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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii’ publikuje artykuly przegladowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowac syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie pismiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rédwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona
w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢
i $cisto$¢ podawanych informacji. Autoréw obowigzuje korekta autorska.
Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem biteddw drukarskich)
ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedlug obowigzujgcych stawek.
Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zataczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien byé napisany jed-
nostronnie, z podwdéjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok.
1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw w jed-
nym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Norma
Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(6w), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres pocztowy, na ktéry autorzy
zycza sobie otrzymywacé korespondencje, adres prywatny, telefon miejsca
pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim i angielskim), oraz—w prawym
dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzorow i tabel oraz skrot
tytutu (nie wiecej niz 25 znakoéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peinym brzmieniu) i nazwisko(a) auto-
ra(éw), tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci
w jezyku polskim i angielskim, tytut naukowy autora(éw) i jego (ich)
miejsce(a) pracy, wykaz skrétow stosowanych w pracy.

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

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podzial artykutu na rozdziaty
i podrozdziaty, ktérych tytuty rzeczowo winny informowaé o przedsta-
wianych tresciach. Rzeczowy spis tresci publikujemy bezposrednio po ty-
tule pracy. Rozdziaty numerujemy liczbami rzymskimi, a podrozdziaty
odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1.). Tytutéw podrozdziatéw nie
wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowac. W tek$cie nie nalezy sto-
sowa¢ zadnych podkreslern ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie
liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fone-
tyczne brzmienie. Tabele i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory
rzymskimi. W teks$cie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic, rycin czy
wzoréw, lecz w zagdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zaznaczy¢:
Tabela 1, Ryc. 1, Wzor | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawacd
po nazwie zwiazku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrbécenie szczeg6lnej uwagi na popraw-
nos$¢ jezykowa tekstu a takze na $cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unika-
nie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowadzanie do tekstu tworzonych
doraznie skréotéw, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane w pracach
obcojezycznych.
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W dwudziestopieciolecie Acta Biochimica Polonica
i w dwudziestopieciolecie pracy redaktorskiej —

Profesor Dr Irenie Mochnackiej

serdeczne gratulacje, wyrazy uznania i wdziecznosci

sktada
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

25 lat Acta Biochimica Polonica

W roku biezgcym ukazujg sie kolejne numery dwudziestego pigtego
tomu Acta Biochimica Polonica. Dwudziestopieciolecie pisma jest jedno-
cze$nie jubileuszem pracy redaktorskiej profesor Ireny Mochnackiej,
wszystkie® bowiem tomy Acta tj. okoto 1500 prac przeszto przez Jej
redaktorska teke.

W biochemii w ostatnim ¢wieréwieczu dokonano odkry¢ o doniostej
wadze, jak rozszyfrowanie kodu genetycznego, okreslenie sekwencji skiad-
nikow biatek i kwaséw nukleinowych, ich synteza in vitro, poznanie
wielu szlakéw 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,
sg odbiciem postepu w biochemii, a takze zmian zachodzgcych w sposobie
przedstawiania danych eksperymentalnych. Jednoczes$nie Acta obrazuja
szkolenie polskiej kadry biochemicznej po wojnie i stopniowe wyposa-
zenie laboratoriow w aparature i odczynniki. Acta stanowig zatem jak
gdyby kronike tworzgcych sie po wojnie zespotéw badawczych i rozwoju
indywidualnych badaczy.

W roku 1953 utworzenie polskiego czasopisma biochemicznego uznano
0g6lnie za konieczne. Na 13-tym posiedzeniu Komitetu Biochemii i Bio-
fizyki PAN w dniu 6 wrzes$nia 1953 r. zapadta decyzja wydawania Acta
Biochimica Polonica jako kwartalnika aby umozliwi¢ polskim bioche-
mikom drukowanie prac dosSwiadczalnych. Powstanie pisma zostato
zaakceptowane przez Wydziat Il PAN w dniu 2 lutego 1954 roku, a 20 mar-
ca tego roku powotano pierwszy Komitet Redakcyjny w sktadzie: przewod-
niczacy—firof. dr Ignacy Reifer, zastepca — prof, dr Wiodzimierz Mo-
zotowski, sekretarz — prof, dr Irena Mochnacka. Rozestano listy zawia-
damiajgce o rozpoczeciu wydawania czasopisma oraz informacje dla
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autorow. 10 maja 1954 r. pierwszy zeszyt pierwszego tomu Acta Biochi-
mica Polonica opuscit drukarnie w nakladzie 700 egzemplarzy.

Od 1 listopada 1956 roku funkcje Redaktora Naczelnego Acta Bio-
chimica Polonica objat profesor Wiodzimierz Mozotowski, ktéry przez
12 lat redagowat pismo wraz z profesor Ireng Mochnackg. W roku 1957
cztonkiem Redakcji byt takze profesor Tadeusz Korzybski. Z uptywem
lat ciezar spraw redaktorskich coraz bardziej przesuwat sie¢ na profesor
Mochnacka, ktora na skutek choroby profesora Mozotowskiego przez
kilka lat przed formalnym, w 1968 roku, objeciem funkcji Naczelnego
Redaktora praktycznie sama prowadzita pismo i do chwili obecnej jest
jego Naczelnym Redaktorem.

Z zachowanych materiatdw archiwalnych i wspomnien wylania sie
caly ogrom trudnos$ci merytorycznych, organizacyjnych i technicznych.
Komitet Redakcyjny zdawal sobie sprawe, ze rozwijajgca sie polska bio-
chemia stawia przed Redakcjg specjalne zadania. W pierwszym okresie
istnienia pisma Acta miaty sta¢ sie¢ ,,nie tylko przegladem dokonanych
wynikow ale i szkotg pisania prac eksperymentalnych, a takze i wyko-
nywania tych prac” (W. Mozotowski, rozwazania redaktorskie; 1954).
Przyjecie takich zadan sprawito, ze Komitet Redakcyjny petnit role re-
daktoréw, recenzentéw i naukowych opiekundw niektorych prac. Kazda
praca byta szczegétowo analizowana: sprawdzano obliczenia, sugerowano
uzupetnienia doswiadczen, proponowano zmiany w przedstawianiu do-
kumentacji i dyskusji, wreszcie przeredagowywano niektére prace. Uczo-
no i wyjasniano.

W pierwszych latach istnienia pisma duszag Redakcji byt profesor
Mozotowski. ,,Prosze Pana o przerobienie pracy zgodnie z moimi radami.
Z pewnoscig bedzie to Pana kosztowato wiele trudu, ale nauczy Pana
pisania prac doswiadczalnych, co nie jest rzecza tatwa. Taka przerobiong
(i to gruntownie) prace chciatbym otrzyma¢ od Pana do oceny”. ,,Niech
Pani przeczyta moje uwagi 2— 3 razy. Prosze mi wierzy¢, ze bardzo bede
sie cieszy¢, jezeli udatoby sie Pani mnie przekonac, ze moje zastrzezenia
sg niestuszne” (z listow profesora Mozotowskiego do autoréw).

Do Redakcji nadchodzity listy ze stowami wdziecznosci i uznania, ale
czasem takze inne pelne urazy i zniecierpliwienia. Praca nad utrzyma-
niem poziomu Acta byta nietatwa. Pochfaniata czas odpoczynku i nie
zawsze znajdowata zrozumienie nawet wsréd cztonkéw Rady Redakcyj-
nej. Jednocze$nie redaktorzy usprawniali swéj warsztat redaktorski, dy-
skutujgc szeroko na temat granic odpowiedzialnosci autora i redakcji,
precyzujac swoje wymagnia. W dyskusjach merytorycznych brat bardzo
czynny udziat profesor Jézef Heller, petnigcy wowczas funkcje przewod-
niczacego Komitetu Biochemii i Biofizyki PAN. Miedzy Gdanskiem
a Warszawg krazyty prace i listy omawiajgce szczegOty prac. Profesor
Heller spetniat jednoczesnie role ambasadora redakcji, doktadajac staran,
aby teka redaktorska byta petna i aby sprawy organizacyjne i admini-
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stracyjne szty sprawniej. Te jednak przysparzaty wielu klopotéw. Re-
dakcja nie dysponowata etatem sekretarza technicznego. W czynnos$ciach
administracyjnych i technicznych pomagali ludzie, dla ktérych praca
w Acta Biochimica Polonica byta dodatkowa i marginalna wobec ich
podstawowych zaje¢ stuzbowych. Sytuacja ulegta istotnej poprawie gdy
prace pomocnicze przejeta p. Renata Majewska — sekretarz redakcji serii
biologicznej Biuletynu PAN. Caly jednak ciezar i odpowiedzialno$¢ za
sprawy techniczne od poczatku spoczywaly na profesor Mochnackiej.
Mozolne sprawdzanie odnosnikow literaturowych, troska o witasciwg for-
me przedstawienia wynikow dodatkowo obarczaty jej prace redaktorska.
Fundusze na opfate druku czasopisma nie zawsze wplywaty w terminie.
Anegdotg z dziejow pisma jest opowiadanie o zbi6rce pieniedzy na ,wy-
kupienie” numeru z drukarni, zwréconych p6zniej przez PWN. Niejedno-
krotnie Redaktorzy siegali do wiasnych Kkieszeni, aby opfaci¢ rézne ustugi
dla Acta.

Na przetomie lat sze$cdziesigtych zaszty istotne zmiany wazne dla
pisma. Juz w tomach 4, 5 6 i 7-mym pojawiajg sie prace w jezyku an-
gielskim, a od roku 1961 obowigzujacym jezykiem czasopisma jest jezyk
angielski. National Sciences Foundation finansuje ttlumaczenia prac wy-
danych w jezyku polskim we wcze$niejszych tomach. Prace polskie stajg
sie w ten sposéb dostepne ogdétowi biochemikdéw. Krzepnie polska bio-
chemia i krzepnie jej pismo. To jednak zwieksza obowiazki redaktoréw:
wiasciwe, poprawne tlumaczenie na jezyk angielski i dalsze podnosze-
nie poziomu pisma. Coraz wiecej czasu staje sie potrzebne na przygoto-
wanie materiatu do druku. ,Wydaje sie, ze stusznie przeszliSmy na jezyk
angielski i naprawde wierze, ze to, co teraz robie wielokrotnie sie zwroci.
Ci z miodych, ktérzy sa dobrzy, nauczg sie szybko, szybciej niz przy-
puszczamy. Nie uwazam tej mojej pracy za zmarnowang i niepotrzebng”
(z listow redakcyjnych profesor Mochnackiej; 1961).

W roku 1961 rozpoczeta prace w Redakcji p. Anna Olszanska, ktora
w krdétkim czasie staje sie bardzo bliskg wspdipracowniczka profesor
Mochnackiej i zostaje wprowadzona nie tylko w sprawy techniczne, ale
i redakcyjne pisma. Wielki wkitad pracy, inteligencja i ogromne oddanie
sprawom Acta sprawity, ze udziat p. Olszanskiej w pracach redaktorskich
jest zawsze bardzo zywy. Autorzy wiele zawdzieczajg jej niezwykiej do-
ktadnosci, dbatosci i starannosci.

Wspétpracownikami profesor Mochnackiej w Redakcji Acta byta
w latach 1968—1971 doc. dr K. Betzecka, a od roku 1971 do chwili obec-
nej jest doc. dr K. Raczynska-Bojanowska. Od roku 1978 cztonkiem Re-
dakcji jest réwniez profesor T. Chojnacki. Profesor Mochnacka nadal
uczy jak pisaé prace doswiadczalne, uczy jasnego, precyzyjnego wyra-
zania mysli, stuzy swym doswiadczeniem biochemikom starszego i miod-
szego pokolenia. Nadal w pracach polskich biochemikéw jest Jej anoni-
mowy wkiad. Jej doktadnos¢, dociekliwos¢ i sumienno$é w pracy redak-
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torskiej jest wzorem dla wspdtpracownikéw. Jej takze niewatpliwg
zastugg jest przyjecie Acta Biochimica Polonica do miedzynarodowej
unii czasopism biochemicznych i sprawienie, ze czasopismo to zawiera
prace czesto cytowane w piSmiennictwie biochemicznym.

W uznaniu wybitnych zastug dla rozwoju polskiej biochemii oraz
w wychowaniu miodej kadry biochemicznej Polskie Towarzystwo Bio-
chemiczne nadato Redaktorom Acta Biochimica Polonica: profesorowi
Mozotowskiemu i profesor Mochnackiej godno$¢ Cztonkéw Honorowych
Towarzystwa.

K. Raczynska-Bojanowska
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I. Metody izolowania matriks jadrowej

1. Wtiasciwosci fizykochemiczne matriks jadrowej
I1l1. Rola biologiczna matriks jadrowej

IV. Uwagi konhcowe
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IV. Concluding remarks

Matriks jadrowa przedstawia sobg biatkowy szkielet wewnatrzjadro-
wy utrzymujacy sferyczny ksztatt jadra komoérkowego. Ten zrab jadro-
wy, zasocjowany z niewielka iloscig kwaséw nukleinowych i fosfolipi-
déw, jest odporny na dziatanie soli o wysokich stezeniach (1,4 M, 2M
NaCl), detergentow, a takze na atak enzymoéw nukleolitycznych. Z kolei,
dziatanie enzyméw proteolitycznych (trypsyna, pronaza, pepsyna) jest
powodem zupeinego zniszczenia tej podstruktury jadrowej.

Resztkowe biatka jadrowe wyizolowali w 1947 r. Mirsky i Ris
(1) z jader komoérkowych grasicy cielecia pochodzace z tzw. ,,resztkowych
chromosoméw”. Te podjednostke strukturalng jader otrzymano przez ich
wyczerpujaca ekstrakcje za pomocg 0,14 M i 2M roztworéw NaCl. W Kil—

Dr, **) Prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet to6dzki, ul. Bana-
cha 12/16, 90-237 t6dz.
Wykaz stosowanych skrétéow: SDS —siarczan dodecylu sodu; EDTA —etylenodwuamino-
czterooctan; RNP —rybonukleoproteina.
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ka lat pdzniej resztkowe biatka jagdrowe badano w mikroskopie elek-
tronowym (2). Jadra komdrkowe watroby, $ledziony i grasicy cielecia
po ekstrakcji roztworami rozciefczonych soli, kwaséw, niejonowych
detergentéw oraz 1M NaCl przypominaly gabczastg siateczke ztozong
gtownie z ostonki jadrowej i jaderek (2). Siateczke wewnatrzjgdrowg roz-
ciggajacg sie od jagderek do ostonki jadrowej opisali w kilka lat pdzniej
Georgiev (3), Zbarskij i wsp. (4—8), Busch i wsp. (9,10).
Siateczka ta o charakterze rybonukleoproteidowym wykazywata obec-
nos¢ ostonek jadrowych, jaderek oraz tzw, ,resztkowych chromosoméw”.

Matriks jadrowg opisano po raz pierwszy w 1974 r. (11) i udowodnio-
no jej istnienie na drodze cytologicznej i biochemicznej. Zastosowanie
réznych sposobOow barwienia preparatdw mikroskopowych jader komar-
kowych watroby szczura oraz struktur pozostajgcych po ekstrakcjach
roztworami soli, detergentéw oraz po dziataniu DN-azg i RN-aza pozwo-
lito ujawni¢ materiat o charakterze niechromatynowym. Dziatanie po-
wyzszych czynnikéw nie wplywano na zmiane ksztattu jadra komorko-
wego.

Whnikliwe badania (12) matriks jadrowej watroby myszy w mikro-
skopie elektronowym potwierdzaja w niej obecno$¢ lipoproteinowych
(gtéwnie) komplekséw por ostonki wraz z blaszka (lamina) na wewnetrz-
nej powierzchni ostonki (nuclear pore complex, por. Busch (13)), wio-
kienek jaderkowych i tzw. wewngatrzkomdrkowej matriks.

Biatka budujace matriks, gtownie biatka niehistonowe, wykazujg bu-
dowe wiokienkowa, ktére to wiokienka (0 20—30 A) moga asocjowac
tworzac grubsze widkna dochodzace do 100—300 A S$rednicy.

0 ile stwierdzenie obecnosci matriks po dziataniu na jadra roztworami
soli, detergentéw, czy enzymami moze budzi¢ pewne obawy co do jej
rodzimego charakteru, o tyle opisany ostatnio przez Ghosha i wsp.
(14) test cytologiczny wskazujgcy na istnienie tej podjednostki jadrowej
nie budzi zastrzezei. W celu wykazania i scharakteryzowania matriks
wykorzystali oni zjawisko szybkiej kontrakcji chromatyny wywotanej
dziataniem a-amanityny (50 p-g/lcm3 zawiesiny) m.in. w hodowlach ko-
mérek Hela.

Matriks jadrowa stanowi agregat delikatnych wiékien pozachroma-
tynowych o grubosci 50—60 A z przyczepionymi do nich ziarnisto$ciami
0 Srednicy okoto 150 A. Siateczka ta wykazuje ujemny odczyn Feulgena
1 barwi sie bardzo stabo biekitem toluidynowym. Zdjecia z mikroskopu
elektronowego wykluczajg w niej obecno$¢ jaderek. Intensywne trawie-
nie matriks za pomocag pepsyny (2 mg/cm3 0,02 N HC1, 37°C, 3 godz)
potwierdza w niej obecno$¢ kwasnych biatek jagdrowych. Na uwage za-
stuguje zgodnos¢ Srednicy widkienek matriks (50—60 A), zbudowanych
gtownie z kwasnych biatek jagdrowych, z doniesieniem Kaye’a i wsp.
(15) o istnieniu widkienek biatek niehistonowych o $rednicy 50 A w nie-
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chromatynowych centrach jader komorkowych spermatyd S$wierszcza
domowego.

Nalezy podkresli¢, ze zdefiniowanie pojecia struktury jadrowej, jaka
jest matriks nastrecza wcigz trudno$ci wynikajgce czesto z subtelnych
réznic, ktére badacze obserwujg w jadrach réznego pochodzenia po sze-
regu ekstrakcjach i trawieniach (por. rozdz. 1), a takze z powodu braku
techniki, ktdra jednoznacznie pozwolitaby otrzymac te witasnie strukture.

Dos$¢ powszechnie stosowana metoda izolowania matriks z jader ko-
morkowych watroby, opracowana przez Berezney’a i Coffey’a
(11), nie okazata sie np. przydatna do uzyskania jej z komoérek HelLa (16).
Sprawa wcigz otwartg pozostaje obecno$s¢ w matriks elementéw pocho-
dzacych z jaderek czy ostonek jgdrowych.

I. Metody izolowania matriks jgdrowej

Ogo6lng zasadg izolowania matriks jest usuniecie z jader komorko-
wych skitadnikow chromatyny i fosfolipiddbw za pomoca wielokrotnych
ekstrakcji i trawienia enzymatycznego.

Be-rezney i Coffey (11) wykorzystali fakt, ze wiekszo$¢ DNA
(ok. 75%) mozna usuna¢ z jader przez zmniejszenie stezenia chlorku
magnezowego (z 5 mM do 0,2 mM) w zawiesinie jadrowej. Jagdra komor-
kowe przemywano 2-krotnie 10 mM roztworem Tris-HCI (pH 7,4) zawie-
rajgcym 5 mM MgCI2 a nastepnie ekstrahowano 2-krotnie roztworem
0,2 mM MgCIl2w 10 mM Tris-HCI (pH 7,4; 10 min) z odwirowaniem przy
780 x g przez 20 minut. Jadra pozbawione przewazajacej czeSci DNA
ekstrahowano 3-krotnie (10 min) roztworem 2 M NaCl— 0,2 mM MgCI2
w 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) z nastepczym wirowaniem przy 780 x g przez
40 minut. Na tym etapie zostaje usuniete okoto 90°/0 jadrowego DNA.
Pozostato$¢ jadrowag przemywano 2-krotnie (10 min) roztworem zawiera-
jacym I°/o Triton X-100 i 5 mM MgCI2w 10 mM Tris-HCI (pH 7,4) od-
wirowujgc kazdorazowo przy 780 x g przez 20 minut. Osad przemytych
jader poddawano trawieniu enzymami nukleolitycznymi [22°C, 1 godz.,
trzustkowa DN-aza | i RN-aza 200 ixg/cm3 zawiesiny jadrowej w ukladzie
5 mM MgCI2w 10 mM Tris-HCI (pH 7,4)]. Zawiesing odwirowywano
i przemywano 2-krotnie roztworem 5 mM MgCI2 w 10 mM Tris-HCI
(pH 7,4). Otrzymane w powyzszy sposOb preparaty matriks byly prak-
tycznie pozbawione elementéw chromatynowych i btoniastych.

Pozniejsze metody (17, 18, 20) stanowity witasciwie modyfikacje tech-
niki opisanej powyzej, a zmierzaly do wyizolowania siateczki rybonu-
kleoproteidowej, czy komplekséw por ostonek jadrowych, jako struktur
prawdopodobnie odpowiadajagcych matriks jgdrowej.

W 1977 r Hodge i wsp. (16) otrzymali matriks jadrowa z komérek
HelLa S3, stosujgc jako etap wstepny usuniecie fosfolipidow za pomoca
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mieszaniny detergentéw: Tween 40 — dezoksycholan sodu. Jadra komor-
kowe zawieszano w mieszaninie Tween — dezoksycholan (1:40 rozcien-
czenie roztworu podstawowego zawierajagcego 2 objetosci 10°/0 Tween
40 i 1 objetos¢ 10% dezoksycholanu sodu) i krotko mieszano (30 sek), po
czym wirowano przy 200 x g przez 3 minuty. Nastepnie osad jader prze-
mywano roztworem — 0,01 M NaCl w 1,5 mM MgCl2w 0,01 M Tris-HCI
(pH 7,2) i zawieszano energicznie w roztworze o wyzszej sile jonowej,
tj. 0,5 M NaCl i 50 mM MgCl2w Tris-HCI (pH 7,4) i poddawano trawie-
niu za pomocg DN-azy | (50 Mg/lcm3 37°C, 30—60 min). Zawiesine po in-
kubacji odwirowywano przy 600 x g przez 10 minut i ponownie inkubo-
wano w uktadzie: 0,01 M NaCl— 0,01 M dwutiotreitol — 0,01 M EDTA —
0,01 M Tris-HCI (pH 7,4). Po inkubacji preparaty matriks odwirowywano
i oczyszczano stosujac wirowanie przez skokowy gradient sacharozy (na
60°/o roztwdr sacharozy nawarstwiano roztwory sacharozy o gestosci 1,20,
1,18 i 1,16 g/cm3. Matriks jadrowa otrzymana wedtug powyzej przedsta-
wionej metody nie wykazywata aktywnos$ci nastepujgcych enzymow:
glukozo-6-fosfatazy, (5-N-acetyloglukozoaminidazy araz ATP-azy wrazli-
wej na ouabaine.

Tabela 1

Skiad chemiczny jader komérkowych i matriks jadrowej watroby szczura (11) i orzeska
Tetrahymena pyriformis (20)

Biatka * Fosfolipidy™* DNA* RNA*
% odzysku % odzysku % odzysku % odzysku |
Frakcja jader ko- jader ko- jader ko- jader ko-
[0)
% . mérko- 10 morko- 1 mérko- % mérko-
wych wych wych wych

Watroba szczura** (11)

Jadra ko-

morkowe 62,7 100 2,7 100 31,2 100 3,5 100

Matriks

jadrowa 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

jadrowa 96,8 15 1,4 7,0 1,0 0,3 08 70 ¢

* % biatka + % fosfolipidow + % DNA + % RNA = 100%
** drednia warto$¢ z 6 oddzielnych preparatow
*** $rednia warto$¢ z 5 oddzielnych preparatow
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I1. Wtasciwosci fizykochemiczne matriks jgdrowej

W zaleznosci od sposobu izolowania (11, 16, 18) siateczka matriks ja-
drowej wykazuje pewne rozhieznosci w jej sktadzie chemicznym. Wy-
ptywa to z réznej w niej ilosci elementdw pochodzenia btonowego czy
jaderkowego. W matriks jadrowej watroby szczura otrzymanej wedlug
najczesciej stosowanej metody Berezney’a i Coffey’a (11) nie
wykryto praktycznie skiadnikéw pochodzenia blonowego; zawiera ona
gtownie biatka oraz niewielki odsetek fosfolipidow i kwaséw nukleino-
wych (Tabela 1).

Duze podobieristwo w sktadzie chemicznym 2z analogicznymi pod-
strukturami organizmdéw stojagcych na wysokim szczeblu rozwoju ewo-
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Ryc. 1. Wykresy densytometryczne rozdziatlu w zelu poliakryloamidowym 2z SDS
biatek matriks jadrowej (A) i catosci biatek jgdrowych (B) watroby szczura w 10°0
zelu poliakryloamidowym zawierajgcym SDS (11).
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lucyjnego (szczur) wykazujg preparaty matriks izolowane z makronu-
kleus orzeskéw Tetrahymena pyriformis (20) (Tabela 1).

Biatka matriks stanowig az 12—15% catosSci biatek jgdrowych [w poz-
niejszych pracach badacze notuja te warto$¢ ponizej 10% (19)] i sktadaja
sie gtéwnie z biatek niehistonowych (11, 12, 14, 16, 19, 20). Analiza sktadu
aminokwasowego biatkowej frakcji matriks watroby szczura potwierdzi-
fa (21) ich kwasowy charakter (stosunek aminokwaséw kwasnych do za-
sadowych = 1,46). Wyniki elektroforezy w zelu poliakryloamidowym
zawierajgcym SDS pozwolajg wnioskowaé, ze w tej podjednostce struk-
turalnej jadra wystepujg polipeptydy o wyzszej masie czasteczkowej,
przy czym 3 z nich w zakresie mas od 60 000 do 70 000 daltondw stanowig
gtowny odsetek (Ryc. 1) obok nielicznych niskoczasteczkowych frakcji.
Porownanie wykresOw rozdziatlu og6tu biatek jadrowych (Ryc. IB)
z biatkami pochodzacymi z matriks (Ryc. 1A) wyklucza w tych ostatnich
obecno$¢ histonéw (11).

Daleko posunieta zhbiezno$¢ obrazu elektroforetycznego wysokocza-
steczkowych frakcji zaobserwowano w biatkach komplekséw porowych
ostonki jadrowej — blaszka watroby szczura [66 000, 68 000 i 69 000 dal-
tonéw, (17)], a takze w biatkach matriks watroby myszy [65 000, 67 000
i 68 000 daltonéw (12)].

Dos¢ istotne roznice w skiadzie chemicznym i obrazie elektrofore-
tycznym zostaty opisane przez 'Hodge’a i wsp. (16) dla matriks komo-
rek HelLa. Otrzymane przez nich preparaty matriks zawieraly 87%
biatka, 11,8% fosfolipidow, 1,1% DNA i 0,05% RNA. Intensywna eks-
trakcja otrzymanych struktur 2% roztworem Tritonu X-100 usuwata
tylko cze$¢ (ok. 45%) fosfolipidow. Przypuszczalnie ostonki jadrowe ko-
morek HelLa sg mniej wrazliwe na dziatanie detergentéw. Fosfolipidy
w preparatach matriks pochodza gtdwnie z wewnetrznej ostonki jadro-
wej.

Rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakryloamidowym z SDS bia-
tek matriks z komorek Hela technika wysokorozdzielczej gradientowej
elektroforezy plytkowej pozwala zaobserwowaé znaczng niejednorodnosé
tych biatek; 30—35 frakcji o masach czasteczkowych okoto 14 000 do
200 000 daltonéw. Gitoéwne frakcje wykazywaly mase w zakresach od
14 000—18 000 oraz 45 000—75 000 daltondéw. Obraz e'lektroforetyczny
tych biatek nie ulegat zmianie przy intensywnej redukcji (5% (3-mer-
kaptoetanol). Z kolei, elektroforeza w zelu poliakryloamidowym z SDS
(w rurkach) bialek matriks jadrowej izolowanych z hodowli komorek
HelLa znakowanych mieszaning [H]-aminokwaséw wykazata znaczny
stopien wigczania pietna we frakcje o masach czasteczkowych w zakresie
50 000—75 000 i 90 000—130 000 daltonow (Ryc. 2A). Na uwage zastuguje
wystepowanie w strukturze matriks glikopeptydéw. Okazato sie miano-
wicie, ze preparaty matriks izdlowane z komoérek HelLa znakowanych
[H]-glukozaming mialy az 85% radioaktywnosci. Ta radioaktywnos$é
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Ryc. 2. Wykresy densytometryczne rozdzialu w zelu poliakryloamidowym z SDS bia-
tek matriks jadrowej komoérek HelLa izolowanych z hodowli uprzednio znakowanych
roztworem *PH]-aminokwaséw (5 [iiCi/cm3, A), badz [3H]-glukozaming (5 j.iCi/cm3,
B) (16).

byla zwigzana z polipeptydami o masie czgsteczkowej powyzej 50 000
daltonéw Ryc. 2B).

Sprawg sporng pozostaje obecnos$é histonéw w matriks jagdrowej. We-
dlug Hodgea i wsp. (16) biatka o masie 14 000—18 000 daltonéw we-
drujagce w zelu poliakryloamidowym reprezentujg histony. Przemawia
za tym mozliwo$é ich eskstrakcji roztworami 0,25 N HC1, 0,3 M MgCI2
czy 0,3 M KC1, a takze wybidrcze znakowanie zasadowymi aminokwasami
w fazie S cyklu komoérkowego. Jednakze w $wietle przedstawionych po-
wyzej prac, a szczegllnie doswiadczen z kontrakcjg materiatu chromaty-
nowego za pomocg a-amanityny (14) wydaje sie, ze matriks komdrek
HelLa posiada zanieczyszczenia ni¢mi chromatynowymi.

Porownanie elektroferogramow biatek matriks izolowanych z jader
komérek HelLa z kolejnych faz cyklu mitotycznego (wczesna faza G,,
Srodkowa S i p6zna S(G2) i analogicznych biatek pochodzacych z komérek
0 niezsynchronizowanym podziale komoérkowym wykazuje wiele zbiez-
nosci miedzy nimi, chociaz obserwuje sie rézng zdolnos¢ barwienia poli-
peptydéw o masach czasteczkowych od 45000 do 75000 daltonéw. Poli-
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peptydy o masie czgsteczkowej 49 000, 53 000 i 57 000 z matriks jadrowej
komédrek Hela pozostajacych w fazie S posiadajg wysokie powinowactwo
do barwnika. Sprawa rdznego stopnia wigzania barwnika z réznymi poli-
peptydami matriks pozostaje niejasna. Trudno jest ustali¢, czy wynika
ona z rzeczywistego zmniejszenia zawarto$ci pewnych polipeptydéw czy
zmian w funkcjonalnych grupach skitadnikéw z nimi zasocjowanych.

Na szczegdlng uwage zastuguja obserwacje, ze infekcja komorek Hela
adenowirusem typu 2 powoduje zauwazalne zmiany w biatkach matriks
jadrpwej tych komorek. Wyniki elektroforezy w zelu poliakryloamido-
wym z SDS pozwalajg zaobserwowaé w biatkach matriks z komdrek po
infekcji adenowirusem (po 22 godzinach) dodatkowe polipeptydy o masie
czasteczkowej 21 000, 23 000 i 92 000 daltonéw w poréwnaniu z analogicz-
nymi biatkami komorek kontrolnych. Rozdziat elektroforetyczny w tych
samych warunkach biatek oczyszczonego wirionu ujawnit w nich obec-
nos¢ identycznego polipeptydu o masie 21 000 daltonéw. Z kolei, polipep-
tydy o masie 23 000 i 92 000 wedrujag w zelu z szybkoscig zblizong do wi-
rusowego peptydu p-VII (prekursora biatkowego rdzenia wirionu) oraz
biatka 100K. Hodge i wsp. (16) wysuwajg $miatg sugestie, ze moze
wiasnie te dodatkowe peptydy asocjujg z adenowirusem w momencie ini-
cjacji infekcji. Na uwage zastuguje fakt, ze dodatkowe frakcje biatkowe
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Ryc. 3. Fosforylacja catkowitych biatek jadrowych (N) i biatek matriks jadrowej (M)
watroby prawidtowej i regenerujacej. Jadra komdrkowe odpowiadajgce 60 mg catosci
biatek jadrowych byly inkubowane z y-[&]-ATP (50 n-Ci) w 37°C przez 15 minut
w mieszaninie zawierajgcej 3X108M y-[SP]-ATP, 5 mM MgCl2, 115 mM NacCl, 30 mM
Tris-HCI (pH 7,4). Po inkubacji jadra przemyto i izolowano matriks wedtug metody
Berezney’a i Coffey’a (11, 19).
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matriks komoérek HelLa atakowanych przez wirion sg typowe tylko dla
tej struktury i nie wystepujg ani w cytoplazmie ani w nukleoplazmie.

Biatka matriks jgdrowej ulegajg intensywnej fosforylacji przez ATP
in vitro (19). Poréwnanie stopnia fosforylacji catosci biatek jadrowych
i biatek matriks jadrowej wyizolowanych z watroby szczura prawidtowe;j
i regenerujacej (12 godz. po czesciowej hepatektomii) prowadzi do stwier-
dzenia, ze fosforylacja biatek jadrowych w regenerujgcej watrobie jest
2—3 razy wyzsza niz w tkance prawidtowej. Z kolei, proces wiaczania
[ZP]JATP w biatka matriks regenerujacej watroby jest réwniez ponad
3-krotnie intensywniejszy niz w analogiczne biatka tkanki kontrolnej
(Ryc. 3). Analiza elektroforetyczna ufosforylowanych in vitro biatek
matriks pozwolita na zlokalizowanie radioaktywnosci w polipeptydach
0 wysokiej masie czgsteczkowej.

Biosynteze biatek matriks w komoérkach HelLa bedacych w rdznych
fazach cyklu mitotycznego szacowano mierzac wigczanie [H]-aminokwa-
sow. Intensywno$¢ wiaczania w peptydy matriks utrzymywata sie prak-
tycznie na statym poziomie podczas fazy Gj i wczesnej S, natomiast ule-
gata zmniejszeniu w $rodkowej i poznej fazie S oraz G2 (16).

I11. Biologiczna rola matriks jadrowej

Funkcje matriks jadrowej pozostajg sprawg dyskusyjna; nie ulega
watpliwosci, ze jako biatkowy zrab utrzymuje ona wewnetrzng architek-
ture (11, 12, 14); moze tez uczestniczy¢ w utrzymaniu chromosomoéw
komérek interfazowych w okreslonym potozeniu (22). Godnym podkres-
lenia wydaje sie fakt, ze niezaleznie od metody izolowania tej podstruk-
tury jadrowej i rodzaju tkanki, z ktérej pochodzi, zawiera pewne, nie-
wielkie ilosci DNA (,resztkowego DNA?”), ktory pozostaje niewrazliwy
na trawienie nukleolityczne. Wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze ten
DNA wechodzi w specyficzng interakcje z biatkami niehistonowymi ma-
triks, ktore by¢ moze spetniajg role ochronng, ostaniajac go przed atakiem
enzymatycznym. Wiasnie w tym DNA moga znajdowaé sie miejsca ini-
cjacji procesu replikacji.

Nalezy tu przytoczy¢ wyniki ciekawych prac (21) nad tempem i loka-
lizacjg nowosyntetyzujacego sie DNA w jadrach komdrkowych regeneru-
jacej watroby szczura — bardzo dogodnego modelu do badania procesu
syntezy DNA. W 16 godzin po czeSciowej hepatektomii obserwuje sie na-
rastanie intensywnosci syntezy DNA osiggajgcej maksimum po 24 go-
dzinach. Berezney i Coffey (21) obserwowali rozmieszczenie
[H]-tymidyny w DNA jadrowym, DNA luZno zwigzanym z jadrami (od-
dysocjowujacym z kompleksu DNP w wyniku obnizenia w $rodowisku
stezenia MgCl2z 5mM do 0,2 mM) oraz w DNA matriks jgdrowej watroby
po 20, 24 i 30 godzinach od czesSciowej hepatektomii. Okazato sie, ze ponad
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90°/o izotopu lokuje sie w DNA matriks juz w pierwszej minucie po jed-
norazowym wstrzyknieciu [H]-tymidyny (200 M-Ci/zwierze). W ciggu pierw-
szych 10 minut po wstrzyknieciu izotopu specyficzna aktywno$¢ DNA
matriks pozostaje znacznie wyzsza niz catkowitego jadrowego DNA oraz
frakcji DNA luzno zwigzanej, ale pézniej ilos¢ wiaczonego znacznika spada
w czasie w DNA matriks na korzy$¢ pozostatego DNA. Z danych Berez-
ney’a i Coffe y’a (21) wynika, ze znaczna cze$¢ nowosyntetyzujacego
sie DNA tuz po replikacji jest zasocjowana z matriks jadrowg. W czasie
pierwszych 10 minut najwyzszg specyficzng aktywno$¢ wykazuje reszt-
kowy DNA matriks, czyli frakcja DNA, ktora pozostaje w tej strukturze
po ataku enzyméw nukleolitycznych. W tym samym okresie odsetek
pietna izotopowego w DNA matriks zmniejsza sie, chociaz specyficzna
aktywno$¢ DNA matriks wcigz wzrasta. Wyniki te sugerujg transport
znakowanego DNA matriks do innych frakcji jadrowego DNA.

Z badan nad fosforylacjg biatlek matriks jadrowej regenerujgcej wa-
troby (19) mozna wnioskowaé, ze maksymalna fosforylacja odbywa sie
w 12 godzin po hepatektomii. By¢ moze, ta postsyntetyczna modyfikacja
biatek matriks, w gtdwnej mierze biatek niehistonowych, poprzedzajaca
replikacje DNA jest istotna w regulacji tego procesu.

Od kilku lat sugerowano mozliwy udziat siateczki wewnatrzjgdrowej,
nie bedacej materiatem chromatynowym, w transporcie jadrowego RNA.
W Swietle najnowszych badan Ghosha i wsp. (14), ktérzy na drodze
cytologicznej obserwowali krétkotrwate, delikatne barwienie preparatéw
matriks biekitem toluidynowym, wydaje sie mozliwe, ze jaderkowe ziar-
nistosci RNP o $rednicy 150 A (nie bedace jednakze sktadnikiem matriks)
sq na krotko wigzane z matriks w czasie ich transportu z jaderek do cyto-
plazmy. Te sugestie popiera ujemny wynik barwienia biekitem toluidy-
nowym matriks z ziarnistoSciami RNP, wobec opornosci na trawienie
RN-azg samej siateczki matriks. Nie ulega kwestii fakt, ze siateczka ma-
triks jest odpowiedzialna za komunikacje zewnetrznej, peryferyjnej strefy
jadra komdrkowego z jego wnetrzem.

Uwagi kohcowe

Wewnatrzjgdrowy szkielet biatkowy okreslany mianem matriks wy-
daje sie by¢ niezwykle istotny w utrzymaniu ciggtosci strukturalnej
i ksztaltu jadra komdrkowego, a takze pewnych nadrzednych funkcji re-
gulatorowych w stosunku do syntezy kwaséw nukleinowych, transportu
RNA (14, 17, 18).

Interakcje biatek niehistonowych matriks z kwasami nukleinowymi
mogg by¢ dalece specyficzne, a jednocze$nie mogg odgrywaé ochronny
efekt w stosunku do miejsc inicjacji nowosyntetyzujgcego sie DNA (16)
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Zapewne nie bez znaczenia dla catoksztattu funkcji jadra komorko-
wego pozostaje zjawisko intensywnej fosforylacji biatek tej podstruktury
jadrowej, przewyzszajace kilkakrotnie stopien wiaczania fosforu w biatka
jadrowe (19). Fosforylacja biatek niehistonowych matriks moze mie¢ zwia-
zek z ich udziatem w regulacji syntezy DNA, a takze w oddziatywaniach
z pozostatymi sktadnikami tej struktury. Ufosforylowanie biatek niehisto-
nowych moze przez czesciowg zmiane ich tadunku przeksztatca¢ je w ,,ho-
lowniki” produktéw jadra, np. jaderkowego RNP.

Obecnos¢ biatek niehistonowych w matriks moze odgrywac¢ fundamen-
talng role w aktywnosci biologicznej jader komorkowych, podobnie, jak
ma to miejsce w przypadku chromatyny (23—27).

Artykut otrzymano 24.6.1978; zaakceptowano 27.6.1978
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. Wstep

Glikoproteidy sg zwigzkami wystepujacymi powszechnie w organiz-
mach pro- i eukariotycznych, petnigcymi réznorodne funkcje biologiczne.
Wiekszos¢ biatek sekrecyjnych takich jak np. immunoglobuliny czy hor-

*) Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa

*> Terminem glikozylacje (ang. glycosylation) okre$la sie przytaczenie reszt cu-
krowych do odpowiedniego akceptora, tutaj biatka lub lipidu.

Wykaz stosowanych skrétéw: GDP-Man — GDP-mannoza; UDP-GIcNAc — UDP-
N-acetyloglukozamina; UDP-Glu — UDP-glukoza; Dol-P — dolichylofosforan.
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mony jest glikoproteidami. Ponadto glikoproteidy sg istotnymi sktadni-
kami bton biologicznych. Usytuowane asymetrycznie na ekstracytoplaz-
matycznej stronie biony (1) czesto pelnig funkcje receptoréw roznego
rodzaju efektoréw komérkowych. Glikozylacja powoduje modyfikacje
czasteczki biatka a zatem moze miec istotny wptyw na jego funkcje bio-
logiczne. Stad poznanie mechanizmdéw glikozylacji wzbudza w ostatnich
latach zainteresowanie nie tylko waskiego kregu biochemikéw zajmuja-
cych sie badaniem struktury glikoproteidow lecz takze tych, ktérych in-
teresujg problemy regulacji proceséw komorkowych.

Il. Typowe struktury glikoproteidowe

Jedna z najbardziej charakterystycznych cech czesci cukrowej gliko-
proteidéw jest r6znorodno$é struktury przy zachowaniu pewnych powta-
rzajacych sie elementow takich jak spos6b wigzania pierwszej reszty gli-
kozylowej z biatkiem oraz struktura ich czesci rdzeniowej (proksymalnej
w stosunku do czasteczki biatka). Pozwolito to na wyodrebnienie pieciu
typowych rodzajow glikoproteidéw przedstawionych na schemacie 1 (2).

a) (AcNeu "*-G al ¢~-GIcNAc)3-*(Man,Man,Man)("iGIcNAc *¢ GIcNAc-"—Asn

b) (Man) Man-"Man Mart '*'M -GIcNAc ~ ~ '~ GIcNAc— *-Asn
fa l«
(Man)x Man Man«fV .),.(Man)x

c) GalNAci& G al -£ildUaINAc-~"Ser(Thr)

kK19 |28

Fuc GINeu

d) Gic -~ iG al-~-—Hyt

e) GIcUA £iHIG al -"Mi-Gal HIdLxyl -?—Ser

Schemat 1. Charakterystyczne struktury czeSci cukrowej niektérych gli-
koproteidéw (2).
a) Fetuina
b) Tyreoglobulina (podjednostka A)
c) Glikoproteidy $linianki t
d) Btona podstawna, kolageny
e) Cze$¢ rdzeniowa proteoglikanu

W przypadku potgczenia reszt glikozylowych z biatkiem poprzez grupe
amidowa asparaginy cze$¢ cukrowa moze zawieraC rézne cukry takie jak
N-acetyloglukozamina, mannoza, galaktoza, kwas N-acetyloneuraminowy
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(np. w fetuinie, Schemat 1). Moze tez sktada¢ sie tylko z reszt mannozy
i N-acetyloglukozaminy (jednostka A tyreoglobuliny). Struktura czesci
rdzeniowej oligosacharydu jest w obu przypadkach taka sama tzn. zawiera
dwie reszty N-acetyloglukozaminy potaczone wigzaniem N-glikozydowym
z grupa amidowga asparaginy w biatku oraz reszty mannozylowe, ktérych
ilos¢ jest rézna w zaleznosci od rodzaju glikoproteidu.

Inng grupe stanowia glikoproteidy, w ktérych czes¢ glikozylowa pota-
czona jest z biatkiem poprzez grupy hydroksylowe seryny, treoniny lub
hydroksylizyny, wigzaniem O-glikozydowym. Wigzania te charakteryzujg
sie rézng wrazliwoscig na dziatanie stabych zasad. Potgczenie N-acetylo-
galaktozaminy i ksylozy z grupami OH seryny i treoniny ulega rozbiciu
w warunkach tagodnej hydrolizy alkalicznej przeciwnie niz wigzanie ga-
laktozy z hydroksylizyng typowe np. dla kolagenu. Struktura wigzan
N- i O-glikozydowych zostata przedstawiona na schemacie 2 (3).

a)

b)

Schemat 2. Gtdwne rodzaje wigzan glikopep-
tydowych (3).
a) N-glikozydowe wigzanie glikozylo-
aminy z asparaging
b) O-glikozydowe wigzanie z seryna
NH,CH (lub treoning)
) c) O-glikozydowe wigzanie z hydro-
COC ksylizyna

c)

Glikozylacja biatek prowadzgca do wytworzenia wigzania O-glikozy-
dowego zachodzi poprzez przeniesienie pojedynczej reszty glikozylowej
z odpowiedniego nukleozydodwufosfocukru na akceptor biatkowy a na-
stepnie kolejne przytaczenie pozostatych reszt cukrowych. Reakcja jest
katalizowana przez glikozylotransferazy, specyficzne zaré6wno w stosunku
do substratu jak i do akceptora. Glikozylacja rozpoczyna sie w momencie
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kiedy akceptor biatkowy jest wciagz jeszcze potgczony z rybosomami (2).
Powstawanie wigzania N-glikozydowego jest procesem bardziej ztozonym
przebiegajagcym przy udziale zwigzkéw posrednich o charakterze lipido-
wym, ktére peinig funkcje przenosnikow reszt cukrowych w transgliko-
zylaciji.

I11. Udziat koenzyméw lipidowych w glikozylacji biatek

Zwigzkami lipidowymi biorgcymi udziat w przeniesieniu reszt gliko-
zylowych z nukleozydodwufosfocukrow na akceptory biatkowe sg fosfora-
ny poliprenoli. Ich budowa i wystepowanie zostaty omoéwione w artyku-
fach opublikowanych poprzednio w Postepach Biochemii (4, 5). Ostatni
z nich (5) omawia réwniez funkcje fosforanéw poliprenoli, koncentrujac
sie na ich dziataniu jako akceptoréw reszt glikozylowych, przenoszonych
przez enzymatyczne preparaty btonowe z odpowiednich nukleozydodwu-
fosfocukrow. Niniejszy artykut przedstawia obecny stan wiedzy na temat
udziatu poliprenylodwufosfooligosacharydéw w glikozylacji biatek, kata-
lizowanej przez uktady enzymatyczne izolowane z komdrek eukariontéw
oraz mozliwe mechanizmy regulacji tych proceséw.

Poliprenole sg jednowodorotlenowymi alkoholami posiadajgcymi szkie-
let zbudowany z powtarzajgcych sie 5-cio weglowych jednostek izopre-
nowych, ktorych liczba waha sie od 5 do 24 w zaleznosci od pochodzenia
danego poliprenolu. Poliprenole izolowane z tkanek zwierzecych zawieraja
zwykle 17—24 reszt izoprenolowych (C&—C1A), natomiast wystepujace
w komorkach drozdzy 14—17 (C0B—C8&). Na okreslenie tych zwiazkéw
przyjeto zwyczajowag nazwe ,dolichole” pochodzacg od greckiego stowa
dolikos (dtugi). Cechg charakterystyczng dolicholi jest wystepowanie na-
syconego wigzania w reszcie izoprenowej znajdujgcej sie w pozycji alfa
w stosunku do grupy wodorotlenowej. Formy aktywne poliprenoli, biorace
udziat w reakcjach przeniesienia reszt glikozylowych maja ufosforylo-
wang grupe wodorotlenows.

I11-1. Biosynteza potiprenylodwufosfooligosacharyddéw

Pierwsza informacja na temat biosyntezy oligosacharydowych pochod-
nych lipidowych i ich udzialu w glikozylacji biatek pochodzita z pracy
Behrensa i Leloira (6) i dotyczyta transportu glukozy z UDP-glu-
kozy do endogennych akceptorow lipidowych i biatkowych. Wykazano,
ze reakcje te katalizuje frakcja endoplazmatycznego retikulum izolowana
z komérek watroby szczura. W pierwszym etapie powstaje glukozylofos-
fopoliprenol, ktory stuzy jako donor reszty glikozylowej w reakcji bio-
syntezy oligosacharydofosfolipidu i endogennych glikoproteidéw. Wyka-
zano, ze cze$¢ oligosacharydowa glikozylowanego lipidu zawiera okoto 20
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reszt cukrowych potgczonych wigzaniem pyrofosforanowym z czescig li-
pidowa. Nie przeprowadzono jednak wowczas identyfikacji biatek akcep-
torowych. Wkrdétce potem Lennarz iwsp. (7) opisali biosynteze gli-
kozylowanego lipidu zawierajgcego mannoze. Wykazano, ze cze$¢ oligosa-
charydowa tego lipidu zawierata 7—9 reszt glikozylowych, a mannoza
znajdowata sie na nieredukujacym koncu tancucha glikozylowego.
Uzycie specyficznych glikozydaz pozwolito na okreslenie struktury
czesci sacharydowej jako (Man)naMan(l-4)|3GIcNAc-(I-4)GIcNAc (8).
Struktura ta jest identyczna ze strukturg czesci rdzeniowej oligosacha-
rydow zwigzanych N-glikozydowo z resztg amidowg asparaginy w biatku
(por. Schemat 1). Biosynteze podobnych glikozylowanych lipidow opisano
rowniez w reakcjach katalizowanych przez mikrosomy komdrek nowotwo-
rowych szpiku kostnego myszy (mouse myeloma tumor) (9) oraz watroby
Swini (10). Otrzymane glikozylowane lipidy réznity sie iloscig reszt man-
nozylowych na nieredukujgcym koncu fanicucha oligosacharydowego. Jed-
nocze$nie prowadzono badania nad wiaczaniem N-acetyloglukozaminy do
glikozylowanych lipidéw, a wiec biosyntezg redukujgcego konca tancucha
glikozylowego. Biosynteze lipidodwufosfo-2-acetylochitobiozy (2-acetylo-
chitobioza-(GIcNAc)2 przeprowadzono stosujac enzymy pochodzace z réz-

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

1lo$¢ reszt
glikozylowych

Reszta cukrowa Zrédlo enzymu

Glukoza, heksozamina 20 Watroba szczura

Glukoza 20 Mézg, nerka szczura,
limfocyty ludzkie,
tarczyca $wini

Mannoza (5) N-acetyloglukozamina (2) 7 Szpik rdzenia kregowego
Mannoza (5—7) N-acetyloglukozamina (2) 7—9 Jajowody kurze
Mannoza, N-acetyloglukozamina 3—16 Watroba szczura

i Mannoza Szpik kostny wotu, $li-

nianka przyuszna szczura,
mozg cielecia

Mannoza (1) N-acetyloglukozamina (2) 3 Drozdze
j Mannoza, N-acetyloglukozamina 3—10 Wiékna bawetny
i Mannoza, N-acetyloglukozamina 5—15 Aorta wotu
I Ksyloza 7—9 Jajowody kurze

Cyfry w nawiasach oznaczaja liczbe poszczeg6lnych reszt glikozylowych.
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nych tkanek takich jak mikrosomy watroby szczura (11) i Swini (12),
frakcje bton i Scian komoérkowych z drozdzy (13, 14, 15) oraz tkanki
roslinne (16, 17, 18). Stosujac jako zrodto enzymu frakcje bton z r6znych
uktadéw bezkomorkowych udato sie otrzymac in vitro szereg glikozylo-
wanych lipidéw r6znigcych sie wielkoscig i sktadem czesci sacharydowe;j.
Ich rodzaje przedstawiono w tabeli 1 (19).

Nalezy podkresli¢, ze do dzisiaj nie zidentyfikowano bezposrednio
sktadnika lipidowego w czasteczce oligosacharydodwufosfolipidéw. Ist-
nieje natomiast szereg informacji posrednich, opartych gtdwnie na wy-
nikach chromatografii cienkowarstwowej tych zwigzkéw oraz ich wrazli-
wosci na warunki hydrolizy kwasnej i alkalicznej, wskazujacych, ze sg to
fosforany poliprenoli. We wszystkich oligosacharydowych pochodnych
lipidowych powtarza sie typowa struktura czesci sacharydowej (3-Man(l-4)
GIcNAc-p(I-4)GIcNAc charakterystyczna réwniez dla struktury wystepu-
jacej w glikoproteidach zawierajagcych N-glikozydowe wigzanie pomiedzy
czescig sacharydowgq i biatkowa. Biosyntezie glikozylowanych lipidow
towarzyszy przeniesienie reszt glikozylowych na endogenne akceptory

Doi- P
UDP-GIcNAC
)1
Dol-P,-GIcNAc
UDP- GlcNAC
2
UDP

Dol-P2GIcNAc2

GDP—Man

B

DP
pP Do\ P-Man

GDP-Man Dol-P

uDP Dol P-Glc

UDP-Glc Dol-P

Bio(ko
Biatko —GIcNAc2 Mann_ Glc2

Schemat 3. Udziatl koenzyméw lipidowych (Dol-P) w biosyntezie wigzan N-glikozy-
dowych (20, 31).
Donorem reszt mannozylowych moze by¢ zaréwno GDP-Man (reakcja 3,

reszta mannozy sasiadujgca z GIcNAc), jak i Dol-P-Man (reakcja 5, pozostate
reszty mannozylowe)

Doi- P2-GIcNAc2- Man(Man)n

Doi- P2~GIcNAc2- Mann- Glc2

Doi- B Doi- P —-
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biatkowe. Postulowano wiec, ze przeniesienie reszt glikozylowych z nu-
kleozydodwufosfocukrow na biatko, ktéremu towarzyszy wytworzenie
wigzania N-glikozydowego wymaga udziatlu koenzymoéw lipidowych. Jed-
nakze dotyczy to jedynie rdzeniowej czesci oligosacharydu, gdyz przyita-
czenie zewnetrznych reszt glikozylowych do czgsteczki glikoproteidu za-
chodzi poprzez bezposrednie przeniesienie cukréw z odpowiednich nukleo-
zydodwufosfocukrow.

Na podstawie wynikéw reakcji katalizowanych przez mikrosomy z wa-
troby szczura zaproponowano (20) nastepujacy przebieg glikozylacji
(Schemat 3). Rozwd¢j badan w tej dziedzinie w petni potwierdzit jego
prawdziwos¢ i wprowadzit szereg nowych elementéw. Spiro i wsp.
stosujac preparaty skrawkowe z réznych tkanek (21, 22, 23) stwierdzili,
ze dolichylodwufosfooligosacharyd powstajacy w wyniku reakcji 7 (Sche-
mat 3) zwykle zawiera 11 reszt mannozylowych i jedng lub dwie reszty
glukozy. Obecno$¢ zewnetrznych reszt glukozylowych chroni uformo-
wany oligosacharyd przed aktywnos$cig enzymow hydrolizujgcych (a-man-
nozydaz). Struktura czeSci cukrowej tego glikozylowanego dolicholu
zostala przedstawiona na schemacie 4.

Man » (Man”iGIcNAc)— »-GIcNAc-*- P-P-Dolichol

W

4
O
ol
\&

w®

Schemat 4. Dolichylodwufosfooligosacharyd zawierajacy glukoze. Cze$¢ oligosacha-
rydu znajdujgca sie wewnatrz linii przerywanej jest niewrazliwa na
dziatanie a-mannozydaz (23).

Inkubacja preparatéw skrawkéw tarczycy z [UC]znakowanymi cukra-
mi oraz prekursorami dolichylofosforanu : [3P]fosforanem i [H]kwasem
mewalonowym wykazata, ze czes¢ oligosacharydowa powstaje szybciej
niz cze$¢ lipidowa dolichylodwufosfooligosacharydu, co sugeruje cy-
kliczny udziat fosforanu dolicholu w reakcji.

Przebieg glikozylacji przedstawiony na schemacie 3 opracowano na
podstawie wynikow reakcji enzymatycznych charakterystycznych dla
komérek zwierzecych. Innym obiektem eukariotycznym szeroko badanym
sg komarki drozdzy. W typowych glikoproteidach drozdzy takich jak po-
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limannan $cianowy, inwertaza i wystepujagca w wakuolach karboksypep-
tydaza Y, cze$¢ cukrowa jest zwiazana z biatkiem wigzaniem N-glikozy-
dowym. Jest ona znacznie wieksza niz czes¢ biatkowa, np. polimannan
wystepujacy, w Scianie komdrkowej drozdzy jest glikoproteidem, w kto-
rym cze$¢ biatkowa stanowi jedynie 4—8°0 masy czasteczkowej. Struktura
czesci rdzeniowej polisacharydu jest taka sama jak w glikoproteidach
zwierzecych ((Man)n(GIcNAc)2asparagina-biatko). Ponadto polimannan
zawiera cze$¢ oligosacharydowg zwigzang z biatkiem wigzaniem O-gliko-
zydowym (Man-0-seryna-(lub.treonina)-biatko), sktadajacg sie z dwu-
troj- i tetrasacharydéw mannozylowych.

Drozdze sg najlepiej jak dotagd poznanym obiektem, w ktorym zbadano
szczegdtowo udziat lipidbw w wytwarzaniu wigzania nie tylko N- lecz
takze O-glikozydowego. Glikozylacja endogennych i egzogennych lipidéw
przebiega w nich dwiema drogami. Reakcje prowadzgce do wytworzenia
dolichylodwufosfo(GIcNAc)2mannozy przebiegajag jak to przedstawiono
na schemacie 3 (reakcje 1,2 3,4,5). Pierwsze wyniki wskazywaly, ze
powstajacy w tej reakcji dolichylodwufosfooligosacharyd nie zawierat
wiecej niz trzy reszty glikozylowe (13, 14, 24, 25). Jednak zastosowanie
odmiennych warunkéw reakcji, a szczegélnie wyeliminowanie detergen-
tow pozwolito na biosynteze glikozylowanego lipidu o diugosci czesci sa-
charydowej zblizonej do analogicznych zwigzkéw izolowanych z watroby
(26, 27). Jednoczesnie wykazano takze, ze biosynteza wigzania O-glikozy-
dowego w czasteczce polimannanu drozdzy odbywa sie poprzez przenie-
sienie pierwszej reszty mannozylowej zwigzanej z grupg hydroksylowg
seryny lub treoniny z dolichylofosfomannozy (28). Pozostate rzeszty man-
nozylowe przenoszone sg na nieredukujacy koniec fancucha sacharydowe-
go juz bezposrednio z nukleozydodwufosfocukru (GDP-Man). Udziat koen-
zyméw lipidowych w biosyntezie wigzania O-glikozydowego stwierdzono
rébwniez w reakcjach katalizowanych przez preparaty enzymatyczne izo-

GDPMan
#DOi P---mmmmeeeee ,
W
i
Doi PMan
AD Ol Poremmeeeeee 1
Biatko-Man
AGDP Man
GDP Schemat 5. Udziat koenzyméw lipidowych (Dol-P) w

biosyntezie wigzania O-glikozydowego w
Biatko - (Man........... Man)4 drozdzach (28).
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lowane z komédrek A. niger (29) i N. crassa (30). Przypuszczalny przebieg
reakcji przedstawia schemat 5.

I11-2. Glikozylotransferazy zalezne od koenzyméw lipidowych

Glikozylacje lipiddw i biatek sg katalizowane przez enzymy zwigzane
z frakcja bton komorkowych, stad mata liczba danych na temat kinetyki
tych reakcji. Dotychczas, jedynie Heifetz i Elbein (31) opisali
solubilizacje transferaz mannozy, przy uzyciu nowego niejonowego deter-
gentu Nonidet P-40 *K Oczyscili oni enzym z aorty katalizujgcy biosynteze
dolichylodwufosfooligosacharydu (reakcja 5, Schemat 3). Dalsze badania
nad solubilizacjg transferaz glikozylowych pozwolg zapewne na lepszg
charakterystykg enzymoéw katalizujgcych reakcje przedstawione na sche-
macie 3 i 5.

Hemming i wsp. (32) stwierdzili, ze preparaty enzymatyczne izo-
lowane z komorek watroby zawierajg dwie glukozylotransferazy katali-
zujace reakcje 6 na schemacie 3. Aktywnos$¢ jednej z nich byta gwattownie
hamowana przez GDP-mannoze (<C 10® M) i inne nukleozydodwufosfo-
cukry. Ponadto pula endogennego fosforanu dolicholu dostepna dla tran-
sferazy mannozy (reakcja 4, Schemat 3) byta niedostepna dla transferazy
glukozy (reakcja 6, Schemat 3). Na podstawie tych wynikéw autorzy
wnioskujg, ze glikozylotransferazy katalizujgce reakcje biosyntezy doli-
chylofosfomannozy (Schemat 3) i przeniesienie reszt mannozylowych na
oligosacharydodwufosfolipid oraz transferazy odpowiedzialne za biosyn-
teze dolichylofosfoglukozy i dolichylodwufosfooligosacharydu zawierajg-
cego glukoze (reakcje 6 i 7, Schemat 3) stanowig oddzielne kompleksy
zawierajgce swoéj wiasny, Scisle zwigzany koenzym lipidowy, fosforan
dolicholu.

Wiekszos¢ wynikow wskazuje, ze enzymy katalizujgce glikozylacje
zachodzace przy udziale koenzymoéw lipidowych sg zlokalizowane w bto-
nach wewnatrzkomdrkowych, w komorkach zwierzecych gtdwnie w bio-
nach endoplazmatycznego retikulum. W drozdzach obserwowano gliko-
zylacje zalezne od koenzymow lipidowych, katalizowane przez frakcje
bton mitochondrialnych (14) i jadrowych (33). Stwierdzono réwniez, wy-
stepowanie enzymow glikozylujgcych lipidy i biatka na powierzchniach
komorkowych, komoérek watroby izolowanych z zarodkéw kurzych (34,
35), komoérek z jajowodéw kurzych (35) oraz protoplastow drozdzy (37).

Aktywnos$¢ transferaz glikozylujgcych lipidy i biatka jest zalezna
w sposob charakterystyczny od struktury koenzyméw lipidowych. Bio-
synteza poliprenylofosfomannozy katalizowana przez preparaty endo-
plazmatycznego retikulum watroby (38) i tarczycy (39) zachodzita rownie

*) p-t-oktylofenylopolioksyetylen9 dla poréwnania Triton X-100 — p-t-oktylofe-
nylopolioksyetylen m- o7
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tatwo w obecnosci roslinnego fosforanu fikaprenylu (fikaprenol, C6—C6&
catkowicie nienasycony poliprenol) jak fosforanu dolichylu (C&—Ci(p
poliprenol z nasycong resztg izoprenowg a). Jednakze tylko glikozylowane
dolichole wykorzystywano jako substraty w reakcjach biosyntezy oligo-
sacharydodwufosfodolicholu i glikoproteidéw. Opracowana przez Choj-
nackiego i wsp. (40, 41) metoda izolacji pojedynczych poliprenoli
pozwolita na dokladne zbadanie zaleznosci aktywnos$ci glikozylotransfe-
raz od struktury ich koenzymoéw lipidowych. Wykazano, ze poziom
biosyntezy prenylofosfomannozy (-glukozy) i N-acetyloglukozaminy
w obecnosci egzogennych fosforanéw poliprenoli nie zalezat od diugosci
koenzymu lipidowego w zakresie CH—C% obserwowano natomiast zwiek-
szong aktywnos$¢ glikozylotransferaz gdy w reszcie izoprenowej wystepo-
wato nasycone wigzanie w pozycji a w stosunku do reszty fosforanowej
(42, 43). W tym miejscu nalezy przypomnie¢, ze endogenne poliprenole
wystepujace w komdrkach zwierzecych i drozdzowych w przeciwienstwie
do wystepujacych u bakterii i roslin majag nasycone wigzanie w reszcie
izoprenowej w pozycji a. Zalezno$¢ poziomu glikozylacji od struktury ko-
enzymoéw lipidowych zostata zbadana systematycznie w reakcjach katali-
zowanych przez btony komoérkowe drozdzy (25). Przeprowadzono biosyn-
teze prenylofosfomannozy i prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy oraz
zbadano reakcje przeniesienia reszty mannozylowej na biatko z wy-
tworzeniem wigzania O-glikozydowego, jak réwniez reakcje wydtuzania
prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy i przeniesienia oligosacharydu
na endogenne akceptory biatkowe. Stwierdzono, ze biosynteza prenylo-
fosfomannozy zachodzita w obecnosci wszystkich stosowanych, a-nasy-
conych i a-nienasyconych poliprenoli (o dtugosci czasteczki C6—C%) i byta
jedynie dwukrotnie aktywniejsza wobec egzogennych koenzymoéw lipido-
wych zawierajacych nasycong reszte izoprenowg w czasteczce. Biosynteza
prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy natomiast zachodzita wytacznie
w obecnosci fosforanow poliprenoli z nasycong resztg a. Istotna byta row-
niez konfiguracja pozostatych w czasteczce wigzan podwdéjnych. A-nasy-
cony, C&b poliprenylofosforan posiadajacy wszystkie podwojne wiazania
o konfiguracji E (trans) nie byt akceptorem N-acetyloglukozaminy. Po-
zostate stosowane fosforany poliprenoli zawieraty jedynie 3 wewnatrz-
czasteczkowe wigzania podwdjne w konfiguracji E (trans). Wydaje sie
prawdopodobne, ze do funkcjonowania fosforanu poliprenolu jako koen-
zymu niezbedne jest nie tylko wystepowanie nasyconego wigzania w resz-
cie izoprenowej a lecz takze sgsiadujgce z nim wigzanie podwdjne o kon-
figuracji Z (cis).

Biosynteza prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy, podobnie jak bio-
synteza prenylofosfomannozy, byfa niezaleznie od dtugosci czasteczki fos-
foranu poliprenolu. Stwierdzono rowniez, ze jedynie te glikozylowane
fosforany poliprenoli, ktérych czes¢ lipidowa przypomina endogenne do-
lichole drozdzowe pod wzgledem konfiguracji wigzan podwojnych sg wy-
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korzystywane do glikozylacji endogennych biatek drozdzowych, z wytwo-
rzeniem wigzania zaréwno O- jak i N-glikozydowego. Wydaje sie
interesujace, ze in vitro w uktadach bezkomérkowych w zadnym przy-
padku nie stwierdzono wptywu wielkos$ci czasteczki koenzymu lipidowego
na przebieg glikozylacji. By¢ moze jednak in vivo wielko$¢ czgsteczki
koenzymu lipidowego ma znaczenie w wytwarzaniu odpowiednio hydro-
fobowego $rodowiska, koniecznego do przeniesienia reszt glikozylowych
z nukleozydodwufosfocukrow na akceptory biatkowe.

111-3. Poliprenylodwufosfooligosacharydy jako substraty w glikozylacji biatek

Pierwszy bezposredni dowdd udziatu glikozylowanych poliprenoli
w formowaniu czesci cukrowej w czasteczce glikoproteidu przedstawili
Parodi i wsp. (44). Inkubujagc mikrosomy watroby szczura z [4C]glu-
kozylo-oligosacharydodwufosfolipidem obserwowano przeniesienie
[4C]glukozy na endogenne akceptory biatkowe. Dla potwierdzenia praw-
dziwosci reakcji 8 (na Schemacie 3) sprawdzono czy uformowany w pota-
czeniu z koenzymem lipidowym oligosacharyd ulega w catosci przeniesie-
niu na akceptor biatkowy, czy tez ma tu miejsce przenoszenie pojedyn-
czych reszt sacharydowych. Stosujac preparaty enzymatyczne z jajowo-
déw kurzych otrzymano glikozylowany lipid, zawierajacy [MC]mannoze
i [H]N-acetyloglukozamine i stwierdzono przeniesienie obu reszt glikozy-
lowych do biatek przy zachowaniu statego stosunku pietna wegla do trytu
(45). Donorem reszt glikozylowych moze by¢ tez glikozylowany fosfolipid
syntetyzowany np. przez mikrosomy z komérek nowotworowych szpiku
kostnego myszy (9). W tym przypadku wykazano identycznos$¢ struktur
oligosacharydowych potaczonych zaréwno z koenzymem lipidowym jak
i z biatkiem akceptorowym. Wynik ten podobnie jak poprzedni sugeruje,
ze oligosacharyd uformowany w potgczeniu z koenzymem lipidowym jest
przenoszony w catosci na akceptor biatkowy. Podobnego typu ekspery-
menty przeprowadzono stosujac inne uktady enzymatyczne i potwierdzono
w ogolnych zarysach prawdziwo$é przyjetych wcze$niej koncepciji.
W ostatnim okresie ukazato sie jednak kilka prac, ktérych wyniki roz-
szerzajg nieco obraz przebiegu glikozylacji przedstawiony na schemacie 3.
W trakcie glikozylacji endogennych biatek drozdzowych zaobserwowano
mianowicie przeniesienie z koenzymu lipidowego na akceptor biatkowy
zarowno dwadch reszt GIcNAc jak i tréjsacharydéw (GIcNAc)2Man (15,
25). Podobnie stosujac mikrosomy z jajowodéw kurzych wykazano, ze
dolichylodwufosfo-N-acetylochitobioza byta donorem 2 reszt glikozylo-
wych dla endogennego ackeptora biatkowego o ciezarze czgsteczkowym
25 000 (46). Te preparaty enzymatyczne katalizowaty réwniez biosynteze
dolichylodwufosfo-(GIcNAc)2Man5 7, z ktérego cze$¢ sacharydowa ulegata
w catosci przeniesieniu na akceptor biatkowy. Nie stwierdzono za$ nigdy
przeniesienia pojedynczej reszty N-acetyloglukozaminy z koenzymu lipi-
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dowego na biatko. Zatem dwie reszty N-acetyloglukozaminy mogg by¢
przenoszone z dolichylofosforanu na biatko badZ bezposrednio, badz tez
po wydtuzeniu do oligosacharydodwufosfodolichylu, w ktérym cze$¢ sa-
charydowa moze zawiera¢ od Kkilku do Kkilkunastu reszt glikozylowych.
Ponadto przeniesienie reszt N-acetyloglukozaminy na akceptor biatkowy
wyklucza dalsze wydtuzenie tancucha cukrowego, ktére jest mozliwe
jedynie w pofaczeniu z koenzymem lipidowym (46). Dotyczy to jednakze
tylko tych reszt cukrowych, ktdre tworzg cze$¢ rdzeniowg glikoproteiddw.

Dotychczas brak danych ttlumaczacych otrzymane rezultaty. Opisane
reakcje przeprowadzono in vitro wt obecnosci detergentow. Mozna sobie
wyobrazi¢, ze struktura koenzymdw lipidowych, stwarzajacych odpowied-
nie warunki do zajscia reakcji moze tu odgrywaé pewng role. Wyelimino-
wanie detergentdw powinno zblizy¢ autorow do mozliwosci odtworzenia
w uktadach bezkomorkowych reakcji bardziej podobnych do zachodzacych
w komérce. Wniosek ten potwierdzajag opisane ostatnio wyniki glikozy-
lacji endogennych lipidéw i biatek w drozdzach. Po wyeliminowaniu
z uktadéw enzymatycznych detergentéw udato sie otrzymac prenylodwu-
fosfooligosacharydy zawierajace do 20 reszt cukrowych, ktére sg w ca-
tosci przenoszone na akceptory biatkowe (27). Jednocze$nie wyniki gliko-
zylacji biatek otoczki wiruséw wskazujg, ze jedynie te glikozylowane
lipidy, ktore zawierajg kilkanascie reszt cukrowych sg substratami w gli-
kozylacji biatek.

I11-4. Rodzaje biatek glikozylowanych przy udziale koenzyméw lipidowych

Na poczatku lat siedemdziesigtych wysunieto sugestie, ze koenzymy
lipidowe sg niezbedne w glikozylacji biatek w reakcjach powstawania wig-
zania N-glikozydowego. Analiza sekwencji aminokwasOw przy tym wig-
zaniu wykazata obecno$é struktury AspNH2X-Ser(Thr) gdzie X oznacza
dowolny aminokwas. Jest to sekwencja konieczna do powstawania wigza-
nia N-glikozydowego lecz najpewniej niewystarczajgca, stwierdzono bo-
wiem szereg biatek posiadajagcych w czasteczce miejsca wymagane do
zajécia glikozylacji, ale nie bedacych glikoproteidami (47, 48). Nie mozna
jednak wykluczy¢ mozliwosci, ze biatka te ulegty wtdrnej deglikozylaciji.

Dane, przedstawione w poprzednich rozdziatach artykutu, wskazujg
mniej lub bardziej bezposrednio na udziat glikozylolipiddw w glikozylacji
biatek. Znalezienie antybiotyku tunikamycyny (49) umozliwito potwier-
dzenie bezposrednie tego zjawiska. Tunikamycyna hamuje glikozylacje
biatek w uktadach enzymatycznych zwierzecych (50) i mikroorganizmoéw
(51, 52, 53). Traktowanie protoplastow drozdzy tunikamycyng hamowato
powstawanie takich glikoproteidow jak inwertaza, fosfataza kwasna czy

*) Antybiotyk produkowany przez Streptomyces lysosuperficus o niezidentyfiko-
wanej strukturze, wiadomo jedynie, ze zawiera glukozamine i sktadnik lipidowy.
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polimannan $cianowy. P0Zniejsze badania wykonane w réznych labora-
toriach wykazaty, ze efekt ten wynikat z zahamowania przez tunikamy-
cyne biosyntezy prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy (reakcja 1 na
Schemacie 3) (54, 55).

Badajac biosynteze prenylodwufosfo-N-acetyloglukozaminy w obec-
nosci mikrosoméw trzustki cielecej stwierdzono, ze te reakcje hamuje
takze inny antybiotyk bacytracyna (56). Jest to odmienne niz w uktadach
prokariotycznych dziatanie gdzie bacytracyna hamuje biosynteze $ciano-
wego peptydoglikanu. poprzez inhibicje defosforylacji pyrofosfoundeka-
prenylu biorgcego udziat w tej reakcji.

Tabela 2
Glikoproteidy zawierajgce cze$¢ cukrowg pochodzaca z glikozylowanych lipidéw (57)

Glikoproteid Zrédio Rodzaj biatka

) Wirus Sindbis Btonowe
i < MEY (otoczka wirusa)

Wirus Semliki Btonowe
Forest
(otoczka wirusa)

Wirus migénia- Blonowe
ka kurczat
(otoczka wirusa)

Polimannan Drozdze Sekrecyjne
Inwertaza Drozdze Sekrecyjne
Fosfataza kwasna Drozdze Sekrecyjne
Karboksypeptydaza Y Drozdze Wakuolarne
Proteinaza A Drozdze Wakuolarne
; Owoalbumina Jajowody kurze Sekrecyjne
Prokolagen Fibroblasty Sekrecyjne

Sciegna kurczat

Glikoproteidy moézgu Mozg cielecia, Btonowe
substancja biata

Immunoglobulina (tancuch x) Szpik rdzenia Sekrecyjne
kregowego
myszy

oc-laktoalbumina Mleko krowie Sekrecyjne

Rybonukleaza A Trzustka wotu Sekrecyjne
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Jak widaé z tabeli 2 (57) glikozylowane lipidy sa substratami w gli-
kozylacji réznego rodzaju biatek takich jak typowe biatka sekrecyjne
(cze$¢ biatkowa mannanu, immunoglobuliny) oraz biatek btonowych bton
komorkowych i otoczki wirusow. Niektére enzymy o strukturze gliko-
proteidowej sga rowniez glikozylowane przy udziale koenzymow lipido-
wych. Stosujac egzogenne akceptory biatkowe wykazano, ze preparaty
enzymatyczne izolowane z jajowodéw kurzych katalizujg przeniesienie
reszty oligosacharydowej z glikozylowanego' lipidu na zdenaturowane
formy biatek sekrecyjnych takich jak owoalbumina, a-laktoalbumina
i rybonukleaza A z trzustki wotu (58). Biatka te ulegaty glikozylacji jedy-
nie po sulfitolizie wigzan dwusiarczkowych, potaczonej z ich modyfikacja
do reszt tiosiarczynowych. Wynik ten sugeruje, ze w natywnym biatku
reszty aminokwasowe ulegajace glikozylacji nie sg dostepne dla enzyméw
glikozylujacych.

111-5. Glikozylacja a biosynteza biatka akceptorowego

Z wczesnych prac Spiro i wsp. (59) wiadome byto, ze biosynteza
czesci biatkowej glikoproteidéw jest niezalezna od biosyntezy ich kom-
ponenty sacharydowej. Wniosek ten oparto na wynikach badan wpitywu
puromycyny na biosynteze glikoproteidéw sekrecyjnych produkowanych
przez gruczot tarczycy. Puromycyna hamuje réwniez biosynteze biatek
nierozpuszczalnych i jak dzisiaj wiadomo — blokuje turnover dolichylo-
dwufosfooligosacharydu. Jednakze nie towarzyszy temu akumulowanie
sie glikozylodwufosfodolichylu, a to sugeruje, ze ilos¢ endogennego doli-
cholu jest czynnikiem limitujgcym przebieg glikozylacji. Puromycyna,
jak wiadomo, hamuje biosynteze biatka, uwalniajgc kompleks polipeptyd-
tRNA z rybosomdéw. Dziatanie antybiotyku mozna przedstawi¢ schema-
tycznie:

Polipeptyd-tRNA +puromycyna -> polipeptyd—puromycyna+ tRNA.

Kompleks puromycyna—polipeptyd daje sie tatwo oddzieli¢ od kom-
pleksu polipeptyd-tRNA-rybosomy. Inkubacja rybosoméw z watroby
szczura traktowanego [UC]N-acetyloglukozaming i [H]puromycyng po-
zwolita na uzyskanie podwdjnie znakowanego kompleksu polipeptyd—pu-
romycyna (60). Przytagczenie zatem pierwszej reszty glikozylowej (jednej
lub dwéch reszt N-acetyloglukozaminy) do biatka zachodzi w momencie,
gdy akceptorowy polipeptyd jest jeszcze zwigzany z rybosomami.

Podobne wyniki otrzymano badajgc glikozylacje mannoproteiddw
drozdzy (61). W wyniku inkubacji protoplastéw drozdzy z [MC]mannoza
stwierdzono wiaczanie pietna gtéwnie do frakcji polisoméw. Dziatanie
puromycyng powodowato uwolnienie ok. 50°0 radioaktywnosci. Wynik
ten potwierdza, ze glikozylacja biatka zachodzi we wczesnych etapach
jego biosyntezy. Dodatkowych informacji na temat glikozylacji biatek
drozdzowych dostarczyty prace Elorzy i Sentandreu (62). Auto-
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rzy ci badajagc wptyw cykloheksoimidu na biosynteze mannoproteidu
drozdzowego stwierdzili gwaltowny spadek aktywnosci transferaz man-
nozylowych, w ciggu 10-ciu minut po dodaniu antybiotyku do hodowli
komérek drozdzy, co wskazuje na zahamowanie biosyntezy biatka akcep-
torowego, stanowigcego cze$¢ proteidowg polimannanu. Podobnie jak
w przypadku wptywu puromycyny zahamowaniu biosyntezy biatka akcep-
torowego nie towarzyszy akumulacja prenylofosfomannozy bedgcej
donorem reszty glikozylowej do tego biatka. Jest to najpewniej wynikiem
braku wolnej puli fosforanu poliprenolu, ktéry mégtby powracaé cyklicz-
nie do reakcji (poréwnaj Schematy 3 i 5). Mozna wiec przyjac, ze ilos¢
endogennego koenzymu lipidowego jest czynnikiem limitujagcym przebieg
glikozylacji.

Zastosowanie immunoprecypitacji pozwolito na wykazanie, ze tworzacy
sie na rybosomach tancuch peptydowy owoalbuminy zawiera dwie reszty
N-acetyloglukozaminy oraz mannoze, a wiec cukry charakterystyczne dla
czesci korowej N-glikozydowo zwigzanych z biatkiem oligosacharydéw
(63). Wykorzystujagc efekt zaleznosci ruchliwosci elektroforetycznej w ze-
lach poliakryloamidowych zawierajgcych SDS od wielkoSci czasteczKi
autorzy sugerowali, ze wigczenie mannozy do tworzacego sie fancucha
peptydowego zachodzi w momencie prawie catkowitego zakorczenia jego
biosyntezy.

Interesujgce wyniki na temat korelacji w czasie procesu biosyntezy
tancucha peptydowego i jego glikozylacji, przedstawiono na podstawie
badan nad biosynteza i glikozylacja glikoproteidu wchodzacego w skiad
otoczki wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV) (64). Syn-
teza czesci proteidowej i przytgczenie czesSci cukrowej zachodzi na rybo-
somach potgczonych z endoplazmatycznym retikulum zainfekowanej ko-
moérki. Nastepnie glikoproteid jest transportowany z endoplazmatycznego
retikulum do btony plazmatycznej. Ostatecznie zostaje wigczony do otocz-
ki wirusa. Na podstawie wynikéw elektroforezy w zelach akryloamido-
wych z SDS potwierdzono, ze do zajscia glikozylacji konieczna jest okre-
$lona wielko$é tworzacego sie tancucha peptydowego, taka aby reszta
asparaginowa akceptorowego peptydu pojawita sie w Swietle pecherzyka
endoplazmatycznego retikulum i stata sie dostepna dla transferaz gliko-
zylowych. Przedstawione wyniki wskazuja, ze wczesne etapy glikozylacji
biatka zachodzg w momencie jego biosyntezy na rybosomach oraz, ze sg
mozliwe po osiggnieciu okreslonej wiekosci czasteczki akceptora biatko-
wego.

Whniosek pierwszy potwierdzajg wspomniane wcze$niej wyniki (58)
glikozylacji zdenaturowanych form owoalbuminy, a-laktoalbuminy i rybo-
nukleazy A. Biatka te sa akceptorami reszt glikozylowych w reakcji in
vitro, jedynie po zniszczeniu ich natywnej konformacji w wyniku sulfito-
lizy. Oznacza to, ze ulegajace glikozylacji miejsca w taricuchu peptydo-
wym sg dostepne dla transferaz glikozylowych jedynie przed uksztatto-

3 Postepy Biochemii
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waniem sie trzecio- i czwartorzedowej konformacji biatka akceptorowego.

Przedstawione w artykule wyniki oraz rezultaty otrzymane przez
Paladego (65 pozwalajg na zaproponowanie hipotezy dotyczacej
przebiegu glikozylacji in vivo z uwzglednieniem udziatu koenzyméw lipi-
dowych w tych reakcjach. Tworzacy sie na rybosomach potgczonych z en-
doplazmatycznym retikulum polipeptyd jest akceptorem reszt glikozylo-
wych preformowanych w potaczeniu z koenzymem lipidowym. Czes¢
cukrowa przeniesiona zostaje z lipidu na syntetyzujacy sie tafncuch pep-
tydowy dopiero po osiagnieciu przez biatko akceptorowe okreslonej wiel-
kosci czasteczki. Nastepnie czesciowo glikozylowany polipeptyd ulega
uwolnieniu do kanalikdw endoplazmatycznego retikulum i jest transpor-
towany do aparatu Golgiego. Tam nastepuje dotgczenie reszt glikozylo-
wych stanowiagcych cze$¢ zewnetrzng taricucha cukrowego, ktére zachodzi
przez przeniesienie reszt cukrowych z nukleozydodwufosfocukréw bez
udziatu koenzyméw lipidowych. Ostatecznie pecherzyki aparatu Golgiego
ulegajg fuzji z btonami komérkowymi, co prowadzi do powstawania no-
wych struktur glikoproteidowych w btonach lub, w przypadku glikopro-
teidéw sekrecyjnych, do ich wydzielenia do przestrzeni pozakomoérkowe;j.
Biatka rozpuszczalne pozostajgce w cytoplazmie powstajg na rybosomach
cytoplazmatycznych, nie sg zatem dostepne dla enzymdw glikozylujacych
zwigzanych z btonami endoplazmatycznego retikulum. By¢ moze dlatego
biatka cytoplazmatyczne niezwykle rzadko sg glikoproteidami.

Zaproponowany przebieg glikozylacji in vivo jest zapewne uproszczo-
nym obrazem proceséw zachodzgcych w naturze. Powinien by¢ rozumiany
jako hipotetyczny. Jego potwierdzenie zalezy od dalszego rozwoju badan
w tej dziedzinie.

Podsumowujac, w przypadku uktadéw eukariotycznych udziat gliko-
zylowanych fosforanow poliprenoli w biosyntezie wigzania N-glikozydo-
wego glikoproteidow wydaje sie byé dobrze udokumentowany. Rdzeniowa
cze$¢ komponenty oligosacharydowej jest syntetyzowana w potgczeniu
z koenzymem lipidowym i stamtad przenoszona na akceptor biatkowy.

Fosforany poliprenoli biorg réwniez udzial w biosyntezie wigzania
O-glikozydowego pomiedzy resztg mannozylowg, a czescig cukrowg man-
noproteidu drozdzy. Reakcje te sg katalizowane przez zwigzane z btonami
transferazy glikozylowe. Struktura ich lipidowych koenzyméw ma istotne
znaczenie dla przebiegu glikozylacji. Zewnetrzne reszty glikozylowe zo-
stajg przeniesione na czasteczki glikoproteidow bezposrednio z odpowied-
nich nukleozydodwufosfocukréw. Udziat koenzymdéw lipidowych w gliko-
zylacji bialek stwarza nowe mozliwosci regulacji tych procesow
w komorece.

Artykut otrzymano 283.1978; po rewizji autorskiej przyjeto 10.6.1978
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I. Wstep

W ustroju dorostego cztowieka znajduje sie okoto 2 g cynku. Wyste-
puje on przede wszystkim jako zwigzany z biatkami enzymatycznymi ().
Z dostepnych danych wynika, ze zadaniem cynku w czgsteczce enzymu
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moze by¢: — udzial w stabilizacji struktury przestrzennej enzymu,
— bezposredni udziat w katalizie enzymatycznej, oraz — aktywacja en-
zymu, ktdry w nieobecnosci metalu wykazuje znacznie nizszg aktyw-
nos¢. W obu pierwszych przypadkach méwimy o metaloenzymach (Tabe-
la 4), w trzecim za$ o kompleksie enzym:Me2+, rozumiejgc, ze cynk sta-
nowi element nietrwale zwigzany z biatkiem (Tabela 1). Réznice pomiedzy

Tabela 1
Enzymy aktywowane przez cynk (2, 3, 93, 94, 95)
Numer .
Nazwa enzymu w Klasyfi- Aktywujace
kacji EC metale

Aminotransferaza kinureniny 2.6.1.7 Zn
Lecytynaza 3.1.1.45 Zn, Cu, Mg, Co, Mn
Cellulaza 3214 Zn
Mannozydaza 3.2.1.24 Zn
Dwupeptydaza glicylo-glicynowa 3431 Zn
Dwupeptydaza glicylo-leucynowa 3.4.3.2 Zn, Mn
Karnozynaza 3.4.3.3 Zn, Mn
Tréjpeptydaza 34114 Zn, Co
Alanylo- i leucylo-glicynowa dwupeptydaza 3.4.11.13 Zn, Pb, Cu, Mn,

Sn, Cd
Acylaza peptydylowa 351 Zn
Dehydropeptydaza 35.1.14 Zn
Dwuhydroorotaza 3.5.2.3 Zn
Arginaza 3531 Zn, Mn, Fe, Co,

Ni, Cd
Dekarboksylaza szczawiooctanowa 4113 Zn, Mn, Co, Cd,

Pd, Ni, Fe, Mg,

Ba, Cu
Aldolaza 41.2.7,13 Zn, Fe, Co
Enolaza 42111 Zn, Mg, Mn
Dezaminaza histydyny 4313 Zn, Hg, Cd

kompleksem Zn:enzym, a cynkoenzymem uwydatniajg roznice ich statych
dysocjacji; i tak stata dysocjacji kompleksu enolaza:cynk wynosi 2X105
a stata dysocjacji karboksypeptydazy zawierajacej trwale zwigzany cynk
wynosi 3,2X10D0 (2). Opracowane przez Vallee (3,4) kryteria pozwa-
lajg na odroznienie enzymow zawierajacych metale (metaloenzyméw) od
kompleks6w metahenzym (Tabela 2).

W enzymach monomerycznych rola cynku ogranicza sie do udziatu
w katalizie (karboksypeptydaza A), w biatkach enzymatycznych o struk-
turze podjednostkowej oprécz funkcji katalitycznych cynk czesto bierze
udziat w stabilizacji struktury (dehydrogenaza alkoholowa) (5). Cynko-
enzymy wystepuja gtdwnie w Swiecie zwierzecym, natomiast metaloenzy-
my zawierajace miedz i zelazo spotyka sie przede wszystkim u roslin i bak-
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Charakterystyka metaloenzymow

Metaloenzymy

Silne wigzanie metalu z biatkiem np. energia
wigzania cynku z fosfataza alkaliczng wynosi
11 000 kal.

Zawarto$¢ metalu wzrasta w preparacie enzymu
w trakcie oczyszczania go az do osiggniecia sta-
tej stechiometrii w preparacie jednorodnym
Czesto mozna wykaza¢ korelacje miedzy iloScig
zwigzanych z enzymem atoméw Me2+, a liczba
wigzanych czasteczek substratu lub koenzymu.
Stosujac dialize selektywng mozna odro6znic¢ ato-
my metalu wigzace sie z biatkiem w sposéb wy-
biérczy od wigzacych sie niespecyficznie.
Zawarto$¢ metalu w czasteczce biatka i aktyw-
no$¢ enzymatyczna sg ze sobg skorelowane.

Aktywno$¢ enzymatyczna nie ulega zazwyczaj
podwyzszeniu po dodaniu jonéw Me2+ jesli
biatko zawiera petng liczbe atoméw metali
»Strukturalnych”
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Tabela 2
i komplekséw metal :enzym

Kompleksy metal :enzym

Stabe wigzanie metalu z biatkiem

np. energia wigzania manganu z aminopep-
tydaza leucynowa wynosi 6 000 kal.

W czasie oczyszczania enzymu spada zawar-
to$¢ metalu w preparacie

Nie mozna odr6zni¢ jondw Me2+ wigza-
cych sie specyficznie i niespecyficznie.

Nie mozna wykaza¢ doktadnej zaleznosci
miedzy iloscig zwigzanego przez biatko
metalu i aktywnoscia.

Enzym jest najczesciej aktywowany przez
dodanie réznych Me2+ w réznych steze-
niach.

Tabela 3

Obecno$¢ metali dwuwartosciowych w enzymach z réznych zrédet (6)

Nazwa enzymu

Metale

Zrodio enzymu
w czasteczce

Aldolaza drozdze Zn
miesien szkieletowy brak
Karboksypeptydaza trzustka Zn
pestki pomaranczy brak
Karboksylaza pirogronianowa watroba Mn
drozdze Zn
Anhydraza weglanowa erytrocyty cztowieka i wotu Zn
pietruszka Zn
szpinak brak
Dysmutaza nadtlenkowa erytrocyty Cui zZn
E. coli Mn
algi Fe

terii. Nalezy zauwazy¢, 76 enzymy katalizujgce te samg reakcje w tkan-
kach zwierzat roznych gatunkéw mogg zawiera¢ rézne metale (Tabela 3).
Liczba znanych cynkoenzymoéw siega 80-ciu, przewazajg ws$rdd nich zde-
cydowanie enzymy zaliczane do oksydoreduktaz, transferaz i hydrolaz

(Tabela 4).
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W czasteczkach cynkoenzymoéw cynk szczegdlnie tatwo mozna zastgpic
kobaltem. Wymiana taka, ze wzgledu na wiasciwosci fizykochemiczne
kobaltu, umozliwia zastosowanie szeregu spektralnych metod w bada-
niach struktury centrum aktywnego i mechanizmu reakcji katalizowa-
nych przez te enzymy (7, 8). Wiasciwosci chemiczne cynku i kobaltu wska-
zuja, ze w przeciwieAstwie do innych metali dwuwarto$ciowych sg one
zdolne do wigzania sie z czgsteczkg biatka w miejscach o matej symetrii
przestrzennej, a takie wtasnie miejsca odznaczajg sie szczegdlnie wysokim
potencjatem katalitycznym (9). Poza kobaltem takze inne metale dwu-
wartosciowe moga zastepowaé cynk w czasteczkach enzymdw dajac trwa-
te i aktywne formy (Tabela 5).

Tabela 5
Mozliwosci wymiany cynku na inny metal bez zaniku aktywnosci enzymu (6,89)

Metal zastepujacy

Nazwa enzymu Zro6dio enzymu

cynk
Dehydrogenaza alkoholowa watroba Co, Cd
Aldolaza drozdze Co, Ni, Mn, Fe
Fosfataza alkaliczna E. coli Co
Dezaminaza AMP migsien krodlika Co, Mn, Fe
Anhydraza weglanowa erytrocyty wotu Co
Karboksypeptydaza A trzustka wotu Co, Ni, Mn, Fe,

Cd, Hg

Karboksypeptydaza B trzustka $wini Co, Cd
Obojetna proteaza B. subtilis Co, Mn
Termolizyna B. thermoproteolyticus Co, Mn, Fe

I1. Witasciwosci niektéorych cynkoenzymow

I1-1. Dehydrogenaza alkoholowa

Enzym ten izolowano z réznych tkanek zwierzat i roslin, a w przypad-
ku enzyméw z drozdzy oraz watroby cztowieka i konia stwierdzono bez-
posrednio, ze wystepuje w nich cynk (Tabela 4). Istniejg dane wskazujace,
ze rowniez enzymy z watroby szczura i B. stearothermophilus sg cynko-
enzymami (10). Badania z zastosowaniem promieni rentgenowskich po-
zwolity na do$¢ doktadne poznanie struktury centrum Kkatalitycznego
i regulacyjnego dehydrogenazy alkoholowej z watroby konia i sposobu
wigzania sie w nich atoméw cynku. Od do$¢ dawna wiadomo rdwniez,
ze atomy cynku w czasteczce dehydrogenazy alkoholowej majg rdzne
znaczenie dla aktywnosci katalitycznej enzymu. Dwa z atomoéw cynku
okreslane jako ,.katalityczne” wigzg sie z Cys& His& i CysIi oraz z cza-
steczkg wody biorgcg udziat w katalizie i ich funkcja polega na przytagcza-
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niu substratu. Druga para atomOw cynku okreslana mianem ,regulacyj-
nych” wigze sie z czterema czgsteczkami cysteiny 97, 100, 103, 111, a rola
tych atoméw polega prawdopodobnie na udziale w wigzaniu NADH2 (11,
12). Wszystkie cztery atomy cynku w natywnym tetramerze mozna wy-
mieni¢ na<@&n podczas dializy wobec radioizotopu (10). Pod wptywem
dializy wobec o-fenantroliny obserwuje sie nie tylko calkowitg utrate
aktywnosci katalitycznej enzymu z drozdzy, lecz takze jego dysocjacje
na cztery podjednostki o masie czasteczkowej okoto 36 000 (13). Dwa
z atomdw cynku okreslane jako ,katalityczne” dysocjujg znacznie tatwiej
niz pozostate dwa okreslane jako ,strukturalne” lub ,regulacyjne” (14).
Opanowano technike wybiérczej wymiany atoméw cynku z obu funkcjo-
nalnie réznych grup na jony kobaltu (15—19). Po wymianie czterech ato-
moéw cynku na kobalt obserwuje sie obnizenie aktywnos$ci wasciwej en-
zymu o okoto 20% i czterokrotne obnizenie jego aktywnos$ci wiasciwej
przy zastgpieniu cynku czterema atomami kadmu (17). Formy enzymu,
w ktérych atomy cynku zastapiono kobaltem wybi6rczo jedynie w miej-
scu katalitycznym, lub regulatorowym nie r6znig sie aktywnos$cig wias-
ciwg od rodzimej dehydrogenazy alkoholowej (18, 19). Z powodzeniem
dokonano wbudowania kobaltu do enzymu z drozdzy hodujac je na po-
zywce ubogiej w cynk i z nadmiarem kobaltu. Tak uzyskany enzym
réznit sie swoimi wiasciwosSciami zarowno od rodzimego zawierajgcego
cynk, jak i od formy enzymu, w ktérym wymieniono cynk na kobalt in
vitro dzieki zastosowaniu chelatoréow (20). Z komorek drozdzy hodowa-
nych na pozywce o niskiej zawartosci cynku udato sie wyodrebni¢ dehy-
drogenaze alkoholowg zawierajgcg 2 gramoatomy kobaltu na mol enzymu
0 m.cz. 72000 (enzym typu 4Zn ma mase czasteczkowg 150 000) (21).
Enzym ten odznaczatl sie znacznie zwiekszong wrazliwoscig na dziatanie
znanego inhibitora dehydrogenazy alkoholowej — ADP-rybozy.

11-2. Polimerazy DNA i RNA

Znaczenie cynku dla prawidtowego przebiegu biosyntezy kwaséw nu-
kleinowych i biatek jest znane od dawna. Od kilku natomiast lat wiadomo,
ze niektore przynajmniej polimerazy DNA i RNA sg cynkoenzymami
(Tabela 4). Polimerazy DNA izolowane z E. coli i z jezowca Strongylocen-
trotus jranciscanus zawierajg 2—4 gramoatomy cynku na mol enzymu
(22). Cynk obecny w enzymach rodzimych mozna byto wymieni¢ na %&n
w czasie dializy wobec radioizotopu. Hodujgc E. coli na pozywce zawiera-
jacej radioizotop cynku stwierdzono, ze wyhodowany, szczep produkuje
polimeraze zawierajgca @Zn. Polimeraza DNA-I z E. coli zawiera oprécz
jednego gramoatomu cynku na mol réwniez 1 gramoatom zelaza (23).
Interesujacy jest przy tym fakt, ze cynk daje sie stosunkowo tatwo usu-
na¢ z czasteczki enzymu dzieki dziataniu chelatora, czemu towarzyszy
zanik aktywnos$ci enzymatycznej; natomiast w tych warunkach Zelazn
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pozostaje nadal trwale zwigzane z czgsteczkg wolnego od cynku apoenzy-
mu. Apoenzym po traktowaniu o-fenantroling mozna reaktywowaé po-
przez dodanie cynku (100% reaktywacji), kobaltu (80°/o reaktywacji), lub
manganu (45% reaktywacji). Pierwszym preparatem polimerazy RNA
zaleznej od DNA izolowanym z komoérek eukariontow zawierajgcym cynk
byt enzym drozdzowy (24, Tabela 4).

Wiele uwagi posSwieca sie ostatnio polimerazie DNA zaleznej od RNA
(tzw. odwrotnej transkryptazie). Enzym izolowany z wirusa wywotujg-
cego biataczke ptakéw zawiera 1,8—2,0 gramoatomow cynku na mol (25,
26). Dializa wobec EDTA, o-fenantroliny i innych chelatorow powoduje
zanik jego aktywnosci co jest konsekwencja usuniecia cynku z czasteczki
biatka (26). Wykazano, ze o-fenantrolina hamuje odwracalnie polimeraze
DNA zalezng od RNA matpy, kota oraz enzym z wirusa RD-114. Dane
te sugeruja, ze takze odwrotna transkryptaza z tkanek ssakéw moze byc¢
metaloproteing zawierajgcg cynk w swojej czasteczce (27). Informacje na
temat tej grupy enzymoéw sa jak dotad fragmentaryczne i nierzadko roz-
biezne. Doniesiono na przykiad, ze odwrotna transkryptaza z wirusa
biataczki ptakéw zawiera nie 2 gramoatomy cynku na mol enzymu o m.cz.
180 000, jak to sugeruje Vallee, lecz 1 gramoatom cynku na mol enzy-
mu o m.cz. 65 000 (28).

11-3. Fosfataza alkaliczna

Enzym ten nalezy do najwszechstronniej przebadanych cynkoprotein
ze wzgledu na udziat jonéw metali dwuwartosciowych w katalizie. Przed-
miotem tych badan byt przede wszystkim enzym uzyskiwany z E. coli
(29—38). Oprocz 4-ch gramoatomow cynku zawiera on 2 gramoatomy
magnezu i prawdopodobnie ok. 1 gramoatomu Zzelaza na mol (36). Dwa
z atomow cynku dajg sie tatwo usungé podczas dializy enzymu wobec
chelatora, towarzyszy temu catkowity zanik aktywnosci katalitycznej,
dwa za$ pozostate atomy cynku odznaczajg sie badz znacznie wiekszym
powinowactwem do biatka, badz sa niedostepne dla bezposredniego dzia-
tania chelatora, a ich obecnos$¢ nie wptywa w istotny sposéb na aktywnos¢
enzymu. Przytaczenie do wolnego od cynku apoenzymu 2-ch gramoato-
méw Zn/mol przywraca 85% pierwotnej aktywnosci fosfatazy. Jak sie
wydaje sposréd czterech atomoéw cynku w czasteczce fosfatazy z E. coli
dwa, dysocjujgce fatwiej, biorg bezposredni udziat w wigzaniu substratu
w centrum aktywnym enzymu, natomiast dwa pozostate, znacznie trudniej
ulegajace chelatowaniu, majg znaczenie gtownie w stabilizacji struktury
czasteczki biatka enzymatycznego (39, 40). Zaznacza sie wiec w tym przy-
padku pewna analogia z dwiema, funkcjonalnie ré6znymi, grupami atoméw
cynku w czasteczce dehydrogenazy alkoholowej. Wszystkie cztery atomy
cynku mozna zastgpi¢ atomami kobaltu uzyskujgc trwale aktywny pre-
parat enzymatyczny, jednakze o zmienionej geometrii centrum aktywnego
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(38). Zastgpienie w czasteczce fosfatazy cynku manganem powoduje utra-
te aktywnosci enzymatycznej (41).

Fosfataza z nerki wotu zawiera cynk niezbedny dla aktywnos$ci i ma-
gnez, ktérego rola jest wprawdzie niejasna, jednakze wydaje sig, ze
zwigzany on jest z czasteczkg enzymu w miejscu dla siebie specyficznym
(42). Jesli w miejscu specyficznym wobec magnezu wbudowany zostanie
cynk dziata on jako inhibitor enzymu, natomiast podstawienie w tym
miejscu jonéw manganu, kobaltu lub niklu daje aktywne formy enzymu.
Z kolei wprowadzenie w miejsca specyficzne wobec cynku jondw manga-
nu, kadmu, miedzi lub magnezu daje formy pozbawione aktywnosci enzy-
matycznej, jedynie w przypadku wymiany cynku na kobalt mozna uzyskaé
aktywng forme fosfatazy alkalicznej (43). Zrdéznicowanie funkcjonalne
atomow cynku w fosfatazie nerkowej jest podobne jak w przypadku enzy-
mu z E. coli (44). Dwa z atomdw, tatwiej dysocjujace, niezbedne sg dla
aktywnosci katalitycznej i mozna je usuwac i powtdrnie wbhudowywacé do
czasteczki enzymu, usuniecie dwoch pozostatych, okre$lanych mianem
»Strukturalnych” prowadzi do nieodwracalnej denaturacji enzymu. Szcze-
gélnie jaskrawo wiec zaznacza sie w tym przypadku odrebnosé funkcjo-
nalna i znaczenie atomoéw nie bioragcych bezposredniego udziatu w ka-
talizie.

Wymiana cynku na kobalt w preparatach fosfatazy z réznych Zrdédet
mozna dawaé¢ odmienne efekty. Forma enzymu izolowanego z B. subtilis
zawierajagca kobalt odznacza sie dwukrotnie wyzsza aktywnosciag w po-
réwnaniu z preparatem rodzimym. Analogiczny preparat z E. coli zacho-
wuje jedynie 20°/o aktywnosci w poréwnaniu z formg rodzimg, zawiera-

jaca cynk (45).

11-4. Aminopeptydaza leucynowa

W roku 1970 Lisowski i wsp. (46) wykazali, ze aminopeptydaza
leucynowa z nerki $wini zawiera 5 gramoatomdw cynku/300 000 masy
czasteczkowej biatka. Jak wykazano usuniecie juz 2—3 gramoatomow
cynku na mol powoduje catkowita utrate aktywnosci katalitycznej (46).
Jednoczes$nie stwierdzono, ze dodanie cynku do uzyskanego dzieki dziata-
niu chelatorow apoenzymu nie przywraca wilasciwosci katalitycznych,
natomiast dodanie manganu reaktywuje preparat. W wigzaniu jondéw
cynku przez czasteczke enzymu biorg prawdopodobnie udziat grupy SH,
poniewaz ich liczba wzrasta po usunieciu cynku z czgsteczki enzymu
z 12-tu do 24-ch.

Aminopeptydaza z soczewki oka o m.cz. 320 000 zawiera 12 gramoato-
moéw cynku na mol (47—49), przy czym po dwa atomy cynku wigzg sie
z kazdg z szesciu podjednostek enzymu. Podjednostki posiadaja miejsca
wigzania Me2+ o roznej specyficznosci. Jedno z miejsc wigze wyltacznie
cynk, w drugim za$ zamiast cynku moga by¢ chelatowane magnez lub
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mangan. Uzyskane w ten sposéb formy enzymu typu Zn-Zn (rodzimy)
oraz Zn-Mg i Zn-Mn r6znig sie miedzy sobg aktywno$cig wiasciwg. Rodzaj
metalu w miejscu niespecyficznym wptywa na szybko$¢ maksymalng
reakcji, w mniejszym za$ stopniu na powinowactwo enzymu do substratu.
Wykazano mozliwos¢ wymiany cynku na mangan w obu miejscach wig-
zania Me2+ w poszczegdllnych podjednostkach enzymu i powtérne wbudo-
wanie cynku w miejsce manganu w preparacie typu Mn-Mn (49). Zmia-
nom tym towarzysza charakterystyczne zmiany aktywnosci witasciwej.
Jednqczes$nie stwierdzono, ze na warto$¢ aktywnoS$ci wasciwej ma wplyw
metal zwigzany w miejscu ,regulacyjnym”.

11-5. Karboksypeptydazy

Enzymy te odznaczajg sie specyficznoscig grupowa i odszczepiajg hy-
drolitycznie C-kohncowy aminokwas aromatyczny lub alifatyczny rozga-
teziony z naturalnych i syntetycznych peptydéw. Wykazujg takze aktyw-
nos¢ esterazowa, czesto wykorzystywang w badaniach doswiadczalnych.
Karboksypeptydazy A i B z trzustki wotu oraz karboksypeptydaza C izo-
lowana z pestek cytryny i lisci pomaranczy zawierajg cynk (50) (Tabela 4).
W pracowni Vallee uzyskano réwniez krystaliczny preparat karbo-
ksypeptydazy A z soku trzustkowego cztowieka. Jej sktad aminokwaso-
wy, masa czasteczkowa i zawarto$¢ cynku sg podobne do tych cech
enzyméw wotu (51). Aktywno$¢ peptydazowa i esterazowa zachowujg
formy enzymu zawierajgce zamiast cynku kobalt, nikiel, mangan lub
kadm. W badaniach nad karboksypeptydazg A z trzustki wotu stwier-
dzono, ze wymiana cynku na inny metal drastycznie zmienia zar6wno
aktywnos$¢ peptydazowa jak i esterazowg (Tabela 6).

Tabela 6
Aktywnos$¢ peptydazowa i esterazowa karboksypeptydazy A (90)

Wzgledna aktywno$¢

Forma enzymu
peptydazowa esterazowa

1. Rodzimy cynkoenzym 100 100
jCd 0 150
2. Wymiana Zn na: |Co 160 95
(Ni 106 87

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

Od szeregu lat karboksypeptydazy naleza do ulubionych obiektéw
badan jako model cynkoenzymow m.in. ze wzgledu na dostepno$¢ w han-
dlu, stabilnos¢ i niskg mase czasteczkowa, stad tez nagromadzenie znacznej
ilosci informacji na temat mechanizméw reakcji katalizowanych przez te
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enzymy i udziatu cynku w katalizie. Sposrod siedmiu reszt cysteiny obec-
nych w czasteczce enzymu jedna bierze udziat w wigzaniu cynku, sze$¢
pozostatych za$ tworzy mostki dwusiarczkowe. Zablokowanie wolnej gru-
py SH w apoenzymie uzyskanym poprzez dziatanie chelatoréw uniemozli-
wia rekonstytucje holoenzymu przy pomocy cynku, co jest mozliwe jesli
uprzednio grupa SH nie zostata zablokowana (52). Z karboksypeptydazy
B wyizolowano oligopeptyd, ktory zostat zidentyfikowany jako centrum
aktywne wigzace cynk (53). Skiad aminokwasowy centrum jest nast-
pujacy: Val, Leu, Pro, Glu, Ser, Glu, lleu, Glu, Pro, Thr, Cys-SH, Glu,
Glu, Thr. Jakkolwiek cynk w czgsteczce enzymu mozna bez trudu zastg-
pi¢ kobaltem, to sita wigzania obu metali w centrum aktywnym karbo-
ksypeptydazy jest r6zna. Znacznie tatwiej mozna dokona¢ wymiany, droga
dializy, kobaltu na cynk niz odwrotnie (zabieg ten trwa odpowiednio 12
i 48 godzin) (54). Aktywne formy karboksypeptydaz mozna ponadto uzy-
ska¢é w wyniku kompleksowania przez apoenzymy jonow niklu (55),
magnezu, kadmu i otowiu (56), przy czym trzy ostatnie zachowujg jedynie
aktywnos¢ esterazowg. Enzym rodzimy i forma zawierajaca kobalt roznig
sie m.in. statymi Michaelisa wobec réznych substratéw i statymi inhibi-
torowymi znanych inhibitorow karboksypeptydaz (57). Interesujacym
spostrzezeniem jest fakt, ze substraty peptydowe interferujg z o-fenan-
troling w inaktywowaniu karboksypeptydazy A (58). Potwierdza to po-
glad, ze cynk bierze udziat w wigzaniu substratu w centrum aktywnym
enzymu.

Odrebnos$¢ struktury przestrzennej karboksypeptydazy C byla powo-
dem, ze przez wiele lat uwazano, iz enzym ten nie zawiera jonoéw metali
w czgsteczce, a zwigzki chelatujgce nie wplywajg na jego aktywnosé.
Dopiero niedawno wykazano, ze atomy cynku sg zamaskowane w czg-
steczce enzymu przez mostki dwusiarczkowe. Redukcja tych polgczen
powoduje, ze mozna usung¢ cynk z czasteczki enzymu przy pomocy
o-fenantroliny lub EDTA (50).

11-6. Anhydraza weglanowa

Enzym ten jest pierwszym, co do ktdrego stwierdzono, ze zawiera cynk
jako sktadnik niezbedny dla prawidtowej struktury i funkcji katalitycz-
nej (59). Izolowano go z wielu tkanek zwierzat i roslin, jednakze szczegé-
towo badano anhydraze weglanowg z erytrocytow cztowieka i wohy,
w ktorych aktywnos¢ jest najwyzsza (60). W erytrocytach cztowieka spo-
tyka sie dwie formy enzymu B i C r6znigce sie m.in. trwatoScig wigzania
cynku i aktywnoscig witasciwa. Podczas dializy wobec roztworu o-fenan-
troliny mato aktywna forma B traci cynk w ciggu 1—2 dni, natomiast
forma C o wysokiej aktywnos$ci wiasciwej, w tych samych warunkach
traci cynk dopiero po 5—10 dniach. O szczeg6lnie silnym wigzaniu cynku
przez anhydraze weglanowg Swiadczy tez fakt, ze nie obserwuje sie jego
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wymiany na &n obecny w $rodowisku nawet w czasie 32 dni dializy (61),
wymiana cynku ,rodzimego” na radioizotop w czasie dializy jest zjawi-
skiem dos¢ czesto obserwowanym w przypadku innych cynkoenzymoéw.
W przeciwienstwie do preparatow pochodzenia zwierzecego anhydraza
weglanowa z tkanek ro$lin nie zawiera metali dwuwartoSciowych i nie
jest wrazliwa na dziatanie chelatoréw. Jedynym znanym dotychczas wy-
jatkiem jest enzym izolowany z lisci pietruszki zawierajacy 6 gramo-
atomoéw cynku na mol o m.cz. 180 000. Enzym ten do$¢ znacznie rozni
sie od enzymoéw tkanek zwierzecych (Tabela 4), m.in. usuniecie cynku
z czasteczki biatka prowadzi do jego nieodwracalnej denaturacji (63).
Uczyniono znaczny postep w wyjasnieniu mechanizmu reakcji uwodnie-
nia C02 w czym bierze bezposredni udziat atom cynku wigzacy czasteczke
wody (64, 65). Pomocne w tych badaniach okazato sie opanowanie tech-
niki zastepowania cynku kobaltem w centrum aktywnym enzymu, co
pozwolito na rozszerzenie zakresu badan spektralnych do badania cen-
trum aktywnego i mechanizmu reakcji tych cynkoenzyméw (66, 67).
W wigzaniu cynku przez anhydraze weglanowg biorg udziat atomy azotu
(grupy imidazolowe histydyny) (95) oraz w przypadku anhydrazy B
z erytrocytéw cztowieka dodatkowo 1 grupa SH (68, 69). Anhydraza C
cztowieka i enzym wotu nie posiadajg grup sulfhydrylowych uczestni-
czacych w wigzaniu cynku. Drogg dializy wobec roztworéw jondw metali
mozna dokona¢ wymiany kobaltu na cynk w formie enzymu zawierajacej
uprzednio wbhudowany kobalt, natomiast nie jest mozliwa wymiana cynku
w preparacie rodzimym na kobalt bez zastosowania zwiazkéw chelatuja-
cych (70, 71).

11-7. Inne cynkoenzymy

Liczba enzymoéw, w ktérych cynk zidentyfikowano jako wazny ele-
ment struktury bioragcy najczesciej bezposredni udziat w katalizie zwiek-
sza sie z kazdym rokiem. Nalezg do nich tak znane enzymy, jak dehydro-
genaza mleczanowa (72, 73), dysmutaza nadtlenkowa (74), dehydrataza
8-aminolewulinianowa (75, 76) i a-amylaza (77). Zwraca uwage znhaczna
liczba enzymow proteolitycznych zawierajgcych cynk (Tabela 4), (81).

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego zawiera 2,7 gramoato-
mu cynku na mol o m.cz. 140 000. Wykazano mozliwos¢ wbudowania &Zn
do enzymu in vivo przez podanie radioizotopu w pozywce, a takze jego
wymiane na cynk nieradioaktywny drogg dializy wyizolowanego enzymu
bez zmiany aktywnosci enzymatycznej (82).

Karboksylaza pirogronianowa zawiera 3 gramoatomy cynku i 1 gra-
moatom zelaza/600 000. Przy znacznej podazy kobaltu w pozywce udato
sie wyhodowac¢ drozdze produkujgce karboksylaze zawierajacg cynk i ko-
balt w réznej proporcji wzajemnej, przy czym suma gramoatoméw Me2+
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przypadajacych na mol enzymu pozostaje zawsze taka sama jak w enzy-
mie rodzimym (83).

Transkarbamylaza asparaginianowa z E. coli zawiera 6 atomow cynku,
z ktorych kazdy wigze sie z jedng podjednostkg regulacyjng enzymu (84).
Jony cynku nie wymieniajg sie z BZn nawet w czasie trwajacej 40 dni
dializy wobec radioizotopu. Bakterie rosngce na pozywce nie zawierajgcej
cynku zachowujg jedynie 30% aktywnosci transkarbamylazy w poréwna-
niu z kontrolg. Jesli zawartos¢ cynku w pozywce jest prawidtowa to pod-
jednostki regulacyjne enzymu wigzg 1 gramoatom Zn/mol i jedynie
w obecnosci cynku zdolne sg do agregacji z podjednostkami katalitycz-
nymi. Miedz, kobalt i nikiel moga zastapi¢ cynk w jego funkcjach w trans-
karbamylazie (85).

ATP-aza aktywowana przez jony wapnia i magnezu, izolowana z bton
E. coli zawiera cynk, ktéry ulega chelatowaniu jedynie w enzymie roz-
puszczalnym, nie jest natomiast dostepny jesli enzym pozostaje zwigzany
z btong. Cynk jest niezbedny dla aktywno$ci ATP-azy lecz mozna go
zastgpi¢ przez molibden, miedz, mangan lub zelazo. W enzymie tym cynk
wystepuje zapewne w miejscu wigzagcym ATP (86).

Aldolaza fruktozodwufosforanowa podzielona zostata na dwa typy —
enzymy typu | nie zawierajg metali dwuwartosciowych i nie sg wrazliwe
na dziatanie EDTA, enzymy typu Il za$, hamowane w réznym stopniu
przez EDTA zawierajg cynk, kobalt lub zelazo. Do typu | zaliczamy m.in.
aldolazy izolowane z miesni ssakow, skorupiakdw, pierscienic, matzy oraz
roslin wyzszych, niektérych pierwotniakow i alg. Do typu Il nalezg
natomiast enzymy bakteryjne, grzybdéw i niektoérych alg oraz pierwotnia-
kéw prokariotycznych (87). Przyktadem aldolazy Il typu jest enzym izo-
lowany z B. stearothermophilus (Tabela 4), ktéry mozna inaktywowac
za pomocyg dializy wobec EDTA oraz reaktywowac¢ jonami kadmu, ko-
baltu, zelaza i manganu. Formy enzymu zawierajagce kobalt i mangan
odznaczajg sie m.in. wiekszg opornoscig na denaturacje cieplng w porow-
naniu z enzymem rodzimym zawierajgcym cynk (88).

Dezaminaza AMP z -réznych Zrddet zawiera ok. 2 gramoatomow
Zn/280 000. Enzym ten i jego wiasciwosci sa przedmiotem odrebnego
artykutu przegladowego (89).

I1l. Rola cynku w katalizie enzymatycznej

W wielu autoréw podejmowato préby wyjasnienia roli cynku w funk-
cjach katalitycznych enzyméw na poziomie molekularnym. Modelowymi
enzymami byty zwykle anhydraza weglanowa i karboksypeptydaza A
(90). Ponizej podano og6lne informacje dotyczace fizykochemicznych
podstaw dziatania cynku w katalizie enzymatycznej oraz przedstawiono
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jeden z mozliwych mechanizméw peptydazowej aktywnosci karboksy-
peptydazy A. (Ryc. 1).

Podobnie jak protony, jony metali mozna uwaza¢ za kwasy Levisa
(elektrofilne). Moga one przyjmowac pary elektrondéw tworzac wigzania
typu o. Jony metali okresSlane sg niekiedy mianem superkwasow, gdyz
w $rodowisku obojetnym majg tadunek wiekszy niz +1 i niekiedy moga
przyjmowacé elektrony na nizej potozone orbitale tworzac wigzania ty-
pu Jt Metale mogg by¢ kwasnymi katalizatorami reakcji zachodzacych
z udziatem protonéw.

Metale mogg réwniez oddawaé elektrony tworzac wigzania o lub X
i aktywowac¢ w ten sposdb nukleofile. Tzw. otoczenie koordynacyjne
metalu w centrum aktywnym enzymu moze sprzyja¢ zblizeniu reagen-
tow (substratow) i prowadzi¢ do utworzenia kompleksow (chelatow)
0 réznym stopniu trwatosSci. Wykazano, ze enzymy zawierajgce metale
charakteryzuja sie prostg stechiometriag w tworzeniu komplekséw en-
zym-metal-substrat; czesto wynosi ona 1:1:1. Enzymy zawierajgce cynk
moga tworzy¢é kompleksy wedtug ponizszych schematéw: E—Me—S lub

Me
E-——S (kinaza pirogronianowa, karboksylaza pirogronianowa), E—S—
—Me (kinaza adenylowa, kinaza kreatynowa), bgdz S—E—Me (liaza cy-
trynianowa, anhydraza weglanowa). Bezposrednim rezultatem wigzania
liganda z dodatnio spolaryzowanym atomem metalu jest polaryzacja ge-
stosci elektronowej liganda wokot jonu metalu. Konsekwencjg tej pola-
ryzacji jest:

— wzrost kwasowos$ci atoméw wodoru donora

— utatwienie ataku nukleofilowego na ligand i utrudnienie ataku elek-
trofilowego.

Katalityczna funkcja metalu nie ma zwigzku z powinowactwem jonu

Me2+ do apoenzymu, innymi stowy nie zalezy od tego, czy mamy do

czynienia z metaloproteing, czy tez z kompleksem metal:enzym (Ta-

bela 2) (92).

Na rycinie 1 przedstawiono mechanizm peptydazowej aktywnosci
karboksypeptydazy A (90). Zaktada sig, ze w tym przypadku cynk dziata
jako kwas Levisa, odgrywajac podstawowg role w rozszczepieniu wigza-
nia peptydowego przez polaryzacje grupy karbonylowej substratu
1 zwiekszenie jego podatnosci na nukleofilowy atak czgsteczki wody.
Fenolowa grupa Tyr2B petni réwniez role kwasu zwigkszajac nukleofi-
lowos$¢ azotu aminowego. W ten sposob powstajg warunki do przerwania
wigzania C—N. Z kolei Glu2D aktywuje czasteczke wody, zwieksza jej
elektrofilowo$¢ i utatwia jej atak nukleofilowy na grupe karbonylowg
substratu. Nukleofilowy atak GIluZ0 prowadzi do utworzenia wigzania
typu bezwodnika miedzy enzymem i substratem. W nastepnym etapie
intermediat ten ulega hydrolizie z uwolnieniem enzymu.

4 Postepy Biochemii
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Ryc. 1. Mechanizm reakcji katalizowanej przez karboksypeptydaze A z trzustki wotu.

u (143)

TYR (157)
ASP(170)
G (203)

ASP(226)

Ryc. 2. Centrum katalityczne termolizyny izolowanej z B. protheolyticus.

*

http://rcin.org.pl
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Rycina 2 przedstawia strukture centrum aktywnego termolizyny
z B. protheolyticus. Zawiera ona podobnie jak karboksypeptydaza A
1 gramoatom Zn/34 600. Enzym Kkatalizuje hydrolize peptydéw majgcych
na C-koncu izoleucyne, leucyne, fenyloalanine lub waling; pod wzgledem
specyficznosci przypomina wiec karboksypeptydaze A. Struktura cen-
trum Kkatalitycznego tego enzymu wykazuje uderzajgce analogie z Kkar-
boksypeptydazg A. Cynk zwigzany jest przez His¥ His¥i Glulk Czwar-
tym ligandem jest woda. Glul3 ArgZBi Tyr% sg analogami odpowiednio
Gluzg Arg¥ i Tyr2B w czasteczce karboksypeptydazy A. Podobienstwa
te stanowig przyczynek do rozwazan na temat ewolucji enzymu i wzgled-
nej specyficznosci struktury centrum aktywnego wobec typu substratu
i katalizowanej reakcji w organizmach odlegtych od siebie gatunkéw.

IV. Uwagi koncowe

Znamy jak dotad ok. 80-ciu enzymdw zawierajacych w swoich czg-
steczkach cynk niezbedny dla stabilizacji struktury trzecio- i czwarto-
rzedowej oraz dla aktywnosci katalitycznej. Fakt ten sprawia, ze cynk
jest jednym z najwazniejszych mikroelementéw biorgcych udziat w re-
akcjach enzymatycznych w ogéle, w szczegdlnosci za$ reakcji przebiega-
jacych z udziatem wody.

Mozliwo$¢ wymiany ,rodzimego” cynku na inny metal w czastecz-
kach enzymow stwarza warunki do uzyskiwania form enzyméw o zmie-
nionych wiasciwosciach kinetycznych i regulacyjnych, zachowujacych
jednak aktywno$¢ katalityczng. Poza teoretycznym znaczeniem takich
doswiadczenn dla badania struktury centrum aktywnego, mechanizmu
katalizy i specyficzno$ci udziatu poszczeg6lnych metali w reakcjach en-
zymatycznych zagadnienie to ma jeszcze jeden aspekt, nie mniej istotny.
W Swietle obecnie juz znanych faktéw nie da sie mianowicie wykluczyé
podobnej wymiany metali w biatkach enzymatycznych in vivo u czto-
wieka, zwlaszcza u os6b zawodowo poddanych diugotrwatej ekspozycji
na jeden z metali dwuwartosciowych, co mogtoby prowadzi¢ do zmian
wilasciwosci poszczeg6lnych enzymow, a w konsekwencji do, by¢ moze,
istotnych zmian w metabolizmie og6lnoustrojowym.

Artykut otrzymano 26.11.1977; po revoizji autorskiej przyjeto 27.5.1978
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GRAZYNA MUSZYNSKA *

Identyfikacja grup reaktywnych enzymow
Identification of the Reactive Groups of Enzymes
Spis tresci

I. Grupa hydroksylowa seryny
Il. Grupa tiolowa cysteiny
I1l. Imidazolowy pierscien histydyny
IV. Grupa e-aminowa lizyny i guanidynowa argininy
V. Pierscien fenolowy tyrozyny
VI. Grupy [3i y-karboksylowe kwasu asparaginowego i glutaminowego
VII. Pierscien indolowy tryptofanu

Contents

I. Hydroxyl group of serine
I1. Sulfhydryl group of cysteine
I1l1. Imidazole ring of histidine
IV. E-amino group of lysine and guanidine group of arginine
V. Phenolic ring of tyrosine
VI. 3- and Y-carboxyl groups of aspartic and glutamic acids
VII. Indole ring of tryptophane

W reakcji enzymu z substratem moga bra¢ udziat zaréwno polarne
jak i niepolarne ugrupowania tancuchéw bocznych aminokwaséw. Grupy
te wystepujgce w centrum aktywnym enzymu cechujg sie zwiekszong
reaktywnos$cig chemiczng w poréwnaniu z takimi grupami w zwigzkach
modelowych, czy tez w katalitycznie nieczynnych obszarach czgsteczki
enzymu. Wiasciwos¢ ta umozliwia przeprowadzenie selektywnej mody-
fikacji grup uczestniczacych w katalizie enzymatycznej *.

Sposrdd ogolnej liczby 19 reszt tyrozyny wystepujacych w karboksy-
peptydazie A (E.C. 3.4.12.2) osiem jest dostepnych dla modyfikatoréw
(znajdujg sie na powierzchni czasteczki) a tylko jedna cechuje sie nie-

*) Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéow: pCMB — p-chlororteciobenzoesan sodu; NBS —
N-bromoimid kwasu bursztynowego; HNBB — bromek 2-hydroksy-5-nitrobenzylu.

**) Modyfikacje chemiczne stosowane w badaniach grup czynnych enzymdw byty
juz przedmiotem artykutu w Postepach Biochemii (2), zagadnieniem tym poswigcono
takze jeden z rozdzialow przygotowywanej do druku Monografii (3).
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zwykty reaktywnoscig (4). Z 11 reszt lizylowych rybonukleazy (E.C.
3.1.4.22) jedna wystepuje w centrum aktywnym i wykazuje znacznie
zwiekszong reaktywnos$¢ chemiczng (5). Do identyfikacji grup funkcyj-
nych enzymoéw, a takze w badaniach mechanizmu katalizy enzymatycz-
nej, stosuje sie wiec czesto selektywne modyfikacje chemiczne zmienia-
jace pojedyncze reszty aminokwasowe.

W metaloenzymach szczegdlng role odgrywajg jony metali, na ogot
dwuwarto$ciowe. Tworza one wigzania o wysokim poziomie energetycz-
nym (zwanym stanem entazy, ang. entatic state) z resztami aminokwa-
séw wystepujacymi w centrum aktywnym enzymow (1). Obecnos¢ katio-
néw w centrach aktywnych, wptywa na jonizacje sasiadujacych ugrupo-
wan, zwiekszajagc tym samym reaktywnos$¢ chemiczng niektérych bocz-
nych tancuchéw aminokwaséw. Niekiedy metale utatwiajg jonizacje
substratu, umozliwiajac jego przytgczenie do enzymu. Jony metali moga
tez odgrywac istotng role w tworzeniu i stabilizacji czwartorzedowej
struktury enzyméw oligomerycznych.

I. Grupa hydroksylowa seryny

Wyjatkowa reaktywnos$¢ grupy hydroksylowej seryny stwierdzono
w wielu enzymach hydrolitycznych, sposrdéd ktérych jednym z najlepiej
poznanych jest chymotrypsyna (E.C. 3.4.21.1 lub 3.4.21.2). Reaktywng
reszte serylowg mozna wybiérczo modyfikowaé poprzez acetylacje octa-
nem fenylu (6) oraz fosforylacje dwuizopropylofluorofosforanem lub
innymi zwigzkami organofosforowymi (7). Mozliwos¢ selektywnej mody-
fikacji jednej tylko reszty seryny w pozycji 195 (tzw. monomodyfikacji)
w centrum aktywnym chymotrypsyny przypisuje sie wpltywowi znaj-
dujacej sie w poblizu reszty histydylowej pobudzajgcej jonizacje reszty
serylowej. Wytwarza sie bowiem wigzanie wodorowe miedzy tlenem
seryny a azotem w pozycji 3 pier$cienia imidazolowego His 57, co wzmaga
nukleofilowe oddziatywanie grupy hydroksylowej seryny (8, 9). Préocz te-
go, azot w pozycji 1 pierscienia imidazolowego His 57, tworzy wigzanie
wodorowe z zamaskowang (ang. buried) grupa karboksylowg Asp 102
(Rye. 1a).

al SRR ) HS
b
Wi "

His 57

N
N /) | N
H
0
‘k/\ ,..-"'HN
c—0 His 159

Asp 102

Ryc. 1. Przykiady hyperaktywnych tancuchéw bocznych w aktywnych centrach
chymotrypsyny (a) i papainy (b) (9).
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Trzy reszty aminokwasowe: Ser-195, His-57 i Asp-102 sprzezone dwo-
ma wigzaniami wodorowymi stanowig ukiad przenoszacy tadunki (char-
ge-relay system) z hydrofobowego fragmentu czgsteczki enzymu na jej
powierzchnie, do centrum aktywnego. Uktad ten zwieksza mozliwo$é wy-
stepowania w centrum aktywnym chymotrypsyny formy jonowej
—CHZ-0- w S$rodowisku zblizonym do obojetnego (10). Charaktery-
styczne jest, ze jonizacja Ser 195 powoduje zwiekszong reaktywno$c
chemiczng tej reszty w poréwnaniu z innymi powierzchniowymi reszta-
mi serylowymi.

Bakteryjny enzym proteolityczny — subtilopeptydaza A (E.C.
3.4.21.14) (z B. subtilis) réwniez zawiera w centrum aktywnym seryne
zwigzana wodorowo z tancuchem bocznym histydyny i grupa karboksy-
lowa (11), enzym ten dziatla wiec najprawdopodobniej wedilug tego sa-
mego ogdlnego mechanizmu co chymotrypsyna i inne proteazy serynowe.

Il. Grupa tiolowa cysteiny

Grupy tiolowe w centrach aktywnych enzymow wykazujg znacznie
wyzszg reaktywnos$¢ niz te same grupy zwigzkéw modelowych. Na przy-
kiad, alkilacja grup SH proteinazy ze Streptococcus zachodzi 50—100 ra-
zy szybciej anizeli alkilacja glutationu (12), a grupy sulfhydrylowe pa-
painy (E.C. 3.4.22.2) sg alkilowane 1000 razy szybciej w poréwnaniu
z wolng cysteing (13).

Grupe tiolowag w centrum aktywnym papainy cechuje znacznie obni-
zona warto$¢ pK 8,5 (14), w poréwnaniu z pK 9—10 cysteiny (15). Nie-
zwykle niskie pK grupy SH Cys 25 bioragcej udziat w przenoszeniu acylu
podczas hydrolizy jest wynikiem wystepowania wigzania wodoro-
wego z histydyng obecng w centrum aktywnym papainy (Ryc. Ib), co
wykazano poprzez modyfikacje chemiczne (16, 17). Z badan krystalo-
graficznych (18) wynika, ze imidazolowa grupa His 159 znajduje sie
w bliskiej odlegtosci (4 A) od atomu siarki Cys 25. Wigzanie wodorowe
pomiedzy tiolowg a imidazolowag grupa zwieksza wiec nukleofilowosé
Cys 25 (18, 21).

Reaktywnos¢ funkcyjnych grup tiolowych enzyméw wykorzystano
do ich wybidrczego taczenia z dwusiarczkiem 2,2'-dwupirydylu (19).
Chromatografia wymienna na glutationodwupirydylo dwusiarczku ko-
walencyjnie zwigzanym z agaroza pozwolita na odizolowanie aktywnej
formy papainy od nieaktywnego enzymu zawierajgcego grupy tiolowe
0 znacznie obnizonej reaktywnosci (20).

Technike, wymiany tiol-dwusiarczek wykorzystano réwniez do wia-
zania aktywnych grup tiolowych ureazy (E.C. 3.5.1.5) w wyniku czego
oddzielono enzym od biatek niezawierajgcych takich grup (22).
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Arginaza (E.C. 3.5.3.1) roslinna, w przeciwienstwie do enzymu pocho-
dzacego z watroby ssakdéw, jest silnie hamowana przez pCMB * i NEM **
(24, 25) — odczynniki specyficznie blokujace grupy sulfhydrylowe. Jak
wynika z ostatnich badan, arginaza z watroby szczura nie zawiera wol-
nych grup sulfhydrylowych (26). Zblizone kinetyczne witasciwosci obu ar-
ginaz (24, 27) sugerujg podobny mechanizm katalizy enzymatycznej. Za-
ktadajac, ze struktura przestrzenna centrow aktywnych enzymow cechu-
jacych sie tag samg funkcja biologiczng jest podobna, mozna przypuszczac,
ze grupa SH arginazy roslinnej jest zastapiona przez inng strukturalnie
i funkcyjnie podobng grupe. Moze to byé grupa hydroksylowa seryny
lub treoniny, ktéra podobnie jak grupa SH jest reaktywnym nukleo-
filem. | tak na przyktad w centrach aktywnych niektérych dehydroge-
naz mleczanowych (E.C. 1.1.1.27) w miejscu wystepujgcej najczesciej
grupy SH znajduje sie grupa OH —reszta cysteiny zostata zastapiona
przez reszte treoniny (28). Podobnie w centrum aktywnym wielu roslin-
nych i bakteryjnych proteaz wystepuje grupa SH cysteiny, podczas gdy
w proteazach zwierzecych funkcje katalityczng spetnia grupa OH seryny
(9). Tak wiec w niektérych przypadkach mutacje polegajace na zamianie
pojedynczej reszty aminokwasowej w centrum aktywnym enzymu nie
prowadzg do zaniku aktywnosci biologicznej biatka.

I11. Imidazolowy pierscien histydyny

Jednym z najbardziej reaktywnych ugrupowan w enzymach jest pier-
$cien imidazolowy histydyny. Jak juz wspomniano, atomy azotu w po-
zycjach 1 i 3 tego pierscienia moga tworzy¢ wigzania wodorowe z inny-
mi grupami bocznymi fancuchéw aminokwasowych w biatkach. Wigza-
nia te wzmagajg reaktywnos$¢ histydyny, wynikiem czego jest zwiekszo-
na podatno$¢ tej reszty na modyfikacje chemiczne.

* Podstawienie grupy tiolowej przez organiczne zwigzki rteci zachodzi zgodnie
z reakcja (wzor 1). Liczbe zmodyfikowanych grup tiolowych oblicza sie z pomiarow
spektrofotometrycznych przy 250—255 nm (23).

i
Bian<o-SH+ HgM"MA~"COCT — > Biarko-S-HgMNI"COO~"MNH*

** Grupa tiolowa reaguje nastepujaco z maleimidem (wzér I1) (23). NEM cha-
rakteryzuje sie widmem pochtaniania z maksimum przy 305 nm, ktére zanika po
stechiometrycznej reakcji odczynnika ze zwigzkiem zawierajacym grupy tiolowe.
Pomiar spektrofotometryczny umozliwia oznaczenie ilosci grup tiolowych (23).

I'I' /p HH ’/o
Bialko-SH+ [ ON CH, 2225 aaorko-sDN CoHs
0 H 0



[5] GRUPY REAKTYWNE ENZYMOW 485

W czasteczce anhydrazy weglanowej B (E.C. 4.2.1.1) erytrocytéw ludz-
kich wystepuje 11 reszt histydylowych, z czego 4 znajdujag sie prawdopo-
dobnie na powierzchni enzymu (29). Podczas reakcji z kwasem jodoocto-
wym obserwowano jednak tworzenie sie tylko jednej reszty 3-karboksy-
metylohistydyny (30). Podatna na modyfikacje reszta histydylowa cecho-
wata sie znacznie nizszg wartoscig pK=5,8 (28) w poréwnaniu z typowg
wartoscig pK=6,7—7,0 (15). W przeciwienistwie do formy B, anhydraza
weglanowa C nie podlegata alkilacji (9).

W rybonukleazie z trzustki wotu réwniez zidentyfikowano reaktywng
reszte histydylowa, charakteryzujaca sie zwiekszong zdolnoscig do dy-
socjacji (31). Metodg magnetycznego rezonansu jadrowego oznaczono pK
reszt histydylowch obecnych w rybonukleazie; najnizsze pK= 5,8 wyka-
zywata His 119, a nastepnie His (pK = 6,2) (32). W alkilowanej jodooc-
tanem histydynie 119 rybonukleazy ulegat karboksymetylacji N—1
w piersScieniu imidazolowym oraz kilkukrotnie wolniej N—3 w His 12
(33, 34). Crestfield, Stein i Moore (34) sugeruja, ze N—1 His
119 i N—3 His 12, podatne na modyfikacje jodooctanem, znajdujg sie
w bliskim sasiedztwie. Dodatni tadunek tych grup moze przyciggac jo-
dooctan, co umozliwia alkilacje. Alkilacja jednej reszty histydylowej
zmniejsza szybkos¢ modyfikacji drugiej reszty, gdyz powstajagca ujemna
grupa karboksymetylowa stanowi¢ moze zawade przestrzenng dla dru-
giej reszty modyfikowanej. Roznice w szybkosci modyfikacji dwu pier-
Scieni imidazolowych pozwolity autorom zasugerowac, ze odlegtos¢ mie-
dzy badanymi resztami histydylowymi w czasteczce rybonukleazy wyno-
si okoto 5A. Alkilacja reszt histydylowych enzymu znacznie utrudniata
przytaczanie fosforanu, co prowadzito do zahamowania katalizy enzyma-
tycznej (34).

Fotoutlenianie * kwasnej fosfatazy (E.C. 3.1.3.2) z prostaty ludzkiej
prowadzace do modyfikacji reszt histydylowych inaktywowato enzym.
Znacznie obnizona w obecnoSci substratow i inhibitorow wspdtzawodni-
czych szybkos$¢ modyfikacji Swiadczyta, ze straty aktywnos$ci majg zwig-
zek z przemianami fotodynamicznymi w centrum aktywnym lub blisko
niego. Prawdopodobnie jednym z etapdw katalizy enzymatycznej jest
tworzenie kowalencyjnego potgczenia miedzy histydyna obecng w cen-
trum aktywnym fosfatazy, a grupa fosforanowg substratu (36).

* Fotoutlenianie pierscienia imidazolowego w biatkach przebiega w obecnoSci
barwnika uczulajgcego zgodnie z reakcjg przedstawiong wzorem Ill. llo§¢ zmody-
m
Bianko-<I_"_ \9/ bﬂ)ﬂm Bianke-<\ / U
N [6-7 I N~

fikowanych reszt wylicza si¢ z réznicy w skiltadzie aminokwasowym biatka natyw-
nego i zmodyfikowanego (35).
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Powyzsze dane sugerujg, ze w centrum aktywnym transferaz prze-
noszacych grupy zawierajace fosfor (rybunukleaza) oraz hydrolaz estrow
fosforanowych (kwasna fosfataza) pierScienn imidazolowy histydyny 13-
czy¢ sie moze z ujemng grupa fosforanowa substratu.

Fotoutlenienie arginazy z watroby szczura prowadzito do inaktywacji
enzymu i modyfikacji grup imidazolowych histydyny (37). Fotoinakty-
wacja przebiegata w obecnosci jonbw manganawych i byta zalezna od
temperatury. W temperaturze 12°C enzym ulegat inaktywacji w nie-
znacznym stopniu, a w 45°C aktywno$¢ enzymu spadata do 10°/0 aktyw-
nosci wyjsciowej. Hirsch-Kolb i wsp. (27, 38) przypuszczaja, ze
aktywacja arginazy jonami manganawymi (w temperaturze 40—50°C)
jest konieczna do powstania aktywnej formy enzymu. Uprzednio suge-
rowano (39) zmiane konformacji arginazy podczas tworzenia komplek-
séw z dwuwarto$ciowymi jonami metali, co ostatnio zostato potwierdzo-
ne badaniami spektralnymi (40). Zmiany konformacyjne podczas akty-
wacji arginazy prowadza zapewne do zwiekszenia podatnosci reszt histy-
dylowych na modyfikacje chemiczne. Prawdopodobnie w temperaturze
12°C pierscienie imidazolowe histydyny w czasteczce arginazy sg zama-
skowane i stajg sie reaktywne w podwyzszonej temperaturze. Zmiana
reaktywnosci histydyny moze mie¢ zwigzek z procesem aktywacji argi-
nazy. W aktywnej formie arginazy mozna zasugerowac interakcje imida-
zolowego pierScienia histydyny z jonami manganawymi (Ryc. 2).

Ryc. 2. Hipotetyczny schemat potgcze-
nia jonu manganowego z pier-
$cieniem imidazolowym histy-
dyny w centrum aktywnym ar-
ginazy (37).

Y —grupa niezidentyfikowana.

Sposréd aminokwaséw wchodzacych w skiad biatek, histydyna posia-
da wyjatkowe predyspozycje chemiczne do taczenia sie z metalem (41).
Przytgczenie dwuwartosciowego kationu do imidazolu wywotuje joniza-
cje sasiadujacych ugrupowan na skutek przesuniecia elektronow w kie-
runku jonu metalu. Jako przykiad mozna poda¢ kinaze pirogronianowg
(E.C. 2.7.1.40). Potgczenie manganu z histydyng w centrum aktywnym
tego enzymu powoduje zmiany konformacyjne prowadzace do powstania
aktywnej formy enzymu (42).
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IV. Grupa e-aminowa lizyny i guanidynowa argininy

Ponad potowa dotychczas znanych enzymoéw reaguje z ujemnie nata-
dowanymi substratami, lub wymaga kofaktoréw anionowych. Wykazano,
ze ligandy tego typu wigzane sg przez dodatnio natadowane grupy enzy-
mu (43). W wigzaniu substratu przez karboksypeptydaze A uczestniczy
grupa guanidynowa pojedynczej reszty argininy, ktora tgczy sie jonowo
z grupg karbonylowg hydrolizowanego peptydu (44, 45, 46). Reszty argi-
nylowe alkalicznej fosfatazy (E.C. 3.1.3.1.) z E. coli sg miejscem wigzania
ujemnych grup fosforanowych substratu (47). Fenyloglioksal i 2,3-buta-
nodion — odczynniki swoiscie reagujace z grupami guanidynowymi reszt
arginylowych * powodowaly inaktywacje dehydrogenazy alkoholowej
(E.C.1.1.1.1) z drozdzy oraz z watroby cztowieka i konia (43). Grupy gua-
nidynowe reszt arginylowych zidentyfikowano przeto jako skitadnik miej-
sca wigzacego NADH w dehydrogenazie alkoholowej.

W rybonukleazie z trzustki wotu resztg szczegdlnie reaktywna jest
reszta lizyny. Inaktywacji rybonukleazy przez 2,4-dwunitrofluorobenzen
towarzyszy modyfikacja «-aminowej grupy lizyny 41 (50). Kinetyczne ba-
dania tego procesu wykazaty, ze e-aminowg grupe Lys 41 cechuje znacz-
nie nizsza warto$¢ pK (8,8) w pordwnaniu ze statymi dysocjacji innych

* Proponowany schemat reakcji grupy guanidynowej z fenyloglioksalem (wzor
1V) (48,49) i z butanedionem w buforze boranowym (wzoér V) (46). W wyniku kon-
v
H H
MNH  C0 pin N—C—CH
Bialko-C_ + | s>Biatko-C_ |
“NH; C=0 “NH-C —0OH
% |
N\
. ol o
® PR S 5 , _NH-C-0H
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MH; oA NH-C-OH
CH, Q CH,
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———>Biatko N=C_ ; B
NH-C-07 “OH
b CH,
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densacji butanedionu z grupg guanidynowag powstatje 4,5-dwumetylo-4,5-dwuhydro-
ksy-2-imidazolina (wzér Va), ktéra tworzy kompleks z jonem boranowym (wzér Vb).
1lo§¢ zmodyfikowanych (dziataniemtobu/jodczynnikow)! reszt wylicza sie z réznicy
w sktadzie aminokwasowym biatka natywnego i zmodyfikowanego.
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grup «-aminowych w rybonukleazie (pK 10,2) (50), sprzyjajgc unikalnej
reaktywnosci tej reszty.

V. Pierscien fenolowy tyrozyny

Klasycznym przykiadem podwyzszonej reaktywnosci chemicznej jest
reaktywnos$¢ tyrozyny w centrum aktywnym karboksypeptydazy A.
Szereg modyfikacji chemicznych prowadzi do wybiérczego znakowania
tylko jednej reszty tyrozylowej, sposrod 19 wystepujacych w karboksy-
peptydazie A (4, 51). Wybiorczo zmodyfikowang tyrozyne 248 cechuje
nizsza stata dysocjacji, poniewaz znajduje sie ona w poblizu dodatnio
natadowanego jonu Zn+2(52). W czasteczce aktywnego enzymu tyrozyna
248 tworzy kompleks z jonem cynku (52), co wywotuje jonizacje grupy
fenolowej. Warunkiem katalitycznego dziatania karboksypeptydazy jest
wystepowanie tego kompleksu.

Zjonizowana fenolowa grupa tyrozyny 248 wigze sie z azotem wigza-
nia peptydowego. W wyniku tej interakcji zwieksza sie nukleofilowosé
azotu w substracie i wigzanie C—N ulega ostabieniu (4).

W stanie krystylicznym karboksypeptydazy, jonizacja grupy fenolo-
wej tyrozyny 248 jest utrudniona (53), bowiem podczas krystalizacji en-
zymu Tyr 248 oddala sie od atomu cynku. Johansen i Vallee (54)
wykazali, ze w stanie krystalicznym enzymu Tyr 248 jest oddalona o
17 A od Zn+2i nawet dodanie substratu (glicylo-L-tyrozyny), ktéry powo-
duje przesuniecie pierscienia fenolowego o 12 A w kierunku kationu, nie
umozliwia utworzenia kompleksu cynk-tyrozyna. Zmiany w orientacji
tyrozyny 248 w roztworze i w stanie krystalicznym enzymu ilustruje ry-

cina 3.

Ryc. 3. Schemat stanéw konformacyj-

nych karboksypeptydazy A w
stanie krystalicznym (a) oraz w
o roztworze (b) i podczas inter-
b C akcji z substratem (c) (55).

Nitrowanie czteronitrometanem dostarczyto 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 sie reaktywna dopiero w obecnosci wspo6t-
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zawodniczego inhibitora enzymu (dezoksytymidyno-3'5'-dwufosforanu)
i jonébw Ca+2 Cuatrecasas i wsp. (56) sugerujag, ze w natywnym
enzymie Tyr 85 charakteryzujgca sie nienormalnie niskim pK znajduje
sie na powierzchni enzymu, podczas gdy Tyr 115 jest zamaskowana.
Przytgczenie nukleotydu indukuje zmiany konformacyjne prowadzgce
do przejscia Tyr 115 w otoczenie hydrofitowe. Efektem zmian konforma-
cyjnych nukleazy jest zmiana podatnosci tyrozyny 115 na modyfikacje.

VI. Grupy (i i y-karboksylowe kwasu asparaginowego i glutaminowego

Krystalograficzne badania tizozymu (E.C. 3.2.1.17) jaja kurzego wy-
kazaty, ze dwie sposrdd grup karboksylowych uczestniczag w katalizie,
a jonizacja tych grup zalezy od otaczajgcego $rodowiska (57). Grupa y-
karboksylowa Glu 35 wystepuje w hydrofobowej czesSci czasteczki tizo-
zymu, natomiast zjonizowana grupa /~-karboksylowa Asp 52 wystepuje
w obszarze polarnym biatka (57).

Fakt, ze do aktywnosci katalitycznej pepsyny (E.C. 3.4.23.1) koniecz-
ne jest Srodowisko o niskim pH, sugerowat udziat grup karboksylowych
w hydrolitycznym dziataniu tego enzymu. Inaktywacja pepsyny przez
bromek fenacylu byta efektem modyfikacji grupy /~-karboksylowej kwa-
su asparaginowego (58). Zastosowanie estru metylowego dwuazoacylo-
L-fenyloalaniny doprowadzito do identyfikacji miejsca modyfikacji. Gru-
pe ~-karboksylowg znaleziono w sekwencji lle—Val—Asp—Thr—Gly—
Ser (59). Zakres pH, w ktérym dziata pepsyna sugeruje, ze zrédiem pro-
tonu moze by¢ grupa karboksylowa enzymu. Proponowany mechanizm
dziatania pepsyny uwzglednia udziat dwu reszt karboksylowych, z kté-
rych jedna dziata jako donor protonéw, natomiast druga w swej zdy-
socjowanej formie — jako nukleofil (58, 60). Szybka protonacja azotu
w grupie CO—NH przez sgsiadujgcg grupe karboksylowag powoduje silne
zwiekszenie elektronofilowosci tej grupy. Zwiekszona elektronofilowo$¢
umozliwia przytaczenie do enzymu zaréwno wody jak i substratu (61).
Stwierdzono dopiero niedawno, ze dwie grupy karboksylowe w aktyw-
nym centrum pepsyny zwigzane s§ wigzaniem wodorowym. Grupy te
zidentyfikowano jako Asp 32 o pK = 1,5 oraz Asp 215 0 znacznie wyzszej
statej dysocjacji pK = 4,5 (62).

VI1I. Pierscien indolowy tryptofanu

Chemiczne wiasciwosci poszczeg6lnych reszt aminokwasowych za-
leze¢ moga od oddziatywan z sgsiadujgcymi grupami. Przykiadem tego
typu zaleznosci jest tryptofan w lizozymie. Obecno$¢ trzech reszt tryp-

5 Postepy Biochemii
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tofanylowych stwierdzono w symetrycznej gtebokiej szczelinie, ktorg
zidentyfikowano jako miejsce wigzania substratu (57). Zwigzanie sub-
stratu z lizozymem odbywa sie przy udziale sit Van der Waalsa w kon-
takcie z Trp 62, Trp 63 i Trp 108 (63). Traktowanie lizozymu N-bromo-
imidem kwasu bursztynowego * (NBS) powoduje wytgcznie modyfikacje
Trp 62 (65), natomiast jodowanie modyfikuje tylko Trp 108 (66). Badania
krystalograficzne wskazujg, ze grupa N-H indolu Trp 108 tworzy wigza-
nie wodorowe z przylegtg grupg karboksylowg Glu 35 (66,67). Jonizacja
pierscienia indolowego tryptofanu 108 umozliwia jego jodowanie. Praw-
dopodobnie NBS z powodu wigkszego ciezaru czasteczkowego nie ma do-
stepu do Trp 108, usytuowanego w giebi kieszonki katalitycznej. Reakcja
z NBS jest mato specyficzna dla tryptofanu obecnego w lizozymie i dla-
tego nalezy by¢ ostroznym w zastosowaniu NBS jako odczynnika do ilo-
Sciowego oznaczania odstonietych na powierzchni enzymu pierscieni in-
dolowych (68). Ponadto NBS stosowany w odpowiednich warunkach po-
woduje hydrolize wigzan peptydowych.

Biorgc pod uwage wymienione fakty, Muszynska i Ber (37)
zastosowaty, obok utleniania NBS, druga niezalezng metode modyfikacji
reszt tryptofanylowych w arginazie. N-bromoimid kwasu bursztynowego
powodowat obnizenie aktywnosci enzymatycznej. Zanik aktywnosSci byt
wprost proporcjonalny do liczby utlenionych reszt tryptofanu. Podobne
wyniki uzyskano po modyfikacji arginazy bromkiem 2-hydroksy-5-nitro-
benzylu **— HNBB (odczynnikiem Koshlanda) reagujacym specyficznie
z tryptofanem (69). W obydwu niezaleznych modyfikacjach utlenieniu
jednej reszty tryptofanylowej na podjednostke enzymu towarzyszyta
90% inaktywacja arginazy (37). Uzyskane wyniki wskazuja, ze w.argina-
zie zarbwno NBS jak i HNBB specyficznie modyfikowaty pierScien in-
dolowy reszty tryptofanu, ktéry wystepuje prawdopodobnie w hydrofo-
bowym miejscu wigzacym substrat.

* Przebieg utleniania tryptofanu w biatkach N-bromoimidem kwasu burszty-
nowego mozna $ledzi¢ metodg spektrofotometryczng. W wyniku tej reakcji nastepuje
obnizenie absorpcji modyfikowanego biatka przy 280 nm i wzrost przy 261 nm (64).
Schemat reakcji podano uprzednio (3).

** Alkilacja pierScienia indolowego w biatku przez bromek 2-hydroksy-5-nitro-
benzylu przebiega zgodnie z reakcjg (wzér VI). Produkt reakcji w pH 10 wykazuje

<*“S NG ‘% \-CH KO
-C i. J 7 ®
H OH H H

charakterystyczne widmo pochtaniania z maksimum przy 410 nm, co pozwala na
oznaczenie ilosci zmodyfikowanych reszt tryptofanylowych w biatku (35).

#



[11] GRUPY REAKTYWNE ENZYMOW 491

Uwagi koncowe

Grupy obecne w centrach aktywnych enzymoéw wykazujg niezwyklg
reaktywno$¢ chemiczng. Stan energetyczny centrum aktywnego wynika
nie tylko ze struktury samego centrum, lecz takze ze struktury prze-
strzennej catej czasteczki enzymu. Dlatego nalezy zachowaé ostrozno$é
w wycigganiu wnioskdw o witasciwosciach centréw aktywnych enzymow
z badan nad wilasciwosciami uktadéw modelowych odpowiadajacymi
tylko niewielkiemu obszarowi czgsteczki biatkowej. Za zwiekszong reak-
tywnos$¢ chemiczng grup wchodzacych w skfad centrum aktywnego od-
powiedzialne sa dodatkowe wigzania (najczesciej wodorowe). Wigzania
wodorowe, stanowigce uktad przenoszacy tadunki z hydrofobowej czesci
enzymu na jego powierzchnie, powoduja jonizacje ugrupowan funkcyj-
nych w enzymach i ich zwigkszong reaktywno$¢ chemiczng. W metalo-
enzymach zwiekszona reaktywno$¢ niektérych grup czynnych jest wyni-
kiem przemian elektronowych i konformacyjnych w otoczeniu jonow
metalu. W enzymach prostych natomiast zwiekszona reaktywno$¢ bocz-
nych tancuchéw aminokwasowych wywotana jest oddziatywaniem z in-
nymi resztami aminokwasowymi.

Artykut otrzymano 20.4.1977; po rewizji autorskiej przyjeto 23.6.1978
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KOMUNIKAT

Instytut Reumatologiczny wspélnie z Sekcjg Tkanki tacznej Polskiego To-
warzystwa Histochemikéw i Cytochemikéw oraz z Polskim Towarzystwem
Reumatologicznym organizujg w dniach 28—29.05.1979 r. Sympozjum Osteolo-
giczne w Ustroniu-Zawodziu (w Slaskim Szpitalu Reumatologicznym).

Tematy Sympozjum obejmuja:

1. Biologia tkanki kostnej (biochemia, histochemia, struktutra, metabolizm).
2. Patologia tkanki kostnej (aspekty patomorfologiczne i kliniczne oraz meta-
boliczne).

Referaty na Sympozjum prosze zgtasza¢ do dnia 31.01.1979 r. na rece Prze-
wodniczgcego Komitetu Organizacyjnego Sympozjum:

Doc. dr hab. med. Zbigniew Gburek
Dyrektor Slaskiego Szpitala Reumatologicznego
43-450 Ustron — Zawodzie

Przewidywany jest udziat uczestnikéw z Czechostowacji, NRD i Wegier.



Post. Biochem., 24, 495—497 (1978).

SPRAWOZDANIA

Biochemische Analytik 78 (Zjazd)
“Analytica 78” (Wystawa)

Minchen (Monachium), 18—21 kwietnia 1978

Europejskie Zjazdy Analityki Biochemicznej (Biochemische Analytik 78) organi-
zowane sg przez Niemieckie Towarzystwo Chemii Klinicznej (Deutsche Gesellschaft
fur Klinische Chemie), Towarzystwo Niemieckich Chemikéw ze specjalnosciami
Chemii Analitycznej i Chemii Zywnosci oraz Chemii Sgdowej (Gesellschaft Deut-
scher Chemiker mit den Fachgruppen ,,Analytische Chemie” und ,,Lebensmittelchemie
und Gerichtliche Chemie”) oraz Towarzystwo Chemii Biologicznej (Gesellschaft fur
Biologische Chemie). Réwnolegle ze zjazdem juz od lat dziesieciu odbywa sie mie-
dzynarodowa Wystawa aparatury chemicznej, chemikaliéw i nowych propozycji me-
tod analitycznych pt. Analytica 78.

Przewodniczacym tegorocznego Zjazdu byt Prof. Dr. Dr. J. Bittner z Instytutu
Chemii Klinicznej w Hanowerze, a sekretarzem Dr. Rosemarie Vogel z Uniwersytetu
w Monachium.

W programie Zjazdu odbyty sie 4 posiedzenia gtdwne. Na kazdym z nich wygto-
szono po 4 referaty plenarne. Na przed- i popotudniowych posiedzeniach w réznych
sekcjach wygtoszono bardzo wiele komunikatéw, zwtaszcza z takich dziedzin, jak:

— analityka substancji tkankowych oraz substancji obcych w materiale biologicznym,

— analityka farmaceutyczna, toksykologiczna i mikros$ladéw ciat czynnych w ma-
teriale biologicznym,

— nowe metody optyczne, spektrofotometryczne, spektrometrii masowej,

— metody immunologiczne, enzymatyczne, immunoradiologiczne,

— nowe metody chromatograficzne z uwzglednieniem chromatografii powinowactwa,

— badania procesu krzepniecia krwi,

— zastosowanie mikro i ultramikrometod w réznych dziedzinach analizy chemicznej.

W ramach Zjazdu odbyto sie Sympozjum na temat analizy sktadnikéw sladowych
wystepujacych w rozmaitych materiatach. Moderatorami posiedzenia okragtego stotu
byli Prof. W. Fresenius (Wiesbaden) i Prof. G. Tdlg (Schwébisch Gmund). Tematem
wiodgcym tego Sympozjum byto pytanie: w jaki sposob uzyska¢ mozna najbardziej
efektywne i rzetelne wyniki w analizie sktadnikéw $ladowych w odniesieniu do roz-
dzielania i oznaczania pierwiastkéw i zwigzkéw m.in. na przykitad organicznych ciat
czynnych wystepujacych w materiale biologicznym. W referatach przedstawiono opisy
nowych odpowiednio czutych metod analitycznych np. z zastosowaniem elektrod jono-
selektywnych, z zastosowaniem chromatografii gazowej chelatow, —a takze mozli-
wosci i graniczne czuto$ci tych metod w zastosowaniu ich w réznych dziedzinach nauk
przyrodniczych m.in. w chemii zywnos$ci i w analizie klinicznej. Wykazano, ze umie-
jetnosci analityczne w zakresie wykrywania i oznaczania sktadnikéw $ladowych (naj-
czesciej w ilosciach ppb tj. 1ng na 1 kg badanego materiatu) sg koniecznym warun-
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kiem wtasciwego rozpoznania zagadnien dotyczacych ochrony Srodowiska i przyrody.
Prof. Baltes (Berlin Zach.) referowat zagadnienia oznaczania $ladowych zanieczyszczen
w produktach zywnosciowych, a Prof. Ballschmiter (Ulm) rozwazat problem roz-
przestrzeniania sie i utrzymywania si¢ w wodzie, glebie i powietrzu mikroilosci sktad-
nikow produkowanych na Swiecie chemikaliow.

Na Zjezdzie dziataty takze zespoty dyskusyjne oraz Zebrania Ekspertéw z réznych
specjalnosci (np. European Quality Control Working Group, moderator D. Laue,
Kdln).

W ramach Zjazdu zorganizowano grupy szkoleniowe tzw. Praktika. Przeprowa-
dzone kursy dotyczyty zagadnien:

— immunoenzymatycznych (R. Haeckel i M. Oellerich z Hanoweru),

— immunoradiologicznych (R. Friedel i I. Trautschold z Hanoweru),
— zastosowania elektrod jonoselektywnych (K. Cammann i H. L. Schmidt z Mo-
nachium),

— zastosowania mikrokalorymetrii (H.-J. Hinz i H. Wiesinger z Regensburga).
W obstudze kurséw szkoleniowych Praktika braty udziat liczne firmy produkujace
aparature wraz z zespotami fachowcow np.: Behringwerke A. G. Marburg, Boeringer
Mannheim, E. Leitz Wetzlar, LBK Instrument Minchen, C. Zeiss Oberkochen i inne).
Potgczenie obu imprez: Europejskiego Zjazdu Analityki Biochemicznej oraz nie-
zwykle bogatej wystawy Analytica 78 wykazato nieodparcie, ze postep wiedzy w dzie-
dzinie analizy chemicznej réznego rodzaju materiatu, zwigzany jest SciSle z witasci-
wym postepem w dziedzinie budowy odpowiedniej aparatury i produkcji selektyw-
nych i czystych odczynnikéw. Ocena jednakze osiggnie¢ analitycznych, uzyskiwanych
za pomoca coraz doskonalszych technik i aparatury, leze¢ zawsze bedzie w gestii
dobrze przygotowanego, rzetelnego i krytycznego chemika-analityka.

M. A. Smoczkiewiczowa

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

Miedzynarodowe Sympozja ,,Flavins and Flavoproteins” zainicjowane przez Hugo
Theorella i E. C. Slatera w 1965 roku (Amsterdam) odbywajg sie od tego czasu w za-
sadzie co trzy lata w gronie badaczy zapraszanych przez Komitet organizacyjny.
Podobnie jak w przypadku poprzednich Sympozjéw (Amsterdam 1965, Nagoya 1967,
Durham 1969, Konstanz 1972 oraz San Francisco 1975) do udzialu zaproszono za-
réwno przedstawicieli najsilniejszych osrodkéw jak i autoréw najciekawszych prac
badawczych w zakresie szeroko pojmowanej tematyki flawinowej. W obradach wzieto
udziat 120 uczestnikéw, z czego az 73 z Japonii, 23 z USA, 22 z Europy (w tym autor
sprawozdania jako jedyny przedstawiciel krajow socjalistycznych) oraz po jednym
z Nowej Zelandii i lzraela.

Komitet Organizacyjny w skiadzie: P. Hemmerich (RFN), H. Kamin, V. Massey,
T. P. Singer (USA), C. Veeger (Holandia), Y. Miyake, T. Nakamura, K. Yagi, T. Yama-
no (Japonia) pod przewodnictwem tego ostatniego zaproponowat tematyke obrad
w uktadzie nie odbiegajagcym w istotny sposéb od przyjetego na poprzednim Sym-
pozjum (w nawiasach ilosci referatow):

Chemiczne aspekty dziatania flawin, analogi koenzyméw (5), analogi substratéw (4),

Aktywacja tlenu uzalezniona od flawoproteidow (8),

De- i hydrogenacja uzalezniona od flawoproteidéw (7),
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Flawiny kowalentnie zwigzane (6),

Reaktywne produkty posrednie flawoproteidéow (6),

Oddziatywania biatka — flawiny (7),

Fizykochemia flawin (9),

Chemia flawoproteidéw (6),

Metabolizm i biosynteza flawin (6),

Flawoproteidy ztozone (6),

Flawoproteidy w uktadach oksydaz o mieszanych funkcjach (8).

Obrady odbywaly sie w formie posiedzen plenarnych, na ktérych uczestnicy
przedstawiali referaty z reguty 20-minutowe (tacznie z dyskusjg). Liczne przerwy
umozliwialy kontynuowanie dyskusji w kuluarach. Ten bardzo tradycyjny sposéb
organizacji obrad, zréwnujacy szanse wszystkich uczestnikéw, utrudnit jednak dy-
skusje w czasie sesji, tym bardziej, ze nieoczekiwanie na Sympozjum nie przybyli
T. C. Bruice i P. Hemmerich dynamizujacy zwykle przebieg obrad.

Wsérdd przedstawionych prac przewazaly kontynuacje tematéw z bardzo wyraznie
zaznaczajacag sie tendencjg do wypetniania luk w dotychczasowych opracowaniach.
Szczegdlnie duzo uwagi poswiecono chemiczno-strukturalnym aspektom aktywnosci
flawin i flawoproteidow, co znalazto swéj wyraz w sporej ilosci prac poswieconych
fizykochemicznym wtasnosciom izoalloksazyn (i alloksazyn) w tym takze 5-deaza
i 1-deaza. Do ciekawszych nalezy zaliczy¢ réwniez wyniki prac nad biosyntezg flawin
oraz wstepne dane dotyczgce lokalizacji flawin w tréjwymiarowej strukturze biatek
i prawdopodobnych struktur wystepujacych w centrach aktywnych.

Komitet Organizacyjny dzieki zainteresowaniu pracami Sympozjum instytucji
rzadowych, fundacji oraz przemystéw chemicznego i farmaceutycznego, zgromadzit
Srodki pozwalajace na pokrycie uczestnikom kosztéw pobytu i odbycie obrad w luk-
susowym Rokko Oriental Hotel malowniczo potozonym na szczycie géry Rokko nad
zatokg Osaka—Kobe. Przepiekne otoczenie, spokéj i skuteczna izolacja od wielko-
miejskich osrodkéw pozwolity uczestnikom na skoncentrowanie sie na problematyce
Sympozjum w czasie obrad i nieformalnych dyskusjach.

Materiaty Sympozjum zostang wydane do konca biezagcego roku. Prof. V. Massey
podjat sie organizacji kolejnego Sympozjum w Ann Arbor (USA) za trzy lata.

J. Koziot



VIl ZJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA DIAGNOSTYKI LABORATORYJNEJ

15— 17 wrzesien 1979 Szczecin f

ADRES ORGANIZATOROW: ZAKLAD BIOCHEMII KLINICZNEJ INSTYTUTU CHOROB
WEWNETRZNYCH POMORSKIEJ AKADEMIlI MEDYCZNEJ, 70-111 SZCZECIN, AL. POWSTAN-
COW WLKP. 72, TELEFON: 82-12-51.

Komunikat nr 1

VIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej odbedzie
w Szczecinie w dniach od 15—17 wrze$nia 1979 r. Tematem Zjazdu bedzie ,,OPTYMA-
LIZACJA BADAN LABORATORYJINYCH W PROCESIE DIAGNOZY”. Temat Zjazdu
rozwijany bedzie w nastepujgcych sesjach problemowych:

1) Laboratoryjne badaiya screeningowe — istota — technika — przydatno$¢ spo-

teczna.

2) Standaryzacja metod laboratoryjnych.

3) Wiarygodno$¢ badan laboratoryjnych i metody kontroli jakosci badan.

4) Modele matematyczno-statystyczne w diagnostyce laboratoryjnej.

5) Diagnostyka mikrobiologiczna.

6) Diagnostyka laboratoryjna w ostrych schorzeniach uktadu krazenia.

7) Badania laboratoryjne w diagnostyce gastroenterologicznej.

8) Diagnostyka laboratoryjna zaburzeh hemostazy.

9) Toksykologia Kkliniczna.

10) Zaburzenia gospodarki wodno-elektrolitowej i kwasowo-zasadowej.

11) Diagnostyka laboratoryjna zaburzen metabolicznych.

12) Metody immunologiczne i radioimmunologiczne.

13) Diagnostyka laboratoryjna schorzen watroby.

14) Diagnostyka laboratoryjna schorzen uktadu krwiotwdérczego.

Na poszczeg6lne sesje Zjazdu ztozg sie referaty problemowe i komunikaty wygta-
szane oraz przedstawiane w formie ,,posteréw” zakwalifikowane przez Komitet Nau-
kowy Zjazdu.

Wpisowe za udziat w Zjezdzie wynosi 200 zt dla cztonkéw PTDL, 250 zt dla oséb
towarzyszacych oraz 400 zt dla pozostatych czynnych uczestnikéw Zjazdu.

Osoby zainteresowane uczestnictwem w Zjezdzie proszone sg o przestanie zgto-
szenia na adres Komitetu Organizacyjnego do dnia 1 grudnia br.

sie



Post. Biochem., 24, 499—511 (1978).

RECENZIJE

Nauczanie biofizyki na stosowanych kierunkach studiow
biologicznych

Stanistaw Przestalski
Fizyka z elementami biofizyki i agrofizyki

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa, 1977, str. 555.

Ws$réd nauczajacych biochemie na Wydziatach Lekarskich, a takze na innych
wydziatach ksztatcagcych specjalistow w roznych stosowanych kierunkach biologicz-
nych, panuja dwie grupy pogladéw na pozycje i znaczenie biofizyki w «procesie
dydaktycznym. Jedni uwazajg, ze fizyka i niektére elementy biofizyki powinny by¢
wyktadane przed biochemia i fizjologig i majg stanowi¢ przygotowanie do nauczania
o molekularnych i integracyjnych podstawach funkcjonowania zywych organizmoéw.
Ma sie to przygotowanie odbywaé poprzez nauczenie fizycznych podstaw zjawisk
przyrodniczych, a takze poprzez wskazanie fizycznych metod stosowanych do badania
czasteczek chemicznych, ich przemian, oraz do badania czynnos$ci komoérek, tkanek,
narzadoéw i catych organizmdéw. Taka mniej wiecej pozycje zajmuje fizyka i biofizyka
w zamierzeniach obecnie obowigzujagcych programéw nauczania w akademiach me-
dycznych i rolniczych.

Druga grupa pogladéw na pozycje nauczania fizyki i biofizyki zaktada, ze pro-
gram nauczania fizyki w polskich szkotach $rednich jest obecnie wystarczajgcy do
tego, aby bez jego powtarzania przystapi¢ do uczenia sie biochemii i fizjologii. Nale-
zatoby wiec naucza¢ wytacznie biofizyke, bez potrzeby powtarzania podstawowych
poje¢ o fizycznej istocie zjawisk. Z tego wzgledu biofizyka mogtaby by¢ nauczana
rownolegle z biochemiag i fizjologig, lub nawet po nabyciu wiadomos$ci z tych dwéch
przedmiotéw, przy czym byloby to usciSlenie, ujecie w matematyczng posta¢ tych
zjawisk molekularnych i fizjologicznych, ktére w taki wtasnie sposob zostaty juz
przez wspotczesng biofizyke opracowane.

Podrecznik profesora S. Przestalskiego przeznaczony jest dla studentéw podda-
nych procesowi dydaktycznemu wedtug pierwszej z wymienionych koncepcji progra-
mowych, gtéwnie dla studentéw akademii rolniczych. Jednakze omawiany podrecznik
nie jest konsekwentnie podporzadkowany koncepcji przedstawienia istoty metod fi-
zycznych stosowanych wspoétcze$nie do badania czasteczek chemicznych, ich przemian,
funkcjonowania komoérek, narzadéw i calych organizméw. Znaczng wiekszo$¢ obje-
tosci ksigzki zajmuje omoéwienie poje¢ o fizycznej istocie zjawisk przyrodniczych,
a wiec to, co jest takze przedmiotem nauczania w ogo6lnoksztatcgcych szkotach $red-
nich. Problemy te sa przedstawione w sposdb opisowy i przystepny, z uzyciem raczej
skromnego aparatu matematycznego, bez wyprowadzania réwnan opisujacych prawa
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fizyczne. Tre$¢ podzielona jest na 5 czeSci, zawiera réwniez cze$¢ wstepna (krétko
ujete wiadomos$ci o wyrazaniu zaleznos$ci, o wektorach, o rézniczkowaniu i catkowa-
niu), oraz cze$¢ uzupetniajgcg, z tabelami symboli i wielkosci fizycznych, warto$ciami
wybranych statych fizycznych i matematycznych. Ksigzka jest bardzo tadnie wydana,
zawiera bardzo duzo schematéw, w znacznej mierze dwubarwnych, ktére w znako-
mity spos6b trafiaja do wyobrazni czytelnika. Kazda strona jest opatrzona tytutem
rozdziatu i podrozdziatu, na marginesie umieszczone sg barwnym drukiem wyréznione
nazwy rownan, praw i zjawisk, o ktérych jest mowa w teks$cie. Uktad graficzny
sprzyja wiec uczeniu sie z tego podrecznika, powtarzaniu materiatu przed egzaminem,
a takze wyszukiwaniu potrzebnych aktualnie czytelnikowi zaleznosci i wzoréw. Ucze-
nie sie utatwione jest takze umieszczeniem zestawu pytan i zadan na koncu kazdego
podrozdziatu.

Zapewne dlatego, ze koncepcje catej ksigzki podporzadkowano przedstawieniu
fizycznej istoty zjawisk przyrodniczych, niewiele tylko miejsca poswiecono wyjasnie-
niu istoty metod fizycznych stosowanych w badaniu zjawisk biologicznych i zrobiono
to w sposéb nie zawsze odpowiadajacy potrzebom wspoéiczesnego nauczania biochemii.
Np. na str. 190—191 opisano wprawdzie zjawisko skrecania ptaszczyzny polaryzacji
Swiatta i wspomniano o zastosowaniu polarymetrii do badah stezenia cukru, nie
wspomniano jednak o spektropolarymetrii, dyspersji optycznej rotacji (ORD) i dichro-
izmie kotowym (CD)— metodach istotnie waznych we wspdtczesnym badaniu czgste-
czek chemicznych. To samo mozna by odnie$¢ do braku wzmianki o elektronowym
rezonansie paramagnetycznym (EPR).

Niektére zjawiska biologiczne, oméwione przy r6znych okazjach w podreczniku,
takze ucierpiaty pod wzgledem S$cistosci ich przedstawienia, zapewne ze wzgledu na
nadmierne skréty. Np. przedstawianie biochemicznych podstaw procesu widzenia
jako jedynie dysocjacji rodopsyny, bez wspominania o przechodzeniu catkowicie —
trans retinalu w posta¢ 11-cis i o procesach oksydoredukcyjnych retinolu i retinalu,
nie wydaje sie dzisiaj wtasciwe, (str. 495). Podobnie trudno sie zgodzi¢ z réwnaniem
1-497 na stronie 497 majacym opisywaé proces fotosyntezy, w wiele lat po opisaniu
cyklu Calvina. Nalezatoby albo w ogdle pomingé podawanie réwnania fotochemicznej
redukcji dwutlenku wegla, albo tak je sformutowaé, azeby nie mogto sugerowac ze
produktem fotosyntezy jest formaldehyd, gdyz takie przypuszczenia wysuwano ponad
dwadziescia lat temu i okazaly sie one nieprawdziwe. Nieprawdziwe jest takze zdanie,
ze ,,...sze$¢ takich grup (—CH20) tworzy, prawdopodobnie w kilku etapach, cukier”.
Ci sami studenci, ktérzy beda korzystali z omawianego podrecznika fizyki, w ktéryms$
z nastepnych semestrow beda uczyli sie o biochemii fotosyntezy i nie powinni mie¢
wrazenia, ze biofizyczny opis tego procesu prowadzi do innych wnioskéw anizeli
biochemiczny.

W sumie jednak nalezy uzna¢ ukazanie sie podrecznika ,,Fizyki z elementami
biofizyki i agrofizyki” S. Przestalskiego za zdarzenie pomys$ine. Nauczanie tego przed-
miotu na studiach medycznych i rolniczych budzi wcigz od nowa dyskusje progra-
mowe i kontrowersje pomiedzy zwolennikami przydatno$ci tego przedmiotu w toku
dalszych studiéw. By¢ moze istnienie tego podrecznika bedzie bodZzcem do ponow-
nego rozwazania celu, jaki chcemy osiggna¢ przez nauczanie fizyki i biofizyki stu-
dentow ksztatcgcych sie w stosowanych Kkierunkach biologicznych. Dla studentow
akademii rolniczych omawiana ksigzka bedzie niewgtpliwie cenng pomocg dydak-
tyczng; w pewnej mierze bedg z niej réwniez korzysta¢ studenci akademii medycz-
nych. Dla grona nauczajgcego i decydujacego o programach nauczania ksigzka ta
moze by¢ punktem wyjscia do ustalenia celu, jaki chcemy osiggna¢ przez nauczanie
fizyki na wydziatach medycznych i rolniczych.

M. Zydowo
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S. Aiba, A.E.Humphrey, N. F. Millis

Inzynieria Biochemiczna

Wydawnictwa Naukowo-techniczne, Warszawa, 1977, wydanie Il, stron 458, rycin 59,
schematow 137, tabel 49, cena 140 zi.

Ksigzka ,,Inzynieria Biochemiczna” jest polskim tlumaczeniem oryginatu angiel-
skiego z 1973 roku, Ksigzka ta powstata w pierwotnej wersji w roku 1965 i jako taka
miata réwniez pierwsze wydanie polskie w roku 1970. Wydanie to nie wytrzymato
juz jednak préby czasu i dobrze sie stato, ze do rak polskich czytelnikow trafia teraz
ttumaczenie wydania Il podrecznika, gruntownie przez autoré6w przepracowanego
i uzupetnionego.

»Inzynieria Biochemiczna” jest ksigzka adresowana w zatozeniu do szerokiego
grona czytelnikéw, nie tylko do inzynieréw pracujacych w przemys$le spozywczym
czy fermentacyjnym. Stad tez szeroki zakres omawianych zagadnien.

Pierwsze pieé¢ rozdziatow to wiasciwie skréot podstawowych wiadomosci z biologii
i biochemii organizmoéw, z ktérymi stykamy sie w procesach przemystowych (wirusy,
bakterie, pierwotniaki, grzyby). Zwraca tutaj uwage trafnie zredagowany i dobrze
napisany rozdziatl 3, poswiecony metabolizmowi drobnoustrojéw. W podrecznikach
typowo biochemicznych drogi metaboliczne drobnoustrojéow omawiane sg przewaz-
nie marginesowo i niedoktadnie, co stanowi prawdziwg zmore studentéw biochemii
réznych uczelni, gdyz temat ten czesto przewija sie przez sale egzaminacyjne. Dzieki
gruntownemu opisaniu tych zagadnien w ,Inzynierii Biochemicznej” ksigzka ta ma
szanse zdobycia sobie dodatkowego grona wdziecznych czytelnikéw. Rozdziat po-
Swiecony metabolizmowi drobnoustrojow jest zresztg réwnie wazny z punktu wi-
dzenia wtasciwego zrozumienia omawianych dalej proceséw fermentacyjnych. Cie-
kawie wytozono tez kinetyke enzymatyczng w rozdziale 4, postugujac sie szeregiem
rozwigzanych konkretnych przyktadéw obliczania parametréw kinetycznych reakcji
w zmiennych warunkach $rodowiska. Ten spos6b wyktadu nie utatwia moze w spo-
s6b dostateczny samego zrozumienia zagadnien kinetycznych, ale jest z pewnoscia
pomocny w przypadkach planowania optymalnego przebiegu konkretnej reakcji en-
zymatycznej w réznej skali (laboratoryjnej czy przemystowej) przez czytelnika o nie-
wielkim doswiadczeniu biochemicznym.

Podobnie potrzebny wydaje sie rozdziat poswiecony planowaniu i prowadzeniu
ciggtej hodowli komérkowej, wzbogacony o wywoéd teoretyczny. Konieczno$é¢ pro-
wadzenia réznego typu hodowli ciggtych wystepuje w wielu dziedzinach biologii,
niekoniecznie zwigzanych z przemystem. Coraz czesciej uzywa sie na przykiad ho-
dowli komdrkowych jako materialu doswiadczalnego w laboratoriach naukowych.
Dostepnos$é rzetelnego opisu prowadzenia takiej hodowli w polskim piSmiennictwie
fachowym nalezy wiec powitaé¢ z radoscia.

Dalsze czes$ci ,Inzynierii Biochemicznej” dajg szeroki wachlarz wiedzy tech-
nicznej z zakresu planowania i prowadzenia proceséw fermentacyjnych. Ksigzka
omawia stosowanag aparature, metody napowietrzania i mieszania ptynéw fermenta-
cyjnych, prace w warunkach jatowych, metody przenoszenia wynikéw hodowli ze
skali laboratoryjnej czy pot-technicznej na skale przemystowg, sposoby wyodreb-
niania produktéw fermentacji czy wreszcie nowoczesne metody pomiaréw i regulacji
warunkéw panujacych w $rodowisku fermentacyjnym (regulacja komputerowa). Opi-
sane sg rowniez mozliwosci uzywania opracowanej przed kilku zaledwie laty metody
enzymoéw unieruchomionych w procesach fermentacyjnych. Metoda ta znajduje coraz
szersze zastosowanie w nowoczesnym przemysle fermentacyjnym (czujniki enzy-
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matyczne, syntezy w skali przemystowej) i wcigz nie jest jeszcze w petni wykorzy-
stana. Fakt opisania tej metody w ,Inzynierii Biochemicznej” Swiadczy niewatpliwie
0 nowoczesnosci ksigzki.

Podstawowag wadg ,Inzynierii Biochemicznej” jest pewna skrétowos$¢ i czesto
powierzchowno$¢ w omawianiu zagadnieh. Liczne wzory i tabele zastepujg tu
czesto potrzebny komentarz autorski, ktéry utatwitby zrozumienie przedstawianego
problemu. Nie nalezy jednak zapominad, ze jest to ksigzka adresowana do szerokiego
1 zréznicowanego grona czytelnikéw. Jej skrétowo$¢ wynika zatem z koniecznoSci
ograniczenia objetoSci ksigzki przy jednoczesnym traktowaniu o wielu réznych za-
gadnieniach. Stosowanie licznych wzoréw zwigzane jest za$ z konieczno$cig mate-
matycznego ujecia probleméw w chwili ich rozpatrywania w ptaszczyznie zastosowan
przemystowych. Autorzy zadbali przy tym o zaopatrzenie kazdego rozdziatu w spis
literatury uzupetniajgcej i wnikliwy czytelnik moze bez trudu rozszerzy¢ potrzebng
mu w danym temacie wiedze. Dobrym pomystem byto tez umieszczenie przy kazdym
rozdziale podsumowania, w ktdrym ujete sa krotko najwazniejsze zagadnienia poru-
szone w danej partii materiatu. Utatwia to znacznie przyswojenie zawartych w roz-
dziale informacji.

Ksigzka ta ma rowniez pewng niebagatelng zalete — jest jasno i ciekawie napi-
sana. By¢ moze jest to wynik jej dobrego przettumaczenia, faktem jest jednak, ze
czytelnik otrzymuje do rgk podrecznik, ktéry go nie nudzi. To bardzo istotne.

Reasumujac, , Inzynieria Biochemiczna” to nowoczesna, wielostronna i dobrze na-
pisana ksigzka, uzyteczna i potrzebna zaréwno biologom, jak inzynierom-chemikom.
Ma tez wszelkie dane, aby staé sie tubianym podrecznikiem studentéw akademii, rol-
niczych i politechnik.

Pozostaje jedynie mie¢ nadzieje, ze naktad jej Il polskiego wydania (3500 egzem-
plarzy) okaze si¢ adekwatny do potrzeb. Staba to jednak nadzieja.

M. J. Natecz

Lipid Metabolism in Mammals
pod redakcjg F. Snydera,

Plenum Press, 1977, New York and London
tom 1— stron 402+ XVIII, rycin 40, tabel 4, cena 51 $;
tom 2— stron 390+ XVIII, rycin 37, tabel 54, cena 51 $

W ciggu kilku ostatnich lat osiggnieto znaczny postep w badaniach nad meta-
bolizmem lipidéw w tkankach ssakéw. Badania te pozwolity na wyciggniecie wnios-
ku, ze przemiany lipidowe zachodzace w réznych tkankach mimo szeregu tych sa-
mych reakcji biosyntezy i rozpadu nie moga by¢ ujete za pomoca jednego schematu.
Sktonito to redaktora do zainicjowania niniejszego wydawnictwa. Zebrany zostat
w nim materiat dotyczacy przemian zachodzacych w réznych narzadach. Poszcze-
g6lne rozdzialy tomow napisane zostaty przez znanych specjalistow, ktérzy sami
whniesli istotny wktad w badania.

Rozdziat pierwszy tomu 1 napisany przez L. M. G. van Golde’go i S. G. van den
Bergha stanowi wprowadzenie i zawiera omoéwienie gtéwnych szlakéw metabolicz-
nych wystepujacych w wielu tkankach. W rozdziale tym omdéwione zostaly zwieZle
takie zagadnienia, jak biosynteza i utlenianie kwaséw ttuszczowych, rézne drogi
biosyntezy i rozpadu fosfolipidow dwuacylowych i eterowych, biosynteza lipidow
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neutralnych i cholesterolu. Rozdziat drugi, napisany przez tych samych autoréw, oma-
wia metabolizm tkanki watrobowej. Rozdziat ten objetoSciowo najwiekszy napisany
zostal w oparciu o bardzo bogate piSmiennictwo. Sporo miejsca, oprécz biosyntezy
kwaséw ttuszczowych poswiecone zostato ketogenezie i jej regulacji. Doktadnie omoé-
wione zostaty rézne drogi biosyntezy i rozpadu fosfolipidéw. Ponadto w rozdziale
omoéwiono zagadnienie wymiany fosfolipidéw pomiedzy btonami biologicznymi,
a takze syntezy i rozpadu lipoproteidow. Dwa koncowe podrozdziaty dotyczag meta-
bolizmu cholesterolu, kwaséw z6tciowych i innych lipidéow z6tci, wptywu niektérych
lekéw na metabolizm, a takze przemian w watrobie patologicznej (fatty liver). Ko-
lejny rozdziat tomu napisany przez J. M. Johnstona pos$wiecony jest zagadnieniu
trawienia i wchtaniania lipidéw oraz przemianom metabolicznym zachodzgcym w ko-
morkach $luzéwki jelita. Szeroko oméwiony zostat szlak acylacji monoglicerydow
charakterystyczny dla tej tkanki. Nastepne cztery rozdziaty dotyczag metabolizmu
lipidowego sktadnikéw krwi. Rozdzialy te poprzedza krétkie wstepne wprowadzenie
S. B. Shoheta, ktéry jest réowniez autorem rozdziatu o erytrocytach. Dalej omoéwiony
jest metabolizm lipoproteidéw (autor J. P. Kane), krwinek biatych (autor P. Elsbach)
oraz ptytek krwi (autor D. Deykin). Kolejne rozdziaty ksigzki dotyczg metabolizmu
tkanki ttuszczowej (autor B. Shapiro), tkanki moézgowej (autor R. L. Wykle) i miednia
sercowego (autor J. R. Gilbertson). W rozdziale dotyczacym tkanki ttuszczowej gtow-
ny nacisk potozony zostal na zagadnienie rozpadu tréjglicerydow i hormonalng
regulacje lipolizy. Przy omawianiu tkanki mézgowej szeroko potraktowane zostato
zagadnienie biosyntezy i rozpadu glikosfingolipidéw. W rozdziale o metabolizmie
mie$nia sercowego gtdwny nacisk potozony zostat na proces utleniania kwaséw
tluszczowych, ktéry w tej tkance odgrywa nieposlednia role.

Tom 2 zawiera artykuty omawiajgce metabolizm lipidowy nastgpujacych narza-
doéw: ptuca (autor M. F. Frosolono), nerki (autorzy J. Tou i C. G. Huggins), narzadéw
rozrodczych (autor J. G. Coniglio), gruczotu mlecznego (autor R. R. Dils), oka (autorzy
R. M. Broekhuyse i F. J. M. Daemen), gruczotu Hardera (autor C. O. Rock) oraz
miesni szkieletowych (autor K. Waku), skéry (autor M. R. Grigor) i tkanek kalcy-
fikujacych (autor T. R. Dirksen). Z wielu poruszonych problemoéw, takie jak biosyn-
teza dwupalmitylolecytyny w tkance ptucnej czy metabolizm witaminy D3 w nerce,
sg nadal przedmiotem szczeg6lnego zainteresowania. Kilka ostatnich rozdziatow po-
Swieconych jest réznicom metabolicznym pomiedzy komoérkami zdrowymi a nowo-
tworami (autorzy T. Lee i F. Snyder), uzyciu kultur tkankowych w badaniu regulacji
metabolizmu lipidéw (autor J. M. Bailey) oraz zmianom lipidowym w czasie wzrostu
i rozwoju niektérych komoérek (autor C. A. Pasternak).

Omawiane wydawnictwo ma charakter Zrédtowy i jest na pewno bardzo przy-
datne biochemikom pracujgcym w dziedzinie biochemii lipidéw. Wydawnictwo to
mozna takze poleci¢ doktorantom, jak réwniez lekarzom interesujgcym sie przemia-
nami lipidowymi w tkankach.

Obydwa tomy wydane zostaly w ramach serii ,,Monographs in Lipid Research”,
ktorej redaktorem jest D. Kritchevsky.

J. Zborowski
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David Heinz

Quantitative Ultrastructural Data of Animal and Human Cells.

VEB Georg Thieme, 1977, Leipzig, stron 495, tabel 695, cena 1195 M

Rozw6j badan w zakresie rdéznych kierunkéw biologii komdrki pozwolit na
uzyskanie w ostatnich latach bardzo wielu danych orke$lajgcych parametry tkanek,
komorek, struktur subkomdérkowych i pozakomoérkowych. Dane te rozproszone s3g
jednak w bardzo duzej liczbie prac eksperymentalnych i tylko niekiedy cze$¢ tych
danych bywa zestawiona w obszerniejszych opracowaniach monograficznych lub
pracach przegladowych. Dobrze wiec sie stato, ze autor recenzowanej ksigzki, Pro-
fesor Heinz David z NRD podjat sie trudnej proby zebrania z przeszto 1700 publi-
kacji, pochodzacych z lat 1960—1974, takich wtasnie danych, uporzadkowania ich
i zbiorczego przedstawienia w 695 tabelach. Wzgledami wydawniczymi nalezy thtu-
maczy¢ to, ze nie objete zostaty dane z ,ostatniej chwili”, a wiec z lat 1975 i 1976.
Przydatno$¢ tego rodzaju zbioréw, bedacych ,bankiem danych” dla okreslonych
dziedzin biologii nie ulega watpliwosci.

Ksigzka, poza krotkim wstepem i wykazem stosowanych skrétéw skiada sie
z trzech rozdziatow: 1. Komoérka i jej skitadniki, 2. Substancje pozakmorkowe, 3.
Tkanki i organy. Cato$¢ uzupetniona jest bogatym zestawieniem prac zrédtowych
oraz indeksem rzeczowym.

Czes$¢ pierwsza podaje parametry morfometryczne takie jak: Srednice, powierzch-
nie i objetos¢ komodrek pochodzacych z réznych tkanek jak rowniez ilo$¢ komorek
w narzadach, czas zycia komorek, czas ich dojrzewania i wiele innych. Parametry
te dotyczg gtdwnie komdrek zdrowych, uzyskanych z organizméw roéznych zwierzat
i cztowieka. Podano tez dane okreslajace komdérki nowotworowe. W dalszym
ciggu tej czedci ksigzki autor podaje podobnego typu parametry charakteryzujace
jadra i jaderka, retikulum endoplazmatyczne rybosomy, polisomy, mitochondria,
aparat Golgiego i btony oraz lizosomy, mikrotubule, mikrofilamenty, cytoplazme
i niektére makroczasteczki. W parametrach okresélajgcych substruktury komérkowe
uwzgledniono réwniez ich zmiany spowodowane gtodzeniem, podawaniem hormo-
néw lub lekéw. W parametrach okre$lajagcych makroczgsteczki uwzgledniono takze
ich ciezar czasteczkowy.

Druga, kroétka cze$¢ ksigzki, obejmuje dane morfometryczne wyznaczone dla
bton podstawowych, elementéw kurczliwych, wiékien prokolagenu i kolagenu oraz
wystepujacych w organizmach sktadnikéw mineralnych.

Cze$¢ trzecia podaje kolejno parametry morfometryczne wyznaczone dla ele-
mentéw sktadowych watroby i przewodu zotciowego, trzustki, przewodu pokarmo-
wego, moczowego, oddechowego oraz dla uktadu czuciowego, skoéry, krwi, gruczotéow
wydzielania wewnetrznego, uktadu rozrodczego, mies$ni, uktadu krwionosnego, tkanki
tacznej, kosci i zebéw. Podano tu dane okreslajgce proporcje pomiedzy réznymi
rodzajami komoérek w danej tkance, proporcje pomiedzy organellami w komdrkach,
zmiany w okresie rozwoju organizmu, zmiany wywotane hormonalnie oraz szereg
dalszych istotnych parametrow charakterystycznych dla poszczeg6lnych ukiadow czy
narzadéw zwierzat i cztowieka. Nalezy podkres$li¢, ze dane te, podobnie jak w pierw-
szej czeSci ksigzki dotyczg gtéwnie charakterystyki tkanek i narzagdéw organizmoéw
zdrowych; ze zmian patologicznych uwzgledniono prawie wytgcznie zmiany nowo-
tworowe.

Zestawiajagc w tabele roéznorodne wyniki autor zdaje sobie sprawe, ze nie
wszystkie dane sg rownocenne i ze nie zawsze mozna je bezposrednio poréwnywac,
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chociazby ze wzgledu na réznice w metodach stosowanych w réznych pracowniach.
Z tego tez powodu podajagc literature zrédiowg sygnalizuje, tam gdzie to jest mozli-
we, stosowang w pracy metodyke (np. tabele 23, 133—142). Niektdre tabele porow-
nujg bezposrednio wyniki otrzymane przy stosowaniu réznych metod przygotowy-
wania preparatow (np. tabele 21, 46, 102, 566).

Poza tabelami zawierajgcymi wyniki uzyskane w wielu pracowniach autor po-
daje réwniez tabele, a czasem wykazy lub diagramy przejete z pojedynczej pracy
zrédtowej. Postepowanie takie uzasadnione jest unikalnoscig przytoczonych danych.

Tabele podane sg w formie przejrzystej; w niektérych tylko przypadkach dysku-
syjng sprawa pozostanie zaszeregowanie okreslonych danych do tej lub innej czesci
ksigzki. Dobrze opracowany indeks rzeczowy pozwala jednak zawsze na szybkie od-
szukanie interesujgcych czytelnika danych.

Informacje zawarte w tej ksigzce oparte sg o bogatg literature, a ponadto przej-
rzysty sposéb ich podania sprawia, ze ksigzka ta bedzie na pewno cennym Zr6diem
danych dla pracowni zajmujacych sie r6znymi badaniami w obrebie biologii i bio-
chemii komérki. W szczeg6lnosci przydatna jest ona dla histologéw i morfologéw
pracujacych w obrebie badan teoretycznych i medycznych. Jest tez cennym uzupet-
nieniem takich prac jak znane ,Biology data book” czy ,,Biochemisches Taschen-
buch”.

G. i H.- Adlerowie

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

Tom 6, Plenum Press, 1977, New York, London, str. 246, cena $ 30

Ksigzka zawiera 7 rozdzialdw, napisanych przez wybitnych specjalistéw z dzie-
dziny immunochemii i immunologii:

1) Structural studies in solution on the combining site of the myeloma protein
MOPC 315 (R. A. Dwek), 2) Isolation and structure of human histocompatibility
(HLA) antigens (M. J. Crumpton, D. Suary), 3) Differentiation antigens of the lym-
phocyte cell surface (A. F. Williams), 4) Quantitation of antibody genes by molecular
hybridization (T. H. Rabbitts, C. Milstein), 5 Complement receptors (C. Bianco,
V. Nussenzweig), 6) Induction of tumor-immune responses and their interaction with
the developing tumor (R. W. Baldwin, R. A. Robins), 7) Cytotoxic T lymphocyte
membrane components: an analysis of structures related to function (A. K. Kimura,
H. Wigzell).

W | rozdziale oméwiono wyniki badan struktury obszaréw wigzgacych w prze-
ciwciatach. W badaniach tych stosowano technike pomiaréw EPR i NMR. Omdéwiono
réwniez zastosowanie tych technik do badan mechanizmu reakcji antygen-przeciw-
ciato.

Rozdziat Il poswiecony jest badaniom antygenéw zgodnosci tkankowej (HLA)
u ludzi. Przedstawiono wyniki badan nad oczyszczeniem i badaniem struktury HLA.
Rozdziaty Ill, V i VII zawierajag omdwienie struktury bton limfocytéow i recep-

torow dla antygendéw, dopetniacza i fragmentéw Fc immunoglobulin.

Rozdzial IV poswiecony jest zagadnieniom roéznicowania si¢ przeciwciat.

W rozdziale VI przedstawiono oméwienie roli odpornosci w procesie kancero-
genezy.
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Wszystkie rozdziaty napisane sg w sposéb jasny i zaopatrzone w pismiennictwo
obejmujace najnowsze prace. Artykutly zamieszczone w ksigzce sg nie tylko bardzo
interesujace dla specjalistow, ale sa zrédiem informacji dla pracownikéw nauko-
wych z innych dziedzin: biochemikéw, chemikéw, lekarzy itd. Ksigzka jest réwniez
godna polecenia dla doktorantéw odbywajgcych studia w zakresie immunologii.

J. Lisowski

Biophysikalische Aspekte der Struktur-Dynamik und Biosynthese

der Eiweissmolekile
pod redakcjg J. Segala, A. Kalaidjiewa

Tom 2, VEB Georg Thieme, 1977, Leipzig, stron 151, rycin 78, tabel 9, cena 255 M.

Ksigzka Segala i Kalaidjiewa o aspektach biofizycznych struktury, dynamiki
i biosyntezy biatek stanowi trzeci tomik z serii i jak piszg autorzy we wstepie, nie
jest wprowadzeniem w zagadnienie budowy i funkcji biatek, lecz jest przeznaczona
dla badaczy, ktérym nie sg obce podstawowe wiadomos$ci w tej dziedzinie. Przedsta-
wione w ksigzce uogo6lnienia i hipotezy, poparte niejednokrotnie szczegétowym omoé-
wieniem dosSwiadczen prowadzacych do powstania tych hipotez, mogg stanowi¢ pod-
stawe do wnikliwych dyskusji i rozwazan. Pierwszy tomik tej serii poswiecony byt
aspektom biofizycznym reakcji immunologicznych, a wspétautorem Segala byta Lilii
Segal.

W omawianym drugim tomie przedstawione zostaly dynamiczne modele struk-
tury i ich zastosowanie do wyjasnienia probleméw biofizyki molekularnej. Autorzy
wyjasniaja powigzanie pomiedzy dynamika struktury i funkcjg biatek. W czeSci
pierwszej zostaty podane krdtkie definicje wspdlnych elementéw strukturalnych
globulin, a takze opisano mechanizm zmian konformacyjnych. Omoéwiono po-
nadto warunki jakie spetnia¢ powinien wtasciwy model struktury biatka z punktu
widzenia fizyki, chemii i biologii. Rozwazano na przykiadach konkretnych struktur
poszczegblne etapy badania struktury biatek, analize wynikéw, metody prowadzace
do uogdlnien.

Modele struktury biatek zostaty w czesci drugiej zastosowane do opisu szeregu
zjawisk i probleméw biofizycznych takich, jak reakcje immunologiczne, biosynteza
biatek, tautomeria keto-enolowa zjawisko dyspersji rotacyjnej, dychroizm Kkotowy.
Omoéwiono réwniez istote allosterycznych strukturalnych biatek.

. Kakol

Biophysikalische Aspekte der Multimolekularen Eiweisstrukturen
pod redakcjag J. Segala, A. Kalaidjiewa

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

Trzecia ksigzka serii o biofizycznych aspektach multimolekularnych struktur
biatkowych (koacerwaty, btony biologiczne, wtdkno) omawia najwazniejsze zagadnie-
nia zwigzane z budowga i funkcjg wieloczgsteczkowych struktur biatkowych. Omoéwio-
no wzajemne oddziatywania pomiedzy biatkami oraz biatek z wodg, podstawy struk-
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turalne momentéw dipolowych w biatkach, charakter wigzan biatek i jonéw. Bardzo
szeroko opisano fizykochemiczne wtasnosci koacerwatoéw, zagadanienia fizykoche-
miczne zwiazane z powstawaniem bton biologicznych. Duzo uwagi poswiecono omo-
wieniu zmian strukturalnych bton biatkowo-lipidowych oraz ewentualnych mecha-
nizmoéw transportu elektrolitow i nieelektrolitéw. Ostatnie rozdziaty ksigzki poswie-
cone sg biatkom tworzacym widékna i ich funkcjom biologicznym. Rozwazano takze
mozliwo$¢ rekonstytucji niektdrych submolekularnych struktur biatkowych. Ksigzka
stanowi interesujgca lekture dla biochemikéw i biofizykéw. Autorzy starali sie szcze-

g6lnie doktadnie oméwi¢ zagadnienia dyskusyjne zostawiajac czytelnikowi ocene
stusznos$ci pogladdow.

. Kakol

Immobilized enzymes and proteins
pod redakcjg T. Ming Swi Changa

Tom 1 i 2, Plenum Press, 1977, New York, London, str. t. 1— 428, t. 2— 359, cena
t. 1—44508%, t. 2— 47,40 $.

Zainteresowanie unieruchomionymi enzymami wywodzi si¢ w istocie — jak podaje
Chang w przedmowie — od zdania sobie sprawy, ze badanie kinetyki reakcji enzy-
matycznych przeprowadza sie w warunkach, odbiegajacych od istniejgcych in vivo—
stosuje sie bowiem rozcienczone ich roztwory. Podjete w celach badawczych préby
unieruchomienia enzymoéw staly sie réwniez poczatkiem, rozwinietych w niewiele lat
p6zniej, badan dotyczacych ich praktycznego wykorzystania.

Recenzowana pozycja jest pierwszym zrodtowym opracowaniem, dotyczacym bio-
medycznego zastosowania unieruchomionych enzymoéw i innych biatek. Wspdtautora-
m i— poza Changiem — jest 40 wybitnych znawcéw zagadnienia.

Tom | zawiera dwa dziaty. Pierwszy — opracowany z mys$lg o tych, ktérzy nie
zetkneli sie¢ z omawianym zagadnieniem, zawiera w 6 rozdziatach podstawowe wia-
domosci na temat sposobéw unieruchamiania biatek i stanowi znakomite wprowa-
dzenie do lektury dalszych 18 rozdziatéw (dziat drugi) ujetych tytutem ,Doswiad-
czalne zastosowanie unieruchomionych biatek i enzyméw w terapii”. Wstepny roz-
dzial tego dzialu poswiecono racjonalnym podstawom oraz strategii stosowania
znieruchomionych enzyméw w terapii, opartym o znajomos$¢ molekularnych mecha-
nizméw dziatania enzyméw oraz molekularnego podtoza miejscowych czy ogélno-
ustrojowych zmian patologicznych. Tematem czesci dalszych rozdziatow jest stoso-
wanie w doswiadczalnej terapii péiprzepuszczalnych mikrokapsutek lub liposomoéw
jako nos$nikéw enzymow i innych biatek, czy wreszcie stosowanie erytrocytéw ,obta-
dowanych” enzymami” To zréznicowanie form unieruchamiania enzyméw ma na celu
umozliwienie im docierania do odpowiednich miejsc ustroju. W pozostatych rozdzia-
tach omoéwiono zastosowanie wymienionych form unieruchomionych enzyméw w le-
czeniu roznych schorzen takich jak np. genetycznie uwarunkowane niedobory enzy-
matyczne, czy w obnizaniu poziomu mocznika przez podanie mikroinkapsulowanej
ureazy, czy usuwanie w stanach zdéittaczkowych bilirubiny krazacej w kompleksie
z albuming na zasadzie wiekszego powinowactwa do albuminy unieruchomionej
w zelu agarozowym. W rozdziale poswigeconym sztucznej nerce i detoksyfikatorom,
przedstawiono réwniez aparature stosowang w klinikach. W czesci kohcowej tego
dziatlu omoéwiono perspektywy leczniczego zastosowania reaktoréw enzymatycznych
oraz ewentualng role enzyméw w rozwoju nowego rodzaju zrédet energii do zasilania
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rozrusznikéw secowych. Niemal we wszystkich rozdziatach podkreslono réwniez
trudnosci, ograniczajace mozliwosci szerszego zastosowania praktycznego immobili-
zowanych zwigzkéw. Wigza sie one badz z witasciwoéciami enzymoéw, no$nikdw unie-
ruchamiajacych, badz z brakiem sprecyzowania charakteru zaburzenia molekularnego
lezgcego u podstaw danego schorzenia.

W tomie drugim pierwszy dzial poswiecono wykorzystaniu unieruchomionych
enzymow i innych biatek w diagnostyce i profilaktyce, drugi perspektywom zastoso-
wania unieruchomionych zwigzkéw w réznych dziedzinach biochemii i medycyny.
Zastosowanie w diagnostyce — to przede wszystkim automatyczne i pétautomatyczne
systemy analityczne spotykane coraz czeSciej w réznych laboratoriach. Dalsze przy-
ktady — to zastosowanie w diagnostyce immunologicznej, wykorzystanie immuno-
adsorbentéw zwigzanych z enzymami, czy tez immunoadsorpcja antygenu B wiruso-
wego zapalenia watroby. Omdwiono réwniez mozliwosci kolejnego uruchamiania
enzymow (przez zastosowanie otoczek rozpuszczajacych sie w réznym czasie) do ba-
dania proces6w wieloenzymatycznych, odpowiadajacych kolejnosci etapéw w szlaku
metabolicznym. Metode te wykorzystuje sie takze przy szczepieniach ochronnych
unikajagc w ten sposéb koniecznosci dwu- lub trzykrotnych wstrzykniec.

Propozycja oznaczania produktéw enzymatycznych oparta na wykorzystaniu
spektrometrii masowej i unieruchomionych enzymoéw wydaje sie by¢ obiecujaca
metodg ze wzgledu na szybkos$¢ oznaczania, czuto$é, swoisto$¢ i zuzywanie minimal-
nych iloSci materiatu. Potencjalne mozliwo$ci zastosowania tej metody to stany
zagrazajace zyciu, a wymagajace szybkiego ustalenia rozpoznania.

W czeéci poSwieconej perspektywom oméwiono mozliwo$ci miniaturyzacji sztucz-
nych narzadéw, wykorzystanie specjalnych ukitadéw enzymatycznych jako wzmac-
niaczy stabych sygnatéw, jak réwniez zastosowanie i perspektywy uzycia immobili-
zowanych, wieloetapowych uktadéw enzymatycznych w biochemii. W tym ostatnim
przypadku istotng sprawa staje sie zagadnienie najbardziej ekonomicznego wykorzy-
stywania kofaktoréw ze wzgledu na ich znaczny koszt. Jedng z proponowanych form
jest wprowadzenie dodatkowego immobilizowanego ukiadu enzymatycznego regene-
rujagcego kofaktor. W dalszych rozdziatach oméwiono kolejno mozliwoséci wykorzy-
stania terapeutycznego immobilizowanego plazminogenu, potencjalne mozliwosci
stosowania w analityce enzyméw zamknietych w rurach nylonowych oraz perspek-
tywy zastosowania leczniczego ptynnych usieciowanych polimerdw enzymatycznych.

Na podkres$lenie zastuguje przejrzysty i logiczny sposéb przedstawiania zagadnien.
Obszerne pismiennictwo na koncu kazdego rozdzialu umozliwia dalsze pogiebianie
wiadomosci. Bogato ilustrowana tres¢ oraz staranna szata graficzna podnosza jeszcze
bardziej warto$¢ tego wydawnictwa, ktéore moze by¢ cennym zrédtem wiadomosci dla
kazdego, kogo ta mtoda i nowa dziedzina zainteresuje.

I. Namystowska

Principles of Enzymatic Analysis
Red. H. U. Bergmeyer przy wspdtpracy K. Gawehn,

Verlag Chemie, 1978, Weinheim, New York, XI1I+260 stron, 99 rycin, 30 tabel,
cena 44 DM.

Recenzowana ksigzka jest ogélnym wprowadzeniem do uprzednio wydanych pod
redakcjg H. U. Bergmeyera czterech toméw ,,Methods of Enzymatic Analysis”. Cho¢
stanowi ona w pewnym stopniu rozszerzenie dwu rozdziatéw z | tomu ,,Methods of
Enzymatic Analysis”, zawiera jednakze wiele nowych informacji istotnych dla wspét-
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czesnego biochemika-enzymologa. Sam autor pisze we wstepie, ze powodowany
powszechnag tendencjg do standaryzacji metod biochemicznych, szczegélnie chemii
klinicznej, ujednoliceniem nomenklatury jednostek, a przede wszystkim mozliwoscia
optymalizacji rutynowych metod biochemicznych zdecydowat sie na wydanie ,,Prin-
ciples of Enzymatic Analysis” jako oddzielnej ksigzki.

Ksigzke (zawierajacg pie¢ rozdziatdw) mozna podzieli¢ na trzy czeSci— pierwsza
przedstawiajgcag teoretyczne podstawy enzymologii, drugg — opisujaca typowe wspot-
czesne techniki stosowane w badaniach biochemicznych (enzymatycznych), trzecig —
obrazujaca sposoby opracowywania otrzymanych danych eksperymentalnych (wraz
z elementami statystyki).

Cze$¢ pierwsza jest napisana w sposéb niezwykle przejrzysty i zwarty. Kazde
teoretyczne rozwazanie poparte jest zwykle kilkoma przyktadami praktycznymi, co
dodatkowo podnosi warto$¢ ksigzki i pozwala zrozumie¢ zawarte w niej tresci nie
tylko biochemikom, ale takze innym specjalistom zwiazanym tylko posre'3hio z bio-
chemia.

Szczego6lnie interesujaco przedstawia sie czes¢ druga ilustrowana wieloma zdje-
ciami, schematami i wykresami. Jest ona bardzo przydatna szczegdlnie studentom
stawiajacym pierwsze kroki w laboratorium biochemicznym.

Cze$¢ trzecia przedstawia nie tylko statystyczne sposoby opracowania uzyska-
nych danych eksperymentalnych, ale takze pokazuje w jaki sposéb nalezy planowacé
eksperymenty w zakresie enzymologii i przedstawiaé uzyskane rezultaty w spos6b
jasny i przejrzysty.

Ksigzka uzupeiniona jest dwoma zatgcznikami zawierajagcymi zasady nomenkla-
tury enzymoéw i wykaz jednostek stosowanych w enzymologii w uktadzie SI.

Ze wzgledu na wszechstronnos¢ i zwiezto$¢ opracowania, ksigzke te nalezy poleci¢
wszystkim biochemikom — zaréwno pracownikom nauki jak i studentom. Wydaje sie
tez celowe przettlumaczenie omawianej ksigzki na jezyk polski.

M. Balinska

Discriminative Stimulus Properties of Drugs
pod redakcjg Harbans Lala

Tom 22 w ramach serii Advances in Behavioral Biology, Plenum Press, 1977, New
York, London, stron 239, cena $ 27

Ksigzka stanowi zbiér prac experymentalnych zawartych w 10-ciu rozdziatach.
W pracach tych autorzy omawiaja zdolno$¢ zwierzat do ro6znicowania substancji
farmakologicznych w testach stosowanych do badahn nad zachowaniem sie zwierzat.
Takie podejscie do badania witasciwosci srodkéw farmakologicznych ma pionierski
charakter.

W poszczeg6lnych rozdziatach omoéwiono wtasciwosci takich $rodkéw farmako-
logicznych jak: $rodki narkotyczne o dziataniu przeciwboélowym; antagonisci srodkow
narkotycznych o dziataniu przeciwbdlowym; alkohol i $rodki hamujace o$rodkowy
uktad nerwowy; benzodwuazepiny i barbiturany; $rodki zwiekszajgce aktywno$é
psychomotoryczng; marihuana; halucynogeny; nikotyna.

Autorzy starajg sie rozstrzygnag¢, ktére z wyzej wymienionych $rodkéw mozna
traktowaé¢ jako bodzce w reakcjach warunkowych. Jest to podejScie nowatorskie;
dotad bowiem uwazano, ze tylko $Swiatlo, dzwiek, pokarm, szoki elektryczne moga
stanowi¢ bodZce w stosowanych testach behawioralnych.

6 Postepy Biochemii
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Kazdy rozdziat poprzedza jasny wstep teoretyczny, a wyniki prac poparte sa
dobra dokumentacjg. Uktad ksigzki jest przejrzysty a omawiane artykuly uzupetniajag
sie wzajemnie, co umozliwia czytelnikowi tatwe wyrobienie poglagdu na wyniki prac
przedstawionych w omawianej monografii. Niewatpliwg zaletg ksigzki jest to, ze
zawiera bogaty wykaz najnowszej literatury omawianego przedmiotu.

Ksigzka ta powinna zainteresowac specjalistow z wielu dziedzin takich jak: psy-
chologia, psychiatria, farmakologia i fizjologia.

M. Wéjcik

Cell Differentiation in Microorganisms, Plants and Animals
red. L. Nover i K. Mothes

VEB Gustav Fischer Verlag, 1977, Jena, stron 639, rycin 193, cena 54 M.

W kwietniu 1976 roku odbyto sie w Reinhardsbrunn w Turyngii, NRD, Miedzy-
narodowe Sympozjum poswiecone zagadnieniom réznicowania komoérek mikroorga-
nizmoéw, roslin i zwierzat. Peiny tekst referatéw przedstawionych przez wybitnych
specjalistow wydany zostat w postaci obszernej, starannie wydanej ksigzki.

W recenzowanej ksigzce zawarto najnowsze osiggniecia w dziedzinie réznicowa-
nia komorek ze szczegdlnym uwzglednieniem badan molekularnych. Kazda z prac
zawartych w ksigzce przedstawia takze perspektywy i nakresla kierunki dalszych
badan.

Ksigzke mozna podzieli¢ na dwie czesci, z ktérych pierwsza obejmuje zagadnienia
dotyczace specyficznej regulacji ekspresji genéw, druga — zagadnienia dotyczace gtow-
nych aspektéw rdéznicowania komoérkowego. Omdwione tu zostaty m.in.: organizacja
chromatyny (J. Bonner), mechanizmy regulacji transkrypcji (z uwzglednieniem dzia-
tania hormonoéw) (J. Kruh), proces powstawania mRNA (G. P. Georgiev i wsp.),
procesy translacji (H. Bielka) i postranslacji (P. Bornstein i wsp.) oraz zjawisko
degradacji biatek regulatorowych i enzymatycznych (P. Bohley i wsp.).

Jako przyktad skomplikowanego procesu réznicowania komoérek przedstawiono
mechanizm transkrypcji mnozacego sie w komdrkach Escherichia coli bakteriofaga X
i oméwiono przyjete obecnie modele struktury i dziatania genéw — promotoréw, ope-
ratoréw i terminatoréw oraz regulacji replikacji DNA (W. Szybalski), mechanizm
regulacji powstawania nowych wiruséw na drodze indukcji biatek (E. Kellenberger).
Natomiast pewne aspekty morfogenezy komérek eukariotycznych oméwiono na przy-
ktadzie roéznych stadiéw rozwojowych $luzowca — Dictyostelium discoideum
(J. M. Ashworth), komoérek nowotworowych myszy (B. Mintz). PoSwiecono tez wiele
miejsca zagadnieniom syntezy i aktywnosci enzymow w réznych fazach cyklu komaér-
kowego, komérek Saccharomyces cerevisiae (H. O. Halvorson) i Schizosaccharomyces
pombe (J. M. Mitchison). Omoéwiono tez syntezy enzymoéw bakteryjnych (B. Magasa-
nik) i zmiany adaptacyjne enzymoéw watroby ssakdéw w czasie rozwoju (O. Greengard)
oraz zmiany aktywnosci enzymow rdéznicujgcych sie komérek roslinnych (J. G. Scan-
dalios). Inne prace omawiaty regulacje syntezy globiny w procesie erytropoezy
(S. Rosenthal i wsp.), regulacje syntezy bialek zapasowych w nasionach roslin stragcz-
kowych (D. Boulter).

Ostatni rozdziat ksigzki poswiecony jest biogenezie i transformacji organelli
komérkowych. Omoéwiono tu udziat biatek kurczliwych — tubuliny i aktomiozyny —
w komorkowych procesach morfogenetycznych (K. E. Wohlfarth-Bottermann), zmiany
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strukturalne i funkcjonalne jadra komorkowego ssakdéw podczas réznicowania ko-
moérek (W. Bernhard).

Ksigzka jest bogato ilustrowana, a kazdy z referatéw opatrzony obszernym spi-
sem pismiennictwa.

W sumie nalezy stwierdzi¢, ze ksigzka ta stanowi istotng pozycje w biezgcej
literaturze naukowej i wielu biologow zainteresowanych molekularnymi mechaniz-
mami réznicowania komérek bedzie do niej czesto zagladac.

Dai duy Ban
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KOMUNIKAT

Enzymy wielopostaciowe

Enzymy o formach wzajemnie przemiennych, oraz enzymy ulegajgce nieodwracalnej
modyfikacji proteolitycznej i innej.

Opracowano na podstawie dokumentu Komisji Nomenklatury Biochemicznej IUPAC—
IUB: Nomenclature of multiple forms of enzymes. Recommendations 1976, opubliko-
wanego w J. Biol. Chem., 1977, 252, 5939—5941.

Dokument Komisji Nomenklatury Biochemicznej IUPAC—IUB z 1971 r. na temat
enzymow wielopostaciowych zostat ostatnio rozszerzony i uzupetniony. Poniewaz
przepisy, dotyczace stownictwa izoenzymoéw i genetycznych wariantdw enzymoéw nie
ulegly zmianie (patrz: Polskie Stownictwo Biochemiczne. Red. A. Morawiecki, PWN,
Warszawa 1974, str. 173), podajemy obecnie jedynie nowe zalecenia, omawiajace
terminologie enzyméw, ulegajacych odwracalnej i nieodwracalnej modyfikacji ko-
walencyjnej.

I. Mianownictwo enzyméw o formach wzajemnie przemiennych (interconvertible
enzymes).

Zaleca sie nastepujace definicje wzajemnego przejscia (interconversion) oraz en-
zymow, podlegajacych takiemu przejsciu:

1. Za enzym o formach wzajemnie przemiennych uwaza sie taki, ktéry wyste-
puje conajmniej w dwu S$cisle okreslonych formach, powstajacych w biologicznych
warunkach drogg kowalencyjnej modyfikacji bocznych tancuchéw reszt aminokwa-
sowych. Definicja ta nie obejmuje kowalencyjnych modyfikacji, zachodzacych jako
przejsciowe etapy procesu katalitycznego.

2. Przejscie wzajemne zachodzi zazwyczaj drogag enzymatyczng, na co nalezy
przedstawi¢ dowody. W przypadku form rézniacych sie obecnoscig, lub brakiem most-
kow S—S kataliza enzymatyczna nie zawsze ma miejsce.

Zaleca sie stosowanie nastepujacej reguty w okre$laniu form wzajemnie prze-
miennych:

3. Na okreslenie form wzajemnie przemiennych nalezy przed nazwg enzymu
umiesci¢ nastepujace oznaczenia: o- (original) na okreslenie formy niezmodyfikowa-
nej (wyjsciowej, zawierajgcej niezmodyfikowang reszte aminokwasowg), oraz m- (mo-
dified) na okreslenie formy zmodyfikowanej. W przypadku enzyméw wzajemnie
przemiennych, zawierajacych wigzania dwusiarczkowe, forme —SH oznacza sie za
pomoca o-, za$ forme S—S jako m-.

4. Enzymy oligomeryczne, zawierajace dwie lub wiecej podjednostek, ulegajg-
cych modyfikacji (formy hybrydowe), mozna oznacza¢ za pomocg odpowiednich liter
o i m, po ktérych nastepuje w dolnej frakcji liczba, okre$lajgca ilo$¢ podjednostek
danej formy, na przyktad on, on-im, on- 2mz, oma-i, ran.
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5. W przypadku, gdy podjednostkowy skitad hybrydu nie podlega okreslonej
stechiometrii, ale stanowi wypadkowa mieszaniny oligomeréw o rdéznej stechiometrii
podjednostkowej, nalezy to okresli¢ za pomocg poziomej kreski, umieszczonej nad
literami. Na przyktad, syntetaze glutaminowga, sktadajgca sie z 12 podjednostek, ade-

nylowang w 10 procentach mozna opisa¢ jako 010,8" 1,2- Rodzaj i liczbe grup zwiaza-
nych kowalencyjnie mozna okresli¢ notatkg w nawiasie, umieszczong po nazwie
enzymu, na przyktad (4P), lub (12AMP).

6. Réznice w aktywnosci poszczegdlnych form enzymu mozna oznaczy¢ za pomoca
liter, umieszczonych po nazwie enzymu: ,,a” na okre$lenie formy aktywnej i ,,b” na
okreslenie formy nieaktywnej lub mniej aktywnej.

Przyktady zalecen 3—6
a. Syntetaza glutaminowa

Forma niezmodyfikowana, o Forma zmodyfikowana, m

0 (lub o01)-syntetaza glutaminowa Ilub m (lub rai)-syntetaza glutaminowa,
o-syntetaza glutaminowa a m-syntetaza glutaminowa b, lub m-syn-
tetaza glutaminowa (12AMP)

Formy przejsciowe

obm6-syntetaza glutaminowa (sktad okreslony)

obmé6-syntetaza glutaminowa (6AMP) (sktad nieokreslony)
b. Fosforylaza

Forma niezmodyfikowana, o Forma zmodyfikowana, m

o-fosforylaza, o-fosforylaza b lub o02-fo- m-fosforylaza, m-fosforylaza a, Ilub
sforylaza (dimer), o~-fosforylaza (tetra- —m-fosforylaza(4P), m2fosforylaza (di-
mer) mer), m4-fosforylaza (tetramer)

Hybrydy

om-fosforylaza (dimer)
02m2-fosforylaza (tetramer)

7. Na oznaczenie rodzaju regulacji enzymatycznej proponuje sie do stosowania
w schematach i tabelach nastepujace symbole:
Q — inhibicja (hamowanie) © — stymulacja (pobudzanie)
Q — indukcja ® — represja

Il. Mianownictwo enzyméw, podlegajacych nieodwracalnej modyfikacji proteolitycz-
nej lub innej

W warunkach biologicznych na skutek nieodwracalnej modyfikacji proteolitycz-
nej lub innej moga powstawa¢ mnogie formy enzyméw. W przypadku, gdy nieak-
tywny prekursor przeksztatca sie w aktywng(e) forme(y), zaleca sie co nastepuje:

8. Nazwe ,zymogen” lub przyrostek -ogen nalezy zachowaé na okreSlenie pre-
kursora enzymu, lub proenzymu (na przykiad trypsynogen, trypsyna; chymotrypsy-
nogen, chymotrypsyna). Jezeli wskutek modyfikacji powstaje kilka enzymoéw, mozna
je oznaczyé¢ cztonem przednim m- z dodatkiem litery greckiej w dolnej frakcji, tak
aby unikngé pomytki z liczbg podjednostek, na przyktad ma-chymotrypsyna, m”-chy-
motrypsyna.

9. W przypadku, gdy zaréwno biatko wyjsciowe, jak i forma(y) zmodyfikowana(e)
maja aktywno$¢ katalityczng, nalezy oznaczaé-je jako o- i m-, podobnie jak oznacza
sie formy wzajemnie przemienne.

Komisja Stownictwa P. T. Bioch.
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania
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numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
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lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien byé mniejszy niz
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