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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artalnik „Postępy B iochem ii’ publikuje artykuły przeglądow e  
z biochem ii i nauk pokrewnych. A rtykuły w inny obejm ować syntetyczny  
przegląd postępu w iedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podsta­
w ie piśm iennictw a z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykułu do R e­
dakcji jest równoznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była  
i nie będzie publikowana w  innym  czasopiśm ie, jeżeli zostanie ogłoszona 
w  „Postępach B iochem ii”. Autorzy artykułu odpowiadają za praw idłow ość 
i ścisłość podaw anych inform acji. A utorów  obow iązuje korekta autorska. 
K oszty zm ian tekstu w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów  drukarskich) 
ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obow iązujących stawek. 
Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek sw ego artykułu; zam ów ienia na 
dodatkow e odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

R edakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących w skazówek:
Forma m aszynopisu: m aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  

nadsyłać w  dwu egzem plarzach. M aszynopis pow inien być napisany jed ­
nostronnie, z podw ójną interlin ią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm po prawej stronie; nie m oże zaw ierać w ięcej niż 60 znaków  w  jed ­
nym  w ierszu nie w ięcej niż 30 w ierszy na stronie zgodnie z Normą 
Polską.

U kład m aszynopisu: strona okładkow a nienum erowana zaw iera im io­
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  
i angielskim , w  których pracują autorzy, adres pocztow y, na który autorzy  
życzą sobie otrzym ywać korespondencję, adres pryw atny, telefon  m iejsca  
pracy, tytu ł artykułu (w języku polskim  i angielskim ), oraz — w  prawym  
dolnym  rogu — liczbę stron, liczbę rycin, w zorów  i tabel oraz skrót 
tytułu (nie w ięcej niż 25 znaków  drukarskich).

Strona tytułow a (1) im iona (w pełnym  brzmieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), tytu ł pracy w  języku polskim  i angielskim , rzeczow y spis treści 
w  języku polskim  i angielskim , tytu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) 
m iejsce(a) pracy, w ykaz skrótów  stosow anych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu p iśm iennictw a  
w łącznie, tabele, spis rycin, w zorów  oraz tytu ły  i objaśnienia do rycin  na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały  
i podrozdziały, których tytu ły rzeczow o w inny inform ow ać o przedsta­
wianych treściach. Rzeczowy spis treści publikujem y bezpośrednio po ty ­
tu le pracy. R ozdziały num erujem y liczbam i rzym skim i, a podrozdziały 
odpowiednią rzym ską i arabską (np. 1-1.). T ytułów  podrozdziałów  nie 
w ydzielonych z tekstu nie trzeba num erować. W tekście nie należy sto­
sować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. E w entualne sugestie  
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć o łów ­
kiem  na m arginesie m aszynopisu. W przypadku um ieszczenia w  tekście  
liter alfabetu greckiego należy na m arginesie w pisać ołów kiem  ich fone­
tyczne brzm ienie. Tabele i ryciny num erujem y cyfram i arabskim i a w zory  
rzym skim i. W tekście nie należy um ieszczać żadnych tablic, rycin czy 
wzorów, lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić w olny w iersz i zaznaczyć: 
Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazw ie związku np. kw as glutam inow y (I).

R edakcja prosi autorów o zw rócenie szczególnej uw agi na popraw ­
ność językow ą tekstu a także na ścisłość i jasność sform ułow ań, un ika­
nie gw ary laboratoryjnej oraz o niew prow adzanie do tekstu tw orzonych  
doraźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich byw ają używ ane w  pracach 
obcojęzycznych.

http://rcin.org.pl



POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Postępy 
Biochemii
KWARTALNIK 1978 TOM 24 z e s z y t  4

i
W ydane z pomocą f inansow ą Postbah 24 (4)
p \ i ,• * a i _i -  K, . (42 5 -52 4 ) ( 1978)Polskie j A kadem i i  Nauk

Państwowe Wydawnictwo Naukowe

http://rcin.org.pl



RADA REDAKCYJNA

Przew odniczący:  K. Zakrzew ski (Warszawa)
Zastępca: W. A rdelt (W a rszaw a )
Sekretarz: I. Szum iel (W a rszaw a )
Członkowie: S. A ngielsk i (Gdańsk),  M. Bagdasarian (W arszawa),  M. Cho­
rąży (Gliwice),  W. D rabikow ski (Warszawa),  M. Fikus (W arszawa),  J. Gre- 
gorczyk (Szczecin), B. G rzelakow ska-Sztabert (W arszawa),  D. H ulanicka  
(Warszatya), W. Jachym czyk (W arszawa), J. K w iatkow ska (Wrocław),
S. L ew ak (Warszawa),  W. M ejbaum -K atzenellenbogen (W rocław), A. L e- 
gocki (Poznań), A. M oraw iecki (Wrocław), J. P aw ełk iew icz (Poznań), 
K. R aczyńska-B ojanow ska (Warszawa),  Z. Z ielińska (W arszawa)

REDAKTOR NACZELNY 
Z. Z ielińska

ZASTĘPCA REDAKTORA NACZELNEGO 
D. H ulanicka

SEKRETARZ REDAKCJI 
M. B alińska

CZŁONKOWIE REDAKCJI: B. Czartoryska (Warszawa),  E. Czuryło 
(Warszawa),  J. Skangiel-K ram ska (Warszawa),  J. Zborowski (W arszawa)

Adres Redakcji
P olsk ie Tow arzystw o B iochem iczne  
ul. Freta 16, 00-227 W arszawa

PAŃSTWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE — WARSZAWA 1978

N akład 2.260 (2.155+105) Oddano do składania 11.VII.78

Ark. w yd. 7,75, ark. druk. 6,25 Podpisano do druku w listopadzie 1978 r.

Pap. druk. sat. kl. IV, 70 g, 70X100 Druk ukończono w listopadzie 1973 r.

Zam. nr 1012/78 S-86 Cena zł 20,—

Drukarnia im. R ew olucji Październikow ej, W arszawa

http://rcin.org.pl



W dwudziestopięciolecie Acta Biochimica Polonica 
i w dwudziestopięciolecie pracy redaktorskiej —

Profesor Dr Irenie Mochnackiej

serdeczne gratulacje, wyrazy uznania i wdzięczności

składa

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

25 lat Acta Biochimica Polonica

W roku bieżącym ukazują się kolejne numery dwudziestego piątego 
tomu Acta Biochimica Polonica. Dwudziestopięciolecie pisma jest jedno­
cześnie jubileuszem pracy redaktorskiej profesor Ireny Mochnackiej, 
wszystkie^ bowiem tomy Acta tj. około 1500 prac przeszło przez Jej 
redaktorską tekę.

W biochemii w ostatnim ćwierćwieczu dokonano odkryć o doniosłej 
wadze, jak rozszyfrowanie kodu genetycznego, określenie sekwencji skład­
ników białek i kwasów nukleinowych, ich synteza in vitro, poznanie 
wielu szlaków biosyntezy, zbadanie ich regulacji i ingerencja w ich prze­
bieg, zasadnicze odkrycia w bioenergetyce, immunologii i neurochemii. 
Acta Biochimica Polonica, podobnie jak inne czasopisma biochemiczne, 
są odbiciem postępu w biochemii, a także zmian zachodzących w sposobie 
przedstawiania danych eksperymentalnych. Jednocześnie Acta obrazują 
szkolenie polskiej kadry biochemicznej po wojnie i stopniowe wyposa­
żenie laboratoriów w aparaturę i odczynniki. Acta stanowią zatem jak 
gdyby kronikę tworzących się po wojnie zespołów badawczych i rozwoju 
indywidualnych badaczy.

W roku 1953 utworzenie polskiego czasopisma biochemicznego uznano 
ogólnie za konieczne. Na 13-tym posiedzeniu Komitetu Biochemii i Bio­
fizyki PAN w dniu 6 września 1953 r. zapadła decyzja wydawania Acta 
Biochimica Polonica jako kwartalnika aby umożliwić polskim bioche­
mikom drukowanie prac doświadczalnych. Powstanie pisma zostało 
zaakceptowane przez Wydział II PAN w dniu 2 lutego 1954 roku, a 20 mar­
ca tego roku powołano pierwszy Komitet Redakcyjny w składzie: przewod­
niczący— firof. dr Ignacy Reifer, zastępca — prof, dr Włodzimierz Mo- 
zołowski, sekretarz — prof, dr Irena Mochnacka. Rozesłano listy zawia­
damiające o rozpoczęciu wydawania czasopisma oraz informacje dla
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428 25 L A T  A C T A  BI OCHI M.  POL. [2]

autorów. 10 maja 1954 r. pierwszy zeszyt pierwszego tomu Acta Biochi- 
mica Polonica opuścił drukarnię w nakładzie 700 egzemplarzy.

Od 1 listopada 1956 roku funkcję Redaktora Naczelnego Acta Bio- 
chimica Polonica objął profesor Włodzimierz Mozołowski, który przez 
12 lat redagował pismo wraz z profesor Ireną Mochnacką. W roku 1957 
członkiem Redakcji był także profesor Tadeusz Korzybski. Z upływem 
lat ciężar spraw redaktorskich coraz bardziej przesuwał się na profesor 
Mochnacką, która na skutek choroby profesora Mozołowskiego przez 
kilka lat przed formalnym, w 1968 roku, objęciem funkcji Naczelnego 
Redaktora praktycznie sama prowadziła pismo i do chwili obecnej jest 
jego Naczelnym Redaktorem.

Z zachowanych materiałów archiwalnych i wspomnień wyłania się 
cały ogrom trudności merytorycznych, organizacyjnych i technicznych. 
Komitet Redakcyjny zdawał sobie sprawę, że rozwijająca się polska bio­
chemia stawia przed Redakcją specjalne zadania. W pierwszym okresie 
istnienia pisma Acta miały stać się „nie tylko przeglądem dokonanych 
wyników ale i szkołą pisania prac eksperymentalnych, a także i w yko­
nywania tych prac” (W. Mozołowski, rozważania redaktorskie; 1954). 
Przyjęcie takich zadań sprawiło, że Komitet Redakcyjny pełnił rolę re­
daktorów, recenzentów i naukowych opiekunów niektórych prac. Każda 
praca była szczegółowo analizowana: sprawdzano obliczenia, sugerowano 
uzupełnienia doświadczeń, proponowano zmiany w przedstawianiu do­
kumentacji i dyskusji, wreszcie przeredagowywano niektóre prace. Uczo­
no i wyjaśniano.

W pierwszych latach istnienia pisma duszą Redakcji był profesor 
Mozołowski. ,,Proszę Pana o przerobienie pracy zgodnie z moimi radami. 
Z pewnością będzie to Pana kosztowało wiele trudu, ale nauczy Pana 
pisania prac doświadczalnych, co nie jest rzeczą łatwą. Taką przerobioną 
(i to gruntownie) pracę chciałbym otrzymać od Pana do oceny”. „Niech 
Pani przeczyta moje uwagi 2— 3 razy. Proszę mi wierzyć, że bardzo będę 
się cieszyć, jeżeli udałoby się Pani mnie przekonać, że moje zastrzeżenia 
są niesłuszne” (z listów profesora Mozołowskiego do autorów).

Do Redakcji nadchodziły listy ze słowami wdzięczności i uznania, ale 
czasem także inne pełne urazy i zniecierpliwienia. Praca nad utrzym a­
niem poziomu Acta była niełatwa. Pochłaniała czas odpoczynku i nie 
zawsze znajdowała zrozumienie nawet wśród członków Rady Redakcyj­
nej. Jednocześnie redaktorzy usprawniali swój warsztat redaktorski, dy­
skutując szeroko na tem at granic odpowiedzialności autora i redakcji, 
precyzując swoje wymagnia. W dyskusjach merytorycznych brał bardzo 
czynny udział profesor Józef Heller, pełniący wówczas funkcję przewod­
niczącego Komitetu Biochemii i Biofizyki PAN. Między Gdańskiem 
a Warszawą krążyły prace i listy omawiające szczegóły prac. Profesor 
Heller spełniał jednocześnie rolę ambasadora redakcji, dokładając starań, 
aby teka redaktorska była pełna i aby sprawy organizacyjne i admini­
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stracyjne szły sprawniej. Te jednak przysparzały wielu kłopotów. Re­
dakcja nie dysponowała etatem sekretarza technicznego. W czynnościach 
adm inistracyjnych i technicznych pomagali ludzie, dla których praca 
w Acta Biochimica Polonica była dodatkowa i marginalna wobec ich 
podstawowych zajęć służbowych. Sytuacja uległa istotnej poprawie gdy 
prace pomocnicze przejęła p. Renata Majewska — sekretarz redakcji serii 
biologicznej Biuletynu PAN. Cały jednak ciężar i odpowiedzialność za 
sprawy techniczne od początku spoczywały na profesor Mochnackiej. 
Mozolne sprawdzanie odnośników literaturowych, troska o właściwą for­
mę przedstawienia wyników dodatkowo obarczały jej pracę redaktorską. 
Fundusze na opłatę druku czasopisma nie zawsze wpływały w terminie. 
Anegdotą z dziejów pisma jest opowiadanie o zbiórce pieniędzy na „wy­
kupienie” numeru z drukarni, zwróconych później przez PWN. Niejedno­
krotnie Redaktorzy sięgali do własnych kieszeni, aby opłacić różne usługi 
dla Acta.

Na przełomie lat sześćdziesiątych zaszły istotne zmiany ważne dla 
pisma. Już w tomach 4, 5, 6 i 7-mym pojawiają się prace w języku an­
gielskim, a od roku 1961 obowiązującym językiem czasopisma jest język 
angielski. National Sciences Foundation finansuje tłumaczenia prac wy­
danych w języku polskim we wcześniejszych tomach. Prace polskie stają 
się w ten sposób dostępne ogółowi biochemików. Krzepnie polska bio­
chemia i krzepnie jej pismo. To jednak zwiększa obowiązki redaktorów: 
właściwe, poprawne tłumaczenie na język angielski i dalsze podnosze­
nie poziomu pisma. Coraz więcej czasu staje się potrzebne na przygoto­
wanie materiału do druku. ,, W y da je się, że słusznie przeszliśmy na język  
angielski i naprawdę wierzę, że to, co teraz robię wielokrotnie się zwróci. 
Ci z młodych, którzy są dobrzy, nauczą się szybko, szybciej niż przy­
puszczamy. Nie uważam tej mojej pracy za zmarnowaną i niepotrzebną” 
(z listów redakcyjnych profesor Mochnackiej; 1961).

W roku 1961 rozpoczęła pracę w Redakcji p. Anna Olszańska, która 
w krótkim czasie staje się bardzo bliską współpracowniczką profesor 
Mochnackiej i zostaje wprowadzona nie tylko w sprawy techniczne, ale 
i redakcyjne pisma. Wielki wkład pracy, inteligencja i ogromne oddanie 
sprawom Acta sprawiły, że udział p. Olszańskiej w pracach redaktorskich 
jest zawsze bardzo żywy. Autorzy wiele zawdzięczają jej niezwykłej do­
kładności, dbałości i staranności.

Współpracownikami profesor Mochnackiej w Redakcji Acta była 
w latach 1968—1971 doc. dr K. Bełżecka, a od roku 1971 do chwili obec­
nej jest doc. dr K. Raczyńska-Bojanowska. Od roku 1978 członkiem Re­
dakcji jest również profesor T. Chojnacki. Profesor Mochnacka nadal 
uczy jak pisać prace doświadczalne, uczy jasnego, precyzyjnego wyra­
żania myśli, służy swym doświadczeniem biochemikom starszego i młod­
szego pokolenia. Nadal w pracach polskich biochemików jest Jej anoni­
mowy wkład. Jej dokładność, dociekliwość i sumienność w pracy redak­
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torskiej jest wzorem dla współpracowników. Jej także niewątpliwą 
zasługą jest przyjęcie Acta Biochimica Polonica do międzynarodowej 
unii czasopism biochemicznych i sprawienie, że czasopismo to zawiera 
prace często cytowane w piśmiennictwie biochemicznym.

W uznaniu wybitnych zasług dla rozwoju polskiej biochemii oraz 
w wychowaniu młodej kadry biochemicznej Polskie Towarzystwo Bio­
chemiczne nadało Redaktorom Acta Biochimica Polonica: profesorowi 
Mozołowskiemu i profesor Mochnackiej godność Członków Honorowych 
Towarzystwa.

K. Raczyńska-Bojanowska
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ZOFIA KILIAŃSKA *>, LEOKADIA KŁYSZEJKO-STEFANOWICZ **>

M atrik s  jąd row a 

Nuclear Matrix

Spis treści  

Wstęp
I. M etody izolow ania m atriks jądrow ej
II. W łaściw ości fizykochem iczne m atriks jądrow ej
III. R ola biologiczna m atriks jądrow ej
IV. U w agi końcow e

Contents

Introduction
I. Preparation of nuclear m atrix
II. P hysica l and chem ical properties of nuclear m atrix
III. B iological role of nuclear m atrix
IV. Concluding remarks

Matriks jądrowa przedstawia sobą białkowy szkielet wewnątrzjądro- 
wy utrzym ujący sferyczny kształt jądra komórkowego. Ten zrąb jądro­
wy, zasocjowany z niewielką ilością kwasów nukleinowych i fosfolipi­
dów, jest odporny na działanie soli o wysokich stężeniach (1,4 M, 2 M 
NaCl), detergentów, a także na atak enzymów nukleolitycznych. Z kolei, 
działanie enzymów proteolitycznych (trypsyna, pronaza, pepsyna) jest 
powodem zupełnego zniszczenia tej podstruktury jądrowej.

Resztkowe białka jądrowe wyizolowali w 1947 r. M i r s k y  i R i s
(1) z jąder komórkowych grasicy cielęcia pochodzące z tzw. „resztkowych 
chromosomów”. Tę podjednostkę strukturalną jąder otrzymano przez ich 
wyczerpującą ekstrakcję za pomocą 0,14 M i 2M  roztworów NaCl. W kil—

Dr, **) Prof. dr hab., Instytut B iochem ii i B io fizyk i, U n iw ersytet Łódzki, ul. B ana­
cha 12/16, 90-237 Łódź.

W ykaz stosow anych  skrótów : SDS — siarczan dodecylu  sodu; EDTA — etylenodw uam ino-  
czterooctan; RNP — rybonukleoproteina.
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ka lat później resztkowe białka jądrowe badano w mikroskopie elek­
tronowym (2). Jądra komórkowe wątroby, śledziony i g rasicy  cielęcia 
po ekstrakcji roztworami rozcieńczonych soli, kwasów, niejonowych 
detergentów oraz 1 M NaCl przypominały gąbczastą siateczkę złożoną 
głównie z osłonki jądrowej i jąderek (2). Siateczkę wewnątrzjądrową roz­
ciągającą się od jąderek do osłonki jądrowej opisali w kilka lat później 
G e o r g i e v  (3), Z b a r s k i j  i wsp. (4—8), B u s c h  i wsp. (9,10). 
Siateczka ta o charakterze rybonukleoproteidowym wykazywała obec­
ność osłonek jądrowych, jąderek oraz tzw, „resztkowych chromosomów”.

Matriks jądrową opisano po raz pierwszy w 1974 r. (11) i udowodnio­
no jej istnienie na drodze cytologicznej i biochemicznej. Zastosowanie 
różnych sposobów barwienia preparatów mikroskopowych jąder komór­
kowych wątroby szczura oraz struktur pozostających po ekstrakcjach 
roztworami soli, detergentów oraz po działaniu DN-azą i RN-azą pozwo­
liło ujawnić m ateriał o charakterze niechromatynowym. Działanie po­
wyższych czynników nie wpływano na zmianę kształtu jądra komórko­
wego.

Wnikliwe badania (12) m atriks jądrowej wątroby myszy w mikro­
skopie elektronowym potwierdzają w niej obecność lipoproteinowych 
(głównie) kompleksów por osłonki wraz z blaszką (lamina) na wewnętrz­
nej powierzchni osłonki (nuclear pore complex, por. B u s c h  (13)), włó- 
kienek jąderkowych i tzw. wewnątrzkomórkowej matriks.

Białka budujące matriks, głównie białka niehistonowe, wykazują bu­
dowę włókienkową, które to włókienka ( 0  20—30 A) mogą asocjować 
tworząc grubsze włókna dochodzące do 100—300 A średnicy.

O ile stwierdzenie obecności matriks po działaniu na jądra roztworami 
soli, detergentów, czy enzymami może budzić pewne obawy co do jej 
rodzimego charakteru, o tyle opisany ostatnio przez G h o,s h a i wsp.
(14) test cytologiczny wskazujący na istnienie tej podjednostki jądrowej 
nie budzi zastrzeżeń. W celu wykazania i scharakteryzowania matriks 
wykorzystali oni zjawisko szybkiej kontrakcji chromatyny wywołanej 
działaniem a-amanityny (50 p-g/cm3 zawiesiny) m.in. w hodowlach ko­
mórek HeLa.

Matriks jądrowa stanowi agregat delikatnych włókien pozachroma- 
tynowych o grubości 50—60 A z przyczepionymi do nich ziarnistościami
0 średnicy około 150 A. Siateczka ta wykazuje ujem ny odczyn Feulgena
1 barwi się bardzo słabo błękitem toluidynowym. Zdjęcia z mikroskopu 
elektronowego wykluczają w niej obecność jąderek. Intensywne traw ie­
nie matriks za pomocą pepsyny (2 mg/cm3, 0,02 N HC1, 37°C, 3 godz) 
potwierdza w niej obecność kwaśnych białek jądrowych. Na uwagę za­
sługuje zgodność średnicy włókienek m atriks (50—60 A), zbudowanych 
głównie z kwaśnych białek jądrowych, z doniesieniem K a y e’ a i wsp.
(15) o istnieniu włókienek białek niehistonowych o średnicy 50 A w nie-
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chromatynowych centrach jąder komórkowych spermatyd świerszcza 
domowego.

Należy podkreślić, że zdefiniowanie pojęcia struktury  jądrowej, jaką 
jest m atriks nastręcza wciąż trudności wynikające często z subtelnych 
różnic, które badacze obserwują w jądrach różnego pochodzenia po sze­
regu ekstrakcjach i trawieniach (por. rozdz. I), a także z powodu braku 
techniki, która jednoznacznie pozwoliłaby otrzymać tę właśnie strukturę.

Dość powszechnie stosowana metoda izolowania matriks z jąder ko­
mórkowych wątroby, opracowana przez B e r e z n e y ’ a i C o f f e y ’ a
(11), nie okazała się np. przydatna do uzyskania jej z komórek HeLa (16). 
Sprawą wciąż otwartą pozostaje obecność w matriks elementów pocho­
dzących z jąderek czy osłonek jądrowych.

I. M etody izolowania matriks jądrowej

Ogólną zasadą izolowania m atriks jest usunięcie z jąder komórko­
wych składników chromatyny i fosfolipidów za pomocą wielokrotnych 
ekstrakcji i trawienia enzymatycznego.

B e - r e z n e y  i C o f f e y  (11) wykorzystali fakt, że większość DNA 
(ok. 75%) można usunąć z jąder przez zmniejszenie stężenia chlorku 
magnezowego (z 5 mM do 0,2 mM) w zawiesinie jądrowej. Jądra komór­
kowe przemywano 2-krotnie 10 mM roztworem Tris-HCl (pH 7,4) zawie­
rającym 5 mM MgCl2, a następnie ekstrahowano 2-krotnie roztworem
0,2 mM MgCl2 w 10 mM Tris-HCl (pH 7,4; 10 min) z odwirowaniem przy 
780 x g przez 20 minut. Jądra pozbawione przeważającej części DNA 
ekstrahowano 3-krotnie (10 min) roztworem 2 M NaCl — 0,2 mM MgCl2 
w 10 mM Tris-HCl (pH 7,4) z następczym wirowaniem przy 780 x g przez 
40 minut. Na tym etapie zostaje usunięte około 90°/o jądrowego DNA. 
Pozostałość jądrową przemywano 2-krotnie (10 min) roztworem zawiera­
jącym l°/o Triton X-100 i 5 mM MgCl2 w 10 mM Tris-HCl (pH 7,4) od­
wirowując każdorazowo przy 780 x g przez 20 minut. Osad przemytych 
jąder poddawano trawieniu enzymami nukleolitycznymi [22°C, 1 godz., 
trzustkowa DN-aza I i RN-aza 200 ixg/cm3 zawiesiny jądrowej w układzie 
5 mM MgCl2 w 10 mM Tris-HCl (pH 7,4)]. Zawiesinę odwirowywano 
i przemywano 2-krotnie roztworem 5 mM MgCl2 w 10 mM Tris-HCl 
(pH 7,4). Otrzymane w powyższy sposób preparaty matriks były prak­
tycznie pozbawione elementów chromatynowych i błoniastych.

Późniejsze metody (17, 18, 20) stanowiły właściwie modyfikacje tech­
niki opisanej powyżej, a zmierzały do wyizolowania siateczki rybonu- 
kleoproteidowej, czy kompleksów por osłonek jądrowych, jako struktur 
prawdopodobnie odpowiadających m atriks jądrowej.

W 1977 r H o d g e  i wsp. (16) otrzymali matriks jądrową z komórek 
HeLa S3, stosując jako etap wstępny usunięcie fosfolipidów za pomocą
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mieszaniny detergentów: Tween 40 — dezoksycholan sodu. Jądra komór­
kowe zawieszano w mieszaninie Tween — dezoksycholan (1:40 rozcień­
czenie roztworu podstawowego zawierającego 2 objętości 10°/o Tween 
40 i 1 objętość 10% dezoksycholanu sodu) i krótko mieszano (30 sek), po 
czym wirowano przy 200 x g przez 3 minuty. Następnie osad jąder prze­
mywano roztworem — 0,01 M NaCl w 1,5 mM MgCl2 w 0,01 M Tris-HCl 
(pH 7,2) i zawieszano energicznie w roztworze o wyższej sile jonowej, 
tj. 0,5 M NaCl i 50 mM MgCl2 w Tris-HCl (pH 7,4) i poddawano traw ie­
niu za pomocą DN-azy I (50 M.g/cm3, 37°C, 30—60 min). Zawiesinę po in­
kubacji odwirowywano przy 600 x g przez 10 minut i ponownie inkubo- 
wano w układzie: 0,01 M NaCl — 0,01 M dwutiotreitol — 0,01 M EDTA —
0,01 M Tris-HCl (pH 7,4). Po inkubacji preparaty matriks odwirowywano 
i oczyszczano stosując wirowanie przez skokowy gradient sacharozy (na 
60°/o roztwór sacharozy nawarstwiano roztwory sacharozy o gęstości 1,20,
1,18 i 1,16 g/cm3). Matriks jądrowa otrzymana według powyżej przedsta­
wionej metody nie wykazywała aktywności następujących enzymów: 
glukozo-6-fosfatazy, (5-N-acetyloglukozoaminidazy araz ATP-azy wrażli­
wej na ouabainę.

Tabela 1

Skład chemiczny jąder komórkowych i matriks jądrowej wątroby szczura (11) i orzęska
Tetrahymena pyriformis (20)

Frakcja

Białka * Fosfolipidy* DNA* RNA*

% .

% odzysku 
jąder ko­
mórko­
wych

V/O

% odzysku 
jąder ko­

mórko­
wych

V/o

% odzysku 
jąder ko­

mórko­
wych

%

% odzysku I 
jąder ko­

mórko­
wych

W ą t r o b a  s z c z u r a * *  (11)

Jądra ko­
mórkowe 62,7 100 2,7 100 31,2 100 3,5 100

Matriks
jądrowa 98,2 12 0,5 2,6 0,10 0,03 1,2 2,6

Tetrahymena pyriformis*** (20)

Makro-
nukleus 58,5 100 2,2 100 30,6 100 8,7 100

Matriks
jądrowa 96,8 15 1,4 7,0 1,0 0,3 0,8 7,0 '

* %  b ia łka  +  % fosfo lip idów  +  %  D N A  +  % R N A  =  100% 
** średn ia  w arto ść  z 6 oddzielnych  p rep ara tó w  

*** średn ia  w arto ść  z 5 oddzielnych  p repara tów
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II. W łaściwości fizykochem iczne matriks jądrowej

W zależności od sposobu izolowania (11, 16, 18) siateczka matriks ją­
drowej wykazuje pewne rozbieżności w jej składzie chemicznym. Wy­
pływa to z różnej w niej ilości elementów pochodzenia błonowego czy 
jąderkowego. W matriks jądrowej wątroby szczura otrzymanej według 
najczęściej stosowanej metody B e r e z n e y ’ a i C o f f e y ’ a (11) nie 
wykryto praktycznie składników pochodzenia błonowego; zawiera ona 
głównie białka oraz niewielki odsetek fosfolipidów i kwasów nukleino­
wych (Tabela 1).

Duże podobieństwo w składzie chemicznym z analogicznymi pod- 
strukturam i organizmów stojących na wysokim szczeblu rozwoju ewo-

R yc. 1. W ykresy densytom etryczne rozdziału w  żelu  poliakryloam idow ym  z SDS  
białek  m atriks jądrowej (A) i całości b iałek jądrow ych (B) wątroby szczura w  10°/o 
żelu  poliakryloam idow ym  zaw ierającym  SDS (11).
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lucyjnego (szczur) wykazują preparaty matriks izolowane z makronu- 
kleus orzęsków Tetrahymena pyriformis (20) (Tabela 1).

Białka matriks stanowią aż 12—15% całości białek jądrowych [w póź­
niejszych pracach badacze notują tę wartość poniżej 10% (19)] i składają 
się głównie z białek niehistonowych (11, 12, 14, 16, 19, 20). Analiza składu 
aminokwasowego białkowej frakcji matriks wątroby szczura potwierdzi­
ła (21) ich kwasowy charakter (stosunek aminokwasów kwaśnych do za­
sadowych =  1,46). Wyniki elektroforezy w żelu poliakryloamidowym 
zawierającym SDS pozwolają wnioskować, że w tej podjednostce struk­
turalnej jądra występują polipeptydy o wyższej masie cząsteczkowej, 
przy czym 3 z nich w zakresie mas od 60 000 do 70 000 daltonów stanowią 
główny odsetek (Ryc. 1) obok nielicznych niskocząsteczkowych frakcji. 
Porównanie wykresów rozdziału ogółu białek jądrowych (Ryc. IB) 
z białkami pochodzącymi z matriks (Ryc. 1A) wyklucza w tych ostatnich 
obecność histonów (11).

Daleko posuniętą zbieżność obrazu elektroforetycznego wysokoczą- 
steczkowych frakcji zaobserwowano w białkach kompleksów porowych 
osłonki jądrowej — blaszka wątroby szczura [66 000, 68 000 i 69 000 dal­
tonów, (17)], a także w białkach matriks wątroby myszy [65 000, 67 000 
i 68 000 daltonów (12)].

Dość istotne różnice w składzie chemicznym i obrazie elektrofore- 
tycznym zostały opisane przez 'H o d g e’a i wsp. (16) dla m atriks komó­
rek HeLa. Otrzymane przez nich preparaty matriks zawierały 87% 
białka, 11,8% fosfolipidów, 1,1% DNA i 0,05% RNA. Intensywna eks­
trakcja otrzymanych struktur 2% roztworem Tritonu X-100 usuwała 
tylko część (ok. 45%) fosfolipidów. Przypuszczalnie osłonki jądrowe ko­
mórek HeLa są mniej wrażliwe na działanie detergentów. Fosfolipidy 
w preparatach matriks pochodzą głównie z wewnętrznej osłonki jądro­
wej.

Rozdział elektroforetyczny w żelu poliakryloamidowym z SDS bia­
łek matriks z komórek HeLa techniką wysokorozdzielczej gradientowej 
elektroforezy płytkowej pozwala zaobserwować znaczną niejednorodność 
tych białek; 30—35 frakcji o masach cząsteczkowych około 14 000 do 
200 000 daltonów. Główne frakcje wykazywały masę w zakresach od 
14 000—18 000 oraz 45 000—75 000 daltonów. Obraz e'lektroforetyczny 
tych białek nie ulegał zmianie przy intensywnej redukcji (5% (3-mer- 
kaptoetanol). Z kolei, elektroforeza w żelu poliakryloamidowym z SDS 
(w rurkach) białek matriks jądrowej izolowanych z hodowli komórek 
HeLa znakowanych mieszaniną [3H]-aminokwasów wykazała znaczny 
stopień włączania piętna we frakcje o masach cząsteczkowych w zakresie 
50 000—75 000 i 90 000—130 000 daltonów (Ryc. 2A). Na uwagę zasługuje 
występowanie w strukturze matriks glikopeptydów. Okazało się miano­
wicie, że preparaty matriks izdlowane z komórek HeLa znakowanych 
[3H]-glukozaminą miały aż 85% radioaktywności. Ta radioaktywność
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170 x103 3 0 x103 35*103 25 x103

t-V^i .
80 —*- +

Ryc. 2. W ykresy densytom etryczne rozdziału w  żelu poliakryloam idow ym  z SDS bia­
łek m atriks jądrowej kom órek HeLa izolowanych z hodow li uprzednio znakowanych  
roztw orem  *PH ]-am inokwasów (5 |iiCi/cm3, A), bądź [3H ]-glukozam iną (5 j.iCi/cm3, 
B) (16).

była związana z polipeptydami o masie cząsteczkowej powyżej 50 000 
daltonów Ryc. 2B).

Sprawą sporną pozostaje obecność histonów w m atriks jądrowej. We­
dług H o d g e’a i wsp. (16) białka o masie 14 000—18 000 daltonów wę­
drujące w żelu poliakryloamidowym reprezentują histony. Przemawia 
za tym  możliwość ich eskstrakcji roztworami 0,25 N HC1, 0,3 M MgCl2 
czy 0,3 M KC1, a także wybiórcze znakowanie zasadowymi aminokwasami 
w fazie S cyklu komórkowego. Jednakże w świetle przedstawionych po­
wyżej prac, a szczególnie doświadczeń z kontrakcją materiału chromaty- 
nowego za pomocą a-am anityny (14) wydaje się, że m atriks komórek 
HeLa posiada zanieczyszczenia nićmi chromatynowymi.

Porównanie elektroferogramów białek m atriks izolowanych z jąder 
komórek HeLa z kolejnych faz cyklu mitotycznego (wczesna faza G,, 
środkowa S i późna S(G2)) i analogicznych białek pochodzących z komórek
o niezsynchronizowanym podziale komórkowym wykazuje wiele zbież­
ności między nimi, chociaż obserwuje się różną zdolność barwienia poli- 
peptydów o masach cząsteczkowych od 45 000 do 75 000 daltonów. Poli-
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peptydy o masie cząsteczkowej 49 000, 53 000 i 57 000 z matriks jądrowej 
komórek HeLa pozostających w fazie S posiadają wysokie powinowactwo 
do barwnika. Sprawa różnego stopnia wiązania barwnika z różnymi poli- 
peptydami matriks pozostaje niejasna. Trudno jest ustalić, czy wynika 
ona z rzeczywistego zmniejszenia zawartości pewnych polipeptydów czy 
zmian w funkcjonalnych grupach składników z nimi zasocjowanych.

Na szczególną uwagę zasługują obserwacje, że infekcja komórek HeLa 
adenowirusem typu 2 powoduje zauważalne zmiany w białkach matriks 
jądrpwej tych komórek. Wyniki elektroforezy w żelu poliakryloamido­
wym z SDS pozwalają zaobserwować w białkach matriks z komórek po 
infekcji adenowirusem (po 22 godzinach) dodatkowe polipeptydy o masie 
cząsteczkowej 21 000, 23 000 i 92 000 daltonów w porównaniu z analogicz­
nymi białkami komórek kontrolnych. Rozdział elektroforetyczny w tych 
samych warunkach białek oczyszczonego wirionu ujawnił w nich obec­
ność identycznego polipeptydu o masie 21 000 daltonów. Z kolei, polipep­
tydy o masie 23 000 i 92 000 wędrują w żelu z szybkością zbliżoną do wi­
rusowego peptydu p-VII (prekursora białkowego rdzenia wirionu) oraz 
białka 100K. H o d g e  i wsp. (16) wysuwają śmiałą sugestię, że może 
właśnie te dodatkowe peptydy asocjują z adenowirusem w momencie ini­
cjacji infekcji. Na uwagę zasługuje fakt, że dodatkowe frakcje białkowe

Ryc. 3. Fosforylacja całkow itych białek jądrow ych (N) i białek m atriks jądrow ej (M) 
w ątroby praw idłow ej i  regenerującej. Jądra kom órkow e odpow iadające 60 m g całości 
białek jądrow ych były  inkubow ane z y -[82P ]-A T P  (50 n-Ci) w  37°C przez 15 m inut 
w  m ieszaninie zaw ierającej 3X 108 M y -[S2P]-A T P, 5 mM MgCl2, 115 mM NaCl, 30 mM  
T ris-H C l (pH 7,4). Po inkubacji jądra przem yto i izolowano m atriks w ed ług  m etody  
B e r e z n e y ’a i C o f  f  e  y ’a (11, 19).
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matriks komórek HeLa atakowanych przez wirion są typowe tylko dla 
tej struk tury  i nie występują ani w cytoplazmie ani w nukleoplazmie.

Białka m atriks jądrowej ulegają intensywnej fosforylacji przez ATP 
in vitro (19). Porównanie stopnia fosforylacji całości białek jądrowych 
i białek matriks jądrowej wyizolowanych z wątroby szczura prawidłowej 
i regenerującej (12 godz. po częściowej hepatektomii) prowadzi do stw ier­
dzenia, że fosforylacja białek jądrowych w regenerującej wątrobie jest
2—3 razy wyższa niż w tkance prawidłowej. Z kolei, proces włączania 
[32P]ATP w białka matriks regenerującej wątroby jest również ponad
3-krotnie intensywniejszy niż w analogiczne białka tkanki kontrolnej 
(Ryc. 3). Analiza elektroforetyczna ufosforylowanych in vitro białek 
m atriks pozwoliła na zlokalizowanie radioaktywności w polipeptydach
o wysokiej masie cząsteczkowej.

Biosyntezę białek matriks w komórkach HeLa będących w różnych 
fazach cyklu mitotycznego szacowano mierząc włączanie [3H]-aminokwa- 
sów. Intensywność włączania w peptydy matriks utrzymywała się prak­
tycznie na stałym poziomie podczas fazy Gj i wczesnej S, natomiast ule­
gała zmniejszeniu w środkowej i późnej fazie S oraz G2 (16).

III. Biologiczna rola matriks jądrowej

Funkcje m atriks jądrowej pozostają sprawą dyskusyjną; nie ulega 
wątpliwości, że jako białkowy zrąb utrzym uje ona wewnętrzną architek­
turę (11, 12, 14); może też uczestniczyć w utrzym aniu chromosomów 
komórek interfazowych w określonym położeniu (22). Godnym podkreś­
lenia wydaje się fakt, że niezależnie od metody izolowania tej podstruk- 
tu ry  jądrowej i rodzaju tkanki, z której pochodzi, zawiera pewne, nie­
wielkie ilości DNA („resztkowego DNA”), który pozostaje niewrażliwy 
na trawienie nukleolityczne. Wydaje się wysoce prawdopodobne, że ten 
DNA wchodzi w specyficzną interakcję z białkami niehistonowymi ma­
triks, które być może spełniają rolę ochronną, osłaniając go przed atakiem 
enzymatycznym. Właśnie w tym DNA mogą znajdować się miejsca ini­
cjacji procesu replikacji.

Należy tu przytoczyć wyniki ciekawych prac (21) nad tempem i loka­
lizacją nowosyntetyzującego się DNA w jądrach komórkowych regeneru­
jącej wątroby szczura — bardzo dogodnego modelu do badania procesu 
syntezy DNA. W 16 godzin po częściowej hepatektomii obserwuje się na­
rastanie intensywności syntezy DNA osiągającej maksimum po 24 go­
dzinach. B e r e z n e y  i C o f f e y  (21) obserwowali rozmieszczenie 
[3H]-tymidyny w DNA jądrowym, DNA luźno związanym z jądrami (od- 
dysocjowującym z kompleksu DNP w wyniku obniżenia w środowisku 
stężenia MgCl2 z 5 mM do 0,2 mM) oraz w DNA matriks jądrowej wątroby 
po 20, 24 i 30 godzinach od częściowej hepatektomii. Okazało się, że ponad
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90°/o izotopu lokuje się w DNA matriks już w pierwszej minucie po jed­
norazowym wstrzyknięciu [3H]-tymidyny (200 M-Ci/zwierzę). W ciągu pierw­
szych 10 minut po wstrzyknięciu izotopu specyficzna aktywność DNA 
matriks pozostaje znacznie wyższa niż całkowitego jądrowego DNA oraz 
frakcji DNA luźno związanej, ale później ilość włączonego znacznika spada 
w czasie w DNA matriks na korzyść pozostałego DNA. Z danych B e r e z -  
n e y ’a i C o f f e  y ’a (21) wynika, że znaczna część nowosyntetyzującego 
się DNA tuż po replikacji jest zasocjowana z m atriks jądrową. W czasie 
pierwszych 10 minut najwyższą specyficzną aktywność wykazuje reszt­
kowy DNA matriks, czyli frakcja DNA, która pozostaje w tej strukturze 
po ataku enzymów nukleolitycznych. W tym samym okresie odsetek 
piętna izotopowego w DNA matriks zmniejsza się, chociaż specyficzna 
aktywność DNA matriks wciąż wzrasta. Wyniki te sugerują transport 
znakowanego DNA matriks do innych frakcji jądrowego DNA.

Z badań nad fosforylacją białek matriks jądrowej regenerującej wą­
troby (19) można wnioskować, że maksymalna fosforylacja odbywa się 
w 12 godzin po hepatektomii. Być może, ta postsyntetyczna modyfikacja 
białek matriks, w głównej mierze białek niehistonowych, poprzedzająca 
replikację DNA jest istotna w regulacji tego procesu.

Od kilku lat sugerowano możliwy udział siateczki wewnątrz jądrowej, 
nie będącej materiałem chromatynowym, w transporcie jądrowego RNA. 
W świetle najnowszych badań G h o s h a  i wsp. (14), którzy na drodze 
cytologicznej obserwowali krótkotrwałe, delikatne barwienie preparatów 
matriks błękitem toluidynowym, wydaje się możliwe, że jąderkowe ziar­
nistości RNP o średnicy 150 A (nie będące jednakże składnikiem matriks) 
są na krótko wiązane z matriks w czasie ich transportu z jąderek do cyto- 
plazmy. Tę sugestię popiera ujemny wynik barwienia błękitem toluidy­
nowym matriks z ziarnistościami RNP, wobec oporności na trawienie 
RN-azą samej siateczki matriks. Nie ulega kwestii fakt, że siateczka ma­
triks jest odpowiedzialna za komunikację zewnętrznej, peryferyjnej strefy 
jądra komórkowego z jego wnętrzem.

Uwagi końcowe

Wewnątrzjądrowy szkielet białkowy określany mianem m atriks wy­
daje się być niezwykle istotny w utrzym aniu ciągłości strukturalnej 
i kształtu jądra komórkowego, a także pewnych nadrzędnych funkcji re­
gulatorowych w stosunku do syntezy kwasów nukleinowych, transportu 
RNA (14, 17, 18).

Interakcje białek niehistonowych matriks z kwasami nukleinowymi 
mogą być dalece specyficzne, a jednocześnie mogą odgrywać ochronny 
efekt w stosunku do miejsc inicjacji nowosyntetyzującego się DNA (16)
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Zapewne nie bez znaczenia dla całokształtu funkcji jądra komórko­
wego pozostaje zjawisko intensywnej fosforylacji białek tej podstruktury 
jądrowej, przewyższające kilkakrotnie stopień włączania fosforu w białka 
jądrowe (19). Fosforylacja białek niehistonowych matriks może mieć zwią­
zek z ich udziałem w regulacji syntezy DNA, a także w oddziaływaniach 
z pozostałymi składnikami tej struktury. Ufosforylowanie białek niehisto­
nowych może przez częściową zmianę ich ładunku przekształcać je w „ho­
lowniki” produktów jądra, np. jąderkowego RNP.

Obecność białek niehistonowych w matriks może odgrywać fundamen­
talną rolę w aktywności biologicznej jąder komórkowych, podobnie, jak 
ma to miejsce w przypadku chromatyny (23—27).
A rty k u ł o trzym a n o  24.6.1978; zaakcep tow ano 27.6.1978
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Glikozylacje **) białek w układach eukariotycznych 

G lycosylation of Proteins in Eukaryotic System s

Spis treści

I. W stęp
II. Typowe struktury glikoproteidowe
III. U dział koenzym ów  lipidow ych w  glikozylacji białek  

I I I - l .  B iosynteza poliprenylodw ufosfooligosacharydów
III-2. G likozylotransferazy zależne od koenzym ów lipidow ych  
I I I -3. Poliprenylodw ufosfooligosacharydy jako substraty w  glikozylacji białek  
III-4. Rodzaje białek glikozylow anych przy udziale koenzym ów lipidow ych  
III-5. G likozylacja a biosynteza białka akceptorowego

Contents

I. Introduction
II. Typical glycoprotein structures
III. The role of lipid coenzym es in protein glycosylation  

II I -l. B iosynthesis of polyprenyl-linked-oligosaccharides 
III-2. Lipid dependent g lycosyl transferases
III-3. P olyprenyl-linked-oligosaccharides as sugar donors in protein glycosylation  
HI-4. Glycoproteins w ith  carbohydrate unit derived from  oligosaccharide-lip ids  
H I-5. G lycosylation and synthesis of protein acceptor.

I. Wstęp

Glikoproteidy są związkami występującymi powszechnie w organiz­
mach pro- i eukariotycznych, pełniącymi różnorodne funkcje biologiczne. 
Większość białek sekrecyjnych takich jak np. immunoglobuliny czy hor­

*) Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN, R akowiecka 36, 02-532 W arszawa  
**> Terminem glikozylacje (ang. glycosyla tion ) określa się przyłączenie reszt cu­

krow ych do odpow iedniego akceptora, tutaj białka lub lipidu.
Wykaz stosowanych skrótów: GDP-M an — G D P-m annoza; U D P-G lcN A c — U D P- 

N -acetyloglukozam ina; U D P-G lu — U DP-glukoza; D ol-P  — dolichylofosforan.
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mony jest glikoproteidami. Ponadto glikoproteidy są istotnymi składni­
kami błon biologicznych. Usytuowane asymetrycznie na ekstracytoplaz- 
matycznej stronie błony (1) często pełnią funkcję receptorów różnego 
rodzaju efektorów komórkowych. Glikozylacja powoduje modyfikację 
cząsteczki białka a zatem może mieć istotny wpływ na jego funkcje bio­
logiczne. Stąd poznanie mechanizmów glikozylacji wzbudza w ostatnich 
latach zainteresowanie nie tylko wąskiego kręgu biochemików zajmują­
cych się badaniem struktury  glikoproteidów lecz także tych, których in­
teresują problemy regulacji procesów komórkowych.

II. Typowe struktury glikoproteidowe

Jedną z najbardziej charakterystycznych cech części cukrowej gliko­
proteidów jest różnorodność struktury  przy zachowaniu pewnych powta­
rzających się elementów takich jak sposób wiązania pierwszej reszty gli- 
kozylowej z białkiem oraz struktura ich części rdzeniowej (proksymalnej 
w stosunku do cząsteczki białka). Pozwoliło to na wyodrębnienie pięciu 
typowych rodzajów glikoproteidów przedstawionych na schemacie 1 (2).

a) ( AcNeu ^ ^ - G a l  ¿ ^ -G lc N A c )3 -^(M an,M an,M an)(-^ iG lc N A c  ^ ¿ G lc N Ą c - ^ — Asn

b) (Man) M an -^M a n  Mart '^ 'M -GlcNAc ^ ^ ' ^ GlcNAc— *-Asn

ta |«
(Man)x Man Man<ŁfV .),.(Man)x

c) GalNAc i & G a l  -£ i l4 U a lN A c -^ S e r(T h r )

|«(1,2) | «(2,6)
Fuc GlNeu

d) Gic - ^ i G a l - ^ - — Hyt

e) GlcUA £ iH lG a l -^M i-G a l H ld L x y l  -?—Ser

Schem at 1. C harakterystyczne struktury części cukrowej niektórych g li­
koproteidów (2).
a) Fetuina
b) Tyreoglobulina (podjednostka A)
c) G likoproteidy ślin ianki ł
d) Błona podstaw na, kolageny
e) Część rdzeniow a proteoglikanu ,

W przypadku połączenia reszt glikozylowych z białkiem poprzez grupę 
amidową asparaginy część cukrowa może zawierać różne cukry takie jak 
N-acetyloglukozamina, mannoza, galaktoza, kwas N-acetyloneuraminowy
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(np. w fetuinie, Schemat 1). Może też składać się tylko z reszt mannozy 
i N-acetyloglukozaminy (jednostka A tyreoglobuliny). S truktura części 
rdzeniowej oligosacharydu jest w obu przypadkach taka sama tzn. zawiera 
dwie reszty N-acetyloglukozaminy połączone wiązaniem N-glikozydowym 
z grupą amidową asparaginy w białku oraz reszty mannozylowe, których 
ilość jest różna w zależności od rodzaju glikoproteidu.

Inną grupę stanowią glikoproteidy, w których część glikozylowa połą­
czona jest z białkiem poprzez grupy hydroksylowe seryny, treoniny lub 
hydroksylizyny, wiązaniem O-glikozydowym. Wiązania te charakteryzują 
się różną wrażliwością na działanie słabych zasad. Połączenie N-acetylo- 
galaktozaminy i ksylozy z grupami OH seryny i treoniny ulega rozbiciu 
w warunkach łagodnej hydrolizy alkalicznej przeciwnie niż wiązanie ga- 
laktozy z hydroksylizyną typowe np. dla kolagenu. Struktura wiązań 
N- i O-glikozydowych została przedstawiona na schemacie 2 (3).

Schem at 2. G łówne rodzaje w iązań glikopep- 
tydow ych (3).
a) N -glikozydow e w iązanie glikozylo- 

am iny z asparaginą
b) O -glikozydow e w iązanie z seryną  

(lub treoniną)
c) O -glikozydow e w iązanie z hydro­

ksylizyną

Glikozylacja białek prowadząca do wytworzenia wiązania O-glikozy- 
dowego zachodzi poprzez przeniesienie pojedynczej reszty glikozylowej 
z odpowiedniego nukleozydodwufosfocukru na akceptor białkowy a na­
stępnie kolejne przyłączenie pozostałych reszt cukrowych. Reakcja jest 
katalizowana przez glikozylotransferazy, specyficzne zarówno w stosunku 
do substratu jak i do akceptora. Glikozylacja rozpoczyna się w momencie
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kiedy akceptor białkowy jest wciąż jeszcze połączony z rybosomami (2). 
Powstawanie wiązania N-glikozydowego jest procesem bardziej złożonym 
przebiegającym przy udziale związków pośrednich o charakterze lipido­
wym, które pełnią funkcję przenośników reszt cukrowych w transgliko- 
zylacji.

III. Udział koenzymów lipidowych w  glikozylacji białek

Związkami lipidowymi biorącymi udział w przeniesieniu reszt gliko- 
zylowych z nukleozydodwufosfocukrów na akceptory białkowe są fosfora­
ny poliprenoli. Ich budowa i występowanie zostały omówione w artyku­
łach opublikowanych poprzednio w Postępach Biochemii (4, 5). Ostatni 
z nich (5) omawia również funkcję fosforanów poliprenoli, koncentrując 
się na ich działaniu jako akceptorów reszt glikozylowych, przenoszonych 
przez enzymatyczne preparaty błonowe z odpowiednich nukleozydodwu­
fosfocukrów. Niniejszy artykuł przedstawia obecny stan wiedzy na temat 
udziału poliprenylodwufosfooligosacharydów w glikozylacji białek, kata­
lizowanej przez układy enzymatyczne izolowane z komórek eukariontów 
oraz możliwe mechanizmy regulacji tych procesów.

Poliprenole są jednowodorotlenowymi alkoholami posiadającymi szkie­
let zbudowany z powtarzających się 5-cio węglowych jednostek izopre- 
nowych, których liczba waha się od 5 do 24 w zależności od pochodzenia 
danego poliprenolu. Poliprenole izolowane z tkanek zwierzęcych zawierają 
zwykle 17—24 reszt izoprenolowych (C85—C120), natomiast występujące 
w komórkach drożdży 14—17 (C70—C85). Na określenie tych związków 
przyjęto zwyczajową nazwę „dolichole” pochodzącą od greckiego słowa 
dolikos (długi). Cechą charakterystyczną dolicholi jest występowanie na­
syconego wiązania w reszcie izoprenowej znajdującej się w pozycji alfa 
w stosunku do grupy wodorotlenowej. Formy aktywne poliprenoli, biorące 
udział w reakcjach przeniesienia reszt glikozylowych mają ufosforylo- 
waną grupę wodorotlenową.

I I I - l . B iosynteza połiprenylodw ufosfooligosacharydów

Pierwsza informacja na tem at biosyntezy oligosacharydowych pochod­
nych lipidowych i ich udziału w glikozylacji białek pochodziła z pracy 
B e h r e n s a  i L e l o i r a  (6) i dotyczyła transportu glukozy z UDP-glu- 
kozy do endogennych akceptorów lipidowych i białkowych. Wykazano, 
że reakcję tę katalizuje frakcja endoplazmatycznego retikulum  izolowana 
z komórek wątroby szczura. W pierwszym etapie powstaje glukozylofos- 
fopoliprenol, który służy jako donor reszty glikozylowej w reakcji bio­
syntezy oligosacharydofosfolipidu i endogennych glikoproteidów. Wyka­
zano, że część oligosacharydowa glikozylowanego lipidu zawiera około 20
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reszt cukrowych połączonych wiązaniem pyrofosforanowym z częścią li­
pidową. Nie przeprowadzono jednak wówczas identyfikacji białek akcep­
torowych. Wkrótce potem L e n n a r z i wsp. (7) opisali biosyntezę gli- 
kozylowanego lipidu zawierającego mannozę. Wykazano, że część oligosa- 
charydowa tego lipidu zawierała 7—9 reszt glikozylowych, a mannoza 
znajdowała się na nieredukującym końcu łańcucha glikozylowego.

Użycie specyficznych glikozydaz pozwoliło na określenie struktury  
części sacharydowej jako (Man)n-aMan(l-4)|3GlcNAc-(l-4)GlcNAc (8). 
S truktura ta jest identyczna ze strukturą części rdzeniowej oligosacha- 
rydów związanych N-glikozydowo z resztą amidową asparaginy w białku 
(por. Schemat 1). Biosyntezę podobnych glikozylowanych lipidów opisano 
również w reakcjach katalizowanych przez mikrosomy komórek nowotwo­
rowych szpiku kostnego myszy (mouse myeloma tumor) (9) oraz wątroby 
świni (10). Otrzymane glikozylowane lipidy różniły się ilością reszt man- 
nozylowych na nieredukującym końcu łańcucha oligosacharydowego. Jed­
nocześnie prowadzono badania nad włączaniem N-acetyloglukozaminy do 
glikozylowanych lipidów, a więc biosyntezą redukującego końca łańcucha 
glikozylowego. Biosyntezę lipidodwufosfo-2-acetylochitobiozy (2-acetylo- 
chitobioza-(GlcNAc)2) przeprowadzono stosując enzymy pochodzące z róż-

Tabela 1
Glikozylowane lipidy otrzymane w reakcjach enzymatycznych in vitro (19)

Reszta cukrowa Ilość reszt 
glikozylowych

|
Żródlo enzymu

Glukoza, heksozamina 20 Wątroba szczura

Glukoza 20 Mózg, nerka szczura, 
limfocyty ludzkie, 
tarczyca świni

Mannoza (5) N-acetyloglukozamina (2) 7 Szpik rdzenia kręgowego

Mannoza (5—7) N-acetyloglukozamina (2) 7—9 Jajowody kurze

Mannoza, N-acetyloglukozamina 3—16 Wątroba szczura

i Mannoza Szpik kostny wołu, śli­
nianka przyuszna szczura, 
mózg cielęcia

Mannoza (1) N-acetyloglukozamina (2) 3 Drożdże

j Mannoza, N-acetyloglukozamina 3—10 Włókna bawełny

i Mannoza, N-acetyloglukozamina 5—15 Aorta wołu

! Ksyloza 7—9 Jajowody kurze

C yfry w naw iasach  oznacza ją  liczbę poszczególnych reszt glikozylow ych.
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nych tkanek takich jak mikrosomy wątroby szczura (11) i świni (12), 
frakcje błon i ścian komórkowych z drożdży (13, 14, 15) oraz tkanki 
roślinne (16, 17, 18). Stosując jako źródło enzymu frakcję błon z różnych 
układów bezkomórkowych udało się otrzymać in vitro szereg glikozylo- 
wanych lipidów różniących się wielkością i składem części sacharydowej. 
Ich rodzaje przedstawiono w tabeli 1 (19).

Należy podkreślić, że do dzisiaj nie zidentyfikowano bezpośrednio 
składnika lipidowego w cząsteczce oligosacharydodwufosfolipidów. Ist­
nieje natomiast szereg informacji pośrednich, opartych głównie na wy­
nikach chromatografii cienkowarstwowej tych związków oraz ich wrażli­
wości na warunki hydrolizy kwaśnej i alkalicznej, wskazujących, że są to 
fosforany poliprenoli. We wszystkich oligosacharydowych pochodnych 
lipidowych powtarza się typowa struktura części sacharydowej (3-Man(l-4) 
GlcNAc-p(l-4)GlcNAc charakterystyczna również dla struktury  występu­
jącej w glikoproteidach zawierających N-glikozydowe wiązanie pomiędzy 
częścią sacharydową i białkową. Biosyntezie glikozylowanych lipidów 
towarzyszy przeniesienie reszt glikozylowych na endogenne akceptory

D o i- P

D o l-P ,-G lcN A c

D o l-P 2-G lcN A c2

D o i-  P2-G lcN A c2-  Man(Man)n

D o i- P2~G lcN A c2 -  Mann-  Glc2

B ia łk o  — GlcNAc2-  Mann_ Glc2
D oi- B, D o i-  P -----

Schem at 3. U dział koenzym ów  lipidow ych (Dol-P) w  biosyntezie w iązań N -glikozy- 
dow ych (20, 31).

Donorem  reszt m annozylow ych m oże być zarów no GDP-M an (reakcja 3, 
reszta m annozy sąsiadująca z G lcNAc), jak i Dol-P-M an (reakcja 5, pozostałe  
reszty m annozylow e)
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[7] G LIK O ZY LA C JE B IA Ł E K 449

białkowe. Postulowano więc, że przeniesienie reszt glikozylowych z nu- 
kleozydodwufosfocukrów na białko, któremu towarzyszy wytworzenie 
wiązania N-glikozydowego wymaga udziału koenzymów lipidowych. Jed­
nakże dotyczy to jedynie rdzeniowej części oligosacharydu, gdyż przyłą­
czenie zewnętrznych reszt glikozylowych do cząsteczki glikoproteidu za­
chodzi poprzez bezpośrednie przeniesienie cukrów z odpowiednich nukleo- 
zydodwufosfocukrów.

Na podstawie wyników reakcji katalizowanych przez mikrosomy z wą­
troby szczura zaproponowano (20) następujący przebieg glikozylacji 
(Schemat 3). Rozwój badań w tej dziedzinie w pełni potwierdził jego 
prawdziwość i wprowadził szereg nowych elementów. S p i r o i wsp. 
stosując preparaty skrawkowe z różnych tkanek (21, 22, 23) stwierdzili, 
że dolichylodwufosfooligosacharyd powstający w wyniku reakcji 7 (Sche­
m at 3) zwykle zawiera 11 reszt mannozylowych i jedną lub dwie reszty 
glukozy. Obecność zewnętrznych reszt glukozylowych chroni uformo­
wany oligosacharyd przed aktywnością enzymów hydrolizujących (a-man- 
nozydaz). S truktura części cukrowej tego glikozylowanego dolicholu 
została przedstawiona na schemacie 4.

Schem at 4. D olichylodw ufosfooligosacharyd zaw ierający glukozę. Część oligosacha­
rydu znajdująca się w ew nątrz lin ii przeryw anej jest n iew rażliw a na 
działanie a-m annozydaz (23).

Inkubacja preparatów skrawków tarczycy z [14C]znakowanymi cukra­
mi oraz prekursorami dolichylofosforanu : [32P]fosforanem i [3H]kwasem 
mewalonowym wykazała, że część oligosacharydowa powstaje szybciej 
niż część lipidowa dolichylodwufosfooligosacharydu, co sugeruje cy­
kliczny udział fosforanu dolicholu w reakcji.

Przebieg glikozylacji przedstawiony na schemacie 3 opracowano na 
podstawie wyników reakcji enzymatycznych charakterystycznych dla 
komórek zwierzęcych. Innym obiektem eukariotycznym szeroko badanym 
są komórki drożdży. W typowych glikoproteidach drożdży takich jak po-

Man ► (M an^iG lcNAc)— »-G lcN Ac-^- P -P -D o lic h o l

http://rcin.org.pl



450 G. P A L A M A R C Z Y K [8]

limannan ścianowy, inwertaza i występująca w wakuolach karboksypep- 
tydaza Y, część cukrowa jest związana z białkiem wiązaniem N-glikozy- 
dowym. Jest ona znacznie większa niż część białkowa, np. polimannan 
występujący, w ścianie komórkowej drożdży jest glikoproteidem, w któ­
rym część białkowa stanowi jedynie 4—8°/o masy cząsteczkowej. S truktura 
części rdzeniowej polisacharydu jest taka sama jak w glikoproteidach 
zwierzęcych ((Man)n(GlcNAc)2-asparagina-białko). Ponadto polimannan 
zawiera część oligosacharydową związaną z białkiem wiązaniem O-gliko- 
zydowym (M an-0-seryna-(lub. treonina)-białko), składającą się z dwu- 
trój- i tetrasacharydów mannozylowych.

Drożdże są najlepiej jak dotąd poznanym obiektem, w którym zbadano 
szczegółowo udział lipidów w wytwarzaniu wiązania nie tylko N- lecz 
także O-glikozydowego. Glikozylacja endogennych i egzogennych lipidów 
przebiega w nich dwiema drogami. Reakcje prowadzące do wytworzenia 
dolichylodwufosfo(GlcNAc)2-mannozy przebiegają jak to przedstawiono 
na schemacie 3 (reakcje 1, 2, 3,4, 5). Pierwsze wyniki wskazywały, że 
powstający w tej reakcji dolichylodwufosfooligosacharyd nie zawierał 
więcej niż trzy reszty glikozylowe (13, 14, 24, 25). Jednak zastosowanie 
odmiennych warunków reakcji, a szczególnie wyeliminowanie detergen­
tów pozwoliło na biosyntezę glikozylowanego lipidu o długości części sa- 
charydowej zbliżonej do analogicznych związków izolowanych z wątroby 
(26, 27). Jednocześnie wykazano także, że biosynteza wiązania O-glikozy­
dowego w cząsteczce polimannanu drożdży odbywa się poprzez przenie­
sienie pierwszej reszty mannozylowej związanej z grupą hydroksylową 
seryny lub treoniny z dolichylofosfomannozy (28). Pozostałe rzeszty man- 
nozylowe przenoszone są na nieredukujący koniec łańcucha sacharydowe- 
go już bezpośrednio z nukleozydodwufosfocukru (GDP-Man). Udział koen­
zymów lipidowych w biosyntezie wiązania O-glikozydowego stwierdzono 
również w reakcjach katalizowanych przez preparaty enzymatyczne izo-

GDPMan

• Doi P------------- ,W
i 
I
I

Doi PMan

^ D o l P-------------- 1

B ia łk o -M a n  

^G D P  Man

GDP Schem at 5. U dział koenzym ów  lipidow ych (Dol-P) w  
biosyntezie w iązania O -glikozydow ego w  

B ia łk o  -  (Man...........Man)4 drożdżach (28).
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lowane z komórek A. niger (29) i N. crassa (30). Przypuszczalny przebieg 
reakcji przedstawia schemat 5.

III-2. G likozylotransferazy zależne od koenzym ów  lipidow ych

Glikozylacje lipidów i białek są katalizowane przez enzymy związane 
z frakcją błon komórkowych, stąd mała liczba danych na temat kinetyki 
tych reakcji. Dotychczas, jedynie H e i f e t z  i E l b e i n  (31) opisali 
solubilizację transferaz mannozy, przy użyciu nowego niejonowego deter­
gentu Nonidet P-40 *K Oczyścili oni enzym z aorty katalizujący biosyntezę 
dolichylodwufosfooligosacharydu (reakcja 5, Schemat 3). Dalsze badania 
nad solubilizacją transferaz glikozylowych pozwolą zapewne na lepszą 
charakterystyką enzymów katalizujących reakcje przedstawione na sche­
macie 3 i 5.

H e m m i n g  i wsp. (32) stwierdzili, że preparaty enzymatyczne izo­
lowane z komórek wątroby zawierają dwie glukozylotransferazy katali­
zujące reakcję 6 na schemacie 3. Aktywność jednej z nich była gwałtownie 
hamowana przez GDP-mannozę (<C 10~® M) i inne nukleozydodwufosfo- 
cukry. Ponadto pula endogennego fosforanu dolicholu dostępna dla tran- 
sferazy mannozy (reakcja 4, Schemat 3) była niedostępna dla transferazy 
glukozy (reakcja 6, Schemat 3). Na podstawie tych wyników autorzy 
wnioskują, że glikozylotransferazy katalizujące reakcje biosyntezy doli- 
chylofosfomannozy (Schemat 3) i przeniesienie reszt mannozylowych na 
oligosacharydodwufosfolipid oraz transferazy odpowiedzialne za biosyn­
tezę dolichylofosfoglukozy i dolichylodwufosfooligosacharydu zawierają­
cego glukozę (reakcje 6 i 7, Schemat 3) stanowią oddzielne kompleksy 
zawierające swój własny, ściśle związany koenzym lipidowy, fosforan 
dolicholu.

Większość wyników wskazuje, że enzymy katalizujące glikozylacje 
zachodzące przy udziale koenzymów lipidowych są zlokalizowane w bło­
nach wewnątrzkomórkowych, w komórkach zwierzęcych głównie w bło­
nach endoplazmatycznego retikulum. W drożdżach obserwowano gliko­
zylacje zależne od koenzymów lipidowych, katalizowane przez frakcję 
błon mitochondrialnych (14) i jądrowych (33). Stwierdzono również, wy­
stępowanie enzymów glikozylujących lipidy i białka na powierzchniach 
komórkowych, komórek wątroby izolowanych z zarodków kurzych (34, 
35), komórek z jajowodów kurzych (35) oraz protoplastów drożdży (37).

Aktywność transferaz glikozylujących lipidy i białka jest zależna 
w sposób charakterystyczny od struktury  koenzymów lipidowych. Bio­
synteza poliprenylofosfomannozy katalizowana przez preparaty endo­
plazmatycznego retikulum  wątroby (38) i tarczycy (39) zachodziła równie

*) p -t-oktylofenylopolioksyety len9, dla porównania Triton X-100 — p -t-ok ty lo fe- 
nylopolioksyetylen m =  9 , 7
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łatwo w obecności roślinnego fosforanu fikaprenylu (fikaprenol, C45—C65, 
całkowicie nienasycony poliprenol) jak fosforanu dolichylu (C85—Ci05, 
poliprenol z nasyconą resztą izoprenową a). Jednakże tylko glikozylowane 
dolichole wykorzystywano jako substraty w reakcjach biosyntezy oligo- 
sacharydodwufosfodolicholu i glikoproteidów. Opracowana przez C h o j ­
n a c k i e g o  i wsp. (40, 41) metoda izolacji pojedynczych poliprenoli 
pozwoliła na dokładne zbadanie zależności aktywności glikozylotransfe- 
raz od struktury  ich koenzymów lipidowych. Wykazano, że poziom 
biosyntezy prenylofosfomannozy (-glukozy) i N-acetyloglukozaminy 
w obecności egzogennych fosforanów poliprenoli nie zależał od długości 
koenzymu lipidowego w zakresie C45—C95, obserwowano natomiast zwięk­
szoną aktywność glikozylotransferaz gdy w reszcie izoprenowej występo­
wało nasycone wiązanie w pozycji a w stosunku do reszty fosforanowej 
(42, 43). W tym miejscu należy przypomnieć, że endogenne poliprenole 
występujące w komórkach zwierzęcych i drożdżowych w przeciwieństwie 
do występujących u bakterii i roślin mają nasycone wiązanie w reszcie 
izoprenowej w pozycji a. Zależność poziomu glikozylacji od struk tury  ko­
enzymów lipidowych została zbadana systematycznie w reakcjach katali­
zowanych przez błony komórkowe drożdży (25). Przeprowadzono biosyn­
tezę prenylofosfomannozy i prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy oraz 
zbadano reakcję przeniesienia reszty mannozylowej na białko z wy­
tworzeniem wiązania O-glikozydowego, jak również reakcję wydłużania 
prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy i przeniesienia oligosacharydu 
na endogenne akceptory białkowe. Stwierdzono, że biosynteza prenylo­
fosfomannozy zachodziła w obecności wszystkich stosowanych, a-nasy- 
conych i a-nienasyconych poliprenoli (o długości cząsteczki C2o—C95) i była 
jedynie dwukrotnie aktywniejsza wobec egzogennych koenzymów lipido­
wych zawierających nasyconą resztę izoprenową w cząsteczce. Biosynteza 
prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy natomiast zachodziła wyłącznie 
w obecności fosforanów poliprenoli z nasyconą resztą a. Istotna była rów ­
nież konfiguracja pozostałych w cząsteczce wiązań podwójnych. A-nasy- 
cony, C45 poliprenylofosforan posiadający wszystkie podwójne wiązania
o konfiguracji E (trans) nie był akceptorem N-acetyloglukozaminy. Po­
zostałe stosowane fosforany poliprenoli zawierały jedynie 3 wewnątrz- 
cząsteczkowe wiązania podwójne w konfiguracji E (trans). Wydaje się 
prawdopodobne, że do funkcjonowania fosforanu poliprenolu jako koen­
zymu niezbędne jest nie tylko występowanie nasyconego wiązania w resz­
cie izoprenowej a lecz także sąsiadujące z nim wiązanie podwójne o kon­
figuracji Z (cis).

Biosynteza prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy, podobnie jak bio­
synteza prenylofosfomannozy, była niezależnie od długości cząsteczki fos­
foranu poliprenolu. Stwierdzono również, że jedynie te glikozylowane 
fosforany poliprenoli, których część lipidowa przypomina endogenne do­
lichole drożdżowe pod względem konfiguracji wiązań podwójnych są w y­
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korzystywane do glikozylacji endogennych białek drożdżowych, z wytwo­
rzeniem wiązania zarówno O- jak i N-glikozydowego. Wydaje się 
interesujące, że in vitro w układach bezkomórkowych w żadnym przy­
padku nie stwierdzono wpływu wielkości cząsteczki koenzymu lipidowego 
na przebieg glikozylacji. Być może jednak in vivo wielkość cząsteczki 
koenzymu lipidowego ma znaczenie w wytwarzaniu odpowiednio hydro­
fobowego środowiska, koniecznego do przeniesienia reszt glikozylowych 
z nukleozydodwufosfocukrów na akceptory białkowe.

III-3. Poliprenylodw ufosfooligosacharydy jako substraty w  glikozylacji białek

Pierwszy bezpośredni dowód udziału glikozylowanych poliprenoli 
w formowaniu części cukrowej w cząsteczce glikoproteidu przedstawili 
P a r o d i i wsp. (44). Inkubując mikrosomy wątroby szczura z [14C]glu- 
kozylo-oligosacharydodwufosfolipidem obserwowano przeniesienie 
[14C]glukozy na endogenne akceptory białkowe. Dla potwierdzenia praw­
dziwości reakcji 8 (na Schemacie 3) sprawdzono czy uformowany w połą­
czeniu z koenzymem lipidowym oligosacharyd ulega w całości przeniesie­
niu na akceptor białkowy, czy też ma tu miejsce przenoszenie pojedyn­
czych reszt sacharydowych. Stosując preparaty enzymatyczne z jajowo­
dów kurzych otrzymano glikozylowany lipid, zawierający [14C]mannozę 
i [3H]N-acetyloglukozaminę i stwierdzono przeniesienie obu reszt glikozy­
lowych do białek przy zachowaniu stałego stosunku piętna węgla do try tu  
(45). Donorem reszt glikozylowych może być też glikozylowany fosfolipid 
syntetyzowany np. przez mikrosomy z komórek nowotworowych szpiku 
kostnego myszy (9). W tym przypadku wykazano identyczność struktur 
oligosacharydowych połączonych zarówno z koenzymem lipidowym jak 
i z białkiem akceptorowym. Wynik ten podobnie jak poprzedni sugeruje, 
że oligosacharyd uformowany w połączeniu z koenzymem lipidowym jest 
przenoszony w całości na akceptor białkowy. Podobnego typu ekspery­
menty przeprowadzono stosując inne układy enzymatyczne i potwierdzono 
w ogólnych zarysach prawdziwość przyjętych wcześniej koncepcji. 
W ostatnim okresie ukazało się jednak kilka prac, których wyniki roz­
szerzają nieco obraz przebiegu glikozylacji przedstawiony na schemacie 3. 
W trakcie glikozylacji endogennych białek drożdżowych zaobserwowano 
mianowicie przeniesienie z koenzymu lipidowego na akceptor białkowy 
zarówno dwóch reszt GlcNAc jak i trójsacharydów (GlcNAc)2-Man (15,
25). Podobnie stosując mikrosomy z jajowodów kurzych wykazano, że 
dolichylodwufosfo-N-acetylochitobioza była donorem 2 reszt glikozylo­
wych dla endogennego ackeptora białkowego o ciężarze cząsteczkowym 
25 000 (46). Te preparaty enzymatyczne katalizowały również biosyntezę 
dolichylodwufosfo-(GlcNAc)2Man5_7, z którego część sacharydowa ulegała 
w całości przeniesieniu na akceptor białkowy. Nie stwierdzono zaś nigdy 
przeniesienia pojedynczej reszty N-acetyloglukozaminy z koenzymu lipi­
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dowego na białko. Zatem dwie reszty N-acetyloglukozaminy mogą być 
przenoszone z dolichylofosforanu na białko bądź bezpośrednio, bądź też 
po wydłużeniu do oligosacharydodwufosfodolichylu, w którym część sa- 
charydowa może zawierać od kilku do kilkunastu reszt glikozylowych. 
Ponadto przeniesienie reszt N-acetyloglukozaminy na akceptor białkowy 
wyklucza dalsze wydłużenie łańcucha cukrowego, które jest możliwe 
jedynie w połączeniu z koenzymem lipidowym (46). Dotyczy to jednakże 
tylko tych reszt cukrowych, które tworzą część rdzeniową glikoproteidów.

Dotychczas brak danych tłumaczących otrzymane rezultaty. Opisane 
reakcje przeprowadzono in vitro wt obecności detergentów. Można sobie 
wyobrazić, że struktura koenzymów lipidowych, stwarzających odpowied­
nie warunki do zajścia reakcji może tu odgrywać pewną rolę. Wyelimino­
wanie detergentów powinno zbliżyć autorów do możliwości odtworzenia 
w układach bezkomórkowych reakcji bardziej podobnych do zachodzących 
w komórce. Wniosek ten potwierdzają opisane ostatnio wyniki glikozy­
lacji endogennych lipidów i białek w drożdżach. Po wyeliminowaniu 
z układów enzymatycznych detergentów udało się otrzymać prenylodwu- 
fosfooligosacharydy zawierające do 20 reszt cukrowych, które są w ca­
łości przenoszone na akceptory białkowe (27). Jednocześnie wyniki gliko­
zylacji białek otoczki wirusów wskazują, że jedynie te glikozylowane 
lipidy, które zawierają kilkanaście reszt cukrowych są substratam i w gli­
kozylacji białek.

III-4. Rodzaje białek glikozylow anych przy udziale koenzym ów  lipidow ych

Na początku lat siedemdziesiątych wysunięto sugestię, że koenzymy 
lipidowe są niezbędne w glikozylacji białek w reakcjach powstawania wią­
zania N-glikozydowego. Analiza sekwencji aminokwasów przy tym wią­
zaniu wykazała obecność struktury  AspNH2-X-Ser(Thr) gdzie X oznacza 
dowolny aminokwas. Jest to sekwencja konieczna do powstawania wiąza­
nia N-glikozydowego lecz najpewniej niewystarczająca, stwierdzono bo­
wiem szereg białek posiadających w cząsteczce miejsca wymagane do 
zajścia glikozylacji, ale nie będących glikoproteidami (47, 48). Nie można 
jednak wykluczyć możliwości, że białka te uległy wtórnej deglikozylacji.

Dane, przedstawione w poprzednich rozdziałach artykułu, wskazują 
mniej lub bardziej bezpośrednio na udział glikozylolipidów w glikozylacji 
białek. Znalezienie antybiotyku tunikamycyny (49) umożliwiło potwier­
dzenie bezpośrednie tego zjawiska. Tunikamycyna hamuje glikozylację 
białek w układach enzymatycznych zwierzęcych (50) i mikroorganizmów 
(51, 52, 53). Traktowanie protoplastów drożdży tunikamycyną hamowało 
powstawanie takich glikoproteidów jak inwertaza, fosfataza kwaśna czy

*) A ntybiotyk produkowany przez S trep tom yces  lysosuperficus  o n iezid en tyfik o­
w anej strukturze, w iadom o jedynie, że zaw iera glukozam inę i składnik lipidow y.
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polimannan ścianowy. Późniejsze badania wykonane w różnych labora­
toriach wykazały, że efekt ten wynikał z zahamowania przez tunikamy- 
cynę biosyntezy prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy (reakcja 1 na 
Schemacie 3) (54, 55).

Badając biosyntezę prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy w obec­
ności mikrosomów trzustki cielęcej stwierdzono, że tę reakcję hamuje 
także inny antybiotyk bacytracyna (56). Jest to odmienne niż w układach 
prokariotycznych działanie gdzie bacytracyna hamuje biosyntezę ściano­
wego peptydoglikanu. poprzez inhibicję defosforylacji pyrofosfoundeka- 
prenylu biorącego udział w tej reakcji.

Tabela 2
Glikoproteidy zawierające część cukrową pochodzącą z glikozylowanych lipidów (57)

Glikoproteid Źródło Rodzaj białka

i • '*iv'v£ y
Wirus Sindbis 
(otoczka wirusa)

Błonowe

Wirus Semliki 
Forest
(otoczka wirusa)

Błonowe

Wirus mięśnia­
ka kurcząt 
(otoczka wirusa)

Błonowe

Polimannan Drożdże Sekrecyjne

Inwertaza Drożdże Sekrecyjne

Fosfataza kwaśna Drożdże Sekrecyjne

Karboksypeptydaza Y Drożdże Wakuolarne

Proteinaza A Drożdże Wakuolarne

; Owoalbumina Jajowody kurze Sekrecyjne

Prokolagen Fibroblasty 
ścięgna kurcząt

Sekrecyjne

Glikoproteidy mózgu Mózg cielęcia, 
substancja biała

Błonowe

Immunoglobulina (łańcuch x) Szpik rdzenia
kręgowego
myszy

Sekrecyjne

oc-laktoalbumina Mleko krowie Sekrecyjne

Rybonukleaza A Trzustka wołu Sekrecyjne
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Jak widać z tabeli 2 (57) glikozylowane lipidy są substratam i w gli- 
kozylacji różnego rodzaju białek takich jak typowe białka sekrecyjne 
(część białkowa mannanu, immunoglobuliny) oraz białek błonowych błon 
komórkowych i otoczki wirusów. Niektóre enzymy o strukturze gliko- 
proteidowej są również glikozylowane przy udziale koenzymów lipido­
wych. Stosując egzogenne akceptory białkowe wykazano, że preparaty 
enzymatyczne izolowane z jajowodów kurzych katalizują przeniesienie 
reszty oligosacharydowej z glikozylowanego' lipidu na zdenaturowane 
formy białek sekrecyjnych takich jak owoalbumina, a-laktoalbumina
i rybonukleaza A z trzustki wołu (58). Białka te ulegały glikozylacji jedy­
nie po sulfitolizie wiązań dwusiarczkowych, połączonej z ich modyfikacją 
do reszt tiosiarczynowych. Wynik ten sugeruje, że w natywnym białku 
reszty aminokwasowe ulegające glikozylacji nie są dostępne dla enzymów 
glikozylujących.

III-5. G likozylacja a biosynteza białka akceptorow ego

Z wczesnych prac S p i r o  i wsp. (59) wiadome było, że biosynteza 
części białkowej glikoproteidów jest niezależna od biosyntezy ich kom­
ponenty sacharydowej. Wniosek ten oparto na wynikach badań wpływu 
puromycyny na biosyntezę glikoproteidów sekrecyjnych produkowanych 
przez gruczoł tarczycy. Puromycyna hamuje również biosyntezę białek 
nierozpuszczalnych i jak dzisiaj wiadomo — blokuje turnover dolichylo- 
dwufosfooligosacharydu. Jednakże nie towarzyszy temu akumulowanie 
się glikozylodwufosfodolichylu, a to sugeruje, że ilość endogennego doli- 
cholu jest czynnikiem limitującym przebieg glikozylacji. Puromycyna, 
jak wiadomo, hamuje biosyntezę białka, uwalniając kompleks polipeptyd- 
tRNA z rybosomów. Działanie antybiotyku można przedstawić schema­
tycznie:
Polipeptyd-tRNA +purom ycyna -> polipeptyd—purom ycyna+ tRNA.

Kompleks puromycyna—polipeptyd daje się łatwo oddzielić od kom­
pleksu polipeptyd-tRNA-rybosomy. Inkubacja rybosomów z wątroby 
szczura traktowanego [14C]N-acetyloglukozaminą i [3H]puromycyną po­
zwoliła na uzyskanie podwójnie znakowanego kompleksu polipeptyd—pu­
romycyna (60). Przyłączenie zatem pierwszej reszty glikozylowej (jednej 
lub dwóch reszt N-acetyloglukozaminy) do białka zachodzi w momencie, 
gdy akceptorowy polipeptyd jest jeszcze związany z rybosomami.

Podobne wyniki otrzymano badając glikozylację mannoproteidów 
drożdży (61). W wyniku inkubacji protoplastów drożdży z [14C]mannozą 
stwierdzono włączanie piętna głównie do frakcji polisomów. Działanie 
puromycyną powodowało uwolnienie ok. 50°/o radioaktywności. Wynik 
ten potwierdza, że glikozylacja białka zachodzi we wczesnych etapach 
jego biosyntezy. Dodatkowych informacji na temat glikozylacji białek 
drożdżowych dostarczyły prace E l o r z y  i S e n t a n d r e u  (62). Auto­
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rzy ci badając wpływ cykloheksoimidu na biosyntezę mannoproteidu 
drożdżowego stwierdzili gwałtowny spadek aktywności transferaz man- 
nozylowych, w ciągu 10-ciu minut po dodaniu antybiotyku do hodowli 
komórek drożdży, co wskazuje na zahamowanie biosyntezy białka akcep­
torowego, stanowiącego część proteidową polimannanu. Podobnie jak 
w przypadku wpływu puromycyny zahamowaniu biosyntezy białka akcep­
torowego nie towarzyszy akumulacja prenylofosfomannozy będącej 
donorem reszty glikozylowej do tego białka. Jest to najpewniej wynikiem 
braku wolnej puli fosforanu poliprenolu, który mógłby powracać cyklicz­
nie do reakcji (porównaj Schematy 3 i 5). Można więc przyjąć, że ilość 
endogennego koenzymu lipidowego jest czynnikiem limitującym przebieg 
glikozylacji.

Zastosowanie immunoprecypitacji pozwoliło na wykazanie, że tworzący 
się na rybosomach łańcuch peptydowy owoalbuminy zawiera dwie reszty 
N-acetyloglukozaminy oraz mannozę, a więc cukry charakterystyczne dla 
części korowej N-glikozydowo związanych z białkiem oligosacharydów 
(63). Wykorzystując efekt zależności ruchliwości elektroforetycznej w że­
lach poliakryloamidowych zawierających SDS od wielkości cząsteczki 
autorzy sugerowali, że włączenie mannozy do tworzącego się łańcucha 
peptydowego zachodzi w momencie prawie całkowitego zakończenia jego 
biosyntezy.

Interesujące wyniki na temat korelacji w czasie procesu biosyntezy 
łańcucha peptydowego i jego glikozylacji, przedstawiono na podstawie 
badań nad biosyntezą i glikozylacją glikoproteidu wchodzącego w skład 
otoczki wirusa pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) (64). Syn­
teza części proteidowej i przyłączenie części cukrowej zachodzi na rybo«- 
somach połączonych z endoplazmatycznym retikulum  zainfekowanej ko­
mórki. Następnie glikoproteid jest transportowany z endoplazmatycznego 
retikulum do błony plazmatycznej. Ostatecznie zostaje włączony do otocz­
ki wirusa. Na podstawie wyników elektroforezy w żelach akryloamido- 
wych z SDS potwierdzono, że do zajścia glikozylacji konieczna jest okre­
ślona wielkość tworzącego się łańcucha peptydowego, taka aby reszta 
asparaginowa akceptorowego peptydu pojawiła się w świetle pęcherzyka 
endoplazmatycznego retikulum  i stała się dostępna dla transferaz gliko­
zylowych. Przedstawione wyniki wskazują, że wczesne etapy glikozylacji 
białka zachodzą w momencie jego biosyntezy na rybosomach oraz, że są 
możliwe po osiągnięciu określonej wiekości cząsteczki akceptora białko­
wego.

Wniosek pierwszy potwierdzają wspomniane wcześniej wyniki (58) 
glikozylacji zdenaturowanych form owoalbuminy, a-laktoalbuminy i rybo- 
nukleazy A. Białka te są akceptorami reszt glikozylowych w reakcji in 
vitro, jedynie po zniszczeniu ich natywnej konformacji w wyniku sulfito- 
lizy. Oznacza to, że ulegające glikozylacji miejsca w łańcuchu peptydo- 
wym są dostępne dla transferaz glikozylowych jedynie przed ukształto­
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waniem się trzecio- i czwartorzędowej konformacji białka akceptorowego.
Przedstawione w artykule wyniki oraz rezultaty otrzymane przez 

P a 1 a d e g o (65) pozwalają na zaproponowanie hipotezy dotyczącej 
przebiegu glikozylacji in vivo z uwzględnieniem udziału koenzymów lipi­
dowych w tych reakcjach. Tworzący się na rybosomach połączonych z en- 
doplazmatycznym retikulum polipeptyd jest akceptorem reszt glikozylo­
wych preformowanych w połączeniu z koenzymem lipidowym. Część 
cukrowa przeniesiona zostaje z lipidu na syntetyzujący się łańcuch pep- 
tydowy dopiero po osiągnięciu przez białko akceptorowe określonej wiel­
kości cząsteczki. Następnie częściowo glikozylowany polipeptyd ulega 
uwolnieniu do kanalików endoplazmatycznego retikulum  i jest transpor­
towany do aparatu Golgiego. Tam następuje dołączenie reszt glikozylo­
wych stanowiących część zewnętrzną łańcucha cukrowego, które zachodzi 
przez przeniesienie reszt cukrowych z nukleozydodwufosfocukrów bez 
udziału koenzymów lipidowych. Ostatecznie pęcherzyki aparatu Golgiego 
ulegają fuzji z błonami komórkowymi, co prowadzi do powstawania no­
wych struktur glikoproteidowych w błonach lub, w przypadku glikopro- 
teidów sekrecyjnych, do ich wydzielenia do przestrzeni pozakomórkowej. 
Białka rozpuszczalne pozostające w cytoplazmie powstają na rybosomach 
cytoplazmatycznych, nie są zatem dostępne dla enzymów glikozylujących 
związanych z błonami endoplazmatycznego retikulum. Być może dlatego 
białka cytoplazmatyczne niezwykle rzadko są glikoproteidami.

Zaproponowany przebieg glikozylacji in vivo jest zapewne uproszczo­
nym obrazem procesów zachodzących w naturze. Powinien być rozumiany 
jako hipotetyczny. Jego potwierdzenie zależy od dalszego rozwoju badań 
w tej dziedzinie.

Podsumowując, w przypadku układów eukariotycznych udział gliko­
zylowanych fosforanów poliprenoli w biosyntezie wiązania N-glikozydo- 
wego glikoproteidów wydaje się być dobrze udokumentowany. Rdzeniowa 
część komponenty oligosacharydowej jest syntetyzowana w połączeniu 
z koenzymem lipidowym i stamtąd przenoszona na akceptor białkowy.

Fosforany poliprenoli biorą również udział w biosyntezie wiązania 
O-glikozydowego pomiędzy resztą mannozylową, a częścią cukrową man- 
noproteidu drożdży. Reakcje te są katalizowane przez związane z błonami 
transferazy glikozylowe. S truktura ich lipidowych koenzymów ma istotne 
znaczenie dla przebiegu glikozylacji. Zewnętrzne reszty glikozylowe zo­
stają przeniesione na cząsteczki glikoproteidów bezpośrednio z odpowied­
nich nukleozydodwufosfocukrów. Udział koenzymów lipidowych w gliko­
zylacji białek stwarza nowe możliwości regulacji tych procesów 
w komórce.

A rty k u ł o trzym a n o  28.3.1978; po re w iz ji a u to rsk ie j p r z y ję to  10.6.1978
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I. W stęp

W ustroju dorosłego człowieka znajduje się około 2 g cynku. Wystę­
puje on przede wszystkim jako związany z białkami enzymatycznymi (1). 
Z dostępnych danych wynika, że zadaniem cynku w cząsteczce enzymu
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462 A. ST A N K IE W IC Z [2]

może być: — udział w stabilizacji struktury  przestrzennej enzymu,
— bezpośredni udział w katalizie enzymatycznej, oraz — aktywacja en­
zymu, który w nieobecności metalu wykazuje znacznie niższą aktyw­
ność. W obu pierwszych przypadkach mówimy o metaloenzymach (Tabe­
la 4), w trzecim zaś o kompleksie enzym:Me2+, rozumiejąc, że cynk sta­
nowi element nietrwale związany z białkiem (Tabela 1). Różnicę pomiędzy

Tabela 1
Enzymy aktywowane przez cynk (2, 3, 93, 94, 95)

Nazwa enzymu
Numer 

w klasyfi­
kacji EC

Aktywujące
metale

Aminotransferaza kinureniny 2.6.1.7 Zn
Lecytynaza 3.1.1.4.5 Zn, Cu, Mg, Co, Mn
Cellulaza 3.2.1.4 Zn
Mannozydaza 3.2.1.24 Zn
Dwupeptydaza glicylo-glicynowa 3.4.3.1 Zn
Dwupeptydaza glicylo-leucynowa 3.4.3.2 Zn, Mn
Karnozynaza 3.4.3.3 Zn, Mn
Trójpeptydaza 3.4.11.4 Zn, Co
Alanylo- i leucylo-glicynowa dwupeptydaza 3.4.11.13 Zn, Pb, Cu, Mn,

Sn, Cd
Acylaza peptydylowa 3.5.1 Zn
Dehydropeptydaza 3.5.1.14 Zn
Dwuhydroorotaza 3.5.2.3 Zn
Arginaza 3.5.3.1 Zn, Mn, Fe, Co,

Ni, Cd
Dekarboksylaza szczawiooctanowa 4.1.1.3 Zn, Mn, Co, Cd,

Pd, Ni, Fe, Mg,
Ba, Cu

Aldolaza 4.1.2.7,13 Zn, Fe, Co
Enolaza 4.2.1.11 Zn, Mg, Mn
Dezaminaza histydyny 4.3.1.3 Zn, Hg, Cd

kompleksem Zn:enzym, a cynkoenzymem uwydatniają różnice ich stałych 
dysocjacji; i tak stała dysocjacji kompleksu enolaza:cynk wynosi 2X105, 
a stała dysocjacji karboksypeptydazy zawierającej trwale związany cynk 
wynosi 3,2X1010 (2). Opracowane przez V a l l e e  (3,4) kryteria pozwa­
lają na odróżnienie enzymów zawierających metale (metaloenzymów) od 
kompleksów metahenzym (Tabela 2).

W enzymach monomerycznych rola cynku ogranicza się do udziału 
w katalizie (karboksypeptydaza A), w białkach enzymatycznych o struk­
turze podjednostkowej oprócz funkcji katalitycznych cynk często bierze 
udział w stabilizacji struktury  (dehydrogenaza alkoholowa) (5). Cynko- 
enzymy występują głównie w świecie zwierzęcym, natomiast metaloenzy- 
my zawierające miedź i żelazo spotyka się przede wszystkim u roślin i bak-
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Tabela 2
Charakterystyka metaloenzymów i kompleksów metal :enzym

[3] CYNKOENZYMY 463

Metaloenzymy Kompleksy metal :enzym
___________ t I

Silne wiązanie metalu z białkiem np. energia 
wiązania cynku z fosfatazą alkaliczną wynosi
11 000 kal.
Zawartość metalu wzrasta w preparacie enzymu 
w trakcie oczyszczania go aż do osiągnięcia sta­
łej stechiometrii w preparacie jednorodnym 
Często można wykazać korelację między ilością 
związanych z enzymem atomów Me2+, a liczbą 
wiązanych cząsteczek substratu lub koenzymu. 
Stosując dializę selektywną można odróżnić ato­
my metalu wiążące się z białkiem w sposób wy­
biórczy od wiążących się niespecyficznie. 
Zawartość metalu w cząsteczce białka i aktyw­
ność enzymatyczna są ze sobą skorelowane.

Aktywność enzymatyczna nie ulega zazwyczaj 
podwyższeniu po dodaniu jonów Me2 + jeśli 
białko zawiera pełną liczbę atomów metali 
„strukturalnych”

Słabe wiązanie metalu z białkiem 
np. energia wiązania manganu z aminopep- 
tydazą Ieucynową wynosi 6 000 kal.
W czasie oczyszczania enzymu spada zawar­
tość metalu w preparacie

Nie można odróżnić jonów Me2+ wiążą­
cych się specyficznie i niespecyficznie.

Nie można wykazać dokładnej zależności 
między ilością związanego przez białko 
metalu i aktywnością.
Enzym jest najczęściej aktywowany przez 
dodanie różnych Me2+ w różnych stężę- 
niach.

/

Tabela 3
Obecność metali dwuwartościowych w enzymach z różnych źródeł (6)

Nazwa enzymu Źródło enzymu Metale 
w cząsteczce

Aldolaza drożdże Zn
mięsień szkieletowy brak

Karboksypeptydaza trzustka Zn
pestki pomarańczy brak

Karboksylaza pirogronianowa wątroba Mn
drożdże Zn

Anhydraza węglanowa erytrocyty człowieka i wołu Zn
pietruszka Zn
szpinak brak

Dysmutaza nadtlenkowa erytrocyty Cu i Zn
E. coli Mn
algi Fe

i
terii. Należy zauważyć, że enzymy katalizujące tę samą reakcję w tkan­
kach zwierząt różnych gatunków mogą zawierać różne metale (Tabela 3). 
Liczba znanych cynkoenzymów sięga 80-ciu, przeważają wśród nich zde­
cydowanie enzymy zaliczane do oksydoreduktaz, transferaz i hydrolaz 
(Tabela 4).
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W cząsteczkach cynkoenzymów cynk szczególnie łatwo można zastąpić 
kobaltem. Wymiana taka, ze względu na właściwości fizykochemiczne 
kobaltu, umożliwia zastosowanie szeregu spektralnych metod w bada­
niach struktury  centrum aktywnego i mechanizmu reakcji katalizowa­
nych przez te enzymy (7, 8). Właściwości chemiczne cynku i kobaltu wska­
zują, że w przeciwieństwie do innych metali dwuwartościowych są one 
zdolne do wiązania się z cząsteczką białka w miejscach o małej symetrii 
przestrzennej, a takie właśnie miejsca odznaczają się szczególnie wysokim 
potencjałem katalitycznym (9). Poza kobaltem także inne metale dwu- 
wartościowe mogą zastępować cynk w cząsteczkach enzymów dając trw a­
łe i aktywne formy (Tabela 5).

Tabela 5
Możliwości wymiany cynku na inny metal bez zaniku aktywności enzymu (6,89)

Nazwa enzymu Źródło enzymu Metal zastępujący 
cynk

Dehydrogenaza alkoholowa wątroba Co, Cd
Aldolaza drożdże Co, Ni, Mn, Fe
Fosfataza alkaliczna E. coli Co
Dezaminaza AMP mięsień królika Co, Mn, Fe
Anhydraza węglanowa erytrocyty wołu Co
Karboksypeptydaza A trzustka wołu Co, Ni, Mn, Fe,

Cd, Hg
Karboksypeptydaza B trzustka świni Co, Cd
Obojętna proteaza B. subtilis Co, Mn
Termolizyna B. thermoproteolyticus Co, Mn, Fe

II. W łaściwości niektórych cynkoenzym ów  

I I -1. D ehydrogenaza alkoholow a

Enzym ten izolowano z różnych tkanek zwierząt i roślin, a w przypad­
ku enzymów z drożdży oraz wątroby człowieka i konia stwierdzono bez­
pośrednio, że występuje w nich cynk (Tabela 4). Istnieją dane wskazujące, 
że również enzymy z wątroby szczura i B. stearothermophilus są cynko- 
enzymami (10). Badania z zastosowaniem promieni rentgenowskich po­
zwoliły na dość dokładne poznanie struktury  centrum katalitycznego
i regulacyjnego dehydrogenazy alkoholowej z wątroby konia i sposobu 
wiązania się w nich atomów cynku. Od dość dawna wiadomo również, 
że atomy cynku w cząsteczce dehydrogenazy alkoholowej mają różne 
znaczenie dla aktywności katalitycznej enzymu. Dwa z atomów cynku 
określane jako ,.katalityczne” wiążą się z Cys46, His67 i Cys174, oraz z czą­
steczką wody biorącą udział w katalizie i ich funkcja polega na przyłącza-

http://rcin.org.pl



466 A. ST A N K IE W IC Z [6]

niu substratu. Druga para atomów cynku określana mianem „regulacyj­
nych” wiąże się z czterema cząsteczkami cysteiny 97, 100, 103, 111, a rola 
tych atomów polega prawdopodobnie na udziale w wiązaniu NADH2 (11, 
12). Wszystkie cztery atomy cynku w natywnym tetram erze można wy­
mienić na • 65Zn podczas dializy wobec radioizotopu (10). Pod wpływem 
dializy wobec o-fenantroliny obserwuje się nie tylko całkowitą u tratę 
aktywności katalitycznej enzymu z drożdży, lecz także jego dysocjację 
na cztery podjednostki o masie cząsteczkowej około 36 000 (13). Dwa 
z atomów cynku określane jako „katalityczne” dysocjują znacznie łatwiej 
niż pozostałe dwa określane jako „strukturalne” lub „regulacyjne” (14). 
Opanowano technikę wybiórczej wymiany atomów cynku z obu funkcjo­
nalnie różnych grup na jony kobaltu (15—19). Po wymianie czterech ato­
mów cynku na kobalt obserwuje się obniżenie aktywności właściwej en­
zymu o około 20% i czterokrotne obniżenie jego aktywności właściwej 
przy zastąpieniu cynku czterema atomami kadmu (17). Formy enzymu, 
w których atomy cynku zastąpiono kobaltem wybiórczo jedynie w miej­
scu katalitycznym, lub regulatorowym nie różnią się aktywnością właś­
ciwą od rodzimej dehydrogenazy alkoholowej (18, 19). Z powodzeniem 
dokonano wbudowania kobaltu do enzymu z drożdży hodując je na po­
żywce ubogiej w cynk i z nadmiarem kobaltu. Tak uzyskany enzym 
różnił się swoimi właściwościami zarówno od rodzimego zawierającego 
cynk, jak i od formy enzymu, w którym  wymieniono cynk na kobalt in 
vitro dzięki zastosowaniu chelatorów (20). Z komórek drożdży hodowa­
nych na pożywce o niskiej zawartości cynku udało się wyodrębnić dehy­
drogenazę alkoholową zawierającą 2 gramoatomy kobaltu na mol enzymu
o m.cz. 72 000 (enzym typu 4 Zn ma masę cząsteczkową 150 000) (21). 
Enzym ten odznaczał się znacznie zwiększoną wrażliwością na działanie 
znanego inhibitora dehydrogenazy alkoholowej — ADP-rybozy.

II-2. Polim erazy DNA i R NA

Znaczenie cynku dla prawidłowego przebiegu biosyntezy kwasów nu­
kleinowych i białek jest znane od dawna. Od kilku natomiast lat wiadomo, 
że niektóre przynajmniej polimerazy DNA i RNA są cynkoenzymami 
(Tabela 4). Polimerazy DNA izolowane z E. coli i z jeżowca Strongylocen- 
trotus jranciscanus zawierają 2—4 gramoatomy cynku na mol enzymu 
(22). Cynk obecny w enzymach rodzimych można było wymienić na 95Zn 
w czasie dializy wobec radioizotopu. Hodując E. coli na pożywce zawiera­
jącej radioizotop cynku stwierdzono, że wyhodowany, szczep produkuje 
polimerazę zawierającą 65Zn. Polimeraza DNA-I z E. coli zawiera oprócz 
jednego gramoatomu cynku na mol również 1 gramoatom żelaza (23). 
Interesujący jest przy tym fakt, że cynk daje się stosunkowo łatwo usu­
nąć z cząsteczki enzymu dzięki działaniu chelatora, czemu towarzyszy 
zanik aktywności enzymatycznej; natomiast w tych warunkach Żelazn
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[7] CYNKO ENZYM Y 467

pozostaje nadal trwale związane z cząsteczką wolnego od cynku apoenzy- 
mu. Apoenzym po traktowaniu o-fenantroliną można reaktywować po­
przez dodanie cynku (100% reaktywacji), kobaltu (80°/o reaktywacji), lub 
manganu (45% reaktywacji). Pierwszym preparatem  polimerazy RNA 
zależnej od DNA izolowanym z komórek eukariontów zawierającym cynk 
był enzym drożdżowy (24, Tabela 4).

Wiele uwagi poświęca się ostatnio polimerazie DNA zależnej od RNA 
(tzw. odwrotnej transkryptazie). Enzym izolowany z wirusa wywołują­
cego białaczkę ptaków zawiera 1,8—2,0 gramoatomów cynku na mol (25,
26). Dializa wobec EDTA, o-fenantroliny i innych chelatorów powoduje 
zanik jego aktywności co jest konsekwencją usunięcia cynku z cząsteczki 
białka (26). Wykazano, że o-fenantrolina hamuje odwracalnie polimerazę 
DNA zależną od RNA małpy, kota oraz enzym z wirusa RD-114. Dane 
te sugerują, że także odwrotna transkryptaza z tkanek ssaków może być 
metaloproteiną zawierającą cynk w swojej cząsteczce (27). Informacje na 
temat tej grupy enzymów są jak dotąd fragmentaryczne i nierzadko roz­
bieżne. Doniesiono na przykład, że odwrotna transkryptaza z wirusa 
białaczki ptaków zawiera nie 2 gramoatomy cynku na mol enzymu o m.cz. 
180 000, jak to sugeruje V a 11 e e, lecz 1 gramoatom cynku na mol enzy­
mu o m.cz. 65 000 (28).

II -3. Fosfataza alkaliczna

Enzym ten należy do najwszechstronniej przebadanych cynkoprotein 
ze względu na udział jonów metali dwuwartościowych w katalizie. Przed­
miotem tych badań był przede wszystkim enzym uzyskiwany z E. coli 
(29—38). Oprócz 4-ch gramoatomów cynku zawiera on 2 gramoatomy 
magnezu i prawdopodobnie ok. 1 gramoatomu żelaza na mol (36). Dwa 
z atomów cynku dają się łatwo usunąć podczas dializy enzymu wobec 
chelatora, towarzyszy temu całkowity zanik aktywności katalitycznej, 
dwa zaś pozostałe atomy cynku odznaczają się bądź znacznie większym 
powinowactwem do białka, bądź są niedostępne dla bezpośredniego dzia­
łania chelatora, a ich obecność nie wpływa w istotny sposób na aktywność 
enzymu. Przyłączenie do wolnego od cynku apoenzymu 2-ch gramoato­
mów Zn/mol przywraca 85% pierwotnej aktywności fosfatazy. Jak się 
wydaje spośród czterech atomów cynku w cząsteczce fosfatazy z E. coli 
dwa, dysocjujące łatwiej, biorą bezpośredni udział w wiązaniu substratu 
w centrum aktywnym enzymu, natomiast dwa pozostałe, znacznie trudniej 
ulegające chelatowaniu, mają znaczenie głównie w stabilizacji struktury  
cząsteczki białka enzymatycznego (39, 40). Zaznacza się więc w tym przy­
padku pewna analogia z dwiema, funkcjonalnie różnymi, grupami atomów 
cynku w cząsteczce dehydrogenazy alkoholowej. Wszystkie cztery atomy 
cynku można zastąpić atomami kobaltu uzyskując trwale aktywny pre­
parat enzymatyczny, jednakże o zmienionej geometrii centrum aktywnego
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(38). Zastąpienie w cząsteczce fosfatazy cynku manganem powoduje u tra­
tę aktywności enzymatycznej (41).

Fosfataza z nerki wołu zawiera cynk niezbędny dla aktywności i ma­
gnez, którego rola jest wprawdzie niejasna, jednakże wydaje się, że 
związany on jest z cząsteczką enzymu w miejscu dla siebie specyficznym 
(42). Jeśli w miejscu specyficznym wobec magnezu wbudowany zostanie 
cynk działa on jako inhibitor enzymu, natomiast podstawienie w tym 
miejscu jonów manganu, kobaltu lub niklu daje aktywne formy enzymu. 
Z kolei wprowadzenie w miejsca specyficzne wobec cynku jonów manga­
nu, kadmu, miedzi lub magnezu daje formy pozbawione aktywności enzy­
matycznej, jedynie w przypadku wymiany cynku na kobalt można uzyskać 
aktywną formę fosfatazy alkalicznej (43). Zróżnicowanie funkcjonalne 
atomów cynku w fosfatazie nerkowej jest podobne jak w przypadku enzy­
mu z E. coli (44). Dwa z atomów, łatwiej dysocjujące, niezbędne są dla 
aktywności katalitycznej i można je usuwać i powtórnie wbudowywać do 
cząsteczki enzymu, usunięcie dwóch pozostałych, określanych mianem 
„strukturalnych” prowadzi do nieodwracalnej denaturacji enzymu. Szcze­
gólnie jaskrawo więc zaznacza się w tym przypadku odrębność funkcjo­
nalna i znaczenie atomów nie biorących bezpośredniego udziału w ka­
talizie.

Wymiana cynku na kobalt w preparatach fosfatazy z różnych źródeł 
można dawać odmienne efekty. Forma enzymu izolowanego z B. subtilis 
zawierająca kobalt odznacza się dwukrotnie wyższą aktywnością w po­
równaniu z preparatem  rodzimym. Analogiczny preparat z E. coli zacho­
wuje jedynie 20°/o aktywności w porównaniu z formą rodzimą, zawiera­
jącą cynk (45).

II-4. A m inopeptydaza leucynow a

W roku 1970 L i s o w s k i  i wsp. (46) wykazali, że aminopeptydaza 
leucynowa z nerki świni zawiera 5 gramoatomów cynku/300 000 masy 
cząsteczkowej białka. Jak wykazano usunięcie już 2—3 gramoatomów 
cynku na mol powoduje całkowitą u tratę aktywności katalitycznej (46). 
Jednocześnie stwierdzono, że dodanie cynku do uzyskanego dzięki działa­
niu chelatorów apoenzymu nie przywraca właściwości katalitycznych, 
natomiast dodanie manganu reaktywuje preparat. W wiązaniu jonów 
cynku przez cząsteczkę enzymu biorą prawdopodobnie udział grupy SH, 
ponieważ ich liczba wzrasta po usunięciu cynku z cząsteczki enzymu 
z 12-tu do 24-ch.

Aminopeptydaza z soczewki oka o m.cz. 320 000 zawiera 12 gramoato­
mów cynku na mol (47—49), przy czym po dwa atomy cynku wiążą się 
z każdą z sześciu podjednostek enzymu. Podjednostki posiadają miejsca 
wiązania Me2+ o różnej specyficzności. Jedno z miejsc wiąże wyłącznie 
cynk, w drugim zaś zamiast cynku mogą być chelatowane magnez lub
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mangan. Uzyskane w ten sposób formy enzymu typu Zn-Zn (rodzimy) 
oraz Zn-Mg i Zn-Mn różnią się między sobą aktywnością właściwą. Rodzaj 
metalu w miejscu niespecyficznym wpływa na szybkość maksymalną 
reakcji, w mniejszym zaś stopniu na powinowactwo enzymu do substratu. 
Wykazano możliwość wymiany cynku na mangan w obu miejscach wią­
zania Me2+ w poszczególnych podjednostkach enzymu i powtórne wbudo­
wanie cynku w miejsce manganu w preparacie typu Mn-Mn (49). Zmia­
nom tym  towarzyszą charakterystyczne zmiany aktywności właściwej. 
Jednqcześnie stwierdzono, że na wartość aktywności właściwej ma wpływ 
metal związany w miejscu „regulacyjnym”.

II-5. Karboksypeptydazy

Enzymy te odznaczają się specyficznością grupową i odszczepiają hy- 
drolitycznie C-końcowy aminokwas aromatyczny lub alifatyczny rozga­
łęziony z naturalnych i syntetycznych peptydów. Wykazują także aktyw ­
ność esterazową, często wykorzystywaną w badaniach doświadczalnych. 
Karboksypeptydazy A i B z trzustki wołu oraz karboksypeptydaza C izo­
lowana z pestek cytryny i liści pomarańczy zawierają cynk (50) (Tabela 4). 
W pracowni V a 11 e e uzyskano również krystaliczny preparat karbo­
ksypeptydazy A z soku trzustkowego człowieka. Jej skład aminokwaso- 
wy, masa cząsteczkowa i zawartość cynku są podobne do tych cech 
enzymów wołu (51). Aktywność peptydazową i esterazową zachowują 
formy enzymu zawierające zamiast cynku kobalt, nikiel, mangan lub 
kadm. W badaniach nad karboksypeptydazą A z trzustki wołu stw ier­
dzono, że wymiana cynku na inny metal drastycznie zmienia zarówno 
aktywność peptydazową jak i esterazową (Tabela 6).

Tabela 6
Aktywność peptydazowa i esterazowa karboksypeptydazy A (90)

Forma enzymu
Względna aktywność

peptydazowa esterazowa

1. Rodzimy cynkoenzym 100 100
jCd 0 150

2. Wymiana Zn na: |C o 160 95
(Ni 106 87

3. Acetylacja tyrozyny 198 i 248
w enzymie rodzimym 0 700

Od szeregu lat karboksypeptydazy należą do ulubionych obiektów 
badań jako model cynkoenzymów m.in. ze względu na dostępność w han­
dlu, stabilność i niską masę cząsteczkową, stąd też nagromadzenie znacznej 
ilości informacji na tem at mechanizmów reakcji katalizowanych przez te
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enzymy i udziału cynku w katalizie. Spośród siedmiu reszt cysteiny obec­
nych w cząsteczce enzymu jedna bierze udział w wiązaniu cynku, sześć 
pozostałych zaś tworzy mostki dwusiarczkowe. Zablokowanie wolnej gru­
py SH w apoenzymie uzyskanym poprzez działanie chelatorów uniemożli­
wia rekonstytucję holoenzymu przy pomocy cynku, co jest możliwe jeśli 
uprzednio grupa SH nie została zablokowana (52). Z karboksypeptydazy 
B wyizolowano oligopeptyd, który został zidentyfikowany jako centrum 
aktywne wiążące cynk (53). Skład aminokwasowy centrum jest nast- 
pujący: Val, Leu, Pro, Glu, Ser, Glu, Ileu, Glu, Pro, Thr, Cys-SH, Glu, 
Glu, Thr. Jakkolwiek cynk w cząsteczce enzymu można bez trudu zastą­
pić kobaltem, to siła wiązania obu metali w centrum aktywnym karbo­
ksypeptydazy jest różna. Znacznie łatwiej można dokonać wymiany, drogą 
dializy, kobaltu na cynk niż odwrotnie (zabieg ten trwa odpowiednio 12
i 48 godzin) (54). Aktywne formy karboksypeptydaz można ponadto uzy­
skać w wyniku kompleksowania przez apoenzymy jonów niklu (55), 
magnezu, kadmu i ołowiu (56), przy czym trzy ostatnie zachowują jedynie 
aktywność esterazową. Enzym rodzimy i forma zawierająca kobalt różnią 
się m.in. stałymi Michaelisa wobec różnych substratów i stałymi inhibi­
torowymi znanych inhibitorów karboksypeptydaz (57). Interesującym 
spostrzeżeniem jest fakt, że substraty peptydowe interferują z o-fenan- 
troliną w inaktywowaniu karboksypeptydazy A (58). Potwierdza to po­
gląd, że cynk bierze udział w wiązaniu substratu w centrum aktywnym 
enzymu.

Odrębność struk tury  przestrzennej karboksypeptydazy C była powo­
dem, że przez wiele lat uważano, iż enzym ten nie zawiera jonów metali 
w cząsteczce, a związki chelatujące nie wpływają na jego aktywność. 
Dopiero niedawno wykazano, że atomy cynku są zamaskowane w czą­
steczce enzymu przez mostki dwusiarczkowe. Redukcja tych połączeń 
powoduje, że można usunąć cynk z cząsteczki enzymu przy pomocy 
o-fenantroliny lub EDTA (50).

I I -6. Anhydraza w ęglanow a

Enzym ten jest pierwszym, co do którego stwierdzono, że zawiera cynk 
jako składnik niezbędny dla prawidłowej struktury  i funkcji katalitycz­
nej (59). Izolowano go z wielu tkanek zwierząt i roślin, jednakże szczegó­
łowo badano anhydrazę węglanową z erytrocytów człowieka i wołu, 
w których aktywność jest najwyższa (60). W erytrocytach człowieka spo­
tyka się dwie formy enzymu B i C różniące się m.in. trwałością wiązania 
cynku i aktywnością właściwą. Podczas dializy wobec roztworu o-fenan­
troliny mało aktywna forma B traci cynk w ciągu 1—2 dni, natomiast 

„ forma C o wysokiej aktywności właściwej, w tych samych warunkach 
traci cynk dopiero po 5—10 dniach. O szczególnie silnym wiązaniu cynku 
przez anhydrazę węglanową świadczy też fakt, że nie obserwuje się jego
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wymiany na 85Zn obecny w środowisku nawet w czasie 32 dni dializy (61), 
wymiana cynku „rodzimego” na radioizotop w czasie dializy jest zjawi­
skiem dość często obserwowanym w przypadku innych cynkoenzymów. 
W przeciwieństwie do preparatów pochodzenia zwierzęcego anhydraza 
węglanowa z tkanek roślin nie zawiera metali dwuwartościowych i nie 
jest wrażliwa na działanie chelatorów. Jedynym znanym dotychczas wy­
jątkiem jest enzym izolowany z liści pietruszki zawierający 6 gramo- 
atomów cynku na mol o m.cz. 180 000. Enzym ten dość znacznie różni 
się od enzymów tkanek zwierzęcych (Tabela 4), m.in. usunięcie cynku 
z cząsteczki białka prowadzi do jego nieodwracalnej denaturacji (63). 
Uczyniono znaczny postęp w wyjaśnieniu mechanizmu reakcji uwodnie­
nia C 0 2, w czym bierze bezpośredni udział atom cynku wiążący cząsteczkę 
wody (64, 65). Pomocne w tych badaniach okazało się opanowanie tech­
niki zastępowania cynku kobaltem w centrum aktywnym enzymu, co 
pozwoliło na rozszerzenie zakresu badań spektralnych do badania cen­
trum  aktywnego i mechanizmu reakcji tych cynkoenzymów (66, 67). 
W wiązaniu cynku przez anhydrazę węglanową biorą udział atomy azotu 
(grupy imidazolowe histydyny) (95) oraz w przypadku anhydrazy B 
z erytrocytów człowieka dodatkowo 1 grupa SH (68, 69). Anhydraza C 
człowieka i enzym wołu nie posiadają grup sulfhydrylowych uczestni­
czących w wiązaniu cynku. Drogą dializy wobec roztworów jonów metali 
można dokonać wymiany kobaltu na cynk w formie enzymu zawierającej 
uprzednio wbudowany kobalt, natomiast nie jest możliwa wymiana cynku 
w preparacie rodzimym na kobalt bez zastosowania związków chelatują- 
cych (70, 71).

I I -7. Inne cynkoenzym y

Liczba enzymów, w których cynk zidentyfikowano jako ważny ele­
m ent struktury  biorący najczęściej bezpośredni udział w katalizie zwięk­
sza się z każdym rokiem. Należą do nich tak znane enzymy, jak dehydro­
genaza mleczanowa (72, 73), dysmutaza nadtlenkowa (74), dehydrataza 
8-aminolewulinianowa (75, 76) i a-amylaza (77). Zwraca uwagę znaczna 
liczba enzymów proteolitycznych zawierających cynk (Tabela 4), (81).

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego zawiera 2,7 gramoato- 
mu cynku na mol o m.cz. 140 000. Wykazano możliwość wbudowania 65Zn 
do enzymu in vivo przez podanie radioizotopu w pożywce, a także jego 
wymianę na cynk nieradioaktywny drogą dializy wyizolowanego enzymu 
bez zmiany aktywności enzymatycznej (82).

Karboksylaza pirogronianowa zawiera 3 gramoatomy cynku i 1 gra- 
moatom żelaza/600 000. Przy znacznej podaży kobaltu w pożywce udało 
się wyhodować drożdże produkujące karboksylazę zawierającą cynk i ko­
balt w różnej proporcji wzajemnej, przy czym suma gramoatomów Me2+
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przypadających na mol enzymu pozostaje zawsze taka sama jak w enzy­
mie rodzimym (83).

Transkarbamylaza asparaginianowa z E. coli zawiera 6 atomów cynku, 
z których każdy wiąże się z jedną podjednostką regulacyjną enzymu (84). 
Jony cynku nie wymieniają się z B5Zn nawet w czasie trwającej 40 dni 
dializy wobec radioizotopu. Bakterie rosnące na pożywce nie zawierającej 
cynku zachowują jedynie 30% aktywności transkarbam ylazy w porówna­
niu z kontrolą. Jeśli zawartość cynku w pożywce jest prawidłowa to pod- 
jednostki regulacyjne enzymu wiążą 1 gramoatom Zn/mol i jedynie 
w obecności cynku zdolne są do agregacji z podjednostkami katalitycz­
nymi. Miedź, kobalt i nikiel mogą zastąpić cynk w jego funkcjach w trans- 
karbamylazie (85).

ATP-aza aktywowana przez jony wapnia i magnezu, izolowana z błon 
E. coli zawiera cynk, który ulega chelatowaniu jedynie w enzymie roz­
puszczalnym, nie jest natomiast dostępny jeśli enzym pozostaje związany 
z błoną. Cynk jest niezbędny dla aktywności ATP-azy lecz można go 
zastąpić przez molibden, miedź, mangan lub żelazo. W enzymie tym cynk 
występuje zapewne w miejscu wiążącym ATP (86).

Aldolaza fruktozodwufosforanowa podzielona została na dwa typy — 
enzymy typu I nie zawierają metali dwuwartościowych i nie są wrażliwe 
na działanie EDTA, enzymy typu II zaś, hamowane w różnym stopniu 
przez EDTA zawierają cynk, kobalt lub żelazo. Do typu I zaliczamy m.in. 
aldolazy izolowane z mięśni ssaków, skorupiaków, pierścienic, małży oraz 
roślin wyższych, niektórych pierwotniaków i alg. Do typu II należą 
natomiast enzymy bakteryjne, grzybów i niektórych alg oraz pierwotnia­
ków prokariotycznych (87). Przykładem aldolazy II typu jest enzym izo­
lowany z B. stearothermophilus (Tabela 4), który można inaktywować 
za pomocą dializy wobec EDTA oraz reaktywować jonami kadmu, ko­
baltu, żelaza i manganu. Formy enzymu zawierające kobalt i mangan 
odznaczają się m.in. większą opornością na denaturację cieplną w porów­
naniu z enzymem rodzimym zawierającym cynk (88).

Dezaminaza AMP z -różnych źródeł zawiera ok. 2 gramoatomów 
Żn/280 000. Enzym ten i jego właściwości są przedmiotem odrębnego 
artykułu przeglądowego (89).

III. Rola cynku w  katalizie enzym atycznej

W wielu autorów podejmowało próby wyjaśnienia roli cynku w funk­
cjach katalitycznych enzymów na poziomie molekularnym. Modelowymi 
enzymami były zwykle anhydraza węglanowa i karboksypeptydaza A 
(90). Poniżej podano ogólne informacje dotyczące fizykochemicznych 
podstaw działania cynku w katalizie enzymatycznej oraz przedstawiono
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jeden z możliwych mechanizmów peptydazowej aktywności karboksy- 
peptydazy A. (Ryc. 1).

Podobnie jak protony, jony metali można uważać za kwasy Levisa 
(elektrofilne). Mogą one przyjmować pary elektronów tworząc wiązania 
typu o. Jony metali określane są niekiedy mianem superkwasów, gdyż 
w środowisku obojętnym mają ładunek większy niż +1 i niekiedy mogą 
przyjmować elektrony na niżej położone orbitale tworząc wiązania ty ­
pu Jt. Metale mogą być kwaśnymi katalizatorami reakcji zachodzących 
z udziałem protonów.

Metale mogą również oddawać elektrony tworząc wiązania o lub Jt
i aktywować w ten sposób nukleofile. Tzw. otoczenie koordynacyjne 
metalu w centrum aktywnym enzymu może sprzyjać zbliżeniu reagen­
tów (substratów) i prowadzić do utworzenia kompleksów (chelatów)
0 różnym stopniu trwałości. Wykazano, że enzymy zawierające metale 
charakteryzują się prostą stechiometrią w tworzeniu kompleksów en- 
zym-metal-substrat; często wynosi ona 1:1:1. Enzymy zawierające cynk 
mogą tworzyć kompleksy według poniższych schematów: E—Me—S lub

Me
E -———S (kinaza pirogronianowa, karboksylaza pirogronianowa), E—S— 
—Me (kinaza adenylowa, kinaza kreatynowa), bądź S—E—Me (liaza cy- 
trynianowa, anhydraza węglanowa). Bezpośrednim rezultatem wiązania 
liganda z dodatnio spolaryzowanym atomem metalu jest polaryzacja gę­
stości elektronowej liganda wokół jonu metalu. Konsekwencją tej pola­
ryzacji jest:
— wzrost kwasowości atomów wodoru donora
— ułatwienie ataku nukleofilowego na ligand i utrudnienie ataku elek- 

trofilowego.
Katalityczna funkcja metalu nie ma związku z powinowactwem jonu 
Me2+ do apoenzymu, innymi słowy nie zależy od tego, czy mamy do 
czynienia z metaloproteiną, czy też z kompleksem metal:enzym (Ta­
bela 2) (92).

Na rycinie 1 przedstawiono mechanizm peptydazowej aktywności 
karboksypeptydazy A (90). Zakłada się, że w tym  przypadku cynk działa 
jako kwas Levisa, odgrywając podstawową rolę w rozszczepieniu wiąza­
nia peptydowego przez polaryzację grupy karbonylowej substratu
1 zwiększenie jego podatności na nukleofilowy atak cząsteczki wody. 
Fenolowa grupa Tyr248 pełni również rolę kwasu zwiększając nukleofi- 
lowość azotu aminowego. W ten sposób powstają warunki do przerwania 
wiązania C—N. Z kolei Glu270 aktywuje cząsteczkę wody, zwiększa jej 
elektrofilowość i ułatwia jej atak nukleofilowy na grupę karbonylową 
substratu. Nukleofilowy atak Glu270 prowadzi do utworzenia wiązania 
typu bezwodnika między enzymem i substratem. W następnym etapie 
intermediat ten ulega hydrolizie z uwolnieniem enzymu.

4 Postępy Biochem ii
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R yc. 1. M echanizm reakcji katalizow anej przez karboksypeptydazę A z trzustki wołu.

Glu (143) i
NH,

TYR (157) Glu (166)

HIS (231) 
ASP(226)

A SP(170)
ARG (203)

R yc. 2. Centrum katalityczne term olizyny izolowanej z B. protheolyticus.
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Rycina 2 przedstawia strukturę centrum aktywnego termolizyny 
z B. protheolyticus. Zawiera ona podobnie jak karboksypeptydaza A
1 gramoatom Zn/34 600. Enzym katalizuje hydrolizę peptydów mających 
na C-końcu izoleucynę, leucynę, fenyloalaninę lub walinę; pod względem 
specyficzności przypomina więc karboksypeptydazę A. S truktura cen­
trum  katalitycznego tego enzymu wykazuje uderzające analogie z kar- 
boksypeptydazą A. Cynk związany jest przez His142, His146 i Glu166. Czwar­
tym ligandem jest woda. Glu143, Arg203 i Tyr157 są analogami odpowiednio 
Glu270, Arg145 i Tyr248 w cząsteczce karboksypeptydazy A. Podobieństwa 
te stanowią przyczynek do rozważań na temat ewolucji enzymu i względ­
nej specyficzności struktury  centrum aktywnego wobec typu substratu
i katalizowanej reakcji w organizmach odległych od siebie gatunków.

IV. U w agi końcowe

Znamy jak dotąd ok. 80-ciu enzymów zawierających w swoich czą­
steczkach cynk niezbędny dla stabilizacji struktury  trzecio- i czwarto­
rzędowej oraz dla aktywności katalitycznej. Fakt ten sprawia, że cynk 
jest jednym z najważniejszych mikroelementów biorących udział w re­
akcjach enzymatycznych w ogóle, w szczególności zaś reakcji przebiega­
jących z udziałem wody.

Możliwość wymiany ,,rodzimego” cynku na inny metal w cząstecz­
kach enzymów stwarza warunki do uzyskiwania form enzymów o zmie­
nionych właściwościach kinetycznych i regulacyjnych, zachowujących 
jednak aktywność katalityczną. Poza teoretycznym znaczeniem takich 
doświadczeń dla badania struktury  centrum aktywnego, mechanizmu 
katalizy i specyficzności udziału poszczególnych metali w reakcjach en­
zymatycznych zagadnienie to ma jeszcze jeden aspekt, nie mniej istotny. 
W świetle obecnie już znanych faktów nie da się mianowicie wykluczyć 
podobnej wymiany m etali w białkach enzymatycznych in vivo u czło­
wieka, zwłaszcza u osób zawodowo poddanych długotrwałej ekspozycji 
na jeden z metali dwuwartościowych, co mogłoby prowadzić do zmian 
właściwości poszczególnych enzymów, a w konsekwencji do, być może, 
istotnych zmian w metabolizmie ogólnoustrojowym.
A r ty k u ł o trzym an o  26.11.1977; po revoizji a u to rsk ie j p r z y ję to  27.5.1978
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GRAŻYNA MUSZYŃSKA *>

Identyfikacja grup reaktywnych enzymów 

Identification of the Reactive Groups of Enzymes

Spis treści

I. Grupa hydroksylow a seryny
II. Grupa tiolow a cysteiny

III. Im idazolow y pierścień h istydyny
IV. Grupa e-am inow a lizyny i guanidynow a argininy
V. P ierścień  fenolow y tyrozyny

VI. Grupy |3 i y-karboksylow e kw asu asparaginowego i glutam inow ego  
VII. P ierścień  indolow y tryptofanu

Contents

I. H ydroxyl group o f serine
II. Sulfhydryl group of cysteine

III. Im idazole ring of histidine
IV. E-amino group of lysine and guanidine group of arginine
V. Phenolic ring of tyrosine

VI. 3 - and Y-carb oxyl groups of aspartic and glutam ic acids 
VII. Indole ring of tryptophane

W reakcji enzymu z substratem mogą brać udział zarówno polarne 
jak i niepolarne ugrupowania łańcuchów bocznych aminokwasów. Grupy 
te występujące w centrum aktywnym enzymu cechują się zwiększoną 
reaktywnością chemiczną w porównaniu z takimi grupami w związkach 
modelowych, czy też w katalitycznie nieczynnych obszarach cząsteczki 
enzymu. Właściwość ta umożliwia przeprowadzenie selektywnej mody­
fikacji grup uczestniczących w katalizie enzymatycznej **).

Spośród ogólnej liczby 19 reszt tyrozyny występujących w karboksy- 
peptydazie A (E.C. 3.4.12.2) osiem jest dostępnych dla modyfikatorów 
(znajdują się na powierzchni cząsteczki) a tylko jedna cechuje się nie­

*) Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN , ul. R akowiecka 36, 02-532 W arszawa.
W ykaz stosow anych skrótów: pCMB — p-chlorortęciobenzoesan sodu; N BS — 

N -brom oim id kw asu bursztynowego; HNBB — bromek 2-hydroksy-5-nitrobenzylu.
**) M odyfikacje chem iczne stosow ane w  badaniach grup czynnych enzym ów  były  

już przedm iotem  artykułu w  Postępach B iochem ii (2), zagadnieniem  tym  pośw ięcono  
także jeden z rozdziałów przygotow yw anej do druku M onografii (3).
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zwykłą reaktywnością (4). Z 11 reszt lizylowych rybonukleazy (E.C. 
3.1.4.22) jedna występuje w centrum  aktywnym  i wykazuje znacznie 
zwiększoną reaktywność chemiczną (5). Do identyfikacji grup funkcyj­
nych enzymów, a także w badaniach mechanizmu katalizy enzymatycz­
nej, stosuje się więc często selektywne modyfikacje chemiczne zmienia­
jące pojedyncze reszty aminokwasowe.

W metaloenzymach szczególną rolę odgrywają jony metali, na ogół 
dwuwartościowe. Tworzą one wiązania o wysokim poziomie energetycz­
nym (zwanym stanem entazy, ang. entatic state) z resztami aminokwa­
sów występującymi w centrum aktywnym enzymów (1). Obecność katio­
nów w centrach aktywnych, wpływa na jonizację sąsiadujących ugrupo­
wań, zwiększając tym samym reaktywność chemiczną niektórych bocz­
nych łańcuchów aminokwasów. Niekiedy metale ułatwiają jonizację 
substratu, umożliwiając jego przyłączenie do enzymu. Jony metali mogą 
też odgrywać istotną rolę w tworzeniu i stabilizacji czwartorzędowej 
struktury  enzymów oligomerycznych.

I. Grupa hydroksylowa seryny

Wyjątkową reaktywność grupy hydroksylowej seryny stwierdzono 
w wielu enzymach hydrolitycznych, spośród których jednym z najlepiej 
poznanych jest chymotrypsyna (E.C. 3.4.21.1 lub 3.4.21.2). Reaktywną 
resztę serylową można wybiórczo modyfikować poprzez acetylację octa­
nem fenylu (6) oraz fosforylację dwuizopropylofluorofosforanem lub 
innymi związkami organofosforowymi (7). Możliwość selektywnej mody­
fikacji jednej tylko reszty seryny w pozycji 195 (tzw. monomodyfikacji) 
w centrum aktywnym chymotrypsyny przypisuje się wpływowi znaj­
dującej się w pobliżu reszty histydylowej pobudzającej jonizację reszty 
serylowej. Wytwarza się bowiem wiązanie wodorowe między tlenem 
seryny a azotem w pozycji 3 pierścienia imidazolowego His 57, co wzmaga 
nukleofilowe oddziaływanie grupy hydroksylowej seryny (8, 9). Prócz te­
go, azot w pozycji 1 pierścienia imidazolowego His 57, tworzy wiązanie 
wodorowe z zamaskowaną (ang. buried) grupą karboksylową Asp 102 
(Rye. 1 a).

Asp 102

Ryc. 1. P rzykłady hyperaktyw nych łańcuchów  bocznych w  aktyw nych centrach  
chym otrypsyny (a) i papainy (b) (9).

Ser 195
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Trzy reszty aminokwasowe: Ser-195, His-57 i Asp-102 sprzężone dwo­
ma wiązaniami wodorowymi stanowią układ przenoszący ładunki (char- 
ge-relay system) z hydrofobowego fragmentu cząsteczki enzymu na jej 
powierzchnię, do centrum aktywnego. Układ ten zwiększa możliwość wy­
stępowania w centrum aktywnym chymotrypsyny formy jonowej 
—CHZ—O-  w środowisku zbliżonym do obojętnego (10). Charaktery­
styczne jest, że jonizacja Ser 195 powoduje zwiększoną reaktywność 
chemiczną tej reszty w porównaniu z innymi powierzchniowymi reszta­
mi serylowymi.

Bakteryjny enzym proteolityczny — subtilopeptydaza A (E.C. 
3.4.21.14) (z B. subtilis) również zawiera w centrum  aktywnym serynę 
związaną wodorowo z łańcuchem bocznym histydyny i grupą karboksy­
lową (11), enzym ten działa więc najprawdopodobniej według tego sa­
mego ogólnego mechanizmu co chymotrypsyna i inne proteazy serynowe.

II. Grupa tiolowa cysteiny

Grupy tiolowe w centrach aktywnych enzymów wykazują znacznie 
wyższą reaktywność niż te same grupy związków modelowych. Na przy­
kład, alkilacja grup SH proteinazy ze Streptococcus zachodzi 50—100 ra ­
zy szybciej aniżeli alkilacja glutationu (12), a grupy sulfhydrylowe pa­
painy (E.C. 3.4.22.2) są alkilowane 1000 razy szybciej w porównaniu 
z wolną cysteiną (13).

Grupę tiolową w centrum aktywnym papainy cechuje znacznie obni­
żona wartość pK 8,5 (14), w porównaniu z pK 9—10 cysteiny (15). Nie­
zwykle niskie pK grupy SH Cys 25 biorącej udział w przenoszeniu acylu 
podczas hydrolizy jest wynikiem występowania wiązania wodoro­
wego z histydyną obecną w centrum aktywnym papainy (Ryc. Ib), co 
wykazano poprzez modyfikacje chemiczne (16, 17). Z badań krystalo­
graficznych (18) wynika, że imidazolowa grupa His 159 znajduje się 
w bliskiej odległości (4 A) od atomu siarki Cys 25. Wiązanie wodorowe 
pomiędzy tiolową a imidazolową grupą zwiększa więc nukleofilowość 
Cys 25 (18, 21).

Reaktywność funkcyjnych grup tiolowych enzymów wykorzystano 
do ich wybiórczego łączenia z dwusiarczkiem 2,2'-dwupirydylu (19). 
Chromatografia wymienna na glutationodwupirydylo dwusiarczku ko­
walencyjnie związanym z agarozą pozwoliła na odizolowanie aktywnej 
formy papainy od nieaktywnego enzymu zawierającego grupy tiolowe
o znacznie obniżonej reaktywności (20).

Technikę, wymiany tiol-dwusiarczek wykorzystano również do wią­
zania aktywnych grup tiolowych ureazy (E.C. 3.5.1.5) w wyniku czego 
oddzielono enzym od białek niezawierających takich grup (22).
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Arginaza (E.C. 3.5.3.1) roślinna, w przeciwieństwie do enzymu pocho­
dzącego z wątroby ssaków, jest silnie hamowana przez pCMB * i NEM ** 
(24, 25) — odczynniki specyficznie blokujące grupy sulfhydrylowe. Jak 
wynika z ostatnich badań, arginaza z wątroby szczura nie zawiera wol­
nych grup sulfhydrylowych (26). Zbliżone kinetyczne właściwości obu ar- 
ginaz (24, 27) sugerują podobny mechanizm katalizy enzymatycznej. Za­
kładając, że struktura przestrzenna centrów aktywnych enzymów cechu­
jących się tą samą funkcją biologiczną jest podobna, można przypuszczać, 
że grupa SH arginazy roślinnej jest zastąpiona przez inną strukturalnie
i funkcyjnie podobną grupę. Może to być grupa hydroksylowa seryny 
lub treoniny, która podobnie jak grupa SH jest reaktywnym nukleo- 
filem. I tak na przykład w centrach aktywnych niektórych dehydroge­
naz mleczanowych (E.C. 1.1.1.27) w miejscu występującej najczęściej 
grupy SH znajduje się grupa OH — reszta cysteiny została zastąpiona 
przez resztę treoniny (28). Podobnie w centrum aktywnym wielu roślin­
nych i bakteryjnych proteaz występuje grupa SH cysteiny, podczas gdy 
w proteazach zwierzęcych funkcję katalityczną spełnia grupa OH seryny 
(9). Tak więc w niektórych przypadkach mutacje polegające na zamianie 
pojedynczej reszty aminokwasowej w centrum aktywnym enzymu nie 
prowadzą do zaniku aktywności biologicznej białka.

III. Imidazolowy pierścień histydyny

Jednym z najbardziej reaktywnych ugrupowań w enzymach jest pier­
ścień imidazolowy histydyny. Jak już wspomniano, atomy azotu w po­
zycjach 1 i 3 tego pierścienia mogą tworzyć wiązania wodorowe z inny­
mi grupami bocznymi łańcuchów aminokwasowych w białkach. Wiąza­
nia te wzmagają reaktywność histydyny, wynikiem czego jest zwiększo­
na podatność tej reszty na modyfikacje chemiczne.

* P odstaw ienie grupy tiolow ej przez organiczne zw iązki rtęci zachodzi zgodnie 
z reakcją (wzór I). Liczbę zm odyfikow anych grup tiolow ych oblicza się z pom iarów  
spektrofotom etrycznych przy 250—255 nm (23).

i

Bian<o-SH+ H g ^ ^ ^ C O C T  — > B ia r k o -S -H g ^ I^ C O O ^ H *

** Grupa tiolow a reaguje następująco z m aleim idem  (wzór II) (23). NEM cha­
rakteryzuje się w idm em  pochłaniania z m aksim um  przy 305 nm, które zanika po 
stechiom etrycznej reakcji odczynnika ze zw iązkiem  zaw ierającym  grupy tiolowe. 
Pom iar spektrofotom etryczny um ożliw ia oznaczenie ilości grup tiolow ych (23).

H 0
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W cząsteczce anhydrazy węglanowej B (E.C. 4.2.1.1) erytrocytów ludz­
kich występuje 11 reszt histydylowych, z czego 4 znajdują się prawdopo­
dobnie na powierzchni enzymu (29). Podczas reakcji z kwasem jodoocto- 
wym obserwowano jednak tworzenie się tylko jednej reszty 3-karboksy- 
metylohistydyny (30). Podatna na modyfikacje reszta histydylowa cecho­
wała się znacznie niższą wartością pK =  5,8 (28) w porównaniu z typową 
wartością pK =  6,7—7,0 (15). W przeciwieństwie do formy B, anhydraza 
węglanowa C nie podlegała alkilacji (9).

W rybonukleazie z trzustki wołu również zidentyfikowano reaktywną 
resztę histydylową, charakteryzującą się zwiększoną zdolnością do dy- 
socjacji (31). Metodą magnetycznego rezonansu jądrowego oznaczono pK 
reszt histydylowch obecnych w rybonukleazie; najniższe pK =  5,8 wyka­
zywała His 119, a następnie His (pK =  6,2) (32). W alkilowanej jodooc- 
tanem histydynie 119 rybonukleazy ulegał karboksymetylacji N—1 
w pierścieniu imidazolowym oraz kilkukrotnie wolniej N—3 w His 12 
(33, 34). C r e s t f i e l d ,  S t e i n  i M o o r e  (34) sugerują, że N—1 His 
119 i N—3 His 12, podatne na modyfikację jodooctanem, znajdują się 
w bliskim sąsiedztwie. Dodatni ładunek tych grup może przyciągać jo- 
dooctan, co umożliwia alkilację. Alkilacja jednej reszty histydylowej 
zmniejsza szybkość modyfikacji drugiej reszty, gdyż powstająca ujemna 
grupa karboksymetylowa stanowić może zawadę przestrzenną dla dru­
giej reszty modyfikowanej. Różnice w szybkości modyfikacji dwu pier­
ścieni imidazolowych pozwoliły autorom zasugerować, że odległość mię­
dzy badanymi resztami histydylowymi w cząsteczce rybonukleazy wyno­
si około 5A. Alkilacja reszt histydylowych enzymu znacznie utrudniała 
przyłączanie fosforanu, co prowadziło do zahamowania katalizy enzyma­
tycznej (34).

Fotoutlenianie * kwaśnej fosfatazy (E.C. 3.1.3.2.) z prostaty ludzkiej 
prowadzące do modyfikacji reszt histydylowych inaktywowało enzym. 
Znacznie obniżona w obecności substratów i inhibitorów współzawodni- 
czych szybkość modyfikacji świadczyła, że straty  aktywności mają zwią­
zek z przemianami fotodynamicznymi w centrum aktywnym lub blisko 
niego. Prawdopodobnie jednym z etapów katalizy enzymatycznej jest 
tworzenie kowalencyjnego połączenia między histydyną obecną w cen­
trum  aktywnym fosfatazy, a grupą fosforanową substratu (36).

* Fotoutlenianie pierścienia im idazolowego w  białkach przebiega w  obecności 
barw nika uczulającego zgodnie z reakcją przedstawioną w zorem  III. Ilość zm ody-

m

Bianko-<f^ W hv,°a— -— ^  Bianko-<\ /  ||'j. .__y barwnik uczUaiący  ̂ __U
N pH 6-7 / N
H H

fikow anych reszt w ylicza się z różnicy w  składzie am inokw asow ym  białka natyw - 
nego i zm odyfikow anego (35).
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Powyższe dane sugerują, że w centrum aktywnym transferaz prze­
noszących grupy zawierające fosfor (rybunukleaza) oraz hydrolaz estrów 
fosforanowych (kwaśna fosfataza) pierścień imidazolowy histydyny łą­
czyć się może z ujemną grupą fosforanową substratu.

Fotoutlenienie arginazy z wątroby szczura prowadziło do inaktywacji 
enzymu i modyfikacji grup imidazolowych histydyny (37). Fotoinakty- 
wacja przebiegała w obecności jonów manganawych i była zależna od 
tem peratury. W tem peraturze 12°C enzym ulegał inaktywacji w nie­
znacznym stopniu, a w 45°C aktywność enzymu spadała do 10°/o aktyw­
ności wyjściowej. H i r s c h - K o l b  i wsp. (27, 38) przypuszczają, że 
aktywacja arginazy jonami manganawymi (w tem peraturze 40—50°C) 
jest konieczna do powstania aktywnej formy enzymu. Uprzednio suge­
rowano (39) zmianę konformacji arginazy podczas tworzenia komplek­
sów z dwuwartościowymi jonami metali, co ostatnio zostało potwierdzo­
ne badaniami spektralnymi (40). Zmiany konformacyjne podczas akty­
wacji arginazy prowadzą zapewne do zwiększenia podatności reszt histy- 
dylowych na modyfikacje chemiczne. Prawdopodobnie w temperaturze 
12°C pierścienie imidazolowe histydyny w cząsteczce arginazy są zama­
skowane i stają się reaktywne w podwyższonej temperaturze. Zmiana 
reaktywności histydyny może mieć związek z procesem aktywacji argi­
nazy. W aktywnej formie arginazy można zasugerować interakcję imida­
zolowego pierścienia histydyny z jonami manganawymi (Ryc. 2).

o h 2

Ryc. 2. H ipotetyczny schem at połącze­
nia jonu m anganow ego z pier­
ścieniem  im idazolow ym  h isty­
dyny w  centrum  aktyw nym  ar­
ginazy (37).
Y — grupa n iezidentyfikow ana.

Spośród aminokwasów wchodzących w skład białek, histydyna posia­
da wyjątkowe predyspozycje chemiczne do łączenia się z metalem (41). 
Przyłączenie dwuwartościowego kationu do imidazolu wywołuje joniza­
cję sąsiadujących ugrupowań na skutek przesunięcia elektronów w kie­
runku jonu metalu. Jako przykład można podać kinazę pirogronianową 
(E.C. 2.7.1.40). Połączenie manganu z histydyną w centrum aktywnym 
tego enzymu powoduje zmiany konformacyjne prowadzące do powstania 
aktywnej formy enzymu (42).
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IV. Grupa e-aminowa lizyny i guanidynowa argininy

Ponad połowa dotychczas znanych enzymów reaguje z ujemnie nała­
dowanymi substratami, lub wymaga kofaktorów anionowych. Wykazano, 
że ligandy tego typu wiązane są przez dodatnio naładowane grupy enzy­
mu (43). W wiązaniu substratu przez karboksypeptydazę A uczestniczy 
grupa guanidynowa pojedynczej reszty argininy, która łączy się jonowo 
z grupą karbonylową hydrolizowanego peptydu (44, 45, 46). Reszty argi- 
nylowe alkalicznej fosfatazy (E.C. 3.1.3.1.) z E. coli są miejscem wiązania 
ujemnych grup fosforanowych substratu (47). Fenyloglioksal i 2,3-buta- 
nodion — odczynniki swoiście reagujące z grupami guanidynowymi reszt 
arginylowych * powodowały inaktywację dehydrogenazy alkoholowej 
(E.C.1.1.1.1) z drożdży oraz z wątroby człowieka i konia (43). Grupy gua- 
nidynowe reszt arginylowych zidentyfikowano przeto jako składnik miej­
sca wiążącego NADH w dehydrogenazie alkoholowej.

W rybonukleazie z trzustki wołu resztą szczególnie reaktywną jest 
reszta lizyny. Inaktywacji rybonukleazy przez 2,4-dwunitrofluorobenzen 
towarzyszy modyfikacja «-aminowej grupy lizyny 41 (50). Kinetyczne ba­
dania tego procesu wykazały, że e-aminową grupę Lys 41 cechuje znacz­
nie niższa wartość pK (8,8) w porównaniu ze stałymi dysocjacji innych

* Proponowany schem at reakcji grupy guanidynow ej z fenyloglioksalem  (wzór 
IV) (48,49) i z butanedionem  w  buforze boranowym  (wzór V) (46). W w yniku kon-

jv
H H

^  M ^N H  Ć=0 pH 7-8 * n - ć - oh
Bicrtko-C + i ---------^BiaPko-C I

xNH2 C=0 xnh- c - oh
A  <

-  ę H3
© /N H 2 c=o  ___  ^NH-C-OH

Biafko HN=C + i ^___ Bianko N=C

Nnh  ̂ ę =0 Y ih- c-oh

+ H2B03°  /NH-C-C) 0 / OH

-----------» Bianko N=C | B
xNH-C-0/  X0H

b ¿ h3
densacji butanedionu z grupą guanidynow ą pow statje 4 ,5-dw um etylo-4,5-dw uhydro- 
ksy-2-im idazolina (wzór Va), która tworzy kom pleks z jonem  boranow ym  (wzór Vb). 
Ilość zm odyfikow anych (działaniem  obu odczynników) reszt w ylicza się z różnicy  
w  składzie am inokw asow ym  białka natyw nego i zm odyfikow anego.
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grup «-aminowych w rybonukleazie (pK 10,2) (50), sprzyjając unikalnej 
reaktywności tej reszty.

V. Pierścień fenolow y tyrozyny

Klasycznym przykładem podwyższonej reaktywności chemicznej jest 
reaktywność tyrozyny w centrum aktywnym karboksypeptydazy A. 
Szereg modyfikacji chemicznych prowadzi do wybiórczego znakowania 
tylko jednej reszty tyrozylowej, spośród 19 występujących w karboksy- 
peptydazie A (4, 51). Wybiorczo zmodyfikowaną tyrozynę 248 cechuje 
niższa stała dysocjacji, ponieważ znajduje się ona w pobliżu dodatnio 
naładowanego jonu Zn+2 (52). W cząsteczce aktywnego enzymu tyrozyna 
248 tworzy kompleks z jonem cynku (52), co wywołuje jonizację grupy 
fenolowej. W arunkiem katalitycznego działania karboksypeptydazy jest 
występowanie tego kompleksu.

Zjonizowana fenolowa grupa tyrozyny 248 wiąże się z azotem wiąza­
nia peptydowego. W wyniku tej interakcji zwiększa się nukleofilowość 
azotu w substracie i wiązanie C—N ulega osłabieniu (4).

W stanie krystylicznym karboksypeptydazy, jonizacja grupy fenolo­
wej tyrozyny 248 jest utrudniona (53), bowiem podczas krystalizacji en­
zymu Tyr 248 oddala się od atomu cynku. J o h a n s e n  i V a l l e e  (54) 
wykazali, że w stanie krystalicznym enzymu Tyr 248 jest oddalona o 
17 A od Zn+2 i nawet dodanie substratu (glicylo-L-tyrozyny), który powo­
duje przesunięcie pierścienia fenolowego o 12 A w kierunku kationu, nie 
umożliwia utworzenia kompleksu cynk-tyrozyna. Zmiany w orientacji 
tyrozyny 248 w roztworze i w stanie krystalicznym enzymu ilustruje ry ­
cina 3.

1

o

Ryc. 3. Schem at stanów  konform acyj- 
nych karboksypeptydazy A w  
stanie krystalicznym  (a) oraz w  
roztworze (b) i podczas in ter­
akcji z substratem  (c) (55).

Nitrowanie czteronitrometanem dostarczyło informacji o roli dwu 
reszt tyrozylowych w nukleazie (E.C. 3.1.4.7) gronkowca (Staphylo­
coccus) (56). W natywnej nukleazie tylko Tyr 85 ulega nitrowaniu przez 
ten odczynnik, a Tyr 115 staje się reaktywna dopiero w obecności współ-
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zawodniczego inhibitora enzymu (dezoksytymidyno-3'5'-dwufosforanu)
i jonów Ca+2. C u a t r e c a s a s  i wsp. (56) sugerują, że w natywnym 
enzymie Tyr 85 charakteryzująca się nienormalnie niskim pK znajduje 
się na powierzchni enzymu, podczas gdy Tyr 115 jest zamaskowana. 
Przyłączenie nukleotydu indukuje zmiany konformacyjne prowadzące 
do przejścia Tyr 115 w otoczenie hydrofiłowe. Efektem zmian konforma- 
cyjnych nukleazy jest zmiana podatności tyrozyny 115 na modyfikacje.

VI. Grupy (i i y-karboksylowe kwasu asparaginowego i glutam inowego

Krystalograficzne badania łizozymu (E.C. 3.2.1.17) jaja kurzego wy­
kazały, że dwie spośród grup karboksylowych uczestniczą w katalizie, 
a jonizacja tych grup zależy od otaczającego środowiska (57). Grupa y- 
karboksylowa Glu 35 występuje w hydrofobowej części cząsteczki łizo­
zymu, natomiast zjonizowana grupa /^-karboksylowa Asp 52 występuje 
w obszarze polarnym białka (57).

Fakt, że do aktywności katalitycznej pepsyny (E.C. 3.4.23.1) koniecz­
ne jest środowisko o niskim pH, sugerował udział grup karboksylowych 
w hydrolitycznym działaniu tego enzymu. Inaktywacja pepsyny przez 
bromek fenacylu była efektem modyfikacji grupy /^-karboksylowej kwa­
su asparaginowego (58). Zastosowanie estru metylowego dwuazoacylo- 
L-fenyloalaniny doprowadziło do identyfikacji miejsca modyfikacji. Gru­
pę ^-karboksylową znaleziono w sekwencji Ile—Val—Asp—Thr—Gly— 
Ser (59). Zakres pH, w którym działa pepsyna sugeruje, że źródłem pro­
tonu może być grupa karboksylowa enzymu. Proponowany mechanizm 
działania pepsyny uwzględnia udział dwu reszt karboksylowych, z któ­
rych jedna działa jako donor protonów, natomiast druga w swej zdy- 
socjowanej formie — jako nukleofil (58, 60). Szybka protonacja azotu 
w grupie CO—NH przez sąsiadującą grupę karboksylową powoduje silne 
zwiększenie elektronofilowości tej grupy. Zwiększona elektronofilowość 
umożliwia przyłączenie do enzymu zarówno wody jak i substratu (61). 
Stwierdzono dopiero niedawno, że dwie grupy karboksylowe w aktyw ­
nym centrum pepsyny związane są wiązaniem wodorowym. Grupy te 
zidentyfikowano jako Asp 32 o pK =  1,5 oraz Asp 215 o znacznie wyższej 
stałej dysocjacji pK =  4,5 (62).

VII. Pierścień indolow y tryptofanu

Chemiczne właściwości poszczególnych reszt aminokwasowych za­
leżeć mogą od oddziaływań z sąsiadującymi grupami. Przykładem tego 
typu zależności jest tryptofan w lizozymie. Obecność trzech reszt tryp-
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tofanylowych stwierdzono w symetrycznej głębokiej szczelinie, którą 
zidentyfikowano jako miejsce wiązania substratu (57). Związanie sub- 
stratu  z lizozymem odbywa się przy udziale sił Van der Waalsa w kon­
takcie z Trp 62, Trp 63 i Trp 108 (63). Traktowanie lizozymu N-bromo- 
imidem kwasu bursztynowego * (NBS) powoduje wyłącznie modyfikację 
Trp 62 (65), natomiast jodowanie modyfikuje tylko Trp 108 (66). Badania 
krystalograficzne wskazują, że grupa N-H indolu Trp 108 tworzy wiąza­
nie wodorowe z przyległą grupą karboksylową Glu 35 (66,67). Jonizacja 
pierścienia indolowego tryptofanu 108 umożliwia jego jodowanie. Praw ­
dopodobnie NBS z powodu większego ciężaru cząsteczkowego nie ma do­
stępu do Trp 108, usytuowanego w głębi kieszonki katalitycznej. Reakcja 
z NBS jest mało specyficzna dla tryptofanu obecnego w lizozymie i dla­
tego należy być ostrożnym w zastosowaniu NBS jako odczynnika do ilo­
ściowego oznaczania odsłoniętych na powierzchni enzymu pierścieni in- 
dolowych (68). Ponadto NBS stosowany w odpowiednich warunkach po­
woduje hydrolizę wiązań peptydowych.

Biorąc pod uwagę wymienione fakty, M u s z y ń s k a  i B e r  (37) 
zastosowały, obok utleniania NBS, drugą niezależną metodę modyfikacji 
reszt tryptofanylowych w arginazie. N-bromoimid kwasu bursztynowego 
powodował obniżenie aktywności enzymatycznej. Zanik aktywności był 
wprost proporcjonalny do liczby utlenionych reszt tryptofanu. Podobne 
wyniki uzyskano po modyfikacji arginazy bromkiem 2-hydroksy-5-nitro- 
benzylu ** — HNBB (odczynnikiem Koshlanda) reagującym specyficznie 
z tryptofanem (69). W obydwu niezależnych modyfikacjach utlenieniu 
jednej reszty tryptofanylowej na podjednostkę enzymu towarzyszyła 
90% inaktywacja arginazy (37). Uzyskane wyniki wskazują, że w. argina­
zie zarówno NBS jak i HNBB specyficznie modyfikowały pierścień in- 
dolowy reszty tryptofanu, który występuje prawdopodobnie w hydrofo­
bowym miejscu wiążącym substrat.

* Przebieg utleniania tryptofanu w  białkach N -brom oim idem  kw asu burszty­
nowego można śledzić m etodą spektrofotom etryczną. W w yniku tej reakcji następuje  
obniżenie absorpcji m odyfikow anego białka przy 280 nm i w zrost przy 261 nm (64). 
Schem at reakcji podano uprzednio (3).

** A lkilacja pierścienia indolow ego w  białku przez bromek 2-hydroksy-5-n itro- 
benzylu przebiega zgodnie z reakcją (wzór VI). Produkt reakcji w  pH 10 w ykazuje

< “ S  NO, ' % \ - C H , K 0
- C i .  J 7 ®

H OH H H

charakterystyczne w idm o pochłaniania z m aksim um  przy 410 nm, co pozwala na 
oznaczenie ilości zm odyfikow anych reszt tryptofanylow ych w  białku (35).

#
http://rcin.org.pl



[11] G R U PY  R E A K TY W N E  ENZYM Ó W 491

U w agi końcowe

Grupy obecne w centrach aktywnych enzymów wykazują niezwykłą 
reaktywność chemiczną. Stan energetyczny centrum aktywnego wynika 
nie tylko ze struktury  samego centrum, lecz także ze struktury  prze­
strzennej całej cząsteczki enzymu. Dlatego należy zachować ostrożność 
w wyciąganiu wniosków o właściwościach centrów aktywnych enzymów 
z badań nad właściwościami układów modelowych odpowiadającymi 
tylko niewielkiemu obszarowi cząsteczki białkowej. Za zwiększoną reak­
tywność chemiczną grup wchodzących w skład centrum aktywnego od­
powiedzialne są dodatkowe wiązania (najczęściej wodorowe). Wiązania 
wodorowe, stanowiące układ przenoszący ładunki z hydrofobowej części 
enzymu na jego powierzchnię, powodują jonizację ugrupowań funkcyj­
nych w enzymach i ich zwiększoną reaktywność chemiczną. W metalo- 
enzymach zwiększona reaktywność niektórych grup czynnych jest wyni­
kiem przemian elektronowych i konformacyjnych w otoczeniu jonów 
metalu. W enzymach prostych natomiast zwiększona reaktywność bocz­
nych łańcuchów aminokwasowych wywołana jest oddziaływaniem z in­
nymi resztami aminokwasowymi.

A rty k u ł  o trzym an o  20.4.1977; po re w iz j i  autorsk ie j  p rzy ję to  23.6.1978 
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w arzystw a H istochem ików  i C ytochem ików  oraz z P olsk im  T owarzystwem  
Reum atologicznym  organizują w  dniach 28—29.05.1979 r. Sym pozjum  O steolo- 
giczne w  U stroniu-Zaw odziu (w Śląskim  Szpitalu Reum atologicznym ).

Tem aty Sym pozjum  obejmują:
1. B iologia tkanki kostnej (biochem ia, histochem ia, struktutra, metabolizm ).
2. Patologia tkanki kostnej (aspekty patom orfologiczne i k liniczne oraz m eta­

boliczne).
R eferaty na Sym pozjum  proszę zgłaszać do dnia 31.01.1979 r. na ręce P rze­

w odniczącego K om itetu O rganizacyjnego Sym pozjum :

Doc. dr hab. med. Zbigniew Gburek  
Dyrektor Śląskiego Szpitala Reum atologicznego  
43-450 Ustroń — Zawodzie

Przew idyw any jest udział uczestników  z Czechosłow acji, NRD i W ęgier.
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S P R A W O Z D A N I A

Biochem ische Analytik 78 (Zjazd) 
“Analytica 78” (W ystawa)

M ünchen (Monachium), 18—21 kw ietn ia 1978

Europejskie Zjazdy A nalityki B iochem icznej (B iochem ische A nalytik  78) organi­
zow ane są przez N iem ieckie T ow arzystw o Chemii K linicznej (Deutsche G esellschaft 
für K linische Chemie), T owarzystwo N iem ieckich C hem ików  ze specjalnościam i 
Chem ii A nalitycznej i Chem ii Żywności oraz Chem ii Sądow ej (G esellschaft D eut­
scher Chem iker m it den Fachgruppen „A nalytische C hem ie” und „Lebensm ittelchem ie  
und G erichtliche C hem ie”) oraz T ow arzystw o Chem ii Biologicznej (G esellschaft für 
Biologische Chemie). R ów nolegle ze zjazdem  już od la t dziesięciu odbywa się m ię­
dzynarodowa W ystawa aparatury chem icznej, chem ikaliów  i now ych propozycji m e­
tod analitycznych pt. A nalyt ica  78.

Przew odniczącym  tegorocznego Zjazdu był Prof. Dr. Dr. J. Büttner z Instytutu  
Chemii K linicznej w  Hanowerze, a sekretarzem  Dr. Rosem arie Vogel z U niw ersytetu  
w  M onachium.

W program ie Zjazdu odbyły się 4 posiedzenia głów ne. Na każdym  z nich w yg ło ­
szono po 4 referaty plenarne. Na przed- i popołudniowych posiedzeniach w  różnych 
sekcjach w ygłoszono bardzo w ie le  kom unikatów , zw łaszcza z takich dziedzin, jak:
— analityka substancji tkankow ych oraz substancji obcych w  m ateriale biologicznym ,
— analityka farm aceutyczna, toksykologiczna i m ikrośladów  ciał czynnych w  m a­

teriale biologicznym ,
— now e m etody optyczne, spektrofotom etryczne, spektrom etrii m asowej,
— m etody im m unologiczne, enzym atyczne, im m unoradiologiczne,
— now e m etody chrom atograficzne z uw zględnieniem  chrom atografii pow inow actw a,
— badania procesu krzepnięcia krwi,
— zastosow anie mikro i ultram ikrom etod w  różnych dziedzinach analizy chem icznej.

W ram ach Zjazdu odbyło się Sym pozjum  na tem at analizy składników  śladow ych  
w ystępujących w  rozm aitych m ateriałach. M oderatoram i posiedzenia okrągłego stołu  
byli Prof. W. Fresenius (W iesbaden) i Prof. G. Tölg (Schw äbisch Gmünd). Tem atem  
w iodącym  tego Sym pozjum  było pytanie: w  jaki sposób uzyskać można najbardziej 
efek tyw ne i rzetelne w ynik i w  analizie składników  śladow ych w  odniesieniu do roz­
dzielania i oznaczania p ierw iastków  i zw iązków  m.in. na przykład organicznych ciał 
czynnych w ystępujących w  m ateriale biologicznym . W referatach przedstawiono opisy 
now ych odpowiednio czułych metod analitycznych np. z zastosow aniem  elektrod jono­
selektyw nych, z zastosow aniem  chrom atografii gazow ej chelatów , — a także m ożli­
w ości i graniczne czułości tych metod w  zastosowaniu ich w  różnych dziedzinach nauk  
przyrodniczych m.in. w  chem ii żyw ności i w  analizie klinicznej. W ykazano, że um ie­
jętności analityczne w  zakresie w ykryw ania i oznaczania składników  śladow ych (naj­
częściej w  ilościach ppb tj. 1 ng na 1 kg badanego m ateriału) są koniecznym  w arun­
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kiem  w łaściw ego rozpoznania zagadnień dotyczących ochrony środow iska i przyrody. 
Prof. B altes (Berlin Zach.) referow ał zagadnienia oznaczania śladow ych zanieczyszczeń  
w  produktach żyw nościow ych, a Prof. B allschm iter (Ulm) rozważał problem  roz­
przestrzeniania się i u trzym yw ania się w  w odzie, glebie i pow ietrzu m ikroilości sk ład­
ników  produkow anych na św iecie  chem ikaliów.

Na Zjeżdzie działały także zespoły dyskusyjne oraz Zebrania Ekspertów z różnych  
specjalności (np. European Q uality Control Working Group, moderator D. Laue, 
Köln).

W ram ach Zjazdu zorganizow ano grupy szkoleniow e tzw. Praktika. Przeprow a­
dzone kursy dotyczyły zagadnień:
— im m unoenzym atycznych (R. H aeckel i M. O ellerich z H anoweru),
— im m unoradiologicznych (R. Friedel i I. Trautschold z Hanoweru),
— zastosow ania elektrod jonoselektyw nych (K. Cammann i H. L. Schm idt z Mo­

nachium),
— zastosow ania m ikrokalorym etrii (H.-J. Hinz i H. W iesinger z Regensburga).
W obsłudze kursów szkoleniow ych P rak tika  brały udział liczne firm y produkujące 
aparaturę w raz z zespołam i fachow ców  np.: B ehringw erke A. G. Marburg, Boeringer 
M annheim , E. Leitz W etzlar, LBK Instrum ent M ünchen, C. Zeiss Oberkochen i inne).

Połączenie obu imprez: Europejskiego Zjazdu A nalityki B iochem icznej oraz n ie­
zw ykle bogatej w ystaw y A nalytica 78 w ykazało nieodparcie, że postęp w iedzy w  dzie­
dzinie analizy chem icznej różnego rodzaju m ateriału, zw iązany jest ściśle z w łaśc i­
w ym  postępem  w  dziedzinie budow y odpow iedniej aparatury i produkcji se lek tyw ­
nych i czystych odczynników. Ocena jednakże osiągnięć analitycznych, uzyskiw anych  
za pomocą coraz doskonalszych technik i aparatury, leżeć zaw sze będzie w  gestii 
dobrze przygotow anego, rzetelnego i krytycznego chem ika-analityka.

M. A. S m oczk iew iczow a

VI-th International Symposium  on Flavins and Flavoproteins 
Osaka-Kobe, 13— 17 marca 1978

M iędzynarodow e Sym pozja „Flavins and F lavoproteins” zainicjow ane przez Hugo 
Theorella i E. C. S latera w  1965 roku (Amsterdam) odbywają się od tego czasu w  za­
sadzie co trzy lata w  gronie badaczy zapraszanych przez K om itet organizacyjny. 
Podobnie jak w  przypadku poprzednich Sym pozjów  (Amsterdam 1965, N agoya 1967, 
Durham 1969, Konstanz 1972 oraz San Francisco 1975) do udziału zaproszono za ­
równo przedstaw icieli najsiln iejszych  ośrodków jak i autorów  najciekaw szych prac 
badaw czych w  zakresie szeroko pojm owanej tem atyki flaw inow ej. W obradach w zięło  
udział 120 uczestników , z czego aż 73 z Japonii, 23 z USA, 22 z Europy (w tym  autor 
sprawozdania jako jedyny przedstaw iciel krajów  socjalistycznych) oraz po jednym  
z N ow ej Zelandii i Izraela.

K om itet O rganizacyjny w  składzie: P. Hem merich (RFN), H. K am in, V. M assey, 
T. P. Singer (USA), C. Veeger (Holandia), Y. M iyake, T. Nakam ura, K. Yagi, T. Y am a- 
no (Japonia) pod przew odnictw em  tego ostatniego zaproponował tem atykę obrad 
w  układzie nie odbiegającym  w  istotny sposób od przyjętego na poprzednim  S ym ­
pozjum (w naw iasach ilości referatów):

Chem iczne aspekty działania flaw in, analogi koenzym ów  (5), analogi substratów  (4), 
A ktyw acja tlenu uzależniona od flaw oproteidów  (8),
D e- i hydrogenacja uzależniona od flaw oproteidów  (7),
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F law iny kow alentnie zw iązane (6),
R eaktyw ne produkty pośrednie flaw oproteidów  (6),
O ddziaływ ania białka — flaw iny  (7),
Fizykochem ia flaw in  (9),
Chemia flaw oproteidów  (6),
M etabolizm  i b iosynteza flaw in  (6),
F law oproteidy złożone (6),
Flaw oproteidy w  układach oksydaz o m ieszanych funkcjach (8).
Obrady odbyw ały się w  form ie posiedzeń plenarnych, na których uczestnicy  

przedstaw iali referaty z reguły 20-m inutow e (łącznie z dyskusją). L iczne przerwy  
um ożliw iały kontynuow anie dyskusji w  kuluarach. Ten bardzo tradycyjny sposób 
organizacji obrad, zrów nujący szanse w szystkich uczestników , utrudnił jednak dy­
skusje w  czasie sesji, tym  bardziej, że n ieoczekiw anie na Sym pozjum  nie przybyli 
T. C. B ruice i P. H em m erich dynam izujący zw ykle przebieg obrad.

Wśród przedstaw ionych prac przew ażały kontynuacje tem atów  z bardzo w yraźnie  
zaznaczającą się tendencją do w ypełn iania luk  w  dotychczasow ych opracowaniach. 
Szczególnie dużo uw agi pośw ięcono chem iczno-strukturalnym  aspektom  aktyw ności 
flaw in  i flaw oproteidów , co znalazło swój w yraz w  sporej ilości prac pośw ięconych  
fizykochem icznym  w łasnościom  izoalloksazyn (i alloksazyn) w  tym  także 5-deaza  
i 1-deaza. Do ciekaw szych należy zaliczyć rów nież w yniki prac nad biosyntezą flaw in  
oraz w stępne dane dotyczące lokalizacji flaw in  w  trójw ym iarow ej strukturze białek  
i prawdopodobnych struktur w ystępujących w  centrach aktyw nych.

K om itet Organizacyjny dzięki zainteresow aniu pracam i Sym pozjum  instytucji 
rządow ych, fundacji oraz przem ysłów  chem icznego i farm aceutycznego, zgrom adził 
środki pozw alające na pokrycie uczestnikom  kosztów  pobytu i odbycie obrad w  lu k ­
susow ym  Rokko Oriental H otel m alow niczo położonym  na szczycie góry Rokko nad 
zatoką Osaka—Kobe. Przepiękne otoczenie, spokój i skuteczna izolacja od w ie lk o­
m iejskich ośrodków pozw oliły  uczestnikom  na skoncentrow anie się na problem atyce 
Sym pozjum  w  czasie obrad i n ieform alnych dyskusjach.

M ateriały Sym pozjum  zostaną w ydane do końca bieżącego roku. Prof. V. M assey  
podjął się organizacji kolejnego Sym pozjum  w  Ann Arbor (USA) za trzy lata.

J. Kozioł
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VII ZJAZD
POLSKIEGO TOW ARZYSTW A DIAG NO STYK I LABORATORYJNEJ

15— 17 w rzesień  1979 Szczecin f
ADRES ORGANIZATORÓW: ZAKŁAD BIOCHEMII KLINICZNEJ INSTYTUTU CHORÓB 
WEWNĘTRZNYCH POMORSKIEJ AKADEMII MEDYCZNEJ, 70-111 SZCZECIN, AL. POW STAŃ­
CÓW WLKP. 72, TELEFON: 82-12-51.

K om unikat nr 1

VII Zjazd Polskiego T ow arzystw a D iagnostyki Laboratoryjnej odbędzie się  
w Szczecinie w  dniach od 15— 17 w rześnia 1979 r. Tem atem  Zjazdu będzie „OPTYMA­
LIZACJA B AD AŃ  LABORATORYJNYCH W PROCESIE DIAG NO ZY”. Temat Zjazdu 
rozw ijany będzie w  następujących sesjach problem owych:

1) Laboratoryjne badaiya screeningow e — istota — technika — przydatność spo­
łeczna.

2) Standaryzacja m etod laboratoryjnych.
3) W iarygodność badań laboratoryjnych i m etody kontroli jakości badań.
4) M odele m atem atyczno-statystyczne w  diagnostyce laboratoryjnej.
5) D iagnostyka m ikrobiologiczna.
6) D iagnostyka laboratoryjna w  ostrych schorzeniach układu krążenia.
7) Badania laboratoryjne w  diagnostyce gastroenterologicznej.
8) D iagnostyka laboratoryjna zaburzeń hem ostazy.
9) Toksykologia kliniczna.

10) Zaburzenia gospodarki w odno-elektrolitow ej i kw asow o-zasadow ej.
11) D iagnostyka laboratoryjna zaburzeń m etabolicznych.
12) M etody im m unologiczne i radioim m unologiczne.
13) D iagnostyka laboratoryjna schorzeń wątroby.
14) D iagnostyka laboratoryjna schorzeń układu krw iotw órczego.
Na poszczególne sesje Zjazdu złożą się referaty problem owe i kom unikaty w yg ła ­

szane oraz przedstaw iane w  form ie „posterów” zakw alifikow ane przez K om itet N au­
kow y Zjazdu.

W pisowe za udział w  Zjeździe w ynosi 200 zł dla członków  PTDL, 250 zł dla osób  
tow arzyszących oraz 400 zł dla pozostałych czynnych uczestników  Zjazdu.

Osoby zainteresow ane uczestn ictw em  w  Z jeździe proszone są o przesłanie zgło­
szenia na adres K om itetu Organizacyjnego do dnia 1 grudnia br.
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Post. B iochem ., 24, 499—511 (1978).

RECENZJE

Nauczanie biofizyki na stosowanych kierunkach studiów 
biologicznych

Stanisław  Przestalski

Fizyka z elem entam i biofizyki i agrofizyki 

Państw ow e W ydaw nictw o Naukowe, W arszawa, 1977, str. 555.

Wśród nauczających biochem ię na W ydziałach L ekarskich, a także na innych  
w ydziałach kształcących specjalistów  w  różnych stosow anych kierunkach biologicz­
nych, panują d w ie grupy poglądów  na pozycję i znaczenie biofizyki w  «procesie 
dydaktycznym . Jedni uważają, że fizyka i niektóre elem enty biofizyki pow inny być 
w ykładane przed biochem ią i fizjologią i m ają stanow ić przygotow anie do nauczania
o m olekularnych i integracyjnych podstawach funkcjonow ania żyw ych organizm ów. 
Ma się to przygotow anie odbyw ać poprzez nauczenie fizycznych podstaw  zjaw isk  
przyrodniczych, a także poprzez w skazanie fizycznych m etod stosow anych do badania 
cząsteczek chem icznych, ich przemian, oraz do badania czynności komórek, tkanek, 
narządów  i całych organizm ów. Taką mniej w ięcej pozycję zajm uje fizyka i biofizyka  
w  zam ierzeniach obecnie obow iązujących program ów nauczania w  akadem iach m e­
dycznych i rolniczych.

Druga grupa poglądów  na pozycję nauczania fizyki i b iofizyki zakłada, że pro­
gram  nauczania fizyk i w  polskich szkołach średnich jest obecnie w ystarczający do 
tego, aby bez jego pow tarzania przystąpić do uczenia się biochem ii i fizjologii. N a le­
żałoby w ięc nauczać w yłączn ie biofizykę, bez potrzeby pow tarzania podstaw ow ych  
pojęć o fizycznej istocie zjaw isk. Z tego w zględu biofizyka m ogłaby być nauczana 
rów nolegle z biochem ią i fizjologią, lub naw et po nabyciu w iadom ości z tych dwóch  
przedm iotów, przy czym  byłoby to uściślenie, ujęcie w  m atem atyczną postać tych  
zjaw isk  m olekularnych i fizjologicznych, które w  taki w łaśn ie  sposób zostały już 
przez w spółczesną b iofizykę opracowane.

Podręcznik profesora S. Przestalskiego przeznaczony jest dla studentów  podda­
nych procesow i dydaktycznem u w edług pierw szej z w ym ienionych koncepcji progra­
m ow ych, g łów nie dla studentów  akadem ii rolniczych. Jednakże om aw iany podręcznik  
nie jest konsekw entnie podporządkowany koncepcji przedstaw ienia istoty  m etod f i­
zycznych stosow anych w spółcześnie do badania cząsteczek chem icznych, ich przemian, 
funkcjonow ania komórek, narządów i całych organizm ów. Znaczną w iększość obję­
tości książki zajm uje om ów ienie pojęć o fizycznej istocie zjaw isk  przyrodniczych, 
a w ięc to, co jest także przedm iotem  nauczania w  ogólnokształcących szkołach śred­
nich. Problem y te są przedstaw ione w  sposób opisow y i przystępny, z użyciem  raczej 
skrom nego aparatu m atem atycznego, bez w yprow adzania rów nań opisujących prawa
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fizyczne. Treść podzielona jest na 5 części, zaw iera rów nież część w stępną (krótko 
ujęte w iadom ości o w yrażaniu zależności, o w ektorach, o różniczkow aniu i całkow a­
niu), oraz część uzupełniającą, z tabelam i sym boli i w ielkości fizycznych, w artościam i 
w ybranych stałych fizycznych i m atem atycznych. K siążka jest bardzo ładnie w ydana, 
zaw iera bardzo dużo schem atów , w  znacznej m ierze dw ubarw nych, które w  znako­
m ity sposób trafiają do w yobraźni czytelnika. Każda strona jest opatrzona tytułem  
rozdziału i podrozdziału, na m arginesie um ieszczone są barw nym  drukiem  w yróżnione 
nazw y równań, praw i zjaw isk, o których jest m ow a w  tekście. U kład graficzny  
sprzyja w ięc uczeniu się z tego podręcznika, pow tarzaniu m ateriału przed egzam inem , 
a także w yszukiw aniu  potrzebnych aktualn ie czyteln ikow i zależności i wzorów. U cze­
nie się u łatw ione jest także um ieszczeniem  zestaw u pytań i zadań na końcu każdego  
podrozdziału.

Zapew ne dlatego, że koncepcję całej książki podporządkowano przedstaw ieniu  
fizycznej istoty zjaw isk  przyrodniczych, n iew iele  tylko m iejsca pośw ięcono w yjaśn ie­
niu istoty m etod fizycznych stosow anych w  badaniu zjaw isk  biologicznych i zrobiono  
to w  sposób n ie zaw sze odpow iadający potrzebom w spółczesnego nauczania biochem ii. 
Np. na str. 190—191 opisano w praw dzie zjaw isko skręcania płaszczyzny polaryzacji 
św iatła  i w spom niano o zastosow aniu polarym etrii do badań stężenia cukru, nie 
w spom niano jednak o spektropolarym etrii, dyspersji optycznej rotacji (ORD) i d ichro­
izm ie kołow ym  (CD) — m etodach istotn ie  w ażnych w e w spółczesnym  badaniu cząste­
czek chem icznych. To sam o można by odnieść do braku w zm ianki o elektronow ym  
rezonansie param agnetycznym  (EPR).

N iektóre zjaw iska biologiczne, om ów ione przy różnych okazjach w  podręczniku, 
także ucierpiały pod w zględem  ścisłości ich przedstaw ienia, zapew ne ze w zględu na 
nadm ierne skróty. Np. przedstaw ianie biochem icznych podstaw  procesu w idzenia  
jako jedynie dysocjacji rodopsyny, bez w spom inania o przechodzeniu całkow icie — 
trans  retinalu w  postać 1 1 -cis i o procesach oksydoredukcyjnych retinolu i retinalu, 
nie w ydaje się dzisiaj w łaściw e, (str. 495). Podobnie trudno się zgodzić z rów naniem  
1-497 na stronie 497 m ającym  opisyw ać proces fotosyntezy, w  w iele  la t po opisaniu  
cyklu Calvina. N ależałoby albo w  ogóle pom inąć podaw anie rów nania fotochem icznej 
redukcji dw utlenku w ęgla, albo tak je sform ułow ać, ażeby n ie m ogło sugerow ać że 
produktem  fotosyntezy jest form aldehyd, gdyż takie przypuszczenia w ysuw ano ponad 
dw adzieścia lat tem u i okazały się one niepraw dziw e. N iepraw dziw e jest także zdanie, 
że „... sześć takich grup (—CH20 ) tw orzy, prawdopodobnie w  kilku etapach, cuk ier”. 
Ci sam i studenci, którzy będą korzystali z om aw ianego podręcznika fizyki, w  którym ś 
z następnych sem estrów  będą uczyli się o b iochem ii fotosyntezy i n ie pow inni m ieć 
wrażenia, że b iofizyczny opis tego procesu prow adzi do innych w niosków  aniżeli 
biochem iczny.

W sum ie jednak należy uznać ukazanie się podręcznika „Fizyki z elem entam i 
biofizyki i agrofizyki” S. Przestalskiego za zdarzenie pom yślne. N auczanie tego przed­
m iotu na studiach m edycznych i rolniczych budzi w ciąż od nowa dyskusje progra­
m ow e i kontrow ersje pom iędzy zw olennikam i przydatności tego przedm iotu w  toku  
dalszych studiów. B yć m oże istn ien ie tego podręcznika będzie bodźcem do ponow ­
nego rozw ażania celu, jaki chcem y osiągnąć przez nauczanie fizyki i b iofizyki stu ­
dentów  kształcących się w  stosow anych kierunkach biologicznych. Dla studentów  
akadem ii rolniczych om aw iana książka będzie n iew ątp liw ie cenną pomocą dydak­
tyczną; w  pew nej m ierze będą z niej rów nież korzystać studenci akadem ii m edycz­
nych. D la grona nauczającego i decydującego o programach nauczania książka ta 
m oże być punktem  w yjścia  do ustalenia celu, jaki chcem y osiągnąć przez nauczanie  
fizyki na w ydziałach m edycznych i rolniczych.

M. Ż yd o w o
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S .  A i b a ,  A .  E .  H u m p h r e y ,  N .  F .  M i l l i s

Inżynieria Biochemiczna

W ydaw nictw a N aukow o-techniczne, W arszawa, 1977, w ydanie II, stron 458, rycin 59, 
schem atów  137, tabel 49, cena 140 zł.

Książka „Inżynieria B iochem iczna” jest polskim  tłum aczeniem  oryginału an giel­
skiego z 1973 roku, Książka ta pow stała w  pierw otnej w ersji w  roku 1965 i jako taka  
m iała rów nież pierw sze w ydanie polskie w  roku 1970. W ydanie to n ie  w ytrzym ało  
już jednak próby czasu i dobrze się stało, że do rąk polskich czyteln ików  trafia teraz 
tłum aczenie w ydania II podręcznika, gruntow nie przez autorów  przepracowanego  
i uzupełnionego.

„Inżynieria B iochem iczna” jest książką adresow aną w  założeniu do szerokiego  
grona czytelników , n ie tylko do inżynierów  pracujących w  przem yśle spożyw czym  
czy ferm entacyjnym . Stąd też szeroki zakres om aw ianych zagadnień.

P ierw sze pięć rozdziałów  to w łaściw ie skrót podstaw ow ych w iadom ości z biologii 
i biochem ii organizm ów, z którym i stykam y się w  procesach przem ysłow ych (wirusy, 
bakterie, p ierw otniaki, grzyby). Zwraca tutaj uw agę trafn ie zredagow any i dobrze 
napisany rozdział 3, pośw ięcony m etabolizm ow i drobnoustrojów. W podręcznikach  
typow o biochem icznych drogi m etaboliczne drobnoustrojów om aw iane są przew aż­
nie m arginesow o i niedokładnie, co stanowi praw dziw ą zmorę studentów  biochem ii 
różnych uczelni, gdyż tem at ten często przew ija się przez sale egzam inacyjne. D zięki 
gruntow nem u opisaniu tych zagadnień w  „Inżynierii B iochem icznej” książka ta ma 
szansę zdobycia sobie dodatkowego grona w dzięcznych czytelników . Rozdział po­
św ięcony m etabolizm ow i drobnoustrojów jest zresztą rów nie w ażny z punktu w i­
dzenia w łaściw ego zrozum ienia om aw ianych dalej procesów  ferm entacyjnych. C ie­
kaw ie wyłożono też kinetykę enzym atyczną w  rozdziale 4, posługując się szeregiem  
rozw iązanych konkretnych przykładów  obliczania param etrów  kinetycznych reakcji 
w  zm iennych w arunkach środow iska. Ten sposób w ykładu nie u łatw ia może w  spo­
sób dostateczny sam ego zrozum ienia zagadnień k inetycznych, ale jest z pew nością  
pom ocny w  przypadkach planow ania optym alnego przebiegu konkretnej reakcji en ­
zym atycznej w  różnej skali (laboratoryjnej czy przem ysłow ej) przez czytelnika o n ie­
w ielk im  dośw iadczeniu biochem icznym .

Podobnie potrzebny w ydaje się rozdział pośw ięcony planow aniu i prow adzeniu  
ciągłej hodow li kom órkow ej, w zbogacony o w yw ód teoretyczny. Konieczność pro­
w adzenia różnego typu hodow li ciągłych w ystępuje w  w ielu  dziedzinach biologii, 
niekoniecznie zw iązanych z przem ysłem . Coraz częściej używ a się na przykład ho­
dow li kom órkow ych jako m ateriału dośw iadczalnego w  laboratoriach naukow ych. 
D ostępność rzetelnego opisu prow adzenia takiej hodow li w  polskim  piśm iennictw ie  
fachow ym  należy w ięc pow itać z radością.

Dalsze części „Inżynierii B iochem icznej” dają szeroki w achlarz w iedzy tech­
nicznej z zakresu p lanow ania i prow adzenia procesów  ferm entacyjnych. Książka  
om aw ia stosow aną aparaturę, metody napow ietrzania i m ieszania płynów  ferm enta­
cyjnych, pracę w  w arunkach jałow ych, m etody przenoszenia w yników  hodow li ze 
sk ali laboratoryjnej czy pół-technicznej na skalę przem ysłow ą, sposoby w yodręb­
n iania produktów  ferm entacji czy w reszcie now oczesne m etody pom iarów  i regulacji 
w arunków  panujących w  środow isku ferm entacyjnym  (regulacja kom puterowa). Opi­
sane są rów nież m ożliw ości używ ania opracowanej przed kilku zaledw ie laty m etody  
enzym ów  unieruchom ionych w  procesach ferm entacyjnych. Metoda ta znajduje coraz 
szersze zastosow anie w  now oczesnym  przem yśle ferm entacyjnym  (czujniki enzy­
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m atyczne, syntezy w  skali przem ysłow ej) i w ciąż n ie jest jeszcze w  pełni w ykorzy­
stana. Fakt opisania tej m etody w  „Inżynierii B iochem icznej” św iadczy n iew ątpliw ie
0 now oczesności książki.

Podstaw ow ą w adą „Inżynierii B iochem icznej” jest pew na skrótowość i często 
pow ierzchow ność w  om aw ianiu zagadnień. L iczne w zory i tabele zastępują tu 
często potrzebny kom entarz autorski, który u łatw iłby zrozum ienie przedstawianego  
problem u. N ie należy jednak zapom inać, że jest to książka adresow ana do szerokiego
1 zróżnicowanego grona czytelników . Jej skrótowość w ynika zatem  z konieczności 
ograniczenia objętości książki przy jednoczesnym  traktow aniu o w ielu  różnych za­
gadnieniach. Stosow anie licznych w zorów  zw iązane jest zaś z koniecznością m ate­
m atycznego ujęcia problem ów  w  chw ili ich rozpatryw ania w  płaszczyźnie zastosowań  
przem ysłow ych. A utorzy zadbali przy tym  o zaopatrzenie każdego rozdziału w  spis 
literatury uzupełniającej i w nik liw y czytelnik m oże bez trudu rozszerzyć potrzebną  
mu w  danym  tem acie w iedzę. Dobrym pom ysłem  było też um ieszczenie przy każdym  
rozdziale podsum owania, w  którym ujęte są krótko najw ażniejsze zagadnienia poru­
szone w  danej partii m ateriału. U łatw ia to znacznie przysw ojenie zaw artych w  roz­
dziale inform acji.

K siążka ta ma rów nież pew ną niebagatelną zaletę — jest jasno i ciekaw ie napi­
sana. Być m oże jest to w ynik  jej dobrego przetłum aczenia, faktem  jest jednak, że 
czytelnik otrzym uje do rąk podręcznik, który go nie nudzi. To bardzo istotne.

R easum ując, „Inżynieria B iochem iczna” to nowoczesna, w ielostronna i dobrze na­
pisana książka, użyteczna i potrzebna zarówno biologom , jak inżynierom -chem ikom . 
Ma też w szelk ie dane, aby stać się łubianym  podręcznikiem  studentów  akadem ii, rol­
niczych i politechnik.

Pozostaje jedynie m ieć nadzieję, że nakład jej II polskiego w ydania (3500 egzem ­
plarzy) okaże się adekw atny do potrzeb. Słaba to jednak nadzieja.

M. J. Nałęcz

Lipid Metabolism in Mammals 
pod redakcją F. Snydera,

P lenum  Press, 1977, N ew  York and London
tom 1 — stron 402 + X V III, rycin 40, tabel 4, cena 51 $;
tom 2 — stron 390 + X V III, rycin 37, tabel 54, cena 51 $

W ciągu kilku ostatnich lat osiągnięto znaczny postęp w  badaniach nad m eta­
bolizm em  lip idów  w  tkankach ssaków. Badania te pozw oliły na w yciągn ięcie  w n ios­
ku, że przem iany lip idow e zachodzące w  różnych tkankach mimo szeregu tych sa­
m ych reakcji b iosyntezy i rozpadu nie mogą być ujęte za pom ocą jednego schem atu. 
Skłoniło to redaktora do zainicjow ania niniejszego w ydaw nictw a. Zebrany został 
w  nim  m ateriał dotyczący przem ian zachodzących w  różnych narządach. P oszcze­
gólne rozdziały tom ów  napisane zostały przez znanych specjalistów , którzy sam i 
w n ieśli istotny w kład w  badania.

R ozdział p ierw szy tom u 1 napisany przez L. M. G. van G olde’go i S. G. van den  
Bergha stanow i w prow adzenie i zaw iera om ów ienie głów nych szlaków  m etabolicz­
nych w ystępujących w  w ielu  tkankach. W rozdziale tym  om ów ione zostały zw ięźle  
takie zagadnienia, jak biosynteza i u tlen ianie kw asów  tłuszczow ych, różne drogi 
biosyntezy i rozpadu fosfolip idów  dw uacylow ych i eterow ych, biosynteza lip idów
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neutralnych i cholesterolu. Rozdział drugi, napisany przez tych sam ych autorów, om a­
w ia m etabolizm  tkanki wątrobowej. R ozdział ten objętościow o najw iększy napisany  
został w  oparciu o bardzo bogate piśm iennictw o. Sporo m iejsca, oprócz biosyntezy  
kw asów  tłuszczow ych pośw ięcone zostało ketogenezie i jej regulacji. D okładnie om ó­
w ione zostały różne drogi biosyntezy i rozpadu fosfolip idów . Ponadto w  rozdziale 
om ówiono zagadnienie w ym iany fosfolip idów  pom iędzy błonam i biologicznym i, 
a także syntezy i rozpadu lipoproteidów. Dwa końcow e podrozdziały dotyczą m eta­
bolizm u cholesterolu, kw asów  żółciow ych i innych lip idów  żółci, w pływ u  niektórych  
leków  na m etabolizm , a także przem ian w  w ątrobie patologicznej (fa t ty  liver).  K o­
lejny rozdział tomu napisany przez J. M. Johnstona pośw ięcony jest zagadnieniu  
traw ienia i w chłaniania lip idów  oraz przem ianom  m etabolicznym  zachodzącym  w  ko­
mórkach śluzów ki jelita . Szeroko om ów iony został szlak acylacji m onoglicerydów  
charakterystyczny dla tej tkanki. N astępne cztery rozdziały dotyczą m etabolizm u  
lip idow ego składników  krw i. R ozdziały te poprzedza krótkie w stępne w prow adzenie
S. B. Shoheta, który jest rów nież autorem  rozdziału o erytrocytach. D alej om ów iony  
jest m etabolizm  lipoproteidów  (autor J. P. Kane), krw inek b iałych (autor P. Elsbach) 
oraz p łytek  krw i (autor D. Deykin). K olejne rozdziały książki dotyczą m etabolizm u  
tkanki tłuszczow ej (autor B. Shapiro), tkanki m ózgow ej (autor R. L. W ykle) i m ięśnia  
sercow ego (autor J. R. Gilbertson). W rozdziale dotyczącym  tkanki tłuszczow ej g łów ­
ny nacisk położony został na zagadnienie rozpadu trój glicerydów  i horm onalną  
regulację lipolizy. Przy om aw ianiu tkanki m ózgowej szeroko potraktowane zostało  
zagadnienie b iosyntezy i rozpadu glikosfingolip idów . W rozdziale o m etabolizm ie 
m ięśnia sercow ego głów ny nacisk położony został na proces utleniania kw asów  
tłuszczow ych, który w  tej tkance odgryw a niepoślednią rolę.

Tom 2 zaw iera artykuły om aw iające m etabolizm  lip idow y następujących narzą­
dów: płuca (autor M. F. Frosolono), nerki (autorzy J. Tou i C. G. Huggins), narządów  
rozrodczych (autor J. G. Coniglio), gruczołu m lecznego (autor R. R. D ils), oka (autorzy 
R. M. B roekhuyse i F. J. M. Daem en), gruczołu Hardera (autor C. O. Rock) oraz 
m ięśni szkieletow ych (autor K. Waku), skóry (autor M. R. Grigor) i tkanek k alcy-  
fikujących (autor T. R. Dirksen). Z w ielu  poruszonych problem ów, takie jak biosyn­
teza dw upalm itylolecytyny w  tkance płucnej czy m etabolizm  w itam iny D 3 w  nerce, 
są nadal przedm iotem  szczególnego zainteresow ania. K ilka ostatnich rozdziałów  po­
św ięconych jest różnicom  m etabolicznym  pom iędzy kom órkam i zdrow ym i a now o­
tw oram i (autorzy T. Lee i F. Snyder), użyciu kultur tkankow ych w  badaniu regulacji 
m etabolizm u lip idów  (autor J. M. Bailey) oraz zm ianom  lip idow ym  w  czasie wzrostu  
i rozwoju niektórych kom órek (autor C. A. Pasternak).

Om awiane w ydaw nictw o ma charakter źródłow y i jest na pew no bardzo przy­
datne biochem ikom  pracującym  w  dziedzinie biochem ii lipidów . W ydaw nictw o to 
można także polecić doktorantom , jak rów nież lekarzom  interesującym  się przem ia­
nam i lip idow ym i w  tkankach.

Obydwa tom y w ydane zostały w  ram ach serii „Monographs in  Lipid R esearch”, 
której redaktorem  jest D. K ritchevsky.

J. Z borow ski
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David Heinz 

Q uantitative Ultrastructural Data of Animal and Human Cells.

VEB Georg Thiem e, 1977, Leipzig, stron 495, tabel 695, cena 119,5 M

Rozwój badań w  zakresie różnych kierunków  biologii kom órki pozw olił na 
uzyskanie w  ostatnich latach bardzo w ielu  danych orkeślających param etry tkanek, 
kom órek, struktur subkom órkowych i pozakom órkowych. Dane te rozproszone są 
jednak w  bardzo dużej liczbie prac eksperym entalnych i tylko n iekiedy część tych  
danych byw a zestaw iona w  obszerniejszych opracow aniach m onograficznych lub 
pracach przeglądow ych. Dobrze w ięc się stało, że autor recenzow anej książki, Pro­
fesor H einz David z NRD podjął się trudnej próby zebrania z przeszło 1700 publi­
kacji, pochodzących z lat 1960— 1974, takich w łaśn ie danych, uporządkow ania ich 
i zbiorczego przedstawienia w  695 tabelach. W zględam i w ydaw niczym i należy tłu ­
m aczyć to, że nie objęte zostały dane z „ostatniej ch w ili”, a w ięc z lat 1975 i 1976. 
Przydatność tego rodzaju zbiorów, będących „bankiem  danych” dla określonych  
dziedzin biologii nie ulega w ątpliw ości.

K siążka, poza krótkim  w stępem  i w ykazem  stosow anych skrótów  składa się 
z trzech rozdziałów: 1. Kom órka i jej składniki, 2. Substancje pozakm órkow e, 3. 
Tkanki i organy. Całość uzupełniona jest bogatym  zestaw ieniem  prac źródłow ych  
oraz indeksem  rzeczowym .

Część pierw sza podaje param etry m orfom etryczne takie jak: średnicę, pow ierzch­
nię i objętość kom órek pochodzących z różnych tkanek jak rów nież ilość kom órek  
w  narządach, czas życia komórek, czas ich dojrzew ania i w ie le  innych. Param etry  
te dotyczą głów nie kom órek zdrow ych, uzyskanych z organizm ów  różnych zw ierząt 
i człow ieka. Podano też dane określające kom órki now otworow e. W dalszym  
ciągu tej części książki autor podaje podobnego typu param etry charakteryzujące 
jądra i jąderka, retikulum  endoplazm atyczne rybosom y, polisom y, m itochondria, 
aparat G olgiego i błony oraz lizosom y, m ikrotubule, m ikrofilam enty, cytoplazm ę 
i niektóre m akrocząsteczki. W param etrach określających substruktury kom órkow e 
uw zględniono rów nież ich zm iany spow odow ane głodzeniem , podaw aniem  horm o­
nów  lub leków . W param etrach określających m akrocząsteczki uw zględniono także 
ich ciężar cząsteczkowy.

Druga, krótka część książki, obejm uje dane m orfom etryczne w yznaczone dla 
błon podstaw ow ych, elem entów  kurczliw ych, w łókien  prokolagenu i kolagenu oraz 
w ystępujących w  organizm ach składników  m ineralnych.

Część trzecia podaje kolejno param etry m orfom etryczne w yznaczone dla e le ­
m entów  składow ych w ątroby i przewodu żółciow ego, trzustki, przewodu pokarm o­
w ego, m oczowego, oddechow ego oraz dla układu czuciow ego, skóry, krw i, gruczołów  
w ydzielania  w ew nętrznego, układu rozrodczego, m ięśni, układu krw ionośnego, tkanki 
łącznej, kości i zębów. Podano tu dane określające proporcje pom iędzy różnym i 
rodzajam i komórek w  danej tkance, proporcje pom iędzy organellam i w  komórkach, 
zm iany w  okresie rozwoju organizm u, zm iany w yw ołane horm onalnie oraz szereg  
dalszych istotnych param etrów  charakterystycznych dla poszczególnych układów  czy 
narządów zw ierząt i człow ieka. N ależy podkreślić, że dane te, podobnie jak w  pierw ­
szej części książki dotyczą głów nie charakterystyki tkanek i narządów organizm ów  
zdrowych; ze zmian patologicznych uw zględniono prawie w yłączn ie zm iany now o­
tworowe.

Zestaw iając w  tabele różnorodne w yniki autor zdaje sobie spraw ę, że nie 
w szystk ie dane są rów nocenne i że n ie zaw sze można je bezpośrednio porów nyw ać,
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chociażby ze w zględu na różnice w  m etodach stosow anych w  różnych pracowniach. 
Z tego też powodu podając literaturę źródłową sygnalizuje, tam  gdzie to jest m ożli­
w e, stosow aną w  pracy m etodykę (np. tabele 23, 133— 142). N iektóre tabele porów ­
nują bezpośrednio w ynik i otrzym ane przy stosow aniu różnych m etod przygotow y­
w ania preparatów  (np. tabele 21, 46, 102, 566).

Poza tabelam i zaw ierającym i w yn ik i uzyskane w  w ielu  pracow niach autor po­
daje rów nież tabele, a czasem  w ykazy lub diagram y przejęte z pojedynczej pracy 
źródłowej. P ostępow anie takie uzasadnione jest unikalnością przytoczonych danych.

Tabele podane są w  form ie przejrzystej; w  niektórych tylko przypadkach dysku­
syjną spraw ą pozostanie zaszeregow anie określonych danych do tej lub innej części 
książki. Dobrze opracowany indeks rzeczow y pozw ala jednak zaw sze na szybkie od­
szukanie interesujących czytelnika danych.

Inform acje zaw arte w  tej książce oparte są o bogatą literaturę, a ponadto przej­
rzysty sposób ich podania sprawia, że książka ta będzie na pewno cennym  źródłem  
danych dla pracow ni zajm ujących się różnym i badaniam i w  obrębie biologii i b io­
chem ii komórki. W szczególności przydatna jest ona dla h istologów  i m orfologów  
pracujących w  obrębie badań teoretycznych i m edycznych. Jest też cennym  uzupeł­
n ieniem  takich prac jak znane „Biology data book” czy „Biochem isches T aschen­
buch”.

G. i H.- A dlerow ie

Contemporary Topics in Molecular Immunology  
red. R. R. Porter, G. L. Ada

Tom 6, P lenum  Press, 1977, N ew  York, London, str. 246, cena $ 30

Książka zaw iera 7 rozdziałów, napisanych przez w ybitnych  specjalistów  z dzie­
dziny im m unochem ii i im m unologii:

1) Structural studies in solution on the com bining site of the m yelom a protein  
MOPC 315 (R. A. Dwek), 2) Isolation and structure of hum an histocom patibility  
(HLA) antigens (M. J. Crumpton, D. Suary), 3) D ifferentiation  antigens of the lym ­
phocyte cell surface (A. F. W illiam s), 4) Q uantitation of antibody genes by m olecular  
hybridization (T. H. Rabbitts, C. M ilstein), 5) Com plem ent receptors (C. Bianco,
V. N ussenzw eig), 6) Induction of tum or-im m une responses and their interaction w ith  
the developing tum or (R. W. Baldw in, R. A. Robins), 7) C ytotoxic T lym phocyte  
m em brane components: an analysis of structures related to function (A. K. Kimura,
H. W igzell).

W I rozdziale om ów iono w yn ik i badań struktury obszarów  w iążących w  prze­
ciw ciałach. W badaniach tych stosowano technikę pom iarów  EPR i NMR. Om ówiono  
rów nież zastosow anie tych technik do badań m echanizm u reakcji antygen-przeciw - 
ciało.

Rozdział II pośw ięcony jest badaniom  antygenów  zgodności tkankow ej (HLA) 
u ludzi. Przedstaw iono w ynik i badań nad oczyszczeniem  i badaniem  struktury HLA.

Rozdziały III, V i VII zaw ierają om ów ienie struktury błon lim focytów  i recep­
torów  dla antygenów , dopełniacza i fragm entów  Fc im m unoglobulin.

Rozdział IV pośw ięcony jest zagadnieniom  różnicow ania się przeciwciał.
W rozdziale VI przedstawiono om ów ienie roli odporności w  procesie kancero- 

genezy.
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W szystkie rozdziały napisane są w  sposób jasny i zaopatrzone w  piśm iennictw o  
obejm ujące najnow sze prace. A rtykuły zam ieszczone w  książce są nie tylko bardzo 
in teresujące dla specjalistów , ale są źródłem  inform acji dla pracow ników  nauko­
w ych z innych dziedzin: biochem ików , chem ików , lekarzy itd. K siążka jest rów nież  
godna polecenia dla doktorantów  odbyw ających studia w  zakresie im m unologii.

J. L isowski

Biophysikalische Aspekte der Struktur-Dynam ik und B iosynthese 
der Eiweissm oleküle
pod redakcją J. Segala, A. K alaidjiew a

Tom 2, VEB Georg Thiem e, 1977, Leipzig, stron 151, rycin 78, tabel 9, cena 25,5 M.

Książka Segala i K alaid jiew a o aspektach b iofizycznych struktury, dynam iki 
i b iosyntezy białek stanow i trzeci tom ik z serii i jak piszą autorzy w e w stępie, nie 
jest w prow adzeniem  w  zagadnienie budow y i funkcji białek, lecz jest przeznaczona  
dla badaczy, którym  nie są obce podstaw ow e w iadom ości w  tej dziedzinie. Przedsta­
w ione w  książce uogólnienia i hipotezy, poparte n iejednokrotnie szczegółow ym  omó­
w ien iem  dośw iadczeń prow adzących do pow stania tych hipotez, mogą stanow ić pod­
staw ę do w nik liw ych  dyskusji i rozważań. P ierw szy tom ik tej serii pośw ięcony był 
aspektom  biofizycznym  reakcji im m unologicznych, a w spółautorem  Segala była L ilii 
Segal.

W om aw ianym  drugim  tom ie przedstaw ione zostały dynam iczne m odele struk­
tury i ich zastosow anie do w yjaśn ien ia  problem ów  biofizyki m olekularnej. Autorzy  
w yjaśniają pow iązanie pom iędzy dynam iką struktury i funkcją białek. W części 
pierw szej zostały podane krótkie defin icje w spólnych elem entów  strukturalnych  
globulin, a także opisano m echanizm  zm ian konform acyjnych. Om ówiono po­
nadto w arunki jakie spełniać pow inien w łaściw y  m odel struktury białka z punktu  
w idzenia fizyki, chem ii i biologii. Rozważano na przykładach konkretnych struktur 
poszczególne etapy badania struktury białek, analizę w yników , metody prowadzące 
do uogólnień.

M odele struktury b iałek  zostały w  części drugiej zastosow ane do opisu szeregu  
zjaw isk  i problem ów biofizycznych takich, jak reakcje im m unologiczne, biosynteza  
białek, tautom eria keto-enolow a zjaw isko dyspersji rotacyjnej, dychroizm  kołowy. 
Om ówiono rów nież istotę allosterycznych strukturalnych białek.

I. K ąko l

Biophysikalische Aspekte der M ultim olekularen Eiweisstrukturen  
pod redakcją J. Segala, A. K alaidjiew a

Tom 3, VEB Georg Thiem e, 1977, Leipzig, stron 124, rycin 57, tabel 10, cena 21 M.

Trzecia książka serii o b iofizycznych aspektach m ultim olekularnych struktur 
białkow ych (koacerwaty, błony biologiczne, w łókno) om aw ia najw ażniejsze zagadnie­
nia zw iązane z budową i funkcją w ielocząsteczkow ych struktur białkow ych. Om ówio­
no w zajem ne oddziaływ ania pom iędzy białkam i oraz białek z wodą, podstaw y struk­
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turalne m om entów  dipolowych w  białkach, charakter w iązań białek i jonów. Bardzo 
szeroko opisano fizykochem iczne w łasności koacerw atów , zagadanienia fizykoche­
m iczne zw iązane z pow staw aniem  błon biologicznych. Dużo uw agi pośw ięcono om ó­
w ieniu  zm ian strukturalnych błon białkow o-lipidow ych oraz ew entualnych m echa­
nizm ów transportu elektrolitów  i n ieelektrolitów . O statnie rozdziały książki p ośw ię­
cone są białkom  tw orzącym  włókna i ich funkcjom  biologicznym . Rozważano także 
m ożliw ość rekonstytucji niektórych subm olekularnych struktur białkowych. Książka  
stanow i interesującą lekturę dla biochem ików  i biofizyków . Autorzy starali się szcze­
gólnie dokładnie om ów ić zagadnienia dyskusyjne zostaw iając czyteln ikow i ocenę 
słuszności poglądów.

I. K ąko l

Immobilized enzym es and proteins 
pod redakcją T. M ing S w i Changa

Tom 1 i 2, P lenum  Press, 1977, New York, London, str. t. 1 — 428, t. 2 — 359, cena  
t. 1 — 44,50 $, t. 2 — 47,40 $.

Z ainteresow anie unieruchom ionym i enzym am i w yw odzi się w  istocie — jak podaje 
Chang w  przedm ow ie — od zdania sobie spraw y, że badanie k inetyki reakcji enzy­
m atycznych przeprowadza się w  warunkach, odbiegających od istniejących in v i v o — 
stosuje się bow iem  rozcieńczone ich roztwory. P odjęte w  celach badaw czych próby 
unieruchom ienia enzym ów  stały się rów nież początkiem , rozw iniętych  w  n iew iele  la t 
później, badań dotyczących ich praktycznego w ykorzystania.

R ecenzowana pozycja jest pierw szym  źródłowym  opracow aniem , dotyczącym  b io­
m edycznego zastosow ania unieruchom ionych enzym ów  i innych białek. W spółautora­
m i— poza Changiem — jest 40 w ybitnych znaw ców  zagadnienia.

Tom I zaw iera dwa działy. P ierw szy — opracow any z m yślą o tych, którzy n ie  
zetknęli się  z om aw ianym  zagadnieniem , zaw iera w  6 rozdziałach podstaw ow e w ia ­
dom ości na tem at sposobów  unierucham iania białek i stanow i znakom ite w prow a­
dzenie do lektury dalszych 18 rozdziałów (dział drugi) ujętych tytułem  „D oświad­
czalne zastosow anie unieruchom ionych białek i enzym ów  w  terapii”. W stępny roz­
dział tego działu pośw ięcono racjonalnym  podstawom  oraz strategii stosow ania  
znieruchom ionych enzym ów  w  terapii, opartym  o znajom ość m olekularnych m echa­
nizm ów  działania enzym ów  oraz m olekularnego podłoża m iejscow ych czy ogólno- 
ustrojow ych zm ian patologicznych. Tem atem  części dalszych rozdziałów  jest stoso­
w anie w  dośw iadczalnej terapii półprzepuszczalnych m ikrokapsułek lub liposom ów  
jako nośników  enzym ów  i innych białek, czy w reszcie stosow anie erytrocytów  „obła­
dow anych” enzymami^ To zróżnicowanie form  unierucham iania enzym ów  ma na celu  
um ożliw ienie im  docierania do odpowiednich m iejsc ustroju. W pozostałych rozdzia­
łach om ówiono zastosow anie w ym ienionych form unieruchom ionych enzym ów  w  le ­
czeniu różnych schorzeń takich jak np. genetycznie uw arunkow ane niedobory enzy­
m atyczne, czy w  obniżaniu poziomu mocznika przez podanie m ikroinkapsulowanej 
ureazy, czy usuw anie w  stanach żółtaczkowych b ilirubiny krążącej w  kom pleksie  
z album iną na zasadzie w iększego pow inow actw a do album iny unieruchom ionej 
w  żelu agarozowym. W rozdziale pośw ięconym  sztucznej nerce i detoksyfikatorom , 
przedstawiono rów nież aparaturę stosowaną w  klinikach. W części końcowej tego 
działu om ów iono perspektyw y leczniczego zastosow ania reaktorów enzym atycznych  
oraz ew entualną rolę enzym ów  w  rozwoju now ego rodzaju źródeł energii do zasilania
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rozruszników secowych. N iem al w e w szystk ich  rozdziałach podkreślono również 
trudności, ograniczające m ożliw ości szerszego zastosow ania praktycznego im m obili- 
zow anych związków. Wiążą się one bądź z w łaściw ościam i enzym ów , nośników  unie­
rucham iających, bądź z brakiem  sprecyzow ania charakteru zaburzenia m olekularnego  
leżącego u podstaw  danego schorzenia.

W tom ie drugim pierw szy dział pośw ięcono w ykorzystaniu  unieruchom ionych  
enzym ów  i innych białek w  diagnostyce i profilaktyce, drugi perspektyw om  zastoso­
w ania unieruchom ionych zw iązków  w  różnych dziedzinach biochem ii i m edycyny. 
Zastosow anie w  diagnostyce — to przede w szystk im  autom atyczne i półautom atyczne 
system y analityczne spotykane coraz częściej w  różnych laboratoriach. D alsze przy­
kłady — to zastosow anie w  diagnostyce im m unologicznej, w ykorzystanie im m uno- 
adsorbentów  zw iązanych z enzym am i, czy też im m unoadsorpcja antygenu B w iruso­
w ego zapalenia wątroby. Omówiono rów nież m ożliw ości kolejnego urucham iania  
enzym ów  (przez zastosow anie otoczek rozpuszczających się w  różnym  czasie) do ba­
dania procesów  w ieloenzym atycznych, odpow iadających kolejności etapów  w  szlaku  
m etabolicznym . M etodę tę w ykorzystuje się także przy szczepieniach ochronnych  
unikając w  ten sposób konieczności dw u- lub trzykrotnych w strzyknięć.

Propozycja oznaczania produktów enzym atycznych oparta na w ykorzystaniu  
spektrom etrii m asow ej i unieruchom ionych enzym ów  w yd aje się być obiecującą  
metodą ze w zględu na szybkość oznaczania, czułość, sw oistość i zużyw anie m inim al­
nych ilości m ateriału. Potencjalne m ożliw ości zastosow ania tej m etody to stany  
zagrażające życiu, a w ym agające szybkiego ustalenia rozpoznania.

W części pośw ięconej perspektyw om  om ów iono m ożliw ości m iniaturyzacji sztucz­
nych narządów, w ykorzystanie specjalnych układów  enzym atycznych jako w zm ac­
niaczy słabych sygnałów , jak rów nież zastosow anie i perspektyw y użycia im m obili- 
zow anych, w ieloetapow ych układów  enzym atycznych w  biochem ii. W tym  ostatnim  
przypadku istotną sprawą staje się zagadnienie najbardziej ekonom icznego w ykorzy­
styw ania kofaktorów  ze w zględu na ich znaczny koszt. Jedną z proponow anych form  
jest w prow adzenie dodatkowego im m obilizow anego układu enzym atycznego regene­
rującego kofaktor. W dalszych rozdziałach om ów iono kolejno m ożliw ości w ykorzy­
stania terapeutycznego im m obilizow anego plazm inogenu, potencjalne m ożliw ości 
stosow ania w  analityce enzym ów  zam kniętych w  rurach nylonow ych oraz perspek­
tyw y zastosow ania leczniczego płynnych usieciow anych polim erów  enzym atycznych.

Na podkreślenie zasługuje przejrzysty i logiczny sposób przedstaw iania zagadnień. 
Obszerne piśm iennictw o na końcu każdego rozdziału um ożliw ia dalsze pogłębianie  
w iadom ości. Bogato ilustrow ana treść oraz staranna szata graficzna podnoszą jeszcze 
bardziej w artość tego w ydaw nictw a, które m oże być cennym  źródłem  w iadom ości dla  
każdego, kogo ta m łoda i nowa dziedzina zainteresuje.

I. N am ysłow ska

Principles of Enzymatic Analysis
Red. H. U. Bergm eyer przy w spółpracy K. Gawehn, 

Verlag Chemie, 1978, W einheim, N ew  York, X II+  260 stron, 99 rycin, 30 tabel, 
cena 44 DM.

Recenzowana książka jest ogólnym  w prow adzeniem  do uprzednio w ydanych pod 
redakcją H. U. Bergm eyera czterech tom ów  „M ethods of Enzym atic A n alysis”. Choć 
stanow i ona w  pew nym  stopniu rozszerzenie dwu rozdziałów z I tom u „M ethods of 
Enzym atic A nalysis”, zawiera jednakże w ie le  now ych inform acji istotnych dla w spół­
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czesnego biochem ika-enzym ologa. Sam autor pisze w e  w stępie, że pow odowany  
pow szechną tendencją do standaryzacji m etod biochem icznych, szczególnie chem ii 
klinicznej, ujednoliceniem  nom enklatury jednostek, a przede w szystkim  m ożliw ością  
optym alizacji rutynow ych metod biochem icznych zdecydow ał się na w ydanie „Prin- 
ciples of Enzym atic A nalysis” jako oddzielnej książki.

K siążkę (zawierającą pięć rozdziałów) można podzielić na trzy części — pierwszą  
przedstaw iającą teoretyczne podstawy enzym ologii, drugą — opisującą typow e w spół­
czesne techniki stosow ane w  badaniach biochem icznych (enzym atycznych), trzecią — 
obrazującą sposoby opracow ywania otrzym anych danych eksperym entalnych (wraz 
z elem entam i statystyki).

Część pierw sza jest napisana w  sposób n iezw ykle przejrzysty i zwarty. Każde 
teoretyczne rozw ażanie poparte jest zw ykle kilkom a przykładam i praktycznym i, co 
dodatkow o podnosi w artość książki i pozwala zrozum ieć zaw arte w  niej treści nie 
tylko biochem ikom , ale także innym  specjalistom  zw iązanym  tylko pośre'3hio z b io­
chemią.

Szczególnie interesująco przedstawia się część druga ilustrow ana w ielom a zdję­
ciam i, schem atam i i w ykresam i. Jest ona bardzo przydatna szczególnie studentom  
staw iającym  pierw sze kroki w  laboratorium biochem icznym .

Część trzecia przedstawia nie tylko statystyczne sposoby opracowania uzyska­
nych danych eksperym entalnych, ale także pokazuje w  jaki sposób należy planow ać 
eksperym enty w  zakresie enzym ologii i przedstawiać uzyskane rezultaty w  sposób 
jasny i przejrzysty.

Książka uzupełniona jest dwom a załącznikam i zaw ierającym i zasady nom enkla­
tury enzym ów  i w ykaz jednostek stosow anych w  enzym ologii w  układzie SI.

Ze w zględu na w szechstronność i zw ięzłość opracowania, książkę tę należy polecić 
w szystk im  biochem ikom  — zarówno pracownikom  nauki jak i studentom . W ydaje się 
też celow e przetłum aczenie om awianej książki na język polski.

M. Balińska

Discrim inative Stim ulus Properties of Drugs 
pod redakcją Harbans Lala

Tom 22 w  ramach serii Advances in B ehavioral B iology, P lenum  Press, 1977, New  
York, London, stron 239, cena $ 27

Książka stanow i zbiór prac experym entalnych zaw artych w  10-ciu rozdziałach. 
W pracach tych autorzy om aw iają zdolność zw ierząt do różnicow ania substancji 
farm akologicznych w  testach stosowanych do badań nad zachow aniem  się zwierząt. 
Takie podejście do badania w łaściw ości środków farm akologicznych ma pionierski 
charakter.

W poszczególnych rozdziałach omówiono w łaściw ości takich środków farm ako­
logicznych jak: środki narkotyczne o działaniu przeciw bólow ym ; antagoniści środków  
narkotycznych o działaniu przeciwbólowym ; alkohol i środki ham ujące ośrodkow y  
układ nerw ow y; benzodw uazepiny i barbiturany; środki zw iększające aktyw ność 
psychom otoryczną; marihuana; halucynogeny; nikotyna.

Autorzy starają się rozstrzygnąć, które z w yżej w ym ien ionych  środków można 
traktow ać jako bodźce w  reakcjach w arunkowych. Jest to podejście nowatorskie; 
dotąd bow iem  uważano, że tylko św iatło, dźw ięk, pokarm, szoki elektryczne mogą 
stanow ić bodźce w  stosow anych testach behaw ioralnych.
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Każdy rozdział poprzedza jasny w stęp  teoretyczny, a w yn ik i prac poparte są 
dobrą dokum entacją. U kład książki jest przejrzysty a om aw iane artykuły uzupełniają  
się w zajem nie, co um ożliw ia czyteln ikow i ła tw e w yrobien ie poglądu na w yn ik i prac 
przedstawionych w  om aw ianej m onografii. N iew ątp liw ą zaletą książki jest to, że 
zaw iera bogaty w ykaz najnow szej literatury om aw ianego przedmiotu.

K siążka ta pow inna zainteresow ać specjalistów  z w ie lu  dziedzin takich jak: p sy­
chologia, psychiatria, farm akologia i fizjologia.

M. W ójcik

Cell D ifferentiation in Microorganisms, Plants and Animals 
red. L. Nover i  K. M othes

VEB G ustav F ischer V erlag, 1977, Jena, stron 639, rycin 193, cena 54 M.

W kw ietniu 1976 roku odbyło się w  Reinhardsbrunn w  Turyngii, NRD, M iędzy­
narodowe Sym pozjum  pośw ięcone zagadnieniom  różnicow ania kom órek m ikroorga­
nizm ów, roślin i zw ierząt. P ełny tekst referatów  przedstaw ionych przez w ybitnych  
specjalistów  w ydany został w  postaci obszernej, starannie w ydanej książki.

W recenzow anej książce zaw arto najnow sze osiągnięcia w  dziedzinie różnicow a­
nia kom órek ze szczególnym  uw zględnieniem  badań m olekularnych. Każda z prac 
zaw artych w  książce przedstawia także perspektyw y i nakreśla kierunki dalszych  
badań.

Książkę można podzielić na dw ie części, z których pierw sza obejm uje zagadnienia  
dotyczące specyficznej regulacji ekspresji genów , druga — zagadnienia dotyczące g łów ­
nych aspektów  różnicow ania kom órkowego. O m ówione tu zostały m.in.: organizacja  
chrom atyny (J. Bonner), m echanizm y regulacji transkrypcji (z uw zględnieniem  dzia­
łania hormonów) (J. Kruh), proces pow staw ania mRNA (G. P. G eorgiev i wsp.), 
procesy translacji (H. Bielka) i postranslacji (P. Bornstein i wsp.) oraz zjaw isko  
degradacji białek regulatorow ych i enzym atycznych (P. B ohley i wsp.).

Jako przykład skom plikow anego procesu różnicow ania kom órek przedstaw iono  
m echanizm  transkrypcji m nożącego się w  kom órkach Escherichia  coli bakteriofaga X
i om ówiono przyjęte obecnie m odele struktury i działania genów  — prom otorów, ope­
ratorów i term inatorów  oraz regulacji replikacji DNA (W. Szybalski), m echanizm  
regulacji pow staw ania now ych w irusów  na drodze indukcji b iałek (E. K ellenberger). 
N atom iast pew ne aspekty m orfogenezy kom órek eukariotycznych om ówiono na przy­
kładzie różnych stadiów  rozw ojow ych śluzow ca — Dictyoste l ium  disco ideum  
(J. M. Ashworth), kom órek now otw orow ych m yszy (B. Mintz). P ośw ięcono też w ie le  
m iejsca zagadnieniom  syntezy i aktyw ności enzym ów  w  różnych fazach cyklu kom ór­
kow ego, kom órek Saccharom yces cerevisiae  (H. O. Halvorson) i Schizosaccharomyces  
po m b e  (J. M. M itchison). Om ówiono też syntezy enzym ów  bakteryjnych (B. M agasa- 
nik) i zm iany adaptacyjne enzym ów  w ątroby ssaków  w  czasie rozw oju (O. Greengard) 
oraz zm iany aktyw ności enzym ów  różnicujących się kom órek roślinnych (J. G. Scan- 
dalios). Inne prace om aw iały regulację syntezy globiny w  procesie erytropoezy  
(S. R osenthal i wsp.), regulację syntezy białek zapasow ych w  nasionach roślin strącz­
kow ych (D. Boulter).

O statni rozdział książki pośw ięcony jest b iogenezie i transform acji organelli 
kom órkowych. O m ówiono tu udział b iałek kurczliw ych — tubuliny i aktom iozyny — 
w  kom órkow ych procesach m orfogenetycznych (K. E. W ohlfarth-Botterm ann), zm iany
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strukturalne i funkcjonalne jądra kom órkowego ssaków  podczas różnicow ania ko­
m órek (W. Bernhard).

K siążka jest bogato ilustrow ana, a każdy z referatów  opatrzony obszernym  sp i­
sem  piśm iennictw a.

W sum ie należy stw ierdzić, że książka ta stanow i istotną pozycję w  bieżącej 
literaturze naukow ej i w ie lu  biologów zainteresow anych m olekularnym i m echaniz­
m am i różnicow ania komórek będzie do niej często zaglądać.

Dai du y  Ban
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Post. B iochem ., 24, 513—514 (1978).

K O M U N I K A T

Enzymy wielopostaciowe
Enzym y o form ach w zajem nie przem iennych, oraz enzym y ulegające nieodw racalnej 
m odyfikacji proteolitycznej i innej.

Opracowano na podstaw ie  dokum entu  K om is j i  N om enkla tury  B iochem icznej IU P AC — 
IUB: N omenclature of m ultip le  form s of enzym es. Recomm endations 1976, opubliko­
wanego w  J. Biol. Chem.,  1977, 252, 5939—5941.

D okum ent K om isji N om enklatury B iochem icznej IUPAC—IUB z 1971 r. na tem at 
enzym ów  w ielopostaciow ych został ostatnio rozszerzony i uzupełniony. Poniew aż  
przepisy, dotyczące słow nictw a izoenzym ów  i genetycznych w ariantów  enzym ów  nie 
uległy  zm ianie (patrz: Polskie S łow nictw o B iochem iczne. Red. A. M orawiecki, PWN, 
W arszawa 1974, str. 173), podajem y obecnie jedynie now e zalecenia, om aw iające  
term inologię enzym ów , ulegających odw racalnej i nieodw racalnej m odyfikacji ko­
w alencyjnej.

I. M ianow nictw o enzym ów  o form ach w zajem nie przem iennych (in terconvertib le  
enzymes).

Zaleca się następujące defin icje w zajem nego przejścia (interconversion) oraz en­
zym ów , podlegających takiem u przejściu:

1. Za enzym  o form ach w zajem nie przem iennych uważa się taki, który w y stę ­
puje conajm niej w  dwu ściśle określonych form ach, pow stających w  biologicznych  
w arunkach drogą kow alencyjnej m odyfikacji bocznych łańcuchów  reszt am inokw a- 
sow ych. D efinicja ta n ie obejm uje kow alencyjnych m odyfikacji, zachodzących jako 
przejściow e etapy procesu katalitycznego.

2. P rzejście w zajem ne zachodzi zazwyczaj drogą enzym atyczną, na co należy  
przedstaw ić dowody. W przypadku form różniących się obecnością, lub brakiem  m ost­
ków  S—S kataliza enzym atyczna nie zaw sze ma m iejsce.

Zaleca się stosow anie następującej reguły w  określaniu form  w zajem nie prze­
m iennych:

3. Na określenie form  w zajem nie przem iennych należy przed nazwą enzym u  
um ieścić następujące oznaczenia: o- (original) na określenie form y niezm odyfikow a- 
nej (w yjściow ej, zaw ierającej niezm odyfikow aną resztę am inokwasową), oraz m - (m o­
dified) na określenie form y zm odyfikow anej. W przypadku enzym ów  w zajem nie  
przem iennych, zaw ierających w iązania dw usiarczkow e, form ę —SH oznacza się za 
pomocą o-, zaś form ę S—S jako m-.

4. Enzym y oligom eryczne, zaw ierające dw ie lub w ięcej podjednostek, u legają­
cych m odyfikacji (formy hybrydowe), można oznaczać za pomocą odpow iednich liter
o i m, po których następuje w  dolnej frakcji liczba, określająca ilość podjednostek  
danej form y, na przykład on, on-im , on- 2mz, o m a- i ,  ran.
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5. W przypadku, gdy podjednostkow y skład hybrydu nie podlega określonej 
stechiom etrii, a le stanow i w ypadkow ą m ieszaniny oligom erów  o różnej stechiom etrii 
podjednostkowej, należy to określić za pomocą poziom ej kreski, um ieszczonej nad 
literam i. Na przykład, syntetazę glutam inow ą, składającą się z 12 podjednostek, ade- 

nylow aną w  10 procentach można opisać jako o10,8̂ 1,2- Rodzaj i liczbę grup zw iąza ­
nych kow alencyjnie m ożna określić notatką w  naw iasie, um ieszczoną po nazw ie  
enzym u, na przykład (4P), lub (12AMP).

6. Różnice w  aktyw ności poszczególnych form enzym u można oznaczyć za pom ocą  
liter, um ieszczonych po nazw ie enzym u: ,,a” na określenie form y aktyw nej i ,,b” na 
określenie form y n ieaktyw nej lub m niej aktyw nej.

Przykłady zaleceń 3—6
a. Syntetaza glutam inow a

Form a niezm odyfikow ana, o Form a zm odyfikow ana, m

o (lub o 12)-syntetaza glutam inow a lub m (lub rai2)-syntetaza glutam inow a, 
o-syntetaza glutam inow a a m -syntetaza glutam inow a b, lub  m -sy n -

tetaza glutam inow a (12AMP)

Form y przejściow e

o6m6-syntetaza glutam inow a (skład określony) 
o6m 6-syntetaza glutam inow a (6AMP) (skład nieokreślony)

b. Fosforylaza

Forma niezm odyfikow ana, o Forma zm odyfikow ana, m

o-fosforylaza, o-fosforylaza b lub  o2-fo - m -fosforylaza, m -fosforylaza a, lub  
sforylaza (dimer), o^-fosforylaza (tetra- m -fosforylaza(4P), m 2-fosforylaza (di- 
mer) mer), m 4-fosforylaza (tetramer)

Hybrydy

om -fosforylaza (dimer)
02m 2-fosforylaza (tetramer)

7. Na oznaczenie rodzaju regulacji enzym atycznej proponuje się do stosow ania  
w  schem atach i tabelach następujące sym bole:
Q  — inhibicja (ham owanie) © — stym ulacja (pobudzanie)
Q — indukcja ® — represja

II. M ianow nictw o enzym ów , podlegających nieodw racalnej m odyfikacji proteolitycz­
nej lub innej

W w arunkach b iologicznych na skutek nieodw racalnej m odyfikacji p roteolitycz­
nej lub innej mogą pow staw ać m nogie form y enzym ów . W przypadku, gdy n ieak ­
tyw ny prekursor przekształca się w  aktyw ną(e) form ę(y), zaleca się co następuje:

8. N azw ę „zym ogen” lub przyrostek -ogen należy zachow ać na określenie pre­
kursora enzym u, lub proenzym u (na przykład trypsynogen, trypsyna; chym otrypsy- 
nogen, chym otrypsyna). Jeżeli w skutek  m odyfikacji pow staje kilka enzym ów , m ożna  
je oznaczyć członem  przednim  m - z dodatkiem  litery greckiej w  dolnej frakcji, tak  
aby uniknąć pom yłki z liczbą podjednostek, na przykład m a-chym otrypsyna, m ^-chy- 
m otrypsyna.

9. W przypadku, gdy zarów no białko w yjściow e, jak i forma(y) zm odyfikow ana(e) 
m ają aktyw ność katalityczną, należy oznaczać-je jako o- i m -, podobnie jak oznacza  
się form y w zajem nie przem ienne.

K o m is ja  S łow n ic tw a  P. T. Bioch.
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R edakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i w prowadzania
poprawek nie w pływ ających na treść pracy.

P iśm iennictw o: w  artykule należy cytow ać prace oryginalne z ostat­
nich k ilku la t oraz najw ażniejsze artykuły przeglądow e om aw iające 
przedstawioną dziedziną z uw zględnieniem  artykułów  opublikowanych  
w  „Postępach B iochem ii”. W tekście należy podawać jedynie nazw iska  
badaczy, których prace m ają podstaw ow e znaczenie w  przedstawianej 
dziedzinie. O m awiane prace trzeba num erow ać w  kolejności ich cytow a­
nia w  tekście. W ykaz p iśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone ko­
lejnym i num eram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. Odnośniki b ib lio­
graficzne w inny m ieć form ę zalecaną przez Kom isję W ydaw ców  Czaso­
pism B iochem icznych M iędzynarodowej U nii B iochem ików  (IUB) w edług  
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

Cytując w ydaw nictw a książkow e podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
in icjały autora(ów), rok w ydania, tytu ł książki, nazwisko(a) i in icjały  
jej redaktorów(a), tom, pierw szą i ostatnią stronę cytow anej publikacji, 
nazwę w ydaw nictw a oraz m iejsce w ydania, np.

D ixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 w yd., str. 565, Longm ans 
Green and Co., London;

Grant J. K., (1969) w  Essays in Biochem istry, red. Cam pbell P. N., 
G reville G. D., t. 5, str. 1—58; A cadem ic Press, London

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddziel­
nych kartkach i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  num erow i 
użytem u w  tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołów kiem ) nazw i­
skiem  pierw szego autora i początkow ym i w yrazam i tytu łu  pracy.

Tabele należy kolejno num erow ać cyfram i arabskim i. T ytuł tabeli
i nagłów ki rubryk w inny jasno opisyw ać ich treść zaznaczając, z jakich  
(jakiej) prac(y) pochodzą inform acje podane w  tabeli.

Ryciny, tj. w ykresy, rysunki, schem aty lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w  kolejności ich om ów ienia w  tekście. Przyjm uje się zasadę 
num eracji rycin  cyfram i arabskim i, a wzory cyfram i rzym skim i. F oto­
grafie czarno-białe (kontrastowe) pow inny być w ykonane na papierze 
matowym . Pozostałe ryciny należy w ykonać tuszem  na białym  papierze 
lub na kalce technicznej. W ymiar ryciny nie pow inien być m niejszy niż 
10X15 cm, a naniesione lin ie nie pow inny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujm ujące w ykresy można w ykonać lin ią cieńszą niż lin ie  w łaściw e w y ­
kresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku pow inny m ieć w ysokość  
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy um ieszczać opisów  
słow nych, lecz posługiw ać się skrótami. Osie w ykresów  natom iast w in ­
ny być opatrzone napisem  łatw o zrozumiałym . Dla oznaczenia punktów  
dośw iadczalnych można stosow ać następujące sym bole: O D A  •  ¡H A .  
Rycinę należy opatrzyć na odw rocie oznaczeniem  „góra” i „dół” (ołów ­
kiem). D ecycję o stopniu zm niejszenia ryciny podejm uje w ydaw ca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinam i pow inny być dołączone na od­
dzielnej kartce. Oznaczenia, których n ie można w pisać na m aszynie, 
należy w yraźnie nanieść czarnym tuszem.

Ze w zględu na w ew nętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom  
konstruow anie oryginalnych rysunków  i zbiorczych tabel na podstawie  
danych z piśm iennictw a. P raw ie w szystk ie czasopism a zastrzegają sobie 
w yłączność druku prac wraz z ich dokum entacją (C opyrigh t). Przed w łą ­
czeniem  tabel, w ykresów  czy schem atów  do artykułu przeznaczonego do 
publikacji w  Postępach Biochemii  należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją Redakcji.

R edakcja prosi o w łaściw e pakow anie artykułów, aby zabezpieczyć 
m aszynopisy i ilustracje przed pogięciem .

http://rcin.org.pl



Cena zł 20,—

S P I S  T H E S C I

K. R a c z y ó s k a - B o  j a n o w s k a  — 25 lat  Acta Biochimica Polonica . . 427
Z. K i l i a ń s k a ,  L.  K ł y s z e j k o - S t e f a n o w i c z  -  M atriks jądrow a 431
G, P a l a m a r c z y k  — G likozylacje białek w  układach eukariotycznych 443
A. S t a n k i e w i c z  — C ynkoenzym y . . . . .  . .' . . . •. 461
G. M u s z y ń s k a  — Identyfikacja  grup reaktyw nych enzym ów  . . . . 481 
Sprawozdania:
Zjazd n. t. „B iochem ische A nalityk 1978’', M onachium, RFN, 18—21.IV.1978

{A. Smoczkiewiczowa) . . . . . . . . .  • - • ■ • 495
VI M iędzynarodow e Sym pozjum  n. t. F law in i F law oprotein, Osaka-K obe,

13—17JII.1978 (J. Kozioł) . . . . . . . . .  . 496
R ecenzje , . . . . . . . . . . .  . . . . .  499
K om unikat K om isji S łow nictw a PTBioch....................................................................... 513
Spis treści — Toni X X IV , 1978 , . • . v • • • • • 515 
Indeks autorów  —  Tom XXIV , 1978 . • > *, •
K om unikaty . ,  . . .  • ■ > ? * • 480,494*498

Indeks 36969
Post. Biochem . 24, z. 4 425—524 (1978)

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



