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Profesor
Michał Laskowski, senior 
1905— 1981

Dnia 8 czerwca 1981 roku zmarł, pracujący przez czterdzieści lat w Sta­
nach Zjednoczonych A.P., w ybitny polski biochem ik — profesor Michał 
Laskowski, senior.

Urodzony 18 m arca 1905 roku w Sm oleńsku szkołę średnią i studia 
uniw ersyteckie ukończył w Odrodzonej Polsce. Swą twórczą pracę nau­
kową rozpoczął w Instytucie Biologii Doświadczalnej im ienia M. Nenckie­
go w Warszawie jeszcze jako student; doktoryzował się w Uniwersytecie 
W arszawskim w 1929 roku. W latach 1929-35 pracował w Wyższej Szkole 
Gospodarstwa W iejskiego w W arszawie jako starszy asystent, adiunkt 
i docent, habilitow any w roku 1935. Jako stypendysta Funduszu K ultu ry  
Narodowej a następnie jako stypendysta Fundacji Rockefellera odbył 
dw uletni staż naukow y w Zakładzie Fizjologii U niw ersytetu w Bazylei 
oraz Lister Institu te  for Preventive Medicine w Londynie. W latach 
1937-39 kierował Zakładem  Fizjologii Zw ierząt w Wyższej Szkole Gospo­
darstw a W iejskiego w W arszawie. Z dniem 31 sierpnia 1939 roku został 
powołany na profesora nadzwyczajnego. Jako  oficer rezerw y Wojska 
Polskiego prof. Laskowski brał udział w kam panii wrześniowej w Polsce 
w roku 1939 i kam panii francuskiej w roku 1940. Od roku 1941 przebywał
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w Stanach Zjednoczonych, gdzie pracował kolejno na kierowniczych sta­
nowiskach w kilku znanych placówkach biochemicznych. W latach 1945-65 
był profesorem  biochemii w M arquette U niversity w Milwakee w stanie 
Wisconsin. W 1965 roku prof. Laskowski przeniósł się do Buffalo w stanie 
Nowy York, gdzie kierował Laboratorium  Enzymologii w Instytucie im. 
Roswella Parka jako Am erican Cancer Society Research Profesor, będąc 
równocześnie profesorem  zwyczajnym  U niw ersytetu stanu Nowy York 
w Buffalo.

Profesor Michał Laskowski, senior — pracował badawczo ponad pięć­
dziesiąt lat i jest autorem  wielu wybitnych, wysoce cenionych prac ekspe­
rym entalnych oraz szeregu, w prowadzających nowe uogólnienia prac 
przeglądowych. Wczesne, szeroko cytowane prace badawcze, wykonane 
przez dr Laskowskiego w Polsce w latach trzydziestych dotyczyły prze­
m ian wapniowych a ich wynikiem  było wykazanie, że wapń transporto­
w any jest we krw i przez fosfoproteidy. Szczególnie ważnym osiągnięciem 
było pierwsze wyizolowanie z krw i fosfoproteidów, znanych wówczas w y­
łącznie w mleku.

Właściwe badania w zakresie enzymologii rozpoczął prof. Laskowski 
od razu po przyjeździe do Stanów Zjednoczonych a ich efektem  m.in. 
było dokonanie pierwszej krystalizacji katalazy i gam m a-karboksypepty- 
dazy. Główne swe zainteresowania badawcze skoncentrował wkrótce 
prof. Laskowski na enzymach nukleolitycznych, a jak nieraz mówił spra­
wą przypadku było rozszerzenie zainteresow ań na enzymy proteolitycz­
ne — gdy okazało się, że izolowana i oczyszczona dezoksyrybonukleaza I 
krystalizowała we wczesnych jego doświadczeniach razem  z chym otrypsy- 
nogenem B. Ze spostrzeżenia tego rozw inęły się następnie badania nad in­
hibitoram i trypsyny, których kilka — jako pierwszy —  otrzym ał w postaci 
krystalicznej. Szczególnie ważnym osiągnięciem było zbadanie — po raz 
pierwszy i popraw ny — całkowitej s tru k tu ry  pierwszorzędowej inhibitora 
trypsyny z trzustki, określenie aminokwasów w jego centrum  aktyw nym  
oraz wyjaśnienia mechanizmu działania pozwalające na wprowadzenie do 
enzymologii nowych pojęć, takich na przykład jak inhibicja czasowa (tem ­
porary inhibition).

W zakresie badań enzymów nukleolitycznych podstawowe znaczenie 
miało wykrycie pierwszej baktery jnej dezoksyrybonukleazy odszczepia- 
jącej fragm enty zakończone grupą fosforanową w pozycji 3', ustalenie, że 
nukleaza z jadu wężów jest egzonukleazą, w ykrycie pierwszego inhibitora 
dezoksyrybonukleazy trzustkow ej oraz propozycja pierwszej, racjonalnej 
klasyfikacji nukleaz. Trafne i owocne okazało się zastosowanie nukleaz do 
badania pierwszorzędowej s tru k tu ry  kwasów nukleinowych w połączeniu 
z dw ukierunkow ą elektroforezą produktów. Badania te pozwoliły na wpro­
wadzenie do kinetyki enzym atycznej nowych pojęć autoakceleracji i auto- 
retardacji. Przed kilkunastu  laty  Profesor Laskowski wraz ze swymi 
współpracownikami w ykrył nową grupę enzymów nukleolitycznych, które
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specyficznie a taku ją  fragm enty DNA bogate w adeninę i tym inę, i nazwał 
te nukleazy enzymami odcinkowo specyficznymi, „region specific nucle- 
ases”. Badania enzymów nukleolitycznych prowadził Profesor Laskowski 
do ostatnich dni swego życia. Kilka Jego prac z tej dziedziny jest jeszcze 
w druku. Ogółem prof. M. Laskowski ogłosił ponad 200 oryginalnych prac 
doświadczalnych i wiele przeglądowych, w tym  szereg drukow anych w 
w ydaw nictw ach polskich.

Profesor Michał Laskowski, senior, wykształcił ponad dwudziestu bio­
chemików polskich, którzy w Jego laboratorium  uczyli się nowoczesnych 
m etod badawczych i poznawali ostatnie osiągnięcia ówczesnej biochemii. 
W L aboratorium  Profesora Laskowskiego panowała atm osfera naukowej 
dyskusji i życzliwości. Interesow ał się On nie tylko pracą naukową sty­
pendystów  ale również ich codziennymi kłopotami. Ze swymi stypendy­
stam i pozostawał Profesor Laskowski w kontakcie jeszcze wiele lat po ich 
powrocie do m acierzystych placówek, a także odwiedzał ich podczas swych 
w ielokrotnych pobytów w Polsce służąc radą i krytyką.

Profesor M. Laskowski, senior, członek założyciel Polskiego Towarzy­
stw a Fizjologicznego był Członkiem Rzeczywistym a później Honorowym 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego oraz Członkiem Zagranicznym  
Polskiej Akademii Nauk. Był On też członkiem British Biochemical So­
ciety, Am erican Chemical Society, Am erican Society of Biological Che­
m istry , Society for Experim ental Biology and Medicine, Am erican Asso­
ciation for Cancer Research a także członkiem Am erican Association for 
the Advancem ent of Science.

Profesor M. Laskowski otrzym ał wiele nagród naukowych, takich na 
przykład, jak nagroda imienia E. K. Freya za badania nad inhibitoram i 
proteaz, jak medal imienia J. Schoellenkopfa nadany przez Am erican Che­
mical Society za podstawowe badania w dziedzinie biochemii a w szcze­
gólności za badania enzymów nukleolitycznych, oraz nagroda imienia
H. W ehra za badania podstawowe w dziedzinie biochemii nowotworów. 
Wspólnie ze swym synem M. Laskowskim, juniorem , profesor Laskowski, 
senior otrzym ał też nagrodę imienia A. Jurzykow skiego za badania w dzie­
dzinie enzymologii w Polskim Instytucie Sztuki i Nauk w Nowym Yorku.

Śmierć Profesora Michała Laskowskiego, seniora - spowodowała niepo­
wetowaną stratę. Ubył spośród nas wielki biochemik. Brakować będzie 
Jego przyjacielskich i kom petentnych rad polskim biochemikom.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
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P o s t ę p y  B i o ć h e m . ,  27, 123—124, 1981

NOWE W BIOCHEMII

Nagroda Nobla w dziedzinie chemii 1980

W  1980 roku la u reta m i N agrod y  N ob la  z d z ied zin y  ch em ii zo sta ło  trzech  u czon ych :  
p rof. P au l B erg, S ta n fo rd  U n iv e r sity , U S A ; prof. W alter  G ilb ert z H arvard  U n iv e r ­
sity , U S A  oraz prof. F red erick  S an ger , M ed ica l R esea rch  C oncil, C am b ridge, A n g lia . 
N agrod a  ta zo sta ła  p rzyzn an a  za prace d o ty czą ce  in ży n ier ii g en e ty czn e j. W c ią g u  
o sta tn ic h  10-ciu  lat, z a sto so w a n ie  tech n ik  in ż y n ier ii g en e ty czn e j, u m o ż liw iło  u czo ­
n y m  w y o d rę b n ie n ie  szeregu  g en ó w  zarów n o  z org a n izm ó w  p ro k a r io ty czn y ch  jak  
i eu k a r io ty czn y ch . O p racow an ie  m etod  m a p o w a n ia  przy u życiu  en zy m ó w  r e s tr y k ­
c y jn y c h  oraz u s ta le n ie  sek w en cji zasad  w  D N A  p o zw o liło  na d ok ład n e o k r e ś len ie  
stru k tu ry  w y o d rę b n ia n y ch  gen ów . W p ra co w n i prof. B erga  po raz p ie rw sz y  d o k o ­
n a n o  p o łą czen ia  D N A  dw óch  różn ych  org a n izm ó w  —  fa g a  X i w iru sa  SV40, za p o czą t­
k o w u ją c  w  ten  sp osób  prace  z d z ied zin y  in ż y n ier ii g en e ty czn e j. P ra ce  B erga p r z y ­
c z y n iły  się  do pozn an ia  g en e ty k i w iru sa  SV40. Z espół p ra co w n ik ó w  k iero w a n y  p rzez  
prof. B erga  w p ro w a d z ił gen  k o d u jący  (3 -— g lo b in ę  k ró lik a  do gen o m u  SV40, a co  
w ię ce j  u zysk an o  ek sp resję  tego  gen u  w  kom órk ach  m ałpy .

D rugą p o ło w ę  n a grod y  u zy sk a li razem  prof. W. G ilb ert i prof. F. S an ger . O pra­
c o w a li oni, n ie za le żn ie  od sieb ie , d w ie  różn e tech n ik i p o zw a la ją ce  na ła tw e  i szy b k ie  
u sta le n ie  se k w en cji zasad  w  D N A . M etoda G ilb erta  p o lega  na w p ro w a d zen iu  ra d io ­
a k ty w n e g o  fo sfo ra n u  na jed en  kon iec  fra g m en tu  D N A  otrzy m a n eg o  w  w y n ik u  
tr a w ien ia  en zy m a m i r e s try k cy jn y m i. N a stęp n ie  przep row ad za  się  o d d zie ln ie  cz tery  
rea k cje , k tóre  u m o ż liw ia ją  rozpad czą steczek  D N A  sp ec y ficz n ie  przy o k reślo n e j  
za sa d z ie . (A, C, T lub  G). R eak cję  przep row ad za  się  w  tak ich  w aru n k a ch , aby rozpad  
n a stą p ił śred n io  przy jed n ej zasa d z ie  na czą steczk ę  D N A .

W m eto d zie  S a n g era  w y k o rz y stu je  się  p o lim era zę , k tóra  d o b u d o w u je  ra d io ­
a k ty w n e  k o m p lem en ta rn e  ła ń cu ch y  do d an ej n ic i D N A  i k tórej d z ia ła n ie  m oże b y ć  
p rzerw a n e  przez za sto so w a n ie  czterech  różn ych  in h ib ito ró w . W obu m eto d a ch  p ro ­
d u k ty  rea k cji, fra g m e n ty  D N A  różnej d łu gości, ro zd ziela  się  na że la ch  p o lia k r y lo -  
a m id o w y ch , a n a stęp n ie  z a u torad iogram u  żelu  m ożna o d czytać  se k w en cję  zasad . 
P rof. G ilb ert już sied em  la t tem u  o p u b lik o w a ł se k w en cję  20 -sto  n u k le o ty d o w e g o  
operatora  operonu lak tozy , co w ó w cza s  było  n ie  lada  o sią g n ięc iem . O becn ie , za sto ­
so w a n ie  m eto d y  G ilb erta  u m o ż liw ia  w  p o jed y ń czy m  d o św ia d czen iu  "ustalenie s e ­
k w en cji fra g m en tu  D N A  za w iera ją ceg o  k ilk a se t n u k leo ty d ó w .

P ro feso r  S a n g er  i jego  w sp ó łp ra co w n icy  o k r e ślili  se k w en cje  ca łeg o  g en o m u  
fa g a  cpX174. W w y n ik u  ty ch  badań stw ierd zo n o , m ięd zy  in n y m i, że dan a se k w en cja  
D N A  m oże k o d o w a ć  d w a  a n a w et trzy  różne g en y  za leżn ie  od m iejsca  odczytu . 
Z esp ó ł prof. S an gera  u s ta lił ró w n ież  se k w en cje  n u k le o ty d ó w  m itoch on d riu m  k o ­
m órek  H ela , co do p ro w a d ziło  do stw ierd zen ia , że kod g en e ty czn y  n ie  je st w  p e łn i  
u n iw ersa ln y . N a przyk ład  tró jk a  U G A , b ędąca  n o rm a ln ie  k od on em  „ stop ”, w  m i-  
to ch o n d ria ch  w y zn a cza  try p to fa n . P rof. S a n g er  o trzy m a ł już pop rzedn io  N a grod ę  
N o b la  w  1958 r. za u s ta le n ie  se k w en cji a m in o k w a só w  in su lin y . K o m ite t p rzy zn a ­
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124 E . B A R T N IK

jący  n agrody N ob la  s tw ierd z ił, że  b a d an ia  teg o roczn ych  la u rea tó w  w  d u ży m  stop n iu  
„ zw ięk szy ły  naszą  w ie d z ę  o ty m , w  ja k i sposób  D N A  rządzi ch em iczn ą  m a szy n er ią  
k o m ó rk i”.

E. B a r tn ik
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*

RENATA DĄBROWSKA

Fosforylacja białek aparatu kurczliwego mięśni

Protein phosphorylation in the contractile apparatus 
of muscle

S p is  t re śc i

I .  W s tę p
II. F o sfo ry la c ja  b ia łek  c ien k ieg o  fila m en tu

I I - l .  C h a rak terystyk a  m iejsc  fo sfo r y la c ji b ia łek  c ien k ieg o  fila m en tu
I I - 2. R ola fo sfo ry la cji b ia łek  c ien k ieg o  fila m en tu

III. F o sfo ry la c ja  m io zy n y
I I I - 1. C h a rak terystyk a  m iejsca  fo sfo r y la c ji i en zy m ó w  b iorących  u d zia ł w  fo sfo ­

r y la c ji m io zy n y
III-2 . R ola fo sfo r y la cji m iozyn y

IV. U w a g i koń cow e

C o n te n ts

I. In trod uction
II. P ro te in  p h o sp h o ry la tio n  in  th e  th in  f ila m en t

I I - 1. C h aracterization  of th e  s ite s  of p rotein  p h osp h ory la tion  in th e  th in  
fila m en t

II -2 . R ole  of prote in  p h o sp h ory la tion  in the th in  fila m en t
III. P h o sp h o ry la tio n  o f m yosin

I I I - 1- C h aracterization  o f  the p h o sp h ory la tion  site  and of the en zy m es in v o lv ed  
in the p h osp h ory la tion  o f m y o sin

III-2 . R ole o f p h o sp h ory la tion  of m yosin
IV. C on clud ing  rem arks

I. Wstęp

Odkąd po raz pierwszy zwrócono uwagę, że fosforylacja enzymów 
może mieć znaczny wpływ na ich aktywność (1), wykazano, że wiele 
z nich w ystępuje bądź w formie ufosforylowanej bądź zdefosforylowanej

D oc. dr hab. Z akład B io ch em ii U k ła d u  N e rw o w eg o  i M ięśn i In sty tu t B io log ii 
D o św ia d cza ln e j P A N  im . M. N en ck ieg o , ul. P a steu ra  3, 02-093 W arszaw a.

W ykaz sto so w a n y ch  sk rótów : c -A M P -c y k lic z n y  3 '5 '-a d en o zy n o m o n o fo sfo ra n , 
c-G M P -cy k liczn y  3 '5 'g u a n o zy n o m o n o fo sfo ra n . E D T A  —  só l sod ow a k w a su  e ty le n o -  
d w u a m in o cztero o cto w eg o .
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126 R. D Ą B R O W SK A [2]

(2, 3). Opisano też reakcje fosforylacji wielu białek, które nie m ają enzy­
m atycznych właściwości. Fosforylacja tych białek ma często związek 
z ich regulacyjną rolą (4).

Najlepiej poznany dziś układ fosforylacja-defosforylacja białek bio­
rących udział w regulacji m etabolizmu glikogenu (5), został w ykryty  
w mięśniach już ponad dwadzieścia lat temu. Badania ostatnich lat wska­
zują, że również białka związane z procesem skurczu mięśni ulegają reak ­
cjom fosforylacji i defosforylacji (6, 7). Dotyczy to przede wszystkim  
głównego białka grubego filam entu aparatu  kurczliwego mięśni, miozyny 
oraz białek biorących udział w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego 
mięśni poprzecznie prążkow anych, tj. składników troponiny — troponiny I 
i troponiny T oraz tropom iozyny, zlokalizowanych w cienkim filamencie 
(Ryc. 1).

CIENKI FILAMENT

o d  c y k lic z n e g o  AMP

le k k ie g o  ła ń c u c h a  
m io z y n y  ( I C 2)  x

R yc. 1. S ch em a t b u d ow y c ien k ieg o  i grubego  fila m en tu  m ięśn i pop rzeczn ie  p rążk o­
w a n y ch  z zazn aczen iem  m iejsc  fo sfo ry la cji oraz en zy m ó w  k a ta lizu ją cy ch  fo sfo ry la cję  
poszczeg ó ln y ch  b ia łek  (w g 7).

Niniejszy artyku ł poświęcony jest charakterystyce enzymów biorą­
cych udział w procesie fosforylacji i defosforylacji białek aparatu  kurczli­
wego mięśni oraz roli tych procesów w m echanizmie skurczu męśni.

II. Fosforylacja białek cienkiego filamentu

I I - l .  C h arak terystyk a  m iejsc  fo sfo ry la cji b ia łek  c ien k ieg o  fila m en tu

Kompleks troponiny wraz z tropom iozyną reguluje w mięśniach po­
przecznie prążkowanych in terakcję aktyny z miozyną (8). Według obecnie 
panujących koncepcji regulacji, wiązanie jonów Ca- z troponiną C 
i zmiana jej konform acji przenoszona na pozostałe składniki troponiny 
(troponinę I i troponinę T) i tropomiozynę powoduje odsłanianie m iejsc

G R U B Y  F IL A M E N T   ̂ g fó w k i m io z y n y
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w cząsteczce aktyny, które reagują z miozyną, a w konsekwencji nastę­
puje skurcz mięśni. W nieobecności jonów Ca2+, w stanie rozkurczu, 
tropom iozyna zasłania miejsca interakcji ak tyny  z miozyną (8). Obecnie 
znana jest sekwencja aminokwasów wszystkich kom ponent kompleksu 
białek regulujących mięśni poprzecznie prążkowanych, a określenie miejsc 
ich in terakcji oraz miejsc odpowiedzialnych za funkcję poszczególnych 
białek filam entu cienkiego zmierza do zrozumienia m echanizm u regulacji. 
Szczególne zasługi w tych badaniach ma zespół prof. P e rry ’ego.

Spośród składników troponiny specyficznej fosforylacji ulegają dwa 
zasadowe białka kompleksu: troponina I i troponina T (9-13). Troponina I 
izolowana z mięśni szkieletowych królika przy pomocy chrom atografii 
powinowactwa zawiera około 0.4-0.5 mola P n/mol białka. Kow alencyjnie 
związany fosforan jest naogół uw alniany w czasie otrzym yw ania tego 
białka przy użyciu konwencjonalnych metod (14). W badaniach nad se­
kw encją aminokwasów troponiny I z mięśni szkieletowych wykazano, że 
w jej cząsteczce są dwa rejony naładowane dodatnio (15). Jeden rejon 
obejm uje reszty 5-27, pozycję 11 zajm uje w nim treonina fosforylowana 
przy udziale kinazy fosforylazy.. Drugi rejon obejm ujący reszty 98-116 
sąsiaduje z miejscem fosforylacji (seryna 117), katalizowanej przez kinazę 
białkową zależną od c-AMP {Ryc. 2) (15-17). Sekwencja aminokwasów 
w pobliżu miejsc fosforylacji podana jest w tabeli 1. Dzięki zastosowaniu

, R e jo n  w ią z a n ia  , \
| t r o p o n in y  C

R yc. 2. S ch em a ty czn e  p rz ed sta w ien ie  se k w en cji a m in o k w a só w  b io lo g iczn ie  a k ty w ­
n y ch  rejo n ó w  cząsteczk i tro p on in y  I, ze szczegó ln ym  u w zg lęd n ien iem  m iejsc  fo s fo ­
ry la c ji (7).
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selektyw nej fragm entacji troponiny I otrzym ano a następnie rozdzielono 
szereg peptydów. Badanie ich przy zastosowaniu elektroforezy w żelu 
poliakryloam idowym  w obecności troponim y C oraz chrom atografii po­
winowactwa (Sepharose sprzężona z troponiną C) wykazały, że rejon od 
N-końca (reszty 1-47) i rejon zaw ierający reszty 97-117, a więc miejsca 
cząsteczki troponiny I obejm ujące obydwa fosforylowane am inokwasy 
tworzą kompleks z troponiną C (18). Poza tym  wykazano, że rejon za­
w ierający reszty 96-117 tw orzy kompleks z aktyną. W yizolowany peptyd 
obejm ujący te reszty wykazywał zdolność hamowania aktyw ności ATPazy 
aktomiozynowej w obecności tropom iozyny, co wskazywało, że blokuje 
on te miejsca aktyny, które reagują z miozyną (18).

Troponiną T wyizolowana z m ięśni szkieletowych zawiera około
0.7 mola P n/mol białka (19). Badania sekwencji aminokwasów tego białka 
w ykazały, że trzy  miejsca cząsteczki są fosforylowane przy udziale kinazy 
fosforylazy. Są to reszty seryny: N-końca, 149 i 156 (Ryc. 3, Tabela 1)

F o s fo r y la c ja  p rze z  k in a z ę  f o s f o r y la z y  w s z y s tk ic h

M ie js c e  in te ra k c ji  
z tro p o m io z y n ą

R yc. 3. B io lo g iczn ie  a k ty w n e  rejon y  czą steczk i trop on in y  T z za zn a czen iem  m iejsc  
fo sfo ry la cji (6).

(19, 20). Żadna z tych reszt nie ulega fosforylacji przy udziale kinazy 
białkowej zależnej od c-AMP (19). F ragm entacja białka przy pomocy 
brom ocyjanu prowadząca do otrzym ania sześciu peptydów i badania in­
terakcji tych peptydów z troponiną C sugerują, że in terakcja troponiny C 
z troponiną T powoduje blokowanie wszystkich trzech miejsc fosforyla­
cji (19). Może to być spowodowane blokowaniem sferycznym , bądź zmia­
nami konform acyjnym i białka, które uniem ożliw iają dostęp kinazy. Pep­
tyd, w którym  znajduje się reszta fosforylowanej seryny 149 bierze udział 
w in terakcji białka z tropomiozyną, k tóra może mieć fundam entalne zna­
czenie w mechanizmie regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni 
(19, 20).

Już wcześniej wykazano, że ekstrak t z mięśni myszy, k tóry  nie za­
w iera kinazy fosforylazy może katalizować fosforylację troponiny T, co 
sugerowało obecność w nim kinazy troponiny T, różnej od kinazy fosfo­
rylazy (21). Ostatnio przy zastosowaniu chrom atografii na DEAE celulo­
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zie, hydroksyapatycie i Sepharose 6B oczyszczono enzym specyficznie 
katalizujący fosforylację seryny N-końca troponiny T (22, 23), k tóry  nie 
fosforyluje fosforylazy b.

Większość badań nad fosforylacją kom ponent troponiny była prowa­
dzona przy użyciu białek izolowanych z szybkich mięśni szkieletowych 
(9-13). Porów nując sekwencję troponiny I izolowanej z wolnych mięśni 
szkieletowych i m ięśni serca wykazano, że wszystkie form y polimorficzne 
tego białka wykazują znaczną homologię sekwencji aminokwasów (Ryc. 4), 
szczególnie w rejonie miejsc wiązania ak tyny  (24, 25). We wszystkich 
tych formach polim orficznych troponiny I w ystępują reszty am inokwa- 
sowe, które są fosforylowane przy udziale kinazy fosforylazy i kinazy 
białkowej zależnej od c-AMP (16,17,24,25). W przypadku troponiny I 
z mięśni serca seryna 146, która odpowiada serynie 117 /w m ięśniu szkie­
letowym , jest fosforylowana przy udziale kinazy białkowej zależnej od 
c-AMP z podobną szybkością (14). W cząsteczce troponiny I z mięśni serca 
w ystępuje poza tym  dodatkowe m iejsce fosforylacji, katalizowanej przez 
kinazę białkową zależną od c-AMP i c-GMP (26) w dodatkowym  pepty- 
dzie od N-końca złożonym z 26 reszt aminokwasowych, k tóry  nie w ystę­
puje w innych form ach polimorficznych tego białka (14, 27, 28). Jest to 
reszta serynowa w pozycji 20 (Ryc. 4). Rejon cząsteczki w obrębie tej 
reszty  nie bierze udziału w in terakcji z troponiną C (14).

M IĘ S IE Ń  s e r c o w y  

N S e r S e r

20 37 146 206

k in a z a  b ia łk o w a
k in a z a

f o s f o r y l a z y  ^  t r o p o n in ą  C  h a m u je  
fo s f o r y la c ja

M IĘ S IE Ń
S Z Y B K I

M IĘ S IE Ń
W O L N Y

t r o p o n in ą  C  h a m u je  
f o s f o r y la c ja

N

N

'/% /// T h r /  . . . . . .
S e r W w .

11 ------------------'117
M ie js c e

in te r a k c ji  2 a k ty n ą

178

/
T h r S er

10 116 184

R yc. 4. P o ró w n a n ie  m iejsc  fo sfo r y la c ji p o lim o rficzn y ch  form  tro p on in y  I (w g 6).

Fosforylację tropom iozyny z mięśni szkieletowych żaby zauważono 
po domięśniowej injekcji znakowanego fosforanu i autoradiografii w y­
dzielonej frakcji m iofibrylarnej (29). Ilość wbudowanego do tropom iozyny 
fosforanu w obecności inhibitora fosfatazy, w ynosiła 0.5 mola P n/mol 
białka (29). Następnie wykazano, że estryfikacji ulega reszta serynowa
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283 (przedostatni aminokwas od C-końca) w łańcuchu a (Tabela 1). Dalsze 
dowody fosforylacji a łańcucha tropom iozyny z mięśni szkieletowych 
żaby, królika i z mięśni serca królika uzyskano techniką m agnetycznego 
rezonansu jądrowego 31P (29). Sekwencja aminokwasów wokół miejsca 
fosforylacji a  łańcucha tropom iozyny jest bardzo podobna do odpowied­
niej sekwencji P łańcucha (tylko trzy  zastąpienia aminokwasów). Świad­
czy to, że m usi istnieć kinaza o dużej specyficzności działania, k tóra roz­
różnia obydwa łańcuchy. A utorzy (29) wysunęli przypuszczenie, że fosfo­
rylacja tropom iozyny może stabilizować s truk tu rę  białka przez w ytw o­
rzenie mostków pomiędzy resztą fosforanową i grupam i eNH2 lizyny.

II-2 . R ola  fo sfo ry la cji b ia łek  c ien k ieg o  fila m en tu .

Dotychczas brak  jest danych na tem at roli fosforylacji troponiny I 
i troponiny T w skurczu mięśni szkieletowych. Szybkość ich fosforylacji 
przy udziale czystych preparatów  kinazy fosforylazy czy kinazy biał­
kowej zależnej od c-AMP jest bardzo m ała (13). Jeśli więc byłyby to 
jedyne kinazy dostępne in vivo  dla fosforylacji troponiny w m ięśniu 
szkieletowym, to powstawałoby pytanie, czy mogą one modyfikować 
lub regulować szybkie procesy prowadzące do skurczu m ięśni tego 
typu. Z drugiej strony badania in vitro  wskazujące na blokowanie miejsc 
fosforylacji troponiny I i troponiny T z mięśni szkieletowych przez tro - 
poninę C (13) staw iają pod znakiem zapytania fizjologiczne znaczenie 
procesu fosforylacji obu tych białek w m ięśniu szkieletowym. Niemniej 
jednak obecność dobrze scharakteryzow anych rejonów  fosforylacji w czą­
steczce troponiny I i troponiny T umożliwiła uzyskanie cennych infor­
macji na tem at interakcji tych białek z innym i składnikam i cienkiego 
filam entu i w konsekwencji rozszerzyła wiedzę na tem at sekw encji p ro­
cesów prowadzących do skurczu mięśni szkieletowych.

Fosforylacja seryny 20 w dodatkowym peptydzie troponiny I z mięśni 
serca, katalizow ana przez kinazę białkową zależną od c-AMP, zachodzi 
znacznie szybciej niż fosforylacja seryny 146. Stąd też in vitro  fosforyla­
cja troponiny I z mięśni serca jest procesem około 30 razy szybszym niż 
fosforylacja troponiny I z mięśni szkieletowych. Obecność troponiny C 
nie ham uje fosforylacji seryny 20 troponiny I z mięśni serca (13, 14). 
Cechy te czynią, że proces fosforylacji troponiny I w m ięśniu serca ma 
szczególne znaczenie w jego metabolizmie. Badania nad izolowaną z m ięś­
ni serca troponiną I wskazują, że fosforylacja seryny  20, związana jest 
z inotropową odpowiedzią mięśni serca na adrenalinę (27, 30). Zauważono, 
że w perfundow anym  sercu, po 20 min. od podania adrenaliny lub in­
nych amin katecholowych ponad 80% znakowanego 32P fosforanu stanowi 
fosforan estryfikujący serynę 20 (27). Nie obserw uje się inotropowego 
działania adrenaliny oraz wbudow ywania fosforanu do troponiny I
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w obecności czynników blokujących adrenoreceptory. Z drugiej strony 
wykazano, że fosforylacja troponiny I z mięśni serca w odróżnieniu od 
fosforylacji troponiny I z ¡mięśni szkieletowych powoduje zmniejszenie 
wrażliwości aktywności ATPazy aktomiozynowej na jony Ca2+ (6,27,31, 
32) (Ryc. 5A). Tak więc, wynikiem  działania horm onu może być fosfory­
lacja troponiny I, k tó ra  prowadzi do spadku wrażliwości na Ca2+ in te r­
akcji aktyny z miozyną, a co za tym  idzie wzrost szybkości rozkurczu — 
zjawiska charakterystycznego dla inotropowego działania katecholam in 
(Ryc. 5B) (33).

A
K A T E C H O L A M IN A

ł
A k ty w a c ja  c y k la z y  a d e n y lo w e j

W z ro s t  s tę ż e n ia  w e w n ą trz k o m ó r k o ­
wego c -A M P

A k ty w a c ja  k in a z y  b ia łk o w e j z a le ż ­
n e j o d  c - A M P  

ł
F O S F O R Y L A C J A  T R O P O N IN Y  I

S p a d e k  w ra ż liw o ś c i n a  C a 2+ 
a k to m io z y n o w e j A T P a z y

z w ię k s z e n ie  [C a 2+J 
w y m a g a n e g o  d la  
s k u rc z u

u ła tw ie n ie  usuw ania  
C a z+p o d c z a s  ro z k u r ­
czu

R yc. 5. R ola fo sfo ry la cji trop on in y  I w  d z ia łan iu  m ięśn ia  serca  (33).
A) W pływ fosforylacji troponiny I na w rażliw ość na Ca!+ aktyw ności ATPazy aktom iozyny  

z m ięśni serca.
Sym bole puste — białko nieufosforylow ane, sym bole pełne — białko ufosforylow ane.

B) Schem at przedstaw iający m odyfikację b iałek aparatu kurczliw ego serca pod w pływ em  amin  
katecholow ych.

III. Fosforylacja miozyny

I I I - l .  C h arak terystyk a  m iejsca  fo sfo ry la cji i enzy m ó w  b iorących  ud zia ł w  fo sfo r y ­
la c ji m iozyn y

Struk tu ra  i funkcja miozyny oraz jej form y polimorficzne były ostat­
nio opisane na łam ach Postępów Biochemii (34).

Spośród niskocząsteczkowych subfragm entów  m iozyny interesujące 
z punktu  widzenia regulacji interakcji tego białka z aktyną są lekkie 
łańcuchy LCZ, występujące we wszystkich jej form ach polimorficznych 
w ilości 2 mole/mol miozyny (8). Łańcuchy te zostały nazwane przez
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K e n d r i c k a - J o n e s a  (35, 36) „regulującym i” ponieważ mogą zastę­
pować lekki łańcuch miozyny mięczaków L C EDTa , w  jego funkcji regu­
lacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni tych zwierząt. Usuwanie LC2 
z miozyny mięśni szkieletowych wpływa nie tylko na in terakcję  tego 
białka z aktyną (37-39, 41), ale zmienia również wrażliwość ATPazy kom­
pleksu aktomiozynowego na działanie jonów Ca2+ (40, 41). Wiadomo, że łań­
cuchy LC2 wiążą Ca2+, a ich struk tu ra  I-rzędowa wykazuje duży stopień 
homologii z innym i białkam i wiążącymi jony Ca2+ jak  parw album iny czy 
troponina C (42).

P e r r i e  i P e r r y  (43) po raz pierwszy zwrócili uwagę na to, że 
łańcuchy LC2 z mięśni szkieletowych m igrują w w arunkach elektroforezy 
w żelu poliakryloam idowym  w obecności 6M mocznika przy pH 8,6 w po­
staci dwóch prążków, których proporcje zm ieniają się w zależności od 
sposobu otrzym yw ania miozyny z mięśni. Analiza obydwu łańcuchów 
rozdzielonych metodą chrom atografii wykazała, że m ają one identyczny 
skład aminokwasowy, ale różnią się zawartością fosforu. Szybciej m igru­
jący w czasie elektroforezy łańcuch zawierał 1 mol P n/mol białka. Zanik 
prążka odpowiadającego tem u łańcuchowi pod wpływem  fosfatazy alka­
licznej z E. coli ostatecznie potwierdził, że jest to form a ufosforylow ana 
tego samego białka (44). Równocześnie wykazano, że po w prowadzeniu 
(y-32P) ATP do hom ogenatu mięśni i następnej ekstrakcji m iozyny, jej 
łańcuchy LC2 zawierały związany 32P. Świadczy to, że w homogenacie 
mięśni znajduje się enzym katalizujący fosforylację LC2 m iozyny (45). 
W krótce przy zastosowaniu chrom atografii na DEAE celulozie i hydro- 
ksyapatycie, frakcjonow ania-siarczanem  amonu i w ytrącania izoelektrycz- 
nego wydzielono kinazę lekkiego łańcucha LC2 m iozyny (fosfotransferaza 
ATP-lekki łańcuch LC2) zarówno z zamrożonych preparatów  surow ej mio­
zyny jak i z sarkoplazm y szybkich mięśni szkieletowych (46). Kinaza ta 
ma masę cząsteczkową 77 000 i różni się s truk tu rą  i właściwościami od 
kinaz białkowych izolowanych dotąd z mięśni (46). K atalizuje reakcje 
estryfikacji reszt serynow ych LC2 miozyny w pozycji 14 lub 15 (Tabe­
la 1) (42, 43). Najlepszym donorem reszt fosforanowych dla kinazy LC2 
miozyny okazał się ATP, inne nukleotydy jak ITP, GTP i UTP posiadają 
tylko 5% efektywności ATP. Cechą charakterystyczną jest zależność jej 
działania od stężenia jonów Ca2+ (46).

Kinaza LC2 miozyny izolowana z szybkich mięśni szkieletowych ma 
wysoką specyficzność substratow ą, oprócz LC2 miozyny z tego samego 
typu mięśni, katalizuje wyłącznie fosforylację LC2 miozyny z wolnych 
mięśni szkieletowych, mięśni serca i mięśni gładkich (arterii szyjnej i żo­
łądka krowy oraz macicy szczura), ale nie katalizuje fosforylacji LC2 
(LCedta) miozyny z mięśni bezkręgowców (mięczaki) (46). Szybkość fosfo­
rylacji poszczególnych łańcuchów LC2 jest różna.

Z szybkich mięśni szkieletowych królika wydzielono też przy pomocy 
chrom atografii powinowactwa (Sepharose sprzężona z ufosforylow anym

2 Postępy Biochem ii http://rcin.org.pl
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LC2) specyficzny enzym katalizujący defosforylację LC2 miozyny (47). 
Fosfataza ta (fosfohydrolaza ufosforylowanego łańcucha LC2 miozyny) 
posiada masę cząsteczkową 70 000 i nie jest hamowana jak  inne fosfatazy 
przez NaF. Jej działanie nie zależy od stężenia jonów Ca2+ ani Mg2+, 
chociaż ten  ostatni kation stabilizuje enzym (47). Obecność podobnego 
system u enzymów biorących udział w fosforylacji i defosforylacji LC2 
m iozyny w ykazano również w wolnych m ięśniach szkieletowych, mięśniu 
sercowym, m ięśniach gładkich oraz w mioblastach, fibroblastach i p ły t­
kach krw i (48-53). Lekkie łańcuchy LC2 miozyny izolowanej z różnych 
źródeł nie są identyczne (54), podobnie też kinazy LC2 miozyny w ystępują 
w postaci różnych form  polimorficznych (Tabela 2). W ykazano, że jak ­
kolwiek aktywność fosfatazy LC2 m iozyny w sarkoplazmie różnych ty ­
pów mięśni jest zbliżona i wynosi około 50 nmoli/g tkanki/m in., to aktyw ­
ność kinazy znacznie się różni np. w szybkim m ięśniu szkieletowym jest 
ona 12 razy bardziej aktyw na niż w m ięśniu gładkim  (49) (Tabela 2).

A ktyw acja kinazy w tym  samym zakresie stężeń jonów Ca2+ co ak ty ­
w acja ATPazy aktomiozynowej (Ryc. 6) (46) sugeruje, że enzym ten może 
być „urucham iany” na skutek stym ulacji mięśni w w yniku której nastę­
puje uw alnianie jonów wapnia z sarkoplazm atycznego retikulum  do sar- 
koplazm y (Ryc. 6). Hipoteza ta stała się bardziej a trakcyjna kiedy wy-

R yc. 6. A k ty w a cja  k in azy  L C 2 m io zy n y  z m ięśn i szk ie le to w y ch  (sym b ole  pu ste) 
i A T P azy  a k to m io zy n o w ej (sy m b o le  pełne) pod w p ły w em  jon ów  Ca2+ (16).

kazano, że zarówno kinaza LC2 m iozyny z mięśni szkieletowych (55-58) 
jak  i też z mięśni gładkich (59, 60) w ym agają dla działania oprócz jonów 
Ca2+ obecności niskocząsteczkowego białka zwanego kalm oduliną. Białko 
to znane jest obecnie z w ielofunkcyjności i powszechności występowania

2» http://rcin.org.pl
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(61-63), wówczas znane było jako aktyw ator dwóch enzymów: fosfodwu- 
esterazy i cyklazy adenylowej. K alm odulina podobnie jak troponina C wią­
że Ca2+ i tylko w obecności tego kationu, k tóry  powoduje zmiany jej 
konform acji, tworzy aktyw ny kompleks z kinazą LC2 m iozyny (56, 60, 64). 
Uważa się, że jest ona regulatorow ą podjednostką kinazy (60, 64). W po­
czątkowych badaniach kinazy z mięśni szkieletowych (46) zanieczyszcze­
nia substratu  kalm oduliną wynoszące często mniej niż 0.1°/o ilości substra- 
tu, w ystarczające do pełnej aktyw acji enzymu, nie były zauważone.

Podobną zależność aktywności kinazy od stężenia jonów Ca2+ i kal­
m oduliny wykazano następnie w mięśniach serca (65). Jej aktyw ność jest 
dużo niższa niż aktywność kinazy z mięśni szkieletowych.

Początkowo sądzono, że kinazy obecne w niemięśniowych kom órkach 
i katalizujące fosforylację LC2 miozyny różnią się od kinazy LC2 z mięśni, 
niezależnością ich działania od stężenia jonów Ca2+ (66,67). Z czasem 
jednak wykazano, że enzym izolowany z płytek krwi, jest zależny od 
stężenia jonów Ca2+ i kalm oduliny (68, 69), a poprzednio izolowana form a 
enzym u niezależnego od stężenia jonów Ca2+, mogła być produktem  jego 
degradacji proteolitycznej. Zauważono np., że pod wpływem  działania 
trypsyny i chym otrypsyny kinaza LC2 m iozyny z mięśni gładkich traci 
wrażliwość na jony Ca2+ (70, 71). Kinazę LC2 miozyny zależną od kalm o­
duliny i jonów Ca2+ wyizolowano również z fibroblastów i wykazano, że 
jest ona bardzo podobna pod względem właściwości i ciężaru cząsteczko­
wego do kinazy z mięśni gładkich (72). Kinazę o takiej samej masie czą­
steczkowej jak kinazy z mięśni gładkich żołądka kurczaka oraz płytek 
krw i i fibroblastów w ykryto w ekstrakcie mózgu, jakkolwiek dotąd nie 
stw ierdzono ani w w arunkach in vivo  ani in vitro  fosforylacji LC2 miozy­
ny z mózgu (73).

Ostatnio wykazano, że kinaza izolowana z mięśni gładkich różnego 
typu  (z żołądka indyka, arterii szyjnej gołębia i aorty  wołu) sama ulega 
fosforylacji przy udziale kinazy zależnej od c-AMP (75, 77, 78). Stopień 
fosforylacji LC2 miozyny z mięśni gładkich jest odwrotnie proporcjonalny 
do stopnia fosforylacji kinazy LC2 miozyny; wprowadzenie do kinazy 
jednej reszty fosforanowej na mol białka powoduje spadek fosforylacji 
LC 2 m iozyny do połowy. Początkowo wydawało się, że proces regulacji 
aktyw ności kinazy LC2 miozyny poprzez jej fosforylację w ystępuje w y­
łącznie w mięśniach gładkich, gdyż zarówno kinaza o ciężarze cząstecz­
kowym  77 000, izolowana z mięśni szkieletowych, jak też kinaza o cięża­
rze cząsteczkowym 85 000 izolowana z mięśni serca, nie ulegały reakcji 
fosforylacji (65, 79). Ostatnio jednakże w pracowni D e m a i 11 e ’ a przy 
zastosowaniu preparatyki ograniczającej do m inim um  aktywność endo­
gennych proteaz z obu typów mięśni wyizolowano kinazę LC2 miozyny
o ciężarze cząsteczkowym 155 000 (79). Kinaza ta związana z m iofibrylam i 
zależna jest od jonów Ca2+ i kalm oduliny i ulega fosforylacji katalizo­
wanej przez kinazę białkową zależną od c-AMP. Przypuszcza się, że roz­
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puszczalne enzym y o niższej masie cząsteczkowej mogą być aktyw nym i 
produktam i degradacji kinazy LC2 miozyny o masie cząsteczkowej 
155 000 (79).

I I I - 2. R ola fo sfo ry la cji LC2 m iozyn y .

Rola procesu fosforylacji i defosforylacji LCZ miozyny w m ięśniach 
poprzecznie prążkow anych (szkieletowych i serca) nie jest jeszcze w y­
jaśniona. W pływ fosforylacji LC2 m iozyny na aktywność ATPazy akto- 
miozynowej jest niewielki: wg P e r r y ’ e g o (6) w przypadku mięśni 
szkieletowych wzrost aktywności wynosi 10-15%), zaś mięśni serca około 
30%. Ten wzrost aktywności może być jednak spowodowany działaniem 
tzw. pseudo-ATPazy będącej skutkiem  działania kinazy i fosfatazy LC, 
miozyny (47). Fosforylacja miozyny z mięśni poprzecznie prążkow anych 
nie jest niezbędna dla aktyw acji jej ATPazy przez aktynę. Interesujące 
są badania nad korelacją cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni szkiele­
towych oraz procesem fosforylacji i defosforylacji LC2 m iozyny (80, 81). 
W wyniku tych badań ustalono, że w m ięśniu w stanie spoczynku około 
50% L C 2 jest ufosforylowane; po stym ulacji mięśni stopień fosforylacji 
wzrasta (80). Oznaczenia aktywności kinazy LC2 miozyny oraz jej zaw ar­
tości w mięśniach szkieletowych w ykazują, że szybkość hydrolizy ATP 
w wyniku działania kinazy w przeliczeniu na 1 g tkanki stanowi zaledwie 
V50 szybkości hydrolizy tego nukleotydu w w yniku działania m iofibrylar- 
nej ATPazy (7). Jeśli to porównanie efektywności działania obu enzymów 
w w arunkach in vitro  odniesiono by do warunków panujących in vivo, 
to nie można spodziewać się synchronizacji procesu fosforylacji i defos­
forylacji z cyklem skurczowo-rozkurczowym  mięśni szkieletowych. Zatem 
fosforylacja miozyny tych mięśni nie reprezentuje reakcji inicjującej 
skurcz, ale raczcj m odyfikuje cykl skurczowo-rozkurczowy, np. przez spo­
wodowanie kooperatywności działania między dwoma główkami tej samej 
cząsteczki miozyny. Można sobie wyobrazić, że w stanie rozkurczu mięśni 
tylko jeden LC2 (w jednej główce miozyny) jest ufosforylowany. W w y­
niku stym ulacji mięśni następuje fosforylacja drugiego LC2, zmiana sy­
m etrii układu i oddziaływania między główkami (81). Takie zmiany w czą­
steczce miozyny m ogłyby przygotowywać ją  do in terakcji z aktyną. Po­
parciem tej hipotezy mogą być zmiany w przestrzennym  ułożeniu 
główek m iozyny pod wpływem  stym ulacji mięśni szkieletowych żaby 
(w warunkach kiedy nie dochodzi do in terakcji aktyny z miozyną), obser­
wowane przy zastosowaniu niskokątowej dyfrakcji promieni X (82).

Fosforylacja lekkiego łańcucha m iozyny wydaje się mieć fundam en­
talne znaczenie dla działania systemów kurczliwych, których cykl skur- 
czowo-rozkurczowy jest dużo dłuższy, niż w przypadku mięśni poprzecz­
nie prążkowanych. S o b i e s z e k  i S m a l i  (83, 84) pierwsi zauważyli,
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że m odyfikacja miozyny z mięśni gładkich żołądków świni, poprzez fos- 
forylację jej lekkich łańcuchów jest niezbędna do in terakcji tego białka 
z aktyną. Spostrzeżenie to zostało następnie potwierdzone w szeregu p ra­
cowni przy użyciu m iozyny mięśni gładkich różnych typów (żołądki p ta ­
ków, jajowody świnki m orskiej, aorta wołu, a rteria  szyjna gołębia) (85-89). 
Ryc. 7 wskazuje, że w nieobecności kinazy LC2 miozyny, aktyw ność 
ATPazy rekonstytuow anej z m iozyny mięśni żołądków kurczaka i ak tyny  
z mięśni szkieletowych królika, jest bardzo niska. Wraz ze wzrostem  ilości 
kinazy następuje gwałtow ny wzrost aktywności ATPazy, ściśle skorelo­
wany ze stopniem fosforylacji LC2 miozyny. M aksym alną aktyw ność 
ATPazy aktomiozynowej uzyskuje się, kiedy ilość zestryfikowanego fosfo­
ranu  wynosi 1 mol/mol LC2 (Ryc. 7) (68). Aktywność ATPazy aktom iozy­
nowej, podobnie jak reakcja fosforylacji zależna jest od jonów Ca2+ i kal- 
m oduliny (68).

0 5 10 15 20 25 30
K in a z a  le k k ie g o  - ła ń c u c h a  m io z y n y  ( p o d j e d n o s t -  

k a  r e g u la t o r o w a ) ( ,u g /m g  m i o z y n y )

R yc. 7. W p ły w  k in a zy  LC2 m io zy n y  z m ięśn i g ła d k ich  na a k ty w n o ść  A T P a zy  a k to -  
m io zy n y  rek o n sty tu o w a n ej z m iozyn y  z m ięśn i g ład k ich  i a k ty n y  z m ięśn i sz k ie le to ­
w y c h  (sy m b o le  pełne) oraz fo s fo r y la c ję  m iozyn y  z m ięśn i g ła d k ich  (sy m b o le  pu ste) 
w  o b ecn ośc i tro p om iozyn y  i 2,4 fig /m l k a lm o d u lin y . L in ia  p rzery w a n a  rep rezen tu je  
pom iary  w y k o n a n e  w  n ieo b ecn ośc i jo n ó w  Ca2+ (w g 68). R óżne sy m b o le  ozn aczają  
różne prep araty  p od jed n o stk i k a ta lity czn e j k in azy .

W ykazano też korelację między stężeniem w ew nątrzkom órkowego 
Ca2+, stopniem  fosforylacji LC2 miozyny i napięciem włókien m ięśnio­
wych izolowanych z żołądka kurczaka i jelita królika (90-92). P rzy  użyciu 
pochodnej ATP, ATPyS (85S), która jest doskonałym substra tem  dla 
kinazy LC2 miozyny i pozwala na „u trw alenie” LC2 w stanie ufosforylo- 
wanym, gdyż tiofosforylow any produkt jest odporny na działanie fosfa­
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tazy, wykazano, że usunięcie jonów wapnia po fosforylacji LC2 miozyny 
nie prowadzi do spadku napięcia mięśni. Na tej podstawie wyciągnięto 
wniosek, że rozkurcz mięśni gładkich nie zachodzi pod wpływem  usuw a­
nia jonów Ca2+ związanych z cząsteczką m iozyny jak  to ma miejsce 
w przypadku m iozyny z mięśni mięczaków (36).

Podobne rezu lta ty  uzyskano wcześniej podczas badania aktyw ności 
ATPazy aktomiozynowej w m iarę fosforylacji miozyny przy pomocy 
A TP y S. Wraz ze wzrostem  stopnia fosforylacji spadała wrażliwość 
ATPazy na działanie jonów Ca2+ (93). Z porównania k inetyki procesu 
usuwania jonów wapnia i działania fosfatazy wynikało ponadto, że ak­
tyw ność ATPazy aktomiozynowej jest hamowana na skutek defosforyla­
cji LC2 miozyny (93). Określenie szybkości działania fosfatazy LC 2 mio­
zyny z mięśni gładkich pozwoliło również oznaczyć ilość uwalnianego 
fosforanu w w yniku sprzężonego działania kinazy i fosfatazy LC2 czyli 
pseudo-ATPazy. W artości obliczone dla kilku preparatów  aktom iozyny 
nie przewyższały 1 nmola P n/mg aktom iozyny/min. Tak więc ilość reszt 
fosforanowych uw alnianych przez pseudo-ATPazę jest znikoma w sto­
sunku do całkowitej ilości reszt fosforanowych uw alnianych na skutek 
działania ATPazy aktomiozynowej (93). Jest to ważne spostrzeżenie 
z punktu widzenia m echanizm u hydrolizy ATP w m ięśniu gładkim. Po­
nieważ rozkład ATP przez centrum  aktyw ne fosforylowanej m iozyny 
w połączeniu z aktyną jest znacznie szybszy niż rozpad ATP spowodo­
w any współdziałaniem kinazy i fosfatazy LC2, fosforylowana miozyna 
musi zhydrolizować wiele cząsteczek ATP zanim fosfataza usunie reszty 
fosforanowe z LC2. Jeśli fosforylacja i defosforylacja LC2 miozyny byłaby 
konieczna dla rozkładu każdej cząsteczki ATP, wówczas efektywność 
działania ATPazy aktomiozynowej (przy założeniu występowania jednego 
centrum  aktywnego) i pseudo-ATPazy byłaby jednakowa.

Rozkurcz mięśni gładkich wydaje się być spowodowany na skutek 
działania fosfatazy LC2 miozyny, w w arunkach kiedy aktyw ność kinazy 
jest zahamowana, tj. na skutek usunięcia jonów Ca2+. Ostatnio niektórzy 
autorzy (74, 76, 77) postulują, że inhibicja aktywności kinazy LC2 m iozyny 
może też następować na skutek jej fosforylacji przy udziale kinazy biał­
kowej, zależnej od c-AMP. Ten typ regulacji in terakcji aktyny z miozyną 
może reprezentować mechanizm dzięki którem u obserw uje się adrener- 
giczny rozkurcz mięśni naczyń krwionośnych (33). A drenalina jak  wia­
domo powoduje aktyw ację cyklazy adenylowej i co za tym  idzie wzrost 
stężenia c-AMP (83).

W szystkie te obserwacje pozwalają na przedstaw ienie schem atu re­
akcji prowadzących do skurczu i rozkurczu mięśni gładkich (Ryc. 8). Re­
gulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego tych mięśni zależna jest od pro­
cesu fosforylacji i defosforylacji miozyny.

Równolegle prowadzone badania wydają się sugerować, że fosforyla­
cja miozyny odgrywać może również kluczową rolę w wielu procesach
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k in a z a P LC2m io z y n y C a 2++  k a lm o d u l in a

A D P
k in a z a  b ia łk o w a  i /
z a le ż n a  od c -A /A P  i c

AT P
S y s te m  k in azy  le k k ie g o  
ła ń c u c h a  m io z y n y

[C a 2+ - k a l m o d u l i n a ]

R o z k u r c z F o s fo r y la c ja  m io z y n y  
-  p o z w a la  n a  a k ty w a -  

c je  je j A T P a z y  p rz e z-  u s u n ię c ie  Pn 
p rz e z  f o s f a ­
ta z ę

a k ty n ę

- s p a d e k  w ew ­
n ą tr z  k o m ó r­
k o w e g o  [Ca2+] >

AD P+ Pn

S ta c jo n a r n a  M g 2+ A TPaza  
s k u r c z ,  n a p ię c ie

R yc. 8. S ch em a t obrazu jący  ro lę  fo sfo r y la c ji LC2 m iozyn y  w  sk urczu  m ięśn i g ła d k ich  
(m o d y fik a cja  sch em a tu  w g  93).

kom órkowych — związanych z sekrecją, ruchem  kom órkowym  czy po­
działami komórkowymi. Miozyna izolowana z niemięśniowych systemów 
kurczliw ych jest bardzo podobna pod względem stru k tu ry  IV rzędowej 
oraz właściwości enzym atycznych do miozyny izolowanej z mięśni gład­
kich (94). Jej aktywność ATPazy aktyw owanej aktyną jest bardzo niska. 
A d e l s t e i n  i C o n t i  (95) wykazali, że wzrost aktywności ATPazy 
aktomiozynowej z płytek krw i można uzyskać przez fosforylajcę LC2 mio­
zyny. Następnie udowodniono, że kinaza katalizująca fosforylację LC2 
m iozyny z płytek krw i, tak  samo jak kinaza z mięśni gładkich zależna jest 
od jonów Ca2+ i kalm oduliny (68, 69). W ykrycie podobnego system u en­
zymatycznego katalizującego fosforylację LC2 m iozyny w fibroblastach 
(72), m ikrofagach (96) i komórkach grasicy (97) oraz wykazanie, że w tym  
przypadku fosforylacja LC2 miozyny jest niezbędnym w arunkiem  jej ak­
tyw acji przez aktynę, wydaje się potwierdzać pogląd, że mechanizm regu­
lacji działania niemięśniowych systemów kurczliw ych i mięśni gładkich 
jest zbliżony.

IV. Uwagi końcowe

Cechą wspólną wszystkich badanych dotąd systemów kurczliw ych jest 
zależność ich działania od stężenia jonów Ca2+ (8). Działanie jonów Ca2+ 
na system  kurczliw y może być bezpośrednie, kiedy wiązanie tego kationu 
z białkam i regulującym i zapoczątkowuje szereg zmian prowadzących do 
in terakcji aktyny z miozyną i skurczu mięśni, lub pośrednie, kiedy jony
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Ca2+ biorą udział w reakcjach m odyfikacji białek aparatu  kurczliw ego 
(np. reakcja fosforylacji miozyny), które również prowadzą do skurczu 
mięśni (Ryc. 9). Procesy regulacji poprzez m odyfikację białek m iofibry- 
larnych są zwykle dużo wolniejsze, niż te które są wynikiem  bezpośred­
niego wiązania jonów Ca2+ z białkam i regulującym i skurcz.

S y s te m  b ia fe k  k u r c z l iw y c h  
( Lekki f a ń c u c h  L C 2 m io z y n y )

m ię s n ie  m ię c z a ­
ków

m ię s n ie  p o p r z e c z ­
n ie  p r ą ż k o w a n e  
i g ła d k ie  k rę g o w ­
ców,
n ie m ię ś n io w e  s y s ­
te m y  k u rc z liw e

S y s te m  b ia te k  r e g u lu ją c y c h  
( t r o p o m io z y n a  -  t r o p o n i n a  )

m ię s n ie  p o p r z e c z -  m ię s n ie  p o p r z e c z ­
nie p rą ż k o w a n e  n ie  p r ą ż k o w a n e  
k rę g o w c ó w  i b e z -  k rę g o w c ó w  
k rę g o w c ó w

R yc. 9. S ch em a t p rzed sta w ia ją cy  ro lę  jon ów  Ca2+ w  reg u la cji cy k lu  sk u rczo w o -ro z-  
k u rczow ego  różn ych  ty p ó w  m ięśn i (w g 7).

Obecnie znane są przynajm niej cztery różne mechanizm y kontroli sys­
temów kurczliw ych przez jony Ca2+. W m ięśniach szkieletowych wiązanie 
jonów Ca2+ z troponiną C zapoczątkowuje szereg opisanych w rozdz. II-l 
reakcji, które prowadzą do ich skurczu (8). W m ięśniach poprzecznie prąż­
kowanych mięczaków, gdzie troponina w ystępuje tylko w śladow ych 
ilościach, główną reakcją prowadzącą do skurczu jest wiązanie Ca2+ z LC2 
miozyny (35). W m ięśniach gładkich kręgowców udział wapnia w skurczu 
polega na aktyw acji kinazy LC2 miozyny, która katalizuje fosforylację 
miozyny i powoduje, że białko to może reagować z aktyną (rozdz. II-2.) 
(68). Jakkolw iek ten pogląd na mechanizm regulacji skurczu m ięśni gład­
kich jest obecnie dom inujący, są też hipotezy na tem at udziału w skurczu 
tych mięśni kompleksu białek związanych z cienkim filam entem  odpo­
wiadających składnikom  troponiny (98) lub różnego od troponiny białka 
nazwanego przez E b a s h i ’ e g o  leiotoniną (złożonego z dwóch podjed- 
nostek o ciężarach cząsteczkowych 80 000 i 20 000) (99,100). Być może 
współdziałanie obu tych systemów regulacji jest konieczne dla pracy 
m ięśni gładkich.

W ymagania dotyczące sposobu działania system u regulacji mięśni 
gładkich i szkieletowych są różne. A ktyna i miozyna mięśni szkieletowych 
reagują ze sobą niezależnie od stężenia jonów Ca2+, poziom ATPazy akto- 
miozynowej jest wysoki (101). Zadaniem kompleksu białek regulujących 
(troponina +  tropomiozyna) jest spowodowanie dysocjacji aktom iozyny

http://rcin.org.pl



142 R. D Ą B R O W S K A [18]

w nieobecności jonów Ca2+, zahamowanie ATPazy aktomiozynowej i w 
konsekwencji rozkurcz mięśni. W m ięśniach gładkich, mięśniach mięcza­
ków i niemięśniowych system ach kurczliw ych czysta aktyna i m iozyna 
nie reagują ze sobą, poziom aktywności ATPazy aktomiozynowej jest 
bardzo niski (35,67, 68,102). Głównym zadaniem system u regulującego 
jest więc aktyw acja in terakcji ak tyny  z miozyną w obecności Ca2+, która 
doprowadza do skurczu. To zadanie może być spełnione, bądź przez bez­
pośrednie wiązanie Ca2+ z miozyną (mięśnie mięczaków) lub przez fosfo- 
ry lację tego białka (mięśnie gładkie, niemięśniowe system y kurczliwe).
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K O M U N IK A T

XIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbędzie się 
w Szczecinie w dniach 8— 10 września 1982 r. Przew iduje się zorganizo­
wanie sympozjów nt. Bioenergetyka, Biochemia Miażdżycy, Kwasy n u ­
kleinowe, Związki fluoru: terapia i toksykologia oraz sesji plakatowej.

Kom unikat Organizacyjny: doc. dr Zygm unt Machoy, Zakład Chemii 
Ogólnej PAM, ul. Powstańców W ielkopolskich 72, 70-111 Szczecin.
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PIOTR MASŁOWSKI *>, STANISŁAW KOWALCZYK **>

Rola nieorganicznego pirofosforanu w bioenergetyce komórki 

Role of inorganic pyrophosphate in the cell bioenergetics

S p is  treśc i

I. W stęp
II. U dział p iro fo sfo ra n u  w  m a g a zy n o w a n iu  en erg ii
III. U d zia ł p iro fo sfo ra n u  w  przen oszen iu  en erg ii
IV . U w agi k oń cow e

C o n te n ts

I. In trod u ction
II. T he p a rtic ip a tio n  of in o rg a n ic  pyrop h osp h ate  in  e n erg y  a ccu m u la tio n
III. In organ ic  p y rop h osp h ate  as en erg y  donor
IV . C onclud ing rem arks

I. Wstęp

ATP uważany jest nadal za główny przenośnik energii w komórce. 
Ostatnio podobną funkcję przypisuje się również nieorganicznem u piro- 
fosforanowi, k tóry  wg M i l l e r a  i P a r r i s a  (1) oraz L i p m a n n a  
(2) był ewolucyjnym  prekursorem  ATP. Nieorganiczny pirofosforan (PPi) 
jest jednym  z głównych produktów wielu anabolicznych reakcji, jak  bio­
synteza białek na poziomie aktyw acji aminokwasów, kwasów tłuszczo­
wych, kwasów nukleinowych, polisacharydów itp. (3, 4). Ilość PP i produ­
kowana tą drogą u bakterii jest rzeczywiście wysoka i wynosi ok. 10 umoli 
PPi na 1 mg syntetyzow anej biomasy (5).

*) Prof. dr hab., In sty tu t B io lo g ii, Z akład  UM K , T oruń
**) M gr, In sty tu t B io lo g ii, Z ak ład  B io ch em ii U M K , T oruń
W ykaz sto so w a n y ch  sk rótów ; P P i —  n ieo rg a n iczn y  p iro fosforan ; P i o r to fosforan ;  
P P a za  —  n ieo rg a n iczn a  a lk a lic z n a  p iro fo sfa ta za ; A N S  —  8 -a n il in o - l-n a f ta le n o -  
su lfo n ia n
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Do niedawna przyjm owano powszechnie, że uw alniany pirofosforan 
ulega natychm iastow ej hydrolizie przez pirofosfatazę (PPazę) (6). Wiąże 
się to jednak z u tra tą  energii wiązania bezwodnikowego, która wynosi 
ok. 8 kcal (7). W prowadzenie ostatnio doskonalszych metod oznaczania 
pirofosforanu wykazało, że w wielu organizmach stężenie jego przewyż­
sza wartości wynikające ze stałej równowagi hydrolizy (8, 9, 10), przy 
czym nie wszystkie organizmy zaw ierają pirofosfatazę (7), a zatem de­
gradacja do ortofosforanu nie musi być jedyną drogą m etabolizm u PPi 
w komórce. Z sugestią tą  wystąpił już ponad 20 lat tem u A r t h u r  
K o r n b e r g  (11), jednakże dopiero ostatnie dziesięciolecie przyniosło 
wiele interesujących danych eksperym entalnych potwierdzających powyż­
szą hipotezę.

II. Udział pirofosforanu w magazynowaniu energii

Badania na układach modelowych wykazały możliwość syntezy PPi 
z ortofosforanu, sprzężonej z reakcjam i oksydoredukcyjnym i (12, 13). 
Dane te pozwoliły przypuszczać, że podobny mechanizm może mieć rów ­
nież miejsce w układach biologicznych. Po raz pierwszy syntezę PPi 
u Acetobacter suboxidans i Escherichia coli, zaobserwował K l u n g s ó y r  
i wsp. (14, 15). Bezpośrednich jednak dowodów dostarczyły badania ostat­
niego dziesięciolecia, które wzięły swój początek z poszukiwań m echa­
nizmów fosforylacji u baterii Rhodospirillum rubrum. B akterie te należą 
do grupy bezsiarkowych bakterii purpurow ych, odżywiających się auto- 
troficznie gdy znajdują się na świetle w w arunkach beztlenowych, lub 
heterotroficznie gdy rozw ijają się w obecności tlenu. W w arunkach auto- 
trofii bakterie te posiadają bakteriochlorofil oraz barw niki karotenoidowe 
wbudowane w błoniaste tw ory tzw. ciałka chrom atoforowe. Są one cen­
tram i fotosyntezy i zaw ierają układ transportu  elektronów, fosforylacji 
i ściśle związaną z błonami transhydrogenazę nikotynoam idoadeninow ą. 
Układ cyklicznej fosforylacji w chrom atoforach w ykazuje wiele podo­
bieństw  do fosforylacji oksydacyjnej w m itochondriach i dlatego inhibi­
tory łańcucha oddechowego, jak też związki rozprzęgające mogą być użyte 
w badaniach fosforylacji fotosyntetycznej.

W 1966 r. H o r  i o i wsp. (16) wykazali, że w chrom atoforach tych 
bakterii, w braku egzogennego ADP, znakowany 32P ulegał w budow yw a­
niu w niezidentyfikow any wówczas produkt, k tóry później rozpoznano 
jako nieorganiczny pirofosforan (17, 18, 19, 20). W yniki tych badań moż­
na by interpretow ać dwojako. Pirofosforan powstaje z fosforanu dzięki 
energii transportu  elektronów, bądź też bezpośrednio z ATP zgodnie 
z reakcją:

A T P --------AMP +  PPi I

AT P +  X A M P -X +  PPi II
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Zakładając tę drugą możliwość, wzrostowi stężenia PPi w inien tow a­
rzyszyć spadek stężenia ATP. Inkubując chrom atofory na świetle, przy 
udziale Pi i ADP (akceptora Pi), obserwowano silny wzrost syntezy ATP. 
W prowadzenie do środowiska reakcyjnego oligomycyny—inhibitora fosfo­
ry lacji ADP (19, 20), stym ulowało wyraźnie syntezę pirofosforanu. Po­
dobny efekt uzyskano również, gdy usunięto ze środowiska reakcyjnego 
endogenny ATP za pomocą glukozy i heksokinazy, oraz gdy hamowano 
fosforylację ADP oligomycyną (19). Dane te stały  się podstawą tw ierdze­
nia, że zależna od św iatła synteza pirofosforanu w chrom atoforach 
R. rubrum  przebiega niezależnie od syntezy ATP (19, 20). Świadczy o tym  
również fakt, że synteza pirofosforanu wymaga jonów Mg2+, podczas gdy 
syntezę ATP stym ulują jony Mg2+ i Mn2+, będące równocześnie inhibi­
toram i syntezy PPi (20). Synteza tego związku przebiega najintensyw niej 
w pH 7,8—8 i przy stężeniu Mg2+* rów nym  3,8 mM a ham uje ją nadm iar 
ATP.

Dla potwierdzenia przypuszczeń, że biosynteza pirofosforanu związana 
jest z funkcjonowaniem  łańcucha transportu  elektronów, badano wpływ 
właściwych rozprzęgaczy i inhibitorów. W ykazano, że synteza PP i z orto- 
fosforanu jest całkowicie zależna od św iatła (17, 18). Połowę szybkości

m aksym alnej (— osiąga reakcja syntezy PP i przy natężeniu św iatła 

rów nym  2,5* 10~4*J*S-1*cm-2, a wartość ta jest o połowę m niejsza od
v max

natężenia św iatła wymaganego do uzyskania — reakcj i  syntezy ATP

(20). A ntym ycyna A, inhibitor transportu  elektronów, oraz związki roz- 
przęgające fosforylację, jak 2,4 DNP i inne, w pełni ham ują syntezę PPi, 
podobnie jak  i ATP (18, 19). Co więcej, chrom atofory po naśw ietleniu, 
w braku  Pi i ADP w środowisku mogą gromadzić energię, k tó ra  może 
następnie w ciemności umożliwić syntezę PP i lub ATP, po dodaniu Pi 
lub Pi i ADP. Dane te stały się podstawą dla sform ułow ania przez 
B a l t s c h e f f s k i e g o  i S t e d i n g k a  (16) hipotezy przyjm ującej, że 
synteza ATP i PPi nie ma bezpośredniego związku z transportem  elek­
tronów, lecz że bierze w niej udział wysokoenergetyczny pośrednik ~ x ,  
dostarczający energii do syntezy tych związków. Obecnie zgodnie z teorią 
„chem iosm otyczną”, źródłem energii do syntezy ATP lub PP i nie jest 
hipotetyczny pośrednik w ysokoenergetyczny ~ x ,  lecz potencjał błonowy, 
w yrażony jako siła protonom otoryczna (AP) zależna od elektrycznego po­
tencjału  transm em branow ego (A1̂ ) i różnicy pH (ApH) po obu stronach 
błony chrom atoforowej zgodnie z równaniem  (21)

R T
AP = A T + 2,3 ApH

r

Na proces ten  poważny wpływ w yw ierają zmiany wewnątrzkom órkowe, 
jak  i czynniki zewnętrzne. W ykazano, że zmiany potencjału oksydoreduk-
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cyjnego w komórce, mogą regulować szybkość syntezy powyższych 
związków, podobnie jak i intensywność światła. P rzy silnym oświetleniu 
szybkość syntezy PPi, stanowi ok. 25°/o szybkości syntezy ATP, natom iast 
przy oświetleniu słabszym, zbliżonym do naturalnego, jakie ma miejsce 
w przyrodzie obie te reakcje przebiegają z jednakow ą szybkością (19).

Błony chrom atoforowe po ekstrakcji LiCl, tracą aktywność ATPazy 
i zdolność do syntezy ATP. Pozostaje natom iast pełna aktywność piro- 
fosfatazy i zdolność do syntezy PPi, k tóra ustaje po wprowadzeniu do 
środowiska reakcyjnego NaF — silnego inhibitora pirofosfatazy. Świad­
czy to, że w procesie syntezy ATP i PPi, uczestniczą dwa niezależnie 
działające układy enzymatyczne, a mianowicie: ATPaza i PPaza (19).

Koncepcja mówiąca, że związana z błonam i pirofosfataza działa jako 
pompa protonowa podobnie jak odwracalna ATPaza, potwierdzona została 
przez M o y 1 e i wsp. (22). W ykazano mianowicie, że hydroliza dodanego 
do zawiesiny chrom atoforów PP i indukuje zmiany pH po obu stronach 
błony. W yrównywanie się transm em branow ego gradientu  pH stanowi 
źródło energii do syntezy pirofosforanu. Dalszym dowodem jest również 
zmiana fluorescencji barw nika ANS dodanego do zawiesiny chrom atofo­
rów. Zm iana fluorescencji jest większa w przypadku wprowadzenia do 
zawiesiny pirofosforanu niż ATP i jest niwelowana przez rozprzęgacze 
(23, 24), podobnie jak  przy użyciu barw nika OX — VI (oxonol), gdy hydro­
liza PP i wywołuje zmianę jego widma zaledwie o 20% m niejszą od zmian 
w yw ołanych światłem  (25).

W yniki powyższe uzyskane w przypadku chrom atoforów R. rubrum  
potwierdzono badając biosyntezę pirofosforanu w chloroplastach grochu 
(26), w m itochondriach w ątroby szczura (27, 28) oraz w m itochondriach 
roślin (29).

III. Pirofosforan jako dawca energii

Początkowo badając pirofosforan jako przenośnik energii wykazano 
jego udział w odwróceniu transportu  elektronów  w łańcuchu oksydore- 
dukcyjnym  błon chrom atoforow ych, obserw ując jedynie zależną od ener­
gii zmianę widma egzogennych cytochromów b i c (30, 31). Aby w yeli­
minować m askujący widmo cytochromów wpływ karotenoidów, doświad­
czenie prowadzono stosując chrom atofory z m utanta R. rubrum , nieza- 
wierającego tych barwników. Okazało się, że zarówno ATP jak i PPi mo­
gą być źródłem um ożliwiającej w ciemności redukcję cytochrom u b i u tle­
nianie cytochrom u c, przy czym zmiany wywołane przez P P i są szybsze 
i większe niż zmiany wywołane przez ATP. Na tej podstawie B a ł t -  
s c h e f f s k y  (30) wysunęła przypuszczenie, że PPi jest silniej sprzężony 
z łańcuchem  transportu  elektronów aniżeli ATP. Dzięki czemu wymaga

http://rcin.org.pl



[5] P IR O F O S F O R A N  W  B IO E N E R G E T Y C E  K O M Ó R K I 151

mniej etapów pośrednich do przeniesienia energii na cytochrom  aniżeli 
ATP. W reakcjach tych niezbędne są jony Mg2+ lub inne jony dw uw ar- 
tościowe, takie jak Ca2+, Zn2+ i Mn2+. W przypadku jednak gdy źródłem 
energii jest PPi, jony Ca2+ w yw ierają wpływ ham ujący (31). Potwierdzo­
no to również badając m itochondria z drożdży Saccharomyces cerevisiae, 
z w ątroby szczura i z N eurospora crassa (30). Udział PPi w wym agającej 
energii redukcji NAD+ przez bursztynian zgodnie z poniższą reakcją w y­
kazali K e i s t e r  i Y i k e  (32)

NAD+ +  bursztynian +  AP -> fum aran +  NADH

Reakcja ta może zachodzić również na koszt energii św ietlnej lub ATP. 
W chrom atoforach R. rubrum  wykazano ponadto występowanie transhy- 
drogenazy nikotynoam idoadeninow ej, katalizującej związaną z energią 
redukcję NADP+ przez NADH (33)

NADH +  NADP+ +  AP NAD+ +  NADPH

Źródłem  energii do redukcji NADP+ może być światło, a w ciemności 
ATP lub PPi. Dowodem tego jest fakt, że antym ycyna, inhibitor transpor­
tu  elektronów , hamowała redukcję NADP+, gdy źródłem energii było 
światło, oligomycyna — tylko w przypadku ATP, natom iast rozprzęgacze 
fosforylacji ham ow ały reakcję przy użyciu wszystkich donorów energii 
(światło, ATP i PPi). W ykazano także, że chrom atofory inkubowane 
w ciemności w środowisku zaw ierającym  32P i PP i katalizow ały wymianę 
PP i ^  Pi (33). Reakcję ham ow ały rozprzęgacze fosforylacji, ADP i NaF — 
specyficzny inhibitor PPazy. A ntym ycyna nie m iała wpływu, podczas 
gdy oligomycyna stym ulowała reakcję. Dane te, oraz porównanie szyb­
kości w ym iany Pi ^  PP i z szybkością hydrolizy PP i pozwoliły na sfor­
m ułowanie tezy, że reakcja w ym iany Pi ^  PPi przebiega kosztem energii 
hydrolizy PPi, katalizowanej przez pirofosfatazę zgodnie z reakcją

PPi ? Ł a z a Pi +  Pi +  AP 

P i + 32P  +  AP 32PPi 

gdzie AP — potencjał elektrochem iczny błony.
Rozprzęgacze ham ują przebieg powyższej reakcji dzięki rozproszeniu AP, 
ADP — w ykorzystuje AP do syntezy ATP, natom iast oligomycyna ham uje 
syntezę ATP, a tym  samym  stym uluje reakcję w ym iany Pi ^  PPi.

Energia hydrolizy PP i może być również zużytkow ana do syntezy ATP 
z ADP i PPi. Chrom atofory inkubowane w środowisku reakcyjnym  za­
w ierającym  ADP, 32P, glukozę i heksokinazę, oraz odpowiednie stężenie 
PPi syntetyzują  ATP z pirofosforanu (34, 35). Zostało to również stw ier­
dzone w m itochondriach w ątroby szczura (36) i grzyba Endomyces 
magnusii (37).
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Proponuje się następujący mechanizm tych reakcji:

PPaza ATPaza . ~
PPi ---- r — AP ------ —  ADP3 P

2Pi A D P + 32P

W yniki powyższych badań sugerują odrębność odw racalnych układów 
fosforylacji i pirofosforylacji sprzężonych poprzez potencjał błonowy 
(AP) z układem  transportu  elektronów. H ipotetyczny m echanizm  tych 
reakcji przedstaw ia poniższy schemat.

Inhibitory A T P azy Inhib itory P P azy

ATP PPi

R yc. 1 . S ch em at ud zia łu  P P i w  ak u m u la cji i p rzetw arzan iu  e n erg ii w  ch ro m a to fo ­
rach  R. ru b ru m .

Pirofosforan, jako źródło energii, może zastąpić A iP ; stwi<-"dzo^o to rów ­
nież badając wiele różnych organizmów, a w szczególności 1 i t  .morba  
histolytica  i Propionibacterium shermanii. W organizmach tyc*. o d k r y ł o  

pięć enzymów katalizujących zależne od PP i reakcje fosforylacji. Są to:
1. K arboksytransfosforylaza fosfoenolopirogronianowa — odkryta w 
P. shermanii (38), oraz w E. histolytica  (39), katalizująca odwracalną re ­
akcję karboksytransfosforylacji (I), lub w braku CO2 nieodw racalną reak ­
cję fosforylacji (II)

fosfoenolopirogronian (PEP) +  C 0 2 +  Pi ^  szczaw iooctan+ PP i I

P E P + Pi pirogronian +  PPi II

2. Dwukinaza fosfopirogronianowa (transferaza ATP: pirogronian) — ka­
talizująca odwracalną reakcję fosforylacji pirogronianu przy udziale ß i 7  

reszt fosforanowych ATP.

pirogronian +  ATP +  Pi ^  PE P  +  AMP +  PP i

http://rcin.org.pl



m P IR O F O S F O R A N  W  B IO E N E R G E T Y C E  K O M Ó R K I 153

Od 1968 r. badano dwukinazę z trzciny cukrow ej (40), z E. histolytica  
i Bacteriodes sym biosus (41) oraz z P. shermanii (42). Jednakże tylko 
w przypadku B. sym biosus i E. histolytica  wykazano udział tego enzymu 
w przekształcaniu fosfoenolopirogronianu w pirogroni^n.
3. PP-acetokinaza (transferaza : P P i : octan) stw ierdzona u E. histolytica  
(43), katalizująca anologiczną reakcję kinazy octanowej zależnej od ATP.

PPi +  octan -> acetylofosforan +  Pi

4. T ransferaza PP  : L -seryna katalizująca fosforylację L -seryny zgodnie 
z reakcją:

PP i +  L-seryna -> o-fosfo-seryna +  Pi

Enzym ten wyizolowany i częściowo oczyszczony z bakterii kwasu pro- 
pionowego (44) charakteryzuje się wysoką specyficznością względem PPi 
i trójfosforanu, a całkow itym  brakiem  powinowactwa do ATP.
5. PP-fosfofruktokinaza (transferaza P P : fruktozo-6-P)-oczyszczona do 
stopnia homogenności z P. shermanii (45) wykazuje wysoką specyficzność 
substratow ą. Pirofosforanu nie można zastąpić polifosforanami, ani nukle- 
otydem  trójfosforanow ym . Enzym ten katalizuje reakcję:

PPi +  fruktozo-6-P -> fruktozo-1,6 P 2 +  Pi

Fosfofruktokinazę znaleziono ostatnio u kilku innych bakterii (46, 47), a co 
bardziej interesujące w liściach ananasa (48).

IV. Uwagi końcowe

Omówione powyżej wyniki dotychczasowych badań nad udziałem nie­
organicznego pirofosforanu w m agazynowaniu i przekazyw aniu energii 
w komórce dowodzą, że potencjał elektrochem iczny błon może być w y­
korzystany nie tylko do syntezy ATP, czy czynnego transportu , ale rów ­
nież do syntezy pirofosforanu. Przy czym enzymem odpowiedzialnym za 
reakcję pirofosforylacji jest odwracalny układ nieorganicznej pirofosfa- 
tazy. Pow stały tą drogą PP i może być bezpośrednim źródłem energii do 
odwrócenia transportu  elektronów, transhydrogenacji, redukcji NAD+ 
przez bursztynian, do syntezy ATP z ADP i PPi, jak też innych reakcji 
anabolicznych. PPi może też pełnić rolę „buforu protonowego” (49). Sto­
sunkowo bowiem niska pojemność elektryczna błony sprawia, że nie jest 
ona w stanie magazynować większej ilości energii w postaci różnicy 
potencjału elektrochemicznego. Odwracalny układ PPazy może zatem, jak 
się wydaje, funkcjonować jako mechanizm stabilizujący gradient proto­
nowy. W ielu autorów sugeruje udział PPi w regulacji stężenia ortofosfo- 
ranu  w chloroplastach roślin. U trzym yw anie bowiem stężenia Pi na 
stałym  optym alnym  poziomie, jest niezwykle ważne, jeśli się zważy, że
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reakcja asym ilacji C 0 2 w chloroplastach przebiega według równania, 
które nie stanowi jedynie zapisu reakcji, ale wskazuje, jakie związki 
transportow ane są do w ew nątrz i jakie na zew nątrz chloroplastów.

3C 02 +  Pi +  3H20  ^  fosfotriozy +  3 0 2

Tak więc ciągłość asymilacji C 0 2 uzależniona jest od wym iany Pi ^  fos- 
fotriozy za pośrednictwem  odpowiedniej translokazy, a PPi może pełnić 
rolę efektora modulującego aktywność translokazy, lub przy niższym od 
optymalnego stężeniu Pi, może stanowić jego źródło (50, 51, 52, 53). Suge­
ru je  się także udział PP i w regulacji czynnika sprzęgającego CF! (54, 55). 
Ostatnio wykazano, że PPi in vitro  nie wpływa na transport elektronów  
w m itochondriach roślin wyższych, lecz kom petycyjnie ham uje fosfory- 
lację oksydacyjną i jest transportow any przez błonę w ew nętrzną drogą 
w ym iany z ADP, przy udziale specyficznej translokazy nukleotydo- 
wej (56).

Biorąc pod uwagę fakt, że ilość syntetyzowanego PPi w komórce 
w znacznym stopniu przewyższa udział jego w dotychczas poznanych 
reakcjach, zagadnie'nie roli PP i w metabolizmie jest nadal otw arte i w iel­
ce interesujące.
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Biosynteza glikokoniugatów plazmolemy komórek ssaków 

Glycoconjugates biosynthesis of plasma membranes of mammalian cells
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I. Wstęp

W ciągu ostatnich dziesięciu lat, glikokoniugaty plazm olem y (ze­
w nętrznej błony kom órkowej) są przedm iotem  intensyw nych badań

*) Dr, Z ak ład  B io ch em ii P o ró w n a w cze j, In sty tu t B io ch em ii i B io f iz y k i P A N  ul. R a ­
k o w ie c k a  36, 02-532 W a rszaw a  
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fu k oza , G lcN A c— N — a cety lo g lu k o zo a m in a , G a lN A c— N — a c ety lo g a la k to zo a m in a , 
N eu N A c— k w a s N — a cety lo n eu ra m in o w y , U D P — u r y d y n o d w u fo sfo ra n  S er— seryn a , 
T re— treo n in a , G lu — g lu ta m in a , g li— g lic y n a , V a l— v a lin a  A la— a la n in a , M et— m e tio ­
n in a , A sp — a sp a ra g in a , C er— ceram id .
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a więc i licznych artykułów  przeglądowych oraz opracowań monograficz­
nych (1—7). Hydrofilowe łańcuchy cukrowe, przyłączone do niektó­
rych białek i lipidów plazmolemy i umiejscowione po zewnętrznej stronie 
powierzchni komórki mogą oddziaływać z otaczającym komórkę środo­
wiskiem (Rycina 1). Taki układ glikokoniugatów w plazmolemie w arun­
kuje ich rolę biologiczną. Glikokoniugaty plazmolemy są receptoram i wi­
rusów i receptoram i hormonów (5, 6). G likoproteiny powierzchniowe biorą 
udział w procesach takich jak rozpoznawanie się komórek (3) i przylega­
nie komórek do siebie (8— 11). Glikolipidy i glikoproteiny m em bran e ry ­
trocytów w ykazują swoistość antygenową grup krwi (5.).

W ystępowanie związków cukrowych na powierzchni komórek ssaków 
udowodniono stosując m etody histochemiczne (12) i biochemiczne (13, 14). 
L e b 1 o n d i wsp. (12) opracowali metodę obserwacji powierzchni komó­
rek pod m ikroskopem elektronowym , po zabarwieniu związków cukro­
wych odczynnikiem Schiffa z nadjodanem. Zastosowanie rozpuszczalni­
ków organicznych (15) i detergentów  (16) umożliwiło rozpuszczenie skład­
ników błony a następnie* ich izolację. Szerokie zastosowanie znalazły też 
lektyny roślinne — ich zdolność wiązania mono i oligosacharydów wyko­
rzystano przy izolowaniu i oczyszczaniu glikoprotein plazmolemy (17). 
Często stosuje się znakowanie glikoprotein plazmolemy związkami radio­
aktyw nym i (18, 19), a następnie charakteryzuje się znakowany m ateriał 
przy użyciu elektroforezy na żelu poliakryloamidowym  oraz autoradio- 
grafii. Zastosowanie zaś chrom atografii gazowej i metody oznaczania re ­
zonansu param agetycznego przy 360 MHz, pozwala na przeprowadzenie 
analizy składu oraz sekwencji cukrów w łańcuchu oligosacharydowym 
(20).

Biogeneza składników plazmolemy komórek zwierzęcych przebiega 
w organellach w ew nątrz komórkowych (5, 6, 21). Białkowe-składniki plaz­
molemy są syntetyzow ane na rybosomach. W procesie przeniesienia oligo- 
sacharydu z nośnika fosfolipidowego na polipeptyd powstaje wiązanie 
N-glikozydowe pomiędzy asparaginą a N-acetyloglukozoaminą (21—24). 
Proces ten  zachodzi po przemieszczeniu się białka na błonę szorstką sia­
teczki endoplazmatycznej (21). M odyfikacja nowo zsyntetyzow anych gli- 
kopeptydów odbywa się w błonach gładkich siateczki endoplazmatycznej 
i aparacie Golgiego (23, 24). Pęcherzyki transportow e aparatu  Golgiego 
przenoszą m ateriał błonowy z błon gładkich siateczki endoplazmatycznej 
do plazmolemy. Natomiast wiązanie O-glikozydowe powstaje na drodze 
bezpośredniego przeniesienia cząsteczki cukru na akceptor białkowy (25). 
Biogeneza glikopeptydów plazmolemy, w których w ystępują wiązania 
O-glikozydowe jest jak dotychczas mało zbadana. Prawdopodobnie rozpo­
częcie glikozylacji ma miejsce wtedy, gdy nowo zsyntetyzow any peptyd 
jest jeszcze związany z rybosom ami (25). Miejscem biosyntezy glikolipi­
dów są błony aparatu  Golgiego (26).

Podczas przemieszczania się glikokoniugatów o niekom pletnej s tru k ­
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tu rze  z błon w ew nętrznych do plazmolemy (27, 28) przyłączane są końco­
we reszty cukrowe (28, 29). Odbywa się to na drodze enzymatycznego 
przenoszenia reszt cukrow ych z nukleozydodwufosfo cukrów na nieredu- 
kujący koniec rosnącego łańcucha cukrowego. Niniejszy artyku ł omawia 
niektóre zagadnienia związane z enzym atycznym  przenoszeniem reszt cu­
krow ych z nukleozydodwufosfo cukrów na oligosacharydy połączone 
z białkiem  lub lipidem plazmolemy.

II. Związki cukrowe plazmolemy komórek ssaków

W podwójnej w arstw ie lipidowej plazmolemy (30, 31) hydrofilowe g ru ­
py lipidów skierowane są na zew nątrz a hydrofobowe do w ew nątrz w ar­
stw y (Rycina 1). Cząsteczki glikolipidów, białek i glikoprotein są roz­
mieszczone niesym etrycznie, w poprzek w arstw  lipidowych (7). Na ogół 
hydrofobowa część łańcucha polipeptydowego znajduje się w ew nątrz w ar­
stw y lipidowej natom iast hydrofilow y kom ponent cukrow y połączony 
z peptydem  jest w ysunięty poza błonę (Rycina 1). Najczęściej w glikopro- 
teinach w ystępują galaktoza, fukoza, N-acetylogalaktozoam ina i kwas sja- 
lowy. Tablica 1 przedstaw ia cukry wyizolowane z plazmolemy ery trocy­
tów ludzkich (32).

Tablica 1.

Cukry występujące w plazmolemie erytrocytów (32)

Cukier

Glikoprote­
iny Glikolipidy

[xmole/100 mg stromy

Galaktoza 4,4 1,8
Mannoza 0,6 0,1
Fukoza 1,0 0,7
Glukoza 0,3 0,4

j G lcNAc 2,0 0,2
G alN Ac 2,2 0,3
N euN A c 4,4 0,2

W glikoproteinach spotyka się zarówno wiązanie O jak N-glikozydowe. 
W iązanie O-glikozydowe w ystępuje między wodorotlenową grupą seryny 
lub treoniny i redukującym  końcem jednego z następujących cukrów: 
a) ksylozy, b) N-acetylogalaktozoam iny, c) mannozy, d) galaktozy, e) fu- 
kozy. Takie wiązania w ystępują również między hydroksylizyną i galak- 
tozą. W iązanie N-glikozydowe znajduje się między redukującym  końcem 
N-acetyloglukozoaminy i ^-amidową grupą asparaginy. W plazmolemie 
komórek ssaków spotyka się glikoproteiny zarówno z wiązaniem  O- jak 
i N-glikozydowym, zawierające rdzeniowe stru k tu ry  oligosacharydowe
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R ycina  1. H ip o tety czn y  sch em a t p o łączen ia  g lik op rotein  i g lik o lip id ó w  z  p la z m o le -  
m ą (na p o d sta w ie  7).

oraz boczne odgałęzienia o zmiennej struk tu rze (20). Rycina 2 przedstaw ia 
s truk tu ry  rdzeniowe spotykane w glikokoniugatach. Oligosacharydowe 
odgałęzienia mogą różnić się zarówno składem  cukrów jak i rodzajem  
wiązań między nimi. W zależności od przewagi występowania określo­
nych cukrów, glikoproteiny zawierające wiązanie N- glikozydowe dzieli 
się na związki o s truk tu rze  oligomannozylowej. N-acetylolaktozoam ino- 
wej oraz- oligomannozylowo-N-acetylolaktozoaminowej (20). Łańcuchy 
oligosacharydowe w glikopeptydach o strukturze N-acetylolaktozoam iny 
mogą zawierać kilka odgałęzień, w których kwas sjalowy i fukoza w ystę­
pują w różnych ilościach i różnym  rozmieszczeniu. Kwas sjalowy może 
być połączony z oligosacharydem wiązaniem a 2, 3 lub a 2, 6 a fukoza 
wiązaniem a 1, 3 lub a 1, 6.

Ga! ■

Gal

M a n

^ 1 —  G a lN A c  L Sep (T re )

f3 -1—  G a l S 1’ 4  - K sy l ^  ~  S e r  (T r e )

3 -1  4 (3-1 . 
G Ic N A c  J -------—  G Ic N A c  ----------A s p

R ycin a  2. S tru k tu ry  rd zen iow e w  g lik o k o n iu g a ta ch  (20).

Glikoproteiny wyizolowane z plazmolemy erytrocytów  ludzkich tw o­
rzą wysokocząsteczkowe agregaty, które pod działaniem detergentów  i en­
zymów proteolitycznych rozpadają się na form y m onom eryczne (33, 34). 
Stosując redukcję borowodorkiem  sodu i hydrolizę, od glikoprotein o ak­
tywności MN z erytrocytów  ludzkich odszczepiono glikopeptyd o s tru k ­
turze przedstaw ionej na Rycinie 3 (35, 36). O ligosacharyd o podobnej
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R y c in a  3. O lig o sa ch a ry d o w a  grupa p ro ste ty czn a  g lik o fo ry n y  typ  I (35, 36)

struk tu rze  wyizolowano z normalnego moczu ludzkiego (37); jest to praw ­
dopodobnie produkt katabolizm u błon erytrocytarnych.
K o r n f e l d  i K o r n f e l d  (38, 39) poddając traw ieniu  pronazą gliko- 
proteiny z plazm olem y erytrocytów , wyizolowali glikopeptyd o strukturze 
przedstaw ionej na Rycinie 4 i stwierdzili, że związek ten jest receptorem

N e u N A c  

j a, 2,6 
G a l

P 3.3 W
G Ic N A c

(31,2
o. 1,2 

M a n --------

G a l

(3 1,3 W
G Ic N A c

P
M a n  ——-—  G Ic N A c

w ią z a n ie  N - g i i k o z y d o w e

A s p a ra g in a

R y cin a  4. O lig o sa ch a ry d o w a  grupa p ro ste ty czn a  g lik o fo ry n y  ty p  II (38, 39)

lektyn. A utorzy wykazali, że galaktoza w ystępująca na nieredukującym  
końcu jednego z dwu rozgałęzień łańcucha oligosacharydowego uczestni­
czy w ham ow aniu aglutynacji erytrocytów  wywołanej przez fitohem oa- 

z Phaseolus vulgaris. G likopeptydy przedstawione na Rycinie 3
i 4 są p; ciul. chemicznej i enzym atycznej hydrolizy glikoforyny. 
Glikoforyna — ilościowo dom inująca sjaloglikoproteina ludzkich e ry tro ­
cytów, jest jak  dotychczas najlepiej poznaną glikoproteiną plazmolemy 
kom órek eukariotycznych. Na podstawie wyników badania glikoforyny, 
M o r a w i e c  k i  przedstaw ił hipotetyczny model s tru k tu ry  glikoprotein 
w plazmolemie erytrocytów  (33). Szczegółowe badania dotyczące gliko­
foryny doprowadziły do ustalenia sekwencji aminokwasów oraz miejsca 
przyłączenia oligosacharydowych łańcuchów bocznych (40—42). Z badań 
tych wynika, że polipeptydowy łańcuch glikoforyny składa się ze 131 
aminokwasów i zawiera około 16-stu oligosacharydowych łańcuchów bocz­
nych. W glikoforynie wyróżnia się trzy  strefy: zew nątrzną hydrofilową, 
zbudowaną z 70-ciu aminokwasów zawierających 22 reszty seryny lub
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treoniny, z których 15 służy jako miejsce przyłączenia oligosacharydo- 
wych łańcuchów bocznych (wiązaniem O-glikozydowym). Do asparaginy 
dołączony jest jeden łańcuch oligosacharydowy poprzez wiązanie N-gliko- 
zydowe. S trefa środkowa glikoforyny zbudowana jest z hydrofobow ych 
aminokwasów, które oddziaływują z w arstw ą lipidową błony. W reszcie 
strefa trzecia, cytoplazm atyczna, złożona jest z aminokwasów hydrofi- 
lowych.

W stanie natyw nym , glikoforyna tw orzy oligomer, w w yniku agrega­
cji z innymi sjaloglikoproteinam i m em bran erytrocytarnych. N atom iast 
oczyszczona glikoforyna jest dimerem. Jest to związek dobrze rozpuszczal­
ny w wodzie. W ykazuje aktywność biologiczną substancji grupowej MN 
oraz zdolność wiązania w irusa grypy (17). N iektóre oligosacharydy w y­
stępujące w glikoforynie posiadają zdolność wiązania fitohem oagluty- 
niny z fasoli (38). Końcowe sekwencje aminokwasowe w polipeptydowym  
łańcuchu glikoforyny oraz w odszczepionych od glikoforyny glikopepty- 
dach o aktywności grupowej MN, przedstaw ia Rycina 5.

R ycin a  5. S tru k tu ry  k o ń co w y ch  fra g m en tó w  g lik o fo ry n y  i od szczep ion ych  od n ie j  
cjon ob rom em  p ep ty d ó w  o a k ty w n o śc i g ru p ow ej M N (43)

W ystępowanie innych niż glikoforyna glikoprotein wykazano zarówno 
w plazmolemie erytrocytów  ludzkich i zwierzęcych jak  i w plazmolemie 
innych komórek. Szerokie omówienie s tru k tu r łańcuchów oligosachary- 
dowych w ystępujących w glikoproteinach plazmolemy kom órek ssaków 
jak również m etod ich izolacji i oczyszczania może czytelnik znaleźć 
w artykule przeglądowym  L o t a n a  i N i c o l s o n a  (17).

Tutaj przytoczyć można także niektóre badania nad glikoproteinam i 
w ystępującym i w plazmolemie limfocytów ludzkich i zwierzęcych. Gliko-
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—  Sei------- T r e  — T r e  — V a l — A la  —  M e t  . . . g l i k o f o r y n a

S e r G li

C H O  C H O  C H O

C H O  C H O  C H O  

Leu — S e r — t L  — T re  —  G lu —  Val —  Ala —  Met ...  N

Leu

S e r
l in o k w a s y  w y s t ę p u ją c e  w p r e p a r a c ie  g l ik o f o r y n y— a m i

G lu

G li

C H O  -  o l ig o s a c h a r y d y

http://rcin.org.pl



[VI G L IK O K O N IU G A T Y  P L A Z M O L E M Y 163

proteiny plazmolemy limfocytów w ykazują zdolność wiązania lektyn 
roślinnych, które zostały wykorzystane do ich izolowania i oczyszcza­
nia. (44).

W celu wyizolowania glikoprotein z plazmolemy limfocytów świni, 
H a y m a n  i C r u m p t o n  (45) zastosowali chrom atografię powinowac­
twa na kolum nach zawierających Sepharose związaną kow alencyjnie z lek- 
tyną z Lens culinaris. W yizolowaną w ten  sposób frakcję, zaw ierającą 
związki cukrowe, poddano następnie elektroforezie na żelu poliakrylo- 
amidowym. W w yniku rozdziału uzyskano 10 frakcji glikoproteinowych, 
co jest wyrazem  dużej ich różnorodności w plazmolemie lim focytów (45). 
Oczyszczone glikoproteiny ham owały transform ację limfocytów lek tyną 
z Lens culinaris. M a r c h a l o n i s  i wsp. (46) wyizolowali z plazm olem y 
limfocytów śledziony i grasicy myszy oraz z limfocytów grasicy ludzkiej, 
im m unoglobulinę M, o własnościach receptorow ych wobec określonych 
antygenów. Na przykład m iejsca receptorowe limfocytów ze śledziony 
m yszy mogą wiązać syntetyczny polipeptyd zbudowany z następujących 
aminokwasów: Tyr, Glu, Ala, Liz. (47). W im m unoglobulinie M w ystępują 
łańcuchy oligosacharydowe zawierające mannozę i N-acetyloglukozoaminę 
oraz łańcuchy oligosacharydowe zawierające mannozę, N-acetyloglukozo­
aminę, fukozę, galaktozę i kwas sjalowy (48).

W glikosfingolipidach, które stanowią większość opisanych glikolipi­
dów plazm olem y kom órek zwierzęcych, sfingozyna połączona jest z kw a­
sem tłuszczowym poprzez grupą aminową a z resztą cząsteczki cukru  w ią­
zaniem O-glikozydowym. Liczba, rodzaj i sekwencja reszt cukrow ych 
przyłączonych do sfingozyny jest różna, co powoduje dużą różnorodność 
glikosfingolipidów. Szczegółowe omówienie klasyfikacji i nazew nictw a 
glikolipidów może czytelnik znaleźć w artykułach  przeglądowych C z a r ­
t o r y s k i e j  (49) i G a r d a s a (50). Dane dotyczące występow ania gli­
kosfingolipidów w plazmolemie różnych kom órek zwierzęcych pochodzą 
głównie z badań nad stransform ow anym i nowotworowo błonam i (51). 
Natomiast dane dotyczące s tru k tu ry  glikosfingolipidów, które w ystępują 
w plazmolemie erytrocytów  ludzkich, pochodzą z badań nad antygenow ą 
specyficznością tych związków (52). Z plazmolemy erytrocytów  ludzkich 
otrzym ano poliglikozyloceramidy o aktywności grupowej A, H i J, które 
zaw ierały 25 do 59 reszt cukrowych na mol związku (52). Rozgałęzione 
łańcuchy cukrowe w poliglikozyloceramidach zaw ierają powtarzające się 
sekwencje typu laktozoam iny: Gal(l-^4)GlcNAc. Taka s tru k tu ra  łańcu­
chów oligosacharydowych w ystępująca w substancjach grupow ych krw i 
określana jest jako typ II (53). Z plazmolemy erytrocytów  ludzkich w y­
izolowano również wysokocząsteczkowe glikopeptydy, zawierające 20 do 
70-ciu reszt cukrow ych na cząsteczkę (54). Galaktoza i N -acetyloglukoza- 
amina stanow iły 80°/o wszystkich reszt cukrow ych w tym  związku. R y­
cina 6 ilu stru je  podobieństwo s tru k tu r części rdzeniowej w poliglikozylo­
ceram idach i poliglikozylopeptydach wyizolowanych z plazm olem y ery tro -
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^  G a l ------------((3 1 - 4 )  G lc N A c  *------------ (M a n )3 (G lc N A c )2 -------------A s p
b )

G a l ----------- ((? 1 - 4 )  G lc N A c  ------------- G a l - G I c - C e r

R ycin a  6. C zęść rd zen iow a  w  p o lig lik o zy lo p ep ty d a ch  a) i p o lig lik o zy lo cera m id a ch  
b) w y izo lo w a n y ch  z m em b ran  ery tro cy tó w  lu d zk ich  (52, 54)

cytów ludzkich. Odmienność związków przedstawionych na rycinie 6 po­
lega na braku sfingozyny, kwasów tłuszczowych i glukozy w glikoprote- 
inach, które z kolei zawierają mannozę i aminokwasy. Podobieństwo s truk ­
tu ry  niektórych łańcuchów cukrowych połączonych z białkiem lub lipi­
dem zaobserwowano również w innych glikolipidach i glikoproteinach 
(54). Prawdopodobnie związki te są syntetyzowane i katabolizowane 
w zbliżony sposób (55).

III. Prekursory glikokoniugatów plazmolemy

Wolne nukleozydodwufosfo cukry występujące w formie rozpuszczal­
nej w cytoplazmie (56) stanowią pulę substratową komórki, niezbędną do 
syntezy oligosacharydów (57). Czynniki mające wpływ na przebieg bio­
syntezy nukleozydodwufosfocukrów są różnorodne, jak np.: miejsce syn­
tezy tych związków, stan fizjologiczny komórki, specyficzność pyrofosfo- 
rylaz i obecność odpowiedniego akceptora reszt cukrowych, poziom hy- 
drolaz oraz niektóre reakcje poprzedzające połączenie cukru z nukleoty- 
dem.

Pirofosforylazy, które katalizują biosyntezę nukleozydodwufosfocu­
krów z nukleozydotrójfosforanów i heksozo-l-fosforanów (57, 58) wystę­
pują w formie rozpuszczalnej w cytoplazmie (59). W yjątek stanowi syn- 
tetaza CMP-kwasu sjalowego, która występuje w formie rozpuszczalnej 
w jądrze komórkowym (60). Każde zaburzenie metaboliczne obniżające 
poziom nukleozydodwufosfocukrów w komórce, może wpływać na prze­
bieg metabolizmu oligosacharydów. Obniżenie aktywności lub brak odpo­
wiednich pirofosforylaz spowodowany stanem fizjologicznym komórki 
wywołanym np. przez głodzenie może wpływać na przebieg biosyntezy 
nukleozydodwufosfocukrów (61).

U eukariontów dominuje droga przenoszenia reszt cukrowych przez 
koenzyny urydynowe, mimo występowania dużej różnorodności połączeń 
heksoz z nukleotydami (59). Reakcje prowadzące do biosyntezy nukleo­
zydodwufosfocukrów są na ogół specyficzne zarówno w stosunku do 
komponentu nukleozydowego, jak też cukrowego (59). Badania nad specy­
ficznością pirofosforylaz wskazują (58), że różne połączenia cukrów z n u ­
kleotydami są katalizowane przez odrębne białka enzymatyczne.

Jednym  z czynników, który zapobiega nagromadzeniu się nukleozydo­
dwufosfocukrów, jest obecność w komórce odpowiedniego akceptora, na
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który mogą być przenoszone reszty cukrowe. We wczesnym stadium re­
generacji wątroby szczura następuje nagromadzenie się UDP-N-acetylo- 
heksozoamin, przy równoczesnym przyśpieszeniu wbudowywania znako­
wanej glukozoaminy do UDP-N-acetyloheksozoamin (62, 63, 64). Badając 
przebieg reakcji katalizowanej przez transferazę N-acetyloglukozoaminy 
w ekstraktach z regenerującej wątroby stwierdzono, że obniżenie szyb­
kości tej reakcji w ciągu pierwszych 48-miu godzin wynika ze zmian 
w strukturze endogennego akceptora. Wewnątrz komórkowy poziom nu- 
kleozydodwufosfocukrów zależy również od występowania pirofosfataz 
(65—75). Pirofosfatazy nukleotydowe hydrolizują nukleozydodwufosfo- 
cukry do heksozo-l-fosforanów od których fosfohydrolazy odcinają na­
stępnie fosforan (65, 67, 74). Pirofosfatazy występują zarówno w formie 
rozpuszczalnej w cytoplazmie, (65, 67) jak też w formie związanej z plaz- 
molemą komórek ludzkich i zwierzęcych (66, 68, 74). Ponieważ enzymy 
te współzawodniczą z glikozylotransferazami o substrat, w doświadcze­
niach, w których bada się przyłączanie radioaktywnych heksoz do gliko- 
proteinowych akceptorów powierzchniowych, pirofosfatazy nukleotydo­
we maskują przebieg reakcji i utrudniają właściwą ich ocenę (72). W yka­
zano, że istnieją różnice w specyficzności pirofosfataz, uzależnione od 
typu komórek w których występują (73, 74) oraz między gatunkowe róż­
nice w aktywności fosfohydrolaz fosforanów heksoz plazmolemy komórek 
zwierzęcych (75). Wygaszenie aktywności pirofosfatazy nukleotydowej 
w plazmolenie komórek chomika, S e l a i  S a c h s  (73) wiązali z trans­
formacją nowotworową. Komórki pochodzące jednak od innych gatunków 
ssaków, po transformacji nowotworowej, nie tracą aktywności enzymu 
w plazmolemie (74).

Biosynteza nukleozydodwufosfocukrów jest uzależniona od wcześniej­
szych reakcji w metabolizmie heksozoamin. Przykładowo można przyto­
czyć znaczenie acetylacji glukozoamino-6-fosforanu w biosyntezie UDP- 
N-acetyloglukozoaminy (76).

Współzależność biosyntezy glikoprotein powierzchniowych od m eta­
bolizmu heksozoamin badano w fibroblastach mysich szczepu Balbc 3T3 
(77). M utant AD-6 wyizolowany z tych fibroblastów, charakteryzował się 
słabą zdolnością do przylegania międzykomórkowego i pewnymi zmiana­
mi morfologicznymi charakterystycznymi dla komórek stransformowa- 
nych wirusem onkogennym (78, 79). Zmiany s truk tury  glikoprotein po­
wierzchniowych komórek m utanta  AD-6 były następstwem obniżenia po­
ziomu wolnych N-acetyloheksozoamin (77). Wykazano (77), że w błonie 
komórkowej m utanta AD-6 nie ma acetylotransferazy katalizującej acety- 
lację glukozoamino-6-fosforanu do N-acetyloglukozoamino-6-fosforanu, 
co przedstawia reakcja 2 na Rycinie 7. Dodanie do pożywki wzrostowej 
N-acetyloglukozoaminy, usuwało w komórkach mutanta skutki bloku me­
tabolicznego, ale nie przywracało brakującej aktywności enzymatycznej 
(77). Współzależność między metabolizmem heksoz i nukleotydów cukro-
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wych a budową ściany komórkowej badano również -u prokariontów 
(80— 84). Zmiany struk tury  ściany komórkowej m utanta  Neurospora 
crassa wynikały z mutacji w genach kodujących pewne enzymy m eta­
bolizmu węglowodanowego (80, 81). Omówione tutaj dane doświadczalne 
wskazują na różnorodność mechanizmów regulujących biosyntezę nukleo- 
zydodwufosfocukrów. Jest to częściowo wynikiem różnic w drogach me­
tabolicznych różnych związków cukrowych tworzących połączenia z nu- 
kleotydami jak również różnic metabolizmu różnych typów komórek.

IV. Miejsce biosyntezy glikokoniugatów plazmolemy

Plazmolema komórek ssaków uczestniczy w metabolizmie w ew nątrz­
komórkowym oraz u trzym uje łączność z otaczającym komórkę środowi­
skiem, ale nie bierze udziału w procesie swojej biogenezy. Biosynteza 
białek, lipidów i związków cukrowych, które tworzą strku turę  plazmo­
lemy, odbywa się w organellach wewnątrzkomórkowych (29). Biosynteza 
glikoprotein przebiega w kilku następujących po sobie etapach. Syntezę 
heterogennego łańcucha cukrowego, zapoczątkowuje glikozylacja białka.

Badania nad przebiegiem glikozylacji białek dotyczyły przede wszyst­
kim biosyntezy glikoprotein z wiązaniem N-glikozydowym między GlcNAc 
a asparaginą (21, 22). Przeniesienie oligosacharydu z nośnika lipidowego 
na nowo zsyntetyzowany peptyd (85—89) odbywa się w błonach szorst­
kich siateczki endoplazmatycznej (21). Oligosacharyd ulega następnie 
przekształceniu, które ma miejsce w błonach gładkich siateczki endoplaz­
matycznej i aparacie Golgiego (23, 24). Dołączenie następnych reszt gliko-
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żyłowych do łańcucha cukrowego odbywa się przez przeniesienie reszt 
cukrowych z nukleozydodwufosfo cukrów bez udziału nośnika lipidowego.

Glikozylacja białka, w wyniku której powstaje wiązanie O-glikozydo- 
we między N-acetylogalaktozoaminą a seryną lub treoniną jest zapocząt­
kowana w momencie, gdy nowo zsyntetyzowany peptyd związany jest 
jeszcze z rybosomami (25). Reszta cukrowa jest przenoszona na białko 
bezpośrednio z nukleozydodwufosfo cukru. Następnie częściowo glikozy- 
lowany peptyd przechodzi do kanalików endoplazmatycznego reticulum 
i jest transportowany do aparatu Golgiego (90,91). W aparacie Golgiego, 
przyłączane są dalsze, kolejne reszty cukrowe do rosnącego łańcucha oli- 
gosacharydowego. Pęcherzyki aparatu Golgiego ulegają fuzji z plazmole- 
mą, w wyniku czego powstają nowe s truktury  glikoproteinowe w bło­
nach.

Glikozylotransferazy biorące udział w biosyntezie glikolipidów wy­
stępują w błonach aparatu Golgiego oraz częściowo w błonach siateczki 
endoplazmatycznej. Zsyntetyzowane w aparacie Golgiego glikolipidy po­
dobnie jak glikoproteiny, dostają się do plazmolemy drogą fuzji pęche­
rzyków transportowych z błoną (92—94). W aparacie Golgiego komórek 
wątroby (95) jak również innych tkanek zwierzęcych takich jak trzustka 
(96) tarczyca (97) czy jądra (98— 100), występują liczne glikozyloztrans- 
ferazy. Stanowią one znaczny odsetek aktywności enzymatycznej w sto­
sunku do aktywności glikozyloztransferaz w homogenatach z całej tkanki. 
Niewielki odsetek aktywności komórkowych glikozylotransferaz występuje 
w formie związanej z innymi błonami komórkowymi w tym z plazmolemą 
(101— 113). Występowanie glikozylotransferaz w plazmolemie komórek 
ssaków było przedmiotem szeregu kontrowersyjnych hipotez (110, 111). 
Najmniej wątpliwości dotyczy występowania glikozylotransferaz w plaz­
molemie roślin (114, 115) i bakterii (116). Roślinne glikozylotransferazy 
powierzchniowe współuczestniczą w biosyntezie celulozy. Podobnie enzy­
my związane z biosyntezą chityny w Mucor rouxii  działają na powierzch­
ni lub blisko powierzchni komórki (117). D-glukozylotransferaza, która 
katalizuje przyłączanie końcowej reszty glukozy kollagenu występuje 
również w błonie komórkowej (118). W pęcherzykach wydzielniczych 
aparatu Golgiego komórek zwierzęcych i roślinnych stwierdzono obecność 
glikozylotransferaz (119— 125). U roślin glikozylotransferazy wędrują 
z pęcherzykami aparatu Golgiego do plazmolemy, gdzie następuje fuzja 
błon pęcherzyków z plazmolemą. W komórkach zwierzęcych, glikozylo­
transferazy, wchodzące do plazmolemy taką drogą, mogą teoretycznie 
katalizować wbudowywanie węglowodanowej reszty z egzogennych nu ­
kleozydodwufosfo cukrów do odpowiednich akceptorów powierzchniowych 
(126), ale nie mogą uczestniczyć w biogenezie plazmolemy.

Badania nad kinetyką wbudowywania związków cukrowych (28, 29) 
fosfolipidów (127) i białek (128, 129) do plazmolemy, wskazują biogene- 
tyczną drogę tych związków, prowadzącą stopniowo z błon wewnątrz
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komórkowych do powierzchni komórki. Kinetyka ruchu białek błonowych 
do powierzchni komórki jest podobna do kinetyki ruchu białek sekrecyj- 
nych, takich jak albumina i pewne frakcje globulin (129). Wykazano, że 
w tkankach szczura znakowane cukry i aminokwasy wbudowują się na j­
pierw do frakcji mikrosomalnej a następnie do plazmolemy, co potwier­
dza wewnątrzkomórkową biogenezę glikoprotein membranowych (130, 
131). Badania dotyczące okresu półtrwania znakowanych cukrów i amino­
kwasów w plazmolemie komórek wątroby szczura wskazują, że białka 
tyczną regulację biosyntezy serologicznie czynnych oligosacharydów.

V. Regulacja biosyntezy glikokoniugatów plazmolemy

Artykuł omawia czynniki regulujące biosyntezą glikokoniugatów takie 
jak: specyficzność glikozylotransferaz i ich współzawodnictwo o substraty, 
niektóre aspekty biosyntezy glikolipidów powierzchniowych oraz gene­
tyczną regulację biosyntezy serologicznie czynnych oligosacharydów.

V - l .  S p ecy ficzn o ść  g lik o zy lo tra n sfera z  i w sp ó łza w o d n ic tw o  o su b stra ty .

Spośród czynników determinujących kolejność przyłączania monocu- 
krów do heterogennego łańcucha oligosacharydowego połączonego z biał­
kiem lub lipidem, poznano tylko niektóre jak np. wpływ s truk tury  akcep­
tora na przyłączanie kolejnej reszty cukrowej w łańcuchu oligosachary- 
dowym. Glikozylotransferazy charakteryzuje specyficzność w stosunku 
do akceptora, na który jest przenoszona reszta cukrowa z nukleozydo- 
dwufosfo cukrów. W niektórych przypadkach specyficzność ta  zależy nie 
tylko od końcowej, lecz również od przedostatniej reszty cukrowej znaj­
dującej się na końcu nieredukującym łańcucha oligosacharydowego (133). 
Przykładowo można przytoczyć końcową reakcję w biosyntezie oligosa- 
charydu o aktywności grupowej A krwi ludzkiej:

UDP-D-GalNAc +  D-Gal... D-GalNAc («1 -> 3fl)-D-Gal... +  UDP 
L-Fuk (al — f>2) L-Fuk (al -*  p>2)

Enzymatyczne przeniesienie cząsteczki GalNAc na galaktozę jest uwa­
runkowane obecnością fukozy, połączonej wiązaniem «1 —* (32 z galaktozą.

Specyficzność glikozylótransferaz dotyczy zarówno cząsteczki rozpo­
znawanego akceptora jak również cząsteczki cukru i nukleotydu. Według 
niektórych autorów (5) glikozylotransferazy charakteryzuje większa spe­
cyficzność w stosunku do nukleozydodwufosfo cukrów niż w stosunku do 
akceptora. Zaobserwowano, że w pewnych wypadkach s truk tu ra  akcepto­
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ra może być rozpoznawana przez więcej niż jedną glikozylotransferazę 
(5). Bogaty materiał doświadczalny wskazuje że procesy elongacyjne łań­
cuchów oligosacharydowych zależą od kolejnego działania specyficznych 
glikczylotransferaz. Syntezę łańcucha cukrowego kończy przyłączenie 
fukozy lub kwasu sjalowego.

Swoistość reakcji przyłączania końcowych reszt kwasu sjalowego do 
glikopeptydów z wiązaniem O- i N- glikozydowym między częścią węglo­
wodanową a białkiem (Rycina 3, 4) wykazano badając plazmolemę ery tro­
cytów ludzkich (134— 140). Do badań zastosowano wyizolowane z kolos- 
trum  krowy trzy transferazy kwasu sjalowego o różnej specyficzności 
zarówno w stosunku do struk tury  akceptora jak i do rodzaju wiązania 
glikozydowego powstającego między kwasem sjalowym a akceptorem (134, 
135). Enzymy te katalizowały przyłączenie cząsteczki kwasu sjalowego do 
akceptorów o następującej strukturze: Gaipi-3GalNA cal-0-Tre/Ser oraz 
Gal|31-4GlcNAc-N-Asp. W wyniku przyłączenia kwasu sjalowego mogły 
powstawać następujące wiązania glikozydowe: 1. NeuAc«2-3Gal, 2. NeuAc 
a2-6GalNAc, 3. NeuNAca2-6Gal. Dwie cząsteczki kwasu sjalowego zo­
stają przyłączone do akceptora w określonej kolejności. Rycina 8 ilustru­
je ten proces.

G a l (31,3 G a lN A c  

i
N e u A c  0 .2 ,3  G a l [i 1,3 G a lN A c  

N e u A c  c x 2 ,3  G a l (31,3 /

G a lN A c

N e u  cx. 2 ,6

R ycin a  8. K o le jn o ść  p rzy łą cza n ia  k w a su  s ja lo w eg o  do k o m p on en tu  o lig o sa ch a ry -  
dow ego  g lik o fo ry n y  (140)

Najpierw przyłączany jest kwas sjalowy do galaktozy wiązaniem «2-3 
a następnie druga cząsteczka kwasu sjalowego przyłączona jest do GalNAc 
wiązaniem a2-6. Taki przebieg reakcji jest podyktowany preferencją 
danego enzymu w stosunku do określonej s truktury  akceptora (140). Da­
ne te wskazują, że biosynteza oligosacharydów może zależeć nie tylko od 
występowania odpowiednich glikozylotransferaz ale również od kolejności 
ich działania. Trzecia transferaza kwasu sjalowego wryizolowana z kolo- 
s trum  krowy katalizowała syntezę wiązania glikozydowego (a2-6) między 
kwasem sjalowym a galaktozą, występującą w sekwencji Ga!fH-4GlcNAc 
na końcu oligosacharydowego akceptora połączonego z asparaginą wiąza­
niem N-glikozydowym (137). Enzym ten nie katalizował przyłączenia 
kwasu sjalowego do następujących akceptorów: GalNAcaTre/Ser oraz 
GalfU-3GalNAca-Tre/Ser. Dane powyższe wskazują, że transferazy kwasu 
sjalowego charakteryzuje specyficzność w stosunku do konfiguracji two­
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rzonego wiązania, jak również do rodzaju wiązania między częścią węglo­
wodanową a peptydem.

Regulacja procesów elengacyjnych łańcuchów cukrowych opiera się 
w pewnych wypadkach na współgraniu enzymów syntetyzujących z en­
zymami hydrolizującymi. Podczas tzw. obróbki (ang. processing) oligo­
sacharydów, która ma miejsce po przyłączeniu w całości kilkunastu reszt 
cukrowych do białka w błonie szorstkiej siateczki endoplazmatycznej, 
jedne reszty cukrowe zostają zastąpione innymi poprzez działanie specy­
ficznych w stosunku do określonych akceptorów i substratów, glikozylo- 
transferaz i glikozydaz (23, 24, 85—87).

Podczas gdy inhibitory i aktywatory omawianych procesów elonga- 
cyjnych są mało znane, wiadomo, że glikozylacja peptydów, przy współ­
udziale nośnika fosfolipidowego może być hamowana przez tunikamycynę 
(141) i 2-dezoksyglukozę (142).

W regulacji biosyntezy wielocukrów uczestniczą pirofosfatazy nukleo- 
tydowe, na drodze współzawodnictwa z glikozylotransferazami o substraty. 
Z mikrosomów wątroby szczura, wyizolowano wybitnie aktywną piro- 
fosfatazę nukleotydową UDP-galaktozy, której inhibitorami były nastę­
pujące nukleotydy: CTP, ATP, GTP, CDP, CDP-glukoza i GDP-glukoza
(143). CDP-cholina słabo hamowała działanie pirofosfatazy. Wymienione 
powyżej nukleotydy były równocześnie aktywatorami galaktozylotrans- 
ferazy wyizolowanej z mikrosomów. Podobnie, kwas foliowy i 5'AMP, 
które są inhibitorami pirofosfatazy, aktywowały biosyntezę glikoprotein.
(144).

Ważnym elementem regulacyjnym w metabolizmie heteropolisachary- 
dów jest ich prawidłowy katabolizm uzależniony od glikozydaz lizoso- 
malnych (145). Problem ten jednak wykracza poza ram y niniejszego a r­
tykułu.

V -2. R egu lacja  b io sy n tezy  g lik o lip id ó w  p o w ierzch n io w y ch

W ciągu ostatnich lat wykazano współzależność między syntezą gli­
kolipidów powierzchniowych a stanem komórek znajdujących się w cyklu 
podziałowym lub też w fazie spoczynkowej G 0. Zauważono również, że 
w wyniku bezpośredniego kontaktowania się powierzchni komórek nastę­
puje podwyższenie intensywności procesów glikozylacji glikolipidów po­
wierzchniowych. W 1975 roku, H a k o m o r i  (51), opracował hipotetycz­
ny model transglikozylacji glikolipidów powierzchniowych komórek kon­
taktujących się ze sobą. Takiej transglikozylacji, uzależnionej od kontak­
towania się powierzchni sąsiadujących ze sobą komórek, nie stwierdzono 
w wypadku komórek transformowanych nowotworowo i to nie zależnie 
od rodzaju czynnika powodującego transformację. Hakomori sugeruje, że 
nagromadzanie się glikolipidów powierzchniowych w wyniku kontaktu
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między prawidłowymi komórkami, prowadzi do zmian konformacji i p łyn­
ności dwuwarstwowej, lipidowej s truk tu ry  plazmolemy. Zmiany te mogą 
być sygnałem regulującym metabolizm wewnątrzkomórkowy i podziały 
komórkowe. W komórkach stransformowanych nowotworowo oprócz u t ra ­
ty zdolności plazmolemy do oddziaływania z powierzchniami sąsiadują­
cych komórek, obserwuje się zmiany struk tury  glikolipidów powierzch­
niowych, wynikające z zaburzeń w ich syntezie. Wykazano, że obserwo­
wane zmiany s trukturalne glikolipidów powierzchniowych w komórkach 
stransformowanych polegające na skróceniu łańcuchów oligosacharydo- 
wych (146, 147), są wynikiem obniżenia aktywności odpowiednich gliko- 
zylotransferaz. Na przykład w stransformowanych wirusami DNA lub 
RNA komórkach myszy, brakuje specyficznej transferazy aminocukrów, 
niezbędnej w biosyntezie gangliozydów powierzchniowych (147). W w y­
niku utra ty  aktywności galaktozylo transferazy UDP-Gal: GM2 w stran­
sformowanych wirusem Kirstena komórkach myszy, następowało nagro­
madzenie się gangliozydu GM2 (148— 150). W stransformowanych w iru ­
sem SV 40 komórkach chomika, następowało wygaszanie aktywności 
transferazy N-acetylogalaktozoaminy, która katalizuje przeniesienie N-a- 
cetylogalaktozoaminy na gangliozyd GM3 (148). We wszystkich opisanych 
przypadkach nie znaleziono aktywatorów i inhibitorów glikozylotransfe- 
raz, ani w komórkach prawidłowych ani w komórkach stransformowa­
nych. Równocześnie zaobserwowano, że rew ertan ty  stransformowanych 
nowotworowo komórek myszy, które odzyskiwały zdolność do inhi­
bicji kontaktowej, wykazywały normalny poziom gangliozydów plazmo­
lemy oraz aktywność transferazy aminocukrów na tym samym poziomie 
co komórki prawidłowe (148). Badając metabolizm gangliozydów po­
wierzchniowych w dwu szczepach nowotworowych komórek wątroby 
szczura, które różniły się zdolnością do przylegania międzykomórkowego, 
wykazano różnice aktywności pewnych glikozylotransferaz (141— 151). 
Zaobserwowano również wygaszanie aktywności pirofosfatazy nukleoty- 
dowej w plazmolemie stransformowanych komórek chomika (73). P rzy ­
puszcza się jednak, że za zmiany w syntezie glikolipidów powierzchnio­
wych komórek stransformowanych, odpowiedzialne są bloki enzymatyczno 
metaboliczne dotyczące glikozylotransferaz a nie glikozylohydrolaz (51). 
C h a t t e r j e e  i wsp. (152) wykazali, że biosynteza glikolopidów po­
wierzchniowych jest uzależniona od cyklu komórkowego. Wbudowywanie 
radioaktywnej galaktozy do glikolipidów zsynchronizowanej hodowli fi- 
broblastów zarodków mysich linii KB, była podwyższona w fazie M i G l, 
w stosunku do fazy S. G a m b e r g  i H a k o m o r i  (153) stwierdzili 
posługując się metodą znakowania plazmolemy komórek chomika linii 
NIL, przy pomocy irytowanego borowodorku, że podwyższenie syntezy 
glikolipidów przebiega w fazie Gx, a obniżenie w fazie S. Zaobserwowano 
również (154) aktywujące działanie c-AMP na przebieg biosyntezy gliko­
lipidów w komórkach nowotworowych nerek myszy. Omówione powyżej
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dane wskazują na współzależności zmian zachodzących w plazmolemie 
komórek a podziałem komórkowym.

V-3. B io sy n teza  g lik o k o n iu g a tó w  sero log iczn ie  czyn n ych

Oligosacharydy o strukturze odpowiadającej antygenom grup krwi 
ABO(H) występują zarówno w glikolipidach (50— 52) jak i w glikopro- 
teinach (53, 155— 162) błon erytrocytarnych. Funkcja biologiczna anty­
genów heteropolisacharydowych systemu ABO(H) jest jak dotychczas 
nieznana. Antygeny heteropolisacharydowe stanowią dogodny model do 
badań, zarówno dotyczących ich s truktury  jak też genetyki enzymów 
biorących udział w ich syntezie.

Badania nad dziedziczeniem grup krwi u ludzi wykazały, że w regu­
lacji dziedziczenia grup krwi uczestniczą geny, występujące w czterech 
niezależnych loci: ABO Lele, Hh, i Sese (163). Specyficzna struk tura  łań­
cucha węglowodanowego od której zależy grupa krwi, jest wynikiem 
występowania lub braku u ludzi enzymów odpowiedzialnych za przyłą­
czenie ostatniej, immunologicznie czynnej reszty cukrowej do oligosacha- 
rydowego łańcucha prekursorowego o strukturze wspólnej dla wszystkich

R ycin a  9. Sch em at b io sy n tezy  o lig o sa ch a ry d ó w  sero log iczn ie  czyn n ych  (na p od sta ­
w ie  (133).
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grup (Rycina 9). W badaniach biosyntezy, oligosacharydów serologicznie 
czynnych zastosowano zarówno niskocząsteczkowe akceptory oligosacha- 
rydowe, jak też powierzchniowe akceptory erytrocytów grup 0. Badania 
ostatnich dziesięciu lat wyjaśniły, w jaki sposób przebiega synteza oligo­
sacharydów aktywnych grupowo (Rycina 9) Locus ABO w arunkuje  w y­
stępowanie dwu enzymów: N-acetylogalaktozyloamina transfery uzależ­
nionej od genu A (164— 168) i galaktozylo transferazy uzależnionej od 
genu B (169— 172). Oba enzymy przenoszą odpowiedni monocukier na 
galaktozę tworząc wiązanie a l —>-3. Trzeci gen w locus ABO, gen 0 jest 
nie aktywny i nie determinuje występowania glikozylotransferazy. Locus 
Lele warunkuje występowanie fukozylotransferazy, uzależnionej od genu 
Le, która przenosi fukozę na N-acetyloglukozoaminę tworząc wiązanie 
« 1 ^ 4  (173— 174). Gen le jest nieaktywny. Locus Hh odpowiada za w y­
stępowanie drugiej fukozylotransferazy, która katalizuje przeniesienie 
fukozy na galaktozę tworząc wiązanie «1—>2 (173— 179). Allel genu H, 
gen ha jest nie aktywny. Locus Sese nie determinuje występowania gli- 
kozylotransferaz, ale jest niezbędny (na nieznanej dotychczas drodze) do 
wyrażenia się genu H poprzez występowanie odpowiedniej fukozylotrans­
ferazy. Występowanie lub brak fukozylotransferazy uzależnionej od genu
H, uzależnia syntezę glikoprotein o aktywności A, B lub H, w gruczołach 
wydzielniczych. 80% populacji ludzkiej posiada gen Se i należy tym sa­
mym do wydzielaczy. Pozostałe 20% populacji to niewydzielacze posia­
dający gen sese. Glikozylotransferazy, których występowanie zależy od 
genów determinujących grupy krwi, biorą udział w syntezie łańcuchów 
oligosacharydowych zarówno w glikolipidach jak i glikoproteinach (133). 
Jako przykład można wymienić N-acetylogalaktozyloamino transferazę, 
która katalizuje syntezę wiązania GalNAccxl->3 Gal. U ludzi z grupą 
krwi A, taka sekwencja cukrów występuje w glikolipidach, w glikopro­
teinach i w wolnych oligosacharydach występujących w mleku i moczu 
(133). Cukry o takiej strukturze nie występują u ludzi z grupą krwi O 
lub B. Ponieważ od genu A zależy występowanie jednej glikozylotransfe­
razy wobec tego, enzym ten bierze udział w syntezie wiązania 
GalNAc«l-*3 Gal zarówno w glikolipidach, glikoproteinach jak i w wol­
nych oligosacharydach.

VI. Uwagi końcowe

Wzrost zainteresowania glikokoniugatami powierzchniowymi datuje 
się od momentu, gdy zauważono, że w skład plazmolemy komórek nowo­
tworowych wchodzą glikolipidy i glikoproteiny o innej strukturze, niż 
plazmolema komórek prawidłowych. Udoskonalone w ostatnich latach 
techniki badawcze pozwoliły na identyfikację wielu nowych s truk tu r  
związków cukrowych. Coraz częściej spotyka się sugestie (180), że związki
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cukrowe mogą być nośnikami biologicznej specyficzności w sensie ogól­
nym, podobnie jak to ma miejsce, w wypadku kwasów nukleinowych. 
Wynika to między innymi z obserwacji, że oligosacharydy o analogicznej 
strukturze występują zarówno u zwierząt, roślin, mikroorganizmów i wi­
rusów. Biologiczna specyficzność glikokoniugatów zależy prawdopodobnie 
od czynników takich jak: liczba bocznych łańcuchów cukrowych przyłą­
czonych do części rdzeniowej oligosacharydu oraz liczba, rodzaj wiązania 
i położenie cząsteczek kwasu sjałowego i fukozy (180). Związki cukrowe 
plazmolemy, które są połączone z białkami wiązaniem O-glikozydowym, 
prawdopodobnie ochraniają białka przed działaniem enzymów proteoli­
tycznych. Natomiast glikokoniugaty o typie budowy N-acetylolaktozo- 
aminy mają być może zdolność rozpoznawania sygnałów ze środowiska 
(180). Nie jest jednak jasne, czy glikokoniugaty plazmolemy uczestniczą 
w systemie informacyjnym, przenoszącym do wewnątrz komórki sygnały 
z otoczenia.
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Tertius Decimus Congressus
Societatis Polonicae Historiae Artis Medicae
K a to w ice  M C M L X X X II

Uprzejmie informujemy, że w dniach 17— 18 września 1982 r. odbędzie 
się w Katowicach XIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Historii Medycyny. 
Zjazd stanowić ma przegląd działalności historyków medycyny, farmacji 
i dyscyplin pokrewnych oraz stać się ma spotkaniem miłośników dziejów 
służby zdrowia.

Tematy zjazdu:
1. Polska myśl medyczna w organizacji i ochronie zdrowia w środo­

wisku przemysłowym (w tym sesje: a) Bionegatywne warunki śro­
dowiska pracy w XIX i XX w.; b) Rozwój organizacji ochrony zdro­
wia; c) Instytucje opieki zdrowotnej w przemyśle — inspekcja le­
karska, ubezpieczenia; d) Naukowa, społeczna i polityczna rola śro­
dowiska medycznego w miastach i okręgach przemysłowych).

2. Varia

Szczegółowe informacje o programie i warunkach uczestnictwa zostaną 
rozesłane do wszystkich zainteresowanych, którzy do dnia 31 grudnia 
1981 r. nadelśą zgłoszenie udziału. Zgłoszenia oraz streszczenia komuni­
katów (o objętości 1 strony maszynopisu) a także wszelką korespondencję 
prosimy kierować na adres komitetu organizacyjnego: XIII Zjazd Polskie­
go Towarzystwa Historii Medycyny, Komitet Organizacyjny, Apteka Nr 1 
„Pod Orłem”, ul. Warszawska 6, 40-006 Katowice.

Przewodniczący Komitetu 
Organizacyjnego 

E. Kucharz
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I. Wprowadzenie

Początek badań nad naturalnym i czynnikami antyamylolitycznymi 
datuje się od 1933 r., kiedy to C h r z ą s z c z  i J a n i c k i  stwierdzili 
w nasionach gryki i słodzie obecność termolabilnych, nierozpuszczal­
nych w wodzie związków hamujących działanie niektórych a-amylaz 
(E.C. 3.2.1.1.) (1-2). Obecnie wiadomo, że związki te występują powszech­
nie w świecie roślin (3-7) a także w drobnoustrojach (8-13). Rola fizjolo­
giczna inhibitorów enzymów amylolitycznych nie jest jeszcze w pełni 
wyjaśniona. Przypuszcza się, że niektóre z nich mają duże znaczenie 
w procesie kiełkowania i dojrzewania nasion, w których występują (6, 
14, 15). Wydaje się jednak, że główna rola biologiczna inhibitorów polega 
na ochronie nasion rośliny przed szkodnikami takimi jak gryzonie i owa­
dy (3, 4). Szkodniki bowiem nie trawią ziarna o wysokim poziomie inhi­
bitorów (16-18).

Inhibitorom enzymów amylolitycznych poświęca się ostatnio dużo 
uwagi, ze względu na możliwość ich wpływu na wartość żywieniową 
(19-22) i strawność pokarmów skrobiowych (23-25).

II. Występowanie, sposoby izolowania, budowa chemiczna i właściwości 
inhibitorów amylaz

Inhibitory enzymów amylolitycznych występują w wielu roślinach, 
głównie w nasionach lub w innych organach zapasowych (3, 26-27). Drob­
noustroje, w których stwierdzono zdolność wytwarzania inhibitorów am y­
laz, wydzielają te substancje do podłoża hodowlanego (10.) Materiały 
z których wyizolowano przebadane substancje hamujące aktywność am y­
laz wyliczono w Tabeli 1.

Inhibitory amylaz stanowią substancje zróżnicowane pod względem 
natury  chemicznej. Są to związki niskocząsteczkowe lub białka.

Do niskocząsteczkowych inhibitorów amylaz zaliczamy kwas salicylo­
wy (26), kwas abscyzynowy (28-29), kwas mezoinozytolo-szsściofosforo- 
wy (MHP) (6), 5-amino-5-dezoksy glukopiranozę (ang. ,,Nojirimycin”) (30), 
peptydy (8) i oligocukry (9), oraz niektóre pochodne oligocukrów (31).

Inhibitory białkowe amylaz występują w pszenicy i w innych blisko 
spokrewnionych roślinach, takich jak żyto (16) i owies (32), a także w nie­
których innych roślinach takich na przykład jak fasola (33), Colocasia 
esculenta  z rodziny obrazkowatych (34) czy mango (27).

Najdokładniej poznano i przebadano dotychczas inhibitory wyizolo­
wane z nasion pszenicy (35-42) i fasoli (43-45); dość dokładnie, choć sto­
sunkowo niedawno, poznano inhibitory amylaz pochodzące z mikroorga­
nizmów (10-13).
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Tabela 1
Występowanie naturalnych inhibitorów amylaz

Źródło inhibitora Charakter chemiczny Piśmiennictwo

Nasiona gryki, słód białko 1,2
Nasiona owsa białko 32
Bulwy ziemniaka substancja niebiałkowa 26
Nasiona dębu substancja niezidentyfikowana 3
Ziarno pszenicy białko 4-6, 17, 21, 35
Nasiona fasoli białko 7, 43, 33
Nasiona sorgo substancja typu taniny 58
Ziarno żyta białko 3, 16
Owoce mango białko 27
Colocasia esculenta (roślina z rodziny białko 34
obrazkowatych)

Streptomyces diastaticus (bakteria) N-pochodna oligocukru 8-11, 13
Actinoplenes (bakteria) pochodne oligocukrów 12, 31
Ampullarie/la (bakteria)
Streptosporangium (bakteria) _________________

I I - l .  In h ib ito ry  w y iz o lo w a n e  z p szen icy

K n e e n  i S a n d s t e d t  w 1943 roku (35) pierwsi stwierdzili obec­
ność inhibitora amylazy w ziarnie pszenicy i zaobserwowali, że występuje 
on przede wszystkim w endospermie. Dotychczas nie znaleziono inhibito­
rów amylaz w innych organach tej rośliny. Obserwacje Kneena i Sand- 
stedta zostały potwierdzone w pracach mikroskopowych (46), oraz oznacze­
niami zawartości inhibitora w różnych częściach ziarna (47). Z badań tych 
wynika, że występowanie inhibitora jest ściśle związane z miejscem w y­
stępowania skrobi.

Synteza inhibitorów zaczyna się równocześnie z rozwojem ziarna, 
około 8-go dnia po zapyleniu, a jej intensywność szybko wzrasta wraz 
z dojrzewaniem; maksymalna zawartość cechuje ziarno dojrzałe (46-47). 
Zawartość inhibitorów szybko spada po skiełkowaniu ziarna (47).

II -l.l. Inhibitory o charakterze album in

Już w pierwszych pracach K n e e n a  i wsp. (35,48-50) ustalono, że 
inhibitor a-amylazy wyizolowany z mąki pszennej jest białkiem. Inhibitor 
uzyskany przez ekstrakcję mąki pszennej wodą lub rozcieńczonym etano­
lem, a następnie wytrącony siarczanem amonowym lub etanolem szybko 
inaktywował się po potraktowaniu ficyną i pepsyną. Ponadto nie diali­
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zował oraz był wrażliwy na działanie czynników utleniających i reduku­
jących. Już w tych wczesnych pracach stwierdzono, że preparaty inhibi­
torów nie są jednorodne.

Dwa białkowe inhibitory nazwane Amli i A m l2 otrzymano przez eks­
trakcję wodą zmielonych ziarn pszenicy, następcze frakcjonowanie siar­
czanem amonowym i rozdział metodą chromatografii jonowymiennej na 
kolumnie z DEAE-celulozy (21). Białka Amlj i A m l2 okazały się elektro- 
foretycznie jednorodne, ale różniły się swoistością w stosunku do a-am y- 
lazy z różnych źródeł (Tabela 2), oraz ciężarem cząsteczkowym i składem 
aminokwasowym (Tabela 3).

Tab?ia 2

Hamowanie a-amylazy różnego pochodzenia przez inhibitory z pszenicy

Źródło
a-amylazy

Rodzaj inhibitora

AmI i 
(21)

AmI
(21)

Inhibitor 1 
(36)

Inhibitor 11 
(36)

0,19
(37)

0,28
(37)

Ślina ludzka
■
— + + nb 4-

Trzustka kurcząt nb nb + + + _
Owady + + n b nb + +

Ziarno pszenicy — nb nb —
_

Aspergillus oryzae nb nb _ —

Bacillus subtilis -
nb nb — — !

w naw iasach p o d in o  piśm iennictw o 
+  —  ham ow anie w ykazano
--------ham ow ania nie stw ierdzano
nb — ham ow ania nie badano

Z wodnego ekstraktu z mąki pszennej po rozdziale na kolumnie 
z DEAE-Sephadex otrzymano dwa inhibitory a-amylazy nazwane inhibi­
torem I i II (36). Białka I i II miały identyczne ciężary cząsteczkowe i ak­
tywność inhibitorową, lecz różniły się ruchliwością elektroforetyczną.

Z typowych albumin mąki pszennej przez rozdział na kolumnie 
z DEAE-celulozy, oraz metodą preparatywnej elektroforezy w żelu polia- 
kryloamidowym wyizolowano grupę inhibitorów, oznaczoną symbolem
0,19 od ruchliwości elektroforetycznej głównego składnika (37, 42, 51). 
Białko o charakterze inhibitora a-amylazy prawie identyczne z inhibito­
rem 0,19 wyizolowano także ze zmielonych ziarn pszenicy (52).

Białka A m l2, I i 0,19 wykazywały podobną swoistość inhibitorową 
(Tabela 2), prawie identyczny skład aminokwasowy oraz zbliżone ciężary 
cząsteczkowe (Tabela 3). Inhibitory I, 0,19 i II różniły się między sobą 
ruchliwością elektroforetyczną, a inhibitor A m l2 wykazywał znacznie 
wyższy pi niż to ustalono dla inhibitora 0,19 (36). Wyżej omówione dane, 
a także wcześniejsze (38, 53) pozwalają wnioskować, że ziarno pszenicy
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Tabela 3
Skład aminokwasowy i ciężary cząsteczkowe niektórych inhibitorów wyizolowanych z pszenicy

Nazwa inhibitora A m lt 0,28 0,19 A m l2 Inhibitor 1

Ciężar cząsteczkowy 18 000 12 000 24 000 26 000 25 000

Piśmiennictwo (21) (37) (51)

________
(21) (36)

Aminokwasy w %/mol 
Lys 5,2 5,0 2,6 2,5 2,8
His ślady ślady 1,6 1,4 1,4
Arg 6.5 6,4 5,6 6,6 5,4
Asp 7,8 7,5 5,9 6,1 6,4
Thr •1,9 2,7 2,9 \ 2,7 2,8
Ser 7,2 7,3 6,3 5,4 6,7
G lu 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 7,8 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
Ile 2,2 1,6 2,4 2,3 2,5
Leu 8,0 8,2 8,3 8,2 8,4
Tyr 3,6 3,3 3,3 4,2 ' 3,6
Phe

i ślady ślady 1,6 1,8 1,6

zawiera cały szereg zbliżonych form białka zdolnych hamować działanie 
a-amylazy różnego pochodzenia.

Sugestię o heterogenności inhibitorów z pszenicy potwierdzili D e - 
p o n t e i wsp. (5), którzy frakcję albuminową z mąki pszennej uzyskaną 
po ekstrakcji 0 ,15M NaCl oczyścili przez wysalanie siarczanem amono­
wym w granicach stężeń 0,4-l,8M. Uzyskali w ten sposób trzy frakcje
0 ciężarach cząsteczkowych 60 000, 24 000 i 12 000; stanowiły one odpo­
wiednio 51, 40 i 9% całej frakcji albuminowej (Ryc. 1). Frakcja o ciężarze 
cząsteczkowym 24 000 okazała się wysoce heterogenna, gdyż w elektrofo­
rezie w żelu poliakryloamidowym przy pH 8,5 uległa rozdziałowi na 10 
składników (Ryc. 1), w^śród których przeważającą większość stanowił in­
hibitor 0,19. Każdy z wymienionych 10 składników otrzymany metodą 
elektroforezy preparatywnej aktywnie hamował a-amylazę śliny ludzkiej
1 a-amylazę z mącznika młynarka. Wszystkie składniki inhibitora 0,19 
wykazywały podobny skład aminokwTasowy oraz podobne przegięcia 
w widmie dichroizmu kołowego badanym w dalekim i bliskim ultrafiole­
cie (5). Na podstawie analizy widma dichroizmu kołowego w dalekim 
ultrafiolecie stwierdzono, że białko 0,19 zawiera około 50% s truk tury  
uporządkowanej; wt tym około V3 stanowi a -s truktura  i około VG P-struk- 
tu ra  (42). Jak to już wcześniej wykazano (37), wszystkie składniki inhi­
bitora 0,19 dysocjowały odwracalnie w obecności Gu-HCl lub SDS do dwu
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K >M nhibitoru>
t e r  . * . *■%-»-

+ S D S  -S D S

M M^ ' n k ^ o r y ^

+ S D S -S D S
lu b lu b

G u -H C l, G u -H C

P o d je d n o s tk i
c .c z . 12 0 0 0

R u c h liw o ś ć  
e le k t r o fo r e ty c z n a

+  SDS

0̂ 231 
0 ,3 2 .  
0,35  
0 ,3 9 1 

-S D S

Z r e d u k o w a n a  
f r a k c ja  

c .c z . 12 0 0 0
Z r e d u k o w a n e  
p o d je d n o s tk i  
c. cz. 12 0 0 0

Z re d u k o w a n e  
p o d je d n o s tk i  
c. cz. 12 0 0 0

- S D S

-f3 -m e r k a p to -  
v e ta n o l

N ie a k t y w n e  
b ia fk o  

c. cz. 12 0 0 0

- | 3 - m e r k a p t o -  
e ta n o l  

-S D S

- ( 3 - m e r k a p t o e t a n o l

N ie a k ty w n e  
b ia fk o  

c. cz . 24  0 0 0

N ie a k t y w n e  
bia-Tko 

c. cz. 6 0 0 0 0

h a m u ją  a k ty w n o ś ć  c x ,~ a m yla zy  lu d z k ie j i o w a d z ie j 

h a m u ją  a k ty w n o ś ć  c x ~ a m y la z y  o w a d z ie j 

C 3  a k ty w n o ś c i n ie  b a d a n o  z p o w o d u  o b e c n o ś c i SDS w  p ró b ie

R y cin a  1. In h ib ito ry  a -a m y la z y  w y iz o lo w a n e  z z iarn a  h e k sa p lo id a ln y c h  p szen ic  
(w g  (5) zm o d y fik o w a n e).

podjednostek o ciężarze cząsteczkowym 12 000 (Ryc. 1). Po usunięciu 
czynnika dysocjującego następowała asocjacja i w ultrawirowaniu uzyski­
wano pojedynczy szczyt białkowy. Składniki albuminy o ciężarze cząstecz­
kowym 24 000 stanowią grupę ściśle podobnych izoinhibitorów nazwanych 
rodziną 0,19 (5) od ruchliwości elektroforetycznej głównego składnika. 
Wydaje się, że A m l2 ( S h a i n k i n  i B i r k  (21), oraz inhibitor I i II 
( S a u n d e r s  i L a n g  (36)) mogą być składnikami rodziny 0,19. Podob­
nie na podstawie właściwości fizykochemicznych wnioskuje się, że białko 
rozpuszczalne w wodzie, wyizolowane przez F i s h  i A b b o t  (54) jest 
zbliżone do rodziny 0,19.

Drugą rodzinę izoinhibitorów występujących w ziarnie pszenicy sta­
nowi frakcja albumin o ciężarze cząsteczkowym 12 000 złożona z pięciu 
składników (Ryc. 1). Frakcję tę wyizolowano z ziarna pszenic heksaploi­
dalnych (37, 55) i nazwano ją rodziną 0,28 od ruchliwości elektroforetycz-

http://rcin.org.pl



17] IN H IB IT O R Y  A M Y L A Z 187

nej głównego składnika. Na podstawie składu aminokwasowego, ciężaru 
cząsteczkowego oraz analizy widma dichroizmu kołowego i swoistości 
inhibitorowej w stosunku do amylaz z różnych źródeł składniki te okazały 
się grupą bardzo podobnych białek (5, 37, 55-57). Składniki rodziny 0,28 
nie są produktam i dezamidacji formy 0,28 (21). Jak  pokazano w Tabeli 2 
i 3 inhibitor 0,28 różni się znacznie od inhibitora 0,19, ale podobny jest 
do Amli ( S h a i n k i n  i B i r k  (21)). Wydaje się, że jeśli A m lx nie jest 
identyczny z 0,28, to jednak należy do tej samej rodziny. W obecności 
SDS i Gu-HCl ciężar cząsteczkowy inhibitora 0,28 nie ulegał zmianie. 
Natomiast w obecności SDS lub Gu-HCI i P-merkaptoetanolu wszyst­
kie inhibitorowe białka ulegały redukcji (Ryc. 1) a po usunięciu tych 
czynników następowała asocjacja, powiązana jednak z u tra tą  zdolności 
hamowania. Fakt ten potwierdza wcześniej poczynione obserwacje (3, 4),
0 konieczności występowania w określonym położeniu wiązań S-S dla 
zachowania właściwości inhibitorowych białek. Utratę tej właściwości, 
obserwowaną po usunięciu beta merkaptoetanolu, tłumaczy się przypad­
kowym rozmieszczaniem odtwarzanych wiązań S-S.

Ustalono sekwencję N-końcowego łańcucha peptydowego inhibitorów 
z pszenicy o symbolach 0,19 (41) i 0,28 (57). N-końcową resztę w obu 
białkach stanowi seryna (Ryc. 2). Nie zaobserwowano zasadniczych różnic

'  1 5 10 15
(0.1S) H?N - S e r -  ? - G l x - T r p -  -  M e t - C y s - T y r - P n p - G l y - G l n - A l a - P h e -  V al -  V a l - „ 
(0.28) H2N - S e r - G l y - P r o - T r p - S e r - T r p - C y s - A s p - P r o - A l a - T h r — G l y - T y r -  L y s - V a l-

16 20 
(0.19) P r o - A l a - L e u - P r o - A l a ~ C y s - A r g -  P ro
(0.28) S e r -  A la - L e u -T h r -G ly  -  C y s -  A rg  -  A la

R y c in a  2. N -k o ń c o w a  se k w e n c ja  in h ib ito ró w : 0,19 o c iężarze  czą steczk o w y m  24 000
1 0,28 o c ięża rze  c zą steczk o w y m  12 000 (w g (34) i (57) zm o d y fik o w a n e).

w składzie aminokwasowym fragm entu N-końcowego obu białek. W in­
hibitorze 0,19 stwierdzono obecność 1,7 mola kowalencyjnie związanych 
cukrów redukujących na 1 mol białka inhibitora, a w inhibitorze 0,28 
obecność 0,55 mola cukrów redukujących na 1 mol białka (41). Inhibitory 
amylaz występujące w ziarnie pszenicy są więc glikoproteinami. Dotych­
czas najmniej poznano frakcję o ciężarze cząsteczkowym 60 000 (53), zaś 
zebrane wyniki wskazują, że 80% tej frakcji dysocjuje do podjednostek
o ciężarze cząsteczkowym 12 000 (5). Podsumowanie dotyczczasowej wie­
dzy na tem at inhibitorów albuminowych występujących w ziarnie psze­
nicy stanowi Ryc. 1.

II-1.2. Inhibitor o charakterze g liadyny

Inhibitor typu gliadyny wyizolowano z handlowych preparatów glia- 
dyn mąki pszennej (58). Ciężar cząsteczkowy tego białka oznaczony za 
pomocą chromatografii molekularno-sitowej wynosi 55 000. W elektro­
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forezie krążkowej inhibitor wykazywał 2 pasma odpowiadające ruchli­
wości elektroforetycznej a-gliadyn. Analiza składu aminokwasowego w y­
kazała wysoką zawartość glutaminy i proliny (około 30%), a bardzo niską 
zawartość lizyny (1%). Dane o występowaniu w ziarnie pszenicy inhibi­
tora typu gliadyny budzą zastrzeżenia (59, 60).

Wielu autorów (38, 42, 63) jest zdania, że białkowe inhibitory a-amy- 
lazy występujące w pszenicy, bardzo liczne, a jednocześnie podobnie zbu­
dowane kodowane są przez geny struktury, pochodzące od wspólnego 
genu, który uległ mutacjom. Badaniom filogenezy inhibitorów z ziarna 
pszenicy poświęcono liczne prace (61-63).

II-1.3. Sw oistość i m echanizm  działania

Albuminowe inhibitory z pszenicy hamują działanie amylaz pochodze­
nia zwierzęcego, w tym także amylazy ludzkiej, oraz amylaz owadzich 
(5, 21, 36). Nie działają one natomiast na aktywność amylaz z mikroorga­
nizmów i roślin (5, 38, 53); nie hamują także aktywności amylaz wytwa­
rzanych przez organizmy, dla których ziarna pszenicy lub produkty w y­
twarzane z mąki pszennej nie stanowią pożywienia (40). W obrębie trzech 
frakcji albuminowych inhibitorów (ciężary cząsteczkowe 60 000, 24 000 
i 12 000) obserwowano zróżnicowanie swoistości inhibitorowej. Inhibi­
tory rodziny 0,28 (c. cz. 12 000) ham ują tylko działanie amylaz owadzich, 
nie hamują zaś ani działania a-amylazy śliny ani trzustki człowieka, oraz 
wielu innych amylaz pochodzenia zwierzęcego (Tabela 2). Natomiast inhi­
bitory rodziny 0,19 mają znacznie niższą swoistość hamowania, z pośród 
amylaz wrażliwych na działanie inhibitorów najskuteczniej hamują ak­
tywność amylaz ssaków i ptaków (Tabela 2).

Dla ujawnienia się pełnej zdolności hamowania inhibitorów albumi­
nowych z pszenicy konieczna jest preinkubacja enzymu z inhibitorem 
w ściśle określonych warunkach, właściwie dobranych zależnie od po­
chodzenia enzymu i badanego inhibitora (36, 38, 40, 52).

Wykazano, że inhibitory z pszenicy tworzą z amylazami trwałe kom­
pleksy, które można wyodrębniać. Inhibitory z grupy 0,19 tworząc kom­
pleks wiążą się z enzymem w stosunku 1:1, a inhibitory z rodziny 0,28 
wiążą enzym w stosunku 2:1 (35).

Dotychczas nie wiadomo jaki jest mechanizm wiązania się enzymu 
z inhibitorem. Wszystkie dotychczas poznane inhibitory hamują amylazy 
w sposób niewspółzawodniczy (21, 50, 52), co wykazano stosując klasyczne 
metody badania kinetyki hamowania.

II-1.4. Kola fizjologiczna inhibitorów  album inow ych

Albuminowe inhibitory amylaz występują w endospermie ziarna psze­
nicy i wydają się być ściśle zasocjowane z gromadzoną tu skrobią (46-48, 
60). Wiadomo (64, 65), że ziarenka skrobi w endospermie otoczone są biał­
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kami typu albuminy, które to stanowią substancję cementującą skrobię 
z białkami zapasowymi typu gliadyny. Jednakże pojedyńcze białka o ta­
czające ziarenka skrobi nie zostały dotychczas przebadane na aktywność 
inhibitorową przeciw a-amylazie, a o ich identyczności z albuminowymi 
inhibitorami tego enzymu wnioskuje się na podstawie ruchliwości elek- 
troforetycznej, oraz barwienia z błękitem aniliny (66). Także obserwacja 
iż oczyszczone inhibitory albuminowe wykazują in vitro tendencję do 
asocjacji z wielocukrami (21, 52) pozwala wnioskować o identyczności 
białek inhibitorowych z białkami otaczającymi ziarenka skrobi w ziar­
nie (40).

Na podstawie tycsh obserwacji przypuszcza się (44, 64), że nieaktywne 
in vitro w stosunku do endogennych amylaz inhibitory z pszenicy, mogą 
mieć znaczenie podczas dojrzewania ziarna, stanowiąc osłonę przed nad­
miernym napływem amylaz do ziarenek skrobi. Ponadto inhibitory albu­
minowe amylaz są uważane za jeden z czynników odpowiedzialnych za 
odporność ziarna na działanie gryzoni i owadów (3, 4, 16-17) i mogły 
mieć swój udział w naturalnej selekcji pszenic (40).

II-2 . In h ib itor  z n asion  fa so li

Obecność inhibitora «-amylazy w nasionach fasoli stwierdzono już 
w 1945 roku (43), ale dopiero J  a f f e i wsp. w 1968 oczyścili go częścio­
wo i wstępnie scharakteryzowali (20, 40, 45). Ostatnio oczyszczono inhi­
bitor z nasion fasoli do stanu jednorodności i bliżej zbadano właściwości 
tego związku (7, 33). Wykazano, że inhibitor z nasion fasoli ma charakter 
białkowy, a jego ciężar cząsteczkowy ustalono na 43 000 (7, 33,44). 
M a r s h a l l  i wsp. (33) otrzymali z nasion fasoli 32-krotnie oczyszczony 
inhibitor; jednorodność preparatu wykazano elektroforetycznie w żelu 
poliakryloamidowym w pH 4, 3. Podobnie zdołano oczyścić inhibitor z na­
sion fasoli przez zastosowanie frakcjonowanego wytrącania siarczanem 
amonowym, a następnie dwukrotny rozdział na DEAE-celulozie i sączenie 
na biożelu P-100 (7). Uzyskany preparat był elektroforetycznie i immu- 
noelektroforetycznie jednorodny (67). Inhibitor z nasion fasoli nazwano 
faseolaminą (ang. Phaseolamin). Wyniki oczyszczania wskazują, że za­
wartość inhibitora w nasionach fasoli jest wysoka i wynosi 4-5 g/kg 
ziarna (7, 33). Inhibitor z nasion fasoli w elektroforezie w żelu poliakrylo­
amidowym w obecności SDS ulega dysocjacji na podjednostki o ciężarze 
cząsteczkowym 15 000, a w obecności Gu-HCl dysocjuje na podjednostki
o ciężarze cząsteczkowym 11 000 (7).

Inhibitor z nasion fasoli jest glikoproteiną podobnie jak inhibitory 
z pszenicy (41); zawiera on około 15°/o cukrowca (7, 33). Hamuje on swo­
iście tylko amylazy pochodzenia zwierzęcego, nie działa na aktywność 
amylazy endogennej ani na inne pochodzenia roślinnego lub z drobno­
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ustrojów (tabela 4). Dla ujawnienia się zdolności hamowania niezbędna 
jest preinkubacja enzymu z inhibitorem. W temperaturze 37°C optymalne 
pH aktywności inhibitora z fasoli wynosi 5,5 a optymalny czas preinku- 
bacji 30 minut.

Tabela 4

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

Źródło a-amylazy Hamowanie
w %

Bacillus amyloliąuefaciens 3
Bacillus subtilis 0
Bacillus licheniformis 0
Aspergillus oryzae 3
Słód 0
Żyto 0
Ślimak 97
Trzustka wieprza 97
Ślina ludzka 94
Trzustka ludzka 100

Na przykładzie a-amylazy ze śliny ludzkiej i z trzustki wieprza usta­
lono, że hamowanie przez inhibitor z nasion fasoli jest typu niewspółza- 
wodniczego. Wartość Km wyznaczona metodą L i n e w e a v e r a - B u r -  
k  a (67a) w przypadku a-amylazy śliny ludzkiej równa się wartości Ki 
i wynosi 6,67X10- 4 M (7,33). Wiadomo, że inhibitor łączy się z enzymem 
z wytwarzeniem trwałego kompleksu, jednak dotychczas nie udało się 
ustalić jednoznacznie, czy składniki kompleksu łączą się w stosunku 1:1 
(33) czy 2:1 (7); nic nie wiadomo na temat grup reaktywnych biorących 
udział w tworzeniu się takiego kompleksu. Nieznana jest też rola in vivo  
inhibitora w nasionach fasoli. Przypuszcza się, że nie bierze on udziału 
w regulacji poziomu amylazy w nasionach, ponieważ nie działa na a-am y- 
lazę endogenną. Prawdopodobnie rola inhibitora w nasionach fasoli polega 
na ich osłonie przed rozkładem przez enzymy zwierzęce.

I I - 3. In h ib ito ry  z m ik roorgan izm ów

Pierwsze doniesienia o wytwarzaniu przez drobnoustroje substancji 
hamujących aktywność amylolityczną pochodzą z lat 1970-1973 (8, 30, 31). 
W 1975 roku O h y a m a ,  M u r a o  i O g u r a  (9) wyizolowali szczep 
bakterii Streptomyces diastaticus subspecies amylostaticus  N° 2476 zdolny 
do syntezy i wydzielania do środowiska substancji, która hamowała ak­
tywność wielu amylaz (Tabela 5). Substancję tę po wstępnym oczyszczeniu 
oznaczono symbolem S-AI (9, 13). Przez zastosowanie wielostopniowego

http://rcin.org.pl



(11] IN H IB IT O R Y  A M Y L A Z 191

Tabela 5

Oddziaływanie inhibitora S-AI z hydrolazami glikozydowymi 
(wg 11)

Rodzaj i źródło enzymu pH Hamowanie

a-amylaza
bakteryjna upłynniająca 5,5 +
bakteryjna scukrzająca 5,5 +
Taka — amylaza A 5,5 +

Aspergillus niger fcwasostabilna 5,5 +
Aspergillus niger kwasolab’lna 5,5 +

słodowa 5,5 +
śliny 7,0 +
trzustkowa 7,0 +

/9-amylaza
pszenicy 5,5 —
sojowa 5,5 —
ziemniaka 5,5 —

Glukoamylaza
Rhizopus niveus 5,5 +

; a-glukozydaza
Sacharomyces eerevisiae 7,0 —

| Celulaza
Tricoderma sp. 4,5 —

( +  ) — hamowanie było rzędu 8 0 — 100% 
( —) — nie stwierdzano hamowania reakcji

sposobu oczyszczania (Tabela 6) uzyskano substancję S-AI oczyszczoną 
25-krotnie (11).

Jednorodność inhibitora S-AI potwierdzono metodą chromatografii 
cienkowarstwowej. Ciężar cząsteczkowy S-AI wynosi około 15 000, w y­
znaczono go metodą A n d r e w a  (68) stosując Sephadex G-15 oraz jako 
m arkery  — maltozę, maltotetraozę, maltoheksaozę i maltooktaozę. W czą­
steczce inhibitora S-AI występuje 8 reszt glukozy; stanowią one 85% 
jego ciężaru, resztę zaś substancja niezidentyfikowana zawierająca 1 atom 
azotu, oznaczono ją symbolem S-AI-X. Reszty glukozy połączone są wią­
zaniami a-l,4-glikozydowymi. Inhibitor S-AI swoiście hamuje glukomy- 
lazę (E.C. 3.2.1.3) i a-amylazę różnego pochodzenia, ale nie hamuje dzia­
łania P-amylazy (E.C. 3.2.1.2) i innych hydrolaz glukozydowych (Tabela 5). 
S-AI okazał się odporny na działanie tem pera tury  100°C w  zakresie pH 
od 3 do 11, ale szybko traci aktywność po podziałaniu P-amylazą. Ciężar 
cząsteczkowy substancji S-AI-X wynosi około 400. Na podstawie przepro­
wadzonych badań Murao i Ohyama proponują dla S-AI strukturę  podaną 
na Ryc. 3.

Również z bakterii rodzaju Actinoplenes  wyizolowano kilka szczepów 
zdolnych do syntezy i wydzielania do podłoża substancji hamujących 
aktywność a-amylazy i innych glikozydaz. Substancje te oczyszczono
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Tabela 6

Kolejne etapy oczyszczania inhibitora S-Al (wg 11)

Etapy oczyszczania
Aktywność 
inhibitora 
x  104j

Całkowita 
ilość cukrów 

w mg

Aktywność 
właściwa 

j/m g cukru

Wydaj­
ność 

w %

Płyn wyjściowy 560,0 65 000 86,2 100,0

Adsorpcja na węglu aktywowanym i ek­
strakcja etanolem 481,0 35 000 136,4 85,9

Dowex 50 W x 2  (forma H +) 372,0 10 230 363,6 66,4

Dowex 50 W x 2  (forma N H |)  
F— 1 180,0 5 910 304,6 32,1
F — 2 173,5 4 536 382,5 30,5

S-AI (F -l)  
Sephadex G-25 175,0 5 250 334,7 31,4

Traktowanie kwasem kompleksu F-l 51,0 278,7 1830,0 9,1

Dowex 50 W x 2  (forma N H ^)
' ' ' .....

40,8 199,0 2050,0 7,3

Sophadex G-25 32,6 148,2 2200,0 5 «

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

CM2O H  C H oO H  CW2Oi-l a - l 2OM CW2OH C H 7OH

R y cin a  3. H ip o tety czn a  stru k tu ra  in h ib ito ra  S -A I (w g (13) zm o d y fik o w a n e).

przez stopniowane wytrącanie etanolem oraz chromatografię na biożelu 
P-6, stwierdzając, że są to oligocukry o zróżnicowanym ciężarze cząstecz­
kowym od 1 500 do 5 000 złożone z glukozy i związku zawierającego 
azot (69).

II-4 . K w a s m ezo in o zy to lo -sze śc io fo sfo ro w y  (M HP)

Kwas mezoinozytolo-sześciofosforowy (MHP) występuje w nasionach 
wielu roślin i znany jest jako związek gromadzący fosfor w roślinie (15, 
70-71). Aktywność antyamylolityczną MHP stwierdzono stosunkowo nie­
dawno (6, 14). Początkowo (14) hamowanie a-amylazy przez MHP tłum a­
czono wiązaniem przez ten związek jonów Ca++ niezbędnych do działania 
tych enzymów (72). Jednakże wykazano ostatnio (6), że MHP bezpośred­
nio oddziaływuje z białkiem enzymu, w sposób podobny do działania 
albuminowych inhibitorów z pszenicy, a nie na zasadzie wiązania jonów
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wapniowych. Za poglądem o bezpośredniej interakcji MHP z białkiem 
u-amylazy, przemawiają także wcześniejsze spostrzeżenia o zdolności 
MHP do tworzenia kompleksów z białkami roślinnymi i zwierzęcymi (73). 
MHP swoiście hamuje a-amylazy różnego pochodzenia (Tabela 8), nie ha­
muje zaś działania (3-amylazy. Stopień zahamowania zależy od pH oraz 
od czasu preinkubacji enzymu z inhibitorem. Optimum pH MHP wynosi 
3,5-4,0. Znaczny wpływ pH na interakcję MHP-a~amylaza pozwala wnios­
kować, że stan jonowy MHP decyduje o tworzeniu nieaktywnego kom­
pleksu E-I lub E-I-S. Mechanizm oddziaływania MHP z a-amylazą nie jest 
nadal wystarczająco poznany, ale słabe hamowanie przy pH alkalicznym 
wskazuje na istotną rolę dodatniego ładunku grupy imidazolowej w wiąza­
niu inhibitora przez enzym (74). Wykazano ponadto, podobnie jak w przy­
padku inhibitorów z pszenicy (36-39), fasoli (43-44), czy inhibitorów pocho­
dzących z drobnoustrojów (11-12), że dla ujawnienia się pełnej zdolności 
hamowania MHP niezbędna jest preinkubacja enzymu z inhibitorem. Nie 
stwierdzono wpływu preinkubacji MHP ze skrobią na stopień hamującego 
działania tego związku na a-amylazę. Nie ma zatem interakcji MHP-skro- 
bia. Hamowanie jest typu niewspółzawodniczego. Wartość stałej Ki a -a ­
mylazy z pszenicy wyznaczona metodą L i n e w e a v e r a - B u r k a  (67a) 
przy trzech różnych poziomach MHP była stała i wynosiła 1,0 mM (6). 
Wydaje się, że MHP jako inhibitor a-amylazy może spełniać istotną rolę 
w procesie kiełkowania i dojrzewania nasion.

III. Fizjologiczne i żywieniowe znaczenie inhibitorów enzymów 
amyloli tycznych

Wysoka zawartość inhibitorów amylaz w roślinach, a szczególnie 
w tych, które stanowią pasze i pożywienie — w ziarnie pszenicy około 
1%) ciężaru ziarna (5, 53), w nasionach fasoli l,5-5g/kg (33,67) — skłoniły 
do podjęcia badań nad wpływem tych związków na strawność i wykorzy­
stanie pokarmów skrobiowych. Wydawałoby się, że inhibitor a-amylazy 
z pszenicy powinien mieć tylko niewielkie znaczenie fizjologiczne, ponie­
waż w żołądku ulega łatwo strawieniu przez pepsynę (E.C. 3.4.4.1) (21, 
39). Jednakże okazało się, że wprowadzenie zawierającego inhibitor w y­
ciągu z mąki pszennej do diety larw mącznika m łynarka oraz trojszyka 
gryzącego, powodowało zahamowanie rozwoju oraz wzrost śmiertelności 
larw tych owadów (75, 76). W dalszych badaniach wykazano, że dodatek 
inhibitora do diety szczurów powodował zahamowanie ich wzrostu o 15- 
20%> oraz wzrost zawartości niestrawionej skrobi w odchodach proporcjo­
nalny do ilości dodanego inhibitora (25). Inhibitor z pszenicy nie miał żad­
nego wpływu na wzrost zwierząt, jeżeli w diecie skrobię zastąpiono sa­
charozą lub jeśli do diety dodano P-amylazy, której nie hamuje inhibitor 
z pszenicy. Przypuszcza się, że inhibitory amylaz mogą powodować zmia­
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ny chorobowe przewodu pokarmowego, szczególnie w przypadku, gdy 
organizm ma obniżoną zdolność wydzielania a-amylazy trzustkowej (16, 
57, 77-79). Poglądy zakładające, iż inhibitory amylaz mogą stanowić czyn­
nik chorobotwórczy budzą jeszcze zastrzeżenia (80). Badania przeprowa­
dzone nad wpływem inhibitorów z pszenicy na poziom glukozy i insuliny 
we krwi zdrowych osobników ludzkich oraz szczurów i psów (24), w y­
kazały, że dodanie inhibitorów amylaz do pożywienia obniża hipergli- 
kemię i hiperinsulinemię. Podobny efekt zaobserwowano u pacjentów 
diabetyków i otyłych (24).

IV. Zastosowanie

Sugeruje się, że inhibitory amylaz mogą mieć zastosowanie w terapii, 
zwłaszcza w leczeniu otyłości (24), przez wyeliminowanie skrobi z diety 
poprzez spowodowanie jej niestrawności, oraz w leczeniu cukrzycy (25) 
przez zahamowanie przemiany skrobi i obniżenie poziomu cukru we krwi. 
S c h m i d t  i wsp. (81) opatentowali sposób przygotowania inhibitora 
a-amylazy z pszenicy i proponują jego użycie jako czynnika antyhiper- 
glikemicznego.

Ponadto inhibitor S-AI ze Streptomyces  zastosowano do wydajnego 
izolowania szczepu Bacillus po lym yza  o znacznej zdolności do syntezy 
egzogennej ^-amylazy (82). W metodzie tej wykorzystano zdolność S-AI 
do hamowania a-amylazy i glukoamylazy i w ten sposób wyodrębniano 
kolonie o największej zdolności do syntezy (3-amylazy. Niektóre inhibi­
tory można zastosować w chromatografii powinowactwa do oczyszczania 
enzymów amylolitycznych (83).
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Wstęp

Białka naogół syntetyzowane są w cytoplazmie. Po syntezie, białka 
przechodzą do właściwych kompartamentów komórkowych, warunkując 
ich określoną funkcję. Tak np. enzymy glikolityczne pozostają w cyto­
plazmie, podczas gdy enzymy cyklu Krebsa lokują się w m atrix  mito- 
chondrialnej, histony wędrują do jądra komórkowego, gdzie tworzą kom­
pleks z DNA, enzymy hydrolityczne przechodzą do lizosomów.

Periplazma bakterii wykazuje odmienny skład białkowy od m atrix  
endoplazmatycznej. Specyficzną frakcję białek syntetyzowanych w cyto­
plazmie stanowią białka sekrecyjne, które są z komórki wydalane i wę­
drują do narządów docelowych. Od dawna obserwowano w mikroskopie, 
że komórki produkujące znaczne ilości białek sekrecyjnych zawierają 
dobrze rozwinięte szorstkie retikulum  endoplazmatyczne, podczas gdy 
komórki produkujące małe ilości białek, zawierają głównie retikulum  
gładkie. Badając syntezę białek sekrecyjnych z zastosowaniem radioak­
tywnych aminokwasów stwierdzono, że pojawiają one się najpierw w cy­
sternach retikulum, potem w strukturach  Golgiego, skąd, jak sugerowano, 
w postaci pęcherzyków sekrecyjnych są wydalane na zewnątrz komórki 
(1). Dopiero izolacja czystych mRNA różnych białek i zastosowanie układu 
translacji in vitro dały po części odpowiedź na pytanie, w jaki sposób 
komórka „odróżnia” białka wewnątrzkomórkowe od białek sekrecyjnych, 
a wśród wewnątrzkomórkowych, białka cytoplazmatyczne i białka or­
ganelli.

I. Geneza teorii sygnałów *

W roku 1970 zaobserwowano po raz pierwszy, że łańcuch lekki immu- 
noglobuliny zsyntetyzowanej in vitro  na matrycy immunoglobulinowego 
mRNA jest dłuższy od cząsteczki syntetyzowanej in vivo (2). Podobne 
zjawisko zaobserwowano w przypadku innych białek sekrecyjnych — 
hormonów, i białek enzymatycznych (1, 3). Analiza aminokwasów produk­
tów translacji wykazała, że białka sekrecyjne syntetyzowane w układzie 
translacji in vitro występują jako cząsteczki prekursorowe, tzw. pre-pro- 
proteiny, które są dłuższe od syntetyzowanych in vivo  o N-terminalny 
peptyd, obejmujący od kilkunastu do kilkudziesięciu aminokwasów o cha­
rakterze hydrofobowym (3). Sekwencję tę określono jako sekwencję sy-

*) por. a r ty k u ł G ra n k o w sk ieg o : P ost. B io ch em .
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c r e p r o p r o t e i n a

1 1 I
------------— ■ b i a ł k o

------- ►*—  p r o - s e k w e n c ja
* 4 —  s e k w e n c ja  s y g n a fc w a

R yc. 1. S ch em a t p re -p r o -p ro te in y  z lo k a liza cją  sek w en cji sy g n a ło w ej oraz p r o -se -  
k w en cji

gnałową, pre-segment, pre-sekwencję lub pre-peptyd, w odróżnieniu od 
pro-peptydu, który występuje w wielu biologicznie nieaktywnych biał­
kach blokując centra aktywne (ryc. 1).

Wykrycie pre-sekwencji w białkach doprowadziło do sformułowania 
przez B 1 o b e 1 a teorii sygnałów (3, 4) (ryc. 2). Teoria ta zakłada, że 
białka sekrecyjne syntetyzowane są w postaci cząsteczek prekursorowych 
(preprotein lub pre-pro-protein), posiadających N-terminalną, krótką sy­
gnałową sekwencję aminokwasów hydrofobowych. Podczas translacji, 
zsyntetyzowany pre-segment stanowi sygnał odpowiedzialny za interakcję 
z apolarnym rdzeniem błony i translokację pozostałej części cząsteczki 
białka poprzez błonę retikulum. Według koncepcji Blobela, interakcja 
peptydu sygnałowego z błoną retikulum powoduje asocjację większej 
podjednostki rybosomów z białkami receptorowymi błony retikularnej, 
co prowadzi do powstania w błonie „ tunelu” stanowiącego przedłużenie 
„kanału” większej podjednostki rybosomalnej (ryc. 2). Ścisła asocjacja 
kanału rybosomu z tunelem błony umożliwia translokację pozostałej czę­
ści cząsteczki syntetyzowanego białka przez błonę do cysterny retikulum. 
Według pierwotnej koncepcji, peptyd sygnałowy na pewnym etapie trans-

b i a ł k o  r e c e p t o r o w e

R yc. 2. S ch em a t tra n sla c ji m R N A  b ia łek  se k r e cy jn y c h  na rybosom ach  zw ią za n y ch  
z b ło n a m i retik u la r n y m i oraz tra n slo k a c ji sy n te ty z o w a n eg o  b ia łk a  przez „ tu n e l” 
w  b łon ie , p o w sta ły  przez p rzed łu żen ie  „ k a n a łu ” p o d jed n o stk i w ięk sze j ryb osom u . 
W edług B lo b e la  w  ryb osom ie  is tn ie je  h ip o te ty czn y  k an ał, przez k tóry  n o w o  z sy n te ­
ty zo w a n y  N -te rm in a łn y  fra g m en t b ia łk a  opu szcza  rybosom  (teor ia  sy g n a łó w  s fo r ­
m u ło w a n a  przez B l o b e l a  (3)).

6* http://rcin.org.pl
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lokacji jest usuwany przez występującą wewnątrz błony hipotetyczną 
„sygnalazę”.

Po zakończeniu translacji, odczepiający czynnik białkowy (angl. de­
tachment factor) powoduje odłączenie monosomów od retikulum  (5). 
Czynnik ten wyizolowany, z organizmów różnych gatunków i różnych 
tkanek, wpływa na odłączenie rybosomów zarówno w układzie homo­
logicznym jak i heterologicznym, co świadczy o jego niespecyficzności (5).

Teorię sygnałów potwierdziły dane eksperymentalne uzyskane w pra­
cowni B 1 o b e 1 a (6). Wykazano, że mRNA wyizolowany z trzustki psa 
w układzie translacji in vitro, w nieobecności błon, warunkuje  syntezę 
prekursorowych form sekrecyjnych białek trzustki, które są dłuższe o pep- 
tyd o ciężarze cząsteczkowym 1000-2000 od izolowanych z organizmu. 
Stwierdzono znaczne podobieństwo sekwencji 16 hydrofobowych amino­
kwasów sygnałowego peptydu pretrypsynogenu z innymi białkami sekre- 
cyjnymi trzustki psa. Jeżeli translację wymienionych białek prowadzono 
w obecności błon, uzyskiwano białka krótsze o odciętą sekwencję sygna­
łową.

II. Sekwencje sygnałowe N-terminalne

I I - l .  B ia łk a  se k r e cy jn e  e u k a r io n tó w

Sformułowanie przez B l o b e l a  (4) teorii sygnałów dało początek 
intensywnym badaniom nad prekursorowymi formami różnych białek 
sekrecyjnych. W szczególności zwrócono uwagę na białka wydzielane 
przez układ endokrynologiczny (3).

Wśród hormonów przysadki mózgowej wykazano prekursorową formę 
prolaktyny (ciężar cząsteczkowy 22 000) oraz prehormonu wzrostu (ciężar 
cząsteczkowy 20 000). Preprolaktyna ma ciężar cząsteczkowy 24 000— 
28 000 i jej sekwencja sygnałowa odpowiada 30 aminokwasom. Preprohor- 
mon wzrostu wykazuje ciężar cząsteczkowy około 24 000 i jego sekwencja 
sygnałowa obejmuje 26-27 aminokwasów (7-11). Form y prekursorowe 
tych białek obserwowano wyłącznie podczas translacji in vitro prowadzo­

}  p r e p r o p r o t e in s  

J p r o p r o t e in a

R yc. 3. O gó ln y  sch em a t e le k tr o fo re ty cz n e j a n a lizy  p ro d u k tó w  tra n sla c ji m R N A  
b ia łek  sek recy jn y ch : 1) w  n ieo b ecn o śc i b łon , 2) b ło n y  d od an e po tra n sla c ji. 3) b łon y  
dod an e podczas tra n sla c ji
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nej w nieobecności błon mikrosomalnych. Dodanie błon rnikrosomalnych 
po translacji nie powodowało odcinania presekwencji, podczas gdy doda­
nie błon przed translacją powodowało powstanie również form prekur- 
sorowych jak i form natywnych (10) (Ryc. 3).

Wraz ze wzrostem stężenia błon w układzie translacji obserwowano 
powstawanie proporcjonalnie większych ilości form natywnych tych białek 
(12). Po dodaniu do układu translacji enzymów proteolitycznych nastę­
powało trawienie wyłącznie form prekursorowych przy braku trawienia 
form natywnych (10). Eksperyment ten dowodzi, że zgodnie z teorią 
sygnałów, odcinanie segmentów sygnałowych zachodzi tylko podczas 
translacji, a natywne białka pojawiają się dopiero w cysternach retikulum  
(już niewrażliwe na działanie proteaz).

Podobnie zidentyfikowano prelaktogen łożyskowy o ciężarze cząstecz­
kowym o około 2000 większym od właściwego hormonu (13-15).

Izolacja mRNA insuliny (16) i przeprowadzenie jej syntezy in vitro 
(17) pozwoliły na wykrycie prekursorowej formy insuliny — preproinsu- 
liny, posiadającej na N-końcu hydrofobowy prepeptyd o ciężarze cząstecz­
kowym 2000-3000, obejmujący 23 aminokwasy. Prepeptyd insuliny jest 
bagaty w leucynę, której lokalizacja w cząsteczkach preproinsuliny wołu 
i szczura jest podobna. Późniejsze badania wykazały również u ryb ist­
nienie prekursorowej formy insuliny, której presekwencja wykazuje 
znaczne podobieństwo do sekwencji sygnałowej insuliny ssaków (18).

Form y prekursorowe, zawierające fragmenty sygnałowe, zidentyfiko­
wano również w przypadku tyreoglobuliny (hormon tarczycy) oraz para- 
thormonu (hormon przytarczyc). W przypadku parathormonu określono 
ilość aminokwasów sygnałowych (25 aminokwasów) (19, 20).

Oprócz białek sekrecyjnych układu endokrynologicznego, wielu bada­
czy wykryło również prekursorowe formy białek układu egzokrynolo- 
gicznego. Wśród tych białek, jako jedne z pierwszych, scharakteryzowano 
białka mleka. I tak wykazano, że a-laktoglobulina jest syntetyzowana w 
formie prekursorowej, zawierającej 7-19 aminokwasów sygnałowych (21). 
Ponadto wykazano, że glikozylacja a-laktoglobuliny in vitro zachodzi ty l­
ko w przypadku obecności błon podczas translacji. W nieobecności błon, 
lub w przypadku dodania ich do układu dopiero po translacji — gliko­
zylacja nie następuje (22). Obecność sekwencji sygnałowej stwierdzono 
również w przypadku P-laktoglobuliny (23).

Według C a m p b e l l a  i B l o b e l a  (3) za obecnością fragm entu 
sygnałowego w syntetyzowanej cząsteczce białka przemawia obecność ko­
dującego je mRNA na polisomach związanych z błonami retikularnymi, 
podczas gdy białka nie mające fragm entu sygnałowego są syntetyzowane 
na wolnych polisomach, jak to wykazano w przypadku globinowego 
mRNA, nie posiadającego kodonów sygnałowych (24). H a r r i s o n  i wsp. 
(26) zidentyfikowali mRNA kazeiny zarówno we frakcji wolnych poliso- 
mów, jak i związanych z retikulum, co zdaniem autorów może sugerować,
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że inicjacja translacji białek sekrecyjnych zachodzi na wolnych poliso­
mach, a związanie z retikulum następuje później, już po zsyntetyzowaniu 
fragmentu sygnałowego.

Interesujące badania przeprowadzono w t przypadku białek jaja k rę ­
gowców — lipovitelliny i fosfityny. Obydwa białka są syntetyzowane w 
wątrobie, na polisomach związanych z retikulum, w postaci jednej dużej 
cząsteczki prekursorowej, obejmującej 1 500 aminokwasów, a która za­
wiera krótki N-terminalny fragment sygnałowy (3).

Szczegółowe badania form prekursorowych lekkich łańcuchów imm u­
noglobulin (x i A) wykazały obecność sekwencji sygnałowych położonych 
przed obszarem zmiennym tych białek (26-31). F ragm enty sygnałowe 
łańcuchów lekkich różnych przeciwciał różnią się s truk tu rą  I-rzędową (26- 
27). Ponadto, na izolowanym mRNA łańcuchów lekkich, są syntetyzowane 
2-3 różne formy prekursorowe pojedynczych łańcuchów, które się różnią 
długością sekwencji sygnałowych (27-28). B u r s t e i n  i wsp. (27) w yka­
zali, że po odcięciu fragmentu sygnałowego, N-terminalna glutamina lub 
kwas glutaminowy łańcucha A, syntetyzowanego przez komórki mysiego 
szpiczaka, ulegają cyklizacji do kwasu piroglutaminow^ego, podczas gdy 
N-koniec w natyw nym  łańcuchu jest wolny. Fragment sygnałowy w łań­
cuchu x wykazuje dużą zmienność, podobną do zmienności obszaru zmien­
nego dojrzałego łańcucha (29-31).

Na podstawie analizy hydrofobowych sekwencji sygnałowych łańcu­
chów A przypuszcza się, że prekursorowe formy immunoglobulin wydzie­
lanych jak i receptorów błon komórkowych limfocytów, rozpoznających 
antygen, są identyczne. W komórkach plazmatycznych produkujących 
bardzo duże ilości immunoglobulin, fragm ent sygnałowy jest prawdopo­
dobnie odcinany podczas interakcji z błoną retikulum. W limfocytach, 
produkujących małe ilości immunoglobulin powierzchniowych, fragment 
sygnałowy nie jest odcinany i właśnie jego oddziaływanie z limfocytarną 
błoną powierzchniową umożliwia lokalizację receptorów (32).

mRNA interferonu, syntetyzowanego w ludzkich fibroblastach inku- 
bowanych z dwuniciowym RNA, wyizolowano z frakcji polisomów zwią­
zanych z błonami retikularnym i (33). Można przypuszczać, że interferon 
ma typową N-terminalną sekwencję sygnałową.

II-2 . B ia łk a  o r g a n e lli k o m ó rk o w y ch  eu k a r io n tó w

Teoria sygnałów Blobela zapoczątkowała badania nad mechanizmami 
segregacji białek wewnątrzkomórkowych. Stwierdzono, że zsyntetyzowa- 
ne in vitro białka różnych kompartamentów komórkowych, wstrzyknięte 
do oocytu żaby, zajmują właściwe dla siebie miejsce w komórce (1). Tak 
np. białka jądrowe wędrują do jądra, a cytoplazmatyczne pozostają w cy- 
toplazmie. Szczególnie interesujące badania przeprowadzono nad cyto- 
plazmatyczną karboksylazą rybulozofosforanowTą, katalizującą pierwszy
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etap fotosyntezy. Enzym ten jest zbudowany z dwóch podjednostek — 
większej (ciężar cząsteczkowy 55 000) syntetyzowanej w chloroplastach
i mniejszej (ciężar cząsteczkowy 14 000) syntetyzowanej w cytoplazmie
i migrującej do chloroplastów. Po izolacji mRNA obydwu podjednostek
i przeprowadzeniu translacji in vitro wykazano, że podjednostka większa 
syntetyzowana in vitro ma taki sam ciężar cząsteczkowy jak natyw na 
występująca w chloroplastach, podczas gdy podjednostka mniejsza tworzy 
in vitro formę prekursorową o ciężarze cząsteczkowym 20 000, a inkubo- 
wana z chloroplastami ulega konwersji do cząsteczki o ciężarze cząstecz­
kowych 14 00 (34, 35). Część odcinana podczas translokacji do chloropla­
stów ma prawdopodobnie charakter fragmentu sygnałowego odcinanego 
po-translacyjnie (35).

Potranslacyjne odcinanie sekwencji sygnałowej zaobserwowano rów­
nież w przypadku syntetyzowanych w cytoplazmie podjednostek ATPazy, 
zlokalizowanych w błonie wewnętrznej mitochondriów, od strony m atrix  
(36), oraz dehydrogenazy glutaminowej (enzym matrix  mitochondrial- 
nej). (1).

Wszystkie białka organelli, których sekwencja sygnałowa odcinana jest 
potranslacyjnie, są syntetyzowane na wolnych rybosomach i ich formy 
prekursorowe znaleziono również w cytoplazmie (34, 35, 36).

Przykładem potranslacyjnej translokacji, przy braku odcinania sek­
wencji sygnałowej, są dwa enzymy peroksysomów — urykaza i katalaza, 
syntetyzowane na wolnych rybosomach, których ciężar cząsteczkowy po 
translokacji do peroksysomów nie ulega zmianie (37).

Interesujące badania przeprowadzono w przypadku białek wewnątrz- 
mitochondrialnych, syntetyzowanych przez izolowane mitochondria. 
Stwierdzono, że produkowane przez mitochondria Neurospora crassa biał­
ko o ciężarze cząsteczkowym 11 000, podczas wbudowywania do błon, prze­
chodzi w białka o ciężarze cząsteczkowym 20 000 i 40 000 (38). Podobnie, 
w mitochondriach wątroby szczura zaobserwowano syntezę dwóch nisko- 
cząsteczkowych białek (ciężary cząsteczkowe 14 000 — 10 000), które po 
wbudowaniu do błon tworzyły kompleksy o ciężarze cząsteczkowym 
40 000 (39).

Nie rozstrzygnięte pozostaje pytanie, czy produkowane przez mito­
chondria białka powstają przez agregację, czy na drodze reakcji chemicz­
nej (38). Silnie hydrofobowy charakter pierwotnych produktów translacji 
w mitochondriach sugeruje ich potencjalną możliwość wbudowania się w 
błony (40), na zasadzie mechanizmu proponowanego przez teorię sygnałów.

II-3 . B ia łk a  p ro k arion tów

Porównanie białek cytoplazmatycznych, .periplazmatycznych oraz bło­
ny zewnętrznej bakterii Escherichia coli, dostarczyło nowych argum en­
tów potwierdzających funkcję sekwencji sygnałowych. Wykazano, że za­
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równo zlokalizowana w periplazmie fosfataza zasadowa (41), białko wią­
żące maltozę (42), jak i występujący w błonie zewnętrznej receptor faga 
h (43), są syntetyzowane wraz z sekwencją sygnałową, odcinaną podczas 
translacji (kontraslacyjnie), w trakcie przechodzenia przez błonę we­
wnętrzną. Mutacje sekwencji sygnałowych, prowadzące do podstawienia 
aminokwasów hydrofilowych w miejsce hydrofobowych, powodowały za­
trzymanie tych białek w cytoplazmie, co wskazuje, że tylko prawidłowa, 
hydrofobowa sekwencja sygnałowa w arunkuje określoną translokację 
syntetyzowanych białek (42, 43). Stosując fuzję genów, uzyskiwano ko­
mórki syntetyzujące białko hybrydowe: galaktozydazę (enzym cytoplaz- 
matyczny) z fragmentem N-terminalnym (większym od sekwencji sygna­
łowej) białka wiążącego maltozę lub receptora faga Tak zmodyfiko­
wany enzym ulegał wbudowaniu do błony zewnętrznej lub znajdował 
się w periplazmie (44). W badaniach późniejszych uzyskano komórki pro­
dukujące galaktozydazę z samym fragmentem receptora faga X. Ponieważ 
białko to pozostawało w cytoplazmie, wnioskowano, że sama sekwencja 
sygnałowa nie wystarcza, aby translokacja syntetyzowanego białka przez 
błonę mogła nastąpić (45).

Omówione powyżej komórki białka bakteryjne ulegają kotranslacyj- 
nej translokacji przez błonę wewnętrzną. W przypadku białek wydziela­
nych przez bakterie na zewnątrz komórki uważa się, że ich sekwencje 
sygnałowe oddziaływują z zewnętrzną częścią błony, ponieważ sekrecja 
zachodzi kotranslacyjnie (43).

II-4. B ia łk a  w ir u só w

Uniwersalność teorii sygnałów została potwierdzona przez badania 
syntezy glikoprotein wirusowych. Stwierdzono, że w przypadku dwóch 
glikoprotein wirusa VS (pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej) trans­
lacji ulega mRNA na rybosomach związanych z błonami (46). Jak  wy- 
kazario później (47), glikoproteina wirusa VS posiada na N-końcu 16 
aminokwasów hydrofobowych. Sekwencje te, podczas wbudowywania do 
błon mikrosomalnych są proteolitycznie odcinane. Białka wirusowe ule­
gają następnie glikozylacji (48, 49). Syntetyzowana glikoproteina wirusa 
powoduje hamowanie kompetycyjne translokacji preprolaktyny (47), co 
świadczy o identycznym mechanizmie przechodzenia przez błonę obydwu 
białek oraz wskazuje na podobny mechanizm biogenezy białek se­
krecyjnych i błonowych (47).- Podobnie wykazano, że sekwencje sygna­
łowe dwóch glikoproteidów wirusa Sindbis są katalitycznie odcinane 
przed wbudowaniem do kapsydu wirusa (cyt. za 50).
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III. Sekwencje sygnałowe C-terminalne

Analiza sekwencji mRNA białek sekrecyjnych oraz analiza sekwencji 
aminokwasowych produktów translacji tych messengerów doprowadziła 
do odkrycia innego rodzaju zmian niektórych białek sekrecyjnych, zwią­
zanych z odcinaniem sekwencji C-terminalnych. Jako przykład może słu­
żyć melityna (ang. melittine) pszczół. Melityna jest głównym składnikiem 
iadu pszczelego i powoduje rozpad obcych komórek poprzez dezintegra­
cję błony komórkowej (51). Wykazano, że właściwości detergentowe meli- 
tyny są uwarunkowane obecnością 20 aminokwasów hydrofobowych, w y­
stępujących na końcu aminowym, za którymi występuje 6 aminokwasów 
hydrofilowych (52). Melityna tworzy tetram er rozpuszczalny w wodzie. 
Pod wpływem detergentów, butanolu lub podczas insercji do błon komór­
kowych, ulega ona dysocjacji do monomerów, czemu towarzyszy ekspo­
zycja reszt hydrofobowych (52). Melityna w gruczole jadowym produko­
wana jest w postaci promelityny, w której właściwości detergentowe me- 
lityny nie ujawniają się, wskutek obecności polarnego propeptydu, liczą­
cego 8 aminokwasów. Na końcu karboksylowym w melitynie i promelity- 
nie występuje dwuamid kwasu glutaminowego (53). Produkt translacji 
mRNA melityny in vitro ma jednak większy ciężar cząsteczkowy od pro­
melityny (54). Pierwotny produkt translacji określony jako prepromeli- 
tyna ma na końcu aminowym typową dla białek sekrecyjnych hydro­
fobową sekwencję sygnałową, a na końcu karboksylowym, zamiast typo­
wego dla promelityny i melityny ugrupowania-GlnCONH2, sekwencję 
Gln-GlyCOOH (55, 56). Uważa się, że przekształcenie prepromelityny w 
aktywną melitynę wymaga przynajmniej trzech etapów (56, 57): 1) odcię­
cia N-terminalnej sekwencji sygnałowej, 2) substytucji terminalnej gli- 
cyny przez amid, 3) odcięta prosekwencji. Po wstrzyknięciu mRNA 
melityny do oocytu żaby Xenopus laevis obserwowano powstawanie w 
oocycie promelityny typowej dla pszczół, ale z terminalną glicyną zamiast 
amidu (57). Eksperyment ten wskazuje, że odcinanie sekwencji sygnało­
wej stanowi trwałą ewolucyjnie, niespecyficzną reakcję, wspólną dla 
wszystkich białek sygnałowych, podczas gdy odcinanie prosekwencji (me­
lityny) i substytucja glicyny przez amid są reakcjami charakterystyczny­
mi wyłącznie dla pszczół. Odcinanie prosekwencji w różnych białkach 
jest od dawna znane. Natomiast biologiczne znaczenie zastąpienia glicyny 
przez amid nie zostało dotychczas wyjaśnione.

Odkrycie modyfikacji końca karboksylowego w prekursorowej czą­
steczce melityny pozwalało przypuszczać, że podobna modyfikacja może 
występować również w innych peptydach posiadających term inalny amid. 
Wiadomo, że terminalny amid zawierają peptydy, jak: kalcytonina, ga- 
stryna, oksytocyna, sekretyna oraz czynnik wywołujący degranulację 
komórek tucznych. Szlaki metaboliczne, wiodące do powstania term inal­
nego amidu w tych peptydach były dotychczas zupełnie nieznane. Dodat­
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kowa, sekwencja C-terminalna została wykryta  także w prekursorowei 
cząsteczce gastryny (58). Gastryna jest syntetyzowana w postaci pro- 
gastryny, zbudowanej z 34 reszt aminokwasowych, z czego 7 od N-końca 
przypada na pro-sekwencję. W celu izolacji mRNA gastryny w ystępują­
cego w tkankach w minimalnej ilości, zsyntetyzowano dezoksyoligonu- 
kleotyd, komplementarny do krótkiego fragmentu RNA, kodującego 
6 aminokwasów unikalnej sekwencji progastryny. Uzyskany dezoksyoligo- 
nukleotyd hybrydyzował z mRNA o długości 620 nukleotydów. Sugeruje 
to, że prekursorowa cząsteczka gastryny powinna być zbudowana z około 
210-240 reszt aminokwasowych, z czego tylko 102 przypadają na pro- 
gastrynę (58). Dalsze badania wskazują, że około 200 nukleotydów koduje 
50 aminokwasów od końca N, a pozostałe nukleotydy (250-300) kodują 
aminokwasy od końca C (58). Podobnie, jak w melitynie (57), przemiana 
cząsteczki preprogastryny polega prawdopodobnie na odcinaniu zarówno 
N-terminalnej sekwencji sygnałowej, jak i C-terminalnej, przy równo­
czesnym utworzeniu terminalnego amidu.

W układzie in vitro również kalcytonina powstaje w postaci prekurso- 
rowej (59). W obecności błon retikularnych forma prekursorowa o cięża­
rze cząsteczkowym 15 000 przechodzi w cząsteczkę mniejszą, o ciężarze 
cząsteczkowym 12 000. Na jakiej drodze z prekursora o ciężarze cząstecz­
kowym 12 000 powstaje kalcytonina o ciężarze 3 000 dotąd nie wiadomo. 
Biorąc jednak pod uwagę obecność terminalnego amidu można przypusz­
czać, że konwersja cząsteczki prekursorowej kalcytoniny, analogicznie 
jak melityny i gastryny zachodzi również od końca C.

IV. Sekwencje sygnałowe wewnątrz cząsteczki

IV -1 . S e k w en cje  sy g n a ło w e  w  środk u  czą steczk i

Owoalbumina przechodzi do światła cystern retikulum co wskazuje 
na obecność w cząsteczce fragm entu sygnałowego (60), ponieważ białka 
nie posiadające takiego fragm entu nie ulegają translokacji (50). W celu 
wykazania obecności fragm entu sygnałowego owoalbuminy badano hamo­
wanie kompetycyjne translokacji preprolaktyny i toworzenie prolaktyny 
w obecności owoalbuminy natywnej, zdenaturowanej i trawionej tryp- 
syną (61). Owoalbumina natyw na nie miała wpływu na translokację, zde- 
naturowana powodowała częściowe hamowanie translokacji preprolaktyny, 
a trawiona trypsyną powodowała prawie 100-procentowe hamowanie 
translokacji. Podawana natomiast w eksperymencie kontrolnym natywna, 
zdenaturowana i trawiona trypsyną albumina nie hamowała translakcji 
preprolaktyny. Wynik ten sugeruje, że zawiera w cząsteczce sekwencję 
sygnałową, maskowaną konformacyjnie, która staje się dostępna i może 
wchodzić w interakcję z błoną dopiero po denaturacji, a w szczególności
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po trawieniu. Efekt ten jest specyficzny dla owoalbuminy, ponieważ inne 
białka sekrecyjne, jak albumina wołu, nie wpływają na hamowanie trans- 
lokacji. Sekwencja sygnałowa została wyizolowna i scharakteryzowana 
(61). Wykazano, że jest to peptyd o ciężarze cząsteczkowym 8 000, złożo­
ny z 47 reszt aminokwasowych, rozpoczynający się od izoleucyny w po­
zycji 229, a kończący na argininie w pozycji 276. S truktura  I-rzędowa 
tego peptydu jest bardzo podobna do struk tury  N-terminalnych sekwen­
cji sygnałowych dwóch innych białek sekrecyjnych jajowodu, tj. owomu- 
koidu i lizozymu. Wyizolowany fragment sygnałowy owoalbuminy w y­
kazuje zdolność kompetycyjnego hamowania translokacji preprolaktyny. 
Ponieważ preprolaktyna ulega trawieniu przez enzymy proteolityczne 
można wnioskować, że hamowanie translokacji zachodzi na etapie wej­
ścia w błonę.

IV -2. S e k w en cje  sy g n a ło w e  b lisk o  k oń ca  C

Niektóre toksyny roślinne jak rycyna, abryna i modekcyna oraz tok­
syna błonicza są zbudowane z podjednostek A i B. Podjednostka B po 
wniknięciu do komórki docelowej łączy się z podjednostką 60 S rybosomu
i hamuje translację poprzez unieczynnienie czynnika elongacyjnego EF-2. 
Podjednostka A tych toksyn jest natomiast odpowiedzialne za związanie 
się toksyny z galaktozowym receptorem błony komórkowej (62). W przy­
padku toksyny błoniczej wykazano, że przejście przez błonę uwarunko­
wane jest obecnością hydrofobowej sekwencji, położonej blisko końca C 
podjednostki B (63). Ta hydrofobowa sekwencja po związaniu cząsteczki 
z receptorem komórkowym oddziaływuje prawdopodobnie z fosfolipidami 
błony, wymuszając konformację umożliwiającą translokację do wnętrza 
komórki. Sugeruje się, że fragment C-terminalny cząsteczki ulega jedno­
cześnie odcięciu. Zmutowana cząsteczka toksyny błoniczej, w której ami­
nokwasy hydrofobowe zastąpione są hydrofiłowymi, wykazuje 100-krotne 
zmniejszenie toksyczności prawdopodobnie wskutek niemożności wniknię­
cia do komórki. Podobny mechanizm sugeruje się w przypadku innych 
toksyn, zbudowanych z dwóch różnych podjednostek.

V. Mechanizm translokacji białek i odcinania pre-sekwencji

V -1. T ra n slo k a cja  przez b łon y

Wyróżnia się dwa typy translokacji: 1. Translokację kotranslacyjną 
opisaną głównie w przypadku białek sekrecyjnych (1-32) bakteryjnych 
(41-45) oraz wirusowych (46-50). 2. Translokację potranslacyjną, opisaną 
w przypadku syntetyzowanych w cytoplazmie białek m atrix  mitochon- 
drialnej (1, 36), białek peroksysomów (37) i białka strómy chloroplastów
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(34, 35). Translokacja kotranslacyjna zachodzi tylko przez błony pojedyn­
cze, a potranslacyjna zarówno przez pojedyncze, jak i podwójne (tabela 1) 
(ryc. 4). W obydwu typach translokacji B 1 o b e 1 (64) zakłada, że dwu- 
wartościowe ligandy rozpoznają i przyłączają się do miejsc akceptorowych 
błony. W modelu kotranslacyjnym (ryc. 4a), za dwuwartościowy ligand 
uznano sekwencję sygnałową, wiążącą się z receptorem sygnałowym bło­
ny oraz miejsce na podjednostce większej rybosomu, wiążące się z rybo- 
somalnym receptorem błony. W modelu potranslacyjnym (ryc. 4b, c), za 
dwuwartościowy ligand uznano dwa odrębne regiony sekwencji sygnało­
wej, wiążące się z dwoma błonowymi receptorami sygnałowymi. Zwią­
zanie sekwencji sygnałowej z tymi receptorami może powodować sprzę­
żoną translokację przez błonę wewnętrzną, co ma miejsce przy przecho­
dzeniu białka przez błonę podwójną (ryc. 4c). Rozpatruje się także możli­
wość istnienia dwóch odrębnych sygnałów, z których pierwszy może być 
kierowany do receptora błony wewnętrznej.

Tabela 1

Podział błon pod względem typu translokacji — według B 1 o b e 1 a (64).

Typ translokacji
.

Błona

Kotranslacyjny

Potranslacyjny 
przez błonę pojedynczą

Potranslacyjny przez błonę podwójną

1. Plazmatyczna błona prokariontów
2. Wewnętrzna błona mitochondrialna
3. Błona tylakoidów mitochondriów
4. Szorstkie retikulum endoplazmatyczne
5. Zewnętrzna błona mitochondrialna
6. Zewnętrzna błona chloroplastów
7. Błona peroksysomów
8. Powłoka mitochondriów
9. Powłoka chloroplastów

Miejsca akceptorowe błony, wraz z sprzężoną peptydazą sygnałową 
tworzą tzw. „translokator”. Według B 1 o b e 1 a (64) istnieją trzy rodzaje 
„translokatorów”, warunkujące translokację kotranslacyjną, potranslacyj- 
ną przez błonę pojedynczą i potranslacyjną przez błonę podwójną. Wy­
różnia się 3 rodzaje błon, z których każda wykazuje tylko jeden rodzaj 
„translokatora” (Tabela 1).

Istnienie trzech rodzajów „translokatorów” pozwala przypuszczać, że 
istnieją trzy typy sekwencji sygnałowych, wykazujących powinowactwo 
tylko do jednego z trzech „translokatorów”. Dotychczas poznano s truk­
turę  pierwszorzędową tylko sekwencji sygnałowych kierowanych do szor­
stkiego retikulum  endoplazmatycznego (1-32, 46-50), kilku sygnałów kie­
rowanych do błony plazmatycznej prokariontów (42, 43) oraz jednego 
sygnału białka mitochondrialnego (36). S truktura  pozostałych sygnałów 
jest nieznana (CO.
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Ryc. 4. M odel trzech  ty p ó w  tran slok acji: k o tra n s la cy jn e j (a), p o tra n s la cy jn e j przez  
błon ę  po jed y n czą  (b) i p o tra n sla cy jn ej przez b ło n ę  p od w ójn ą  (c) w ed łu g  B 1 o b e 1 a 
(64). S i — sek w en cja  sy g n a ło w a  (signa l  s e q u e n c e s ): RR —  recep tor  d la  ryb osom u  (r ib o ­
so m e  r e c e p to r ): S iR  — recep tor  sy g n a ło w y  (s ignal  recep tor) :  S iP  —  p ep ty d a za  sy g n a ło ­
w a  (s ignal  p e p t id a se )  S P  1,2 —  recep tor  sy g n a ło w y  1,2 (s ignal  r e c e p to r  1,2): CF 1,2 —  
fak to r  sp rzęgający  tra n slo k a cję  przez ob ie  b ło n y  (co u p l in g  fa c to r  1,2): OM —  błona  
zew n ętrzn a  (o u te r  m e m b r a n e ): IM  —  błon a  w e w n ętr zn a  ( inner  m e m b r a n e )

V -1J. Translokacja przez błony retikularne

Wykrycie fragmentów sygnałowych w białkach sekrecyjnych nasunę­
ło przypuszczenie, że unikalne pre-sekwencje oddziaływują ze specyficz­
nymi receptorami błon retikulum. Szczegółowa analiza aminokwasów pre- 
sekwencji tę możliwość wykluczyła. Wykazano, że sekwencje sygnałowe 
różnych białek sekrecyjnych, różnią się s trukturą  I-rzędową, jednak nie 
są to sekwencje unikalne (50). Różne białka sekrecyjne produkowane
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przez jedną tkankę mają często podobną sekwencję sygnałową (61). Do­
minująca zawartość reszt hydrofobowych w różnych sekwencjach sygna­
łowych powoduje bardzo podobną konformację przestrzenną, stąd uważa 
się, że translokacja przez błony retikulum  jest zjawiskiem niespecyficz­
nym, uwarunkowanym  konformacją przestrzenną sekwencji sygnałowych, 
a nie ich strukturą  I-rzędową (50, 61, 65).

Związanie sekwencji sygnałowej z miejscem receptorowym błony re ­
tikulum następuje wyłącznie kotranslacyjnie, przy równoczesnym zwią­
zaniu rybosomu. Po dodaniu do zsyntetyzowanego in vitro białka sekre- 
cyjnego błon retikulum, rozpoznanie pre-sekwencji i jej odcinanie nie na­
stępuje, natomiast po podaniu błon przed translacją, następuje jej odci­
nanie (65, 66) (zjawisko to omówiono już w rozdziale 11-1).

Dalszych argumentów przemawiających za niespecyficznym i wspól­
nym dla różnych sygnałów translokatorem błon retikularnych przemawia 
fakt, że sygnał znajdujący się wewnątrz cząsteczki może konkurować 
podczas translokacji z sygnałem położonym N-terminalnie (np. sygnał 
wewnętrzny owoalbuminy z sygnałem N-końcowym preprolaktyny) (61).

Wykrycie w owoalbuminie położonej wewnątrz cząsteczki sekwencji 
sygnałowej, hamującej kompetycyjnie translokację innych pre-protein 
wskazuje, że przechodzenie białek przez błony retikulum może odbyw7ać 
się dzięki powstawaniu pętli (61). Model pętli zakłada, że 9-10 reszt lipo- 
filnych sekwencji sygnałowych wchodzi w interakcję z apolarnym rdze­
niem błony (poprzez wytworzenie wiązań wodorowych) i tworząc w ten 
sposób pętlę, umożliwia translokację reszty cząsteczki (67).

Oddziaływanie hydrofobowej sekwencji sygnałowej białek sekrecyj­
nych z apolarnym rdzeniem błony retikulum jest porównywane do od­
działywania hydrofobowych regionów białek błonowych z fosfolipidami 
błony. Wykazano np., że cytochrom b5, wchodzący w skład błony mikro- 
scmów wątroby zawiera na końcu aminowym sekwencję hydrofobowy, 
obejmującą 40 aminokwasów, odpowiedzialną prawdopodobnie za inte­
grację tego cytochromu z błoną (68). Sekwencja hydrofobowa (23 amino­
kwasy) sialoglikoproteiny błony erytrocytów znajduje się wewnątrz bło­
ny erytrocytów, podczas gdy hydrofilowy N-terminalny fragment czą­
steczki związany jest z glikoproteinową, zewnętrzną powierzchnią błony 
erytrocytów, a hydrofilowy fragment C-terminalny znajduje się po cyto- 
plazmatycznej stronie błony (69-71).

V -2. O d cin an ie  se k w en cji sy g n a ło w y ch

Mechanizm odcinania sekwencji sygnałowych został poznany tylko 
w przypadku białek z pre-sekwencją kierowaną do błony retikularnej. 
W jaki sposób następuje odcinanie pre-sekwencji białek bakteryjnych, 
a w szczególności ulegających potranslacyjnej translokacji białek orga­
nelli komórkowych, dotychczas nie wiadomo.
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Odcinanie sekwencji sygnałowej podczas translokacji przez błony reti-  
kulum zachodzi przy udziale obojętnej endopeptydazy, występującej 
prawdopodobnie w ścianie wewnętrznej błony retikulum (64). Jest to 
enzym niespecyficzny gatunkowo i tkankowo, o czym świadczy fakt p ra ­
widłowego odcinania pre-sekwencji prelaktogenu łożyskowego zarówno 
w obecności błon retikulum trzustki psa, jak i wątroby szczura (65). O w y­
bitnej niespecyficzności tej aminopeptydazy świadczy fakt, że różne biał­
ka sekrecyjne eukariontów oraz glikoproteiny wirusów ją kompetycyjnie 
hamują (47). Wskazuje to, że endopeptydaza ta nie rozpoznaje sekwencji 
aminokwasowej, lecz strukturę  przestrzenną pre-sekwencji. Fakt, że pre- 
promelityna przechodzi w promelitynę zarówno w oocycie żaby, jak i g ru ­
czole jadowym pszczoły (57) pozwala wnioskować, że endopeptydaza od­
cinająca sekwencje sygnałowe jest enzymem stabilnym ewolucyjnie.

Celem lokalizacji endopeptydazy w błonie retikularnej, do układu syn­
tetyzującego in vitro preprolaktynę, prelaktogen lub prehormon wzrostu, 
dodawano retikulum gładkie lub szorstkie (61, 66). Odcinanie presekwen- 
cji zachodziło wyłącznie w obecności retikulum szorstkiego, co dowodzi, 
że w retikulum gładkim endopeptydaza nie występuje. Ponadto, odcina­
nie presekwencji następowało wyłącznie przy kotranslacyjnej obecności 
błon, podczas gdy dodawanie błon potranslacyjnie nie powodowało usu­
wania pre-sekwencji (65, 66). Błony retikularne pozostałe po ekstrakcji 
dezoksycholanem i dodane do*układu translacji również nie powodowały 
odcina pre-sekwencji (65). Natomiast inkubacja dezoksycholanowych 
ekstraktów błon retikularnych z uprzednio zsyntetyzowaną przeprolakty- 
ną, preprolaktogenem łożyskowym lub prehormonem wzrostu, powodo­
wała prawidłową konwersję tych białek (65, 66). Potranslacyjna ak tyw ­
ność wyizolowanej peptydazy błonowej, przy wyłącznie kotranslacyjnej 
aktywności peptydazy zasocjowanej z błonami świadczy, że peptydaza 
występuje w błonie w formie utajonej i nie występuje w zewnętrznej 
ścianie retikulum, ale albo w wewnętrznej ścianie, albo w cysternie re t i­
kulum (66).

Po translokacji preprolaktyny i prehormonu wzrostu do cystern re t i­
kulum obserwowano pojawianie się w nich dwóch małych peptydów, od­
powiadających fragmentom sygnałowym tych białek (66), co dowodzi, że 
białka oraz ich odcięte sekwencje sygnałowe wspólnie przechodzą do 
cystern retikulum.

Celem określenia właściwości peptydazy retikularnej, badano ak tyw ­
ność proteolityczną ekstraktów dezoksycholanowych otrzymanych z błon 
mikrosomalnych, wobec syntetycznych peptydów, będących substratami 
trypsyny, chymotrypsyny i elastazy. Wykazano brak aktywności enzy­
matycznej tych ekstraktów wobec substratów enzymów o centrach ak tyw ­
nych podobnych do trypsyny i elastazy, przy dużej aktywności enzyma­
tycznej wobec substratów chymotrypsyny. Ekstrakty dezoksycholanowe 
wykazywały przy tym aktywność zarówno aminopeptydazy (odcinającej
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po jednym aminokwasie od końca aminowego substratów z wolną term i­
nalną grupą NH2, jak i endopeptydazy tnącej substraty z zablokowaną 
term inalną grupą NH2). Przypuszcza się, że ekstrakty  błonowe zawierają 
dwie endopeptydazy — jedną hamowaną w wysokich stężeniach chymo- 
statyny oraz drugą, podobną do trypsyny, hamowaną w niskich stężeniach 
chymostatyny (65). Endopeptydaza wykazywała ponadto zdolność cięcia 
od końca karboksylowego (65).

Badania aktywności enzymatycznej surowych ekstraktów błon retiku- 
larnych pozwalają więc przypuszczać, że odcinanie pre-sekwencji sygna­
łowych nie zachodzi pod wpływem jednego enzymu, ale prawdopodobnie 
pod wpływem kompleksu peptydaz. Szczególnie wykrycie aktywności pro­
teolitycznej względem sekwencji położonych przy końcu C pozwala zro­
zumieć mechanizm konwersji cząsteczek białek sekrecyjnych, posiadają­
cych dodatkowe sekwencje również na końcu karboksylowym.

VI. Uwagi końcowe

Teoria sygnałów sformułowana początkowo dla objaśnienia translo- 
kacji białek sekrecyjnych została obecnie znacznie rozbudowana. W y­
kazano, że hydrofobowe fragmenty cząsteczek białkowych, położone na 
końcu aminowym, karboksylowym lub wewnątrz cząsteczki, wchodzą w 
interakcję z błonami, co stanowi uniwersalny mechanizm odróżnienia 
wewnątrz komórki białek sekrecyjnych, białek błonowych i białek orga­
nelli, od białek m atrix  cytoplazmatycznej.

Za sekwencję sygnałową, (pre-sekwencję lub sekwencję liderową) 
uznano każdą sekwencję hydrofobową, położoną na końcu cząsteczki lub 
wewnątrz cząsteczki białka, odcinaną lub nieodcinaną, odpowiedzialną za 
interakcję z błoną i umożliwiającą translokację cząsteczki białka (61). 
Mechanizm translokacji białek poprzez błony okazał się być wspólny 
u eukariontów, prokariontów i wirusów, co sugeruje, że powstał w ewo­
lucji bardzo wcześnie.

Odkrycie sekwencji sygnałowych oraz zjawiska translokacji przez bło­
ny, pozwoliło na wyjaśnienie segregacji białek wewnątrzkomórkowych na 
białka cytoplazmatyczne i pozostałe, które są wydzielane z cytoplazmy na 
zewnątrz komórki lub do organelli komórkowych. Prace doświadczalne 
potwierdziły jednak dotychczas tylko mechanizm kotranslacyjnej t ran s­
lokacji białek sekrecyjnych przez błony retikulum.

Uważa się obecnie, że być może drugim rodzajem sygnałów są ug ru ­
powania oligosacharydowe, włączane do białek w cysternach retikular-  
nych (48, 49, 72). Funkcja tych ugrupowań została bliżej poznana w y­
łącznie w przypadku białek lizosomalnych (67). Wiadomo, że w cyster­
nach retikulum  do enzymów hydrolitycznych lizosomów dołączany jest 
mannozo-6-fosforan. Sugeruje się, że oligosacharyd jest ligandem rozpo-
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znaw anym  przez receptory błonowe lizosomów. Dzięki tem u rozpozna­
niu, zachodzi ukierunkow ane wydzielanie tych białek do w nętrza lizo- 
somu (73). Ze wględu na powszechność glikozylacji białek sekrecyjnych 
istnieje przypuszczenie, że podobny mechanizm sekrecji za pośrednictwem  
oligosacharydów jako sygnału, może wytępować w przypadku innych 
białek. Jednakże wobec stwierdzenia, że łańcuchy lekkie immunoglobulin, 
zarówno z ugrupowaniem  sacharydowym , jak  i bez tego ugrupowania, 
w ykazują prawidłowe wbudowywanie do błon limfocytów. Funkcja ug ru ­
powań cukrow ych i mechanizm ukierunkow anej sekrecji pozostają jed­
nak nadal niew yjaśnione (74).

Sugeruje się, że po dokonanej translokacji białek sekrecyjnych przez 
błonę retikulum , od cystern retikulum  oddzielają się pęcherzyki m ikro- 
somalne wraz z białkami sekrecyjnym i, wchodząc w skład s truk tu r Gol- 
giego, z których oddzielają się kolejne sekrecyjne pęcherzyki i poprzez 
stadium  skondensowanej wakuoli wychodzą na zew nątrz komórki (72). 
Uważa się, że podczas wędrówki białek sekrecyjnych przez retikulum  
gładkie, ulegają one fosforylacji oraz tracą pro-sekwe.ncję (19, 72, 75, 76). 
Proponowana droga wydzielania białek pozostaje nadal nie udowodniona.

Nie wyjaśniona pozostaje również funkcja C -term inalnej sekwencji 
hydrofobow ej, opisanej w przypadku m elityny i gastryny (53-58) oraz 
m echanizm  zastąpienia tych sekwencji term inalnym  amidem. W ydaje się, 
że poznanie m echanizmu translokacji toksyn przez błonę komórkową, 
przy udziale hydrofobowej sekwencji położonej blisko końca karboksylo­
wego, pozwala przypuszczać, że również C -term inalne sekwencje hydro­
fobowe gastryny  i m elityny mogą pełnić jakąś funkcję w rozpoznawaniu 
kom órek docelowych.

Doświadczalnie wyjaśniony został więc tylko etap syntezy białek se­
krecyjnych na polisomach związanych z retiku lum  szorstkim  wraz 
z translokacją tych białek do cystern. W szystkie pozostałe etapy sekrecji 
białek oraz mechanizm segregacji białek organelli, pozostają nadal n ie­
wyjaśnione.
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I. Wstęp

Fosfataza alkaliczna (fosfohydrolaza m onoestrów ortofosforanowych — 
3.1.3.1.) jest mało swoistym enzymem hydrolizującym  w alkalicznym  śro­
dowisku szereg monofosforanów organicznych, z k tórych takie jak: feny- 
lofosforan, p-nitrofenylofosforan, beta-glicerofosforan, czy też monofosfo- 
ran  fenoloftaleiny znalazły pospolite zastosowanie jako substra ty  ozna­
czania aktywności tego enzym u przy użyciu standardow ych m etod (1). 
W ykazano jednakże, że oprócz głównej zdolności do hydrolizowania mo­
nofosforanów enzym ma także zdolność hydrolizowania organicznych (2, 
3, 4) i nieorganicznych (5, 6) pirofosforanów. Stwierdzono, że w pH obo­
jętnym , a więc „fizjologicznym ”, nieorganiczny pirofosforan jest hydro- 
lizowany z podobną szybkością jak monofosforan (4), chociaż w pH 10 
enzym oczyszczony z ludzkiej w ątroby rozkładał p-nitrofenolan sodu 7 
razy efektyw niej niż nieorganiczny pirofosforan (7).

Na przestrzeni ostatnich kilkudziesięciu lat zgromadzono wiele infor­
m acji o fosfatazie alkalicznej i przedstawiono je nie tylko w setkach prac 
źródłowych, ale także w szeregu opracowaniach m onograficznych (8, 9, 
10, 11, 12). Również w polskim piśm iennictw ie znajdują się prace om awia­
jące pewne aspekty tego enzymu, m.in. publikacje w Postępach Biochemii 
(13, 14).

II. Występowanie enzymu i jego funkcja

Fosfataza alkaliczna jest enzymem  szeroko rozpowszechnionym 
w świecie zwierzęcym. Jej obecność odnotowano u człowieka i zwierząt 
wyższych wielu gatunków , w tym  także hodowlanych takich jak: kozy 
(15, 16, 17), owce (18, 19, 20), świnie (21, 22) czy bydło (23, 24, 25).

Fosfataza alkaliczna w ystępuje w wielu tkankach i płynach ustro jo­
wych, jednakże w obrębie tkanek rozmieszczenie tego enzymu nie jest 
równom ierne. Najwyższą aktywność enzym atyczną Wykazują komórki 
nabłonkowe (rąbek szczoteczkowy) mikrokosmków jelita  cienkiego (26, 
27) i bliższych kanalików nerki (28, 29, 30), kom órki nabłonka kanalików
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żółciowych (31), trofoblasty zespólni łożyska (32), osteoblasty (33), osteo- 
cyty i hypertroficzne kom órki chrząstki (34). Enzym znaleziono także 
w niektórych płynach ustrojowych. Oprócz surowicy w ystępuje on w m le­
ku (35), siarze (36), żółci (37), limfie jelita (38, 39, 40), a także w moczu 
(41, 42) i kale (43).

I I - l .  R o zm ieszczen ie  w ew n ą trzk o m ó rk o w e

Badania przeprowadzone z zastosowaniem frakcjonow anego w irow ania 
dowiodły, że fosfataza alkaliczna jest związana z frakcją mikrosomów 
(44, 45). Obserwacje z m ikroskopu elektronowego wykazały, że enzym 
znajduje się w błonach komórkowych (26, 27) i stanowi in tegralną część 
zewnętrznego listka podwójnej ściany kom órki (31). Za ścisłym związa­
niem enzym u z błoną komórkową przem awia też konieczność użycia w ce­
lu uwolnienia go do roztw oru takich metod jak: ekstrakcja butanolem  
(44,46, 47,48), ultrasonifikacja (49) czy stosowanie detergentów  (SDS, 
Triton X-100) (50).

Fosfataza jelita ludzkiego stanowi jednakże rozpuszczalny składnik 
komórek śluzówki, podczas gdy fosfataza ludzkiej w ątroby w ystępuje we 
frakcji s tru k tu r kom órkowych takich jak jądra, m itochondria czy lizoso- 
my (51). W ydaje się zatem, że rozmieszczenie w ew nątrzkom órkowe alka­
licznej fosfatazy zależy od rodzaju tkanki w której enzym ten w ystępuje.

,K~

II-2 . M iejsce  sy n tezy

Miejscem syntezy fosfatazy alkalicznej w komórce mogą być, tak  jak  
w przypadku wielu innych białek enzym atycznych — rybosom y szorst­
kiego retikulum  endoplazmatycznego, a miejscem składowania — w akuo- 
le. Nie można jednak wykluczyć, że miejscem syntezy enzym u jest aparat 
Golgiego w którym  zachodzi synteza wielu składników błon kom órko­
wych. Fosfataza alkaliczna może być w nim syntetyzow ana jako białko 
struk tu ra lne  błony, nie m ające aktywności enzym atycznej i nabierające 
jej dopiero wtedy, gdy w alkalicznym  środowisku stanie się ona częścią 
zew nętrznych powierzchni błon (8).

II-3 . F u n k cja

Już od dawna rolę fosfatazy kostnej łączono z procesem osteogenezy 
(52). Z kolei obecność enzymu na powierzchniach tkanek związanych 
z transportem  składników odżywczych sugerowała, że jego rolę można 
by wiązać z aktyw nym  transportem  i absorbcją cukrów (53), czy też
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tłuszczów (54). Rozważano też możliwość, że fosfataza alkaliczna może 
brać udział w regulow aniu poziomu NADP w tkankach, jak  też w regu­
lowaniu stosunku NADP do NAD (55). Na jeszcze inną funkcję enzymu 
wskazały badania F i s h m a n a  i L i n  (31), którzy przypisują fosfata­
zie alkalicznej udział w regulow aniu wym iarów błon komórkowych.

Mimo, że wyniki jeszcze wielu innych prac są spójne z niektórym i 
z przytoczonych powyżej hipotez, nadal brak precyzyjnego określenia 
roli i stopnia zaangażowania enzym u w poszczególne procesy fizjologicz­
ne. Jakakolw iek jednak jest rola enzymu występującego w tkankach i na­
rządach, wydaje się, że fosfataza alkaliczna krążąca w strum ieniu krw i 
pozostaje metabolicznie nieczynna (9), chociażby dlatego, że w surowicy 
b rak  odpowiednich substratów  rozkładanych zarówno przez fosfatazę jak 
i przez inne niespecyficzne enzymy (56). Także funkcja fosfatazy innych 
płynów ustrojow ych nie jest bliżej sprecyzowana i wydaje się, że obec­
ność w nich enzymu nie ma metabolicznego znaczenia, a jest następstw em  
dostaw ania się do tych płynów błon komórek obum ierających bogatych 
w fosfatazę alkaliczną (9).

III. Alkaliczna fosfataza surowicy krwi jako kompleks izoenzymów
o różnym pochodzeniu tkankowym

A utorzy pierwszych prac trak tu jących  o fosfatazie alkalicznej suro­
wicy krw i domniemywali jej kostne (57) lub też leukocytarne (58) po­
chodzenie. B o d a n s k y  (53, 59) pierwszy w ystąpił przeciwko trak to ­
waniu alkalicznej fosfatazy surowicy jako enzym u o jednorodnym  po­
chodzeniu. Hipoteza jego znalazła potwierdzenie dzięki rozwojowi nowo­
czesnych metod frakcjoanow ania mieszanin białkowych, na drodze zasto­
sowania których można było wykazać liczne różnice we właściwościach 
fosfataz pochodzących z różnych tkanek. Pomimo, że swoiste dla danej 
tkanki i z o e n z y m y f o s fa ta z y  nie wykazują zbyt drastycznych różnic 
w takich właściwościach jak: optim um  pH (8), stała Michaelisa (60) czy 
też współczynnik sedym entacji (8, 61), to jednak różnią się w dużo więk­
szym stopniu swoistością substratow ą (62), wrażliwością na czynniki 
chemiczne (63, 64, 65), reakcjam i immunologicznymi (66, 67), podatnością 
na inaktyw ację cieplną (68) czy też na denaturujące działanie mocznika 
(69) i ruchliwością elektroforetyczną na takich podłożach jak: żel agarowy 
(70, 71), agarozowy (72), skrobiowy (60, 66, 73, 74), poliakryloam idowy (75, 
76) i octan celulozy (77, 78, 79).

ł) u ż y ty  w  pracy term in  „ izo en zy m ” odnosi się  do b ia łek  p o s ia d a ją cy ch  a k ty w ­
n o ść  fo sfa ta zo w ą , k tóre  różn ią  się  m ie jscem  w y stęp o w a n ia , ru ch liw o śc ią  e le k tr o -  
fo re ty czn ą , a także w ła śc iw o śc ia m i b io ch em iczn y m i i im m u n o lo g iczn y m i.
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222 D. K I E R E K - J A S Z C Z U K [6]

Ponieważ izoenzymy fosfatazy uwolnione z poszczególnych tkanek do 
krw i zachowują tam  w pełni swoje odrębne właściwości (12), istnieje 
możliwość określenia składu izoenzymatycznego fosfatazy surowicy, co 
w ykorzystuje się w badaniach podstawowych i w diagnostyce klinicznej. 
Dużo bardziej zaawansowane badania fosfatazy człowieka w porównaniu 
z fosfatazą zwierzęcą, wykazały, że w surowicy zdrowych, dorosłych osób 
z łatwością można zidentyfikować izoenzymy z w ątroby (68, 75), kości 
(43, 68), jelita (80), a u ciężarnych także z łożyska (67, 81, 82).

Uwzględniając katalityczne (szybkość hydroiizowania substratów  czy 
też odpowiedź na pewne inhibitory) i m olekularne (stabilność w różnych 
w arunkach czy też ruchliwość elektroforetyczna) właściwości poszczegól­
nych izoenzymów, a przede wszystkim  ich wzajemne pokrewieństwo im­
munologiczne, iozenzymy alkalicznej fosfatazy pochodzące z różnych źró­
deł podzielono na 3 klasy antygenow e (83), (Tabela 1).

Największe różnice zaznaczają się pomiędzy izoenzymami zaliczanymi 
do różnych klas antygenowych. Pom iędzy izoenzymami pochodzącymi 
z kości, wątroby, śledziony i częściowo z nerki, różnice już nie są tak  w y­
raźne, dlatego też zaliczane są do wspólnej klasy. Chociaż są one n iew ąt­
pliwie najbardziej sobie pokrewne, można wykazać, że antysurow ica uzy­
skana przeciw fosfatazie w ątroby nie reaguje z fosfatazami z kości czy 
nerki (82), a reakcje krzyżowe obserwowane wcześniej mogły wynikać 
z heterogenności im m unogenu używanego do produkcji surowicy odpor­
nościowej. Kolejne dwie klasy stanowią częściowo ze sobą spokrewnione 
izoenzymy pochodzące z jelita i łożyska. W ykazane bliskie podobieństwo 
alkalicznej fosfatazy łożyskowej i jelitow ej ludzi (84), wskazuje zdaniem 
autorów na podobną sekwencję aminokwasową i wspólną s truk tu rę  przy­
najm niej części molekuł obu enzymów. Mimo immunologicznego pokre­
wieństw a enzymów obu tych klas, różnice pomiędzy fosfatazą łożyskową 
i fosfatazami nie-łożyskowego pochodzenia, a także pomiędzy fosfatazą 
jelitową i fosfatazami niejelitow ym i są bardzo wyraźne. M o s s (85) 
stw ierdza nawet, że fosfatazy jelitowe zwierząt różnych gatunków  są do 
siebie bardziej podobne niż fosfatazy różnych tkanek w obrębie tego 
samego gatunku.

I I I - l .  K om p lek s izo en zy m ó w  w ą tr o b o w o -k o stn y ch

Izoenzym w ątrobow y ma wiele cech wspólnych z iozenzymem kost­
nym, dlatego często operuje się pojęciem kompleksu wątrobowo-kostnego. 
Oba izoenzymy w ykazują bardzo subtelne różnice w ruchliwości elektro- 
Joretycznej, przez co na żelu skrobiowym, zwłaszcza gdy ich aktywność 
jest zbliżona, są trudne do odróżnienia (73). Łatwo można je natom iast 
rozdzielić w żelu agarowym  (71), poliakryloam idowym  (75, 76,86), czy 
też na octanie celulozy (79). Oba izoenzymy są mało odporne na ogrzewa­
nie (60) i oba są denaturow ane przez mocznik zastosowany w wysokich
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stężeniach (87, 88); izoenzym kostny jest jednak od wątrobowego bardziej 
term olabilny (68) i jest w nieco większym stopniu denaturow any przez 
mocznik (69, 89). Jest on także bardziej niż wątrobow y w rażliw y na de­
natu ru jące  działanie kwaśnego pH (89). Oba izoenzymy są nieznacznie 
tylko hamowane przez L-fenyloalaninę (54, 89), ale w dużym stopniu 
przez L-hom oargininę (90,91,92) i imidazol (93). Oba zaw ierają w poło­
żeniu końcowym dostępne dla działania neuram inidazy reszty  kwasu 
sjalowego (N-acetyloneuraminowego), po odłączeniu których obniżają swą 
ruchliwość elektroforetyczną (4, 71).

III-2 . Izo en zy m  je lito w y
S.

W porównaniu z ruchliwością elektroforetyczną izoenzymów: w ątrobo­
wego, kostnego czy łożyskowego, ruchliwość elektroforetyczną izoenzymu 
jelitowego jest najm niejsza (39, 71). Tak jak i fosfataza wyizolowana z je­
lita  (94) izoenzym ten jest całkowicie odporny na działanie neuram ini­
dazy, pod wpływem której nie zmienia się jego ruchliwość elektrofore- 
tyczna (71, 95, 96). Enzym ten nie zawiera więc kwasu sjalowego, chociaż 
zaw iera go fosfataza jelitowa zarodków ludzkich (97). Izoenzym jelitow y 
jest w  dużym stopniu ham ow any przez L-fenyloalaninę (64, 89,98,99) 
i inaktyw ow any przez przeciwciało wytworzone przeciwko fosfatazie jelita 
(80). Na inaktyw ację cieplną, podobnie jak i na denaturujące działanie 
mocznika (100, 101) jest bardziej odporny niż kompleks w ątrobow o-kost- 
ny, ale mniej niż izoenzym łożyskowy. Optimum  działania tego enzym u 
przypada na pH 9,8 (96). W ydaje się, że izoenzym jelitow y jest niejedno­
rodny. W oczyszczonym preparacie fosfatazy alkalicznej wyizolowanej 
z jelita  szczura zidentyfikowano trzy  główne formy, które różniły się 
swoistością substratow ą i składem glikoproteidowym  (97). Zaobserwowano 
również, że L-fenyloalanina ham uje fosfatazę rąbka szczoteczkowego 
kosmków jelita, natom iast nie działa na fosfatazę z rdzenia kosmków (54). 
Na tej podstawie wysunięto hipotezę o przem ianach m etabolicznych jakim  
podlega iozenzym jelitow y przechodząc do św iatła jelita  (patrz także roz­
dział IV-1). W ydaje się, że uzyskano dalsze dowody popierające tę hipo­
tezę (102). Z dw unastnicy ludzi wyodrębniono także dwa izoenzymy
o różnej term ostabilności, z których term ostabilny po znalezieniu się we 
krw i krążącej obwodowo staje się nie do odróżnienia od izoenzymu kost­
nego (103).

I I I -3. Izoen zym  ło ży sk o w y

Izoenzym ten podczas elektroforezy m igruje w pobliżu kom pleksu wą- 
trobowo-kostnego, z ruchliwością elektroforetyczną m niejszą niż izoen­
zym kostny, ale znacznie większą niż izoenzym jelitow y (104). Ze wszyst­
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kich znanych izoenzymów fosfatazy alkalicznej ten jest najbardziej od­
porny na ogrzewanie (71, 105) i na denaturu jące działanie stężonych roz­
tworów mocznika (88, 100), a także na działanie EDTA (106). Jest na to ­
miast wrażliwy na działanie neuram inidazy (95, 107). Jest także ham ow a­
ny przez L-fenyloalaninę i L -tryp tofan  (8, 108) i strącany  przez przeciw­
ciało przygotowane przeciwko alkalicznej fosfatazie łożyska (67). Izoen- 
zym łożyska ludzkiego wykazuje optim um  działania w pH 10,6 (109).

IV. Skład i proporcje izoenzymów alkalicznej fosfatazy surowicy 
człowieka

IV -1. P ro fil izo en zy m a ty czn y  zd row ych , d o ro sły ch  o so b n ik ó w

Pomimo istnienia kilku źródeł pochodzenia alkalicznej fosfatazy suro­
wicy, homeostaza tego enzym u jest tak  duża, że całkowita aktyw ność 
enzymu zdrowych, dorosłych osób mieści się w wąskim przedziale (110).
O ile, jak już wspomniano, na profil izoenzym atyczny alkalicznej fosfa­
tazy surowicy mogą składać się izoenzymy z w ątroby, kości czy jelita, to  
w literaturze znajdują się sprzeczne dane odnośnie ich wzajem nej pro­
porcji. Na podstawie badań elektroforetycznych sugeruje się, że w suro­
wicy dorosłych osób przeważa izoenzym w ątrobow y (70, 73, 75, 111), co 
zostało częściowo poparte badaniam i imm unologicznym i (82). Natomiast 
wyniki badań przeprowadzone z zastosowaniem  testu  ham ow ania cieplne­
go, czy też oszacowujące wpływ mocznika, w skazują na takie same pro­
porcje izoenzymu wątrobowego, jak i kostnego (68), lub naw et przewagę 
izoenzymu kostnego (112). F i s h m a n  i G h o s h  (8) stw ierdzają nato­
miast, że głównym źródłem alkalicznej fosfatazy surow icy zdrowych, do­
rosłych osób jest śluzówka jelita. O ile jednak u niektórych osób może 
przeważać form a typowego izoenzymu jelitowego, a więc odpornego na 
ogrzewanie i wrażliwego na L-fenyloalaninę (wtedy w surowicy można 
zidentyfikować wolno m igrujący prążek izoenzymu jelitowego), to pozo­
stali osobnicy, m ają zapewne tylko więcej m etabolicznie zmodyfikowanej 
form y izoenzymu jelitowego i w ich surow icy nie stw ierdza się obecności 
wolno m igrującego prążka tego enzymu. Ta form a enzym u będąca odpor­
na na ogrzewanie i niew rażliwa na L-fenyloalaninę jest zdaniem autorów  
nieodróżnialna od fosfatazy pochodzenia wątrobowego, co zgadza się z w y­
nikam i cytow anych powyżej prac, w skazujących na w ątrobę jako główne 
źródło fosfatazy surowicy.

IV -2. P ro fil izo en zy m a ty czn y  w  różn ych  sta n a ch  f iz jo lo g icz n y c h

Skład i proporcje poszczególnych izoenzymów fosfatazy alkalicznej 
obecnej w surowicy podlegają na ogół tylko niewielkim , genetycznie za­
kodowanym fluktuacjom  (77, 110), jednak w pew nych stanach fizjologicz­
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nych stosunki te zostają naruszone i odbiegają od norm y charak teryzu ją­
cej, zdrowych, dorosłych osobników.

W surow icy noworodków (113), dzieci i młodzieży (114) oraz po raz 
drugi w starszym  wieku (89, 115) można stwierdzić podwyższenie całko­
witej aktyw ności enzymu. Zmniejszona ruchliwość szybkiego prążka 
w surowicy noworodków i dzieci w stosunku do tem pa m igracji tego prąż­
ka u osobników dorosłych (116), a także inne jeszcze jego właściwości 
wskazują, że u noworodków i dzieci dom inujący udział ma izoenzym kost­
ny (68, 87), a także, choć w m niejszym  stopniu, izoenzym jelitow y (87).

W surow icy osób będących w starszym  wieku zidentyfikowano obec­
ność izoenzymu wątrobowego (71), bądź wątrobowego i kostnego (118). 
Większość badaczy stoi jednak na stanowisku, że podwyższona aktywność 
enzym u w surow icy ludzi starych jest spowodowana zwiększonym udzia­
łem izoenzymu wątrobowego (89, 117, 118).

Także w surowicy kobiet będących w zaawansowanej ciąży stw ierdzo­
no znacznie podwyższoną całkowitą aktywność alkalicznej fosfatazy (79, 
118, 119). Aczkolwiek w literaturze znajdują się sugestie o kostnym  po­
chodzeniu fosfatazy surowicy ciężarnych (74), to jednak dokładne badania 
pozwoliły wykazać, że zwiększona aktywność enzymu surowicy jest spo­
wodowana obecnością w niej dodatkowego kom ponentu jakim  jest izoen­
zym łożyskowy (67, 81, 82, 104). Cechuje go odporność na ogrzewanie (81, 
105, 113), na różne czynniki chemiczne (87, 113), neuram inidazę (120), 
a także odrębne w stosunku do innych izoenzymów właściwości im m uno­
logiczne (67). Oprócz izoenzymu łożyskowego w surowicy krw i ciężarnych 
w ystępuje izoenzym wątrobowy, czasami także jelitowy, ale niekiedy 
można zidentyfikować tylko izoenzym łożyskowy (79). Syntetyzow any 
przez łożysko, ale pod genetyczną kontrolą zarodka (121), izoenzym ten 
przenika do krw i m atki i w krw i zarodka nie ma go w ogóle. O kreślając 
w stosunku do fosfatazy surow icy krw i zarodka efekty ogrzewania (68), 
działania mocznika (87) czy też EDTA (106), a także oceniając szybkość 
m igracji (113) i reakcję immunologiczną z przeciwciałem wytworzonym  
przeciwko fosfatazie łożyska (67) wykazano, że fosfataza ta ma inne w łaś­
ciwości niż izoenzym łożyskowy (Tabela 2).

W ykazano, że aczkolwiek jelito wszystkich ludzi zawiera fosfatazę, do 
surowicy poszczególnych osób izoenzym jelitow y przenika w różnej ilości 
(122), tak  że re jestru je  się go ty lko u 20-60% ludzi (123). W ykazano, że 
wolno m igrujący prążek izoenzymu jelitowego w ystępuje przede wszyst­
kim w surowicy krw i ludzi z grupą krw i B i O (124, 125), których ślina 
zawiera substancję antygenową ABH (122, 125). Osobnicy ci posiadają 
fizjologicznie zwiększone o 25°/o wartości całkowitej aktyw ności enzymu 
surowicy (80, 122). Wykazano także wpływ czynników pozagenetycznych 
na obecność tego izoenzymu. Szczególnie dobrze jest on widoczny w su­
rowicy ludzi pozostających na diecie wysokotłuszczowej (126, 127) i wy- 
sokobiałkowej (128). Za związkiem pomiędzy jego obecnością i stanem
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Tabela 2

Właściwości fosfatazy alkalicznej łożyska ludzkiego, a także enzymu obecnego w surowicy ciężarnej 
matki i w surowicy zarodka (wg pozycji 103).

Cecha charakterystyczna
Pochodzenie enzymu

Łożysko Surowica matki Surowica zarodka

Odporność na ogrzewanie + + —

Odporność na mocznik + + —
Odporność na EDTA + + —
Hamowanie L-fenyloalaniną + v  + —
Reakcja z przeciwciałem uzyskanym
przeciw fosfatazie łożyska + + —
Półokres biologicznego trwania 7 dni 7 dni Nieznany
Wpływ M g++ przy niskich stężeniach
substratu Bez efektu Bez efektu Zwiększona aktyw­

ność

odżywiania przem aw iają także obserwacje, że brak go w surowicy ludzi 
gorzej odżywiających się, a więc u pacjentów  hospitalizowanych, kobiet 
rodzących czy też noworodków (61).

IV -3. P ro fil izo en zy m a ty czn y  w  różn ych  sta n a ch  p a to lo g iczn y ch

Na ogół zwiększoną całkow itą aktywność alkalicznej fosfatazy suro­
wicy obserwuje się równolegle ze zwiększeniem aktyw ności albo izoen- 
zymu kostnego, albo izoenzymu wątrobowego (76, 126).

Tak na przykład w surow icy osób obarczonych chorobami kośćca 
zwiększonej całkowitej aktyw ności enzymu towarzyszy zwiększona 
aktywność izoenzymu kostnego. Zjawisko to zaobserwowano też wielo­
krotnie w przypadkach przebiegających ze zwiększoną aktyw nością osteo- 
blastów, np. w zniekształcającym  zapaleniu kości (choroba Pageta) (129), 
ale też obserwowano je w przypadkach nadczynności przytarczyc (110) 
i chronicznego uszkodzenia nerek (130).

Z kolei w surowicy osób z chorobami w ątroby (68, 72, 76, 111, 131) 
znajduje się stosunkowo więcej fosfatazy pochodzenia wątrobowego (68, 
111). R h o n e  i M i z u n o  (132) byli w stanie wykazać pewne różnice 
we właściwościach izoenzymu wątrobowego surowicy krw i pacjentów 
z m arskością w ątroby bądź żółtaczką zaporową, a izoenzymem w ątrobo­
wym w ystępującym  u zdrow ych osób.

W surowicy osób z chorobam i jelita nigdy nie obserw uje się zwięk­
szonego udziału izoenzymu jelitowego, aczkolwiek więcej tego enzymu 
znaleziono w surowicy osób z łojotokiem  (133), chorych na marskość wą­
troby (61) i z chroniczną niewydolnością nerek (130, 134). W surowicy 
osób dotkniętych hipofosfatazją stwierdzono wyłącznie obecność izoenzy-
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mu jelitowego (135, 136), także aktyw ność fosfataz wszystkich oprócz 
jelita  tkanek była mocno zredukow ana (137, 138).

Z kolei w surowicy osób z odrzutam i przeszczepu nerki wykazano 
obecność izoenzymu nerkowego, k tóry  norm alnie w surowicy nie w ystę­
puje (139, 140).

W hyperfosfatazem icznych surowicach pacjentów  dotkniętych nowo­
tw oram i w ykryto  łożyskopodobną fosfatazę produkowaną przez komórki 
nowotworowe guza (141, 142). W surow icy niektórych chorych na nowo­
tw ór płuc można zidentyfikować immunologicznie pokrew ny izoenzymowi 
łożyskowemu, term ostabilny izoenzym Regana (143, 144, 145). Podobnie 
iak izoenzym łożyskowy izoenzym Regana jest hamowany przez L-feny- 
loalaninę. Oba izoenzymy m ają podobną szybkość m igracji, k tórą obniża 
traw ienie neuram inidazy (143, 144, 146, 147). Porów nując N-końcową 
sekwencję aminokwasów, mapę peptydów, ciężar cząsteczkowy i punkt 
izoelektryczny wykazano jednakże różnice w budowie fosfatazy łożyska 
i guza. Źródłem izoenzymu Regana w surow icy są zapewne subkomórkowe 
s tru k tu ry  tkanki nowotworowej. Histochemiczne badania nowotworowej 
tkanki jajników  wykazały, że ten ham ow any przez L-fenyloalaninę izoen­
zym występuje przede wszystkim  w przestrzeniach pomiędzy zewnętrzną 
i w ew nętrzną ścianą komórkową m itochondriów, rzadziej w aparacie Gol- 
giego, retikulum  endoplazm atycznym , czy też błonach jądra kom órkowe­
go, podczas gdy drugi, ham owany przez L-hom oargininę, ale nie ham owa­
ny przez L-fenyloalaninę izoenzym jest związany z błonam i komórkowymi 
(149). Trzeba jednakże zauważyć, że izoenzym Regana zidentyfikowano też 
w surowicy pacjentów dotkniętych chorobam i innym i niż o etiologii nowo­
tworowej (145, 150, 151). Daje to podstawę do przypuszczeń, że nie jest 
to izoenzym swoisty dla tkanki nowotworowej (151), aczkolwiek jego obec­
ność może mieć związek z predyspozycją do rozwoju choroby nowotworo­
wej (150).

Z kolei w surowicy pacjentów  z rakow atością opłucnej (152), gruczo- 
lako-rakiem  ogona trzustki (153), a także z przerzutow ym  gruczolako-ra- 
kiem przewodów żółciowych (154) znaleziono izoenzym Nagao’y. Ze wzglę­
du na swą term ostabilność jest on pokrew ny izoenzymowi Regana. Jest 
też ham owany przez L-fenyloalaninę. W odróżnieniu od innych izoenzy- 
mów jest on także ham owany przez L-leucynę, L-izoleucynę, L-walinę 
i EDTA.

W surowicy osób chorych na raka wątrobowo-koinórkowego odkryto 
jeszcze inną łożyskopodobną form ę alkalicznej fosfatazy — w ariant hepa- 
toma (155). Pod względem właściwości fosfataza ta jest także częściowo 
podobna do izoenzymu wątrobowego i częściowo do izoenzymu Nagao’y 
(156).
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V. Polimorfizm elektroforetyczny fosfatazy alkalicznej tkanek 
i narządów

Szczególnie w przypadku jelita i nerki, ale także w m niejszym  stopniu 
w przypadku kości i w ątroby (157), można wykazać elektroforetycznie 
heterogenność fosfatazy alkalicznej (85, 158).

Najszybciej m igrującej głównej frakcji ekstraktów  tkanek  bogatych 
w fosfatazę alkaliczną towarzyszy zazwyczaj kilka wolniej m igrujących 
frakcji pobocznych. Najprawdopodobniej ta obserwowana heterogenność 
jest wynikiem  m odyfikacji pojedynczego rodzaju cząsteczek a powstałe 
form y potomne różnią się ładunkiem , a nie wielkością cząsteczek (159, 
160) czy też ich aktyw nością (85). Przyczynę tej heterogenności upatru je  
się częściowo w m etodach uw alniania enzym u (161), a częściowo w różnej 
zawartości kwasu sjalowego (158). Różną zawartość tego kwasu stw ier­
dzono w głównej frakcji fosfatazy nerki, która po potraktow aniu neura- 
m inidazą migrowała jako pojedyncza, zw arta frakcja  (162), a także w sto­
sunku do fosfatazy w ątroby (163). Jednakże jedna z najbardziej hetero- 
gennych fosfataz — fosfataza jelita (159), w ogóle nie zawiera w położe­
niu końcowym kwasu sjalowego (94, 163). W ykazano, że wolniej m igru­
jące frakcje alkalicznej fosfatazy jelitow ej zaw ierają enzym, k tóry  pod 
względem rozm iarów cząsteczek (163), właściwości katalitycznych (164) 
i odporności na ogrzewanie (60, 164, 165) jest podobny do enzym u frakcji 
głównej.

Ostatnio wysoko oczyszczony preparat alkalicznej fosfatazy ludzkiego 
jelita  otrzym ali K o m o d a  i S a k a g i s h i  (97). Zastosowane przez 
autorów  techniki elektroforetyczne pozwoliły w nim stw ierdzić obecność 
jednego prążka głównego i jednego towarzyszącego. Oba prążki w ykazy­
wały takie same właściwości antygenowe i aczkolwiek autorzy podejrze­
wali, że różnią się one zawartością cukrów, różnic tych nie udało im się 
wykazać.

Stąd też przyjm uje się powszechnie, że w pojedynczej tkance czy też 
narządzie jest tylko jeden rodzaj cząsteczek fosfatazy alkalicznej. Obser­
wowana heterogenność może więc wynikać z faktu, że niektóre frakcje 
zaw ierają enzym odznaczający się większym ciężarem cząsteczkowym, 
będący agregatam i pojedynczych cząsteczek (48). Inne frakcje mogą z ko­
lei powstawać w skutek degradacji lub też niekom pletnej dysocjacji kom­
pleksów jakie cząsteczki fosfatazy alkalicznej tw orzą z białkam i katali­
tycznie nieaktyw nym i np. lipoproteinam i (60, 85).

Odm ienny pogląd na powstawanie różnych form  enzym u przyjm uje 
F e r n l e y  (10), k tóry  uważa, że heterogenność fosfatazy danej tkanki 
może wynikać bądź ze zw ielokrotnienia genów kontrolujących jej synte­
zę, bądź z ich modyfikacji. Pogląd ten wydaje się godny przytoczenia 
z uwagi na odnotowany w literaturze fak t istnienia form  izoenzymu je li­
towego (54, 68) czy też wątrobowego (132, 166).
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Także przeprowadzone ostatnio badania nad fosfatazą alkaliczną w y­
odrębnioną z tkankow ej hodowli kom órek w ątroby ujaw niły, że pojedyn­
cze komórki tej tkanki syntetyzują trzy  immunochemicznie odrębne for­
my. Różnice w składzie izoenzymatycznym komórek kilku badanych klo­
nów otrzym anych z tej samej komórki m acierzystej autorzy wiążą ze 
zróżnicowaną ekspresją genów odpowiedzialnych za syntezę fosfatazy 
alkalicznej w poszczególnych klonach (167).

V -l .  P o lim o rfizm  g en e ty czn y  a lk a liczn e j fo s fa ta z y  ło ży sk a  lu d zi —  su g e s t ie  o d n o śn ie  
g e n e ty cz n e j k o n tro li fo sfa ta z y  in n y ch  tk a n ek .

Synteza fosfatazy łożyska ludzi, która najbardziej różni się od fosfataz 
innych tkanek znajduje się pod oddzielną kontrolą genetyczną. B a d g e r
i S u s s m a n  (168) porównując N-końcową sekwencję aminokwasów, 
mapę peptydów i skład aminokwasowy oczyszczonej fosfatazy w ątroby
i łożyska stw ierdzili różnic^ w budowie enzymów obu tkanek, co pozwoli­
ło im wskazać na odrębną kontrolę genetyczną dla fosfatazy w ątroby
i fosfatazy łożyska. Fosfataza łożyska w ystępuje w postaci sześciu feno- 
typowo różnych form (66, 121), których syntezę kontrolują 3 geny alle- 
liczne pojedynczego locus autosomalnego. Fenotypy te można zidentyfiko­
wać dopiero na drodze elektroferezy prowadzonej w żelu o w artościach 
pH 8,6 i 6,0 (121). Zróżnicowane fenotypowo enzym y m ają takie same 
właściwości antygenowe (84).

Także w przypadku fosfatazy jelitow ej sugerowano odrębną kontro­
lę genetyczną, aczkolwiek do tej pory nie doniesiono o zróżnicowaniu 
fenotypowym, które miałoby swoje źródło w genetycznej kontroli poprzez 
allele wielokrotne.

Podobne sugestie o oddzielnej kontroli genetycznej wysuwano też w 
odniesieniu do izoenzymów trzeciej klasy antygenow ej, jednakże nie zna­
my do tej pory liczby genów struk tu ra lnych  określających izoenzymy 
tej klasy (12), (Tabela 3).

Trudno jest stwierdzić czy różnice pomiędzy fosfatazą kostną i w ątro­
bową są uwarunkowane na poziomie genetycznym , czy też w ynikają cał­
kowicie bądź częściowo z m odyfikacji II-o rzędowej s tru k tu ry  pojedyn­
czego typu cząsteczki (169).

VI. Polimorfizm genetyczny fosfatazy alkalicznej surowicy krwi 
zwierząt wybranych gatunków

U bydła opisano genetyczne odm iany alkalicznej fosfatazy/ surowicy 
będące pod kontrolą 2 genów allelicznych, z których jeden jest odpowie­
dzialny za obecność szybkiej frakcji enzym u (gen dom inujący), a drugi, 
recesywny — za jej brak (23, 24, 25).
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Opisano również polimorfizm fosfatazy alkalicznej z surowicy krwi 
owiec (18, 19, 20). Udowodniono, że obecność frakcji o pośredniej ruchli­
wości elektroforetycznej (frakcji B) ma ścisły związek z obecnością roz­
puszczalnej substancji grupowej O, recesywnej w stosunku do substancji 
grupowej R (18, 19). Tylko u młodzieży charakteryzującej się wyższą 
aktyw nością enzym u związek ten  nie jest tak  wyraźnie zaznaczony. Stąd 
u owiec w wieku 2,5-4 miesięcy posiadających grupę krw i R (bądź na­
leżących do klasy serologicznej i) można było, w przeciwieństwie do 
zwierząt dorosłych, zidentyfikować frakcję B. Dla frakcji tej udowodnio­
no genetyczną kontrolę poprzez 2 geny alleliczne pojedynczego locus auto- 
somalnego (20).

Genetyczne w arianty  szybko m igrującej frakcji fosfatazy alkalicznej 
z surowicy krw i kóz zostały także rozpoznane (17). Na podstawie feno­
typów zidentyfikowanych u potomstwa pochodzącego z celowo zaplano­
wanych kojarzeń ustalono, że kontrola genetyczna dla fosfatazy tego szyb­
ko m igrującego rejonu jest spraw owana przez 2 geny, dom inujący i re- 
cesywny, które są allelami pojedynczego autosomalnego locus.

Także u świń prześledzono korelację między alkaliczną fosfatazą suro­
wicy krw i i grupą krwi układu A-O. Jednakże monomorficzna pod wzglę­
dem fosfatazy populacja badanych świń, nie wykazała żadnego sprzężenia 
z tym  układem  (19). Nieco później zaobserwowano polimorfizm alkalicz­
nej fosfatazy surowicy krw i tych zwierząt, jednakże miał on charakter 
ontogenetyczny (21, 22). Genetyczny polimorfizm fosfatazy surowicy świń 
został opisany przez D i n k 1 a g e ’a (170), k tóry  na podstawie badań nad 
rodzinami postulował istnienie 5 genów allelicznych. Dalsze badania (171, 
172) wskazały tylko na istnienie 3 alleli. Trzeba jednakże zaznaczyć, że 
przyjm ując ten model dziedziczenia, w odniesieniu do fenotypów potom­
stwa pochodzącego z pewnych typów kojarzeń, zaobserwowano duże od­
chylenia od praw a H ardy’ego-W einberga (172). W yniki dalszych badań, 
gdzie w stosunku do frakcji A, B i C identyfikow anych elektroforetycznie 
w surowicy krw i świń wykazano różnicujący wpływ ogrzewania (173), 
a także L-fenyloalaniny, L -tryp tofanu  i L-hom oargininy (174) wskazały, 
że enzymy zlokalizowane w poszczególnych frakcjach różnią się swoim 
pochodzeniem tkankowym. Przez analogię do wyników dyskutowanych 
w odniesieniu do fosfatazy ludzkiej należało by więc domniemywać, że 
zróżnicowane elektroforetycznie izoenzymy poszczególnych frakcji mogą 
posiadać odrębną kontrolę genetyczną, a nie reprezentować w arianty ' 
alleliczne, jak to było dotychczas przyjm owane.

VII. Uwagi końcowe

Omówione w pracy różnorodne źródła pochodzenia fosfatazy alkalicz­
nej, możliwość syntezy pod genetyczną kontrolą genów będących allela­
mi tego samego locus, a także duży rozm iar cząsteczki (94, 157, 175) razem
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z jej glikoproteidową na tu rą  (46, 94, 95, 96, 98, 107) wskazują na wiele 
źródeł heterogenności enzymu. Konieczność stosowania dość drastycznych 
metod w celu uwolnienia do roztw oru ściśle związanego z błonam i enzy­
mu stw arza możliwość pojawienia się izoenzymów — artefaktów . Aby 
uniknąć ich rejestrow ania zachodzi potrzeba używania precyzyjnych m e­
tod i kompleksowego in terpretow ania wyników. Być może, że enzym  już 
w błonach komórkowych jest związany z różną liczbą reszt węglowoda­
nowych (176) ale jest także możliwe (11), że właśnie podczas samej eks­
trakcji czy też podczas oczyszczania pewna liczba tych reszt może od- 
dysocjowywać. W yniki niektórych prac wydają się popierać takie p rzy­
puszczenie (45, 46, 48, 177). Ponadto w przypadku fosfataz składających 
się z podjednostek (177, 178, 179, 180, 181) odmiana o dużym ciężarze 
cząsteczkowym może łatwo przechodzić w niskocząsteczkową, chociażby 
podczas składowania m ateriału  (11, 182). Zaobserwowane zmiany właści­
wości fizycznych enzym u w zam rażanych i w tórnie odm rażanych p repara­
tach butanolowych (60), czy też zmiany jakie zarejestrow ano po składo­
waniu m ateriału  (159, 182), wydają się dokum entować dość łatwe pow sta­
wanie heterogenności in vitro. Stąd też w rozpatryw aniu  źródeł he tero ­
genności fosfatazy alkalicznej nie można pominąć możliwości pow staw a­
nia podczas preparatyki cząsteczek pozbawionych kwasu sjalowego, agre­
gatów form m onomerycznych, konform erów bądź też innych m odyfi­
kacji natywnego enzymu, które dodatkowo powiększają źródła jego he te ­
rogenności.
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SPRAW OZDANIA

VIII Międzynarodowy Kongres Fotobiologiczny w Strasbourgu, 
Francja, 20-25 lipca 1980

N a se sji in a u g u ra cy jn e j w y g ło szo n o  re fera ty , k tó ry ch  ty tu ły  o k reśla ją  g łó w n e  
te m a ty  kon gresu :
1. B io k o n w ersja  en erg ii sło n eczn ej —  M elv in  C a lv in  (U SA )
2. Skóra: stru k tu ra  a d z ia ła n ie  n a tu ra ln e  i te ra p eu ty czn e  en erg ii sło n eczn ej — K la u s  

W o lff (A u stria)
3. F o to sy n teza  ro ś lin  z ie lo n y ch : św ia tło  jako  źród ło  oraz jako  son da b a d aw cza  —  

W o lfg a n g  Ju n g ę  (RFN).
W n in ie jsz y m  sp ra w o zd a n iu  z k on gresu  ogra n icza m  się  do szczeg ó ło w eg o  o m ó ­

w ie n ia  sy m p o zjó w  p o św ięc o n y c h  fo to b io lo g ii fu rok u m aryn , fo to ch em o tera p ii ch orób  
sk ó rn y ch  oraz rep era cji fo to u szk o d zo n eg o  D N A . In ne  sy m p ozja  o b e jm o w a ły  n a s tę ­
p u ją ce  tem a ty : I. N o w e  m eto d y  sp ek tro sk o p o w e, II. F o to reg u la cja , fo to recep cja ,  
r y tm y  fo to sy n tez y , IV . P ie rw o tn e  p ro cesy  w  fo to sy n tez ie , V. R ea k cje  fo to ch em iczn e  
w  b ia łk ach  oraz w  k o m p lek sa ch  z k w a sa m i n u k le in o w y m i, VI. B io k o n w ersja  e n e rg ii  
s ło n eczn ej, V II. F o to b io lo g ia  rod op syn y , X . F o to m o rfo g en eza . S y m p o zju m  VI b y ło  
raczej zd a w k o w e  ze w z g lęd u  na k o n k u ren cy jn ą  k o n fer e n c ję  org a n izo w a n ą  w  B r ig h ­
to n  (A nglia) w  lis to p a d z ie  br. pod n a zw ą  „E nergia  z b io m a sy ”. W tym że B r ig h to n  
n a  sierp ień  p rzy sz łeg o  roku za p o w ied z ia n o  Ś w ia to w e  F oru m  S ło n eczn e  (S o la r  W o r ld  
F orum ),  gd zie  b ęd z ie  rozp atrzon e  bardzo w ie le  za g a d n ień  p ra k ty czn y ch  w y k o r z y ­
sta n ia  en erg ii s ło n eczn ej do o g rzew a n ia  p o m ieszczeń  na drodze b ezp o śred n ie j oraz  
p o śred n ie j z w y k o rz y sta n ie m  en erg ii z b iom asy . Z p rogram ów  o b y d w u  k o n fer e n c ji  
w y n ik a  że ferm e n ta c ja  e ta n o lo w a  i m eta n o lo w a  z b io m a sy  ro ln ej i leśn ej m oże  
stać  się  n ied łu g o  o p ła ca ln y m  e k o n o m iczn ie  źród łem  p a liw  n ap ęd o w y ch . P o d cza s  
se sji za m y k a ją cej obrady  k on gresu , F ran z G re iter  (A u stria) w y g ło s ił  so c jo lo g iczn ie  
za b a rw io n y  re fe ra t pt. W p ły w  sz tu czn ego  i n a tu ra ln eg o  św ia tła  na f iz jo lo g ię  i p s y ­
c h o lo g ię  lud zk ą.

P rócz 10 sy m p o zjó w  o m ó w io n y ch  w y ż e j, łą czn ie  z o d p o w ia d a ją cy m i im  k o m u ­
n ik a ta m i w  p o sta c i p la k a tó w , o d b y ły  się  3 sy m p ozja  w  fo rm ie  obrad o k rą g łeg o  
sto łu :
—  In ży n ier ia  g e n e ty cz n a  a rep era cja  D N A
— Z a sto so w a n ie  i te s to w a n ie  o słon  p r z ec iw sło n eczn y ch
—  E n d ogen ne i eg zo g en n e  in h ib ito ry  i sen sy b iliza to ry  (a) B adan ia  p o d sta w o w e  

(b) Im p lik a cje  tera p eu ty czn e .
W k o n g resie  brało  u d zia ł ok. 400 u czestn ik ó w  a to w a rzy szy ło  im  ponad 100 osób , 

w  ty m  sporo d z iec i w  w ie k u  15— 18 lat; ek sp o zy cja  358 p la k a tó w  d o p ełn iła  c a ło śc i  
ja k o  coś w  rod zaju  w y s ta w y , k tórą się  zw ied za ło  sp o ra d y czn ie  w  d o god n ym  d la  
sie b ie  czasie . Z asa d n icze  ro zm o w y  i d y sk u sje  o d b y w a ły  się  n ie  przy p la k a ta ch  
a w  d y sk u sja ch  ok rą g łeg o  sto łu  lu b  w  p rzerw a ch  obrad.

http://rcin.org.pl



2 4 0 S P R A W O Z D A N I A

W p len a rn y m  r efera c ie  K la u sa  W o lffa  (PL2) *) rozp atrzono  p ozn an e r e a k c je  
sk óry  lu d zk ie j na d z ia ła n ie  zn a czn y ch  d a w ek  p ro m ien io w a n ia  u ltr a fio le to w eg o . W y ­
su n ięto  p o stu la t, że kom órk i L a n g erh an sa  są  k o m órk am i u le g a ją cy m i n a jszy b szy m  
zm ian om  po n a p ro m ien ien iu , są czu lsze  n iż  np. k e r a ty n o c y ty  i m e la n o cy ty  w a r ­
stw y  p o d sta w n ej nask órk a . S tw ierd zo n o  d o św ia d cza ln ie  że d z ia ła n ie  U V -B  (290- 
320 nm ) n iw e lu je  część  m a rk eró w  im m u n o lo g iczn y ch , co p o w o d u je  o b n iżen ie  z d o l­
n o ści s ty m u lo w a n ia  p ro lifera c ji l im fo c y tó w  T in  v i t r o  (P133, P134). Z m ian y  w  fu n k ­
cji im m u n o lo g iczn ej ko m ó rek  L an gerh a n sa  za u w a ża  się  przy  n isk ich  daw k ach , ju ż  
przy 10 m J /cm 2, przy k tó ry ch  n ie  o b serw u je  się  z a h a m o w a n ie  sy n tezy  D N A  lu b  
b ia łek  w  kom órk ach  w a r s tw y  p o d sta w n ej nask órk a .

B adan o zm ia n y  w  sk órze i w  n ask ó rk u  p a c jen tó w  p o d d a n y ch  leczen iu  P U V A  
w  o k resie  pon ad  3 -m ies ięczn y m . M etodą m ik rosk op u  e le k tr o n o w eg o  stw ierd zo n o  p o ­
w sta w a n ie  a n o m a ln y ch  ty p ó w  kom órek , d w u k ro tn ie  częśc ie j w  skórze n iż  w  n a ­
skórku. P od k reślo n o  ochronną ro lę  m e la n o cy tó w , p ig m en t u m n ie jsza  szk o d liw o ść  
d zia ła n ia  p r o m ien io w a n ia  u ltr a fio le to w eg o  pop rzez  ab sorp cję  lub  ro zp roszen ie  św ia ­
tła , pon adto  jest p u ła p k ą  d la  w o ln y c h  rod n ik ó w .

M. L. K ripk e (U SA , S18) p rzed sta w iła  n o w e  o b serw a cje  co do u d zia łu  sy stem u  
im m u n o lo g iczn eg o  w  och ro n ie  przed  ra k iem  skóry. W ie lo k ro tn e  n a św ie t la n ie  U V 254  
m y szy  b ezw ło sy ch  w y w o łu ją  raka skóry. P o w sta łe  gu zy  są w y so c e  a n ty g en o w e  i są  
odrzu can e po p rzeszczep ien iu  na m y szy  zdrow e. Jeśli n a to m ia st, przed tra n sp la n ta cją  
m y szy  zd row e p o tra k to w a n o  jed n o ra zo w ą  d a w k ą  U V -B  z tzw . „ s u n la m p ” (jak  r ó w ­
n ież  p ro m ien ia m i X ), p rzeszczep  się  p rzy jm o w a ł i p o zorn ie  za n ik a ła  a n ty g en o w o ść  
guzu. K ripk e tłu m a czy  to z ja w isk o  m ech a n izm em  im m u n o su p resji. W ed ług  jej 
h ip otezy , w stęp n a  d a w k a  U V -B  w y w o łu je  w  skórze p o w sta n ie  a n ty g e n ó w  u ru ch a ­
m ia ją cy ch  im m u n o su p reso ry  lim fo c y tó w  T; w  n a s tęp stw ie  tego , im p la n to w a n y  p rze ­
szczep  n ie  n a p o ty k a  na siln ą  rea k cję  im m u n o lo g iczn ą , gd y ż  im m u n o su p reso ry  są  
za a b so rb o w a n e  przez U V -B  w y w o ła n e  a n ty g en y . H ip o tezę  tę  w sp iera  fa k tem , że  
w stęp n a  ek sp o zy cja  m y szy  na  U V -B  n iw e lu je  rea k cję  u czu len io w ą  na a n ty g e n y  
k o n ta k to w e  (typu d w u n itro ch lo ro b en zen u ).

O b serw a cje  pod ane przez M. L. K ripk e oraz przez W. M orison e t al. są w  zg o d ­
n ości z obrazem  n a k reślo n y m  przez K. W olffa , d o ty czą cy m  w r a ż liw o śc i k om órek  
L a n g erh a n sa  na n isk ie  d a w k i U V -B , kom órk i te  b o w iem  b iorą u d zia ł w  reg u la cji  
rea k cji im m u n o lo g iczn y ch . P o n ad to  w  d y sk u sji poruszon o  z ja w isk o  r u ch liw o śc i k o ­
m órek  L a n g erh a n sa  w  skórze.

E. M oustacch i (F ran cja , S17) p rzed sta w iła  p o g lą d y  nt. za leżn o śc i p o m ięd zy  
często śc ią  w y stęp o w a n ia  m u ta c ji a często śc ią  w y s tęp o w a n ia  n o w o tw o ró w . N a jb a r-  
.dziej p rzek o n y w a ją ce  b y ły  d o w od y  d o św ia d cza ln e  z p o rc jo w a n y m i d a w k a m i U V  
w  k rótk ich  o d stęp ach  czasu , p o tęg u ją ce  ilo ść  kom órek  tr a n sfo rm o w a n y ch  w  sto ­
su n k u  do d a w ek  jed n o ra zo w y ch . O b serw o w a n e  zw ięk sz en ie  czę sto śc i tra n sfo rm a cji  
przy d a w k a ch  U V  ro zło żo n y ch  w  cza sie  m oże p ośred n io  w sk a z y w a ć  na  n ie w y d o ln o ść  
pro cesó w  rep era cy jn y ch  w  u su w a n iu  n o w o p o w sta ły c h  u szk od zeń . A. H an (U SA ) 
w  d y sk u sji p o s tu lo w a ł k o n ieczn o ść  u w zg lęd n ien ia  w ie k u  k o m órek  w  b ad an iach  p o ­
r ó w n a w czy ch  nad m u ta g en n o śc ią , gdyż sp rzężen ie  m u ta cji z tra n sfo rm a cją  n a stęp u je  
w  ró żn ym  stop n iu  n a s ile n ia  za leżn ie  od fa z y  cy k lu  k om ó rk o w eg o .

W fo to tera p ii łu szczy cy  za pom ocą fu ro k u m a ry n , w  sk ró c ie  oznaczon ej P U V A  
(P S O R A L E N +  U V -A, p asm o p r o m ien io w a n ia  320-400 nm ), m ożna w y ró żn ić  dw a  
k ieru n k i p o szu k iw a ń . P ie rw sz y  zam ierza  w  tera p ii P U V A  sto so w a ć  n o w e  p ochod ne  
p so ra len o w e , o zm n ie jszo n y m  d zia ła n iu  ub oczn ym , drugi n a to m ia st p rop on u je  za ­
n ie ch a n ie  s to so w a n ia  ja k ic h k o lw ie k  zw ią zk ó w  u czu la ją cy ch , w p ro w a d za ją c  za m iast  
n ich  do tera p ii sp ec y ficz n ie  w y b ra n e  p asm a p ro m ien io w a n ia  UV.

*) (PL — p l e n a r y  l e c tu r e ,  P — p o s te r ,  S — s y m p o s i u m  l e c t u r e  — oznakow ania referatów  lub 
doniesień  w streszczeniach kongresu).
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N o w e  zw ią zk i, to  p ochod ne m e ty lo w e  i a m in o w e  izo p sora len u  (a n g e licy n y ), za ­
p ro p o n o w a n e  przez R od igh iero , D a ll’A cqu a i in . (W łochy, P162-168, P173, P174) 
a ta k że  p o ch od n e 3 -k a rb e to k sy p so ra len u  w p ro w a d zo n e  przez A v erb eck  i in . (F ran ­
cja, S37, P179). Są to zw ią zk i u leg a ją ce  w y łą c zn ie  m o n o fo to a d d y c ji do D N A  a n ie  
tw o rzą ce  b is-fo to a d d u k tó w  zw . cro ss-lin k a m i. W p row ad zen ie  ty ch  z w ią zk ó w  do fo -  
to ter a p ii m a na  ce lu  z m n ie jszen ie  e fe k tó w  opóźn ion ego  d z ia ła n ia , g łó w n ie  e fe k tó w  
k a n cero g en n y ch  zw ią za n y ch  z p o w sta w a n ie m  cro ss-lin k ó w . M o n ofo toad d u k ty  p o ­
w o d u ją  za h a m o w a n ie  sy n tezy  D N A , a ich  u su w a n ie  z ła ń cu ch a  D N A  o d b y w a  się  
w  p o d o b n y  sp osób  jak  w y c in a n ie  d im eró w  p ir y m id y n o w y c h  (P182 oraz por. K a y e 
•et a l., C an cer  R es. 40, 696— 702, 1980).

A rg u m en ty  za s to so w a n iem  „ d im ero tw ó rczeg o ” p r o m ien io w a n ia  U V , bez z w ią z ­
k ó w  fo to u czu la ją cy ch  p rzed sta w ił J. A. P a rr ish  (U SA , S42), rep rezen tu ją c  w io d ą c y  
o śro d ek  fo to tera p ii w  B oston ie . P ro m ien io w a n ie  U V  w y w o łu ją c e  p o w sta w a n ie  d i­
m e r ó w  w  D N A  m oże, pod obn ie  jak  u tw o rzen ie  fo to a d d u k tó w  p so ra len u , w y w o ła ć  
z a h a m o w a n ie  p ro lifera c ji k om órek  nask órk a . N a to m ia st p ro cesy  rep era cy jn e  u su ­
w a n ia  d im eró w  n ie  p row ad zą  do k a n cero g en ezy  w  ta k im  stop n iu  jak  p ro cesy  w y c i­
n a n ia  c ro ss -lin k ó w  p so ra len o w y ch . O środek  w  B o sto n ie  zbadał p o n o w n ie  ru m ie-  
n io tw ó rcze  (ery tem a ln e) w id m o  d z ia ła n ia  u ltr a fio le tu  za rów n o  u lu d zi zd row ych  
jak  i ch orych  na łu szczy cę . Z a sto so w a n o  500 W źród ło  św ia tła , 10-k rotn ie  s iln ie jsze  
od p o w sz ec h n ie  sto so w a n y ch  oraz m o n o ch rom ator  se lek cjo n u ją c y  w ą sk ie  4 nm  
pasm a U V  w  za k resie  250-315 nm . P o tw ierd zo n o  że szero k ie  pasm o w id m a  d zia ła n ia  
na sk órę  lud zi zd ro w y ch  m a ro zm y ty  szczyt ok. 30i5nm , n a to m ia st na sk órę chorych  
na  łu szczy cę  d z ia ła  w y b itn ie  e ry te m a ln ie  w ą sk ie  pasm o p ro m ien io w a n ia  295-300 nm , 
p on ad to  to p ro m ien io w a n ie  w y k a zu je  n a jlep sze  d z ia ła n ie  dob roczyn n e przy leczen iu  
łu szczy cy , n a w et w  tera p ii d a w k a m i su b ery tem a ln y m i. P o w y ż sze  w y n ik i p o tw ierd za  
d o n ie s ie n ie  grupy n ie m ie ck ie j z J e n y  (P151), k tórzy  z p o w o d zen iem  za sto so w a li  
tera p eu ty czn e  źród ło  o dużej m ocy, z filtr a m i p rzep u szcza ją cy m i w ą sk ie  pasm o p ro­
m ien io w a n ia  295-305 nm . A . W isk em a n  z R F N  p o d su m o w a ł ca łą  d y sk u sję  lap id a rn y m  
zd an iem : k ażde e ry tem o g en n e  p asm o U V  je st d o b roczyn n e w  leczen iu  łu szczy cy . 
N iek tó re  w y n ik i w sk a zu ją  na d ob ro czy n n e  w sp ó łd z ia ła n ie  pasm a U V -B  (290-320) 
z  p a sm em  U V -A  (320-400 nm ), n ie w ie lk a  d o m ieszk a  p r o m ien io w a n ia  U V -B  (poniżej 
1 M ED), k tóre za le d w ie  w  10% d oc iera  do k om órek  w a r stw y  p o d sta w n ej, w y d a tn ie  
p o lep sza  sk u tk i fo to tera p ii P U V A  (PL2, P153, W iskem ann ).

G ru pa P a rrish a  zap rop on ow ała  p e w n e  m o d y fik a c je  w  tera p ii P U V A  w sp o m a ­
g a n e j przez m azie  w ę g lo w e  (P152, S42). Z a m ia st m azi w ę g lo w y c h  (c ru d e  coal tar)  
w p ro w a d zo n o  o le je  n a fto w e  (p e t r o la t u m ), k tóre  zw ięk sz a ją  p rzep u szcza ln o ść  n a ­
sk órk a łu szczy co w eg o  dla p r o m ien io w a n ia  u ltr a fio le to w eg o . M o d y fik a cje  te  m ają  
na ce lu  zm n ie jszen ie  jed n o ra zo w y ch  d a w ek  p r o m ien io w a n ia  p on iżej d a w ek  e ry te -  
m a ln y ch . P rzed sta w io n o  u d o sk o n a lo n e  m eto d y  w y k r y w a n ia  poziom u  stężen ia  p so ­
ra len u  w  su ro w icy  i w  skórze w  tra k c ie  tera p ii P U V A , o k reśla ją c  na 150 i 80 ng /m l, 
o d p o w ied n io  (P201, 202).

S to so w a n ie  tera p ii P U V A  je st o b ecn ie  ob ję te  d łu g o trw a łą  k on tro lą , ce lem  u s ta ­
len ia  ew en tu a ln y c h  ub oczn ych  sk u tk ó w  jej d z ia ła n ia  (S tern — U S A , C h ristop h ers—  
d a n e  z 11 k ra jó w  E uropy). W p raw d zie  stw ierd zo n o , w  n ie w ie lk im  p rocen cie , w y s tę ­
p o w a n ie  raka sk óry  u ludzi leczo n y ch  tera p ią  P U V A , szczeg ó ln ie  w a r stw y  k o lczy stej  
n ask ó rk a , a le  n ie s te ty  brak o d p o w ied n ie j k o n tro li tej tera p ii, gd yż  jak za u w a ży ł 
R. B. S e t lo w  (U SA ) —  n iew ia d o m o  ja k i procen t ch o ry ch  na łu szczy cę  a n ie  leczo n y ch  
m etod ą  P U V A  zapada na raka sk óry . O b ecn ie  p od jęto  ta k i p ro jek t b a d a w czy  w  E u ­
ropie, o b ejm u ją cy  600 p acjen tó w .

P o stęp  w  b ad an iach  nad  m ech a n izm em  rep era cji U V -u szk o d zo n eg o  D N A . 
S tw ierd zo n o  (P318, P313), że p ie rw sz y m  e n zy m em  ro zp o zn a ją cy m  d im ery  p ir y m i­
d y n o w e  w  D N A  je st  g lik o zy la za , sp ec y ficz n ie  h y d ro lizu ją ca  jed n o  z dw óch  w ią za ń
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g lik o zy d o w y c h  d im eru . D op iero  potem , na sk u tek  p o w sta n ia  zak łó cen ia  w  ła ń c u c h a  
D N A , n a stęp u je  n a c ięc ie  ła ń cu ch a  przez U V -en d o n u k lea zę  i d a lszy  c iąg  r ea k cji  
p ro w a d zą cy  do w y c in a n ia  i ła ta n ia  n o w y m i n u k leo zy d a m i fo to u szk o d zo n eg o  o d cin k a  
D N A  (porów naj tak że  fu n d a m en ta ln ą  pracę z grupy G rossm ana: H a s e l t i n e  et 
al., N a tu re ,  (26 Ju n e  1980), 285, 634— 641.). A w ię c  g lik o zy la z y  ok a za ły  się  p ie r w sz y ­
m i w  zesp o le  en zy m ó w  b iorących  ud zia ł w  ła ń cu ch u  rea k cji n a p ra w y  n ie  ty lk o  po­
jed y n czy ch  fo to u szk o d zo n y ch  zasad  p ir y m id y n o w y c h  a le  tak że  d im eró w  ty m in y .

B ardzo c ie k a w y  re fera t nt. za sto so w a n ia  z w ią zk ó w  p so ra len o w y ch , jako  son dy  
o k reśla ją ce j stru k tu rę  p rzestrzen n ą  k w a só w  n u k le in o w y c h , w y g ło s ił  J. E. H ea rst  
(S38). W ry b o zo m a ln y ch  16S i 5S RN A w y k ry to  p r e fer en cy jn e  p rzy łą cza n ie  s ię  p so -  
ra len u  w  m iejsca ch  za ła m a n ia  się  reg u la rn ej stru k tu ry  d w u p a sm o w ej przy p r z ej­
śc iu  od od c in k ó w  h e lik a ln y ch  do stru k tu ry  b ez ła d n ej. Z w ir u so w eg o  fd D N A  w y ­
izo lo w a n o  i sch a ra k tery zo w a n o  m o n o -fo to a d d u k t p so ra len o w y  na drodze tr a w ien ia  
en zy m a ty czn eg o , k o le jn o  przez: D N A azę I, P I en d o n u k lea zę , fo sfo d w u e ste r a zę  i fo s ­
fa ta zę . B yć  m oże, ró w n ież  na tej drodze, uda się  w y iz o lo w a ć  b is-fo to a d d u k ty  
(cro ss-lin k i) p so ra len o w e, co d o ty ch cza s b y ło  n ieo s ią g a ln e .

Isto tn ą  sp raw ą w  b ad an iu  rea k cji fo to b io lo g iczn y ch  je st  m o ż liw o ść  w y k r y w a n ia  
fo to a d d u k tó w  in  situ,  w  n ieu szk o d zo n ej h is to lo g iczn ie  tk a n ce  nask órk a . T aką m o ż li­
w o ść  stw arza  m etod a  im m u n o flu o rescen cji p o śred n ie j z u ży c iem  sp ec y ficz n y c h  p rze ­
c iw c ia ł, np. p rzec iw  D N A -d im ery . D w a d o n ies ie n ia  (P269, P285) d o ty czy ły  u lep szeń  
m eto d y czn y ch  w  za k res ie  o trzy m y w a n ia  i ch a r a k te ry sty k i p rzec iw c ia ł p r z ec iw  
D N A -d im e ry -ty m in o w e . Z a sto so w a n o  bardzo n o w o czesn ą  m eto d ę  fu z ji k o m órek  
w  ce lu  o trzy m a n ia  m o n o k lo n a ln eg o  p rzec iw cia ła  p rzec iw  d im erom  p ir y m id y n o w y m  
w  je d n o p a sm o w y m  D N A  (an ti-U V ssD N A ). N a sze  d o n ies ie n ie  nt. o trzy m a n ia  im m u -  
n o su r o w icy  sp ec y ficz n ie  sk iero w a n ej p rzec iw  D N A -fo to a d d u k ty -p so r a le n u  w z b u d z iło  
d u że  za in tereso w a n ie . W d y sk u sji, d w ie  p ra co w n ie  za d e k la ro w a ły  zam iar p o w tó ­
rzen ia  oraz ro zszerzen ia  n a szy ch  d o św ia d czeń  (O ak R idge N a tio n a l L abs. w  U S A  
oraz P a terso n  L abs., M a n ch ester  w  A n glii).

W  tra k c ie  u ro czy steg o  b a n k ie tu  k on g reso w eg o , P ro fe so r o w i R. B. S e tlo w  z U S A  
w ręczo n o  z ło ty  m edal F in sen a , za fu n d a m en ta ln e  prace  w  za k resie  p o zn an ia  c ią g u  
rea k cji e n zy m a ty czn y ch  n a p ra w y  fo to u szk o d zo n eg o  D N A . N a zak o ń czen ie  K o n gresu  
w y b ra n o  n o w e w ła d ze  M ięd zy n a ro d o w eg o  T o w a rzy stw a  F o to b io lo g iczn eg o  (l ’A s s o c ia ­
t ion  In te rn a t io n a l  d e  P h o to b io lo g ie )  w  sk ład  k tó ry ch  m .in . w sze d ł P ro f. dr  
K. L. W ierzch o w sk i z In sty tu tu  B io ch em ii i B io fizy k i P A N  w  W arszaw ie.

Z. Z a r ę b s k a

IV Krajowe Konwersatorium — Analiza Biopolimerów nt.: „Nowe metody 
analityczne i usprawnienia pracy automatycznych analizatorów 
aminokwasów”

W d n iach  25 i 26 w rześn ia  1980 roku od b y ło  się  w  In sty tu c ie  Ż y w ien ia  C z ło w ie ­
ka A k a d em ii R o ln iczej w  P o zn a n iu  IV K ra jo w e  K o n w ersa to r iu m  —  A n a liza  B io p o ­
lim e ró w  n.t. „N ow e m eto d y  a n a lity czn e  i u sp ra w n ien ia  pracy  a u to m a ty czn y ch  a n a ­
liza to ró w  a m in o k w a só w ”. S p o tk a n ie  zo rg a n izo w a n e  zo sta ło  przez S ek c ję  A n a liz y  
B io p o lim eró w  K o m ite tu  C h em ii A n a lity czn ej P A N , In sty tu t Ż y w ien ia  C z ło w iek a  
A . R. w  P o zn a n iu  (dr K rzy szto f W a liszew sk i) oraz In sty tu t G en ety k i R o ślin  P A N  
w  P o zn a n iu  (dr P io tr  M en d elew sk i). M iało  ono ty p o w y  ch a ra k ter  sz k o le n io w o -d y s -  
k u sy jn y .
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P ro g ra m  p ierw szeg o  dn ia  o b e jm o w a ł za p o zn an ie  s ię  z prod u k cją  a n a liza to ró w  
na św ie c ie . W sp o tk a n iu  u d zia ł w z ię li p r z ed sta w ic ie li firm y  B eck m an , B io tron ik , 
L a b o r-M im , L K B  oraz R a n k -H ilg er . P o n a d to  org a n iza to rzy  p rzek aza li u czestn ik o m  
sp o tk a n ia  k a ta lo g i firm y  P ierce  C hem . Co., sp ec ja lizu ją cej się  w  p ro d u k cji o d czy n ­
n ik ó w  w y so k ie j  c zy sto śc i m .in . do a u to m a ty czn ej a n a lizy  a m in o k w a só w .

P rzed sta w io n e  przez p ro d u cen tó w  a n a liza to ry  ró żn iły  się  tech n ik a m i oznaczeń  
oraz sto p n ia m i a u to m a ty za cji i k o m p u tery za cji. G od n ym  p o d k reślen ia  je st fa k t, że  
dla  ty c h  sa m y ch  k la s  a n a liza to ró w  p ro d u k o w a n y ch  przez różne firm y , różn ice  w  ce ­
n ie  w a h a ły  się  w  gra n ica ch  100 i w ięce j procen t! U czestn icy  m ogli się  zapoznać  
z ró żn y m i tech n ik a m i a n a liz  a m in o k w a só w  oraz d o d a tk o w y m i m o ż liw o śc ia m i a n a li­
ty c zn y m i a p a ra tó w  w  oznaczan iu  np. cu k ró w  i k w a só w  n u k le in o w y ch .

D ru g i d z ień  sp otk an ia  p o św ięco n y  b y ł d o n ies ien io m  n a u k o w y m . N a stęp n ie  od ­
b y ła  s ię  d y sk u sja  k o n cen tru ją ca  s ię  na sp raw ach  u sp ra w n ien ia  d z ia ła ln o śc i ap a ra ­
tów , n o w y ch  m etod  a n a lity cz n y c h  oraz o b słu g i i n a p ra w y  aparatów . W iele  k r y ty c z ­
n y ch  u w a g  pad ło  pod a d resem  firm y  M icrotech n a  z C zech o sło w a cji, d o ty czy ły  one  
n ie  rea lizo w a n ia  za m ó w ień  na  częśc i za m ien n e  oraz d z ia ła ln o śc i serw isu .

W In sty tu c ie  G en ety k i R o ślin  P A N , P ozn ań , ul. S trzeszy ń sk a  30/36 te l. 203741 
(dr P io tr  M en d elew sk i) is tn ie je  pu n k t w y m ia n y  in fo rm a cji na tem a ty  in teresu ją ce  
u ż y tk o w n ik ó w  a n a liza to ró w  a m in o k w a só w . Z org a n izo w a n ia  k o le jn eg o  k o n w ersa to ­
riu m  w  1981 roku pod ją ł się  dr M. S te n c e l ze sta c ji H o d o w li R o ślin  W iatrow o, 
62-100 W ągrow iec , w o j. p ilsk ie .

K . M a l i s z e w s k i

Skrót sprawozdania z działalności Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
za okres od 23 września 1977 r. do 11 września 1980 r., przedstawionego 
na Walnym Zebraniu Towarzystwa w dniu 12 września 1980 r.

P o lsk ie  T o w a rzy stw o  B io ch em iczn e  lic zy  1152 cz ło n k ó w  (w  tym  9 cz ło n k ó w  ho­
n oro w y ch ) zrzeszon ych  w  12 od d zia ła ch  te ren o w y ch , a m ia n o w ic ie :

B ia ło sto ck i 39 osób
G dań ski . . 49 „
K rak ow sk i . . 79 „
L u b elsk i • • 68 „
Ł ódzki . . 137 „
O lszty ń sk i • • 41 „
P ozn ań sk i . . 134 „
S zczec iń sk i • • 43 „
Ś lą sk i . . . . • • 64 „
T oruńsk i . • • 22 „
W arszaw sk i . . 378 „
W rocław sk i . . 93 „

c z ło n k o w ie  T o w a rzy stw a  z a m ieszk u ją cy  za g ran icą  . . . .  5 osób. .
W ram ach  T o w a rzy stw a  d z ia ła ją  d w ie  sek cje: fo to b io lo g ii i b io en erg e ty k i.

G łó w n ą  form ą d z ia ła ln o śc i T o w a rzy stw a  b y ły  sym p ozja , z jazd y  i k o n feren c je  
n a u k o w e. W o k resie  sp ra w o zd a w czy m  od b y ły  się  n a stęp u ją ce  im p rezy  o za sięg u  
kra jo w y m :

X V I Z jazd (Łódź, 1978)
X V II Z jazd (W arszaw a, 1980)
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S y m p o zju m  „M etab o lizm  f lu o r u ” (Szczecin , 1979)
K o n feren cja  na  tem a t p o lim era z  R N A  (Łódź, 1979)
K o n feren cja  „R eg u la cy jn a  fu n k cja  p ro cesó w  fo sfo r y la c ji b ia łe k ” L ub lin , 1980) 
S y m p o zju m  „ C h em ica l  C a n c e ro g e n e s is  and  M u ta g en es is"  (W arszaw a, 1980, w sp ó l­
n ie  z P o lsk im  T o w a rzy stw em  O n k olog iczn ym , K o m ite tem  B io ch em ii i B io fizy k i  
P A N  i In sty tu tem  O nk ologii)

P o n a d to  w  O dd zia łach  T o w a rzy stw a  o d b y w a ło  się  co roczn ie  o g ó łem  oko ło  50 zebrań  
n a u k o w y c h  z u d zia łem  p r e le g en tó w  k r a jo w y ch  oraz g o szczą cy ch  w  P o lsce  n a u k o w ­
có w  za g ran iczn ych .

P od  p ro tek to ra tem  T o w a rzy stw a  i przy c zęśc io w y m  jego  w sp ó łu d z ia le  o d b y ły  
s ię  w  P o lsce  dw a k u rsy  F ed era cji E urop ejsk ich  T o w a rzy stw  B io ch em iczn y ch , a m ia ­
n o w ic ie :

w  In sty tu c ie  O n k olog ii w  G liw ic a ch  64. ku rs F E B S „M o d e rn  M e th o d s  of D N A  
S e q u e n c in g ” (1979)
w  In sty tu c ie  B io lo g ii D o św ia d cza ln e j im . N en ck ieg o  w  W a rsza w ie  59. ku rs  
F E B S ,,B io en erg e t ic s  and  T r a n s p o r t  a t  M ito ch o n d r ia l  and  C e l lu la r  L e v e l s ” (1980) 
P o lsk ie  T o w a rzy stw o  B io ch em iczn e  p rzyzn aje  coro czn ie  n agrod ę  im . Jak u b a  

P a rn a sa  za n a jlep szą  pracę d o św ia d cza ln ą  w y k o n a n ą  w  P o lsce  i nagrodę  im . B o le ­
s ła w a  S k a rży ń sk ieg o  za n a jle p sz y  a r ty k u ł p rzeg lą d o w y  o p u b lik o w a n y  w  „P ostęp ach  
B io c h e m ii”. P o n ad to  za n a jle p sz e  p rezen ta cje  przez m ło d y ch  b io ch em ik ó w  d o n ies ień  
na z jazd ach  T o w a rzy stw a  p rzy zn a w a n e  są nagrod y  im . W łod zim ierza  M o zo łow sk iego .

P rzeg lą d o w y  k w a rta ln ik  T o w a rzy stw a , „P ostęp y  B io ch em ii”, z a m ieśc ił w  ok re­
s ie  sp ra w o zd a w czy m  około  70 a r ty k u łó w . N ak ład  p ism a  w y n o s i ob ecn ie  2.330 eg ze m ­
p la rzy . P o n a d to  T o w a rzy stw o  w y d a je  M onografie  B ioch em iczn e , k tórych  w  ok resie  
1977— 1980 u k a za ły  się  d w ie .

N a aren ie  m ięd zy n a ro d o w ej P o lsk ie  T o w a rzy stw o  B io ch em iczn e  jest cz ło n k iem  
F ed era cji E u rop ejsk ich  T o w a rzy stw  B ioch em iczn y ch , a ob ie  sek c je  T o w a rzy stw a  
n a le żą  do o d p o w ied n ich  m ięd zy n a ro d o w y ch  sto w a rzy szeń  sp ec ja lis ty czn y ch . J e d e ­
n a stu  cz ło n k ó w  T o w a rzy stw a  u zy sk a ło  w  o k resie  1979— 1980 sty p en d ia  F E B S na  
k ró tk o te rm in o w e  staże  b a d a w cze  w  la b o ra to ria ch  za g ra n iczn y ch  (sty p en d ia  te  zo sta ły  
w p ro w a d zo n e  przez F E B S z p o czą tk iem  1979 r.) a 15 osób  z P o lsk i su b w en cje  F E B S  
n a  u d zia ł w  k u rsach  F ed era cji o rg a n izo w a n y ch  poza g ra n ica m i n a szego  kraju  (dane  
za o k res od lu teg o  1977 do w rześn ia  1980). v

N a środk i f in a n so w e  T o w a r z y stw a  sk ład ają  się  sk ła d k i c z ło n k o w sk ie  (około  
40 ty s. z ł roczn ie), w p iso w e  na z jazd y  (około 50 tys. z ł na  zjazd) i dotacja  P o lsk ie j  
A k a d em ii N au k  (211 ty s. zł roczn ie). P o  stron ie  w y d a tk ó w  g łó w n ą  p o zy cję  sta n o w ią  
d o ro czn e  z jazd y  (około 150 tys. zł na zjazd) i sym p ozja . F u n d u sz  p łac  e ta to w y ch  
p ra c o w n ik ó w  B iura  Z arządu G łó w n eg o  (3 osob y  na c zą stk o w y c h  eta tach ) w y n o si  
(w raz ze św ia d czen ia m i so c ja ln y m i) 67 tys. zł roczn ie. S u m ę 50— 65 ty s. zł w y d a je  
T o w a rzy stw o  roczn ie  na  podróże. P o zy cja  ta o b ejm u je  przed e  w szy s tk im  zw rot 
k o sztó w  u czestn ic tw a  w  zjazd ach  i sym p ozjach  T o w a r z y stw a  ty ch  jego  człon k ów , 
k tó rzy  n ie  m og li u zysk ać  d e leg a c ji ze sw y ch  in sty tu c ji m a c ierzy sty ch , oraz p rze­
ja z d y  p r e le g en tó w  na zeb ran ia  o d czy to w e  w  od d zia łach  T o w a rzy stw a .

L ech  W o j t c z a k
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RECENZJE

Adam K ołątaj 
Genetyka fizjologiczna zwierząt

PW N , W arszaw a, 1980, str. 629, nak ład  5000 +  250 egz.

O cen ia n ą  k s ią żk ę  au tor  p rzeznacza  d la  h o d o w có w  zw ierzą t, gd yż  „W sp ółczesna  
g e n e ty k a  zw ierzą t n ie  m oże ro zw ijać  s ię  już b ez zn a jo m o śc i ich  f iz jo lo g ii” (str. 7). 
S łu szn ie , od w ie lu , w ie lu  la t na stu d iach  ro ln iczy ch  w y k ła d a n a  jest f iz jo lo g ia  z w ie ­
rząt. *

P ie rw sz a  część  k s ią żk i, łą czn ie  374 strony , je st p o św ięco n a  prob lem om , w  k tó ­
rych  s ię  or ien tu ję , to też  u w ażam  za sw ój o b o w ią zek  w y p o w ied z ie ć  się  na ten  tem at.

W p raw d zie  w iem , o czym  K ołątaj p isze , a le  n ie  p o d ję ła b y m  się  streśc ić  o c en ia ­
nego  tek stu . Jest to w y n ik iem  paru u zu p e łn ia ją cy ch  się  m etod  sto so w a n y ch  przez  
autora. P o p ierw sze , tek st je st zu p e łn ie  ch a o ty czn y  i n a w et p o szczeg ó ln e  zdania  
w  o b ręb ie  jed n ego  a k ap itu  na ogół n ie  sta n o w ią  c iągu  lo g iczn ego . P o  drugie , tek st  
roi się  od sfo rm u ło w a ń  bądź n ie śc is ły c h , bądź w ręcz  b łęd n ych . P o trzecie , autor  
jest n ie z w y k le  w y d a jn y  w  za k resie  p isa n ia  zdań  bez treśc i.

D la  u d o k u m en to w a n ia  ty ch  stw ierd zeń  n ajp ro śc ie j by  b yło  za cy to w a ć  k sią żk ę  
w  ca ło śc i. U n ik n ę ła b y m  w ted y  posąd zeń  o brak o b iek ty w izm u  czy przesadę. A le  
kto m i n ie  w ierzy , n iech  poczyta  ocen ia n ą  książk ę .

U lu b io n y m  s łó w k iem  K o łą ta ja  jest f iz jo lo g ia . W ro zd zia le  1 au tor  p isze: „... k a ż ­
da cech a  organ izm u ... je st cechą  fiz jo lo g iczn ą , n ie  w y łą cza ją c  d łu g o ści ro g ó w ...” 
(str. 7). S łu szn ie , n ik t przec ież  zw ierzęc iu  rogów  n ie  d o sztu k o w u je . D rugi rozd zia ł 
nosi ty tu ł „F iz jo lo g ia  k o m ó rk i”. D obrze. D a le j jed n a k  autor  p isze: „ F izjo log ia  r y b o ­
som ów  je st o czy w iśc ie  najb ard ziej zw ią za n a  z p rocesem  b io sy n tezy  b ia łka , a sz c ze ­
g ó ln ie  z d z ia ła ln o śc ią  tra n sla c ji jako c ią g u  p ro d u k cy jn eg o  b ia łek  w  k om ó rce” (str. 
56). M am y w ię c  tu i d o w oln ość  w  u ży w a n iu  term in u  f iz jo lo g ia  i n ie śc is ło ść  i p u sto ­
s ło w ie . T y tu ły  d w u  n a stęp n y ch  rozd zia łów , „F iz jo lo g ia  ch ro m o so m ó w ” i „ F izjo log ia  
g e n ó w ” e w id e n tn ie  n ie  m ają sensu . N ie  lep ie j je st też  z ich  treśc ią .

D la  przyk ład u  troch ę szerzej o m ó w ię  rozd zia ł „ F iz jo lo g ia  g e n u ”. P ierw szy  jego  
pod rozdzia ł jest z a ty tu ło w a n y  „B io log iczn a  rola  D N A ”. J est tu m ow a o b u d o w ie  
D N A  w  o gó le , o k o m p lem en ta rn o śc i zasad, reg u ła ch  C h argaffa , zn o w u  o b u d o w ie  
D N A : „ ...ja k  u d o w o d n ił W atson  —  sk ład  i k o le jn o ść , z jaką  u sta w io n e  czy w b u d o ­
w a n e  są  zasad y  w  jed n ym  łańcuchu , d e term in u ją  c a łk o w ic ie  sk ła d  i k o le jn o ść  zasad  
w  drugim  ła ń c u c h u ” (str. 145; p o d k reślen ia  m oje, A .P.). D a lej au tor  stw ierd za , że  
„K w as d e z o k sy ry b o n u k le in o w y  m a szereg  w ła śc iw o śc i ch em iczn y ch  i f iz y c z n y c h ” 
(str. 146), z czym  trudno się  n ie  zgodzić. M ów i n a stęp n ie  o w ie lk o śc i cząsteczek , 
d en a tu ra c ji term iczn ej („W artość Tm  o k reśla  się  i o b licza ...” , str. 148), je szcze  o re ­
gu ła ch  C h argaffa , o d o św ia d czen ia ch  M esse lso n a  i S ta h la , o ro zw ija n iu  n ic i D N A  
z p o w o ła n iem  się  na a r ty k u ł o p u b lik o w a n y  w e  W szech św iec ie  w  1971 r., o r ep lik a c ji  
DN A : „... n isk o czą steczk o w e  fra g m en ty  D N A  w y tw a rz a n e  i sy n te ty z o w a n e ...” (str. 
154; p o d k reślen ia  m oje, A. P.). D alej au tor  stw ierd za , że „D rugą fu n k cją  genu  jest...

9 Postępy Biochem ii
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jego  e k sp resja  fe n o ty p o w a ” (str. 155) i p ow raca  do o m a w ia n ia  w ie lk o śc i c zą steczek  
D N A , p isząc  m .in.: „... e le m en ta m i łą czą cy m i p od jed n o stk i D N A  w  jed n ą  d łu g ą  
czą steczk ę  są lip o p ro teid y , b ia łk a , k w a sy  r y b o n u k le in o w e  czy ty lk o  r y b o n u k le o zy -  
dy...” (str. 158). P ó źn ie j w ra ca  do rep lik a c ji D N A  i stw ierd za , „... że in fo rm a cja  g e n e ­
ty czn a  z lo k a lizo w a n a  je s t  w  D N A , b o w iem  pod czas o m a w ia n ej sy n tezy  w  u k ła d z ie  
b ezk o m ó rk o w y m  nie  zach od ziła  a n i sy n teza  b ia łk a  a n i sy n teza  czą steczek  in n y ch  
su b sta n cji, co w y k lu cz a  c a łk o w ic ie  m o ż liw o ść  is tn ie n ia  in n y ch  niż D N A  zw ią zk ó w  
s ta n o w ią cy c h  p ośredn io  p rzek a źn ik i in fo rm a cji g e n e ty c z n e j” (str. 159). N a s tęp n ie  
a u tor  w ra ca  do d w u n ic io w ej stru k tu ry  D N A , k oń czy  zaś p od rozdzia ł p o w ro tem  do  
rep lik a cji.

K o le jn y  pod rozdzia ł rozd zia łu  ,,F iz jo lo g ia  g e n u ” nosi ty tu ł „ H isto n y ”. B ardzo  
tra fn y  je st p u n k t 7 na str. 163: „h isto n y  pod w zg lęd em  sw y ch  fu n k cji b io c h e m ic z ­
n y ch  są bardzo n iep od ob n e do w ie lu  p o zo sta ły ch  b ia łe k ”. —  M ożnaby tę m y śl roz­
szerzyć: w  ogó le  n iek tó re  b ia łk a  są n ie w ą tp liw ie  bardzo n iep o d o b n e  do w ie lu  in ­
nych .

W n a stęp n y m  p o d rozd zia le  pt. ,,N ieh isto n o w e  b ia łk a  ch ro m a ty n y  (N H P )” a u to r  
p isze  o „ fiz jo lo g ii i b io ch em ii N H P" (str. 172).

W pod rozd zia le  „O braz D N A  w  ch ro m o so m a ch ” K ołątaj w ra ca  do d en a tu ra c ji  
c iep ln e j D N A , a p rzy n a jm n ie j ta k  by m ożna p rzypuszczać. N ie  je stem  p ew n a , bo 
a u tor  p isze: „Jeśli ten  z d en a tu ro w a n y  m a ter ia ł jest p o tem  p rzetrzy m y w a n y  w  te m ­
p eratu rze  n ie w ie le  n iższej n iż  tzw . o m ó w io n a  w cześn ie j (na str. 147) tem p era tu ra  
m iesza n ia ...” (str. 177). A le  na str. 147 b y ła  m ow a o tem p era tu rze  to p n ien ia , w ię c  
sk ąd  ta tem p eratu ra  m iesza n ia  i co ona oznacza? N ieco  dalej K ołątaj stw ierd za ,  
że „... D N A  ssa k ó w  b ęd zie  d e n a tu ro w a n y  ty s ią c  razy  w o ln ie j m im o, że są i ta k ie  
od c in k i, k tóre d en a tu ru ją  tak  szyb k o  jak  D N A  b a k ter y jn y ” (str. 178).

P o zo sta ły  tek st k s ią żk i jest na ta k im  sa m y m  p oziom ie .
A  oto przyk ład  zdań bez treśc i: „K om órka o rgan izm ów  w y ższy ch  w ięc  to p ew n a  

n iep o w ta rza ln a  struk tura . Ta jej stru k tu ra  m a sk o m p lik o w a n ą  a rch itek tu rę . A r ­
ch itek tu ra  ta zw ią za n a  je st śc iś le  z fu n k c ja m i, a ty p o w y m i p rzy k ła d a m i ta k ic h  
w sp ó łza leżn o śc i są m itoch on d ria  i lizosom y. M ożna dać je n a w et za przyk ład  ty p o w o  
b io lo g iczn e j d ia lek ty k i w  f ilo z o fii p rzyrod y” (str. 69).

K ołątaj m a c iągotk i do filo z o ficz n y c h  r e flek sji i d o w cip ó w . „W ydaje się, iż ta k i  
„ p ły n n y ” m odel k o m ó rk i bardzo b lisk o  n a w ią zu je  do 2500 lat tem u  w y p o w ied z ia n y c h  
ustam i H era k lita  s łó w  „panta r e i”.” (str. 19). „ „M ogę rządzić  i z n a m io tu ” p o w ie d z ia ł  
po b itw ie  pod G arn ik iem  A lek sa n d er  W ielk i, „ b y łem  m ia ł ty lk o  dobrą łą czn o ść  
n ie za le żn ie  od w ie lk o śc i m ojego  im p er iu m ...” A n a lo g ia  czą steczk i D N A  d ającej im ­
p u lso w ą  in fo rm a cję  z m łod ym  A lek sa n d rem  n ie  b y ła b y  ch yb a  tak a  od leg ła ... N o m en  
om en , p od obn ego  zdan ia  b y ł je szcze  przed A lek sa n d rem  D ariu sz  I p ersk i...” (str. 72).

D ruga część  k s ią żk i d o ty czy  p ro b lem ó w  h od o w la n y ch . Są tam  za w a rte  m .in . 
streszczen ia  w ie lu  prac z d z ied z in y  „ g en ety k i fiz jo lo g iczn e j ’ zw ierząt. B yć m oże  
ta k ie  s treszczen ia  b y ły b y  p rzy d atn e , gd y b y  n ie  e le m en t n iep ew n o śc i:  co K ołą ta j  
p rzek ręc ił przy  streszczan iu .

W su m ie  książk a  n ad aje s ię  w y łą czn ie  na m ak u la tu rę . M ożna by jeden  e g z e m ­
p larz zo sta w ić  jako ku riozum .

Jak  w iad om o, przed od d a n iem  do druk u  k sią żk i są o d d a w a n e  do recen zji. W arto  
by b y ło  podać do p u b liczn ej w ia d o m o ści n a zw isk a  r ecen zen tó w  k sią żk i K o łą ta ja . 
N ie ch  p rzy n a jm n ie j w iem y , kto  ap rob u je  d ru k o w a n ie  k s ią żek , k tóre przyn oszą  w s ty d  
n a szem u  śro d o w isk u  n a u k o w em u .

A l e k s a n d r a  P u t r a m e n t
http://rcin.org.pl



[ 3 ] R E C E N Z J E  K S I Ą Ż E K 247

Recenzja książki pt. „G enetyka fizjologiczna zw ierząt”
Autor: Adam Kołątaj, W ydawca: Państw owe W ydawnictwo Naukowe, 
W arszawa 1980, W ydanie pierwsze.

K sią żk a  o b ejm u je  39 ark u szy  d ru k a rsk ich  (629 stron), a n a k ła d  w y n o s i 5000 +  
+  250 egz. N a treść  k s ią żk i sk ład a  się  d z iew ięć  ro zd zia łó w . P rzed m io tem  m ojej re-  
r en zji b ęd z ie  g łó w n ie  ro zd zia ł c zw a rty  pt. „ F iz jo lo g ia  g e n ó w ”. In ne  ro zd zia ły  ocen iam  
ty lk o  fra g m en ta ry czn ie  a z recen zji w y łą c za m  cztery  o sta tn ie  rozd zia ły , p o n iew aż  
n ie  czu ję  się  k o m p eten tn y m  do ich  o cen y . W recen zji p rzy ta cza m  liczn e  cy ta ty , gdyż  
ilu stru ją  one n a jlep ie j  za w iłe  w y w o d y  A u tora , k tóre  n ie k ied y  po p rostu  trudno zro­
zum ieć .

W ro zd zia le  „F iz jo lo g ia  k o m ó rk i” zw ró c iłem  u w a g ę  na  pod rozd zia ł z a ty tu ło w a n y  
„Jądro” (str. 33), o b e jm u ją cy  4 stro n y  oraz 3 ry c in y , z k tó ry ch  jed n a  je st r y su n k iem  
ilu stru ją cy m  kom órk i bez jądra (ery tro cy ty ). N ie  bardzo w ia d o m o  po co A u tor ten  
ry su n ek  za m ie śc ił (podobn ie  p o d rozd z ia ł o ap a ra c ie  G o lg ieg o  n ie  w ia d o m o  d laczego  
i lu str o w a n y  je st d w iem a  rycin am i p r z ed sta w ia ją cy m i b u d o w ę p lem n ik a ). Źródła skąd  
pochod zą  r y c in y  n ie  podano. Z lek tu r y  tego  sk rom n ego  p od rozd zia łu  d o w ia d u jem y  
się, że: „M orfo log ia  jądra je st raczej słobo  zró żn icow an a , a n a jw a żn ie jsz e  jego  e le ­
m en ty  b u d o w la n e  to b łon a  jąd row a, jąd erk a  i sok  ją d r o w y ”. Z ty ch  „ e lem en tó w  
b u d o w la n y ch ” w y ek sp o n o w a n a  je st b łon a  ją d ro w a , k tóra  m a „b u dow ę dość sk om ­
p lik o w a n ą ” b o w iem  m usi „ p rzep u szczać” czą steczk i m R N A  z jądra do cy to p la zm y  
i lic zn e  b ia łk a  z cy to p la zm y  do „ k a r io lim fy ”. N ieco  d a le j czy ta m y  jeszcze, że m im o  
o b ecn ośc i „ tu b u l” b łon a  jąd row a m u si być „śc isła  i szcze ln a , by za b ezp ieczy ć  sw oją  
w ew n ętrzn ą  stru k tu rę”. T y le  na te m a t stru k tu ry  b łon y  jąd ro w ej. A u tor stara się  
z a in tereso w a ć  c zy te ln ik a  procesem  tran sp o rtu  przez  b ło n ę  jądrow ą. C zytam y za tem  
dalej (str. 35): „Te n a d zw y cza j c ie k a w e  p ro cesy  tra n sp o rto w e  są jeszcze  w  dużej 
m ierze  zu p e łn ie  n ie  opracow ane, p r a w ie  n ie  zn a n e  od stro n y  m o lek u la rn ej. W tu -  
bu sach , c zy li jak b y  k a n a lik a ch  b ło n y  jąd ro w ej, m oże o d b y w a ć  się  ruch czą steczek  
w  ob ie  stron y  d o s ło w n ie  jak  na g łó w n e j u licy  m ia sta , g d y ż  o ile  w ie lk o ść , a przede  
w szy s tk im  d łu gość  czą steczek  w y c h o d zą ceg o  m R N A  je st  m o ż liw a  do ok reślen ia , to  
dłu gość  czą steczek  b ia łek  h isto n o w y ch , k w a śn y ch  i r esz tk o w y ch , zw ią za n y ch  i n ie  
zw ią za n y ch  z ch rom atyn ą , fo sfo p ro te id ó w , b ia łek  e n z y m a ty czn y ch , np. p o lim era zy  
czy tra n sk ry p ta zy  jest p ra w ie  n ie  zn an a , choć  zn a jd u je  s ię  w  cen tru m  u w a g i b io lo ­
gów  m o lek u la rn y ch  szu k a ją cy ch  c h y tr y ch  m etod , by  w ie lk o śc i te o zn a czy ć”. In fo r­
m acja  za w a rta  w  ty m  c y ta c ie  je st p o zb a w io n a  sen su . T rudn o dop raw d y  zrozum ieć  
na czym  m ają  p o leg a ć  procesy  tra n sp o rto w e  w  „tub usach , c zy li jak b y  k an a lik a ch  
błon y ją d r o w e j”. C zyżby autor n ig d y  n ie  sły sza ł o stru k tu ra ch  porów  b łon y  jądrow ej  
ich  b u d o w ie  i fu n k cji?  Jaki zw ią zek  m a w y w ó d  o w y s iłk a c h  zm ierza ją cy ch  do ozn a ­
czen ia  „ d łu g o śc i” czą steczek  b ia łk o w y ch  i m R N A  z ru ch em  (transportem ) cząsteczek?

„W jądrze  —  czy ta m y  dalej na str. 37 —  w id a ć  jąd erk o  lub  jąderka , k tóre m ają  
dużą g ęsto ść  e lek tro n o w ą  i stru k tu rę  w łó k n is to -z ia r n is tą ”, a w  jąd erk ach  „zaobser­
w o w a n o  ry b o so m y ”. W iadom ości o b u d o w ie  jądra i ją d erk a  u zu p ełn io n e  są jeszczę  
in fo rm a cja m i w  in n y ch  rozd zia łach . D la  p rzy k ła d u  p o d a ję  fra g m en t na str. 121: 
„M ożna w y sn u ć  w n io sek , że m a ter ia ł ją d erk o w y , k tóry  „ o tw ie ra ” (p od k reślen ie  m o ­
j e — M. Ch.) się  po liz ie  b łon y  ją d erk o w ej, d la  k o m órk i je st  p o trzeb n y  do tego, aby  
za n ik ła  b łon a  jąd row a w  ogóle, a n a w e t  do tego , by  n a s tą p iła  sp ira liza cja  „ w y c ią g ­
n ię ty c h ” d oty ch cza s ch rom osom ów , b y  zg ru b ia ły  on e  w  p r a w id ło w y m  rozd zia le  do 
kom órek  p o to m n y ch ”. T ak m n iej w ię c e j  p rzed sta w ia  się  w e d łu g  A u tora  fiz jo lo g ia  
i b u dow a jądra i jąderka.

S ześć  stron  p o św ięco n y ch  je s t  „ fiz jo lo g ii r y b o so m ó w ”. „H istoria  ry b o so m ó w ” —  
jak  p isze  A u tor  —  je st ty m  c ie k a w sz a , że są on e  „ n ajb ard ziej sta ły m i e lem en ta m i  
kom órk i pod w zg lęd em  b u d ow y m o r fo lo g icz n e j”. Z n a stęp n eg o  zd an ia  (str. 53) d o ­
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w ia d u jem y  się, że ry b o so m y  zn ajd u ją  się  w  k om órce „bądź jako  sw ob od n e p ęch e­
rzyk i, bądź też zw ią za n e  po k ilk a  lub  k ilk a d z ie s ią t  tw orząc  n a w et tzw . p o liso m y , m o­
gą się  w ią za ć  z in n y m i o rg a n e lla m i kom órk i, np. z jądrem  czy  m ito ch o n d r ia m i...”. 
S ąd ziłem , że to p o m yłk a  a le  na n a stęp n ej stro n ie  (str. 54) A u tor  u tw ierd za  czy te ln ik a  
n ad a l w  przek on an iu , że ry b osom y są „ p ęch erzy k a m i”, i że p ro d u k ty  a so cja cji ryb o­
som ów  n a zy w a m y  p o lisom am i. „O ile  p ro d u k ty  a so cja cji ry b o so m ó w  n a zy w a m y  po­
liso m a m i lub  c iężk im i ry b osom am i, to czą steczk i p o w sta łe  w  w y n ik u  d ysocjacji 
ry b o so m ó w  po prostu  p o d jed n o stk a m i” —  uczy  A utor, p o d p ierając  się  cy ta tem  pracy  
W atson a z 1964 r., k tóra fig u ru je  w  sp is ie  p iśm ie n n ic tw a  jako praca z r. 1965. N a­
stęp u ją ce  da lej in fo rm a cje  o stru k tu rze  ry b o so m ó w  są ch a o ty czn e  i n iezborne. 
W ątpię , czy  czy te ln ik  n ie  zn a ją cy  p rzed m iotu  po p rzestu d io w a n iu  tego  podrozdziału  
b ędzie  m ia ł p ra w id ło w y  obraz stru k tu ry  i „ f iz jo lo g ii” rybosom ów .

N ie zw y k łe  są p o g lą d y  A u tora  na proces m u ta cji; na str. 112 czy tam y: „O ile  gen  
zm u to w a ł, oznacza  to, że kom órka go n ie  m a ...” O pis m etod  s to so w a n y ch  w  procesie  
h y b ry d y za cji k om órek  za w iera  m ało  rzeczo w y ch  in fo rm a cji, n ied ob ór ten  rek om ­
p en su je  bogata  opraw a języ k o w a , (str. 111): „ ...n iek tó re  w ir u sy  ro zw ija ją  na tym  
p olu  szczeg ó ln ie  a tra k cy jn ą  d z ia ła ln o ść ...” i d a lej: „A by n ie  dać w iru so w i zbyt 
du żych  m o żliw o śc i „rozp ęd u ” w  ob szarze b ło n  k o m ó rk o w y ch  często  in a k ty w u je  się  
go poprzez p ro m ien ie  u ltr a f io le to w e ”.

O bszern y  rozd zia ł pt. „ F iz jo lo g ia  g e n ó w ” jest z lep k iem  in fo rm a cji, z których  
raczej n ie  w y ła n ia  się  ja sn y  op is an i b u d o w y  D N A  an i stru k tu ry  g en ó w  ani ich  
ek sp resji. P rzy ta cza m  próbk ę a k ap itu  o m a w ia ją ceg o  stru k tu rę  D N A  (str. 143): „Jak 
w ia d o m o  D N A  je st s ie d lisk iem  in fo rm a cji g en e ty czn e j. Jego  czą steczk i są zbud ow an e  
z d łu g ie j, p o d w ó jn ej w stęg i śru b ow o z w in ię te j , zw a n ej b ih e lisą . K ażda ze w stęg  
sk ład a  się  z ła ń cu ch ó w  w ie lu  drobin  cukru  d ezo k sy ry b o zy  —  p en to zy  a w ięc  o 5 a to ­
m ach  w ęg la , p o łą czo n y ch  ze sobą za p o śred n ic tw em  czą steczek  k w a su  fo sfo ro w eg o  
H 3 P 0 4. Są to w ię c  ła ń cu ch y  fo sfo r a n o w o -p e n to z o w e . D ezo k sy ry b o za  jed n ego  ła ń ­
cucha łą czy  się  z czą steczk ą  tego  cukru  dru g iego , r ó w n o leg łeg o  łań cu ch a  param i 
zasad  a zotow ych : a d en in y  i ty m in y  oraz cy to zy n y  i g u a n in y ... O ba te  ła ń cu ch y  tw o ­
rząc p rzestrzen n ie  ow ą b ih e lisę  są sp lec io n e  w zd łu ż  sw ej osi p ra w o sk rętn ie , zgodnie  
w ię c  z ru ch em  w sk a zó w ek  zegara. ... C zą steczk i zasad a zo to w y ch  p rzy łą czo n e  są do 
m o lek u ły  d ezo k sy ry b o zy  przy 1 'atom ie w ę g la  cukru  D -ry b o zy . T ak ie  po łączen ie  
zasa d y  i cukru  m a ch a rak ter  g lik o zy d ó w y , a czą steczk a  p o w sta ła  z tego  p o łączen ia  
n a zy w a  się  d ezo k sy ry b o n u k leo zy d em . P o n iew a ż  do tak ich  czą steczek  p rzy łącza  się  
jeszcze  k w a s  fo sfo ro w y  —  łącząc  je ze sobą w  p o lim ero w ą  n ić  —  p o w sta je  m olek u ła  
z łożona z zasad y  org a n iczn ej, k w a su  fo sfo r o w e g o  i D -r y b o z y ”.

N a p o d sta w ie  p o w y ższeg o  op isu  trudno w y o b ra z ić  sob ie  b u d o w ę cząsteczk i D N A  
i te p o łą czen ia  d ezo k sy ry b o zy  (czy m oże D -ryb ozy?) pop rzez k w a s fo sfo r o w y  i to  
łą czen ie  się  z ró w n o leg ły ch  ła ń cu ch ó w  param i zasad.

O pisy  p o d sta w o w y ch  fizy czn y ch  w ła śc iw o śc i czą steczk i D N A  za w iera ją  w ie le  
n ie ja sn y c h  i n iezręczn y ch  sfo rm u ło w a ń . T em p eratu rę  to p n ien ia  D N A  k oreśla  się  
jako  tem p era tu rę  „stap ian ia  się  w  r o ztw o rze” (str. 146), w  in n y m  m iejscu  (str. 177) 
jako  tem p era tu rę  „ m iesza n ia ” (?). O pis z ja w isk a  d en atu racji term iczn ej D N A  (str. 148) 
je st  n ieu d a n y . R ozw ażan ia  nad m ech a n izm em  rozd zie la n ia  obu n ic i D N A  i procesem  
rep lik a cji są —  m ó w iąc  d e lik a tn ie  —  n a iw n e. Oto p rzyk ład , (str. 152): „G dyby jeden  
ła ń cu ch  o d w ija ł się  w  b ih e lis ie  w zg lęd em  dru g iego , m u sia ły b y  się  one obracać d o ­
ok o ła  d łu g ie j osi, lecz  w e  w z a jem n ie  p rzec iw n y ch  k ieru n k a ch . D op row ad ziłob y  to  
szyb k o  do „zah aczen ia  s ię ” jed n ej zasad y  org a n iczn ej o drugą  i do n iem o żliw ien ia  
(za p ew n e  b łąd  zecersk i —  MCh.) d a lszego  o d w ija n ia  w  ogóle. G d yb y  w ię c  ob ie  w stęg i  
o d w ija ły  się , m u sia ły b y  się  od s ieb ie  odd alać w  k ieru n k u  p o p rzeczn ym  do o s i”. A lbo  
d a le j, na  str. 154: „W erner (1971) o g ło sił przed  k ilk u  la ty  p ro p o zy cje  n o w eg o  m odelu  
r ep lik a c ji ch ro m o so m o w eg o  b a k tery jn eg o  D N A  su geru jąc , że ła ń cu ch  ch rom osom al-

http://rcin.org.pl



[51 R E C E N Z J E  K S I Ą Ż E K 24 9

n eg o  D N A  b a k ter ii rozp la ta  się  pod d z ia ła n iem  sp ecy ficzn e j n u k lea zy  „rozp ozn ają­
c e j” k rótk i s to su n k o w o  o d c in ek  p o lin u k leo ty d o w y  o d łu g o ści m niej w ię ce j 3000 n u ­
k le o ty d ó w . S y n teza  jed n ego  lub  d w ó ch  fr a g m e n tó w  D N A  m ia ły b y  zach odzić  na ta ­
k im  sp ec y ficz n y m  odcink u . Ma to być w e d łu g  W ern era  proces różn y  od procesu  
sy n tez y  r ep a ra ty w n ej a w ię c  ta k iej, pod czas k tórej rep ero w a n e  są po p rostu  u szk o ­
d zon e o d c in k i D N A  n a zy w a n e  „od cin k am i O k a za k i” (od n a zw isk a  jego  odkryw cy).. 
O k azak i i w sp . (1970) op isa li z ja w isk o  częśc io w ej d en a tu ra cji b ih e lisy  D N A  zach o­
d zącej w  cza sie  r ep lik a c ji”. O prócz n ie ja sn e j i b łęd n ej in terp reta cji d an ych  z p iś ­
m ien n ic tw a , A u tor n ie  daje  czy te ln ik o w i m o ż liw o śc i p ozn an ia  prac o ry g in a ln y ch ,  
gd yż o b ie  cy to w a n e  prace n ie  f ig u ru ją  w  sp isie .

P o b ież n e  sp ra w d zen ie  k ilk u  in n y ch  fra g m en tó w  k s ią żk i w sk a zu je , że o m in ięc ie  
w  sp is ie  p iśm ie n n ic tw a  prac c y to w a n y c h  w  te k śc ie  jest dość  częsty m  p rzeoczen iem  
A u tora . N a str. 282 są cy to w a n e  prace B en d ich  i M cC arthy (1970), P erry  (1967), oraz  
K u m ar i W arner (1972) —  żadna z n ich  n ie  fig u ru je  w  sp is ie  p iśm ien n ic tw a .

O pis b u d o w y  chrom osom u jest ch a o ty czn y , n ie sp ó jn y , p e łen  b a ro k o w y ch  ozdób  
za c iem n ia ją c y c h  treść . P ełn o  tu o g ó ln ik o w y ch  term in ó w  p o zo sta ją cy ch  bez o b jaśn ień , 
u ję ty ch  w  n ieco  nap u szon ą  form ę. N a przyk ład  na str. 179 czy tam y: „W ynik i w sz y s t­
k ich  ty c h  o b serw a cji u ja w n iły , że czą steczk i k w a só w  n u k le in o w y c h  m ają określoną  
stru k tu rę  p ierw szo rzęd o w ą , za leżn ą  od ch em iczn ej b u d o w y  ła ń cu ch ó w , stru k tu rę  dru- 
g o rzęd o w ą  rozu m ian ą  jako k o n fo rm a cję  i ró w n ież  trzec io rzęd o w ą  w  p o sta ci sp ec y ­
f iczn e j o rg a n iza cji p rzestrzen n ej h e lik a ln y ch  ła ń c u c h ó w ”.

W  ty m  i w  in n y ch  rozd zia łach  rażącą w a d ą  je st brak lo g iczn eg o  p o w ią za n ia  
p o szczeg ó ln y ch  ak a p itó w . T uż za p o w y ższy m  c y ta tem  je st m a ły  ak ap it o p o w ta rza l­
n ych  se k w en cja c h  D N A , a zaraz za n im  autor  o p isu je  p roces k o n d en sa cji i d ek o n -  
d en sa cji ch ro m a ty n y , n a stęp n ie  w sp o m in a  o h e tero ch ro m a ty n ie , pow raca  do p ro b le ­
m u se k w e n c ji p ow ta rza ją cy ch , by za ch w ilę  m ów ić  o b u d o w ie  w łó k n a  ch ro m a ty -  
n o w eg o . W zm ian k i o „prep aratyce  g e n ó w ” są w y m ie sza n e  z in fo rm a cja m i o sa te li­
ta rn y m  D N A  i degrad acji D N A .

P o d ro zd zia ł z a ty tu ło w a n y  „O braz D N A  w  ch ro m o so m a ch ” je st  n ie stra w n y m  
k o k ta ilem . C zy te ln ik  po p rzeczy ta n iu  tego  p od rozdzia łu  n ie  w y ra b ia  sob ie  żadnego  
p o jęc ia  o o rg a n izacji chrom osom u in ter fa zo w eg o  i m eta fa zo w eg o . B rak  tu k la r o w ­
neg o  op isu  w łó k n a  ch ro m a ty n o w eg o , n u k leo so m u , p o m in ię to  zu p e łn ie  n o w e  pog ląd y  
na o rg a n iza c ję  stru k tu ry  chrom osom u.

P o d ro zd zia ł „G en jako jed n o stk a  in fo r m a cji” n ie  o d b iega  p oziom em  od pop rzed­
n ich . Z now u n ie  je st to ja sn y  i p ro sty  w y k ła d  lecz  ch a o ty czn y  zbiór d an ych  z p iś ­
m ien n ic tw a , u b a rw io n y  n iep o ra d n y m i o b ja śn ien ia m i. N a str. 197 czy ta m y  oto jak  
N iren b erg  i M atth aei z ła m a li kod g en e ty czn y : „ U zy sk a li oni m o n o u ry d y n o w y  p o li-  
n u k leo ty d , tj. n ić  R N A  zbu d ow an ą  poza k w a sem  fo sfo r o w y m  i p en tozą  rybozą  w y ­
łą czn ie  z u racy lu  jako  zasady  org a n iczn ej za stęp u ją cej ty m in ę  w  D N A . N ić  ta m ia ła  
w ię c  w zór... U  U U  U  U..., b y ła  w ob ec  teg o  k w a sem  p o liu ry d y n o w y m  i k iero w a ła  b ar­
dzo ch a ra k tery sty czn ie  w b u d o w y w a n ie m  w  ro sn ący  łańcuchy p ep ty d o w y  fe n y lo a la -  
nin y . P o w sta ją c e  b ia łk o  było  zb u d o w a n e  w ię c  ty lk o  z jed n eg o  a m in o k w a su , a w ła ś ­
c iw ie  tru d n ło tu m ów ić  o b ia łk u , lep ie j  o p ep ty d zie . T ak i w y n ik  d o św ia d czen ia  
p rzeszed ł w sze lk ie  o czek iw a n ia  i sta ł się  —  jak  już d z isia j w ie m y  — ep ok ow ym . 
W sk a zy w a ł, że w y z n a c zn ik iem  m ie jsca  fe n y lo a la n in y  w  łań cu ch u  p o lip ep ty d o w y m  
je st n u k leo ty d  u ry d y n o w y . D a lsze  d o św ia d czen ia  w sk a z y w a ły , że d la  w b u d o w a n ia  
jed n ej czą steczk i fen y lo a la n in y  trzeb a  trzech , a n ie  d w ó ch  czy  czterech  n u k leo ty d ó w  
sy n te ty czn eg o  R N A . B ył to po prostu  k lu cz  do r o zszy fro w a n ia  kodu gen ety czn eg o . 
P race  szyb k o  p o to czy ły  się  naprzód i już w  k ilk a  la t p o tem  w y ja śn io n o  w  ca łości 
to  za g a d n ien ie . O d k rycie  to b y ło  fa n ta s ty cz n e  jeszcze  i d la teg o , że w  1961 roku  
N iren b erg , O choa i inn i bad acze z la b o ra to r ió w  U S A  n ie  w ie d z ie li  sp ec ja ln ie  w ie le
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0 m R N A , który  to zw ią zek  o d k ry li i w p ro w a d z ili d la n ieg o  n a zw ę  do litera tu ry  Jacob
1 M onod, także w  tym  ro k u ”. C yta t p o zo sta w ia m  bez kom en tarza .

Z a jrzy jm y  jeszcze  do pod rozd zia łu  pt. „T ra n sk ry p cja ”. N a str. 247 d o w ia d u jem y  
się , że: , ,0  ile  gen  je st  o d c in k iem  D N A , ja k k o lw ie k  by go n ie  in terp reto w a ć , to  
m ięd zy  ty m  fra g m en tem  D N A  w  ch ro m o so m ie  a cechą  ob w o d o w ą , c zy li fen o ty p o w ą  
m usi być jak aś droga p rzep ły w u  in fo rm a cji, tak  by zaw a rta  w  zesp o le  k od on ów  
m ogła  u ja w n ić  się  w  p o sta ci sp ecy ficzn eg o  b ia łka , od b ia łk a  za leżą  b o w iem  c e c h y ”. 
„G dzie są ośrodk i sy n tezy  b ia łek  i jak  d a lek o  leżą  od c en tró w  in fo rm a cy jn y ch ...? ” 
za p y tu je  au tor  (str. 248) i w  n a stęp n y m  zd an iu  w y ja śn ia : „W ydaje się , że p ew n ą  
in sp ira cją  w  tym  k ieru n k u  b a d a w czy m  b y ło  n a jp ierw  w y k a za n ie , je szcze  w  1948 r. 
przez B o iv in a  i V en d re lich  (1948), że ilo ść  D N A  w  n o rm a ln y ch  d ip lo id a ln y ch  k o ­
m órkach  som a ty czn y ch  org a n izm ó w  tego  sam ego  ga tu n k u  je st za w sze  ta sa m a ”. 
D o p ra w d y  trudn o d oszu k ać się  lo g iczn eg o  zw ią zk u  m ięd zy  o b iem a k w estia m i. P o ­
nad to  cy to w a n ej pracy  n ie  zn a la z łem  w  w y k a z ie  p iśm ie n n ic tw a .

D a lsze  rozw a ża n ia  nad  p ro cesem  tran sk ry p cji są zn o w u  p o to k iem  in fo rm a cji  
w y m ie sza n y ch  bez ładu  i lo g iczn eg o  porządku , k tó rych  trudn o zrozum ieć. J est tu  
m o w a  o tym , że ry b o so m y  m ają  m ało  „ sp ec y ficz n y ” p ra w ie  „ jed n o sta jn y ” RN A, 
a n a jw a żn ie jsz y m  e le m en tem  b u d o w y  m R N A  je st to, że czą steczk a  m R N A  n ie  
je st p o d w ó jn ą  ty lk o  p o jed y ń czą  n ic ią ”..., że „... m essen g er  R N A  je st w ię c  norm alną  
czą steczk ą  o prostym  ła ń cu ch u  o g n iw ...” , że p o lim era za  R N A  p o d ejm u je  „ d ecy zję” 
itd . F akt, że w  m R N A  sto su n ek  par zasad  A U /G C  je st  pod ob n y  do stosu n k u  par  
zasad  A T /G C  w  D N A  p o zw a la  A u to ro w i w y su n ą ć  w n io sek , że „ transk ryp cja  R N A  
na  D N A  je st tak  sam o d ok ła d n a  jak  proces sa m o rep lik a cji D N A ” (str. 253). Na n ie ­
k tó ry ch  stron ach  trudn o zn a leźć  n a w et k ilk a  zdań n a p isa n y ch  p o p raw n ie, m ają cy ch  
zn aczen ie , b oga ty ch  w  treść .

N a str. 254 czy tam y: „Do rzad k ośc i rze cz y w iśc ie  n a leżeć  b ęd zie  jak  m ów i 
W atson  (1970) —  z n a lez ien ie  jed n o n ic io w y ch  czą steczek  R N A , w  k tó rych  ilo ść  a d e ­
n in y  ró w n a  się  ilo śc i u ra cy lu , a ilo ść  g u a n in y  ilo śc i c y to z y n y ”. P rzy p u szcza ln ie  m ia ło  
to być pod p arcie  s tw ierd zen ia , że „K ażdy gen  k o n tro lu je  w y tw a rz a n ie  ty lk o  jed n ej  
n ic i k o m p lem en ta rn ej R N A , a n ie  d w ó ch ” (str. 253). C h cia łem  sp raw d zić  to w  pracy  
W atson a, a le  znow u n ie  zn a la z łem  jej w  za m ieszczo n ej na koń cu  k sią żk i „B ib lio g ra fii  
w a ż n ie jszy c h  p o zycji c y to w a n y c h  i o m ó w io n y ch  w  te k śc ie ”.

O d n ośn ik  na str. 378 in fo rm u je , że d la  hn R N A  „ob ecn ie  u ży w a  się  już n a zw y  
p r e -m R N A ”. J est to in fo rm a cja  b łęd n a , gd yż  n ie  m a znaku  ró w n ości p o m ięd zy  
hn R N A  i pre-m R N A . N iezro zu m ia łe  je st zd a n ie  na str. 378: „ ...H n R N A  m a sw o is te  
m iejsca  a k ty w a cji z D N A , dając  tzw . s tr e fy  a k cep to ro w e, co w  n a s tęp stw ie  dop ro­
w a d za  do w sp ó łd z ia ła n ia  z b ia łk a m i r eg u lu ją cy m i”, a w y w ó d  o re la cji hnR N A  do 
„ a k ty w a to ro w y ch  R N A ” i m ech a n izm ie  a k ty w a cji g en ó w  je st zu p e łn ie  n ie ja sn y .

Inne p od rozd zia ły  tra k tu ją ce  o stru k tu rze  ry b o so m a ln eg o  R N A  i tR N A , o reg u ­
la c ji sy n tezy  b ia łk a , reg u la c ji a k ty w n o śc i gen ó w , o rg a n iza cji operonu  itd. p e łn e  są  
ró w n ież  in fo rm a cji w y ja śn io n y c h  w  sp osób  d a lek i od p o p ra w n o ści, często  b łęd n y ch  
n ie  u k ła d a ją cy ch  się  w  p rzejrzy sty  obraz. „U d ow od n ion o  w  żm u d n ych  d o św ia d cze ­
n ia c h —  p isze  au tor  na str. 254 — że proces (chodzi o sy n tezę  R N A  —  MCh.) przeb iega  
jed n a k  od atom u 5' do atom u  3'...”

T erm in o lo g ia  i p iso w n ia  jest w  w ie lu  przyp ad k ach  n iep o p ra w n a . O bce w y ra zy  
o d m ien ia  się  często  w e d łu g  g ra m a ty k i p o lsk iej, np. tra n sfer -R N A  w  d op ełn iaczu  
p rzyb iera  form ę „ tra n sfera -R N A ” (str. 22), na str. 58 czy ta m y , że „rybosom  jest or- 
g a n e llu m  k o m ó rk o w y m ”, w  w ie lu  m ie jsca ch  w y stęp u je  „k w a s D N A ” itp. tak  w ie le  
u sterek  i n ie śc is ły c h  in fo rm a cji w  d od atku  pod an ych  w  d z iw n y m  język u , k tórego  
m iejsca m i n ie  sp osób  zrozum ieć. M ożna podać w ie le  p rzy k ła d ó w  z d a ń -d z iw o lą g ó w ;  
np. str. 32: „K ontakt k om órek  ze sobą b y ł też tem a ty k ą  b ad aw czą  w ie lu  p ro cesó w

\
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r eg e n e r a c y jn y c h ”, str. 84: „N ie w ia d o m o  czy  p o w sta w a n ie  w .rzeciona, czy  sp ir a li-  
za cja  i ro zk ręca n ie  się  ch rom osom ów  też  m ają  sw e  g en y , są w a ru n k o w a n e  g e n e ­
ty c zn ie  czy  też to ty lk o  o k o liczn ość, jed n a  i druga w y n ik a ją ca  z sam ej tech n ik i  
p o d zia łu , z tech n o lo g iczn ej k on ieczn o śc i r u c h liw o śc i”, str. 380: ,,W o d n iesien iu  do 
N H P  np. m ożna m ó w ić  o reg u la cy jn e j ro li gen u  bardzo szeroko, a le  d y sk u sy jn y  
je s t  tu  m o m en t ich  w ie lk ie g o  zró żn ico w a n ia ...” str. 136 —  „W o b serw a cja ch  u zu ­
p e łn ia ją c y c h  p o tw ierd zo n o  w c ze śn ie jsz e  d o m y sły  —  b y ł to  czy  je st to R N A  in fo r ­
m a c y jn y ”.

N a str. 377 A u to r  w sp o m in a , że B on n er  i H u a n g ”... u zy sk a li fra k cję  ch rom oso-  
m a ln eg o  R N A  tzw . cR N A , k tóry  ch a ra k tery zu je  się  tym , że m a dużą za w artość  k w a ­
su  d ih y d ro u ry d y n o w eg o , w y k a zu ją ceg o  sw o is to ść  tk a n k o w ą  oraz z w ięk sza ją ceg o  się  
w  c za s ie  reg en era c ji w ą tr o b y ”. J e st  to e w id e n tn y  błąd s ty lis ty c zn y  zm ien ia ją cy  zu ­
p e łn ie  sen s o m a w ia n eg o  zja w isk a .

O rn am en tacja  p o łączon a  z brak iem  treśc i i złą  p o lszczy zn ą  d aje  n iep o w ta rza ln y  
e fe k t. O to na str. 69 czy tam y: „K om órka org a n izm ó w  w y ższy ch  w ię c  to p ew n a  
n ie p o w ta r z a ln a  struk tura . Ta jej stru k tu ra  m a sk o m p lik o w a n ą  a rch itek tu rę . A rch i­
tek tu ra  ta  zw ią za n a  je st śc iś le  z fu n k cja m i, a ty p o w y m i p rzy k ła d a m i ta k ich  w sp ó ł­
za leżn o śc i są m itoch on d ria  i lizosom y. M ożna dać je n a w et za p rzyk ład  ty p o w o  
b io lo g ic z n e j d ia lek ty k i w  f ilo z o fii p rzy ro d y ”. P o p rzesta ję  na  ty ch  u w a g a ch  po o d ­
k r y c iu , że pod obn ie  jak  u in n y ch  eu k a r io ty czn y ch  is to t zap ew n e  i w e  m n ie  tk w ią  
i fu n k c jo n u ją  g en y  „ czu ło śc i” (str. 311, str. 378).

P o d su m o w u ją c , n a leży  stw ierd zić , że k siążk a  A d am a K o łą ta ja  n osząca  ty tu ł  
„ G en ety k a  fiz jo lo g iczn a  z w ier zą t” n ie  p o w in n a  b y ła  ujrzeć  p ó łek  k sięg a rsk ich . 
K sią żk a  n ie  ty lk o  n ie  uczy, a le  w  w ie lu  p rzy p ad k ach  w y p a cza  obraz d aw n o  już  
p o zn a n y ch  i u d o k u m en to w a n y ch  z ja w isk  z zakresu  b io lo g ii. A u tor pod ją ł się  zadan ia  
k tó re  p rzek racza  Jego  znajom ość  przed m iotu  i n a u k o w ą  k om p eten cję , p rzy n a jm n ie j  
w  częśc i d o ty czą cej b io lo g ii m o lek u la rn ej gen ó w . C h a o ty czn ie  zeb ran e  dan e d o św ia d ­
c za ln e  są m ało  u ży teczn e , raczej w p ro w a d za ją  b ez ła d  n iż  porząd k u ją  naszą  w ied zę  
z za k resu  b io lo g ii gen ó w . Z ro zu m ien ie  treśc i u tru d n ia ją  w  w ie lu  m iejsca ch  n ie ­
p r a w id ło w o śc i języ k a  i sty lu . N iek tó re  in fo rm a cje  m ają  już ty lk o  h isto ry czn e  zn a ­
czen ie ;  brak  d y sk u sji czy  ch oćb y  w zm ia n ek  o n o w y ch  od k ryciach . N ie  m ożna też  
w y b a cz y ć  A u to ro w i n ie su m ien n eg o  zeb ran ia  b ib lio g ra fii.

W  ró w n ej m ierze  w in a  za tę  n ieu d a n ą  p ozy cję  spada na P a ń stw o w e  W y d a w ­
n ic tw o  N a u k o w e, k tórego  d ecy zje  w y d a w n ic ze  p o w in n y  być o p arte  na rzeczo w y ch  
o c en a ch  m a szy n o p isó w  p rezen to w a n y ch  do druku. C zyżb y  w  ty m  p rzypadk u  o d stą ­
p iono od o b o w ią zk u  recen zji?  J e ś li jed n a k  recen zje  b y ły  i b y ły  p o zy ty w n e, to jej 
a u to rzy  m uszą  rów n ież  czuć się  o b c ią żo n y m i o d p o w ied zia ln o śc ią .

M ie c z y s ła w  C h o r ą ży

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

T reśc ią  k s ią żk i są m a ter ia ły  10-d n iow ej K o n feren c ji (11— 21 lip ca  1979), o d ­
b y te j w  U n iw e r sy te c ie  w  E d yn bu rgu  i d o ty czą cej w y m ia n y  d o św ia d czeń  i postęp u  
w  d o ty ch cza s p o zo sta ją cej w  ty le  d z ied zin ie  o rg a n iza cji i ek sp resji g en o m ó w  ro ś lin ­
n y ch . Z a w a rty ch  je st w  n ie j ok. 45 re fe ra tó w  w y g ło sz o n y c h  przez zaproszonych  
sp ec ja lis tó w , o m a w ia ją cy ch  o sta tn ie  o s ią g n ię c ia  w  p r a w ie  w szy s tk ich  d z ied zin a ch  
w y n ik a ją c y c h  z ty tu łu , stan  o b ecn y  w ied zy , prace w ła sn e  a u to ró w  i e w en tu a ln e  
p rzy sz łe  k ieru n k i badań.
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P o szczeg ó ln e  re fera ty  z o sta ły  p o d zie lo n e  na grupy tem a ty czn e  d otyczące: o rg a ­
n iza cji gen om u  jąd ro w eg o , k lo n o w a n ia  i a n a lizy  D N A  roślin n eg o , tra n sk ry p cji, 
e k sp resji gen om u  jąd ro w eg o  i jej reg u la c ji, w ła śc iw o śc i, b io sy n tezy  i reg u la c ji 
g en e ty czn e j b ia łek  za p a so w y ch  zbóż oraz b ia łek  r o ślin  m o ty lk o w y ch , o rg a n iza cji 
i ek sp resji gen om u  ch lo ro p la stó w , sy n tezy , tran sp ortu  i z es ta w u  b ia łek  ty ch  o rg a ­
n ów , o rg a n izacji gen om u  w  m itoch on d riach , b io lo g ii w ią z a n ia  azotu , p la zm id u  Ti 
z A g ro b c ic te r iu m  tu m efa c ie n s ,  o rg a n iza cji i e k sp resji gen o m u  w ir u só w  oraz w ir o i-  
dów , jak o  czy n n ik ó w  k o n tro ln y ch . Jak  w id a ć  z tego  p rzeg ląd u  zagad n ień , r e fe ra ty  
d o ty czy ły  p o d sta w  teo re ty czn y ch  i a sp ek tó w  m eto d y czn y ch  szybk o ro zw ija ją cej się  
w ie d z y  o g e n e ty ce  m o lek u la rn ej roślin , b ardziej u ty lita rn y ch  a sp ek tó w  d o ty czą cy ch  
g en e ty czn e j r eg u la c ji sy n tez y  b ia łek  za p a so w y ch  zbóż i ro ś lin  m o ty lk o w y ch , m o le ­
k u la rn y ch  m ech a n izm ó w  reg u la c ji w ią z a n ia  azotu  przez b a k ter ie  i ud zia łu  genom u  
r o ślin y  —  gosp odarza  i w r eszc ie  bardzo n o w y ch  za g a d n ień  d oty czą cy ch  roli w ir o id ó w  
w  reg u la c ji m eta b o lizm u  roślin .

W y głoszon e na w sp o m n ia n ej k o n feren c ji re fera ty , a w ię c  i treść  k s ią żk i m ają  
d w o ja k i charakter: część  z, n ich  to p rzeg lą d y  prac o sta tn ich  k ilk u  la t (w  za sa d z ie  
od 1976 r. tzn. od pop rzed n iej K o n feren c ji na ten  tem a t w  S trasb u rgu ), a część  
to prace o ry g in a ln e  d o ty czą ce  w y m ie n io n y c h  zagad n ień . M ater ia ł za w a rty  w  k sią żce  
n ie  sta n o w i w ię c  zw a rte j ca ło śc i w ie d z y  o k reślo n ej w  ty tu le , d a je  n a to m ia st bardzo  
w ie le  o p isó w  m eto d y k i oraz b ogatą  litera tu rę , co sta n o w i o du żej w a r to śc i k s ią żk i. 
C h a ra k tery sty czn e  je st  przy tym , że k o le jn o  o m a w ia n e  za g a d n ien ia , zarów n o w  p ra­
cach  p rzeg lą d o w y ch , jak  i o ry g in a ln y ch , d o tyczą  w  w ię k sz o śc i ro ś lin  u ż y tk o w a n y ch  
ro ln iczo  (zbóż k ra jo w y ch , k u k u ry d zy  soi oraz n iek tó ry ch  in n y ch  m o ty lk o w y ch ), co  
p rzed sta w ia  isto tn ą  w a rto ść  d la g e n e ty k ó w  —  p ra k ty k ó w  i m oże m ieć  is to tn e  z n a ­
czen ie  d la  u n o w o cześn ien ia  prac g en e ty cz n o -h o d o w la n y c h .

W bardziej szczeg ó ło w y m  o m ó w ien iu  treśc i k s ią żk i n a le ży  w sk a za ć  na p r z ed ­
s ta w ie n ie  w  n ie j w ie lu  szczeg ó łó w  o o rg a n iza cji g en o m ó w  ją d ro w y ch , ch lo ro p la stó w  
i m ito ch o n d r ió w , a ta k że  p la zm id ó w  T i A g r o b a c te r iu m  tu m e fa c ie n s .  D a je  to z a ró w ­
no p ogląd  na różn ice  w  sto su n k u  do zn a czn ie  lep ie j p ozn a n y ch  g en o m ó w  z w ie r z ę ­
cy ch  i d rob n ou stro jów , a ta k że  m o ż liw o ść  p oró w n a n ia  ich  o rg a n iza cji w  p o szczeg ó l­
n y ch  o rg a n e lla ch  k om órek  ro ślin n y ch . S zczeg ó ln ie  in te re su ją ce  są b ad an ia  g en o m ó w  
w  ro ślin a ch  zb ożow ych , stru k tu r  p o w ta rza ln y ch  i n ie p o w ta r z a ln y ch  oraz stre f o d ­
p o w ied z ia ln y ch  za sy n tezę  b ia łek  zap a so w y ch . T u szczeg ó ln ie  in te re su ją ce  są dan e
0 w y stęp o w a n iu  p rek u rso ró w  b ia łk o w y ch  o w y ż sz y ch  m a sa ch  czą steczk o w y ch , co 
p o w o d u je  w tó rn e  ró żn ico w a n ie  się  b ia łek ; w y k a za n o  to np. u k u k u ry d zy  i groch u . 
W iele  m ie jsca  p o św ięco n o  ró w n ież  p racom  nad  reg u la c ją  e k sp re sji na  p o z io m ie  
g enom u, sy n tezy  m R N A  oraz zm ia n  p o sttra n sk ry p cy jn y ch  (np. p rzy  sy n tez ie  p ro la -  
m in  zbóż), a tak że  zm ian  p o sttra n sla cy jn y ch  w  o b ręb ie  b ia łek . N ieco  u w a g i p o ­
św ięco n o  też  w sp ó łd z ia ła n iu  ro ś lin n y ch  reg u la to ró w  w zro stu  w  ek sp resji g en o m ó w  
ro ślin n y ch . Sporo prac d o ty czy ło  orga n iza cji g en o m ó w  w  ch lo ro p la sta ch , u d zia łu
1 lo k a liz a c ji g en ó w  k o d u ją cy ch  p o szczeg ó ln e  fra k c je  rR N A  (w sp ó ln a  tra n sk ry p cja
i p o w sta w a n ie  w tó rn e  p o szczeg ó ln y ch  fra k c ji w  tra k c ie  d o jrzew a n ia ) oraz z a le ż ­
n ości g en e ty czn e j k o m p lek so w y ch  b ia łek  ch lo ro p la stó w  (n iek tó re  p od jed n o stk i m ogą  
być k o n tro lo w a n e  przez D N A  jądrow y). P o d ob n ie  ro zp a try w a n o  p rzy k ła d y  w s p ó ł­
za leżn o śc i m ięd zy  g en o m em  m ito ch o n d r ió w  i fra g m en ta m i D N A  ją d row ego , o rg a n i­
zację  gen om u  m tD N A  i reg u lo w a n ą  sy n tezę  b ia łek  m ito ch o n d r ia ln y ch .

K o ń co w e r e fe ra ty  p o św ięco n o  u d z ia ło w i D N A  d ro b n o u stro jó w  i w ir u só w  w  re ­
g u la c ji p ro cesó w  m eta b o liczn y ch  u roślin , p o św ięca ją c  sporo u w a g i u d zia ło w i g e ­
nom u ro ślin n eg o  i b a k ter ii K le b s je l la  p n e u m o n ia e  w  r eg u la c ji b io sy n tez y  b ia łek  
n itro g en a zy  oraz p ro cesó w  to w a rzy szą cy ch  w  w ią z a n iu  azotu . W n io sk u je  się , że  
ła tw ie jsz e  b ęd z ie  p r z en ie s ien ie  do ro ślin  (np. zb ożow ych ) g e n ó w  k o n tro lu ją cy ch  
tw o r ze n ie  b ro d a w ek  k o rzen io w y ch , n iż  g en ó w  o d p o w ied z ia ln y ch  za w y k sz ta łc en ie
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sa m eg o  p ro cesu  w ią za n ia  N 2. In n e  za g a d n ien ie  d o ty czy  w sp ó łd z ia ła n ia  g en ó w  r o ślin ­
nych  z p la zm id a m i Ti A g r o b a c te r iu m  tu m e f a c ie n s  w  tw o rzen iu  na ro ślin a ch  tk a n ek  
tu m o ro w y ch . W ty m  za k resie  bad ano m ech a n izm y  tra n sfo rm a cji D N A  w  k om órce  
r o ślin n e j pod w p ły w e m  D N A  p la zm id o w eg o  oraz o rgan izację  p la zm id ó w , co m oże  
s ta n o w ić  in te re su ją cy  m odel b ad aw czy . W reszc ie  o sta tn ie  re fe ra ty  d o ty czy ły  orga­
n iz a c ji g e n o m ó w  k ilk u  w y b ra n y ch  w ir u só w  ro ślin n y ch , z p róbam i ich  w y k o rz y ­
sta n ia  jako n o śn ik ó w  obcego  D N A , który  m ógłb y  być w b u d o w a n y  do g en o m ó w  
r o ślin n y ch . W  k oń cu  o sta tn i, d łu g i refera t p rzeg lą d o w y  p o św ięco n o  w iro id om , c zy li  
n isk o cz ą ste c zk o w y m  p a teg en o m  ro ślin n y m  (do 360 par zasad) zb u d o w a n y m  z R N A  
bez otoczk i, w y w o łu ją c y m  n ie k o n w en cjo n a ln e  choroby roślin . Ze w zg lęd u  na p o zn a ­
ną stru k tu rę  i m ałe  ro zm iary  m ogą one sta n o w ić  dogod n e m od ele  do bad ań  fu n k ­
c jo n a ln y ch  o k reślo n y ch  struk tur.

W za k o ń czen iu  n a leży  stw ierd z ić , że  o p in io w a n a  k s ią żk a  za w iera  bardzo w ie le  
n a jn o w sz e g o  i różn orod nego  m a ter ia łu  d oty czą ceg o  m o lek u la rn y ch  p o d sta w  g en e ty k i  
ro ślin , a w ię c  z d z ied zin y  zn a czn ie  d o tych czas zan ied b a n ej. D la teg o  p oszczeg ó ln e  
jej częśc i w a r te  są p o lecen ia  ty m  w szy stk im , k tórzy  za jm u ją  się , lub  in teresu ją  
g e n e ty k ą  roślin .

J e r z y  K ą c z k o w s k i

GABA- Biochemistry and CNS Functions 

Red. P . M an d el i P. V. D eF eu d is
P len u m  P ress , 1979, N ew  Y ork, L ondon, str. 505, cena

R ecen zo w a n a  k siążk a  sta n o w i 123 tom  z ser ii A d v a n c e s  in  E x p e r im e n ta l  M e d i ­
cine a n d  B io lo g y .  Z aw iera  ona zb iór m a ter ia łó w  na tem a t b io ch em ii i ro li k w a su  
Y -a m in o m a sło w eg o  w  ośro d k o w y m  u k ła d z ie  n erw o w y m  p rezen to w a n y ch  na m ię ­
d zy n a ro d o w y m  sy m p ozju m  (Strasbourg, lip iec  1979).

K w a s Y -a n iin om asłow y , k tóry  w  u k ła d z ie  n er w o w y m  k ręg o w có w  p e łn i ro lę  
n eu ro tra n sm itera  h a m u lco w eg o , c ie szy  się  coraz w ię k sz y m  za in tereso w a n iem  ze 
stro n y  n eu ro b io lo g ó w . N ic  też  d z iw n eg o , że w  o m a w ia n y m  to m ie  obok a r ty k u łó w  
p o św ięco n y ch  b io ch em ii G A B A  są prace fa rm a k o lo g iczn e  i prace o im p lik a cja ch  
k lin iczn y ch . A r ty k u ły , zarów n o  o ch a ra k terze  p rzeg lą d o w y m  jak  i szczeg ó ło w e  do­
n ie s ien ia , zg ru p o w a n o  w  czterech  d zia łach: 1) E n zy m o lo g ia  u k ład u  G A B A , 2) M eta­
b o lizm  G A B A , p ob iera n ie  i w y d z ie la n ie , 3) R ecep tor  G A B A , 4) K o re la ty  b e h a w io ­
ra ln e. S to su n k o w o  w ie le  m ie jsca  p o św ięco n o  b ad an iom  e n z y m ó w -tra n sfe ra z y  G A B A  
(G A B A -T ) i d ek a rb o k sy la zy  g lu ta m in ia n o w ej (G AD), a k ty w n o ść  ty ch  en zy m ó w  b o ­
w ie m  reg u lu je  poziom  G A B A  w  m ózgu. P rzed sta w io n e  p race  d o tyczą  w  zn aczn ej 
m ierze  m etod  oczy szcza n ia  G A B A -T  i G A D  z ró żn y ch  źród eł oraz w ła śc iw o śc i  
u zy sk a n y ch  p rep a ra tó w  en zy m a ty czn y ch . A r ty k u ły  m eto d y czn e  p rzew a ża ją  ró w n ież  
w  d z ia le  pt. R ecep to r  G A B A .

A  oto  k ilk a , w ed łu g  m n ie  n a jc iek a w szy ch , in fo rm a cji z a w a rty ch  w  m onografii:  
1) Z bad ań  nad  ro zm ieszczen iem  p o szczeg ó ln y ch  sk ła d n ik ó w  u k ład u  G A B A erg icz-  
n ego  w  ró żn y ch  częśc ia ch  m ózgu  w y n ik a , że n ie  m a śc is łe j  za leżn o śc i p o m ięd zy  
a k ty w n o śc ią  p resy n a p ty czn y ch  w sk a ź n ik ó w  u k ła d u  G A B A erg iczn eg o  tak ich  jak  G A D  
czy  p o b iera n ie  G A B A  a p o stsy n a p ty czn y m  recep to rem  G A B A  (Enna). Z atem  dla  
o k reślen ia  ro li G A B A  w  dan ym  obszarze m ózgu  k o n ieczn e  je st k o m p lek so w e  b a ­
d an ie  sk ła d n ik ó w  uk ładu  G A B A erg iczn eg o . 2) K o m órk ow a lo k a liza c ja  p o b ieran ia
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G A B A , bad ana m eto d a m i a u to ra d io g ra ficzn y m i, w  h o d o w li tk a n k o w ej w sk a z u je  na  
u d zia ł k om órek  g le jo w y ch  w  in a k ty w a cji tego  n eu ro tra n sm itera  (H osli i H osli). 
3) P o d ję to  też  p róby p o w ią za n ia  zm ia n  w  u k ła d z ie  G A B A erg iczn y m  a z a ch o w a n iem  
się  zw ierzą t (B lin d e lm a n n i w sp .). O b serw o w a n o , że u m y szy  h o d o w a n y ch  w  izo la c ji 
(w  n a s tęp stw ie  czego  sta ją  się  one a g resy w n e) a k ty w n o ść  G A D  je st zn a czn ie  o b n i­
żona w  p o ró w n a n iu  ze zw ierzę ta m i trzy m a n y m i w  k la tk a ch  g ru p o w y ch . N a le ży  
zazn aczyć, że u m y szy  h o d o w a n y ch  w  izo la c ji stw ierd zo n o  r ó w n o cześn ie  o b n iżen ie  
p o ziom u  G A B A . O b serw a cje  te im p lik u ją  u d zia ł u k ła d u  G A B A erg iczn eg o  w  r e g u la ­
c ji a g resy w n eg o  za ch o w a n ia  s ię  zw ierzą t oraz w sk a zu ją  na m o ż liw o ść  zm ian  a d a p ­
ta c y jn y ch  w  m e ta b o lizm ie  tego  n eu ro tra n sm itera .

K sią żk a  zy sk a ła b y  n ie w ą tp liw ie  na w a r to śc i, gd y b y  za w iera ła  u w a g i k o ń co w e.  
Szkod a w ięc , że red ak torzy  n ie  p o d ję li p rób y  p o d su m o w a n ia  treśc i obrad. R e a su ­
m u jąc  w y d a je  m i się , że ta , a czk o lw iek  c ie k a w a  m on ografia , p o ru szająca  za g a d ­
n ien ia  o zn aczen iu  o g ó ln o b io lo g iczn y m , zn a jd z ie  od b io rcó w  jed y n ie  w  w ą sk im  gro n ie  
zn a w có w  zagadn ien ia .

J o la n ta  S k a n g i e l - K r a m s k a

A. Ben-Naim  
Hydrophobłc Interactions

P len u m  P ress, N e w  Y ork, L ondon, 1980, str. 7 +  311, cen a  U S  $ 32.50

W sp ółczesn a  b io ch em ia  p rzy jm u je , że o d d z ia ły w a n ia  h y d ro fo b o w e  o d g ry w a ją  
is to tn ą  ro lę  w  ta k ich  z ja w isk a c h  ja k  fo r m o w a n ie  stru k tu ry  trzec io rzęd o w ej m a k ro ­
czą steczek , p o w in o w a c tw o  en zy m u  do su b stra tu  i in . C h a ra k tery sty czn e  jest jednak , 
iż  a u torzy  tłu m a czą cy  is to tę  o d d z ia ły w a ń  h y d ro fo b o w y ch  o d w o łu ją  się  w  w ię k sz y m  
sto p n iu  do in tu ic ji c zy te ln ik a  n iż  do o p isu ją ce j je  d e f in ic j i f izy k o ch em icz n e j. D e f i ­
n ic ji ta k ie j brak  ze w z g lęd u  na n ie d o sta te c zn y  sto p ień  p o zn a n ia  sa m eg o  z ja w isk a .

A r ieh  B e n -N a im  w  k sią żce  sw o jej z a w a r ł p e łn y  p rzeg ląd  p o sia d a n ej dziś w ie d z y  
,na tem a t ch em ii f izy c zn ej o d z ia ły w a ń  h y d ro fo b o w y ch . P rzeg lą d  m a ch a ra k ter  sy n ­
te ty czn y . K sią żk a  sk ład a  s ię  z p ięc iu  ro zd zia łó w  i d z ie s ię c iu  u zu p ełn ień . R o zd z ia ły  
to: 1. W stęp  i p o d sta w o w e  ró w n a n ia , 2. B ardzo  ro zc ień czo n e  ro ztw o ry  i o d d z ia ły w a ­
n ia  h y d ro fo b o w e, 3. O d d zia ły w a n ia  h y d ro fo b o w e  w  d im erach , 4. O d d zia ły w a n ia  h y ­
d ro fo b o w e m ięd zy  w ie lo m a  czą steczk a m i su b sta n c ji rozp u szczon ej, 5. Z a leżn ość  o d ­
d z ia ły w a ń  h y d ro fo b o w y ch  od tem p era tu ry  i c iśn ien ia . W iad om ości za w a rte  w  tej 
częśc i d y sk u to w a n e  są g łó w n ie  z z a sto so w a n iem  p o jęć  term o d y n a m ik i k la sy c z n e j, 
a sp osób  p r z ed sta w ien ia  czy n i je  w  p e łn i zro zu m ia ły m i n a w et d la  c zy te ln ik a  n ie  
d y sp o n u ją ceg o  zbyt b o g a ty m  a p aratem  m a tem a ty czn y m . W y w o d y  w y m a g a ją c e  za ­
s to so w a n ia  w  w ię k sz y m  sto p n iu  m a tem a ty k i, g łó w n ie  m ech a n ik i s ta ty s ty cz n e j, za ­
w a r te  są w  u zu p ełn ien ia ch .

K siążk a  n a p isa n a  je s t  s ty le m  ja sn y m , a w y d a n a  bardzo sta ra n n ie . Z a in teresu je  
o c z y w iśc ie  fizy k o ch em ik ó w  za jm u ją cy ch  s ię  poru szan ą  w  n ie j p ro b lem a ty k ą . P ra g n ę  
jed n a k  tę k s ią żk ę  p o lec ić  ta k że  b io ch em ik o m , zw ła szcza  tym , k tó ry ch  in te re su je  
ro la  o d d z ia ły w a ń  h y d ro fo b o w y ch  w  z ja w isk a c h  b io lo g iczn y ch . W obec coraz p o ­
w sze ch n ie jsze g o  p rzek on an ia  o w a d ze  ty ch  o d d z ia ły w a ń  w a rto  so b ie  zd aw ać sp ra w ę
2  tego , jak  m ało w ie m y  o ich  m ech a n izm ie .

W. R o d e
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R ed a k cja  A cta  w y s ła ła  a n k ie tę  do w szy s tk ich  b io ch em ik ó w  zi'zeszonych  w  P o l­
sk im  T o w a r z y stw ie  B io ch em iczn y m  c e lem  u zy sk a n ia  in fo rm a cji o p o czy tn o śc i p ism a  
i jeg o  d o stęp n o śc i w  b ib lio tek a ch  oraz z a s ięg n ię c ia  op in ii o p iśm ie  i środkach , jak ie  
n a le ż y  p o d ją ć  d la  p o d n o szen ia  jego  poziom u  i zn aczen ia .

R o zesła n o  1200 a n k ie t u zy sk u ją c  171 o d p o w ied zi (15%). W śród resp o n d en tó w  
A c ta  r e g u la r n ie  czy ta  76 osób, sp o ra d y czn ie  85 osób. D z iew ię c iu  resp o n d en tó w  n ie  
c z y ta  p ism a  w c a le . 38 osób  (ok. 20%) p ren u m eru je  p ism o, a le  u 80% resp o n d en tó w  
A c ta  zn a jd u ją  się  w  m iejscu  pracy. 75 osób (45%) p u b lik u je  p race w  A cta .

W ięk szo ść  resp o n d en tó w  uw aża , że sk ró cen ie  czasu  p u b lik a c ji je st n a jw a ż n ie j­
s z y m  śro d k iem  p o d n ie s ien ia  ran g i i zn a czen ia  p ism a, na d ru g im  m iejscu  sta w ia ją c  
dob ór  o d p o w ied n ic h  k ry ter ió w  o cen y  prac, na  trzec im  ró w n o cen n ie  z w ięk sz en ie  
o b ję to śc i p ism a , ro zszerzen ie  K o m ite tu  R ed a k cy jn eg o  o za g ra n iczn y ch  recen zen tó w  
i z a p e w n ie n ie  szerszej in fo rm a cji o p iśm ie . Za m n iej is to tn e  uznan o zm ia n y  w  d o ­
ty c h c za so w y m  sp o so b ie  i fo rm ie  red a g o w a n ia  p ism a.

R esp o n d en c i p o ru sza li ta k że  sp ra w ę  ch a ra k teru  p ism a, zarzu cając  rozp roszen ie  
te m a ty c z n e  prac, m a ły  u d zia ł prac z b io ch em ii k lin iczn e j, b io ch em ii ro ś lin  i b io ch e ­
m ii s to so w a n e j. Z w racan o  ró w n ież  u w a g ę , na  n ie w ie lk i u d zia ł prac z n a jlep szy ch  
o śro d k ó w  b io c h e m ic zn y ch  w  kraju , ja k k o lw ie k  b y ły  ró w n ież  g ło sy , że w  ośrodk ach  
tzw . p r o w in c jo n a ln y c h  p a n u je  p rzek o n a n ie  o p re fer en c ji o śro d k ó w  w a rsza w sk ich  
i e lita rn o śc i p ism a . W  w y p o w ied z ia c h  p oru szan o  ró w n ież  n ie s łu szn e  u m n ie jsza n ie  
w a r to śc i prac p u b lik o w a n y ch  w  A cta  a p r zecen ia n ie  zn a czen ia  fa k tu  p u b lik a cji  
w  c za so p ism a ch  za g ra n iczn y ch , n a w e t w  p ism a ch  o ta k im  sa m y m  lu b  n iższy m  p o ­
z io m ie  od A cta .

R esp o n d en ci r o zw a ża li także m o ż liw o ść  u a tr a k c y jn ie n ia  p ism a  przez jego „ u m ię­
d z y n a r o d o w ie n ie ” (u su n ięc ie  w y ra zu  „ p o lo n ica ” z n a z w y  p ism a, z d o b y w a n ie  za gra­
n ic z n y c h  au to ró w , recen zen tó w , a b yć m oże stw o rzen ie  p ism a  b io ch em iczn eg o  w sp ó l­
n eg o  d la  k ra jó w  d em o k ra cji lu d o w ej. Z a sta n a w ia n o  się  nad  m o ż liw o śc ią  p u b lik o ­
w a n ia  z e szy tó w  tem a ty c z n y c h  p o św ięc o n y c h  w sp ó ln em u  p ro b lem o w i. S zereg  r e s ­
p o n d e n tó w  p o s tu lo w a ło  w p ro w a d z en ie  d z ia łu  k ró tk ich  d o n ies ień  (sh or t  c o m m u n i ­
ca tio n s ) .  P o d k reśla n o  zn a czen ie  doboru  o d p o w ied n ich  r ecen zen tó w  i za ch ęca n ie  ich  
d o  w y cze r p u ją c y c h , rzeczo w y ch  ocen  n ie za le żn ie  czy  ocen a  pracy  je st n eg a ty w n a  
c z y  p o z y ty w n a .

R ed a k cja  d z ięk u je  w szy s tk im  resp o n d en to m  za n a d es ła n ie  od p o w ied zi na p y ta n ia  
z a w a r te  w  a n k iec ie  i o gó ln e  w ła sn e  u w a g i. Ze sw ej stro n y  in fo rm u jem y , że p rzy­
sp ie sz e n ie  cza su  w y d a w a n ia  prac je st  i b ęd zie  g łó w n ą  trosk ą  R ed ak cji, a op óźn ien ia  
są  sp o w o d o w a n e  p rzetr zy m y w a n iem  n u m eró w  w  d ru k arn i od 6 do 9 m ies ięcy . R e ­
d a k cja  m a n a d z ie ję , że  o b ecn ie  po z a sto so w a n iu  przez d ru k a rn ię  tech n ik i m o n o -fo to  
te rm in y  będą  k rótsze. J ed y n ie  w  n ie lic z n y c h  p rzy p ad k ach  op ó źn ien ia  są sp o w o d o ­
w a n e  przez  recen zen tó w . Po od d a n iu  n u m eru  do druk u  w  tece  red a k cy jn ej n ie  
p o zo sta je  żad n a  g o to w a  praca. O p racow an ia  red a k cy jn e  są rob ione b ieżąco. S tąd  
p u b lik a c ja  k ró tk ieg o  d o n ies ien ia  n ie  je st  n ig d y  szy b sza  n iż  p rzec ię tn ie  d łu g iej p ra ­
cy . K ró tk ie  prace są za w sze  p rzy jm o w a n e , o i le  za w iera ją  e le m en t n o w o śc i n a u k o ­
w e j. W  k o n se k w en cji b ezce lo w e  je st  s tw a rza n ie  d z ia łu  k ró tk ich  k o m u n ik a tó w .

R ed a k cja  za b ieg a  o k o m p eten tn y ch , sta ra n n y ch  rec en ze n tó w  w  ty m  tak że  c h e ­
m ik ó w , f izy k ó w , m a tem a ty k ó w . R ed ak cja  w y so k o  cen i sob ie  w sp ó łp ra cę  recen zen ­
tów , k tóra  w ie lo k r o tn ie  prow ad zi do b ezp o śred n ich  ro zm ó w  z a u toram i prac, a n a ­
w e t  k ie ro w a n ia  p e w n y m i d o św ia d czen ia m i. R ed a k cja  p o d ję ła  próbę w y sy ła n ia  prac  
do rec en ze n tó w  za g ra n iczn y ch . R odzaj p rzy jm o w a n y ch  k ry ter ió w  ocen y  sp raw ia  
w r a że n ie  p ozornej p r e fer en cji czy  e lita rn o śc i p ism a. R ed ak cja  za w sze  dok łada  w ie le
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p racy , aby pom óc autorom  m n ie jszy ch  ośro d k ó w  w  op ra co w a n iu  m ery to ry czn y m  
i r ed a k cy jn y m  ich  prac. N ie  m am y n a to m ia st żadnego  w p ły w u  na te m a ty k ę  i p o ­
ch o d zen ie  p r z y sy ła n y ch  do R ed a k cji prac. K ażd a  je st p o d d a w a n a  tej sam ej o cen ie . 
S to su ją c  p rzy jęte  przez recen zen tó w  i R ed a k cję  k ry teria  liczb a  d ru k o w a n y ch  a rk u ­
szy  A c ta  n ie  p rzek racza  40. D la teg o  w y d a je  s ię  o b ecn ie  b ezce lo w e  sta ran ie  o p r z e ­
k sz ta łc en ie  A c ta  z k w a rta ln ik a  w  d w u m ies ięczn ik .

R ozw a ża ją c  u w a g i i o p in ie  za w a rte  w  o d p o w ied zia ch  a n k ie ty , R ed ak cja  p o d z ie la  
z d a n ie  jed n ego  z resp o n d en tó w , że „ ży jem y w  erze d u żych  cza so p ism  b io c h e m ic z ­
ny ch  o p ro filu  m ięd zy n a ro d o w y m  i szereg  cza so p ism  lo k a ln y ch , je szcze  o w y so k ie j  
ran d ze  20-30 la t tem u  o b ecn ie  bądź c a łk o w ic ie  zn ik n ęło , (np. B io ch em isc h e  Z e i t ­
schr if t )  bądź bardzo straciło  na zn aczen iu  (np. H o p p e - S e y le r s  Z. P hys io l .  C h e m ie  
B io ch em ica l  Journal) .  T ak, jak  w  P o lsce  p r a w ie  n iezn a n e  je st np. w ło sk ie  cza so ­
p ism o  b io ch em iczn e  (d ru k ow an e po a n g ie lsk u ), tak  też A cta  są też w  n ie w ie lk im  
sto p n iu  znane poza gra n ica m i k r a ju ”. R ed a k cji n ie  w y d a je  się  s łu szn e  „ u m ięd zy -  
n a r o d o w ia n ie ” p ism a, a p rzec iw n ie , u w a ża  za c e lo w e  p o d k reś len ie  jego  lo k a ln eg o ,  
naro d o w eg o  charakteru . Z d an iem  cz ło n k ó w  R ed a k cji A c ta  r ep rezen to w a ły  d a w n ie j  
w  w ię k sz y m  stop n iu  p o lsk ą  b io ch em ię  n iż  o b ecn ie  i n a leży  d o łożyć  w sze lk ich  starań , 
by  p rzy w ró c ić  im  tę  ro lę . W tym  celu  R ed a k cja  zach ęca  p o lsk ich  b io ch em ik ó w  d o  
zg ła sza n ia  m a ter ia łó w  do tzw . „nu m erów  sp e c ja ln y c h ” za w ier a ją cy c h  szereg  prac  
z o k reślo n eg o  ośrodka, lub  n u m eró w  p o św ięc o n y c h  b io ch em ik o m -cz ło n k o m  h o n o ro ­
w y m  P o lsk ieg o  T o w a rzy stw a  B io ch em iczn eg o  lub  in n y m  za słu żo n y m  d la  p o lsk ie j  
b io ch em ii osobom . W y d a w a n ie  ta k ich  n u m eró w  np. jed n ego  roczn ie  d osta rcza ło b y  
szerszej in fo rm a cji o za k resie  prac b io ch em iczn y ch  p row a d zo n y ch  przez różn e o śro d ­
k i w  kraju , o co ró w n ież  u p o m in a li się  n iek tó rzy  resp o n d en ci. W ten  sposób  p rzy ­
w ró co n a  b y ła b y  w  p e w n y m  sto p n iu  rola  p ism a  w  h isto r ii p o lsk ie j b io ch em ii.

R e d a k c ja
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-WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a r ta ln ik  „P ostępy  B io ch em ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  m o n ograficzn e  o m a w ia ją ce  
w ą sk ie  tem a ty  oraz a r ty k u ły  p rzeg ląd ow e referu ją ce  szersze  zag a d n ien ia  z b ioch em ii 
i n au k  p o k rew n y ch . A r ty k u ły  p ierw szeg o  typ u  w in n y  o b ejm o w a ć  sy n te ty czn y  p rze­
g ląd  p o stęp u  w ie d z y  w  o m a w ia n ej d z ied zin ie  o p ra co w a n y  na» p o d sta w ie  p iśm ien ­
n ic tw a  z k ilk u  o sta tn ich  la t, a a r ty k u ły  drugiego  typ u  jed y n ie  p iśm ien n ic tw o  z o sta t­
n ie g o  roku lu b  d w u  lat. K w a rta ln ik  p u b lik u je  także krótk ie  n oty  in fo rm u ją ce  o n o ­
w y ch  i w a ż n ie jszy c h  o s ią g n ięc ia ch  b io ch em ii. P rzek azan ie  a r tyk u łu  do R edak cji je st  
ró w n o zn a czn e  z o św ia d czen iem , że n a d esła n a  praca n ie  b y ła  i n ie  b ęd z ie  p u b lik o w a ­
na w  in n y m  cza so p iśm ie, jeże li z o sta n ie  o g łoszon a  w  „P ostęp ach  B io ch em ii”. A u torzy  
a r ty k u łu  o d p o w ia d a ją  za p ra w id ło w o ść  i śc is ło ść  pod an ych  in form acji. A u to ró w  obo­
w ią zu je  k o rek ta  au torsk a . K oszty  zm ian  tek stu  w  k o rek cie  (poza p op raw ien iem  
b łę d ó w  d ruk arsk ich ) ponoszą au torzy . A r ty k u ły  hon oru je  s ię  w ed łu g  o b o w ią zu ją ­
cy ch  sta w ek . A u torzy  o trzym u ją  b ezp ła tn ie  25 odb itek  sw eg o  a rtyk u łu ; za m ó w ien ia  
na d o d a tk o w e odb itk i (p łatne) n a leży  zg ło s ić  p isem n ie  o d sy ła ją c  pracę po k o ­
rek cie  au to rsk ie j.

R ed a k cja  prosi au to ró w  o p rzestrzeg a n ie  n a stęp u ją cy ch  w sk a zó w ek :

F orm a m aszyn op isu : m a szy n o p is pracy i w sze lk ie  za łączn ik i n a leży  n a d sy łać  
w  d w u  egzem p larzach . M aszynopis p o w in ien  być  n a p isa n y  jed n o stro n n ie , z pod w ójn ą  
in ter lin ią , z m a rg in esem  ok. 4 cm  po lew ej i ok. 1 cm  po p ra w ej stronie; n ie m oże  
za w iera ć  w ięce j n iż 60 z n a k ó w  w  jed n y m  w ierszu  n ie  w ięce j n iż  30 w ierszy  na stron ie  
zgod n ie  z N orm ą P olską .

U k ład  m aszyn op isu : strona o k ła d k o w a  n ien u m ero w a n a  za w iera  im ion a  i n a -  
zw isko(a) au tora(ów ), adres(y) Z ak ład u(ów ) w  języ k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , w  których  
pracują  au torzy , adres p ocztow y , na k tóry  autorzy życzą  sob ie  o trzy m y w a ć  k o res­
p o n d en cję , adres p ry w a tn y , te le fo n  m iejsca  pracy , ty tu ł arty k u łu  (w  język u  p olsk im  
i a n g ie lsk im ), oraz —  w  p raw ym  d o ln ym  rogu —  liczb ę  stron , liczb ę  rycin , w zorów  
i ta b e l oraz sk rót ty tu łu  (nie w ięce j n iż  25 z n a k ó w  druk arsk ich ).

S tron a  ty tu ło w a  (1) im ion a (w  p e łn y m  b rzm ien iu ) i n azw isk o(a) autora(ów ), ty tu ł  
pracy w  języ k u  po lsk im  i a n g ie lsk im , rzeczo w y  sp is treśc i w  języ k u  po lsk im  i a n g ie l­
sk im , ty tu ł n a u k o w y  autora(ów ) i jeg o  (ich) m iejsce(a ) pracy , w y k a z  sk ró tó w  sto so ­
w a n y ch  w  pracy.

S trona  2 i n astęp n e  obejm u ją  te k st  pracy do sp isu  p iśm ie n n ic tw a  w łą czn ie , tabele, 
sp is  rycin , w zo ró w  oraz ty tu ły  i o b ja śn ien ia  do rycin  na stronach  k o ń cow ych .

D la  p rzejrzystośc i tek stu  o b o w ią zu je  pod zia ł ar ty k u łu  na rozd zia ły  i pod rozdzia­
ły , k tórych  ty tu ły  w in n y  rzeczow o in fo rm o w a ć  o p rzed sta w ia n y ch  treśc iach . R ze­
czow y  sp is treśc i p u b lik u jem y  b ezp ośred n io  po ty tu le  pracy. R ozd zia ły  n u m erujem y  
liczb am i rzym sk im i, a pod rozdzia ły  o d p o w ied n ią  rzym sk ą  i arabsk ą  (np. 1-1.). T y tu ­
łó w  p od ro zd z ia łó w  nie w y d z ie lo n y ch  z tek stu  n ie  trzeba n u m erow ać. W te k śc ie  n ie  
n a leży  sto so w a ć  żadnych  p o d k reśleń  an i ro zstrzelon ego  druku. E w en tu a ln e  su g estie  
a u to rsk ie  co do charakteru  czcion k i d ruk arsk iej n a leży  zazn aczyć  o łó w k iem  na  
m a rg in esie  m a szyn op isu . W p rzypadk u  u m ieszczen ia  w  tek śc ie  lite r  a lfa b etu  g reck ie ­
go n a leży  na m a rg in esie  w p isać  o łó w k iem  ich fo n e ty czn e  brzm ien ie. T abele  i rycin y  
n u m eru jem y  cy fra m i arabsk im i a w zo ry  rzy m sk im i. W  tek śc ie  n ie  n a leży  u m ieszczać  
żadnych  ta b lic , rycin  czy w zorów , lecz  w  żąd an ym  m iejscu  p o zo sta w ić  w o ln y  w iersz  
i zaznaczyć: T abela  1, R yc. 1, W zór I itp . N u m era cję  w zoru  w  tek śc ie  na leży  pod aw ać  
po n a zw ie  zw iązk u  np. k w a s g lu ta m in o w y  (I).

R edak cja  prosi au to ró w  o zw ró cen ie  szczegó ln ej u w a g i na p o p raw n ość  języ k o w ą  
tek stu  a także  na śc is ło ść  i ja sn ość  sfo rm u ło w a ń , u n ik a n ie  g w a ry  la b oratoryjn ej oraz
o n iew p ro w a d za n ie  do tek stu  tw o rzo n y ch  doraźn ie  sk rótów , n a w et jeśli n iek tóre  
z nich b y w a ją  u ży w a n e  w  pracach ob co języ czn y ch .
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R edak cja  zastrzega  sob ie  m ożność sk rócen ia  tek stu  i w p ro w a d za n ia  pop raw ek  
n ie  w p ły w a ją cy c h  na treść  pracy.

P iśm ien n ic tw o : w  a r ty k u le  n a leży  cy to w a ć  prace oryg in a ln e  z o sta tn ich  k ilku  
la t  oraz n a jw a żn ie jsze  a r ty k u ły  p rzeg lą d o w e o m a w ia ją ce  p rzed sta w io n ą  d zied zinę  
z u w zg lęd n ien iem  a rty k u łó w  o p u b lik o w a n y ch  w  „P ostępach  B io ch em ii”. W tek śc ie  
n a leży  p o d a w a ć  je d y n ie  n a zw isk a  bad aczy , k tórych  prace m ają  p o d sta w o w e  zn acze­
n ie  w  p rzed sta w io n ej d z ied zin ie . O m aw ian e prace trzeba n u m ero w a ć  w  k o le jn o śc i ich  
cy to w a n ia  w  tekśc ie?  W ykaz p iśm ien n ic tw a  za tem  ob ejm u je  prace o p a trzon e k o le j­
nym i n u m eram i, a le  n ieu p o rzą d k o w a n e  a lfa b ety czn ie . O dnośnik i b ib lio g ra ficzn e  w in ­
ny m ieć  form ę za leca n ą  przez K o m isję  W y d a w có w  C zasop ism  B io ch em iczn y ch  M ię­
d zynarodow ej U n ii B io ch em ik ó w  (IU B ) w ed łu g  B ioch im . B io p hys .  A c ta ,  (1972), 276, 
(1) np.:

P ipa J. P ., B u ch a n a n  F. M., (1971), B ioch im . B io p hys .  A c ta ,  247, 181— 184.
C ytu jąc w y d a w n ic tw a  k s ią żk o w e  p o d a w a ć  należy  kolejno: n azw isk o(a) in ic ja ły  au to -  
ra(ów ), rok w y d a n ia , ty tu ł k s ią żk i, nazw isko(a) i in ic ja ły  jej red ak torów (a), tom , 
p ierw szą  i o sta tn ią  stro n ę  c y to w a n ej p u b lik acji, n azw ę w y d a w n ic tw a  oraz m iejsce  
w y d a n ia , np.

D ix o n  M., W ebb E. C., (1964), E n zym es, 2 w yd ., str. 565, L on g m a n s G reen  and Co., 
L ondon;

G rant J. K ., (1969) w  E ssa y s in  B io ch em istry , red. C am p bell P. N ., G rev ille  G. D., 
t. 5, str. 1— 58; A ca d em ic  P ress , L ondon.

Z ałączn ik i: każdy  za łą czn ik  n a leży  sp orządzić w  2 egz. na o d d zie ln y ch  kartkach
i opatrzyć k o le jn y m  n u m erem  odp ow iad ającym  n u m erow i u ży tem u  w  tek śc ie , oraz  
oznaczyć (na górze stro n icy  o łó w k iem ) n azw isk o  p ierw szeg o  autora i p o czątk ow ym i 
w yrazam i ty tu łu  pracy.

T ab ele  n a leży  k o le jn o  n u m ero w a ć  cy fram i arab sk im i. T ytu ł ta b e li i n a g łó w k i  
rubryk  p o w in n y  ja sn o  o p isy w a ć  ich  treść  zazn aczając, z jak ich  (jak iej) prac(y) p o ­
chodzą in fo rm a cje  pod ane w  ta b eli.

R y cin y , tj. w y k re sy , ry su n k i, sch em a ty  lub  fo to g ra fie  na leży  o p atrzyć  nu m eracją  
w  k o le jn o śc i ich  o m ó w ien ia  w  tek śc ie . P rzy jm u je  się  zasadę n u m eracji rycin  cy fram i 
arab sk im i, a w zory  cy fra m i rzym sk im i. F otografie  czarn o -b ia łe  (k on trastow e) p o ­
w in n y  być w y k o n a n e  na p ap ierze m a to w y m . P ozosta łe  ry c in y  n a leży  w y k o n a ć  tu ­
szem  na b ia ły m  p a p ierze  lub  na ka lce  tech n iczn ej. W ym iar ry c in y  n ie  p o w in ien  być  
m n ie jszy  n iż  10X 15 cm , a n a n iesio n e  lin ie  nie p o w in n y  być c ień sze  n iż  1 m m . R am ki 
u jm u ją ce  w y k resy  m ożna w y k o n a ć  lin ią  c ieńszą  n iż  lin ie  w ła śc iw e  w y k resu . C yfry
i lite ry  słu żące  do o p isu  ry su n k u  p o w in n y  m ieć  w y so k o ść  n ie  m n ie jszą  niż 5 m m . N a  
rysu n k a ch  n ie  n a leży  u m ieszcza ć  o p isó w  sło w n y ch , lecz  p o s łu g iw a ć  s ię  sk rótam i. O sie  
w y k r e só w  n a to m ia st w in n y  b yć opatrzone n a p isem  ła tw o  zro zu m ia łym . D la  o zn a cze ­
n ia  p u n k tó w  d o św ia d cza ln y ch  m ożna sto so w a ć  n a stęp u ją ce  sym b ole: O D A ^ B I ^ -  
R ycin ę  n a leży  opatrzyć na od w ro c ie  oznaczen iem  „góra” i „dół” (o łów kiem ). D ecy zję
0 stop n iu  zm n iejszen ia  ry c in y  p o d ejm u je  w y d a w ca .

P o d p isy  i o b ja śn ien ia  pod rycin a m i p o w in n y  b yć dołączon e na o d d zie ln ej kartce. 
O znaczen ia , k tórych  n ie  m ożna w p isa ć  na m a szy n ie , n a leży  w y ra źn ie  n an ieść  czar­
nym  tuszem .

Ze w zg lęd u  na w e w n ętr zn ą  sp o isto ść  ar ty k u łu  za leca  s ię  au torom  k o n stru o w a n ie  
o ry g in a ln y ch  ry su n k ó w  i zb iorczych  ta b e l na p o d sta w ie  dan ych  z p iśm ien n ic tw a . 
P ra w ie  w szy s tk ie  cza so p ism a  zastrzegają  sob ie  w y łą czn o ść  druku prac w raz  z ich  
d ok u m en tacją  (C o p y r ig h t ). P rzed  w łą czen iem  ta b e l, w y k resó w  czy  sch em a tó w  do 
a rtyk u łu  przezn aczon ego  do p u b lik a cji w  P o s tęp a c h  B io ch em ii  n a leży  zatem  u zy sk a ć  
zgodę na przedruk lu b  w y k o rz y sta n ie  danych  i przed łożyć  ją R ed ak cji. W  razie  
m o d y fik o w a n ia  ry c in  za czerp n ię ty ch  z o p u b lik o w a n y ch  prac n a leży  także przed łożyć  
R ed ak cji do w g lą d u  k o p ie  org in a ln y ch  ilu stra cji.

R ed ak cja  prosi o w ła śc iw e  p a k o w a n ie  arty k u łó w , aby zab ezp ieczy ć  m a szyn op isy
1 ilu stra cje  przed p og ięc iem .
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