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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artalnik „Postępy B iochem ii” publikuje artykuły m onograficzne om aw iające  
w ąskie tem aty oraz artykuły przeglądow e referujące szersze zagadnienia z biochem ii 
i nauk pokrewnych. A rtykuły pierw szego typu w inny obejm ować syntetyczny prze­
gląd postępu w iedzy w  om awianej dziedzinie opracow any na podstaw ie p iśm ien­
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuły drugiego typu jedynie p iśm iennictw o z ostat­
niego roku lub dwu lat. K w artalnik publikuje także krótkie noty inform ujące o no­
wych i w ażniejszych osiągnięciach biochem ii. Przekazanie artykułu do Redakcji jest 
równoznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była i nie będzie publikow a­
na w  innym  czasopiśm ie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach B iochem ii”. Autorzy 
artykułu odpowiadają za praw idłow ość i ścisłość podanych inform acji. A utorów  obo­
w iązuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu  w  korekcie (poza poprawieniem  
błędów  drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obow iązują­
cych stawek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek sw ego artykułu; zam ów ienia  
na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących w skazówek:
Forma maszynopisu: m aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy nadsyłać 

w  dwu egzem plarzach. M aszynopis pow inien być napisany jednostronnie, z podwójną  
interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie może 
zaw ierać w ięcej niż 60 znaków  w  jednym  w ierszu nie więcej niż 30 w ierszy na stronie 
zgodnie z Norm ą Polską.

Układ m aszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im iona i na- 
zwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  i angielskim , w  których  
pracują autorzy, adres pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzym ywać kores­
pondencję, adres pryw atny, telefon m iejsca pracy, tytuł artykułu (w języku polskim  
i angielskim ), oraz — w  praw ym  dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, w zorów  
i tabel oraz skrót tytułu (nie w ięcej niż 25 znaków  drukarskich).

Strona tytułow a (1) im iona (w pełnym  brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ów), tytuł 
pracy w języku polskim  i angielskim , rzeczow y spis treści w  języku polskim  i angiel­
skim, tytuł naukow y autora(ów) i jego (ich) m iejsce(a) pracy, w ykaz skrótów stoso­
w anych w  pracy.

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

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały i podrozdzia­
ły, których tytuły rzeczowo w inny inform ow ać o przedstawianych treściach. R ze­
czow y spis treści publikujem y bezpośrednio po tytu le pracy. R ozdziały num erujem y  
liczbam i rzym skim i, a podrozdziały odpowiednią rzym ską i arabską (np. I-I.)- T ytu­
łów  podrozdziałów nie w ydzielonych z tekstu nie trzeba num erować. W tekście nie 
należy stosow ać żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. E w entualne sugestie  
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołów kiem  na 
m arginesie m aszynopisu. W przypadku um ieszczenia w  tekście liter alfabetu greck ie­
go należy na m arginesie w pisać ołów kiem  ich fonetyczne brzm ienie. Tabele i ryciny  
num erujem y cyfram i arabskimi a wzory rzym skim i. W tekście nie należy um ieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w  żądanym  m iejscu pozostaw ić w olny w iersz  
i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazw ie zw iązku np. kw as glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zw rócenie szczególnej uw agi na poprawność językow ą  
tekstu a także na ścisłość i jasność sform ułow ań, unikanie gw ary laboratoryjnej oraz
o niew prow adzanie do tekstu tworzonych doraźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich 
byw ają używ ane w  pracach obcojęzycznych.
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P ost. B lo c h e m ., 25, 115—117 (1979)

DO AUTORÓW I CZYTELNIKÓW

OD REDAKCJI I R ADY REDAKCYJNEJ POSTĘPO W  BIOCHEMII
\

Zbliża się do końca 25-ty tom Postępów Biochemii a z nim pierwsze 
dwudziestopięciolecie naszego kw artalnika. Jubileuszow e daty zwykle są 
okazją do reflek sji o charakterze raczej retrospektyw nym , m y zaś pragnie­
my się podzielić z naszym i Autoram i i Czytelnikam i refleksjam i dotyczą­
cymi przyszłości a nie przeszłości. Chcemy wspólnie z W ami zastanowić 
się, jaki ma być nasz kw artaln ik  w latach nadchodzących, czy taki sam 
jak dotąd, czy też należy go zmienić, i jak?

Można by tu ta j zapytać: dlaczego w ogóle rozważać potrzebę w pro­
wadzania zmian, skoro Postępy Biochemii takie, jakim i były w chwili po­
wstania, p rze trw ały  pomyślnie przez tyle lat w niezm ienionej formie. Są 
one jednym  z nielicznych czasopism przeglądowych w naszym obszarze 
geograficznym  uw zględnianych w Current C ontents ; posługują się nim 
liczne uczelnie na sam inariach studenckich i doktoranckich; krąg czytel­
ników jest szeroki i u trzym uje się na niezm ienionym  poziomie praw ie po 
początku w ydaw ania Postępów Biochemii. Ale — tempora mutantur.... 
i z nimi zm ieniają się potrzeby.

Postępy B iochem ii pow stały jako pismo, dostarczające wyczerpujących 
a jednocześnie stosunkowo zwięzłych inform acji o stanie wiedzy w róż­
nych dziedzinach biochemii. Nie ulega kwestii, że tak  m usi być również 
i w przyszłości. Założycielom Postępów Biochemii przyświecał jednak 
jeszcze jeden cel, k tó ry  — choć nigdy form alnie nie ogłoszony — nakła­
dał na redakcję poważne obowiązki i dużą odpowiedzialność: uczenie 
młodych adeptów  biochemii sposobu pisania prac naukowych. Stąd też 
tak  znaczną część artykułów  stanow iły odpowiednio przepracow ane w stę­
py do rozpraw  doktorskich i habilitacyjnych. W rezultacie w Postępach 
Biochemii przew ażały artyku ły  m onograficzne przeznaczone głównie dla 
tych, którzy chcieli się zapoznać z jakąś dziedziną biochemii, często 
w związku z podejm owaniem  nowego, czy pierwszego tem atu  pracy ba­
dawczej. Dziś jednak  ówcześni młodzi adepci biochemii, a obecnie docenci 
i profesorowie, sami schylają swoje posiwiałe skronie (lub powinni to 
czynić....) nad m niej lub bardziej udanym i m anuskryptam i swych uczniów. 
Funkcja dydaktyczna Postępów Biochemii, choć nadal nie m niej ważna, 
schodzi jednak na nieco dalszy plan nowe bowiem pojaw iają się potrzeby.

Wszędzie na świecie narastają  trudności w nadążaniu aa piśm iennict­
wem w związku z wykładniczo rosnącą liczbą publikacji coraz bardziej
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116 [21

rozproszonych w coraz liczniejszych czasopismach. U nas trudności takie 
odczuwa się tym  dotkliw iej, że biblioteki są na ogół ubogie i pogarsza się 
dostęp do czasopism a naw et wydaw nictw  zbiorczych ,,Annual Reviews...”, 
czy „Advances i n .”, Postępy Biochemii w inny łagodzić tę niebezpieczną 
dla rozwoju naszej dyscypliny sytuację w m iarę swoich możliwości. Nie 
zam ierzam y jednak odwodzić naszych A utorów  od pisania wąskotem atycz- 
nych artykułów  typu monograficznego, lecz chcem y zachęcać do pisania 
również artykułów  nieco szerzej trak tu jących  om awiane problem y, sta­
nowiących przegląd najnowszych osiągnięć w w ybranej dziedzinie. W od­
różnieniu od artykułów  m onograficznych a rtyku ły  o szerszej tem atyce 
należy, podobnie jak w „Annual Reviews...” adresować nie do czytelnika 
wchodzącego w nowy dla niego dział biochemii, lecz do biochemika, k tóry  
w danej dziedzinie już pracuje, aby mu ułatw ić herkulesow y (a może — 
jak by powiedział pesym ista — Syzyfowy) tru d  przysw ajania sobie po­
trzebnego mu piśm iennictw a. Nie mogą to być, oczywiście, proste kom pi­
lacje, lecz w ew nętrznie spójne, popraw ne językowo prace z odnośnikami 
do piśm iennictwa za ostatn i rok lub dwa lata. Wolne od gw ary laborato­
ry jnej takie artyku ły  przeglądowe cechować może język nieco bardziej 
herm etyczny niż stosow any w typowych artyku łach  m onograficznych.

We w szystkich naukach ścisłych a przede wszystkim  w naukach bio­
logicznych, obserw uje się już od szeregu la t szczególne zjawisko: z jednej 
strony  — wąska specjalizacja staje  się w arunkiem  osiągnięcia efek tyw ne­
go postępu w badaniach, z drugiej zaś — szybko narasta  współzależność 
rozwoju między różnym i pozornie odległymi dyscyplinam i wiedzy. W y­
tw arza się sytuacja konfliktow a, żeby nie powiedzieć kom pleksorodna, 
będąca przedm iotem  troski wielu czasopism (i nie tylko czasopism) na 
świecie. Pam iętając, że Postępy Biochemii są pismem biochem icznym  a nie 
ogólnonaukowym chcielibyśm y choćby anonsować naszym  czytelnikom  
różne ważne, czy naw et tylko potencjalnie ważne osiągnięcia naukowe 
w rozm aitych dziedzinach biochemii i nauk pokrew nych, za nim  zostaną 
one omówione w szerszym  artykule. Dlatego też p lanujem y utw orzenie 
w Postępach Biochemii działu pod ty tu łem  „Nowe w biochemii”. Publiko­
wać tu  będziemy krótkie, 1-2 stronicowe noty oparte na kilku zaledwie, 
ściśle ze sobą związanych publikacjach. A utor takiej noty  w inien jasno 
wyłożyć dlaczego uważa, że om awiany przez niego tem at jest w ażny 
i uczynić to językiem  prostym , dostępnym  dla' n iespecjalisty, bez pseudo- 
popularyzującej m aniery. Jest to zadanie trudne, ale — w brew  pozorom — 
przynoszące uznanie i wdzięczność czytelników. To, co nazywa się ,.cyklem 
produkcyjnym ” wydaw nictwa, a na co Redakcja Postępów Biochemii nie 
ma żadnego wpływu, sprawia, że term in ukazania się noty  w dziale „Nowe 
w biochemii” wynosić będzie 6—7 miesięcy. Robim y jednakże starania, 
aby parę not móc publikować w każdym zeszycie w czasie krótszym .

Zam ierzam y ponadto wznowić dział: Kronikę z życia Polskiego To­
warzystwa Biochemicznego i dążyć by w m iarę nadsyłanych m ateriałów ,
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[3] 117

pojaw iał się on w każdym  zeszycie. U trzym ane zostaną działy: Sprawo­
zdania i Recenzje. Postępy Biochemii od pewnego czasu otrzym ują wiele 
książek do recenzji od różnych w ydaw nictw  zagranicznych; zadziwiający 
jest fakt, że w ydaw nictw a polskie swoich książek do recenzji nigdy nie 
przysyłają. Jak  dotąd większość recenzji w naszym  kw artaln iku  m iała 
dość form alny charakter. Zam ierzam y tu  proponować pewną inowację. 
Z zazdrością bowiem można czytać — w wielu nie tylko hum anistycznych 
czasopismach — piękne nieraz obszerne recenzje oceniające na szerszym 
tle omawiane w książce zagadnienia i poglądy oraz sposób ich przedsta­
wienia. Otóż taki właśnie rodzaj recenzji, zbliżony bardziej do eseju niż 
do suchego streszczenia, chcielibyśmy częściej widzieć w Postępach Bio­
chemii. Prosim y o zgłaszanie gotowości do pisania takich recenzji z po­
daniem  tem atyki i preferow anego języka książki. A utor recenzji oprócz 
honorarium  otrzym uje oczywiście książkę na własność.

Przedstaw iliśm y nasze refleksje i w ynikające z nich propozycje. P ro­
simy o ich dyskusję oraz dalsze sugestie i wnioski — w redagow aniu bo­
wiem czasopisma niezm iennie potrzebny jest kontak t z czytelnikami. 
K w artaln ik  nasz jest wspólnym  dobrem  całej społeczności biochemicznej 
i nie może w pełni spełniać swego zadania, jeżeli Czytelnicy nie stają  się 
współtw órcam i jego program u wydawniczego.
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P o st. B lo ch e m ., 25, 119—139 (1979)

KRYSTIAN KALETHA *)

Wyznaczanie parametrów kinetycznych reakcji enzymatycznej 
przy użyciu scałkowanej postaci równania szybkości reakcji

The Evaluation of the Kinetic Constants of Enzyme-Catalysed 
Reaction with the Use of Integrated Rate Equation

Spis treści

I. W stęp
II. Scałkow ana postać rów nania szybkości reakcji enzym atycznej 
I I -1. R eakcje nieham owane przez nagrom adzający się produkt 
II-2. Reakcje ham ow ane przez nagrom adzający się produkt
II -3. Reakcje odw racalne i w ielosubstratow e
III. U w agi końcow e

Contents

I. Introduction
II. Integrated rate equation for enzym e-catalysed  reaction  
I I -1. R eactions uninhibited by the product
II-2. R eactions inhibited by the product
II -3. R eversib le and m ultisubstrate reactions
III. Concluding rem arks

I. Wstęp

W przebiegu każdej reakcji enzym atycznej wyróżnić możemy trzy, 
w yraźnie oddzielone od siebie w czasie fazy (1). Pierwsza z nich zwana 
prestacjonarną lub przejściową (transient phase) trw a bardzo krótko (kil­
ka m ilisekund) i rozpoczyna się z chwilą dodania enzymu do m ieszaniny 
inkubacyjnej. Zgodnie z klasyczną teorią Michaelisa prowadzi to do na­

*) Dr, Zakład B iochem ii, Instytut B iologii M edycznej, A kadem ia Medyczna, 
D ębinki 1, 80-211 Gdańsk

Autor uczestn iczy w  realizacji Problem u MR 11-15 01, 02 koordynow anego przez P olitech ­
n ikę W rocławską.
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120 K . K A L E T H A [2]

tychm iastowego w ytw orzenia się kom pleksu enzym -substrat (EA), k tóry  
po uprzedniej aktyw acji rozkłada się z odtworzeniem  wolnej form y enzy­
mu (E) i wytw orzeniem  produktu  reakcji (P). W fazie prestacjonarnej, 
stężenie kom pleksu EA początkowo szybko w zrasta, po czym szybkość 
jego tworzenia zostaje zrównoważona szybkością rozkładu. W tedy stężenie 
kom pleksu enzym -substrat ustala się na określonym  poziomie a szybkość 
reakcji osiąga w artość stałą — rozpoczyna się druga faza reakcji zwana 
fazą stacjonarną lub inaczej fazą szybkości początkowej (initial velocity  
phase). C harakterystyczną cechą fazy stacjonarnej jest to, że w czasie jej 
trw ania ilość w ytw arzanego w jednostce czasu produktu  (lub rozkładane­
go w jednostce czasu substratu) jest stała — zatem  w fazie tej reakcja 
enzym atyczna przebiega wedle kinetyki rzędu zerowego. Faza stacjonarna 
w przeciw ieństwie do prestacjonarnej trw a w ystarczająco długo, aby 
możliwe było dokonanie odpowiednich pom iarów szybokści reakcji bez 
pomocy technik w ym agających specjalnej apara tu ry . Z chwilą, kiedy 
stężenie zużywającego się substra tu  obniży się na tyle, że przestaje  wysy­
cać enzym, k inetyka reakcji enzym atycznej zmienia się z zerorzędowej 
na pierwszorzędową i rozpoczyna się trzeci, ostatni etap reakcji zwany fa­
zą poststacjonarną (Rye. 1).

Czas (s)

Ryc. 1. Skala czasow a reakcji enzym atycznej przebiegającej w ed le  m echanizm u  
M ichaelisa (schem at 1): k+ i =  107 M - 1 s ~ \  k - i  =  103 s-1 , k +2 =  102 s -1 , k - 2  =  0, [A]o =  
=  2 x 1 0 ~ 4 M, [E]0 =  1 0 -8 M (19).

W reakcji enzym atycznej przebiegającej wedle najprostszego, ujętego 
w schemacie 1 mechanizm u,

k+i k+2 
E +  A = = E A  —  E +  PK— i

Schem at 1
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[3] P A R A M E T R Y  K IN E T Y C Z N E  R E A K C JI 121

produkt w ytw arza się w drugim  etapie reakcji określonym  przez stałą 
szybkości k +2, a szybkość reakcji w yrażona zużyciem substra tu  w czasie 
określona jest wzorem:

(1.1) V = ^ ^ = k +J[EA].

Chwilowe stężenie kom pleksu EA determ inujące szybkość reakcji prze­
biegającej wedle schem atu 1 wyraża się różnicą szybkości jego tworzenia 
i rozkładu. M ając na względzie rów nanie zachowania masy,

(1.2) ([E]0-[EA ]) + [EA] =  [E]0

szybkość zmian stężenia kompleksu EA przedstaw ić można równaniem ,

(1.3) - ^ 1  = k+i ([E]0 — [EA]) [A] — k_i [EA] — k+2 [EA], 

skąd otrzym ujem y, że:

k+1[E]o[AJ-d[EA]/dt
(1.4) [EA] =

k+i [A] + k_i + k +2

W pierwszej, p restacjonarnej fazie reakcji stężenie kom pleksu EA 
w m ieszaninie inkubacyjnej szybko w zrasta, stąd  wzór określający jego 
stężenie, otrzym any po scałkowaniu rów nania (1.3.) ma następującą po­
stać:

( I  5) fE A l =  K 1 [E ]o [A 1 {1 ~  eXPÍ ~  ( k ł l  [A ]  +  k ~ 1 +  k ł 2 ) *1}k+i [A] + k_i + k +2

Po podstaw ieniu powyższego do zależności 1.1. otrzym ujem y rów nanie 
szybkości enzym atycznej w fazie prestacjonarnej:

.. V[A] {1 — exp [ — (k +! [A] + k_ t +  k+2)t]}
(L6) v = --------------------- k -------------------- ’

k + k i
gdzie K m =  ---- — określa tzw. stałą Michaelisa, a V =  k +2[E]0 szybkość

k+i
m aksym alną reakcji.

Zgodnie z założeniami Briggsa i H aldane’a po krótkim  czasie odpowia­
dającym  fazie prestacjonarnej w m ieszaninie inkubacyjnej dochodzi do 
ustalenia się tzw. stanu równowagi dynam icznej (steady state). W stanie 
równowagi dynamicznej chwilowe zm iany stężenia kom pleksu enzym — 
substra t są tak  niewielkie, że wobec dużej szybkości tworzenia tego kom­
pleksu uznać je można za nieistotne (k+1[E]0[A] i>>d[EA]/dt) i popełniając 
niew ielki błąd przyjąć za stałe, tzn. d[EA]/dt =  0. W tej sy tuacji w yraże­
nie w liczniku we wzorze (1.4.) upraszcza się a rów nanie szybkości reakcji 
enzym atycznej w fazie stacjonarnej przyjm ie postać:

(J7) y =  k+1k+2[E]0[A] _  V[A]
k+i [A] + k_i + k +2 K m + [A]
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Przyjęte  przez Briggsa i H aldane’a założenia istnienia stanu równowa­
gi dynamicznej stanowią podstawę do wyprowadzenia większości równań 
kinetycznych w enzymologii. Istnieje kilka równoważnych sposobów de­
finiowania w arunków  koniecznych do osiągnięcia stanu równowagi dy­
namicznej w przebiegu reakcji enzym atycznej; zawsze jednak zakłada się 
spełnienie następujących założeń (2):

a) stężenie kom pleksu pośredniego (tzn. kompleksu EA) jest stałe, lub 
co najw yżej szybkość zmian jego stężenia jest m inim alna w porównaniu 
z szybkością reakcji (tzn. d[EA]/dt *===* 0).

b) szybkość zużywania się substra tu  oraz w ytw arzania się produktu 
w czasie są jednakowe i stałe (tzn. -d[A]/dt =  d[P]/dt =  const).

c) stężenie substra tu  jest znacznie wyższe od stężenia enzymu (tzn. 
[A] >  [E]„).

Po osiągnięciu stanu równowagi dynam icznej, we wczesnym okresie 
przebiegu reakcji, kiedy aktualne stężenie substra tu  nie odbiega zbytnio 
od stężenia wyjściowego, a stężenie nagrom adzającego się produktu  jest 
jeszcze m inimalne, przyjęcie założenia: [A] =  [A]0 oraz [P]0 =  0, gdzie 
[A]o i [P]0 to odpowiednio stężenia substra tu  i produktu  w czasie t =  0, 
nie wpływa istotnie na wartość wyznaczonych param etrów  kinetycz­
nych. W późniejszym  jednak okresie przebiegu reakcji zmiany w stęże­
niu substra tu  i p roduktu  są już tak  znaczne, że założenie powyższe prze­
staje być słuszne, a stężenie kom pleksu EA w yraża się teraz wzorem:

(18) [EA] = ^+l [E]0([A]0 — [P])
k_i + k+2 + k+1([A]0 — [P])

Stąd rów nanie szybkości reakcji enzym atycznej w poststacjonarnej 
fazie jej przebiegu ma postać następującą:

(I9) y =  k +1k+2[E]o'([A]o-[P]) _  V([A]0-[P])
k_ x + k+2 + k+ x ([A]o -  [P]) Kin + [A]0 -  [P]

II. Scałkowana postać równania szybkości reakcji enzymatycznej

Równanie kinetyczne przedstaw ić można w dwu różnych postaciach
a) jako zależność w yrażającą zm iany stężenia reak tan tów  w czasie,

lub
b) jako zależność w yrażającą szybkość reakcji od zmian stężenia reak ­

tantów .
W przeciw ieństwie do chemików, którzy w swych badaniach p referu ją  

pierwszy ze sposobów opisywania badanych procesów kinetycznych, bio­
chemicy w swych badaniach wyłącznie praw ie korzystają z drugiego. 
Sytuacja ta ma swoje uw arunkow anie historyczne. P róby prostego prze­
niesienia zasad wyprow adzania rów nań kinetycznych stosowanych przy
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badaniu zwykłych, niekatalizow anych reakcji chemicznych na reakcje 
biologiczne napotkały na wiele zasadniczych trudności związanych ze 
specyfiką tych reakcji, o k tórej niewiele wiedziano w latach kiedy przy­
stępow ano do badań enzymologicznych. W ykazanie przez Michaelisa 
i M enten, że stosując pom iary początkowych szybkości reakcji trudności 
te w znacznym  stopniu można wyeliminować, spowodowało całkowite 
praw ie zarzucenie pierwszej z wym ienionych m etod badawczych. W pro­
wadzona przez tych badaczy, obecnie powszechnie stosowana metoda ba­
dań kinetycznych polega na przeprowadzaniu w w arunkach stanu rów no­
wagi dynam icznej pomiarów początkowej szybkości reakcji dla szeregu 
różnych początkowych stężeń substratu . Wyliczone początkowe szybkości 
reakcji stanow ią następnie podstawę do wyznaczenia podstawowych para­
m etrów  kinetycznych reakcji takich jak stała Michaelisa (Km) i szybkość 
m aksym alna (V), najczęściej w oparciu o różnorodne m etody graficzne 
bazujące na różniczkowej postaci rów nania szybkości reakcji (równanie

Zaletą badań przeprow adzanych w tych w arunkach jest to, że pozwa­
lają one wykluczyć z rozważań kom plikujący wpływ jaki na przebieg 
reakcji w yw ierać mogą efekty związane z nadm iernym  zużyciem się sub­
s tra tu  jak  i nagrom adzaniem  się produktu  w czasie przebiegu reakcji. Fakt 
ten, jak  również w ynikająca z pewnego schem atyzm u prostota postępo­
wania przy opracowywaniu wyników, jest główną jak  się wydaje przy­
czyną dużej popularności m etody wyznaczania param etrów  kinetycznych 
reakcji opartej o pom iar szybkości początkowych, mimo iż dla wyznaczenia 
ich w ym agana jest niekiedy znaczna liczba pomiarów. Metoda ta obarczo­
na jest jednakże pewnym i wadami, wśród których wymienić należy prze­
de wszystkim  to, że w wielu w ypadkach dokładne wyliczenie ekstrapolo-

7

O

[A] o

Ryc. 2. Zależność dokładności obliczeń  
szybkości początkowej reakcji od stop­
nia zaaw ansow ania jej przebiegu (3).

O 10 20 30 40 50 60
Postęp reakcji wyrażony w procentach 

zużycia substratu
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wanej do czasu zerowego szybkości początkowej nie jest możliwe. Aby 
otrzym ana z pom iarów doświadczalnych szybkość reakcji stanowiła dobre 
przybliżenie szybkości początkowej, zgodnie z w spom nianym i wyżej za­
łożeniami, wym aga się aby stopień zaaw ansow ania reakcji nie był zbyt 
duży. W ykazano (3), że przy stopniu zaaw ansow ania reakcji odpowiadają­
cemu 10°/o zużycia substratu , przyjęcie założenia: v =  A [A]/t, gdzie 
A [A] =  [A]0 — [A]t, obciąża wartość wyliczonej szybkości reakcji błędem 
ponad 5°/o -tow ym  (Ryc. 2). Ponadto m etoda ta zaprzepaszcza wiele do­
datkow ych inform acji jakie uzyskać można badając przebieg reakcji 
w dalszych jej stadiach. Na fak t ten  zwraca ostatnio uwagę wielu bada­
czy starając  się podkreślić znaczenie dokonania analizy kinetycznej peł­
nego przebiegu badanej reakcji enzym atycznej.

Próby w ykorzystania dla analizy kinetycznej całej krzyw ej przebiegu 
reakcji enzym atycznej idą zasadniczo w dwu kierunkach. Większość z nich 
bazuje na scałkowanej postaci rów nania szybkości reakcji, podczas gdy 
n iektóre inne (4, 5, 6) opierają się na różniczkowej jego postaci. Sposoby 
wyznaczania param etrów  kinetycznych w ykorzystujące analizę pełnej 
krzyw ej przebiegu reakcji podzielić możemy na graficzne i rachunkow e. 
Te ostatnie w ykorzystują najczęściej technikę kom puterow ą i opierają 
się na różnych m etodach rachunku num erycznego i statystyki.

I I - l .  R eakcje n ieham ow ane przez nagrom adzający się produkt

Pierw szym i, którzy w ykorzystali scałkowaną postać rów nania M ichae- 
lisa w celu wyznaczenia param etrów  kinetycznych reakcji enzym atycznej 
byli W a l k e r  i S c h m i d t  (7). Na przykładzie reakcji katalizow anej 
przez dezaminazę histydyny w ykazali oni, że rów nanie

otrzym ane w w yniku scałkowania w przedziale czasowym [t0 =  0, t] rów ­
nania (I.9.), w w arunkach kiedy przebieg reake-ji determ inow any jest je ­
dynie zużywaniem  się substratu , może być użyte do wyznaczenia stałej 
M ichaelisa i szybkości m aksym alnej bez potrzeby wyznaczania początko­
wych szybkości reakcji. Po przekształceniu rów nania (II.1.) do postaci:

widać, że rów nanie to w układzie w spółrzędnych: -j- ln [A]0/([A]„ — 
[P]

— [P])} opisuje linię prostą przecinającą oś odciętych w punkcie

o wartości rów nej V i o  nachyleniu do tej osi rów nym  — 1/Km (Ryc. 3). 
Wobec zależności: [A] +  [P] =  [A]0, rów nanie (II.1.) zapisać możemy w in­
nej, równoważnej postaci:

(II-1) Vt =  [P] + Kraln{[A]o/([A]o —[P])}

(II.2)

1
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t

Ryc. 3. W yznaczanie stałej M ichaelisa (Km) i szybkości m aksym alnej reakcji (V) na 
przykładzie reakcji hydrolizy h istydyny, katalizow anej przez dezam inazę h istydy- 
ny (7).
Różne sym b ole na w yk resie  odpow iadają różnym  czasom  inkubacji: (O) 2 godz., (A) 3 godz., 
<□) 4 godz.

(11.3) Vt =  ([A]0 -  [A]) +  K m ln ([A]„/[A]), 

skąd o trzym ujem y dalej zależność:

(11.4) =  V -  ln([Alo/[A]).

Dokonując innych przekształceń rów nania II.3. otrzym am y dwie dalsze 
zależności liniowe:

A TM  t 1 r ([A]o ~  [A]) 1 Km
V '  ln ([A ]0/[AJ) V  |_ln ([A]0/[A ])J +  V

(IL6) ([A]„ -  [A]) =  ^ [ ( [ A ] 0 - [A ] ) ]  ln([A1”/[A], +  T '

Z postaci rów nania (II.5.) widać, że w ykres zależności t/ln([A ]0/[A]) od 
([A]0 —[A])/ln([A]0/[Al) opisuje linię prostą przecinającą oś rzędnych 
w punkcie o wartości K m/V i o nachyleniu rów nym  1/V przypom inając 
tym  znany, stosowany w metodzie szybkości początkowych wykres zależ­
ności [A]/v od v. Podobnie rów nania (II.4.) i (II.6.) określają linię prostą 
w yznaczającą kinetyczne param etry  reakcji w sposób podobny jak  w zna­
nych w ykresach zależności v-r-v/[A] i l/v-r-l/[A ].

Omówione wyżej sposoby wyznaczania param etrów  kinetycznych re ­
akcji enzym atycznej przebiegającej wedle schem atu 1, są proste w kon­
strukc ji i posiadają tę zaletę, że teoretycznie um ożliw iają ich wyznaczenie
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na podstawie danych uzyskanych z jednego tylko eksperym entu. Rzeczą 
ważną przy konstruow aniu powyższych w ykresów jest nie tylko to, aby 
liczba punktów  w yznaczających linię prostą była wystarczająco duża, 
lecz również to, aby punkty  te w ybrane zostały z odpowiednio rozległego 
czasowo przedziału przebiegu reakcji.

Zwróćmy w tym  m iejscu uwagę na specyficzną postać rów nań (II.4.)— 
(II.6.). Po obu stronach każdego z tych rów nań w ystępuje zmienna [A]. 
W tej sy tuacji każdy błąd spowodowany niedokładnym  określeniem  w ar­
tości tej zmiennej powoduje, że obie współrzędne wyznaczające położenie 
punktów  na płaszczyźnie zostaną nim również obciążone, w związku 
z czym punkty  te zam iast układać się wzdłuż linii prostej układają się 
wzdłuż krzyw ej jak  to przedstaw ia rycina 4. Rycina ta ilustru je  znie­
kształcenia spowodowane niedokładnym  (obciążonym ± 2°/o błędem) ozna­
czeniem stężenia powstającego produktu  reakcji (8). Dogłębną analizę tego 
problem u przeprowadzili A t k i n s  i N i m m o  (9, 10), stosując regresję 
liniową (11) zależności: [P]/t~M /t ln (l — [P]/[A]0) w oparciu o symulowane 
dla różnych wyjściowych stężeń substra tu  krzywe przebiegu reakcji. Jed ­
nym  z ciekawszych wniosków jakie wyciągnięto na podstawie tej analizy 
było stw ierdzenie w yraźnej zależności między początkowym  stężeniem 
substra tu  a dokładnością i powtarzalnością wyliczeń szukanych param e­
trów. W yniki uzyskiw ane w w arunkach, kiedy reakcję rozpoczynano przy 
stężeniach wyższych (w przybliżeniu rów nych lub wyższych aniżeli stęże­
nie odpowiadające hipotetycznej stałej Michaelisa) były dokładniejsze 
i bardziej pow tarzalne (10).

Inny  sposób graficznego wyznaczania stałej M ichaelisa oraz szybkości 
m aksym alnej reakcji enzym atycznej, bazujący również na scałkowanej 
postaci rów nania szybkości reakcji, w którym  współrzędne jej przebiegu 
(stężenie produktu, czas) wyrażono tym  razem  ich w artościam i względny-

0,5

Ryc. 4. W pływ  niedokład­
ności w  oznaczeniu stężenia  
pow stającego produktu re­
akcji (P) na rozkład punk­
tów  na w ykresie zależności 
l / t  ln[[A]o/([A]o —[P])l '-4- 
-r- [P]/t.

2 3 4

P unkty na lin ii prostej obra­
zują idealny, n ieobciążony b łę­
dem rozkład punktów ; punkty  
układające się  na krzyw ych  
obrazują w p ływ  niedokładnoś­
ci w yn ikających  z zaw yżenia  
o 2% (krzywa górna), lub zani­
żenia o 2% (krzywa dolna) pra­
w idłow ej w artości stężenia pro­
duktu.
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mi podali K l e s o w  i B e r e z i n  (12). Jeżeli D jest dowolnym, cha­
rak terystycznym  param etrem , opisującym zachowanie się układu reagu­
jącego w czasie, np. absorbancja, to zmieniające się w czasie stężenie pro­
duktu reakcji (P) opisać można zależnością: [P] =  L(D — D0), gdzie L jest 
pew nym  współczynnikiem  a D0 i D oznaczają wartości jakie param etr D 
przyjm ie odpowiednio w początkowym i bieżącym momencie reakcji. Dla 
dwu dowolnych punktów  ti i t \  =  ti +  A na osi odciętych (Ryc. 5), gdzie

Ryc. 5. W ykres obrazujący przyrost stężenia produktu w  czasie trw ania reakcji en­
zym atycznej.
D jest dow olnym  param etrem , który zm ieniając sw ą w artość op isuje postęp reakcji (12).

A jest pewnym, ustalonym  w danym  doświadczeniu przyrostem  zmiennej 
t, znaleźć można odpowiadające im poprzez przekształcenie (II. 1.) punkty  
Di i D \ na osi rzędnych. Tak więc dla punktów  ti i t \  mamy:

t L(D1- D 0) t Km t D® — Do
1 "  ~ ~ V  + "V_ , n D00- D ?

L (P ; -P „ )  K D . - D o
*1 + A ~ v  + v  d „ ~ d ; ’

skąd otrzym ujem y, że:

A L ( P i - D 0  , Km D ^ - D i  
A = ------V------ + ^V ' " d ^ d T

W ogólności dla dowolnej pary  punktów  ti, t \  słuszna jest zależność:
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która w ykreślona w układzie: (D’i —D ^-H n ^  przedstaw ia linię
^00 — M

prostą o nachyleniu —K m/L, przecinającą oś rzędnych w punkcie VA/L 
(Ryc. 6).

Dos- Di 
' Doo—Di'

Ryc. 6. W yznaczenie stałej M ichaelisa i 
szybkości m aksym alnej reakcji na przy­
kładzie hydrolizy acetylofenyloalanylolizy- 
ny w  reakcji katalizow anej przez trypsy- 
nę (12).
Początkow e stężen ie substratu: [A]0 =  8X10—<M 
(O). A  =  150 s lub [A]0 =  4X10—4 M ( • ) ,  A. =  75 s.

D w ukrotne scałkowanie rów nania M ichaelisa prowadzi do zależności 
postaci: [A]o

2 S td[A]
(II. 8) 2 K m [A]0

— Z Lq — — 77---- r  ■

w którym  wartość liczbowa całki oznaczonej S

[A] o V ‘ V ’
[A]0

 ̂ t  d[A] podzielona
o

przez początkowe stężenie substra tu  [A]0, przy w arunku t 0 =  0, określa 
„funkcję pola”, czyli pole powierzchni pod krzyw ą zmian stężenia sub­
stra tu  (produktu) w czasie przebiegu reakcji. W ykres zależności S od stę­
żenia substratu , dla różnych w artości [A]„ jest linią prostą o nachyleniu 
1/V, przecinającą oś rzędnych w punkcie 2 K m/V. Powyższy sposób w yzna­
czania param etrów  kinetycznych reakcji enzym atycznej podany został 
przez B a n f i e l d a  (13).

G w ałtow ny rozwój techniki kom puterow ej w ostatnich latach spowodo­
wał wiele zmian w sposobach opracowywania uzyskanych z pom iarów do­
świadczalnych danych. W chwili obecnej istnieje szereg m etod dokładnego 
wyznaczania param etrów  reakcji enzym atycznej przy użyciu tej techniki. 
M etody te w ykorzystują różnorodne, oparte na rachunku  num erycznym  
i statystyce sposoby bezpośredniego rozwiązywania rów nania szybkości 
reakcji. W 1974 roku F e r n l e y  (14) ułożył program  kom puterow y dla
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Tabela 1
Porównanie dokładności obliczeń wartości stałej Michaelisa (Km) i szybkości 
maksymalnej reakcji (V) uzyskanych w wyniku przeprowadzenia analizy 
krzywej przebiegu reakcji dwiema różnymi metodami: metodą regresji liniowej

l (9) oraz metodą iteracyjną (14)
Wartości Km i V są dokładnie równe jeden (Km =  V =  1)

metoda liniowa metoda iteracyjna

[Alo Km V Km V
0,5 0,60 ±0,13 0,70 ±0,11 1,11 ±0,40 1,09 ±0,35
0,7 0,84 ±0,17 0,89 ±0,13 1,03 ±0,25 1,02±0,18
1,0 0,94 ±0,14 0,97 ±0,10 1,01 ±0,15 1,01 ±0,10
1,4 1,02 ±0,09 1,01 ±0,06 1,03 ±0,07 1,02 ±0,04
2,0 1,00 ±0,06 1,00 ±0,03 1,01 ±0,04 1,00 ±0,02

prostej, efektyw nej, iteracyjnej m etody rozwiązywania rów nania postaci 
(II.1.) Istota postępowania w tej metodzie (metoda Newtona rozwiązywania 
rów nań nieliniowych (15)) polega na w ielokrotnym  „popraw ianiu” przyję­
tych a rb itra ln ie  wartości K m i V. „Popraw ianie” to prowadzone jest aż do 
chwili, kiedy param etry  te przyjm ą wartości m inim alizujące odchylenie 
średniokw adratow e wciąż od nowa wyliczanych, kolejnych wartości s tę ­
żenia substra tu  [A] od w artości [A] znajdow anych z krzyw ej przebiegu 
reakcji. W porównaniu do m etody A t k i n s a  i N i m m o  (9) opartej 
na liniowej regresji zależności [P]/t od l / t  ln (l — [P]/[A]0) metodę Fernleya 
charak teryzu je  duża precyzja i powtarzalność wyliczeń wartości szuka­
nych param etrów  również przy stosunkowo niskich, wyjściowych stęże­
niach substra tu  (16). Tabela 1 przedstaw ia wyniki obliczeń stałej M ichae­
lisa i szybkości m aksym alnej dla reakcji enzym atycznej przebiegającej 
wedle schem atu 1 (str. 120), uzyskane po zastosowaniu obu wspom nianych 
wyżej metod.

P rosty  i efektyw ny sposób wyznaczania param etrów  kinetycznych 
z krzyw ej przebiegu reakcji przedstaw ili niedawno S h y u n - L o n g  i 
S u e 11 e r (17). Scałkowane rów nanie szybkości reakcji określone wzorem 
(II.1.) przekształcili oni do postaci identycznej form alnie z transform acją 
Line w aevera-B urke’a :

(H.9) l / v =  1/V + Km/V[A],

gdzie v =  ([A]i — [A]j)/A t jest tzw. średnią szybkością reakcji, a [A] =  
=  ([A]i — [A]j)/2 tzw. średnim  stężeniem  substra tu  w przedziale czasowym 
A t =  t i—tj. Podzielenie punktam i krzyw ej przebiegu reakcji na odpowied­
nią liczbę rów nych przedziałów pozwala wyznaczyć dla każdego z nich 
w artość v i [A] (Ryc. 7). Odwrotności tych wartości są w spółrzędnym i 
punktów  układających się zgodnie z rów naniem  (II.9.) na linii prostej
o nachyleniu K m/V i przecinającej oś rzędnych w punkcie 1/V. Błąd apro-
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130 K . K A L E T H A [12]

0

Ryc. 7. W yznaczenie w artości v oraz 
[Al z krzyw ej przebiegu reakcji en ­
zym atycznej.
[A]0 odpowiada początkowem u stężeniu sub- 
stratu a [A], stężeniu substratu w  czasie

czas t. (17).

ksym acji w ynikający z zastąpienia wartości v i [A] odpowiednio przez v 
i [A] zależy od w artości liczbowej stosunku A[A]i/[A]i. Jeżeli długość prze­
działów dzielących krzyw ą przebiegu reakcji jest tak  dobrana, że A [A ]/ 
/[A]i <C 0,3, to błąd aproksym acji jest nieisto tny (17). Uzyskane przy po­
mocy tego sposobu w yniki oznaczeń stałej M ichaelisa i szybkości m aksy­
m alnej, przeprowadzonych na przykładzie konkretnych reakcji enzym a­
tycznych (reakcja katalizow ana przez A M P-am inohydrolazę mięśnia 
szkieletowego królika oraz przez kinazę pirogronianow ą z drożdży), do­
wiodły jego dużej użyteczności praktycznej ze względu na wysoką, porów­
nyw alną z uzyskiw aną w m etodach opartych o wyznaczanie szybkości po­
czątkowych precyzję pom iaru. Praktycznie, na przykładzie reakcji ka ta ­
lizowanych przez dehydrogenazę mleczanową mięśnia szkieletowego kró­
lika oraz przez kwaśną fosfatazę bulw y ziem niaka sprawdzona została 
również użyteczność innego, opartego na analizie krzyw ej przebiegu reak ­
cji enzym atycznej m etodam i regresji nieliniowej (11) sposobu wyznacza­
nia param etrów  kinetycznych reakcji, opublikowanego ostatnio w tym  
samym  czasopiśmie (18).

II-2. Reakcje ham ow ane przez nagrom adzający się produkt

Rozważania dotychczasowe ograniczały się do szczególnego, przedsta­
wionego na schemacie 1 przypadku, w którym  o reakcji enzym atycznej 
zakładano, że w ytw arzany w trakcie jej przebiegu produkt nie wpływa 
ham ująco na proces enzym atycznej katalizy. Rozpatrzm y teraz reakcję 
enzym atyczną przebiegającą wedle m echanizm u przedstaw ionego na 
schemacie 2:

Schem at 2

http://rcin.org.pl
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w k tó rym  zakładamy, że w ytworzony w czasie reakcji produkt (P) jest 
inhibitorem  kom petycyjnym  enzymu. Równanie szybkości reakcji ma 
w tym  przypadku postać następującą:

(11.10)
d[P] V ([A ]0 - [P ])
dt Km(l + [P]/Kp) + [A]0- [ P ] ’

gdzie K p jest stałą dysocjacji kompleksu enzym -inhibitor. Po scałko- 
waniu otrzym ujem y równanie:

(II. 11) Vt = (1 -  Km/KP)([A]0 -  [A]) + Km(l -  [A]0/Kp) ln ([A]0/[A]), 

które przekształcić można w rów nanie następujące: 

t
(11-12) ln([A]0/[A]) V= ~ ( 1  -  i f f i . ) +  ^ ( 1  + [A]o/Kp).In ([A]„/[A])/ V

Z postaci tego rów nania widać, że w ykres zależności t/ln([A]0/[A]) od 
([A]„ — [A])/ln([A]0/[A]) dla różnych wartości [A]„ (przy relacji K p <  K m)

generuje rodzinę linii prostych o nachyleniu ^r ( l —K m/K p), przecinających
Km

oś rzędnych w punkcie o wartości rów nej -y- (1-V [A]0/K p). Dla każdej linii

prostej należącej do tej rodziny znaleźć można punkt odpowiadający 
w arunkow i t =  0, którego współrzędne otrzym am y wyznaczając granice

Ryc. 8. Sposób w yznaczania param etrów  kinetycznych w  przypadku kom petycyjnego  
ham ow ania reakcji enzym atycznej przez nagrom adzający się produkt.
P un k ty  na w ykresie ( • )  reprezentują dane uzyskane z sześciu  różnych, odpow iadających róż­
nym  w artościom  [A]0, krzyw ych przebiegu reakcji. Dla każdej w artości początkow ego stężenia  
substratu  [A]0, otrzym ano w artości ekstrapolow ane do zerow ego czasu reakcji (□ ) w  przecięciu  
prostych przeprowadzonych przez punkty dośw iadczalne ( • )  z odpow iednią prostą x  =  IA]„. 
P un k ty  doświadczalne w ybrano z przedziału odpow iadającego od 20 do 80"/» zaaw ansow ania  
reak cji (19).
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wyrażeń t/ln([A ]0/[A]) i ([A]0 —[A]/ln([A]0/[A]). Ponieważ: lim t/ln([A]0/
t-»0

/[A]) =  [A]0/v 0, a lim [([A]0 — [A])/ln ([A]0/[A])] =  [A]0 przeto punkt odpo- 
t->0

w iadający w arunkow i t =  0, leżący na każdej linii należącej do rodziny 
linii prostych równoległych otrzym anych dla różnych wartości [A]„, ma 
współrzędne o w artości [A]0/v 0 i [A]0 (gdzie v 0 oznacza szybkość początko­
wą reakcji) odpowiednio na osi rzędnych i odciętych (19). Linia prosta 
poprowadzona przez te punk ty  przecina oś rzędnych w punkcie K m/V 
a oś odciętych w punkcie — K m i jest nachylona do niej pod kątem  okreś­
lonym wartością 1/V. Ma ona zatem  tę samą charak terystykę co linia pros­
ta wykreślona w układzie [A]„/v0 "HA] o w metodzie szybkości początko­
wych (Ryc. 8).

Równanie (11.12.) przekształcić można w rów nania postaci:

(11.13) ([A]0 — [A])/t = [VKp/(Kp- K m) ] - [K m(Kp + [A]0)

In ([A]0/[A])/t(Kp — Km)],

(11.14) t/([A]0 -  [A]) = (Kp -  Km)/VKP + [Km(Kp 4- [A]0)/VKP]

[ln([A]0/[A])/([A]0-[A])].

Z postaci tych rów nań widać, że w ykresy zależności: ([A]0 —[A])/t od 
ln([A0]/[A])/t jak  również t/([A ]0 —[A]) od ln([A]0/[A])/([A]0 —[A]) dla 
różnych wartości [A]0 opisują rodziny linii prostych o nachyleniu odpo­
wiednio —K m (Kp +  [A]o)/(Kp — K m) i K m (Kp +  [A]0)/VKp. W analogiczny 
jak  wyżej sposób wykazać można, że punk ty  rodziny linii prostych wy-

ln([A}0/[A ])/t

Ryc. 9. W ykres zależności ([A]0—[A])/t -f- ln([A ]0/[A ])/t dla reakcji hydrolizy hydro- 
ksyam idu acetylotyrozyny katalizow anej przez chym otrypsynę.
Punkty na w ykresie  otrzym ano z siedm iu różnych, odpow iadających różnym  w artościom  [A]0, 
krzyw ych przebiegu reakcji. W ybrano je  z przedziału odpow iadającego od 20 do 80°/o zaaw an ­
sow ania reakcji (20).
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kreślonych dla różnych wartości [A]0, spełniające w arunek: t =  0, m ają 
w spółrzędne odpowiednio v„ i v 0/[A]0 oraz l /v 0 i 1/[A]0. Linie proste popro­
wadzone przez punkty  o tych  współrzędnych m ają zaś nachylenie odpo­
wiednio — K m i K m/V a przecinają oś rzędnych w punkcie V lub 1/V, 
a więc analogicznie jak  w dwu innych graficznych przedstaw ieniach li­
niowej transform acji rów nania M ichaelisa stosowanych w metodzie 
szybkości początkowej (19, 20, 21, 22).

Rycina 9 przedstaw ia wykreśloną dla reakcji hydrolizy acetylotyro- 
zynohydroksyam idu, katalizowanej przez chym otrypsynę zależność ([A]0^-
— [A ])/t-rln([A ]0/[A])/t w której to reakcji jeden z jej produktów  (acety- 
lotyrozyna) jest kom petycyjnym  inhibitorem  aktyw ności enzym atycz­
nej (20).

Nie tak  rzadko m am y do czynienia z reakcjam i enzym atycznym i prze­
biegającym i z wytw orzeniem  kilku produktów  z k tórych każdy kompe- 
tycy jn ie  ham uje aktyw ność enzym u (Schem at 3):

E + A ^ E A  — E + P 1 +  P2 +  ... +P„ 

E + P ^ E P i ;  E + P2 ^ E P 2; . . . ,

E +  Pn = = E P nK_(n + 2)
Schem at 3

Równanie szybkości reakcji ma w tedy postać (20):
n n

(11.15) Vt =  K m(l +  [A]„ 1/KBj) In ([A]0/[A]) +  ( l  -  K m £  l / K Pj)
j = l  j= l

([A]o -  [A]),

gdzie K Pi, Kp2,..... , K Pq to odpowiednie stałe dysocjacji kompleksów
utw orzonych w trakcie odwracalnego wiązania się enzym u z produktam i 
reakcji. W sytuacji tej wyznaczana stała inhibitorowa zdefiniowana jest

n

następująco: 1/KP =  V  1/KP .
j= i J

M ając do czynienia z reakcjam i przebiegającym i wedle schem atu 3 
najczęściej chodzi nam  o określenie efektu jaki na przebieg katalizy en­
zym atycznej w yw iera osobno każdy z poszczególnych produktów . Dla 
dokonania tego F o s t e r  i N i e m a n n  (20) zalecają przeprowadzanie 
pom iarów przebiegu reakcji w obecności różnych, określonych stężeń każ­
dego z produktów dodanego do m ieszaniny inkubacyjnej przed rozpoczę­
ciem reakcji. Równanie opisujące przebieg reakcji w tych w arunkach ma 
postać:

(11.16) Vt =  (1 - K m/KP)([A]0-  [A]) +  K m(l +[A]0/Kp +  [i]/K,) 

ln([A]„/[A]),
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gdzie [i] jest stężeniem  dodanego przed rozpoczęciem reakcji produktu, 
a Ki stałą dysocjacji kom pleksu enzym u z badanym  produktem  reakcji.

Podany przez B o o m a n a  i N i e m a n n a  (23) sposób wyznaczania 
param etrów  kinetycznych reakcji stanow i pewną m odyfikację sposobu 
wyżej omówionego. Po scałkowaniu w przedziale [t0 =  0, t] równania:

d[A] __ k+2[E] [A] 
dt k ;  + [A] ’ 

gdzie k'+2 =  k +2Kp/(Kp—K m), I C  =  K m(Kp +  [A]„)/(Kp- K m)
n

a Kp =  1/(X! 1/Kp ), otrzym anego po odpowiednim przekształceniu rów- 
j= i

nania 11.10. otrzym ujem y zależność postaci: 
t

(11.17) ( J[A]dt)/([A]„-[A]) = (2K ; +  [A]„)/2k;2[E] + [A]/2k;2[E].

W ykres zależności (Jj[A]dt)/([A]0 — [A]) od [A], gdzie wartość [[A ]dt wy-
o o

liczono metodą S i m p s o n a  całkowania num erycznego (15), określa 
rodzinę linii prostych o nachyleniu l/2k+ 2[E], przecinających oś rzędnych 
w punkcie (2Kró +  [A]0)/2k+2[E] dla różnych w artości [A]0. Na każdej linii 
należącej do tej rodziny istnieje punkt, którego współrzędne określone 
są przez w arunek t =  0, tzn. odpowiadający sy tuacji w której [A] =  [A]„.
W spółrzędne te znaleźć można badając granice w yrażeń opisujących osie

t
układu współrzędnych. Ponieważ lim (i [A]dt)/([A]0 — [A]) =  [A]0/( —d[A]/

t-o o
/dt) =  [A]„/v0 oraz lim [A] =  [A]„, przeto w spółrzędne punktów  leżących 

t->0

na liniach prostych o nachyleniu l/2k  + 2[E], które odpowiadają w arunkow i 
t =  0 wynoszą odpowiednio [A]0/v0 i [A]0. Linia prosta przeprowadzona 
przez te punk ty  ma nachylenie l /k + 2[E] =  1/V i przecina oś rzędnych 
w punkcie K m/K +2[E] =  K m/V a oś odciętych w punkcie — K m (Ryc. 10). 
Dysponując wartościam i Km i V, w artość K p wyliczyć można z nachylenia 
linii przeprowadzonych przez punkty  eksperym entalne (tzn. linii o nachy­
leniu l/2k  + 2[E]) oraz zależności: K p =  K m(Kró + [A ]0) /(K i ,-K m).

I I -3. Reakcje odw racalne i w ielosubstratow e

Rozważania dotychczasowe ograniczały się do najprostszego przypadku 
nieodw racalnej, jednosubstratow ej reakcji przebiegającej wedle jednego 
z przytoczonych wyżej schematów. A l b e r t y  i K o e r b e r  (24) byli 
pierwszym i, którzy zastosowali scałkowaną postać rów nania szybkości 
reakcji dla wyznaczenia param etrów  kinetycznych odwracalnej, dającej 
się ująć schem atem  4:
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Ryc. 10. W ykres zależności Jj[A]dt/([A]0- [ A ] )  -4- [A] dla reakcji hydrolizy hydroksy-

amidu tryptofanu (23).
t

W artość liczbow ą J[A]dt obliczono m etodą Sim psona całkow ania num erycznego.
0

E + A ==EX ==fE  + P

Schem at 4

reakcji enzym atycznej katalizowanej przez fum arazę. Równanie szyb­
kości reakcji przebiegającej wedle takiego schem atu ma w w arunkach 
stanu równowagi dynamicznej postać następującą:

(11.18) — d[A]/dt =  d[P]/dt =

ya vp

[A] [P] "k p "

i + ̂ l+'M ’
K a '
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gdzie Va, Vp oraz Kf„, Km to odpowiednio szybkości m aksym alne i stałe 
M ichaelisa dla obu kierunków  reakcji. Po scałkowaniu rów nanie to przyj­
m uje postać:

(11.19)
ya yp

K*T+
t =

K! [PJ- 1 + [- ^  + Kp

gdzie [P]eq to stężenie produktu  w stanie równowagi term odynam icznej 
określonej stałą równowagi:

Y _  [p]ea _  [A]o — [A]eq [P]eq _ 
eC1 [A]eq [A]eq [A]0 - [ P ]eą V*KŁ

Równanie 11.19. przekształcić można w tak i sposób, że daje się ono przed­
staw ić jako szereg potęgowy postaci:

[P]/t = a {1 + b t[l + c t(...)]}

lub

— ( l / t )  In (1 — [P]/[P]eq) =  a { l  +  p t [ l + Yt( . . . ) ] } ,

gdzie a, b, c względnie a, (3, y, to współczynniki szeregu w yrażone para­
m etram i kinetycznym i reakcji. Ekstrapolując zależność [P]/t-^-t do czasu 
zerowego, dla określonego stężenia substra tu  wyznaczyć możemy szyb­
kość początkową reakcji. Znając szybkości początkowe reakcji dla dwu 
przynajm niej stężeń substratu , wartości K m i V wyznaczyć możemy gra­
ficznie, względnie też możemy je wyliczyć z odpowiedniego wzoru (24).

Inny  sposób w ykorzystania scałkowanego rów nania szybkości reakcji 
dla wyznaczenia param etrów  kinetycznych odw racalnej, jedno i dwu- 
substratow ej reakcji enzym atycznej przedstaw ił S c h w e r  t (25). Opisana 
przez niego metoda, spraw dzona na przykładzie reakcji katalizow anej 
przez dehydrogenazę mleczanową (26) polega w ogólności na badaniu 
przebiegu reakcji dla dwu różnych wyjściowych stężeń substra tu  [A]„. 
Szukane param etry  kinetyczne (Km, V) o trzym ujem y rozw iązując układ 
dwu rów nań opisujących krzyw e przebiegu reakcji.

W m iarę postępu jaki dokonał się ostatnio w badaniach kinetycznych, 
możliwe stało się w wielu w ypadkach wniknięcie w m echanizm  badanej 
reakcji enzym atycznej. Opisano do tej pory wiele rodzajów  m echanizmów 
wedle k tórych mogą przebiegać reakcje enzym atyczne (27). Odpowiadające
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im rów nania szybkości reakcji bardzo często m ają postać złożoną. Scałko- 
waną postać rów nań szybkości reakcji dla szeregu wielosubstratowych, 
przebiegających wedle mechanizmów uporządkow anych reakcji enzym a­
tycznych wyprowadzili D a r v e y  i W i l i a m s  (28, 29). Przeprow adzo­
na przez nich kom puterow a analiza danych uzyskanych z pomiarów przy­
rostu stężeń produktów  reakcji pozwoliła ustalić czy krzyw a przedsta­
wiająca przebieg badanej reakcji odpowiada określonemu, reprezen tu ją­
cemu konkretny  mechanizm rów naniu szybkości, jak  również wyznaczyć 
param etry  kinetyczne reakcji. W yznaczenie param etrów  kinetycznych 
reakcji przebiegającej wedle m echanizm u typu Ping-Pong (am inotrans- 
feraza asparaginianowa) na podstawie analizy krzyw ej przebiegu reakcji 
m etodą regresji nieliniowej opisane zostało ostatnio przez Duggleby i Mor- 
risona (30).

•

III. Uwagi końcowe

W spomniano wcześniej, że stosując przedstaw ione w tej pracy m e­
tody w przypadku jednosubstratow ej reakcji enzym atycznej, przebie­
gającej wedle m echanizm u przedstawionego na schemacie 1, wyznaczyć 
można wartości stałej Michaelisa oraz szybkości m aksym alnej na podsta­
wie jednego tylko eksperym entu. Można by zatem  uznać, że m etody w y­
korzystujące scałkowane rów nanie szybkości reakcji są bardziej efektyw ­
ne, niż m etody oparte na oznaczaniu szybkości początkowej. Wniosek taki 
jest jednak  tylko częściowo słuszny. W badaniach kinetycznych chodzi 
nam  o to, aby param etry  kinetyczne badanej reakcji wyznaczyć możliwie 
najdokładniej.

Poszukujem y zatem  m etody precyzyjnej, dającej w yniki dokładne 
i pow tarzalne. Z kom puterow ych analiz porównawczych przeprowadzo­
nych przez N i m m o  i A t k i n s a  (16) oraz z prac innych autorów  (17, 
18) wynika, że m etody wyznaczania param etrów  kinetycznych reakcji 
bazujące na scałkowanym  rów naniu szybkości reakcji są porównywalne 
z m etodam i opierającym i się na wyznaczaniu szybkości początkowych 
reakcji zarówno jeśli idzie o dokładność jak  i powtarzalność otrzym yw a­
nych oznaczeń. Metoda iteracyjna F e r n 1 e y a (14) daje w tym  wzglę­
dzie szczególne dobre w yniki (16). W pewnych okolicznościach m etody te 
mogą być jednak zawodne. W artości param etrów  kinetycznych wyliczone 
na podstawie danych uzyskanych z jednego tylko eksperym entu mogą być 
obciążone istotnym i nieraz błędam i w ynikającym i z nieuwzględnienia:

a) u tra ty  aktyw ności enzym u w trakcie przeprow adzania pom iaru 
jako skutku pojaw iającej się denatu racji enzym u oraz

b) hamowania aktyw ności enzym u przez nagrom adzający się produkt 
reakcji.

Możliwość popełnienia błędu w ynikająca z pojaw iającej się w trakcie
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przeprowadzania eksperym entu  denaturacji enzym u ma mniejsze zna­
czenie. Jedynie enzym y w yjątkow o mało stabilne ulegają zmianom dena- 
turacyjnym  w tak  krótkim  czasie jaki jest potrzebny do przeprowadzenia 
eksperym entu. Jest to zjawisko rzadkie w szczególności wtedy, kiedy 
w arunki przeprow adzania pom iarów odpowiadają optym alnym  warunkom  
przebiegu reakcji. Przeprow adzenie pom iarów w dwu różnych stężeniach 
enzymu pozwala uchwycić wystąpienie tego błędu (19).

Znacznie częściej możemy mieć do czynienia z błędnym  oznaczeniem 
param etrów  kinetycznych reakcji enzym atycznej w ynikającym  z nie­
uwzględnienia ham ującego w pływu nagrom adzającego się produktu na 
przebieg enzym atycznej katalizy. Również i w tym  przypadku przepro­
wadzenie pom iarów w kilku stężeniach substra tu  w yjaśnia sytuację (19). 
Zatem  o ile nie m am y wystarczająco dokładnych inform acji odnośnie 
ew entualności»w ystępow ania ham owania reakcji przez nagrom adzający 
się produkt, nie wolno nam  poprzestaw ać na dokonaniu jednego tylko 
pomiaru. Najlepszym  sposobem postępowania, kiedy param etry  kinetycz­
ne wyznaczam y przy użyciu m etod w ykorzystujących pełną krzyw ą prze­
biegu reakcji jest założenie z góry możliwości popełnienia tego rodzaju 
błędu i przeprowadzenie pom iarów przynajm niej w dwu różnych począt­
kowych stężeniach substra tu  (19). Postępow anie takie nie tylko bowiem 
wykluczy możliwość uzyskania błędnych oznaczeń wartości stałej Mi- 
chaelisa i szybkości m aksym alnej reakcji, lecz także, w przypadku kiedy 
zaistnieje sytuacja określona w punkcie b), możliwe będzie jednoczesne 
wyznaczenie stałej inhibitorow ej produktu  reakcji.

Reasum ując możemy powiedzieć, że m etody wyznaczania param etrów  
kinetycznych reakcji enzym atycznej opierające się o scałkowaną postać 
rów nania szybkości reakcji są użyteczne i równie dobre jak  stosowane 
powszechnie m etody opierające się o wyznaczanie szybkości początko­
wych. Ponadto w przypadku, kiedy z powodów zasadniczych (brak do­
statecznej ilości enzymu lub substratu) liczba pom iarów musi być ogra­
niczona, m etody te mogą okazać się wręcz niezastąpione.
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I. Wstęp

Aminokwasy o rozgałęzionym łańcuchu węglowym: leucyna, walina 
i izoleucyna, syntetyzow ane przez bakterie i rośliny, są ważnym i skład­
nikam i pokarm owym i dla zwierząt. W organizmie, razem  z innym i am i­
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nokwasami stanowią m ateriał budulcow y białek, mogą powstawać z nich 
kwasy tłuszczowe o rozgałęzionym łańcuchu, albo też w wyniku degradacji 
są wprowadzane do cyklu Krebsa. C o o n i wsp. (1) badali drogę degra­
dacji tych trzech aminokwasów w tkankach ssaków i stwierdzili, że pierw ­
szymi etapam i w ich katabolizm ie są transam inacja oraz oksydacyjna de­
karboksylacja, prowadząca do utw orzenia tioestrów  koenzymu A. Następ­
nie, w serii reakcji podobnych do reakcji utleniania kwasów tłuszczowych, 
acylowe pochodne ketokwasów o rozgałęzionym  łańcuchu węglowym i ko­
enzymu A zostają przekształcone do fragm entów  dwuwęglowych (leucy- 
na) i trójw ęglow ych (izoleucyna, walina) (2, 3). Przem iany te przedstawia 
schem atycznie rycina 1.

leucyna — — *  kw as 2-ketoizokapronow y — — -  izow aleryloCoA ---------- ► acetyloCoA
\  +kw as acetooctowy

"C O ,

2-ketoglutaran glutam inian

i zol eucyna— — ► kw as 2-keto-/ł-m etylow aterianow y — -----► 2-m etylobutyryloC oA -----------.-propionyloCoA
^  + acetylo-CoA

"C O ,

2-ketog lu ta ran  glutam inian q oA 

w alina ___ .  kw as 2 -keto izow ale rianow y— --------------  izobutyryloC oA ------------- - propionyloCoA

- nh2 - co2

Ryc. 1. Katabolizm am inokw asów  o rozgałęzionym  łańcuchu w ęglow ym .

Pow stały z izoleucyny i waliny propionylo-CoA zostaje karboksylo- 
w any przy udziale karboksylazy propionylo-CoA (EC. 6.4.1.3) do m ety- 
lomalonylo-CoA (4, 5). Izom eryzacja m etylom alonylo-CoA do sukcynylo- 
CoA przebiega w dwóch etapach:
— w pierwszym  następuje racem izacja m etylom alonylo-CoA do jego op­

tycznego izomeru, katalizowana przez racemazę m etylom alonylo-CoA 
(EC. 5.1.99.1);

— w drugim  zachodzi izomeryzacja powstałego izomeru do sukcynylo- 
CoA, katalizowana przez m utazę m etylom alonylo-CoA (EC. 5.4.99.2). 
K ofaktorem  tej reakcji jest w itam ina B12 (6— 9). B rak jej powoduje

znaczny wzrost propionylo-CoA i m etylom alonylo-CoA w komórce (10), 
prowadząc między innym i do ciężkich zaburzeń neurologicznych spowo­
dowanych, jak  się wydaje, syntezą nieparzystych kwasów tłuszczowych 
z propionylo-CoA [11— 13) i syntezą kwasów tłuszczowych o rozgałęzionym 
łańcuchu węglowym z metylom alonylo-CoA (13, 14).
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Droga degradacji aminokwasów rozgałęzionych została wprawdzie 
poznana, mało jednak jeszcze wiadomo na tem at enzymów katalizujących 
oksydacyjną dekarboksylację rozgałęzionych 2-ketokwasów i regulacji 
dalszego ich katabolizm u. Szczegółowe poznanie powiązań przem ian am i­
nokwasów rozgałęzionych z innym i szlakam i m etabolicznym i może w y­
jaśnić przyczyny niektórych chorób m etabolicznych. Na przykład w ystę­
pująca u ludzi ketoam inoaciduria przejaw ia się podwyższonym poziomem 
w szystkich trzech aminokwasów o rozgałęzionym łańcuchu i ich pochod­
nych 2-ketokwasów we krw i i w moczu (15— 19). Zaobserwowano również 
in vivo  współzależność metaboliczną pomiędzy aminokwasam i rozgałę­
zionymi; na przykład wzrost ilości leucyny w diecie szczurów powodował 
w zrost zapotrzebowania tych zwierząt na izoleucynę i walinę (20).

Zaburzenia metabolizmu aminokwasów o rozgałęzionym łańcuchu 
i związanych z tym  wad m etabolicznych omówiono już obszernie w a r­
tykule  opublikowanym  w Postępach Biochemii (18). Obecnie przedstaw io­
no zagadnienia dotyczące poszczególnych etapów katabolizm u am inokwa­
sów rozgałęzionych oraz udziału produktów  degradacji tych aminokwasów 
w m etabolizmie komórkowym.

II. Katabolizm aminokwasów o rozgałęzionym łańcuchu węglowym

W badaniach na zwierzętach stwierdzono, że am inokwasy rozgałęzione 
są u tlen iane przede wszystkim  pozawątrobowo, głównie w m ięśniach 
szkieletowych (21). W ykazano bowiem w doświadczeniach in vitro, że 
izolowana tkanka mięśniowa utlenia am inokwasy rozgałęzione (22— 24), 
a perfuzja  serca i mięśni szkieletowych am inokwasam i rozgałęzionymi 
powoduje znaczny wzrost propionylokarnityny i rozgałęzionych acylokar- 
n ityn  w tych narządach (25, 26). Oznaczając szybkość transam inacji 
i oksydacyjnej dekarboksylacji rozgałęzionych aminokwasów w homoge-

Tabela 1
Transaminacja leucyny i oksydacyjna dekarboksylacja kwasu 2-ketoizokapronowego przez homo-

genaty z różnych tkanek szczura (31)

Tkanka Transaminacja 
txmole KIC/godz/g tkanki

Oksydacyjna dekarboksylacja 
¡¿mole C 0 2/godz/g tkanki

mózg 46,7 ±4,8 1,13 ±0,03
przepona 42,2 ±4,4 0,47 ±0,01
serce 72,5 ± 8 ,0 0,55 ±0,08
nerka 63,2 ±5,4 8,69 ±0,41
wątroba 5,77 ±0,56 30,1 ±1,91
mięśnie 28,1 ±1,5 0,05 ±0,01

KIĆ — kwas 2-ketoizokapronowy
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natach niektórych tkanek  szczura (27, 30, 31) i innych zwierząt (16) 
stwierdzono, że najw iększa aktyw ność transam inaz cechuje mięśnie, a na j­
większa szybkość oksydacyjnej dekarboksylacji — wątrobę.

I I - l .  Transam inacja

Przez długi czas nie wiedziano, czy transam inacja poszczególnych ami­
nokwasów rozgałęzionych zachodzi przy udziale specyficznych enzymów, 
czy też przeprowadza ją tylko jeden enzym. Wiadomo, że am inokwasy te 
ulegają szybkiej transam inacji w różnych tkankach, spośród których ner­
kę cechuje najwyższa aktyw ność transam inaz, a w ątrobę tylko około 10°/o 
tej aktyw ności (27). W roku 1966 I c h i h a r a  i K o y a m a  (28) 
i T a y l o r  i J e n k i n s  (32) niezależnie opisali enzym  z serca wieprza, 
(EC. 2.6.1.6) katalizujący transam inację w szystkich trzech rozgałęzionych 
aminokwasów. Następnie A k i i wsp. (29) stw ierdzili, że enzym ten 
w ystępuje zarówno we frakcji m itochondrialnej jak  i cytosolowej serc^i 
wieprza, jako dwa izoenzymy.

W wątrobie szczura wykazano (33) następnie dwie transam inazy, które 
mogą być rozdzielone chrom atograficznie na DEAE celulozie. Jedna 
z nich katalizuje transam inację wszystkich trzech rozgałęzionych am ino­
kwasów (Km dla leucyny 7,5X I0 ~ 4 M) w ystępuje w aktyw nościach po­
dobnych w cytosolu i m itochondriach. Druga transam inaza specyficznie 
dezam inuje leucynę (Km =  2,5XIO-2 M) i przew ażająca część jej ak tyw ­
ności znajduje się we frakcji m itochondrialnej, a tylko nieznaczna część 
w cytosolu. Zauważono, że wysokobiałkowa dieta albo podanie hydrokorti- 
zonu indukowały jedynie transam inazę leucyny w ystępującą we frakcji 
cytosolowej w ątroby (29). Ogólny schem at procesu transam inacji przed­
stawia się następująco:

Ryc. 2. Transam inacja am inokw asów  o rozgałęzionym  łańcuchu w ęglow ym .

Szybkość transam inacji a w konsekw encji i u tleniania waliny, izoleu- 
cyny i leucyny zależy od stężenia 2-ketoglutaranu jako akceptora grup 
NH2 (27, 32, 34, 35). Oprócz 2-ketoglutaranu w transam inacji akceptorem  
może być również pirogronian, gdyż w tkankach utleniających aktyw nie 
am inokwasy rozgałęzione, jak  na przykład w m ięśniach szkieletowych, 
przeponie czy sercu, rośnie zarówno poziom glutam inianu jak  i a lan iny  
(36, 37, 39).

aminokwas
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Dostępność pirogronianu wpływa na intensywność produkcji alaniny, 
ponieważ stosując dwuchlorooctan, związek ak tyw ujący dehydrogenazę 
pirogronianow ą, obserwowano spadek uw alniania pirogronianu z przepo­
ny szczura o 86% i alaniny o 45°/o (40, 41). Stosując inhibitory amino- 
tran sferazy  wykazano również, że uwolniona przez mięśnie alanina po­
w staje głównie przez transam inację pirogronianiu. Cykloseryna, inhibitor 
cytoplazm atycznej transam inacji, a szczególnie am inotransferazy alani- 
nowej, ham uje uw alnianie alaniny z mięśni w obecności waliny, g lutam i­
nianu lub glukozy odpowiednio w 60, 90 i 86 procentach (42, 43). Podobne 
dane uzyskano stosując aminooksyoctan, ham ujący m itochondrialną i cyto- 
plazm atyczną transam inację (42, 44). Dalsze badania wykazały, że jedynie 
2 -ketoglu taran  jest bezpośrednim  akceptorem  grup am inowych pocho­
dzących z rozgałęzionych aminokwasów. Pirogronian natom iast potrzebny 
jest do regenerow ania 2-ketoglutaranu z g lutam inianu przy udziale trans- 
am inazy alaninowej. Sprzężenie tych dwóch transam inacji odgrywa szcze­
gólnie ważną rolę w mięśniach. Koncepcja tak  zwanego cyklu alanino- 
wego (omówionego szczegółowiej w następnej części artykułu) ma swój 
początek właśnie w obserwacjach dotyczących współzależności dwóch 
transam inacji przedstaw ionych na rycinie 2.

Jeżeli transam inacja aminokwasów nie jest reakcją ograniczającą, ze 
względu na w ystarczającą ilość akceptora grup NH2, wówczas etapem  
lim itującym  proces degradacji może stać się szybkość oksydacyjnej de- 
karboksylacji 2-ketokwasów, zależna między innym i od aktyw ności de­
hydrogenaz aminokwasów rozgałęzionych obecnych w poszczególnych 
tkankach  (35).

II-2. Oksydacyjna dekarboksylacja

Mało jest danych dotyczących własności i specyficzności enzymu(ów), 
który(e) katalizują oksydacyjną dekarboksylację rozgałęzionych 2-keto­
kwasów. Enzym oczyszczony częściowo z w ątroby wołu katalizuje oksy­
dacyjną dekarboksylację kwasu 2-ketoizokapronowego i 2-keto-(3-metylo- 
walerianow ego (45). W artości K m obu substratów  są stosunkowo wysokie: 
3 ,5X 10-3 M i 2,5X10-8 M. Uważa się, że dekarboksylacja rozgałęzionych 
2-ketokwasów przebiega analogicznie jak  reakcje katalizowane przez 
dehydrogenazy pirogronianową i 2-ketoglutaranu ze względu na w ym a­
ganą obecność pirofosforanu tiam iny, CoASH i NAD [45, 46). Z badań 
dekarboksylacji rozgałęzionych 2-ketokwasów w ekstrak tach  w ątroby 
szczura wynikało, że pojedyńczy kompleks enzym atyczny może katalizo­
wać dekarboksylację wszystkich trzech rozgałęzionych 2-ketokwasów (30, 
47). Ostatnio P a r k e r  i R a n d l e  (48) oczyścili dehydrogenazę roz­
gałęzionych 2-ketokwasów z m itochondriów w ątroby wołu i podali jej 
kinetyczne własności. W szystkie trzy  2-ketokwasy są utleniane przez
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jeden kompleks enzym atyczny. W artości K m dla poszczególnych 2-keto- 
kwasów zaw arte są w zakresie 8— 20 mM  a V max w granicach 1,2— 2,1 
nm ola/m in/m g białka. U tlenianie każdego 2-ketokwasu jest hamowane 
przez izowalerylo-CoA (Kj w zakresie 7— 18 mM ) i NADH (Ki w zakresie 
33— 52 m-M). M aksym alną aktyw ność kom pleksu wobec kwasu 2-ketoizo- 
kapronowego uzyskano w obecności pirogronianu tiam iny ( K m =  0,35 mM , 

Mg2+ (Km =  4,2 m-M ), CoA (Km w zakresie 7— 9 mM ) i NAD (Km w zakresie 
100— 126 m-M ). W ykazano, że wszystkie trzy  rozgałęzione 2-ketokwasy 
w stężeniu powyżej 500 mM  ham ują aktyw ność kompleksu.

Oznaczenie składników  kom pleksu dehydrogenazy 2-ketokwasów roz­
gałęzionych potrzebne jest dla potwierdzenia, że jest to analogiczny kom­
pleks jak  kom pleksy dehydrogenazy pirogronianow ej i dehydrogenazy 
2-ketoglutaranu. Ze względu na to, że zaburzenia w przem ianie am inokwa­
sów rozgałęzionych leżą u podstaw szeregu chorób m etabolicznych, ważne 
jest również w yjaśnienie roli rozpuszczalnej dehydrogenazy rozgałęzio­
nych 2-ketokwasów, k tórą znaleziono we frakcji supernatan tu  w ątroby 
wołu (45, 47).

I I -3. K arboksylacja propionylo- Co A

Karboksylaza propionylo-CoA z serca świni została po raz pierwszy 
otrzym ana w krystalicznej form ie w pracow ni O c h o a (49) a jako ho- 
m ogenny p repara t białkowy z m itochondriów w ątroby  wołu (50). K arbo­
ksylaza jest enzymem  biotynowym ; na jedną cząsteczkę enzym u przypa­
dają cztery grupy biotynow e (51, 52). Ciężar cząsteczkowy enzym u z serca 
świni wynosi 697 000 (49, 52). Karboksylaza propionylo-CoA jest enzymem  
wyłącznie m itochondrialnym , w ystępującym  w m atriks (53— 55). Badania 
enzym u otrzym anego z serca świni (51, 56— 58) oraz enzym u z m itochon­
driów w ątroby wołu (59, 60) przyczyniły się do w yjaśnienia m echanizm u 
karboksylacji propionylo-CoA.

K arboksylacja ta  zachodzi w dwóch etapach:
— pierw szy etap to przyłączenie C 0 2 i utw orzenie karboksybiotyny przy

udziale ATP i kationu dwuwartościowego, k tórym  może być Mg2+ lub
M n2+.

E -b io tyna+ ATP +  HCO J = [ E -b io ty n a - C 0 2]+ A D P + P i (1)

— drugi etap to transkarboksylacja związana z przeniesieniem  grupy 
karboksylowej z kom pleksu [E -biotyna-C 02] na odpowiedni akcep­
tor, k tórym  w tym  przypadku jest propionylo-CoA.

[E-biotyna-COz] +  propionylo-CoA m etylom alonylo-CoA +  E-biotyna (2)

W etapie pierwszym  m agnez potrzebny jest do utw orzenia kom pleksu 
MgATP2-, k tóry  stanow i jeden z substratów  reakcji (52, 61), podczas gdy 
pow stający ADP jest inhibitorem  karboksylacji (Kj =  5,72 X 10-4 M) (58).
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Reakcja druga jest nie specyficzna substratow o, a szybkość transkarbo- 
ksylacji zależy od rodzaju akceptora. Jeśli akceptorem  jest acetylo-CoA 
lub butyrylo-C oA , wówczas szybkość ich karboksylacji różni się znacznie 
od szybkości karboksylacji propionylo-CoA. Vmax z propionylo-CoA, ace- 
tylo-CoA i butyrylo-C oA  wynoszą odpowiednio 1,42, 0,0147 i 0,0656 nmoli/ 
m in/m g białka (52). P rzy jm uje się, że koenzym A odgrywa rolę w wiąza­
niu substra tu  z enzymem, podczas gdy część acylowa substra tu  wpływa 
głównie na szybkość reakcji (50).

Aktyw ność karboksylazy propionylo-CoA stym ulują kationy jedno- 
wartościowe: K +, N H i, R b+, Cs+. N ajsilniej, bo 7—9 razy podwyższa 
aktyw ność karboksylazy jon K + (Km wobec jonu K + wynosi 1,5X10-3M) 
(62). W tabeli 2 przedstaw iono rozkład aktyw ności karboksylazy propio- 
nylo-CoA w różnych narządach różnych zwierząt.

Tabela 2
Aktywność karboksylazy propionylo-CoA w mitochondriach różnych 

narządów szczura, królika i świnki morskiej (55)

Aktywność karboksylazy 
propionylo-CoA 

[xmole/min/mg białka ±  SD

Szczur
wątroba 7,4 ±  1,04
nerka 9,9 ±0,71
serce 7,2 ± 1 ,4
mózg 1.4
mięśnie szkieletowe 1,1

Świnka morska . *

wątroba 10,9 ±0,45
nerka 9,0 ±0,87
serce 2,2

Królik
wątroba 6,3 ±0,45
nerka 7,3 ±1,48
serce 2,4

Owca
wątroba 10,6 ±0,61

W sercu szczura aktyw ność enzym u jest podobna do jego aktywności 
w w ątrobie, ale w sercu królika i świnki m orskiej jest ona przeszło trzy 
razy  niższa. Ta stosunkowo niska aktyw ność enzym u w sercu tych dwóch 
zw ierząt jest zastanaw iająca, gdyż m etabolizm  propionianu w sercu jest 
dość intensyw ny (25, 63) a perfuzja serca świnki m orskiej propionianiem  
powoduje znaczny wzrost poziomu produktu  karboksylacji propionianu, 
to jes t bursztynianu, oraz pow stających z niego w dalszych etapach, 
jabłczanu i asparaginianu (64).
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III. Udział aminokwasów o rozgałęzionym łańcuchu węglowym  
w metabolizmie różnych tkanek

I I I - l . Cykl alaninow y

W ostatnich latach dużo uw agi poświęcono dezam inacji aminokwasów 
rozgałęzionych i ich dalszemu metabolizmowi. Zaobserwowano, że ilość 
alaniny uw alnianej przez mięśnie szkieletowe podczas głodzenia przekra­
cza znacznie ilość, jaka w ystępuje w białkach m ięśni (65). Stwierdzono, że 
alanina jest pobierana przez w ątrobę z krwioobiegu w ilości większej niż 
inne am inokwasy (66). Aminokwas ten  bowiem jest bardzo dobrym  sub- 
stra tem  glukoneogenezy w perfudow anej w ątrobie (67, 68). F e 1 i g i wsp. 
(65) i M a l e t t e  i wsp. (67) zaproponowali „cykl alaninow y” , według 
którego alanina syntetyzow ana de novo w m ięśniu jest źródłem grup 
aminowych dla syntezy mocznika i prekursorem  szkieletu węglowego dla 
syntezy glukozy w wątrobie.

Wątroba Krew Mięsień

Alanina produkowana w m ięśniach i przenoszona przez krew  do w ątro ­
by jest tam  przekształcana do glukozy. Z kolei glukoza syntetyzow ana 
w wątrobie, dostarczana jest z krw ią do mięśni i tam  rozkładana gliko- 
litycznie do pirogronianu, z którego pow staje alanina. Cykl alaninow y 
umożliwia transport azotu do w ątroby bez wzrostu am oniaku we krwi, 
a także dostarcza substra tu  glukoneogenezy w okresach ograniczonego 
dopływu glukozy, na przykład podczas głodu. Także nadm iar kwasu m le­
kowego powstającego w m ięśniach podczas intensyw nej pracy jest tą dro­
gą przekształcany ponownie do glukozy w wątrobie. W ydaje się, że am i­
nokwasy rozgałęzione są głównym i donoram i grup NH2 do syntezy a lan iny  
w mięśniach. S tym ulacji pobierania alaniny przez w ątrobę tow arzyszy 
uw alnianie z niej rozgałęzionych aminokwasów do krw i i wzrost u tlen ie ­
nia tych aminokwasów w m ięśniach (22, 36, 66, 69). Ponadto z badań  
przepony szczura wynikało, że spośród wszystkich badanych am inokw a­

Ryc. 3. Cykl alaninow y (66).
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sów tylko leucyna, walina i izoleucyna, w stężeniach fizjologicznych, 
powodują powstawanie znacznych ilości alaniny (36). W ykazano też, że 
przepona szczura u tlenia głównie izoleucynę, leucynę, walinę, alaninę, 
aspariginian, glutam inian, natom iast utlenianie innych aminokwasów za­
chodzi w te j tkance w bardzo niewielkim stopniu (23). Ostatnio stw ierdzo­
no, że w m ięśniach donoram i grup NH2 mogą być też: cysteina, m etionina, 
seryna, treonina, glicyna, histydyna, ale udział ich (szczególnie trzech 
ostatnich) w syntezie alaniny w porównaniu z am inokwasami rozgałęzio­
nym i nie jest duży.

Cykl alaninow y nie dostarcza netto  glukozy. Zasilanie cyklu substra- 
tam i glukogennym i wymaga tworzenia się pirogronianu z niewęglowo- 
danowych prekursorow  w mięśniu. Koncepcję cyklu alaninowego rozsze­
rzyli D a v i s  i wsp. (25) włączając w ten cykl również utlenianie 2-ke­
tokwasów pow stałych w mięśniu między innym i z aminokwasów rozga­
łęzionych.

Aminokwas +  2-ketoglutaran —-2-ketokwas +  glutam inian (3)
2-Ketokwas —»jabłczan+ n C 0 2 (4)
G lu tam in ian+  pirogronian —‘2-ketoglutaran +  alanina (5)

Suma: am inokw as+  pirogronian —»jabłczan +  alanina +  n C 0 2 (6)

Utlenienie 2-ketokwasów daje wzrost ilości interm ediatów  cyklu 
Krebsa, głównie jabłczanu. W reakcji tworzenia alaniny (reakcja 5) 
2-ketoglutaran ulega regeneracji. Sum arycznie: z am inokwasu pow staje 
jabłczan, alanina i odpowiednia ilość C 0 2. D a v i s  i wsp. (25) uważają, że 
jabłczan utw orzony w ten  sposób w nadm iarze w m ięśniu jest usuw any 
przez dekarboksylującą dehydrogenazę jabłczanową (EC. 1.1.1.40) z w y­
tw orzeniem  pirogronianu:

jabłczan +  NAD(P)+ pirogronian +  C 0 2 +  NAD(P)H (7)

Sugeruje się też inną drogę powstawania pirogronianu w mięśniach. Oka­
zało się bowiem, że uwolnienie alaniny stym ulow ane przez walinę lub 
glutam inian w przeponach szczurów głodzonych było hamowane przez 
kwas 3-m erkaptopikolinowy, inhibitor cytosolowej i m itochondrialnej 
karboksylazy fosfoenolopirogronianu (EC. 4.1.1.32) (70). Jeżeli jednak 
przepony otrzym ano ze szczurów żywionych, to kwas 3-m erkaptopikoli- 
nowy nie miał ham ującego w pływu (44). Możliwe, że ty lko podczas głodu 
pirogronian powstaje przy udziale karboksylazy fosfoenolopirogronianu 
i kinazy pirogronianowej:

szczawiooctan +  GTP1̂ - -  fosfoenolopirogronian +  G D P + P i +  C 0 2 (8)

kwas fosfoenolopirogronowy +  A D P^= : kwas pirogronowy + A T P  (9)

Reakcje 4, 7, 8 i 9 przedstaw iają drogi powstawania pirogronianu w mięś­
niach ze źródeł niewęglowodanowych. Proponow any mechanizm, w po­
wiązaniu z cyklem alaninowym  (Ryc. 4), pozwala zrozumieć, dlaczego
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utlenianie propionianu w sercu daje znaczny wzrost pirogronianu, cy try ­
nianu, jabłczanu, 2-ketoglutaranu i asparaginianu (64) i w jaki sposób 
propionylo-CoA pochodzący z am inokwasów rozgałęzionych w mięśniach 
może być prekursorem  glukoneogenezy w wątrobie.

Ryc. 4. Źródła pośredników  cyklu Krebsa w  m ięśniach i usuw anie ich nadmiaru.

Głównym  jednak źródłem  alan iny  w m ięśniach jest pirogronian po­
w stający podczas glikolizy (36, 39). Nasuwa się pytanie, jaka część alaniny 
w m ięśniach pochodzi ze źródeł niewęglowodanowych. Inkubując prze­
pony z głodzonych szczurów z rozgałęzionymi am inokwasam i i U -14C 
glukozą stwierdzono, że 60—80°/o węgla w uwolnionej alaninie pochodziło 
z radioaktyw nej glukozy, 20—40°/o alaniny zatem  nie powstało z glukozy 
(36). W przeponach szczurów trzym anych na norm alnej diecie 30—60% 
alan iny  pochodziło z glukozy, a reszta ze źródeł niewęglowodanowych. 
Podobny wzrost syntezy alaniny, to jest około 50°/o, z izoleucyny i w aliny 
w obecności glukozy uzyskali G o l d s t e i n  i N e w s h o l m e  (39) 
oraz C h a n g  i G o l d b e r g  (89).

Głównym źródłem energii w m ięśniach są glukoza i kwasy tłuszczowe; 
jednak  pom iary utlenienia tych substratów  nie pokryw ały całkowitego 
zużycia tlenu przez tę tkankę. Biorąc pod uwagę powyższe dane oraz 
wartości dotyczące uwolnienia alaniny, ty rozyny oraz całkow ite zużycie 
tlenu  przez mięsień szkieletowy człowieka obliczono, że utlenianie am i­
nokwasów rozgałęzionych może być odpowiedzialne za dostarczenie m ięś­
niom około 14% energii (36). Należy również zwrócić uwagę na fakt, iż 
zaburzenia katabolizm u am inokwasów m ają ważne reperkusje  m etabo­
liczne. Dzieci, u których stw ierdzono zaham owanie katabolizm u rozgałę­
zionych aminokwasów na etapie oksydacyjnej dekarboksylacji (ketoam i- 
noaceduria), m ają poziom alaniny we krw i 3— 5 razy niższy w porów naniu
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z dziećmi zdrowymi. Również pomimo norm alnego poziomu insuliny we 
krw i często cierpią na hipoglikemię (36).

Pozostaje spraw ą nierozwiązaną, jaka część 2-ketokwasów pochodzą­
cych z aminokwasów rozgałęzionych jest utleniania w komórce mięśnio­
wej, a jaka zostaje uw alniania z m ięśni do krwi. Z jednej strony  istnieje 
bowiem pogląd, że są one w stosunkowo m ałym  stopniu uw alniane do 
krw i (22, 71), z drugiej zaś strony w ydaje się, że w pew nych w arunkach 
może następować względnie znaczny wzrost ich poziomu we krw i i w tym  
przypadku 2-ketokwasy są metabolizowane w w ątrobie (31). W ykazano, 
że po inkubacji przepony szczura z leucyną następuje duże nagrom adzenie 
kwasu 2-ketoizokapronowego w środowisku inkubacyjnym . Stwierdzono 
też po podaniu szczurom pokarm ów zaw ierających dużo aminokwasów 
rozgałęzionych znaczny wzrost poziomu rozgałęzionych 2-ketokwasów 
w osoczu (31). Łącznie ze znanym i danymi, że hom ogenaty lub izolowane 
m itochondria z w ątroby szczura aktyw nie u tlen iają  każdy z trzech roz­
gałęzionych 2-ketokwasów (17, 45, 72, 73), w ydaje się, że przy wzroście 
podaży rozgałęzionych aminokwasów w ątroba odgrywa istotną rolę 
w oksydacyjnej dekarboksylacji rozgałęzionych 2-ketokwasów.

III-2. G lukoneogeneza

Na tem at udziału aminokwasów rozgałęzionych w glukoneogenezie 
wiem y stosunkowo niewiele i, co więcej, dostępne dane nie są zgodne. 
Propionylo-CoA, będący pośrednikiem  przem ian kilku aminokwasów sta­
nowi substra t glukoneogenezy, co wykazano w skraw kach kory nerk i (74)
i perfudow anej w ątrobie szczura (68, 75). Stwierdzono, że glukoneogeneza 
z propionianu w skraw kach w ątroby szczura jest o 30% niższa niż z a la­
n iny  i około 2,5 raza niższa niż z pirogronianiu (68). W doświadczeniach 
z perfuzją  w ątroby szczura propionianem  uzyskano podobne w yniki (75). 
Stwierdzono ponadto, że dodatek oleinianu do środowiska perfuzyjnego 
powodował nieznaczną stym ulację syntezy glukozy z propionianu (76). 
N atom iast podając w roztworze perfuzyjnym  walinę i izoleucynę uzyski­
wano bardzo niską produkcję glukozy z tych prekursorów  (68, 75). Ba­
dania przy użyciu izolowanych hepatocytów  i zastosowaniu wysokich 
stężeń izoleucyny i w aliny potw ierdziły także niską wydajność glukoneo­
genezy z tych aminokwasów (55). Tłumaczyć to można m ałą przepuszczal­
nością błony hepatocytów  dla rozgałęzionych aminokwasów (68) oraz nie­
znaczną szybkością transam inacji, k tóra z kolei może ograniczać dalszy 
m etabolizm  tych aminokwasów w komórce wątroby. Aktywność transam i- 
nazy leucyny w wątrobie wynosi około 7— 10% aktyw ności tego enzym u 
w innych tkankach (31). W sumie czynniki te spraw iają, że glukoneoge­
neza z aminokwasów rozgałęzionych jest 12— 20 razy niższa niż z mleczanu 
z pirogronianem  (Tabela 3) i 5—9 razy niższa niż z pirogronianu (68). Omi­
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nięcie etapu transam inacji i podanie na przykład 2-ketom aślanu powoduje, 
że glukoneogeneza z 2-ketom aślanu jest tylko około 3,3 razy niższa niż 
z mleczanu i pirogronianu (Tabela 3).

Tabela 3
Produkcja glukozy z aminokwasów rozgałęzionych i z 2-ketomaślanu w izolowanych hepatocytach 

szczura. Wpływ kwasów tłuszczowych (55).

Glukoza
Substrat {imole/g m. masy/godz.

mM +  kaprylan +  oleinian
1 mM 0,25 mM

mleczan 10+
pirogronian 1,5 45 68 64

L-izoleucyna 10 2,2 1,2 2,2
DL-walina 10 3,6 2,2 4,0
2-ketomaślan 5 13,6 7,4 16,6

W w arunkach kiedy rośnie intensyw ność glukoneogenezy (np. w gło­
dzie), am inokwasy rozgałęzione uw alniane są z w ątroby, podwyższa się 
ich poziom we krwi, w zrasta także ich u tlenianie w m ięśniach (Rozdział 
IV). Część rozgałęzionych 2-ketokwasów prawdopodobnie zostaje prze­
transportow ana z m ięśni do w ątroby, gdzie m ają miejsce dalsze ich prze­
m iany (porównaj III-l). W wątrobie, propionylo-CoA po wejściu w cykl 
K rebsa i włączeniu się w pulę szczawiooctanu, może przejść na drogę 
glukoneogenezy. In teresu jące jest obniżenie intensywności glukoneogene­
zy z mleczanu i pirogronianiu przez propionian (75, 76). W ydaje się, że 
obniżenie ilości pow stającej z m leczanu i pirogronianu glukozy przez pro­
pionian w ynika z nagrom adzenia m etylom alonylo-CoA, k tó ry  jest inhibi­
torem  karboksylazy pirogronianow ej (77). Obniżenie ilości CoA, zużywa­
nego w procesie aktyw acji propionianu, zmniejsza ilość acetylo-CoA — 
aktyw atora karboksylazy pirogronianow ej, co z kolei także może w pły­
wać ham ująco na aktyw ność glukoneogenezy z m leczanu i pirogronianu 
(78). Ograniczanie przez propionian syntezy glukozy z m leczanu i piro­
gronianu ma m iejsce prawdopodobnie także u przeżuwaczy (75), u k tó­
rych propionian pow staje w znacznych ilościach podczas ferm entacji 
błonnika w przewodzie pokarm owym . U tych  zw ierząt właśnie propionian 
jest głównym prekursorem  w procesie glukoneogenezy w wątrobie.

IV. Regulacja katabolizmu aminokwasów o rozgałęzionym łańcuchu 
węglowym

Zaobserwowano wzrost uw alniania izoleucyny, w aliny i leucyny 
z w ątroby szczurów głodzonych (86), cukrzycowych (21) i po podaniu glu- 
kagonu (66, 85), a więc w tedy, gdy poziom insuliny ulegał obniżeniu.
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W tych w arunkach  zwiększał się poziom am inokwasów rozgałęzionych we 
krw i (36, 66) i k ilkarotnie wzrastało ich u tlenianie w m ięśniach (23, 36, 
66, 86). W zrost intensywności utleniania am inokwasów rozgałęzionych 
w przeponie zaobserwowano również po podaniu ep inefryny (66). Nie 
stw ierdzono natom iast podwyższenia intensywności utleniania am ino­
kwasów rozgałęzionych ani w skraw kach wątroby, ani w mózgu zwierząt 
głodzonych (66).

Dosyć kontrow ersyjne są dane dotyczące w pływu kwasów tłuszczo­
wych na intensywność utleniania aminokwasów rozgałęzionych. Stężenie 
wolnych kwasów tłuszczowych w mięśniu szkieletowym  rośnie znacznie 
w n iektórych w arunkach żywieniowych i horm onalnych. W cukrzycy
i podczas głodu obserwowano w przeponie szczura wzrost wolnych kwasów 
tłuszczowych o 200—400% (22), co może wpływać na utlenianie rozgałę­
zionych 2-ketokwasów. Podczas perfuzji serca kwasem kaprylow ym  z wa- 
liną, izoleucyną i leucyną powstawało trzy  razy więcej 14COz z radio­
aktyw nych aminokwasów w porównaniu z perfuzją bez kwasu kaprylo­
wego (22). Długołańcuchowe kwasy tłuszczowe, jak  palm itynian i oleinian, 
stym ulują  słabiej niż kwas kaprylow y u tlenianie aminokwasów rozgałę­
zionych w sercu. Podobny wzrost produkcji radioaktyw nego C 0 2 obser­
wowano po inkubacji przepony szczura w środowisku zaw ierającym  kwas 
kaprylow y lub długołańcuchowe kwasy tłuszczowe i radioaktyw ne am i­
nokw asy rozgałęzione. K rótkołańcuchow e kwasy m onokarboksylowe nie 
w yw ierały  żadnego wpływu. P a u l  i A d i b i  (24) badając hom ogenaty 
m ięśni szkieletowych w ykazali stym ulację u tleniania leucyny przez kwasy 
tłuszczowe średniołańcuchowe (C6—C8) a ham owanie u tleniania przez 
długołańcuchowe kwasy tłuszczowe. Ostatnio (72) badano wpływ kwasów 
tłuszczowych na szybkość utleniania aminokwasów rozgałęzionych w m ito- 
chondriach nerki, serca i mięśni szkieletowych. Dodatek estrów  karn ity - 
nowych średnio- i długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (C6— C16) 
ham ow ał utlenianie aminokwasów rozgałęzionych przede wszystkim  w mi- 
tochondriach będących w stanie wysokoenergetycznym  (bez dodanego 
ADP). W m itochondriach serca dodatek ADP zmniejszał ham ujący wpływ 
acylokarnityn. In terp re tac ja  wyników dotyczących w pływu kwasów 
tłuszczowych na utlenianie aminokwasów rozgałęzionych jest bardzo 
trudna. D a v i s  i B r e m e r  (72) stoją na stanow isku, że ham ujący 
w pływ  średnio- i długołańcuchowych kwasów tłuszczowych na in tensyw ­
ność katabolizm u izoleucyny, waliny i leucyny jest konsekwencją pod­
wyższenia stosunku NADH/NAD w m itochondriach. Stanowisko to jednak 
tru d n o  pogodzić z danym i G o l d b e r g a  i O d e s s e y a  (23), które 
w skazują, że przepony głodzonych szczurów około 5 razy szybciej u tle ­
n iają  aminokwasy rozgałęzione niż przepony norm alnie karm ionych zwie­
rząt. Ostatnie, niepublikow ane jeszcze dane z pracow ni Brem era (Konfe­
renc ja  w Tonsberg — Norwegia, 1978) potw ierdzają dawniejsze wyniki 
B u s e i wsp. (22), że kwasy tłuszczowe stym ulują jednak oksydacyjną
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dekarboksylację 2-ketokwasów rozgałęzionych w perfudow anych mięś­
niach. W ynika z tego, że nie można w ysnuw ać wniosków dotyczących 
regulacji in vivo  z doświadczeń w ykonanych na izolowanych m itochond- 
riach. Widocznie czynniki pozam itochondrialne w pływ ają istotnie na 
szybkość degradacji aminokwasów o rozgałęzionym  łańcuchu w komór­
kach w ątroby, jak  i w mięśniach.

Pow staje pytanie, czy zmiany szybkości u tlen ian ia aminokwasów roz­
gałęzionych m ają związek ze zmianą szybkości reakcji na etapach transa- 
minacji, oksydacyjnej dekarboksylacji czy karboksylacji propionylo-CoA.

Mierząc ilość powstającego glutam inianu oznaczano sum aryczną 
aktyw ność transam inazy w aliny w w ątrobie oraz m ięśniach szkieletowych. 
Stwierdzono, że w głodzeniu, cukrzycy, czy po podaniu kortizonu nastę­
puje w m ięśniach niew ielki wzrost ilości utworzonego glutam inianu. W y­
raźny  natom iast spadek glutam inianu zaobserwowano w m ięśniach po 
podaniu tyroksyny (24, 38). W innych doświadczeniach nieznaczny wzrost 
aktyw ności transam inazy leucyny w w ątrobie zaznaczył się po podaniu 
szczurom wysokobiałkowej diety, znaczny zaś w zrost jej aktyw ności 
powodował podany dodatkowo kortizon. W nerce natom iast aktywność 
transam inazy leucyny zwiększyła się o 65%  po zastosowaniu diety w y­
sokobiałkowej, a kortizon tylko nieznacznie tę aktyw ność podwyższył (30).

Znacznie m niej jest danych dotyczących zmian na poziomie oksyda­
cyjnej dekarboksylacji am inokwasów rozgałęzionych. Aktywność dehy­
drogenazy 2-ketoizokapronianowej rośnie w w ątrobie po podaniu szczu­
rom diety wysokobiałkowej praw ie 5-krotnie, w nerce zaś 2-krotnie. 
Głodzenie stym uluje aktyw ność tej dehydrogenazy w w ątrobie trzy  razy, 
a w nerce aktyw ność pozostaje praw ie niezm ieniona (30). W piśm ien­
nictwie nie ma właściwie żadnych danych na tem at regulacji degradacji 
aminokwasów rozgałęzionych na etapie karboksylacji propionylo-CoA. 
Ostatnio wykazano w badaniach przeprow adzonych na m itochondriach 
w ątroby szczura oraz izolowanych hepatocytach, że karboksylacja pro- 
pionylo-CoA jest niska w stanie 3 (w obecności ADP) a rośnie znacznie 
w stanie 4 (bez ADP) lub po dodaniu a trak ty lan u  oraz, że długołańcucho- 
we kwasy tłuszczowe stym ulują tę karboksylację (55). Zaobserwowano 
również korelację pomiędzy szybkością karboksylacji propionylo-CoA
i stosunkiem  ATP/A DP w ew nątrz m itochondriów  (55, 87). S tym ulujący 
w pływ  niskich stężeń oleinianu na karboksylację propionylo-CoA przed­
stawiono na rycinie 5.

Przem ianam i propionylokarnityny i propionylo-CoA zajm owano się 
także w innych laboratoriach. O trzym ane w yniki w skazują na znaczny 
spadek ilości propionylokarnityny w w ątrobie po 36 godzinach głodzenia 
(88). Obserwowane zjawisko może być spowodowane przyspieszeniem  dal­
szej przem iany propionylo-CoA lub zm niejszeniem  ilości jego p rekurso­
rów. Stwierdzono, że w w arunkach podwyższenia ilości kwasów tłuszczo­
wych w m itochondriach, aktywność karboksylacji propionylo-CoA w yka-
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Ryc. 5. W pływ  oleinianu na karboksylację propionylo-C oA  w  m itochondriach w ątro­
by szczura (55).
M itochondria inkubow ano z 2,5 mM propionylokarnityną, 10 mM [»<C] KHCO„ 3 mM gluta­
m inianem  i 5 mM m alonianem . K arboksylacja propionylo-C oA  wyrażona jest w  nm olach ><C02 
w łączonego do bursztynianu. Na w ykresie pokaźno także, ile i*COt w łącza się  w  obecności 
k arbonylocyjanku ch lorofenylohydrazonu (CCCP), substancji rozprzęgającej oksydacyjną fo- 
siory lację .

żuje tendencję wzrostu. Zaobserwowano również, że w hepatocytach ma 
m iejsce stym ulacja przez oleinian glukoneogenezy z am inokwasów rozga­
łęzionych i 2-ketom aślanu (55). W ydaje się więc, że przy wzroście poziomu 
kwasów tłuszczowych w komórce w ątroby, m etabolizm  propionylo-CoA 
ulega przyspieszeniu w tym  narządzie. S tym ulujący  wpływ na degradację 
am inokwasów rozgałęzionych m ają tylko długołańcuchowe kwasy tłusz­
czowe (55). Ze względu na małą intensyw ność przem ian aminokwasów 
rozgałęzionych w wątrobie, regulacja karboksylacji propionylo-CoA przez 
kw asy tłuszczowe nie ma specjalnie dużego znaczenia fizjologicznego 
w tym  narządzie. Opublikowane niedawno dane omówione szerzej w roz­
dziale I II- l, wskazują jednak na to, że wtedy, gdy w zrasta we krw i poziom 
2-ketokwasów rozgałęzionych, intensywność ich oksydacyjnej dekarbo- 
ksylacji w wątrobie znacznie wzrasta. W tedy też stym ulujący wpływ 
kwasów tłuszczowych na karboksylację propionylo-CoA może w rezu lta­
cie przyspieszyć całkowite utlenienie 2-ketokwasów w cyklu Krebsa.

Podsum ow ując należy stwierdzić, że dane dotyczące regulacji u tle ­
niania aminokwasów rozgałęzionych są jeszcze bardzo fragm entaryczne, 
niekom pletne a często niejednoznaczne. Nie można również dać jedno­
znacznej odpowiedzi na pytanie postawione w tym  rozdziale — czy można 
skorelować zmiany utleniania am inokwasów rozgałęzionych ze zmianą 
szybkości reakcji na etapach transam inacji, oksydacyjnej dekarboksylacji 
czy karboksylacji propionylo-CoA. N iejasny obraz regulacji utleniania
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aminokwasów rozgałęzionych związany jest m iędzy innym i z bardzo róż ­
ną aktyw nością poszczególnych enzymów zaangażowanych w procesie 
degradacji tych aminokwasów w w ątrobie i w m ięśniach oraz różny sto­
pień odpowiedzi tych organów na horm ony (np. insulinę). Trudności w w y­
ciągnięciu jednoznacznych wniosków na tem at regulacji utleniania am i­
nokwasów i 2-ketokwasów rozgałęzionych, naw et w tym  samym narządzie, 
mogą wynikać z różnic metodycznych. Jedn i badacze bowiem biorą do 
doświadczeń homogenat, inni frakcje komórkowe, izolowane hepatocyty 
czy też całe narządy. Z tego też względu obecny etap badań można naz­
wać intensyw nym  zbieraniem  danych. Ponieważ jednak zaangażowanych 
jest w tę dziedzinę bardzo wiele pracowni, napewno w krótce znany bę­
dzie bardziej syntetyczny obraz regulacji katabolizm u aminokwasów
o rozgałęzionym łańcuchu.
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I. Wstęp

Syntezę białka w ośrodkowym układzie nerw ow ym  zwierząt cechuje 
szczególna wrażliwość na wszelkie nieprawidłowości, które prowadzą do 
zakłócenia równowagi aminokwasów w ew nątrz komórki. Zapotrzebowanie 
mózgu na aminokwasy jest w zasadzie takie samo jak  innych tkanek, z tą 
jednak  różnicą, że do tzw. aminokwasów niezbędnych należy również 
tyrozyna. Stanowi ona nie tylko składnik białek mózgowych, lecz jest 
rów nież prekursorem  neurotransm iterów , takich jak  dopamina i noradre­
nalina. W ażnym źródłem tyrozyny w ustro ju  jest fenyloalanina, a enzy-

*> Prof. dr hab., Zakład Chemii F izjologicznej, Instytut Chem ii Podstaw ow ych, 
A kadem ia Medyczna, ul. Lubartow ska 85, 20-123 Lublin.
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mem katalizującym  swoiście utlenianie fenyloalaniny do tyrozyny jest 
hydroksylaza fenyloalaninowa (E.C. 1.14.16.1.).

Enzym ten  w ystępuje przede wszystkim  w wątrobie, nie w ykryto go 
natom iast w mózgu (1). W prawdzie obecna w tkankach mózgu hydro­
ksylaza tyrozynowa również katalizuje utlenienie fenyloalaniny do ty ro­
zyny, lecz jej aktyw ność wobec fenyloalaniny jest zbyt mała aby zabez­
pieczyć zapotrzebowanie mózgu na ten  aminokwas (2). Tak więc tyrozyna 
musi być doń dostarczona, przy czym jej transport zależy w znacznym 
stopniu od stężenia innych aminokwasów we krw i (3).

Ryc. 1. U tlenianie fenyloalaniny przy udziale hydroksylazy fenyloalaninow ej

W przypadku w ady m etabolicznej polegającej na braku  lub obniżonej 
aktyw ności hydroksylazy fenyloalaninow ej w ustro ju , dochodzi do gwał­
townego w zrostu poziomu fenyloalaniny we krw i i w mózgu. Stężenie 
fenyloalaniny w osoczu osiąga naw et 50-krotnie wyższą wartość od p ra ­
widłowej wynoszącej 1,4 mg°/o. S tan ten  nazyw am y hyperfenyloalani- 
nemią.

Równocześnie pojaw iają się we krw i i moczu produkty  katabolizm u 
fenyloalaniny pod postacią fenylopirogronianu i jego pochodnych. Scho­
rzenie wywołane brakiem  w ustro ju  hydroksylazy fenyloalaninow ej jest 
zaburzeniem  genetycznie uw arunkow anym  i w związku z jego objawami 
nazyw anym  fenyloketonurią. Groźną jej konsekw encją jest niedorozwój 
um ysłowy i somatyczny. Stąd też pierw otnie nazwano schorzenie im be- 
cilitas phenilopyruvica  (4), lub oligophrenia phenilopyruvica  (5). Mimo, 
że częstotliwość występowania fenyloketonurii jest stosunkowo niew ielka 
(1 na 10 000 do 20 000), zainteresow anie tą wadą m etaboliczną jest wciąż 
duże, ponieważ próby w yjaśnienia w jaki sposób prowadzi ona do zmian 
psychicznych i som atycznych nie dały dotąd jednoznacznej odpowiedzi.

Doświadczalną fenyloketonurię można wywołać różnym i sposobami. 
Zwierzętom  podaje się duże dawki L-fenyloalaniny bądź w diecie pokar­
mowej (7— 10 g/kg wagi ciała) (6), bądź też drogą dootrzewnowej iniekcji 
(1— 2 mg/g wagi ciała). Inny sposób polega na podawaniu analogów fenylo­
alaniny, a mianowicie p-chlorofenyloalaniny (7, 8, 9, 10) lub a-m etylofe- 
nyloalaniny (11), które in vivo  ham ują hydroksylazę fenyloalaninową. 
W efekcie dochodzi do hyperfenyloalaninem ii wraz z jej typow ym i następ­
stwami.

cocr coo-
Fenyloalanina Tyrozyna
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II. Katabolizm fenyloalaniny w mózgu

W w arunkach  fizjologicznych fenyloalanina po przejściu z krw i do 
mózgu zostaje wbudowana do białek, lub też ulega procesom katabolicz- 
nym przedstaw ionym  na rycinie 2.

Fenyloetyloamina

F e n y l o a l a n i n a  
\

\
\

Aminotransferaza \  Hydroksylaza tyrozynowa 
(EC 2.6.1.5) \  (EC 1 r1 4.1 6.2)

\
A

Fenylopirogronian Tyrozyna

1 MAO

i

NADH2

Fenyloetyloacetaldehyd Fenylomleczan

Fenyl ooctan

Ryc. 2. K atabolizm  fenyloalaniny w  mózgu

Główną drogą przem iany fenyloalaniny w komórce nerwowej jest jej 
transam inacja  prowadząca do powstania kwasu fenylopirogronowego zre­
dukowanego następnie do kwasu fenylomlekowego. Drugą drogę stanowi 
dekarboksylacja fenyloalaniny do /S-fenyloetyloaminy, która podobnie jak 
inne am iny biogenne jest u tleniana przy udziale m onoaminooksydazy do 
kwasu fenylooctowego. Trzecia możliwość przem iany fenyloalaniny po­
przez u tlenianie do tyrozyny zachodzi tylko w niewielkim  stopniu, ponie­
waż hydroksylaza tyrozynowa w ykazuje małą aktyw ność wobec fenylo­
alaniny. W szystkie produkty  katabolizm u fenyloalaniny zostały dobrze 
scharakteryzow ane (12, 13, 14, 15, 16), a z enzymów uczestniczących 
w przem ianach wykazano w mózgu zarówno am inotransferazę katalizują­
cą proces transam inacji fenyloalaniny (17), jak  i dekarboksylazę am ino­
kwasów arom atycznych (18) oraz dwa typy  m onoaminooksydazy (19). Nie 
w ykryto  natom iast oksydazy fenylopirogronianow ej, która katalizuje 
w w ątrobie reakcję powstawania kwasu o-hydroksyfenylooctowego (20). 
Nagrom adzenie w ustro ju  fenylopirogronianu, fenylom leczanu i fenylo- 
octanu jest typowym  objawem  towarzyszącym  hyperfenyloalaninem ii. 
Nic więc dziwnego, że właśnie kwasom arom atycznym  przypisywano od 
daw na toksyczne działanie na centralny  układ nerwowy.

4 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl
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III. Zaburzenia procesu syntezy serotoniny i katecholamin

W licznych przypadkach hyperfenyloalaninem ii zaobserwowano wy­
raźny spadek poziomu katecholam in (21, 22) i serotoniny (23, 24) zarówno 
w mózgu, jak  i innych tkankach. Fakt ten  tłum aczono między innymi 
tym, że kwasy arom atyczne są inhibitoram i zarówno dekarboksylazy dwu- 
hydroksyfenyloalaniny (25) (reakcja B na Ryc. 3), jak  i dekarboksylazy 
5-hydroksytryptofanu (26) (reakcja B' na Ryc. 3). Pow stały naw et su­
gestie, że właśnie niski poziom am in biogennych w mózgu może powodo­
wać niedorozwój um ysłowy u dzieci z fenyloketonurią (27, 28, 29). Od­
nośnie zaham owanej syntezy serotoniny istn ieją  jeszcze inne koncepcje, 
a mianowicie, że sama fenyloalanina jest inhibitorem  hydroksylazy tryp - 
tofanu (30) (reakcja A ' na Ryc. 3), dekarboksylazy 5-hydroksytryptofanu 
(31) (reakcja B' na Ryc. 3) oraz, że ham uje tran spo rt 5-hydroksytryptofa­
nu do tkanki mózgu (32).

A D
Tyrozyna y -  > Dwuhydroksyfenyloalanina — Hydroksytyramina

(DOPA) V  (dopamina)
1/2 C>2 CÓ2 |

Noradrenalina

A' Rr
Tryptofan —► 5-hydroksytryptofan ---- -------► 5-hydroksytryptamina

f 1 (serotonina)
1/2 02 C02

Ryc. 3. Ham ujący w p ływ  fenyloalan iny i jej m etabolitów  na syntezę amin biogennych  
w  mózgu

IV. Fenyloketonurią a metabolizm witaminy B6

Ciekawą hipotezę dotyczącą neurotoksycznego działania m etabolitów  
przem iany fenyloalaniny w mózgu w ysunięto na podstaw ie badań nad 
funkcją w itam iny B6. Jak  wiadomo pod nazwą w itam iny B6 rozum iem y 
m ieszaninę pirydoksalu, pirydoksam iny oraz p irydoksyny — inaczej zwa­
nej pirydoksolem  ze względu na obecność grupy alkoholowej. Związki te 
łatwo przechodzą jedne w drugie i spełniają różnorodną rolę. Szczególnie 
w ażny jest udział fosforanu pirydoksalu w reakcjach transam inacji. W ba­
daniach nad m etabolizm em  w itam iny B 6 w mózgu zw ierząt z fenyloke­
tonurią wykazano, że podany drogą iniekcji [14C]pirydoksol ulega n a j­
pierw  utlenieniu  do pirydoksalu, a następnie ufosforylow aniu do fosforanu 
pirydoksalu. Jednakże aktyw ność właściwa fosforanu pirydoksalu w móz­
gu zw ierząt z hyperfenyloalaninem ią okazała się znacznie niższa niż 
u zw ierząt zdrowych (33). Inhibitorem  reakcji fosforylacji pirydoksalu 
jest pirydoksylidenofenyloetyloam ina (34, 35). Jest to związek o charak te­

http://rcin.org.pl



[5] B IO C H E M IC Z N E  P O D Ł O Ż E  F E N Y L O K E T O N U R II 163

rze zasady Schiffa, k tó ry  powstaje in vivo  z połączenia /M enyloetyloam i- 
ny, (a więc produktu  dekarboksylacji fenyloalaniny) z pirydoksalem  (15). 
Posiada on działanie neurotoksyczne.

Równocześnie z doświadczeniami przy użyciu [14C]pirydoksolu prze­
prowadzono badania po dootrzewnowym podaniu [sH]L-fenyloalaniny. 
Stwierdzono, że zarówno u zwierząt z doświadczalną fenyloketonurią, jak
i u zw ierząt kontrolnych, 95°/o produktów  katabolizm u fenyloalaniny 
w mózgu stanow ią kwasy arom atyczne, przy czym pirydoksam ina zapo­
biega ich nagrom adzaniu się (36). Opierając się na tych danych wysunięto 
koncepcję, że fosforan pirydoksam iny, bądź sama pirydoksam ina spełniają 
rolę przenośnika, k tó ry  pomaga w usuw aniu nadm iaru kwasu fenylopiro- 
gonowego z tkank i mózgu. Za tą  koncepcją przem awiać może fakt, że 
w m itochondriach mózgowych w ystępuje fosforan pirydoksam iny (37), 
a także am inotransferaza fenyloalaninowa (38, 39, 40).

V. Fenyloalanina jako inhibitor glikolizy w mózgu

Jest rzeczą znaną, że układ nerw ow y jest szczególnie w rażliw y na 
spadek dopływu glukozy i tlenu. Tkanki nerw owe czerpią bowiem po­
trzebną im energię praw ie wyłącznie ze spalania glukozy, gdyż stężenie 
glikogenu wynosi zaledwie około 0,l°/o. Podstaw ową reakcję zapoczątko­
w ującą proces glikolizy jest fosforylacja glukozy katalizow ana przez 
heksokinazę. W badaniach in vivo wykazano, że fenyloalanina jest inhi­
bitorem  kom petycyjnym  heksokinazy, a także kinazy pirogronianow ej 
(41, 42), która katalizuje przeniesienie reszty  fosforanowej z fosfoenolo- 
pirogronianu na ADP, w w yniku czego tw orzy się ATP oraz pirogronian, 
k tóry  jest podstawowym  substratem  oksydatyw nej fosforylacji w mózgu. 
Takie zaburzenia procesu glikolizy i b rak  efektu  energetycznego odbijają 
się niekorzystnie na pracy ośrodkowego układu nerwowego i mogą być 
powodem niedorozwoju umysłowego.

VI. Mechanizmy hamowania syntezy białek mózgowych

Wiele uwagi poświęcono badaniom  dotyczącym  wpływu dużych stężeń 
fenyloalaniny na metabolizm  białka w tkance mózgowej. W ydawało się 
bowiem wielce prawdopodobne, że zaburzenia syntezy m akrocząsteczek 
mogą być główną przyczyną zmian w centralnym  układzie nerwowym.

Zarówno w doświadczeniach przeprowadzonych in vitro, jak  i in vivo  
wykazano, że fenyloalanina ham uje proces syntezy białek mózgowych 
(43, 44, 45, 46, 47). Zaobserwowano w yraźny spadek inkorporacji [35S]metio- 
n iny do białek m ielinowych (48), [14C]lizyny do białek rybosom alnych (49), 
a także [14C]tyrozyny do frakcji białek jądrow ych (50).

Nasuwa się pytanie, k tó ry  z etapów  syntezy białka ulega zahamowaniu 
przez nadm iar fenyloalaniny. W ysunięto wiele sugestii dotyczących tego
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zagadnienia. Proces syntezy białek mózgowych jest ściśle uzależniony od 
transportu  aminokwasów poprzez barierę krwiomózgową, od w ew nątrz­
komórkowej kom partam entacji, a także od różnic w stężeniu aminokwa­
sów w zależności od obszaru mózgu. Ze względu na złożoność każdego 
z tych procesów, badania są szczególnie trudne, a wyniki często kontro­
w ersyjne.

Jak  w ynika z dotychczasowych obserwacji, przechodzenie aminokwa­
sów przez barierę krwiomózgową jest uzależnione od chemicznego charak­
teru  aminokwasu oraz od stężenia poszczególnych aminokwasów we krwi. 
Am inokwasy obojętne o długim łańcuchu alifatycznym  łatw iej przechodzą 
do mózgu w porów naniu z pozostałymi am inokwasami. Ponadto w szyb­
kości przechodzenia przez barierę krwiomózgową istotne znaczenie posiada 
mechanizm kom petycyjnego ham owania jednego am inokwasu przez inny 
(51— 59).

Jest faktem  bezspornym , że przy wysokim stężeniu fenyloalaniny 
zmienia się poziom puli wolnych am inokwasów w mózgu (43, 44, 47, 49, 
60, 61, 62). O bserw uje się w yraźny spadek wew nątrzkom órkow ej zawar­
tości aminokwasów, przede wszystkim  leucyny, izoleucyny, waliny, tryp - 
tofanu i m etioniny (47,60). Fenyloalanina ham uje bowiem transport 
aminokwasów do w nętrza kom órki mózgowej, co wykazano zarówno in 
vitro  (59, 63, 64, 65), jak  i in vivo  (66). Dotyczy to szczególnie transportu  
aminokwasów obojętnych o długim łańcuchu alifatycznym  oraz tyrozyny 
(67). Co więcej stwierdzono, że nadm iar fenyloalaniny powoduje nie tylko 
zaburzenie procesu przenikania powyższych am inokwasów do w nętrza 
komórki, lecz również ich ucieczkę z mózgu (47, 61). Tak więc hyperfeny- 
loalaninem ia pociąga za sobą znam ienne zmiany w metabolizmie leucyny, 
izoleucyny, tyrozyny, waliny, tryp to fanu  i m etioniny. W arto zauważyć, 
że są to aminokwasy, których stężenie w mózgu jest bardzo niskie. Zda­
niem wielu autorów, spadek w ew nątrzkom órkowego stężenia am inokwa­
sów jest podstawowym  powodem zaham owanej syntezy białka w hyper- 
fenyloalaninem ii (48, 60, 61, 62).

Równocześnie zwrócono uwagę na polirybosomy kom órek mózgu, k tó ­
re charakteryzują  się małą stabilnością w porów naniu z polisomami in­
nych tkanek zwierzęcych (68, 69). Okazało się, że podanie fenyloalaniny 
w badaniach in vivo  powoduje ich szybką dezagregację (61, 62, 70). Z ja­
wisko to w ystępuje w mózgu niedojrzałym , szczególnie w obszarze kory 
mózgowej młodych zwierząt (71).

Zdaniem niektórych autorów  dezagregacja polirybosomów jest w yni­
kiem rybonukleolitycznej aktywności, która w zrasta w hyperfenyloalani- 
nemii (72). Odmienne wnioski w ypływ ają z pracy, w której udowodniono, 
ze obserwowany rozpad polisomów zachodził niezależnie od hydrolityczne- 
go działania rybonukleazy, a gromadzące się w cytoplazm ie monoryboso- 
m y były nieaktyw ne, tzn. niezwiązane ani z mRNA, ani z peptydylo-tRN A  
(71). W skazywać to może, że fenyloalanina nie wpływa bezpośrednio na
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rozpad polisomów, lecz powoduje raczej zakłócenie równowagi między za­
kończeniem, a reinicjacją syntezy białka. Jest rzeczą niezm iernie in teresu­
jącą, że ten  negatyw ny wpływ fenyloalaniny można częściowo znieść przez 
jednorazowe w strzyknięcie do mózgu 7 aminokwasów obojętnych. Iniek­
cja m ieszaniny zawierającej walinę, leucynę, m etioninę, tyrozynę, tryp to - 
fan i treoninę w ilości po 0,075 mg każdego z aminokwasów na gram  wagi 
ciała, powoduje w efekcie zmniejszenie ilości wolnych monorybosomów, 
a wzrost ilości polirybosomów (73). Przestrzeganie ściśle określonej ilości 
wyżej w ym ienionych aminokwasów jest rzeczą niezm iernie ważną, oka­
zało się bowiem, że wyższe dawki prowadzą do rozpadu polirybosomów 
podobnie jak to obserwowano w przypadku nadm iaru fenyloalaniny (74).

Jednym  z powodów hamowania etapu inicjacji syntezy białka może 
być zaburzony proces am inoacylacji tRNA. W ysunięto sugestie, że nadm iar 
fenyloalaniny przeszkadza w aktyw acji syntetaz aminoacylo-tRNA, a tym 
samym  nie dopuszcza do utw orzenia aminoacylo-tRNA (65). W badaniach 
in vitro  wykazano, że podczas inkubacji zawiesiny kom órek mózgowych 
ze znakowanym i am inokwasam i w obecności 14 mM fenyloalaniny, tworzy 
się znacznie m niej [14C]leucylo-tRNA oraz [14C]izoleucylo-tRNA, w porów­
naniu z doświadczeniami bez dodatku fenyloalaniny (47). W ynik ten  jed­
nak nie świadczy o zaham owaniu procesu am inoacylacji tRNA, ponieważ 
leucyna i izoleucyna są właśnie tym i aminokwasami, k tórych transport 
do w nętrza komórki jest u trudniony w obecności nadm iaru fenyloalaniny.

Najwięcej danych na tem at procesu am inoacylacji tRNA dostarczyły 
wyniki badań przeprowadzonych in vivo  (75). W doświadczeniach zasto­
sowano metodę u tleniania nadjodanem  wolnego tRNA, pozwalającą okre­
ślić ilości tRNA występującego in vivo  w postaci specyficznych am inoacy­
lo-tRNA (76, 77). Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że jed­
norazowe dootrzewnowe podanie L-fenyloalaniny powodowało już po 
45 min. wzrost w tkance mózgu ilości alanylo-tRN A, lizylo-tRNA i leu- 
cylo-tRNA. Ich stężenie było około 15% wyższe w porów naniu z w artoś­
ciami uzyskanym i w doświadczeniach kontrolnych. Równocześnie w yka­
zano, że stężenie m etionylo-tR N A fM' ' zapoczątkowującego syntezę białka 
w yraźnie spada po podaniu fenyloalaniny. Na tej podstawie wyrażono 
pogląd, że wzrost stężenia alaniny, lizyny i leucyny w form ie związanej 
z tRNA przy równoczesnym  spadku ich stężenia w puli wolnych amino­
kwasów, świadczy o zaham owanej syntezie białka. Odpowiedzialnym 
natom iast za proces ham owania jest przede wszystkim  etap inicjacji syn­
tezy na skutek bezpośredniego wpływu fenyloalaniny na aminoacylację 
tRN A fVet (75). Tym cenniejsze w ydają się być spostrzeżenia dotyczące 
możliwości zniesienia negatyw nego działania fenyloalaniny przez poda­
wanie odpowiednich ilości aminokwasów obojętnych. W najnow szych b a ­
daniach wykazano, że można w ten  sposób sprowadzić do norm y poziom 
am inoacylacji inicjatorowego tRN A fMct oraz przyspieszyć proces przedłu­
żenia łańcucha polipeptydowego (74).
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VII. Uwagi końcowe

Jak  widać z przytoczonych danych, badania nad przebiegiem  syntezy 
białek mózgowych w hyperfenyloalaninem ii zajm ują centralną pozycję 
wśród prac dotyczących fenyloketonurii. F ak t ten  jest uzasadniony, bo­
wiem fenyloketonuria należy do tej grupy schorzeń, które są najbardziej 
niebezpieczne w okresie rozw oju osobniczego (78, 79, 80). O statnim  proce­
sem, k tó ry  można zaliczyć do zjawisk rozw oju osobniczego jest m ielo- 
geneza. U człowieka rozpoczyna się już w ostatnich m iesiącach życia pło­
dowego, a czas tworzenia w łókien m ielinowych pozostaje w pewnym  
związku z okresem  .w łączania się odnośnych włókien w tok norm alnej 
pracy układu nerwowego. Nic więc dziwnego, że obserw owany u chorych 
z fenyloketonurią (81, 82), jak  i w doświadczalnej hyperfenyloalaninem ii 
u zw ierząt (83, 84) niedostateczny proces m ielinizacji, może prowadzić do 
zakłócenia norm alnego toku rozw oju somatycznego i umysłowego.

Trudno w obecnym stanie wiedzy odpowiedzieć na pytanie, k tó ry  z mo­
lekularnych mechanizm ów przedstaw ionych w niniejszym  artyku le  ponosi 
główną odpowiedzialność za zaburzenia w biosyntezie białka w hyperfe­
nyloalaninem ii. W ydaje się wielce praw dopodobne, że ze względu na dużą 
wrażliwość m etaboliczną mózgu w okresie rozwojowym, każda zmiana 
bądź nieprawidłowość przem iany aminokwasów, a szczególtnie m etioniny
i tryp tofanu , m usi znaleźć odbicie w zaburzeniu biosyntezy białek móz­
gowych.
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N ukleotydy adeninowe nie tylko uczestniczą bezpośrednio w przem ia­
nach energetycznych komórki, lecz także m odulują aktywność szeregu 
enzymów. Wielkość stosunku [ATP] +  1/2[ADP]/[ATP] +  [ADP] +  [AMP] 
w yrażająca tzw. „ładunek energetyczny adenylanów ” (ang. adenylate 
energy charge), jest głównym  czynnikiem  regulującym  na poziomie czą­
steczkowym natężenie procesów katabolicznych i anabolicznych komórki 
(1, 2, 3).

Pula nukleotydów  adeninow ych w komórce w isto tny sposób zależy od 
reakcji katalizowanej przez dezaminazę AM P (EC. 3.5.4.6):

a m p + h 2o  ->  i m p + n h 3
Kwas inozynomonofosforowy będący produktem  tej reakcji jest 

w przeciw ieństw ie do AMP nukleotydem  mało czynnym  biologicznie, 
a am oniak jest związkiem wysoce toksycznym . Enzym katalizujący tę 
reakcję jest specyficzny dla AMP i w ystępuje powszechnie w tkankach 
zwierzęcych; szczególnie wysoką jego aktyw ność obserwowano w m ięś­
niach szkieletowych, gdzie został on opisany po raz pierw szy w 1928 r. 
przez G erarda S c h m i d t a  (4).

Już w latach 20-tych udowodniono, że reakcja katalizow ana przez 
dezaminazę AMP odpowiedzialna jest za powstawanie am oniaku w p ra ­
cujących m ięśniach szkieletowych i w wynaczynionej krw i (5—8).

W 1934 r. Paw eł O s t e r n  (9) pracujący w lwowskiej pracow ni kie­
row anej przez Jakuba Parnasa, opierając się na spostrzeżeniu, że ilość 
am oniaku oddawanego do krw i przez pracujący miesień przewyższa wielo­
krotnie ilość zawartego w nim kwasu adenozyno-5-monofosforowego, w y­
sunął hipotezę, że proces ten  ma charak ter cykliczny i że następować 
musi ream inacja powstającego podczas am oniogenezy IMP do AMP. Dal­
szych przesłanek świadczących o tym , że grupa aminowa nukleotydów  
adeninow ych ulega intensyw nej w ym ianie dostarczyły doświadczenia na 
zwierzętach, którym  in vivo  podawano cy tryn ian  am onu znakowany azo­
tem  15N. Doświadczenia te wykazały, że azot 15N pojaw iał się szybko w g ru ­
pie aminowej nukleotydów  adeninow ych m ięśni szkieletowych (10), przy 
czym wbudowywanie izotopu 1SN do grupy am inowej nukleotydów  ade­
ninowych przewyższało dw ukrotnie wbudow ywanie tego izotopu do p ier­
ścienia purynowego (11). Stwierdzono także, że włączanie azotu 15N do 
grupy aminowej nukleotydów  adeninow ych było w ielokrotnie szybsze 
jeżeli zamiast cy trynianu  amonu użyto jako substra tu  kwasu asparagi­
nowego znakowanego azotem 15N (11, 12),

Proces ream inacji IM P stanow iący zarazem  końcowy etap biosyntezy 
de novo  nukleotydów  adeninowych, przebiega w tkankach zwierzęcych 
podobnie jak  u drożdży i u bak terii (11, 13— 16). Związkiem pośrednim  
jest kwas adenylobursztynow y, którego synteza z IM P i asparaginianu 
sprzężona jest z hydrolizą GTP.

I .  W s t ę p
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Dopiero w latach 70-tych T o r n h e i m  i L o w e n s t e i n  uzyskali 
przekonyw ujące dowody doświadczalne na to, że w m ięśniach szkieleto­
wych zwierząt, dezam inacja AMP i ream inacja powstałego IM P tworzą 
proces cykliczny i nazwali go cyklem nukleotydów  purynow ych (17— 20).

W artyku le  przedstaw ione zostaną obserwacje świadczące o cyklicz­
nym  przebiegu przem ian AMP —>■ IMP — AMP,  właściwości i rozpo­
wszechnienie enzymów uczestniczących w tym  procesie, jak  również 
znaczenie tego procesu dla m etabolizmu komórkowego.

W ubiegłych latach na łam ach Postępów Biochemii ukazały się a r ty ­
kuły  om awiające metabolizm  nukleotydów  w m ięśniach szkieletowych 
(21) i właściwości dezam inazy AMP (22, 23). W 1972 r. w czasopiśmie 
Physiological Review  ukazała się praca przeglądowa J. M. L o w e n -  
s t e i n a  omawiająca wcześniejsze badania nad cyklem  nukleotydów 
purynow ych (19).

II. Cykliczność przemiany nukleotydów

Na proces cykliczny określany m ianem  cyklu nukleotydów  puryno­
w ych składają się trzy  następujące reakcje:

AMP +  H20  IMP +  NHj

IM P +  asparaginian +  GTP -> adenylobursztynian +  GDP +  Pi

A denylobursztynian -> AMP +  fum aran

Powyższe reakcje przedstaw ione są w formie cyklu na rycinie 1. Pierw szą 
reakcję  hydrolitycznego odszczepienia am oniaku od cząsteczki AMP ka­
ta lizu je  wspom niana już we wstępie dezaminaza AMP. Druga i trzecia 
reakcja  stanow ią dw uetapow y proces ream inacji IMP. Azot potrzebny do 
ream inacji IMP pochodzi z asparaginianu, a źródłem  energii dla syntezy 
adenylobursztynianu jest hydroliza GTP. Rozszczepienie adenyloburszty- 
n ianu  przebiega niehydrolitycznie, przy czym łańcuch węglowy pocho­
dzący z asparaginianu uw alniany jest w postaci fum aranu. W szystkie trzy  
enzym y katalizujące reakcje cyklu nukleotydów  purynow ych, a m iano-

Ryc. 1. Cykl nukleotydów  purynow ych
L iczby przedstawiają nazwy enzym ów : 1. Deza­
m inaza AMP, (EC. 3.5.4.6; AM P-am inohydrolaza). 
2. Syntetaza adenylobursztynianow a [EC. 6.3.4.4; 
ligaza  IMP: L-asparaginian (GDP)l. 3. Liaza 
adenylobursztynianow a (EC. 4.3.2.2; AM P-liaza 
adenylobursztynianu). A5PARAGINIAN+ GTP
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wicie dezaminaza AMP (EC. 3.5.4.6), syntetaza adenylobursztynianow a 
(EC. 6.3.4.4) i liaza adenylobursztynianow a (EC. 4.3.2.2), w ystępują w cyto- 
solu komórki. Sum arycznie jeden ,,obrót” cyklu zapisać można następu­
jąco:

A sparaginian +  GTP +  H20  Fum aran  +  GDP +  Pi +  NH 3 
Zapis ten  sugeruje, że przebieg cyklu nukleotydów  purynow ych wymaga 
obecności jedynie katalitycznych ilości AMP, IMP i adenylobursztynianu. 
Cykl ten  może stanowić drogę dezam inacji asparaginianu, a także glu ta­
m inianu i innych aminokwasów, k tóre mogą wchodzić w reakcje transa- 
m inacji ze szczawiooctanem. Dezaminacja am inokwasów np. g lu ta­
m inianu na drodze cyklu nukleotydów purynow ych wym aga następującej 
sekwencji reakcji:

G lutam inian +  szczawiooctan -> a-ketog lu taran  +  asparaginian
A sparaginian +  GTP +  IMP -> adenylobursztynian +  GDP +  Pj
A denylobursztynian -> AMP +  fum aran
Fum aran +  H 20  -> jabłczan
Jabłczan +  NAD+—> Szcza w iooctan+N A D H  +  H +
a m p + h 2o  -> i m p + n h 3

Suma: G lu tam in ian+ N A D + +  GTP +  2H20  ->

-> a-ketoglu taran  +  NADH +  H + +  G D P+ P ,+  NH3

Sum arycznie dezam inacja glutam inianu w toku cyklu nukleotydów 
purynow ych przypom ina oksydacyjną dezam inację glutam inianu katalizo­
waną przez dehydrogenazę glutam inianow ą z tym , że w skutek hydro­
lizy wysokoenergetycznego wiązania fosforanowego w GTP, położenie s ta ­
nu równowagi przesunięte jest w prawo i reakcja przebiega w tym  kie­
runku  ze spadkiem energii swobodnej —1 kcal (19). Natom iast reakcji 
oksydacyjnej dezam inacji glutam inianu katalizow anej przez dehydroge­
nazę glutam inianow ą towarzyszy zmiana swobodnej energii 6,5 kcal w 
obecności NAD+, pH 7,0, co wskazuje, że term odynam icznie faworyzowana 
jest reduktyw na am inacja a-ketoglutaranu, a nie oksydacyjna dezam ina­
cja glutam inianu (24). Bliższe dane dotyczące porów nania term odynam iki 
tych dwu procesów zaw arte są w przeglądowej pracy L o w e n s t e i -  
n a  (19).

Tabela 1 przedstaw ia aktyw ności enzymów katalizujących poszczególne 
reakcje cyklu nukleotydów  purynow ych w różnych tkankach szczura. 
Jak  w ynika z danych tabeli 1 aktyw ność dezam inazy AMP przewyższa 
bardzo znacznie aktyw ności pozostałych enzymów. Szczególnie w yraźna 
przewaga aktyw ności dezaminazy AMP widoczna jest w przypadku m ięśni 
szkieletowych. W ydaje się, że w różnych tkankach reakcją ograniczającą 
szybkość całego cyklu jest reakcja katalizow ana bądź przez syntetazę 
adenylobursztynianow ą bądź przez liazę adenylobursztynianow ą. W mięś­
niach szkieletowych przy 0,5 mM stężeniu IM P aktyw ność syntetazy
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Tabela 1

Aktywność enzymów cyklu nukleotydów purynowych w ekstraktach z różnych tkanek szczura

Źródło
enzymu

Syntetaza
adenyloburszty­

nianowa

Liaza
adenyloburszty­

nianowa

Dezaminaza
AMP

Mięśnie szkie­
letowe (29) 
30°C, pH 7,0

0,46 0,38 157,0

Mózg (29) 
30°C, pH 7,0

0,036 0,18 5,2

Nerki (28) 
37°C, pH 7,2

1,27 ±0,27* 1,38±0,16* 44,0±3,3*

Wąrtoba (26) 
37°C, pH 7,0

0,33** 0,59

Liczby wyrażają ilość mikromoli substratu przekształcaną w ciągu minuty przez 1 tkanki, lub ilość nanomoli x mg 
białka-1 x min-1 *

** Mierzone jako zdolność reaminacji IMP do AMP

adenylobursztynianow ej przewyższa 3— 6 krotnie m aksym alną aktywność 
liazy adenylobursztynianow ej (25).

W prawdzie enzym y katalizujące reakcje cyklu nukleotydów  puryno­
wych są rozpowszechnione w tkankach zwierzęcych, to jednak w odnie­
sieniu do większości tkanek  nie ma danych doświadczalnych w skazują­
cych, że cykl nukleotydów purynow ych rzeczywiście w nich funkcjonuje. 
Możliwość cyklicznego przebiegu tych reakcji w doświadczeniach in vitro  
wykazano jak dotychczas w takich tkankach jak  mięśnie szkieletowe (17, 
18, 20), w ątroba (26, 27), nerka (28) i mózg (29).

III. Właściwości enzymów katalizujących reakcje cyklu 
nukleotydów purynowych

Spośród trzech enzymów katalizujących reakcje składające się na 
cykl nukleotydów  purynow ych, najw cześniej poznanym  i najlepiej zba­
danym  jest dezaminaza AMP. W łaściwości tego enzymu, w tym  również 
regulacja jego aktyw ności były przedm iotem  odrębnego artyku łu  druko­
wanego niedawno w Postępach Biochemii (23). Poniżej przedstaw ione zo­
staną właściwości dwu pozostałych enzymów, a mianowicie syntetazy 
i liazy adenylobursztynianow ej, ze zwróceniem szczególnej uwagi na re ­
gulację ich aktywności.

I I I - l . Syntetaza adenylobursztynianow a

Syntetaza adenylobursztynianow a (EC. 6.3.4.4) katalizuje reakcję:
IM P +  asparaginian +  GTP adenylobursztynian +  GDP +  Pi
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Właściwości syntetazy  adenylobursztynianow ej z tkanek zwierzęcych 
zostały poznane stosunkowo niedawno. K rystaliczne p repara ty  tego en­
zymu otrzym ano z mięśni szkieletowych królika (30) i szczura (31). Wysoko 
oczyszczone p repara ty  syntetazy adenylobursztynianow ej otrzym ano tak ­
że z łożyska ludzkiego (32), m ięśnia sercowego królika (33), i w ątroby 
szczura (34). Najwyższa jej aktyw ność cechuje m ięśnie szkieletowe. P rzy j­
m ując za 100% aktyw ność w m ięśniach szkieletowych, aktyw ność w in­
nych tkankach wynosi odpowiednio: w sercu, nerkach i w ątrobie — około 
40%, w mózgu i płucach — 10—20% (30). Enzym z m ięśni szkieletowych 
i m ięśnia sercowego królika jest m onomerem  o masie cząsteczkowej 
54 000 (30, 33), zaś krystaliczna syntetaza adenylobursztynianow a z m ięśni 
szkieletowych szczura ma masę cząsteczkową 104 000 i zbudowana jest 
z dwu jednakow ych podjednostek (31).

Enzym y z różnych źródeł przejaw iają stosunkowo szerokie optim um  
pH w granicach 6,5— 7,4 i do aktyw ności w ym agają obecności jonów m e­
tali dwuwartościowych, przy czym najw yższą aktyw ność obserw owano 
w obecności m agnezu (31, 32).

Syntetazę adenylobursztynianow ą cechuje bardzo wysoka specyficz­
ność w stosunku do wszystkich substratów  (30). Enzym y z różnych źródeł 
charakteryzują  się różnym i stałym i M ichaelisa w stosunku do IM P, aspa- 
raginianu i GTP. W tabeli 2 zestawiono w artości stałych M ichaelisa dla 
syntetazy  adenylobursztynianow ej z różnych źródeł. Znaczna różnorod-

Tabela 2
Wartości stałych Michaelisa (Km) dla syntetazy adenylobursztynianowej z różnych źródeł

Źródło enzymu
S u b s t r a t  (^M)

Asparaginian IMP GTP

Mięśnie szkieletowe
królika (30) 300 200 10
królika (89) 290 107 12
szczura (34) 250 700 120
kurczęcia (89) 30 171 12

Mięsień sercowy królika (33) 310 110 13
Łożysko ludzkie (32) 950 37 31
Wątroba

szczura (89) 360 30 15
szczura, izoenzym L (34) 1470 320 130
szczura, izoenzym M (34) 330 690 90
szczura, płodowa (89) 440 21 10
kurczęcia (89) 20 20 17

Mózg świni (89) 230 47 11
Rak Walkera (89) 381 30 16
Rak puchlinowy Ehrlicha (45) 50 30 100
Rak Nowikowa (89) 840 12 12
E. coli (38)

/ 350 20 10
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ność w artości K m enzymów z różnych gatunków  i różnych tkanek może 
być w yrazem  różnorodności funkcji jaką spełnia reakcja katalizowana 
przez ten  enzym  w różnych tkankach i w różnych stanach metabolicz­
nych.

W w ątrobie szczura w ystępują dwa izoenzymy syntetazy adenylobur- 
sztynianow ej (34). Różnią się one immunologicznie, powinowactwem  do 
substratów  (Tabela 2), wrażliwością na działanie niektórych inhibitorów 
i w artościam i punktów  izoelektrycznych. Izoenzym M w ydaje się być 
idenytczny z enzymem  w ystępującym  w m ięśniach szkieletowych, nato­
m iast izoenzym L w ystępuje tylko w wątrobie. Ocenia się, że w wątrobie 
szczura 45%  białka enzymatycznego stanow i form a M, a 55°/o form a L (34).

Syntetaza adenylobursztynianow a ham owana jest przez produkty  re ­
akcji, jak  rów nież przez szereg nukleotydów  purynow ych i pirym idyno­
wych (31, 32). N ukleotydy purynow e są silniejszym i inhibitoram i aniżeli 
nukleo tydy  pirym idynow e, natom iast nukleozydy i wolne zasady nie w y­
w ierają działania ham ującego. Spośród nukleotydów  efekt ham ujący 
zmniejsza się w kolejności: nukleotydy m onofosforanowe, dw ufosforano- 
we, tró jfosforanow e (32). S truk tu ra lne  analogi substratów  lub produk­
tów takie jak: bursztynian, argininobursztynian i kabam oilofosforan są 
także inhibitoram i syntetazy  adenylobursztynianow ej (31, 32). Hamowa­
nie przez bursztynian  jest kom petycyjne w stosunku do asparaginianu, 
natom iast niekom petycyjne w stosunku do IM P i GMP (31).

Reakcja katalizow ana przez syntetazę adenylobursztynianow ą w ystę­
puje w przem ianach kom órkowych w m iejscu rozgałęzienia szlaków m e­
tabolicznych prowadzących do syntezy nukleotydów  adeninow ych i gua- 
ninow ych (Ryc. 2). Nasuwa to przypuszczenie, że aktyw ność tego enzymu 
może podlegać ścisłej regulacji. W yniki badań kinetycznych wysoce 
oczyszczonych preparatów  syntetazy adenylobursztynianow ej nie wska­
zują jednakże by enzym  ten  przejaw iał właściwości enzymu allosterycz- 
nego. W ydaje się, że szybkość reakcji katalizow anej przez ten  enzym 
kontrolow ana jest głównie przez stężenia substratów , produktów  i inhi­
bitorów . Je s t to tym  bardziej prawdopodobne, że oba szlaki metaboliczne 
przedstaw ione na rycinie 2, konkurują  o wspólny substra t jakim  jest IMP. 
W wielu tkankach, jak  np. w łożysku, oba enzym y współzawodniczące
o IMP, a mianowicie dehydrogenaza IMP i syntetaza adenylobursztynia­
nowa, m ają wartości K m tego samego rzędu — co czyni te reakcje szcze­
gólnie podatne na regulacyjny  wpływ zmian stężeń substratów . P rzem a­
wia za tym  także fakt, że stałe inhibitorow e Ki adenylobursztynianu, 
AM P, XMP, GMP i GDP są tego samego rzędu wielkości co K m dla IMP. 
Również obserwacja, że wartości K m syntetazy  adenylobursztynianow ej 
z m ięśni szkieletowych królika dla IMP, oraz K t dla AMP są tego samego 
rzędu wielkości co ich stężenia w komórce wskazuje, że zmiany stężeń 
IMP i AMP mogą regulować szybkość syntezy adenylobursztynianu.
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Synt-ezo nukleorydáw 
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AMP ♦ PP
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AMP GMP
Ryc. 2. B iosynteza nukleotydów  adeninow ych i guaninow ych z IMP
Liczby przedstaw iają nazw y enzym ów : 1. Syntetaza adenylobursztynianow a [EC. 6.3.4.4; liga- 
za IMP : L-asparaginian (GDP)]. 2. Liaza adenylobursztynianow a (EC. 4.3.2.2; AM F-liaza adenylo- 
bursztynianu). 3. D ehydrogenaza IMP (EC. 1.2.1.14; oksydoreduktaza IMP : NAD). 4. Syntetaza  
GMP [EC. 6.3.5.2; am ido-ligaza ksantozyno-5-fosforan : L-glutam ina (AMP)].

Synteza nukleotydów  adeninowych, zapoczątkowana reakcją kata li­
zowaną przez syntetazę adenylobursztynianow ą, kontrolow ana jest 
w dwojaki sposób przez nukleotydy guaninowe i ksantynow e. GTP jest 
niezbędnym  źródłem  energii dla syntezy adenylobursztynianu, a ponadto 
aktywność syntetazy adenylobursztynianow ej ham ow ana jest przez XMP, 
GMP i GDP, przy czym wartości Ki dla GMP i GDP są w przybliżeniu 
takie same lub naw et niższe aniżeli K m dla GTP (31, 32).

Przekształcanie IMP bądź w adenylobursztynian bądź w XMP (Ryc. 2) 
podlega regulacji w sposób niezależny od regulacji biosyntezy pu ryn  de 
novo. W hodowli ludzkich lim foblastów stwierdzono, że adenina — w stę­
żeniu ham ującym  w 40% całkowitą biosyntezę puryn  de novo, — ham o­
wała syntezę nukleotydów  adeninow ych w 50— 70°/o i równocześnie sty ­
mulowała w 20°/o syntezę nukleotydów  guaninow ych (33a). Dodana gua­
nina wyw ierała efekt przeciw staw ny. Odgryw ają tu  rolę nukleotydy po­
w stające z adeniny i guaniny, o czym świadczy fakt, że gdy badano m u tan ­
ty  niezdolne do przem iany wolnych zasad w nukleotydy — wolne zasady 
nie w yw ierały tego efektu. Sugeruje to, że przem iany nukleotydów  p u ­
rynowych, a w szczególności reakcja katalizow ana przez syntetazę adeny­
lobursztynianową, mogą być regulow ane odmiennie w tych kom órkach, 
które uzyskują swoje nukleotydy purynow e wyłącznie z biosyntezy de 
novo i w tych, k tóre mogą syntetyzować IMP z wolnej h ipoksantyny. Tę 
ostatnią reakcję katalizuje fosforybozylotransferaza hipoksantynow a 
(EC. 2.4.2.8):
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H ipoksantyna +  5-fosforybozylopirofosfQran -> IM P + P P i

W ten  sposób produkt katabolizm u puryn  — wolna hypoksantyna jest 
ponownie w łączana w przem iany (ang. salvage pathway).

Stw ierdzono niedawno, że syntetaza adenylobursztynianow a z mięśni 
szkieletowych szczura ham owana jest przez fruktozo-1,6-dwufosforan (35). 
Ham owanie to ma charak ter niekom petycyjny w stosunku do wszystkich 
trzech substratów . W yraźne hamowanie obserwowano już przy 10 mM 
stężeniu fruktozo-l,6-dw ufosforanu, a 2 mM stężenie powodowało nieomal 
całkowite zaham owanie reakcji. Ponieważ w m ięśniu szkieletowym  szczu­
ra w spoczynku stężenie fruktozo-l,6-dw ufosforanu wynosi 40—60 mM jest 
wielce prawdopodobne, że może on być regulatorem  aktyw ności syntetazy 
adenylobursztynianow ej in vivo. Przebieg regulacji syntezy adenylobursz­
tyn ianu  można sobie wyobrazić następująco: wzrost stężenia fruktozo-1,6- 
dwufosforanu, będący wynikiem  aktyw acji fosfofruktokinazy przez AMP, 
prowadzi poprzez zahamowanie syntetazy  adenylobursztynianow ej do 
zm niejszenia syntezy AMP i w konsekw encji do obniżenia aktyw ności 
fosfofruktokinazy. W skazuje to na współzależność glikolizy i cyklu nukleo­
tydów  purynow ych. In teresujące w tym  kontekście jest spostrzeżenie, że 
w m ięśniu szkieletowym  syntetaza adenylobursztynianow a w ydaje się 
być wiązana z F-aktyną, podobnie jak  fosfofruktokinaza i niektóre inne 
enzym y glikolizy mięśniowej (36).

Porów nanie kinetycznych właściwości dwu izoenzymów syntetazy 
adenylobursztynianow ej w ystępujących w w ątrobie (Tabela 2) oraz sta ­
łych inhibitorow ych dla AMP, GMP i fruktozo-l,6-dw ufosforanu sugeruje, 
że izoenzymy te spełniają odmienne funkcje w przem ianach (34). Izoen- 
zym M — prawdopodobnie identyczny z izoenzymem w ystępującym  
w m ięśniach szkieletowych — ma większe powinowactwo do asparaginianu 
i cechuje się większą wrażliwością na hamowanie przez fruktozo-1,6- 
dw ufosforan. Izoenzym ten  w ydaje się być predestynow any do regulacji 
glikolizy i amoniogenezy m ięśniowej. Natom iast izoenzym L, charak terys­
tyczny dla w ątroby, cechuje się większym powinowactwem  do IMP i jest 
bardziej w rażliw y na hamowanie przez AMP i GMP — co sugeruje, że 
jego funkcja fizjologiczna polega na udziale w biosyntezie nukleotydów 
purynow ych. Za udziałem  izoenzymu L w syntezie nukleotydów  prze­
m aw ia również to, że podczas regeneracji w ątroby udział tego izoenzymu 
w całkow itej aktyw ności syntetazy  adenylobursztynianow ej w zrasta 
z 55°/o do 80°/o (37).

Badanie k inetyki syntetazy adenylobursztynianow ej z łożyska ludz­
kiego (32) wskazuje, że reakcja przez nią katalizowana, podobnie jak  
reakcja  katalizowana przez enzym  z E.coli (38) przebiega według całko­
wicie losowego m echanizm u sekwencyjnego.

5 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl
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III-2. Liaza adenylobursztynianow a

Liaza adenylobursztynianow a (EC. 4.3.2.2) katalizuje w ciągu biosyn­
tezy nukleotydów purynow ych dwie odrębne reakcje przedstaw ione po­
niżej wzorami:

W zory  I - V

Pierw sza z reakcji polega na rozszczepieniu kwasu adenylobursztynow ego 
(I) do AMP (II) i kwasu fumarowego (III), a druga na rozszczepieniu 
rybonukleotydu 4-N-sukcynylokarboksyam ido-5-am inoim idazolowego (IV) 
do rybonukleotydu 4-karboksy-5-aminoim idazolowego (V) i kwasu fum a­
rowego (III). Reakcje te m ają przebieg podobny i prowadzą do w budow a­
nia azotu z kwasu asparaginowego w grupę aminową nukleotydów  ade- 
ninowych i w pozycję 1 pierścienia purynowego.

Liazę adenylobursztynianow ą znaleziono w drożdżach (39), bakteriach  
(40) i roślinach (41), a także w takich tkankach zwierzęcych jak  w ątroba 
(42), mięśnie szkieletowe (13), e ry trocy ty  (43, 44) i kom órki raka Ehrlicha 
(45, 46). Enzym z tkanek  zwierzęcych ulega łatwo inaktyw acji podczas 
izolowania, co było istotną przeszkodą w otrzym aniu wysoce oczyszczo-
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nych preparatów . Dopiero niedawno udało się uzyskać p repara t liazy 
adenylobursztynianow ej z erytrocytów  ludzkich oczyszczony 10 000 razy 
i stabilny podczas przechowywania przez 6 miesięcy w tem peraturze 2°C 
w buforze zaw ierającym  glicerol (44). W łaściwości enzymów z drożdży 
i Neurospora crassa zostały opisane przez S. R a t n e r (47).

Najwyższą aktyw ność liazy adenylobursztynianow ej obserwowano 
w m ięśniach szkieletowych. Przyjm ując aktyw ność w m ięśniach szkiele­
towych za 100% — aktyw ność w m ięśniu sercowym, wątrobie i mózgu 
wynosi 20— 40%, a w erytrocytach 6% (44). Specyficzność enzymu w sto­
sunku do adenylobursztynianu i rybonukleotydu 4-N-sukcynylokarbo- 
ksyamido-5-aminoimidazolowego jest dość znaczna. Prócz wyżej wym ie­
nionych substratów  rozkłada on także — jakkolw iek wolniej — 2-dez- 
oksyadenylobursztynian i fi-D-arabinozyloadenylobursztynian (48), nato­
m iast nie rozszczepia sukcynyloadeniny i sukcynyloadenozyny (44). 
Reakcja katalizow ana przez liazę adenylobursztynianow ą jest odwracalna; 
stała równowagi dla enzym u z drożdży w tem p. 35°C, w pH 7,0 wynosi 
(39):

[Fumaran] [AMP] ,K = . 1 — 7 —̂i = 8 x 10~3 m ola/l[Adenylobursztynian]

Optimum  pH obu reakcji katalizowanych przez tę liazę wynosi 7,6— 
7,9 w buforze N-Tris (hydroksym etylo)m etyloglicynow ym  i w buforze 
Tris/HCl (44). W tabeli 3 zestawiono w artości K m obu substratów  i Ki 
n iektórych inhibitorów  tego enzymu. Jak  w ynika z tych danych powino­
wactwo enzym u do adenylobursztynianu i rybonukleotydu 4-N-sukcyny-

Tabela 3
Stałe kinetyczne liazy adenylobursztanianowej z erytrocytów człowieka (44)

Substancja K* x 10~5M K * x lO -5M

Adeny loburszty n ian 0,23 _
Rybonukleotyd 4-N-sukcynylokar-
boksyamido-5-aminoimidazolowy 0,35 —
Rybonukleotyd 4-karboksy-5-amino-
imidazolowy — 1,0 kompet.
5-AMP — 0,6 kompet.
Fumaran — 16,0 niekompet.
Sukcynyloadenina — 2,7 kompet.
HPOl" — 48,0 kompet.
Rybozo-5-fosforan — 300,0 kompet.
Asparaginian — 200,0 kompet.

; Cytrynian — 1000,0 kompet.
Ryboza — nie hamuje

1

* Wartość pozorna.
Pomiary przeprowadzano w 0,05 M buforze N-Tris (hydroksymetylo)metyloglicynowym 

o pH 7,8 w temperaturze 37°C.

5* http://rcin.org.pl
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lokarboksyamido-5-aminoim idazolowego jest podobne. AMP ham uje silnie 
enzym  w sposób kom petycyjny. D rugi p rodukt reakcji, fum aran, jest 
znacznie słabszym inhibitorem , przy czym inhibicja przez ten  związek ma 
charak ter niekom petycyjny.

A ktualnie dostępne dane nie w skazują by enzym  ten posiadał właści­
wości regulacyjne.

IV. Dowody doświadczalne cyklicznej przemiany 
nukleotydów purynowych

Już dawne w yniki doświadczeń in vivo  z zastosowaniem  związków 
znakowanych 15N sugerow ały, że w m ięśniach następuje cyklicznie deza- 
m inacja AMP i ream inacja IM P (10— 12). Jednak  dopiero niedaw no 
T o r n h e i m  i L o w e n s t e i n  przeprow adzili doświadczenia w k tó­
rych można było ten  proces prześledzić in vitro. N ajbardziej przekonyw u­
jące dane o przebiegu cyklu naukleotydów  purynow ych w m ięśniach 
szkieletowych pochodzą z doświadczeń, w których obserwowano przem ia­
ny nukleotydów  przy udziale wyciągów bezkomórkowych z m ięśni szkie­
letowych (17, 18); z doświadczeń nad perfuzją m ięśni (20), a także z badań 
nad zawartością nukleotydów  i innych m etabolitów  w m ięśniach szkiele­
towych in situ, w spoczynku i po drażnieniu im pulsam i elektrycznym i 
(20, 50).

Aby wykazać cykliczny przebieg procesów dezam inacji i ream inacji 
w układzie bezkomórkowym, należało ekstrak t m ięśniowy pozbawić endo­
gennych substratów  i zapewnić możliwość regeneracji GTP, by przeciw ­
działać zaham owaniu syn tetazy  adenylobursztynianow ej przez w zrost 
stężenia GDP (18). Dzięki dodaniu heksokinazy do m ieszaniny inkuba- 
cyjnej, k tóra zawierała też endogenną aktyw ność kinazy adenylanow ej, 
zapobiegano przekształceniu całego AMP w ATP. Przebieg tego rodzaju 
doświadczenia przedstaw iono na rycinie 3. Część A ryciny 3 przedstaw ia 
proces ream inacji IMP, k tó ry  usta je  po wyczerpaniu się zasobów fosfo- 
kreatyny. Druga część cyklu polegająca na dezam inacji wytworzonego 
AMP przedstaw iona jest w części B ryciny 3. W prowadzenie 2-dezoksy- 
glukozy zamieniało ATP w AM P i prowadziło do gwałtownego spadku 
całkowitego stężenia nukleotydów  adeninow ych i ekw iw alentnego 
wzrostu stężenia IMP. Tej fazie cyklu towarzyszyło w ytw arzanie am onia­
ku. N aprzem ienne dodawanie do m ieszaniny inkubacyjnej rów now ażnych 
ilości fosfokreatyny i 2-dezoksyglukozy prowadziło do kolejnych „obro­
tów ” tego cyklu. Taka sytuacja przedstaw iona jest na rycinie 4. Ja k  to 
widać na rycinie 4 w ytw arzanie am oniaku zachodziło jedynie w fazie 
dezam inacji i niezbędna była do tego obecność zarówno IMP, jak  i aspara- 
ginianu; przy czym cztery kolejne „obroty” cyklu w ytw orzyły 3,5 mola 
am oniaku na mol IM P znajdującego się w wyjściowej m ieszaninie inkuba-
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Ryc. 3. Przebieg in vitro  cyklu nukleotydów  purynow ych przy udziale enzym ów  
z m ięśni szkieletow ych szczura (18).
A. Przekształcenie IMP w  adenylobursztynian i w  AMP.
B. Dezam inacja AMP.
M ieszanina inkubacyjna zaw ierała: 0.52 mM IMP; 0.3 mM GTP; 4 mM asparaginian; 27 mM bufor 
imidazol-HCl pH 6,7; 8,3 mM MgCl2; 1,67 mM fosfokreatynę; 1,2 j/m l heksokinazy drożdżowej 
oraz ekstrakt m ięśn iow y w  ilości odpow iadającej 1 m g białka na m ililitr. R eakcję rozpoczynało  
dodanie białka z którym  wprow adzano do m ieszaniny inkubacyjnej: ortofosforan  2,5 mM; 
KC1 47 mM; EDTA 0,83 mM; d itiotreito l 17 (iM. Inkubację prowadzono w  31°C. D ezam inację AMP 
rozpoczynało dodanie 2-dezoksyglukozy o stężeniu  końcow ym  1,67 mM.
Przebieg reakcji m onitorow ano spektrofotom etrycznie.

cyjnej. W skazuje to, że katalityczne ilości nukleotydów  adeninowych, 
adenylobursztynianu i IM P w ystarczą dla prawidłowego przebiegu amo- 
niogenezy z asparaginianu.

W zjawiskach dających się obserwować in vitro  w doświadczeniach 
przedstaw ionych na rycinach 3 i 4 dopatrzyć się można pew nych analogii 
ze stanam i fizjologicznymi spoczynku i znużenia m ięśni szkieletowych. 
Pierw sza faza cyklu polegająca na ream inacji IM P do AM P ustaje po 
w ykorzystaniu zasobów fosfokreatyny. N ukleotydy adeninowe zostają 
wówczas niejako „zablokowane” w form ie ATP, co odpowiada sytuacji 
w mięśniu szkieletowym pozostającym  w spoczynku. Rozkładowi ATP
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Czas (m in.)

Ryc. 4. Produkcja am oniaku i zm iany stężeń nukleotydów  adeninow ych podczas 
czterech kolejnych „obrotów” cyklu nukleotydów  purynow ych (18).
W arunki dośw iadczenia takie sam e jakie opisano w  legendzie do ryciny 3; reakcję rozpoczynało  
dodanie IMP o stężeniu  końcow ym  0,52 mM. Strzałki wskazują m om enty dodawania 2-dezoksy- 
glukozy (DG) i fosfokreatyny (CP). • — kom pletna m ieszanina inkubacyjna, □  — m ieszanina  
nie zaw ierająca IMP, A  — m ieszanina nie zaw ierająca asparaginianu.

spowodowanemu wprowadzeniem  2-dezoksyglukozy towarzyszy przem ia­
na nukleotydów  adeninow ych w IM P — odpowiada to skurczowi tężco­
wemu, czyli stanow i m ięśnia charakteryzującem u się skrajnym  wyczerpa­
niem  zasobów energetycznych.

Rycina 5 przedstaw ia w ynik doświadczenia, które różni się tym  od 
eksperym entu  przedstawionego na rycinie 3, że wyjściowa mieszanina 
inkubacyjna nie zawierała fosfokreatyny; zawierała natom iast ATP za­
m iast IMP. W doświadczeniu tym  dezam inację inicjowano dodaniem g lu­
kozy zamiast 2-dezoksyglukozy. Jak  widać na rycinie 5 po początkowym 
gw ałtow nym  spadku zawartości nukleotydów  adeninow ych i równoczes­
nym  wzroście stężenia IMP — następuje faza ream inacji co m anifestuje 
się spadkiem  stężenia IMP, pojawieniem  się adenylobursztynianu i wzro­
stem  stężenia nukleotydów  adeninowych. Taki przebieg doświadczenia 
wskazuje, że energia niezbędna dla ream inacji IMP pochodzi w tym  
przypadku z przem ian glukozy.

Przedstaw ione powyżej wyniki doświadczeń z użyciem bezkomórko- 
wych ekstraktów  z m ięśni szkieletowych znalazły potw ierdzenie w bada-
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Ryc. 5. Przebieg cyklu nukleotydów  purynow ych in vitro,  przy udziale enzym ów  
z m ięśni szkieletow ych szczura, w obecności glukozy jako źródła energii (18). 
M ieszanina inkubacyjna zaw ierała 0,5 mM ATP natom iast n ie zaw ierała fosfokreatyny i IMP. 
Ilość dodanego ekstraktu m ięśn iow ego odpow iadała 1,4 m g białka na m ililitr; stężenie heksoki- 
nazy w yn osiło  1,3 j/ml. R eakcję rozpoczynało dodanie glukozy o stężeniu 1 mM. Pozostałe 
w arunki dośw iadczenia takie sam e jakie opisano w  legendzie do ryc. 3.

niach opartych na perfuzji p repara tu  m ięśni szkieletowych szczura (20). 
Podczas perfuzji m ięśni szkieletowych stwierdzono, że istnieje ścisła 
współzależność pomiędzy w ytw arzaniem  amoniaku, IMP i kwasu mleko­
wego (20). Dane przedstaw ione w tabelach 4 i 5 dają wgląd w przem iany 
zachodzące w m ięśniach pod wpływem  drażnienia prądem  elektrycznym , 
jak  rów nież podczas powrotu do stanu spoczynkowego.

Jak  to przedstaw ia tabela 4 — stym ulacja m ięśni szkieletowych im pul­
sami elektrycznym i in situ  powoduje spadek całkowitej zawartości nu ­
kleotydów  adeninowych, wzrost stężenia IMP — przy czym suma nukleo­
tydy  adeninowe plus IMP pozostaje stała. P racy mięśniowej towarzyszy 
również pojawienie się adenylobursztynianu, k tó ry  w mięśniach pozosta­
jących w spoczynku obecny jest jedynie w śladowych ilościach.

Tabela 5 przedstaw ia zmiany zawartości am oniaku, IMP i niektórych 
am inokwasów w mięśniach perfundow anych, oraz zmiany w uw alnianiu 
am inokwasów do płynu perfuzyjnego pod wpływem  stym ulacji prądem
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Tabela 4
Zawartość fosfokreatyny i nukleotydów w mięśniach szkieletowych szczura w spoczynku, bezpośred­

nio po wysiłku i po krótkim wypoczynku (50)*

W spoczynku 
n =  5

Po wysiłku** 
n =  5

Po wypoczynku 
2,5 min. 
n =  4

Fosfokreatyna
ATP
ADP
AMP
Suma: AMP +  ADP + ATP 
IMP
Adenylobursztynian 
Suma: AMP +  ADP +
+  ATP +  IMP

84,0 ±  3,6 
25,0 ±1,2  
3,12±0,21 

0,467 ±0,046 
28,5± 1,3 

0,167 ±0,014 
0,001

28,7± 1,3

28.7 ±  3,0 
18,9 ±0,8  
3,31 ±0,15

0,556 ±0,029
22.7 ±0,8  
2,97 ±0,46

0,017 ±0,003

25.7 ±0,6

70,4 ±4,2  
20,7 ±1,0  
2,67 ±0,12 

0,585 ±0,023 
24,0 ±  1,1 
2,15 ±0,37 

0,021 ±0,004

26,2 ±0,74

* Liczby wyrażają (¿mole x g suchej masy tkanki-1 i są wartościami średnimi ± średni błąd średniej arytmetycznej. 
Liczba zwierząt użytych do doświadczeń w każdej grupie podana jest jako n.

** Mięśnie drażniono in situ przez 15 min. impulsami elektrycznymi 10 ms z częstotliwością 5 impulsów na sekundę

elektrycznym . Zwraca uwagę znaczny wzrost zarówno zawartości jak 
i wydalania am oniaku, oraz towarzyszący tem u wzrost zaw artości IMP
i spadek zawartości asparaginianu w m ięśniach poddanych perfuzji. 
Podobne zmiany stw ierdzono także w m ięśniach człowieka pod­
danych uprzednio in tensyw nej pracy. Obserwowano 15°/o spadek całko­
w itej puli nukleotydów  adeninow ych i rów now ażny przyrost stężenia 
IMP (51).

W szystkie przytoczone powyżej dane doświadczalne w skazują w yraź­
nie, że .pracy mięśniowej towarzyszy intensyw ny przepływ  m etabolitów  
przez cykl nukleotydów  purynow ych.

Tabela 5

Wpływ wysiłku na zawartość i uwalnianie niektórych metabolitów przez mięśnie szkieletowe
szczura poddane perfuzji (50)

Zawartość w mięśniach* 
(i.mole x g suchej masy-1

Uwalnianie do płynu perfuzyjnego* 
nanomole x g suchej masy-1

W spoczynku Po wysiłku** W spoczynku Po wysiłku**

Asparaginian
Glutaminian
Glutamina
Alanina
Amoniak
IMP

1,27±0,13 
6,60 ±0,14  
15,8 ±  1,7 
8,42 ±1,35  

1,6 ±0,01 
0,085 ±0,033

0,76 ±0,08 
4,12 ±0,23  
12,5± 1,4 
9,67 ±0,61 
4,95 ±0,85  
4,73 ±0,61

54,9 ±6,7  
28,6± 3,1 
12,3 ±2,7

25,1 ±4,9  
13,6 ±  3,3 
97,0 ±  14,5

* Liczby są średnią arytmetyczną ± średni biąd średniej arytmetycznej z 5— 10 doświadczeń.
** Perfundowane mięśnie drażniono poprzez nerw'kulszowy impulsami elektrycznymi 10 V, 10 ms przez 15— 30 

imn. z_częstotliwością 1—6 impulsów'na minutę.
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V. Znaczenie metaboliczne cyklu nukleotydów purynowych

Cykl nukleotydów  purynow ych w ydaje się spełniać następujące funk­
cje m etaboliczne:
— regulacja całkowitego stężenia nukleotydów  adeninow ych oraz względ­

nych stężeń AMP, ADP i ATP;
— uw alnianie am oniaku z aminokwasów;
— regulacja aktyw ności fosfofruktokinazy i dzięki tem u całego procesu

glikolizy.
Znaczenie tego cyklu w przem ianach kom órkowych różnych tkanek 

jest zapew ne niejednakow e. I chociaż rola fizjologiczna tego cyklu w róż­
nych tkankach  jest wciąż kontrow ersyjna — to jego bezpośredni związek 
z amoniogenezą i glikolizą mięśniową w ydaje się być niew ątpliw y.

V -l.  Znaczenie cyklu  nukleotydów  purynow ych w  regulacji stężeń AMP, ADP i ATP

W zajem ny stosunek stężeń AMP, ADP i ATP określany jest przez 
stan  rów now agi w reakcji katalizowanej przez kinazę adenylanową:

2 ADP ^  ATP + AMP

Wiadomo, że w m ięśniach szkieletowych cykl nukleotydów  puryno­
w ych przyczynia się do utrzym ania wysokiego stosunku [ATP] : [ADP] 
(52, 53). N astępuje to dzięki tem u, że dezam inacja AMP do IMP obniża 
stężenie AM P i przyczynia się do zwiększonej produkcji ATP z ADP 
w reakcji katalizow anej przez kinazę adenylanową. Podobny mechanizm, 
chroniący na k ró tk i czas przed nadm iernym  spadkiem  nukleotydów ade­
ninow ych w ydaje się funkcjonować także w mięśniu sercowym. S tw ier­
dzono bowiem, że dezaminaza AMP z mięśnia sercowego królika jest ak ty ­
w ow ana znacznie silniej przez ADP aniżeli przez ATP (54). Te właściwoś­
ci regulacyjne enzym u powodują, że dezam inacja AMP w m ięśniu ser­
cowym przebiega wolno do czasu nagrom adzenia się ADP. Także wyniki 
doświadczeń nad zachowaniem się rekonstytuow anego układu glikolizy 
m ięśniowej potw ierdzają ochronną funkcję dezam inazy AMP w stosunku 
do puli nukleotydów  adeninow ych (55).

Dezam inacja AM P w ydaje się odgrywać w wielu tkankach rolę w bu­
forow aniu zmian ładunku energetycznego adenylanów  wyrażającego się 
stosunkiem  [ATP] +  1/2[ADP]/[ATP] +  [ADP] +  [AMP], To działanie stabi­
lizujące ładunek energetyczny odbywa się kosztem obniżenia całkowitego 
stężenia nukleotydów  adeninowych. W ykazano bowiem doświadczalnie 
dla wielu tkanek, że obniżeniu ładunku energetycznego towarzyszy spa­
dek całkowitego stężenia nukleotydów  adeninowych.

Aktywność dezam inazy AMP z m ięśni szkieletowych i w ątroby szczura 
m aleje w m iarę w zrostu ładunku energetycznego i w zakresie wartości 
fizjologicznych 0,7— 0,9 zależność ta ma charak ter liniowy (56, 57). W raż­
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liwość dezaminazy AMP na wahania w artości ładunku energetycznego 
jest także najw iększa w tym  fizjologicznym zakresie.

W zrost szybkości dezam inacji AMP przy spadku wartości ładunku 
energetycznego zależny jest od bezwzględnej wielkości puli nukleotydów 
adeninow ych (57). Stanowić to może m echanizm  zabezpieczający komórkę 
przed całkowitą u tra tą  nukleotydów  adeninowych. Hipoteza taka znalazła 
potwierdzenie w doświadczeniach w których obserwowano gwałtow ny 
spadek całkowitego stężenia nukleotydów  adeninow ych w w ątrobie po 
obciążeniu fruktozą (58, 59). Obciążenie fruktozą obniża stężenie fosforanu 
nieorganicznego w wątrobie, k tó ry  jest silnym  inhibitorem  dezaminazy 
AMP. W dalszej konsekwencji prowadzi to do zwiększonej dezam inacji 
AM P i spadku stężenia nukleotydów adeniniow ych (60— 62). Jednakże 
obserwowany w tych w arunkach m aksym alny spaęłek całkowitego stęże­
nia nukleotydów adeninowych nie przekracza granicy 1—2 mM — co może 
świadczyć o istnieniu mechanizm u zabezpieczającego komórkę przed dal­
szą u tra tą  nukleotydów  adeninowych (63, 64).

V-2. Cykl nukleotydów  purynow ych jako droga katabolizm u am inokw asów

W większości podręczników spotkać się można z poglądem, że cen tral­
ną rolę w katabolizm ie aminokwasów odgrywa reakcja oksydacyjnej de­
zam inacji glutam inianu katalizowana przez dehydrogenazę glutam iniano- 
wą (EC. 1.4.1.3):

G lu tam in ian+ N A D + +  H 20  ^  a-ketog lu taran  +  NADH +  H+ + N H 3 
W myśl tego poglądu, wywodzącego się z badań B r a u n s t e i n a  (65), 
różne am inokwasy przekazują swoją grupę aminową w w yniku transam i- 
nacji na a-ketoglutaran, co prowadzi do w ytw orzenia glutam inianu. G lu­
tam inian ulega następnie oksydacyjnej dezam inacji z wytw orzeniem  
wolnego amoniaku.

W ostatnich latach zaczęto jednak poważnie poddawać w wątpliwość, 
czy reakcja katalizowana przez dehydrogenazę glutam inianow ą w w arun ­
kach in vivo  przebiega w kierunku dezam inacji glutam inianu. W ysunięto 
przypuszczenie, że katabolizm  aminokwasów odbywać się może z udzia­
łem cyklu nukleotydów  purynowych, w toku którego następuje dezami-

K*rokvasy Glutaminian

1 I

Szczawiooctan <- Jab

.Cyklnukkoryddw
purynowych

Amirwłc»o*y c£-k#ł©glułoran Atparoginian

T
Fumaron

Ryc. 6. Schem at pow staw ania amoniaku z am inokw asów  za pośrednictw em  cyklu  
nukleotydów  purynowych.
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nacja asparaginianu (19, 26, 66). Tę drogę w ytw arzania am oniaku jako 
produktu katabolizm u aminokwasów ilustru je  rycina 6. W ujęciu przed­
staw ionym  na rycina 6 dezam inacji ulega asparaginian, a nie glutam inian. 
G lutam inian pow stający w wyniku transam inacji różnych aminokwasów 
z a-ketoglutaranem  jest donatorem  grupy aminowej w reakcji katalizo­
wanej przez am inotransferazę asparaginianową.

Cały szereg obserwacji wskazuje, że amoniogeneza mięśniowa prze­
biega przy  udziale cyklu nukleotydów purynow ych. Mięśnie szkieletowe 
charakteryzują  się w yjątkow o niską aktyw nością dehydrogenazy gluta- 
m inianowej i wyjątkow o wysoką aktyw nością dezam inazy AMP (Tabela 
6). Wiadomo również, że m itochondria izolowane z mięśni szkieletowych 
szczura nie uw alniają amoniaku podczas inkubacji z glutam inianem ; 
m ają natom iast zdolność hydrolizowania g lutam iny do am oniaku i kwasu 
glutaminowego (67).

Tabela 6
Porównanie aktywności dezaminazy AMP i dehydrogenazy glutaminianowej w różnych tkankach

szczura* (19)

Tkanka
Aktywność***

dezaminazy
AMP

Aktywność**
dehydrogenazy

glutaminianowej

Wątroba 1,1—2,0 248
Kora nerki 12,6 130
Mózg 14,7 32
Serce 1,6—4,4 11
Płuca 5,2 11
Śledziona 12,0 9,9
Jądra 5,5 4,2
Przepona — 2,3
Mięśnie szkie­
letowe 127,0 1,3

* Aktywności enzymów zestawione w tabeli wyrażone są jako ¡¿mole x g tkanki-1 x min-1 .
** Aktywność dehydrogenazy glutaminianowej mierzono w kierunku reduktywnej aminacji a-ketoglutaranu 

w pH 7,4.
*** Aktywność dezaminazy AMP mierzono w pH 7,2.

Mięśnie szkieletowe są tkanką w której odbywają się bardzo intensyw ­
ne przem iany aminokwasów. W spoczynku mięśnie szkieletowe uw alniają 
do krw i znaczne ilości alaniny i glutam iny (68, 69). Jak  to widać z danych 
zaw artych w tabeli 5 pracy mięśniowej tow arzyszy zwiększona amonio­
geneza i równocześnie zmniejszenie uw alniania alaniny i glutam iny.

W ątroba jest drugą oprócz mięśni szkieletowych tkanką intensyw nie 
zaangażowaną w katabolizm  aminokwasów. Am oniak wytw orzony w wą­
trobie z przem ian aminokwasów jest u zw ierząt ureotelicznych zużywany 
do biosyntezy mocznika. Do niedaw na mocno ugruntow any wydawał się
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pogląd, że głównym źródłem  am oniaku w w ątrobie jest oksydacyjna 
dezam inacja glutam inianu. W ostatnich latach  nagrom adziło się jednakże 
cały szereg obserw acji świadczących o tym , że am oniak pow stający w w ą­
trobie nie pochodzi z reakcji katalizow anej przez dehydrogenazę gluta- 
m inianową:
— równowaga w reakcji katalizow anej przez dehydrogenazę glutam inia- 

nową przesunięta jest znacznie w k ierunku reduktyw nej am inacji 
a-ketoglu taranu  (24);

— podczas inkubacji izolowanych m itichondriów  w ątrobow ych z g lu ta­
m inianem  90°/o g lutam inianu ulega transam inacji do asparaginianu, 
a najw yżej 10°/o ulega dezam inacji z uwolnieniem  amoniaku (70);

— w w arunkach, gdy m itochondria wątrobow e syntetyzują cy tru linę 
z ornityny, C 0 2 i am oniaku — zastąpienie am oniaku glutam inianem  
prowadzi do gwałtownego spadku syntezy cy tru liny  (71);

— leucyna, która jest ak tyw atorem  dehydrogenazy glutam inianow ej ha­
m uje syntezę mocznika w. izolowanych hepatocytach w obecności a la­
niny jako źródła azotu (66, 72).
A lternatyw nym  układem  enzym atycznym  pozwalającym  na dezami- 

nację aminokwasów w w ątrobie jest cykl nukleotydów  purynow ych. 
W pracow ni kierow anej przez Chappella stwierdzono, że w w ątrobie 
szybkość w ytw arzania am oniaku z asparaginianu jest porów nyw alna 
z szybkością syntezy mocznika z alaniny (26, 27). Jakkolw iek aktyw ność 
dezam inazy AMP jest w w ątrobie stosunkowo niska, to jednak w obec­
ności 1 mM ATP może m aksym alnie wynosić 6 M-moli x m in _1 x g tk an k i-1, 
podczas gdy m aksym alna szybkość dezam inacji g lu tam inianu przez izo­
lowane m itochondria w ątroby nie przekracza 0,4 mnoli X m in-1 x g tk an ­
k i“ 1 (26).

W yniki innych doświadczeń nasuw ają jednakże wątpliwość, czy cykl 
nukleotydów  purynow ych jest główną drogą katabolizm u asparaginianu 
w wątrobie. Badając w izolowanych hepatocytach w ątroby szczura prze­
mianę L-asparaginy do glukozy i m leczanu stwierdzono, że zablokowanie 
transam inacji przez 2 mM kwas am inooksyoctowy znacznie obniża w y­
tw arzanie glukozy i am oniaku z L -asparaginy (73). Z drugiej strony, za­
hamowanie w hepatocytach syntetazy adenylobursztynianow ej przez 
dodanie kwasu N -form ylohydroksyam inooctowego (Hadacidin) nie w pły­
wało znacząco na szybkość ureogenezy z L -alaniny, L -asparaginy i NH 4C1 
jako substratów  (73).

K r e b s  i grono jego współpracowników uw ażają, że katabolizm  am i­
nokwasów w w ątrobie przebiega głównie z udziałem  dehydrogenazy g lu­
tam inianowej. Zdaniem  tych autorów  stężenia substratów  i produktów  
reakcji katalizowanej przez dehydrogenazę glutam inianow ą są w w ątrobie 
zbliżone do istniejących w stanie chemicznej równowagi (74— 79). Reakcja 
katalizowana przez dehydrogenazę glutam inianow ą pozostaje w rów no­
wadze z reakcjam i katalizow anym i przez am inotransferazę alaninow ą
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i am inotransferazę asparaginianową. Zasadniczymi czynnikam i determ i­
nującym i k ierunek  przebiegu tych reakcji są wahania stężenia jonu amo­
nowego i stan  redoksowy nukleotydów pirydynow ych (77, 80).

D ehydrogenaza glutam inianow a przejaw ia bardzo złożone właściwości 
regulacyjne. Złożoność ta sugeruje, że enzym  ten  może spełniać wiele 
różnorodnych funkcji zależnie od stanu metabolicznego komórki, lub też, 
że funkcje tego enzym u w różnych tkankach  są odmienne (81).

O ile rola dehydrogenazy glutam inianow ej w katabolizm ie am ino­
kwasów w w ątrobie jest wciąż przedm iotem  dyskusji — to wydaje się być 
zupełnie pew nym , że enzym ten spełnia zasadniczą rolę w wiązaniu 
am oniaku w w ypadku wzrostu jego stężenia. Podanie chlorku amonu 
szczurom  in vivo  powodowało szybki wzrost stężenia alaniny i asparagi- 
nianu w w ątrobie, a towarzyszył tem u spadek stężenia a-ketoglu taranu  
(74, 82, 83). Podanie szczurom L-cykloseryny (inhibitora am inotransferazy 
asparaginianow ej) przed podaniem chlorku amonu zapobiegało wzrostowi 
stężenia alaniny, ale przyrost stężenia asparaginianu był wówczas jeszcze 
większy (74).

W nerce am oniak w ydalany do moczu pochodzi w znacznej części, jak 
się w ydaje, z cyklu nukleotydów purynow ych (28). Przem aw ia za tym  
obserw acja, że w w arunkach zwiększonej amoniogenezy spowodowanej po­
daniem  szczurom NH4C1 lub ograniczeniem  potasu w diecie, następuje 
w zrost aktyw ności syntetazy adenylobursztynianow ej i liazy adenylobur­
sztynianow ej w nerkach (28). D ługotrw ałe zakwaszanie organizmu szczura 
pow oduje także wzrost aktyw ności dezam inazy AMP w nerkach (90).

Także w mózgu w powstawaniu am oniaku z przem ian aminokwasów 
w ydaje  się pośredniczyć cykl nukleotydów  purynow ych (29). Porównanie 
m aksym alnych aktyw ności syntetazy adenylobursztynianow ej i liazy 
adenylobursztynianow ej z aktyw nością dehydrogenazy glutam inianow ej 
w mózgu szczura wskazuje, że aktyw ności enzymów cyklu nukleotydów 
purynow ych są w ystarczająco wysokie dla w ytw orzenia całego amoniaku 
jak i pow staje w mózgu szczura. Stwierdzono również, że ilość produko­
wanego w mózgu am oniaku przewyższy m aksym alną zdolność jego w y­
tw arzan ia  w reakcji katalizowanej przez dehydrogenazę glutam iniano- 
wą (29).

Przedstaw ione powyżej fak ty  wskazują, że cykl nukleotydów  puryno­
w ych jest w całości odpowiedzialny za produkcję am oniaku w m ięśniach 
szkieletow ych. Najprawdopodobniej jest także znaczącym źródłem amo­
niaku  w ytw arzanego w innych tkankach, takich jak  wątroba, nerk i i mózg.

V -3. Cykl nukleotydów  purynow ych a regulacja glikolizy m ięśniow ej

W ystępowanie przeciw staw nych oscylacyjnych zmian stężeń fruktozo- 
6-fosf oranu i fruktozo-l,6-dw ufosforanu zaobserwowano po raz pierwszy 
badając proces glikolizy u drożdży (84). Podobne zjawisko obserwowano
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także badając glikozę w ekstrakcie z mięśnia sercowego wołu. Wykazano, 
że za takie oscylacje odpowiedzialne są właściwości regulacyjne fosfofruk- 
tokinazy — enzym u katalizującego reakcję ograniczającą prędkość ciągu 
glikolitycznego (85).

T o r n h e i m  i L o w e n s t e i n  (25, 52) badając in vitro  cykl nukleo­
tydów purynow ych w ekstrak tach  z m ięśni szkieletowych szczura, za­
obserwowali oscylacyjne zmiany stężeń AMP, adenylobursztynianu i IMP. 
Oscylacje stężeń m etabolitów  cyklu nukleotydów  purynow ych były zsyn-

Czas ( m in.)

Ryc. 7. O scylacje całkow itego stężenia nukleotydów  adeninow ych, IMP oraz glukozo- 
-6-fosforanu, fruktozo-6-fosforanu, fruktozo-l,6-aw ufcsforanu , fosfodw uhydroksyace- 
tonu i aldehydu 3-fosfoglicerynow ego w  przebiegu cyklu nukleotydów  purynow ych  
w  ekstrakcie z m ięśni szkieletow ych szczura (52).
M ieszanina inkubacyjna zaw ierała: 0,5 mM ATP; 0,3 mM GTP; 4 mM asparaginian; 0.03 j/ml 
heksokinazy drożdżowej; 1 nM NADł ; 7,5 mM ortofosforan; 27 mM bufor im idazol-HCl pH 6,6; 
8,3 mM MgCl2. Reakcję rozpoczynało dodanie bezpośrednio po sobie ekstraktu m ięśn iow ego  
w ilości 1,3 mg białka na m ililitr i glukozy o stężeniu  10 mM. Wraz z ekstraktem  m ięśn iow ym  
wprowadzono dodatkowo do m ieszaniny inkubacyjnej: KC1 47 mM; EDTA 0,83 mM; d itio treito l 
17 (iM i ortofosforan 2,5 mM. Temperatura inkubacji 30°C.
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chronizowane z w ahaniam i stężeń NADH — co nasunęło przypusz­
czenie, że pozostają one w związku z glikolizą mięśniową. Oscylację stę­
żeń nukleotydów  adeninowych, IMP oraz interm ediatów  glikolizy, w prze­
biegu cyklu nukleotydów  purynowych, przedstaw ia rycina 7. Jak  to 

•widać na rycinie 7, spadkowi stężenia nukleotydów  adeninow ych to­
w arzyszył spadek stężenia glukozo-6-fosforanu i fruktozo-6-fosforanu. 
Równocześnie widoczny był przyrost fruktozo-l,6-dw ufosforanu, alde­
hydu 3-fosfoglicerynowego i fosfodwuhydroksyacetonu. Am plituda tych 
oscylacji w zrastała w m iarę upływ u czasu. Rycina 8 przedstaw ia tow a­
rzyszące oscylacjom glikolitycznym  wahania stężeń ATP, ADP, AMP 
oraz GTP i GDP. Jak  widać, w momencie gdy całkowite

Czas (min.)

Ryc. 8. O scylacje stężeń AMP, ADP, ATP oraz GDP i GTP w  przebiegu cyklu nu­
k leotydów  purynow ych w  ekstrakcie z m ięśni szkieletow ych szczura (52).
W arunki doświadczenia takie sam e jakie opisano w  legendzie do ryciny 7.
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stężenie nukleotydów  adeninow ych jest najniższe, najm niejsze są także 
stężenia ATP i GTP, a najwyższe stężenia ADP, AM P i GDP.

G enerację oscylacji w doświadczeniach przedstaw ionych na rycinach 
7 i 8 autorzy tłum aczą następująco. W chwili rozpoczynania reakcji jedy­
nym  nukleotydem  adeninow ym  obecnym w m ieszaninie reakcyjnej jest 
ATP, k tóry  ham uje aktywność fosfofruktokinazy. Po dodaniu glukozy 
następuje jej fosforylacja pod wpływem  heksokinazy, co powoduje spadek 
stężenia ATP i zmniejszenie zaham owania aktyw ności fosfofruktokinazy. 
Równocześnie dzięki reakcji katalizow anej przez kinazę adenylanow ą 
w zrasta stężenia AMP — aktyw atora fosfofruktokinazy. W m iarę nagro­
m adzania się fruktozo-6-fosforanu i ak tyw acji fosfofruktokinazy, zaczyna 
powstawać fruktozo-l,6-dw ufosforan. W momencie, gdy szybkość w y­
tw arzania fruktozo-l,6-dw ufosforanu, przew yższy szybkość jego zuży­
wania w dalszych reakcjach glikolizy, wzrost aktyw ności fosfofruktokina­
zy staje się autokatalityczny, gdyż fruktozo-l,6-dw ufosforan będący pro­
duktem  reakcji, jest równocześnie bardzo silnym  jej aktyw atorem . 
W wyniku tej autokatalitycznej ak tyw acji fosfofruktokinazy następuje 
gwałtow ne zużycie nagrom adzonych estrów  heksozom onofosforanowych 
i gw ałtow ny spadek stężenia ATP, a w zrost stężenia ADP. W w yniku 
reakcji katalizowanej przez kinazę adenylanow ą powoduje to wzrost stę­
żenia AMP co uzew nętrznia się w przyspieszeniu dezam inacji i prowadzi 
do gwałtownego zm niejszenia całkowitego stężenia nukleotydów  adeni­
nowych. Na rycinie 7 i 8 te m om enty zaznaczone są pionowymi strzałkam i. 
Dalszy m etabolizm  fruktozo-l,6-dw ufosforanu na drodze glikolizy prow a­
dzi do regeneracji ATP i GTP. N astępuje w skutek tego ponowne zahamo­
wanie aktyw ności fosfofruktokinazy przez ATP. Dezaminacja AM P usta je  
również w skutek obniżenia stężenia substra tu , a także w skutek  zaham o­
wania dezam inazy AMP przez GTP. Gdy stosunek [GTP]/[GDP] osiągnie 
wartość w ystarczająco wysoką by zniwelować ham ow anie syntetazy  ade- 
nylobursztynianow ej przez GDP, rozpoczyna się am inacja IM P do AMP. 
K onw ersja IMP w AMP trw a do wyczerpania się nagrom adzonych zaso­
bów energetycznych w postaci kwasu 1,3-dwufosfoglicerynowego i fos- 
foenolopirogronowego. W zrost stężenia GDP, jak i tow arzyszy am inacji 
IMP do AMP prowadzi do zaham owania syntetazy  adenylobursztyniano- 
wej. Równocześnie spadek stężenia ATP zużywanego w reakcji katalizo­
wanej przez heksokinazę prowadzi do ponownej ak tyw acji fosfofruktoki­
nazy — co w dalszej konsekwencji inicjuje pow stanie następnej oscylacji.

Przedstaw ione na rycinach 7 i 8 doświadczenia w skazują w yraźnie na 
współzależność oscylacji glikolizy i cyklu nukleotydów  purynow ych. W y­
stępowanie tych oscylacji da się objaśnić regulacyjnym i właściwościami 
fosfofruktokinazy i dezam inazy AMP. In teresu jąca jest obserwacja, 
że aktyw acja fosfofruktokinazy przez fruktozo-l,6 -dw ufosforan  zależy 
w ogromnej mierze od stężenia AMP (86, 87). I tak, przy 1 m-M stężeniu 
AMP, fruktozo-l,6-dw ufosforan w stężeniu 32viM powoduje jedynie zni­
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komą aktyw ację fosfofruktokinazy. W zrost stężenia AMP do 20 m-M 
i 50 viM pociąga za sobą, przy tym  samym  stężeniu fruktozo-l,6-dw ufos- 
foranu, odpowiednio 20-krotny i 40-krotny w zrost aktyw ności tego enzy­
mu (87). Nie jest wykluczone, że w m ięśniach w w arunkach zwiększonego 
zapotrzebow ania na energię, do aktyw acji fosfofruktokinazy przyczynia 
się także wzrost stężenia jonów N H | , będący wynikiem  dezam inacji 
AMP (86).

Opisany powyżej model regulacji oparty  jest na badaniu glikolizy 
i cyklu nukleotydów  purynow ych w stosunkowo nieskom plikowanym  
układzie doświadczalnym, jaki stanowi bezkom órkowy ekstrak t z m ięśni 
szkieletowych szczura pozbawiony endogennych m etabolitów . Dotychczas 
nie wiadomo czy takie oscylacje zachodzą w m ięśniach szkieletowych in  
vivo  — obserwowano je natom iast w pojedyńczej komórce drożdży (88).

O pisany przez Low ensteina cykl nukleotydów  purynow ych jest jednym  
z najpóźniej odkrytych cykli m etabolicznych o uniw ersalnym  — jak się 
w ydaje — występow aniu w komórkach. Stanowi on równocześnie piękny 
przykład w ielorakiej współzależności regulacyjnej przem ian związków
o różnorodnej budowie chemicznej.
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sekwencji czy s tru k tu ry  kwasów nukleinowych. Oprócz enzymów res try k ­
cyjnych przydatne są również nukleazy specyficzne wobec odcinków jed- 
noniciowych, które w ykazują jednocześnie ograniczoną aktywność w sto­
sunku do natyw nego DNA. W tej ostatniej grupie enzymów do tej pory 
najlepiej scharakteryzow ane zostały nukleaza Sx z Aspergillus oryzae 
(1, 2, 3, 4, 5), nukleaza z Neurospora crassa (6, 7), nukleaza I z fasoli zło­
cistej (8, 9), nukleaza I z kiełków pszenicy (10, 11, 12) i nukleaza ze Sta­
phylococcus aureus (13). Pomimo, że enzym y te w ykazują w yraźną pre­
ferencję wobec jednoniciowego DNA, ostatnio zainteresowano się również 
ich działaniem  na natyw ny, dwuniciowy DNA. Okazało się bowiem, że na- 
tyw ny, dwuniciowy DNA może być również substratem  nukleaz specy­
ficznych wobec odcinków jednoniciowych. A takują one w natyw nym  DNA 
odcinki o całkowicie lub częściowo rozluźnionej struk tu rze  drugorzędowej. 
Obszaram i DNA o osłabionych oddziaływaniach pomiędzy dwoma łańcu­
chami są na przykład obszary bogate w pary  AT (8, 12, 14) lub obszary
0 struk tu rze  superhelikalnej powodującej rozluźnienie s tru k tu ry  drugo­
rzędowej DNA (15). W ynikiem działania na natyw ny superhelikalny DNA 
nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych kwasów nukleinow ych jest 
nacięcie w pojedynczej nici w jednym  (7) lub kilku miejscach (5), co pro­
wadzi do relaksacji superhelikalnie skręconego DNA. Nasuwa to przy­
puszczenie, że enzym y te mogą brać udział w takich procesach w ew nątrz­
komórkowych, w których potrzebne są nacięcia i relaksacja DNA, a więc 
na przykład w replikacji, transkrypcji, rekom binacji i reperacji DNA. Na­
leży przy tym  podkreślić, że w natyw nym  DNA podlegającym  replikacji, 
transkrypcji, rekom binacji lub reperacji obecne są zawsze odcinki jedno- 
niciowe, które mogą być hydrolizowane przez właściwe nukleazy w ybiór­
czo hydrolizujące fragm enty jednoniciowe.

Spośród enzymów specyficznych wobec fragm entów  jednoniciowych 
stosunkowo niedawno zostały opisane i dość dobrze scharakteryzow ane 
enzym y roślin wyższych, zaliczane według klasyfikacji W i l s o n a  (16) 
do grupy tzw. nukleaz typu I. W artyku le  opisano te spośród nukleaz typu
I, które wykazują dużą preferencję wobec fragm entów  jednoniciowych, 
a jednocześnie m ają ograniczoną aktyw ność w stosunku do natyw nego 
DNA. Jak  do tej pory najlepiej poznano właściwości trzech takich enzy­
mów: nukleazy I z fasoli złocistej (8,9), z kiełków pszenicy (10,11,12)
1 z nukleoplazm y jąder zarodków żyta (17).

I. Ogólna charakterystyka roślinnych nukleaz typu I

I - l .  Substraty

Enzym y zaliczane do grupy nukleaz typu I charakteryzujące się b ra ­
kiem specyficzności wobec cukrow ej reszty  substra tu  w rów nym  stopniu 
hydrolizują RNA, jak  i zdenaturow any term icznie DNA (Rye. 1). N ukleazy
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typu I w ykazują również aktywność 3 '-nukleotydazy hydrolizując wiąza­
nie fosfoestrowe 3'-monofosforanów. W szystkie trzy  aktywności: rybonu- 
kleazowa, dezoksyrybonukleazowa i aktyw ność 3'-nukleotydazy m ają tę 
samą specyficzność wobec zasad i są w takim  samym  stopniu podatne na 
czynniki ham ujące i aktyw ujące. Na przykład aktyw ności nukleazy 1 
z kiełków pszenicy (10) m ają zbliżone optima pH, są zależne od jonów 
Zn2+, tem pera tu ry , EDTA i związków sulfhydrylow ych. W szystkie trzy 
aktyw ności enzym atyczne pozostają nierozdzielone podczas różnorodnych 
procedur oczyszczania jak  chrom atografia na wym ieniaczach jonowych, 
filtracja  na żelach Sephadex i elektroforeza w żelu poliakrylamidowym . 
Pozwala to przyjąć, że wszystkie trzy  aktyw ności są związane z tą samą 
cząsteczką białka.

0,2 7?

Ryc. 1. Przebieg hydrolizy RNA ------• ------ , zdenaturow anego term icznie DNA
—O — , natyw nego D N A -----------A -----------i 3'-adenozynom onofosforanu — X — X —
przez nukleazę I z jąder zarodków żyta (zm odyfikow ane w g 17).

Szybkość enzym atycznej hydrolizy DNA zależy głównie od jego s tru k ­
tu ry  drugorzędowej. Większość enzymów zaliczanych do grupy nukleaz 
typu  I dużo szybciej hydrolizuje zdenaturow any, jednoniciowy DNA niż 
natyw ny DNA (Ryc. 1). I tak  na przykład nukleaza I z fasoli złocistej 
hydrolizuje zdenaturow any term icznie DNA faga T4 około 30 000 razy 
szybciej niż DNA natyw ny (8). W przypadku DNA z grasicy cielęcej 
i Escherichia coli obserwowano m niejsze różnice w szybkości hydrolizy 
form  jedno- i dwuniciowych. Spowodowane jest to  prawdopodobnie tym,
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że w porównaniu z DNA faga T4, p repara ty  natyw nego DNA z grasicy 
i Escherichia coli są w większym stopniu zanieczyszczone form am i jedno- 
niciowyn^i. Specyficzność nukleazy I z fasoli złocistej wobec fragm entów  
jednoniciowych jest tak  wysoka, że w m ieszaninie natyw nego i zdenatu- 
rowanego DNA enzym może wybiórczo hydrolizować pojedyncze łańcuchy 
zdenaturow anego DNA. Co więcej, naw et przy 50-ciokrotnym nadm iarze 
nukleazy nie udało się stwierdzić hydrolizy natyw nych form  DNA (8). 
Tak wysoką preferencję nukleaz wobec s tru k tu r jednoniciowych obser­
wuje się rzadko. Poza nukleazam i typu I jedynie egzonukleaza z Escheri­
chia coli w ykazuje podobne właściwości. Hydrolizuje ona około 40 000 razy 
szybciej zdenaturow any DNA niż DNA natyw ny (18, 19).

1-2. Specyficzność nukleaz typu I wobec zasad

Nukleazy typu I charakteryzują się w yraźnie zaznaczoną specyficz­
nością wobec zasad. Większość z nich najszybciej hydrolizuje wiązanie 
3'-fosfoestrowe w sąsiedztwie adeniny, następnie tym iny (urydyny), znacz­
nie wolniej w sąsiedztwie cytozyny i guanozyny (11). Stwierdzono to ba­
dając ilościowy skład fosfomononukleotydów uw alnianych w czasie degra­
dacji zdenaturow anego DNA oraz stopień hydrolizy rybohomopolim erów 
i 3'-nukleotydów.

1-3. Sposób działania

Większość enzymów z grupy nukleaz typu I to endonukleazy działające 
w ten  sposób zarówno na DNA jak i RNA. W yjątek stanow i nukleaza I 
z kiełków pszenicy, która w stosunku do RNA zachowuje się jak  typowa 
egzonukleaza, natom iast w stosunku do DNA jak typowa endonukle- 
aza (11).

Końcowymi produktam i uw alnianym i przez nukleazy typu I są 5'-fos- 
fomono- i oligonukleotydy z wolną grupą OH w pozycji 3'.

1-4. Optima pH, stężenie i rodzaj w ym aganych jonów , aktyw atory i inhibitory

Nukleazy typu I w ykazują m aksym alną aktyw ność w środowisku 
kwaśnym  w zakresie wartości pH od 5,0 do 6,5. Aktywność większości 
tych enzymów jest hamowana przez EDTA. W szystkie enzym y w ym agają 
dwuwartościowych kationów do utrzym ania m aksym alnej aktyw ności 
i stabilności. Enzymy z fasoli złocistej (20) i z kiełków pszenicy (21) w y­
m agają obecności jonów Zn2+. W przypadku enzym u z pszenicy obecność
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jonów Zn2+ w stężeniu co najm niej 10-4 M jest absolutnie konieczna do 
utrzym ania aktyw ności w pH 4,5. Jony Zn2+ m ają prawdopodobnie znacze­
nie tylko w stabilizacji trzecio- lub czwartorzędowej s tru k tu ry  białka en­
zymatycznego. Taką stabilizującą rolę jonów Zn2+ udowodniono badając 
wiele innych enzymów, takich jak  alkaliczna fosfataza z Escherichia coli 
(22, 23), dehydrogenaza alkoholowa z w ątroby konia (24) i a-am ylaza 
z Bacillus subtilis (25). Jony Zn2+ ham ują aktyw ność RNA-azową (ale nie 
DNA-azową) nukleazy z owsa (26). Jony Mg2+ przyw racają nukleazie 
z ziemniaków aktyw ność utraconą pod wpływem  EDTA (27). W przypadku 
nukleazy z pszenicy jony Mg2+ i Ca2+ stym ulują jedynie aktyw ność RNA- 
-azową. Być może dwuwartościowe kationy w pływ ają na konfigurację 
substra tu  i dlatego odmiennie działają na każdy z trzech typów  aktywności 
om awianych nukleaz (16).

Dla utrzym ania stabilności nukleaz I w pH 4,5 w większości przypad­
ków konieczna jest obecność związków sulfhydrylow ych takich jak m er- 
kaptoetanol, cysteina i d itiotreitol (10). Te same związki w pH 8,0 działają 
inaktyw ująco.

1-5. W łaściw ości fizyczne cząsteczki enzymu

Ciężar cząsteczkowy nukleaz typu I waha się w granicach 30 000— 
45 000 D. Ciężar cząsteczkowy nukleazy z fasoli złocistej, k tóra została 
dobrze oczyszczona (28, 29) i scharakteryzow ana pod względem fizycznym 
wynosi 39 000 (29). Cząsteczka tego enzym u zawiera jedną grupę sulfhy- 
drylow ą i trzy  m ostki dwusiarczkowe. Zawartość aminokwasów arom a­
tycznych jest dość wysoka i wynosi 12,6 mol°/o. Około 70% cząsteczek 
enzym u złożone jest z dwóch łańcuchów polipeptydow ych o ciężarach 
25 000 i 15 000 daltonów połączonych m ostkam i dwusiarczkowymi. Około 
30°/o cząsteczek ma pojedynczy łańcuch polipeptydowy, k tó ry  odpowiada 
sumie dwóch krótszych łańcuchów. Jednocześnie około 30% cząsteczek 
białkowych enzym u związane jest z węglowodanami. Rola tych węglowo­
danów polega być może na zabezpieczeniu łańcucha polipeptydowego przed 
działaniem  proteaz rozcinających go na dwa m niejsze fragm enty. Nieza­
leżnie jednak od tego czy łańcuch polipeptydow y jest przecięty czy nie 
zachowuje on pełną aktyw ność nukleazową w stosunku do DNA, RNA 
i 3'-adenozynom onosfosforanu (28).

Rola metaboliczna nukleaz typu I jest mało znana, jednak — jak już 
wspom niano wyżej — należy się spodziewać, że enzym y te mogą być za­
angażowane w te procesy w ew nątrzkom órkowe, w których w ykorzysty­
w ana jest obecność jednoniciowych fragm entów  w natyw nym  DNA. Na­
stępną część artyku łu  poświęcono krótkiem u omówieniu tych procesów.
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II. Jednoniciowe fragmenty w natywnym DNA

Badania ostatnich lat dostarczają coraz więcej dowodów na obecność 
jednoniciowych fragm entów  w dwuniciowym  DNA. W ykazano między in­
nymi, że replikacyjne form y chromosomów kołowych, w których DNA 
skręcone jest w superheliks, zaw ierają fragm enty  jednoniciowe (30, 31).

Obserwując powinowactwo superhelikalnego DNA faga PM2 i w irusa 
SV40 do polim eraz RNA zależnych od DNA, również stwierdzono obecność 
jednoniciowych fragm entów. W iadomym jest, że polim erazy te w ym agają 
jako m atrycy DNA z fragm entam i jednoniciowym i (32, 33).

Przeprow adzając hydrolizę DNA za pomocą wysoce specyficznej dla 
jednoniciowego DNA egzonukleazy z Escherichia coli O k a z a k i  i wsp. 
(34) oraz O i s h i (35) wykazali, że now osyntetyzow any DNA bak tery jny  
zawiera jednoniciowe fragm enty, które stanowią około 0,05—0,1% całego 
DNA.

Szereg danych wskazuje również na obecność jednoniciowych frag­
m entów w replikującym  się DNA fagów i-wirusów zwierzęcych. Fragm en­
ty  takie w ystępują najczęściej po jednej lub po obu stronach pętli repli- 
kacyjnej (36, 37, 38) lub widełek replikacyjnych (38). Jednoniciowe frag­
m enty  DNA w postaci ,,wąsów” w pozycji trans przy przeciw ległych 
widełkach replikacyjnych znaleziono też w DNA faga T4 (39).

Również w replikującym  się DNA kom órek zwierzęcych w ykazano 
obecność jednoniciowych fragm entów . F ragm enty  te widać na zdjęciach 
DNA wyodrębnionego z dzielących się jąder Drosophila, w ykonanych 
w mikroskopie elektronow ym  (40). N iektóre sfotografowane cząsteczki 
DNA posiadają pętle, uważane przez autorów  za pętle replikacyjne, w k tó ­
rych w ystępują fragm enty jednoniciowe. Oprócz tych pętli pojedyncze 
nici DNA widoczne są również jako fragm enty  „sterczące” w m iejscach 
rozgałęzień replikujących się cząsteczek.

Do prawidłowego przebiegu rekom binacji również konieczne jest 
okresowe w ytw orzenie fragm entów  jednoniciowych. Obecność takich frag ­
m entów stw ierdzono między innym i w bak tery jnych  kom pleksach rekom - 
binacyjnych DNA dawcy i biorcy (41) oraz w DNA bakterii zdolnych do 
ulegania transform acji obcym DNA i do rekom binacji z nim (42, 43, 44). 
Jednoniciowe fragm enty  w ystępują również na obu końcach dwunicio- 
wych cząsteczek DNA dojrzałych fagów jako tak  zwane „lepkie końce” . 
Odcinki takie zostały najlepiej poznane w DNA faga a (45). W ystępują one 
również w innych fagach z tej g rupy oraz fagach 299, P2, 186.

III. Specyficzność nukleaz typu I wobec jednoniciowych fragmentów
w dwuniciowym DNA

III-I. Specyficzność w obec regionów  bogatych w  AT

W tem peraturach  niższych od tem pera tu ry  topnienia DNA obszary 
bogate w AT są w większym stopniu podatne na częściową denaturację
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niż obszary bogate w GC (tzw. s truk tu ra lne  oddychanie) (13, 14). W efekcie 
rejony bogate w AT w natyw nym  dwuniciowym  DNA m ają rozluźnioną 
stru k tu rę  drugorzędową. Stopień tego rozluźnienia zależy od długości ob­
szaru bogatego w AT, tem pera tu ry  i siły jonowej. Dobierając odpowiednio 
w arunki można więc w takim  obszarze zwiększać lub zmniejszać stopień 
rozluźnienia s tru k tu ry  drugorzędowej. Wysoka preferencja nukleaz typu 
I do jednoniciow ych fragm entów  nasuwa przypuszczenie, że enzym y te 
mogą w natyw nym  DNA wybiórczo hydrolizować obszary bogate w AT. 
Celem spraw dzenia tej hipotezy poddano DNA faga  ̂ działaniu nukleazy 
I z kiełków pszenicy (12) i z fasoli złocistej (8). DNA faga X ma w pobliżu 
środka cząsteczki obszar bogaty w AT. Ponieważ „ram iona” cząsteczki 
DNA po obu stronach tego obszaru różnią się procentow ym  udziałem  AT 
i GC, można je rozdzielić i zidentyfikować m etodą w irowania w gradien­
cie gęstości chlorku cezu (8). Podczas inkubacji takiego DNA z nukleazą 
z fasoli złocistej w tem peraturze 17°C J o h n s o n  i wsp. (8) obserwowali 
wybiórczą hydrolizę obszaru bogatego w pary  zasad AT i pojawienie się 
dwóch fragm entów  DNA faga l  (Hyc. 2a). A nalizując skład zasad tych

Ryc. 2. W irowanie w  gradiencie gęstości 
chlorku cezu produktów degradacji DNA faga 
1 przez nukleazę I z fasoli złocistej (zm ody­
fikow ane wg 8).

fragm entów  autorzy stw ierdzili, że odpowiadają one praw ej i lewej poło­
wie cząsteczki DNA faga X. Gdy analogiczną reakcję przeprowadzono 
w tem peraturze 37°C obserwowano również pow staw anie dwóch połówek 
DNA faga X, jednak reakcja przebiegała dalej i enzym  preferencyjnie 
hydrolizował tę połowę, która była bogatsza w AT (Ryc. 2b). Dalszym 
dowodem potw ierdzającym  hipotezę o specyficzności nukleaz typu I 
w stosunku do obszarów bogatych w AT jest fakt, że enzym y te hydro-
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lizują zarówno natyw ne jak  i term icznie zdenaturow ane polim ery d (AT). 
J o h n s o n  i wsp. (8) wykazali, że nukleaza z fasoli złocistej tylko dwu­
krotnie wolniej hydrolizuje na tyw ny aniżeli zdenaturow any termicznie, 
biosyntetyczny polim er d(AT)n niezaw ierający par GC. Gdy substratem  
jest d(AT)n z kraba, gdzie około 3°/o stanowią pary  GC preferencja wobec 
zdenaturow anej term icznie form y wynosi 65 razy, a w przypadku DNA 
faga T4, gdzie par GC jest jeszcze więcej (około 34%) enzym aż 30 000 
razy szybciej hydrolizuje form ę jednoniciową. W tych w arunkach nie 
stw ierdzono hydrolizy poli dG*poli dC naw et przy 10-krotnym  nad­
m iarze enzymu. Szybka hydroliza natyw nego poli d(AT) jest prawdopo­
dobnie również odzwierciedleniem  specyficzności nukleazy wobec struk tu r 
jednoniciowych, gdyż stopień hydrolizy poli d(AT) w zrasta gwałtownie 
w w arunkach sprzyjających częściowej denaturacji, a więc w niskiej sile 
jonowej i w niskim  pH. W przypadku biosyntetycznego d(AT)n wysoka 
wartość współczynnika tem peraturow ego reakcji (Q10) w zakresie tem ­
pera tu r 27—37°C również wskazuje, że enzym  rozpoznaje rozluźnienie 
drugorzędowej s tru k tu ry  polim eru w ystępujące bezpośrednio przed jego 
stopnieniem  (Tm =  46°C) (8). Zm iany w konform acji poprzedzające top­
nienie udowodniono stosując pom iary w iskozym etryczne (46).
Z drugiej strony  stabilizacja s tru k tu ry  drugorzędowej polimeru, na przy­
kład pod wpływem  jonów Mg2+, wpływa na obniżenie szybkości hydrolizy 
d(AT)n (8).

III-2. D ziałanie na natyw ny, kolisty  DNA o strukturze superhelikainej

B rak kwasorozpuszczalnych nukleotydów  wśród produktów  hydrolizy 
znakowanego węglem radioaktyw nym  DNA plazm idu Col E l i DNA plaz­
m idu kryp tycznego z nukleazą z nukleoplazm y jąder zarodków żyta (17) 
wskazuje, że badane kw asy nukleinowe nie są hydrolizowane przez enzym. 
W dalszych badaniach (17) okazało się jednak, że nukleaza ta  może atako­
wać w specyficzny sposób natyw ny, kolisty DNA. Na przykład kolisty 
DNA o struk tu rze  superhelikainej plazm idu Col E l lub faga PM2 
w pierwszym  etapie reakcji przekształcany jest przez enzym  w zrelakso­
waną formę kołową, a następnie w form ę liniową o długości odpowiada­
jącej całkowitej długości chromosomu (Hyc. 3). Pow stająca cząsteczka 
liniowa nie posiada prawdopodobnie lepkich końców, lub są one bardzo 
krótkie, gdyż denatu ru ją  bez uprzedniego ogrzewania. Pierw szy etap re ­
akcji jest stosunkowo szybki. Po godzinnej inkubacji DNA plazmidu Col 
E l z enzymem wśród produktów  reakcji b rak  jest już form y superspiral- 
nej, a 83% DNA w ystępuje w postaci zrelaksow anej form y kołowej. For­
m y liniowej jest tylko około 17%. Przedłużenie czasu inkubacji nie 
powoduje pojaw iania się dalszych produktów  degradacji. Obserwuje się 
jedynie powstawanie form y liniowej kosztem form y kolistej. Ten etap 
reakcji przebiega jednak powoli tak, że po 6,5 godzinach inkubacji form a

http://rcin.org.pl



181 R O ŚLINN E N U K L EA Z Y 205

kolista stanow i około 69°/o produktów, a form a liniowa około 31°/o. Po­
wstawanie cząsteczki liniowej z form y kolistej oraz brak  w yraźnych lep­
kich końców świadczą, że po nacięciu jednej nici, nukleaza z nukleoplazm y 
jąder zarodków żyta a taku je  w kom plem entarnym  łańcuchu miejsce leżące 
naprzeciw lub w pobliżu tego nacięcia (17). Długość cząsteczki liniowej 
odpowiadająca pełnej długości form y kolistej świadczy, że w pierwszym  
etapie reakcji superhelikalna cząsteczka DNA nacięta była tylko w jed­
nym  miejscu. Podobne w yniki otrzym ali już wcześniej inni autorzy 
badając specyficzną wobec s tru k tu r jednoniciowych nukleazę z Neuro- 
spora crassa (15, 47) I endonukleazę Sj (48, 49). Nie wiadomo jednak, czy

Ryc. 3. E lektroforetyczny obraz produktów degradacji superhelikalnego, kolistego  
[14C] DNA plazm idu Col E l przez nukleazę I z jąder zarodków żyta (zm odyfiko­
w ane w g 17).

obszar w supehelikalnym  DNA podatny na działanie nukleazy I z jąder 
zarodków żyta znajduje się w ściśle określonym  m iejscu cząsteczki. 
B a r t o k  i wsp. (47) wykazali na przykład, że w przypadku endonukleazy 
z Neurospora crassa rozmieszczenie nacięć w populacji kolistych DNA 
fagów $X  174 i PM2 jest przypadkowe. Gdy jednak  substratem  enzym u 
były replikacyjne form y wirusów zwierzęcych na przykład polyoma, od­
najdow ano tylko dwa lub trzy  rejony podatne na atak  enzym u (48). 
Z drugiej zaś strony L o v e t t  i wsp. (50) udowodnili, że pojedyncze na­
cięcie superhelikalnego DNA plazmidu Col E l przez restryktazę Eco R1 
w ystępuje zawsze w tym  samym m iejscu odległym  od miejsca sta rtu  
replikacji DNA o 18,3±0,9°/o. W przypadku nukleaz roślinnych pozostaje 
w dalszym ciągu do w yjaśnienia czy rejon rozpoznawany przez te enzym y 
znajduje się w przypadkowym , czy określonym  m iejscu cząsteczki DNA.

Działanie nukleaz typu I na superhelikalny DNA jest prawdopodobnie 
również przejaw em  specyficzności tych enzymów wobec fragm entów  jed ­
noniciowych. Jak  już wspomniano, w superhelikalnej, kołowej form ie 
DNA znajduje się pewien procent niesparow anych zasad. B e e r m a n 
i L e b o w i t z  (31) przypuszczają, że osłabienie oddziaływań pomiędzy 
dwiema nićmi jest w ynikiem  superhelikalnych skrętów  podwójnej spirali,
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ponieważ nie znaleziono niesparow anych zasad w kołowym DNA, który 
został pozbawiony trzeciorzędowej s tru k tu ry  superheliksu.

W a n g (15) wykazał, że podatność kolistego DNA na przecinanie przez 
enzym y specyficzne wobec jednoniciow ych fragm entów  w zrasta wraz ze 
wzrostem  liczby zwojów superheliksu. W pewnym  zakresie zależność ta 
jest prostoliniowa tak, że na podstawie podatności DNA na przecinanie 
przez nukleazę można określić stopień jego skręcenia w s tru k tu rę  trze­
ciorzędową. Na przykład nukleaza z fasoli złocistej około 75 razy szybciej 
nacina ściśle skręcony w superheliks DNA faga PM2 o gęstości superheli- 
kalnej rów nej 0,06, niż ten  sam DNA ale nie posiadający s tru k tu ry  trze­
ciorzędowej.

Nukleaza I z kiełków pszenicy katalizuje hydrolizę dwuniciowego DNA 
wirusowego i wysokocząsteczkowego, natyw nego DNA z Escherichia coli 
do m niejszych fragm entów, które są oporne na dalsze działanie enzymu 
(12). F ragm enty  te są dwuniciowymi polim eram i bez nacięć w pojedynczej 
nici, co stwierdzono porów nując ciężary cząsteczkowe dwuniciow ych frag­
m entów z ich ciężaram i cząsteczkowymi po denaturacji. F ragm enty  zdena- 
turow ane m iały ciężar cząsteczkowy rów ny połowie ciężaru natyw nych 
polimerów. Znakując radioaktyw nym  fosforem  nukleotydy na 5'-końcach 
pow stających fragm entów  autorzy wykazali, że produkow ane polim ery 
zakończone są na ogół dezoksyguanozyną i dezoksycytozyną. W yznaczono 
również ciężar cząsteczkowy pow stających fragm entów , stw ierdzając, że 
są one jednakow ej wielkości. O bserwacja ta pozwala na wniosek, że po­
datne na działanie enzymu m iejsca w natyw nym  DNA rozmieszczone są 
w rów nych odstępach. K r o e k e r  i wsp. (12) sugerują, że tak  wysoki 
stopień specyficzności nukleaz typu I wobec określonych s tru k tu r  w czą­
steczce DNA przypom ina analogiczne właściwości enzym ów res try k ­
cyjnych.

I I I -3. Działanie na dw uniciow y, lin iow y DNA

Dwuniciowe, liniowe cząsteczki są bardzo złym substra tem  nukleaz 
specyficznych wobec fragm entów  jednoniciowych. W trakcie inkubacji 
z enzymem dwuniciowego, liniowego DNA obserw uje się jednak  zwykle 
powstawanie pewnej ilości kwaso-rozpuszczalnych nukleotydów. Badając 
wielkość produktów  degradacji natyw nego DNA z grasicy cielęcej przez 
nukleazę z fasoli złocistej K r o e k e r  i wsp. (9) stw ierdzili, że mono-
i oligonukleotydy pojaw iają się od razu bez uprzedniego pow staw ania 
produktów  o pośredniej długości. Świadczy to o degradacji liniowego DNA 
„od końców”. A utorzy wykazali, że p rodukty  działania nukleaz typu  I na 
liniowe, dwuniciowe DNA są również w ynikiem  endonukleolitycznego 
przecinania przez enzym y specyficzne wobec jednoniciow ych fragm entów  
niesparow anych lub częściowo zdenaturow anych końców w natyw nym
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DNA. W w arunkach  stabilizujących s tru k tu rę  drugorzędową DNA nukle- 
aza z fasoli złocistej katalizuje hydrolizę natyw nego DNA faga T7 do 
kilkudziesięciu liniowych fragm entów, które w tych w arunkach są oporne 
na dalsze działanie enzymu. Zmiana w arunków  reakcji na sprzyjające 
rozluźnieniu podwójnego heliksu powoduje całkow itą degradację dw uni- 
ciowych fragm entów  do jedno-, dwu- i tró jnukleotydów . G h a n g a s
i wsp. (51) w ykazali również, że nukleaza z fasoli złocistej hydrolizuje 
„lepkie końce” faga X, które są właśnie jednoniciowym i fragm entam i na 
końcach dwuniciowej cząsteczki DNA.

Uwagi końcowe

Zebrane i omówione w niniejszym  artyku le  dane w skazują, że właści­
wości enzym ów z roślin wyższych rozkładających DNA odbiegają od w łaś­
ciwości analogicznych enzymów drobnoustrojów  i zwierząt. Z m ateriału  
roślinnego udało się wyizolować, jak do tej pory, jedynie jeden typ enzy­
mów degradujących DNA. Enzymy te charak teryzu ją  się brakiem  specy­
ficzności wobec cukrow ej reszty substratu , a w ykazują dość wysoką spe­
cyficzność wobec określonych s tru k tu r przestrzennych DNA. Dokładne 
poznanie m echanizm u regulacji aktyw ności oraz sposobu działania nukleaz 
typu I na DNA jest interesujące z uwagi na możliwość badań nad regula­
cją ekspresji genów w kom órkach roślin wyższych. Enzym y te mogą 
również służyć do badania drugo- i trzeciorzędowej s tru k tu ry  różnych 
DNA. N iektóre z nukleaz typu I znalazły już zastosowanie w tego rodzaju 
badaniach (15).
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Term in „fotom orfogeneza” określa niezależny od fotosyntezy wpływ 
światła na wzrost, rozwój i różnicowanie się roślin (1). Badania nad foto- 
m orfogenezą zapoczątkowane zostały około 50 lat tem u opisaniem przez 
G a r n e r a  i A l l a r d a  (2, 3) zjawiska fotoperiodyzmu, to jest odpo­
wiedzi rośliny na stosunek okresów św iatła i ciemności w cyklu dobowym. 
Jednym  z najw ażniejszych osiągnięć w badaniach fotom orfogenezy roślin 
było odkrycie fotoodw racalnej regulacji w zrostu i rozwoju roślin przez 
światło czerwone i zakres dalekiej czerwieni oraz wyodrębnienie receptora 
światła w fitochromie.

Historia odkrycia fitochrom u związana jest z nazwiskam i Borthwicka, 
Hendricksa, Siegelmana, P arkera  i B utlera z In sty tu tu  Rolnictwa w Belts- 
ville (M aryland, U.S.A.), k tórzy w latach 1948— 1959 przeprow adzili wiele 
fizjologicznych i biofizycznych doświadczeń nad wpływem  św iatła na 
wzrost i rozwój roślin (4). Istotnym  postępem  w tych badaniach było od­
krycie, że efekty  m orfogenetyczne powodowane przez światło czerwone 
są hamowane przez daleką czerwień. Fotoodwracalność stw ierdzono w wie­
lu procesach fizjologicznych, między innym i: kiełkowaniu nasion (5), de- 
etiolacji siewek (6, 7), kontroli zakw itania roślin dnia krótkiego i długiego 
(8— 10), rozwoju chloroplastów  (11, 12) i biosyntezie flawonoidów (13, 
14). Badanie zależności m iędzy długością fali św iatła m onochrom atycznego 
a intensywnością tych procesów (widma czynnościowe) wykazały, że n a j­
aktyw niej działa św iatło czerwone, słabiej niebieskie, zaś naśw ietlenie 
daleką czerwienią odwraca efekty św iatła czerwonego.

Jako układ m odelowy do badań nad fitochrom em  użyto kiełkow ania 
nasion sałaty (5, 15— 17). Widmo czynnościowe tego procesu wskazuje, że 
nasiona sałaty nabyw ają zdolność do kiełkowania pod w pływem  św iatła 
czerwonego (maksimum stym ulacji w pobliżu 660 nm) i tracą tę zdolność 
pod wpływem  prom ieniow ania z zakresu dalekiej czerwieni (m aksim um  
hamowania przy około 730 nm). W ykazano również, że przy w ielokrot­
nym  stosowaniu przem iennie św iatła czerwonego i dalekiej czerwieni 
efekt fizjologiczny zależy od rodzaju światła ostatnio stosowanego (5). 
Stwierdzono ponadto, że zarówno widma czynnościowe jak  i ilości energii 
niezbędnej do w yw ołania efektu fizjologicznego są podobne dla kiełko­
wania nasion, regulacji kw itnienia oraz innych procesów fotom orfogene- 
tycznych (9, 15).

Założono więc, że receptor światła fitochrom  istnieje w dwóch foto- 
odwracalnych form ach: o m aksim um  absorpcji w zakresie 660 nm  (w ję­
zyku angielskim: Phytochrom e  Red — P R), oraz o m aksim um  absorpcji 
w zakresie 730 nm (Phytochrom e  Far-R ed — P Fr)- Absorpcja określonych 
fal św ietlnych przez jedną z form  fitochrom u powoduje jej konw ersję 
w form ę drugą:

hYtgonm fotoodpowiedź
RhY73oam FR rośliny

Fizjologicznie aktyw ną form ą fitochrom u jest fitochrom  P KR.

http://rcin.org.pl



[31 FITOCHROM 213

Założenie okazało się prawdziwe i obecność fitochrom u w tkankach 
roślinnych zadem onstrowano po raz pierw szy w 1959 roku (18), badając 
etiolowane siewki kukurydzy za pomocą specjalnie skonstruowanego 
spektrofotom etru  różnicowego, przystosowanego do m ierzenia m ałych 
zmian gęstości optycznej bezpośrednio w tkance roślinnej. W latach na­
stępnych tę m etodę oznaczania fitochrom u udoskonalono stosując dwu- 
wiązkowy fotom etr różnicowy (19)/ m ierzący różnicę absorpcji etiolowanej 
tkanki roślinnej między 660 a 730 nm  (AA =  A 660 —A 730). Ogólną zaw ar­
tość fitochrom u (Ptot) oblicza się z różnicy wielkości AA po naśw ietleniu 
tkanki św iatłem  czerwonym  (AAG60) i daleką czerwienią (AA730). Zależność 
tę można w yrazić jako różnicę AA730—AA660. Zawartość fitochrom u w for­
mie P R i P FR można również oznaczyć oddzielnie przez pom iar AA pomię­
dzy 660 a 800, ew entualnie 730 a 800 nm. Największą trudność w spektro- 
fotom etrycznym  oznaczaniu fitochrom u w tkance roślinnej stanowi 
obecność chlorofilu, k tó ry  posiada podobne do fitochrom u widmo absorp­
cji. Dlatego też badania są prowadzone przede wszystkim  w etiolowanych 
siewkach. Pom iar w zakresie fal 730— 800 nm nie powoduje ponadto prze­
chodzenia protochlorofilu w chlorofil w tkankach roślinnych, przez co 
fotokonw ersja fitochrom u jest łatwa do w ykazania (19).

W 1959 roku przeprowadzono również pierwsze próby izolacji fito­
chrom u z tkanek roślinnych (18). W latach późniejszych udoskonalono 
m etody ekstrakcji i oczyszczania fitochrom u (20), dla zbadania s tru k tu ry
i właściwości fizyko-chem icznych barw nika.

II. Charakterystyka fitochromu

I I - l .  W łaściw ości fizyko-chem iczne

Fitochrom  jest chrom oproteidem . Stosunkowo dobrze poznana jest 
jego część chromoforowa. Chromofor fitochrom u jest o tw artym  łańcu­
chem tetrapirolow ym  (Ryc. 1), prawdopodobnie bilitrienem  (18, 21), zbli­
żonym do fikocyjanobiliny stanowiącej grupę chromoforową fikobilin (22).

Znacznie m niej wiadomo o części białkowej fitochrom u. Przez pewien 
czas utrzym yw ał się pogląd, że ciężar cząsteczkowy fitochrom u jest bliski 
60 000 (23). Okazało się jednak, że cząsteczka taka jest już produktem  
proteolizy większej jednostki o ciężarze cząsteczkowym około 120 000 
(24— 26). R i c e  i B r i g g s  (27) donieśli o obecności w tkankach siewek 
ryżu  fitochrom u o jeszcze większych ciężarach cząsteczkowych zbliżo­
nych do 240 000 a naw et 375 000. Analizowano również skład am inokwa- 
sowy jednostki białkowej fitochrom u wyodrębnionego z różnych roślin. 
W yniki tych analiz nie są zgodne (28), co spowodowane jest zapewne 
różnym  stopniem oczyszczenia oraz degradacji cząsteczek natyw nego 
chrom oproteidu. O trzym ane wyniki w skazują, że cząsteczka fitochrom u
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Ryc. 1. Chromofor fitochrom u PRF (59).

zawiera wiele kw aśnych i zasadowych am inokwasów i około 10 reszt 
cytozyny oraz po kilka reszt treoniny i seryny  na jednostkę białka o cię­
żarze 60 000. W arunkuje to wysoką reaktyw ność części białkowej fito­
chromu.

Przedm iotem  dyskusji pozostaje nadal kwestia liczby g iup chromo- 
forowych na jednostkę białka fitochrom u. Na ogół przyjm uje się jednak 
występowanie jednej cząsteczki chrom oforu na jednostkę białka o cię­
żarze cząsteczkowym 60 000 (29).

W literaturze rozważana jest możliwość występowania w roślinach 
różnych populacji fitochrom u (30). B rak jest jednak na to dowodów. 
Zastosowanie m etod imm unochem icznych celem wykazania różnic pom ię­
dzy poszczególnymi form am i fitochrom u przyniosło w yniki negatyw ne 
(28).

II-2. W ystępowanie i w ew nątrzkom órkow e rozm ieszczenie

Obecność fitochrom u stwierdzono w roślinach w szystkich głównych 
grup taksonom icznych za w yjątkiem  grzybów (31). W roślinach wyższych 
fitochrom  w ystępuje w: korzeniach, łodygach, liściach, ogonkach liścio­
wych, liścieniach, koleoptylach, hypokotylach, epikotylach, pąkach we­
getatyw nych i kwiatowych oraz kw iatach i owocach (32). Stwierdzono 
również, że najwyższe ilości fitochrom u w ystępują w aktyw nie rosną­
cych i różnicujących się częściach roślin (31). W etiolow anych siew kach 
jęczmienia i kukurydzy zwiększenie się ilości fitochrom u następuje 
w okresie intensywnego wzrostu wydłużeniowego (34).

Wiele badań poświęcono w ew nątrzkom órkow em u rozmieszczeniu fito­
chrom u. Napromieniowanie kom órek liniowo spolaryzowanym  św iatłem  
czerwonym  i daleką czerwienią pozwala na stw ierdzenie, że cząsteczki 
fitochrom u są ukierunkow ane dichroicznie z zew nętrznej części cytoplaz- 
my (35). Podczas przem iany fitochrom u P R w fitochrom  P FR oś m aksy ­
m alnej absorpcji cząsteczek fitochrom u obraca się około 90°, w yw ołując 
prostopadłą do powierzchni kom órki orientację cząsteczki fitochrom u
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P FR (36). W yniki badań nad udziałem fitochrom u w regulacji ruchów 
chloroplastów w kom órkach glonu M ougeotia wykazały, że ułożenie rów ­
noległe do powierzchni kom órki charakteryzuje fitochrom  P R, a prosto­
padłe fitochrom  P FR (37).

W ielu badaczy uważa, że fitochrom  przyłącza się w komórce do pew­
nych s tru k tu r  komórkowych. Sugerowano wiązanie się fitochrom u z bło­
nami protoplazm atycznym i (38, 39), błoną jądrow ą (40—42), m itochon- 
driam i (42) oraz plastydam i (42). W yniki badań im m unocytochemicznych 
w skazują jednak, że wew nątrzkom órkowe rozmieszczenie fitochrom u P R
1 fitochrom u P Fr jest różne. Okazało się bowiem, że fitochrom  P R znajduje 
się w cytoplazm ie (43, 44), nie wykazując powinowactwa do określonych 
s tru k tu r  komórkowych. Form a ta jest więc łatwo rozpuszczalna (45—47). 
Naświetlenie siewek owsa i ryżu światłem  czerwonym  powoduje zmianę 
wewnątrzkom órkowego rozmieszczenia fitochrom u (42, 48, 49). Obserwo­
wano szybkie przemieszczanie się powstającego fitochrom u P FR (po około
2 m inutach w +3°C) do pewnych jeszcze bliżej niezidentyfikow anych 
s tru k tu r  w komórce. Przypuszczać można, że w regionach tych znajdują 
się specyficzne receptory fitochrom u (50). Naświetlenie kom órki daleką 
czerwienią powoli przyw raca pierwotne rozmieszczenie fitochrom u P R 
w cytoplazmie (po około 2 godz. w temp. +24°C).

Ze względu na lipoproteinową budowę błon kom órkowych prowadzono 
badania nad zdolnością łączenia się fitochrom u z białkam i i lipidami. 
W yniki w skazują na możliwość powstawnia takich połączeń z obu g ru­
pami substancji (51).

I I -3. K onw ersje

11-2.1. Fotokonw ersje

Typowe fotokonw ersje fitochrom u są reakcjam i niskoenergetycznym i. 
Do przeprowadzenia całkowitej fotokonw ersji w ystarcza krótkie, rzędu 
kilku sekund lub m inut, działanie światła. Całkowita ilość energii światła 
czerwonego niezbędna do przeprowadzenia konw ersji i wywołania odpo­
wiedzi fotom orfogenetycznej rośliny zawiera się pomiędzy 1— 1000 Jm 2 
(52). Większość energii padającej na roślinę jest rozproszona i zaabsorbo­
wana przez inne system y barwnikowe, przede wszystkim  chlorofil i pro- 
tochlorofil. Fitochrom  pobiera więc bardzo m ałe ilości energii i jest w y­
kluczone aby jego mechanizm działania był związany z procesami prze­
m iany energii jak ma to miejsce w przypadku chlorofilu.

Widma absorpcyjne fitochrom u P R i fitochrom u P FR pokryw ają się 
w pewnym  zakresie (Ryc. 2). Powoduje to, że w w arunkach określonego 
promieniowania powstaje stan równowagi stacjonarnej, charakteryzujący  
się odpowiednim stosunkiem  stężeń obu form  fitochrom u. Przy napro­
m ieniowaniu rośliny światłem  o długości fali 660 nm około 80% całego
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fitochrom u w ystępuje w postaci fitochrom u P FR, zaś przy naprom ienio­
waniu światłem  dalekiej czerwieni (około 730 nm) tylko 3°/o całości fito­
chrom u znajduje się w postaci fitochrom u P FR (53). S tan  fotostacjonarny 
ustala się bardzo szybko i kilkum inutow e naprom ieniowanie dawkami
o średniej gęstości kwantowej w ystarcza do jego powstania (53).

prugość  fa l i  (nm)

Ryc. 2. W idma absorpcji fitochrom u P r  i fitochrom u P f r  (3 2 ) .

Badania fotokonw ersji fitochrom u prowadzono w doświadczeniach in  
vivo  oraz in vitro. Badania kinetyki fotokonw ersji in vivo zwróciły uwagę 
na możliwość występowania w roślinach różnych populacji fitochrom u 
(30). Istn ieją  sugestie występowania w kom órkach roślinnych m ałej frak ­
cji fitochrom u P FR, niem ierzalnej spektrofotom etrycznie ale aktyw nej 
fizjologicznie (30, 54, 55). I tak  wykazano w tkankach kabaczka obecność 
szybko i wolno ulegającej konw ersji populacji fitochrom u (55). Można 
przypuszczać jednak, że jest to a rte fak t spowodowany trudnością w pene­
trac ji światła poprzez tkankę roślinną w trakcie pom iaru in vivo. Czą­
steczki fitochrom u od strony źródła św iatła ulegają szybszej konw ersji 
aniżeli położone głębiej (19). B rak jest więc bezpośrednich dowodów ist­
nienia różnych populacji fitochrom u. Jednakże niektóre doświadczenia 
pośrednio sugerują taką możliwość. Zaobserwowano mianowicie, że kon­
trolow ana przez fitochrom  zmiana wrażliwości fototropicznej koleoptyli 
kukurydzy, może być spowodowana przez dw ukrotnie m niejsze natężenie 
czerwonego światła, aniżeli jest to konieczne dla wywołania fotokonw ersji 
fitochrom u (56). W ykazano również, że indukow any przez światło czerwo­
ne wzrost wycinków etiolow anych epikotyli grochu, można odwrócić 
światłem  dalekiej czerwieni, na długo przed m ierzalnym  rozkładem  fito­
chrom u P FR (57). Stwierdzono ponadto b rak  zależności pomiędzy w zrostem  
poziomu fitochrom u P FR a indukcją syntezy am oniakoliazy-L-fenyloalani- 
ny w siewkach gorczycy i rzodkiewki (58). W yniki tych doświadczeń suge­
ru ją, że istnieje jakaś nieduża, ale fizjologicznie aktyw na frakcja fito-
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chrom u P FR, nie m ierzona ze względu na niską czułość stosowanych spek­
trofotom etrów .

M echanizm fotokonw ersji fitochrom u badano w doświadczeniach in 
vitro, na wyizolowanych i oczyszczonych prepara tach  barw nika (20, 21, 
59). Jak  wspom niano uprzednio, chromofor fitochrom u jest tetrapirolem  
zaw ierającym  w swej cząsteczce cały szereg wiązań podwójnych. Stwie- 
dzono, że podczas fotokonw ersji fitochrom u P R w fitochrom  P FR ilość 
sprzężonych wiązań podwójnych wzrasta z 7 do 10. Cząsteczka fitochrom u 
P R zawiera dwa centra asym etryczne, które ulegają zanikowi po prze­
kształceniu w form ę absorbującą światło dalekiej czerwieni (20). Foto- 
konw ersja fitochrom u następuje tylko wówczas kiedy chrom ofor związa­
ny jest z białkiem , lecz nieznane są dotąd m olekularne m echanizm y ich 
oddziaływania. Chromofor łączyć się ma z białkiem  kow alencyjnie za 
pomocą grupy etylidenow ej (20). Szereg badaczy wiąże przem iany foto­
chemiczne ze zmianą konform acji białka. Można jednak przyjąć, że foto- 
konw ersja fitochrom u w ynika ze zmian w struk tu rze  zarówno chromo- 
foru jak  i części białkowej (Ryc. 3).

R yc. 3. Zm iany strukturalne podczas fotokonw ersji fitochrom u (21).

Fotokonwersje fitochrom u są procesami w ieloetapow ym i i obejm ują 
k ilka substancji pośrednich, różniących się od siebie zarówno konfigura­
cją orbit elektronowych, jak  i rozmieszczeniem atomów wodoru (20). Ba­
dania za pomocą spektroskopii błyskowej w ykazały, że fitochrom  P R traci 
praw ie bezpośrednio po naśw ietleniu św iatłem  czerwonym  m aksimum
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absorpcji przy 660 nm. Zanim jednak dojdzie do powstania związku
o m aksim um  absorpcji przy 730 nm, pojaw iają się substancje o m aksi­
mach absorpcji w pośrednich długościach fal (60):

hv ^  R l  X "
P r  (660) * £*695  * P 710 7“ * *  P f R ( 7 3 0 )

Podobnie również podczas fotokonw ersji fitochrom u P FR w fitochrom  
P R naświetlenie daleką czerwienią prowadzi do kilkuetapow ej konwersji:

P ^  D P
-*-FR (730 ) --> r 6 5 0 , , . r R (6 6 0 )

R 2

W ystępowanie substancji o m aksim ach absorpcji w pośrednich d łu ­
gościach fal udowodniono w doświadczeniach prowadzonych in vitro, 
można przypuszczać jednak, że podobna sytuacja w ystępuje również in  
vivo  (60).

II-3.2. K onwersje w ciem ności

Oprócz konw ersji fitochrom u powodowanych przez światło, znane są 
również konw ersje fitochrom u w ciemności. Do najbardziej znanych na­
leżą: rew ersje fitochrom u P FR do fitochrom u P R oraz destrukcja fitochrom u 
P FR — czyli przejście w form ę nie wykazującą fotoodwracalności (28).

Koncepcja rew ersji fitochrom u P FR w ciemności do fitochrom u P R po­
wstała na podstawie badań fizjologicznych i pom iarów ilości poszczegól­
nych form fitochrom u w roślinach etiolow anych (61— 63). Zauważono, że 
w naprom ieniowanych światłem  czerwonym  i następnie w staw ionych do 
ciemności roślinach ilość fitochrom u P FR obniża się, zaś zawartość fito­
chrom u P R rośnie. Proces taki zachodzi w tkankach wielu roślin dw uliś­
ciennych. W tkankach grochu, słonecznika i innych roślin dw uliściennych 
obok rew ersji występować może również i destrukcja, rew ersja jest jed­
nak procesem dom inującym  (34, 61). Rew ersja fitochrom u P FR w ciemnoś­
ci hamowana jest przez niską tem peraturę, co wskazuje na enzym atyczne 
podłoże tego procesu (63). W ystępowanie rew ersji fitochrom u P FR w Ciem­
ności ma duże znaczenie fizjologiczne. Uważa się, że proces ten  jest jed­
nym  z przejaw ów roli fitochrom u jako części składowej zegara biologicz­
nego mierzącego czas w zjawiskach fotoperiodyzmu roślin (64).

D estrukcja P FR do form y nie wykazującej fotoodwracalności, a więc 
nie do fitochrom u P R, jest dom inującym  procesem w roślinach jednoliś- 
ciennych (62). D estrukcję fitochrom u P FR obserwowano jednak również 
w niektórych roślinach dwuliściennych (65). M echanizm rozkładu jest 
nieznany. Wiadomo tylko, że szybkość rozkładu w ciemności jest ham o­
wana przez niską tem pera tu rę  oraz inhibitory m etaboliczne jak azydek 
czy cyjanek (34, 66). Nie znamy fizjologicznego znaczenia ciemniowego 
rozkładu fitochrom u P FR w ciemności, są jednak  dane wskazujące na iloś­
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ciowe zależności między szybkością rozkładu fitochrom u P FR a przebie­
giem określonych procesów fizjologicznych (67, 68).

Przez szereg lat przyjm owano pogląd, że tylko fitochrom  P FR ulega 
konwersjom , zaś fitochrom  P R jest w ciemności trw ały . W ostatnich latach 
w ykryto jednak  w kiełkujących nasionach odw rotną rew ersję w ciemnoś­
ci, czyli niefotochem iczną przem ianę fitochrom u P R w fitochrom  P FR. 
W ykazano obecność fitochrom u P FR w pęczniejących w ciemności nasio­
nach sałaty, ogórka i szarłatu  (69—72). Jeśli pęczniejące nasiona napro­
m ieniowano św iatłem  dalekiej czerwieni, przeprow adzając fotokonw ersję 
fitochrom u P FR w fitochrom  P R, po około 20 m inutach obserwowano po­
nowne pojaw ienie się fitochrom u P FR. Ponieważ ogólna ilość fitochrom u 
była stała, wnioskowano, że zachodzącym procesem  jest rew ersja fito­
chrom u P R w ciemności do fitochrom u P FR. Na ile proces ten  posiada cha­
rak te r ogólny i jakie jest jego fizjologiczne znaczenie odpowiedzi w inny 
udzielić dalsze badania.

II-4. F izjologiczna rola fitochrom u

Fitochrom  jest głównym  receptorem  bodźca świetlnego w procesach 
fotom orfogenezy. Dużo badań poświęcono roli fitochrom u w regulacji 
kiełkowania nasion, stw ierdzając, że kontroluje on kiełkowanie zarówno 
nasion w rażliw ych (fotoblastyczne) jak i niew rażliw ych (niefotoblastycz- 
ne) na światło (73). Typowa fotoodwracalność kiełkowania pod wpływem  
działania św iatła czerwonego i dalekiej czerwieni w ystępuje w nasionach 
pozytyw nie fotoblastycznych. W nasionach kiełkujących w ciemności (ne­
gatyw nie fotoblastyczne i niefotoblastyczne), naśw ietlanie daleką czer­
wienią ham uje kiełkowanie zaś światło czerwone niw eluje efekt dalekiej 
czerwieni (65, 73— 75). Świadczy to, że nasiona kiełkujące w ciemności 
m ają zdolność nie zależnej od św iatła rew ersji fitochrom u P R w fitochrom  
P FR. Naprom ieniowanie takich nasion daleką czerwienią powoduje foto­
konw ersję fitochrom u P FR do fitochrom u P R, co prowadzi do zahamowania 
kiełkowania.

Fakt, że mogące kiełkować w ciemności nasiona zaw ierają fitochrom  
w form ie P FR, jest w w yraźnej sprzeczności z sytuacją w etiolowanych 
siewkach, gdzie fitochrom  w ystępuje wyłącznie w form ie P R (76). Ilość 
barw nika zwiększa się w okresie intensyw nego w zrostu siewek (77—79). 
Światło ham uje wzrost międzywęźli oraz stym uluje zwiększenie powierz­
chni liści i biosyntezę chlorofilu. Fotokonw ersja fitochrom u P R do fito ­
chrom u P FR prowadzi więc do zaham owania w zrostu wydłużeniowego pędu 
oraz stym ulacji procesów wzrostowo-rozwojowych liści. Nie znamy przy­
czyn różnych efektów fotom orfogenetycznych fitochrom u P FR w różnych 
organach rośliny. Przypuszczać można tylko, że jest to spowodowane 
obecnością różnych populacji fitochrom u. Jak  podawano jednak uprzed­
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nio, nie ma konkretnych danych, które by wskazywały, że łodyga i liście 
zaw ierają różne populacje fitochrom u P FR.

Wiele badań poświęcono roli fitochrom u w zjawiskach fotoperiodyzmu. 
W ykazano, że czynnikiem  determ inującym  zakwitanie roślin fotoperio- 
dycznie zróżnicowanych jest stan  fo tostacjonarny fitochrom u (80). Kon­
sekwencją obecności w roślinie odpowiedniej ilości fitochrom u P FR jest 
uruchom ienie syntezy hormonów, powodujących zmianę kierunku różni­
cowania wierzchołków wzrostu z wegetatyw nego na generatyw ny.

III. Mechanizm działania fitochrom u

I I I - l . Fitochrom  a w łaściw ości błon

Jak  podano uprzednio, wew nątrzkom órkow e rozmieszczenie fitochro­
mu P R i fitochrom u P FR jest różne. Fitochrom  P FR bezpośrednio po po­
w staniu przemieszcza się w komórce, przyłączając się do bliżej nieziden­
tyfikowanych, hipotetycznych, receptorów  komórkowych. W ywołuje to 
cały szereg zmian w struk tu rze  i właściwościach błon kom órkowych. Do 
najczęściej stw ierdzanych należą zmiany w: transporcie jonów (51, 81), 
przepuszczalności wody i substancji drobnocząsteczkowych (82, 83), po­
tencjałach elektrycznych błon (84,85) oraz aktyw nościach związanych 
z błonam i enzymów (51). K onw ersje fitochrom u kontrolują również ru ­
chy chloroplastów (86— 88) i ruchy fotonastyczne liści Mimosa (89) oraz 
Albizzia  (81, 90). Zm iany w struk tu rze  i właściwościach błon zachodzą już 
po upływie kilku sekund, względnie m inut, od m om entu pow stania ak­
tyw nej form y fitochrom u. Zastosowanie inhibitorów  syntezy kwasów 
nukleinowych i białek (28, 90) nie ham uje tych procesów.

W ydaje się więc, że m echanizm  działania fitochrom u związany jest 
z s tru k tu rą  i właściwościami błon komórkowych. Fitochrom  P FR przyłą­
czając się do określonych receptorów  w błonach kom órkowych powoduje 
zmianę ich struk tu ry . W pływać on może również na aktyw ność niektó­
rych enzymów kontrolujących transport jonów i cząsteczek w obrębie 
kom órki (51) oraz związanych z błonam i enzymów katalizujących m eta­
bolizm związków rozpuszczalnych (51, 91). Fitochrom  P FR regulować może 
także zawartość związanych z błonami substancji horm onalnych (92). 
Indukowane więc przez fitochrom  zm iany w błonach kom órkowych pro­
wadzić mogą do zmian m etabolizm u komórki. Okresowe zwiększanie 
przepuszczalności błon kom órkowych regulować może również transport 
substancji odżywczych oraz horm onalnych.

W ostatnich latach zwrócono uwagę na udział acetylocholiny w reak ­
cjach kontrolow anych przez fitochrom  na poziomie błon kom órkowych. 
W ykazano, że światło czerwone powoduje zarówno zwiększenie produkcji 
jak  i wydzielania acetylocholiny przez korzenie fasoli. Daleka czerwień
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efekty te niw eluje (93). Traktow anie roślin acetylocholiną ham uje w y­
tw arzanie drugorzędowych korzeni oraz zwiększa szybkość transportu  
jonów wodorowych w tkankach fasoli — powoduje więc identyczny efekt 
m orfogenetyczny jak  światło czerwone (93). J  a f f e (93) postaw ił hipo­
tezę, że acetylocholina bierze udział w reakcjach kontrolow anych przez 
system  fitochrom owy. Podobnie jak w organizm ach zwierzęcych stym u­
luje ona transport jonów, powoduje zmiany potencjału elektrycznego błon 
oraz przepuszczalności s tru k tu r cytoplazm atycznych. Hipotezę tę potw ier­
dzono w  kilku przypadkach (94—97), istnieją jednak również doniesienia 
przeciw ne (98— 101). W yniki badań nad enzymami regulującym i syntezę
i rozkład acetylocholiny wskazują, że esteraza cholinowa w ystępuje 
w ścianach kom órkowych korzeni fasoli i jej aktywność nie podlega foto- 
kontroli przez światło czerwone i daleką czerwień (91, 102). Mniej w ia­
domo na tem at rozmieszczenia acetylotransferazy cholinowej. W trakcie 
frakcjonow ania kom órek enzym ten w ystępuje razem  ze struk turam i re- 
tiku lum  endoplazmatycznego (91) oraz fitochrom em  (103). Rola acetylo­
choliny w procesach fotomorfogenezy jest więc niejasna i wymaga dal­
szych badań.

III-2. Fitochrom  a enzym y

Jedną z pierwszych hipotez tłum aczących m echanizm  działania fito­
chrom u była propozycja jego odkrywców (64), według której fitochrom  
P KR m iałby być aktyw ną, zaś fitochrom  P R nieaktyw ną form ą enzymu. 
Na podstawie badań nad syntezą antocjanów zaproponowano, że fitochrom  
P FR katalizuje aktyw ację octanu do acetylokoenzym u A (13). Później oka­
zało się jednak, że regulacja syntezy acetylokoenzym u A nie jest specy­
ficznym  dla fitochrom u procesem, ponieważ również i inne przem iany 
w procesie biosyntezy antocjanów są regulowane przez fitochrom. Pom ię­
dzy pow staniem  aktyw nej form y fitochrom u a syntezą antocjanów ist­
nieje ponadto faza utajenia długości około 3 godzin (1). Dane te nie suge­
ru ją  więc bezpośredniego udziału fitochrom u jako enzymu katalizującego 
jeden specyficzny etap metabolizmu.

Okazało się jednak, że fitochrom  kontroluje m etabolizm  nukleotydów 
oraz aktyw ność wielu system ów enzym atycznych. Stwierdzono, że na­
prom ieniow anie roślin czerwienią prowadzi do podwyższenia zawartości 
w ich tkankach fosforanu nukleotydu nikotynoam idoadeninowego (104). 
W ykazano jednocześnie, że częściowo oczyszczone p repara ty  fitochrom u 
z tkanek  etiolowanego grochu w ykazują aktyw ność kinazy dwunukleo- 
tydu  nikotynoamidoadeninowego. Światło czerwone stym ulowało tę ak­
tywność, przy czym obserwowano zmniejszanie stałej Michaelisa (Km) 
tego enzym u w stosunku do dw unukleotydu nikotynoamidoadeninowego. 
S tym ulację tę znosiło działanie dalekiej czerwieni. Jednakże udało się
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rozdzielić fitochrom  od aktyw ności kinazy dw unukleotydu nikotynoam i- 
doadeninowego (105). Światło czerwone powoduje również wzrost ilości 
adenozynotrójfosforanu w tkankach niektórych roślin (101, 106— 109). 
W yniki te, aczkolwiek bardzo interesujące, są trudne do powtórzenia
i spotkały się z dużym sceptycyzmem.

W doświadczeniach nad wpływem  fitochrom u na aktyw ność enzymów 
dużo uwagi poświęcono indukcji aktyw ności am oniakoliazy-L-fenyloala- 
niny, enzymu katalizującego tworzenie się kwasu transcynam onowego 
z fenyloalaniny. Czynnikiem indukującym  jest światło czerwone, zaś 
daleka czerwień efekt ten  niw eluje (110, 111). Również badania kinetycz­
ne nad zachowaniem się fitochrom u P FR w w arunkach równowagi dyna­
m icznej (ciągłe naprom ieniowanie daleką czerwienią u trzym ujące niski 
ale stały  poziom P FR w tkankach) świadczą, że aktyw ność am oniakolia- 
zy-L-fenyloalaniny podlega kontroli fitochrom owej. Początkowa faza 
utajenia trw a 1,5 godziny od rozpoczęcia naśw ietlania, po czym w ystę­
puje w yraźny i szybki wzrost aktyw ności enzym u (111, 112). Tempo wzro­
stu aktyw ności jest stałe w ciągu wielu godzin, po czym w ykazuje t e n ­
dencję m alejącą. W związku z tym , że wzrost aktyw ności enzym u udało 
się, przynajm niej częściowo, zahamować za pomocą purom ycyny, cyklo- 
heksim idu oraz aktynom ycyny D (110, 111) można wnioskować, że wzrost 
aktyw ności był wynikiem  syntezy de novo białka enzymatycznego. W pływ 
światła na syntezę de novo enzymów stw ierdzono również w przypadku 
oksydazy kwasu askorbinowego (113, 114), rybonukleazy (115) oraz re- 
duktazy azotanowej (110, 116— 118).

Inny  kierunek regulacji aktyw ności enzymów przez fitochrom  stw ier­
dzono w przypadku lipoksygenazy. W liściach gorczycy aktyw ność lipo- 
ksygenazy sukcesywnie się zwiększa w ciemności (119). Jeśli nasiona znaj­
dowały się w w arunkach ciągłego naprom ieniowania daleką czerwienią 
(niski ale stały  poziom P FR w tkankach), poczynając od 33 godziny pęcz­
nienia nasion obserwowano gwałtowne zaham owanie aktyw ności enzymu, 
trw ające około 15 godzin. Poczynając od 48 godziny zauważano ponowne 
zwiększenie aktyw ności lipoksygenazy. Jest możliwe, że fitochrom  P FR 
w okresie między 33 a 48 godziną, powoduje represje syntezy lipoksyge­
nazy na poziomie transkrypcji (120). W ydaje się jednak, że nie można 
również wykluczyć allosterycznych mechanizmów ham ow ania aktyw ności 
enzymu.

Omówione wyżej dane posłużyły M o h r o w i  (73, 74) do zapropono­
wania teorii o zróżnicowanej aktyw acji i represji genów przez fitochrom . 
Mohr uważa, że pomiędzy stanem  genów w poszczególnych kom órkach 
istnieją różnice i że geny podzielić można na 4 grupy czynnościowe: ak­
tywne, nieaktyw ne, potencjalnie aktyw ne i ulegające represji. G eny po­
tencjalnie aktyw ne i ulegające represji są pod kontrolą system u fito- 
chromowego. Indukcja poprzez fitochrom  P FR tych genów prowadzi do 
ujaw nienia się fotoefektów dodatnich (np. kiełkowanie nasion fotobla-
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stycznych, w ytw orzenie kwiatów, synteza antocjanów), ew entualnie foto- 
efektów  ujem nych (np. hamowania wzrostu łodygi, hamowanie syntezy 
lipoksygenazy). Teoria M ohra zakłada więc, że m echanizm  działania fito- 
chrom u polega na bezpośrednim  wpływie fitochrom u P FR na aktywność 
genów. W ostatn ich  latach została ona uzupełniona przez uznanie możli­
wości w ystępow ania szeregu pierw otnych reakcji jako konsekwencji 
łączenia się cząsteczki fitochrom u P FR ze specyficznym i receptoram i ko­
m órkow ym i (1, 122). Współzależności między fitochrom em  a genam i pole­
gają więc prawdopodobnie na oddziaływaniu pośrednim.

I I I -3. Fitochrom  a substancje wzrostow e

W zrost i rozwój roślin regulow any jest na drodze horm onalnej. Sub­
stancje wzrostowe jak  auksyny, gibereliny, cytokininy, inhibtory  i etylen 
wspólnie kontro lu ją  przebieg procesów morfogenezy. Ponieważ trak tow a­
nie roślin substancjam i wzrostowymi niejednokrotnie zastępuje wpływ 
światła (92), istnieje możliwość, że fitochrom  współdziała z system em  
horm onalnym  w regulacji procesów fotomorfogenezy.

W ielokrotnie wykazano udział czerwieni i dalekiej czerwieni w regu­
lacji biosyntezy, degradacji oraz uw alnianiu horm onów z form  związa­
nych (92). Stw ierdzono również, że światło czerwone wpływa na transport 
hormonów (92) oraz wrażliwość tkanek roślinnych na działanie substancji 
w zrostow ych (92, 123). Trudno jest zadecydować jednak czy stw ierdzany 
wpływ św iatła na zawartość substancji horm onalnych w tkankach ro ślin ­
nych, jest częścią składową procesów kontrolow anych przez fitochrom  
w procesach fotomorfogenezy. Pewne doświadczenia potw ierdzają taką 
możliwość. T raktow anie na przykład roślin giberelinam i może zastąpić 
wpływ św iatła w kiełkowaniu nasion fotoblastycznych (124), wzroście 
liści (125, 126), czy odwiianiu się liści roślin zbożowych (127). Światło 
czerwone powoduje w tych roślinach podwyższenie się zawartości n a tu ­
ralnych giberelin, zaś daleka czerwień ham uje prccesy fizjologiczne i ob­
niża poziom giberelin (92). Podobnie sytuacja wygląda w przypadku dzia­
łania św iatła na wzrost łodygi. Światło czerwone ham uje wzrost w ydłu- 
żeniowy, prowadząc jednocześnie do obniżenia się zawartości auksyn 
w kom órkach łodygi (92, 128). T raktow anie roślin auksyną nie odwraca 
jednak ham ującego wpływu światła (128), k tó ry  można odwrócić działa­
niem  giberelin (129— 131).

Cały szereg badaczy uważa jednak, że działanie fitochrom u i horm o­
nów w procesach fotomorfogenezy jest przynajm niej częściowo niezależ­
ne. I tak  gibereliny i cytokininy są w stanie zastąpić wpływ światła czer­
wonego w kiełkowaniu nasion fotoblastycznych (124). Substancje te nie 
są w stanie jednak odwrócić ham ującego w pływu dalekiej czerwieni na 
kiełkowanie (132). Traktow anie nasion m ałym i dawkam i hormonów oraz
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światłem  o niskim natężeniu jest bardziej efektyw ne niż osobne działanie 
tych czynników (133— 135) Synergizm  zjaw isk sugeruje, że działanie fito­
chrom u i substancji wzrostowych zachodzi, przynajm niej częścioWo, róż­
nym i drogami. Znany jest również fak t stym ulacji syntezy a-am ylazy 
w liścieniach gorczycy przez światło czerwone, podczas gdy horm ony są 
całkowicie nieaktyw ne (136).

W ydaje się więc, że aczkolwiek współdziałanie fitochrom u z horm o­
nam i w regulacji procesów fotom orfogenezy jest więcej niż pewne, to 
jednak kontrola przez fitochrom  tych procesów nie ogranicza się tylko 
do regulacji zawartości i transportu  substancji horm onalnych.

IV. Uwagi końcowe

W chwili obecnej dość dużo już wiadomo odnośnie budowy fitochrom u 
oraz jego właściwości. Nie można jednak  jeszcze całkowicie w yjaśnić 
roli fitochrom u w poszczególnych procesach rozwojowych oraz m echa­
nizmu jego działania. Udoskonalenia w ym agają m etody ekstrakcji, oczysz­
czania i ilościowego określania fitochrom u. Lepsze zrozum ienie m echa­
nizmu działania fitochrom u wiąże się jednocześnie z ogólnym postępem  
w badaniach procesów różnicowania na poziomie m olekularnym .

Nie ma obecnie wątpliwości, że fitochrom  jest głównym  receptorem  
światła w procesach fotom orfogenezy roślin. W ydaje się również, że w we­
w nątrzkom órkow ej działalności fitochrom u wyróżnić można dwa zasad­

zon a

Ryc. 4. H ipotetyczny schem at dróg działania fitochrom u.
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nicze e tapy: pierwszy — związany z reakcjam i pierw otnym i, zachodzący­
m i bardzo szybko, jako w ynik konw ersji fitochrom u, oraz drugi — 
późniejszy, związany z aktyw acją względnie represją  poszczególnych 
genów kom órkowych. Dostępne dane w skazują także na występowanie 
w kom órkach jakiegoś nieznanego „w tórnego przekaźnika” fitochrom u 
(X), k tórym  w m yśl hipotezy Jaffe (93) m ogłaby być acetylocholina 
(Ryc. 4).

Dopiero jednak dalsze badania wykażą na ile poszczególne obserwo­
wane zm iany m etaboliczne związane są z kontrolą procesów fotom orfo­
genezy przez fitochrom . Szczególnej uw agi w ym agają współzależności 
m iędzy fitochrom em  a system em  horm onalnym , gdyż obie grupy substan­
cji wspólnie kontrolują całokształt zjawisk m orfogenezy roślin.
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I. Wprowadzenie

A ntyproteolityczne właściwości ekstrak tu  z bulw  ziemniaka w ykrył 
w roku 1951 W e r 1 e i wsp. (1). 

Pierw sze p repara ty  inhibitorów ziem niaczanych otrzym ali S o h o n i e 
i A m b e  (2), M a n s f e 1 d i wsp. (3), K i n u g a s a i Y o s h i k a w a  
(4), oraz R y a n  i M e l v i l l e  (5—7).
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B iałystok.
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Zainteresow ania ziem niaczanym i inhibitoram i proteaz w ynikają prze­
de wszystkim  z ich szerokiego zakresu działania antyproteolitycznego 
(8, 9) i hamowania również aktyw ności proteaz kom órkowych (10, 11). 
Z tego względu znalazły one zastosowanie w lecznictwie w stanach 
wzmożonej proteolizy (12, 13). Używa się ich także jako odczynników 
w analityce biochemicznej (14) oraz po związaniu ze stałym i nośnikam i 
do otrzym yw ania wysokooczyszczonych preparatów  proteaz m etodą swo­
istej sorpcji (15). Inhibitory  ziem niaczane stosuje się ponadto w badaniach 
nad s tru k tu rą  centrów  aktyw nych i m echanizm em  działania enzym ów 
proteolitycznych (16— 18).

O dużym zainteresow aniu ziem niaczanym i inhibitoram i proteaz zade­
cydowała także niska cena, łatwo dostępnego w dużych ilościach surowca, 
którym  jest sok ziemniaczany. Stanow i on m ateriał odpadowy przy  pro­
dukcji skrobi i w przem yśle gorzelnianym .

II. Izolowanie, struktura chemiczna i właściwości inhibitorów 
ziemniaczanych

Obecność inhibitorów  proteaz stw ierdzono w bulw ach wszystkich ba­
danych dotąd odmian ziemniaków (19, 20). Nie zaw ierają ich jednak  orga­
ny zapasowe innych roślin, z w yjątkiem  pomidora, k tó ry  podobnie jak  
ziemniak należy do rodziny psiankow atych (21). Spośród różnych części 
anatom icznych ziemniaka najw iększą ilość inhibitorów  zaw ierają bulw y 
(22), a zwłaszcza ich część obwodowa (23). Stwierdzono, że około 7— 10°/o 
rozpuszczalnych białek bulw y ziemniaka w ykazuje działanie an typ ro - 
teolityczne (20, 24). Inhibitory  ziemniaczane charak teryzu je  olbrzym ia 
heterogenność m olekularna (25, 26). Obserwowano także duże różnice 
między inhibitoram i izolowanymi z bulw różnych odm ian ziemniaków. 
Dotyczą one liczby form  m olekularnych inhibitorów, ich zaw artości oraz 
s tru k tu ry  chemicznej (20, 27). O ich pokrew ieństw ie świadczą jednak iden­
tyczne determ inanty  antygenow e (28, 29).

I I -1. Inhibitory trypsyny i chym otrypsyny

Z ekstrak tu  ziemniaka odm iany M aritta wyizolowano (30) cztery  in­
hibitory trypsyny  przy użyciu techniki: swoistej sorpcji na nierozpusz­
czalnej trypsynie, sączenia m olekularnego na Sephadex G-75 oraz chro­
m atografii jonowym iennej na karboksym etylocelulozie i fosfocelulozie. 
W centrum  antytrypsynow ym  tych inhibitorów znajduje się arginina a ich 
masy cząsteczkowe wynoszą 23 500—24 000 daltonów. Inhibitory  te h a ­
m ują także aktyw ność chym otrypsyny, plazm iny oraz kalikreipy  osoczo- 
wej. Stosując elektroforezę w żelu poliakrylam idow ym  stw ierdzono
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obecność 13 inhibitorów trypsyny  i chym otrypsyny w bulw ach tej od­
m iany ziemniaka (26). Zastosowanie m etody ogniskowania izoelektrycz- 
nego pozwoliło na wyizolowanie aż 9 z tych inhibitorów  oraz ustalenie 
ich punktów  izoelektrycznych. Oznaczono rów nież ich skład am inokwa- 
sowy i am inokwasy N-końcowe. Jeden z wyizolowanych inhibitorów 
w ystępuje w formie te tram eru  i dysocjuje na podjednostki w 6 M roz­
tworze chlorowodorku guanidyny.

Opracowano m etodę oczyszczania inhibitora I chym otrypsyny z ziem­
niaka odm iany Russet B urbank (7). Metoda ta polega na frakcjonow aniu 
białek ziemniaka przez doprowadzenie do punktu  izoelektrycznego, wy- 
solenie siarczanem  amonu, ogrzewanie w tem peraturze 80°C i sączenie

5 10 15
A Glu-Phe-Glu-Cys-Asp-Gly-Lys-Leu-GIn-Trp-Pro- Glu- Leu- lle-Gly

B -Lys-
C -Lys-

D -Asn-

20 25 30
• Val-Pro-Thr-Lys-Leu-Ala-Lys-Glu-lle-lle-Glu-Lys-Gln-Asn-Ser-

-Gly-

-Gly-
-Gly-

35 40 45
-Leu-lle-Ser-Asn-Val-His-lle-Leu-Leu-Asn-Gly-Ser-Pro-Val-Thr-

-Thr-

-Thr-

-Thr-

50 55 60
-Leu-Asp-lle-Leu-Gly-Asp-Val-Val-Gln-Leu-Pro-Val-Val-Gly-Met-

-Asp-lle-
-Asp-lle-

-Asn- -Asp-lle-

65 70 75
-Asp-Phe-Arg-Cys-Asp-Arg-Val-Arg-Leu-Phe-Asp-Asp-lle-Leu-Gly-

-Tyr- -Asn-
-Tyr- -Asn- -Asn-
-Tyr- -Asn- -Asn-

80
-Ser-Val-Val-Gln-lle-Pro-Arg-Val-Ala
-Tyr-

-Asn-
-Asn-

R yc. 1. Sekw encja am inokwasów  podjednostki A, B, C i D ziem niaczanego inhibitora  
I chym otrypsyny (31).
W sekw encjach  podjednostki B, C i D podano jed ynie am inokw asy znajdujące się w  iden­
tyczn ych  pozycjach ale różne w  porów naniu z podjednostką A.
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m olekularne na Sephadex G-75. Tą drogą uzyskano p reparat około 40- 
krotnie oczyszczony z wydajnością 47%. Ham uje on również aktywność 
trypsyny. W yizolowany inhibitor charak teryzu je  się znaczną term osta- 
bilnością i nie traci aktyw ności w zakresie pH 2-10. Jego masa cząsteczko­
wa wynosi 39 000 daltonów. Jedna cząsteczka inhibitora wiąże cztery 
cząsteczki chym otrypsyny. Kom pleks tak i ma masę cząsteczkową około 
140 000. W 4 M roztworze chlorowodorku guanidyny lub 8 M roztworze 
mocznika w środowisku kw aśnym  inhibitor dysocjuje na cztery podjed- 
nostki, które oznaczono literam i A, B, C i D. Podjednostki te rozdzielono 
na sulfoetylocelulozie w 8 M roztworze mocznika (pH 2,8). Ich m asy czą­
steczkowe wynoszą 9000— 10 000 daltonów. Skład am inokwasowy i sek­
wencję aminokwasów w poszczególnych podjednostkach mało się różnią, 
wszystkie zaś m ają kwas glutam inow y jako N-końcowy aminokwas 
(Ryc. 1).

Z ziemniaka odm iany D anshaku-Im o wyizolowano trzy  inhibitory 
enzymów proteolitycznych, które oznaczono symbolami I, Il-a  i Il-b  
(32, 33). Metoda oczyszczania inhibitora I (32) polega na w ytrąceniu bia­
łek balastowych przez ogrzewanie ekstrak tu  ziemniaczanego w tem pera­
turze 80°C, wysoleniu inhibitora po 30% nasyceniu siarczanem  amonu 
i zastosowaniu chrom atografii kolum nowej. Masa cząsteczkowa inhibito­
ra I wyliczona na podstawie składu aminokwasowego wynosi 9400 dalto­
nów. Masa cząsteczkowa znaleziona za pomocą m etody sączenia m oleku­
larnego na żelu Sephadex G-100 wynosiła jednak 19 300 daltonów, gdy 
elucję prowadzono 0,1 M kwasem  octowym i 42 000 w przypadku elucji 
0,9% chlorkiem  sodu (34). W yniki te w skazują na skłonność inhibitora I do 
polim eryzacji. W roztworze 0,1 M kwasu octowego w ystępuje on w form ie 
dim eru, a w 0,9% roztworze chlorku sodu w form ie tetram eru . Ustalono 
skład am inokwasowy inhibitora I, jego am inokw asy N- i C-końcowe oraz 
stru k tu rę  antychym otrypsynow ego m iejsca reaktyw nego, które tw orzy 
L eu56-A sx57 (35).

M ateriał wyjściowy do wyizolowania inhibitora II-a i Il-b  stanow ił 
p łyn pozostający po 30% nasyceniu ekstrak tu  ziemniaczanego siarczanem  
amonu, z którego wysalano następnie oba inhibitory  siarczanem  amonu
0 60% nasyceniu (33). Inhibitor II-a oddzielano od inhibitora Il-b  na ko­
lum nach karboksym etylocelulozy i dalej oczyszczano na żelu Sephadex 
G-100. Jednorodność uzyskanych preparatów  inhibitorów  potwierdzono 
przy zastosowaniu techniki elektroforezy w żelu skrobiowym  przy  pH 
4,0 i 8,6. Uzyskane inhibitory są odporne na podwyższoną tem pera tu rę
1 wykazują znaczną stabilność w środowisku kwaśnym . P unk t izoelek- 
tryczny inhibitora II-a wynosi 8,5 a inhibitora Il-b  9,1. M asy cząsteczkowe 
obu inhibitorów są identyczne. Wyliczone na podstawie składu am inokw a­
sowego wynoszą 10 300 daltonów, a oznaczone m etodą sączenia m oleku­
larnego na żelu Sephadex G-100 — 10 600, gdy do elucji używano 0,1 M 
kwasu octowego, lub 20 700 w przypadku gdy do elucji używano 0,9% roz­
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tw ór ch lorku  sodu. Skład aminokwasowy obu inhibitorów  jest podobny 
a ich N - i C-końcowe aminokwasy są identyczne (36). Centra reaktyw ne 
tych inhibitorów  stanowi układ Lys-Ser (37, 38). Sekwencje am inokwa­
sów fragm entów  peptydow ych zawierających te  centra przedstaw ia ry ­
cina 2.

B
A

Ryc. 2. Sekw encja am inokw asów  okolicy centrum  reaktyw nego ziem niaczanego in ­
hibitora I l-a  (A) i I l-b  (B) (39).

Z ziem niaków odm iany Epoka otrzym ano p repara t wolny od lektyn, 
k tó ry  zawiera m ieszaninę inhibitorów proteaz (22, 40). Z tego p repara tu  
wydzielono cztery jednorodne frakcje tych  inhibitorów  (41, 42). Różnią 
się one szeregiem  właściwości fizykochem icznych i specyficznością działa­
nia antyproteolitycznego.

II -2. Inhibitory kalikrein

Z ekstrak tu  ziemniaka odm iany D anshaku-Im o stosując frakcjono­
wanie siarczanem  amonu i chrom atografię na dwuetyloam inoetylocelulo- 
zie otrzym ano p repara t ham ujący aktyw ność kalikrein  (43). Z tego p re­
para tu  stosując technikę ogniskowania izoelektrycznego wyodrębniono 
następnie dwa jednorodne inhibitory kalikrein  (44). P unk ty  izoelektryczne 
tych  inhibitorów  wynoszą 5,6 i 6,4 a ich m asy cząsteczkowe 22 000— 
27 000 daltonów. Ustalono skład am inokwasowy om aw ianych inhibitorów 
i specyficzność działania w stosunku do kalikrein  pochodzących z różnych 
tkanek  oraz w stosunku do innych enzymów proteolitycznych (45).
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I I -3. Inhibitory karboksypeptydaz

W ekstrakcie z bulw  ziem niaka odm iany Russet B urbank w ystępuje 
także inhibitor karboksypeptydazy A i B (46). Inhibitor ten  wyizolowano 
z surowego prepara tu  otrzym anego poprzednio (5) stosując chrom atografię 
na żelu Sephadex G-75 i fosfocelulozie (47). Uzyskano p repara t 275-krot- 
nie oczyszczony z w ydajnością 48°/o. Masa cząsteczkowa inhibitora karbo­
ksypeptydaz wyznaczona na żelu Sephadex G-75 wynosiła 3100, a wyli­
czona ze składu aminokwasowego 4100— 4300 daltonów.

Ziem niaczany inhibitor karboksypeptydaz w ystępuje w dwóch for­
mach m olekularnych. Jedna z tych form  składa się z 38 a druga z 39 reszt 
aminokwasowych, w zależności od tego czy w N-końcowym fragm encie 
s tru k tu ry  w ystępuje reszta glutam iny (48). Poza tą różnicą sekwencje 
aminokwasowe obu form  m olekularnych inhibitora karboksypeptydaz są 
identyczne (Ryc. 3).

A. Glu-His-Ala-Asp-....

5 10 15
B. Glu-GIn-His-Ala-Asp-Pro-lle-Cys-Asn-Lys-Pro-Cys-Lys-Thr-His

20 25 30
-Asp-Asp-Cys-Ser-Gly-Ala-Trp-Phe-Cys-GIn-Ala-Cys-Trp-Asn-Ser-

35
-Ala-Arg-Thr-Cys-Gly-Pro-Tyr-Val-Gly

Ryc. 3. Sekw encja am inokw asów  dwóch firm  m olekularnych ziem niaczanego inhibi­
tora karboksypeptydaz (48).
Różnica dotyczy jedynie obecności lub braku reszty Gin w  N -końcow ym  fragm encie cząsteczki 
(porównaj sekw encję A i B).

W obu form ach m olekularnych grupa aminowa N-końcowego kwasu glu­
taminowego jest zablokowana. Obie form y zaw ierają sześć reszt cysteiny, 
które tworzą trzy  m ostki dwusiarczkowe.

II-4. Inhibitory proteaz kom órkowych

Szczególnie interesujące są mało dotychczas poznane, inhibitory  ziem­
niaczane ham ujące aktyw ność proteaz komórkowych. Na obecność inhi­
bitorów tych enzymów w soku ziem niaczanym  w skazyw ały prace W erle 
i wsp. (49) i innych autorów  (21). Opracowano m etody oczyszczania ziem­
niaczanego inhibitora katepsyny D i zbadano jego właściwości fizyko­
chemiczne i biologiczne (11, 50) Inhibitor ten, o masie cząsteczkowej 
22 000, ham uje także aktywność trypsyny i chym otrypsyny. Se­
kwencja siedem nastu N-końcowych aminokwasów tego inhibitora jest 
następująca: Glu—Ser—Pro—Leu—Pro— Lys—Pro— Val—Leu—Asp—
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X—Asn—Gly—Lys—Glu—Leu—Gin (27). Opisano także inhibitor ziem­
niaczany ham ujący aktyw ność katepsyny A (10). Należy podkreślić, że 
inhibitory w ystępujące w organach zapasowych żyta, jęczmienia, łubinu, 
kukurydzy, bobu, grochu, fasoli i soi nie ham ują aktyw ności proteaz ko­
m órkow ych (51).

Skład aminokwasowy, aminokwasy N- i C-końcowe i m asy cząstecz­
kowe inhibitorów  ziemniaczanych wyizolowanych z różnych odmian 
ziem niaków podane są w tabeli 1.

Tabela 1
Skład aminokwasowy ziemniaczanych inhibitorów proteaz

Aminokwas
Liczba reszt aminokwasowych w cząsteczce inhibitora*

I Il-a Il-b CHT KP a 5 j 4b 5b KD

Lys 5 8 10 5 2 8 ! U 15 10
His 1 0 1 1 2 1 2 3 0
Arg 4 3 2 4 1 4 6 7 8
Asp 11 11 9 9 5 12 23 26 26
Thr 3 6 5 3 2 6 9 10 9
Ser 4 7 6 4 2 7 15 12 14
Glu 8 8 8 9 2—3 9 12 14 12
Pro 5 6 9 5 3 6 10 16 16
GI> 7 13 12 " 6 3 11 19 21 19
Ala 2 5 6 5 4 5 7 7 7
Cys 2 12 12 2 6 6 5 1 6
Val 9 2 1 8 1 2 14 20 16
Met 0 0 * 0 1 o o 1 2 1
Ile 9 4 4 6 1 4 9 12 12

i Leu 10 3 3 8 0 3 17 10 22
i Tyr 1 6 6 1 1 6 6 8 8
j Phe 3 3 3 2 1 4 9 10 12

Trp
Suma aminokwa­

1 0 0 — 2 0 1—2 1 1

sów
Aminokwas N-koń-

85 97 97 79 38—39 94 176— 177 205 189

! cowy 
Aminokwas C-koń-

Glu Ala Ala Glu Glu Arg Arg Arg Glu

cowy Val Ala Ala Ala Gli — — — —
Masa cząsteczkowa 9400 10 350 10 350 38 000 3100 24 000 24 000 24 000 21 790

j Piśmiennictwo 35 36 36 7 48 26 41 41 27

* — inhibitor: CHT — inhibitor I chymotrypsyny, KP — karboksypeptydaz, KD — katepsyny D.

W składzie aminokwasowym  inhibitorów  ziem niaczanych zwraca uw a­
gę znaczna zawartość cysteiny. Tworzy ona w wielu m iejscach łańcucha 
polipeptydowego m ostki dwusiarczkowe, u trw alające stru k tu rę  prze­
strzenną cząsteczki. Tłumaczy to znaczną odporność inhibitorów  ziem nia­
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czanych na czynniki denaturujące, takie jak  podwyższona tem peratura, 
krańcowe wartości pH oraz stężone roztw ory mocznika i chlorowodorku 
guanidyny (7, 40).

III. Specyficzność i mechanizm działania

Inhibitory  ziemniaczane ham ują aktyw ność wielu enzymów proteoli­
tycznych. In teresujące jest zestawienie wyników badań w pływu inhibi­
torów  ziem niaczanych na aktyw ność enzymów proteolitycznych różnią­
cych się s tru k tu rą  miejsca wiążącego i miejsca katalitycznego.

Jak  wynika z tabeli 2 inhibitory ziemniaczane ham ują aktyw ność 
proteaz o hydrofilow ym  m iejscu wiążącym substrat, takich jak  trypsyna 
i plazm ina, lecz nie w pływ ają na aktyw ność trom biny.
Aktywność chym otrypsyny i katepsyny D, które są enzym am i o hydro­
fobowym m iejscu wiążącym jest ham owana, ale aktyw ność pepsyny m i­
mo, że enzym  ten  zawiera hydrofobowe miejsce wiążące nie zmienia się. 
Także nie wszystkie proteazy o poliw alencyjnych m iejscach wiążących są 
inaktyw ow ane przez inhibitory ziemniaczane. Subtilizyna i zasadowa pro- 
teaza izolowana z pleśni Aspergillus f lavus  są ham owane przez te  inhibi­
tory, natom iast aktyw ność papainy nie ulega zmianie w ich obecności.

Również s tru k tu ra  miejsca katalitycznego enzymów proteolitycznych 
nie przesądza o ich podatności na działanie inhibitorów. Inhib itory  ziem­
niaczane ham ują aktywność wielu proteaz o serynow ym  m iejscu katali­
tycznym , ale nie w pływ ają na aktyw ność innych enzymów serynow ych 
takich jak trom bina. Obniżają aktyw ność katepsyny D, która posiada 
karboksylowe centrum  aktyw ne, ale nie ham ują aktyw ności pepsyny, 
enzym u o identycznej struk tu rze  centrum  aktyw nego. Podobnie inhibi­
tory  te ham ują aktyw ność niektórych m etaloproteaz (karboksypeptydaza 
A i B), podczas gdy nie ham ują innych m etaloproteaz jak  kolagenaza.

Powyższe fak ty  wskazują, że w in terakcji enzym u z inhibitorem , obok 
w arunku absolutnego jakim  jest s tru k tu ra  miejsca wiążącego i katalitycz­
nego enzymu, istotnym  czynnikiem  jest konform acja przestrzenna ich 
najbliższej okolicy, decydująca o dostępności inhibitora (9).

Heterogenność m olekularna inhibitorów  ziem niaczanych zaw ierają­
cych miejsca reaktyw ne o różnej struk tu rze  i to nie tylko w różnych 
cząsteczkach, lecz i w poszczególnych cząsteczkach (co czyni ją poliwa- 
lencyjną) sprawia, że możliwe jest hamowanie aktyw ności enzymów 
proteolitycznych o różnej struk tu rze  miejsca wiążącego i katalitycznego 
(41, 53, 54, 55).

Specyficzność ziem niaczanych inhibitorów endoproteaz w ynika ze 
s tru k tu ry  ich centrum  reaktyw nego i uw arunkow ana jest konform acją 
przestrzenną. W centrum  reaktyw nym  inhibitora znajduje się wiązanie
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Tabela 2
Specyficzność działania antyproteolitycznego inhibitórow izolowanych z bulw ziemniaka odmiany

Epoka (9, 52)

Miej­
sce Miejcse

Substrat, 
pH pomiaru

Prepa­
rat

Inhibitor

Enzym wią­
żące

katali­
tyczne

suro­
wy 4a 4b 5a 5b

1. Chymotrypsyna H Ser Kazeina, pH 7,6 + + + + +
2. Elastaza H Ser Elastyna, pH 8,0 + n.b. n.b. n.b. n.b.
3. Karboksype- 

ptydaza A
H Me N —Bz—Gly— 

—L-Phe, pH 7,5
+ — — — —

4. Karboksype- 
ptydaza B

HL Me N—Bz—Gly— 
—L-Arg, pH 8,0

+ — +
"

5. Katepsyna A H Ser? N —Kbz—L— 
—Glu—L—Tyr, 
pH 5,0

+ + +

6. Katepsyna B, HL SH p-NA—N— 
—Bz—D, L— 
-Arg, pH 6,0

7. Katepsyna C H SH p-NA—Gly—
—L-Phe, pH 7,0

— — — —

8. Katepsyna D H COOH Hemoglobina, 
pH 4,0

+ n.b. n.b. n.b. n.b.

9. Kolagenaza 
bakteryjna

H Me Kolagen laty- 
ryczny, pH 7,0

— —
'

10. Kwaśna prote- 
aza ziemniacza­
na

? ? Kazeina, pH 4,5 + n.b. n.b. n.b. n.b.

11. Papaina P SH Kazeina, pH 8,0 - - - - -
12. Pepsyna H COOH Hemoglobina, 

pH 2,0
— — — — —

13. Plazmina HL Ser Kazeina, fibry- 
na, euglobuli- 
ny, pH 7,6

+ + + + +

14. Pronaza P Ser Kazeina, pH 7,6 + n.b. n.b. n.b. n.b.
15. Subtilizyna P Ser Kazeina, pH 8,0 + n.b. n.b. n.b. n.b.
16. Trombina HL Ser Fibrynogen, 

osocze, pH 7,2
— - —

17. Trypsyna HL Ser Kazeina, pH 7,6 + + -r + +
18. Zasadowa pro- 

teaza z pleśni 
A. f lav us

P
Ser
Ser

Hemoglobina, 
pH 7,0

+ n.b. n.b. n.b. n.b.

Miejsce wiążące: H — hydrofobowe, HL — hydrofiłowe, P — poliwalencyjne; miejsce katalityczne: Ser — serynowe 
Me — zawierające kation metalu, S H — sulfhydrylowe, COOH — karboksylowe; hamowanie: „ + ” — występuje,’ 
„ —” — nie występuje, n.b. — nie badano, Bz — benzoilo, Kbz — karbobenzoksy, NA — nitroanilid.

peptydowe wrażliwe na działanie określónego enzym u. Schem at centrum  
reaktyw nego takich inhibitorów przedstaw iono na rycinie 4. 
Am inokwas A x posiada szczególne znaczenie w budowie tego centrum , bo
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H2N -A ..................(A),— -A j-A j-A ^ A ', -A 'z-A V * -  (A)x- ------------- A-COOH

—  s-------------- s----

Ryc. 4. Struktura centrum  reaktyw nego ziem niaczanych inhibitorów  endoproteaz, 
zm odyfikow ane (56).

w arunkuje  specyficzność działania antyproteolitycznego. W centrum  re ­
aktyw nym  inhibitorów  trypsyny  tym  aminokwasem  jest lizyna lub a r- 
ginina a inhibitorów  chym otrypsyny leucyna (Tabela 3).

Do identyfikacji aminokwasów tw orzących centrum  reaktyw ne inhibi­
torów ziem niaczanych stosuje się m etody enzym atyczne oraz selektyw ne 
chemicznie m odyfikacje grup funkcyjnych poszczególnych am inokwasów 
(16, 57, 58, 60). Przeglądu tych m etod dokonała ostatnio M uszyńska (59). 
W m etodach enzym atycznych używa się katalityczne ilości enzym u w śro­
dowisku kwaśnym . W takich w arunkach wiązanie peptydowe A!—A \ — 
centrum  reaktyw nego ulega wybiórczej hydrolizie, w w yniku czego po­
w staje zmodyfikowana cząsteczka inhibitora z nową wolną grupą karbo­
ksylową i aminową. Fragm enty  zmodyfikowanego inhibitora łączy m ostek

Tabela 3
Struktura centrum reaktywnego ziemniaczanych inhibitorów proteaz

Inhibitor
ziemniaczany

Centrum
reaktywne

Struktura
centrum

reaktywnego

Pozycja
piśmien­
nictwa

I antychymotrypsy- —Leu56— 35
nowe —A sx57—

Il-a antytrypsynowe —l.ys63— 37
—Ser64.—

j 11-b antytrypsynowe —Lys—Ser— 38
proteaz antytrypsynowe —Lys46— 57
serynowych —Gln47—

antychymotrypsy- —Leu75— 58
nowe —Val76—

poliwalen- antytrypsynowe —Arg—X— 30
cyjny

dwusiarczkowy, którego obecność w arunkuje  działanie antyproteolityczne. 
Redukcja i karboksym etylacja m ostka dwusiarczkowego zm odyfikowa­
nego inhibitora powoduje rozerw anie cząsteczki na dwa fragm enty , co 
unieczynnia inhibitor. Odszczepienie od zmodyfikowanego an ty trypsyno - 
wego centrum  reaktyw nego C-końcowej lizyny, za pomocą karboksypep- 
tydazy B lub od zmodyfikowanego antychym otrypsynow ego cen trum  
reaktyw nego C-końcowej leucyny, za pomocą karboksypeptydazy A, unie-
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Centrum wiążące 
trypsynę

Centrum wiążące 
chymotrypsynę

Lys46

Met

Ryc. 5. Schem at struktury cząsteczki ziem niaczanego inhibitora proteaz seryno- 
w ych (55).

czynnia inhibitor (57, 58). Model s tru k tu ry  inhibitora ziemniaczanego 
zawierającego an tytrypsynow e i antychym otrypsynow e centrum  reak tyw ­
ne przedstaw ia rycina 5.
A ntytrypsynow e centrum  reaktyw ne w ystępuje w N-końcowej, a anty-^ 
chym otrypsynow e centrum  reaktyw ne w C- końcowej części cząsteczki 
inhibitora. Można przypuszczać, że znaczne oddalenie w struk turze  pierw - 
szorzędowej tych dwóch centrów  umożliwia u trzym anie odpowiedniej 
odległości m iędzy nim i w struk tu rze  przestrzennej, dzięki czemu inhibitor 
może reagować równocześnie z dwoma cząsteczkami enzymów o różnej 
specyficzności.

Działanie inhibitorów endoprotęaz polega na łączeniu się enzymu 
z inhibitorem  i rozszczepieniu specyficznego wiązania peptydowego znaj­
dującego się w centrum  reaktyw nym  inhibitora (58, 60). Następnie two­
rzy się konw alencyjne wiązanie estrowe przez nowopowstałą grupę karbo­
ksylową centrum  reaktyw nego inhibitora i przez grupę hydroksylową 
seryny, która znajduje się w miejscu katalitycznym  enzymu. Ze względu 
na lokalizację centrum  reaktyw nego inhibitora w pobliżu mostka dwu- 
siarczkowego, deacylacja jest u trudniona i enzym  zostaje trw ale związany 
z inhibitorem . M echanizm działania antytrypsynow ego i antychym o- 
trypsynow ego ziemniaczanego inhibitora proteaz serynow ych podano na 
rycina 6.

M echanizm hamowania aktyw ności egzoproteaz przez inhibitor ziem­
niaczany jest odm ienny od przedstawionego dla inhibitorów  endoproteaz. 
Rycina 7 przedstaw ia dwa możliwe sposoby in terakcji inhibitora ziem nia­
czanego z karboksypeptydazą A. W edług jednego z nich inhibitor wiąże 
się poprzez wiązanie jonowe, utworzone przez grupę karboksylową Gly39 
z grupą guanidynową A rg145 enzymu oraz poprzez wiązanie hydrofobowe 
utworzonym  przez T yr37 z T y r198 lub P he279 enzymu (Ryc. 7A). Taki 
sposób wiązania inhibitora przypom ina wiązanie substra tu  przez karbo-
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A

Met, ■Lys< •Gin, ■ Ser,

|  Trypsyna

Met----- ---------Lys-COOH H2N—  G in— --------Ser

Met,- Leu/s- Vah Ser..

|  Chymotrypsyńa 

Met----- ------- - Leu-COOH H2N -V a l----- -------- Ser

Ryc. 6. Centrum reaktyw ne antytrypsynow e (A) i antychym otrypsynow e (B) inhibi­
tora ziem niaczanego (57, 58).

A B

His6g HC39 C O.....Arg^s

:n h ,

>HO-Tyr248

Glu 

61 u
..•V

270 h c 3. 

/ \  /  
h 3c - c h  nh '

I I 
CH3 C=0 

/
HC37

Phe27g CH2 CH

Tyr„

HO'
Arg^

0
/ = 0 - ;yArg.

127

H O

His,76^n _ H i s 69 ^ N - C ^ A r g + 5 

Glu72 ^
CH2 C - o HO—Tyr248

Glu" I
270 / o )  N =  H

HO HC38

T V r i98 

Phe 279

Ar9t27

HC38 
/  <  

h3c -c h  c = o  
I I
CH jN H

HCH39
I
c=o
I
0~

Arg^

Ryc. 7. Proponowane m echanizm y interakcji inhibitora ziem niaczanego z karboksy- 
peptydazą A, (16).
S 't, Słf S2. Ss — m iejsce w iążące enzym . Dokładne objaśnienia w  tekście.
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ksypeptydazę. K arboksypeptydaza A odszczepia jednak od substratów  
tylko C-końcowe am inokw asy hydrofobowe. Nie może więc odłączyć 
C-końcowej G ly39 inhibitora, co potwierdzono eksperym entalnie (16) 
i tym  samym  zostaje zablokowana. Drugi, bardziej praw dopodobny sposób 
wiązania inhibitora może polegać na in terakcji jonowej karboksylowej 
grupy Gly39 cząsteczki inhibitora z grupą guanidynową A rg127 enzymu 
i in terakcji hydrofobowej V al38 i T yr37 inhibitora z T y r198 i P h e 279 enzy­
mu (Ryc. 7B). W iązanie peptydowe C-końcowej reszty  G ly39 inhibitora jest 
w tej sytuacji odległe od m iejsca katalitycznego enzymu. Miejsce to zaj­
m uje inne wiązanie peptydowe. Proces katalityczny nie może więc prze­
biegać i enzym  nie może uwolnić się z kom pleksu z inhibitorem .

M echanizm działania peptydow ych inhibitorów  enzymów proteoli­
tycznych dyskutowano szczegółowo w pracy R z e s z o t a r s k i e j
i W i e  j a k a  (61) oraz przez innych autorów  (62,63).

IV. Znaczenie biologiczne

Inhibitory  ziem niaczane spełniają istotną rolę w regulacji procesów 
degradacji białek zapasowych bulw y ziem niaczanej w różnych fazach 
jej rozwoju (64— 67). Pojaw iają się one już w bardzo wczesnym okresie 
rozw oju bulwy, w którym  biosynteza białek zapasowych jest intensyw na. 
W ysoka zawartość tych inhibitorów  utrzym uje  się również w okresie 
spoczynku bulwy. Inhibitory  te ham ują endogenną aktyw ność proteoli­
tyczną i chronią białka zapasowe przed rozpadem. W okresie kiełkowa­
nia inhibitory ulegają degradacji i inaktyw acji, co powoduje uwolnienie 
proteaz z nieaktyw nego kom pleksu i degradację białek zapasowych do 
aminokwasów, które są niezbędne dla rozw ijającej się rośliny.

Rola biologiczna inhibitorów nie ogranicza się do regulacji proteolizy 
w bulwie ziem niaczanej. Istnieje wiele danych eksperym entalnych w ska­
zujących, że uczestniczą one również w m echanizm ach obronnych chro­
niących roślinę przed urazam i, szkodnikam i i drobnoustrojam i. S tw ier­
dzono, że uszkodzenie m echaniczne liścia ziemniaka, lub uszkodzenie spo­
wodowane przez owady powoduje gw ałtow ny wzrost zawartości inhibito­
rów  proteaz w całej roślinie (68— 70). Zwiększenie się zawartości inhibito­
rów  w tych przypadkach spowodowane jest aktyw acją czynnika induku­
jącego syntezę inhibitorów  proteaz (proteinase inhibitor-inducing factor — 
PUF) (71, 72). S truk tu ra  chemiczna P IIF  jest dotychczas nieznana. P IIF  
przemieszcza się z m iejsca uszkodzenia po całej roślinie i odpowiedzią tk a ­
nek na ten  czynnik jest synteza de novo  inhibitorów  proteaz.

Hamowanie przez inhibitory ziem niaczane aktyw ności egzogennych 
proteaz w ytw arzanych przez drobnoustroje (8, 14, 34, 45, 73) zabezpiecza 
zapewne bulw y ziemniaka przez atakiem  bakterii i pleśni w czasie wielo­
miesięcznego składowania (65, 72).
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V. Inhibitory ziemniaczane a metabolizm  
białkowy u zwierząt

Wielu autorów  zwraca uwagę na znaczenie jakie mogą mieć roślinne 
inhibitory proteaz w traw ieniu białek w przewodzie pokarm owym  zwie­
rząt i człowieka (52, 74—77). Spośród roślin zawierających inhibitory pro­
teaz najw iększy ilościowo udział w żywieniu przypada ziemniakom (79— 
81). Inhibitory ziemniaczane ham ują nie tylko aktywność wszystkich pro­
teaz trzustkow ych, ale także aktyw ację ich proenzym ów (78). Pepsyna na­
wet w ciągu wielogodzinnej inkubacji nie degraduje i nie inaktyw uje in ­
hibitorów ziemniaczanych. Ich wysoka term ostabilność powoduje, że są 
one tylko częściowo inaktyw ow ane w czasie przygotowania ziemniaków 
do spożycia (7, 82). W ydawało się więc prawdopodobnym, że po przejściu 
z pokarm em  do dwunastnicy, mogą hamować aktyw ację proenzymów 
trzustkow ych oraz wiązać pewną ilość czynnych proteaz, przez co z kolei 
m ogłyby upośledzać traw ienie białek. Badania polegające na podaniu 
inhibitorów ziemniaczanych szczurom karm ionych uprzednio pokarm em  
bogatym  w białko nie potw ierdzają jednak tego przypuszczenia (82). 
Zwiększa się wprawdzie wówczas nieznacznie ilość wydalanego azotu, 
ale równocześnie stwierdzono wzrost aktyw ności proteolitycznej kału. 
Przypuszczalnie na zasadzie dodatniego sprzężenia zwrotnego, pobudzana 
jest czynność wydzielnicza trzustki (83). Być może, że w przypadkach nie­
wydolności trzustki inhibitory ziemniaczane mogą upośledzać traw ienie 
białek (84, 85). Również w wielu innych stanach patologicznych, w któ­
rych ma miejsce zaburzenie traw ienia białek, obecność inhibitorów  pro­
teaz w diecie może działać niekorzystnie. Do takich stanów patologicznych 
należy zespół poresekcyjny, schorzenia jelita cienkiego oraz niedostateczne 
wydzielanie pepsyny i kwasu solnego.

Inhibitory ziemniaczane w yw ierają ham ujący wpływ na niektóre 
czynniki układu krzepnięcia krw i i fibrynolizy. O trzym anie ziemniacza­
nych inhibitorów proteaz całkowicie oddzielonych od hem oaglutynin po­
zwoliło na przeprowadzenie badań nad wpływem  tych inhibitorów  na 
krzepnięcie krw i i fibrynolizę (86). Efektem  podania inhibitorów  ziem nia­
czanych do krążenia było przedłużenie czasu krzepnięcia krwi, upośle­
dzenie zużycia protrom biny, upośledzenie re trakc ji skrzepu i zaham o­
wanie aktyw ności układu fibrynolitycznego. Stwierdzono, że inhibitory 
ziemniaczane u trzym ują się we krw i około 60 m inut, co upodabnia je 
w tym  względzie do trasylolu (86).

A ntykoagulacyjne działanie ziem niaczanych inhibitorów  narasta 
w czasie i polega na hamowaniu powstawania trom boplastyny osoczowej 
(87). Inhibitory  ziemniaczane w ykazują działanie antyfibrynolityczne za­
równo w układach oczyszczonych jak  i we frakcji euglobulinowej osocza, 
ham ują także fibrynogenolizę jak  i fibrynolizę skrzepów fibrynowych. 
Nie ham ują one jednak aktyw acji plazm inogenu przez urokinazę i strep-
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tokinazę (40). Stwierdzono, że inhibitory ziem niaczane i syntetyczny in­
hibitor fibrynolizy, jakim  jest kwas E-aminokapronowy, działają syner- 
gistycznie (88). W ynika to najprawdopodobniej z różnych mechanizmów 
działania tych inhibitorów i braku współzawodnictwa o akceptory ze stro­
ny enzymu. Pierw sze z nich wiążą się z centrum  katalitycznym  plazm iny 
przez co ham ują zarówno jej działanie fibrynolityczne jak  i proteolitycz­
ne. Kwas £-aminokapronowy blokuje natom iast jedynie specyficzne 
miejsce wiążące fibrynę w tym  enzymie, działa więc jedynie an ty fib ry- 
nolitycznie (89).

Na szczególne podkreślenie zasługuje ham owanie przez inhibitory 
ziem niaczane aktyw ności katepsyny A i D (90), co umożliwia podjęcie 
badań nad rolą tych enzymów w degradacji białek (18).

Szeroki zakres działania antyproteolitycznego preparatów  zaw ierają­
cych m ieszaninę ziemniaczanych ińhibitorów proteaz czyni je p rzydatny­
mi w terapii schorzeń, w których patogenezie odgrywa istotną rolę wzmo­
żona aktyw ność enzymów proteolitycznych (91, 92). W ogniskach zapal­
nych w ystępują bowiem enzym y proteolityczne o różnej podatności na 
inhibitory i tylko zastosowanie preparatów  o szerokim zakresie działania 
może być skuteczne.
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P eter M itchell laureatem  nagrody Nobla.

Teoria chem iosm otyczna

Nagrodę Nobla z chem ii za rok 1978 otrzym ał 58-letni biochem ik brytyjski, Peter 
M itchell, za teorię tłum aczącą podstawy przem ian energetycznych w  oksydacyjnej 
fosforylacji i fotofosforylacji.

Oksydacyjna fosforylacja, czyli synteza ATP sprzężona z utlenianiem , została  
odkryta już w  latach trzydziestych obecnego stulecia (H. Kalckar, V. A. Belicer 
i E. T. C ibakova, S. Ochoa). W ykazanie w  dziesięć lat później, że zachodzi ona 
w  m itochondriach, dało now y im puls badaniom  nad tym  procesem . Dla w ytłum a­
czenia m olekularnego m echanizm u sprzężenia utleniania z syntezą ATP F. Lipmann  
zaproponował pierw szy hipotezę przyjm ującą istn ienie substancji pośredniczących  
pomiędzy obiem a reakcjam i. Koncepcja ta, rozw inięta następnie przez B. Chance’a,
A. L. Lehningera i E. C. Slatera, doprowadziła do sform ułow ania tak zwanej hipotezy  
chem icznego sprzężenia. Zakłada ona, że w utlenianiu kom órkow ym  swobodna energia  
reakcji zostaje zachow ana w  form ie chem icznych zw iązków  w ysokoenergetycznych, 
które następnie biorą udział w  syntezie ATP. Zapoczątkowało to liczne poszukiwania  
w ysokoenergetycznych pośredników  oksydacyjnej fosforylacji. P ojaw iały się naw et 
doniesienia o natrafieniu na takie produkty pośrednie. B liższa analiza tych badań  
w ykazyw ała jednak, że chodziło tu albo o pom yłki dośw iadczalne albo o błędy  
w  interpretacji w yników . Historia notuje też jedno lub dwa m niej lub bardziej 
św iadom e oszustwa naukow e na tym  polu. W rezultacie nie dostarczono do chw ili 
obecnej żadnych przekonyw ujących dow odów  dośw iadczalnych o istnieniu tego ro­
dzaju w ysokoenergetycznych produktów pośrednich oksydacyjnej fosforylacji.

W 1961 r. mało znany w ów czas biochem ik brytyjski, Peter M itchell, ogłosił sw ój 
pierw szy artykuł (1) w ysuw ający hipotezę, że energia utlen iania grom adzona zostaje 
nie jako w ysokoenergetyczny zw iązek chem iczny, lecz pod postacią potencjału elek ­
trochem icznego błony m itochondrialnej. M itchell oparł się przy tym  na dwóch zna­
nych już w ów czas faktach, a m ianowicie: znacznej nieprzepuszczalności w ewnętrznej 
błony m itochondrialnej wobec protonów (a także innych nieorganicznych kationów  
jednow artościow ych) oraz obserw acji, że oddychające izolow ane m itochondria po­
w odują w zrost stężenia jonów  wodorowych w  środow isku zew nętrznym . Inne dane 
dośw iadczalne w skazyw ały, że w  przestrzeni w ew nątrzm itochondrialnej dochodziło 
rów nocześnie do alkalizacji (wzrostu stężenia jonów  OH- ). M itchell w ysunął tezę, 
że w ytw orzenie gradientu pH po obu stronach w ew nętrznej błony m itochondrialnej 
jest pierw otnym  efektem  funkcjonow ania łańcucha oddechow ego a nie w ynikiem  
transportu jonów  na koszt w ysokoenergetycznego chem icznego pośrednika oksyda­
cyjnej fosforylacji, jak tw ierdzili zw olennicy teorii chem icznego sprzężenia. W edług 
M itchella istn ienie chem icznego pośrednika nie jest potrzebne, gdyż funkcję tę speł­
nia gradient elektrochem iczny na błonie m itochondrialnej.

Jak wiadom o, procesy oksydoredukcyjne w  m itochondriach polegają na prze­
n iesieniu pom iędzy poszczególnym i enzym am i lub koenzym am i łańcucha oddecho­
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w ego bądź całych atom ów  w odoru, bądź tylko elektronów . Tam, gdzie oksydoredukcja  
„wodorowa” zam ienia się na „elektronow ą”, następuje uw olnienie jonów  H +. Zgod­
nie z hipotezą M itchella, jony te w ydzielane są na zew nątrz błony m itochondrialnej. 
N atom iast proces odw rotny, przejście oksydoredukcji „elektronow ej” w  „wodorową”, 
prowadzący do pobrania jonów  H +, czerpać je ma z w nętrza m itochondriów . Tak 
w ięc postulow ana anizotropia funkcjonalna łańcucha oddechow ego m usiałaby dopro­
w adzić do pow stania gradientu stężeń jonów  w odorow ych i w odorotlenow ych po 
obu stronach w ew nętrznej błony m itochondrialnej. Ten w łaśn ie  gradient stanow i 
w edług M itchella o stanie energetycznym  m itochondrionu i jest źródłem  energii dla 
syntezy ATP a także innych zależnych od energii procesów  m itochondrialnych, np. 
transportu jonów  i m etabolitów . W odróżnieniu od teorii chem icznego sprzężenia  
hipoteza M itchella zyskała sobie m iano teorii chem iosm otycznej (czyli chem iczno- 
osm otycznej).

Rozporządzamy obecnie bogatym  m ateriałem  dośw iadczalnym  w skazującym , że 
na w ew nętrznej błonie m itochondrialnej rzeczyw iście istn ieje znaęzny potencjał 
elektrochem iczny. W iem y rów nież, że zn iesien ie tego potencjału bądź przez m echa­
niczne przerw anie ciągłości błony, bądź przez substancje zw iększające przepuszczal­
ność błony w obec protonów prow adzi do zniesienia zdolności m itochondriów  do syn­
tetyzow ania ATP, czyli pow oduje tak zw ane rozprzężenie oksydacyjnej fosforylacji. 
Sama synteza ATP prowadzi rów nież do spadku potencjału transm em branow ego. 
W tym  jednak przypadku energia elektrochem iczna zam ieniona zostaje na energię  
chem iczną w iązania pirofosforanow ego w  cząsteczce ATP. Jest to zresztą reakcja  
odw racalna. H ydroliza ATP przez m itochondria buduje potencjał transm em branow y. 
W ieloletnie badania E. Rackera, a następnie P. L. Pedersena, E. A. Seniora i L. Ern- 
stera w ykazały, że w ew nętrzna błona m itochondrialna zaw iera kom pleks enzym a­
tyczny, który w  w arunkach w ysokoenergetycznego stanu błony prow adzi syntezę  
ATP, natom iast w  stanie niskoenergetycznym , a w ięc przy braku potencjału trans­
m em branowego, hydrolizuje ATP, czyli działa jako A TP-aza. Badania ostatnich lat 
w ykazują, że jedna z podjednostek tego w łaśn ie kom pleksu ma w łaściw ości kanału  
protonowego w  błonie m itochondrialnej i przy hydrolizie ATP pow oduje w yrzucanie  
protonów na zewnątrz. N atom iast w  przypadku istn ienia w ysokiego gradientu stężeń  
jonów H +, w ytw orzonego przez funkcjonujący łańcuch oddechow y, przepływ  proto­
nów  przez ten kanał ze strony zew nętrznej do w nętrza m itochondrionu, czyli zgod­
nie z gradientem  stężeń, daje odw rócenie hydrolizy, a w ięc syntezę ATP.

P ięknych dow odów  na poparcie teorii chem iosm otycznej dostarczyły badania  
nad rekonstrukcją w ew nętrznej błony m itochondrialnej, prow adzone głów nie przez 
E. Rackera i V. P. Skulacheva. Polegały one na w łączeniu do pęcherzyków  lip ido- 
w o-białkow ych (proteoliposom ów ) izolow anych enzym ów  m itochondrialnych lub ca­
łych kom pleksów  enzym atycznych. Gdy w łączono na przykład oksydazę cytochro- 
m ową, udaw ało się uzyskać gradient protonów  m iędzy w nętrzem  liposom ów  a śro­
dow iskiem  zew nętrznym  w tedy, gdy liposom y, a ściślej m ów iąc zaw arta w  nich  
oksydaza cytochrom owa utlen ia ła  dodany zredukow any cytochrom  c. Jeśli ponadto 
w łączono do pęcherzyków  kom pleks m itochondrialnej A T P-azy, w ów czas kosztem  
gradientu pH zachodziła dająca się zm ierzyć synteza ATP.

Znakom itą zaletą teorii chem iosm otycznej jest to, że opisuje ona w  jednolity  
sposób zarówno oksydacyjną fosforylację w  m itochondriach eukariontów , procesy  
„konserw acji” energii u bakterii, jak w reszcie fotofosforylację w  chloroplastach roślin  
zielonych. W tych ostatnich pochłonięcie kw antu św iatła  przez chlorofil pow oduje, 
jak wiadom o, podniesienie elektronu na w ysoce ujem ny potencjał oksydoredukcyjny, 
po czym  następuje powrót elektronu do stanu w yjściow ego przez chloroplastow y  
łańcuch oddechowy. W rezultacie w ięc i tu m am y transport elektronów , co — podob­
nie jak w  m itochondriach — pow oduje pow stanie gradientu pH po obu stronach błony
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chloroplastu. A zatem  i w  tym  przypadku synteza A TP zachodzi w edług M itchella  
kosztem  potencjału elektrochem icznego. Przy użyciu chloroplastów  udało się A. T. Ja- 
gendorfow i w ykonać n iezw ykle efektow ne dośw iadczenie potw ierdzające teorię 
chem iosm otyczną. W ykazał on m ianow icie, że sztucznie w ytw orzony gradient pH  
na skutek um ieszczenia izolow anych chloroplastów  w  lekko kw aśnym  środow isku  
i następnie przeniesienia ich do środow iska lekko alkalicznego daje krótkotrwałą  
syntezę ATP bez udziału św iatła, a w ięc i w  nieobecności transportu elektronów  
w  chlorofilow ym  łańcuchu oddechowym .

W reszcie badania ostatnich lat nad słonolubną bakterią H alobacterium  halobium  
przyniosły jeszcze jeden dowód słuszności teorii M itchella. B akteria ta zaw iera  
w  sw ej błonie kom órkowej barw nik, bakteriorodopsynę, zbliżony chem icznie do 
rodopsyny siatków ki oka. Pod w pływ em  pochłonięcia energii św ietlnej barw nik ten  
zdolny jest aktyw nie transportować protony, tw orząc w  efekcie gradient pH po obu 
stronach błony. I tu gradient ten może być w ykorzystany do syntezy ATP. Jest przy 
tym  godne uw agi to, że w  tym  przypadku jego synteza zachodzi bez udziału jakiego­
kolw iek  łańcucha oddechowego i procesów  oksydoredukcji. Tak w ięc teoria chem icz­
nego pośrednika m iędzy syntezą ATP a transportem  elektronów  nie ma tu punktu  
oparcia.

K oncepcja M itchella dotyczy, jak to przedstawiono, ogólnych zasad „konserwa­
cji energ ii” w  błonach m itochondriów , chloroplastów  i bakterii. U kierunkow ała ona 
sposób m yślenia w spółczesnej b ioenergetyki a także dała asum pt w ielu  now ych  
prób eksperym entalnych. N ie tłum aczy jednak m olekularnych m echanizm ów  samej 
syntezy ATP z ADP i ortofosforanu. N ie w iem y nadal, w  jaki sposób gradient e lek ­
trochem iczny lub też ruch jonów  tym  gradientem  w yw ołany m oże „napędzać” tak  
w ysoce endoergiczną reakcję, jaką jest synteza ATP. N ie jest rów nież jasny m echa­
nizm budow ania tego gradientu przez funkcjonujący łańcuch oddechow y. Na pod­
staw ie ostatnich badań A. L. Lehningera można sądzić, że jest on bardziej skom ­
plikow any, niż postulow ał to M itchell.

Na zakończenie warto w  paru słow ach przedstaw ić losy teorii, która w  końcu  
została w yróżniona nagrodą naukow ą cieszącą się najw yższym  prestiżem . U sw ych  
początków  była ona gorąco zw alczana przez w iększość bioenergetyków  zajm ujących  
się oksydacyjną fosforylacją, w  tym  rów nież przez znane autorytety w  tej dziedzinie. 
Stopniowo jednak zyskiw ała sobie coraz to szersze uznanie i w ielu  daw niejszych  
przeciw ników  teorii chem iosm otycznej stało się  z upływ em  czasu gorącym i jej zw o­
lennikam i. Sam  M itchell w iele  lat sw ej pracy pośw ięcił na dostarczanie nowych  
dow odów  na poparcie sw ej koncepcji i na przekonyw anie o jej słuszności (2—3). 
O kolicznością n iew ątp liw ie pomocną była finansow a niezależność Autora. Pracuje 
on bow iem  w e w łasnym  laboratorium , należącym  do stworzonej przez siebie fun ­
dacji. W arto jednak pam iętać, że sukces teorii chem iosm otycznej nie jest tylko  
zasługą jej tw órcy. W iele podstaw ow ych dowodów na poparcie teorii M itchella w y ­
szło także z innych pracowni.

Lech W ojtczak
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W erner Arber, Daniel N athans i Ham ilton Sm ith 

N agrody N ob la  za b ad an ia  nad en zym am i restry k cy jn y m i

Tegorocznym i laureatam i Nagrody Nobla z dziedziny m edycyny i fizjologii zo­
stało trzech uczonych: prof. W erner Arber ze Szw ajcarii oraz prof. prof. D aniel 
Nathans i H am ilton Sm ith ze Stanów  Zjednoczonych. Nagroda ta została przyznana  
za prace zw iązane z badaniam i mechanizmu restrykcji i m odyfikacji DNA, w yboro­
w aniem  i określeniem  w łasności endonukleaz restrykcyjnych oraz praktycznym  za­
stosow aniem  tych enzym ów  do badania struktury DNA i rekom binow ania cząsteczek  
DNA in vitro.

P ierw sze doniesien ia dotyczące zjaw iska restrykcji i m odyfikacji pochodzą z po­
czątku lat pięćdziesiątych (1 ,2 ,3 ). Z badań tych w ynikało, że rozwój bakteriofagów  
w ew nątrz kom órki bakteryjnej zależy od typu bakterii, w  których fagi te były  
uprzednio nam nażane. W zrost fagów  w  danym  szczepie bakterii powoduje ich m o­
dyfikację. Cząstki fagow e po m odyfikacji są zdolne do rozwoju w  komórkach bak­
terii tego szczepu, w  którym  je nam nażano, natom iast w  innym  szczepie podlegają 
działaniu bakteryjnego m echanizm u restrykcji.

Z apoczątkow ane przez W. Arbera, w  początkach lat sześćdziesiątych, dośw iad­
czenia w yjaśn iły  zjaw iska restrykcji i m odyfikacji na poziom ie m olekularnym , 
doprow adzając do zrozum ienia ich najw ażniejszych etapów  (4 ,5 ,6 ,7 ,8 ) . W pracach 
tych Arber i w spółpracow nicy w ykazali, że proces restrykcji in v ivo  polega na 
szybkiej degradacji DNA fagow ego do fragm entów  niskocząsteczkow ych (7 ,8). Pro­
ces restrykcji zapoczątkow ują endonukleazy restrykcyjne w  kilku określonych m iej­
scach w  cząsteczkach DNA (9), w  następnym  etapie ten DNA ulega stopniow ej 
degradacji do form  niskocząsteczkow ych. O bserwacje te znalazły dalsze potw ierdze­
nie w  dośw iadczeniach rów nież z pracowni A r b e r a  (10), w  których badano m u­
tanty fagów  fd i lam bda, n iew rażliw ych na działanie enzym ów  restrykcyjnych. 
N iew rażliw ość ta spow odow ana jest m utacjam i punktow ym i, ich położenie na mapie 
genetycznej badanych fagów  określono dzięki analizie rekom binacyjnej.

W rów nolegle prowadzonych badaniach Arber i w spółpracow nicy w yjaśn ili 
m echanizm  procesów  prow adzących do zabezpieczenia fagów  przed restrykcją (6, 8). 
Z jaw isko to jest w ynik iem  chem icznej m odyfikacji cząsteczki DNA, nie w ym aga  
ono zajścia replikacji fagow ego DNA, w ystarcza m odyfikacja jednej n ici DNA, aby 
był on oporny na działanie enzym u restrykcyjnego. W ykazano rów nież, że z m ody­
fikacją n ie łączy się  pojaw ien ie żadnych w ykryw alnych zmian fizycznych w  cząstecz­
ce DNA, oraz, że obecność m odyfikacji uodparniającej DNA na działanie jednego  
enzym u restrykcyjnego nie w yklucza w prowadzaniu m odyfikacji w zględem  innego 
enzym u restrykcyjnego. A r b e r  (10) zapoczątkow ał rów nież eksperym enty, l:tóre 
doprow adziły następnie do zrozum ienia na czym, w  sensie m olekularnym , polega 
proces m odyfikacji. Okazało się, że jeżeli infekcję fagiem  lam bda prowadzono  
w  hodow li E. coli  bez m etioniny w pożyw ce, to uzyskiw ane w ów czas fagi potom ne 
charakteryzow ały się obniżoną opornością na restrykcję, a także niższym  stopniem  
m odyfikacji. P oniew aż w iadom o było, że m etionina jest donorem grup m etylow ych  
w  reakcjach m etylacji DNA, Arber w ysunął przypuszczenie, że w łaśnie ten proces 
leży u podstaw y zabezpieczającej przed restrykcją m odyfikacji DNA. Przypuszczenie 
to zostało następnie w  pełni potw ierdzone przez innych badaczy.
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W. Arber był rów nież jednym  z pierw szych, którzy zapoczątkow ali badania 
procesu restrykcji i m odyfikacji in vitro.  W ykazał on, że częściowo oczyszczony  
ekstrakt z E. coli B w ykazuje w łaściw ości enzym u restrykcyjnego (11) oraz enzym u  
m odyfikującego, obu w  stosunku do niem etylow anego DNA.

Na szczególne zainteresow anie zasługuje artykuł przeglądow y opublikowany  
przez A r b e r a i  L i n n a  w  1969 roku (12). W artykule tym  Arber nie tylko  
podsum ow ał w iadom ości dotyczące m echanizm u restrykcji i m odyfikacji DNA, ale 
na ich podstaw ie przedstaw ił hipotezę dotyczącą rodzaju m iejsc rozpoznawanych  
w  DNA przez enzym y restrykcyjne i m odyfikujące. Zakładając, że to samo m iejsce 
pow inno być rozpoznaw ane przez oba typy enzym ów  oraz, że nie pow inno ono 
obejm ować odcinków  dłuższych niż 6—8 par zasad Arber zaproponował trzy różne 
m odele sekw encji zasad w  m iejscu rozpoznaw anym . M odele te, w  zasadzie, różniły  
się obecnością lub brakiem  sym etrii w  sekw encji zasad. Przypuszczenia te znalazły  
w  następnych latach potw ierdzenie w  w ynikach eksperym entalnych.

P ierw szym  w yizolow anym  i oczyszczonym  enzym em  restrykcyjnym  była endo- 
nukleaza w ydzielona w  1968 roku z E. coli K (13). K ofaktoram i reakcji katalizo­
w anej przez ten enzym  są S-adenozylom etionina, A TP i M g++. Enzym  ten, chociaż 
rozpoznaje określoną sekw encję zasad, to nacina cząsteczkę DNA w  dow olnym  
m iejscu. W w yniku działania endonukleazy K pow staje zatem  heterogenna po­
pulacja fragm entów  cząsteczek DNA, o różnej długości. Z tych w zględów  enzym  
ten nie nadaje się do analitycznego badania struktury DNA.

W 1970 roku ukazały się dw ie publikacje H. Sm itha i współpracow ników . 
W pierw szej z nich (14) opisany został enzym  restrykcyjny w yizolow any z Haem o­
philus influenzae  Rd. Enzym  ten, endonukleaza, w ym agał do sw ego działania jedynie  
obecności jonów  M g++ i w prow adzał ograniczoną ilość cięć w  dw uniciow ej cząstecz­
ce niezm odyfikow anego DNA. W kolejnej pracy (15) określono sekw encję zasad roz­
poznawaną przez ten enzym  i co najw ażniejsze, w ykazano, że przecięcie nici DNA  
następuje rów nież w  zakresie tej sekw encji, co prow adzi do pow stania kilku pro­
duktów, każdy z nich składa się z fragm entów  cząsteczek DNA o tej samej długości. 
Prace H. Sm itha zapoczątkow ały poszukiw ania podobnych enzym ów  w  innych ga­
tunkach bakterii i doprow adziły liczbę poznanych obecnie enzym ów  restrykcyjnych  
do ponad 120.

Enzym y restrykcyjne podobne do odkrytego i opisanego enzym u przez Sm itha  
i w spółpracow ników  mogą być użyte do konstrukcji fizycznych map różnorodnych  
genom ów . M yśl ta podjęta została i rozw inięta przez D aniela N a t h a n s a  (16), 
który w ykazał, że DNA w irusa SV40 jest cięty przez endonukleazę Hind II na 5 
fragm entów , przez endonukleazę Hind III na 6 fragm entów , a przez endonukleazę 
Hpa I na 3 fragm enty. Biorąc pod uw agę znany uprzednio fakt, że ten sam DNA  
jest cięty tylko raz przez endonukleazę Eco RI m ożna było ustalić w zajem ne poło­
żenie fragem ntów  DNA otrzym anych po działaniu H ind II, Hind III i Hpa I, a tym  
sam ym  skonstruow ać m apę fizyczną DNA tego w irusa. M etoda ta okazała się 
szczególnie przydatną do określenia map fizycznych genom ów  takich organizm ów  
u których n ie można tego w ykonać w ykorzystując k lasyczną m etodę rekom binacji 
genów . Prace N athansa zapoczątkow ały serię późniejszych publikacji, w  których  
w ykorzystano enzym y restrykcyjne do konstrukcji map fizycznych różnych cząste­
czek DNA (17).

Prace trzech badaczy uhonorow anych tegoroczną nagrodą Nobla doprow adziły  
nie tylko do poznania i w yjaśn ien ia  zjaw iska restrykcji i m odyfikacji DNA, lecz 
dały rów nież biologom  narzędzie do badań o znaczeniu zarówno podstaw ow ym , jak  
i m ogącym  doprowadzić do znaczących zastosowań praktycznych.

A n d rze j  P iekarow icz
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Zwielokrotnienie zwierzęcego genu, jego klonowanie 
i ekspresja w komórce bakteryjnej

Od blisko trzydziestu  lat wiadom o, że w  w ielu  tkankach i komórkach zw ierzę­
cych opornych na cytostatyczne działanie am etopteryny zaw artość białka reduktazy  
redukującej folian i dihydrofolian *) przew yższa w ielokrotnie jej zaw artość w  tkan­
kach i komórkach w rażliw ych. Dopiero jednak w  1976 roku Robert T. S c h i m k e 
(1,2) i John W. L i t t l e f i e l d  (3) selekcjonując komórki rosnące w  obecności coraz 
to zw iększonych ilości am etopteryny **) w  pożyw ce stw ierdzili n iezależnie, że w zrost 
zaw artości białka enzym atycznego w  kom órkach opornych w ynika ze w zm ożonej 
syntezy enzym u. W 1978 roku zaś R. T. Schim ke w ykazał wraz z w spółpracow ni­
kami, że wzm ożona synteza enzym u jest konsekw encją zw ielokrotnienia w łaściw ego  
genu (4,5). W kom órce zwierzęcej zatem  regulacja syntezy białek może zachodzić 
nie tylko na etapach transkrypcji i translacji, lecz także w  efekcie selek tyw n ego  
zw ielokrotnienia kodującego te białka DNA. Co w ięcej, w  komórkach każdej kolejno  
badanej opornej lin ii zw ielokrotnienie ilości kodującego DNA i ilości b iałka en zy­
m atycznego było takie samo; w  przypadkach niektórych lin ii naw et czterokrotne 
(5 ,7 ,8). W ykazano ponadto, że zw ielokrotnienie genu może być efektem  trw ałym  
lub też przejściow ym , odw racanym  po usunięciu czynnika w yw ołującego; w  danym  
przypadku po przeniesieniu komórek do pożyw ki nie zaw ierającej am etopteryny  
(4, 8). Oznacza to, że genom  kom órki zwierzęcej nie jest tak stałą całością (constant  
entity) ,  jak dotąd sądzono (4,5,9).

Stw ierdzenie selektyw nego zw ielokrotnienia genu strukturalnego w  kom órkach  
ssaków  nasunęło pytanie: gdzie znajduje się fragm ent genom u ulegający pow ielen iu  
i czy w  procesie tym  odgryw ają rolę jakieś szczególne sekw encje nukleotydów  
w  DNA.

Aby odpow iedzieć na pierw sze z postaw ionych pytań R. T. Schim ke i jego 
w spółpracow nicy posłużyli się trw ale oporną na am inopterynę linią kom órek cho­
mika chińskiego. W ykazali, że chromosom drugi uległ w  nich znacznem u p ow ięk ­
szeniu, a jego hom ogennie barw iące się Giemzą po traktowaniu trypsyną, p ow ięk ­
szone ram ię zaw iera DNA kom plem entarny w obec mRNA m ysiej reduktazy dihydro- 
folianow ej, a zatem  geny reduktazy dihydrofolianow ej w  kom órkach chom ika  
zidentyfikow ano w  hom ogennie barw iącym  się regionie drugiego chrom osom u (7).

W początkowej fazie szukania odpow iedzi na drugie pytanie autorzy podjęli 
próbę klonow ania genu m ysiej reduktazy dihydrofolianow ej w  kom órkach bakte­
ryjnych (6). A poniew aż reduktazy zw ierzęca i bakteryjna różnią się znacznie p ow i­
now actw em  do folianu i niektórych inhibitorów  dają się łatwo odróżnić przy 
zastosowaniu prostych testów  biologicznych i biochem icznych.

*) Oksydoreduktaza 5,6,7,8-tetrahydrofolian:: N A D P + (E.C. 1.5.1.3) zwana potocznie reduk-  
tazą dihydrofolianow ą.

**) Na tem at cytotoksycznego działania am etopteryny m etabolizm u folianu  i jego am ino-  
analogów  opublikow ano w  P ostępach  B iochem ii w  ostatnich latach następujące artykuły:

1) M a n t e u f f e l - C y m b r o w s k a  M. (1978) 24, 93—115,
2) G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  B. (1977) 23, 559—578,
3) G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  B. (1976) 22, 345—385.
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A by uzyskać czysty gen Schim ke i w spółpracow nicy oczyścili m RNA genu  
reduktazy z opornych na am etopterynę m ysich komórek AT — 3000. N astępnie zaś 
użyli ów  mRNA do syntezy kom plem entarnego DNA (cDNA) przez odwrotną 
transkryptazę. Do syntetycznego genu (cDNA) dołączono — działając term inalną  
transferazą — pojedynczoniciow e końce poli(dC). Jednocześnie przygotowano jako 
w ektor plazm id pBR 322. Plazm id, który izoluje się w  form ie kolistej, przeprowa­
dzono w  form ę lin iow ą nacinając go enzym em  restrykcyjnym  Pst I, po czym  stosu­
jąc term inalną transferazę dołączono pojedynczoniciow e końce poli(dG). Po zm ie­
szaniu syntetycznego genu z w ektorem  utw orzyły się m iędzy innym i koliste asocjaty  
obu DNA utrzym yw ane przez pow stałe w iązanie w odorowe m iędzy odcinkam i 
poli(dC) i poli(dG), które stanow ią syntetyczne „lepkie” końce w ektora i genu. 
Z rekom binow any tak DNA został użyty do transform acji E.coli szczepów  (kappa) 
1776 i 2282 (w ariant thy+)  (szczepy zatwierdzone przez Narodowy Instytut Zdrowia 
U .S A . do stosow ania jako bezpieczne w  pracach badaw czych ze zrekom binowanym  
DNA z organizm ów  w yższych) (6).

U zyskano kilkanaście klonów  bakteryjnych, w  których metodą hybrydyzacji 
DNA w  kom órkach z cDNA reduktazy m ysiej, w ykazano obecność plazm idu pBR 322, 
zaw ierającego w łączony podczas rekom binacji fragm ent DNA (1500 par zasad) odpo­
w iadający syntetycznem u genow i reduktazy (6,7). B akterie zaw ierające zrekom bi­
now any plazm id rosły w  pożyw kach z trim etoprim em  w  w ysokich  stężeniach, 
w  jakich giną kom órki kontrolne, bez plazmidu. Co w ięcej analiza sekw encji nukleo­
tydów  w  plazm idow ym  cDNA m ysiej reduktazy dihydrofolianow ej z kom órek E. coli 
opornych na trim etoprim  pozw oliła na bezpośrednie stw ierdzenie, iż rzeczyw iście  
w ystępuje w nim  odcinek odpow iadający sekw encji am inokw asów  m ysiego enzym u. 
Ekstrakty bakterii zaw ierających zrekom binowany plazm id redukow ały folian, co 
w skazyw ało że zaw ierają zw ierzęcą reduktazę dihydrofolianow ą, która — w  przeci­
w ieństw ie do reduktazy bakteryjnej — może redukow ać do tetrahydrofolianu i folian  
i dihydrofolian. Autorzy w nioskow ali zatem, że kom órki E. coli zaw ierające zrekom ­
binow any plazm id syntetyzow ały białko o strukturze i w łaściw ościach zwierzęcej 
reduktazy dihydrofolianow ej, którego transkrypcja i translacja rozpoczynała się od 
sygnału startowego obecnego w e w łączonym  do plazm idu fragm encie DNA. Ze 
specyficznej aktyw ności ekstraktów, znając aktyw ność specyficzną m ysiej reduktazy  
dihydrofolianow ej i param etry w iązania przez nią am etopteryny autorzy oszacow ali, 
że w  badanych ekstraktach z komórek E. coli w e frakcji rozpuszczalnych białek en­
zym  m ysi stanow ił 0.01%.

Zw ierzęce pochodzenie reduktazy dihydrofolianow ej zakodowanej przez zre- 
kom binow ane plazm idy w  komórkach E. coli potw ierdzano stosując test radioim m u- 
nologiczny (solid phase sandw ich radioim m uno assay). Zastosowanie now ej, nieopu- 
blikow anej dotąd m etody, która pozwala na im m unologiczną charakterystykę białek  
w  żelu po elektroforezie doprowadziło do w ykazania, że ow e białko z E. coli reagu­
jące z przeciw ciałem  w ytw orzonym  przeciw  m ysiej reduktazie dihydrofolianow ej ma 
tę sam ą ruchliwość elektroforetyczną co enzym  z kom órek m ysich o ciężarze czą­
steczkow ym  22.000. Im m unologicznie reaktyw ne białko o tej sam ej ruchliw ości można 
było rów nież otrzym ać z ekstraktów  przez zastosow anie chrom atografii pow inow ac­
tw a na kolum nie z am etopteryną i elucję roztworem  folianu. W skazyw ało to, że 
izolow ane białko o ciężarze cząsteczkow ym  22.000 ma m iejsca w iążące folian  
i am etopterynę, jak zw ierzęca reduktaza dihydrofolianow a.

Przedstaw ione w yniki pozw alają w nioskow ać, że skonstruow ane przez Schim - 
kego i w spółpracow ników  klony bakteryjne syntetyzow ały reduktazę dihydrofolia­
nową zakodowaną przez m ysie cDNA. O czyw iście nie w szystk ie z otrzym anych  
klonów  bakteryjnych zaw ierały plazm id z pełnym  genem  reduktazy dihydrofolia­
now ej. W komórkach takich klonów  udało się w ykazać peptyd, który chociaż krótszy
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od białka reduktazy i nie m ający w łaściw ości enzym atycznych, m iał już m iejsce  
antygenow e reagujące z przeciw ciałam i w ytw orzonym i przeciw  zw ierzęcej redukta- 
zie dihydrofolianow ej.

Opisane tu dośw iadczenia stanow ią pierw szy, udokum entow any przykład eks­
presji genu ssaków  wprowadzonego do bakterii metodą rekom binacji. Fakt zaś, że 
dotyczą one znanego w  onkologii zjaw iska pojaw iania się oporności tkanek now o­
tw orow ych na podaw any lek, am etopterynę, podnosi w alor badań zespołu R. T. 
Schim kego ze Stanfordu.

Magdalena Fikus i Zofia Zielińska
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Chemiczna Synteza Genu Insuliny Ludzkiej i jego Ekspresja 
w komórkach Escherichia coli

W październiku 1977 r. zespół chem ików: K. Itakura, R. Crea, T. H irose i A K ra­
szewski*) z City of Hope M edical Center w  Duarte koło Los A ngelos oraz zespół 
biochem ików : D. Goeddel, D. K leid , F. B olivar, H. H eyneker, D. Yansura z firm y  
G enentech z San Francisco i A. Riggs z City of Hope M edical Center podjęły prace 
nad otrzym aniem  insuliny ludzkiej przy pom ocy technik inżynierii genetycznej.

W pierw szym  etapie dokonano syntezy genów  łańcucha „A” i „B” insuliny. 
Synteza polegała na przygotow aniu od 0,5 do 1,0 m ola odpow iednio zablokow anych  
m onom erów  pochodnych 3'-fosforanów  tym idyny, dezoksycytydyny, dezoksyadeno- 
zyny i dezoksyguanozyny z ich preparatów handlow ych nukleozydów . M onomery po­
służyły  do syntezy 45 trójnukleotydów , które w  w iększości stanow iły  kodony am ino­
kw asów  łańcucha insuliny. W ten sposób utw orzona została „biblioteka” „trójek” 
kodonow ych stanow iących bloki służące do łączenia w  dłuższe oligom ery. W edług tej 
koncepcji dokonano syntezy 29 oligom erów  o długości od 10 do 15 jednostek nukleo- 
tydow ych. W ysokociśnieniow a chrom atografia cieczow a, elektroforeza w  żelu poli- 
akryloam idow ym  oraz analiza sekw encyjna pozw oliły  stw ierdzić nie m niejszą niż 
95% czystość preparatów oraz ich poprawny skład nukleotydow y. Syntetyczne od­
cinki DNA połączono za pomocą ligazy DNA z faga T-4 w  łańcuch DNA o sekw encji 
zaw ierającej gen strukturalny insuliny poprzedzony kodonem  m etioniny oraz zakoń­
czony sygnałam i term inującym i proces translacji. Skrajne sekw encje stanow iły tak 
zw ane lepkie końce um ożliw iające połączenie syntetycznego genu z plazm idem . W ten  
sposób zakończono pierw szy etap to jest chem iczno-enzym atyczną syntezę genów  
łańcuchów  „A” i „B” insuliny ludzkiej.

W drugim  etapie syntetyczne geny zostały połączone z plazm idem  przy pomocy 
ligazy DNA. Do tego celu użyto plazm idu pBR 322 zaw ierającego dużą część genu  
(3-galaktozydazy (3009 par zasad kodujących 1003 am inokw asów ), który po rekom ­
binacji poprzedzał gen syntetyczny. W ten  sposób region kontroli biosyntezy -ga lak -  
tozydazy kontrolow ał jednocześnie in icjację transkrypcji i translacji genu syntetycz­
nego. Taki hybrydow y DNA został w prowadzony, (transform owany) do komórek  
E.coli. W trakcie nam nażania bakterii uzyskano także p ow ielen ie plazm idu z genem  
insuliny. Po izolacji plazm idu „w ycięto” przy pom ocy odpow iednich enzym ów  re­
strykcyjnych gen syntetyczny i sprawdzono sekw encję jego nukleotydów  — okazała  
się one poprawną. Powtórzono w ięc cykl: w łączen ie genu insuliny do plazm idu  
transform acja bakterii -*  ich wzrost. Po uzyskaniu w ystarczającej liczby komórek  
w yizolow ano z nich hybrydy peptydow e: |3-galaktozydaza—łańcuch „B” insuliny  
ludzkiej i (3-galaktozydaza—łańcuch „A” insuliny ludzkiej. Stosując następnie bro- 
m ocyjan, który selektyw nie rozszczepia łańcuch peptydow y za resztą m etioniny  
oddzielono łańcuchy „A” i „B” od pozostałej części peptydu.

Dla w ykazania ekspresji syntetycznych genów  w ykonano następujące testy  
i analizy stw ierdzające obecność łańcuchów  „A” i „B” insuliny ludzkiej:

a) testy radioim m unologiczne następujących rekom binantów :

* Staż podoktorski, adiunkt Zakładu Stereochem ii Produktów  N aturalnych Instytutu  
Chem ii Organicznej PA N  w  Poznaniu.
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— łańcuch „A” z bakterii z łańcuchem  „B”**) w ołu,
— łańcuch „B” z bakterii z łańcuchem  „A”**) św ini,
— łańcuchy „A” i „B” z bakterii.

b) chrom atografię porów naw czą peptydów  otrzym anych w  bakteriach z ich ana­
logam i ze św in i i w ołu  (w ykonano sączenie żelow e, chrom atografię jonow ym ienną  
i w ysokociśn ieniow ą chrom atografię cieczową w  fazie odwróconej).

c) sekw encjonow anie bakteryjnego łańcucha „A” (łańcucha „B” nie udało się jak 
dotychczas oczyścić tak dokładnie by w ykonać analizę składu am inokwasowego). 
W szystkie pow yższe analizy w  pełn i potw ierdziły, że otrzym ano insulinę ludzką 
w  bakteriach.

W yniki pow yższych prac zostały opublikow ane w  Proceedings of National 
A cad em y  of Sciences of USA.

A d a m  K raszew sk i

** Łańcuch „A ” insu liny św in i jest identyczny z ludzkim , natom iast łańcuch ,,B ” insu liny  
w ołu różni się  jednym  am inokw asem  (w ostatniej 30 pozycji) od ludzkiego. O dpowiednie  
m ieszaniny łańcuchów  pow inny prow adzić do otrzym ania aktyw nej in su lin y  ludzkiej.
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KRONIKA Z ŻYCIA
POLSKIEGO TOW ARZYSTW A BIOCHEMICZNEGO

P ew nie Państw o zauw ażyli, że Zarząd G łów ny PTBiochem . przestał rozsyłać  
kom unikaty. W racamy za to do zw yczaju drukow ania kroniki w  Postępach B io­
chem ii. Tym  razem  kronika pośw ięcona jest działalności Oddziałów  PTBiochem . 
w  1978 roku, ale w  przyszłości chcielibyśm y zam ieszczać ją co kw artał. N ajw ażniejszą  
form ą tej działalności jest organizow anie zebrań naukow ych. Oto ich lista.

Białystok

Prof. A. Lindberg (Stockholm): Lipopolysaccharide as a phage receptor.

Lublin

Dr J. W ojcierowski (Lublin): Budowa nici chrom atydowej.

Łódź

Dr R. K rasnodębski (W rocław): O form ułow aniu i w eryfikacji pew nych hipo­
tez biologicznych.

K atow ice

Prof. M. Chorąży (G liwice): W irusy onkogenne.
Prof. W. K unicki-G oldfinger (W arszawa): Ewolucja białek  a syntetyczna teoria 

ew olucji.

K ra k ó w

Doc. M. Gum ińska (Kraków): Gospodarka energetyczna erytrocyta.
Doc. M. G um ińska, dr M. W ażew ska-C zyżew ska (Kraków): N ow y w ariant w ro­

dzonej n iedokrw istości hem olitycznej z obniżeniem  aktyw ności kinazy pirogronia- 
now ej erytrocytów.

Prof. O. U lutin (Istambuł): The alteration of haem ostatic m echanism  in arterio- 
sclerosis and throm boem bolism .

O lsz tyn

Prof. W. M inakow ski (Olsztyn): Jedność przem ian biochem icznych św iata oży­
w ionego.

Prof. P. M asłowski (Toruń): Rola nieorganicznego pirofosforanu i p irofosfatazy  
w  akum ulacji i przetw arzaniu energii na poziom ie subkom órkowym .

Dr J. G łogowski (Olsztyn): B iochem iczne i im m unologiczne w łaściw ości fosfa­
tazy alkalicznej plazm y nasienia buhaja.

Dr J. Dostał (Libechow): Badania nad białkam i układu rozrodczego buhaja 
i knura.

10* http://rcin.org.pl
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Poznań

Prof. S. G hisel (Konstancja): Stosow anie sam obójczych substratów  w  badaniach 
nad enzym am i flaw inow ym i. Ponadto 4 zebrania pośw ięcone arylosulfatazom , alfa- 
am ylazom  i enzym om  flaw inow ym .

Szczecin

Mgr D. Jurek (Szczecin): W łasności fizyko-chem iczne, m etody oznaczania i roz­
działu oraz znaczenie diagnostyczne fosfatazy zasadowej i kw aśnej.

Lek. T. D utkiew icz (Szczecin): Znaczenie i rola kw asów  tłuszczow ych w  m eta- 
bolzm ie ustroju ludzkiego.

Prof. J. M ąkow ski (Szczecin): L ipidy krw i a n iektóre aspekty m etabolizm u  
energetycznego erytrocytów  oraz W spółczesne poglądy na niektóre glikolityczne  
uw arunkow ania transportu tlenu i przekazyw ania do tkanek.

Doc. Z. M achoy (Szczecin): G łówne kierunki badań biochem icznych w  1978 roku 
w  św ietle  zjazdów  krajow ych i zagranicznych.

Toruń

Doc. H. W ehr (W arszawa): W zajem ne oddziaływ ania kom órek i lipoproteidów.
Prof. M. Żydowo (Gdańsk): M etabolizm  am inokw asów  i nukleotydów  w  komór­

kach m ięśni ssaków .

W arszaw a

Prof. M. Chorąży (G liwice): Geny, w irusy i rak.
Dr G. W right (USA): Structure-activity relationships of inhibitors of DNA poly­

merases.
Prof. W. M. W atkins (Londyn): Blood group gen e-specific g lycosyl transferases 

in norm al ABO groups and rare variants.
Prof. L. W ojtczak, doc. M. Fikus, doc. W. F ilipow icz (W arszawa): Spraw ozdanie  
z FEBS-78 (bioenergetyka, inżynieria genetyczna, regulacja transkrypcji i translacji).

Dr A. K raszew ski (Poznań): C hem iczna synteza genu dla insuliny ludzkiej i jego 
ekspresja w  bakteriach E. coli.

Prof. K. K irchner (Bazylea): M ultifunctional enzym es.

W roclaw

Dr C. Ł ugow ski (W rocław): W spólny antygen Enterobacteriaceae.
Mgr A. Jankow ski (W rocław): M olekularny m echanizm  nieodw racalnej dena- 

turacji lizozym u.
Prof. K. K leczkow ski (W arszawa): R egulacja biosyntezy białka u roślin.
Dr M. K oter (Łódź): Z jaw isko fuzji i agregacji w  vesicles PC /PA  badane m eto­

dą [81P] — NMR.
Dr M. W arw as (W rocław): Im m unizacja ow iec akrozyną a zapłodnienie.
Prof. I. Z. Siem ion (W rocław): [lSC ]— NMR w  badaniach konform acji peptydów .
Prof. W. M. W atkins (Londyn): Blood groups gene-specified  glycosyltransferases  

in norm al ABO groups and rare variants.
Prof. W. M. Durand (Clerm ont-Ferrand): Proteins involved  in phosphate trans­

port system  of pig heart m itochondria.
Dr G. A sh w ell (Bethesda): The role of cell surface glycoproteins in recognition  

and endocytosis.
Prof. T. K łopotow ski (W arszawa): R egulacja syntezy dehydrogenazy D-amino- 

kw asów  — enzym u błon bakteryjnych.
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Przyznają Państw o chyba, że W rocław, choć ostatni na liście , zasługuje na 
pierw sze m iejsce pod w zględem  liczby zebrań. Szkoda, że brak m iejsca nie pozw ala  
na zacytow anie zaw iadom ień o tych zebraniach, dow cipnie i atrakcyjnie zredago­
w anych, zapraszających do udziału. Jak w ieść n iesie — frekw encja  dopisyw ała. Ale 
i B iałystok , Poznań i Szczecin nie mają się czego w stydzić, biorąc pod uw agę  
liczebność Oddziałów  w  tych m iastach. Może to łatw iej spotykać się w  m ałym , 
zgranym , zżytym  gronie? Zresztą w ie le  jest spotkań n ieoficjalnych, nie ujętych  
w  spraw ozdaniach, organizow anych przez osoby pracujące w  niektórych Program ach  
Rządowych. N iezależnie od form  organizacyjnych lub ich braku — życzym y w szyst­
kim  ow ocnej pracy i w ym iany doświadczeń.

Zarząd  G łów n y
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Sekcja Tkanki Łącznej Polskiego Towarzystwa Histochemi- 
ków i Cytochemików inform uje, że w dniach 2— 5.09.1980 r. od­
będzie się VII Sym pozjum  na tem at tkanki łącznej.

Szczegółowych inform acji udziela:

Dr Z. Deyl 
In stitu te  of Physiology 
Academy of Sciences 
142 00 P raha  4-Krc 
Budejovicka 1083 

CSRS

SYMPOZJUM N.T. BIOLOGII I PATOLOGII CHRZĄSTKI

In sty tu t Reum atologiczny i Sekcja Tkanki Łącznej Polskie­
go Tow arzystw a Histo- i Cytochemików organizuje Sympo­
zjum  na tem at „Biologii i patologii chrząstki”.

W program ie sympozjum  przew idziane są refe ra ty  z zakre­
su biochemii, histochemii, histologii, histopatologii, u ltra stru k - 
tu ry  chrząstki w stanach patologicznych i praw idłowych.

Sym pozjum  odbędzie się w Insty tucie Reum atologicznym  
w W arszawie 24 listopada 1980 roku. Zgłoszenia referatów  
wraz z zamówieniem hotelu należy zgłaszać w nieprzekraczal­
nym  term inie do 31 m aja 1980 roku na adres:

Profesor dr hab. med. Eugeniusz Maldyk,
Instytut Reumatologiczny, ul. Spartańska 1,
02-637 Warszawa
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VI Międzynarodowe Sympozjum nt. „Chemia i biologia pterydyn”

La Jolla, 25—28.IX.1978

W dniach 25— 28 w rześnia 1978 odbyło się w  La Jolla, California, U.S.A. już, 
szóste z kolei m iędzynarodow e Sym pozjum  na tem at chem ii i b iologii pterydyn. 
W skład K om itetu Organizacyjnego Sym pozjum  w chodzili w ybitn i am erykańscy  
specjaliści, od lat zajm ujący się zagadnieniam i folianu: F. M. H uennekens i J. M. 
W hiteley (Scripps Clinic and Research Foundation), G. B row n (M assachusetts Ins­
titute of Technology), J. J. Burchall (W elcome Research Laboratories), R. L. K isliuk  
(Tufts U niversity), S. K aufm an (National Institute of H ealth), J. M ontgom ery 
(Southern R esearch Institute) i T. Shiota (U niversity of A labam a). W sym pozjum  
w zięło  udział ponad 200 uczestników  (w tym  3 z Polski), a w ięc niem al dw ukrotnie 
w ięcej niż w  analogicznym  Sym pozjum  przed trzem a laty. Na sym pozjum  przed­
staw iono 140 doniesień, z których w ygłoszono 59, resztę zaś prezentow ano w  postaci 
plakatów . Obrady odbyw ały się w  sali w ykładow ej m iejscow ego m uzeum  sztuki 
(Sherwood Hall), plakaty zaś w ystaw ione były w  laboratoriach Scripps Clinic and 
R esearch Foundation przez cały czas trw ania sym pozjum . M ateriały Sym pozjum  
zaw ierające pełne prace zostały już opublikow ane w  specjalnym  tom ie zjazdow ym  
w ydanym  przez E lsevier N orth-H olland B iochem ical Press.

Tem atyka Sym pozjum  obejm ow ała w szechstronne om ów ienie chem ii i b iologii 
prostych pterydyn oraz pochodnych folianow ych.

Stosow anie w  chem ioterapii now otw orów  am inoanalogów  folianu (am etopteryny  
i am inopteryny) prowadzi niejednokrotnie do pow stania oporności na ten lek. D la­
tego też duże znaczenie mają próby otrzym ania now ych analogów  o podobnych do 
am etopteryny w łaściw ościach  biologicznych. N a sym pozjum  prezentow ano doniesienia
0 syntezie chem icznej deazapochodnej folianu i am inopteryny oraz o syntezie am idów
1 estrów  am etopteryny, które ham ują reduktazę d ihydrofolianow ą i odznaczają się  
nieco odm iennym i od am etopteryny charakterystykam i transportu do komórek. 
Przedstaw iono także dane w skazujące, że zw iązki z różnym i m odyfikacjam i w  cząs­
teczce kw asu hom ofoliow ego oraz różnego typu pochodne pterydynow e mogą sta ­
now ić efektyw nie działające inhibitory innych niż reduktaza d ihydrofolianow a  
enzym ów  folianow ych.

D yskutow ano rów nież szereg aspektów  stosow ania analogów  folianu w  chem io­
terapii. Tak na przykład, przedstaw iono dane, że w prow adzenie do organizm u am e­
topteryny w  połączeniu z inertnym i nośnikam i (np. album iną) zw iększa jej sku­
teczność w  leczeniu niektórych now otw orów  (np. L ew is  lung carcinoma),  praw do­
podobnie dzięki przedłużeniu czasu pozostaw ania kom pleksu w  surow icy. Zwrócono 
także uw agę — szczególnie przy zastosow aniu leczenia am etopteryną w  dużych daw ­
kach — na w ażną w  k lin ice potrzebę śledzenia w  surow icy, oprócz poziom u am etop­
teryny, także produktów przem ian pochodnych fo lianow ych  użytych jako środki 
ochronne. D oniesiono ponadto, że am inow e analogi folianu, poza zaburzeniam i 
przem ian folianu mogą w  pew nych w arunkach doprowadzać także do zaburzeń
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w  przem ianach cukrow ców , co m anifestuje się m iędzy innym i zaham ow aniem  aktyw ­
ności LDH w  kom órkach ssaków  hodow anych in vitro  w  obecności am etopteryny.

Na Sym pozjum  w ie le  uw agi pośw ięcono b iosyntezie poliglutam inianów  pochod­
nych folianow ych oraz ulepszeniom  metod ich identyfikacji. Podkreślano także  
zależność ilości i rodzaju syntetyzow anych pochodnych poliglutam inianów  folianu  
od składu środow iska hodow lanego kom órek lub stanu fizjologicznego zw ierząt (np. 
niedobór u szczurów w itam iny  B12). Zaprezentow ano także dw ie now e m etody  
oznaczania aktyw ności enzym u odpow iedzialnego za syntezę poliglutam inianow ych  
pochodnych folianu.

Spośród kilkunastu enzym ów  folianow ych najw ięcej w iadom o o budow ie i m e­
chanizm ie działania reduktazy d ihydrofolianow ej i syntetazy tym idylanow ej. Na  
Sym pozjum  w ygłoszono szereg doniesień o strukturze pierw szorzędow ej reduktazy  
dihydrofolianow ej z bakterii, niektórych kom órek hodow anych in vitro oraz w ątroby  
w ołu. Om ówiono także w yn ik i badania reduktazy d ihydrofolianow ej za pomocą  
m etod krystalograficznych, jądrow ego rezonansu m agnetycznego oraz z użyciem  
fluoryzujących pochodnych niektórych inhibitorów .

Podano również sekw encję am inokw asow ą syntetazy tym idylanow ej z Lactoba­
cillus casei i przedstaw iono dane na tem at pow staw ania i struktury jej kom pleksów  
z różnym i inhibitoram i. Podkreślano także znaczenie zm ian aktyw ności reduktazy  
m etylenotetrahydrofolianow ej w  przem ianach folianu w  tkankach zw ierząt zdro­
w ych, jak i obarczonych now otworam i.

Bardzo w iele  kom unikatów  tyczyło także: transportu pochodnych fo lianow ych  
i ich analogów  do kom órek różnych typów ; izolacji i charakterystyki kom órkow ych  
i w ystępujących w  płynach ustrojow ych białek w iążących, a być m oże także trans­
portujących, pochodne folianow e; przem ian folianu  i jego różnych pochodnych w  ko­
m órkach praw idłow ych i now otw orow ych oraz w  w ątrobie zw ierząt obarczonych  
now otworam i.

Przedstaw iony przegląd zagadnień nie w yczerpuje oczyw iście tem atyk i S ym ­
pozjum , a w skazuje jedyn ie na podstaw ow e poruszane problem y. W szyscy uczestn icy  
Sym pozjum  podkreślali bardzo spraw ną organizację Zjazdu oraz panującą życzliw ą  
i serdeczną atm osferę sprzyjającą w ielu  w artościow ym  chociaż n ieform alnym  dysk u­
sjom.

B. G rze la k ow ska -S z ta ber t

http://rcin.org.pl



RECENZJE

Horizons in Biochemistry and Biophysics, tom 5 

Red. E. Quagliariello, F. Palm ieri, Th. P. Singer

A ddison-W esley Publishing Company, A dvanced Book Program, Reading, 1978, 
M assachussets, stron 321, cena $ 22,50

Tom  <5 tej serii, podobnie jak tom y poprzednie (por. recenzja tomu 2, Post. 
Biochem.  23, 476— 477, 1977) zaw iera referaty z różnych dziedzin b iochem ii i biofizyki, 
w  których w  ostatnich latach nastąpił znaczny postęp badań. Pozw oliło to na doko­
nanie pew nego podsum owania i spojrzenia w  przyszłość.

I. M abuchi om aw ia biochem ię A TP-azy rzęsek i w ici i jej rolę w  ruchach ko­
mórki. Tak np. w ydzielone ze struktur aksenom ow ych T etrahym ena dyneiny są 
A TP-azam i i m ają w spółczynnik sedym entacji 30 S i 14 S. Na przykładzie dynein  
z kilku źródeł autor rozpatruje polim orfizm , różnice gatunkow e, w łaściw ości fizyko­
chem iczne, aktyw ność A TP-azow ą, oddziaływ anie z m ikrotubulam i oraz w arunki 
inaktyw acji i reaktyw acji enzym u.

J. K noll przedstaw ił zróżnicow anie oksydaz m onoam in uzyskane dzięki zasto­
sow aniu selektyw nych  inhibitorów  tych enzym ów . O ksydaza typu A, deam inująca  
serotoninę jest ham ow ana przez k lorgilinę (2,4-dichlorofenoksypropylo-N -m etylopro- 
pyloam inę), natom iast typu B, deam inująca fenyloetyloam inę jest ham ow ana przez 
deprenyl (fenyloizopropylo-N -m etylopropyloam ina). Interesujące są rozważania
o m ożliw ościach w ykorzystania specyficzności działania tych inhibitorów  w  chem o­
terapii.

Funkcje transportowe zew nętrznej błony bakterii jelitow ych (Escherichia coli 
K-12 i Salmonella typ h im u r iu m  LT-2) są tem atem  referatu J. B. N eilands. Na 
przykładzie dobrze już poznanych biochem icznie układów  transportujących w itam i­
nę m altodekstryn siderofory oraz receptorów  w iążących specyficznie fagi i bak- 
teriocyny, przedstaw ia dane w skazujące na dużą selektyw ność transportu przez 
zew nętrzną błonę bakterii składników  pożyw ienia i zw iązków  szkodliw ych dla ko­
mórki.

„Problem y w yłaniające się w  badaniach kurczliw ości” (M. F. M orales, J. Bo- 
rejdo) są rozpatryw ane głów nie z punktu w idzenia sprzężenia m iędzy cyklam i 
kinem atycznym i i enzym atycznym i skurczu m ięśnia, przy częstotliw ości każdego 
z nich rzędu 10 Hz. Badania takie w ym agają odpow iednich metod pom iarowych  
(om aw ianych krytycznie) oraz techniki obliczeniow ej.

Z agadnienia chem ii i biochem ii w iązania azotu przedstaw ił J. M. Pratt. W ar­
tykule tym , podobnie jak w  w ielu  inych na ten tem at, w iązanie azotu jest om aw iane  
bardziej szczegółowo od strony chem icznej niż biochem icznej, poniew aż biochem ia  
tego procesu ciągle jest niedostatecznie poznana.

O now ym  spojrzeniu na perystaltykę i jej funkcje pisze N. Liron z prześw iad­
czeniem , że poruszone problem y zachęcą do dalszych badań tego procesu, zarówno  
teoretyków  jak i eksperym entatorów .
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L. Peller przedstaw ił term odynam iczne podstaw y syntezy kw asów  nukleino­
w ych, rozważając energetykę tw orzenia w iązań fosfodiestrow ych, drugorzędowe od­
działyw ania strukturalne i hydrolizę pirofosforanu.

„Oddziaływanie białko-lip id  l rola w ody” jest tem atem  referatu H. Edelhocha, 
w  którym  autor rozpatruje term odynam ikę interakcji m iędzy niepolarnym i grupami 
hydrofobow ym i tw orzącym i w iązania lip id-białko.

Tom kończy referat R. M. Friedm ana „M echanizm działania interferonu: Moż­
liw e pierw otne efekty na błonę”, w  którym  przedstaw ia efekty  interferonu na che­
m iczne, fizyczne, m orfologiczne i im m unologiczne zm iany pow ierzchni błony komórki 
i replikacje w irusa.

Różnorodność zawartej w  „Horyzontach” tem atyki może być dla pew nych czy­
teln ików  zaletą, poniew aż um ożliw ia im  poznanie aktualnego stanu w iedzy w  dzie­
dzinie, w  której sam i nie pracują, natom iast inni mogą uw ażać to zróżnicowanie 
tem atyki za w adę, gdyż obejm uje problem atykę, często znacznie odbiegającą od 
głów nego nurtu ich zainteresow ań. Przykładem  takiej sytuacji są zaw arte w  om a­
w ianym  tom ie artykuły o perystaltyce, w iązaniu  azotu czy term odynam icznych  
podstawach syntezy kw asów  nukleinow ych. Jeśli jednak założyć, że ten typ publi­
kacji jest przeznaczony dla szerokiego grona czyteln ików  interesujących się zagad­
nieniam i nie tylko z zakresu w łasnej specjalności, to ten sposób przedstawiania  
ostatnich osiągnięć biochem ii i b iofizyki można uznać za udany i w artościow y.

Z. Kaniuga

David E. Metzler 

Biochemistry. The Chemical Reactions of Living Cells.

Academic Press, 1977, N ew  York, San Francisco, London, stron 1129 +  X X X II, 
cena $ 24.95

M iernikiem  postępu nauki są nie tylko odkrycia ale także treść podręczników  
akadem ickich, w  których osiągnięcia te znajdują sw e odzw ierciedlenie w  form ie  
odpow iedniej do przekazania ich studentom . Do podręczników  biochem ii w ydanych  
w  ostatnim  dw udziestoleciu, stanow iących słupy m ilow e na drodze rozw oju tej 
dziedziny w iedzy można zaliczyć podręczniki: „General B iochem istry” (J. Fruton,
S. Sim m onds, I w yd. 1956, II w yd. 1958), „B iochem istry” (A. L. Lehninger, I w yd. 
1970, II w yd. 1975) oraz obecnie „Biochem istry. The C hem ical R eactions of L iving  
C ells” w  opracowaniu D. E. Metzlera. W szystkie te podręczniki są nie tylko bardzo 
obszerne (rzędu 800— 1100 stron) ale cechuje je przede w szystk im  zaw arta w  nich  
treść i oryginalność jej przedstaw ienia czytelnikow i. W prawdzie w  ostatnich 10-ciu 
latach ukazały się rów nie obszerne podręczniki biochem ii (1—3) to jednak ze w zglę­
du na ich określone przeznaczenie lub sposób ujęcia, rozpow szechnienie tych książek  
było ograniczone do pew nego kręgu czytelników . Przeciw nie, podręczniki traktujące 
biochem ię m ożliw ie szeroko, z uw zględnieniem  w szystkich  grup żyw ych organiz­
mów, um ożliw iały ich autorom znacznie w iększą sw obodę konstrukcji książki i w  re­
zultacie opracowania budzące ogólne zainteresow anie. Do takich podręczników  można 
obecnie zaliczyć książkę D. E. M etzlera, który g łów ny nacisk  położył na reakcje 
chem iczne zachodzące w  żyw ej komórce. Inni autorzy też o nich piszą, przedsta­
w iają je jednak bardzo często w  sposób dość pow ierzchow ny. M etzler natom iast 
zrobił to w  sposób najbardziej szczegółow y i zgodnie z obecnym  stanem  naszej w ie ­
dzy w  tym  zakresie.
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Drugą istotną cechą om aw ianego podręcznika jest jego układ i sposób ilustro­
w ania. Tak w ięc zam iast tradycyjnie dzielić biochem ię na działy, obejm ujące grupy  
zw iązków  jak białka, kw asy nuleinow e, lip idy, cukrow ce itd (co jest napewno n ie­
odzow ne w  podstaw ow ym  kursie biochem ii) M etzler przyjął za podstaw ę rozważań  
typy reakcji chem icznych, które towarzyszą pow staw aniu , rozpadow i i przekształce­
niom  tych zw iązków . Opisując natom iast znaczenie b iologiczne określonego zjawiska  
fizjologicznego, sprowadza cały w yw ód do jego źródła, którym  ostatecznie są prze­
kształcenia chem iczne związków.

Podręcznik zaw iera dwa nurty m yślow e, przebiegające rów nolegle w  16 roz­
działach. G łów ny nurt, stanow iący około 90% objętości książki, to setk i reakcji 
chem icznych uporządkow anych w  sposób przedstaw iony niżej. Obok niego prze­
biega drugi, uzupełniający (w yróżniony w  tekście zielonym  tłem  papieru) który 
obejm uje krótkie od 1/2 do 2 stron om ówienia pozornie oderw anych zagadnień, sta­
now iących jednak całość (por. w ykaz zam ieszczony niżej). W poszczególnych roz­
działach jest tych om ów ień (w form ie tzw . „Box”) od 4 do 11.

K siążkę m ożna podzielić na kilka części. R ozdziały 1— 3 zaw ierają m ateriał 
inform acyjny o budow ie kom órki, m olekularnej architekturze kom órki i energetyce. 
I tak w  rozdziale 1 można znaleźć dane liczbow e o w ielkości kom órek i organelli,
o genetycznej złożoności organizm ów. Jest w  nim  rów nież charakterystyka gatunków  
opisyw anych w  dalszych rozdziałach. R ozdział ten jest napisany z m yślą o studentach
0 n iew ielk iej znajom ości b iologii (np. studentach chem ii) ale w  praktyce będzie 
użyteczny także i dla innych, poniew aż ma w yeksponow ane elem enty najbardziej 
potrzebne biochem ikow i. Zarówno tutaj jak i w  całej książce z jednakow ą uw agą  
są traktow ane bakterie, rośliny i zwierzęta. Drugi rozdział jest przeglądem  zasad 
budow y cząsteczek, po czym  następują rozw ażania o zależności m iędzy ich budową  
a w łaściw ościam i chem icznym i białek, cukrow ców, kw asów  nukleinow ych i lipidów . 
Zagadnienia te, szczególnie odnośnie zm ian konform acyjnych i szczegółów  przebie­
gu reakcji, są przedstaw ione now ocześnie zarówno w  tekście jak i graficznie (ry­
sunki i zdjęcia). O m ówieniu pierw iastków  nieorganicznych tow arzyszy przegląd  
m etod oznaczania struktury zw iązków  łącznie z techniką NMR. W trzecim  rozdziale, 
po przeglądzie podstaw ow ych rów nań term odynam icznych, zestaw iono tabelarycznie  
do praktycznego stosow ania w iele  danych z term odynam iki biochem icznej. W artości 
energii swobodnej i entalpii zarówno tutaj jak i w  całym  podręczniku są podane 
w  kilodżulach (kJ), zgodnie z obow iązującym i obecnie jednostkam i standardow ym i 
(SI).

N astępna część książki (rozdziały 4 i 5) opisuje drogi i sposoby w  jaki cząsteczki 
żyw ych organizm ów  reagują m iędzy sobą. Jest to (rodz. 4) now oczesne ujęcie zagad­
n ienia od ilościow ego traktow ania w iązania do pow staw ania struktur oligom erycz- 
nych enzym ów , m ikrotubuli, w irusów  i m ięśni. E fekty allosteryczne są rozpatryw ane 
ilościow o i po raz pierw szy tak szczegółowo w  podręczniku biochem ii. B udow ę
1 chem iczne w łaściw ości błon oraz otaczające kom órki osłonki i ściany przedstawiono  
w  rozdziale 5. Zawarty w  nim m ateriał da studentow i w ystarczające podstaw y do 
zrozum ienia bieżących prac dośw iadczalnych z tego zakresu, bez konieczności szu­
kania uzupełniających danych w  innych opracow aniach.

W trzeciej części książki (rozdz. 6— 8) przedstaw iono ogólne w łaściw ości enzy­
m ów , kinetykę reakcji chem icznych oraz przedyskutow ano różne m echanizm y katalizy  
enzym atycznej. K inetyka reakcji enzym atycznych om aw iana w  rozdz. 6 jest na ty le  
szczegółow a by zaspokoić potrzeby studentów  starszych lat studiów . Poza tym  opi­
sano m echanizm y regulacyjne reakcji enzym atycznych. R ozdział 7 zaw iera syste­
m atyczną i logiczną k lasyfikację typów  reakcji enzym atycznych: a) przem ieszczenie 
lub sybstytucja, b) addycja, c) elim inacja, d) izom eryzacja, e) rozszczepienie w iąza­
nia C-C oraz f) izom eryzacja i przegrupow ania inne niż w ym ienione poprzednio. 
Z k olei rozdział 8 traktuje o budow ie i specjalnych funkcjach koenzym ów  i odnosi
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ich działanie do typów  reakcji om ów ionych w  poprzednim  rozdziale. Oba rozdziały  
m ają w iele  odnośników  do różnych części książki i n ie m uszą być czytane system a­
tycznie. Rozdział 8 m oże natom iast być łączony w  całość z m ateriałem  zaw artym  
w  rozdziale 2 dotyczącym  białek, cukrów, kw asów  nuleinow ych i lipidów .

Czwartą, dużą część stanow ią rozdziały 9— 14, om aw iające sekw encje reakcji 
w ystępujących w  m etabolizm ie. R ozdział 9 przedstaw ia „logikę” cykli i szlaków  
m etabolicznych. Podane są przykłady w ykazujące kolejne chem iczne przekształcenia  
prowadzące od substratu do produktu końcow ego. Jest tu m.in. w iele  przem ian  
charakterystycznych dla drobnoustrojów. Transport elektronów  i fosforylacja oksy­
dacyjna oraz reakcje dostarczające energii zachodzące u chem iautotrofów  om aw iane  
są w  rozdziale 10, natom iast w ykorzystanie energii A TP do różnych biosyntez przed­
staw iono w  rozdziale 11. N iektóre specyficzne szlaki m etaboliczne cukrow ców  i l i ­
pidów  opisane są w  rozdziele 12. Rozdział 13 — „Św iatło w  b iologii” jest pośw ięcony  
nie tylko fotosyntezie, procesow i w idzenia i innym  biologicznym  reakcjom  na św ietle  
ale także w idm om  absorpcyjnym  św iatła, d ichroizm ow i kołow em u i fluorescencji. 
Biosynteza i katabolizm  dużej grupy zw iązków  azotow ych w  tym  rów nież w iązanie  
N 2, jest przedstaw ione w  rozdziale 14.

Na ostatnią część książki składają się rozdziały 15 i 16, w  których om ów iono  
zagadnienia genetycznej i horm onalnej kontroli m etabolizm u, rozwoju, funkcji 
mózgu. Przedstaw iono w ięc n ie tylko b iosyntezę kw asów  nukleinow ych i b iałka ale 
także podsum owano m etody stosow ane w  badaniach z zakresu genetyki biochem icz­
nej (rozdz. 15). O statni rozdział jest krótkim  w prow adzeniem  do zagadnień kom u­
nikacji m iędzy kom órkam i, neurochem ii, różnicow ania i w arunków  ekologicznych  
w pływ ających na m etabolizm .

Na w spom niany w yżej nurt boczny, zam ieszczony w  tzw . „box”, składają się 
następujące zagadnienia: a) W łaściw ości w itam in i historia ich odkrycia (funkcje  
koenzym atyczne oraz biosynteza są przedstaw ione w  podstaw ow ym  tekście książki);
b) rola pierw iastków  elem entarnych (np. Selen; Mangan; M olibden; itd); c) Rola  
m utacji i przykłady w ad m etabolicznych u człow ieka (np. genetycznie uw arunkow ane  
w ady struktury kolagenu; m etylom alonyloaciduria, i. in.). d) D ziałanie trucizn i ich 
zastosow anie w  badaniach biochem icznych (np. Sulfoam idy i antym etabolity, Insek ­
tycydy, B iałka toksyczne: toksyna dyfterytu, itp.), e) M etody i pom iary (np. „Ciężar 
cząsteczkow y a daltony”, gdzie w yjaśn ia  te pojęcia i ich stosow alność, zw racając  
przy tym  uw agę na częste błędne w yrażanie ciężaru cząsteczkow ego w  daltonach), 
„Izotopy w  badaniach biochem icznych”, „Elektronowy rezonas param agnetyczny” 
i „znaczniki sp inow e” itp. f) C hem ia fizjologiczna. Z tego zakresu są  np. „Białka  
plazm y krw i”, „W irusy” „Chemia skurczu m ięśn i”, „Przeciw ciała”, „Syntetaza tym i-  
dylanow a a chem oterapia raka”, g) Różne, np. „Wici bakterii”, „Jak rośliny w y tw a ­
rzają barw niki”, „Replikacja bakteriofaga zaw ierającego R N A ”.

W ydzielenie z głów nego tekstu tem atów  w ym ien ionych  w yżej ma, zdaniem  
recenzenta, dw ie zalety: 1) n ie zaciem nia spraw  bardziej istotnych, w ynikających  
z tytułu i podtytułu książki, 2) w ydzielen ie w /w  inform acji nie tylko nie pom niejszy­
ło ich w ażności ale przeciw nie, uw ypukliło  ich rolę i znaczenie w  całości om aw ia­
nych zagadnień.

Każdy rozdział podręcznika kończy się pytaniam i, zadaniam i i problem am i do 
rozwiązań czy przem yśleń a także obszernym  w ykazem  cytow anej literatury. C yto­
w ane są trzy rodzaje p iśm iennictw a a) podręczniki i m onografie, b) szczególn ie  
istotne prace dośw iadczalne, daw niejsze i najnow sze, oraz c) bieżąca literatura za­
poznająca z pracam i eksperym entalnym i. O ogrom ie m ateriału zaw artego w  pod­
ręczniku dowodzi najlepiej 80 stronicow y indeks rzeczow y.

K siążka jest przeznaczona dla czyteln ika ze znajom ością podstaw  biochem ii 
a w ięc studentów  po kursie podstaw ow ym  ale bardziej zaaw ansow ani znajdą w  niej 
rów nież bardzo w ie le  nie znanych sobie faktów . W przedm ow ie autor skrom nie
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zastrzega się, że jego sposób przedstawienia b iochem ii w  podręczniku nie jest uciecz­
ką od tradycyjnego ujm ow ania podstaw biochem ii ale tylko innym  spojrzeniem  
i podejściem  do om aw ianych zagadnień. Zdaniem  recenzenta podręcznik biochem ii
D. E. M etzlera jest i ucieczką od tradycji i now ym  spojrzeniem . Jeśli do tego dodać, 
że zaw iera niezliczoną ilość różnych inform acji, p iękne graficzne opracow anie, m oż­
na oczekiw ać że będzie poszukiw anym  podręcznikiem  biochem ii końca lat 70-tych. 
N aszym  biochem ikom  należy życzyć szczęścia w  jego zdobyciu a bibliotekom  bio­
chem icznych placów ek naukow ych by przynajm niej jeden egzem plarz znalazł się 
w  ich zbiorach.

Z. Kaniuga

1. H. R. M a h l e r ,  E.  H.  C o r d e s ,  (1972), „Biological C hem istry” 2 w yd. Harper and 
Row, str. 1009.

2. A. W h i t e ,  P.  H a n d l e r ,  E. L.  S m i t h ,  (1973), „Principles of B iochem istry” 
5 w yd. M cG raw-H ill, str. 1226.

3. N. V. B h a g a v a n ,  (1974), „Biochemistry: A C om prehesive R eview ”, Lippincott, 
str. 964.

Transition States of Biochemicał Processes

Red. R. D. Gandour, R. L. Schowen  

Plenum  Press, 1978, N ew  York, str. 616, $ 59,40

R ecenzowana książka to dzieło 21 autorów, którzy w  16-tu rozdziałach zgrupo­
w anych w  czterech częściach przedstawiają zagadnienia zw iązane z teorią stanu  
przejściow ego w  zastosow aniu do reakcji biochem icznych. W ydaje się, że do głębo­
kiego studiow ania książki pow inien zachęcić przede w szystk im  rozdział 2, napisa­
nego przez drugiego z redaktorów, R. L. Schow ena. Autor udowadnia w  nim, że 
katalizę enzym atyczną opisaną poprzez efekty zbliżenia, destabilizację geom etryczną  
(czyli zm ianę konform acji cząsteczki substratu na niekorzystną energetycznie ale 
w  określony sposób bardziej reaktyw ną chem icznie), czy destabilizację zw iązaną z de- 
solw atacją substratu po adsorpcji w  centrum  aktyw nym  — można, używ ając odpo­
w iedniego podejścia, przedstawić jako stabilizację stanu przejściow ego reagentów  
w  w yniku ich w iązania z enzym em .

Szczególnie interesujący jest w yw ód, w  którym  Show en opisuje za pomocą teorii 
stanu przejściow ego m echanizm  „entropowej pułapki” (kataliza polega na zw iększeniu  
efektyw nego stężenia substratów  poprzez ich selektyw ną adsorpcję i odpow iednią  
orientację w  centrum aktyw nym  enzymu). B ył to zaw sze (przynajm niej dla autora 
tej recenzji) przykład, do którego nie można było tej teorii zastosować! Innym i 
słow y  Schow en przekonyw ująco argum entuje, że teoria stanu przejściow ego jest 
teorią uniw ersalną tłum aczącą w szystkie m echanizm y reakcji enzym atycznych. P o­
w yżej om ów iony rozdział w chodzi w  skład części p ierw szej — „Rola stanu przejścio­
w ego w  katalizie chem icznej i b iologicznej”. Poprzedza go rozdział napisany przez 
E. K. Thornton i E. R. Thorntona, gdzie na 73 stronach w yłożone są podstaw y teorii 
stanu przejściow ego wraz z jej ograniczeniam i.

Druga część, to m etody określania struktury i w łasności stanów  przejściow ych  
w  biochem ii. Om ówiono podejścia teoretyczne (chem ia kw antowa) oraz dośw iad-
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czalne poprzez efekty izotopow e i m etody oparte na rezonansie m agnetycznym  
i krystalografii. W szczególności szeroko, bo aż w  4-ch rozdziałach (na 140 stronach) 
opisano efekty izotopowe, a m ianow icie: zm iany param etrów  reakcji enzym atycz­
nych zw iązanych z podstaw ieniem  wodoru deuterem  lub trytem  w  układach gdzie 
następuje przerw anie w iązania w alencyjnego z w odorem  (efekty pierw szego rzędu) 
oraz układach, w  których reakcja nie dotyczy atom ów  wodoru (efekty drugiego 
rzędu); efekty zw iązane z zam ianą w ody na w odę ciężką oraz efekty  związane 
z w prow adzaniem  do substratów  izotopów ciężkich atom ów.

Trzecia część książki zaw iera opisy typow ych reakcji enzym atycznych z punktu 
w idzenia stanów  przejściow ych. Zostały one dobrane w  taki sposób, by ilustrować 
zastosow anie metod opisanych w  części drugiej. Om ówiono reakcje m etylacji i acy- 
lacji, hydrolizy acetali, ketali glikozydów  i glikozam in, dekarboksylacji ketokw asów  
i fosforylacji. W ostatnim  rozdziale części trzeciej napisanym  przez R. D. Gandoura 
przedstawiono na podstaw ie danych zaczerpniętych z czystej fizycznej chem ii orga­
nicznej, dyskusję m echanizm ów  reakcji enzym atycznych.

Ostatnia część książki sk łada się z dwóch rozdziałów  — pierw szy napisany przez 
R. W olfendena dotyczy problem u natuarlnych inhibitorów  w  św ietle (oczyw iście) 
teorii stanu przejściow ego; drugi napisany przez J. K. Cowarda dotyczy działania  
i projektow ania leków .

Redaktorzy, R. D. Gondour i R. L. Schow en pragnęli tą, przygotow aną od strony 
redakcyjnej bardzo logicznie i starannie, książką nam ów ić czyteln ików -biochem i- 
ków  do rozpoczęcia pracy m etodam i fizyko-chem ii, a fizyko-chem ików  do zajęcia  
się biochem ią. Redaktorzy książki są orędow nikam i „biochem ii m echanistycznej” 
a poniew aż autor recenzji jest rów nież jej gorącym  zw olennikiem , dlatego też po­
leca tę książkę w szystk im  zainteresow anym  biofizyką m olekularną oraz zagadnie­
niam i m echnizm ów  reakcji chem icznych.

A. Rabczenko

Enzymes of Lipid Metabolism 

Red. S. Gatt, L. Freysz, P. M andel

tom 101 z serii A dvances in E xperim ental M edicine and B iology,
Plenum  Press, 1978, N ew  York, London, stron XIV +  791, cena 71,40 $

Książka zaw iera m ateriały sym pozjum  zorganizow anego przez jej redaktorów  
» w iosną 1977 roku w  Alzacji. Jak piszą w e w stępie redaktorzy, celem  tego spotkania  

było przedyskutow anie w  szerokim  gronie naukow ców  zajm ujących się różnymi 
aspektam i m etabolizm u lip idów  zagadnienia interakcji enzym ów  z substratam i lip i­
dow ym i. Mniej uw agi pośw ięcono natom iast „klasycznym ” problem om  enzym ologii 
jak izolacja i badanie struktury enzym ów .

M ateriał zebrany w  książce (na którą składają się obok w ykładów  rów nież 
i doniesienia sym pozjalne) podzielony został w edług klas enzym ów  i reakcji, które 
one katalizują. Stosunkow o najbardziej heterogenna jest część pierw sza, w  której 
zam ieszczono doniesienia dotyczące enzym ów  zw iązanych z m etabolizm em  kw asów  
tłuszczow ych i lip idów  neutralnych. Cztery z przedstaw ionych prac w  obrębie tej 
części dotyczą m echanizm u działania lipazy i co-lipazy trzustkowej. Pozostałe do­
tyczą różnych enzym ów  i zagadnień jak m. innym i m itochondrialnego i m ikroso- 
m alnego układów  w ydłużania łańcucha kw asów  tłuszczow ych w  rozw oju mózgu,
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roli hydrolazy tioestrów  acylo-CoA  w  określaniu długości łańcucha kw asów  tłusz­
czowych w  tkance gruczołu m lecznego i w ątrobow ej, lipazy m ikrosom ów  mózgu i za­
leżnej od cyklicznego AMP lipazy tkanki tłuszczow ej.

Część druga dotyczy enzym ów  biorących udział w  m etabolizm ie fosfolipidów . 
W yodrębniono tu fosfolipazy, enzym y biorące udział w  b iosyntezie fosfolip idów  
acylow ych oraz eterow ych. Do szczególnie ciekaw ych artykułów  tej części zaliczył­
bym artykuł om aw iający zależność pom iędzy strukturą i aktyw nością trzustkowej 
fosfolipazy A 2 (praca z pracowni Prof. de Haasa w  U trechcie, A. J. Slotboom  i wsp.) 
oraz artykuły dótyćżące kinetycznych w łasności tego enzym u w  przypadku użytych  
m ieszanych, fosfolip idow o-detergentow ych m icelli jako substratu (T. T. A llgyer  
i M. A. W ells, Tucson oraz E. A. D ennis, San Diego).

Część trzecia pośw ięcona jest sfingolipidom  z w yodrębnieniem  neuram inidaz, 
sfingom ielinaz, hydrolaz glikolipidów  i enzym ów  biosyntezy.

W części czw artej, ostatniej zam ieszczone zostały teksty w ykładów  i doniesień  
dotyczące enzym atycznych defektów  w  chorobach zw anych sfingolipidozam i — spo­
w odow anych nagrom adzaniem  się określonych lipidów .

W sum ie om aw iana książka zaw iera ogrom ną ilość inform acji i jest cenną 
pozycją dla biochem ika zajm ującego się m etabolizm em  lipidów .

J. Zborow sk i

The Lipoprotein Molecule 

Red. H. Peeters

NATO Advanced Study Institutes Series,
Series A: Life Sciences,
tom 15, 1978, P lenum  Press (New York, London) 
przy współpracy NATO Scientific A ffairs D ivision, 
stron IX  +  301, cena 39 $

Książka „The Lipoprotein M olecule” stanow i przegląd aktualnych problem ów  
w  zakresie prowadzonych badań nad lipoproteidam i. Zebrane w  niej m ateriały po­
chodzą ze spotkania zorganizow anego przez NATO Advanced Study Institute, które 
odbyło się w  maju 1977 roku w  Brugii. Książka podzielona jest na cztery działy. 
Trzy pierw sze działy dotyczą kolejno: metod izolacji i składu cząsteczek lipoprote- 
idów , ich budowy oraz m etabolizm u, dział czw arty pośw ięcony jest lipoproteidom  
w  stanach patologicznych. K siążkę zam yka krótki, podsum owujący rozdział napisany  
przez jej redaktora. N ajbardziej rozbudowany jest dział pierw szy. D wa z artykułów  
tego działu chciałbym  w ym ienić. Jeden z nich dotyczy ilościow ego oznaczania apo- 
lipoproteidów  (P. N. Herbert i wsp., Providence i Bethesda), drugi zautom atyzow ane­
go system u jakościow ego oznaczania lipoproteidów  dla celów  klinicznych (F. T. 
Lindgren, Berkeley). Spośród innych artykułów  książki w yróżniłbym  artykuł działu  
drugiego om aw iający badania nad ustaleniem  struktury lipoproteidów  o w ysokiej 
gęstości przy pomocy metod rezonansow ych (H. Hauser, Ziirich).

Warto może podkreślić, że w ydanie tej książki zbiega się z pięćdziesięcioleciem  
podjętych przez M acheboeufa pierw szych badań nad składem  lipoproteidów  osocza 
i surow icy krwi.

;,s - J. Z borow ski
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DNA Synthesis — Present and Future

Red. I. M olineux, M. K ohijam a  

NATO A dvanced Study Institu tes Series, Seria A: L ife Sciences, tom 17, Plenum  
Press, 1978, N ew  York, London, stron 1161, $ 90.—

K siążka pow stała z in icjatyw y NATO A dvanced Study Institutes i zaw iera  
zbiór 75-ciu referatów  przedstaw ianych w  czerw cu 1977 roku w  Santa F law a na 
Sycylii. M ateriały, opracow ane w  w iększości przez w ybitnych badaczy z dziedzin  
genetyki, b iologii m olekularnej i b iochem ii stanow ią, jak zaznaczono w e w stępie, 
podsum ow anie w spółczesnego stanu w iedzy o przebiegu syntezy DNA i działaniu  
kierujących nią m echanizm ów  kontrolnych — procesie złożonym  i jakże istotnym  
dla zapoczątkow ania w szelk ich  zjaw isk  m etabolicznych w  organizm ach żyw ych. 
Oddano tu do rąk czyteln ika szeroki i interesująco dobrany przegląd zagadnień do­
tyczących replikacji i napraw y DNA w  genom ie prokariontów  jak i organizm ów  
eukariotycznych.

Zebrane artykuły uporządkow ane są w  siedm iu działach tem atycznych. W części 
pierw szej, pośw ięconej in icjacji i kontroli replikacji, autorzy zgodnie utożsam iają  
kontrolę pełnego przebiegu replikacji w  genom ach chrom osom alnych, plazm idow ych  
i w irusow ych z w ybiórczą kontrolą m iejsca i czasu in icjacji syntezy DNA. Stano­
w isko to poparto licznym i dow odam i dostarczonym i za pom ocą metod biochem icznych  
i ultrastrukturalnych oraz na drodze analizy genetycznej. D yskusja nad tym  prob­
lem em  przew ija się przez w szystk ie  dalsze rozdziały książki. W rozdziale drugim, 
pt. „biosynteza chrom osom alnego D N A ”, om ów iono niektóre zagadnienia dotyczące 
kontroli biosyntezy produktów  pośrednich, niezbędnych dla syntezy i napraw y DNA. 
R ozdział trzeci pośw ięcono om ów ieniu procesów  energetycznych, tow arzyszących  
strukturalnym  zm ianom  DNA w  czasie replikacji. W nim  też om ów iono udział n ie­
których białek w iążących DNA: polim eraz, ligaz, nukleaz, niektórych białek bakteryj­
nych, jak rów nież glikoproteidów , w  ukształtow aniu się podw ójnego heliksu skrę­
caniu i rozkręcaniu obu n ici DNA, stopniu spiralizacji DNA i w reszcie stopniu  
kondensacji i dekondensacji chrom atyny, które to procesy n ierozerw alne są z m e­
chanizm am i replikacji, napraw y, rekom binacji i transdukcji DNA. B iałkom  tym , 
ich strukturze i funkcji jaką spełniają w  kom órkach eukariontów  i prokariontów  
pośw ięcono szczegółowo rozdział następny. W części piątej zgromadzono inform acje  
dotyczące replikacji DNA w irusów  i p lazm idów , stanow iące przykłady złożoności 
i różnorodności tego procesu. O ddzielny rozdział om aw ia zagdnienia zw iązane z na­
prawą DNA uszkodzonego działaniem  czynników  fizycznych i chem icznych. M echa­
nizm y napraw y, jakim i dysponują kom órki bakteryjne i zw ierzęce, są całkiem  od­
rębne od m echanizm ów  replikacji i różnią się m iędzy sobą w  różnych rodzajach  
komórek. W ym agają one oddzielnych układów  enzym atycznych i podlegają sp ecy­
ficznym  system om  kontrolnym . P rzedstaw ione tu w yn ik i oparto na obserw acjach  
klinicznych i na badaniach prow adzonych na poziom ie kom órkow ym  i m olekular­
nym. W ostatnim  rozdziale, pośw ięconym  syntezie in vitro  przedstawiono różne 
układy m odelow e stosow ane do badań replikacji, jak np. oocyty X enopus laevis, 
których w ielkość pozw ala na m ikrochirurgiczne w prow adzenie do kom órki dow olnego  
genom u prokariotycznego lub eukariotycznego, bądź tzw. kom órki eterow e, przepusz­
czalne dla dNTP i NTP, stosow ane w  badaniach transkrypcji i replikacji kom órek  
drożdżowych i bakteryjnych.

Zebrane w  tej książce artykuły zaw ierają bagaty m ateriał dośw iadczalny i m e­
todyczny ilustrow any licznym i schem atam i i w ykresam i dobrze dokum entującym i 
przedstaw ione koncepcje. D yskusja, poparta szeroko danym i z literatury podsum o­
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w uje każdorazow o om aw iane zagadnienie. Książka reprezentuje poziom w ysoce  
specjalistyczny i stanow i m ateriał w arsztatow y dla stosunkow o w ąskiego grona 
specjalistów .

B. Skoczylas

Structure and Biosynthesis of Antibodies 

Consultant Bureau, 1977, N ew  York, str. 367, $ 42.—*

Książka ukazała się w  serii „Studies in Soviet S cience” i stanow i przekład dzieła  
rosyjskiego, które ukazało się pod tym  sam ym  tytu łem  w  r. 1972. W porów naniu do 
rosyjskiego oryginału książka została rozszerzona i unow ocześniona, nie m niej cy­
tow ana literatura nie w ybiega poza r. 1974. Książka liczy 367 stron i zaw iera 7 roz­
działów  w  których autor om aw ia kolejno metody oznaczania i izolacji przeciwciał, 
ich w łaściw ości, strukturę i b iosyntezę oraz na końcu genetyczne aspekty biosyntezy  
przeciw ciał. W ym ienione zagadnienia są om ów ione w  sposób przejrzysty i interesu­
jący, często w  aspekcie m etodycznym  i historycznym . Ten sposób w ykładu spraw ia, 
że czyteln ik  m oże w yrobić sobie w łasny pogląd na om aw iane problem y. N iew ątp li­
w ym  m ankam entem  jest brak indeksu co w  znacznym  stopniu ogranicza przydatność 
książki jako dzieła źródłow ego. Brak ten  jest w  pew nym  stopniu nadrobiony przez 
w ykaz literatury zaw ierający pełne tytu ły  cytow anych artykułów. W sum ie książka  
zasługuje na polecenie w  szczególności czytelnikom  pragnącym  zdobyć podstaw ow e, 
a n iekoniecznie najnow sze w iadom ości o przeciw ciałach, ich budow ie i biosyntezie.

J. Kościelak

Prostaglandine and Thromboxanes 

Red. F. Berti, B. Sam uelsson, G. P. Velo

NATO A dvanced Study Institutes Series, Seria A: Life Sciences, tom 13, P lenum  
Press, 1976, N ew  York, London, stron 449, cena $ 54.—

O m aw iana książka stanow i 13 tom serii w ydaw niczej L ife Sciences NATO  
A dvanced Study Institutes. W tom ie tym  zebrano m ateriały przedstaw ione na m ię­
dzynarodow ym  kursie pośw ięconym  Postępow i Badań nad Prostaglandynam i, który  
odbył się w  Centrum Szkoleniow ym  „Ettore M ajorana” w  Erice (W łochy) w  dniach 
od 4 do 15 października 1976 r.

Na początku książki podany jest krótki rozdział dotyczący chem ii prostaglandyn  
i trom boksanów , a następnie dość obszerny przegląd dotychczas stosow anych metod  
służących do ich oznaczania w  płynach biologicznych i tkankach. W części tej 
om ów iono szczegółow o m etodę biologiczną, radioim m unologiczną, chrom atografię ga­
zow ą i spektrom etrię m asową. Godny podkreślenia jest udział w  opracow aniu m ono­
grafii prof. Ryszarda J. G ryglew skiego z Zakładu Farm akologii w  K rakow ie (Polska), 
który przedstaw ił skriningow ą m etodę testow ania zw iązków  jako potencjalnych  
inhibitorów  biosyntezy prostaglandyn i trom boksanów. Ocena stopnia zaham ow ania  
biosyntezy prostaglandyn in v itro  w  tym  teście może posłużyć do oceny skuteczności 
działania przeciwzapalnego leku. Badaniem  uzupełniającym  jest ocena stopnia w ią­
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zania badanego inhibitora z hydrofobow ym i grupam i album iny. W skaźnik działania  
ham ującego aktyw ność cyklo-oksygenazy i stopień w iązania inhibitora z album iną 
pozw ala w nioskow ać o aktyw ności badanych inhibitorów  in vivo .  Szczegółow e dane 
dotyczące inhibitorów  syntetazy prostaglandynow ej są zaw arte w  rozdziale opraco­
w anym  przez T. Y. Shen z M ere Sharp i Dohne Laboratorium  z R ahway (USA).

W dalszej części książki poruszono zagadnienia zw iązane z biosyntezą i m eta­
bolizm em  prostaglandyn, cyklicznych nadtlenków  i trom boksanów  oraz ich rolą 
w  żyw ym  organiźm ie.

Szczególnie interesujące dane można znaleźć w  rozdziale pośw ięconym  układow i 
oddechow em u i astm ie oskrzelow ej. W yodrębnienie spośród chorych na astm ę oskrze­
low ą grupy osób w rażliw ych na terapię aspiryną pozw oliło na pow iązanie przyczy­
now e tego schorzenia z zaham ow aniem  biosyntezy prostaglandyn w  śródm iąższowej 
tkance płucnej.

C iekaw e inform acje zaw ierają rów nież rozdziały pośw ięcone układow i krążenia  
i naczyniom . W yniki przytaczanych badań dowodzą, że prostaglandyny serii E i A, 
podane dożylnie, działają rozkurczowo na naczynia. W przeciw ieństw ie do tego pro­
staglandyny serii F pow odują skurcz naczyń i w zrost ciśn ienia tętniczego, co prze­
jaw ia się m.in. w e w zroście stężenia PG F2 w  p łyn ie m ózgow o-rdzeniow ym  podczas 
skurczu tętnic m ózgowych.

W pływ  prostaglandyn na czynność ośrodkow ego układu nerw ow ego om ów ili 
R. Fum agalli i wsp. z Instytutu Farm akologii i Farm akognozji U niw ersytetu  w  R zy­
mie. Prostaglandyny i trom boksany pow stają w  tkance nerw ow ej i są z niej u w al­
niane pod w pływ em  różnych bodźców. Z pobudzonego układu nerw ow ego uw alniane  
są głów nie prostaglandyny serii E a w  stanie pobudzenia prostaglandyny serii F. 
W ystępow anie prostaglandyn w  podwzgórzu w  stosunkow o w ysokich  stężeniach ma 
zw iązek z rolą jaką one odgryw ają w  regulacji w  sekrecji horm onów przysadki. 
Prostaglandyny działają albo za pośrednictw em  podw zgórzow ych czynników  uw al­
niających i ham ujących albo bezpośrednio na przysadkę i kontrolują czynność osi 
podwzgórze—przysadka—nadnercza. Prostaglandyny stym ulują uw aln ian ie ACTH, 
GH, FSH, TSH i prolaktyny przez przedni płat przysadki a następnie przedostają  
się do płynu m ózgow o-rdzeniow ego, gdzie można je oznaczyć ilościow o. W yniki 
oznaczej poziomu PGF2 w  p łyn ie m ózgow o-rdzeniow ym  mają znaczenie diagnostycz­
ne i różnicow e w  takich schorzeniach jak padaczka, zapalenie opon m ózgow ych  
i mózgu, udar mózgu.

Liczne schem aty i zestaw ien ia  zaw arte w  książce ogrom nie u łatw iają korzystanie  
z tej niezm iernie ciekaw ej m onografii. Bardzo przystępny sposób przedstaw ienia  
zebranego m ateriału, obszerny przegląd p iśm iennictw a, om ów ienie i dyskusja naj­
now szych osiągnięć w  dziedzinie badań nad prostaglandynam i i trom boksanam i 
stanow i o dużych w alorach tej pozycji w ydaw niczej.

E. R osnow ska

The Prostaglandins, tom 3 

Red. P. W. R am w ell

Plenum  Press, 1977, N ew  York, London, stron 359, cena $ 47,40.

Trzeci tom pt. „Prostaglandyny” w ydany przez P. W. R am w ella stanow i cenne 
uzupełnienie dwóch poprzednio w ydanych części. Składa się on z 10 rozdziałów  
pośw ięconych badaniom  m etodycznym  oraz udziałow i prostaglandyn w  czynności
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fizjologicznej i procesach patologicznych dotyczących układu oddechow ego, pokar­
m owego, sercow o-naczyniow ego, endokrynnego i rozrodczego.

W części m etodycznej obejm ującej dwa pierw sze rozdziały dużo m iejsca po­
św ięcono now oczesnym  technikom  w ykryw ania i identyfikacji prostaglandyn i ich  
m etabolitów  w e krw i i moczu. Omówiono szczegółow o metodę chrom atografii gazo­
wej (GC) i spektrom etrii m asowej. Połączenie tych dwóch technik stanow i bardzo 
duży postęp w  identyfikacji prostaglandyn w  m ateriale biologicznym . Om ówiono 
także szczegółowo m etodę w ysokociśn ieniow ej chrom atografii cieczowej (HPLC) 
pozw alającą na ilościow e oznaczenia prostaglandyn. Ilustracje zam ieszczone w  książ­
ce są dobrze dobrane i przekonywujące. N astępną metodą przydatną w badaniach  
ze w zględu na czułość i specyficzność jest metodą radioim m unologiczna (RIA). 
W m etodzie w ykorzystano w spółzaw odniczenie prostaglandyny znakow anej trytem  
i nieznakow anej o w iązanie ze specyficznym  przeciw ciałem .

Opisane w  rozdziale drugim badania pośw ięcone biosyntezie i m etabolizm owi 
prostaglandyn w ykonano w łaśnie przy użyciu radioim m unologicznego ich oznacza­
nia. O m awiając biosyntezę prostaglandyn autorzy podkreślili rolę najw ażniejszego  
prekursora tych zw iązków , a m ianow icie kw asu arachidonow ego (składnik fosfo lip i­
dów błon kom órkowych uw alniany z nich pod w pływ em  różnych czynników). Jest 
on prekursorem  zarówno prostaglandyn klasy E2 jak i F2. Z błonam i kom órkow ym i 
zw iązany jest także układ syntetyzujący prostaglandyny. N iektóre leki przeciw ­
zapalne, takie jak indom etacyna i aspiryna są silnym i inhibitoram i tego układu  
enzym atycznego. N ajw ażniejszym  enzym em  biorącym  udział w  biologicznej inakty- 
w acji prostaglandyn jest dehydrogenaza prostaglandynow a. Szczególnie obfitują  
w  ten enzym  płuca i nerki, w  których w łaśnie przede w szystkim  zachodzi biotrans- 
form acja prostaglandyn.

Rozdział trzeci pośw ięcony jest zagadnieniom  w pływ u prostaglandyn na układ  
dokrew ny i roli cyklicznego AMP. Z przytoczonych danych jasno w ynika, że prosta­
glandyny w pływ ają na czynność sekrecyjną podwzgórza i przysadki zarówno drogą 
stym ulacji w ydzielania horm onów podw zgórzowych, jak też na przysadkow e hor­
m ony tropowe. Prostaglandyny zwiększają u w aln ian ie LH, FSH, ACTH, GH i pro­
laktyny i w  ten sposób w pływ ają na gruczoły w ydzielania  dokrewnego.

W rozdziale czw artym  om aw iającym  w pływ  prostaglandyn na narządy rozrod­
cze i udział w  norm alizacji porodu podano szczegółow e dane klin iczne oraz przyto­
czono obszerne dane porów nawcze dotyczące dotychczas stosow anych konw encjo­
nalnych środków stym ulujących czynność porodową.

W rozdziale piątym  om ów iono h ipotensyjny w p ływ  prostaglandyn i ich prekur­
sorów  na układ krążenia. Stwierdzono ponadto, że prostanglandyny Ei i E2 zw ięk­
szają w ydatnie przepływ  krw i przez naczynia w ieńcow e podczas gdy Fi i F2 w zm a­
gają przede w szystkim  siłę skurczu m ięśnia sercow ego. Część ta stanow i krótki 
i zw arty zbiór najw ażniejszych faktów  nagrom adzonych w  ostatnich latach. Dobrze 
dobrane piśm iennictw o stanow i o w artości tego krótkiego i interesującego opraco­
w ania.

Rozdział szósty jest pośw ięcony udziałow i prostaglandyn w  procesach regulacji 
fizjologicznej ciepłoty i w  w yw ołaniu  gorączki. Przytoczone przez autorów ekspery­
m enty sugerują, że prostaglandyny serii E mogą być naturalnym i m ediatoram i h y-  
perterm ii. Podczas gdy m echanizm  regulacji fizjologicznej ciepłoty ciała budzi 
w  dalszym  ciągu w iele w ątpliw ości.

Osobny rozdział pośw ięcono syntezie i katabolizm ow i prostaglandyn w  tkance 
płucnej. Badając grupy prostaglandyn F i E stw ierdzono w  płucach przewagę iloś­
ciow ą PGF2 nad PGE2. Katabolizm  prostaglandyn w  płucach przebiega w  kilku  
etapach, z których najw ażniejszym  jest u tlen ien ie grupy hydroksylow ej przy C15 
zachodzące przy w spółudziale prostaglandynow ej dehydrogenazy. W pływ  grupy E 
i F prostaglandyn na m ięśniów kę gładką oskrzeli jest przeciw staw ny. Prostaglan-
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dyny grupy F w yw ołują  skurcz m ięśniów ki, natom iast seria E działa rozkurczowo. 
Autor rozważa m ożliw ości udziału prostaglandyn grupy F i E w  etiopatagenezie 
dychaw icy oskrzelowej.

W rozdziale ósm ym  om ów iono w p ływ  prostaglandyn na układ pokarmowy, za­
m ieszczono w  nim liczne dow ody sugerujące w p ływ  tych zw iązków  na czynność 
w ydzielniczą żołądka. Prostaglandyny podaw ane w  in iekcji dożylnej powodują za­
ham ow anie w ydzielania soku żołądkow ego i stąd znalazły zastosowanie w  terapii 
choroby w rzodowej. U dział prostaglandyn w  m echaniźm ie pow staw ania biegunek  
jest dotąd niejasny, chociaż hyperprostaglandynem ia tow arzyszy zw ykle biegunkom  
w  przebiegu cholery, raka rdzeniastego tarczycy, rakow iaka i innych.

Rozdział dziew ąty jest pośw ięcony udziałow i prostaglandyn w  funkcji nerek. 
Autorzy tego rozdziału przeznaczyli dużo m iejsca na om ów ienie procesów  syntezy
i katabolizm u prostaglandyn w  nerce oraz ich roli w  regulacji przepływ u krw i przez 
nerkę i spadek oporów naczyniow ych, podczas gdy prostaglandyny serii F nie w y ­
w ołują tego efektu, lub m ają efekt znikom y. W pływ  hypotensyjny prostaglandyn  
serii A i E został w ykorzystany w  leczeniu nadciśnienia.

Przedm iotem  żyw ego zainteresow ania jest udział prostaglandyn w  procesach  
pow staw ania now otw orów . Znalazło to sw oje odbicie w  ostatnim  rozdziale pt. Pro­
staglandyny a rak. D ośw iadczenia w ykonane na zw ierzętach w ykazały, że prosta­
glandyny biorą udział w  kontroli proliferacji kom órek now otw orow ych. Stw ierdzono  
także, że inhibitory biosyntezy prostaglandyn mogą być pom ocne w  leczeniu hiper- 
kalcem ii tow arzyszącej procesom  now otw orow ym  oraz mogą zapobiegać osteolizie 
spow odow anej przerzutam i raka.

R ecenzowana książka stanow i obszerny przegląd dotychczasow ych metod ba­
daw czych prostaglandyn oraz roli tych zw iązków  w  funkcji poszczególnych narzą­
dów i układów  oraz podkreśla m ożliw ości zastosow ania ich w  praktyce. Stanow i 
ona cenną i interesującą pozycję w ydaw niczą dla tych w szystkich , którzy łączą  
problem y teoretyczne z praktyczną m edycyną.

E. Rosnowska

Metal Toxicity in Mammals 

Chemical Toxicity of Metals and Metalloids

Red. B. Venugopal and T. T. Luckey  

Tom 2, Plenum  Press, 1978, N ew  York, str. 409, $ 42.—

O m awiana książka stanow i drugi tom dzieła „Metal T oxicity  in M am m als”. 
Pierw szy tom, pośw ięcony zagadnieniom  ogólnej toksykologii m etali, om ów iono  
poprzednio (Post. Biochem. 3 (1978)). Tom drugi om aw ia szczegółow ą toksykologię  
m etali i m etaloidów . Książka zaw iera dziew ięć rozdziałów, z których pierw szych  
osiem  pośw ięconych jest toksykologii m etali i m etaloidów  w edług grup układu  
okresow ego, rozdział dziew iąty stanow i próbę uogólnienia. K siążka zaw iera dodatek  
w  postaci w ykazu p ierw iastków  i ich cech fizycznych oraz tablic układu okresow ego, 
a ponadto słow nik w yrazów  (term inów ) specjalnych, który um ożliw ia śledzenie  
tekstu rów nież n iespecjaliście. L iteratura podana na końcu książki obejm uje około  
1250 pozycji, z których najw ięcej pochodzi z lat 1968— 1973. Tylko sporadyczne po­
zycje pochodzą z lat 1974— 76.

Książka om aw ia w  zasadzie tzw. chem iczną toksyczność m etali (w ykluczając  
radio-toksyczność), ograniczoną do zw iązków  nieorganicznych. D la każdego om a­
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w ianego p ierw iastka podano inform acje o w ystępow aniu , zastosow aniu, a także 
podstaw ow e dane chem iczne i jego rolę biologiczną. Inform acje ściśle toksykolo­
giczne obejm ują w chłanianie, rozm ieszczenie ustrojow e, kum ulację i w ydalanie  
m etali oraz zagadnienia hom eostazy, a także toksyczność ostrą, podostrą i prze­
w lek łą  oraz odległe efekty toksyczne, wraz z ich praw dopodobnym  tłem  bioche­
m icznym . Dla celów  porów nawczych autorzy posługują się g łów nie danym i o tok­
syczności ostrej, w yrażonym i w  m olarnej skali pT (pT =  — log T). Pozw ala to na 
logiczne śledzenie siły  działania biologicznego w  zależności od różnych czynników  
dyskutow anych w  pracy (np. od drogi podania lub gatunku zwierząt). Poprzez od­
pow iednie zestaw ienia tabelaryczne autorzy podkreślają fakt, że naw et m etale  
uw ażane za szczególnie toksyczne (np. Cd, Hg, T l) nie należą do silnych trucizn  
w  skali ogólnej, gdzie czołową pozycję zajm ują trucizny pochodzenia biologicznego  
(dla przykładu, w artości pT dla botulin A, B, E są rzędu 11— 15, podczas gdy dla 
soli rtęci zaledw ie 4, 7). Duża waga, jaką przyw iązuje się obecnie toksyczności m etali, 
w ynika z kontam inacji środowiska pracy i bytow ania, która w ykazuje tendencję 
rosnącą z rozw ojem  cyw ilizacji.

W om aw ianym  tu drugim tom ie autorzy konsekw entnie rozw ijają tezę, posta­
w ioną w  tom ie pierw szym : N ie ma m etali toksycznych i n ietoksycznych, toksycz­
ność jest funkcją daw ki m etalu. Dla w iększości m etali i m etaloidów  można zaobser­
w ow ać jakąś pozytyw ną rolę biologiczną przy um iarkow anych lub niskich dawkach. 
W tablicy (dodatek) w yróżniono 20 pierw iastków  zdecydow anie niezbędnych, a po­
nadto 14 p ierw iastków  których biologiczna niezbędność jest prawdopodobna. Z po­
zostałych p ierw iastków  — 14 odgryw a w  niskich daw kach pozytyw ną rolę z uw agi 
na w łaściw ości stym ulacyjne. Tak w ięc, dla w iększości lepiej rozeznanych p ierw iast­
ków  można rozważać ich działanie biologiczne w  funkcji daw ki, do działania sty-  
m ulacyjnego w  dawkach niskich, poprzez terapeutyczne (jeśli istnieje) do toksycz­
nego w  dawkach w ysokich.

Książka stanow i w artością pozycję i przyda się nie tylko w ykładow com  tok­
sykologii, lecz także toksykologom  i biochem ikom  i badającym  m etaboliczną rolę 
m etali.

J. K. P io trow sk i

Recent Developments in Mass Spectrometry in Biochemistry 
and Medicine, tom 1

Red. A. Frigerio, 

Plenum  Press, 1978, N ew  York, stron 658, cena $ 66.

W om aw ianej książce przedstawiono 52 prace prezentow ane na „4',h International 
Sym posium  on Mass Spectrom etry in B iochem istry and M edicine”, które odbyło  
się w  R iva del Garda w e W łoszech w  czerw cu 1977 roku. Książka ta stanow i kon­
tynuację i rozszerzenie m onografii „Mass Spectrom etry in Drug M etabolism ” opartej 
na m ateriałach M iędzynarodowego Sym pozjum  „Mass Spectrom etry in Drug M eta­
bolism ”, M ediolan 1976, recenzję której zam ieszczono w  Postępach Biochemii  24, 
(1978) 422—423.

Zaletą spektrom etrii m asowej jest stosow anie bardzo m ałych, śladow ych ilości 
substancji badanych oraz m ożliw ość autom atyzacji w  przypadku dłuższych serii 
pom iarów  (np. przem ysł, ochrona środow iska, m edycyna). Spektrom etria m asowa  
um ożliw ia ustalanie struktury różnych zw iązków  chem icznych, jakościow e i ilościow e
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badanie m ieszanin, oznaczanie aktyw ności niektórych enzym ów , badanie metabolizm u  
różnych substancji b iologicznie czynnych. Tak szeroki zakres stosow alności metody 
zaw dzięczam y połączeniu now oczesnych technik spektrom etrii m asowej (np. chemic-  
al ionization, field desorption  itd.) z chrom atografią gazową i w ysokociśnieniow ą  
chrom atografią cieczową oraz z techniką kom puterową.

Zgromadzone w  książce artykuły obejm ują szeroki zakres zastosowań spektro­
m etrii m asowej w  biochem ii, m edycynie, farm akologii i w  ochronie naturalnego  
środow iska człow ieka. O m ówione są tu zastosow ania spektrom etrii m asowej do 
badania m etabolizm u różnych leków , charakterystyki dystrybucji leków  i ich po­
chodnych w  organizm ie oraz ich w ydalanie. Przedstaw iono w ykorzystanie spektro­
m etrii m asowej w  m edycynie do badania funkcji oddechow ej, do ciągłego ozna­
czania parcjalnych ciśnień tlenu i dw utlenku w ęgla  w e krw i in vivo,  w  powietrzu  
w dychanym  i w ydychanym  a także do badania m etabolitów  charakterystycznych  
dla różnych stanów  chorobowych. W zw iązku z w ielką w agą przykładaną obecnie 
w  pediatrii do genetycznie uw arunkow anych zaburzeń m etabolicznych, które po 
opanow aniu chorób zakaźnych są jednym  z najw ażniejszych problem ów, interesu­
jące w ydaje się być oznaczanie in v ivo  aktyw ności enzym u hydroksylazy fenylo- 
alaniny u heterozygot fenyloketonurii metodą spektrom etrii m asowej. Metodę tą 
można stosować ogólnie do oznaczania aktyw ności enzym ów  z grupy m onooksyge- 
naz. Szereg artykułów  pośw ięconych jest zagadnieniom  ochrony naturalnego środo­
w iska człow ieka. Dla osób pam iętających, szeroko op isyw any w  m asowych środkach 
przekazu, w ypadek w  Seveso w e W łoszech, gdzie 10 lipca 1976 roku bardzo gęsto  
zaludniony obszar został skażony jedną z najbardziej toksycznych substancji, a m ia­
now icie TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin), interesujące będą artykuły  
opisujące zastosow anie spektrom etrii m asowej do identyfikacji i pom iarów ilościo­
w ych TCDD w  tkankach zw ierząt i w  gazach po spaleniu skażonego m ateriału roślin­
nego. Poza tem atam i w ym ien ionym i pow yżej, poruszane są zagadnienia ustalania  
struktury różnych zw iązków , badania stereoizom erii, zagadnienie kom puteryzacji 
pom iarów i analizy w yników , aparatura itp.

W poszczególnych artykułach podane są w arunki pobierania i przygotow yw ania  
m ateriału, jego ew entualna obróbka, w arunki pom iaru i aparatura. Bogata biblio­
grafia, duża liczba zam ieszczonych w idm , szeroki zakres poruszanych tem atów  czynią  
tą książkę godną polecenia dla lekarzy, farm akologów , biochem ików  i chem ików. 
N ależy m ieć nadzieję, że książka ta przyczyni się do szerszego w prow adzenia spek­
trom etrii m asowej w  naszych laboratoriach i k linikach.

T. M ańkow ski

Oxygen Transport to Tissue, tom 2 

Red. J. Grotę, D. Reneau, G. T hew s

Plenum  Press, 1976, London, N ew  York, stron 782, cena $ 59,40.

Książka, stanowiąca 75 tom  serii „Advances in E xperim ental M edicine” w yd a­
w anej przez P lenum  Press, zaw iera m ateriały II Sym pozjum  M iędzynarodow ego  
T ow arzystw a Transportu T lenu do Tkanek, pośw ięcone tej problem atyce.

M ateriały ujęte są w  13 rozdziałach, odpow iadających sesjom  Sym pozjum , po­
św ięconym  różnym  aspektom  problem u. Zawierają one oryginalne referaty i do­
niesienia prezentow ane na Sym pozjum , wraz z dokum entacją w ynik ów  przedsta­
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w ianych badań oraz streszczenie dyskusji, przygotow ane przez specjalistę, który 
przew odniczył obradom odpow iedniej sesji.

Poszczególne rozdziały omawiają: (1) pom iary tlenu w e krw i, (2) utlenow anie  
krwi, (3) oddychanie tkankow e, (4) dyfuzję tlenu w e krw i i w tkankach, (5) m odele  
m atem atyczne transportu tlenu w e krw i i w  tkankach, (6) zaopatrzenie w  tlen  
ośrodkowego układu new ow ego (dwa rozdziały), (7) zaopatrzenie w  tlen różnych  
narządów, (8) w spólne aspekty zaopatrzenia w  tlen, (9) w ym ianę oddechow ą gazów
i m etabolizm  tkanki now otworow ej (dwa rozdziały), (11) zaopatrzenie w  tlen tkanki 
m ięśniow ej oraz (12) perinatalne zaopatrzenie w  tlen.

Jak w idać to już z zestaw ienia zaw artości książki, obejm uje ona w łaściw ie  
w szystk ie podstaw ow e aspekty transportu tlenu w  organizm ie.

W rozdziale dotyczącym  technik pom iarowych zwraca uw agę propozycja m eto­
dyki jednoczesnej rejestracji lokalnej tkankow ej prężności tlenu i aktyw ności b io­
elektrycznej tkanki nerw ow ej, opis techniki przeżyciowej lokalizacji elektrody tle ­
nowej w  badanej tkance (kłębek szyjny), propozycja metody stale napotykającego  
na bardzo duże trudności ciągłego rejestrowania P o2 w e krw i ludzi (autorzy stosują  
pomiar w  sztucznym  zespoleniu tętniczo-żylnym ), nadająca się rów nież do prac 
dośw iadczalnych. N ow e m ożliw ości pomiaru w ew nątrzkom órkow ego stężenia tlenu  
in situ  rokuje opisana w  jednej z prac metoda z w ykorzystaniem  kw asu pyreno- 
m asłow ego (PBA) (tłum ienie fluorescencji w  obecności tlenu).

Ponadto przedstaw ione są różne inne techniczne zagadnienia pom iarów tlenu  
w  tkankach.

W drugim  rozdziale zaleźć można now e inform acje o m echanizm ie w pływ u  
DPG na m etabolizm  erytrocytów  i ich funkcję transportu tlenu, o w p ływ ie zmian  
hem atokrytu na transport tlenu w  organizm ie i in.

K olejny rozdział przedstaw ia szereg aktualnych zagadnień kom órkowej kontroli 
oddychania m itochondrialnego związku pow inow actw a hem oglobiny do tlenu i za­
opatrzenia tkanek w  tlen, dysocjacji oksyhem oglobiny krw i ptaków  i in.

Istotne dane dotyczące zagadnień dyfuzji tlenu w  organizm ie zaw iera dalsza  
część książki. Szczególnie interesujące są prace pośw ięcone „ułatw ionej” (facilitated) 
dyfuzji tlenu i jej przebiegu w  obecności hem oglobiny i m ioglobiny oraz m atem a­
tycznej analizie procesu.

Próby m atem atycznego m odelowania oddechow ej funkcji krw i i dyfuzji tlenu  
w  tkankach zarysow ują now y kierunek opisu tych procesów. C iekawa jest propo­
zycja m atem atycznego m odelow ania transportu tlenu w  niedokrw istości oraz sto­
chastycznego m odelu transportu tlenu do mózgu.

Duża grupa prac pośw ięcona jest różnym  aspektom  transportu i utylizacji tlenu  
w  mózgu w  norm ie i dośw iadczalnej patologii. Na uw agę zasługuje tu m.in. praca 
dotycząca m ózgow ej reakcji tkankow ej na w strząs, hipoksję i udar, praca kw estio­
nująca zw iązek m iędzy w zrostem  m ózgowego przepływ u krw i a kw asicą m leczano- 
w ą w  hipoksji oraz podkreślająca znaczenie neurogennej kontroli m ózgow ych naczyń  
oporowych. N ow e i 'w ażne dane przynosi praca dotycząca zm ian rozm ieszczenia  
jonów  w  mózgu w  w yniku anoksji oraz farm akologicznej analizy autoregulacji 
prężności tlenu w  mózgu, z koncepcją „tkankowego czujnika tlenow ego” i in.

W innej części książki om ów ione są szczegółow e zagadnienia transportu tlenu  
do różnych tkanek (rogówka, siatków ka, nerki i in.).

W kolejnym  rozdziale przedstaw ione są m.in. now e dane dotyczące hetero- 
genności komórek pod w zględem  cech rozpuszczalności tlenu i czynników  fizycznych  
determ inujących w ysokie stężenie tlenu w  m itochondriach, zapotrzebow anie na tlen  
tkanki płucnej, zagadnienie funkcji chem oreceptorów  zatokow ych w  w arunkach  
hipoksji bez hiperkapnii, bardzo interesujące dane przem aw iające przeciw  koncepcji 
lokalnej kontroli zaopatrzenia jelit w  tlen z udziałem  m echanizm u m iogennego i in.

Liczne prace dotyczą w ym iany gazowej w  tkance now otw orow ej.
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W części dotyczącej zaopatrzenia w  tlen m ięśni zw racają uw agę m.in. badania 
dotyczące roli unerw ienia m ięśn i w  zapoczątkow yw aniu i podtrzym ywaniu w azodi- 
latacji zw iązanej z ich skurczam i, badania opisujące „spontaniczne” oscylacje pręż­
ności tlenu w  tkance m ięśn iow ej, dotyczące zmian m ikrokrążenia w  m ięśniu serco­
w ym  w  w arunkach hipoksji i hiperkapnii. Badania nad zw iązkiem  zaopatrzenia  
tkanek w  tlen i geom etrią kapilarów  podnoszą bardzo istotną i dyskusyjną kw estię  
fizjologicznego znaczenia anastom oz w  łożysku kapilarnym .

Reasum ując: recenzow ana książka jest dziełem  przedstaw iającym  bardzo cenny  
m ateriał dośw iadczalny i poglądy na tem at transportu tlenu do tkanek. K siążka za­
w iera w iele  danych orientujących w  postępie m etodycznym  w  tej dziedzinie a zara­
zem  inform uje o aktualnych kierunkach badań dotyczących problemu o kapitalnym  
znaczeniu poznaw czym , a n iejednokrotnie rów nież praktycznym .

W artość książki podnosi zw artość tekstu oraz eksponow anie zagadnień dysku­
syjnych i hipotez. Książka pow inna znaleźć się w  b ibliotece każdego zakładu fizjo­
logii, w ielu  zakładów  biochem ii i patologii (problemy hipoksji) i w  każdej k lin ice  
prow adzącej badania dośw iadczalne na zw ierzętach. Przy takich badaniach praw ie  
zaw sze w yłan ia  się bezpośrednio lub pośrednio problem  zaopatrzenia tkanek w  tlen.

S. K o z ło w sk i
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Redakcja zastrzega sobie m ożność skrócenia tekstu i w prowadzania poprawek  
nie w pływ ających na treść pracy.

P iśm iennictw o: w  artykule należy cytow ać prace oryginalne z ostatnich kilku  
lat oraz najw ażniejsze artykuły przeglądow e om aw iające przedstaw ioną dziedzinę 
z uw zględnieniem  artykułów  opublikowanych w  „Postępach B iochem ii”. W tekście 
należy podawać jedynie nazw iska badaczy, których prace m ają podstaw ow e znacze­
nie w  przedstawionej dziedzinie. O m awiane prace trzeba num erować w  kolejności ich  
cytow ania w  tekście. Wykaz p iśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone kolej­
nym i numeram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne w in ­
ny m ieć form ę zalecaną przez K om isję W ydawców Czasopism Biochem icznych M ię­
dzynarodowej U nii B iochem ików  (IUB) w edług Biochim. Biophys. Acta,  (1972), 276, 
(1) np.

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytując w ydaw nictw a książkow e podawać należy kolejno: nazwisko(a) in icjały auto- 
ra(ów), rok w ydania, tytu ł książki, nazwisko(a) i in icjały jej redaktorów(a), tom, 
pierw szą i ostatnią stronę cytow anej publikacji, nazw ę w ydaw nictw a oraz m iejsce 
w ydania, np.

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

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

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  num erow i użytem u w  tekście, oraz 
oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem ) nazw iskiem  pierw szego autora i początkow ym i 
w yrazam i tytułu pracy.

Tabele należy kolejno num erować cyfram i arabskimi. Tytuł tabeli i nagłów ki 
rubryk pow inny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich (jakiej) prac(y) po­
chodzą inform acje podane w  tabeli.

R yciny, tj. w ykresy, rysunki, schem aty lub fotografie należy opatrzyć numeracją  
W kolejności ich om ów ienia w  tekście. Przyjm uje się zasadę num eracji rycin cyfram i 
arabskim i, a wzory cyfram i rzym skim i. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) po­
w inny być w ykonane na papierze m atowym . Pozostałe ryciny należy w ykonać tu ­
szem na białym  papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie pow inien być 
m niejszy niż 10X15 cm, a naniesione lin ie nie pow inny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujm ujące w ykresy można w ykonać linią cieńszą niż linie w łaściw e w ykresu. Cyfry
i litery służące do opisu rysunku pow inny m ieć w ysokość nie m niejszą niż 5 mm. Na 
rysunkach nie należy um ieszczać opisów słow nych, lecz posługiw ać się skrótami. Osie 
w ykresów  natom iast w inny być opatrzone napisem  łatw o zrozum iałym . Dla oznacze­
nia punktów  dośw iadczalnych można stosować następujące sym bole: O □  A •  H  A.  
R ycinę należy opatrzyć na odw rocie oznaczeniem  „góra” i „dół” (ołówkiem ). Decyzję
0 stopniu zm niejszenia ryciny podejm uje w ydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinam i pow inny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Oznaczenia, których nie można w pisać na m aszynie, należy w yraźnie nanieść czar­
nym tuszem.

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

Redakcja prosi o w łaściw e pakow anie artykułów, aby zabezpieczyć m aszynopisy
1 ilustracje przed pogięciem.
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