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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuly pierwszego typu winny w sposéb syntetyczny oma-
wia¢ wybrany temat na podstawie mozliwie petnego piSmiennictwa z Kilku ostat-
nich lat, a artykuly drugiego typu na podstawie piSmiennictwa z ostatnich dwu
lat. Objeto$¢ takich artykutdow nie powinna przekracza¢ 25 stron maszynopisu (nie
liczac ilustracji i pisSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykutly typu
minireviews, do 10 stron maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opraco-
wane na podstawie najnowszego piSmiennictwa, wystarczajgcego dla zilustrowania
problemu. Ponadto kwartalnik publikuje Kkrétkie noty, do 3 stron maszynopisu, in-
formujace o nowych, interesujgcych osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych
oraz noty przyblizajace historie badan w zakresie rdéznych dziedzin biochemii

Przekazanie artykutu do Redakcji jest rownoznaczne z oswiadczeniem, ze nadestana
praca nie byta i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowosé
i Scistos¢ podanych informacji. Autoréw obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian
tekstu w korekcie (poza poprawieniem bledéw drukarskich) ponosza autorzy. Arty-
kuty honoruje sie wedtug obowigzujgcych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie
25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgto-
si¢ pisemnie odsytajac prace po korekcie autorskiej.

Kedakcja prosi autor6w o przestrzeganie nastepujacych wskazowek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatlaczniki nalezy nadsyta¢ w dwu
egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podw6jna interlinia,
z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawieraé wiecej
niz 60 znakéw w jednym wierszu i nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Norma
Polska.

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

Strona tytutowa (I) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tre$ci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw stosowanych w pracy.

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

Dla przejrzysto$ci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty rzeczowo winny informowaé¢ o przedstawianych tre$ciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dziaty odpowiedniag rzymska i arabska (np. 1-1). Tytutéw podrozdziatéw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W teks$cie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkre$len ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej na-
lezy zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teks$cie
liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie.
Tabele i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W teks$cie nie nalezy
umieszcza¢ zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny
wiersz i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wz6r | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawaé
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrécenie szczeg6lnej uwagi na poprawno$¢ jezykowa tekstu
a takze na S$cistos¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jesli niektdre z nich bywajg uzywane
w pracach obcojezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpty-
wajacych na tre$¢ pracy.
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Od Rady Redakcyjnej ,,Postepow Biochemii”

Pragnac cho¢ w czesci zaradzi¢ brakom w dostepie do informacji nau-
kowej i wyniklym stad stratom Rada Redakcyjna zwraca sie do Czytel-
nikéw z apelem o nadsytanie — obok tradycyjnych obszernych artykutéw
monograficznych — krotkich prac przegladowych, objetoSciag i forma
zblizonych do ,,mini-reviews” zamieszczanych w takich czasopismach jak
Cell, Life Sciences, Cell Biology International Reports, Trends in Bioche-
mical Sciences. Chodzi nam o to, by wykorzystaé kontakty osobiste i zbio-
ry odbitek tych, ktérzy pasjonujg sie jaka$ dziedzing biochemii, niekiedy
dos¢ waska, ale mogaca liczy¢ na oddzwiek i zainteresowanie Czytelni-
kow ze wzgledu na znaczenie poznawcze i praktyczne.

Proponowana objeto$¢ pracy —od 5 do 10 stron maszynopisu, 1-2 ry-
ciny (tylko wtedy, gdy w istotny sposob utatwiajg zrozumienie tekstu)
oraz od kilku do kilkunastu najwazniejszych pozycji piSmiennictwa. Przy-
ktadem moze byé drukowany w biezagcym zeszycie artykut J. Zborow-
skiego na str. 101. Sadzimy, ze taka forma publikacji wzbogaci i uroz-
maici tematyke artykutow w ,,Postepach Biochemii”, a takze przyczyni
sie do rozszerzenia kregu autoréw i szybszego upowszechnienia ciekawych
probleméw wspotczesnej biochemii.

Tych, ktdrzy zechcieliby podzieli¢ sie w formie krdtkich prac prze-
gladowych swoimi zasobami informacji, Rada Redakcyjna prosi o wczes-
niejsze zgtaszanie tematow do Redakcji, aby uniknac¢ ich wielokrotnego
opracowywania przez réznych autorow.






Postepy Biochem., 29, 101—109, 1983

MINI-REVIEW

JOZEF ZBOROWSKI *

Cytoplazmatyczne biatka transportujgce fosfolipidy

Cytoplasmic Proteins Transferring Phospholipids

Wykazanie przez Wirtza i Zilversmita (1, 2) stymulacji
wymiany fosfolipidow pomiedzy mitochondriami a mikrosomami watro-
by przez frakcje cytoplazmatyczng tej tkanki zapoczatkowato nowy
kierunek badann nad wewngtrzkomdrkowymi biatkami zdolnymi do wig-
zania i transportu fosfolipidéw. Obecnos¢ biatek przenoszacych fosfolipidy
wykazano po6zniej w wielu tkankach. S'zereg biatek oczyszczono do stanu
homogennosci i okreslono ich specyficznos¢ wzgledem transportowanych
fosfolipidow. Podstawowe informacje na ten temat zawarte sg m.in.
w artykule przeglagdowym autora niniejszego opracowania opublikowa-
nym na tamach ,,Postepéw Biochemii” (3). Obecnie lista biatek przeno-
szacych fosfolipidy powiekszyta sie znacznie. Oprdcz biatek bezwzglednie
specyficznych, jak biatko transportujgce fosfatydylocholinge oczyszczone
z watroby wotu (4) lub z watroby szczura (5), wzglednie specyficznych, jak
biatka przenoszace fosfatydyloinozytol i fosfatydylocholine oczyszczone
z moézgu wotu (6), czy watroby szczura (7) lub serca wotu (8), wyizolo-
wano cieptotrwate biatko niskoczasteczkowe z watroby szczura (9) (masa
czasteczkowa ok. 13 500) niespecyficznie przenoszace rozne fosfolipidy,
w tym fosfatydyloetanoloamine, dla ktdrej biatka transportujgcego po-
szukiwano od dawna. Sciélej, frakcja cytoplazmatyczna watroby szczura
zawiera dwa biatka, z ktorych jedno oczyszczono 876 razy. Biatko to byto
zdolne réwniez do transportu cholesterolu. Dwa niskoczasteczkowe, nie-
specyficzne wzgledem przenoszonych fosfolipidow biatka o bardzo zbli-
zonej masie czgsteczkowej zostaty wyizolowane takze z watroby wo-
tu (10). Biatka te podobnie jak biatko z watroby szczura nie transportujg
i nie wigza kardiolipiny.

*) Dr, Zaktad Biochemii Komoérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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W tkance ptucnej oprocz biatek: specyficznie transportujgcego fosfa-
tydylocholine i niskoczasteczkowego niespecyficznie transportujgcego
fosfolipidy, w tym takze i fosfatydyloglicerol, wykazano obecnos¢ biatka
0 jeszcze mniejszej masie czasteczkowej specyficznie przenoszacego fos-
fatydyloglicerol (11). Biatko to nie wystepuje jednak w pecherzykowych
komdrkach nabtonkowych typu Il (12), ktére odpowiedzialne sg za synte-
ze (13, 14) wydzieliny nabtonkowej (ang. termin surfactant), w skiad
ktorej wchodzg dwunasycone fosfolipidy, dwupalmitylofosfatydylocho-
lina i dwupalmitylofosfatydyloglicerol. Rola tych fosfolipidow polega
na obnizaniu napiecia powierzchniowego, przez co pecherzyki ptucne
chronione sg przed zapadaniem sie podczas wydechu. W komérkach na-
btonkowych typu Il wystepujg unikalne struktury (ang. termin lamellar
bodies) bedace miejscem przechowywania wydzieliny przed jej sekrecjg
na powierzchnie pecherzyka. Mechanizm, w jaki sposob fosfolipidy wy-
dzieliny nabtonkowej przedostajg sie z miejsca ich syntezy do miejsca
ich przechowywania, nie jest znany. Bardzo prawdopodobny jest tu udziat
biatek transportujacych fosfolipidy. Za sugestia tg przemawia stwier-
dzenie, ze komarki typu Il w poréwnaniu z calg tkankag sg bardzo wzbo-
gacone w niskoczgsteczkowe biatko niespecyficzne wzgledem przeno-
szonych fosfolipidow (12).

Duzo uwagi poswiecono ostatnio biatkom przenoszacym fosfolipidy
wystepujacym w tkankach nowotworowych. Pierwsze dane dotyczg guza
nowotworowego hepatoma 27, o ktorym wiadomo, iz btony jego wewnatrz-
komorkowych organelli majg prawie identyczny skiad fosfolipidowy (15).
Z guza tego oczyszczono niskoczasteczkowe biatko transportujgce fosfo-
lipidy (16). Biatko to testowane w uktadzie liposomy — mitochondria nie
wykazywato réznic w aktywnoSci transportujgcej wzgledem sfingomie-
liny, fosfatydylocholiny lub fosfatydyloinozytolu. Natomiast, frakcja cy-
toplazmatyczna hepatomy 27 (pozbawiona lipoprotein przez wytrgcenie
ich w pH 51) uzyta- jako Zrodto biatka wykazywata w pordéwnaniu
z frakcjg cytoplazmatyczng watroby znacznie wiekszg aktywnos$é trans-
portujacg wzgledem fosfatydylocholiny, fosfatydyloinozytolu i fosfaty-
dyloetanoloaminy w ukladzie mikrosomy — mitochondria watroby lub
mikrosomy — mitochondria hepatomy. Przenoszenie fosfolipidow z mi-
krosomoéw do mitochondriéw zachodzito poprzez ich wymiane, nie stwier-
dzono bowiem zmian zawarto$ci fosfolipiddbw w badanych btonach. Inte-
resujace jest, ze frakcja cytoplazmatyczna hepatomy zdolna byta ponadto
do transportu netto sfingomieliny do mitochondriéw w obydwu uktadach,
a takze do posredniczenia w wymianie kardiolipiny pomiedzy mikroso-
mami a mitochondriami hepatomy (16).

Zastosowanie w pozniejszych badaniach (17) techniki chromatografii
powinowactwa i zeli z kowalencyjnie zwigzang fosfatydylocholing lub
sfingomieling pozwolito na stwierdzenie znacznie wigkszego powino-
wactwa biatka z hepatomy wzgledem sfingomieliny, anizeli wzgledem
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fosfatydylocholiny. Przeciwciato otrzymane przeciwko niskoczasteczko-
wemu, transportujgcemu sfingomieling, biatku z hepatoma 27 dawato
w doswiadczeniach immunodyfuzyjnych precypitat nie tylko z frakcja
cytoplazmatyczng hepatomy 27, ale rowniez z frakcjg cytoplazmatyczng
innych nowotwordéw, takich jak sarkoma 45, sarkoma Jensena, nefroma
RA, a takze z frakcjg cytoplazmatyczng watroby ptodowej szczura.
Swiadczy to o wystepowaniu w nich takiego samego lub strukturalnie
podobnego biatka. Precypitat nie tworzyt sie natomiast w przypadku
frakcji cytoplazmatycznej watroby szczura dorostego i watroby regene-
rujgcej. Ciekawe jest stwierdzenie, ze mitochondria komérek nowotwo-
réw, ktérych frakcja cytoplazmatyczna dawata precypitat z przeciwcia-
tem przeciwko transportujgcemu sfingomieling biatku z hepatomy 27,
zawierajg znaczne ilosci tego fosfolipidu, podczas gdy nie wystepuje on
w mitochondriach watroby szczura dorostego i szczurzej watrobie rege-
nerujacej (17). Najwyzsza aktywno$¢ transportujaca sfingomieliny wy-
kazywata frakcja cytoplazmatyczna z hepatomy 27 i watroby plodowej
szczura. Mitochondria komdrek tych tkanek sg tez najbardziej bogate
w sfingomieline. Inne tkanki, ktérych frakcja cytoplazmatyczna dawata
odpowiedZz immunologiczng pozytywnga, wykazywaly tez aktywnos¢ trans-
portujagcg sfingomieline. Nie wykazywala jej natomiast frakcja cyto-
plazmatyczna watroby szczura dorostego. Omdwione wyzej wyniki wy-
raznie wskazujg na udziat biatka niskoczgsteczkowego w tkankach nowo-
tworowych w transporcie sfingomieliny z endoplazmatycznego retikulum
do mitochondriow. Mozna tez alternatywnie wnioskowa¢, ze w mito-
chondriach tkanek nowotworowych zachodzi synteza sfingomieliny,
ktéra nie zachodzi w tkankach normalnych. Kwestia ta wymaga dal-
szych badan.

Interesujace wyniki dotyczace obecnosci i aktywnosci réznych biatek
transportujacych fosfolipidy w rosnacych z r6zng szybkoscig hepatomach
Morrisa otrzymano w laboratorium Wirtza (5 18, 19). Okazato sie (5),
ze o ile frakcja cytoplazmatyczna komdrek watroby szczuréw kontrol-
nych i tkanki gospodarza nowotworu nie rézni sie pod wzgledem aktyw-
nosci transportu fosfatydylocholiny, to frakcja cytoplazmatyczna szybko
rosngcej hepatomy Morrisa 7777 wykazuje ponad 2,5-krotny wzrost ak-
tywnosci. Podobnie, ok. 2-krotny wzrost aktywnos$ci uzyskano mierzac
transport fosfatydyloinozytolu. W przypadku rosngcej z mniejszg szyb-
koScig hepatomy Morrisa 7787 wzrost aktywnos$ci transportujacej tych
fosfolipidéw byt znacznie mniejszy, a w przypadku bardzo wolno ros-
nacej hepatomy Morrisa 9633 nie byt obserwowany. Warto podkreslic,
ze aktywnos¢ transportujgca frakcji cytoplazmatycznej komoérek wszyst-
kich wymienionych wyzej nowotworéw wzgledem fosfatydyloetanolo-
aminy nie przekraczata 15°/0 aktywnoS$ci transportujgcej frakcji cytoplaz-
matycznej komoérek watroby szczura, co praktycznie wskazuje na nie-



104 J. ZBOROWSKI [41

obecno$¢ w komorkach nowotworowych niskoczasteczkowego, niespecy-
ficznego biatka transportujgcego fosfolipidy.

Zastosowanie' przeciwciata przeciwko wysokoczgsteczkowemu biatku
watroby szczura, transportujgcemu /wylgcznie fosfatydylocholing, po-
zwolito na okreslenie jego udziatu w catkowitej aktywnosci (wzgledem
tego fosfolipidu) frakcji cytoplazmatycznej komorek watroby normalnej,
a takze wszystkich wspomnianych wyzej nowotworow. | tak w przypadku
frakcji cytoplazmatycznej komérek watroby normalnej biatko to jest
w 50no odpowiedzialne za transport fosfatydylocholiny mierzony w ukia-
dzie mikrosomy — liposomy. Podobnie, biatko to odpowiada za 50% ak-
tywnosci transportujgcej fosfatydylocholine frakcji cytoplazmatycznej
komorek gospodarza nowotworu. W przypadku komoérek hepatomy 7777
biatko to odpowiedzialne jest w 60%, natomiast w przypadku komdrek
wolno rosngcej hepatomy 9633 jedynie w 30% (5). Oznaczona aktywnos$é
wysokoczasteczkowego biatka przenoszacego fosfatydylocholine w ko-
morkach badanych hepatom Morrisa byta proporcjonalna do ich zawar-
toSci oznaczonej specjalnie opracowanym testem radioimmunologicznym
z uzyciem podwdjnych przeciwciat (18). W przypadku komdrek normal-
nej watroby szczurzej test ten wykazatl znacznie wiekszg zawarto$¢ biat-
ka, anizeli wynikatoby to z aktywnos$ci okre$lonej przez miareczkowanie
przeciwciatem, co sugeruje mozliwos¢ wystepowania biatka czeSciowo
w formie nieaktywnej (18). Wspomniany wyzej test radioimmunologicz-
ny pozwolit tez na stwierdzenie tozsamosci biatka specyficznie przeno-
szacego fosfatydylocholine wystepujacego w réznych tkankach szczura
oraz na okreSlenie jego zawartosci, ktéra najwyzsza jest w watrobie
i Sluzbwce jelita, a nastepnie w nerce, Sledzionie i ptucu. Biatko to nie
wystepuje natomiast w mozgu i sercu szczura (19). W tkance watrobo-
wej, przy frakcjonowanym wirowaniu 10% sacharozowego homogenatu,
60% biatka znaleziono we frakcji cytoplazmatycznej, a 40% poza nia,
co sugeruje, ze biatko w tkance moze by¢ zwigzane z btonami wewnatrz-
komérkowymi (19).

Wedtug danych Hostetlera i wsp. (20) mitochondria szybko
rosngcych hepatom Morrisa 7777 i 7787 wykazujg znacznie wyzsza niz
mitochondria watroby szczura zawarto$¢ fosfatydylocholiny wyrazong
w nmolach fosforu fosfolipidowego na mg biatka. Prawie dwukrotny
wzrost ilosci fosfatydylocholiny (a takze fosfatydyloinozytolu) stwierdzo-
no w przypadku hepatomy 7777. W hepatomie 7787 zawarto$¢ fostaty-
dylocholiny jest o potowe wyzsza niz w watrobie normalnej. W mito-
chondriach obu hepatom znacznie wyzsza tez jest ilos¢ fosfatydylo-
etanoloaminy. Opierajagc sie na tych danych, a takze na stwierdzonej
przez siebie wyzszej aktywnos$ci biatek transportujgcych fosfatydylocho-
ling i fosfatydyloinozytol, Wirtz i wsp. (5 wskazujg na mozliwg
role tych biatek w transporcie fosfatydylocholiny i fosfatydyloinozyto-
lu in vivo z miejsca syntezy, tj. z endoplazmatycznego retikulum do mito-



[5] BIALKA TRANSPORTUJACE FOSFOLIPIDY 105

chondriéow. Natomiast wzrost zawartosci fosfatydyloetanoloaminy w mito-
chondriach komérek szybko rosnacych hepatom, przy nieobecnosci biatka
transportujgcego ten fosfolipid (biatko niskoczasteczkowe, niespecyficzne),
moze wskazywac na inng droge syntezy, ktdra w mitochondriach watroby
normalnej w ogo6le nie zachodzi. Za taka mozliwoScig przemawia stwier-
dzenie syntezy fosfatydyloseryny w mitochondriach hepatomy Morri-
sa 7777 (21) w reakcji wymiany zasady (patrz poz. 22), ktéra w mito-
chondriach tkanek normalnych nie zachodzi. Nowoutworzona fosfaty-
dyloseryna moze ulega¢ dekarboksylacji do fosfatydyloetanoloaminy.
Enzym katalizujacy te reakcje znajduje sie w mitochondriach (23).

Znacznie wyzszg zawarto$¢ fosfatydylocholiny, sfingomieliny, a takze
innych fosfolipidéw, niz w mitochondriach normalnej watroby kurczecia,
wykazano niedawno tez w mitochondriach hepatomy indukowanej bia-
taczkowym wirusem MC-29 (24). Z frakcji cytoplazmatycznej tkanki
nowotworowej wyodrebniono biatko niespecyficznie przenoszace fosfoli-
pidy o do$¢ duzej aktywnosci transportowej wzgledem sfingomieliny.
W tkance normalnej obok tego biatka wystepuje inne niskoczgsteczkowe,
specyficznie transportujgce sfingomieling (24).

Jak juz wspomniano, zadne z niskoczgsteczkowych biatek dotychczas
izolowanych z tkanek zwierzecych nie ma zdolno$ci przenoszenia kardio-
lipiny. Biatko takie natomiast, a Scislej dwie frakcje biatkowe, oczyszczo-
no czesciowo z Bacillus subtilis (25). Frakcja pierwsza transportuje z wiek-
szg efektywnoscig fosfatydyloetanoloamine, frakcja druga fosfatydylo-
glicerol i kardiolipine. Wystepowanie takich witasnie bialek u Bacillus
subtilis wydaje sie byé uzasadnione, jesli wezmie sie pod uwage skiad
fosfolipidowy bton tej bakterii (kardiolipina stanowi 63°/0 ogdlnej za-
wartosci fosfolipidéw, fosfatydyloglicerol 2200, fosfatydyloetanoloami-
na 1296>) (25).

Innym, szeroko podjetym w ostatnim okresie problemem jest udziat
biatek transportujacych fosfolipidy w ich transporcie netto. Szczeg6lng
uwage zwrdcono na biatko transportujgce fosfatydyloinozytol. Biatko to,
jak juz wspomniano wyzej, jest zdolne réwniez do wigzania i transportu
fosfatydylocholiny. We wczes$niejszych pracach przy uzyciu frakcji cyto-
plazmatycznej watroby szczura (26), a takze oczyszczonego biatka z moz-
gu (27), wykazano niezaleznie transport jednokierunkowy fosfatydylo-
inozytolu z rnikrosoméw lub mitochondriéow do liposomow fosfatydylo-
cholinowych. W obydwu pracach stwierdzono takze, ze wprowadze-
nie fosfatydyloinozytolu do liposoméw hamowato transport tego fosfolipi-
du z mikrosoméw, podobnie jak to ma miejsce w przypadku biatka trans-
portujgcego fosfatydylocholing (28). Z jednej strony wskazuje to na za-
lezno$¢ transportu od sktadu fosfolipidowego liposomow i na hamujacy
wptyw ujemnego tadunku, jaki wnoszony jest z fosfatydyloinozytolem,
z drugiej jednak potwierdza, ze obecnos$¢ fosfatydyloinozytolu w btonie
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akceptorowej nie jest konieczna dla transportu tego fosfolipidu z mikro-
soméw. Przy uzyciu biatka izolowanego z mozgu stwierdzono rowniez
transport fosfatydyloinozytolu z btony monomolekularnej do liposoméw
zbudowanych z fosfatydylocholiny (29). Wykazanie jednokierunkowego
transportu fosfatydyloinozytolu (26, 27, 29) nie przesadzato jednak kwe-
stii, czy transport ten nie jest kompensowany transportem fosfatydylo-
choliny w kierunku przeciwnym. Za tym, ze tak jest przemawiato stwier-
dzenie, ze transport fosfatydyloinozytolu zachodzi do liposomow zawie-
rajacych fosfatydylocholing, a nie zachodzi do liposoméw zbudowanych
z fosfatydyloseryny lub sfingomieliny (30). O ile w przypadku fosfaty-
dyloseryny mozna mysle¢ o hamujacym dziataniu ujemnego tadunku, to
w przypadku sfingomieliny (fosfolipid o zerowym wypadkowym tadunku
elektrycznym) nie moze to mie¢ miejsca. Uzyskane wyniki mozna jednak
ttumaczy¢ badz wymiang fosfatydyloinozytolu na fosfatydylocholine, badz
koniecznoscig obecnosci fosfatydylocholiny w btonie liposomalnej, aby
biatko transportujagce mogto uwolni¢ fosfatydyloinozytol. Interesujace
jest tez, ze mimo znacznego podobienistwa struktury grupy polar-
nej fosfatydylocholiny i sfingomieliny. biatko transportujace fosfatydylo-
inozytol nie moze go transportowac do liposoméw zbudowanych ze sfingo-
mieliny. Jak wykazano po6zniej przy uzyciu techniki bton monomoleku-
larnych, biatko transportujgce fosfatydyloinozytol nie wigze sfingomie-
liny, a co wiecej, sfingomielina wbudowana do liposoméw fosfatydylo-
cholinowych jest inhibitorem transportu fosfatydyloinozytolu (31).
Ostatecznie kwestia, czy transport fosfatydyloinozytolu jest kompen-
sowany transportem fosfatydylocholiny w Kkierunku przeciwnym roz-
strzygnieta zostata przy uzyciu techniki bton monomolekularnych. Ana-
logicznie do doswiadczenia, w ktérym mierzono wymiane fosfatydylo-
choliny pomiedzy dwiema btonami monomolekularnymi tego fosfolipi-
du ((32), badania te przedstawione byty takze w artykule przeglado-
wym (poz. 3)), wykonano doswiadczenie z biatkiem transportujgcym fos-
fatydyloinozytol (33). Btona monomolekularna | zbudowana byta z radio-
aktywnego fosfatydyloinozytolu, btona monomolekularna Il z nieradio-
aktywnej fosfatydylocholiny w ilosci ekwimolarnej. Blotny te miaty stycz-
no$¢ ze sobg jedynie poprzez faze wodng. Oprécz zmian radioaktywnosci
powierzchniowej obu bton $ledzono ewentualne zmiany napiecia po-
wierzchniowego. Po wstrzyknieciu biatka transportujgcego izolowanego
z mozgu wykazano obnizanie sie radioaktywnosci btony fosfatydyloinozy-
tolowej i pojawianie sie pietna w fazie wodnej i warstwie poczatkowo
zbudowanej wyitgcznie z fosfatydylocholiny. Po 5 godzinach 25°/0 radio-
aktywnego fosfatydyloinozytolu pozostato w btonie monomolekularnej
fosfatydyloinozytolowej, ok. 70°/0 znaleziono w fazie wodnej w formie
zwigzanej z biatkiem i ok. £Ab w warstwie poczatkowo zbudowanej wy-
facznie z fosfatydylocholiny. Wynik ten wobec braku zmiany napiecia
powierzchniowego obu bton monomolekularnych $wiadczy o wymianie
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fosfatydyloinozytolu na fosfatydylocholine pomiedzy obu btonami, w czym
posredniczy dodane biatko (33).

Izolowane biatko z mézgu moze zawiera¢ zwigzany fosfatydyloinozytol
lub fosfatydylocholing. Wiadomo, ze biatko to wykazuje znaczniejsze
powinowactwo wzgledem fosfatydyloinozytolu niz fosfatydylocholiny (29).
Jednakze wigzanie tych fosfolipiddw w warunkach in vivo na pewno
zalezy od ich stosunku i stezenia w bionie. ,tadujgc” biatko fosfatydylo-
inozytolem lub fosfatydylocholing wykazano, ze szybko$¢ wymiany fos-
fatydyloinozytolu z btony monomolekularnej na fosfatydyloinozytol zwig-
zany z bialkiem (lub fosfatydylocholiny na fosfatydylocholing) jest ponad
7-krotnie nizsza niz fosfatydyloinozytolu z btony monomolekularnej na
fosfatydylocholine zwiazang z biatkiem. Doswiadczenie to jest dodatko-
wym argumentem przemawiajagcym za wymiang dwdch rodzajow fosfo-
lipidow i potwierdza takze wieksze powinowactwo biatka wzgledem
fosfatydyloinozytolu (33). Biatko oczyszczone z mdzgu moze, jak okazato
sie, oprocz fosfatydyloinozytolu i fosfatydylocholiny transportowac takze
i fosfatydyloglicerol (33).

Transport fosfatydyloinozytolu z btony monomolekularnej przy udzia-
le ,moézgowego” biatka przenoszacego hamowany jest przez obecnos¢
ujemnego tadunku w liposomach. Transport ten nie zachodzi, jesli lipo-
somy zawierajg 20 mot°/o fosfatydyloinozytolu lub kwasu fosfatydowego.
Podobnie, fosfatydyloinozytol nie jest transportowany do liposomoéw fos-
fatydyloserynowych lub fosfatydyloglicerolowych (33).

Biatko transportujace fosfatydyloinozytol wykazuje tez okreslone wy-
magania wzgledem dtugosci kwaséw ttuszczowych w ,akceptorowej” fos-
fatydylocholinie. W przeciwienstwie do danych Helmkampa (34),
w badaniach z zastosowaniem techniki blon monomolekularnych nie
stwierdzono réznic w transporcie fosfatydyloinozytolu do liposoméw dwu-
palmitylofosfatydylocholinowych ponizej i powyzej temperatury przejscia
fazowego tego ostatniego fosfolipidu. Liposomy fosfatydylocholinowe dwu-
-eterowe i dwu-alkilowe moga rowniez stuzy¢ jako ,btona akceptorowa”
(50% szybkosci transportu) (33).

Jak przedstawiono wyzej, transport fosfatydyloinozytolu przy udzia-
le wysokoczasteczkowego biatka przenoszacego izolowanego z moézgu od-
bywa sie na drodze wymiany z fosfatydylocholing. Wedtug danych
Craina i Zilversmita (35) ,,watrobowe” biatko specyficznie prze-
noszace fosfatydylocholine oraz ,sercowe” przenoszace fosfatydyloino-
zytol (mogace takze przenosi¢ fosfatydylocholine) transportowaty bardzo
mate ilosci wiasciwych sobie fosfolipidéw do odlipidowanych lipoprotein
0 duzej gestosci, podczas gdy znaczne ilosci fosfolipidéw transportowane
byty do lipoprotein nieodlipidowanych. W tych samych warunkach in-
kubacji niespecyficzne, niskoczasteczkowe biatko izolowane z watroby
wotu posredniczyto w transporcie netto fosfatydylocholiny na duzg skale
do lipoprotein odlipidowanych. Biatko to mogto réwniez dostarczy¢ lipo-
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somalng fosfatydylocholine do mitoplastow (mitochondriéw pozbawionych
btony zewnetrznej).

Na podstawie przedstawionych wyzej danych mozna mysle¢-o proébie
pewnego uogdlnienia odnosnie mechanizmu transportu fosfolipidéw przy
udziale biatek przenoszacych. | tak wydaje sie, ze biatka o duzej masie
czasteczkowej posrednicza w transporcie gtdwnie poprzez wymiane fosfo-
lipidow miedzy btonami (wyjatkiem moga by¢ biatka transportujgce fos-
folipidy w szybko rosngcych hepatomach Morrisa 7777 i 7787), biatka za$
0 matej masie czasteczkowej (niespecyficzne) uczestniczg raczej w trans-
porcie netto fosfolipidow.

Zaakceptowano do druku 19.1.1983
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I. Wstep

Od czasu stwierdzenia przez Lipmanna (1), ze ATP jest nosni-
kiem wigzan wysokoenergetycznych wiele uwagi poswiecono mechaniz-
mowi syntezy tego zwigzku. Wykrycie sprzezenia pomiedzy transportem

* Prof. dr hab. Instytut Biologii, Zakfad Biochemii UMK, Torun.
**) Dr, Instytut Biologii, Zaktad Biochemii UMK, Toruh.

Wykaz stosowanych skrotow: SDS —siarczan dodecylu sodu; DCCD-N.N —
dwucykloheksylokarbodwuimid; NBD — 7-chloro-4-nitrobenzeno-2 oksy-1, 3 diazol;
POH —H3P04; ADPOH — ADP; Pi—ortofosforan; DOC — dezoksycholan sodu;
EEDQ — 1-etoksy karbonylo-2-etoksy-l,2-dwuhydro-quinolina; DTT — dwutiotrei-
tol.
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elektronéw a fosforylacja ADP zaréwno w mitochondriach jak chloro-
plastach stato sie podstawg dla sformutowania przez Mitchella (2,3)
hipotezy chemiosmotycznej, zgodnie z ktérg przeptyw elektrondw wzdtuz
taricucha przenos$nikow oksydoredukcyjnych wytwarza elektrochemiczny
gradient protonowy, ktory stanowi zrodto energii do syntezy ATP, ka-
talizowanej przez specyficzny kompleks H+-ATPazy zwigzany z btona.
Kompleks ten skiada sie z czesci peryferyjnej tatwo dysocjujacej odwra-
calnie z bton i w zaleznosci od pochodzenia, zwanej czynnikiem sprzega-
jacym F:—w przypadku bton mitochondrialnych (4), CFi — bton chloro-
plastowych (5) i BFX— bton bakteryjnych (4), oraz z czesci integralnie
zwigzanej z btong zwanej FQ

Jakkolwiek mechanizm akumulacji energii transportu elektronéw po-
przez przeno$niki oksydoredukcyjne i wykorzystanie jej jako sity nape-
dowej do syntezy ATP nie budzi wiekszych zastrzezen, struktura i me-
chanizm funkcjonowania kompleksu H+-ATPazy (CF"CF,,) nie jest jeszcze
w petni wyjasnione. Niniejszy artykut stanowi probe omoéwienia wynikow
dotychczasowych badan nad witasciwoscig i rolg czynnika sprzegajacego
fosforylacje fotosyntetyczng u roslin wyzszych.

Il. 1zolowanie i wasciwosci rozpuszczalnego CFX

Jagendorf i Smith (6) wykazali po raz pierwszy, ze chloro-
plasty szpinaku po przemyciu rozcieficzonym EDTA tracg zdolnos¢ do
fosforylacji, ktorg mozna przywroci¢ przez ponowne potgczenie ekstrak-
tu z przemytymi chloroplastami w obecnosci jonéw Mg+2 (7). W wyniku
dalszych badan stwierdzono, ze izolowany za pomocg roztworu EDTA
czynnik sprzegajacy fosforylacje stanowi ok. 10% biatek tylakoidow
i w mikroskopie elektronowym daje sie obserwowaé jako kulka o S$red-
nicy 90—95 A° (8, 9) potaczona z powierzchnig btony za pomocg cylin-
drycznego trzonu (Rye. 1). Do ekstrakcji CFX najczesciej uzywa sie

- ‘*\.‘o\dﬂw —_ ADP + Pi
S+t +
-/ &/+ £
E(; 5
- H*
= ‘: -':' Chy ~ CF,
- + 4 + -
+
. ATP
p— — H’

Ryc. 1 Schemat zwiazanego z btong kompleksu CFO*CFi i jego udziat w odwracal-
nym transporcie protonéw, zgodnie z chemiosmotyczng teorig Mitchella
(89).
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0,75 mM EDTA (5), rozcienczonego roztworu pirofosforanu (10) wzgled-
nie chloroformu (11, 12), a dalej mozna go oczysci¢ chromatograficznie (13)
lub w gradiencie stezen sacharozy (14). Wyizolowany CFj utraciwszy
tacznos¢ z gradientem protonéw nie syntetyzuje ATP. Wykazuje niskg
aktywnos$¢ ATPazy, ktéra intensywnie wzrasta pod wplywem tempera-
tury (15) po tagodnym trawieniu trypsyna (16) lub w obecnosci dwutio-
treitolu (17). Najwyzsza aktywno$¢ przejawia w obecnosci jonéw Ca2+
(16, 18), podczas gdy inne kationy dwuwartosciowe w nieznacznym tylko
stopniu (ok. 3°/0 w stosunku do Ca2+) wptywajg na hydrolize ATP. Roz-
puszczalna CFi-ATPaza wykazuje wysoka specyficznos¢ substratowa. Wo-
bec ATP aktywno$¢ jej jest pie¢ razy wieksza niz wobec GTP i ITP.
Nie hydrolizuje CTP, ADP i pirofosforanu (16), przy czym ADP jest
potencjalnym inhibitorem kompetycyjnym. Dodatek tego zwigzku do
mieszaniny reakcyjnej zmienia krzywg zaleznosci szybkosci reakcji od
stezenia substratu z hiperbolicznej na sigmoidalng (18, 19). Przypuszcza
sie, ze enzym ten jest biatkiem allosterycznym zawierajacym przynaj-
mniej dwa miejsca wigzace nukleotydy adeninowe (18). KMhomogenne-
go preparatu w pH 8,0 i w obecnosci 8 mM Ca2+ wynosi 0,8 mM a Vi
0,45 j.imoli ATP/mg/min (18). Farron (15) ustalit sktad aminokwaso-
wy homogennej CF~ATPazy. Nie stwierdzit tryptofanu i N-kohcowych
aminokwaséw (prawdopodobnie na skutek ich zablokowania). Wykazano
ponadto wystepowanie 14 grup SH, w tym 6 z nich tworzy w podjed-
nostkach @3 5 y wewnatrzpeptydowe wigzanie dwusiarczkowe (14, 20),
a 8 wolnych grup SH wystepuje we wszystkich podjednostkach w sto-
sunkach ilosciowych: 4:2:0:0:2 (20). Aktywacja ATPazy przez DTT po-
woduje wzrost ilosci wolnych grup SH z 8 do 10 na podjednostkach y, pod-
czas gdy aktywacja cieplna zwigzana jest z redukcjg na tych podjednost-
kach wigzan dwusiarczkowych (17, 21). Rozpuszczalny CFXtraci aktywno$¢
w niskiej temperaturze, szczegdlnie w obecnosci soli ulega tatwo dyso-
cjacji (5, 22). Lipidy chloroplastowe (23), jak tez nukleotydy (ADP, ATP,
GTP) zapobiegajg inaktywacji i ich wptyw ochronny zalezny jest od
obecnosci jonéw Mg2+, lub innych kationéw dwuwartosciowych (24, 25).

I11. Sktad i funkcja podjednostek

Homogenny preparat CFXjest biatkiem oligomerycznym o masie cza-
steczkowej 325000 (15, 26). Racker i wsp. (25 26) metodag elektrofo-
rezy w zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS uzyskali rozdziat CFi
na pie¢ frakcji: a, @y, 8 i e Na podstawie wzglednej intensywnosci bar-
wy poszczegdlnych frakcji w zelu poliakryloamidowym (14), oraz wzgled-
nej inkorporacji MC w podjednostki CFi (27, 28) zaproponowano ich sto-
sunki ilosciowe jako: 2a, 23 ly, 18 i 2e, chociaz nie mozna wykluczy¢ wy-
stepowania innych stosunkéw ilosciowych. Na przykiad ostatnio Siiss

2 Postepy Biochemii 2/83
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i Schmidt (29, 30) na podstawie rozmieszczenia radioaktywnosci
w podjednostkach CFj grochu i wyki, rozdzielonych w zelu poliakrylo-
amidowym ustalili stosunek iloSciowy tych podjednostek jako: 3a, 33
y, 5 i e o ciezarach czasteczkowych: 59000, 56000, 54000, 21000, 16000.
Powszechnie przyjety ukiad podjednostek CFt ilustruje schemat przed-
stawiony na Ryc. 2. Binder i wsp. (14) wyizolowali i oczyscili poszcze-

%//c&, (Proteolipid) — &

72 I miejsca stabo
bt
/Z tvr&.oldow wigzace

nukleotydy

ADP ¢ Pi

miejsca silnie
wigiace
nukleotydy

CFy

ATP

Ryc. 2 Schemat podjednostkowej struktury i funkcji rozpuszczalnego CFj.

golne polipeptydy na kolumnie z hydroksyloapatytem i Bio-Gelem 300
w obecnosci SDS. Sposrdd pieciu uzyskanych polipeptydéw tylko e zacho-
wuje prawdopodobnie swg aktywno$¢ natywng (31). Ma ona ksztatt kulki
o0 przekroju 32 A (28) i ciezarze czasteczkowym 13000 (14). W Srodo-
wisku wodnym bez detergentéw lub mocznika, podjednostka £ ulega tatwo
agregacji (18). Hamuje ona aktywnos$¢ CFj-ATPazy, przeto uwaza sie ja
za potencjalny inhibitor tego enzymu (27); prawdopodobnie bierze ona
udziat w ,,utajeniu” ATPazy in vitro, jak tez w regulacji jej aktywnosci
in vivo (22), chociaz nie wiadomo na czym taka regulacja polega.
Aktywacje ATPazy in vitro thumaczy sie usunieciem e z centrum kata-
litycznego za pomocg trypsyny, lub tez zmianami konformacyjnymi CFt
pod wplywem temperatury lub ditiotreitolu (26). Przedtuzona inkuba-
cja CF"ATPazy z trypsyng prowadzi jednak do dysocjacji wszystkich
podjednostek z wyjatkiem a i 3 przy czym enzym traci zdolnos¢ do
wigzania sie z btonami, przy zachowaniu peinej aktywnoS$ci katalitycz-
nej (32). Na tej podstawie przypuszcza sie, ze mate podjednostki nie
uczestniczag bezposrednio w aktywacji CFi-ATPazy. Nie mozna jednak
wykluczy¢ udzialu w tym procesie podjednostki y. Swiadczy o tym fakt,
ze do rekonstrukcji CF!, poza ATP, a i § niezbedna jest rowniez pod-
jednostka y, a maleimidy hamujg fosforylacje w wyniku specyficznej reak-
cji z ta podjednostka (33, 34). Przeciwciata w stosunku do poszczegol-
nych podjednostek nie wplywajg na aktywno$¢ ATPazy, podczas gdy
anty a i anty y razem wziete hamujg zaréwno aktywno$¢ enzymu
jak i fosforylacje (35). Przypuszcza sie, ze y uczestniczy w przenoszeniu
protonéw przez kanat CFOdo centrum katalitycznego H+-ATPazy (36).
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Ekstrakcja tylakoidéw szpinaku chloroformem uwalnia CFXo zdol-
nosci sprzegajacej fosforylacje i petnym skiadzie podjednostkowym. Jed-
nakze po oczyszczeniu go chromatograficznie zostaj® usunieta podjedno-
stka 8, przy czym CFi traci zdolno$¢ sprzegajaca, ktérg mozna przywro-
ci¢ po ponownym przytgczeniu tej podjednostki. Dane te sugerujg, ze 6
*wigze rozpuszczalny CF, z btona tylakoidéw (11). Posiada ona ksztatt
sptaszczonej elipsoidy o potosiach 25A i 90A (28) i masie czasteczkowej
17500 (14).

Chromatofory R. rubrum po usunieciu podjednostki 3 roztworem 2M
LiCl, tracg zdolno$¢ do syntezy i hydrolizy ATP (36) a NBD hamuje
aktywnos$¢ ATPazy w wyniku modyfikacji tyrozyny na tej podjednost-
ce (32). Dane te, jak i wyniki badan immunologicznych (32, 35) wskazuja,
ze centrum katalityczne CFj-ATPazy znajduje sie na podjednostce a lub 3
i one prawdopodobnie graja gtéwna role w fosforylacji fotosyntetycznej.

Tabela 1.
Charakterystyka podjednostek rozpuszczalnego CFi
Podjednost- M * - e .
Ka asa czasteczkowa Stechiometria Sugerowana funkcja
a 59 000 2 Regulacja fosforylacji
56 000 2 Centrum Katalityczne
H+-ATPazy
Y 37 000 1 Przenoszenie H+ do centrum
katalitycznego
8 17 500 1 Wigzanie CF! z btong
13 000 2 Inhibitor ATPazy, wigzanie CFt
z blong

Wg Bindera iwsp. (14)
**> Wg Bairda i Hammesa (41)

Skiad i funkcje podjednostek rozpuszczalnego CFj podano w Tabeli 1

IV. Wiasciwosci czynnika sprzegajgcego zwigzanego z biong

Poczatkowe badania nad czynnikiem sprzegajacym ograniczaty sie
raczej do izolowania i oczyszczania poszczegllnych jego skiadnikéw.
Ostatnio jednak wiele uwagi poswieca sie izolowaniu, oczyszczaniu
i funkcji catego kompleksu H+-ATPazy (CFACF,) w formie aktywnej.
Kompleks ten po raz pierwszy zostat wyizolowany roztworem DOC
z mitochondriéow zwierzecych i drozdzy (37). Byt on nastepnie whbudo-
wany w pecherzyki liposomalne, ktére uzyskiwaly zdolnos¢ wymiany
SP-ATP, a w obecnosci fragmentéow tafncucha oddechowego lub bakterio-
rodopsyny — Zrodto elektrochemicznego gradientu protondw (39) — ka-
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talizowaty synteze ATP (38, 39). Od tej pory wyizolowano aktywne kom-
pleksy zwigzanej z btong ATPazy z r6znych blon sprzegajgcych fosfory-
lacje ADP, wiacznie \ blonami tylakoiddéw. Zawiera on poza rozpuszczal-
nym Fi, biatka hydrofobowe (FQ nadajace Fi-ATPazie wrazliwo$¢ na
oligomycyne. Carmeli i Racker (40) wyodrebnili podobny kom-
pleks 0,2°/o cholanem z bton tylakoidéw szpinaku, ktéry po usunieciu cho-
lanu tworzyt spontanicznie pecherzyki katalizujgce wymiane 3P-ATP.
Czesciowo oczyszczony przez Wingeta i wsp. (41), zawierat on poza
piecioma polipeptydami rozpuszczalnego CFj, osiem podjednostek biatko-
wych nadajacych H+-ATPazie wrazliwo$¢ na. DCCD. Ostatnio Pick
i Racker (42) udoskonalili metode izolowania i oczyszczania zwigza-
nego z btong czynnika CF~CFo. Ekstrahujgc go mieszaning cholanu
i oktyloglukozydu a nastepnie oczyszczajac droga wysalania siarczanem
amonu i wirowania w gradiencie gesto$ci sacharozy w obecnosci Trito-
nu X-100, uzyskali preparat o duzej zdolnosci wymiany 3P-ATP, ztozony
z pieciu podjednostek rozpuszczalnego CFj (a, |3 y, 5 i ) oraz trzech
podjednostek CFO (I, 11, I11) o stosunkach stechiometrycznych: 0,3 I, 1 II,
5 Il i masach czasteczkowych: 20000; 17000; 75000 (43, 44).

Powyzsze wyniki staly sie podstawag do podjecia badan nad okresle-
niem fizjologicznej funkcji czynnika CFO Juz wcze$niej byto wiadomo,
ze czesciowe usuniecie CFj z bton tylakoidéw zwieksza przepuszczalno$é
ich na protony (5,45). Proces ten mozna zahamowaé przez ponowne zwig-
zanie go z bionami, wzglednie poprzez traktowanie DCCD. DCCD jest
inhibitorem syntezy ATP z ADP i Pi jak i aktywnosci ATPazy. Jesli
wiec czynnik przenoszacy protony wystepuje w CFO powinien zawierac
biatka reagujace z DCCD. Poczagtkowo Winget i wsp. (41) stwier-
dzili wigzanie sie DCCD z czesciowo oczyszczonym kompleksem CFi*CFG>
a ostatnio Nelson i wsp. (46) wyizolowali i oczyscili polipeptyd
0 masie czasteczkowej 8000 silnie wigzagcy DCCD, ktéry po rekon-
do tej pory grupa funkcyjna uczestniczagca w przewodzeniu protondw
Wykazali ponadto, iz podjednostka | CFO i podjednostki a, P, y i ¢ CF,
syntetyzowane sg w chloroplastach, pozostate natomiast (Il i 5) powstajg
w cytoplazmie. Przypuszcza sie, ze jeden ze skiadnikow CF~CFo dziata
jako kanat protonowy. Pozostate, wraz z podjednostkg 5 uczestnicza
prawdopodobnie w wigzaniu CFj z btong i regulacji przeptywu protondw
(47, 48), chociaz problem ten jest nadal otwarty (49). Nie znana jest
do tej pory grupa funkcyjna uczestniczagca w przewodzeniu protonow
przez kanat CFO jakkolwiek badania nad czynnikiem sprzegajacym
E. Coli, Neurospora, bakterii termofitowych i drozdzy sugerujg, ze w wig-
zaniu DCCD z FOi przewodzeniu protondw uczestniczg grupy karboksy-
lowe kwasu asparaginowego, glutaminowego (50) oraz reszty tyrozyny
1 argininy (51). Wykazano ponadto, ze inhibitorami li+-ATPazy i prze-
ptywu protonéw przez kanat CF0 moga by¢ poza DCCD réwniez EEDQ
i UDQ (52).
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V. Zmiany konformacyjne

Ryrie i Jegendorf (53) stwierdzili, ze CFXwyodrebniony z bton
tylakoidow szpinaku poddanych dziataniu promieni Swietlnych w obec-
nosci H2D zawierat az 100 moli H/mol CFX Reakcja ta byta hamowana
przez rozprzegacze fosforylacji i nukleotydy adeninowe i mogta przebie-
ga¢ rowniez w ciemnosci jedynie w obecnosci sztucznego gradientu pH
poprzez blony. Na tej podstawie autorzy sugeruja, ze energia Swietlna
wywotuje w czynniku sprzegajagcym fosforylacje zmiany konformacyjne
prowadzace do ujawnienia wymienialnych wodoréw, a rozprzegacze fos-
forylacji, na skutek zniesienia gradientu protonowego stabilizujg struk-
ture enzymu, podobnie jak i nukleotydy adeninowe. Sugestie te znalazty
rébwniez potwierdzenie w badaniach nad zroznicowang modyfikacjg grup
SH lub lizyny. Na przyktad N-etyloamid lub o-fenylobismaleimid mo-
dyfikuja grupy SH na podjednostce y, ujawniajagcej sie po naswietleniu
chloroplastéw (58). Podobnie lizyna ulega modyfikacji trdjnitrobenzeno-
sulfonianem na podjednostkach a lub @ tylko w bionach energizowa-
nych (33, 34). Czynniki modyfikujgce powyzsze zwiazki hamuja zaréwno
aktywno$¢ ATPazy jak i fosforylacje fotosyntetyczng (13). Zmianami kon-
formacyjnymi ttumaczy sie rowniez niektére wasciwosci zwigzanej z bto-
nami ATPazy, ktérej atkywnos$¢ ujawnia sie jedynie na Swietle w obec-
nosci grup sulfhydrylowych (54, 55). Przypuszcza sig, ze w wyniku zalez-
nych od energii zmian konformacyjnych zostaje usunieta z CFi pod-
jednostka £ potencjalny inhibitor CFi-ATPazy, a rownocze$nie odstoniete
grupy dwusiarczkowe redukowane sg przez zwiazki sulfhydrylowe. Po-
nadto zwigzana z btonami ATPaza jest zalezna od jonéw Mg2+ a po
uwolnieniu z bton hydrolizuje ATP jedynie w obecnosci jonéw wapnia
(45, 56, 57). Aktywowana Swiattem Mg2+ATPaza katalizuje zaréwno syn-
teze jak i hydrolize ATP, przy czym hydroliza zwigzana jest z trans-
lokacjg protonéw do wewnatrz (58) i na skutek zniesienia gradientu pro-
tonowego (ryc. 1) spada aktywnos$¢ ATPazy, co wskazuje, ze aktywna
forma zwigzanej z btonami ATPazy wymaga odpowiedniej konformacji
indukowanej Swiattem (13). Mocno zwigzane z kompleksem CFi-ATPazy
nukleotydy adeninowe wymieniaja sie z ADP i ATP S$rodowiska jedynie
na Swietle (59). Prawdopodobnie w wyniku zaleznych od energii zmian
konformacyjnych, miejsca silnie wigzace nukleotydy zostajg skierowane
do S$rodowiska reakcyjnego (60, 61). Zmiany konformacyjne czynnika
sprzegajacego odgrywaja réwniez powazng role w regulacji przeptywu
elektronow poprzez kanat CFO W braku bowiem nukleotyddw adenino-
wych w $rodowisku, w zwigzanym z btong CFOprzy wysokich wartosciach
A pH nastepuje wyrazny wzrost transportu protonéw, a ADP lub ATP
stabilizujac strukture H+-ATPazy zmniejszajg przepuszczalno$¢ protonéw
z réwnoczesnym przyspieszeniem transportu elektronéw (62). Podobny
efekt wykazuje réowniez DCCD, na skutek blokowania kanatu protono-
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wego CFO (54). Wedtug Boy era (63) i Slatera (64) zmiany struk-
turalne H+-ATPazy stanowia integralng cze$¢ mechanizmu jej dzia-
fania.

VI. Wigzanie nukleotydow

Wigzanie nukleotydéw z czynnikiem sprzegajacym bylo szeroko ba-
dane przy zastosowaniu roznych metod (55, 65—68). Uzyskane wyniki
wskazujg, ze CFi podobnie jak czynniki sprzegajace innych struktur sub-
komorkowych (69) zawiera kilka klas miejsc wigzacych. Jedng z tych
klas okresla sie jako silnie wigzacg nukleotydy, poniewaz nie daje sie
ich usung¢ ani na drodze wyczerpujgcej dializy, ani tez metodg s3-
czenia molekularnego. Druga klasa, to miejsca stabo wigzace, z ktérych
zwiazane nukleotydy tatwiej dysocjujg do Srodowiska. llos¢ miejsc wig-
zacych w obrebie kazdej klasy, ich specyficzno$¢ jak tez rola fizjologicz-
na nie sa jeszcze dostatecznie wyjasnione. Roy i Maudrianakis
(65) oraz Tiefert i wsp. (55 wykazali, ze oczyszczony CF! z tylakoi-
déw szpinaku po dwugodzinnej inkubacji z (MC)ATP wigze od 15 do
2 moli 4C nukleotydu. Dwa miejsca wigzace nukleotydy w rozpuszczal-
nym CFj stwierdzili rowniez Cantley i Hammes (66) oraz Gi-
rault i Galmiche (9) przy zastosowaniu innych metod. Wykazali
ponadto, ze wigzanie nukleotydu w miejscu drugim, uwarunkowane byto
zmianami konformacyjnymi enzymu wywotanymi wigzaniem nukleotydu
W miejscu pierwszym. Przypuszcza sig, ze jedno z tych miejsc, stabo
wigzace nukleotydy adeninowe, stanowi centrum  katalityczne
CFj-ATPazy (70). Zawiera ono aktywne grupy karboksylowe, ktorych
modyfikacja hamuje zaréwno fosforylacje fotosyntetyczng jak i sprze-
zony transport elektrondw (71). Magnusson i McCarty (72) su-
geruja wystepowanie dwdch miejsc katalitycznych. Jedno dla syntezy
a drugie dla hydrolizy ATP i wymiany ATP-Pi (73, 74). Miejsca silnie
wiazace nukleotydy stanowig prawdopodobnie nieaktywng cze$¢ CFX
(73- 75, 76—78). Wymiana w tych miejscach nukleotydéw z ADP prze-
biega wolno i wymaga energii (70—73, 75, 77). Przypuszcza sie, ze miej-
sca te wystepujg na podjednostkach a (70, 79). Bioragc pod uwage, ze ADP
wigzac sie z tymi podjednostkami inaktywuje a ATP stymuluje ATPaze,
przypuszcza sie, ze odgrywajg one pewng role w regulacji aktywnosci
tego enzymu (66, 76, 80). Ostatnie lata dostarczyty szereg danych potwier-
dzajgcych stusznos$¢ tej hipotezy. Wykazano mianowicie, ze energia
Swietlna przyspiesza dysocjacje ADP z miejsc Scisle wigzacych nukleo-
tydy, a rownocze$nie aktywuje ATPaze. W ciemnosci, w braku energii
ADP wigzac sie z CFj hamuje aktywno$¢ enzymu (78, 81). Przypuszcza
sie, ze jedna czasteczka ATP inaktywuje trzy miejsca aktywne ATPazy
(80, 82). Natomiast ortofosforan hamujac wigzanie sie z ADP z CFi
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w ciemnosci, stabilizuje aktywowang Swiattem ATPaze (80, 82). Przy-
puszcza sie, ze w obecnos$ci Pi, w CFi wystepuje wiecej miejsc wigzacych
ADP (80). Friedel i Schairer (49) sugeruja, ze wigzanie i uwal-
nianie Scisle zwigzanych nukleotydéow z CF! reguluje funkcjonalng kon-
formacje H+-ATPazy. Feldmann i Sigman (83) wykazali ostat-
nio, ze homogenny preparat CFi w braku ADP w $rodowisku syntetyzuje
z egzogennym Pi kompleks ATP-CFj. Swiadczy to, ze przynajmniej
cze$¢ ADP, scisle zwigzana z CFXznajduje sie w centrum katalitycznym
i wspdlnie z Pi uczestniczy w syntezie CFXATP. Niejasne jest jednak
znaczenie scistego zwigzania ADP i ATP, jak tez AMP, ktéry jak sugero-
wano poczatkowo miat by¢ pierwszym akceptorem fosforu (65), poniewaz
w naswietlonych tylakoidach w obecnosci nieorganicznego ortofosforanu
i AMP stwierdzono powstawanie silnie zwigzanego ATP. Zgodnie z tg
tezag ADP winien ,piethowac” sie szybciej w poczatkowej fazie fosfory-
lacji niz ATP, czego niestety nie potwierdzono (84). Wykazano natomiast,
ze zalezna od Swiatta (84) lub sztucznego gradientu pH (85) fosforylacja
moze przebiegaé bez znacznej fosforylacji AMP. Stwierdzono ponadto,
ze rekonstrukcja CFi-ATPazy z jej podjednostek wymaga ATP, a usunig-
cie nukleotydéw hamuje fosforylacje (60). Dane te sugeruja, Ze mocno
zwigzane ADP i ATP biorg udziat w ,,zmontowaniu” funkcjonalnej kon-
formacji kompleksu H+-ATPazy, chociaz jak dotychczas kwestia ta jest
nadal otwarta.

VIl. Uwagi koncowe

Dla potwierdzenia stuszno$ci powyzszych hipotez konieczna jest jesz-
cze blizsza charakterystyka zaréwno rozpuszczalnego jak i zwiazanego
z btong CFj oraz CF,. Niemniej jednak biorgc pod uwage zmiany konfor-
macyjne CFi oraz dzieki wykryciu miejsc wigzacych nukleotydy ade-
ninowe, jak tez na podstawie badan wymiany IsO miedzy wodg a Pi pod-
czas hydrolizy ATP w mitochondriach, Boy er (84, 86) zaproponowat
».konformacyjny” mechanizm fosforylacji. Zgodnie z tym mechanizmem
energia niezbedna jest jedynie do uwolnienia nowo *'utworzonego ATP
w centrum Kkatalitycznym CFi-ATPazy. Natomiast jego synteza przebiega
spontanicznie, a wigzanie ADP i Pi w jednym miejscu przyspiesza uwal-
nianie ATP w miejscu drugim. Catkiem odmienna jest koncepcja
Mitchella (87), wedtug ktérego (Ryc. 3) podczas fosforylacji ADP w
centrum katalitycznym (region CFjL) oddysocjowujg 2H+ z ADPOH
i POH. Z anionu PO  zostaje nastepnie oderwany jon O2- (region CFxR),
ktéry z protonami wprowadzonymi przez kanat CF,, tworzy H2. Powstate
centrum fosforowe P+ (fosforylium) tgczy sie z ADPO- tworzac ATP.
Hipoteza protonowo-bezwodnikowa Williamsa (88) zaktada, ze jony
H+ posrednicza jedynie w przenoszeniu energii z tancucha oksydoreduk-
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2H, 26t
ADPO"P*OH,
Mg? CFy
ADPO™+PO~—ADPO + POy
ADPOH+ POH
Ryc. 3 Mechanizm fosforylacji wg Mitchella (87).
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Ryc. 4 Mechanizm fosforylacji wg Williamsa (88).

cyjnego na pobliski kompleks ATPazy, a energia stuzy tylko do usuniecia
wody z centrum Kkatalitycznego enzymu, podczas gdy synteza ATP w
Srodowisku bezwodnym przebiega spontanicznie. Mechanizm fosforylacji
wg Williamsa ilustruje schemat przedstawiony na Ryc. 4. Ktéra z tych
hipotez okaze sie stuszng, wykaze przysztos¢. Duzy jednak postep w tej
dziedzinie badan rokuje nadzieje, ze najblizsze lata pozwolg wyjasnic
jeden z najwazniejszych problemow wspdtczesnej bioenergetyki.

Zaakceptowano do druku 29.12.1982
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Wykaz stosowanych skrotéw: PEP — fosfoenolopirogronian; OAA — szczawio-
octan; ITP —inozynotréjfosforan; GDP — guanozynodwufosforan; NADH i NAD+ —
dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy w formie zredukowanej i utlenionej;
FMN — mononukleotyd flawinowy; Mn-GTP2~ — jednozasadowa s6l manganawa
guanozynotréjfosforanu; m-RNA —informacyjny kwas rybonukleinowy.

l. Wstep

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa (karboksykinaza GTP:
szczawiooctan, transfosforylujgca, E.C.4.1.1.32) po raz pierwszy zostata
opisana i scharakteryzowana przez Uttera i Kurahashi (1, 2) w
1953 roku. Enzym ten katalizuje reakcje odwracalnej fosforylacji (z jed-
noczesng dekarboksylacjg) kwasu szczawiooctowego z wytworzeniem
kwasu fosfoenolopirogronowego:

PEP + C02+ IDP(GDP)iOAA+ ITP(GTP)

Reakcja ta jest jednym z etapéw szlaku glukoneogenezy. Jej stata
réwnowagi wynosi 2.69 (30°C) (3), a wiec moze to by¢ reakcja ,ograni-
czajaca”, to znaczy warunkujaca szybko$¢ glukoneogenezy (4—8). Glo-
dzenie, cukrzyca eksperymentalna oraz zmiany hormonalne wpltywa-
ja na szybko$¢ syntezy i degradacji karboksykinazy fosfoenolopi-
rogronianowej oraz jej biatkowego regulatora — ferroaktywatora (9—21).
Aktywnos$é karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej moze ulegaé takze
bardzo szybkim zmianom, nastepujagcym na skutek bezposredniego od-
dziatywania czasteczki enzymu z biatkowymi modulatorami oraz Kkatio-
nami Fe2+ i Mn2+ (22—26, 35, 40). Przemiane katalizowang przez karbo-
ksykinaze fosfoenolopirogronianowg Utter okreslit jako ,kluczowg” re-
akcje glukoneogenezy.

Wiele prac ostatnich lat poswieconych byto badaniu regulacyjnej roli
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w glukoneogenezie. Poszuki-
wano efektora lub kofaktora zmieniajgcego aktywnos$¢ enzymu (15, 16,
27, 28). Wykazano po raz pierwszy wystepowanie enzymu w dwéch for-
mach: aktywnej i nieaktywnej, znajdujacych sie w réwnowadze dyna-
micznej (30, 31, 33, 35 40—42). Wydaje sie takze, ze wyizolowane ostat-
nio biatko nazwane ferroaktywatorem, a umozliwiajgce aktywacje enzy-
mu jonami zelazawymi Fe2+, odgrywa istotng role w regulacji syntezy
fosfoenolopirogronianu in vivo (15, 16). Dyskutowana jest rowniez rola
peptydu o masie 29000 oraz jondéw manganawych jako modulatoréw
aktywnosci enzymu (41—43). Przy uzyciu oczyszczonych, jednorodnych
preparatéw enzymu zbadano role kationdw (szczeg6lnie manganawego)
w mechanizmie reakcji katalizowanej przez karboksykinaze fosfoenolo-
pirogronianowg (29—45).
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W niniejszym artykule podjeto probe podsumowania i dyskusji po-
gladéw dotyczacych wiasnosci karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
jako ,kluczowego” enzymu glukoneogenezy. Nalezy zaznaczy¢, ze wiek-
szo$¢ zgromadzonych dotychczas obserwacji przeprowadzono uzywajac
jako modelu doswiadczalnego, enzymu izolowanego z frakcji cytoplazma-
tycznej watroby szczura. Chociaz nie jest to model doskonaty, uogdlnia-
nie wnioskow z otrzymanych wynikow moze by¢ pomocne w badaniach
szczegOtowych, uwzgledniajgcych roznice w subkomérkowym rozmiesz-
czeniu enzymu w tkankach zwierzat réznych gatunkdw.

Il. Rozmieszczenie subkomorkowe karboksykinazy fosfoenolopirogronia-
nowej

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa w watrobie i nerce wyste-
puje zaréwno we frakcji cytoplazmatycznej jak i mitochondrialnej. Za-
obserwowano gatunkowe roznice w ilosciowym rozmieszczeniu enzymu
w tych dwoch przedziatach komérkowych. W watrobie gotebi i kurczat
karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa wystepuje gtéwnie w mito-
chondriach (19, 46—48), natomiast w watrobie szczura, myszy i chomika
zlokalizowana jest we frakcji cytoplazmatycznej (14, 19, 48—50). W wa-
trobie cztowieka (55—58), matpy (59), swinki morskiej, krélika, owcy (19,
48, 51—54, 75) enzym wystepuje w obu przedziatach komorkowych.

Wiele badan poswiecono porownaniu wiasciwosci enzymow wyizolowa-
nych z frakcji mitochondrialnej i cytoplazmatycznej komoérek watroby
zwierzat o niejednorodnym rozmieszczeniu enzymu. Zaktadano, ze enzy-
my z frakcji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej powinny posiadaé roz-
ne wiasciwosci, gdyz podlegaja réznym mechanizmom kontrolnym.
ZdolnoSci adaptacyjne wykazuje bowiem jedynie enzym z frakcji cyto-
plazmatycznej. Jego aktywno$¢ zmienia sie pod wptywem diety i zmian
hormonalnych zgodnie z aktywno$cig catego szlaku glukoneogenezy (7.
9, 13, 60—64). Gtodzenie nie ma wptywu na aktywno$¢ enzymu z frakcji
mitochondrialnej watroby gotebia i mitochondriéw watroby $winki mor-
skiej (13, 60). Synteza fosfoenolopirogronianu w mitochondriach wyda-
je sie by¢ kontrolowana przez poziom NADH i NAD+ (65—67, 74, 75)
oraz dostepno$¢ szczawiooctanu (32, 54, 56, 59, 68). Ballard i Hanson
wykazali ponadto, ze karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa z frakcji
cytoplazmatycznej i mitochondrialnej watroby szczura posiadajg zupeinie
rézng charakterystyke antygenowg, a wiec sg immunologicznie réznymi
biatkami (57).

Wiasnosci fizykochemiczne enzymow pochodzacych z frakcji mito-
chondrialnej i cytoplazmatycznej sg podobne. Wszystkie badane prepa-
raty enzymu miaty ciezar czasteczkowy okoto 70000 (9, 29, 51, 57, 69—
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71), a ich punkt izoelektryczny wyznaczony metoda elektroogniskowania
odpowiada wartosci pH okoto 5 (57). Pordwnano katalityczne wiasnosci
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej z frakcji mitochondrialnej
i cytoplazmatycznej watroby matpy (59), $winki morskiej (39, 52), owcy
(72), Swini (39), wotu (39) i kurczecia (39). Pod wieloma wzgledami oba
enzymy we wszystkich przypadkach okazaty sie bardzo podobne. Enzymy
z frakcji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej watroby owcy wykazy-
waty roznice w wartosci statej Michaelisa dla szczawiooctanu i statej
inhibitorowej dla jablczanu. Stymulowanie aktywnos$ci enzymu przez
jony metali oraz hamowanie przez AMP byto rézne dla karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej z frakcji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej
watroby $winki morskiej. Porownujac enzymy z frakcji cytoplazmatycz-
nej i mitochondrialnej watroby matpy stwierdzono, ze rdznig sie one
optimum pH dla reakcji dekarboksylacji, aktywnoscig w obecnosci jonéw
metali i inhibitor6w oraz majg rézne stale Michaelisa dla IDP, GDP
i ITP. Sposob oddziatywania kationdw (manganawego i zelazawego) oraz
inhibitoréw (kwasu chinolinowego oraz kwasu 3-merkaptopikolinowego)
na karboksykinaze fosfoenolopirogronianowg z frakcji cytoplazmatycznej
i mitochondrialnej pozwala wnioskowa¢, ze na czasteczkach obu enzymoéw
moga wystepowaé specyficzne miejsca wigzace jony metali dwuwartos-
ciowych (39, 40). Wartosci optimum pH reakcji dekarboksylacji szcza-
wiooctanu i karboksylacji fosfoenolopirogronianu Kkatalizowanych przez
enzymy z frakcji cytoplazmatycznej i mitochondrialnej watroby réznych
zwierzat przedstawia Tabela 1

Tabela 1.

Optima pH reakcji katalizowanych przez karboksykinaze fosfoenolopirogronianowg

Optimum pH
Zrédto enzymu reakeja reakcja Pismiennictwo
karboksylacji dekarboksylacji
Watroba matpy
frakcja
cytoplazmatyczna 6,8 7,0—8,0
mitochondria 7,0 7,0—7,2 59
Watroba $winki
morskiej
frakcja
cytoplazmatyczna 74 8,2
mitochondria 74 88 52
Watroba owcy
mitochondria 6,5—7,5 51
Watroba wieprza
mitochondria 6,6 6,6—8,0 69
Watroba kurczaka v—

mitochondria 6,2 o @O 65
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Optimum pH reakcji dekarboksylacji jest o okoto jedng jednostke pH
wyzsze od optimum pH reakcji karboksylacji. Rdznice w optimum pH
enzymow z frakcji mitochondrialnej i cytoplazmatycznej sg nieznaczne.

Na podstawie dotychczasowych badan postuluje sie, ze karboksyki-
naza fosfoenolopirogronianowa z frakcji cytoplazmatycznej oraz karbo-
ksykinaza z frakcji mitochondrialnej, to dwa odrebne enzymy o podob-
nych wiasciwosciach kinetycznych i fizykochemicznych. Wydajg sie to
potwierdza¢ prace nad oczyszczaniem karboksykinazy fosfoenolopirogro-
nianowej z watroby kurczecia (73). Wykazano, ze w mitochondriach en-
zym ten wystepuje w dwoch formach nazwanych Mt-1 i Mt-2, natomiast
we frakcji cytoplazmatycznej w trzech formach nazwanych Sol-1, Sol-2
i Sol-3. lzoenzym Mt-1, Mt-2 oraz Sol-1 i Sol-2 majg taki sam ciezar
czgsteczkowy (72000 wyznaczong metodg elektroforezy z SDS, 42000 me-
todg saczenia molekularnego), sg identyczne immunologicznie, a ich mapy
peptydowe sg bardzo podobne. Formy karboksykinazy fosfoenolopiro-
gronianowej Sol-1 i Sol-2 sg prekursorami form Mt-1 i Mt-2, transpor-
towanymi po syntezie na cytorybosomach do mitochondriéw, zgodnie
z regutami mechanizméw post-translacyjnych (73). lzoenzym Sol-3 jest
specyficzng dla frakcji cytoplazmatycznej formg karboksykinazy fosfo-
enolopirogronianowej i rézni sie immunochemicznie od form Mt-1, Mt-2,
Sol-1 i Sol-2. Forma Sol-3 z frakcji cytoplazmatycznej wykazuje zdol-
nosci adaptacyjne. Jej aktywnos$¢ rosnie pod wptywem hydrokortizonu
i izoproterenolu. Masa czgsteczkowa tego izoenzymu wyznaczona metodg
sgczenia molekularnego wynosi 50000.

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa z frakcji cytoplazmatycznej
wykazuje zdolnosci adaptacyjne, a jej aktywno$¢ zmienia sie zgodnie
z aktywnoscig catego szlaku glukoneogenezy w ontogenezie (49). Dlatego
witasnie enzym z frakcji cytoplazmatycznej stat sie gtownym obiektem
badan mechanizmoéw regulacyjnych karboksykinazy fosfoenolopirogro-
nianowej.

I1l. Synteza enzymu w rozwoju ontogenetycznym pod wpitywem hormo-
now

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa nie wystepuje we frakcji
cytoplazmatycznej watroby ptodéw szczurzych (76—78). Enzym synte-
tyzowany jest w momencie urodzenia zwierzecia. Synteza enzymu indu-
kowana jest na poziomie transkrypcji m-RNA (78—79). Czynnikiem
wplywajacym na transkrypcje jest c-AMP (78—79). W momencie uro-
dzenia wzrasta poziom glukagonu oraz c-AMP w watrobie. Synteza kar-
boksykinazy fosfoenolopirogronianowej u plodu hamowana jest przez
wysoki poziom insuliny. c-AMP i glukagon znoszag hamowanie przez
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insuline i umozliwiajg rozpoczecie syntezy enzymu de novo na poziomie
transkrypcji (78, 82—=86).

Synteze enzymu i odpowiedniego m-RNA mozna zaindukowac¢ u pto-
du szczura przed urodzeniem podajac domacicznie glukagon lub butyry-
lo-c-AMP (78, 87, 89). Glukokortykoidy nie wywotujg powstawania en-
zymu w watrobie ptodéw szczurzych (76).

W watrobie szczuréw dorostych ilos¢ enzymu frakcji cytoplazmatycz-
nej ro$nie 2-3-krotnie pod wptywem gtodzenia i 4-7-krotnie w cukrzycy
doswiadczalnej (17, 21, 90—92). Podawanie glukozy lub insuliny szczurom
z cukrzycg powoduje gwattowny spadek ilosci karboksykinazy fosfoeno-
lopirogronianowej (93—96). Glukagon i c-AMP wptywajg na wzrost syn-
tezy enzymu frakcji cytoplazmatycznej watroby (78, 80, 96). Glukokorty-
koidy zwiekszajg aktywnos$¢ enzymu w watrobie i nerce, natomiast obni-
zajg aktywnos¢ karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w biatej tkan-
ce tluszczowej (95, 97—104).

c-AMP dziata szybciej niz glukokortykoidy. Szybkie zahamowanie
syntezy enzymu watroby po podaniu pozywienia zwierzetom gtodzonym
(96—105) lub podanie insuliny zwierzetom z cukrzycg zwigzane jest ze
zmiang poziomu c-AMP w watrobie (106, 107). Nie jest jasne, czy szybkie
dziatanie c-AMP jest zwigzane z jego hamujgcym wptywem na degrada-
cje m-RNA Kkarboksykinazy fosfoenolopirogronianowej (108—110). Wy-
kazano, ze pod wpltywem c-AMP szybko$¢ degradacji m-RNA Kkarbo-
ksykinazy moze dziesieciokrotnie zmniejszy¢ sie w ciggu jednej godziny
(108).

Badano réwniez zmiany aktywnosci karboksykinazy fosfoenolopiro-
gronianowej w rytmie okotodobowym (111, 112). We frakcji cytoplazma-
tycznej watroby szczura aktywno$¢ enzymu zmienia sie w czasie doby
tak samo jak aktywno$¢ catego szlaku glukoneogenezy i $cisle zwiazana
jest z rytmem aktywnos$ci zyciowej zwierzecia. Maksimum aktywnosci
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej obserwujemy okoto godziny
14, a minimum okoto godziny 8.

IV. Czynniki bezposrednio modulujgce aktywnos$¢ karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej

FV-1. Wptyw anionoéw i kationéw dwuwartosciowych na aktywno$é¢ enzymu

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa do maksymalnej aktywno-
§ci wymaga obecno$ci dwoch kationow: Mg2+ w stezeniu wystarczajgcym
do wytworzenia stechiometrycznego kompleksu z nukleotydem (ITP lub
GTP) (22, 45, 52, 65) oraz jednego z dwuwartosciowych jondw metali w
stezeniu mikromolowym, takich jak Fe2+ Mn2+, Co2+ lub Cd2+ (23, 45).
Fe2+ jest jonem, ktdry w najwiekszym stopniu stymuluje rekcje two-
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rzenia fosfoenolopirogronianu, jego maksymalne dziatanie obserwujemy
juz w stezeniu 1 jxM (23, 113).

Oczyszczenie karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej powoduje za-
nik stymulacji aktywnos$ci enzymu w kierunku syntezy fosfoenolopiro-
gronianu przez Fe2+, Co2+ i Cd2+, stymulacja przez Mn2+ zostaje zacho-
wana (15, 113, 114). Niskie stezenia S04£- w mieszaninie inkubacyjnej
przywracajg stymulujacy wplyw Fe2+ i Co2+ na aktywno$¢ enzymu
i wzmagajg wptyw Mn2+ (22, 113). W tych samych warunkach obecno$¢
PO&- wraz z Fe2+ silnie hamuje aktywnos$¢ enzymu. Aktywujacy wplyw
S04&- catkowicie znosi hamowanie enzymu przez P04&- w obecno$ci Fe2+
(113).

Tak wiec, aktywatorem enzymu jest anion siarczanowy a inhibito-
rem anion fosforanowy, przy czym ich oddziatywanie na enzym mozliwe
jest tylko w obecnosci Fe2+ Aktywujgcy wpltyw mieszaniny jonéw siar-
czanowych i zelazawych trwa okoto 12 minut i znosi hamowanie miesza-
ning jonéw fosforanowych i zelazawych.

Badania kinetyczne (36, 41, 42, 44) analizujgce reakcje karboksylacji
katalizowang przez karboksykinaze fosfoenolopirogronianowg z watroby
szczura i tasiemca Hymenolepis diminuta sugerujg, Ze jony manganawe
odgrywajg wazng role w przytgczaniu fosfoenolopirogronianu do enzymu.
Sygnaty elektronowego rezonansu paramagnetycznego manganu karbo-
ksykinazy fosfoenolopirogronianowej z watroby $wini (115), nerki owcy
(116) i watroby kurczecia (35, 117) wskazujg takze, ze fosfoenolopirogro-
nian nie jest zwigzany bezposrednio z czasteczka enzymu, lecz poprzez
mangan z kompleksem enzym-mangan. Istotne wydaje sie takze, ze zdol-
no$¢ wigzania manganu przez enzym jest zalezna od stopnia utlenienia
grup SH biatka enzymatycznego (35, 41).

Ostatnio wyizolowano biatko o masie 29000, ktére w pewnych warun-
kach oczyszczania enzymu migruje z karboksykinazg fosfoenolopirogro-
nianowg w postaci kompleksu (41, 42). In vitro biatko to stabilizuje stan
utlenienia czgsteczki enzymu warunkujgcy mozliwos¢ aktywacji przez
jony manganawe. Gtéwnym efektem aktywacji przez jony manganawe
jest wzrost szybkosci maksymalnej (VnmeX) wytwarzania produktow- re-
akcji (41, 42).

Ostatnie badania Reynoldsa (33) rzucity roéwniez nowe Swiatto
na role jonow zelazawych w regulacji aktywnosci karboksykinazy fosfo-
enolopirogronianowej. Wykazat on, ze preinkubacja oczyszczonego en-
zymu z jonami zelazawymi powoduje jego nieodwracalng, postepujacg
w czasie inaktywacje. Czynnik cytoplazmatyczny zwany ferroaktywato-
rem chroni oczyszczony enzym przed inaktywacjg jonami Fe2+ Doswiad-
czenia Reynoldsa nie zostaly dotad potwierdzone. Ponizej przedstawiono

dane pochodzace z pracowni Lardy’ego, gdzie wykryto i scharakteryzo-
wano ferroaktywator.

3%
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IV-2. Ferroaktywator

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa oczyszczona z frakcji cyto-
plazmatycznej .watroby szczura nie jest stymulowana przez jony Fe2+
(113). Po podaniu frakcji cytoplazmatycznej do mieszaniny inkubacyjnej
zawierajgcej 30 Fe2+ aktywnos$¢ enzymu wzrasta trzykrotnie (15). Za
aktywacje te wydaje sie byé odpowiedzialne biatko frakcji cytoplazma-
tycznej nazwane ferroaktywatorem karboksykinazy fosfoenolopirogronia-
nowej. Biatko to tatwo oddziela sie od enzymu juz w czasie pierwszego
etapu jego oczyszczania na kolumnie Sephadex G-100 (15). Ferroaktywa-
tor otrzymano z frakcji cytoplazmatycznej watroby szczura w postaci
jednorodnego biatka (16). Jego masa czasteczkowa wyznaczona metoda
sgczenia molekularnego wynosita 126000, a metoda sedymentacji 82000
(16). Ferroaktywator nie wplywa na aktywno$¢ enzymu inkubowanego
z Fe3+ Co2+, Cd2+, Mg2+ lub Ca2+ Obecnosé ferroaktywatora znosi hamu-
jacy wpltyw jonow PO4&B‘+ Fe2+ na aktywnos¢ enzymu. Jedna jednostka
ferroaktywatora, to taka jego ilo$¢, ktdra podnosi aktywnos$¢ karboksy-
kinazy fosfoenolopirogronianowej o 50% w obecnosci 30 M Fe2+ (15).

W watrobie cztowieka, wotu, wieprza, szczura, Swinki morskiej, kro-
lika, gotebia i kurczaka ponad SSVo catkowitej ilosci ferroaktywatora
(mierzono zaréwno jego aktywno$¢ jak i ilos¢ przy pomocy metody ra-
dioimmunologicznej) stwierdzono we frakcji pozamitochondrialnej (15,
17). U szczura ferroaktywator wystepuje w watrobie, korze nerki, ery-
trocytach oraz w niewielkiej ilosci w trzustce i sercu (17).

llos¢ ferroaktywatora ro$nie we frakcji cytoplazmatycznej watroby
i nerki szczura oraz we frakcji cytoplazmatycznej watroby $winki mor-
skiej pod wptywem gtodzenia, podawania hydrokortizonu oraz w cukrzy-
cy doswiadczalnej tak samo jak aktywnos$¢ karboksykinazy fosfoenolopi-
rogronianowej (17).

W r6znych stanach metabolicznych zmiany ilosci ferroaktywatora w
watrobie szczura sg mniejsze niz zmiany aktywnos$ci enzymu. DosSwiad-
czenia in vitro wykazaly, ze stwierdzone zmiany ilosci ferroaktywatora
sg wystarczajgce do utrzymania peinej aktywacji karboksykinazy fosfo-
enolopirogronianowej in vivo (17).

IV-3. Wplyw niektérych pochodnych pirydyny na aktywno$¢ karboksykinazy fos-
foenolopirogronianowej

Trzy pochodne pirydyny, specyficznie oddziatuja na aktywno$¢ kar-
boksykinazy fosfoenolopirogronianowej zaréwno in vivo jak i in vitro
(17, 18, 32, 118—126.), sg to:
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- kwas 3-aminopikolinowy (1)

N
(E

COOH
- kwas 3-merkaptopikolinowy (II)

E

SH
///§§§(//
.I
"N =" COOH

- kwas chinolinowy (I1)

N COOH

Wiele innych badanych pochodnych pirydyny nie miato zadnego wpty-
wu na aktywnos$¢ enzymu (23, 127).

Kwas 3-aminopikolinowy podany szczurom wywotuje hyperglikemie
(121), natomiast kwas chinolinowy i kwas 3-merkaptopikolinowy wy-
wotujg u tych zwierzat hypoglikemie (122, 123).

Badania in vitro wykazaty, ze kwas 3-aminopikolinowy umozliwia
aktywacje oczyszczonego enzymu z frakcji cytoplazmatycznej watroby
szczura przez jony zelazawe (okoto trzykrotnie) i stymuluje aktywacje
przez jony manganawe (18). Zwigzek ten znosi takze hamowanie enzy-
mu przez mieszaning P0&~+Fe2+

McDaniel (123) zbadat in vitro wplyw chinolinianu na czesciowo
oczyszczony enzym z watroby szczura. Chinolinian jest inhibitorem nie-
wspotzawodniczacym wzgledem szczawiooctanu (Ki = 500 ~M), ale jego
kompleks z jonem zelazawym wykazuje wspo6tzawodnictwo wzgledem
szczawiooctanu (Ki = 100 jiM). Hamuje on karboksykinaze fosfoenolopi-
rogronianowg aktywowang przez Fe2+ zarbwno w obecnosci ferroaktywa-
tora (18), jak i kwasu 3-aminopikolinowego (17). Chinolinian nie hamowat
enzymu aktywowanego przez MnH, a nawet nieznacznie stymulowat te
aktywacje (17).

Bardzo silnym inhibitorem karboksykinazy fosfoenolopirogroniano-
wej okazat sie kwas 3-merkaptopikolinowy (31, 128—129), gdyz Ki dla
tego zwiazku wynosi 3 j(M. Jest to inhibitor niewspdtzawodniczacy za-
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réwno wzgledem szczawiooctanu jak i MnGTP2Z* (32, 122, 130). Hamo-
wanie przez kwas 3-merkaptopikolinowy wystepuje niezaleznie od
uprzedniej aktywacji przez kwas 3-aminopikolinowy. W obecnosci Fe2+
oczyszczony enzym mitochondrialny tak samo ulega hamowaniu przez
ten inhibitor jak enzym z frakcji cytoplazmatycznej (przebadano 4 ga-
tunki zwierzat) (39).

Nie jest jasne, w jaki sposéb omdwione wyzej trzy pochodne pirydyny
oddziatywujg na karboksykinaze fosfoenolopirogronianowg. Wplyw tych
zwigzkdw na enzym przez usuwanie zwigzanego z nim Mn2+ wykluczono
badajac sygnaty elektronowego rezonansu paramagnetycznego manganu
(18). Nie jest mozliwe rowniez, aby oddziatywaly one przez usuwanie
Fe2+ gdyz w przypadku 3-merkaptopikolinianu jon ten nawet wzmaga
dziatanie inhibitora.

Wykazano, ze kompleksy pochodnych pirydyny z jonem zelazawym
maja wptyw na enzym (27, 39). Sktad kompleksu jest charakterystyczny
dla komplekséw pochodnych kwasu pikolinowego, to znaczy stosunek
ilosci metalu do ilosci zwigzku kompleksujagcego wynosi 1:2 (37, 39).
Wydaje sie, ze hamujacy wptyw kompleksu jon zelazawy : kwas 3-mer-
kaptopikolinowy nastepuje gtéwnie na skutek obnizenia szybkos$ci uwal-
niania produktu, to znaczy fosfoenolopirogronianu (36, 32). Zaobserwowa-
no takze duze r6znice w wartosciach statej Michaelisa Km dla fosfoeno-
lopirogronianu oraz statych inhibitorowych w obecno$ci réznych jonéw
metali (36). Reynolds sugeruje, ze dwuwartoSciowe jony metali
biorg udzial w wigzaniu fosfoenolopirogronianu oraz inhibitoréw (36).

Badania przy pomocy elektronowego rezonansu paramagnetycznego
wykazaty, ze Mn2+ moze tworzy¢é pomost pomiedzy czasteczkg enzymu
i czasteczkg produktu, fosfoenolopirogronianu (35, 115, 116, 131, 132).
Dane kinetyczne wydaja sie przemawiaé za hipoteza, ze zastapienie me-
talu kompleksem metal-inhibitor w wigzaniu fosfoenolopirogronianu
przez enzym moze dawac¢ efekt hamowania aktywnos$ci enzymu (36, 32).

V. Mechanizm reakcji katalizowanej przez karboksykinaze fosfoenolo-
pirogronianowa

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa katalizuje reakcje z dwoma
substratami (szczawiooctan i kompleks MnGTP2-), powstajg natomiast
trzy produkty: fosfoenolopirogronian, dwutlenek wegla i GTP. Badania
mechanizmu tej reakcji, a wiec porzadku przytaczania przez enzym sub-
stratbw i uwalniania produktow byty przedmiotem szeregu doniesien
(31, 131—133). W przypadku enzyméw otrzymanych z mitochondriow
watroby proponowano mechanizmy:

— typu ordered bi-ter (133) wedtug nomenklatury Clelanda (134—
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136), to znaczy ,uporzadkowany” (wersja polska wg Sliwowskiego
137, 138), gdzie kolejnos¢ przytaczania substratow i uwalniania pro-
duktow jest okreSlona, z dwoma substratami i trzema produktami
(symbol ,,bi-ter” oznacza dwa substraty i trzy produkty),

— typu ordered-random tzn. ,,uporzgdkowano-nieuporzgdkowany” (131),
gdzie kolejno$¢ przytaczania substratow i uwalniania produktéw jest
czesciowo okreslona,

— typu random, tzn. ,nieuporzadkowany”, gdzie kolejno$¢ przytaczania
substratow i uwalniania produktéw nie jest okre$lona (123).

Najbardziej szczegbtowe badania mechanizmu reakcji katalizowanej
przez karboksykinaze fosfoenolopirogronianowg przeprowadzono ostatnio
dla enzymu z frakcji cytoplazmatycznej watroby szczura (31). W bada-
niach tych rozpatrywano oprocz gtéwnej reakcji katalizowanej przez en-
zym, tzn. dekarboksylacji szczawiooctanu, takze dekarboksylacje pro-
wadzgca do wytworzenia pirogronianu (zachodzacg w obecnosci katali-
tycznych ilosci dwufosforanéw nukleotydéw (31, 69—71, 139)) oraz reak-
cje czesciowej wymiany izotopowej miedzy (4C) GDP i GTP, ktére kar-
boksykinaza fosfoenolopirogronianowg réwniez katalizuje. Badania wy-
miany izotopowej w stanie réwnowagi pozwolity odrézni¢ mechanizm
sekwencyjny uporzagdkowany od mechanizmu sekwencyjnego o dowolnej
kolejnosci (w mechanizmie sekwencyjnym pierwszy produkt moze poja-
wia¢ sie dopiero po przytgczeniu obu substratow). Na podstawie tych
badan mechanizm reakcji katalizowanej przez karboksykinaze fosfoeno-
lopirogronianowg z frakcji cytoplazmatycznej watroby szczura okreslono
jako ,,nieuporzadkowany” z dwoma substratami i trzema produktami,
czyli wedtug nomenklatury Clelanda typu random bi-ter. W mechani-
zmie tym, przeksztatcenie kompleksu trojsktadnikowego do czterosktad-
nikowego (EMneGTP eszczawiooctani=iE *Mn «GDP «fosfoenolopirogronian ¢
*C02 nie jest etapem najwolniej przebiegajgcym. Wydaje sig, ze etapem
ograniczajgcym szybkos$¢ reakcji jest uwalnianie fosfoenolopirogronianu
lub zwigzane z tym zmiany konformacyjne enzymu (31). W systemie
Clelanda (135) graficznego zapisu mechanizmoéw ztozonych reakcji en-
zymatycznych, schemat reakcji katalizowanej przez karboksykinaze fosfo-
enolopirogronowg mozna zapisa¢ tak, jak na Ryc. 1

Jesli reakcja przebiega wedtug mechanizmu nieuporzagdkowanego,
mozliwych jest kilka rdznych sekwencji zdarzed miedzy przytgczeniem
substratow i uwolnieniem produktéw. Dla reakcji katalizowanej przez
karboksykinaze fosfoenolopirogronianowag wykazano trzy mozliwe sek-
wencje reakcji.

| sekwencja reakcji zachodzi po potaczeniu MnGDP-. Jest to nieod-
wracalna dekarboksylacja szczawiooctanu z wytworzeniem pirogronianu.
Uwolnienie pozostatych produktéw, MnGDP- i C02 zachodzi w sposob
nieuporzagdkowany.
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Gtéwny ciag przemian to Il sekwencja reakcji. Nieuporzadkowane
przytagczenie substratow prowadzi do powstania kompleksu trojsktadni-
kowego (E*Mn*GTP*szczawiooctan), ktory ulega przeksztatceniu do kom-
pleksu  czterosktadnikowego  (E*Mn*GDP*fosfoenolopirogronian*C032.
Uwalnianie produktow odbywa sie réwniez w sposéb nieuporzadkowa-
ny- Wydaje sie, ze uwalnianie fosfoenolopirogronianu z kompleksu

MnGDP Pir

it 1

—= E-PirCO;MaGDP

E-OAA

Nieuporzadkowane
uwalnianie
produktéow

E-MnGTP-OAA ==E-MnGDP-PEP-CO,

E-MnGTP

OAA /
m /
E~Pj-MnGDP E~P; E~P; OAA-"E-PEP C02 J
——————————— rrrT
MnGDP OAA

Ryc. 1. Schemat reakcji katalizowanej przez karboksykinaze fosfoenolopirogronia-
nowg (mechanizm random bi-ter) oparty na badaniach enzymu frakcji cytoplaz-
matycznej watroby szczura (31) opracowany wedtug graficznego systemu zapisu
Ciel and a (135).

I, I, Ill,—trzy mozliwe sekwencje reakcji; |—dekarboksylacja szczawiooctanu z wytwo-
rzeniem pirogronianu (mechanizm sekwencyjny), Il —dekarboksylacja szczawiooctanu z wy-
tworzeniem fosfoenolopirogronianu (mechanizm sekwencyjny), Il —wymiana GDPMGTP (me-
chanizm niesekwencyjny), OAA —szczawiooctan, PEP —fosfoenolopirogronian, Pir —pirogro-
nian, E—enzym. Szczeg6lny opis ryciny w tekscie.

E*Mn*GDP‘fosfoenolopirogronian*C02 jest etapem ograniczajagcym szyb-
kos¢ catej reakcji katalizowanej przez enzym. Sekwencje | i Il reakcji za-
chodzg wedtug mechanizmu sekwencyjnego, to znaczy, ze pierwszy pro-
dukt moze pojawic sie dopiero po przytaczeniu obu substratow.

Il sekwencja reakcji, w ktdrej nastepuje wymiana GDPAGTP zacho-
dzi wedlug mechanizmu niesekwencyjnego .(31). Pierwszy produkt
MnGDP- pojawia sie przed Erzylgczeniem drugiego substratu - szcza-
wiooctanu. 11l sekwencja reakcji nie jest dostatecznie udokumentowana
doswiadczalnie i na rycinie przedstawiona jest linig przerywana.

Zjawisko katalizowania przez karboksykinaze fosfoenolopirogroniano-
wa reakcji o mechanizmie zaréwno sekwencyjnym jak i niesekwencyj-
nym sugeruje, ze przeksztatcenie kompleksu E*Mn*GTP*szczawiooctan w
kompleks E*Mn *GDP*fosfoenolopirogronian *C02 moze nastepowac po-
przez stadium posrednie ufosforylowanego enzymu (31).
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VI. Centrum aktywne karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej

Na podstawie badann nad mechanizmami reakcji i doSwiadczen Sle-
dzagcych zmiany parametréw fizykochemicznych enzymu, wnioskowaé
mozna o budowie centrum aktywnego danego enzymu. Miller i wspotau-
torzy (115, 132) na podstawie takich badan zaproponowali og6lny mecha-
nizm odwracalnej karboksylacji fosfoenolopirogronianu oparty na utwo-
rzeniu potrojnego kompleksu enzym, Mn2+ fosfoenolopirogronian. Wy-
kazali oni, ze Mn2+ wigze sie bezposrednio z czasteczkg enzymu w sto-
sunku 1:1i przez ten metal nastepuje zwigzanie fosfoenolopirogronianu.
Badania te zostaly poOZniej potwierdzone na innych preparatach enzymu
(35, 116). Przytaczenie IDP prowadzi do utworzenia poczwoérnego kom-
pleksu, gdzie Mn2+ jest przytgczony zaréwno do reszty fosforanowej IDP
jak i grupy fosforanowej fosfoenolopirogronianu. Miller sugeruje, ze me-
chanizm reakcji katalizowanej przez karboksykinaze fosfoenolopirogro-
nianowg jest analogiczny do mechanizmu reakcji katalizowanej przez
kinaze pirogronianowg. W reakcjach tych grupa fosforanowa fosfoenolo-
pirogronianu atakowana jest nukleofilowo, po czym nastepuje tautomery-
zacja i przejecie odpowiednio natadowanej reszty przez trzeci atom wegla
fosfoenolopirogronianu.

Badania polegajace na modyfikacji czasteczki enzymu przez zwiazki
specyficznie reagujace z réznymi resztami aminokwasowymi wykazaty,
ze najistotniejsze dla aktywnosci karboksykinazy fosfoenolopirogronia-
nowej sg dwie sasiadujgce ze sobg grupy sulfhydrylowe (29, 30, 51, 131,
140—144). Jedna z nich, wystepujagca w obrebie centrum aktywnego,
jest niezbedna do aktywnosci enzymu i prawdopodobnie bezposrednio
bierze udziat w przeksztatceniu substratébw w produkty. Swiadcza o tym
nastepujace fakty: a. wszystkie substraty ostaniajg te grupe SH przed
reakcjg z odczynnikami sulfhydrylowymi, b. takg samg zdolno$¢ inakty-
wacji enzymu majg odczynniki sulfhydrylowe o duzych i matych cza-
steczkach, c. aktywno$¢ enzymu po zablokowaniu jednej grupy SH jest
bardzo mata lub réwna zeru, d. jedna grupa sulfhydrylowa centrum ak-
tywnego enzymu kilkanascie razy szybciej niz inne grupy SH enzymu
reaguje z badanymi odczynnikami.

Te grupe sulfhydrylowg nazwano ,krytyczng” i ,Kkatalityczng” dla
aktywnos$ci karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej (29, 30). Z kata-
lityczng grupg sulfhydrylowga sasiaduje druga grupa sulfhydrylowa osta-
niana przez jony manganawe.

Wystepowanie dwoch sasiadujacych ze sobag grup sulfhydrylowych
istotnych dla aktywnos$ci enzymatycznej zostalo stwierdzone takze w
przypadku innych enzyméw, miedzy innymi heksokinazy moézgu, de-
hydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego i Kkinazy pirogronianowej
miesni kroélika (145—147).

Silyerstein i wspltautorzy (142, 143, 148) rozrézniaja w cen-
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trum aktywnym karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej dwa miejsca,
jedno wigzace enolopirogronian i istotne w przypadku reakcji karboksy-
lacji i dekarboksylacji, a drugie o szczeg6lnym powinowactwie do nukleo-
tydow. Modyfikacja jednej grupy sulfhydrylowej hamuje zaréwno wig-
zanie nukleotydéw jak i reakcje dekarboksylacji. Podobny efekt daje mo-
dyfikacja karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej 1-anilinonaftaleno-
8-sulfonianem (ANS), co wskazuje, ze w centrum aktywnym enzymu
istotng resztg jest takze reszta aminokwasowa o charakterze hydrofo-
bowym (143, 148).

Na podstawie powyzszych badan oraz modeli centrum aktywnego
innych enzyméw (149, 150) schemat centrum aktywnego karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej dla reakcji dekarboksylacji mozna przedstawic
nastepujgco (Ryc. 2):
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Ryc. 2. Schemat centrum aktywnego karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
(opracowano wg 29, 30, 65, 113, 115, 116, 132, 140, 141, 149, 150).

/

VIl. Mechanizmy regulacji karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
in vivo

Jak juz wspomniano, karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa jest
kluczowym enzymem glukoneogenzy (151, 152), poniewaz ulega proce-
som regulacyjnym w zaleznosci od stanu metabolicznego komérki. Uwa-
za sie, ze zmiany aktywnosci karboksykinazy fosfoenolopirogronianowe;j
we frakcji cytoplazmatycznej moga nastepowac na skutek: zmiany cat-
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kowitej iloSci enzymu we frakcji cytoplazmatycznej (7, 9, 14), zmiany
catkowitej ilosci ferroaktywatora we frakcji cytoplazmatycznej (17),
bezposredniego modulowania aktywnosci enzymu (15, 16, 17, 18), bezpo-
$redniego modulowania aktywnosci ferroaktywatora (18).

Regulacja oparta na zmianie iloSci enzymu jak i ferroaktywatora nie
moze zapewniaé szybkiej zmiany aktywnosci karboksykinazy fos-
foenolopirogronianu in vivo, gdyz czas degradacji i syntezy obu tych
biatek wynosi okoto kilkunastu godzin (17, 19—21). Stwierdzono, ze glo-
dzenie, cukrzyca eksperymentalna oraz zmiany hormonalne (9, 21, 64,
153—155) przyspieszajg szybkos¢ syntezy enzymu i ferroaktywatora, przy
czym wzrost ilosci ferroaktywatora jest zawsze proporcjonalny do wzrostu
ilosci karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej (17).

Liczne prace wykazaly, ze oprécz powyzszych powolnych procesoéw re-
gulacyjnych zwigzanych z syntezg enzymu de novo, aktywnos$¢ karboksy-
kinazy fosfoenolopirogronianowej moze ulega¢ bardzo szybkim zmianom
(kilka - kilkanascie minut), co przypisuje sie procesom bezposredniej
zmiany aktywnos$ci enzymu (22, 23, 25—27). Wykluczono dotychczas wie-
le sugerowanych dawniej (46, 57, 156) mechanizméw bezposredniej zmia-
ny aktywnos$ci enzymu we frakcji cytoplazmatycznej. | tak nie wydaje
sie mozliwe, aby aktywno$¢ enzymu byta regulowana przez dostepnosc
substratow, gdyz ich stezenie we frakcji cytoplazmatycznej przekracza
wartosci wyznaczonych dla nich statych Michaelisa. Zaréwno stezenie
GTP (100-600 jxM) (157—158) jak i szczawiooctanu (5-10 jiM) (15) jest
stezeniem wysycajacym dla karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
we frakcji cytoplazmatycznej; Km= 16 piM dla GTP (32), Km= 9 jxM dla
szczawiooctanu (32). Wykluczono réwniez, ze jony S04£- moga by¢ ak-
tywatorami enzymu in vivo. Stezenie SO4£- w watrobie szczura wynosi
0.2 mM, a wiec jest dziesie¢ razy za niskie aby aktywowac¢ enzym w
obecnosci Fe2+ (113). Mn2+, Fe2+, i P04&3- oraz ferroaktywator sg jedyny-
mi fizjologicznie wystepujacymi znanymi efektorami, ktore in vitro bez-
posrednio zmieniajg szybko$¢ reakcji katalizowanej przez karboksykina-
ze fosfoenolopirogronianowg (113). Jony PO0&- wystepujg we frakcji
cytoplazmatycznej watroby szczura w stezeniu wystarczajgcym do silne-
go hamowania aktywnos$ci enzymu in vivo (16). Stezenie Mn2+ we frakcji
cytoplazmatycznej watroby szczura wynosi 1.8 (M (160). Jest to stezenie
niewystarczajagce do aktywacji karboksykinazy fosfoenolopirogroniano-
wej gdyz stezenie enzymu w watrobie wynosi 3 \iM (57), a w warunkach
gtodzenia i cukrzycy eksperymentalnej ro$nie dwa do szesciu razy (9, 17,
57). Catkowite stezenie zelaza w watrobie wynosi 186 [aM (160). Nawet
jezeli tylko niewielka jego cze$¢ wystepuje w formie jonu zelazawego,
ilos¢ ta wydaje sie wystarczajgca do maksymalnej aktywacji enzymu w
obecnosci ferroaktywatora (16). Biorgc pod uwage podobienstwo w spo-
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sobie oddziatywania na oczyszczony enzym kwasu 3-aminopikolinowego
(zwiazku hyperglikemicznego in vivo) i ferroaktywatora (15, 16, 121,
161) postuluje sie, ze aktywacja enzymu in vivo we frakcji cytoplazma-
tycznej odbywa sie z udzialem Fe2+ i ferroaktywatora. Nie zbadano do-
tychczas jaki jest mechanizm bezposredniej regulacji aktywnos$ci karbo-
ksykinazy fosfoenolopirogronianowej w uktadzie enzym-ferroaktywator -
Fe2+ Biorac pod uwage, ze ferroaktywator wystepuje w duzym nadmia-
rze w stosunku do stezenia enzymu (16) dyskutowane sg dwa mozliwe
sposoby regulacji:

— przez dostepno$é Fe2+

— z udziatem dodatkowego mechanizmu umozliwiajgcego wystepowanie
ferroaktywatora w formie aktywnej (zdolnej do aktywacji Fe2+) i nie-
aktywnej.

Mechanizm oparty na dostepnosci Fe2+ postulowano poréwnujgc uktad
karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa - ferroaktywator - Fe2+ z po-
zornie analogicznym uktadem fosfodwuesteraza c-AMP (lub cyklaza ade-
nylowa) - biatko aktywujgce - Ca2+ (162, 163). Czynnikiem regulujagcym
dostepno$é Fe2+ z ferrytyny jest uktad reduktazy FMN zaleznej od
NADH (164—169). Dotychczas nie podjeto badan majacych na celu zwe-
ryfikowanie tego hipotetycznego modelu. Nie otrzymano takze zadnych
dowodow doswiadczalnych na to, ze ferroaktywator wystepuje w formie
aktywnej i nieaktywnej.

Sg natomiast dane wskazujgce na wystepowanie karboksykinazy w
formie ,aktywnej” i ,nieaktywnej”, ktdre znajdujg sie w réwnowadze
dynamicznej (30, 31, 33, 35, 38, 40—42). Forma ,aktywna” to taki stan
czasteczki enzymu, w ktérym mozliwe jest zwiekszenie jego aktywnoSci
w stosunku do aktywnosci podstawowej. Czynnikiem aktywujagcym we-
dtug niektorych autoréow jest jon zelazawy (38), wediug innych jon man-
ganawy (35, 41, 42). Stan utlenienia grup sulfhydrylowych czasteczki
enzymu wydaje sie decydowaé o jego aktywnosci (30, 33, 35, 38, 41, 42).
Nie jest jasne jaka role fizjologiczng w stabilizacji czgsteczki karboksyki-
nazy fosfoenolopirogronianowej odgrywa odkryty niedawno peptyd o ma-
sie 29000, oraz jaka role regulacyjna posiadajg kationy dwuwartosciowe.

VIIl. Uwagi konhcowe

Kluczowg role karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w gluko-
neogenezie wykazano badajgc enzym z watroby szczura. Wiadomo jednak,
ze w watrobie szczura karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa wyste-
puje prawie wytgcznie we frakcji cytoplazmatycznej i podlega regulacji
pod wptywem zmian hormonalnych i dietetycznych (7, 9, 13, 60—64).
Badania glukoneogenezy w watrobie innych gatunkow ssakow, takich
jak: cztowiek, Swinka morska, krolik i kot, u ktérych 50-60% karbo-
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ksykinazy fosfoenopirogronianowej znajduje sie w mitochondriach, wy-
kazaly istotng role enzymu frakcji mitochondrialnej w produkcji glukozy
(13, 56, 124, 170). Regulacyjna rola karboksykinazy fosfoenolopirogro-
nianowej z frakcji mitochondrialnej w glukoneogenezie jest inna niz en-
zymu z frakcji cytoplazmatycznej (13, 124, 159). Kwasy ttuszczowe, ktore
sg uwalniane w czasie gtodzenia stymulujg wytwarzanie glukozy u szczu-
ra lecz hamujg wytwarzanie fosfoenolopirogronianu w mitochondriach
cztowieka, swinki morskiej czy kota. Wydaje sie, ze aktywnos$¢ mitochon-
drialnej karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej regulowana jest przez
poziom NADH oraz dostepno$¢ szczawiooctanu (32, 54, 56, 59, 65—68).

Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa wystepuje nie tylko w
tkankach gdzie zachodzi glukoneogeneza jak watroba i nerka. Jej aktyw-
nos¢ stwierdzono réwniez w mies$niach i biatej tkance tluszczowej (171—
174). Wykazano, ze w miesniach enzym ten bierze udziat w przeksztat-
caniu waliny i izoleucyny w alanine (171—172). W bialej tkance ttusz-
czowe] aktywnos$¢ karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej decyduje
0 szybkosci wytwarzania a-glicerofosforanu na drodze gliceroneogenezy
(63, 173—175).

Na podstawie dotychczasowych badah ustalono, ze o aktywnosSci kar-
boksykinazy fosfoenolopirogronianowej decyduje stopieri utlenienia grup
sulfhydrylowych enzymu. Ferroaktywator wraz z jonami zelazawymi
1 fosforanowymi wptywa na aktywnos¢ catego szlaku glukoneogenezy
poprzez modulowanie aktywnosci karboksykinazy fosfoenolopirogronia-
nowej we frakcji cytoplazmatycznej. Wydaje sie, ze dalsze badania w tym
kierunku mogg wyjasni¢ szereg nierozwigzanych dotychczas probleméw
regulacji glukoneogenezy, miedzy innymi ciekawe zjawisko stymulacji
glukoneogenezy i stymulacji karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej
w nerce pod wptywem hyperkalcemii (176—178), jak réwniez role insuli-
ny w regulacji glukoneogenezy watrobowej w stanie hypoglikemii (179—
181).

Zaakceptowano do druku 16.12.1982
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I. Wstep

Od odkrycia glikogenu minelo ponad sto lat, ale nadal pozosta-
je wiele nierozwiazanych probleméw dotyczacych zaréwno jego struk-
tury jak i metabolizmu. Powszechnie wiadomo, ze glikogen jest roz-
gatezionym polimerem wielu tysiecy reszt glukozy potgczonych wigza-

Dr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Wroctawski, 50-137 Wroctaw, Tamka 2.

Wykaz stosowanych skrotow: UDPG — urydynodwufosfoglukoza, AMP — kwas
adenilowy, cAMP —cykliczny kwas adenilowy, G-6-P — glukozo-6-fosforan, TCA —
kwas tréjchlorooctowy.
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niami 1,4- i 1,6-a-glukozydowymi. Nie bierze sie jednak pod uwage, ze
preparaty tego wielocukru zawierajg drobne ilosci biatek, glukozoaminy,
dezoksyglukozy czy tez fosforu (1—3). llosci tych ,zanieczyszczen” sg
zmienne i zaleza zaréwno od stosowanej metody izolowania jak i od po-
chodzenia preparatu. Wiele faktow przemawia za istotnym znaczeniem
tych sktadnikéw w budowie i metabolizmie glikogenu.

W arytkule omoéwiono relacje zachodzace pomiedzy biatkami a gliko-
genem w aspekcie sprzezen procesOw jego degradacji i syntezy oraz jego
budowy.

Il. Mechanizm regulacji aktywnosci syntetazy i fosforylazy glikogenu
in vitro

llos¢ glikogenu w komérkach zalezy od aktywnos$ci enzyméw kluczo-
wych w jego biosyntezie i degradacji, syntetazy glikogenu i fosforylazy
glikogenu. In vitro aktywno$¢ tych enzyméw regulowana jest poprzez
odwracalng fosforylacje i defosforylacje (16, 17).

Syntetaza glikogenu miesni szkieletowych krolika wystepuje w for-
mie zdefosforylowanej (syntetaza a) o wysokiej aktywnos$ci lub ufosfo-
rylowanej (syntetaza b), w petni aktywnej dopiero w obecnosci alloste-
rycznego aktywatora, jakim jest glukozo-6-fosforan (18—21). W bada-
niach in vitro wykazano, ze w obecnosci ATP syntetaza ulega fosforylacji
przez kinazy biatkowe zalezne (22—24) jak i niezalezne (25—30) od
CAMP, a takze przez kinaze fosforylazy (31—35). Konwersja syntetazy
a w forme zalezng od G-6-P moze by¢ réwniez wynikiem ograniczonej
proteolizy enzymu (37—40, 50). Ostatnio wykazano, ze monomer synte-
tazy zawiera siedem reszt serynowych ulegajacych enzymatycznej fos-
forylacji (154). Kinaza zalezna od cAMP fosforyluje miejsca la i Ib
oraz miejsce 2 (41—43, 45) fosforylowane gtownie przez kinaze fosfo-
rylazy (35, 44) oraz kinaze-4 (154, 155). Miejsca 3a, 3b i 3c w tym
samym peptydzie trypsynowym sg fosforylowane przez kinaze-3. Miej-
sce 5 fosforylowane jest przez kinaze-5 (155). Kinaza-3, -4 i -5 s3
enzymami, ktorych aktywno$¢ nie zalezy od jonow wapnia ani tez od
cAMP. Stopien fosforylacji miejsc la i 2 determinuje aktywno$¢ syn-
tetazy. Kinaza zalezna od cAMP 10 razy szybciej fosforyluje miejsce
la niz Ib, a jego defosforylacja przez fosfataze jest 20-krotnie szybsza
(46). Fosforylacja miejsca 2 przez kinaze-2 stymulowana jest przez kal-
moduling w obecnosci jonéw wapnia. Tak wiec, pobudzenie nerwowe
moze wpltywaé na aktywno$é syntetazy poprzez wplyw Ca2+ na aktyw-
nos¢ kinazy-2 (36).

I"ormg aktywng fosforylazy glikogenu (fosforylaza a), w przeciwien-
stwie do jego syntetazy jest enzym z ufosforylowang jedng resztg seryny
w kazdej z podjednostek. Enzym zdeforsforylowany (fosforylaza b) wy-
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maga AMP jako allosterycznego aktywatora (47—49). Kinaza fosforylazy
katalizuje przejscie fosforylazy b w fosforylaze a (51), natomiast fosfatazy
katalizujg reakcje odwrotng (52).

Kinaza fosforylazy skitada sie z czterech réznych podjednostek: a, 3
v, 6, ktére wystepuja w niej w réwnomolarnych stosunkach (53—55), przy
czym mol enzymu zawiera po cztery mole kazdej z podjednostek (55, 56).
Tylko podjednostka y wykazuje aktywnos$¢ katalityczng a pozostate dzia-
tanie regulatorowe badz ulegajac odwracalnej fosforylacji (30), badz tez
(jak w przypadku podjednostki 8) wigzac jony wapnia (55, 56). Okazato
sie, ze podjednostka 6 jest kalmoduling (55), biatkiem wigzacym wapn,
ktore uczestniczy w regulacji metabolizmu cyklicznych nukleotydow, w
transporcie jondw wapnia, w aktywnosci kinaz zaleznych od Ca2+ oraz
w aktywnoS$ci aparatu cytoszkieletowego (57). Podobnie jak syntetaza
i fosforylaza glikogenu, rowniez kinaza fosforylazy wystepuje zaréwno
w formie aktywnej, jak i nieaktywnej. In vitro enzym jest aktywowany
przez Kinaze biatkowg zalezng od Ca2+ (56), w procesie autofosforylacji
(58) lub pod wptywem ograniczonej proteolizy przez obecng w miesniach
proteaze zalezng od Ca2+ i inne enzymy proteolityczne (58). Wszystkie
formy Kkinazy bezwzglednie wymagajg jonéw wapnia do peinej aktyw-
nosci (60—63); in vitro mozna kinaze zahamowa¢ dodajagc fragmenty
retikulum serkoplazmatycznego (60). Nadmiar Ca2+ znosi hamowanie.
Kinaza biatkowa zalezna od cAMP Kkatalizuje fosforylacje jednej reszty
seryny w podjednostkach a i @ (56). Przejscie kinazy a w jej forme b
polega na defosforylacji podjednostek @ a szybkos$¢ tego procesu reguluje
stopien ufosforylowania podjednostek a (64).

Swoisto$¢ fosfataz do poszczegdlnych enzymoéw metabolizmu glikogenu
(65—71), jak rowniez miejsce ich wystepowania (72, 73) przez dtugi okres
wzbudzaty wiele kontrowersji. Ostatnio wykazano, ze fosfataza fosfory-
lazy, fosfataza syntetazy oraz fosfataza podjednostek kinazy fosforylazy
jest tym samym biatkiem (30, 74). Enzym ten, nazwany fosfataza-1 (30)
ma ciezar czasteczkowy 260 000 (74) i zawiera zwigzany jon magnezu (75).
Podjednostka katalityczna enzymu ma ciezar czasteczkowy 70 000. Enzym
hamowany jest przez ATP, a takze w miare oczyszczania traci samoistng
aktywno$¢. Reaktywacja nastepuje w wyniku przeniesienia jonu magne-
zu z Mg-ATP na podjednostke katalityczng przy udziale biatka aktywu-
jacego (74), ktore zidentyfikowano jako kinaze sytetazy niezalezng od
Ca2+ i cAMP (76). Fosfataza-2 wykazuje znacznie wieksze powinowactwo
wobec podjednostki a kinazy fosforylazy niz wobec fosforylazy, synte-
tazy czy tez podjednostki @kinazy fosforylazy (77, 78).

Biatkowe termostabilne inhibitory (79, 80) oraz regulatorowa podjed-
nostka kinazy zaleznej od cAMP (81) hamujg aktywnos$¢ fosfatazowa.
W przeciwienAstwie do inhibitora-2, inhibitor-1 hamuje fosfatazy po fos-
forylacji przez kinaze zalezng od cAMP (82, 83). In vitro ufosforylowany
inhibitor-1 okazat sie dobrym substratem dla fosfatazy-1. Jego defosfo-
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rylacja jest natomiast hamowana przez inhibitor-2 (84). Ostatnio wyka-
zano, ze fosfataza syntetazy glikogenu z watroby myszy jest hamowana
przez jony wapnia (86) przy stezeniu wymaganym dla aktywacji kinazy
fosforylazy (86, 87, 88). Schemat regulacji przejscia UDPG-glikogen-G-
1-P przedstawiono na Rycinie 1.

Mg-ATP, FA, etanol,

trypsyna
o Dl e et losnun 1 fosfataza-1
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Ryc. 1. Regulacja syntezy i degradacji glikogenu poprzez wptyw fosfataz i kinaz
biatek na aktywno$¢ syntetazy i fosforylazy glikogenu.

UDPG — UDP-glukoza, G-I-P —glukozo-I-fosforan, synt. b —nieaktywna forma syntetazy
glikogenu (forma ufosforylowana), synt. a —aktywna forma syntetazy glikogenu (forma de-
fosforylowana), fosf. b —nieaktywna forma fosforylazy glikogenu (forma defosforylowana),
fosf. a—aktywna forma fosforylazy glikogenu (forma ufosforylowana), FKb'—nieaktywna
forma kinazy fosforylazy FKap—aktywna forma fosforylazy kinazy z ufosforylowana seryna
w P-podjednostce, FKaap—kinaza fosforylazy z ufosforylowanymi serynami w podjednostkach
a i P, FKba—kinaza fosforylazy nieaktywna z ufosforylowana seryng w a-podjednostce, inhi-
bitor-I(P) —ufosforylowana forma inhibitora-1, FA —biatko aktywujace fosfataze.

Na podstawie 30, 41—43, 46, 51, 52, 56, 74, 76—84

I11. Glikogenosomy
I11-1. Budowa i sktfad
Glikogen w komérkach zwierzat i niektérych organizmoéw nizszych (4)

tworzy granulowane struktury tzw. czastki a, ktérych $rednica w hepato-
cytach wynosi okoto 0,1 [im. Czastki te zbudowane sg z podjednostek



15] GLIKOGENOSOMY 153

(3 o srednicy 15 do 30 [xm (5). W populacji czastek glikogenu wystepuje
niewielka ilos¢ o masie znacznie przewyzszajacej mase czastek a (6—9).
Masa czasteczkowa podjednostek @ wyliczona z ich wielko$ci i gestosci
wynosi okoto 4X10® a czastek a 4X108 Masa czasteczkowa a takze
obraz w mikroskopie elektronowym glikogenu w znacznym stopniu za-
leza od metody jego izolowania. Ekstrakcja tkanek rozcieniczonymi roz-
tworami kwasoéw lub stezonymi roztworami zasad prowadzi do zniszcze-
nia struktury, co przejawia sie w daleko idgcych zmianach zaréwno
w obrazie mikroskopowym jak i magie czasteczkowej uzyskiwanych
preparatéw glikogenu. Stosujac do ekstrakcji zimng wode i nastepnie
odpowiednie techniki odbiatczania uzyskuje sie glikogen, ktéry wieloma
wiasciwosciami zblizony jest do glikogenu wystepujacego w komorkach
(2, 6, 153). Wirowanie rdznicowe wodnych wyciggdw pozwala na izolo-
wanie ,natywnych” komplekséw glikogen-biatka (10, 11), dla ktérych
proponuje sie nazwe ,glikogenosomy” w odréznieniu od glikosomoéw sta-
nowigcych organelle komorkowe podobne do mikrocialek, zawierajagcych
*wiekszos¢ enzymow szlaku glikolitycznego (12).

W sktad glikogenosoméw wchodzg glikogen oraz enzymy zwigzane
bezposrednio z jego metabolizmem. Sa to wiec jednostki strukturalne,
w ktdrych zachodzi zaréwno synteza glikogenu jak i jego fosforoliza.
W stezonych roztworach sacharozy i maltozy oraz w obecnosci detergen-
téw nastepuje dysocjacja kompleksow glikogen-biatko. Syntetaza gliko-
genu, fosforylaza oraz kinaza fosforylazy stanowig 959> biatek gliko-
genosomOw. Pozostatych pie¢ procent stanowiag przypuszczalnie enzym
rozgateziajacy, kinaza syntetazy niezalezna od cAMP, fosfataza oraz kal-
sekwestryna (charakterystyczne biatko retikulum sarkoplazmatycznego)
(14). W wyciagach z miesni szkieletowych i watroby szczuréw podda-
nych chromatografii na kolumnie wypeinionej immobilizowanym gliko-
genem, wsérdd biatek adsorbujgcych sie znaleziono fosforylaze glikogenu,
syntetaze glikogenu, amylo-1,6-glukozydaze oraz enzym rozgateziajgcy
(15). W elektroforezie zelowej w obecnosci SDS, opr6cz wymienionych
enzymow, znaleziono w przypadku miesni pie¢ dodatkowych pasm bial-
kowych a w przypadku watroby — dziewie¢. Przypuszcza sie, ze biatka
te grajag role regulatorow metabolizmu glikogenu. Do tej pory nie jest
poznany doktadny sktad biatkowy glikogenosoméw ani tez sposob roz-
mieszczenia biatek w glikogenosomach.

I11-2. Aktywno$¢ enzymoéw w glikogenosomach

W roku 1970 po raz pierwszy zwrécono uwage na réznice dziatania
czystych enzymoéw i tych samych enzymoéw w glikogenosomach (61).
W glikogenosomach izolowanych z miesni szkieletowych fosforylaza
i kinaza fosforylazy znajdujg sie w konformacjach nieaktywnych podczas



154 J. tOMAKO [6]

gdy fosfataza fosforylazy jest aktywna. Dodanie kompleksu Mg-ATP
i Ca2+ aktywuje kinaze fosforylazy, co powoduje natychmiastowg kon-
wersje fosforylazy b w fosforylaze a. Po wyczerpaniu zapasu ATP fos-
fataza przeprowadza fosforylaze a w forme nieaktywng. Dodanie ATP
na nowo uruchamia proces fosforolizy. Drugg ciekawg obserwacjg byto
stwierdzenie, ze w glikogenosomach kinaza fosforylazy osigga potowiczna
aktywno$¢ dopiero przy stezeniu jonéw wapnia 2X10-6 mola (61). Jest
to stezenie wapnia wyzwalajgce skurcz miesniowy (89). Po strawieniu
glikogenu amylazg powinowactwo kinazy wzgledem tego kationu wzrasta
dziesieciokrotnie. Dodanie glikogenu do czystego enzymu obniza powi-
nowactwo kinazy do poziomu obserwowanego w glikogenosomach. Jony
wapnia odgrywajg réwniez istotng role w regulacji metabolizmu gliko-
genu w watrobie. Przy fizjologicznym stezeniu (90—92) aktywujacym
watrobowg kinaze fosforylazy (86—88) ulega zahamowaniu aktywnos$¢
fosfatazy syntetazy, co w konsekwencji prowadzi do przewagi procesu
degradacji glikogenu nad jego syntezg (85). W glikogenosomach z miesni
AMP nie aktywuje fosforylazy b (61), jak réwniez nie chroni fosforylazy*
a przed dzialaniem fosfataz (93). Fosforylaza w glikogenosomach znajdu-
je sie w takim stanie konformacyjnym, w ktdrym enzym staje sie nie-
wrazliwy na dziatanie réwniez innych czynnikdéw allosterycznych (94).
Efekt ttumaczy sie tym, ze w glikogenosomach fosforylaza wystepuje
jako hybryd fosfo : defosfo (11). W glikogenosomach Mg-ATP i Ca2+ akty-
wujac kinaze fosforylazy jednocze$nie hamujg aktywnos$¢ fosfatazy fos-
forylazy (95). Aktywnos$¢ fosfatazy ujawnia sie dopiero po wyczerpaniu
dodanego ATP. Efekt ten zanika po strawieniu glikogenu amylazg. Fos-
fataza zwiazana z glikogenem wykazuje 16-krotnie wigkszg aktywnosé
wobec fosforylazy glikogenosomalnej niz wobec czystej fosforylazy.
W watrobie okoto 10% fosfatazy fosforylazy wystepuje w glikogenoso-
mach, natomiast pozostate 90% obecne w cytoplazmie wystepuje w la-
tentnej formie w postaci kompleksu enzymu z inhibitorem. Enzym gliko-
genosomalny nie jest hamowany przez termostabilne biatkowe inhibito-
ry» a Jeg® aktywno$¢ catkowita wzrasta po podaniu glukokortykoiddw,
obniza sie natomiast podczas gtodzenia zwierzat (73). Potraktowanie wy-
ciggu z watroby trypsyng lub etanolem powoduje 10-krotny wzrost
aktywnosci fosfatazowej w wyniku aktywacji latentnej formy enzymu.
Glikogenosomy watroby myszy zawierajg swoistg fosfataze syntetazy
rézna od fosfatazy fosforylazy, hamowang przez termostabilny inhibi-
tor-2 oraz inaktywowang przez trypsyne i etanol (73). Ost&tnio wykazano,
ze aktywnos¢é fosfatazy syntetazy w watrobie zalezy od dwoch sktadnikdw
biatkowych oznaczanych jako biatko G i biatko S, a takze od stopnia
fosforylacji syntetazy (96). W wyniku chromatografii syntetazy na DEAE
celulozie uzyskuje sie formy enzymu o wzrastajgcej ilosci fosforu okres-
lane mianem syntetaz b b2i b3 Biatko G wykazuje duze powinowactwo
do glikogenu i jako takie nie ma aktywnos$ci enzymatycznej. Biatko S
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znajduje sie w supernatancie i ma znacznie wyzszg aktywno$¢ wobec
syntetazy bi niz wobec syntetaz b2i b3 W obecnosci czynnika G aktyw-
nos¢ biatka S wzrasta o 35°/0 jesli substratem jest syntetaza bi oraz odpo-
wiednio 7- i 11-krotnie jesli substratami sg syntetaza b2i syntetaza b3

Juz w roku 1965 zwrécono uwage na mozliwy udziat glikogenu w re-
gulacji aktywnosci enzyméw zwigzanych z jego metabolizmem (97).
Stwierdzono bowiem, ze w miesniach szkieletowych przy niskich steze-
niach glikogenu aktywnos$¢ syntetazy jest wysoka, przy wysokich za$
jest niska. W wyjasnieniu tego zjawiska pomocnym byto wziecie do
doswiadczen szczuréw szczepu gsd/gsd z defektem metabolicznym polega-
jacym na braku watrobowej kinazy fosforylazy (98). Watroby tych szczu-
réw charakteryzuje bardzo wysoka zawarto$¢ glikogenu i znacznie pod-
wyzszony poziom nieaktywnej syntetazy glikogenu wystepujacej w gli-
kogenosomach (99). Podobna zalezno$¢ pomiedzy zawartoscig glikogenu
a stezeniem syntetazy i jej aktywnos$cig obserwuje sie w watrobie szczu-
réw gtodzonych i nastepnie intensywnie karmionych. Rdwnoczes$nie ak-
tywnos$¢ fosfatazy w wyciggach zaréwno z watrob szczuréw gsd/gsd jak
i karmionych po uprzednim gtodzeniu byla znacznie nizsza w porow-
naniu z grupa szczuréw kontrolnych. W miare rozcienczania wyciggow
wzrasta aktywnos$¢ fosfatazy. Znosi ten efekt dodanie glikogenu. Majac
na uwadze, iz konwersja syntetazy b w syntetaze a odbywa sie przy
udziale fosfatazy nalezy przyja¢, ze stezenie glikogenu w komorkach,
poprzez wptyw na aktywno$¢ fosfatazy syntetazy, jest jednym z natu-
ralnych czynnikdw regulujacych proces syntezy glikogenu. Fosfory-
laza a rowniez hamuje aktywno$¢ fosfatazy syntetazy (100—103). Efekt
ten staje sie szczegdlnie wyrazny wowczas, -gdy enzymy znajdujg sie
w kompleksie z glikogenem (104).

IV. Biatka kowalencyjnie zwiazane z glikogenem

Problem obecnosci biatek kowalencyjnie zwigzanych z glikogenem
postawiono po raz pierwszy wdwczas, gdy okazato sie, ze rozcieAczony
kwas tréjchlorooctowy ekstrahuje z tkanek tylko cze$¢ glikogenu, a czesé
jego — jako frakcja nierozpuszczalna w TCA — pozostaje w osadzie. Brak
rozpuszczalnosci w kwasie tréjchlorooctowym tlumaczono wystepowa-
niem kowalencyjnych potaczen wielocukru z biatkami (105). Glikogen
nierozpuszczalny w TCA ekstrahuje sie stezonymi roztworami zasad lub
tez po strawieniu biatek przez enzymy proteolityczne. Z watroby szczu-
ra, ekstrahowanej kwasem trojchlorooctowym, a nastepnie poddanej
w obecnosci chlorowodorku guanidyny wyczerpujgcemu trawieniu przez
enzymy proteolityczne (115), uzyskuje sie rozpuszczalny glikogen zwig-
zany z peptydem (114). Glikogen ekstrahowany z watréb krélikéw zimng
wodg, po usunieciu zaadsorbowanych biatek, rozpada sie pod wptywem
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(3-merkaptoetanolu na mniejsze podjednostki (113). Po usunigciu czyn-
nika redukujgcego podjednostki ponownie agregujg. Dodanie amidu kwa-
su jodooctowego znosi odwracalno$¢ tej reakcji. Na podstawie badan
hydrodynamicznych wywnioskowano, ze podstawowga jednostke struktu-
ralng glikogenu stanowig dwie lub trzy podjednostki przytaczone do tan-
cucha polipeptydowego. Duze czastki glikogenu zawierajg do pieédzie-
sieciu takich jednostek potgczonych ze sobg wigzaniami dwusiarczkowy-
mi utworzonymi pomiedzy poszczeg6lnymi tancuchami polipeptydowy-
mi (116). Ostatnio wykazano, ze rozpuszczalny w kwasie trojchloroocto-
wym glikogen izolowany z miesni szkieletowych krélika zawiera biatko,
ktore nie dysocjuje od wielocukru w obecnosci chlorowodorku guanidyny
czy tez SDS (109, 110). Glikogen oczyszczony chromatograficznie na
kolumnie z Sepharose CL-6B w obecnosci chlorowodorku guanidyny
znakowano MC-formaldehydem poprzez metylacje wolnych grup amino-
wych (117). Uzyskany preparat glikogenu nie wnikat do zelu poliakrylo-
amidowego w obecnosci SDS. Nie obserwowano réwniez wnikania do
zelu pietna. Po enzymatycznej degradacji czesci wielocukrowej i po
elektroforetycznym rozdziale wysokoczasteczkowego produktu obserwuje
sie w zelu kilka pasm glikoprotein wykazujacych radioaktywno$¢. 1losé
pasm i ich ciezary czasteczkowe zaleza od stopnia strawienia wielocukru.
W wyniku wyczerpujacego trawienia glikogenu mieszaning a-amylazy
i glukoamylazy uzyskuje sie nierozpuszczalng frakcje biatkowag zawiera-
jaca catos¢ wyjsciowego pietna. Biatko to w elektroforezie zelowej
w obecnosci SDS daje jedno pasmo, ma ciezar czasteczkowy okoto 37 000
i stuzy jako primer w syntezie glikogenu in vitro, a jeden jego mol
zawiera okoto 14 moli glukozy i 10 moli glukozoaminy oraz nieznaczne
ilosci mannozy i galaktozy. Ze wstepnych badan wynika, ze cze$¢ oligo-
sacharydowa zawierajgca N-acetyloglukozoamine, mannoze i galaktoze
wigze sie z tancuchem polipeptydowym poprzez asparagine wigzaniem
N-glukozydowym, a w skiad jednego z peptydéw, uzyskanych po tra-
wieniu przez proteazy, wchodzi ponad 50% aminokwasoéw hydrofobowych.
Nie jest znany sposob taczenia sie z biatkiem oligosacharydéw zawiera-
jacych glukoze. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze z glikogenu watrobowego
izolowanego ré6znymi metodami nie udato sie uzyskaé analogicznej frakcji
biatkowooligosacharydowej (tomako, dane niepublikowane). Tak wiec
mimo do$¢ licznych prac dotyczacych kowalencyjnych pofaczen gliko-
genu z biatkami problem w dalszym ciggu nie jest catkowicie rozwig-
zany (8, 106—114).

V. Synteza glikogenu in vitro i in vivo

Synteza glikogenu in vitro wymaga obecnosci primera, ktérym moga
by¢ niewielkie ilosci glikogenu lub tez krétsze polimery glukozy (118).
Juz dwu- lub trdjsacharydy moga stuzy¢ jako akceptory glukozy przenie-
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sionej z UDPG przez syntetaze glikogenowg. Glukoza dotgczona jest wigza-
niem a-l,4-glukozydowym d¢& nieredukujgcego konca primera co pro-
wadzi do jego stopniowego wydtuzania. Pozostaje nadal sprawg otwartg
co jest primerem w syntezie glikogenu w komérce. Gdyby to byt glikogen,
to nie mogtoby doj$¢ do jego catkowitego rozktadu, a przy wzroscie ste-
zenia glikogenu wzrastatby jego $redni ciezar czasteczkowy. Takie zja-
wisko jednak nie wystepuje w komdrkach (7, 148, 149). Primerem moga
by¢ oligosacharydy powstajagce w wyniku kondensacji glukozy przez
hydrolazy glikogenu (119), a takze maltoza, ktéra w pewnych warunkach
moze by¢ syntetyzowana z glukozy i UDPG przez synteze glikogenu (120).
Ostatnio postuluje sig, ze primerem w syntezie glikogenu jest biatko.
W watrobie szczura znaleziono oprocz syntetazy glikogenu jeszcze dwa
biatka zwigzane z syntezg glikogenu a mianowicie biatko strukturalne
na ktorym budowana jest czasteczka wielocukru oraz nowy enzym —
transferaza UDPG :biatko (106). Produkt powstajagcy w wyniku reakcji
katalizowanej przez transferaze UDPG :biatko jest nierozpuszczalny
w rozcienczonym TCA. Po trawieniu pronaza glikopeptyd rozpuszcza sie
w kwasie. Transferaza UDPG :biatko rézni sie swoimi wiasciwosciami
od syntetazy glikogenu. Enzym wymaga $rodowiska o wysokiej sile jo-
nowej a optimum jego dziatania znajduje sie w pH 8,7. Krisman (106)
proponuje hipoteze, ktdra omawia mozliwg droge biosyntezy glikogenu.
Pierwsza reakcje stanowi¢ ma przeniesienie reszt glukozy z UDPG na
akceptor biatkowy przez swoisty enzym (transferaze UDPG : biatko). tan-
cuch polipeptydowy jest glikozylowany w wielu miejscach. Przytgczanie
dalszych czasteczek glukozy odbywa sie zapewne przy udziale syntetazy
glikogenu, a przy wspotdziataniu enzymu rozgateziajacego dochodzi do
kompletnej syntezy glikogenu. Podobng hipoteze proponuje sie w przy-
padku biosyntezy glikogenu bakteryjnego (121) oraz biosyntezy skrobii
(122). Poczatkowy etap syntezy glikogenu u Neurospora crassa wymaga
rowniez biatkowego primera (123ji. W tym przypadku synteza wielocu-
kru przebiega nieco inaczej, a caty proces wyglada nastepujgco. Glukoza
zostaje przenoszona na biatko przez swoistg glukozylotransferaze UDPG :
: biatko. Syntetyzowany na biatkowym primerze glukan, po osiggnieciu
odpowiedniej wielkosci (okoto 240 tys. daltonéw) zostaje odtgczony od
biatka przez swoista hydrolaze. Odtgczony glukan moze stuzyé jako ak-
ceptor dalszych reszt glukozy przenoszonych przez syntetaze gliko-
genu.

Rozwazajgc drogi syntezy glikogenu w komorce nalezy rozpatrzyé
dwie mozliwosci (148). 1. Mozna zatozy¢, ze po podaniu glukozy w komorce
rozpoczyna sie roéwnoczesna synteza wielu nowych czasteczek glikogenu.
Jesli bytoby to prawdziwe, to ciezar czasteczkowy nowosyntetyzowanego
glikogenu powinien wzrasta¢ wraz ze wzrostem jego stezenia. 2. Mozna
rowniez zatozy¢, ze przed rozpoczeciem syntezy nowej czasteczki gliko-
genu powinna zosta¢ ukoficzona synteza poprzedniej. W tym przypadku
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$rednia masa czasteczkowa glikogenu nie zalezataby od jego stezenia
w komdrce. W badaniach nad wigczaniem znakowanej glukozy do gli-
kogenu w watrobie ptodu szczura we wczesnej fazie jego syntezy stwier-
dzono, ze pietno zostaje réwnomiernie rozmieszczone w zewnetrznych
i wewnetrznych tafncuchach wielocukru (149), co wskazuje, ze czasteczki
syntetyzowane w danym okresie nie powiekszaja sie w okresie pézniej-
szym. Rowniez takie czynniki jak insulina, glukagon, hydrokortizon, nie-
ktore cukry proste oraz gtodzenie nie wptywajg na ciezar czasteczkowy
glikogenu w watrobach myszy (7). Oba te fakty zdajg sie Swiadczy¢, ze
synteza glikogenu przebiega zgodnie z drugg rozpatrywang mozliwoscia.
Doswiadczenia zywieniowe wskazuja, ze znakowane czasteczki glukozy
wbudowywane w glikogen w réznych okresach jego syntezy zwalniane
sg w procesie autofosforolizy w okreSlonym porzadku (148, 150). Jedno-
stki glukozowe wcze$niej wbudowywane zwalniajg sie pOzniej i odwrot-
nie. Powyzsze zjawisko nie da sie wyttlumaczy¢ nierbwnomiernym roz-
mieszczeniem glukozy, poniewaz jej rozktad w wewnetrznych i zewnetrz-
nych taicuchach glikogenu jest prawie jednakowy. OkreSlony porzadek
degradacji obserwowano zaréwno w izolowanych hepatocytach jak i gli-
kogenosomach. Autorzy sugerujg, ze za taki przebieg syntezy i degradacji
glikogenu odpowiedzialny jest sam wielocukier (148). Jedynie w glikoge-
nosomach wykazujacych wyzszy stopieft organizacji, tzn. takich, w kto-
rych glikogen wystepuje w postaci czastek a lub wiekszych, ma miejsce
uporzagdkowana synteza i degradacja glikogenu. Te sugestie zostalty po-
twierdzone w badaniach nad metabolizmem glikogenu tkanki ttuszczo-
wej, w ktdrej glikogen wystepuje jedynie w formie czastek Gi nie obser-
wuje sie uporzadkowania jego syntezy i degradacji (151). Podobne zja-
wisko wystepuje rowniez wtedy, gdy degradacja glikogenu przez lizo-
somalng glukozydaze przewaza nad jego fosforolitycznym rozkitadem (152).
Tak wiec okre$lona sekwencja zdarzeh zwigzanych z syntezg i degradacjg
glikogenu ma miejsce jedynie wowczas gdy glikogen wystepuje w formie
czastek a lub ich polimeréw, a w jego degradacji uczestniczy glikogeno-
somalna fosforylaza.

VI. Uwagi koricowe

Jakie konsekwencje dla struktury i metabolizmu glikogenu moga wy-
nika¢ z obecnosci w glikogenosomach zwigzanego biatka oraz w jaki spo-
sob glikogen modeluje aktywno$¢ luzno zwigzanych biatek enzymatycz-
nych i regulatorowych wiasnego metabolizmu?

Badajgc dziatanie enzymu rozgateziajgcego stwierdzono, ze wigzanie
a-1,6-glukozydowe moze by¢ tworzone przez przeniesienie fragmentu oli-
gosacharydowego w obrebie tego samego tancucha lub tez pomiedzy tan-
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cuchami przez enzym rozgateziajacy (124). Przy przeniesieniu fragmentu
oligosacharydowego w 35°C pomiedzy dwoma réznymi tafcuchami oligo-
sacharydowymi S$redni stopienn polimeryzacji zaréwno tancucha akcepto-
rowego jak i donorowego dla zabezpieczenia maksymalnej szybkosci reak-
cji powinien wynosi¢ okoto 40 reszt glukozy, natomiast w temperaturze
4°C okolo 20 reszt. Liniowe polimery glukozy tworzg przy odpowiednim
stezeniu podwdjng spirale stabilizowang miedzytancuchowymi wigzaniami
wodorowymi utworzonymi pomiedzy grupami -OH reszt glukozowych
(125). Wydaje sie, ze taki uktad mogtby stanowié¢ doskonaty substrat
enzymu rozgateziajgcego (126). Przestrzenne zageszczenie liniowych poli-
meréw glukozy in vivo moze by¢ zabezpieczone poprzez usytuowanie
ich na nosniku biatkowym. Je$li na tafcuchu polipeptydowym znajduje
sie kilka miejsc, od ktdrych rozpoczyna sie wydtuzanie tafcuchéw poli-
sacharydowych (106, 109, 110), to stwarza sprzyjajagce warunki do utworze-
nia podwadjnych spirali i tym samym odpowiednie warunki dla dziatania
enzymu rozgateziajgcego (126). Oczywiscie nie jest konieczne, aby dwa
taricuchy na catej swej dlugosci pozostawaty w asocjacji ze sobg Kazdy
z nich moze ulegaé odchyleniu kompleksujac sie z trzecim i na-
stepnymi, a przy wielu tysigcach reszt glukozowych istnieje mozliwos¢
powrotu do pierwotnego partnera. Powstaje sie¢ splagtanych podwdjnych
spirali stabilizowana tysigcami wiagzan wodorowych (126). Obecnos¢ takich
lewoskretnych podwdjnych spirali wykazano w krystalicznej czesci skro-
bii (127, 129, 130) oraz w amylodekstrynach (128). Tym sposobem struk-
turalny polipeptyd mogiby niejako determinowac przestrzenne utozenie
tancuchow polisacharydowych w glikogenie. Po zakonficzonej syntezie wie-
locukier mogtby zostaé oddzielony od biatka przez endoglikozydazy, co
nie wptynetoby juz istotnie na ksztatt ani na wielko$s¢ uformowanych cza-
steczek glikogenu.

Wiasciwosci glikoproteiny izolowanej z glikogenu miesniowego (109,
110) pozwalajg przypuszczaé, ze jej synteza przebiega w pierwszym eta-
pie podobnie jak synteza glikoprotein bton (123, 132). Przytgczanie reszt
glukozy mogtoby zachodzi¢ przy udziale syntetazy glikogenowej lub tez
w pierwszym etapie przy udziale transfery UDPG :biatko. Ten proces
odbywa sie prawdopodobnie w gtadkim retikulum (133, 134). Dotgczenie
rozgatezionych tancuchéw skiadajacych sie z wielu tysiecy reszt glukozy
mogtoby powodowaé, ze nierozpuszczalne biatko retikulum sarkoplazma-
tycznego nabieratoby w catosci lub przewazajacej czesci charakteru hy-
drofitowego. Na tym etapie zachodzitaby mozliwo$¢ odtgczenia czesci
wielocukrowej przez swoiste endoglukozydazy powodujac przemieszcze-
nie glikogenu do cytosolu. W przypadku, gdy czes¢ wielocukrowa jest
stosunkowo mata, np. w podjednostkach 6 hydrofobowy fragment tancu-
cha polipeptydowego mégtby przytrzymywaé glikogen w poblizu biony
retikulum. Na taka mozliwo$é wskazuje umiejscowienie glikogenosomow
w komérkach miesniowych (11, 135—139). W mieé$niu sercowym i szkie-
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letowym wystepowanie glikogenosoméw w poblizu retikulumr sarko-
plazmatycznego moze mie¢ szczegllne znaczenie fizjologiczne. Btony re-
tikulum sarkoplazmatycznego odgrywajg decydujacag role w prawidiowej
pracy widkien miesniowych. Ich znaczenie polega na regulacji poziomu
wapnia w czasie cyklu skurczowo-rozkurczowego (89). Réwnocze$nie, jony
wapnia wyzwalajg fosforolize glikogenu poprzez aktywacje kinazy fos-
forylazy, czyli —inaczej mowigc — wyciek jonéw wapnia z retikulum
nie tylko wywotuje skurcz wiokien miesniowych ale réwnoczes$nie uru-
chamia degradacje glikogenu. Wraz ze skurczem miesnia obserwuje sie
w mikroskopie elektronowym przesuniecie cystern retikulum w kierunku
linii M. Towarzyszy temu zblizenie glikogenosoméw roéwniez do linii M
(140). Ostatnio wykazano, ze we widknach miesniowych wszystkich ty-
pow skurczowi towarzyszy degradacja glikogenu (141). Tak wiec inter-
akcja glikogenu z enzymami biorgcymi udziat w jego metabolizmie, a takze
interakcja glikogenosoméw z retikulum poprzez silnie zwigzane z gliko-
genem biatko prowadzi do kompartmentacji zrédfa energii, jakim jest
glikogen z miejscem jej wykorzystania przez aparat kurczliwy. Stwier-
dzenie to znajduje poparcie w réwnoczesnym wptywie cAMP na gospo-
darke wapniowg komoérek migsniowych i na przemiane glikogenu (138,
142, 143). Nalezy jednak pamieta¢, iz niektérzy autorzy uwazajg obec-
nos¢ glikogenosomoéw w izolowanych frakcjach retikulum z miesni szkie-
letowych za artefakt wynikajacy z metod preparacji (144). Dodatkowych
przyktadéw funkcjonalnego zwigzku glikogenosoméw z retikulum dostar-
czajag badania nad komérkami wiciowymi jajowoddéw (145) oraz hepato-
cytami (146, 147), w ktérych glikogenosomy wystepuja réwniez w miej-
scach wymagajgcych dostarczenia energii.

W Swietle omoéwionych powyzej faktow rola biatek zaréwno luzno
jak i trwale zwiazanych z glikogenem nabiera szczegdlnego znaczenia
dla wyjasnienia proceséw zwigzanych z jego metabolizmem. Nasuwajgce
sie wnioski mozna by uja¢ w nastepujgcych punktach:

1 W komorkach glikogen wystepuje w kompleksie z biatkami, ktore
fatwo daje sie oddysocjowa¢ od wielocukru. Sg to enzymy metaboliz-
mu glikogenu oraz biatka regulatorowe.

2. Aktywno$¢ enzymdw glikogenosomalnych modulowana jest w nieco
inny sposob niz aktywnos$¢ tych samych enzymow w formie wolnej.

3. Integralnym skiadnikiem glikogenosoméw 2z miesni szkieletowych
moze by¢ specyficzne biatko kowalencyjnie, lub na zasadzie bardzo
silnego powinowactwa, zwigzane z glikogenem.

4. Biatko to moze by¢ czynnikiem determinujacym przestrzenng struk-
ture glikogenu, odpowiada¢ za formowanie glikogenosomoéw i ich
umiejscowienie w komorce, a takze posrednio by¢ odpowiedzialne za
uporzagdkowang synteze i degradacje glikogenu w obrebie glikogeno-
SOomow.
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Glikogenosomy w mies$niach znajdujg sie w poblizu retikulum sarko-
plazmatycznego, co w powigzaniu z regulacyjna funkcja jonéw wap-
nia moze sprzega¢ w tym samym przedziale wewnatrzkomdrkowym
skurcz miesniowy z procesem fosforolizy.
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I. Wprowadzenie, oporno$¢ wrodzona i nabyta

Poczynajac od péznych lat czterdziestych zsyntetyzowano szereg roz-
nych strukturalnie analogéw folianu, w skrocie nazywanych antyfolia-
nami. z my$lg o stosowaniu ich w terapii niektérych choréb bakteryjnych
i nowotworowych. Spos$réd antyfolianéw aminowe analogi folianu,

*> Doc. dr hab., Zaklad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego, PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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a zwiaszcza ametopteryna (MTX, metotreksat) stosowane sg jako silne
cytostatyki w leczeniu guzoéw litych i niektdrych biataczek. W odr6znie-
niu od analogéw puryn, pirymidyn i ich nukleozydéw antyfoliany nie sa
inkorporowane do kwasow nukleinowych, a w zwiazku z tym nie przeja-
wiajg wiasciwosci kancerogennych.

Na Ryc. 1 podano strukturalny wzér folianu (A) oraz og6lne wzory
antyfolianow, takich jak analogi aminowe (B, aminopteryna, ametoptery-
na), chinazolinowe (C, np. metaskwin, JB 11, CB 3717), pirymidynowe
(D, np. trimetoprim, daraprim, DDMP), tr6jazynowe (E, np. analog Ba-
kera-TZT) i homofoliany (F).
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Ryc. 1. Wzory folianu i antyfolianow:

A —folian, B —aminofoliany, C—antyfoliany chinazolinowe, D —antyfoliany pirymidynowe,
E —antyfoliany tréjazynowe, F —homofolian.

W przemianach aktywnych koenzymatycznych form folianu oraz w ich
wykorzystaniu w licznych procesach biosyntetycznych uczestniczy kilka-
nascie enzyméw (1). Cytotoksyczne dziatanie wiekszosci antyfolianow
przypisuje sie jednak przede wszystkim ich interakcji w komorce z re-
duktazg dihydrofolianowg (2—6). Tylko dziatanie chinazolinowych an-
tyfoliandw polega na hamowaniu dwéch enzyméw — reduktazy dihydro-
folianowej i syntetazy tymidylanowej **\ a jeden z nowych antyfolianow
chinazolinowych, badany juz wstepnie w klinice, dziata tylko jako inhi-
bitor syntetazy tymidylanowej.

*> Oksydoreduktaza 5,6,7,8-tetrahydrofolian : NADP (1.5.1.4).
**¥) C-metylotransferaza 5,10-metylenotetrahydrofolian : dezoksyurydyno-5-mono-
fosforan (2.1.1.45).
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W wyniku dziatania antyfolianow obniza sie wewnatrzkomérkowa pula
zredukowanych pochodnych folianowych (ale dopiero po zahamowaniu
95°/0—99°/0 aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej) (7) a w konsekwen-
cji ulega zaburzeniom biosynteza szeregu aminokwasoéw i nukleotydow,
co prowadzi do $mierci komérek. Tym cytotoksycznym efektom antyfo-
lianéw, a zwiaszcza obserwowanej in vivo mielosupresji i toksycznosci
w stosunku do uktadu pokarmowego zapobiega podanie koenzymoéw fo-
lianowych, a takze kombinacji puryn i tymidyny (np. 8—12). Mechaniz-
mom dziatania aminoanalogéw folianu i sposobom przeciwdziatania ich
niekiedy takze i niepozadanym efektom poswiecono bardzo wiele prac
i artykutdw (np. 6, 13—17), ukazaty sie tez na ten temat opracowania
przegladowe w jezyku polskim (18—20).

Efektywno$¢ dziatania antyfolianéw, a w szczegdlnosci ametopteryny,
zalezy od jej transportu do komorek, poziomu i wiasciwosci enzymu do-
celowego (a zwiaszcza powinowactwa do inhibitora), od przemian meta-
bolicznych samej ametopteryny, wielkosci puli kofaktoréw folianowych
w komoérce, a takze od intensywnosci biosyntezy DNA (6). Komdarki nie-
dzielgce sie (21—23), jak tez poddane uprzednio dziataniu fluorodezoksy-
pirymidyn w celu zahamowania w nich syntezy de novo tymidylanu
(24, 25), stajg sie stosunkowo mato wrazliwe na dziatanie ametopte-
ryny.

Skuteczno$¢ chemioterapii przy zastosowaniu antyfolianéw limituje
jednak szereg czynnikow (26). Wymienie tu przede wszystkim brak selek-
tywnosci, to jest toksycznos$¢ zaréwno wobec nowotworowych jak i szyb-
ko dzielgcych sie komorek prawidtowych. Ogranicza jg takze, w przypadku
nowotworéw mozgu, przy uzyciu antyfolianow w dawkach konwencjo-
nalnych, brak penetracji przez'bariere moézg-krew. Szczegdlng trudnos¢
w chemioterapii stanowi obserwowana czesto opornos¢ komdérek nowo-
tworowych na podawane antyfoliany. Zdarza sie przy tym, ze komdarki
sq niewrazliwe na antyfolian podany po raz pierwszy: mowimy wow-
czas 0 opornosci wrodzonej. Czesciej jednak oporno$¢ pojawia sie, zarow-
no in vivo i in vitro, po dluzszym stosowaniu leku i okreslamy jg woéwczas
jako opornos$¢ nabyta.

Oporno$¢ wrodzona na dziatanie antyfolianow charakteryzuje szereg
zwierzecych i ludzkich nowotwordéw (26—29), a podtoza jej mogg byc¢
bardzo rézne. W przypadku niektdrych biataczek mysich (30) i ludz-
kich (31) wykazano in vivo Scistg zbiezno$¢ pomiedzy szybkoscig trans-
portu ametopteryny do komérek a kliniczng odpowiedzig na ten anty-
folian organizmu obarczonego nowotworem. Mato efektywny transport
ametopteryny do komdrek raka Walkera 256 in vivo stanowi takze o jego
niewielkiej wrazliwosci na ten aminoanalog folianowy (32, 33). Nie za-
uwazono natomiast, azeby poziom reduktazy dihydrofolianowej, jako en-
zymu docelowego, okres$lat stopien wrazliwosci na antyfoliany na przy-
ktad mysich komorek biataczkowych P329 (34, 35). Jednakze w odroz-
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nieniu od nowotworéw mysich, niewrazliwo$é na ametopteryne komorek
ludzkiej biataczki mielocytarnej o ostrym przebiegu (AML) wydaje sie
mie¢ zwigzek z szybkoscig syntezy reduktazy dihydrofolianowej w mielo-
blastach i szybkim wyptywem ametopteryny z komérek po usunieciu jej
ze Srodowiska (27, 36).

Porownano w rosnacych in vitro komérkach, kilku mysich linii no-
wotworowych o réznej wrodzonej opornosci na ametopteryne, szereg roz-
nych parametréw biochemicznych. Stwierdzono, ze im wyzszg wartos-
cig Kj dla ametopteryny (a wiec stabszym powinowactwem enzymu do
analogu) charakteryzowata sie reduktaza dihydrofolianowa izolowana
z badanych komoérek, tym bardziej byty one oporne na badany anty-
folian (37). Nie zaobserwowano natomiast, by rdéznity sie one poziomem
aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej czy syntetazy tymidytanowej,
intensywnoscig pobierania ametopteryny lub wyzsza zawartoscig zredu-
kowanych pochodnych folianowych (37) i nukleotydéw tyminowych (38).

Oporno$¢ nabyta na antyfoliany stanowi przedmiot bardzo licznych
badan. Jako podstawowe mechanizmy odpowiedzialne za jej pojawienie
sie, wystepujace ,,pojedynczo” lub w niektérych komérkach tgcznie, trak-
tuje sie: wzmozong synteze reduktazy dihydrofolianowej o wiasciwos-
ciach enzymu z komdérek wrazliwych, synteze reduktazy dihydrofolia-
nowej o wiasciwosciach zmienionych w poréwnaniu z enzymem z komoé-
rek wrazliwych oraz uposledzenie transportu antyfolianéw do wnetrza
komorek.

W komérkach opornych na antyfoliany stwierdza sie niekiedy réw-
niez zmiany aktywnos$ci syntetazy tymidylanpwej (39).

W dalszych cze$ciach artykutu zamierzam omodwi¢ te witasnie moleku-
larne mechanizmy opornosci oraz wskazaé na pewne anomalie chromo-
somalne towarzyszgce temu zjawisku. Nie porusze natomiast innych przy-
czyn niewrazliwosci komorek na antyfoliany, takich jak ograniczona do-
stepno$¢ antyfolianu do komorek wynikajaca na przyktad z niedostatecz-
nego ukrwienia nowotworu, czynniki obronne organizmu czy tez rézne
zagadnienia farmakodynamiczne. Zagadnienia te omawiajg liczne arty-
kuty przegladowe (np. 4, 26, 40, 41).

Il. Wzmozona synteza reduktazy dihydrofolianowej, jej mRNA
i zwielokrotnienie genu

Wzmozenie syntezy reduktazy dihydrofolianowej w komérkach pod-
danych dziataniu antyfolianéw jest najpowszechniej spotykanym mecha-
nizmem powstawania ich opornosci. Chociaz zjawisko to wykryto juz na
poczatku lat szescdziesigtych (42), to nadal jest ono intensywnie badane
w réznych uktadach biologicznych (43—51). W wigkszosci komdrek opor-
nych na antyfoliany, przy proporcjonalnym do stopnia opornosci na anty-
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folian wzroscie ilosci enzymu, nie obserwuje sie na ogét zmian jego
wiasciwosci. | tak poréwnujac na przyktad wiasciwosci reduktaz dihydro-
folianowych oczyszczonych z macierzystych wrazliwych komoérek S-180
(42), KB (52), HeLa-BU25 i VA2B (53) i z ich pochodnych, komorek opor-
nych na ametopteryne, nie wykazano ani znaczacych réznic w ruchliwosci
elektroforetycznej, wielko$ci ciezaru czasteczkowego, ani w stopniu po-
winowactwa do substratéw, do ametopteryny a takze innych antyfolia-
now.

W ostatnich latach doniesiono jednak takze o zwigkszonej syntezie
zmienionej reduktazy dihydrofolianowej w chomiczych komdrkach hodo-
wanych in vitro, w ktérych wytworzono oporno$¢ na ametopteryne (49,
54) (poréwnaj rozdziat IlI).

llos¢ reduktazy dihydrofolianowej syntetyzowana w komdrkach opor-
nych na antyfoliany moze by¢ bardzo duza. Tak na przykiad w opor-
nych na ametopteryne mysich komoérkach S-180 stanowi ona 6—7°0
rozpuszczalnych biatek komérkowych (55), a w komérkach jednej z opor-
nych linii chomiczych ilo$¢ jej dochodzi nawet do 30°0 (56). Tak olbrzy-
mi wzrost ilosci ,,fizjologicznego” inaktywatora ametopteryny, jakim jest
reduktaza dihydrofolianowa powoduje, ze komorki oporne moga prze-
zywaé w Srodowisku zawierajagcym antyfolian nawet w bardzo wysokich
stezeniach, rzedu 10~4—10~3 M, podczas gdy komdrki wrazliwe ging juz
przy stezeniach antyfolianow o sto tysiecy razy nizszych.

I1-1. Zwielokrotnienie genu reduktazy dihydrofolianowej

W komérkach opornych na ametopteryne lub jeden z analogoéw chi-
nazolinowych folianu, metaskwin, zwiekszenie ilosci reduktazy dihydrofo-
lianowej, nieraz Kilkusetkrotne, wynika ze zwigkszenia w nich ilosci
MRNA tego enzymu (55—61). Tak na przyktad mRNA reduktazy dihydro-
folianowej w opornych na ametopteryne komdérkach jednej z linii wypro-
wadzonej z jajnika chomika chinskiego stanowi az 25% ogélnej ilosci
MRNA ulegajgcego translacji in vitro (56). Wzrost ilosci mMRNA reduktazy
jest nastepstwem zwielokrotnienia w komérkach odpowiedniego genu
(57, 62—66). W tablicy 1 zestawiono przykiady komoérek, w ktérych
stwierdzono zbiezno$¢ zmian omawianych powyzej parametréw. Chociaz
0 zwielokrotnieniu genu reduktazy dihydrofolianowej moéwi sie juz od
1978 r., to mechanizm tego zjawiska jest nadal dyskusyjny. Rozwazane
sg takie mozliwosci jak nierbwnomierna wymiana chromatyd siostrza-
nych, pobieranie przez komdrki fragmentéw DNA z martwych komorek
czy tez nieproporcjonalna replikacja (63, 66).

Pojawianie sie w populacji komorek wrazliwych pewnej liczby ko-
mérek opornych na antyfolian nie jest zjawiskiem czestym (np. w popu-
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Tablica 1.

Przyktady zbieznosci poziomu aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej, stopnia zwiekszenia ilosci
mRNA i zwielokrotnienia jej genu w mysich i chomiczych komérkach opornych na ametopteryne
lub chinazolinowy antyfolian, metaskwin*\

Aktywnos¢ mMRNA L',?Zba
oo reduktazy reduktazy kopii genu PiSmienni-
Komoérki dihydrofolia-  dihydrofolia- eduktazy ctwo
nowej nowej dlhydrof_olla-
nowej
mysiej sarkomy
S-180 (AT3000) 250 220 180 (55,57)
mysiej limfomy
L5178Y-R 300 300 300 (65)
L5178Y-RR 35 35 45 (57)
jajnikowe chomika
chinskiego
CHO-MK42 240 ND 150 (62)
ptucne chomika
chinskiego
DC-35/A3 170 172 52 (61)
DC-3F/MQ19%) 150 122 120 (61)

*> Poziom aktywno$ci enzymu, zawartoéci mMRNA i liczby kopii genéw reduktazy dihydrofolianowej podano jako
warto$ci wzgledne w odniesieniu do wyjsciowych komérek wrazliwych.

lacji mysich fibroblastow 3T6 hodowanych w obecnosci ametopteryny
w stezeniu 10-7 M czestotliwos¢ pojawiania sie komoérek opornych jest
rzedu 3-4X10~7; 67). W 1981 roku wykazano jednak,*** ze znany kokan-
cerogen, octan forbolu (13-octan-12-0-tetradekanoylo-forbol, TPA), a tak-
ze hormon taki jak insulina silnie zwiekszajg czestotliwo$¢ powstawania
komérek opornych na ametopteryne w populacji hodowanych in vitro
fibroblastow 3T6 (67). Co wiecej, ich opornos¢ na ametopteryne wynikata
ze zwielokrotnienia w nich genu kodujacego reduktaze dihydrofolianowsa.
Obserwacja ta jest bardzo wazna z punktu widzenia chemioterapii, gdyz
nie mozna wykluczy¢, ze takze in vivo niektdére hormony, czy tez sub-
stancje egzogenne typu niektorych kokancerogenéw, moga wywiera¢ po-
dobne dziatanie. Powstaje pytanie, czy zwiazki przeciwdziatajgce niekto-
rym efektom kokancerogendw, na przyktad witamina A, zastosowane jed-
noczes$nie z antyfolianem moga choéby czeSciowo zapobiega¢ zwieksze-
niu czestotliwosci mutacji warunkujgcej oporno$¢ na zastosowany anty-
folian.

Nalezy podkres$li¢, ze zwielokrotnienie gendéw prowadzace do zinten-
syfikowania syntezy enzyméw docelowych moze zachodzi¢ takze pod

**> patrz — poréwnaj Nowe w Biochemii: B. Grzelakowska-Sztabert, (1982), Po-
stepy Biochemii, 28, 391—393.
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wplywem innych niz antyfoliany lekéw i zwigzkéw (Tablica 2); jest takze
procesem fizjologicznym spotykanym na przyktad u owadéw w czasie
syntezy biatek chorionu podczas oogenezy (78, 79), czy tez podczas syntezy
niektérych biatek mie$niowych (80, 81). '

Tablica 2.

Przyktady produktéw zwielokrotnienia genéw w komérkach zwierzecych hodowanych in vitro przez
inne niz antyfoliany antymetabolity i zwigzki egzogenne.

Komérki _ Czynr_lik Produkt zwielokrotnionego Pi?mien-

indukujacy genu nictwo
jajnikowe chomika  hydroksymocznik reduktaza rybonukleotydowa
chinskiego (1.17.4.1) 68,69
transformowane pALA syntetaza karbamoilofosforanowa
wirusem SV40 (N-losforoacetylo) —  (2.7.2.5), karbamoilotransferaza
chomika syryjskie-  L-asparaginian asparaginianowa (2.1.3.2),
go dwuhydroorotaza (3.5.2.3) 70,72
mysiej T-limfomy 6-azaurydyna fosforybozylotransferaza oroty-
(S 49) dyno-5’-fosforanowa (2.4.2.10) 73
ptucne chomika pyrazofuryna dekarboksylaza orotydyno-5 -fosfo-
chinskiego (3-P-D-rybofuranozy-  ranowa (4.1.1.23) 74

lo-4-hydroksypyrazolo-
-5-karboksamid)

jajnikowe chomika  (3-aspartylo — syntetaza asparaginianowa (6.3.1.1) I6
chinskiego a-hydroksamat
jajnikowe chomika  a-metylo i a-difluoro-  dekarboksylaza ornitynowa
chinskiego methyloomityna (4.1.1.17) 76
jajnikowe chomika  25-hydroksycholesterol reduktaza hydroksymetyloglutarylo —
chinskiego CoA (1.1.1.34) T

Zmiany ilosci reduktazy dihydrofolianowej w komoérkach, bedace od-
zwierciedleniem stopnia zwielokrotnienia genu dhfr, mozna $ledzi¢ przy
pomocy kompleksu ametopteryny z fluoresceing (Ryc. 2) i oceniaé iloscio-
wo W aparacie segregujacym komorki na podstawie intensywnosci ich
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Ryc. 2. Wzdér kompleksu ametopteryny z fluoresceing (82).
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fluorescencji (FACS; fluorescence activated celi sorter; 83). W laborato-
rium dr Schimke w Stanford, USA, odkrywcy zwielokrotnienia genu
reduktazy dihydrofolianowej, metode te stosuje sie rutynowo wraz z me-
todami inzynierii genetycznej do badan stabilnoSci opornosci komorek
na antyfoliany. Po przeniesieniu bowiem komérek opornych do $rodo-
wiska nie zawierajgcego selekcjonujacego antyfolianu lub po zaprzesta-
niu terapii antyfolianem obserwuje sie niejednokrotnie zanikanie ich na-
bytej opornosci.

11-2. Umiejscowienie zwielokrotnionego genu reduktazy dihydrofolianowej a sta-
bilno$¢ opornosci

Komérki o nietrwatej opornosci na antyfoliany wyprowadzone z my-
sich (66, 84—89), chomiczych (87) czy tez ludzkich komorek (90), charak-
teryzuje na ogdét wystepowanie zwielokrotnionego genu reduktazy dihy-
drofolianowej w elementach pozachromosomalnych, tzw. chromosomach
minutowych (double minutes chromosomes, DMs). Chromosomy minuto-
we sg matymi (~ 0.5 *m S$rednicy), parzystymi acentromerycznymi skiad-
nikami komdrek czestymi zwiaszcza w komorkach nowotworowych (91,
92). W komorkach opornych na antyfoliany liczba chromosoméw minuto-
wych przekracza nieraz kilkadziesigtkrotnie ich liczbe w komorkach wraz-
liwych (86, 90). Podczas podziatu komorki chromosomy minutowe ulegaja
autoreplikacji, jednakze nie posiadajgc centromeru nie zawsze przechodza
w jednakowych ilosciach do komorek potomnych, co pocigga za sobg
znaczng heterogenno$¢ powstajacej populacji. W opornych komérkach
mysich i ludzkich przeniesionych do $rodowiska bez antyfolianu, réwno-
legle z utratg opornosci obserwuje sie spadek liczby chromosomoéw mi-
nutowych z jednoczesnym spadkiem ilosci reduktazy dihydrofolianowej.

Podczas gdy w komdrkach mysich nietrwale opornych na ametopte-
ryne mozna méwi¢ o pewnej proporcjonalnosci pomiedzy liczbg chromo-
somdw minutowych a stopniem zwielokrotnienia genu reduktazy dihydro-
folianowej (62, 89), to w opornych na ametopteryne komorkach ludzkich
sytuacja jest bardziej ztozona. Liczba DMs jest zawsze znacznie wyzsza
w ludzkich komérkach opornych na ametopteryne niz we wrazliwych
komdrkach wyjsciowych. Brak jest jednak zbieznosci liczby DMs z pozio-
mem reduktazy dihydrofolianowej, jak réwniez ze stopniem stabilnosci
opornosci (Tablica 3). Co wiecej w wielu subpopulacjach ludzkich komoé-
rek opornych na ametopteryne nastepowato takze, nie opisywane dotad
przy pojawianiu sie opornosci, podwojenie liczby wszystkich chromoso-
méw (Tablica 3). Wiele danych wskazuje, ze w niektorych ludzkich ko-
morkach o niestabilnej opornosci na antyfoliany zdarza¢ sie moze takze
zwielokrotnienie chromosomalnych gendw reduktazy dihydrofolianowej.

W komorkach o trwatej opornosci na antyfoliany, takich jak na przy-
ktad mysie komdrki biataczkowe L5178Y (63), komorki jajnikowe (62)
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Tablica 3.

Charakterystyka ludzkich komérek wrazliwych i opornych na ametopteryne (1.8x10~4M). Z da-
nych (90)

Wozgledna Stopier
Komérki ile(émpaozsc niestabil- L'ngggcvgrfo' Liczba DMSkomoérke
- Y nosci*) X i zakres
dihydro- Dni x+SD (%9
folianowej
A. Wrazliwe
HelLa BU-25
(-BUdR) 1 59+ 1 0.5 (0-6)
Oporne:
I0BIj 228 13 57+2 (100) 19 (0-132)
10B2, 180 21 58+ 3 (95)
93.1 (5) 28 (0-130)
IoCch 107 14 55+1 (73)
106 £5 (24) 75 (4-257)
166  (3)
10C34 107 n 56+2 (8)
1105 (89) 219 (46-475)
210 (3
B. Wrazliwe
WJ-18 VA2-B 1 68+2 (97)
136 (3 <03
Oporne:
6A28 142 8 58+2 (97) 182 (34-841)
115  (3)
7D210 144 18 118+5 (100) 98 (2-261)
7D32 3 29 122+5 (100) 120 (9-348)

*> Wyrazony jako czas (w dniach) niezbedny do obnizenia do 50% aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej w ko-
moérkach rosngcych w nieobecno$ci ametopteryny.
**> W nawiasach podano % komodrek charakteryzujacych sie dang liczbg chromosomoéw.

czy tez komorki ptucne (93—95) chomika chifskiego zwielokrotniony gen
reduktazy dihydrofolianowej wykrywa sie w okreslonych fragmentach
chromosomu 2. Jest to takze miejsce wystepowania natywnego, niezwie-
lokrotnionego genu reduktazy dihydrofolianowej we wrazliwych na ame-
topteryne komoérkach chomiczych (96). Fragment ten, w wielu komadrkach
chomiczych o niewielkim stopniu opornosci na antyfoliany, charaktery-
zuje sie nieprawidtowym prazkowaniem przy barwieniu metodg Giemsy
(po traktowaniu chromosomoéw trypsyng; 95, 97). Komorki o opornosci
przewyzszajacej ponad stukrotnie oporno$¢ wyjsciowych komérek wrazli-
wych (mierzong poziomem aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej) ce-
chuje obecnos$¢ na dtuzszym ramieniu chromosomu 2 regionu homogenne-
go, nieprgzkowanego, okreslanego angielskim terminem ,Jhomogenously
staining region”, HSR. Region ten, zawierajacy zwielokrotniony gen re-
duktazy dihydrofolianowej znajduje sie wsrod tych fragmentéw chro-
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mosomow, ktére ulegaja replikacji bezposrednio na poczatku fazy S
{56, 98, 98a). Replikacje za$ zwielokrotnionych sekwencji rozpoczynajg
sie w okre$lonym miejscu kazdej z powtarzajagcych sie sekwencji i prze-
biegaja w uporzadkowany sposéb przez calg sekwencje (99).

Innego typu anomalia chromosomalna charakteryzuje oporne na ame-
topteryne komérki mysiej melanomy, w ktérych HSR wystepuje w 4-5
duzych dodatkowych chromosomach (100) zawierajgcych naprzemiennie
satelitarny i niesatelitarny DNA (101). Opisano takze chomicze linie ko-
morkowe o duzej opornosci na ametopteryne, w ktorych nie wystepowaty
anomalie chromosomalne (49).

H-3. Struktura genu i mRNA reduktazy dihydrofolianowej

Gen reduktazy dihydrofolianowej nie zostat dotad wyizolowany. Jego
.strukture jednak udato sie pozna¢ dos¢ dobrze (66, 102). Dzieki zastoso-
waniu hybrydyzacji DNA komplementarnego wobec mRNA reduktazy
dihydrofolianowej z fragmentami genomu komoérek o podwyzszonym po-
ziomie reduktazy uzyskano informacje, ze gen reduktazy dihydrofoliano-
wej zlozony jest z okoto 32 tysiecy zasad nukleotydowych, a tgcznie ze
swymi sekwencjami ograniczajgcymi (flanking) stanowi jednostke ztozong
z 42-50 tysiecy zasad. Gen reduktazy zawiera 6 sekwencji kodujacych,
rozdzielonych piecioma sekwencjami niekodujgcymi (intervening). Jedna
z sekwencji niekodujacych znajduje sie w nieodczytywanym koncu 5
koniec za$ 3' wykazuje budowe ciagtg (102). Ponadto gen reduktazy di-
hydrofolianowej zawiera szereg powtarzajacych sie sekwencji DNA, kto-
rych rola nie jest jeszcze w petni wyjasniona. Mozna oczekiwaé, ze ba-
dania transformacji *» komdrek przez gen reduktazy dihydrofolianowej
dostarczg dalszych informacji o budowie genu, mechanizmach jego ampli-
fikacji i ekspres;ji.

Transkrypt genu reduktazy dihydrofolianowej stanowi kilka na ogét
réznigcych sie wielkoscig cytoplazmatycznych mRNA (103—106). W my-
sich komdrkach S-180 zaréwno wrazliwych jak i opornych na ametopte-
ryne, jak rowniez w komdrkach mysiej watroby opisano wystepowanie
az czterech odrebnych mRNA, ktére in vitro odpowiedzialne sg za synteze
biatka komigrujagcego w zelu poliakryloamidowym z oczyszczong mysia
reduktazg dihydrofolianowa. Omawiane mRNA, réznig sie nie tylko swa
wielko$cig, na ktdérg skilada sie od 150 do 1600 nukleotyddéw, lecz takze
dtugoscig nieodczytywanego kornca 3', ktéry moze skiada¢ sie od 80 do
900 nukleotydéw. Na Ryc. 3 przedstawiono schemat budowy 1600 nu-
kleotydowego mRNA z mysich komdrek S-180 (102). W komdérkach ptuc-
nych chomika chifskiego wystepuje réwniez kilka mRNA reduktazy di-

*) Patrz artykut przeglagdowy. Grzelakowska-Sztabert B. (1983), Postepy Bio-
logii Komorki, 10, 137—156 oraz Fikus M., Zielinska M. (1979), Postepy Biochemii 25,
1254—256. P
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nieodczytywane 186 aa nieodczytywan*
sekwencje konca 5' sekwencje kodujac* sekwencja konca 3°
>82 nt 558 nt ~950 nt

AUG UAA
poly A

Ryc. 3. Schemat struktury 1600 nukleotydowego mRNA reduktazy dihydrofolia-
nowej z komoérek mysich (wg 102).

hydrofolianowej, »ktérych translacja prowadzi jednak do syntezy tylko
dwdch form reduktazy rdznigcych sie nieco cigezarem czasteczkowym
(104, 105). Regulacja transkrypcji genu reduktazy dihydrofolianowej,
zwlaszcza w komdrkach opornych na antyfoliany, jest przedmiotem in-
tensywnych badan (107—110), poniewaz wydaje sie, ze przebiega ona
w ten sam sposdb co w komérkach wrazliwych. Dyskutowana jest za-
réwno mozliwo$¢ zmian szybkosci syntezy mRNA w jadrze komérkowym
(110) jak i zmiana stabilnosci mRNA (109).

I11. Zmieniona reduktaza dihydrofolianowa

Zmiany stosunku zawartosci form reduktazy dihydrofolianowej zawie-
rajgcej lub niezawierajagcej NADPH towarzysza pojawianiu sie opornosci
na ametopteryne komérek L1210 (111—114) czy tez ludzkich komérek
limfoblastycznych W1-L2 (115). Wysuwane sg sugestie, ze w poczatko-
wych etapach rozwoju opornosci na ten antyfolian zwiekszenie ilosci
wolnego enzymu nie potgczonego z NADPH, wolniej ulegajacego degra-
dacji (112) i stabiej, niz enzym w kompleksie z NADPH, wigzacego ame-
topteryne, moze by¢ korzystne dla komoérek. Obserwacje te wskazuja,
ze rowniez komérkowy poziom NADPH moze by¢ waznym czynnikiem
regulujgcym mozliwo$¢é komdrek na ametopteryne.

W ostatnim dwudziestoleciu opisano wiele linii opornych komorek,
ktére w wyniku wzrostu w obecnosci antyfolianu w wysokich stezeniach
syntetyzuja reduktazy dihydrofolianowe o zmienionych wiasciwosciach
kinetycznych, a zwilaszcza o zmienionym powinowactwie do antyfolianu.
Do wykrycia reduktaz dihydrofolianowych o zmienionych, w poréwna-
niu z enzymem z komdrek wrazliwych wiasciwosciach doprowadzito sze-
reg nastepujacych spostrzezen:

— niemozno$¢ catkowitego zahamowania aktywnos$ci reduktazy z ko-
maérek opornych przez antyfolian uzyty w stezeniach hamujacych catko-
wicie enzym z macierzystych komérek wrazliwych (116—119).

— czesciowa odwracalno$¢ dziataniem dihydrofolianu hamowania przez
ametopteryne reduktazy z komdrek opornych (120—121).

6 Postepy Biochemii 2/83
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— brak zbieznosci poziomu reduktazy dihydrofolianowej w komorkach
ze stopniem ich opornosci (118—120).

— brak wigzania radioaktywnej ametopteryny przez reduktaze z komo-
rek opornych (122).

— wykrycie aktywnosci reduktazowej takze w eluacie z objetosci pu-
stej kolumny podczas chromatografii powinowactwa, oprocz formy eluo-
wanej specyficznie dihydrofolianem (Ryc. 4, 118).

'-— Bufor 1 ——'-—— Bufor 2 Bufor 3 ———» I
| | | 1 I

| | I

S - - -
9 [ ] 4 | s178v-s
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o} 2
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b rj [~ §- L5178Y-R, ;
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0'7._ n e 3,‘ 5
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20
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Frakcj*

Ryc. 4. Oczyszczanie reduktazy dihydrofolianowej z komorek L5178Y wrazliwych (A)
i opornych (B) na ametopteryne, przy uzyciu kolumny powinowactwa Sepharose-
ametopteryna (wg 118).
Bufory wuzyte do elucji: I—Tris-HClI+ NADPH; Il —Tris-glicyna+ KCI+NADPH; Il —Tris-
HCI+KCl+dihydrofolian.

Nalezy zwréci¢ uwage na dwa szczyty aktywnosci reduktazowej w przypadku chromato-
grafii ekstraktow z komoérek opornych.
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— brak fluorescencji komorek opornych po traktowaniu ich pochodng
ametopteryny z fluoresceing (122).

— brak tworzenia kompleksu reduktaza dihydrofolianowa-ametoptery-
na-NADPH, gdy enzym pochodzi z komérek opornych (118).

W Tablicy 4 zebrano dane o reduktazach dihydrofolianowych z komé-
rek opornych na antyfoliany, ktérych szereg wiasciwosci, a w szczegodl-
nosci ich interakcja z inhibitorami i substratami zostaly szczegdlnie pre-
cyzyjnie przebadane. Jak wida¢ komorki oporne moga syntetyzowac badz
tylko zmieniony enzym (120, 122), badZ tez zdolne sg do syntezy obydwu
form (118, 123). Ostatnio wykazano, ze gen kodujgcy synteze zmienionej
reduktazy dihydrofolianowej moze réwniez ulec zwielokrotnieniu (54).
Komoérki oporne zawierajgce zmieniong reduktaze dihydrofolianowa rosng
w obecnosci antyfolianu nawet w stezeniu 10-3 M, a stopieA uzyskanej
opornosci moze nawet siega¢ rzedu 105 Obnizenie powinowactwa reduk-
tazy dihydrofolianowej do ametopteryny moze by¢ stosunkowo niewielkie
(enzym z komoérek WR 8.1; CHO-VII) lub tez tak znaczne (jedna z form
enzymu z komoérek L5178Y), ze komorki praktycznie staja sie niewrazli-
we na dziatanie ametopteryny. Spadek powinowactwa do dihydrofolianu
reduktaz dihydrofolianowych jest stosunkowo niewielki, nie stwierdza
'sie ponadto kierunkowos$ci w zamianach powinowactwa enzymu do NADPH
(Tablica 4).

Reduktazy dihydrofolianowe o obnizonym powinowactwie do anty-
folianbw na og6t majg masy czasteczkowe podobne do mas czastecz-
kowych enzymoéw z wyjsciowych komérek wrazliwych. Cechuje je jed-
nak inna wrazliwo$¢ termiczna, inny zakres optymalnych wartosci pH
i stopien aktywacji przez zwiagzki blokujgce grupy SH, jak réwniez réz-
nice w wartosciach liczby obrotéw (120, 122). Roznice te wskazujg na
zmiany czwartorzedowej struktury zmienionych reduktaz, ktére znaj-
duja odzwierciedlenie w zmienionej ich interakcji z inhibitorami i dihy-
drofolianem. Podobne zmiany wiasciwosci enzymu z opornych na ameto-
pteryne mysich komorek 3T6 (122) i z komdrek E. coli (124) sugeruja,
ze moze i w przypadku enzymu ssaczego wynikajg one ze zmiany jakie-
go$ aminokwasu lub aminokwaséw w wigzacej ametopteryne kieszonce
hydrofobowej czasteczki biatka enzymatycznego.

Nasuwa sie pytanie, czy reduktazy dihydrofolianowe, charakteryzu-
jace sie ostabieniem lub wrecz brakiem powinowactwa do zwigzku, na
ktory zostata wytworzona oporno$¢ komérek, wykazujg takze zmienione
powinowactwo w stosunku do innych antyfolianow. Stwierdzono na przy-
ktad, ze powinowactwo reduktazy dihydrofolianowej z opornych na ame-
topteryne chomiczych komdrek A3 ulegto zmianie w stosunku do me-
taskwinu, chinazolinowego antyfolianu (120). Zmieniona za$ reduktaze
mysich fibroblastow 3T6 R-400 cechowalo takze obnizenie powino-
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wactwa rowniez do innych niz ametopteryna antyfoliandw, a zwilaszcza

do tréjazynowego antyfolianu Bakera i chinazolinowej pochodnej
JB 11 (122).

IV. Uposledzenie transportu antyfolianow

Po raz pierwszy mniej efektywne pobieranie ametopteryny przez opor-
ne na ten antyfolian mysie komorki biataczkowe L5178Y wykazano juz
w 1962 roku (125), nadal jednak nasze wiadomosci o molekularnych me-
chanizmach tego zjawiska sg niepetne. Oporne na antyfoliany mysie ko-
morki leukemiczne (114, 126, 129), komorki szczurzej hepatomy (130, 131)
oraz ludzkie komorki biataczkowe (132) cechuje oprdcz uposledzenia po-
bierania ametopteryny, takze stabsze pobieranie aminopteryny i metylo-
tetrahydrofolianu. Zwiazki te sg transportowane do komérek przy udzia-
le tego samego nos$nika btonowego co ametopteryna (133). W rezultacie
w komoérkach opornych nie dochodzi do nagromadzenia wolnego anty-
folianu, ktérego poziom decyduje o stopniu zaburzen w biosyntezie koen-
zymow folianowych (134). Bardzo stabe pobieranie ametopteryny przez
komorki oporne obserwuje sie przede wszystkim przy prowadzeniu inku-
bacji komérek z tym antyfolianem w konwencjonalnie stosowanych do
tego celu buforach dwuweglanowych zawierajgcych fosforany. Zasto-
sowanie buforu Hepes zmniejsza réznice w intensywnos$ci pobierania
antyfolianéw, gdyz w tym $rodowisku nie tylko zwigksza sie pobieranie
ametopteryny przez wrazliwe komérki L1210 (135), lecz takze i przez
komorki oporne (127). Zwiekszenie stezenia ametopteryny w Srodowisku
zewnetrznym moze takze prowadzi¢ do zmniejszenia powyzszych réznic
(127) lub tez ich prawie catkowitego zaniku (129). Nie wiadomo jednak
dotychczas czy pobieranie ametopteryny zachodzi wowczas za posred-
nictwem nosnika odpowiedzialnego za transport koenzyméw folianowych,
czy tez na innej drodze. Komdrki wrazliwe i oporne na ametopteryne nie
réznig sie natomiast zdolnoscig do przeksztatcania tego antyfolianu w po-
chodne poliglutaminianowe *> (130), co wykazano na przyktadzie komorek
szczurzej hepatomy.

Poréwnanie parametréw Kkinetycznych transportu ametopteryny do
komérek wrazliwych i opornych wskazuje na obnizenie powinowactwa
btonowego nos$nika do ametopteryny, wyrazajgce sie obnizeniem Vnex
(influx) (115, 132, 136) lub (i) wzrostem wartosSci Kt (114, 126, 127, 136).

Oproécz roznic w powinowactwie nosnika do ametopteryny, transport
jej przez komérki oporne odroznia sie szeregiem innych wilasciwosci,
jak inna wrazliwo$¢ na temperature, odpowiedZ na inne antyfoliany i ko-
enzymy folianowe, na zwiazki blokujgce grupy SH, czy tez trucizny me-

* patrz art. przegl. Grzelakowska-Sztabert B. (18).
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taboliczne. Dane zestawione w Tablicy 5 ilustrujg na przyktadzie wrazli-
wych i opornych na ametopteryne komérek L1210 niektdre z omawianych
powyzej wiasciwosci.

Wysuwane sg tez przypuszczenia, Zze niekiedy w opornych na ameto-
pteryne komorkach moze dojs¢ do zmniejszenia liczby uczestniczacych
w transporcie nosnikéw lub tez, ze nosniki nie zawierajg funkcjonalnych
sktadnikéw niezbednych w translokacji antyfoliandw przez btone ko-
moérkowg (127, 128).

V. Uwagi korncowe

Nasuwa sie pytanie, czy zrozumienie mechanizmoéw opornosci na anty-
foliany moze by¢ pomocne w przezwyciezaniu tego niepozgdanego
efektu.

W przypadku, gdy komorki zawierajg nieraz setki razy wiecej biatka
enzymatycznego reduktazy dihydrofolianowej mozna mys$le¢ o syntezie
nowego leku, ktéry bytby efektywnym substratem tego enzymu, a po
uwodorowaniu stanowitby silny inhibitor syntetazy tymidylanowej. Trak-
towanie komérek takim zwigzkiem mogtoby spowodowaé wybiércze gi-
niecie komorek o wysokim poziomie reduktazy dihydrofolianowej. Przy-
puszczano, ze zwigzki typu homofolianéw (ryc. 1F) bedag dziataty w opi-
sany powyzej sposob (137). Wprawdzie dihydrohomofolian hamowat roz-
w0lj opornych na ametopteryne mysiej biataczki L1210/FR8, jednakze
antymetabolit ten ulegat redukcji w watrobie gospodarza, a nie za$ jak
oczekiwano, w komérkach biataczkowych, ktére powinny stanowié gtow-
ny cel jego ataku (138).

Inng droga prowadzacg do wybi6rczego niszczenia komorek opornych
na antyfoliany moze by¢ wykorzystanie obserwacji, ze tylko komdarki
o0 wysokim poziomie reduktazy dihydrofolianowej ging, na skutek silnego
efektu radiacyjnego, po jednoczesnym podaniu ametopteryny i dezoksy-
urydyny o bardzo wysokiej aktywnos$ci specyficznej (139). Trudno sobie
na razie wyobrazi¢ jednak terapie z wykorzystaniem tej mozliwosci.

Jesli oporno$¢ jest wynikiem syntezy reduktazy dihydrofolianowej
0 obnizonym powinowactwie do ametopteryny, to mozna mie¢ nadzieje,
ze uda sie zsyntetyzowac inhibitory specyficznie hamujace zmieniong
reduktaze, nie dziatajace za$ na enzym z komoérek wrazliwych.

W przypadku, gdy zaburzenia pobierania antyfolianu sg gtéwng przy-
czyng zaistniatej opornosci mozna w rézny sposéb prébowac przezwy-
ciezy¢ ten defekt. Przede wszystkim nalezy sprawdzi¢, czy zwigkszenie
stezenia podawanego antyfolianu spowoduje jego efektywne pobieranie
przez komorki oporne (129), bez wywotywania jednak ubocznych efektow
toksycznych. W Kklinice juz od szeregu lat stosuje sie w leczeniu pewnych
nowotworéw bardzo wysokie dawki antyfolianu, ale mimo jednoczesnego
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podawania $rodkéw ostaniajacych, nie jest to obojetne dla pacjenta. Inng
mozliwoscig jest zastosowanie ametopteryny w po#gczeniu z polimerem
odznaczajgcym sie duzg zdolnoscig penetracji przez blone komdrkowa.
Tak na przykitad, kompleks ametopteryny z poli[L-lizyna] okazal sie¢ efek-
tywny w hamowaniu wzrostu opornej na ametopteryne hepatomy Reu-
bera (140, 141). W komorkach tych ulegat on bowiem hydrolizie, a uwol-
niona ametopteryna wigzata sie bezposrednio lub byé moze po poli-
glutamacji z reduktazg dihydrofolianowg z komorek opornych (142). Dal-
szg mozliwos¢ stanowi zastosowanie zwigzkow, ktdre dostajg sie do ko-
mérek przy udziale innych mechanizméw niz ametopteryna, np. rézne
podstawione dwuaminopirymidyny typu DDMP (143, 144), BW50 197 (145),
czy tez czesciowo na drodze dyfuzji jak lipofilne estry ametopteryny (146).
Mozna takze stosowaé antyfolian zamkniety w liposomach, ktore zostaja
sfagocytowane przez komaérki (147).

Tak wiec wydaje sie, ze dysponujemy juz obecnie mozliwosciami do-
starczenia antyfolianu do komdrek opornych, z pominieciem systemu
transportujgcego ametopteryne, a w konsekwencji zwigkszenie skutecz-
nosci jego dziatania.

Jak wskazujg wstepne badania opornych na ametopteryne komorek
chomiczych mozliwe jest takze krotkotrwate, przejSciowe uwrazliwienie
ich na podany antyfolian zastosowaniem godzinnej hypertermii w 43°C
(148). W okresie tym stwierdza sie znaczny (50°/o) spadek aktywnosci
reduktazy dihydrofolianowej oraz zwiekszenie wyptywu ametopteryny
z komorek. Nalezy sobie takze u$wiadomi¢, ze komorki oporne na dziata-
nie antyfoliandbw moga sta¢ sie bardziej wrazliwe na dziatanie innych
zwigzkow, nie majacych wptywu na przemiany folianu, co wykazano na
przykiadzie adriamycyny (149) i jej pochodnej z kwasem kaprylo-
wym (150).
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I. Wstep

Wiele zywych organizméw cechuje zdolno$¢ wytwarzania cyjano-
wodoru. Zjawisko to, okreSlane mianem cyjanogenezy; zostato zaobserwo-
wane juz ponad sto lat temu, w nasionach takich na przykiad roslin jak

* Dr, Instytut Botaniki, Uniwersytet Warszawski, Krakowskie Przedmiescie
26/28, 00-927 Warszawa 64.
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morele, brzoskwinie, migdaty. Odkrywca cyjanogenezy byt przypuszczal-
nie Schrader (1), ktéry w 1803 r. stwierdzit obecno$¢ cyjanowodoru
w destylacie z gorzkich migdatow. W 1830 r. Robiguet i Boutron-
Charlard (2) otrzymali z tego samego materiatu krystaliczny zwig-
zek azotowy, ktory nazwali amygdaling. Pare lat p6zniej W o6h ler
i Liebig (1837) (3) wykazali, ze amygdalina ulega do$¢ tatwo rozkia-
dowi do glukozy, cyjanowodoru i substancji, okre$lonej przez nich jako
olejek zapachowy migdatéw, pod wplywem substancji obecnej w gorz-
kich migdatach, ktorg nazwali emulsyng. Lehman (1874) (4) stwier-
dzit obecno$¢ amygdaliny w nasionach wielu innych roslin z rodziny
Rozowatych (Rosaceae). Do chwili obecnej zjawisko cyjanogenezy zaob-
serwowano w wielu roslinach nalezacych do réznych rodzin a takze
u niektérych bakterii i zwierzat. Termin ,,cyjanogenny(a)” stosuje sie do
opisania zaréwno w odniesieniu do zwigzkéw chemicznych z ktérych
moze powsta¢c HCN, jak i do ro$lin, bakterii czy zwierzat wytwarzajg-
cych te zwigzki. Organizmy cyjanogenne zawierajg przynajmniej jeden
ze zwigzkdw, ktore pod wptywem hydrolizy enzymatycznej lub pod wpty-
wem rozcieficzonych kwaséw, uwalniaja HCN. Wszystkie wyizolowane
dotychczas zwiazki cyjanogenne majg strukture (3-glikozydéw Ilub —
znacznie rzadziej — estrow a-hydroksynitryli i nosza nazwe glikozydéw
lub lipidéw cyjanogennych.

Zwigzki cyjanogenne przyciggaja w ostatnich latach coraz wiegkszg
uwage badaczy z wielu przyczyn. Jedng z nich jest wzrastajgce zainte-
resowanie w wykorzystaniu roslin strgczkowych jako uzupetnienia zapo-
trzebowania na biatko. Wsrod tych roslin jest wiele gatunkdéw cyjano-
gennych, totez istotnym staje sie ustalenie ich potencjalnej toksyczno-
§ci (np. 5 6). Ponownie wzrosto zainteresowanie amygdaling, stosowana
w medycynie ludowej przy leczeniu rozmaitych schorzen, ze wzgledu na
jej wiasnosSci terapeutyczne w leczeniu choréb nowotworowych. Jak do-
tychczas nie znaleziono naukowego uzasadnienia takiej terapii (7, 8, 9, 10,
11, 12). Ze wzgledu na duzg aktywno$¢ biologiczng HCN (klasyczny in-
hibitor oksydazy cytochromowej) zjawisko cyjanogenezy przycigga réw-
niez od lat uwage biochemikéw i fizjologéw roslin (13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23).

Il. Struktura zwigzkéw cyjanogennych

W tabelach 1—3 przedstawiono wzory strukturalne 39 wykrytych do-
tad zwigzkoéw cyjanogennych. Wspdlng cechg tych zwigzkéw jest struk-
tura a-hydroksy nitrylu (Ryc. 1), natomiast réznice dotycza:

1. struktury podstawnika blokujgcego grupe a-hydroksylowa,
2. budowy rodnikéw Ri i R2
3. asymetrii atomu wegla.
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W wiekszosci glikozydow cyjanogennych grupa a-hydroksylowa jest
zwigzana z D-glukopyranoza, potaczong wigzaniem (3z aglikonem. Do
wyjatkow, w ktorych cze$¢ weglowodanowa jest biozg naleza:

a) linustatyna (Il), neolinustatyna (IV) i amygdalina (XI1X) (gencjobio-
zydy),

b) wicjanina (XX) i proakaciberyna (VII) (wicjanozydy),

¢) lukumina (XXI) i ksylozyd zieryny (XXIV) (primawerozydy).

AN /°H
R C=N
Ryc. 1. a-hydroksynitryl

W lipidach cyjanogennych o strukturze monoestrow (I1X), grupa a-hy-
droksylowa podstawiona jest wytgcznie przez C2 nasycone (arachidono-
wy) lub CD jednonienasycone (prawdopodobnie A9 reszty kwasowe (33).
W lipidach cyjanogennych zawierajgcych 2 reszty acylowe (VIII), zroz-
nicowanie dlugosci tancucha weglowego jest wieksze. Stwierdzono wy-
stepowanie C14, C16 CBi CD reszt kwasowych nasyconych i jednoniena-
syconych.

Inne réznice obejmujg budowe rodnikéw Rxi R2 W wigkszosci zwigz-
koéw cyjanogennych rodnik R1 jest resztg alifatyczng lub aromatyczna.
I tak np. linamaryna (l) i wszystkie znane lipidy cyjanogenne (VIII, 1X)
sg pochodnymi alifatycznych a-hydroksynitryli, natomiast amygdalina
(XIX) jest glikozydem aromatycznego a-hydroksynitrylu. Do wyjatkow
nalezy triglochinina (XXIX) i jej ester metylowy (XXX) oraz grupa
glikozydéw, ktorych aglikon ma strukture cyklopentenu (XXXI—XXXV)
i akalifina (XXXVI). W tym przypadku rodniki Rj i R2 sg elementami
pierscienia. W wiekszosci zwiazkéw cyjanogennych R2 jest atomem wodo-
ru. Do wyjatkow, poza wzmiankowanymi triglochining, jej estrem mety-
lowym, oraz glikozydami, ktorych aglikon ma strukture cyklopentenu
nalezg linamaryna (1) i lotaustralina (lll), w ktérych R2 jest grupg me-
tylowa.

Trzeci rodzaj réznic strukturalnych wynika z faktu, ze rodniki Rxi R2
sg rozne w wiekszosci zwiazkéw cyjanogennych. Powoduje to asymetrie
atomu wegla a i wprowadza mozliwo$¢ wystepowania epimerycznych par,
réznigcych sie konfiguracjg tylko przy tym atomie wegla. Stwierdzono
wystepowanie szeregu takich epimerycznych par w naturze (np. (S)-diu-
ryna (XXVI) i (R)-taksifilina (XXV); (S)-zieryna (XXIII) i (R)-holokali-
na (XXII); (S)-sambunigryna (XVIII) i (R)-prunazyna (XVII), ale zazwy-
czaj nie wystepuja one tacznie w tej samej roslinie.

Proponowano rozmaite sposoby klasyfikacji zwigzkéw cyjanogen-
nych. Eyjoélfsson (8l) zaproponowat klasyfikacje opartg na struk-
turze rodnikdw Rxi R2 Natomiast Conn (82) i Seigler (83) doko-

7 Postepy Biochemii 2/83
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nali klasyfikacji zwigzkéw cyjanogennych na podstawie ustalonej lub
przewidywanej biogenezy tych substancji. Klasyfikacja oparta na takim
kryterium zostata przyjeta réwniez w niniejszym artykule.

I1l. Rozpowszechnienie cyjanogenezy
>

Uznanie danego gatunku jako niecyjanogennego napotyka czesto na
duze trudno$ci. Zawarto$¢ zwiazkdw cyjanogennych jest bardzo zrozni-
cowana, od ilosci $ladowych do 0.3—0.5%> Swiezej masy w lisciach Nan-
dina domestica (64) czy 0.5—0.6% w nasionach innej rosliny tropikalnej
Gynocardia odorata (70). Poza tym istotng role odgrywajg takie czynniki
jak wiek rosliny, nagromadzanie zwigzkéw cyjanogennych w réznych or-
ganach, oraz wptyw S$rodowiska (klimat, potozenie geograficzne itp.).
Poniewaz testy chemiczne nie sg zbyt czute i specyficzne, klasyfikacja
danego gatunku jako niecyjanogennego jest bezpodstawna o ile poszuki-
wan nie przeprowadzono na poziomie enzymatycznym.

Wedlug Hegnauera (84) poznano obecnie 25 gatunkéw cyjano-
gennych grzybéw, ok. 50 gatunkéw paproci, 6 gatunkéw cyjanogennych
Nagonasiennych i ok. 2000 gatunkéw Okrytonasiennych.

I11-1. Cyjanogeneza w roslinach wyzszych

Zagadnieniu temu poswiecone sg liczne prace Hegnauera i jego
wspotpracownikow (84—106). W pracy Seiglera (107) mozna znalezé
zestawienie rozpowszechnienia glikozyddw cyjanogennych obejmujace li-
terature do roku 1976 wiacznie.

Chociaz poznano wiele ros$lin cyjanogennych, tylko w stosunkowo nie-
licznych przypadkach wyizolowano i zidentyfikowano zwigzki odpowie-
dzialne za zjawisko cyjanogenezy. Totez wykorzystanie tych substancji
do celéw taksonomicznych napotyka na trudnosci. Niemniej na podstawie
obecnie posiadanych danych, mozna stwierdzi¢, ze diuryna (XXVI) wy-
stepuje gtdwnie w roslinach nalezacych do rodziny Traw (Gramineae),
prunazyna (XVII) i amygdalina (XIX) —w roélinach z rodziny R6zowa-
tych (Roscaceae), a proakacipetalina (VI) w roslinach z rodzaju Acacia
(rodzina Czutkowate — Mimosaceae). Wydaje sie, ze wystepowanie
zwigzkow powstajacych z tyrozyny — proteacyny (XXVIII) i triglochi-
niny (XXIX) —zwigzane jest gtéwnie z podklasg Magnoliidae (dwulis-
cienne). Niemniej obecno$¢ triglochininy stwierdzono réwniez w rodzi-
nach: Bagnicowate (Scheuzeriaceae), Sitowate (Juncaceae) i Obrazkowate
(Araceae) (jednoliscienne). Zwiazki cyjanogenne, bedace pochodnymi
cyklopentenu (XXXI—XXXV), zidentyfikowano w dwoéch spokrewnio-
nych ze soba rodzinach: Passifloraceae i Flaucourtiaceae. Linamaryna
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() i lotaustralina (I1) wystepujg w wielu rodzinach, czesto bardzo od-
legtych taksonomicznie (108). Wystepownie lipiddw cyjanogennych (VIII,
IX) odnotowano dotychczas w obrebie tylko jednej rodziny Sapindaceae
(30). Na uwage w tym miejscu zastuguje fakt, ze proces cyjanogenezy w
wielu gatunkach roélin jest polimorficzny (16, 109).

I11-2. Cyjanogeneza u bakterii i grzybow

Cyjanogeneze wykryto u Pseudomonas aureojaciens, P. aeruginosa,
P. chloroamphis i Chromobacterium violaceum (rodzina Pseudomonada-
cea) (110—118).

Nie poznano dotgd mechanizmu cyjanogenezy u bakterii. Wiadomo
jednak, ze glicyna jest prekursorem powstajacego cyjanowodoru, ponie-
waz metylenowy atom wegla tego aminokwasu przeksztatca sie w atom
wegla grupy nitrylowej (116, 119—122). Jak dotychczas, brak doniesien
0 powstawaniu zwigzkéw cyjanogennych u bakterii.

Wedtug Hegnauera (91) 25 gatunkdéw znanych grzybéw cyjano-
gennych nalezy gtéwnie do rodzaju Clitocybe i Marasmus. Ponadto wy-
kazano obecno$¢ linamaryny (1) i lotaustraliny (II1) w niezidentyfikowa-
nych psychrofilnych podstawczakach (123). Wyniki dalszych prac, pro-
wadzonych na tym samym materiale, nie potwierdzity jednak wystepo-
wania w nim glikozydéw cyjanogennych, natomiast wykazaty, ze gtdwnym
zwigzkiem cyjanogennym, obecnym w ekstrakcie z psychrofilnych pod-
stawczakow jest cyjanohydryna kwasu glioksalowego (XXXVIII) oraz
cyjanohydryna kwasu pirogronowego (XXXIX) (80, 124—127). Rowniez
w Marasmius oreades stwierdzono obecno$¢ zwigzku cyjanogennego,
prawdopodobnie identycznego z cyjanohydryng kwasu glioksalowego
(128). Poniewaz wykazano, ze najlepszym prekursorem HCN, zaréwno
u bakterii jak i u grzybow jest glicyna, prawdopodobnie mechanizm cy-
janogenezy w organizmach obu typow jest podobny (129).

m-3. Cyjanogeneza u zwierzat

Cyjanogeneza jest szeroko rozpowszechniona u Wijéw (Myriapoda),
wsrod ktorych wykryto 8 gatunkéw cyjanogennych (130, 131). Nie po-
znano dotagd mechanizmu cyjanogenezy w tych organizmach. Prawdopo-
dobnie cyjanogeneza przebiega podobnie jak w roslinach wyzszych po-
niewaz w kilku przypadkach wykryto obecnos¢ mandelonitrylu (132—
135). Cyjanogeneze zaobserwowano réwniez w tkankach ciem 38 gatun-
kéw podrodziny Krasnikowatych (Zygeninae). W zmiazdzonych tkankach
tych owaddéw we wszystkich stadiach cyklu zyciowego wykryto cyjano-
woddr (136, 137). Stwierdzono, ze zrédiem HCN we wszystkich przebada-
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nych przypadkach sg dwa glukozydy cyjanogenne: linamaryna (I) i lota-
ustralina (I11) (137, 138). Te same zwigzki zidentyfikowano w tropikalnych
motylach, nalezacych do rodzin Acraea i Heliconidae (139).

1V. Wiasciwosci i identyfikacja zwigzkdw cyjanogennych

Wykrycie obecnosci zwigzku cyjanogennego w badanym materiale
przeprowadza sie zwykle w sposob posredni, poprzez stwierdzenie obec-
nosci HCN uwalnianego w wyniku hydrolizy chemicznej lub enzymatycz-
nej. Opracowano wiele metod wykrywania i ilosciowego oznaczania HCN
(81, 140—153). Niektoére z nich umozliwiajg oznaczanie nanogramowych
ilosci HCN. Zastosowanie chromatografii gazowej rowniez umozliwito
opracowanie bardzo czutych metod iloSciowego oznaczania HCN (154—
156).

Eyjolfsson (81) i Seigler (83, 107) opisali szczegétowo metody
izolowania i oczyszczania glikozydéw cyjanogennych, a Mikotajczak
(30) lipidow cyjanogennych.

Wiazania (3-glikozydowe glikozydéw cyjanogennych ulegajg tatwo
hydrolizie enzymatycznej lub w roztworach rozcieiczonych kwaséw (ok.
01 N) w podwyzszonej temparaturze, uwalniajgc sktadnik cukrowy
i a-hydroksynitryl. a-Hydroksynitryl dysocjuje na HCN i odpowiedni
zwigzek karbonylowy.

Dziatanie bardziej stezonymi roztworami kwaséw (np. 1 N HC1 lub
1 N H2S04 prowadzi na og6t do powstania odpowiedniego a-hydroksy-
kwasu i NH3 oraz do uwolnienia czasteczki cukru. (np. w wyniku hydro-
lizy (R)-prunazyny (XVII) powstaje kwas (R)-migdatowy).

tagodna hydroliza zasadowa powoduje uwodnienie grupy nitrylo-
wej do grupy karboksylowej i NH3 nie naruszajac pozostatych wiazan.
W wyniku tej reakcji powstaje kwas glikozydowy.

We wczesnych badaniach nad chemig glikozyddéw cyjanogennych zaj-
mowano sie najczesciej amygdaling (XIX) ze wzgledu na jej dostepnosé
(161). Stwierdzono, ze hydroliza amygdaliny w roztworze 0.1 N HCL
zachodzi z dostrzegalng szybkosciag dopiero w temperaturze powyzej
60°C. W wyniku hydrolizy pod wptywem gorgcego, 4 N HCL, powstaje
kwas migdatowy i NH3 Alkaliczna hydroliza amygdaliny do kwasu amy-
gdalinowego (3) zachodzi poprzez posrednie stadium amidu. Reakcje za-
chodzace podczas chemicznej hydrolizy glikozydéw cyjanogennych przed-
stawiono na Rycinie 2, na przyktadzie amygdaliny.

Hydroliza zwigzkéw typu gynok|reainy (XXXI) i glikozydéw a, @3
-nienasyconych a-hydroksynitryli, aczkolwiek formalnie przebiega zgod-
nie ze schematem przedstawionym na Rycinie 2 nie prowadzi do powsta-
nia okso-zwigzkow, jako trwatych produktéw koncowych (28, 67, 70).
| tak np. w przypadku triglochininy (XXIX) produktami hydrolizy kwa-
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Hyc. 2. Hydroliza chemiczna amygdaliny

sowej sg glukoza, HCN i kwas triglochinowy (Ryc. 3). Oczekiwanym
oksozwigzkiem jest keten, przeksztatcajagcy sie w kwas triglochinowy w
wyniku przyfaczenia czasteczki wody na krancach uktadu sprzezonego.
W roztworze Ba(OH)2 triglochinina ulega rozkladowi nawet juz w sto-
sunkowo niskiej temperaturze. Podobnie diuryna (XXVI) i jej epimer
taksifilina (XXV), w przeciwienstwie do amygdaliny i prunazyny, sa
nietrwate w roztworach rozcienczonych zasad i juz w temperaturze po-
kojowej ulegajg szybkiej hydrolizie do glukozy, HCN i aldehydu p-hy-
droksybenzoesowego (162).

Podczas hydrolizy zasadowej nawet przy uzyciu bardzo rozcienczo-
nych zasad (0.01 N), bardzo fatwo zachodzi epimeryzacja glikozyddéw za-
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Ryc. 3. Kwasowa hydroliza tryglochininy

wierajacych asymetryczny atom wegla a; szczegllnie tatwa jest epime-
ryzacja glikozydow majacych przy asymetrycznym atomie wegla rodnik
elektrofilowy (np. pierScien aromatyczny). Doprowadzito to w swoim
czasie do btednego opisania w Laurowis$ni (Prunus laurocerasus L.) mie-
szaniny epimeréw (R, S)-mandelonitrylu (163). Wykazano, ze w pod-
wyzszonej temperaturze epirAeryzacja amygdaliny (XIX) zachodzi nawet
w $rodowisku obojetnym (164). Glikozydy, ktére sg pochodnymi asyme-
trycznych trzeciorzedowych a-hydroksynitryli, jak np. lotaustralina (I11)
czy gynokardina (XXXI) trudniej ulegajg epimeryzacji, a hydroliza
kwasowa praktycznie nie powoduje epimeryzacji. W zwigzku z tym, w
badaniach nad ustaleniem absolutnej konfiguracji aglikonéw glikozydéw
cyjanogennych, stosowano hydrolize kwasowg lub enzymatyczna.

Powstajace w wyniku hydrolizy zwigzki karbonylowe mozna wyizo-
lowaé i zidentyfikowaé¢ poprzez destylacje, chromatografie lub po prze-
prowadzeniu w 24-dwunitrofenylohydrazony, fenylohydrazony lus se-
mikarbazony, jak i stosujagc spektroskopie w UV i IR (24, 53, 54, 55, 61,
66, 165, 166). ldentyfikacje cukrow w hydrolizacie przeprowadzano naj-
czesciej stosujac chromatografie bibutowa, cienkowarstwowg oraz gazo-
wa. W przypadku biozydéw, stosowano metylacje glikozydu przed hy-
droliza, w celu zlokalizowania potgczenia miedzy czasteczkami cukréw
(53, 54).

Wiasciwosci lipiddw cyjanogennych (VII, 1X) mato rdznig sie od
wiasciwosci innych estrow kwaséw ttuszczowych.- W wyniku hydrolizy
zasadowej lub enzymatycznej (lipaza EC 3.1.1.3) uwalniajg sie kwasy
tluszczowe. Natomiast bardzo nietrwaty jest alkoholowy skiadnik tych
estrow, o strukturze hydroksy- lub dwuhydroksynitrylu i nie udato sie go
wyizolowaé¢ nawet z hydrolizatu enzymatycznego, pomimo tagodnych
warunkow (167). Czyni to ustalenie struktury takich potaczehn bardzo
trudnym. Z tego wzgledu przed uwolnieniem czesci hydroksynitrylowej,
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cyjanolipid poddawano uwodorowaniu, lub, w przypadku dwuestru
(V1) — czesciowej wodorolizie. Nasycenie podwdjnego wigzania hydro-
ksynitrylu zwiekszato jego trwatos¢ w niezestryfikowanej formie (159'
160, 167) (Ryc. 4).

H H2 H2
ORR> u. CH OR2 ~ACH ORj
-------------- > I +
CH PtOa lub Pd/IC cH .CHt
HC" ~NOR, NC ~NOR, NC'
lipid cyjanogenny produkt produkt
uwodorowania wodorolizy

Ryc. 4. Reakcja uwodorowania i wodorolizy lipidéw cyjanogennych

Szereg chemicznych i fizycznych wiasnosci zarowno glikozydow, jak
i lipidow cyjanogennych mozna znalez¢ w artykule przeglagdowym Sei -
glera (83, 107). Godne polecenia sg rdwniez dwa opracowania przygo-
towane przez Eyjolfssona (67) i Nahrstedta (168). Wyczerpu-
jace opracowanie wilasciwosci cyjanolipiddw mozna znalezé w artykule
przegladowym Mikotajczaka (30). W ostatnich latach pojawito sie
szereg prac opisujacych zastosowanie wysokocisnieniowej chromatografii
cieczowej (30, 169, 170, 171), spektrometrii masowej (30, 42, 169, 172),
NMR spektrometrii (30, 37, 75, 173, 174), BC-NMR (26, 27, 29, 38, 78, 169,
170, 175) w ustalaniu struktury zwigzkéw cyjanogennych.

V. Metabolizm zwigzkéw cyjanogennych
V-1. Biosynteza zwigzkéw cyjanogennych

Wyniki badan nad biosyntezg zwigzkéw cyjanogennych in vivo, do-
prowadzity w latach sze$édziesiagtych do ustalenia zaleznosci prekursor —
produkt, miedzy L-aminokwasami a aglikonami glikozydéw cyjanogen-
nych (64, 144, 165, 176—186). W doswiadczeniach tych aminokwasy, zna-
kowane MC na jednym lub wiecej atomach wegla, podawano catym siew-
kom, pedom lub liSciom szeregu roslin cyjanogennych i nastepnie usta-
lano ich efektywno$¢ jako prekursorow zwigzkéw cyjanogennych. Prace
te umozliwity zidentyfikowanie L-fenyloalaniny, L-tyrozyny, L-waliny
i L-izoleucyny, jako pierwszorzedowych metabolitéw, ktérych atomy we-
gla wiagczane sg do aglikondw prunazyny (XVII), diuryny (XXVI), lina-
maryny (1) i lotaustraliny (lll) (Ryc. 5). Poniewaz aglikony ok. 20 inych
znanych glikozydéw syjanogennych sg takie same lub enancjomeryczne,
wyniki wczesnych badan doprowadzity do wyjasnienia biogenezy wielu
zwigzkdéw cyjanogennych.
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Ryc. 5. Aminokwasy prekursorowe i odpowiadajgce im glikozydy cyjanogenne.

Przeksztatcenie rodnika aminokwasu, juz po jego wejsciu na droge
przemian prowadzgcych do a-hydroksynitrylu, moze doprowadzi¢ do pro-
duktu koncowego, w ktérym rodnik R nie wykazuje podobienstwa do
rodnika w macierzystym aminokwasie. Do najbardziej charakterystycz-
nych modyfikacji mozna zaliczyé:

1 rozerwanie pierscienia aromatycznego, poprzedzone ortohydroksylacja.
Np. przeksztatcenie diuryny (XXVI) w triglochinine (XXIX) (67, 69, 187).
Nastepujgca czesto po tym reakcja metylowania prowadzi do powstania
metylowego estru triglochininy (XXX).

2. wprowadzenie podwojnego wigzania w rodniku, majace miejsce np.
podczas przeksztatcania L-leucyny w zwigzki typu proakacipetaliny (VI)
i lipidy cyjanogenne (VIII, IX) (30, 35, 157, 188). Natomiast glikozydy
cyjanogenne z pierScieniem cyklopentenowym (XXXI—XXXV) mozna
wyprowadzi¢ z niebiatkowego aminokwasu L-2-cyklopenten-l-glicyny
(73).

Wyniki doswiadczen, w ktorych ro$linie cyjanogennej podawano ami-
nokwas znakowany podwojnie (MC i BN) wskazaly, ze podczas przeksztat-



[19] NATURALNE ZWIAZKI CYJANOGENNE 209

cenig aminokwasu w zwigzek cyjanogenny, stosunek MC :I1N nie ulega
zmianie (179, 186). Stwierdzono ro6wniez Zze podczas przeksztatcania
L-tyrozyny w diuryne (XXVI), w pedach prosa, wigzanie pomiedzy ato-
mami wegla u i @ pozostaje nienaruszone (180). Powyzsze wyniki wska-
zywaly, ze podczas powstawania a-hydroksynitryli z L-aminokwasow,
wszystkie zwigzki posrednie zawierajg atom azotu. Karboksylowy atom
wegla aminokwasu jest eliminowany, natomiast atom wegla a utlenia sie
do poziomu nitrylu (4-ro elektronowe utlenienie) a atom wegla @ ulega
hydroksylacji (dwu elektronowe utlenienie). Do tak powstatej grupy hy-
droksylowej przytacza sie reszta cukru (badZ kwasu ttuszczowego). Dopro-
wadzito to do postulowania oksymow i nitryli jako zwigzkéw posrednich
(180—193).

Badajac mechanizm utlenienia nitrylu do a-hydroksynitrylu, podczas
biosyntezy linamaryny (l) i lotaustraliny (I11) w siewkach Inu, z uzyciem
izotopu tlenu IsO, stwierdzono, ze atom tlenu grupy hydroksylowej po-
chodzi z tlenu czasteczkowego, co wskazywatoby na udziat oksygenazy
(161). Wyeliminowana zostata w ten sposéb mozliwo$¢ wprowadzenia
grupy hydroksylowej do nitrylu przy udziale czasteczki wody. Potwier-
dzono to w trakcie badan nad powstawaniem diuryny (XXVI) w siewkach
cisu (194). W doswiadczeniach tych, stosujac stereospecyficznie znakowa-
na (3S)- i (3R)-L-tyrozyne-3-H, stwierdzono zachowanie konfiguracji
przy atomie wegla 3, w trakcie biosyntezy diuryny.

Stusznos$¢ postulowanych przemian potwierdzono w sposéb bezposred-
ni wykazujagc obecno$¢ enzymoéw katalizujacych poszczegolne reakcje.
Pierwszymi zbadanymi enzymami, uczestniczgcymi w biosyntezie zwigz-
kéow cyjanogennych, byty enzymy katalizujgce ostatnig reakcje, w ktérej
nastepuje glikozylacja a-hydroksynitrylu. Wyizolowano z Inu (195, 196)
i z prosa (197) glukozylotransferazy, ktére katalizujg przeniesienie cza-
steczki glukozy z UDP-glukozy na odpowiedni a-hydroksynitryl. Oba
enzymy katalizujag powstawanie (3-glukozydow i wykazujg absolutng spe-
cyficzno$¢ wzgledem UDP-glukozy. Enzym z Inu preferuje alifatyczne
a-hydroksynitryle jako substraty, a enzym z prosa — pochodne aroma-
tyczne. Dane dotyczace aktywnosci glukozylotransferazy z Swibki mor-
skiej, Swiadcza, ze wykazuje ona absolutng stereospecyficzno$¢ wobec
4-hydroksy-(R)-mandelonitrylu, tak jak glukozylotransferaza z prosa
wobec odpowiedniego (S)-epimeru (198). Wykazano nastepnie, ze frakcja
enzymatyczna z homogenatow prosa, zwigzana z btonami reticulum en-
doplazmatycznego, zawiera hydroksylazy katalizujgce hydroksylacje
tyrozyny do N-hydroksytyrozyny oraz 4-hydroksyfenyloacetonitrylu,
z wytworzeniem 4-hydroksy-(S)-mandelonitrylu, przy udziale tlenu cza-
steczkowego i NADPH (200, 201).

Przedstawione wyniki doprowadzity do opisania drogi biosyntezy
zwigzkoéw cyjanogennych (Ryc. 6). Mechanizm przeksztatcenia L-amino-
kwasu w oksym aldehydu (aldoksym) pozostawat najdtuzej niewyjasnio-
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Ryc. 6. Biosynteza glikozydéw cyjanogennych

ny. Conn (202), bioragc pod uwage, ze N-hydroksyfenyloalanina prze-
ksztatca sie w wyniku oksydacyjnej dekarboksylacji, katalizowanej przez
preparat enzymatyczny z nasturcji wiekszej (Tropaeolum maius), w
oksym aldehydu fenylooctowego (203) przypuszczat, ze oksydacyjna de-
karboksylacja L-aminokwasu, prowadzaca do powstania oksymu moze
przebiegaC w trzech etapach: dwu—elektronowe utlenienie aminokwasu
do N-hydroksyaminokwasu, dwu—elektronowe utlenienie N-hydroksy-
aminokwasu do 2-oksyiminokwasu i dekarboksylacja.

Wyniki badan, prowadzonych w uktadach bezkomérkowych, potwier-
dzity schemat przeksztatcen prowadzacych do L-aminokwasu do zwigzku
cyjanogennego, zaproponowany na podstawie doswiadczen wykonanych
in vivo. McFarlane i wsp. (204), jako pierwsi, przeprowadzili syn-
teze diuryny in vitro. Wykazali oni, ze mikrosomalne preparaty z prosa
przeksztatcajg L-tyrozyne w 4-hydroksy-(S)-mandelonitryl. Dodanie
UDP-glukozy i rozpuszczalnej frakcji enzymatycznej umozliwito catko-
witg synteze diuryny. Nastepnie przeprowadzono in vitro biosynteze
taksifiliny (XXV) (epimer diuryny) z L-tyrozyny, postugujac sie frakcja
mikrosomalng i rozpuszczalnych biatek z siewek $wibki morskiej (198,
199). Prowadzac badania nad biosynteza diuryny in vitro, wykazano jed-
noznacznie, ze zwiagzkiem posrednim przy przeksztatcaniu oksymu alde-
hydu 4-hydroksyfenylooctowego w 4-hydroksy-(S)-mandelonitryl jest
nitryl a nie oksym 2-hydroksyaldehydu, tzn. ze hydroksylacja zachodzi
dopiero na poziomie nitrylu (205).
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W wyniku dalszych badan wykazano, ze pierwszym produktem prze-
ksztatcenia L-tyrozyny, przez mikrosomalny ukiad z prosa jest N-hydro-
ksytyrozyna (206). Byt to pierwszy odnotowany przypadek wyizolowania
a-N-hydroksyaminokwasu z materiatu roslinnego. Scharakteryzowano
uktad enzymatyczny katalizujacy te reakcje, a na podstawie wynikdw
otrzymanych przy uzyciu 3 2 wykazano, ze atom tlenu wprowadzany do
N-hydroksytyrozyny, pochodzi z tlenu czasteczkowego. Udziat N-hydro-
ksyaminokwasow w biosyntezie zwigzkéw cyjanogennych zostat nastepnie
potwierdzony podczas badan nad biosyntezg linamaryny (l) i lotaustraliny
(1) przez preparaty mikrosomalne z siewek Inu (Linum usitatissimum)
(207).

Wsp6lng cecha uktadow bezkomérkowych z siewek prosa (204, 206,
208), Inu (207) i swibki morskiej (198, 199), zdolnych do przeprowadzania
syntezy zwigzkéw cyjanogennych z odpowiednich L-aminokwaséw jest
zwigzanie aktywnosci enzymatycznej z frakcjg mikrosomalng i niena-
gromadzanie sie zwigzkéw posrednich podczas reakcji.

Na szczeg6lng uwage w tym miejscu zastugujg wyniki badan Mol -
iera i Conna (208), prowadzonych nad biosyntezg diuryny. Stwier-
dzili oni, ze w obecnosci mikrosomalnego preparatu z prosa nastepuje
wielostopniowe przeksztalcenie L-tyrozyny w diuryne oraz, ze powsta-
wanie kolejnych zwigzkéw posrednich wykaza¢ mozna tylko w szczegdl-
nych warunkach eksperymentalnych. Co wiecej reakcji tej ulegaja tylko
L-tyrozyna i oksym aldehydu 4-hydroksyfenylooctowego (a nie N-hydro-
ksytyrozyna i 4-hydroksyfenyloacetonitryl). Na tej podstawie Molier
i Conn (208) przyjeli, ze zwigzane z btonami enzymy katalizujgce bio-
synteze diuryny, tworzg wysoko uorganizowany uktad kanalizujgcy jakby
strumienn metabolitéw posrednich. Stwierdzili oni, ze oksym aldehydu
4-hydroksyfenylooctowego wytworzony endogennie z L-tyrozyny, ulega
swobodnemu wymieszaniu z oksymem egzogennym, przy wysycajacych
stezeniach substratu. Co wiecej, w wyniku dodania tego metabolitu tgcz-
nie z tyrozyng do preparatu mikrosomalnego, 4-hydroksy-(S)-mandeloni-
tryl powstaje gtdwnie z aldoksymu. Wskazuje to, ze ciag reakcji prowa-
dzacy od L-tyrozyny do diuryny, katalizowany jest przez dwa ukiady
enzymatyczne; pierwszy z nich przeksztalca L-tyrozyne w oksym alde-
hydu 4-hydroksyfenylooctowego via N-hydroksytyrozyne, a drugi — ok-
sym w 4-hydroksy-(S)-mandelonitryl via 4-hydroksyfenyloacetonitryl.

V-2. Hydroliza enzymatyczna zwigzkéw cyjanogennych

Zwigzkom cyjanogennym towarzyszg w wiekszosci tkanek roélin cyja-
nogennych enzymy, zdolne do ich rozkiadu. Przebieg enzymatycznej de-
gradacji prunazyny przedstawiono na rycinie 7. Poczatkowo (3-glukozy-
daza katalizuje hydrolize wigzania miedzy resztg cukru, najczesciej
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Ryc. 7. Enzymatyczna degradacja prunazyny

D-glukozg a a-hydroksynitrylem (cyjanhydryng). Nastepnie nietrwatly
a-hydroksynitryl dysocjuje na czasteczke HCN i, w przypadku prunazyny
(XV11), aldehyd benzoesowy. Proces dysocjacji jest przyspieszany przez
enzym liaze a-hydroksynitrylu. W wyniku enzymatycznej degradacji
prunazyny powstaje wiec rbwnomolarna mieszanina HCN, aldehydu ben-
zoesowego i glukozy, podobnie jak podczas hydrolizy pod dziataniem roz-
cienczonych kwaséw (por. rozdz. IV).

Powyzszy proces, w wyniku ktérego ze zwigzku cyjanogennego uwal-
niany jest HCN, okreslany jest mianem cyjanogenezy i zachodzi inten-
sywnie dopiero po mechanicznym uszkodzeniu tkanek rosliny cyjano-
gennej. Wskazywatoby to na przestrzenne (wewnatrz- lub miedzyko-
moérkowe) rozdzielenie enzymow i substratow. | tak stwierdzono, ze
zarobwno w zielonych jak i w etiolowanych siewkach prosa cyjanogenny
glukozyd, diuryna (XXVI) wystepuje gtdwnie w wakuolach (209, 210).
Natomiast liaza a-hydroksynitrylu wystepuje w cytoplazmie, za$ aktyw-
nos$¢ (3-glukozydazy diuryny (diurynaza) zwigzana jest gtéwnie z chloro-
plastami (211). Ponadto wykazano, ze diuryna wystepuje tylko w tkance
epidermalnej blaszki lisciowej prosa, natomiast obecnos¢ diurynazy i liazy
a-hydroksynitrylu stwierdzono niemal wytgcznie w tkance mezofilowej
(212). Przytoczone dane wskazujg na wysoki stopien kompartmentacji
glukozydu cyjanogennego i degradujagcych go enzyméw, co w sposéb
naturalny ogranicza intensywnos$¢ cyjanogenezy.

Amygdalina (XIX) jest nietypowym glikozydem cyjanogennym, po-
niewaz jest biozydem. Hydrolize tego biozydu przeprowadzajg obecne
W preparacie enzymatycznym, zwanym emulsyng, trzy enzymy. Jednym
z nich jest hydrolaza amygdaliny — (3-glukozydaza, ktéra katalizuje
odszczepienie koricowej czasteczki glukozy, z utworzeniem prunazyny,
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2-0-B-D-glukopyranozydu (R)-mandelonitrylu. Drugim za$§ enzymem jest
R-glukozydaza-hydrolaza prunazyny, katalizujgca hydrolize prunazyny
z utworzeniem (R)-mandelonitrylu. Z kolei, trzecim enzymem jest liaza
a-hydroksynitrylu, katalizujgca dysocjacje cyjanhydryny na HCN i alde-
hyd benzoesowy (213—215).

Hydroliza innego biozydu — wicjaniny (XX), (2-0-)a-L-arabopyrano-
zylo-6-0O-R-D-glukopyranozydu) (R)-mandelonitrylu, przebiega inaczej pod
dziataniem uktadu enzymatycznego z kietkujacych nasion wyki (Vicia
sativa) (216). Pierwszg reakcjg jest hydroliza wigzania B-glukozydowego,
faczacego dwucukier —wicjanoze — z (R)-mandelonitrylem. Wicjanoza
nastepnie ulega hydrolizie do L-arabinozy i D-glukozy. W toku hydrolizy
wicjaniny nie stwierdzono pojawiania sie glukozydu (R)-mandelonitrylu.

Wegetatywne tkanki i nasiona prosa (Sorghum vulgare) zawierajg
enzym (glukozydaza 1), ktéry katalizuje hydrolize R-D-glukopyranozydu
p-nitrofenolu (Km = 0.31 mM), ale jest nieaktywny wobec diuryny
(XXVI), wystepujgcej w tym materiale. Natomiast diuryna jest substra-
tem (Km = 0.55 mM) innego enzymu — 3-glukozydazy Il (217). Wskazuje
to, ze rosliny cyjanogenne moga zawiera¢ R-glukozydazy charakteryzu-
jace sie wysoka specyficznosciag wobec natywnych glikozydéw cyjano-
gennych. Na przyktad B-glukozydaza z alokazji olbrzymiej wykazuje wy-
sokg specyficzno$¢ w stosunku do wystepujacej w tej roslinie triglochini-
ny (XXIX) (218, 219). Z siewek Swibki morskiej, w ktérych stwierdzono
obecno$¢ triglochininy (XXIX) i taksifiliny (XXV), wyizolowano dwie
B-glukozydazy, z ktérych jedna wykazuje wysoka specyficzno$¢ w sto-
sunku do triglochininy a druga wobec taksifiliny (220). Z tkanek pedu
Sliwy otrzymano preparat, ktéry hydrolizowat prunazyne (XVII), ale byt
nieaktywny wobec amygdaliny (X1X) (221). Ekstrakt enzymatyczny lisci
kasawy (Manihot utilissima), w ktérych stwierdzono obecno$¢ linamary-
ny (1) i lotaustraliny (111), zawiera B-glukozydaze, ktéra wykazuje wysoka
specyficzno$¢ w stosunku do linamaryny i lotaustraliny, natomiast jest
praktycznie nieaktywna wobec R-metyloglukopyranozydu i amygdaliny
(X1X) (184). Réwniez z nasion Inu otrzymano dwie czesciowo oczyszczone
frakcje B-glikozydaz. Jedna z nich hydrolizowata natywny glukozyd cy-
janogenny — linamaryne (I) oraz prunazyne (XVII), salicyne i B-D-glu-
kopyranozyd p-nitrofenolu, a druga —amygdaline (XIX) i celobioze.
Stwierdzono réwniez ze ekstrakty enzymatyczne, z pieciu przypadkowo
dobranych gatunkéw roslin niecyjanogennych, nie hydrolizowaly lina-
maryny (222).

Na szczeg6lng uwage zastuguje enzym — liaza a-hydroksynitrylu, wy-
kryty w emulsynie w 1908 roku (223). Opisany w 1963 roku oczyszczony
preparat liazy (R)-mandelonitrylu, z gorzkich migdatéw (nasiona Migda-
fa zwyczajnego — Prunus amygdalus V. amara) wymagat FAD w utle-
nionej formie jako grupy prostetycznej (apoenzym byt catkowicie nie-
aktywny) (224). Byto to pierwsze opisanie enzymu, ktdry wymaga obecno-
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$ci kofaktora flawinowego, mimo ze reakcja katalizowana nie jest proce-
sem oksydoredukcyjnym. W 1964 roku opisano drugi enzym tego rodzaju,
karboligaze glioksalanu, ktéry réwniez wymaga obecnosci FAD, chociaz
nie katalizuje reakcji oksydoredukcyjnej (225). Liaze a-hydroksynitrylu
wyizolowano z nasion i kwiatéw szeregu przedstawicieli podrodziny
Sliwowych (Prunoideae) i z kilku gatunkéw podrodziny Jabtkowatych
(Pomoideae) (226, 227). We wszystkich preparatach z ro$lin nalezacych do
obu podrodzin Ro6zowatych (Rosaceae) stwierdzono obecno$¢ FAD jako
grupy prostetycznej. Po oddzieleniu FAD uzyskiwano apoenzym, zdolny
do rekombinacji z FAD. Monomeryczna liaza a-hydroksynitrylu z gorz-
kich migdatéw, zawiera 1 mol FAD/mol biatka. Apoenzym jest katali-
tycznie nieaktywny, a aktywno$¢ mozna w peini zregenerowac przez do-
danie FAD w utlenionej postaci. FMN i ryboflawina nie reaktywuja
apoenzymu (228). Flawinowa grupa prostetyczna nie tworzy zadnych
komplekséw z substratami, ktore bytyby wykrywalne spektrofotome-
trycznie oraz nie podlega cyklicznej redukcji i utlenieniu, podczas kata-
lizy. Prawdopodobnie wolna para elektronéw przy atomie N-5 pierScienia
izoalloksazynowego petni istotng funkcje w aktywacji substratu i sta-
bilizacji apoenzymu (229). Stwierdzono jednak, ze liaza a-hydroksynitrylu
z prosa (230) wykazuje aktywno$¢ katalityczng przy braku kofaktora fla-
winowego. W tym przypadku role aktywatora mogtaby przeja¢ inna za-
sada (np. w bocznym fancuchu aminokwasowym). Biorac pod uwage
inaktywacje flawinowej liazy a-hydroksynitrylu przez dwutionin i re-
aktywacje przez tlen (228), mozna przyja¢ ze aktywno$¢ tego enzymu w
komorce jest kontrolowana poprzez stan utlenienia FAD. Niezbednos¢
aerobowego otoczenia do przebiegu katalizowanego procesu réwniez
wskazuje na regulacyjng funkcje stanu utlenienia FAD.

V-3. Asymilacja cyjanowodoru

Pierwsze doniesienia wskazujgce na zdolno$¢ roslin do asymilacji
HCN, ukazaty sie na poczatku lat szescdziesigtych. Zaobserwowano, ze
HMCN podany w postaci gazowej, 4-ro dniowym siewkom ro$lin cyjano-
gennych: prosa (diuryna), Inu (linamaryna+lotaustralina), i biatej ko-
niczyny (Trifolium repens—inamaryna+ lotaustralina), wiacza sie z bar-
dzo duzg wydajnoscig (20—50%) do amidowego atomu wegla asparaginy.
Stwierdzono réwniez, ze mozliwos¢ asymilacji HCN nie jest wiasciwoscig
wytgcznie rodlin zawierajacych zwigzki cyjanogenne, poniewaz rosliny, w
ktorych nie stwierdzono nagromadzania sie tych pofaczen — jak jeczmien
(Hordeum vulgare), groch (Pisum sativum) i czerwona koniczyna (Tri-
folium pratense) — réwniez wiaczajg HMUCN do asparaginy z wysoka in-
tensywnoscig (231).
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Podobne znakowanie radioaktywnej asparaginy, wyizolowanej z ko-
monicy arabskiej (Lotus arabicus) czy k. waskolistnej (L. tenuis), ktérym
podano (U-MC)-waline wskazuje, ze w warunkach in vivo, nitrylowa gru-
pa linamaryny (l) stuzy jako Zrédto HMUCN do biosyntezy asparaginy
(177). Podobne zjawiska zaobserwowano badajgc metabolizm wicjaniny
(XX) w roslinach nalezacych do dwoéch podgatunkdéw wyki waskolistnej
(Vicia angustifolia). Znakowanie z podanej (2-14C)-L-fenyloalaniny od-
najdywano w grupie nitrylowej wicjaniny, a nastepnie w asparaginie
(232). Stwierdzono rowniez, ze szybko$¢ obrotow diuryny w siewkach
prosa zawierajgcych 1 mol diuryny/ped wynosi 0.05 jimola/godz (178).
Wyniki te wskazujg ze glikozydy cyjanogenne sg zwigzkami aktywnymi
metabolicznie.

Wykazano, ze HCN reaguje z seryna, tworzac p-cyjanoalanine, ktdra
z kolei, w zaleznosci od gatunku, moze w wyniku hydrolizy ulec prze-
mianie w asparagine lub w dwupeptyd Y-glutamylo-(3-cyjanoalaning
(233—236). Prébujac wyjasnié¢ mechanizm tych reakcji otrzymano prepa-
raty enzymatyczne z siewek komonicy waskolistnej (Lotus tenuis), wyki
siewnej (Vicia sativa), jeczmienia, stonecznika, Inu i fasoli ztotej (Pha-
seolus aureus), zdolne do katalizowania powstawania (3-cyjanoalaniny
z HCN i L-seryny (237). Stwierdzono jednak, ze szybko$é¢ powstawania
(3-cyjanoalaniny jest 50-cio krotnie wyzsza, jezeli cysteina jest donorem
trojweglowej jednostki. Podajac siewkom prosa HCN podwdjnie znako-
wany MC i BN stwierdzono, ze cyjanowodor wigczany jest w catosci do
amidowej grupy asparaginy, bez rozigczenia atoméw C i N grupy nitry-
lowej (238).

Enzym, nazwany syntazg (3-cyjanoalaniny (siarkowodoroliaza L-cy-
steiny) przytaczajagca HCN, (EC 4, 1.1.9), ktéry katalizuje reakcje | {Ryc.
8), otrzymano i oczyszczono z siewek tubinu waskolistnego (Lupinus

HC HjS H20
syntaza / S
CH2SH  —--mmmmmmmmm cmmmmemeeeee » CH2-C =N  meemmmmmmmn commmmeeeees » CH2—conh2
p-cyjanoalaniny | hydrolaza B-
HCNH2 HCNHj -cyjanoalaniny HCNH2
| | . Il COOH
COOH COOH
L-cysteina |t-cyjanoalanina L-asparagina

Ryc. 8. Asymilacja cyjanowodoru

angustijolia) a nastepnie scharakteryzowano (239, 240). Enzym z tubinu
ma c.cz. 52000 i zawiera 1 mol fosforanu pirydoksalu na mol biatka.
Warto$¢ Kmdla KCN wynosi 0.5 mM. Stwierdzono, ze syntaza |3-cyjano-
alaniny wystepuje w mitoehondriach a oczyszczony enzym jest wysoko-
specyficzny w stosunku do L-cysteiny. Przy uzyciu L-cysteiny znakowa-
nej stereospecyficznie trytem przy C-3, zbadano stereochemie podstawie-
nia grupy -SH przez grupe -C=N, katalizowanego przez syntaze |3-cyja-
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noalaniny i stwierdzono, ze reakcja zachodzi z zachowaniem konfiguracji
przy atomie C-3 (241).

W 1972 roku wyizolowano z rozpuszczalnej frakcji 11-dniowych sie-
wek tubinu waskolistnego hydrolaze (3-cyjanoalaniny, enzym, ktory ka-
talizuje powstawanie asparaginy z (3-cyjanoalaniny (reakcja IlI, ryc. 7)
(242). Stwierdzono wysokg specyficznos¢ enzymu w stosunku do (3-cyja-
noalaniny. Synteze (3-cyjanoalaniny z HCN i L-cysteiny stwierdzono we
wszystkich do tej pory zbadanych roslinach, w tej liczbie réwniez w ros-
linach nie nagromadzajgcych zwigzkéw cyjanogennych (231, 237, 243).

W ros$linach wyzszych wykryto jeszcze dwa enzymy, ktére metaboli-
zujag HCN: rodanaze (243, 244—246), ktéra przy udziale siarki dwuujem-
nej, katalizuje przeksztatcenie cyjanku w rodanek:

SSOs 2+ CN --------- >S0j 24 SCN-

oraz hydroliaze formamidu (248, 249), katalizujagcg uwodnienie HCN do
formamidu:

@)
HCN H?->H—CANH? H° ->HCOOH + NH3

Wykazano jednak, ze rodanaza wystepuje znacznie rzadziej niz syn-
taza (3-cyjanoalaniny, a wystepowanie hydroliazy formamidu w roslinach
wyzszych jest wrecz kwestionowane przez niektérych badaczy (243).

Wyniki badan nad asymilacjg HCN przez glony (233) oraz przez bak-
terie (129, 249—253) wykazaty, ze w organizmach tych asymilacja HCN
odbywa sie w sposéb podobny jak w ro$linach wyzszych, tzn. przy udzia-
le syntazy (3-cyjanoalaniny. Grzyby (nieoznaczone psychrofilne podstaw-
czaki) natomiast wigczaja HCN w drodze odmiennych reakcji (254, 255).
Ustalono, ze HCN ulega kondensacji z aldehydem octowym i amoniakiem,
w wyniku ktérej powstaje nitryl kwasu a-aminopropionowego lub kon-
densacji z semialdehydem kwasu bursztynowego i amoniakiem, tworzgc
kwas L-4-amino-4-cyjanomastowy. Oba te metabolity, przeksztatcajg sie
nastepnie w wyniku hydrolizy odpowiednio w L-alanine i w kwas L-glu-
taminowy. Asymilacje HMCN z wytworzeniem radioaktywnej alaniny
stwierdzono badajac grzyby z gatunkéw Pholiota, Rhizopus nigricans
i Marasmius oreades. W Fusarium nivale natomiast radioaktywnos$¢ od-
najdowano gtéwnie w asparaginie, co wskazywato na podobny przebieg
wigczania HCN jak w roslinach wyzszych (256). W fitopatogennych grzy-
bach Stemphylium loti i Gloeocercospora sorghi wykryto natomiast ak-
tywnos¢ liazy formamidu, ktéra katalizuje przeksztatcenie HCN w for-
mamid (257—259).

Fakt, ze biosynteza zwigzkéw cyjanogennych i asymilacji HCN za-
chodzi identycznie w tkankach wszystkich badanych roslin (a badaniami
objeto kilkanascie gatunkow, nalezgcych do réznych rodzin) sugeruje, ze
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uwarunkowania genetyczne, odpowiedzialne za przebieg tych proceséw
wytworzyty sie bardzo dawno.

Wystepowanie zwigzkéw cyjanogennych w wielu organizmach, szero-
kie rozpowszechnienie systemoéw enzymatycznych Kkatalizujacych asy-
milacje HCN i przemiany zwigzkéw cyjanogennych, a takze wystepowa-
nie wolnego cyjanowodoru nasuwa szereg pytan, z ktérych najwazniejsze
dotyczy roli biologicznej tych potaczen. Probe przedstawienia pogladow
stanowigcych odpowiedZz na to pytanie podejmie autorka tej pracy w
nastepnym artykule.

Zaakceptowano do druku 15.12.1982
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I. Wstep

Przez wiele lat zwigzki cyjanogenne, rozpowszechnione metabolity
wtorne, przyciagalty uwage badaczy nie tyle ze wzgledu na ich role ii-
zjologiczng w roslinie, co z powodu toksycznego oddziatywania na orga-
nizmy zwierzece (np. 1). Fakt, ze aktywnos$¢ biologiczna HCN wigzana
byta gtéwnie z hamowaniem przez ten zwigzek oksydazy cytochromowej
spowodowat, ze niewiele uwagi poswiecano mozliwej roli HCN w nor-
malnym metabolizmie. A tymczasem udziat HCN w procesach zyciowych

* Dr, Instytut Botaniki, Uniwersytet Warszawski, Krakowskie Przedmies$'
cie 26/28, 00-927 Warszawa 64.
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siega okresu prebiotycznego i jest bardzo prawdopodobne, ze zwigzek ten
odegrat istotng role w powstaniu zycia na naszej planecie (2—8).

Juz w 1888 roku sugerowano, ze zwigzki cyjanogenne w roslinach
stanowig narzedzie obrony przeciwko $limakom (9). Spotkato sie to jed-
nak z replikg (10), ze zwiazki te sg zbyt mato skuteczne, aby spetniac
funkcje ochronne i proponowano ich udzial w biosyntezie biatka. Inne,
bardziej wspotczesne propozycje réwniez odrzucaty mozliwos¢ petnienia
roli ochronnej zwigzkéw cyjanogennych, uwazajac je za produkty kon-
cowe metabolizmu (11), badz postulujac, ze HCN jest uniwersalnym pre-
kursorem w syntezie zwigzk6w azotowych w ro$linach (12). Obecnie wiado-
mo, ze HCN nie jest gtownym prekursorem w syntezie aminokwaséw,
aczkolwiek nalezy pamietaé, ze w wielu roslinach, zaréwno cyjanogen-
nych jak i niecyjanogennych, (3-cyjanoalanina r asparagina sg syntety-
zowane przy udziale HCN (13—15).

Il. Zmiany poziomu zwigzkéw cyjanogennych w tkankach ro$linnych
i ich rola obronna

Przeciwko pogladom, ze zwiagzki cyjanogenne, podobnie jak inne me-
tabolity wtérne, moga by¢ koncowymi (odpadowymi) produktami prze-
miany materii, przemawiajg wyniki doswiadczen nad biologicznym okre-
sem poHrwania tych zwigzkéw i nad zmianami ich poziomu w trakcie
rozwoju roslin. Podanie znakowanych prekursoréw zwiazkéw cyjano-
gennych roslinie powoduje pojawianie sie radioaktywnosci w tych zwig-
zkach, ktéra nastepnie szybko zanika (16). Biologiczny okres potrwania
cyjanogendéw waha sie od kilku minut do kilku dni, a znakowane atomy
wigczane sa do innych metabolitow pierwszorzedowych i wtérnych lub
tracone jako CO02 Okres potrwania zwigzkéw cyjanogennych w roslinie
podlega wahaniom dobowym jak i zmienia sie z jej wiekiem. Np. w na-
sionach Ungandia speciosa, cyjanolipidy stanowig 15flo suchej masy. Pod-
czas 3 dni kietkowania zawarto$¢ cyjanolipidéw obniza sie bardzo znacz-
nie co sugeruje, ze zwigzki te stuzg jako materiat zapasowy (17). Jednak
nie we wszystkich przypadkach zwigzki cyjanogenne zanikajag podczas
kietkowania. W niektdrych roslinach sg one w tym samym stadium roz-
wojowym transportowane do innych organéw (18) lub sg syntetyzowane.
I tak np. stezenie linamaryny i lotaustraliny w nasionach kasawy
(Manihot esculenta) jest bardzo niskie i wzrasta gwaltownie podczas kiet-
kowania, przede wszystkim w korzeniu. Z chwilg powstania pierwszych
lisci przejmujg one role gtdwnego organu produkujgcego zwigzki cyja-
nogenne, a nastepnie zwiazki te sg transportowane bezypetalnie do ko-
rzeni. W tym okresie zdolno$¢ korzenia do syntezy cyjanogendw obniza
sie (19). Ziarniaki prosa nie zawierajg diuryny. Biosynteza tego zwigzku
zaczyna sie we wczesnym stadium kietkowania a nastepnie po kilkunastu
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dniach poziom diuryny zaczyna si¢ obniza¢ (20). Podobne zmiany w po-
ziomie linamaryny i lotaustraliny zaobserwowano w siewkach Inu, z tg
réznica, ze zwiagzki te znajdujg sie rowniez w nasionach (21). Nagroma-
dzanie sie triglochininy zaobserwowano we wczesnych stadiach rozwoju
Swibki morskiej (22). Nagromadzanie sie glikozydow cyjanogennych i na-
stepujagcy potem szybki spadek ich zawartoSci stwierdzono rdwniez w
trakcie kietkowania zarodkéw izolowanych z nasion jabtoni (badania
wiasne niepublikowane). Poziom glikozydéw cyjanogennych w mitodych
lisSciach i owocach Heteromeles arbutifolia jest wysoki, natomiast nie
stwierdzono ich w dojrzatych owocach pomimo, Zze gromadzg sie w na-
sionach (23). Obserwacje te wskazujg na szybki transport i katabolizm
tych zwigzkéw w roslinie i stanowig podstawe do postulowania ich
uczestnictwa w podstawowym metabolizmie w roslinach, co nie wyklucza
oczywiscie udziatu tych zwigzkéw w systemie obronnym rosliny.

Cyjanogeny moga stanowi¢ obrone rosliny przed szkodnikiem tylko
wtedy, gdy wystepujg w stezeniach, ktére sg toksyczne dla zwierzat ros-
linozernych. Pomimo, ze wielu badaczy postulowato jako podstawowg
role glikozydéw cyjanogennych w roslinie ich obrone przed zwierzetami
roslinozernymi i patogenami, do lat 60-tych biezacego stulecia nie udato
sie tego wykaza¢ w sposéb jednoznaczny. Dopiero rozpoczete przez Jo -
nesa (24—26) badania Lotus corniculatus wykazaly ostatecznie, ze gli-
kozydy cyjanogenne zawarte w tej roslinie odstraszajg $limaki i polne
myszy, ktére zerujg na Lotus i innych roSlinach cyjanogennych.

I1l. Ewolucja gatunkéw cyjanogennych

W 1973 r. Jones postawit hipoteze, ze gromadzenie sie metaboli-
tow wtornych jest wynikiem selekcji uwarunkowanej np. obronng rolg
tych zwigzkéw (27). Poglad ten opierat sie na wynikach badaiA prowadzo-
nych na buraku cukrowym, w ktérych przerobiono 500 ton materiatu
i wykazano obecno$¢ bardzo niewielkich ilosci rzadkich aminokwasow,
ktorych nie stwierdzono uprzednio w tej roélinie (28). Swiadczy to, ze
genetyczny potencjat roslin moze okaza¢ sie znacznie bardziej jednolity,
niz to wczesniej podejrzewano; natomiast réznice w iloSci nagromadzo-
nego produktu (od ilosci sladowych, niewykrywalnych przy zastosowaniu
metod rutynowych, do znacznych ilosci w niektérych gatunkach) moga
odzwierciedla¢ réznice w stopniu wigczenia odpowiednich genow.

Wykazano ponadto, ze réznica pomiedzy odmianami koniczyny (Tri-
folium repens), ktdre syntezujg linamaryne i tymi, ktére tej zdol-
nosci nie wykazujag w mierzalnym stopniu, ma charakter regulacyjny
(29). Stwierdzono, ze w ro$linach nie nagromadzajacych linamaryny, brak
enzymow przeprowadzajgcych zaréwno pierwszag jak i ostatnig reakcje
w szlaku biosyntezy tego zwigzku z waliny (16). W T. repens zdolnos¢

9 Postepy Biochemii 2/83
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wytwarzania linamaryny jest cechg dominujacag (30, 31). Za represjg nie-
ktorych gendéw odpowiedzialnych za synteze cyjanogen6w przemawiajg
réwniez wyniki badan prowadzonych na kukurydzy, ktdrag uwaza sie za
rosline niecyjanogenng. W populacji kukurydzy zaobserwowano jednak
osobniki cyjanogenne (32). Niezaleznie stwierdzono (33), ze kukurydza
jest zdolna do syntezy zwigzkéw cyjanogennych, lecz ich zawarto$¢ nie
pozwala na wykrywanie metodami rutynowymi. Waznym wydaje sie
réwniez, ze wiekszos¢ organizméw uwazanych za niecyjanogenne, poczy-
najgc od bakterii poprzez rosliny i zwierzeta konczac na cztowieku, po-
siada zdolnosci asymilacji HCN (np. 15). W szczeg6lnosci obecnos¢ cyja-
nowodoru stwierdzono, stosujgc dostatecznie czute metody, we wszystkich
badanych roélinach, a mianowicie w Chlorella vulgaris, liSciach szpinaku
i sinicach (Plectonema boryanum) (34). Nasuwa sie wniosek, ze HCN
powszechnie wystepuje w pewnych przynajmniej stadiach zycia wigk-
szosci roslin, zwierzat i mikroorganizmow.

Przytoczone powyzej wyniki i poglady sugerujg nastepujacy mecha-
nizm ewolucji gatunkéw cyjanogennych: Intensywne przemiany cyjano-
wodoru i jego pochodnych we wczesnych ewolucyjnie organizmach zo-
staty nastepnie zdominowane przez inne szlaki syntezy aminokwasow
i zasad organicznych. Nastepnie na skutek przypadkowych mutacji w
genach regulatorach, odpowiedzialnych za utrzymanie biosyntezy zwia-
zkéw cyjanogennych na bardzo niskim poziomie, wystgpita nadproduk-
cja tych zwigzkdw. W pewnych gatunkach taka nadprodukcja mogta byc
korzystna z punktu widzenia selekcji —np. ze wzgledu na odstraszajace
dziatanie wobec potencjalnych konsumentéw. Na skutek tego taka nad-
produkcja mogta sie utrwali¢ jako stata cecha gatunku.

IV. Udziat cyjanowodoru w regulacji kietkowania nasion

Interesujgcy wkiad do dyskusji nad udzialem endogennego HCN
i zwigzkdéw cyjanogennych w metabolizmie ro$lin stanowig dane mowigce
0 ustepowaniu spoczynku i stymulacji kietkowania nasion pod wptywem
HCN. Stwierdzono, ze klasyczne inhibitory tancucha oddechowego: cy-
janki, azydki i hydroksyloamina stymulujg w stezeniach milimolarnych
kietkowanie szeregu nasion: ryzu (35, 36), sataty, Lepidium, Amaranthus
(37, 38), uczepu (39), jabtoni (40—42). Nasiona roslin wiekszosci z bada-
nych gatunkéw nie kietkowaly w obecnosci CN-, natomiast po przenie-
sieniu ich do warunkéw kontrolnych po pewnym okresie preinkubacji
z HCN/CN-, powodowato znaczne zwigkszenie dynamiki kietkowania.
Wykres na rycinie 1 przedstawia typowe wyniki uzyskane przez autorke
podczas badarn nad wptywem HCN na kietkowanie spoczynkowych za-
rodkow jabtoni. Na podstawie wynikow badan nad wpltywem tempera-
tury, sktadu atmosfery i obecnosci, ograniczajgcych wymiane gazowa
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okryw nasiennych na kietkowanie przypuszczano, ze ustepowanie spo-
czynku nasion zalezato od blizej nieokre$lonego procesu oksydacyjnego
zachodzgcego przy udziale tlenu (43). Uwzgledniajgc fakt, ze HCN sty-
muluje Kietkowanie zaktadano, ze reakcja ta powinna by¢ niewrazliwa

400" | | T T =

300 =

W 200 -

100f —
obuy—L L |

8 -SSR e

stqzenie HCN (-log M)

Ryc. 1. Wptyw HCN w powietrzu na Kkietkowanie spoczynkowych zarodkéw ja-
btoni. 2io —zdolno$¢ do kietkowania, wyrazona jako suma procentéw zarodkéw
kietkujacych w ciggu 10 pierwszych dni.

na cyjanek. Stwierdzono dalej, ze aktywnos$¢ szlaku pentozofosforano-
wego (PPP) jest jednym z proces6w niezbednych dla ustgpienia spoczyn-
ku (44—49) a reakcja ograniczajagca szybkos$¢ tej drogi jest reoksydacja
NADPH, ktory jest koenzymem uczestniczagcym w dwoéch reakcjach od-
wodorowania tego szlaku. Dane dotyczace oksydazy korhcowej tej drogi
wskazuja, ze jej powinowactwo do tlenu jest znacznie nizsze niz oksydazy
cytochromowej (50) oraz ze jest ona niewrazliwa na cyjanek (51). Wiado-
mo bylo réwniez, ze dodanie katalazy wywotuje utrate aktywnos$ci tego
enzymu (52). Opierajgc sie na powyzszych danych, jak i na wiasnych
badaniach nad stymulacjg kietkowania nasion (Amaranthus i Lactuca
przez HCN, Hendricks, i Taylorson (53 wywnioskowali, ze
stymulacja kietkowania spoczynkowych nasion przez HCN polega na za-
hamowaniu aktywnosci katalazy, co z kolei stymuluje aktywno$¢é oksyda-
zy NADPH, a wiec i szlaku pentozofosforanowego. Poniewaz HCN hamuje
réwniez aksydaze cytochromowa, jego dziatanie stymulujace na aktyw-
nos¢ szlaku pentozofosforanowego moze wynika¢ ze zmniejszenia kom-
petycji o tlen przez tafAcuch oddechowy, co réwniez sprzyja utlenianiu
NADPH (54).

Oprocz tancucha cytochromowego, w wielu tkankach wyzszyh roslin
i grzybow dziata w mitochondriach alternatywna, niewrazliwa na cyja-
nek, droga transportu elektronéw (55). Ostatnio ukazata sie na tamach »

o*
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Postepéw Biochemii praca w ktorej przedstawiono szczegbétowy przeglad
literatury dotyczacej tego zagadnienia (56), totez nie wydaje sie celowym
omawianie tego problemu w tym miejscu.

Funkcjonowanie alternatywnej drogi transportu elektronéw stwier-
dzono we wczesnych stadiach kietkowania wielu nasion (np. 39, 57—59).
Jest zatem mozliwe, ze jeden z mechanizmdw stymulacji kietkowania
nasion przez HCN, jest zwigzany z {jego bezposrednim oddziatywaniem
na procesy oddechowe. Transport elektronéw przez droge alternatywng
jest znacznie mniej wydajny jesli idzie o wytwarzanie ATP niz trans
port przez cytochromowy fancuch oddechowy. W zwigzku z tym HCN
wplywajagc na zmiang drogi transportu elektronéw, wywotuje zmiane
tadunku energii od ktorego wartosci zalezy aktywnosé szeregu kluczo-
wych enzymoéw. Byé moze ta zmiana we wzglednej aktywnosci réznych
enzyméw powoduje zainicjowanie przemian prowadzacych do kietkowa-
nia. Niezaleznie od wptywu cyjanowodoru na procesy oddechowe wydaje
sig, ze HCN moze stymulowaé mobilizacje substancji zapasowych nasion,
wptywajac na szybkos$¢ ich hydrolizy.

W czasie poprzedzajgcego kietkowanie ustepowania spoczynku nasion
jabtoni stwierdzono, ze powstaje wolny cyjanowodoér (60), w okresie
poprzedzajacym mobilizacje zapasowych biatek i ttuszczy (61, 62). Wielu
badaczy w réznych okresach postulowato udziat HCN w metabolizmie
biatek poprzez aktywacje proteaz. Juz w 1932 roku Schulze, biorac
pod uwage fakt, ze HCN jest aktywatorem popainy, postulowat, ze wr
roslinach zawierajacych glikozydy cyjanogenne, HCN spetnia role natu-
ralnego aktywatora proteaz (63). Bardziej wspotczesnie (64) badajac dzia-
fanie HCN jako aktywatora proteaz, sugerowano, ze glikozydy cyjano-
genne moga petni¢ role rezerwy HCN, uwalnianego w miare zapotrzebo-
wania, aby stuzy¢ jako aktywator proteaz i w ten spos6b uczestniczyc
w metabolizmie biatek.

Jeszcze inna droga, na ktérej HCN mogiby oddziatywaé¢ na Kietko-
wanie nasion moze polega¢ na jego wspotdziataniu z mechanizmami
inicjowanymi przez Swiatto. Wydaje sie obecnie, ze w kietkowaniu na-
sion wszystkich gatunkéw wspotdecyduje stosunek formy aktywnej fi-
tochmromu (Pfr) do catkowitej ilosci tego barwnika w komodrce (65).
0 wielkosci tego stosunku decyduje nie tylko naswietlanie Swiatlem
czerwonym, ale takze szybko$¢ destrukcji aktywnej formy fitochromu.
Stwierdzono, ze cyjanek moze ten proces hamowac (66). Na oddziatywa-
nie cyjanku z fitochromem, podczas stymulacji kietkowania nasion mozgi
(Phalaris arundinaceae L.) przez cyjanek, zwrécili uwage Junttila
1 Nilsen (67).

W innym materiale roslinnym wykazano, ze cyjanek nie jest w stanie
catkowicie zastgpi¢ ekspozycji na Swiatto czerwone; kietkowanie izolo-
wanych zarodkéw jabtoni jest stymulowane przez HCN tylko na Swietle
albo w obecnosci gibereliny (41).
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V. Udziat cyjanowodoru w asymilacji azotanow

Asymilacja azotanéw jest jednym z dwdéch najwazniejszych biologicz-
nych proceséw, w wyniku ktérego azot nieorganiczny jest przeksztatcany
do amoniaku, a nastepnie w azot organiczny. Pierwszg reakcjg uczestni-
czacg W tym procesie jest redukcja azotanéw do azotyndw, katalizowana
przez reduktaze azotanowg (EC 1.6.6.1). Reduktaza azotanowa z Chlorella
i szeregu innych organizméw moze wystepowa¢ w formie aktywnej lub
nieaktywnej (68).

Wyniki doswiadczeh in vitro z oczyszczong reduktazg azotanowg
z Chlorella vulgafis wykazaty, ze szybka i odwracalna inaktywacja tego
enzymu wymaga dziatania dwoch czynnikow: NADH i HCN. Cyjanowo-
dor reaguje stechiometrycznie z enzymem zredukowanym przez NADH,
wytwarzajgc stabilny kompleks enzym-HCN, o statej dysocjacji 10-10
(69). Wyniki te wykazaty, ze do inaktywacji enzymu wystarczajg bardzo
niskie stezenia cyjanowodoru. Przeksztatceniu formy nieaktywnej w ak-
tywng pod wplywem czynnika utleniajgcego, towarzyszy uwolnienie
zwigzanego HCN. Potwierdzeniem ze HCN jest fizjologicznym regulato-
rem aktywnos$ci reduktazy azotanowej byto wykazanie, iz zinaktywowa-
na in vivo reduktaza azotanowa zawiera stechiometryczng ilo$¢ zwigza-
nego HCN (70).

Szereg danych wskazuje na bezposredni zwigzek miedzy produkcja
HCN, ktory inaktywuje reduktaze azotanowg, a intensywnoscig fotosyn-
tezy. U schytku lat siedemdziesigtych opisano uktad enzymatyczny, wy-
stepujacy w rozpuszczalnej frakcji komoérek Chlorella, ktéry katalizuje
powstawanie HCN z glioksalanu i hydroksyloaminy. Hydroksyloamina
jest prawdopodobnym produktem posrednim redukcji azotanu, natomiast
kwas glioksalowy powstaje w trakcie fotooddychania, procesu Scisle zwig-
zanego z fotosyntetyczng asymilacja C02 Zwigzkiem posrednim w tej
reakcji jest oksym kwasu glioksalowego (71, 72). Reakcja ta wymaga
obecnosci Mn2+ i ADP. Zapotrzebowanie na Mn2+ jest zwigzane prawdo-
podobnie z jego udziatlem w powstawaniu nieaktywnej formy reduktazy
azotanowej (E—CN, Ryc. 2), poniewaz stwierdzono, ze przy deficycie
Mn2+ komorki Chlorella traca zdolno$¢ do wytwarzania tej postaci re-
duktazy (73). Natomiast ADP dziata prawdopodobnie jako aktywator w
reakcji powstawania HCN z glioksalanu (72). Obecno$¢ podobnego uktadu

ik
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Ryc. 2. Powstawanie HCN z glioksalanu i hydroksyloaminy.
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enzymatycznego, zaleznego od ADP i Mn2+ stwierdzono réwniez w eks-
trakcie enzymatycznym z lisci szpinaku (74). W 1977 zaproponowano
przebieg skoordynowanej regulacji fotosyntetycznego wiaczania CO02
i redukcji azotandw przez HCN wytworzony na tej drodze (71) (Hyc. 3).
Schemat ten opiera sie na nastepujacych danych doswiadczalnych:

cykl Calwina \
RuBP

\m \ /o:

fotooddychanie

co,
~—— aminokwasy NH:
/ co0™
/' N EHyom
= 2
coo
NO2. + I /
\ /NAD HC=0
reduktaza
not-nown uc =NOH
NADH
NO; \ /k
L-eyo
H,l
'.' o
H(I: —CX HCNH,
O=N COOH
cyjanogen £ -cyiancalanins
5 ~—L-asp m'l,/

Ryc. 3. Przebieg regulacji asymilacji azotanéw przez HCN.

1) Inaktywacja reduktazy azotanowej u Chlorella vulgafis jest stymu-
lowana in vivo przez 02 a hamowana przez CO02 i azotany; zaréwno
efekt 02 jak i CO2azotan zaleza od S$wiatta. Te same czynniki,
ktére powodujg inaktywacje reduktazy azotanowej, tzn. $wiatlo o wyso-
kiej intensywnosci w pofaczeniu z wysokim stezeniem tlenu i niskim
C02 zwiekszajg wytwarzanie HCN przez Chlorella (73).

2) Tlen hamuje fotosyntetyczne wigczanie C02 (75).

3) Karboksylaza 1,5-bis-fosforanu rybulozy moze dziata¢ jako karbo-
ksylaza lub jako oksygenaza (76). Wysokie stezenie tlenu i niskie C02
powoduje, ze z 1,5-bis-fosforanu rybulozy, ktéry gromadzi sie dzieki na-
Swietlaniu $wiattem o wysokiej intensywnosci, powstaje fosfoglikolan.



[9] ROLA ZWIAZKOW CYJANOGENNYCH 235

Fosfoglikolan ulega przeksztatceniu w glikolan, ktory z kolei jest utle-
niany do glioksalanu, jednego z substratbw w reakcji, w ktérej powstaje
HCN. Tak wiec powstajagcy HCN moze inaktywowaé reduktaze azotano-
wa w warunkach, kiedy jest niedostatek zwigzkéw wegla, bedacych ak-
ceptorami NH3 Przedstawiony schemat regulacji ten dostarcza réwniez
racjonalnych przestanek, Swiadczgcych o mozliwosci regulacji reduktazy
azotanowej przez HCN in vivo.

VI. Uwagi koncowe

Przedstawione w artykule dane pozwalajg na wyciggniecie dwoch za-
sadniczych wnioskéw dotyczacych roli cyjanowodoru i zwigzkéw cyjano-
gennych w roélinie:

1) Zdolno$¢ do ich syntezy i przemian wystepuje powszechnie, aczkol-
wiek w wielu przypadkach jest bardzo ograniczona. Nieuzasadnionym oka-
zat sie poglad, ze zwiazki cyjanogenne sg statycznymi, koncowymi produk-
tami metabolizmu, a takze wysoce dyskusyjnym wydaje sie ich traktowa-
nie jako typowych metabolitdw wtdrnych.

2) Przy rozwazaniach dotyczacych funkcji zwiazkéw cyjanogennych
i HCN nalezy uwzgledni¢ fakt, ze poziom ich w ros$linach waha sie od
ilosci $ladowych do kilku procent suchej masy i rozwazania na temat
funkcji obronnych HCN lub jako metabolitu majg sens tylko w tych

synteza innych
zwigzkéw azotowych obrona roslin

cyjanogennych
\ przed roslinozercami
synteza i patogenami

aminokwaséw

s SR

asymilacja

hamowanie /
reduktazy azotanowej aktywacja proteaz,
st I , uruch i
n;orw biatkowych
hamowanie
oksydazy
obnizenie

cytochromowej

hamowanie destrukcji
:?'xplomu fitochromu Pfr
indukcja
\lltomntywnoi drogi
transportu elektronow

hamowani« katalizy,
zwiekszania poziomu NADP/
stymulacja cyklu pentozofosforanowago

Ryc. 4. Funkcje HCN w ro$linach wyzszych.
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przypadkach, gdzie zwigzki cyjanogenne wystepuja w wysokich steze-
niach. Natomiast w przypadkach gdzie HCN wystepuje w ilosciach $la-
dowych, mozna rozwaza¢ jego dziatanie regulacyjne.

Schemat na ryc. 4 stanowi probe podsumowania dotychczas uzyska-
nych danych dotyczacych roli fizjologicznej cyjanowodoru w ros$linach
cyjanogennych. W schemacie wyrdzniono funkcje ,,metaboliczne” (gérna
czes¢ rysunku) i funkcje regulacyjne (dolna cze$¢). Systematyczne bada-
nia nad rolg biologiczng cyjanowodoru i zwigzkéw cyjanogennych roz-
poczeto dopiero w ostatnich latach, totez nalezy mie¢ nadzieje, ze w nie-
dtugim czasie schemat ten bedzie mozna znacznie wzbogacic.

Zaakceptowano do druku 15.12.1982
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SPRAWOZDANIE

Miedzynarodowa Szkota Letnia Biologii Molekularnej i Komdrkowej

Spetsai, Grecja, 30.08—11.09.1982

W dniach od 30 sierpnia — 11 wrze$nia 1982 r. na greckiej wyspie Spetsai
odbyto sie kolejne spotkanie miodych biochemikéw w Letniej Szkole Biologii
Molekularnej pod patronatem FEBS i EMBO. W skiad komitetu organizacyjnego
tegorocznego zjazdu weszli: M. Grunberg-Manago (Francja), A. L. Haenni (Fran-
cja), E. N. Brody (Francja) i A. E. Evankelopoulos (Grecja). W szkole uczestniczyto
ok. 150 os6b. Najliczniej reprezentowane byly: Francja, RFN, Anglia i USA.
Delegacja polska liczyta 4 osoby.

Program szkolenia, na ktéry ztozyto sie 40 godzin wykitadéw monograficznych
i dwie sesje posterowe, obejmowat szeroki wachlarz zagadnien zwigzanych z regu-
lacjg ekspresji genéw u organizméw pro- i eukariotycznych. Obszerng problematy-
ke zjazdu mozna podzieli¢ na kilka zasadniczych grup tematycznych:
1 Transkrypcyjna, translacyjna oraz metaboliczna kontrola wybranych operonéw
bakteryjnych. _
2. Struktura i funkcja genow oraz dojrzewanie eukariotycznych RNA.
3. Komponenty aparatu translacyjnego oraz mechanizmy regulacji biosyntezy
biatka.
4. Regulacja rozwoju wiruséw roslinnych i zwierzecych.
5. Ro6znicowanie komoérkowe.

Poszczegdlnym wyktadom czy tez grupom tematycznym towarzyszyly ozywione
dyskusje, odbywajgce sie najczesciej w plenerze malowniczej wyspy.

Regulacja ekspresji gendéw u prokariontow analizowana byta na przyktadzie
kilku charakterystycznych operonéw. Szeroko dyskutowano nowy model kaskado-
wej regulacji operonéw wigzania azotu u Klebsiella pneumoniae zaprezentowany
przez R. A. Dixon’a (Anglia). W regulacji syntezy nitrogenazy, kluczowego enzymu
w wigzaniu azotu, zaangazowanych jest 17 genow (geny nif). Geny te naleza
do przynajmniej siedmiu jednostek transkrypcyjnych i podlegajg skoordynowanej
kontroli. W regulacji zaangazowane sa geny regulatorowe nif L i nif A, ktorych
produkty wptywajg na aktywacje (nif A) badz represje (nif L) transkrypcji innych
operonéw nif. Ponadto eksrepsja genéw nif podlega nadrzednej kontroli poprzez
produkty genéw ntr A, ntr B i ntr C zaangazowanych w regulacji poziomu azotu
w komorce. Ten ztozony model jest dobrze genetycznie udokumentowany.

Model translacyjnej regulacji transkrypcji poprzez przedwczesng terminacje
(atenuacja) zostat omowiony przez P. Blazi (Wlochy), a zagadnienia dotyczace
regulacji katabolicznych operonéw laktozy i galaktozy oraz regulonéw arabinozy
i maltozy u E. coli zreferowata A. Ullmann (Francja). Przedstawiony zostat udziat
cAMP i wigzacego go biatka (CRP Ilub CAP) w ekspresji tych operonéw. Rola
kompleksu cAMP-CRP w dalszym ciggu nie zostatla w peini wyjasniona.

Niewatpliwie najwiekszym zainteresowaniem cieszyty sie wyktady dotyczace
struktury i funkcji genéw. Zywo dyskutowany byt wyktad Ch. Weissmanna (Szwaj-
caria) dotyczacy techniki tzw. ,reversed gecetics” do badania funkcji genow.



240 SPRAWOZDANIE [2]

Technika polega na izolowaniu genéw wraz z sgsiadujgcymi fragmentami materiatu
genetycznego drogg klonowania, ich S$cisle okres$lonej modyfikacji in vitro i po-
nownym wprowadzeniu zmienionych genéw do homologicznych komorek w celu
przeprowadzenia ich funkcjonalnej analizy. Technika stosowana byla miedzy
innymi do badania regionéw promotorowych genu p-globiny i interferonu a oraz
charakterystyki miejsc wycinania intronébw w prekursorowym mRNA (3-glo-
biny.

Potaczong technike rekombinacji DNA i fuzji genéw (na przykfadzie genu
galaktokinazy z E. coli) zastosowat M. Rosenberg (USA) do badania sekwencji DNA
zaangazowanych w regulacji inicjacji badZz terminacji transkrypcji. Wiele miejsca
poswiecono charakterystyce sekwencji regionéw promotorowych uczestniczacych
w regulacji inicjacji transkrypcji genéw u eukariontéow. Odpowiednikami proka-
riotycznych sekwencji TATAATG (Pribnow-boxes) sg u Eukaryota nukleotydy uto-
zone w kolejnosci TATAAAA (Goldberg-Hogness boxes). Wykazano takze wptyw
sekwencji CAAT oraz obecno$¢ modulatoréw i innych elementéw regulujacych zlo-
kalizowanych w réznych odlegtosciach w kierunku 5' od miejsca inicjacji trans-
krypcji.

Kolejnym interesujacym problemem byt proces dojrzewania eukariotycznych
RNA. Miedzy innymi W. Keller (RFN) przedstawit nowe dane dotyczace powsta-
wania funkcjonalnych form rRNA i tRNA z ich prekursoréw. Duzym powodze-
niem cieszyt sie wykiad P. Stonimskiego (Francja) na temat dojrzewania pier-
wotnych transkryptéw genéw apocytochromu b (cob-box) i podjednostki | oksydazy
cytochromowej (OXI 3) w mitochondriach drozdzy oraz udzialu mRNA-maturaz
w wycinaniu sekwencji interweniujacych, ktére je koduja.

Zagadnienia dotyczace translacji prezentowane byty przez kilku wybitnych
specjalistow z tej dziedziny: M. Grunberg-Manago (Francja), T. Hunt (Anglia),
B. B. Clark (Dania), A. L. Haenni (Francja) i inni.

Z grupy tematycznej dotyczacej regulacji rozwoju wiruséw na szczeg6lng
uwage zastuguje wyktad D. Baltimore (USA), ktérych scharakteryzowat wirusy
onkogenne z grupy retrowiruséw oraz proces transformacji nowotworowej, w kto-
rej sa one zaangazowane. WS$rdd biatek zaangazowanych w transformacji zwra-
cajg uwage kinazy biatkowe specyficznie fosforylujace reszty tyrozynowe.

Na zakonczenie warto podkreslic, ze prowadzonym dyskusjom towarzyszyta
swobodna, przyjacielska atmosfera. Nawigzane zostaly nowe kontakty a w przy-
sztoéci mozliwosci wspdtpracy naukowej.

Teresa Jakubowicz
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Biochemisches Praktikum
«/
Red. H. P. Kleber, D. Schlee, W. Schopp, G. Fischer Verlag, Jena, 1982, stron 260

Podreczniki do praktycznego nauczania biochemii majg z reguty istotne zna-
czenie dla jednostek szkolgcych na réznym poziomie studentéw, sg jednak réwniez
przydatne dla laboratoriow badawczych zatrudniajgcych pracownikow, ktérzy
takiego szkolenia nie przeszli lub tylko w niewielkim zakresie, a majg do
czynienia z oznaczaniem sktadnikéw biologicznych, lub aktywnos$ci enzymoéw. Li-
teratura w jezyku polskim w tym zakresie jest stosunkowo bogata, poczgwszy

od ,,Praktikum z biochemii”—red. W. Brzeski i Z Kaniuga (PWRIL 1970 i 1972),
a na skrypcie wydanym centralnie w PWN pod redakcjg Prof. L. Klyszejko-Stefa-
nowicz (1980) ,,Cwiczenia z biochemii” skonczywszy. Wsréd tego typu wydaw-

nictw niematg role grajg tez liczne wewnetrzne skrypty uczelniane, przystosowa-
ne do lokalnych programoéw biochemii.

Niemniej pojawienie sie na rynku wydawniczym ksigzki ,,Biochemisches Prak-
tikum” nalezy powita¢ z zadowoleniem, gdyz kazda tego typu pozycja, a ta moze
nawet w wiekszym stopniu, wnosi nowe elementy, ktére moga by¢ wykorzystane,
zwitaszcza w dydaktyce.

Opiniowana ksigzka dzieli sie na 5 zasadniczych rozdziatow, ktore sg po-
przedzone wprowadzeniem w technike laboratoryjng i uzupeinione zakoriczeniem
zawierajacym sporzadzanie roztworéw i liczne tabele pomocnicze. Wiasciwe roz-
dziaty (od 2 do 6) obejmujg: 2— podstawy teoretyczne i metodyczne prac bio-
chemicznych, 3—rozdzielanie, izolowanie i charakterystyka sktadnikéw nisko-
czgsteczkowych, 4 —rozdzielanie i izolowanie sktadnikéw wysokoczgsteczkowych,
5 — charakterystyka i wiasciwosci funkcjonalne skiadnikéow wysokoczgsteczkowych
i 6 —metabolizm i jego regulacja. Rozdziat 2 obejmuje podstawy teoretyczne i sto-
sowane techniki w zakresie podstawowych metod laboratorium biochemicznego,
jak: oznaczanie suchej substancji, rozdrabnianie, uzyskiwanie niskich i wysokich
temperatur, wirowanie, pomiar i utrzymywanie statego pH, fotometria, badanie
enzymoéw oraz charakterystyka i badanie skltadnikéw komorki. We wszystkich
wymienionych punktach za wyjatkiem dwdéch ostatnich, ograniczono sige-do opisu
techniki i urzadzehn pomiarowych oraz teorii, natomiast w przypadku enzymow
i sktadnikéw komoérkowych podano konkretne przyktady postepowania analitycz-
nego. To samo dotyczy tez tresSci pozostatych rozdziatow, w ktérych obok podstaw
teoretycznych przytaczane sa przyktady analiz, ktére moga by¢ podstawg do kon-
struowania programéw praktikum biochemicznego. Opis kazdej metody jest przy
tym bardzo szczegétowo wypunktowany (nawet chyba przesadnie), z uwzglednieniem
zasady metody, materiatéw, toku postepowania, oceny wynikéw i uzupetnien. Kaz-
dy podrozdziat i kazda metoda jest ponadto uzupetniona literaturg, co znacznie
podnosi warto$¢ opracowania. Niestety jest stosunkowo mato c¢wiczen krétkich,
przewidzianych na 3—4 godzinne zajecia, jakie przewazaja np. w programach bio-
chemii Akademii Rolniczych, stad dla tych Uczelni moze stanowi¢ podstawe po
odpowiednich przerébkach zamieszczonych ¢wiczen. Natomiast dobrze sie nadaje
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dla jednostek dyspo(;ujacych wiekszg liczbg godzin przeznaczonych na organizowa-
nie typowego praktikum biochemicznego. Walorem ksigzki jest uwzglednienie sto-
sunkowo nowoczesnych technik, jak chromatografia powinowactwa, elektroforeza
w zelu poliakryloamidowym, charakterystyka kinetyczna dziatania enzymoéw, czy
frakcjonowanie struktur podkomodrkowych. Inng cechg wartg podkreslenia jest wy-
jasnienie licznych mechanizmoéw reakcji zwitaszcza charakterystycznych dla okres-
lonych grup zwigazkéw. Wreszcie zwraca uwage uzycie w wiekszosci ¢wiczen ma-
teriatu roslinnego, co jest stosunkowo rzadkie w poréwnaniu z liczniejszymi opra-
cowaniami tego typu np. o kierunku lekarskim.

Podsumowujgc uwazam, ze opiniowana ksigzka ma istotng warto$¢ dla labo-
ratorium naukowego i dydaktycznego i winna si¢ znalezé w ich bibliotekach.

Jerzy Kaczkowski
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PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowaé¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgce przedstawiona dziedzine z uwzglednieniem
artykutow opublikowanych w ,postepach Biochemii”. W teksScie nalezy podawaé¢ jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnos$ci ich cytowania w teks$cie. Wykaz piSmiennictwa
zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie.
Odnosniki winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych
Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IlUB) wediug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
1, np.:

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.

Cytujac wydawnictwa ksiazkowe podawa¢ nalezy kolejno: nazwisko(a), inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig
strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.:

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

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

Zakaczniki: kazdy zatlacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢
kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w teks$cie, oraz oznaczy¢ (na gorze
stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowa¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtdwki rubryk
powinny jasno opisywac¢ ich tre$§¢ zaznaczajac, z jakich (jakiej) prac(y) pochodza infor-
macje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja w kolej-
nosci ich omawiania w tekScie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na bialym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig ciensza
niz linie witasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwacé
sig skrotami. Osie wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: OO A ® 8L A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,d64” (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na oddzielnej kartce. Ozna-
czenia, ktorych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie orygi-
nalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright).
Przed wtgczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
w Postepach Biochemii nalezy zatem uzyska¢ zgode na przedruk lub wykorzystanie danych
i przedtozy¢ ja Redakcji. W razie modyfikowania rycin zaczerpnietych z opublikowanych
prac nalezy takze przedtozy¢ Redakcji do wgladu kopie oryginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczy¢ maszynopisy i ilu-
stracje przed pogieciem.
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