,jednostajny” RNA,
a najwazniejszym elementem budowy mRNA jest to, ze czasteczka mRNA nie
jest podwdjnag tylko pojedynczg nicia”.., ze ,.. messenger RNA jest wiec normalng
czasteczka o prostym tancuchu ogniw...”, ze polimeraza RNA podejmuje ,decyzje”
itd. Fakt, ze w mRNA stosunek par zasad AU/GC jest podobny do stosunku par
zasad AT/GC w DNA pozwala Autorowi wysunaé¢ wniosek, ze ,transkrypcja RNA
na DNA jest tak samo doktadna jak proces samoreplikacji DNA™ (str. 253). Na nie-
ktorych stronach trudno znalez¢ nawet kilka zdan napisanych poprawnie, majacych
znaczenie, bogatych w tres¢.

Na str. 254 czytamy: ,Do rzadkosci rzeczywiscie naleze¢ bedzie jak mowi
W atson (1970) — znalezienie jednoniciowych czasteczek RNA, w ktérych ilo$¢ ade-
niny réwna sie ilosci uracylu, a ilo§¢ guaniny ilosci cytozyny”. Przypuszczalnie miato
to by¢ podparcie stwierdzenia, ze ,,Kazdy gen kontroluje wytwarzanie tylko jednej
nici komplementarnej RNA, a nie dwéch” (str. 253). Chciatem sprawdzi¢ to w pracy
W atsona, ale znowu nie znalaztem jej w zamieszczonej na koncu ksigzki ,Bibliografii
wazniejszych pozycji cytowanych i omdéwionych w tekscie”.

Odnos$nik na str. 378 informuje, ze dla hnRNA ,obecnie uzywa si¢ juz nazwy
pre-mRNA?”, Jest to informacja biedna, gdyz nie ma znaku réwnos$ci pomiedzy
hnRNA i pre-mRNA. Niezrozumiate jest zdanie na str. 378: ,,..HnRNA ma swoiste
miejsca aktywacji z DNA, dajac tzw. strefy akceptorowe, co w nastepstwie dopro-
wadza do wspéidziatania z biatkami regulujacymi”, a wywdd o relacji hnRNA do
»aktywatorowych RNA” i mechanizmie aktywacji gendéw jest zupetnie niejasny.

Inne podrozdziaty traktujace o strukturze rybosomalnego RNA i tRNA, o regu-
lacji syntezy biatka, regulacji aktywnosci gen6éw, organizacji operonu itd. peine sg
rowniez informacji wyjasnionych w sposéb daleki od poprawnos$ci, czesto btednych
nie uktadajgcych sie w przejrzysty obraz. ,,Udowodniono w zmudnych do$wiadcze-
niach— pisze autor na str. 254 — ze proces (chodzi o synteze¢ RNA — MCh.) przebiega
jednak od atomu 5' do atomu 3'..”

Terminologia i pisownia jest w wielu przypadkach niepoprawna. Obce wyrazy
odmienia sie czesto wedtug gramatyki polskiej, np. transfer-RNA w dopetniaczu
przybiera forme ,transfera-RNA” (str. 22), na str. 58 czytamy, ze ,rybosom jest or-
ganellum komdérkowym”, w wielu miejscach wystepuje ,kwas DNA” itp. tak wiele
usterek i niescistych informacji w dodatku podanych w dziwnym jezyku, ktérego
miejscami nie spos6b zrozumieé. Mozna podaé wiele przyktadéw zdan-dziwolaggow;
np. str. 32: ,Kontakt komdrek ze sobg byt tez tematyka badawczg wielu procesow



17] 251

regeneracyjnych”, str. 84: ,Nie wiadomo czy powstawanie w.rzeciona, czy spirali-
zacja i rozkrecanie sie chromosoméw tez majag swe geny, sa warunkowane gene-
tycznie czy tez to tylko okoliczno$¢, jedna i druga wynikajaca z samej techniki
podziatu, z technologicznej konieczno$ci ruchliwosci”, str. 380: ,W odniesieniu do
NHP np. mozna moéwi¢ o regulacyjnej roli genu bardzo szeroko, ale dyskusyjny
jest tu moment ich wielkiego zréznicowania...” str. 136 — ,W obserwacjach uzu-
petniajacych potwierdzono wcze$niejsze domysty — byt to czy jest to RNA infor-
macyjny”.

Na str. 377 Autor wspomina, ze Bonner i Huang”.. uzyskali frakcje chromoso-
malnego RNA tzw. cRNA, ktéry charakteryzuje sie tym, ze ma duzg zawartos¢ kwa-
su dihydrourydynowego, wykazujgcego swoistos¢ tkankowg oraz zwiekszajgcego sig
w czasie regeneracji watroby”. Jest to ewidentny btad stylistyczny zmieniajagcy zu-
petnie sens omawianego zjawiska.

Ornamentacja potagczona z brakiem treéci i ztg polszczyzng daje niepowtarzalny
efekt. Oto na str. 69 czytamy: ,Komdrka organizméw wyzszych wiec to pewna
niepowtarzalna struktura. Ta jej struktura ma skomplikowang architekture. Archi-
tektura ta zwigzana jest $ciS$le z funkcjami, a typowymi przyktadami takich wspét-
zalezno$ci sg mitochondria i lizosomy. Mozna da¢ je nawet za przykitad typowo
biologicznej dialektyki w filozofii przyrody”. Poprzestaje na tych uwagach po od-
kryciu, ze podobnie jak u innych eukariotycznych istot zapewne i we mnie tkwig
i funkcjonujg geny ,czutoéci” (str. 311, str. 378).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze ksigzka Adama Kotgtaja noszaca tytut
~Genetyka fizjologiczna =zwierzat” nie powinna byta ujrze¢ poétek ksiegarskich.
Ksigzka nie tylko nie uczy, ale w wielu przypadkach wypacza obraz dawno juz
poznanych i udokumentowanych zjawisk z zakresu biologii. Autor podjat sie zadania
ktére przekracza Jego znajomo$¢ przedmiotu i naukowa kompetencje, przynajmniej
w czes$ci dotyczacej biologii molekularnej gendw. Chaotycznie zebrane dane dos$wiad-
czalne sg mato uzyteczne, raczej wprowadzaja beztad niz porzadkujg naszg wiedze
z zakresu biologii genéw. Zrozumienie tre$ci utrudniajg w wielu miejscach nie-
prawidtowosci jezyka i stylu. Niektoére informacje majg juz tylko historyczne zna-
czenie; brak dyskusji czy choé¢by wzmianek o nowych odkryciach. Nie mozna tez
wybaczy¢ Autorowi niesumiennego zebrania bibliografii.

W rownej mierze wina za te nieudana pozycje spada na Panstwowe Wydaw-
nictwo Naukowe, ktérego decyzje wydawnicze powinny by¢ oparte na rzeczowych
ocenach maszynopiséw prezentowanych do druku. Czyzby w tym przypadku odsta-
piono od obowigzku recenzji? Jesli jednak recenzje byly i byly pozytywne, to jej
autorzy musza rowniez czu¢ sie obcigzonymi odpowiedzialnoscia.

Mieczystaw Chorazy

Recenzja ksigzki ,,Genome Organization and Expression in Plants”, Ed.
C. J. Leaver, Plenum Press, New York, London, 1980, str. 607

Tres$cig ksigzki sg materiaty 10-dniowej Konferencji (11—21 lipca 1979), od-
bytej w Uniwersytecie w Edynburgu i dotyczacej wymiany dosSwiadczen i postepu
w dotychczas pozostajacej w tyle dziedzinie organizacji i ekspresji genomoéw roslin-
nych. Zawartych jest w niej ok. 45 referatow wygtoszonych przez zaproszonych
specjalistéow, omawiajacych ostatnie osiggniecia w prawie wszystkich dziedzinach
wynikajagcych z tytutu, stan obecny wiedzy, prace wtasne autoréw i ewentualne
przyszte kierunki badan.
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Poszczegdlne referaty zostaly podzielone na grupy tematyczne dotyczgce: orga-
nizacji genomu jadrowego, klonowania i analizy DNA roslinnego, transkrypcji,
ekspresji genomu jadrowego i jej regulacji, wtasciwosci, biosyntezy i regulacji
genetycznej biatek zapasowych zb6z oraz biatek roslin motylkowych, organizacji
i ekspresji genomu chloroplastéw, syntezy, transportu i zestawu biatek tych orga-
néw, organizacji genomu w mitochondriach, biologii wigzania azotu, plazmidu Ti
z Agrobcicterium tumefaciens, organizacji i ekspresji genomu wiruséw oraz wiroi-
déw, jako czynnikéw kontrolnych. Jak wida¢ z tego przegladu zagadnien, referaty
dotyczyty podstaw teoretycznych i aspektow metodycznych szybko rozwijajgcej sie
wiedzy o genetyce molekularnej roélin, bardziej utylitarnych aspektéw dotyczgcych
genetycznej regulacji syntezy biatek zapasowych zbéz i ros$lin motylkowych, mole-
kularnych mechanizmow regulacji wigzania azotu przez bakterie i udziatu genomu
rosliny — gospodarza i wreszcie bardzo nowych zagadnien dotyczacych roli wiroidéw
w regulacji metabolizmu roélin.

Wygtoszone na wspomnianej konferencji referaty, a wiec i tre$¢ ksigzki maja
dwojaki charakter: cze$¢ z nich to przeglady prac ostatnich kilku lat (w zasadzie
od 1976 r. tzn. od poprzedniej Konferencji na ten temat w Strasburgu), a cze$¢
to prace oryginalne dotyczgce wymienionych zagadnieh. Materiat zawarty w ksigzce
nie stanowi wiec zwartej calosci wiedzy okreSlonej w tytule, daje natomiast bardzo
wiele opiséw metodyki oraz bogata literature, co stanowi o duzej warto$ci ksigzki.
Charakterystyczne jest przy tym, ze kolejno omawiane zagadnienia, zar6bwno w pra-
cach przegladowych, jak i oryginalnych, dotycza w wiekszosci roélin uzytkowanych
rolniczo (zb6z krajowych, kukurydzy soi oraz niektérych innych motylkowych), co
przedstawia istotng warto$¢ dla genetykéw — praktykéw i moze mie¢ istotne zna-
czenie dla unowocze$nienia prac genetyczno-hodowlanych.

W bardziej szczegétowym omodwieniu tresci ksigzki nalezy wskazaé¢ na przed-
stawienie w niej wielu szczeg6tow o organizacji genomow jadrowych, chloroplastow
i mitochondriéw, a takze plazmidéw Ti Agrobacterium tumefaciens. Daje to zarow-
no poglad na rdéznice w stosunku do znacznie lepiej poznanych genomoéw zwierze-
cych i drobnoustrojéw, a takze mozliwo$¢ poréwnania ich organizacji w poszczegdl-
nych organellach komdérek roslinnych. Szczegdlnie interesujace sg badania genomoéw
w ro$linach zbozowych, struktur powtarzalnych i niepowtarzalnych oraz stref od-
powiedzialnych za synteze biatek zapasowych. Tu szczeg6lnie interesujgce sa dane
0 wystepowaniu prekursoréw biatkowych o wyzszych masach czgsteczkowych, co
powoduje wtérne réznicowanie sie biatek; wykazano to np. u kukurydzy i grochu.
W iele miejsca poswiecono réwniez pracom nad regulacjag ekspresji na poziomie
genomu, syntezy mRNA oraz zmian posttranskrypcyjnych (np. przy syntezie prola-
min zb6z), a takze zmian posttranslacyjnych w obrebie biatek. Nieco uwagi po-
Swiecono tez wspotdziataniu ro$linnych regulatoré6w wzrostu w ekspresji genomow
rod$linnych. Sporo prac dotyczyto organizacji genomoéw w chloroplastach, udziatu
1 lokalizacji genéw kodujacych poszczegélne frakcje rRNA (wspdélna transkrypcja
i powstawanie wtérne poszczeg6lnych frakcji w trakcie dojrzewania) oraz zalez-
nosci genetycznej kompleksowych biatek chloroplastow (niektére podjednostki moga
by¢ kontrolowane przez DNA jadrowy). Podobnie rozpatrywano przyktady wspoét-
zaleznos$ci miedzy genomem mitochondriéw i fragmentami DNA jadrowego, organi-
zacje genomu mtDNA i regulowang synteze biatek mitochondrialnych.

Koncowe referaty poswiecono udziatowi DNA drobnoustrojéw i wirus6w w re-
gulacji proces6w metabolicznych u roélin, poswiecajagc sporo uwagi udziatowi ge-
nomu roélinnego i bakterii Klebsjella pneumoniae w regulacji biosyntezy biatek
nitrogenazy oraz proces6w towarzyszacych w wigzaniu azotu. Wnioskuje sie, ze
tatwiejsze bedzie przeniesienie do ro$lin (np. zbozowych) genéw kontrolujgcych
tworzenie brodawek korzeniowych, niz genéw odpowiedzialnych za wyksztatcenie
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samego procesu wigzania N2 Inne zagadnienie dotyczy wspétdziatania gendéw roslin-
nych z plazmidami Ti Agrobacterium tumefaciens w tworzeniu na ro$linach tkanek
tumorowych. W tym zakresie badano mechanizmy transformacji DNA w komoérce
roslinnej pod wptywem DNA plazmidowego oraz organizacje plazmidéw, co moze
stanowi¢ interesujacy model badawczy. Wreszcie ostatnie referaty dotyczyly orga-
nizacji genomow kilku wybranych wiruséw ros$linnych, z prébami ich wykorzy-
stania jako no$nikéw obcego DNA, ktéory mogtby byé wbudowany do genomow
ro$linnych. W koncu ostatni, dtugi referat przegladowy poswiecono wiroidom, czyli
niskoczgsteczkowym pategenom rosélinnym (do 360 par zasad) zbudowanym z RNA
bez otoczki, wywotujacym niekonwencjonalne choroby roélin. Ze wzgledu na pozna-
ng strukture i mate rozmiary moga one stanowi¢ dogodne modele do badan funk-
cjonalnych okreslonych struktur.

W zakonczeniu nalezy stwierdzi¢, ze opiniowana ksigzka zawiera bardzo wiele
najnowszego i réznorodnego materiatu dotyczacego molekularnych podstaw genetyki
roslin, a wiec z dziedziny znacznie dotychczas zaniedbanej. Dlatego poszczegdlne
jej czesSci warte sg polecenia tym wszystkim, ktédrzy zajmujg sie, lub interesuja
genetyka roslin.

Jerzy Kaczkowski

GABA- Biochemistry and CNS Functions

Red. P. Mandel i P.V. DeFeudis
Plenum Press, 1979, New York, London, str. 505, cena

Recenzowana ksigzka stanowi 123 tom z serii Advances in Experimental Medi-
cine and Biology. Zawiera ona zbi6or materiatbw na temat biochemii i roli kwasu
Y-aminomastowego w o$rodkowym uktadzie nerwowym prezentowanych na mie-
dzynarodowym sympozjum (Strasbourg, lipiec 1979).

Kwas Y-aniinomastowy, ktéory w uktadzie nerwowym Kkregowcéw petni role
neurotransmitera hamulcowego, cieszy sie coraz wiekszym zainteresowaniem ze
strony neurobiologéw. Nic tez dziwnego, ze w omawianym tomie obok artykutow
poswieconych biochemii GABA sa prace farmakologiczne i prace o implikacjach
klinicznych. Artykutly, zaré6wno o charakterze przeglagdowym jak i szczeg6towe do-
niesienia, zgrupowano w czterech dziatach: 1) Enzymologia uktadu GABA, 2) Meta-
bolizm GABA, pobieranie i wydzielanie, 3) Receptor GABA, 4) Korelaty behawio-
ralne. Stosunkowo wiele miejsca poswiecono badaniom enzymoéw-transferazy GABA
(GABA-T) i dekarboksylazy glutaminianowej (GAD), aktywnos$¢ tych enzymoéw bo-
wiem reguluje poziom GABA w moézgu. Przedstawione prace dotyczg w znacznej
mierze metod oczyszczania GABA-T i GAD =z ro6znych zrédet oraz wiasciwosci
uzyskanych preparatéw enzymatycznych. Artykuty metodyczne przewazajg rowniez
w dziale pt. Receptor GABA.

A oto kilka, wedtug mnie najciekawszych, informacji zawartych w monografii:
1) Z badan nad rozmieszczeniem poszczeg6lnych sktadnikéow ukitadu GABAergicz-
nego w ro6znych czesciach moézgu wynika, ze nie ma S$cistej zaleznosci pomiedzy
aktywnoscig presynaptycznych wskaznikéw uktadu GABAergicznego takich jak GAD
czy pobieranie GABA a postsynaptycznym receptorem GABA (Enna). Zatem dla
okreslenia roli GABA w danym obszarze moézgu konieczne jest kompleksowe ba-
danie sktadnikéw uktadu GABAergicznego. 2) Komdrkowa lokalizacja pobierania
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GABA, badana metodami autoradiograficznymi, w hodowli tkankowej wskazuje na
udziat komdrek glejowych w inaktywacji tego neurotransmitera (Hosli i Hosli).
3) Podjeto tez proby powigzania zmian w ukladzie GABAergicznym a zachowaniem
sie zwierzat (Blindelmanni wsp.). Obserwowano, ze u myszy hodowanych w izolacji
(w nastepstwie czego staja sie one agresywne) aktywno$¢ GAD jest znacznie obni-
zona w poréwnaniu ze zwierzetami trzymanymi w klatkach grupowych. Nalezy
zaznaczy¢, ze u myszy hodowanych w izolacji stwierdzono réwnoczes$nie obnizenie
poziomu GABA. Obserwacje te implikujag udziat uktadu GABAergicznego w regula-
cji agresywnego zachowania si¢ zwierzat oraz wskazujg na mozliwo$¢ zmian adap-
tacyjnych w metabolizmie tego neurotransmitera.

Ksiazka zyskataby niewatpliwie na wartosci, gdyby zawierata uwagi koncowe.
Szkoda wiec, ze redaktorzy nie podjeli proby podsumowania tresci obrad. Reasu-
mujac wydaje mi sie, ze ta, aczkolwiek ciekawa monografia, poruszajgca zagad-
nienia o znaczeniu ogélnobiologicznym, znajdzie odbiorcéw jedynie w waskim gronie
znawcoéw zagadnienia.

Jolanta Skangiel-Kramska

A. Ben-Naim
Hydrophobic Interactions

Plenum Press, New York, London, 1980, str. 7+ 311, cena US $ 32.50

Wspoétczesna biochemia przyjmuje, ze oddziatywania hydrofobowe odgrywaja
istotng role w takich zjawiskach jak formowanie struktury trzeciorzedowej makro-
czagsteczek, powinowactwo enzymu do substratu i in. Charakterystyczne jest jednak,
iz autorzy ttumaczacy istote oddziatywan hydrofobowych odwotujg sie w wiekszym
stopniu do intuicji czytelnika niz do opisujacej je definicji fizykochemicznej. Defi-
nicji takiej brak ze wzgledu na niedostateczny stopieA poznania samego zjawiska.

Arieh Ben-Naim w ksigzce swojej zawart petny przeglad posiadanej dzi$ wiedzy
,na temat chemii fizycznej odziatywan hydrofobowych. Przeglad ma charakter syn-
tetyczny. Ksigzka sktada sie z pieciu rozdziatéw i dziesieciu uzupetnien. Rozdzialy
to: 1. Wstep i podstawowe rownania, 2. Bardzo rozcienczone roztwory i oddziatywa-
nia hydrofobowe, 3. Oddzialywania hydrofobowe w dimerach, 4. Oddziatywania hy-
drofobowe miedzy wieloma czgsteczkami substancji rozpuszczonej, 5. Zalezno$¢ od-
dziatywan hydrofobowych od temperatury i ciSnienia. Wiadomosci zawarte w tej
czeéci dyskutowane sg gtéwnie z zastosowaniem poje¢ termodynamiki klasycznej,
a spos6b przedstawienia czyni je w peini zrozumialymi nawet dla czytelnika nie
dysponujacego zbyt bogatym aparatem matematycznym. Wywody wymagajgce za-
stosowania w wiekszym stopniu matematyki, gtéwnie mechaniki statystycznej, za-
warte sg w uzupetnieniach.

Ksigzka napisana jest stylem jasnym, a wydana bardzo starannie. Zainteresuje
oczywiscie fizykochemikéw zajmujacych sie poruszana w niej problematyka. Pragne
jednak te ksigzke poleci¢ takze biochemikom, zwitaszcza tym, ktérych interesuje
rola oddziatywan hydrofobowych w zjawiskach biologicznych. Wobec coraz po-
wszechniejszego przekonania o wadze tych oddziatywan warto sobie zdawaé sprawe
2 tego, jak mato wiemy o ich mechanizmie.

W. Rode
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Ankieta Redakcji Acta Biochimica Polonica

Redakcja Acta wystata ankiete do wszystkich biochemikéw zi'zeszonych w Pol-
skim Towarzystwie Biochemicznym celem uzyskania informacji o poczytnosci pisma
i jego dostepnosci w bibliotekach oraz zasigegniecia opinii o piSmie i $rodkach, jakie
nalezy podjag¢ dla podnoszenia jego poziomu i znaczenia.

Rozestano 1200 ankiet uzyskujgc 171 odpowiedzi (15%). Wsrdd respondentow
Acta regularnie czyta 76 os6b, sporadycznie 85 os6b. Dziewieciu respondentéw nie
czyta pisma wcale. 38 o0s6b (ok. 20%) prenumeruje pismo, ale u 80% respondentow
Acta znajdujg sie w miejscu pracy. 75 osob (45%) publikuje prace w Acta.

W iekszo$¢ respondentéw uwaza, ze skroécenie czasu publikacji jest najwazniej-
szym S$rodkiem podniesienia rangi i znaczenia pisma, na drugim miejscu stawiajac
dob6r odpowiednich kryteriow oceny prac, na trzecim roéwnocennie zwiekszenie
objetosci pisma, rozszerzenie Komitetu Redakcyjnego o zagranicznych recenzentéw
i zapewnienie szerszej informacji o piSmie. Za mniej istotne uznano zmiany w do-
tychczasowym sposobie i formie redagowania pisma.

Respondenci poruszali takze sprawe charakteru pisma, zarzucajac rozproszenie
tematyczne prac, maty udziat prac z biochemii klinicznej, biochemii ros$lin i bioche-
mii stosowanej. Zwracano réwniez uwage, na niewielki udzial prac z najlepszych
osrodkéw biochemicznych w kraju, jakkolwiek byty réwniez gtosy, ze w os$rodkach
tzw. prowincjonalnych panuje przekonanie o preferencji o$rodkéw warszawskich
i elitarnoséci pisma. W wypowiedziach poruszano rdwniez niestuszne umniejszanie
wartosci prac publikowanych w Acta a przecenianie znaczenia faktu publikacji
w czasopismach zagranicznych, nawet w pismach o takim samym Ilub nizszym po-
ziomie od Acta.

Respondenci rozwazali takze mozliwo$s¢ uatrakcyjnienia pisma przez jego ,,umie-
dzynarodowienie” (usunigcie wyrazu ,polonica” z nazwy pisma, zdobywanie zagra-
nicznych autoréw, recenzentéw, a by¢ moze stworzenie pisma biochemicznego wsp6l-
nego dla krajéow demokracji ludowej. Zastanawiano sie nad mozliwoscig publiko-
wania zeszytéw tematycznych poswieconych wspélnemu problemowi. Szereg res-
pondentéw postulowato wprowadzenie dziatu krétkich doniesien (short communi-
cations). Podkres$lano znaczenie doboru odpowiednich recenzentéw i zachecanie ich
do wyczerpujacych, rzeczowych ocen niezaleznie czy ocena pracy jest negatywna
czy pozytywna.

Redakcja dziekuje wszystkim respondentom za nadestanie odpowiedzi na pytania
zawarte w ankiecie i og6lne wtasne uwagi. Ze swej strony informujemy, ze przy-
spieszenie czasu wydawania prac jest i bedzie gtowng troskag Redakcji, a opdznienia
sg spowodowane przetrzymywaniem numeréw w drukarni od 6 do 9 miesiecy. Re-
dakcja ma nadzieje, ze obecnie po zastosowaniu przez drukarnie techniki mono-foto
terminy beda krotsze. Jedynie w nielicznych przypadkach opéznienia sa spowodo-
wane przez recenzentéw. Po oddaniu numeru do druku w tece redakcyjnej nie
pozostaje zadna gotowa praca. Opracowania redakcyjne sa robione biezgco. Stad
publikacja krotkiego doniesienia nie jest nigdy szybsza niz przecietnie diugiej pra-
cy. Krotkie prace sg zawsze przyjmowane, o ile zawierajg element nowos$ci nauko-
wej. W konsekwencji bezcelowe jest stwarzanie dziatu krétkich komunikatéow.

Redakcja zabiega o kompetentnych, starannych recenzentéw w tym takze che-
mikow, fizykow, matematykow. Redakcja wysoko ceni sobie wspdtprace recenzen-
tow, ktora wielokrotnie prowadzi do bezpos$rednich rozmdéw z autorami prac, a na-
wet kierowania pewnymi doswiadczeniami. Redakcja podjeta probe wysytania prac
do recenzentéw zagranicznych. Rodzaj przyjmowanych kryteriéw oceny sprawia
wrazenie pozornej preferencji czy elitarnoéci pisma. Redakcja zawsze doktada wiele



pracy, aby poméc autorom mniejszych o$rodkéw w opracowaniu merytorycznym
i redakcyjnym ich prac. Nie mamy natomiast zadnego wpitywu na tematyke i po-
chodzenie przysytanych do Redakcji prac. Kazda jest poddawana tej samej ocenie.
Stosujac przyjete przez recenzentéow i Redakcje kryteria liczba drukowanych arku-
szy Acta nie przekracza 40. Dlatego wydaje si¢ obecnie bezcelowe staranie o prze-
ksztatcenie Acta z kwartalnika w dwumiesiecznik.

Rozwazajac uwagi i opinie zawarte w odpowiedziach ankiety, Redakcja podziela
zdanie jednego z respondentéw, ze ,zyjemy w erze duzych czasopism biochemicz-
nych o profilu miedzynarodowym i szereg czasopism lokalnych, jeszcze o wysokiej
randze 20-30 lat temu obecnie badz catkowicie znikneto, (np. Biochemische Zeit-
schrift) badZz bardzo stracito na znaczeniu (np. Hoppe-Seylers Z. Physiol. Chemie
Biochemical Journal). Tak, jak w Polsce prawie nieznane jest np. wtoskie czaso-
pismo biochemiczne (drukowane po angielsku), tak tez Acta sa tez w niewielkim
stopniu znane poza granicami kraju”. Redakcji nie wydaje sie stuszne ,umiedzy-
narodowianie” pisma, a przeciwnie, uwaza za celowe podkreslenie jego lokalnego,
narodowego charakteru. Zdaniem cztonkéw Redakcji Acta reprezentowaty dawniej
w wiekszym stopniu polska biochemig niz obecnie i nalezy dotozy¢ wszelkich staran,
by przywréci¢ im te role. W tym celu Redakcja zacheca polskich biochemikéw do
zgtaszania materiatow do tzw. ,numeréw specjalnych” zawierajacych szereg prac
z okreslonego o$rodka, lub numeréw poswieconych biochemikom-cztonkom honoro-
wym Polskiego Towarzystwa Biochemicznego lub innym zastuzonym dla polskiej
biochemii osobom. Wydawanie takich numeréw np. jednego rocznie dostarczatoby
szerszej informacji o zakresie prac biochemicznych prowadzonych przez rézne o$rod-
ki w kraju, o co réwniez upominali sie niektérzy respondenci. W ten sposéb przy-
wrécona bytaby w pewnym stopniu rola pisma w historii polskiej biochemii.

Redakcja
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-WSKAZOWKI| DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuly monograficzne omawiajace
waskie tematy oraz artykutly przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny obejmowaé¢ syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na» podstawie pismien-
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostat-
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze kroétkie noty informujace o no-
wych i wazniejszych osiggnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
rownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowa-
na w innym czasopi$émie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadaja za prawidtowos$¢ i $cisto$¢ podanych informacji. Autoréw obo-
wigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedlug obowigzuja-
cych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamodwienia
na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujgcych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy nadsytac
w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdjna
interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze
zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie
zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych
pracuja autorzy, adres pocztowy, na ktéry autorzy zycza sobie otrzymywac kores-
pondencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz —w prawym dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw stoso-
wanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa wtgcznie, tabele,
spis rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdzialy i podrozdzia-
ty, ktérych tytuty winny rzeczowo informowaé¢ o przedstawianych tresciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1.). Tytu-
téw podrozdziatéw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowaé¢. W tekscie nie
nalezy stosowa¢ zadnych podkres$len ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otéwkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teké$cie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tek$cie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekécie nalezy podawac
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrécenie szczegdlnej uwagi na poprawnos$¢ jezykowa
tekstu a takze na $cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
o niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet je$li niektore
z nich bywaja uzywane w pracach obcojezycznych.



Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tres$é¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich Kilku
lat oraz najwazniejsze artykuly przegladowe omawiajgce przedstawiong dziedzing
z uwzglednieniem artykutdw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac¢ jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich
cytowania w tek$cie? Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnos$niki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
(1) np.:

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181— 184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé¢ nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktordw(a), tom,
pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce
wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans Green and Co.,

London;

Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D.,
t. 5, str. 1—58; Academic Press, London.

Zataczniki: kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajagcym numerowi uzytemu w tekscie, oraz
oznaczy¢ (na gorze stronicy otowkiem) nazwisko pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowa¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtowki
rubryk powinny jasno opisywac¢ ich tre$s¢ zaznaczajac, z jakich (jakiej) prac(y) po-
chodza informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnoséci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢ wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac¢ linig cienszag niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢é nie mniejsza niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszczaé¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé¢ nastepujace symbole: ODA "B I " -
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,go6ra” i ,,dét” (otdwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny byé dotaczone na oddzielnej kartce.
Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisaé na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czar-
nym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrznag spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkoéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed wtaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy zatem uzyskac
zgode na przedruk lub wykorzystanie danych i przedtozy¢ ja Redakcji. W razie
modyfikowania rycin zaczerpnietych z opublikowanych prac nalezy takze przedtozyé
Redakcji do wgladu kopie orginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczy¢ maszynopisy
lilustracje przed pogieciem.
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