POLSKIE TOWARZYSTWO  BIOCHEMICZNE

Postepy

Biochem i

1979 tom 25 nr 2

NAUKOWE




WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny obejmowaé syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie piSmien-
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostat-
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze krotkie noty informujgce o no-
wych i wazniejszych osiggnieciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
réwnoznaczne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowa-
na w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadaja za prawidtowos$¢ i Scisto$¢ podanych informacji. Autoréw obo-
wigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponosza autorzy. Artykuly honoruje sie weditug obowigzuja-
cych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia
na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zglosi¢ pisemnie odsytajgc prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréow o przestrzeganie nastgpujgcych wskazowek:

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

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych
pracuja autorzy, adres pocztowy, na ktoéry autorzy zyczag sobie otrzymywaé kores-
pondencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz—w prawym dolnym rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrotéw stoso-
wanych w pracy.

Strona 2 i nastgpne obejmuja tekst pracy do spisu piSmiennictwa witacznie, tabele,
spis rycin, wzoréw oraz tytuly i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podzial artykutu na rozdzialy i podrozdzia-
ty, ktérych tytuty rzeczowo winny informowa¢ o przedstawianych tresSciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialty numerujemy
liczhbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednig rzymska i arabskg (np. I-1.)- Tytu-
6w podrozdziatéw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowaé. W tekscie nie
nalezy stosowaé¢ zadnych podkres$len ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otdwkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekscie nie nalezy umieszczac
zadnych tablic, rycin czy wzordéw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawac
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrocenie szczegbélnej uwagi na poprawno$¢ jezykowa
tekstu a takze na Scisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
o niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jesli niektédre z nich
bywaja uzywane w pracach obcojezycznych.
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Post. Blochem., 25, 115—117 (1979)

DO AUTOROW | CZYTELNIKOW

OD REDAKCJI | RADY REDAKCYJNEJ POSTEPOW BIOCHEMII

\

Zbliza sie do konca 25-ty tom Postep6w Biochemii a z nim pierwsze
dwudziestopieciolecie naszego kwartalnika. Jubileuszowe daty zwykle sa
okazja do refleksji o charakterze raczej retrospektywnym, my za$ pragnie-
my sie podzieli¢ z naszymi Autorami i Czytelnikami refleksjami dotycza-
cymi przysztosci a nie przesztosci. Chcemy wspdélnie z Wami zastanowic
sie, jaki ma by¢ nasz kwartalnik w latach nadchodzgcych, czy taki sam
jak dotad, czy tez nalezy go zmieni¢, i jak?

Mozna by tutaj zapytaé: dlaczego w ogoble rozwaza¢ potrzebe wpro-
wadzania zmian, skoro Postepy Biochemii takie, jakimi byty w chwili po-
wstania, przetrwaty pomyslnie przez tyle lat w niezmienionej formie. Sg
one jednym z nielicznych czasopism przegladowych w naszym obszarze
geograficznym uwzglednianych w Current Contents; postugujg sie nim
liczne uczelnie na saminariach studenckich i doktoranckich; krag czytel-
nikow jest szeroki i utrzymuje sie na niezmienionym poziomie prawie po
poczatku wydawania Postepéw Biochemii. Ale — tempora mutantur....
i znimi zmieniajg sie potrzeby.

Postepy Biochemii powstaty jako pismo, dostarczajgce wyczerpujacych
a jednoczes$nie stosunkowo zwieztych informacji o stanie wiedzy w réz-
nych dziedzinach biochemii. Nie ulega kwestii, ze tak musi by¢ rowniez
i w przysztoSci. Zatozycielom Postepdéw Biochemii przySwiecat jednak
jeszcze jeden cel, ktory — cho¢ nigdy formalnie nie ogtoszony — nakta-
dat na redakcje powazne obowiagzki i duzg odpowiedzialno$¢: uczenie
mtodych adeptdw biochemii sposobu pisania prac naukowych. Stad tez
tak znaczng czes$¢ artykutow stanowity odpowiednio przepracowane wste-
py do rozpraw doktorskich i habilitacyjnych. W rezultacie w Postepach
Biochemii przewazaly artykuty monograficzne przeznaczone gtéwnie dla
tych, ktorzy chcieli sie zapoznaé z jaka$ dziedzing biochemii, czesto
w zwigzku z podejmowaniem nowego, czy pierwszego tematu pracy ba-
dawczej. Dzi$ jednak 6wcze$ni miodzi adepci biochemii, a obecnie docenci
i profesorowie, sami schylajg swoje posiwiate skronie (lub powinni to
czyni¢....) nad mniej lub bardziej udanymi manuskryptami swych uczniéw.
Funkcja dydaktyczna Postepow Biochemii, cho¢ nadal nie mniej wazna,
schodzi jednak na nieco dalszy plan nowe bowiem pojawiajg sie potrzeby.

Wszedzie na Swiecie narastajg trudnosci w nadgzaniu aa piSmiennict-
wem w zwigzku z wykladniczo rosngcg liczbg publikacji coraz bardziej
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rozproszonych w coraz liczniejszych czasopismach. U nas trudnosci takie
odczuwa sie tym dotkliwiej, ze biblioteki sg na og6t ubogie i pogarsza sie
dostep do czasopism a nawet wydawnictw zbiorczych ,, Annual Reviews...”,
czy ,,Advances in.”, Postepy Biochemii winny tagodzi¢ te niebezpieczng
dla rozwoju naszej dyscypliny sytuacje w miare swoich mozliwosci. Nie
zamierzamy jednak odwodzi¢ naszych Autoréw od pisania waskotematycz-
nych artykutdw typu monograficznego, lecz chcemy zacheca¢ do pisania
rowniez artykutdw nieco szerzej traktujacych omawiane problemy, sta-
nowigcych przeglad najnowszych osiggnie¢ w wybranej dziedzinie. W od-
roznieniu od artykutdéw monograficznych artykuty o szerszej tematyce
nalezy, podobnie jak w ,,Annual Reviews...” adresowac nie do czytelnika
wchodzgcego w nowy dla niego dziat biochemii, lecz do biochemika, kt6ry
w danej dziedzinie juz pracuje, aby mu utatwié¢ herkulesowy (a moze —
jak by powiedziat pesymista — Syzyfowy) trud przyswajania sobie po-
trzebnego mu piSmiennictwa. Nie mogga to by¢, oczywiscie, proste kompi-
lacje, lecz wewnetrznie sp6jne, poprawne jezykowo prace z odnos$nikami
do piSmiennictwa za ostatni rok lub dwa lata. Wolne od gwary laborato-
ryjnej takie artykuty przeglagdowe cechowaé moze jezyk nieco bardziej
hermetyczny niz stosowany w typowych artykutach monograficznych.

We wszystkich naukach scistych a przede wszystkim w naukach bio-
logicznych, obserwuje sie juz od szeregu lat szczegdlne zjawisko: z jednej
strony — waska specjalizacja staje sie warunkiem osiagniecia efektywne-
go postepu w badaniach, z drugiej za$ — szybko narasta wspoétzaleznos¢
rozwoju miedzy réznymi pozornie odlegtymi dyscyplinami wiedzy. Wy-
twarza sie sytuacja konfliktowa, zeby nie powiedzie¢ kompleksorodna,
bedaca przedmiotem troski wielu czasopism (i nie tylko czasopism) na
Swiecie. Pamietajgc, ze Postepy Biochemii sa pismem biochemicznym a nie
og6lnonaukowym chcielibySmy choc¢by anonsowaé naszym czytelnikom
rézne wazne, czy nawet tylko potencjalnie wazne osiggniecia naukowe
w rozmaitych dziedzinach biochemii i nauk pokrewnych, za nim zostang
one omoéwione w szerszym artykule. Dlatego tez planujemy utworzenie
w Postepach Biochemii dziatu pod tytutem ,,Nowe w biochemii”. Publiko-
waé tu bedziemy krdétkie, 1-2 stronicowe noty oparte na kilku zaledwie,
SciSle ze sobg zwigzanych publikacjach. Autor takiej noty winien jasno
wytozy¢ dlaczego uwaza, ze omawiany przez niego temat jest wazny
i uczyni¢ to jezykiem prostym, dostepnym dla' niespecjalisty, bez pseudo-
popularyzujacej maniery. Jest to zadanie trudne, ale — wbrew pozorom —
przynoszgce uznanie i wdzieczno$¢ czytelnikéw. To, co nazywa sie ,.cyklem
produkcyjnym” wydawnictwa, a na co Redakcja Postepow Biochemii nie
ma zadnego wptywu, sprawia, ze termin ukazania sie noty w dziale ,,Nowe
w biochemii” wynosi¢ bedzie 6—7 miesiecy. Robimy jednakze starania,
aby pare not méc publikowaé w kazdym zeszycie w czasie krotszym.

Zamierzamy ponadto wznowié¢ dziat: Kronike z zycia Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego i dazy¢ by w miare nadsytanych materiatdw,
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pojawiatl sie on w kazdym zeszycie. Utrzymane zostang dzialy: Sprawo-
zdania i Recenzje. Postepy Biochemii od pewnego czasu otrzymujag wiele
ksigzek do recenzji od réznych wydawnictw zagranicznych; zadziwiajacy
jest fakt, ze wydawnictwa polskie swoich ksiazek do recenzji nigdy nie
przysytaja. Jak dotad wiekszo$¢ recenzji w naszym kwartalniku miata
do$¢ formalny charakter. Zamierzamy tu proponowaé¢ pewng inowacje.
Z zazdro$cig bowiem mozna czytaé — w wielu nie tylko humanistycznych
czasopismach — piekne nieraz obszerne recenzje oceniajagce na szerszym
tle omawiane w ksigzce zagadnienia i poglady oraz spos6b ich przedsta-
wienia. Otéz taki wiasnie rodzaj recenzji, zblizony bardziej do eseju niz
do suchego streszczenia, chcielibySmy cze$ciej widzie¢ w Postepach Bio-
chemii. Prosimy o zgtaszanie gotowosci do pisania takich recenzji z po-
daniem tematyki i preferowanego jezyka ksigzki. Autor recenzji oprdcz
honorarium otrzymuje oczywiscie ksigzke na witasnosé.

PrzedstawiliSmy nasze refleksje i wynikajace z nich propozycje. Pro-
simy o ich dyskusje oraz dalsze sugestie i wnioski— w redagowaniu bo-
wiem czasopisma niezmiennie potrzebny jest kontakt z czytelnikami.
Kwartalnik nasz jest wspdlnym dobrem calej spoteczno$ci biochemicznej
i nie moze w petni spetnia¢ swego zadania, jezeli Czytelnicy nie stajg sie
wspotwadrcami jego programu wydawniczego.
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KRYSTIAN KALETHA %)

Wyznaczanie parametréw Kinetycznych reakcji enzymatycznej
przy uzyciu scatkowanej postaci rownania szybkosci reakcji

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

Spis tresci

1. Wstep

1. Scatkowana posta¢ rownania szybkosci reakcji enzymatycznej
11-1. Reakcje niehamowane przez nagromadzajacy sie produkt

11-2. Reakcje hamowane przez nagromadzajacy sie produkt

11-3. Reakcje odwracalne i wielosubstratowe

I1l.  Uwagi koncowe

Contents

l. Introduction

1. Integrated rate equation for enzyme-catalysed reaction
11-1. Reactions uninhibited by the product

11-2. Reactions inhibited by the product

11-3. Reversible and multisubstrate reactions

I1l.  Concluding remarks

I. Wstep

W przebiegu kazdej reakcji enzymatycznej wyrdzni¢ mozemy trzy,
wyraznie oddzielone od siebie w czasie fazy (1). Pierwsza z nich zwana
prestacjonarng lub przejsciowg (transient phase) trwa bardzo krdtko (kil-
ka milisekund) i rozpoczyna sie z chwilg dodania enzymu do mieszaniny
inkubacyjnej. Zgodnie z klasyczng teorig Michaelisa prowadzi to do na-

*) Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Medycznej, Akademia Medyczna,
Debinki 1, 80-211 Gdansk

Autor uczestniczy w realizacji Problemu MR 11-15 01, 02 koordynowanego przez Politech-
nike Wroctawska.
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tychmiastowego wytworzenia sie kompleksu enzym-substrat (EA), ktdry
po uprzedniej aktywacji rozktada sie z odtworzeniem wolnej formy enzy-
mu (E) i wytworzeniem produktu reakcji (P). W fazie prestacjonarnej,
stezenie kompleksu EA poczatkowo szybko wzrasta, po czym szybko$¢
jego tworzenia zostaje zr6wnowazona szybkoscig rozktadu. Wtedy stezenie
kompleksu enzym-substrat ustala sie na okreSlonym poziomie a szybko$¢
reakcji osigga warto$é statg — rozpoczyna sie druga faza reakcji zwana
fazg stacjonarng lub inaczej faza szybkos$ci poczatkowej (initial velocity
phase). Charakterystyczng cecha fazy stacjonarnej jest to, ze w czasie jej
trwania ilos¢ wytwarzanego w jednostce czasu produktu (lub rozktadane-
go w jednostce czasu substratu) jest stata — zatem w fazie tej reakcja
enzymatyczna przebiega wedle kinetyki rzedu zerowego. Faza stacjonarna
w przeciwienstwie do prestacjonarnej trwa wystarczajgco diugo, aby
mozliwe byto dokonanie odpowiednich pomiaréw szyboksSci reakcji bez
pomocy technik wymagajacych specjalnej aparatury. Z chwila, Kkiedy
stezenie zuzywajgcego sie substratu obnizy sie na tyle, ze przestaje wysy-
ca¢ enzym, kinetyka reakcji enzymatycznej zmienia sie z zerorzedowej
na pierwszorzedowsg i rozpoczyna sie trzeci, ostatni etap reakcji zwany fa-
z3 poststacjonarng (Rye. 1).

A
1,0 . Stan réwnowagi
| dynamicznej
I
0,8} S TR e R A e e
Faza prestajonarna | Faza stacjonarna , Faza postacjonarna
= ! |
"Q | 1
s 0,6 " ‘
> .
> i :
|
0,41 (
! |
0,2 |
|
0 L " i ) . Lo
10 10% 107* 107® 102 107 1 10 102 10° 104
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Ryc. 1. Skala czasowa reakcji enzymatycznej przebiegajacej wedle mechanizmu
Michaelisa (schemat 1): k+i = 107M-1s~\ k-i = 103s-1, k+2 = 102s-1, k-2 = 0, [Alo =
= 2x10~4M, [E]0 = 10-8M (19).

W reakcji enzymatycznej przebiegajgcej wedle najprostszego, ujetego
w schemacie 1 mechanizmu,

K+i k+2
E+A35EA — E+P

Schemat 1
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produkt wytwarza sie w drugim etapie reakcji okreSlonym przez stalg
szybkosci k+2, a szybkos$¢ reakcji wyrazona zuzyciem substratu w czasie
okreslona jest wzorem:

(1.1) V=" A =k +J[EA]

Chwilowe stezenie kompleksu EA determinujgce szybkos$¢ reakcji prze-
biegajacej wedle schematu 1 wyraza sie r6znicg szybkosci jego tworzenia
i rozktadu. Majac na wzgledzie ro6wnanie zachowania masy,

(12) ([E]0-[EA]) + [EA] = [E]O

szybko$¢ zmian stezenia kompleksu EA przedstawi¢ mozna rOwnaniem,

(1.3) -~ 1 =k+i([EJ0EA]) [A] —Kk_i [EA] —k+2[EA],
skad otrzymujemy, ze:

k+1[E]o[AJ-d[EA]/dt

a4 EAT= i A+ ki + k2

W pierwszej, prestacjonarnej fazie reakcji stezenie kompleksu EA
w mieszaninie inkubacyjnej szybko wzrasta, stad wzo6r okres$lajacy jego
stezenie, otrzymany po scatkowaniu réwnania (1.3.) ma nastepujgcg po-
stac:

(1 5) fEAI = K 1[E]o[Al {1 E+<el>t)F&I]~+(II(<_I= (AL ok~ 1+ ki2)*)

Po podstawieniu powyzszego do zalezno$ci 1.1. otrzymujemy réwnanie
szybkosci enzymatycznej w fazie prestacjonarnej:

V[A] {1 —exp [—(k+![A] + k_t + k+2)t]}
(L6) V = mememememeeeee [ ’

gdzie Km= k k—E-il-(—l okresla tzw. statg Michaelisa, a V = k+2[E]0szybkos¢
maksymalng reakcji.

Zgodnie z zatozeniami Briggsa i Haldane’a po krotkim czasie odpowia-
dajgcym fazie prestacjonarnej w mieszaninie inkubacyjnej dochodzi do
ustalenia sie tzw. stanu réwnowagi dynamicznej (steady state). W stanie
robwnowagi dynamicznej chwilowe zmiany stezenia kompleksu enzym—
substrat sg tak niewielkie, ze wobec duzej szybkosci tworzenia tego kom-
pleksu uzna¢ je mozna za nieistotne (k+lE]JQJA] i>>d[EA]/dt) i popetniajac
niewielki btad przyja¢ za state, tzn. d[EA]/dt = 0. W tej sytuacji wyraze-
nie w liczniku we wzorze (1.4.) upraszcza sie a rownanie szybkos$ci reakcji
enzymatycznej w fazie stacjonarnej przyjmie postac:

a7) y=  k+1k+2[E0]A] _ VIA]
K+i[Al+ k_i+k+2  Km+[A]
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Przyjete przez Briggsa i Haldane’a zatozenia istnienia stanu réwnowa-
gi dynamicznej stanowia podstawe do wyprowadzenia wiekszosci réwnan
kinetycznych w enzymologii. Istnieje kilka réwnowaznych sposobow de-
finiowania warunkéw koniecznych do osiagniecia stanu réwnowagi dy-
namicznej w przebiegu reakcji enzymatycznej; zawsze jednak zaktada sie
spetnienie nastepujacych zatozen (2):

a) stezenie kompleksu posredniego (tzn. kompleksu EA) jest state, lub
co najwyzej szybko$¢ zmian jego stezenia jest minimalna w poréwnaniu
z szybkoscig reakcji (tzn. d[EA]/dt =*0).

b) szybko$¢ zuzywania sie substratu oraz wytwarzania sie produktu
w czasie sg jednakowe i state (tzn. -d[A]/dt = d[P]/dt = const).

c) stezenie substratu jest znacznie wyzsze od stezenia enzymu (tzn.
[A] > [E],).

Po osiggnieciu stanu réwnowagi dynamicznej, we wczesnym okresie
przebiegu reakcji, kiedy aktualne stezenie substratu nie odbiega zbytnio
od stezenia wyjsciowego, a stezenie nagromadzajgcego sie produktu jest
jeszcze minimalne, przyjecie zatozenia: [A] = [A]O oraz [P]0= 0, gdzie
[Alo i [P]Oto odpowiednio stezenia substratu i produktu w czasie t = 0,
nie wptywa istotnie na warto$¢ wyznaczonych parametréw Kkinetycz-
nych. W pézniejszym jednak okresie przebiegu reakcji zmiany w steze-
niu substratu i produktu sg juz tak znaczne, ze zatozenie powyzsze prze-
staje by¢ stuszne, a stezenie kompleksu EA wyraza sie teraz wzorem:

(18) [EA] = 7+ [EJO([AJ0—P])
k_i + k+2+ k+1(JA]JO—P])
Stad réwnanie szybkosci reakcji enzymatycznej w poststacjonarnej
fazie jej przebiegu ma posta¢ nastepujaca:

(19) y=  k+1lk+2[E]o'([AJo-[P]) _ V([A]O-[P])
k_x+ k+2+ k+x([Alo- [P]) Kin+ [A]O- [P]

Il. Scatkowana posta¢ réwnania szybkos$ci reakcji enzymatycznej

Réwnanie kinetyczne przedstawi¢ mozna w dwu réznych postaciach

a) jako zalezno$¢ wyrazajagcg zmiany stezenia reaktantdw w czasie,
lub

b) jako zalezno$¢ wyrazajaca szybko$¢ reakcji od zmian stezenia reak-
tantow.

W przeciwienstwie do chemikéw, ktorzy w swych badaniach preferujg
pierwszy ze sposobOw opisywania badanych proceséw kinetycznych, bio-
chemicy w swych badaniach wytgcznie prawie korzystajg z drugiego.
Sytuacja ta ma swoje uwarunkowanie historyczne. Préby prostego prze-
niesienia zasad wyprowadzania réwnan kinetycznych stosowanych przy
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badaniu zwyktych, niekatalizowanych reakcji chemicznych na reakcje
biologiczne napotkaty na wiele zasadniczych trudnos$ci zwigzanych ze
specyfikg tych reakcji, o ktérej niewiele wiedziano w latach kiedy przy-
stepowano do badan enzymologicznych. Wykazanie przez Michaelisa
i Menten, ze stosujac pomiary poczatkowych szybkosci reakcji trudnosci
te w znacznym stopniu mozna wyeliminowaé, spowodowato catkowite
prawie zarzucenie pierwszej z wymienionych metod badawczych. Wpro-
wadzona przez tych badaczy, obecnie powszechnie stosowana metoda ba-
dah kinetycznych polega na przeprowadzaniu w warunkach stanu réwno-
wagi dynamicznej pomiarow poczatkowej szybkosci reakcji dla szeregu
réznych poczatkowych stezen substratu. Wyliczone poczatkowe szybkosci
reakcji stanowig nastepnie podstawe do wyznaczenia podstawowych para-
metrow kinetycznych reakcji takich jak stata Michaelisa (Km) i szybko$é
maksymalna (V), najczesciej w oparciu o réznorodne metody graficzne
bazujace na rozniczkowej postaci réwnania szybkosci reakcji (réwnanie

Zaletg badan przeprowadzanych w tych warunkach jest to, ze pozwa-
laja one wykluczy¢ z rozwazan komplikujagcy wplyw jaki na przebieg
reakcji wywiera¢ moga efekty zwigzane z nadmiernym zuzyciem sie sub-
stratu jak i nagromadzaniem sie produktu w czasie przebiegu reakcji. Fakt
ten, jak réwniez wynikajgca z pewnego schematyzmu prostota postepo-
wania przy opracowywaniu wynikdw, jest gtdwng jak sie wydaje przy-
czyng duzej popularnosci metody wyznaczania parametrow kinetycznych
reakcji opartej o pomiar szybkos$ci poczatkowych, mimo iz dla wyznaczenia
ich wymagana jest niekiedy znaczna liczba pomiarow. Metoda ta obarczo-
na jest jednakze pewnymi wadami, wsrdd ktorych wymienié nalezy prze-
de wszystkim to, ze w wielu wypadkach doktadne wyliczenie ekstrapolo-

5 [Alo

Procent btedu
o

Ryc. 2. Zalezno$é¢ doktadnosci obliczen O 10 20 30 40 50 60

szybkosci poczatkowej reakcji od stop- Postep reakcji wyrazony w procentach
nia zaawansowania jej przebiegu (3). zuzycia substratu
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wanej do czasu zerowego szybkoSci poczatkowej nie jest mozliwe. Aby
otrzymana z pomiarow dos$wiadczalnych szybko$¢ reakcji stanowita dobre
przyblizenie szybkosci poczatkowej, zgodnie z wspomnianymi wyzej za-
fozeniami, wymaga sie aby stopien zaawansowania reakcji nie byt zbyt
duzy. Wykazano (3), ze przy stopniu zaawansowania reakcji odpowiadajg-
cemu 10°0 zuzycia substratu, przyjecie zatozenia: v = A [A]/t, gdzie
A [A] = [A]0—[A]t, obcigza warto$¢ wyliczonej szybkos$ci reakcji btedem
ponad 5% -towym (Ryc. 2). Ponadto metoda ta zaprzepaszcza wiele do-
datkowych informacji jakie uzyskaé mozna badajac przebieg reakcji
w dalszych jej stadiach. Na fakt ten zwraca ostatnio uwage wielu bada-
czy starajgc sie podkre$li¢ znaczenie dokonania analizy kinetycznej pet-
nego przebiegu badanej reakcji enzymatycznej.

Proby wykorzystania dla analizy kinetycznej catej krzywej przebiegu
reakcji enzymatycznej idg zasadniczo w dwu kierunkach. Wiekszo$é z nich
bazuje na scatkowanej postaci réwnania szybkosci reakcji, podczas gdy
niektére inne (4, 5, 6) opierajag sie na rozniczkowej jego postaci. Sposoby
wyznaczania parametrow kinetycznych wykorzystujgce analize peinej
krzywej przebiegu reakcji podzieli€ mozemy na graficzne i rachunkowe.
Te ostatnie wykorzystujg najczeSciej technike komputerowa i opieraja
sie na ré6znych metodach rachunku numerycznego i statystyki.

I1-1. Reakcje niehamowane przez nagromadzajacy sie produkt

Pierwszymi, ktérzy wykorzystali scatkowang posta¢ réwnania Michae-
lisa w celu wyznaczenia parametréw kinetycznych reakcji enzymatycznej
byli Walker i Schmidt (7). Na przyktadzie reakcji katalizowanej
przez dezaminaze histydyny wykazali oni, ze rGwnanie

(11-2) Vt = [P] + Kran{[A]o/([A]Jo —{P])}

otrzymane w wyniku scatkowania w przedziale czasowym [t0= O, t] row-
nania (1.9.), w warunkach kiedy przebieg reake-ji determinowany jest je-
dynie zuzywaniem sie substratu, moze by¢ uzyte do wyznaczenia statej
Michaelisa i szybkosci maksymalnej bez potrzeby wyznaczania poczatko-
wych szybkosci reakcji. Po przeksztatceniu rownania (I1.1.) do postaci:

(11.2) L in {[ALo/(AL - [P} = —(-K‘:) e

wida¢, ze rownanie to w ukladzie wspoétrzednych: jl In  [A]O([A], —

P
—PD} i opisuje linie prostg przecinajacg o$ odcietych w punkcie
o0 wartosci réwnej V io nachyleniu do tej osi rownym —1/Km (Ryc. 3).
Wobec zaleznosci: [A]+ [P] = [A]Q rownanie (I1.1) zapisa¢ mozemy w in-
nej, rbwnowaznej postaci:
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Ryc. 3. Wyznaczanie statej Michaelisa (Km) i szybko$ci maksymalnej reakcji (V) na
przyktadzie reakcji hydrolizy histydyny, katalizowanej przez dezaminaze histydy-
ny (7).

Ro6zne symbole na wykresie odpowiadajg réznym czasom inkubacji: (O) 2 godz., (A) 3 godz.,
<0) 4 godz.

(11.3) Vit = ([A]0- [A])+ Kmin ([AL/[A]),

skad otrzymujemy dalej zaleznos¢:
(11.4) = V- In([Alo/[A]).

Dokonujgc innych przeksztatcen réwnania 11.3. otrzymamy dwie dalsze
zaleznosci liniowe:

ATM t 1r([Alo~[AD1 Km
VAR IN([AJ0[AJ)  V LIn([AJV[A])I+ V

(IL6) ([Al.- [AD) = *"[([A 10-[AD] In([AL"/[A], + T *

Z postaci réwnania (11.5.) widaé, ze wykres zaleznosci t/In(JA]Q[A]) od
([A]J0—[AD/In(JA]O[Al) opisuje linie prosta przecinajgcag oS rzednych
w punkcie o wartosci KmV i o nachyleniu rownym 1/V przypominajgc
tym znany, stosowany w metodzie szybkosci poczatkowych wykres zalez-
nosci [A]/v od v. Podobnie réwnania (I1.4.) i (11.6.) okreslajg linie prostg
wyznaczajacg kinetyczne parametry reakcji w sposéb podobny jak w zna-
nych wykresach zaleznos$ci v-r-v/[A] i l/v-r-l/[A].

Omoéwione wyzej sposoby wyznaczania parametréw kinetycznych re-
akcji enzymatycznej przebiegajagcej wedle schematu 1, sg proste w kon-
strukcji i posiadajg te zalete, ze teoretycznie umozliwiajg ich wyznaczenie
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na podstawie danych uzyskanych z jednego tylko eksperymentu. Rzeczg
wazng przy konstruowaniu powyzszych wykreséw jest nie tylko to, aby
liczba punktéw wyznaczajacych linie prosta byta wystarczajagco duza,
lecz réwniez to, aby punkty te wybrane zostaty z odpowiednio rozlegtego
czasowo przedziatu przebiegu reakcji.

Zwroc¢my w tym miejscu uwage na specyficzng posta¢ rownan (11.4.)—
(11.6.). Po obu stronach kazdego z tych réwnan wystepuje zmienna [A].
W tej sytuacji kazdy btad spowodowany niedoktadnym okre$leniem war-
tosci tej zmiennej powoduje, ze obie wspotrzedne wyznaczajgce potozenie
punktdw na ptaszczyznie zostang nim réwniez obcigzone, w zwigzku
z czym punkty te zamiast uktada¢ sie wzdtuz linii prostej ukladajg sie
wzdtuz krzywej jak to przedstawia rycina 4. Rycina ta ilustruje znie-
ksztatcenia spowodowane niedoktadnym (obcigzonym = 2°/0 btedem) ozna-
czeniem stezenia powstajgcego produktu reakcji (8). Dogtebng analize tego
problemu przeprowadzili Atkins i Nimmo (9, 10), stosujgc regresje
liniowg (11) zaleznosci: [P]/t~M/t In(I —[P]/[A]0 w oparciu o symulowane
dla réznych wyjsciowych stezen substratu krzywe przebiegu reakcji. Jed-
nym z ciekawszych wnioskow jakie wyciggnieto na podstawie tej analizy
byto stwierdzenie wyraznej zaleznosci miedzy poczatkowym stezeniem
substratu a doktadnoscig i powtarzalnoscig wyliczen szukanych parame-
trow. Wyniki uzyskiwane w warunkach, kiedy reakcje rozpoczynano przy
stezeniach wyzszych (w przyblizeniu rownych lub wyzszych anizeli steze-
nie odpowiadajace hipotetycznej statej Michaelisa) byty doktadniejsze
i bardziej powtarzalne (10).

Inny sposéb graficznego wyznaczania statej Michaelisa oraz szybkosci
maksymalnej reakcji enzymatycznej, bazujgcy réwniez na scatkowanej
postaci rownania szybkosci reakcji, w ktorym wspd6irzedne jej przebiegu
(stezenie produktu, czas) wyrazono tym razem ich wartosciami wzgledny-

Ryc. 4. Wplyw niedoktad-
nosci w oznaczeniu stezenia
powstajacego produktu re-
akcji (P) na rozktad punk-
tébw na wykresie zalezno$ci
1/t In[[A]o/([A]lo —P])I "-4-
-r- [P]/t.

Punkty na linii prostej obra-
zuja idealny, nieobcigzony bte-
dem rozkiad punktéw; punkty
uktadajace sie na krzywych
obrazujag wpiyw niedoktadnos-
ci wynikajacych z zawyzenia
0 2% (krzywa goérna), lub zani-
zenia 0 2% (krzywa dolna) pra-
widtowej warto$ci stezenia pro-
duktu.

0,2}
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mi podali Klesow i Berezin (12). Jezeli D jest dowolnym, cha-
rakterystycznym parametrem, opisujacym zachowanie sie uktadu reagu-
jacego w czasie, np. absorbancja, to zmieniajgce sie w czasie stezenie pro-
duktu reakcji (P) opisaé mozna zaleznoscig: [P] = L(D —DO0, gdzie L jest
pewnym wspo6iczynnikiem a DOi D oznaczajg wartosci jakie parametr D
przyjmie odpowiednio w poczgtkowym i biezgcym momencie reakcji. Dla
dwu dowolnych punktéw ti i t\ = ti+ A na osi odcietych (Ryc. 5), gdzie

D, =

ol

Rt t

Ryc. 5. Wykres obrazujacy przyrost stezenia produktu w czasie trwania reakcji en-
zymatycznej.
D jest dowolnym parametrem, ktéry zmieniajac swa warto$¢ opisuje postep reakcji (12).

A jest pewnym, ustalonym w danym doswiadczeniu przyrostem zmiennej
t, znaleZz¢ mozna odpowiadajace im poprzez przeksztatcenie (11.1) punkty
Di i D\ na osi rzednych. Tak wiec dla punktow ti i t\ mamy:

t L(D1-D0) t Kmt D®—Do

1" ~~V +"V_,nD0-D ?
L(P;-P,,) K D.-Do
*1+A~ \ + Vv d,~d;’

skad otrzymujemy, ze:

A L(Pi-DO , Km DA-Di
A= Vet AV N d AT

W ogélnosci dla dowolnej pary punktow ti, t\ stuszna jest zalezno$¢:
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ktéra wykre$lona w uktadzie: (Di—D”-Hn N przedstawia linie
"0—M

prostg o nachyleniu —KniL, przecinajacqg o$ rzednych w punkcie VA/L
(Ryc. 6).

A

5,0f
45}
4,0
3,5
> %
-
o
-~ 3’0
x
(o5
£ 20t
1,5
1.0- Ryc. 6. Wyznaczenie statej Michaelisa i
szybkos$ci maksymalnej reakcji na przy-
0,5 ktadzie hydrolizy acetylofenyloalanylolizy-
ny w reakcji katalizowanej przez trypsy-
0 77 ne (12).
Dos- Di Poczatkowe stezenie substratu: [A]0= 8X10—<M
' Doo—Di' (0). A =150 s lub [A]J0= 4X10—4M (), A. = 75s.

Dwukrotne scatkowanie réwnania Michaelisa prowadzi do zaleznosci

postaci: Ao
2 Std[A]

2Km [A]O
(11.8) [Alo —Zlg— = 7"“er ,
[A]0
w ktérym wartosé liczbowa catki oznaczonej S "t d[A] podzielona
0

przez poczatkowe stezenie substratu [A]O przy warunku t0= 0, okresla
»funkcje pola”, czyli pole powierzchni pod krzywg zmian stezenia sub-
stratu (produktu) w czasie przebiegu reakcji. Wykres zaleznosci S od ste-
zenia substratu, dla r6znych wartosci [A],, jest linig prostg o nachyleniu
1/V, przecinajgcg 0$ rzednych w punkcie 2 KmV. Powyzszy sposob wyzna-
czania parametréw kinetycznych reakcji enzymatycznej podany zostat
przez Banfielda (13).

Gwattowny rozwdj techniki komputerowej w ostatnich latach spowodo-
wat wiele zmian w sposobach opracowywania uzyskanych z pomiaréw do-
Swiadczalnych danych. W chwili obecnej istnieje szereg metod doktadnego
wyznaczania parametrow reakcji enzymatycznej przy uzyciu tej techniki.
Metody te wykorzystujg réznorodne, oparte na rachunku numerycznym
i statystyce sposoby bezposredniego rozwigzywania réwnania szybkosci
reakcji. W 1974 roku Fernley (14) utozyt program komputerowy dla
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Tabela 1
Poréwnanie doktadnosci obliczenn wartodci statej Michaelisa (Km) i szybkosci
maksymalnej reakcji (V) uzyskanych w wyniku przeprowadzenia analizy
krzywej przebiegu reakcji dwiema réznymi metodami: metoda regresji liniowej
1 (9) oraz metodg iteracyjng (14)
Wartosci Km i V sg dokfadnie réwne jeden (Km= V = 1)

metoda liniowa metoda iteracyjna
[Alo Km \Y Km \
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, efektywnej, iteracyjnej metody rozwigzywania réwnania postaci
(I1.1) Istota postepowania w tej metodzie (metoda Newtona rozwigzywania
rownan nieliniowych (15)) polega na wielokrotnym ,,poprawianiu” przyje-
tych arbitralnie wartosci Kmi V. ,,Poprawianie” to prowadzone jest az do
chwili, kiedy parametry te przyjmg warto$ci minimalizujgce odchylenie
Sredniokwadratowe wciaz od nowa wyliczanych, kolejnych wartosci ste-
zenia substratu [A] od wartosci [A] znajdowanych z krzywej przebiegu
reakcji. W poréwnaniu do metody Atkinsa i Nimmo (9) opartej
na liniowej regresji zaleznosci [P]/t od I/t In(I —[P]/[A]0 metode Fernleya
charakteryzuje duza precyzja i powtarzalno$¢ wyliczen wartosci szuka-
nych parametrow réwniez przy stosunkowo niskich, wyjsciowych steze-
niach substratu (16). Tabela 1 przedstawia wyniki obliczen stalej Michae-
lisa i szybkosci maksymalnej dla reakcji enzymatycznej przebiegajacej
wedle schematu 1 (str. 120), uzyskane po zastosowaniu obu wspomnianych
wyzej metod.

Prosty i efektywny sposdb wyznaczania parametréw Kkinetycznych
z krzywej przebiegu reakcji przedstawili niedawno Shyun-Long i
Sueller (17). Scatkowane rownanie szybkosci reakcji okreSlone wzorem

(I11.1.) przeksztatcili oni do postaci identycznej formalnie z transformacja
Linewaevera-Burke’a:

(H.9) l/v= 1N+ KmV[A],

gdzie v = ([Ali—[A]j)/A t jest tzw. Srednig szybkoScig reakcji, a [A] =
= ([A]i—[Alj)/2 tzw. srednim stezeniem substratu w przedziale czasowym
At = ti—tj. Podzielenie punktami krzywej przebiegu reakcji na odpowied-
nig liczbe rownych przedziatow pozwala wyznaczy¢ dla kazdego z nich
wartos¢ v i [A] (Ryc. 7). Odwrotnosci tych wartosci sg wspdtrzednymi
punktéow ukitadajgcych sie zgodnie z réwnaniem (11.9.) na linii prostej
o nachyleniu KmV i przecinajgcej o$ rzednych w punkcie 1/V. Biad apro-

2 Postepy Biochemii
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[A]
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(AN,
(AL N\t |
{ALQZ tie3 [
[Alis3 \ties
(Al (AL, .
i
[A]J ties Ryc. 7. Wyznaczenie wartosci v oraz
(Al tis2 [Al z krzywej przebiegu reakcji en-
(A2 Ndi3 Jin zymatycznej.
[A]M % ; [A]O odpowiada poczgtkowemu stezeniu sub-
0 ,,,J,“ stratu a [A], stezeniu substratu w czasie
czas t. (17).

ksymacji wynikajacy z zastgpienia wartosci v i [A] odpowiednio przez v
i [A] zalezy od wartos$ci liczbowej stosunku A[A]i/[A]i. Jezeli dtugos¢ prze-
dziatdw dzielagcych krzywa przebiegu reakcji jest tak dobrana, ze A [A]/
/[A]i <C0,3, to btad aproksymacji jest nieistotny (17). Uzyskane przy po-
mocy tego sposobu wyniki oznaczen statej Michaelisa i szybkosci maksy-
malnej, przeprowadzonych na przyktadzie konkretnych reakcji enzyma-
tycznych (reakcja katalizowana przez AMP-aminohydrolaze miesnia
szkieletowego krdlika oraz przez kinaze pirogronianowga z drozdzy), do-
wiodty jego duzej uzytecznosci praktycznej ze wzgledu na wysoka, poréw-
nywalng z uzyskiwang w metodach opartych o wyznaczanie szybkosSci po-
czatkowych precyzje pomiaru. Praktycznie, na przykiadzie reakcji kata-
lizowanych przez dehydrogenaze mleczanowg miesnia szkieletowego kré-
lika oraz przez kwasng fosfataze bulwy ziemniaka sprawdzona zostala
réwniez uzytecznos¢ innego, opartego na analizie krzywej przebiegu reak-
cji enzymatycznej metodami regresji nieliniowej (11) sposobu wyznacza-
nia parametréw kinetycznych reakcji, opublikowanego ostatnio w tym
samym czasopisSmie (18).

11-2. Reakcje hamowane przez nagromadzajacy sie produkt

Rozwazania dotychczasowe ograniczaty sie do szczegdlnego, przedsta-
wionego na schemacie 1 przypadku, w ktorym o reakcji enzymatycznej
zakladano, ze wytwarzany w trakcie jej przebiegu produkt nie wptywa
hamujaco na proces enzymatycznej katalizy. Rozpatrzmy teraz reakcje
enzymatyczng przebiegajgcg wedle mechanizmu przedstawionego na
schemacie 2:

kiy ki2
E+A{~EA —E+P

kss

E+P-kf_;EP,

Schemat 2
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w ktéorym zaktadamy, ze wytworzony w czasie reakcji produkt (P) jest
inhibitorem kompetycyjnym enzymu. Rdwnanie szybkos$ci reakcji ma
w tym przypadku posta¢ nastepujaca:

d[P] V([A10-[P])
dt Km(l + [P]/Kp) + [A]O-[P ]’

gdzie Kp jest statg dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor. Po scatko-
waniu otrzymujemy réwnanie:

(I1.12) Vt = (1- KmKP(AJ0- [A]) + Km(l - [AJUKp) In ([AJ0[A]),

(11.10)

ktére przeksztatcic mozna w réwnanie nastepujace:

t LA
W12 hqajeap T WKL S in qar Al UL+ [ATKp).
Z postaci tego réwnania wida¢, ze wykres zaleznosci t/In(JA]Q[A]) od
([A], —AD/In([A]Q[A]) dla réznych wartosci [A],, (przy relacji Kp< Km)

generuje rodzine linii prostych o nachyleniu *r (1—KmKp), przecinajacych

K
o$ rzednych w punkcie o wartosSci rownej -yr-n(l-V[A]UKp). Dla kazdej linii

prostej nalezacej do tej rodziny znaleZ¢ mozna punkt odpowiadajacy
warunkowi t = 0, ktérego wspdirzedne otrzymamy wyznaczajac granice

Nachylenia
(] ,\_/%M

/ Ni(?w\(r1x(

OBEe I S2 e
([A)~(a)/tn(( A1, /1A1)

Ryc. 8. Sposéb wyznaczania parametrow kinetycznych w przypadku kompetycyjnego
hamowania reakcji enzymatycznej przez nagromadzajacy sie produkt.

Punkty na wykresie (¢) reprezentujag dane uzyskane z szeSciu réznych, odpowiadajacych réz-
nym warto$ciom [A]O krzywych przebiegu reakcji. Dla kazdej wartosci poczatkowego stezenia
substratu [A]Q, otrzymano wartosci ekstrapolowane do zerowego czasu reakcji (0) w przecieciu
prostych przeprowadzonych przez punkty doswiadczalne () z odpowiednig prosta x = IA],.

Punkty doswiadczalne wybrano z przedzialu odpowiadajacego od 20 do 8&'/» zaawansowania
reakcji (19).

wn}
|

2
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wyrazen t/In([A]O[A]) i ([A]J0—[A]/In([A]C[A]). Poniewaz: lim t/In([A]0
t-»0

/[A]) = [A]OvO a lim [([A]J0—[A]/In (JA]Q[A])] = [A]Oprzeto punkt odpo-
t->0

wiadajacy warunkowi t = 0, lezgcy na kazdej linii nalezgcej do rodziny
linii prostych rownolegtych otrzymanych dla réznych wartosci [A],, ma
wspoltrzedne o wartosci [A]JOvOi [A]O(gdzie v0oznacza szybko$¢ poczatko-
wa reakcji) odpowiednio na osi rzednych i odcietych (19). Linia prosta
poprowadzona przez te punkty przecina o$ rzednych w punkcie KmV
a 0$ odcietych w punkcie —Kmi jest nachylona do niej pod katem okres-
lonym warto$cig 1/V. Ma ona zatem te samg charakterystyke co linia pros-
ta wykreslona w ukitadzie [A],/VO'HA]Jo w metodzie szybkosci poczatko-
wych (Ryc. 8).
Réwnanie (11.12.) przeksztatci¢é mozna w réwnania postaci:

(11.13) ([AJ0o—HAD/t = [VKp/(Kp-K m]-[K mKp+ [A]0)
In ([AJO[ADA(Kp—Km],
(11.14) t/([A]0- [A]) = (Kp- Km/VKP+ [Km(Kp4-[A]0)/VKF

[In([AJOTAD/(TAJO-[AD)].
Z postaci tych réwnan wida¢, ze wykresy zaleznosci: ([A]J0—[A])/t od
In([AQ/[AD/t jak réwniez t/([A]J0—[A]) od In([A]JQ[A]D/([A]0—[A]) dla
réznych wartosci [A]O opisujg rodziny linii prostych o nachyleniu odpo-
wiednio —Km (Kp+ [A]o)/(Kp—Km) i Km (Kp+ [A]O/VKp. W analogiczny
jak wyzej sposéb wykaza¢ mozna, ze punkty rodziny linii prostych wy-

T T T

([A]o— AN/t

In([A}O/[A])/t
Ryc. 9. Wykres zaleznosci ([A]J0—A]/t -f- In([A]Q[A])/t dla reakcji hydrolizy hydro-
ksyamidu acetylotyrozyny katalizowanej przez chymotrypsyne.

Punkty na wykresie otrzymano z siedmiu réznych, odpowiadajacych réznym wartosciom [A]Q
krzywych przebiegu reakcji. Wybrano je z przedzialu odpowiadajacego od 20 do 80°% zaawan-
sowania reakcji (20).
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kreslonych dla réznych warto$ci [A]Q spetniajace warunek: t = 0, maja
wspbtrzedne odpowiednio v,, i vO[A]Ooraz I/v0i 1/[A]O Linie proste popro-
wadzone przez punkty o tych wspotrzednych majg za$ nachylenie odpo-
wiednio —Km i KmV a przecinajg o$ rzednych w punkcie V lub 1/V,
a wiec analogicznie jak w dwu innych graficznych przedstawieniach li-
niowej transformacji réwnania Michaelisa stosowanych w metodzie
szybkosci poczatkowej (19, 20, 21, 22).

Rycina 9 przedstawia wykreslona dla reakcji hydrolizy acetylotyro-
zynohydroksyamidu, katalizowanej przez chymotrypsyne zaleznos¢ ([A]0"-
—[AD/t-rIn([A]JO[AD/t w ktorej to reakcji jeden z jej produktow (acety-
lotyrozyna) jest kompetycyjnym inhibitorem aktywnosci enzymatycz-
nej (20).

Nie tak rzadko mamy do czynienia z reakcjami enzymatycznymi prze-
biegajacymi z wytworzeniem Kkilku produktéw z ktérych kazdy kompe-
tycyjnie hamuje aktywno$¢ enzymu (Schemat 3):

E+AEA — E+P1+ P2+ ... +P,,

E+P~"EPi; E+P2"EP2...,
E+ Pn_‘K_(_'I’H-S P n
Schemat 3

Rownanie szybkosci reakcji ma wtedy posta¢ (20):
(11.15) VvVt = Km(l + [A]., 1/KBj) In ([AJO/[A]) + (1 - KmE /K F)
j=1 j=1
([Alo - [AD),

gdzie KPi, Kp2....., KRgto odpowiednie state dysocjacji kompleksow
utworzonych w trakcie odwracalnego wigzania sie enzymu z produktami
reakcji. W sytuacji tej wyznaczana stata inhibitorowa zdefiniowana jest
nastepujgco: 1/KP= V. 1/KPJ.

Majac do czynieglia{ z reakcjami przebiegajagcymi wedle schematu 3
najczesciej chodzi nam o okreslenie efektu jaki na przebieg katalizy en-
zymatycznej wywiera osobno kazdy z poszczeg6lnych produktéw. Dla
dokonania tego Foster i Niemann (20) zalecajag przeprowadzanie
pomiarow przebiegu reakcji w obecnosci réznych, okreslonych stezen kaz-
dego z produktéw dodanego do mieszaniny inkubacyjnej przed rozpocze-
ciem reakcji. ROownanie opisujace przebieg reakcji w tych warunkach ma
postac:

(11.16) Vt = (1-K mKP([A]0- [A]) + Km(l +[A]0/Kp+ [il/K,)
In([AL./[AD),
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gdzie [i] jest stezeniem dodanego przed rozpoczeciem reakcji produktu,
a Ki stalg dysocjacji kompleksu enzymu z badanym produktem reakcji.
Podany przez Boomana i Niemanna (23) sposéb wyznaczania
parametrow kinetycznych reakcji stanowi pewng modyfikacje sposobu
wyzej oméwionego. Po scatkowaniu w przedziale [t0= 0, t] rdwnania:

d[A] _ k+2[E][A]
dt k; +[A] °

gdzie k'+2 = k+2Kp/(Kp—Km), IC = KmKp+ [A],)/(Kp-K m)
n
a Kp= 1/(X! 1/Kp ), otrzymanego po odpowiednim przeksztatceniu row-

nania 11.101.::)trzymujemy zaleznos$¢ postaci:
t
(11.17) (J[ATdAD/([A].-[A]) = (2K; + [A],.)/2k;ZE] + [A]/2k;2E].

Wykres zaleznosci (Jj[A]dt)/([A]J0—[A]) od [A], gdzie warto$¢ [[A]dt wy-
0 0

liczcono metodgq Simpsona catkowania numerycznego (15), okres$la

rodzine linii prostych o nachyleniu 1/2k+2[E], przecinajgcych o$ rzednych

w punkcie (2Kro+ [A]0Q/2k+2[E] dla réznych wartosci [A]0. Na kazdej linii

nalezacej do tej rodziny istnieje punkt, ktérego wspodirzedne okreslone

sg przez warunek t = 0, tzn. odpowiadajacy sytuacji w ktérej [A] = [Al..

Wspoétrzedne te znalezé mozna badajgc granice wyrazen opisujagcych osie
t

uktadu wspdétrzednych. Poniewaz lim (i [A]ldt)/([A]J0—[A]) = [A]JQ(—d[A])/
t-o o
/dt) = [A]./v0oraz lim [A] = [A]l.. przeto wspodtrzedne punktéw lezgcych

t->0
na liniach prostych o nachyleniu 1/2k +2[E], ktére odpowiadajg warunkowi

t = 0 wynoszg odpowiednio [A]0vO i [A]O Linia prosta przeprowadzona
przez te punkty ma nachylenie I/k+2[E] = 1/V i przecina o$ rzednych
w punkcie KmK+2[E] = KmV a 0§ odcietych w punkcie —Km (Ryc. 10).
Dysponujgc wartosciami Kmi V, wartos¢ Kpwyliczy¢ mozna z nachylenia
linii przeprowadzonych przez punkty eksperymentalne (tzn. linii o nachy-
leniu 1/2k +2[E]) oraz zaleznosci: Kp= KmKré +[A]0/(Ki,-K m.

11-3. Reakcje odwracalne i wielosubstratowe

Rozwazania dotychczasowe ograniczaty sie do najprostszego przypadku
nieodwracalnej, jednosubstratowej reakcji przebiegajacej wedle jednego
z przytoczonych wyzej schematow. Alberty i Koerber (24) byli
pierwszymi, ktérzy zastosowali scatkowang posta¢ réwnania szybkosci
reakcji dla wyznaczenia parametrow kinetycznych odwracalnej, dajacej
sie ujag¢ schematem 4:
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Ryc. 10. Wykres zalezno$ci Jj[A]ldt/([A]0-[A]) -4- [A] dla reakcji hydrolizy hydroksy-
amidu tryptofanu (23).

t
Warto$¢ liczbowg J[A]dt obliczono metodg Simpsona catkowania numerycznego.
0

E+A==EX==fE + P

Schemat 4

reakcji enzymatycznej katalizowanej przez fumaraze. Rdéwnanie szyb-
kosci reakcji przebiegajacej wedle takiego schematu ma w warunkach
stanu rdwnowagi dynamicznej posta¢ nastepujaca:

ya vp
[A] [P] 'kp"

11.18 —d[A]/dt = d[P]/dt = . '
N i+7 1 4+'M
1+
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gdzie Va Vporaz Kf, Km to odpowiednio szybkos$ci maksymalne i state
Michaelisa dla obu kierunkéw reakcji. Po scatkowaniu réwnanie to przyj-
muje postac:

11.19 ST
(1119 K*T+ K [PI- 1+ ¥

AT
R

[z~ x)

S e BT VU

A 8
Jez {1t

gdzie [Pleq to stezenie produktu w stanie réwnowagi termodynamicznej
okreslonej statg réwnowagi:

Y _ [plea _ [Alo—Aleq [Plq  _
€@ [Ale [Aleq [AJ0-[P]ea  V*KL

Réwnanie 11.19. przeksztatci¢ mozna w taki sposéb, ze daje sie ono przed-
stawi¢ jako szereg potegowy postaci:

[PVt = a{L +bt[l +ct(..)]}
lub
—(1/t) In(1 —[P)/[Pleq) = a{l + pt[l+Yt(..)]},

gdzie a, b, c wzglednie a, @ vy, to wspbtczynniki szeregu wyrazone para-
metrami kinetycznymi reakcji. Ekstrapolujac zaleznos¢ [P]/t-~-t do czasu
zerowego, dla okre$lonego stezenia substratu wyznaczyé mozemy szyb-
ko$¢ poczatkowa reakcji. Znajgc szybkoSci poczatkowe reakcji dla dwu
przynajmniej stezen substratu, wartosci Kmi V wyznaczy¢ mozemy gra-
ficznie, wzglednie tez mozemy je wyliczy¢ z odpowiedniego wzoru (24).

Inny spos6b wykorzystania scatkowanego rownania szybkosci reakcji
dla wyznaczenia parametréw kinetycznych odwracalnej, jedno i dwu-
substratowej reakcji enzymatycznej przedstawit Sch wert (25). Opisana
przez niego metoda, sprawdzona na przykiadzie reakcji katalizowanej
przez dehydrogenaze mleczanowg (26) polega w og6lnosci na badaniu
przebiegu reakcji dla dwu rdznych wyjsciowych stezen substratu [A],.
Szukane parametry Kkinetyczne (Km V) otrzymujemy rozwigzujac uktad
dwu réwnan opisujacych krzywe przebiegu reakcji.

W miare postepu jaki dokonat sie ostatnio w badaniach kinetycznych,
mozliwe stato sie w wielu wypadkach wnikniecie w mechanizm badanej
reakcji enzymatycznej. Opisano do tej pory wiele rodzajéw mechanizmoéw
wedle ktdrych moga przebiega¢ reakcje enzymatyczne (27). Odpowiadajgce
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im réwnania szybkosci reakcji bardzo czesto majg posta¢ ztozona. Scatko-
wang postaé rownan szybkosci reakcji dla szeregu wielosubstratowych,
przebiegajacych wedle mechanizmoéw uporzadkowanych reakcji enzyma-
tycznych wyprowadzili Darvey i Wiliams (28, 29). Przeprowadzo-
na przez nich komputerowa analiza danych uzyskanych z pomiaréw przy-
rostu stezen produktow reakcji pozwolita ustali¢ czy krzywa przedsta-
wiajgca przebieg badanej reakcji odpowiada okreSlonemu, reprezentujg-
cemu konkretny mechanizm réwnaniu szybkosci, jak rowniez wyznaczyé
parametry kinetyczne reakcji. Wyznaczenie parametréw Kkinetycznych
reakcji przebiegajacej wedle mechanizmu typu Ping-Pong (aminotrans-
feraza asparaginianowa) na podstawie analizy krzywej przebiegu reakcji
metodg regresji nieliniowej opisane zostato ostatnio przez Duggleby i Mor-
risona (30).

I11. Uwagi kohcowe

Wspomniano wcze$niej, ze stosujagc przedstawione w tej pracy me-
tody w przypadku jednosubstratowej reakcji enzymatycznej, przebie-
gajacej wedle mechanizmu przedstawionego na schemacie 1, wyznaczy¢
mozna wartosci statej Michaelisa oraz szybkosci maksymalnej na podsta-
wie jednego tylko eksperymentu. Mozna by zatem uznaé, ze metody wy-
korzystujgce scatkowane rownanie szybkoSci reakcji sg bardziej efektyw-
ne, niz metody oparte na oznaczaniu szybkosci poczatkowej. Wniosek taki
jest jednak tylko czesSciowo stuszny. W badaniach kinetycznych chodzi
nam o to, aby parametry kinetyczne badanej reakcji wyznaczy¢ mozliwie
najdoktadniej.

Poszukujemy zatem metody precyzyjnej, dajacej wyniki doktadne
i powtarzalne. Z komputerowych analiz poréwnawczych przeprowadzo-
nych przez Nimmo i Atkinsa (16) oraz z prac innych autoréow (17,
18) wynika, ze metody wyznaczania parametrow kinetycznych reakcji
bazujgce na scatkowanym rownaniu szybkosci reakcji sg poréwnywalne
z metodami opierajacymi sie na wyznaczaniu szybkosci poczatkowych
reakcji zarowno jesli idzie o doktadno$¢ jak i powtarzalno$¢ otrzymywa-
nych oznaczen. Metoda iteracyjna Fernleya (14) daje w tym wzgle-
dzie szczegdlne dobre wyniki (16). W pewnych okolicznosciach metody te
moga by¢ jednak zawodne. Warto$ci parametrow kinetycznych wyliczone
na podstawie danych uzyskanych z jednego tylko eksperymentu moga by¢
obcigzone istotnymi nieraz btedami wynikajgcymi z nieuwzglednienia:

a) utraty aktywnosci enzymu w trakcie przeprowadzania pomiaru
jako skutku pojawiajgcej sie denaturacji enzymu oraz

b) hamowania aktywnosci enzymu przez nagromadzajacy sie produkt
reakcji.

Mozliwos$¢ popetnienia btedu wynikajgca z pojawiajacej sie w trakcie
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przeprowadzania eksperymentu denaturacji enzymu ma mniejsze zna-
czenie. Jedynie enzymy wyjatkowo mato stabilne ulegajg zmianom dena-
turacyjnym w tak krdtkim czasie jaki jest potrzebny do przeprowadzenia
eksperymentu. Jest to zjawisko rzadkie w szczegdlnoSci wtedy, kiedy
warunki przeprowadzania pomiarow odpowiadajg optymalnym warunkom
przebiegu reakcji. Przeprowadzenie pomiaréw w dwu réznych stezeniach
enzymu pozwala uchwyci¢ wystgpienie tego biedu (19).

Znacznie czesciej mozemy mie¢ do czynienia z btednym oznaczeniem
parametrow Kkinetycznych reakcji enzymatycznej wynikajacym z nie-
uwzglednienia hamujgcego wplywu nagromadzajgcego sie produktu na
przebieg enzymatycznej katalizy. Réwniez i w tym przypadku przepro-
wadzenie pomiaréw w kilku stezeniach substratu wyjasnia sytuacje (19).
Zatem o ile nie mamy wystarczajgco doktadnych informacji odnosnie
ewentualnosci»wystepowania hamowania reakcji przez nagromadzajacy
sie produkt, nie wolno nam poprzestawaé na dokonaniu jednego tylko
pomiaru. Najlepszym sposobem postepowania, kiedy parametry kinetycz-
ne wyznaczamy przy uzyciu metod wykorzystujagcych petng krzywa prze-
biegu reakcji jest zalozenie z g6ry mozliwosci popetnienia tego rodzaju
btedu i przeprowadzenie pomiardw przynajmniej w dwu réznych poczat-
kowych stezeniach substratu (19). Postepowanie takie nie tylko bowiem
wykluczy mozliwo$¢ uzyskania biednych oznaczehn wartosci statej Mi-
chaelisa i szybkosci maksymalnej reakcji, lecz takze, w przypadku kiedy
zaistnieje sytuacja okre$lona w punkcie b), mozliwe bedzie jednoczesne
wyznaczenie statej inhibitorowej produktu reakcji.

Reasumujac mozemy powiedzie¢, ze metody wyznaczania parametréw
kinetycznych reakcji enzymatycznej opierajagce sie o scatkowang postac
rownania szybkosci reakcji sg uzyteczne i rownie dobre jak stosowane
powszechnie metody opierajagce sie o wyznaczanie szybkosci poczatko-
wych. Ponadto w przypadku, kiedy z powodow zasadniczych (brak do-
statecznej iloSci enzymu lub substratu) liczba pomiaréw musi by¢ ogra-
niczona, metody te moga okaza¢ sie wrecz niezastgpione.

Zaakceptowano 4.10.1978

Autor wyraza wdzieczno$¢ prof, dr hab. Mariuszowi Zydowo za cenne uwagi
i zyczliwg zachete w trakcie przygotowywania niniejszego artykutu.
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I. Wstep

Aminokwasy o rozgatezionym tancuchu weglowym: leucyna, walina
i izoleucyna, syntetyzowane przez bakterie i ro$liny, sg waznymi skiad-
nikami pokarmowymi dla zwierzat. W organizmie, razem z innymi ami-
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nokwasami stanowig materiat budulcowy biatek, mogg powstawac z nich
kwasy tluszczowe o rozgatezionym tancuchu, albo tez w wyniku degradacji
sg wprowadzane do cyklu Krebsa. Coon i wsp. (1) badali droge degra-
dacji tych trzech aminokwaséw w tkankach ssakdw i stwierdzili, ze pierw-
szymi etapami w ich katabolizmie sg transaminacja oraz oksydacyjna de-
karboksylacja, prowadzaca do utworzenia tioestrow koenzymu A. Nastep-
nie, w serii reakcji podobnych do reakcji utleniania kwaséw tluszczowych,
acylowe pochodne ketokwaséw o rozgatezionym tancuchu weglowym i ko-
enzymu A zostajg przeksztatcone do fragmentéw dwuweglowych (leucy-
na) i tréjweglowych (izoleucyna, walina) (2, 3). Przemiany te przedstawia
schematycznie rycina 1

leucyna — —* kwas 2-ketoizokapronowy — — - izowaleryloCoA --—------- pacetyloCoA
\ +kwas acetooctowy
"Cco,

2-ketoglutaran  glutaminian

izoleucyna— — »kwas 2-keto-/-metylowaterianowy — - »2-metylobutyryloCoA ----------- .-propionyloCoA
n + acetylo-CoA
Cco,
2-ketoglutaran glutaminian qO0A
walina ___ . kwas 2-ketoizowalerianowy— = —eemeeeeeeeee izobutyryloCoA ------------- - propionyloCoA
- nh2 - co2

Ryc. 1. Katabolizm aminokwaséw o rozgatezionym tancuchu weglowym.

Powstaty z izoleucyny i waliny propionylo-CoA zostaje karboksylo-
wany przy udziale karboksylazy propionylo-CoA (EC. 6.4.1.3) do mety-
lomalonylo-CoA (4, 5). 1zomeryzacja metylomalonylo-CoA do sukcynylo-
CoA przebiega w dwdch etapach:

— w pierwszym nastepuje racemizacja metylomalonylo-CoA do jego op-
tycznego izomeru, katalizowana przez racemaze metylomalonylo-CoA
(EC. 5.1.99.1);

— w drugim zachodzi izomeryzacja powstatego izomeru do sukcynylo-
CoA, katalizowana przez mutaze metylomalonylo-CoA (EC. 5.4.99.2).
Kofaktorem tej reakcji jest witamina B12 (6—9). Brak jej powoduje

znaczny wzrost propionylo-CoA i metylomalonylo-CoA w komdrce (10),

prowadzgc miedzy innymi do ciezkich zaburzen neurologicznych spowo-

dowanych, jak sie wydaje, syntezg nieparzystych kwaséw ttuszczowych

z propionylo-CoA [11—13) i syntezg kwasow ttuszczowych o rozgatezionym

tancuchu weglowym z metylomalonylo-CoA (13, 14).
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Droga degradacji aminokwaséw rozgatezionych zostata wprawdzie
poznana, mato jednak jeszcze wiadomo na temat enzymdéw katalizujgcych
oksydacyjng dekarboksylacje rozgatezionych 2-ketokwaséw i regulacji
dalszego ich katabolizmu. Szczegdtowe poznanie powigzan przemian ami-
nokwaséw rozgatezionych z innymi szlakami metabolicznymi moze wy-
jasni¢ przyczyny niektérych choréb metabolicznych. Na przykiad wyste-
pujaca u ludzi ketoaminoaciduria przejawia sie¢ podwyzszonym poziomem
wszystkich trzech aminokwaséw o rozgatezionym tahncuchu i ich pochod-
nych 2-ketokwaséw we krwi i w moczu (15—19). Zaobserwowano rowniez
in vivo wspolizalezno$¢ metaboliczng pomiedzy aminokwasami rozgate-
zionymi; na przyktad wzrost ilosci leucyny w diecie szczuréw powodowat
wzrost zapotrzebowania tych zwierzat na izoleucyne i waling (20).

Zaburzenia metabolizmu aminokwaséw o rozgatezionym tancuchu
i zwigzanych z tym wad metabolicznych oméwiono juz obszernie w ar-
tykule opublikowanym w Postepach Biochemii (18). Obecnie przedstawio-
no zagadnienia dotyczace poszczegolnych etapéw katabolizmu aminokwa-
séw rozgatezionych oraz udziatu produktéw degradacji tych aminokwaséw
w metabolizmie komoérkowym.

Il. Katabolizm aminokwaséw o rozgatezionym fancuchu weglowym

W badaniach na zwierzetach stwierdzono, ze aminokwasy rozgatezione
sg utleniane przede wszystkim pozawagtrobowo, gtéwnie w miesniach
szkieletowych (21). Wykazano bowiem w doswiadczeniach in vitro, ze
izolowana tkanka mie$niowa utlenia aminokwasy rozgatezione (22—24),
a perfuzja serca i mie$ni szkieletowych aminokwasami rozgatezionymi
powoduje znaczny wzrost propionylokarnityny i rozgatezionych acylokar-
nityn w tych narzadach (25, 26). Oznaczajac szybko$¢ transaminacji
i oksydacyjnej dekarboksylacji rozgatezionych aminokwaséw w homoge-

Tabela 1

Transaminacja leucyny i oksydacyjna dekarboksylacja kwasu 2-ketoizokapronowego przez homo-
genaty z réznych tkanek szczura (31)

Tkanka Transaminacja Oksydacyjna dekarboksylacja
txmole KIC/godz/g tkanki i¢mole C02/godz/g tkanki
mozg 46,7+4,8 1,13+0,03
przepona 422+4,4 0,47+0,01
serce 72,5%8,0 0,55+0,08
nerka 63,2+5,4 8,69+0,41
watroba 5,77+0,56 30,1+1,91
miesnie 281+1,5 0,05+0,01

KIC — kwas 2-ketoizokapronowy
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natach niektérych tkanek szczura (27, 30, 31) i innych zwierzat (16)
stwierdzono, ze najwieksza aktywnos¢ transaminaz cechuje miesnie, a naj-
wieksza szybko$¢ oksydacyjnej dekarboksylacji — watrobe.

I1-1. Transaminacja

Przez dtugi czas nie wiedziano, czy transaminacja poszczeg6lnych ami-
nokwaséw rozgatezionych zachodzi przy udziale specyficznych enzymow,
czy tez przeprowadza jg tylko jeden enzym. Wiadomo, ze aminokwasy te
ulegaja szybkiej transaminacji w r6znych tkankach, sposréd ktérych ner-
ke cechuje najwyzsza aktywnos$é transaminaz, a watrobe tylko okoto 10°/0
tej aktywnosci (27). W roku 1966 Ichihara i Koyama (28)
iTaylor i Jenkins (32) niezaleznie opisali enzym z serca wieprza,
(EC. 2.6.1.6) katalizujgcy transaminacje wszystkich trzech rozgatezionych
aminokwaséw. Nastepnie A ki i wsp. (29) stwierdzili, ze enzym ten
wystepuje zaré6wno we frakcji mitochondrialnej jak i cytosolowej serchi
wieprza, jako dwa izoenzymy.

W watrobie szczura wykazano (33) nastepnie dwie transaminazy, ktdre
moga by¢ rozdzielone chromatograficznie na DEAE celulozie. Jedna
z nich katalizuje transaminacje wszystkich trzech rozgatezionych amino-
kwaséw (Kmdla leucyny 7,5X10~4 M) wystepuje w aktywnos$ciach po-
dobnych w cytosolu i mitochondriach. Druga transaminaza specyficznie
dezaminuje leucyne (Km= 2,5X10-2 M) i przewazajgca czes$¢ jej aktyw-
nosci znajduje sie we frakcji mitochondrialnej, a tylko nieznaczna czes¢
w cytosolu. Zauwazono, ze wysokobiatkowa dieta albo podanie hydrokorti-
zonu indukowaty jedynie transaminaze leucyny wystepujagca we frakcji
cytosolowej watroby (29). Ogo6lny schemat procesu transaminacji przed-
stawia sie nastepujgco:

aminokwas

o mZgafezuonym e newwyrutaian alanina
tancuchu
2-ketokwas glutaminian pirogronian

Ryc. 2. Transaminacja aminokwas6w o0 rozgatezionym tancuchu weglowym.

Szybkos$é transaminacji a w konsekwencji i utleniania waliny, izoleu-
cyny i leucyny zalezy od stezenia 2-ketoglutaranu jako akceptora grup
NH2 (27, 32, 34, 35). Oprécz 2-ketoglutaranu w transaminacji akceptorem
moze by¢ rowniez pirogronian, gdyz w tkankach utleniajagcych aktywnie
aminokwasy rozgatezione, jak na przyktad w miesniach szkieletowych,
przeponie czy sercu, rosnie zarowno poziom glutaminianu jak i alaniny
(36, 37, 39).
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Dostepnos$¢ pirogronianu wptywa na intensywno$¢ produkcji alaniny,
poniewaz stosujagc dwuchlorooctan, zwigzek aktywujacy dehydrogenaze
pirogronianowg, obserwowano spadek uwalniania pirogronianu z przepo-
ny szczura o 86% i alaniny o 45°0 (40, 41). Stosujac inhibitory amino-
transferazy wykazano réwniez, ze uwolniona przez miesnie alanina po-
wstaje gtownie przez transaminacje pirogronianiu. Cykloseryna, inhibitor
cytoplazmatycznej transaminacji, a szczeg6lnie aminotransferazy alani-
nowej, hamuje uwalnianie alaniny z mie$ni w obecnosci waliny, glutami-
nianu lub glukozy odpowiednio w 60, 90 i 86 procentach (42, 43). Podobne
dane uzyskano stosujac aminooksyoctan, hamujgcy mitochondrialng i cyto-
plazmatyczng transaminacje (42, 44). Dalsze badania wykazaly, ze jedynie
2-ketoglutaran jest bezposrednim akceptorem grup aminowych pocho-
dzacych z rozgatezionych aminokwas6w. Pirogronian natomiast potrzebny
jest do regenerowania 2-ketoglutaranu z glutaminianu przy udziale trans-
aminazy alaninowej. Sprzezenie tych dwoch transaminacji odgrywa szcze-
golnie wazng role w miesniach. Koncepcja tak zwanego cyklu alanino-
wego (omdéwionego szczegdtowiej w nastepnej czesci artykutu) ma swoj
poczatek wtasnie w obserwacjach dotyczacych wspéizaleznosci dwdch
transaminacji przedstawionych na rycinie 2

Jezeli transaminacja aminokwasOw nie jest reakcjg ograniczajaca, ze
wzgledu na wystarczajgcag ilos¢ akceptora grup NH2 woOwczas etapem
limitujagcym proces degradacji moze sta¢ sie szybkos¢ oksydacyjnej de-
karboksylacji 2-ketokwaséw, zalezna miedzy innymi od aktywnos$ci de-
hydrogenaz aminokwaséw rozgatezionych obecnych w poszczegolnych
tkankach (35).

11-2. Oksydacyjna dekarboksylacja

Mato jest danych dotyczacych wiasnosci i specyficznosci enzymu(6w),
ktéry(e) katalizujg oksydacyjna dekarboksylacje rozgatezionych 2-keto-
kwaséw. Enzym oczyszczony czesciowo z watroby wotu katalizuje oksy-
dacyjng dekarboksylacje kwasu 2-ketoizokapronowego i 2-keto-(3-metylo-
walerianowego (45). Wartosci Kmobu substratow sg stosunkowo wysokie:
3,56X10-3 M i 2,5X10-8 M. Uwaza sie, ze dekarboksylacja rozgatezionych
2-ketokwasoéw przebiega analogicznie jak reakcje katalizowane przez
dehydrogenazy pirogronianowg i 2-ketoglutaranu ze wzgledu na wyma-
gang obecnos$¢ pirofosforanu tiaminy, CoASH i NAD [45, 46). Z badan
dekarboksylacji rozgatezionych 2-ketokwasow w ekstraktach watroby
szczura wynikato, ze pojedynczy kompleks enzymatyczny moze katalizo-
wac dekarboksylacje wszystkich trzech rozgatezionych 2-ketokwaséw (30,
47). Ostatnio Parker i Randle (48) oczyscili dehydrogenaze roz-
gatezionych 2-ketokwaséw z mitochondriow watroby wotu i podali jej
kinetyczne wtasnosci. Wszystkie trzy 2-ketokwasy sa utleniane przez

3 Postepy Biochemii
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jeden kompleks enzymatyczny. Wartosci Km dla poszczegblnych 2-keto-
kwaséw zawarte sg w zakresie 8—20mM a vmax W granicach 12— 21
nmola/min/mg biatka. Utlenianie kazdego 2-ketokwasu jest hamowane
przez izowalerylo-CoA (Kj w zakresie 7—18 mm) i NADH (Ki w zakresie
33—52 mM). Maksymalng aktywno$é kompleksu wobec kwasu 2-ketoizo-
kapronowego uzyskano w obecnosci pirogronianu tiaminy (Kkm = 0,35 mM,
Mg2+ (Km= 4,2 mm), CoOA (Kmw zakresie 7—9mm) i NAD (Kmw zakresie
100—126 mm). Wykazano, ze wszystkie trzy rozgatezione 2-ketokwasy
w stezeniu powyzej 500 mm hamujg aktywnos$¢ kompleksu.

Oznaczenie skiadnikéw kompleksu dehydrogenazy 2-ketokwaséw roz-
gatezionych potrzebne jest dla potwierdzenia, ze jest to analogiczny kom-
pleks jak kompleksy dehydrogenazy pirogronianowej i dehydrogenazy
2-ketoglutaranu. Ze wzgledu na to, ze zaburzenia w przemianie aminokwa-
s6w rozgatezionych lezg u podstaw szeregu choréb metabolicznych, wazne
jest réwniez wyjasnienie roli rozpuszczalnej dehydrogenazy rozgatezio-
nych 2-ketokwasow, ktérg znaleziono we frakcji supernatantu watroby
wotu (45, 47).

11-3. Karboksylacja propionylo- CoA

Karboksylaza propionylo-CoA z serca $wini zostata po raz pierwszy
otrzymana w krystalicznej formie w pracowni Och oa (49) a jako ho-
mogenny preparat biatkowy z mitochondriéw watroby wotu (50). Karbo-
ksylaza jest enzymem biotynowym; na jedna czasteczke enzymu przypa-
dajg cztery grupy biotynowe (51, 52). Ciezar czasteczkowy enzymu z serca
swini wynosi 697 000 (49, 52). Karboksylaza propionylo-CoA jest enzymem
wytgcznie mitochondrialnym, wystepujacym w matriks (53—55). Badania
enzymu otrzymanego z serca $wini (51, 56—58) oraz enzymu z mitochon-
driow watroby wotu (59, 60) przyczynily sie do wyjasnienia mechanizmu
karboksylacji propionylo-CoA.

Karboksylacja ta zachodzi w dwoch etapach:

— pierwszy etap to przytgczenie C02i utworzenie karboksybiotyny przy
udziale ATP i kationu dwuwartosciowego, ktorym moze byé Mg2+ lub

Mn2+.

E-biotyna+ ATP+ HCOJ =[E-biotyna-C03+ADP+Pi (1)

— drugi etap to transkarboksylacja zwigzana z przeniesieniem grupy
karboksylowej z kompleksu [E-biotyna-C0ZJ na odpowiedni akcep-
tor, ktérym w tym przypadku jest propionylo-CoA.

[E-biotyna-COZ]+ propionylo-CoA  metylomalonylo-CoA + E-biotyna (2)

W etapie pierwszym magnez potrzebny jest do utworzenia kompleksu

MgATP2-, ktory stanowi jeden z substratéw reakcji (52, 61), podczas gdy
powstajacy ADP jest inhibitorem karboksylacji (Kj = 5,72X10-4 M) (58).
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Reakcja druga jest nie specyficzna substratowo, a szybko$¢ transkarbo-
ksylacji zalezy od rodzaju akceptora. Jesli akceptorem jest acetylo-CoA
lub butyrylo-CoA, woéwczas szybkos¢ ich karboksylacji rézni sie znacznie
od szybkosci karboksylacji propionylo-CoA. Vnex z propionylo-CoA, ace-
tylo-CoA i butyrylo-CoA wynosza odpowiednio 1,42, 0,0147 i 0,0656 nmoli/
min/mg biatka (52). Przyjmuje sie, ze koenzym A odgrywa role w wigza-
niu substratu z enzymem, podczas gdy cze$¢ acylowa substratu wpitywa
gtownie na szybkos¢ reakcji (50).

Aktywnos$¢ karboksylazy propionylo-CoA stymulujg kationy jedno-
wartosciowe: K+, NHi, Rb+, Cs+. Najsilniej, bo 7—9 razy podwyzsza
aktywnos$¢é karboksylazy jon K+ (Kmwobec jonu K+ wynosi 1,5X10-3M)
(62). W tabeli 2 przedstawiono rozktad aktywnos$ci karboksylazy propio-
nylo-CoA w réznych narzadach réznych zwierzat.

Tabela 2

Aktywnos¢ karboksylazy propionylo-CoA w mitochondriach réznych
narzadow szczura, kroélika i swinki morskiej (55)

Aktywnos$¢ karboksylazy
propionylo-CoA
[xmole/min/mg biatka + SD

Szczur
watroba 7,4+ 1,04
nerka 9,9+0,71
serce 72+1,4
mozg 14
migsénie szkieletowe 11

Swinka morska

watroba 10,9+0,45
nerka 9,0+0,87
serce 2,2
Krolik
watroba 6,3+0,45
nerka 7,3+1,48
serce 2,4
Owca
watroba 10,6+0,61

W sercu szczura aktywno$¢ enzymu jest podobna do jego aktywnosci
w watrobie, ale w sercu krélika i swinki morskiej jest ona przeszto trzy
razy nizsza. Ta stosunkowo niska aktywno$¢ enzymu w sercu tych dwoéch
zwierzat jest zastanawiajgca, gdyz metabolizm propionianu w sercu jest
dos¢ intensywny (25, 63) a perfuzja serca $winki morskiej propionianiem
powoduje znaczny wzrost poziomu produktu karboksylacji propionianu,
to jest bursztynianu, oraz powstajagcych z niego w dalszych etapach,
jabtczanu i asparaginianu (64).
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I11. Udziat aminokwaséw o rozgatezionym tancuchu weglowym
w metabolizmie réznych tkanek

I11-1. Cykl alaninowy

W ostatnich latach duzo uwagi poswiecono dezaminacji aminokwaséw
rozgatezionych i ich dalszemu metabolizmowi. Zaobserwowano, ze ilos¢
alaniny uwalnianej przez mie$nie szkieletowe podczas gtodzenia przekra-
cza znacznie ilos¢, jaka wystepuje w biatkach mieé$ni (65). Stwierdzono, ze
alanina jest pobierana przez watrobe z krwioobiegu w ilosci wiekszej niz
inne aminokwasy (66). Aminokwas ten bowiem jest bardzo dobrym sub-
stratem glukoneogenezy w perfudowanej watrobie (67, 68). Fe 1ig i wsp.
(65) i Malette i wsp. (67) zaproponowali ,cykl alaninowy”, wedtug
ktérego alanina syntetyzowana de novo w mie$niu jest zrodiem grup
aminowych dla syntezy mocznika i prekursorem szkieletu weglowego dla
syntezy glukozy w watrobie.

Watroba Krew Miesien

gtukoza

glukoza

pirogronian
— Moczhik

\"N“a

alanin

alanina

Ryc. 3. Cykl alaninowy (66).

Alanina produkowana w miesniach i przenoszona przez krew do watro-
by jest tam przeksztatcana do glukozy. Z kolei glukoza syntetyzowana
w watrobie, dostarczana jest z krwig do miesni i tam rozktadana gliko-
litycznie do pirogronianu, z ktorego powstaje alanina. Cykl alaninowy
umozliwia transport azotu do watroby bez wzrostu amoniaku we krwi,
a takze dostarcza substratu glukoneogenezy w okresach ograniczonego
doptywu glukozy, na przyktad podczas gtodu. Takze nadmiar kwasu mle-
kowego powstajagcego w miesniach podczas intensywnej pracy jest tg dro-
ga przeksztatcany ponownie do glukozy w watrobie. Wydaje sig, ze ami-
nokwasy rozgatezione sg gtéwnymi donorami grup NH2do syntezy alaniny
w miesniach. Stymulacji pobierania alaniny przez watrobe towarzyszy
uwalnianie z niej rozgatezionych aminokwasow do krwi i wzrost utlenie-
nia tych aminokwaséw w miesniach (22, 36, 66, 69). Ponadto z badan
przepony szczura wynikato, ze spos$rdd wszystkich badanych aminokwa-
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sow tylko leucyna, walina i izoleucyna, w stezeniach fizjologicznych,
powoduja powstawanie znacznych ilosci alaniny (36). Wykazano tez, ze
przepona szczura utlenia gtdwnie izoleucyne, leucyne, waling, alanine,
aspariginian, glutaminian, natomiast utlenianie innych aminokwaséw za-
chodzi w tej tkance w bardzo niewielkim stopniu (23). Ostatnio stwierdzo-
no, ze w mie$niach donorami grup NH2moga by¢ tez: cysteina, metionina,
seryna, treonina, glicyna, histydyna, ale udziat ich (szczegdlnie trzech
ostatnich) w syntezie alaniny w poréwnaniu z aminokwasami rozgatezio-
nymi nie jest duzy.

Cykl alaninowy nie dostarcza netto glukozy. Zasilanie cyklu substra-
tami glukogennymi wymaga tworzenia sie pirogronianu z nieweglowo-
danowych prekursorow w mies$niu. Koncepcje cyklu alaninowego rozsze-
rzyli Davis iwsp. (25) wigczajagc w ten cykl rowniez utlenianie 2-ke-
tokwaséw powstatych w miesniu miedzy innymi z aminokwaséw rozga-
tezionych.

Aminokwas + 2-ketoglutaran —2-ketokwas + glutaminian (3)
2-Ketokwas —»jabtczan+n CO02 4
Glutaminian+ pirogronian —‘2-ketoglutaran + alanina (5)
Suma: aminokwas+ pirogronian —>»jabtczan + alanina+n C02 (6)

Utlenienie 2-ketokwasOw daje wzrost ilosci intermediatow cyklu
Krebsa, gtownie jabiczanu. W reakcji tworzenia alaniny (reakcja b5)
2-ketoglutaran ulega regeneracji. Sumarycznie: z aminokwasu powstaje
jabtczan, alanina i odpowiednia ilos¢ C02 Davis iwsp. (25 uwazaja, ze
jabtczan utworzony w ten spos6b w nadmiarze w mies$niu jest usuwany

przez dekarboksylujgcg dehydrogenaze jabiczanowg (EC. 1.1.1.40) z wy-
tworzeniem pirogronianu:

jabtczan + NAD(P)+ pirogronian+ C02+ NAD(P)H @)

Sugeruje sie tez inng droge powstawania pirogronianu w miesniach. Oka-
zato sie bowiem, ze uwolnienie alaniny stymulowane przez waline lub
glutaminian w przeponach szczurow gtodzonych bylo hamowane przez
kwas 3-merkaptopikolinowy, inhibitor cytosolowej i mitochondrialnej
karboksylazy fosfoenolopirogronianu (EC. 4.1.1.32) (70). Jezeli jednak
przepony otrzymano ze szczuréw zywionych, to kwas 3-merkaptopikoli-
nowy nie miat hamujgcego wptywu (44). Mozliwe, ze tylko podczas gtodu
pirogronian powstaje przy udziale karboksylazy fosfoenolopirogronianu
i kinazy pirogronianowej:

szczawiooctan+ GTPT-- fosfoenolopirogronian+ GDP+Pi+ C02 (8)
kwas fosfoenolopirogronowy + ADP”=: kwas pirogronowy +ATP  (9)

Reakcje 4, 7, 8 i 9 przedstawiajg drogi powstawania pirogronianu w mies-
niach ze Zrodet nieweglowodanowych. Proponowany mechanizm, w po-
wigzaniu z cyklem alaninowym (Ryc. 4), pozwala zrozumieé, dlaczego
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utlenianie propionianu w sercu daje znaczny wzrost pirogronianu, cytry-
nianu, jabiczanu, 2-ketoglutaranu i asparaginianu (64) i w jaki sposéb
propionylo-CoA pochodzacy z aminokwaséw rozgatezionych w miesniach
moze by¢ prekursorem glukoneogenezy w watrobie.

ATP

Pirogronian

\é ADP /AcetylocoA

PEP 2
NAD(P)H P,
co, }P Cytrynian
Szczawlooctan _  OtUtaminian
/
/
i e Jabtczan Izocytrynian
/
v
74

7 Fumaran 2-ketoglutaran

Aminokwas + 2-ketoglutaran —

2-ketokwas +Glutaminian S \ Asparaginian /
\_/ \ BursztyU cynyloCoA

co
2
PropionyloCoA MetylomalonyloCoA

ATP ADP+P;
Ryc. 4. Zr6dta posrednikéw cyklu Krebsa w miesniach i usuwanie ich nadmiaru.

Gtownym jednak zrédtem alaniny w mies$niach jest pirogronian po-
wstajgcy podczas glikolizy (36, 39). Nasuwa sie pytanie, jaka czes¢ alaniny
w mieé$niach pochodzi ze Zrddet nieweglowodanowych. Inkubujgac prze-
pony z gtodzonych szczuréw z rozgatezionymi aminokwasami i U-1C
glukozg stwierdzono, ze 60—80°/0 wegla w uwolnionej alaninie pochodzito
z radioaktywnej glukozy, 20—40°/o alaniny zatem nie powstato z glukozy
(36). W przeponach szczuréw trzymanych na normalnej diecie 30—60%
alaniny pochodzito z glukozy, a reszta ze zrddet nieweglowodanowych.
Podobny wzrost syntezy alaniny, to jest okoto 50°/0, z izoleucyny i waliny
w obecnosci glukozy uzyskali Goldstein i Newsholme (39
oraz Chang i Goldberg (89).

Gtownym zrodiem energii w miesniach sg glukoza i kwasy ttuszczowe;
jednak pomiary utlenienia tych substratow nie pokrywaly catkowitego
zuzycia tlenu przez te tkanke. Biorgc pod uwage powyzsze dane oraz
wartosci dotyczace uwolnienia alaniny, tyrozyny oraz catkowite zuzycie
tlenu przez miesien szkieletowy cztowieka obliczono, Zze utlenianie ami-
nokwasOw rozgatezionych moze by¢ odpowiedzialne za dostarczenie migs-
niom okoto 14% energii (36). Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt, iz
zaburzenia katabolizmu aminokwaséw majg wazne reperkusje metabo-
liczne. Dzieci, u ktérych stwierdzono zahamowanie katabolizmu rozgate-
zionych aminokwasow na etapie oksydacyjnej dekarboksylacji (ketoami-
noaceduria), majg poziom alaniny we krwi 3—5razy nizszy w poréwnaniu
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z dzieémi zdrowymi. Roéwniez pomimo normalnego poziomu insuliny we
krwi czesto cierpig na hipoglikemie (36).

Pozostaje sprawg nierozwigzana, jaka cze$¢ 2-ketokwaséw pochodza-
cych z aminokwasow rozgatezionych jest utleniania w komorce miesnio-
wej, a jaka zostaje uwalniania z miesni do krwi. Z jednej strony istnieje
bowiem poglad, ze sg one w stosunkowo matym stopniu uwalniane do
krwi (22, 71), z drugiej za$ strony wydaje sie, ze w pewnych warunkach
moze nastepowac¢ wzglednie znaczny wzrost ich poziomu we krwi i w tym
przypadku 2-ketokwasy sg metabolizowane w watrobie (31). Wykazano,
ze po inkubacji przepony szczura z leucyng nastepuje duze nagromadzenie
kwasu 2-ketoizokapronowego w $rodowisku inkubacyjnym. Stwierdzono
tez po podaniu szczurom pokarméw zawierajacych duzo aminokwasow
rozgatezionych znaczny wzrost poziomu rozgatezionych 2-ketokwaséw
w osoczu (31). Lacznie ze znanymi danymi, ze homogenaty lub izolowane
mitochondria z watroby szczura aktywnie utleniajg kazdy z trzech roz-
gatezionych 2-ketokwaséw (17, 45, 72, 73), wydaje sie, ze przy wzroscie
podazy rozgatezionych aminokwaséw watroba odgrywa istotng role
w oksydacyjnej dekarboksylacji rozgatezionych 2-ketokwasow.

111-2. Glukoneogeneza

Na temat udziatu aminokwaséw rozgatezionych w glukoneogenezie
wiemy stosunkowo niewiele i, co wiecej, dostepne dane nie sg zgodne.
Propionylo-CoA, bedacy posrednikiem przemian kilku aminokwasoéw sta-
nowi substrat glukoneogenezy, co wykazano w skrawkach kory nerki (74)
i perfudowanej watrobie szczura (68, 75). Stwierdzono, ze glukoneogeneza
z propionianu w skrawkach watroby szczura jest o 30% nizsza niz z ala-
niny i okoto 2,5 raza nizsza niz z pirogronianiu (68). W dosSwiadczeniach
z perfuzjg watroby szczura propionianem uzyskano podobne wyniki (75).
Stwierdzono ponadto, ze dodatek oleinianu do $rodowiska perfuzyjnego
powodowat nieznaczng stymulacje syntezy glukozy z propionianu (76).
Natomiast podajgc w roztworze perfuzyjnym waline i izoleucyne uzyski-
wano bardzo niskg produkcje glukozy z tych prekursoréw (68, 75). Ba-
dania przy uzyciu izolowanych hepatocytdw i zastosowaniu wysokich
stezen izoleucyny i waliny potwierdzity takze niskg wydajno$¢ glukoneo-
genezy z tych aminokwaséw (55). Ttumaczy¢ to mozna matg przepuszczal-
noscia btony hepatocytéw dla rozgatezionych aminokwasow (68) oraz nie-
znaczng szybkos$cig transaminacji, ktéra z kolei moze ograniczaé¢ dalszy
metabolizm tych aminokwaséw w komorce watroby. Aktywnos$¢ transami-
nazy leucyny w watrobie wynosi okoto 7—10% aktywnos$ci tego enzymu
w innych tkankach (31). W sumie czynniki te sprawiajg, ze glukoneoge-
neza z aminokwasOw rozgatezionych jest 12—20 razy nizsza niz z mleczanu
z pirogronianem (Tabela 3) i 5—9razy nizsza niz z pirogronianu (68). Omi-
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niecie etapu transaminacji i podanie na przyktad 2-ketomaslanu powoduje,
ze glukoneogeneza z 2-ketomaslanu jest tylko okoto 3,3 razy nizsza niz
z mleczanu i pirogronianu (Tabela 3).

Tabela 3

Produkcja glukozy z aminokwaséw rozgatezionych i z 2-ketomaslanu w izolowanych hepatocytach
szczura. Wpltyw kwaséw ttuszczowych (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-ketomaslan 5 13,6 7.4 16,6

W warunkach kiedy rosnie intensywno$¢ glukoneogenezy (np. w gto-
dzie), aminokwasy rozgatezione uwalniane sg z watroby, podwyzsza sie
ich poziom we krwi, wzrasta takze ich utlenianie w mies$niach (Rozdziat
IV). Czes¢ rozgatezionych 2-ketokwaséw prawdopodobnie zostaje prze-
transportowana z mies$ni do watroby, gdzie majg miejsce dalsze ich prze-
miany (porownaj IlI-1). W watrobie, propionylo-CoA po wejsciu w cykl
Krebsa i wiaczeniu sie w pule szczawiooctanu, moze przejsé na droge
glukoneogenezy. Interesujgce jest obnizenie intensywnos$ci glukoneogene-
zy z mleczanu i pirogronianiu przez propionian (75, 76). Wydaje sie, ze
obnizenie ilosci powstajgcej z mleczanu i pirogronianu glukozy przez pro-
pionian wynika z nagromadzenia metylomalonylo-CoA, ktéry jest inhibi-
torem karboksylazy pirogronianowej (77). Obnizenie ilosci CoA, zuzywa-
nego w procesie aktywacji propionianu, zmniejsza ilos¢ acetylo-CoA —
aktywatora karboksylazy pirogronianowej, co z kolei takze moze wpty-
waé hamujaco na aktywnos$¢ glukoneogenezy z mleczanu i pirogronianu
(78). Ograniczanie przez propionian syntezy glukozy z mleczanu i piro-
gronianu ma miejsce prawdopodobnie takze u przezuwaczy (75), u kt6-
rych propionian powstaje w znacznych iloSciach podczas fermentacji
btonnika w przewodzie pokarmowym. U tych zwierzat wtasnie propionian
jest gtéwnym prekursorem w procesie glukoneogenezy w watrobie.

IV. Regulacja katabolizmu aminokwaséw o rozgatezionym tancuchu
weglowym

Zaobserwowano wzrost uwalniania izoleucyny, waliny i leucyny
z watroby szczuréw gtodzonych (86), cukrzycowych (21) i po podaniu glu-
kagonu (66, 85), a wiec wtedy, gdy poziom insuliny ulegat obnizeniu.



[13] METABOLIZM AMINOKWASOW ROZGALEZIONYCH 153

W tych warunkach zwiekszat sie poziom aminokwasow rozgatezionych we
krwi (36, 66) i kilkarotnie wzrastato ich utlenianie w mieé$niach (23, 36,
66, 86). Wzrost intensywnos$ci utleniania aminokwaséw rozgatezionych
w przeponie zaobserwowano réwniez po podaniu epinefryny (66). Nie
stwierdzono natomiast podwyzszenia intensywnos$ci utleniania amino-
kwasow rozgatezionych ani w skrawkach watroby, ani w mdzgu zwierzat
gtodzonych (66).

Dosyé kontrowersyjne sg dane dotyczace wpltywu kwasow ttuszczo-
wych na intensywno$¢ utleniania aminokwasdw rozgatezionych. Stezenie
wolnych kwas6w ttuszczowych w miesniu szkieletowym rosnie znacznie
w niektérych warunkach zywieniowych i hormonalnych. W cukrzycy
i podczas gtodu obserwowano w przeponie szczura wzrost wolnych kwasow
ttuszczowych o 200—400% (22), co moze wptywaé na utlenianie rozgale-
zionych 2-ketokwasow. Podczas perfuzji serca kwasem kaprylowym z wa-
ling, izoleucynag i leucyng powstawato trzy razy wiecej 4COz z radio-
aktywnych aminokwaséw w poréwnaniu z perfuzjg bez kwasu kaprylo-
wego (22). Dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe, jak palmitynian i oleinian,
stymulujg stabiej niz kwas kaprylowy utlenianie aminokwaséw rozgate-
zionych w sercu. Podobny wzrost produkcji radioaktywnego CO02 obser-
wowano po inkubacji przepony szczura w $rodowisku zawierajagcym kwas
kaprylowy lub diugotancuchowe kwasy ttuszczowe i radioaktywne ami-
nokwasy rozgatezione. Krotkotancuchowe kwasy monokarboksylowe nie
wywieraty zadnego wptywu. Paul i Adibi (24) badajgc homogenaty
miesni szkieletowych wykazali stymulacje utleniania leucyny przez kwasy
tluszczowe S$redniotaricuchowe (C6—C8 a hamowanie utleniania przez
dtugotancuchowe kwasy tluszczowe. Ostatnio (72) badano wptyw kwasow
tluszczowych na szybko$¢ utleniania aminokwaséw rozgatezionych w mito-
chondriach nerki, serca i mies$ni szkieletowych. Dodatek estrow karnity-
nowych $rednio- i diugotancuchowych kwaséw ttuszczowych (C6—C16
hamowat utlenianie aminokwaséw rozgatezionych przede wszystkim w mi-
tochondriach bedacych w stanie wysokoenergetycznym (bez dodanego
ADP). W mitochondriach serca dodatek ADP zmniejszat hamujacy wptyw
acylokarnityn. Interpretacja wynikow dotyczacych wptywu kwaséw
ttluszczowych na utlenianie aminokwaséw rozgatezionych jest bardzo
trudna. Davis i Bremer (72) stojg na stanowisku, ze hamujacy
wptyw $rednio- i dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych na intensyw-
no$¢ katabolizmu izoleucyny, waliny i leucyny jest konsekwencjg pod-
wyzszenia stosunku NADH/NAD w mitochondriach. Stanowisko to jednak
trudno pogodzi¢ z danymi Goldberga i Odesseya (23), ktore
wskazuja, ze przepony gtodzonych szczuréw okoto 5 razy szybciej utle-
niajag aminokwasy rozgatezione niz przepony normalnie karmionych zwie-
rzat. Ostatnie, niepublikowane jeszcze dane z pracowni Bremera (Konfe-
rencja w Tonsberg — Norwegia, 1978) potwierdzaja dawniejsze wyniki
Buse iwsp. (22), ze kwasy ttuszczowe stymulujg jednak oksydacyjna
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dekarboksylacje 2-ketokwasow rozgatezionych w perfudowanych mies-
niach. Wynika z tego, ze nie mozna wysnuwac¢ wnioskéw dotyczacych
regulacji in vivo z doswiadczen wykonanych na izolowanych mitochond-
riach. Widocznie czynniki pozamitochondrialne wptywajg istotnie na
szybko$¢ degradacji aminokwaséw o rozgatezionym tafcuchu w komor-
kach watroby, jak i w mieéniach.

Powstaje pytanie, czy zmiany szybkos$ci utleniania aminokwaséw roz-
gatezionych majg zwiagzek ze zmiang szybkosci reakcji na etapach transa-
minacji, oksydacyjnej dekarboksylacji czy karboksylacji propionylo-CoA.

Mierzac ilos¢ powstajagcego glutaminianu o0znaczano sumaryczng
aktywno$¢ transaminazy waliny w watrobie oraz mieéniach szkieletowych.
Stwierdzono, ze w gtodzeniu, cukrzycy, czy po podaniu kortizonu naste-
puje w mies$niach niewielki wzrost iloSci utworzonego glutaminianu. Wy-
razny natomiast spadek glutaminianu zaobserwowano w migsniach po
podaniu tyroksyny (24, 38). W innych doSwiadczeniach nieznaczny wzrost
aktywnos$ci transaminazy leucyny w watrobie zaznaczyt sie po podaniu
szczurom wysokobiatkowej diety, znaczny za$ wzrost jej aktywnosci
powodowal podany dodatkowo kortizon. W nerce natomiast aktywnos$¢
transaminazy leucyny zwiekszyta sie o 65% po zastosowaniu diety wy-
sokobiatkowej, a kortizon tylko nieznacznie te aktywnos$¢ podwyzszyt (30).

Znacznie mniej jest danych dotyczacych zmian na poziomie oksyda-
cyjnej dekarboksylacji aminokwaséw rozgatezionych. Aktywno$¢ dehy-
drogenazy 2-ketoizokapronianowej ro$nie w watrobie po podaniu szczu-
rom diety wysokobiatkowej prawie 5-krotnie, w nerce za$ 2-krotnie.
Gtlodzenie stymuluje aktywnos$¢ tej dehydrogenazy w watrobie trzy razy,
a w nerce aktywnos$¢ pozostaje prawie niezmieniona (30). W pismien-
nictwie nie ma wiasciwie zadnych danych na temat regulacji degradacji
aminokwas6w rozgatezionych na etapie karboksylacji propionylo-CoA.
Ostatnio wykazano w badaniach przeprowadzonych na mitochondriach
watroby szczura oraz izolowanych hepatocytach, ze karboksylacja pro-
pionylo-CoA jest niska w stanie 3 (w obecnosSci ADP) a ro$nie znacznie
w stanie 4 (bez ADP) lub po dodaniu atraktylanu oraz, ze dtugotancucho-
we kwasy tluszczowe stymulujg te karboksylacje (55). Zaobserwowano
rowniez korelacje pomiedzy szybkoscig karboksylacji propionylo-CoA
i stosunkiem ATP/ADP wewnatrz mitochondriow (55, 87). Stymulujacy
wptyw niskich stezen oleinianu na karboksylacje propionylo-CoA przed-
stawiono na rycinie 5.

Przemianami propionylokarnityny i propionylo-CoA zajmowano sie
takze w innych laboratoriach. Otrzymane wyniki wskazujg na znaczny
spadek ilosci propionylokarnityny w watrobie po 36 godzinach gtodzenia
(88). Obserwowane zjawisko moze by¢ spowodowane przyspieszeniem dal-
szej przemiany propionylo-CoA lub zmniejszeniem ilosSci jego prekurso-
réw. Stwierdzono, ze w warunkach podwyzszenia ilosci kwaséw ttuszczo-
wych w mitochondriach, aktywno$¢ karboksylacji propionylo-CoA wyka-
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Ryc. 5. Wptyw oleinianu na karboksylacje propionylo-CoA w mitochondriach watro-
by szczura (55).

Mitochondria inkubowano z 25 mM propionylokarnityng, 10 mM [<C] KHCO,, 3 mM gluta-
minianem i 5 mM malonianem. Karboksylacja propionylo-CoA wyrazona jest w nmolach ><C02
wtgczonego do bursztynianu. Na wykresie pokazno takze, ile i*COt wigcza sie w obecnosci
karbonylocyjanku chlorofenylohydrazonu (CCCP), substancji rozprzegajacej oksydacyjng fo-
siorylacje.

zuje tendencje wzrostu. Zaobserwowano réwniez, ze w hepatocytach ma
miejsce stymulacja przez oleinian glukoneogenezy z aminokwaséw rozga-
tezionych i 2-ketomaslanu (55). Wydaje sie wiec, ze przy wzroscie poziomu
kwaséw ttuszczowych w komorce watroby, metabolizm propionylo-CoA
ulega przyspieszeniu w tym narzadzie. Stymulujacy wptyw na degradacje
aminokwaséw rozgatezionych majg tylko ditugotancuchowe kwasy ttusz-
czowe (55). Ze wzgledu na matg intensywno$¢ przemian aminokwaséw
rozgatezionych w watrobie, regulacja karboksylacji propionylo-CoA przez
kwasy tluszczowe nie ma specjalnie duzego znaczenia fizjologicznego
w tym narzadzie. Opublikowane niedawno dane omoéwione szerzej w roz-
dziale 111-1, wskazujg jednak na to, ze wtedy, gdy wzrasta we krwi poziom
2-ketokwasow rozgatezionych, intensywno$¢ ich oksydacyjnej dekarbo-
ksylacji w watrobie znacznie wzrasta. Wtedy tez stymulujacy wplyw
kwasOw ttuszczowych na karboksylacje propionylo-CoA moze w rezulta-
cie przyspieszy¢ catkowite utlenienie 2-ketokwaséw w cyklu Krebsa.
Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze dane dotyczace regulacji utle-
niania aminokwasOw rozgatezionych sa jeszcze bardzo fragmentaryczne,
niekompletne a czesto niejednoznaczne. Nie mozna réwniez da¢ jedno-
znacznej odpowiedzi na pytanie postawione w tym rozdziale — czy mozna
skorelowaé zmiany utleniania aminokwaséw rozgatezionych ze zmiang
szybko$ci reakcji na etapach transaminacji, oksydacyjnej dekarboksylacji
czy karboksylacji propionylo-CoA. Niejasny obraz regulacji utleniania
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aminokwaséw rozgatezionych zwigzany jest miedzy innymi z bardzo réz-
ng aktywnos$cig poszczeg6lnych enzyméw zaangazowanych w procesie
degradacji tych aminokwaséw w watrobie i w miesniach oraz rézny sto-
pien odpowiedzi tych organéw na hormony (np. insuline). Trudnosci w wy-
ciagnieciu jednoznacznych wnioskow na temat regulacji utleniania ami-
nokwasow i 2-ketokwasdw rozgatezionych, nawet w tym samym narzadzie,
moga wynika¢ z réznic metodycznych. Jedni badacze bowiem biorg do
doSwiadczen homogenat, inni frakcje komorkowe, izolowane hepatocyty
czy tez cate narzady. Z tego tez wzgledu obecny etap badah mozna naz-
waé intensywnym zbieraniem danych. Poniewaz jednak zaangazowanych
jest w te dziedzine bardzo wiele pracowni, napewno wkrotce znany be-
dzie bardziej syntetyczny obraz regulacji katabolizmu aminokwaséw
0 rozgatezionym tancuchu.

Zaakceptowano 30.10.1978
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. Wstep

Synteze biatka w osrodkowym uktadzie nerwowym zwierzat cechuje
szczeg6lna wrazliwo$é na wszelkie nieprawidtowosci, ktére prowadzg do
zaktdcenia rownowagi aminokwaséw wewnatrz komorki. Zapotrzebowanie
maézgu na aminokwasy jest w zasadzie takie samo jak innych tkanek, z ta
jednak rdznicg, ze do tzw. aminokwaséw niezbednych nalezy réwniez
tyrozyna. Stanowi ona nie tylko skiladnik biatek mdzgowych, lecz jest
rowniez prekursorem neurotransmiterow, takich jak dopamina i noradre-
nalina. Waznym zrodtem tyrozyny w ustroju jest fenyloalanina, a enzy-

*> Prof. dr hab., Zakiad Chemii Fizjologicznej, Instytut Chemii Podstawowych,
Akademia Medyczna, ul. Lubartowska 85, 20-123 Lublin.
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mem katalizujgcym swoiscie utlenianie fenyloalaniny do tyrozyny jest
hydroksylaza fenyloalaninowa (E.C. 1.14.16.1.).

Enzym ten wystepuje przede wszystkim w watrobie, nie wykryto go
natomiast w moézgu (1). Wprawdzie obecna w tkankach mézgu hydro-
ksylaza tyrozynowa réwniez katalizuje utlenienie fenyloalaniny do tyro-
zyny, lecz jej aktywnos$¢ wobec fenyloalaniny jest zbyt mata aby zabez-
pieczy¢ zapotrzebowanie moézgu na ten aminokwas (2). Tak wiec tyrozyna
musi byé don dostarczona, przy czym jej transport zalezy w znacznym
stopniu od stezenia innych aminokwasow we krwi (3).

0; H,0
o \_/ 4 HO‘QCH2
@ e \ l +
HCNH3 Zred. HCNH3
pterydyna Pterydyna
cocr C0O-
Fenyloalanina Tyrozyna

Ryc. 1. Utlenianie fenyloalaniny przy udziale hydroksylazy fenyloalaninowej

W przypadku wady metabolicznej polegajacej na braku lub obnizonej
aktywnosci hydroksylazy fenyloalaninowej w ustroju, dochodzi do gwat-
townego wzrostu poziomu fenyloalaniny we krwi i w mozgu. Stezenie
fenyloalaniny w osoczu osigga nawet 50-krotnie wyzszg wartos¢ od pra-
widtowej wynoszacej 1,4 mg°/o. Stan ten nazywamy hyperfenyloalani-
nemis.

Réwnoczes$nie pojawiaja sie we krwi i moczu produkty katabolizmu
fenyloalaniny pod postacig fenylopirogronianu i jego pochodnych. Scho-
rzenie wywotane brakiem w ustroju hydroksylazy fenyloalaninowej jest
zaburzeniem genetycznie uwarunkowanym i w zwigzku z jego objawami
nazywanym fenyloketonurig. Grozng jej konsekwencjg jest niedorozwdj
umystowy i somatyczny. Stad tez pierwotnie nazwano schorzenie imbe-
cilitas phenilopyruvica (4), lub oligophrenia phenilopyruvica (5). Mimo,
ze czestotliwo$¢ wystepowania fenyloketonurii jest stosunkowo niewielka
(1 na 10 000 do 20 000), zainteresowanie tg wada metaboliczna jest wcigz
duze, poniewaz préby wyjasnienia w jaki sposéb prowadzi ona do zmian
psychicznych i somatycznych nie daty dotad jednoznacznej odpowiedzi.

Doswiadczalng fenyloketonurie mozna wywotaé réznymi sposobami.
Zwierzetom podaje sie duze dawki L-fenyloalaniny bgdZz w diecie pokar-
mowej (7—10 g/kg wagi ciata) (6), badz tez drogg dootrzewnowej iniekcji
(1—2 mg/g wagi ciata). Inny sposéb polega na podawaniu analogéw fenylo-
alaniny, a mianowicie p-chlorofenyloalaniny (7, 8, 9, 10) lub a-metylofe-
nyloalaniny (11), ktére in vivo hamujg hydroksylaze fenyloalaninowsg.
W efekcie dochodzi do hyperfenyloalaninemii wraz z jej typowymi nastep-
stwami.
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Il. Katabolizm fenyloalaniny w moézgu

W warunkach fizjologicznych fenyloalanina po przejsciu z krwi do
moézgu zostaje wbudowana do biatek, lub tez ulega procesom katabolicz-
nym przedstawionym na rycinie 2.

Fenyloalanina
\

\
i \
Dekarboksylaza Aminotransferaza \ Hydroksylaza tyrozynowa
(EC 4.4.5.3) (EC 2.6.1.5) \ (EC1r14.16.2)
\
A

Fenyloetyloamina Fenylopirogronian Tyrozyna

1 MAO NADH2

i

Fenyloetyloacetaldehyd Fenylomleczan

Fenylooctan

Ryc. 2. Katabolizm fenyloalaniny w moézgu

Giéwng droga przemiany fenyloalaniny w komorce nerwowej jest jej
transaminacja prowadzgca do powstania kwasu fenylopirogronowego zre-
dukowanego nastepnie do kwasu fenylomlekowego. Drugg droge stanowi
dekarboksylacja fenyloalaniny do /S-fenyloetyloaminy, ktéra podobnie jak
inne aminy biogenne jest utleniana przy udziale monoaminooksydazy do
kwasu fenylooctowego. Trzecia mozliwos¢ przemiany fenyloalaniny po-
przez utlenianie do tyrozyny zachodzi tylko w niewielkim stopniu, ponie-
waz hydroksylaza tyrozynowa wykazuje matg aktywnos$¢ wobec fenylo-
alaniny. Wszystkie produkty katabolizmu fenyloalaniny zostaty dobrze
scharakteryzowane (12, 13, 14, 15, 16), a z enzymOw uczestniczacych
w przemianach wykazano w mdzgu zaréwno aminotransferaze katalizuja-
cg proces transaminacji fenyloalaniny (17), jak i dekarboksylaze amino-
kwasow aromatycznych (18) oraz dwa typy monoaminooksydazy (19). Nie
wykryto natomiast oksydazy fenylopirogronianowej, ktdra Kkatalizuje
w watrobie reakcje powstawania kwasu o-hydroksyfenylooctowego (20).
Nagromadzenie w ustroju fenylopirogronianu, fenylomleczanu i fenylo-
octanu jest typowym objawem towarzyszacym hyperfenyloalaninemii.
Nic wiec dziwnego, ze witasnie kwasom aromatycznym przypisywano od
dawna toksyczne dziatanie na centralny uktad nerwowy.

4 Postepy Biochemii
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I11. Zaburzenia procesu syntezy serotoniny i katecholamin

W licznych przypadkach hyperfenyloalaninemii zaobserwowano wy-
razny spadek poziomu katecholamin (21, 22) i serotoniny (23, 24) zar6wno
w mozgu, jak i innych tkankach. Fakt ten tlumaczono miedzy innymi
tym, ze kwasy aromatyczne sg inhibitorami zaréwno dekarboksylazy dwu-
hydroksyfenyloalaniny (25) (reakcja B na Ryc. 3), jak i dekarboksylazy
5-hydroksytryptofanu (26) (reakcja B' na Ryc. 3). Powstaty nawet su-
gestie, ze witasnie niski poziom amin biogennych w mézgu moze powodo-
wacé niedorozw6j umystowy u dzieci z fenyloketonurig (27, 28, 29). Od-
no$nie zahamowanej syntezy serotoniny istniejg jeszcze inne koncepcje,
a mianowicie, ze sama fenyloalanina jest inhibitorem hydroksylazy tryp-
tofanu (30) (reakcja A' na Ryc. 3), dekarboksylazy 5-hydroksytryptofanu
(31) (reakcja B' na Ryc. 3) oraz, ze hamuje transport 5-hydroksytryptofa-
nu do tkanki mozgu (32).

A D
Tyrozyna y - > Dwuhydroksyfenyloalanina — Hydroksytyramina

(DOPA) \ (dopamina)
1/2 G2 CO2 |

Noradrenalina

A’ Rr
Tryptofan —» 5-hydroksytryptofan ---- ------- » 5-hydroksytryptamina
f 1 (serotonina)
1/2 02 Cco2

Ryc. 3. Hamujacy wptyw fenyloalaniny i jej metabolitéw na synteze amin biogennych
w mobzgu

IV. Fenyloketonurig a metabolizm witaminy B6

Ciekawga hipoteze dotyczaca neurotoksycznego dziatania metabolitéw
przemiany fenyloalaniny w moézgu wysunieto na podstawie badan nad
funkcjg witaminy B6 Jak wiadomo pod nazwg witaminy B6 rozumiemy
mieszanine pirydoksalu, pirydoksaminy oraz pirydoksyny — inaczej zwa-
nej pirydoksolem ze wzgledu na obecno$¢ grupy alkoholowej. Zwigzki te
tatwo przechodza jedne w drugie i spetniajg réznorodng role. Szczegdlnie
wazny jest udziat fosforanu pirydoksalu w reakcjach transaminacji. W ba-
daniach nad metabolizmem witaminy B6 w moézgu zwierzat z fenyloke-
tonurig wykazano, ze podany drogg iniekcji [4C]pirydoksol ulega naj-
pierw utlenieniu do pirydoksalu, a nastepnie ufosforylowaniu do fosforanu
pirydoksalu. Jednakze aktywnos$¢ witasciwa fosforanu pirydoksalu w méz-
gu zwierzat z hyperfenyloalaninemia okazata sie znacznie nizsza niz
u zwierzat zdrowych (33). Inhibitorem reakcji fosforylacji pirydoksalu
jest pirydoksylidenofenyloetyloamina (34, 35). Jest to zwigzek o charakte-
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rze zasady Schiffa, ktéry powstaje in vivo z polaczenia /Menyloetyloami-
ny, (a wiec produktu dekarboksylacji fenyloalaniny) z pirydoksalem (15).
Posiada on dziatanie neurotoksyczne.

Réwnocze$nie z doswiadczeniami przy uzyciu [UC]pirydoksolu prze-
prowadzono badania po dootrzewnowym podaniu [sH]L-fenyloalaniny.
Stwierdzono, ze zarbwno u zwierzat z doswiadczalng fenyloketonurig, jak
i u zwierzat kontrolnych, 95°/0 produktow katabolizmu fenyloalaniny
w mozgu stanowig kwasy aromatyczne, przy czym pirydoksamina zapo-
biega ich nagromadzaniu sie (36). Opierajac sie na tych danych wysunieto
koncepcje, ze fosforan pirydoksaminy, badz sama pirydoksamina spetniaja
role przenos$nika, ktéry pomaga w usuwaniu nadmiaru kwasu fenylopiro-
gonowego z tkanki mézgu. Za tg koncepcjg przemawiaé moze fakt, ze
w mitochondriach mézgowych wystepuje fosforan pirydoksaminy (37),
a takze aminotransferaza fenyloalaninowa (38, 39, 40).

V. Fenyloalanina jako inhibitor glikolizy w moézgu

Jest rzeczg znang, ze uklad nerwowy jest szczegdlnie wrazliwy na
spadek doptywu glukozy i tlenu. Tkanki nerwowe czerpig bowiem po-
trzebng im energie prawie wytacznie ze spalania glukozy, gdyz stezenie
glikogenu wynosi zaledwie okoto 0,I°/o. Podstawowg reakcje zapoczatko-
wujaca proces glikolizy jest fosforylacja glukozy katalizowana przez
heksokinaze. W badaniach in vivo wykazano, ze fenyloalanina jest inhi-
bitorem kompetycyjnym heksokinazy, a takze kinazy pirogronianowej
(41, 42), ktora katalizuje przeniesienie reszty fosforanowej z fosfoenolo-
pirogronianu na ADP, w wyniku czego tworzy sie ATP oraz pirogronian,
ktéry jest podstawowym substratem oksydatywnej fosforylacji w mézgu.
Takie zaburzenia procesu glikolizy i brak efektu energetycznego odbijaja
sie niekorzystnie na pracy os$rodkowego ukiladu nerwowego i moga by¢
powodem niedorozwoju umystowego.

V1. Mechanizmy hamowania syntezy biatek mézgowych

Wiele uwagi poswiecono badaniom dotyczacym wptywu duzych stezenh
fenyloalaniny na metabolizm biatka w tkance mézgowej. Wydawato sie
bowiem wielce prawdopodobne, ze zaburzenia syntezy makroczasteczek
moga by¢ gtoéwng przyczyng zmian w centralnym uktadzie nerwowym.

Zardwno w dosSwiadczeniach przeprowadzonych in vitro, jak i in vivo
wykazano, ze fenyloalanina hamuje proces syntezy biatek moézgowych
(43, 44, 45, 46, 47). Zaobserwowano wyrazny spadek inkorporacji [3]metio-
niny do biatek mielinowych (48), [4C]lizyny do biatek rybosomalnych (49),
a takze [UC]tyrozyny do frakcji biatek jadrowych (50).

Nasuwa sie pytanie, ktory z etapéw syntezy biatka ulega zahamowaniu
przez nadmiar fenyloalaniny. Wysunieto wiele sugestii dotyczgcych tego



164 I. BORKOWSKA 6]

zagadnienia. Proces syntezy biatek moézgowych jest Scisle uzalezniony od
transportu aminokwasow poprzez bariere krwiomo6zgowg, od wewnatrz-
komdrkowej kompartamentacji, a takze od réznic w stezeniu aminokwa-
séw w zalezno$ci od obszaru mézgu. Ze wzgledu na ztozono$é kazdego
z tych proces6w, badania sg szczegOlnie trudne, a wyniki czesto kontro-
wersyjne.

Jak wynika z dotychczasowych obserwacji, przechodzenie aminokwa-
séw przez bariere krwiomo6zgowgq jest uzaleznione od chemicznego charak-
teru aminokwasu oraz od stezenia poszczegdlnych aminokwaséw we Krwi.
Aminokwasy obojetne o dtugim tancuchu alifatycznym tatwiej przechodza
do mozgu w poréwnaniu z pozostatymi aminokwasami. Ponadto w szyb-
kosci przechodzenia przez bariere krwiomozgowa istotne znaczenie posiada
mechanizm kompetycyjnego hamowania jednego aminokwasu przez inny
(51—59).

Jest faktem bezspornym, ze przy wysokim stezeniu fenyloalaniny
zmienia sie poziom puli wolnych aminokwaséw w mozgu (43, 44, 47, 49,
60, 61, 62). Obserwuje sie wyrazny spadek wewnatrzkomdrkowej zawar-
tosci aminokwas6w, przede wszystkim leucyny, izoleucyny, waliny, tryp-
tofanu i metioniny (47,60). Fenyloalanina hamuje bowiem transport
aminokwasow do wnetrza komérki moézgowej, co wykazano zar6wno in
vitro (59, 63, 64, 65), jak i in vivo (66). Dotyczy to szczegOlnie transportu
aminokwasow obojetnych o diugim tancuchu alifatycznym oraz tyrozyny
(67). Co wiecej stwierdzono, ze nadmiar fenyloalaniny powoduje nie tylko
zaburzenie procesu przenikania powyzszych aminokwasow do wnetrza
komarki, lecz rowniez ich ucieczke z moézgu (47, 61). Tak wiec hyperfeny-
loalaninemia pocigga za sobg znamienne zmiany w metabolizmie leucyny,
izoleucyny, tyrozyny, waliny, tryptofanu i metioniny. Warto zauwazy¢,
ze sg to aminokwasy, ktorych stezenie w mozgu jest bardzo niskie. Zda-
niem wielu autordw, spadek wewnatrzkomdrkowego stezenia aminokwa-
séw jest podstawowym powodem zahamowanej syntezy biatka w hyper-
fenyloalaninemii (48, 60, 61, 62).

Roéwnoczes$nie zwrdcono uwage na polirybosomy komorek moézgu, kté-
re charakteryzuja sie mata stabilnosciag w poréwnaniu z polisomami in-
nych tkanek zwierzecych (68, 69). Okazato sie, ze podanie fenyloalaniny
w badaniach in vivo powoduje ich szybka dezagregacje (61, 62, 70). Zja-
wisko to wystepuje w mdzgu niedojrzatym, szczegblnie w obszarze kory
madzgowej miodych zwierzat (71).

Zdaniem niektérych autoréow dezagregacja polirybosoméw jest wyni-
kiem rybonukleolitycznej aktywnosci, ktéra wzrasta w hyperfenyloalani-
nemii (72). Odmienne wnioski wyptywajg z pracy, w ktorej udowodniono,
ze obserwowany rozpad polisomow zachodzit niezaleznie od hydrolityczne-
go dziatania rybonukleazy, a gromadzace sie w cytoplazmie monoryboso-
my byty nieaktywne, tzn. niezwigzane ani z mRNA, ani z peptydylo-tRNA
(71). Wskazywac to moze, ze fenyloalanina nie wptywa bezposrednio na
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rozpad polisomow, lecz powoduje raczej zaktdcenie rdwnowagi miedzy za-
konczeniem, a reinicjacjg syntezy biatka. Jest rzeczg niezmiernie interesu-
jaca, ze ten negatywny wpiyw fenyloalaniny mozna czeSciowo znies$¢ przez
jednorazowe wstrzykniecie do mézgu 7 aminokwaséw obojetnych. Iniek-
cja mieszaniny zawierajacej waline, leucyne, metionine, tyrozyne, trypto-
fan i treonine w ilosci po 0,075 mg kazdego z aminokwasdw na gram wagi
ciata, powoduje w efekcie zmniejszenie ilosci wolnych monorybosomoéw,
a wzrost ilosci polirybosomow (73). Przestrzeganie scisle okreslonej ilosci
wyzej wymienionych aminokwas6w jest rzeczg niezmiernie wazng, oka-
zato sie¢ bowiem, ze wyzsze dawki prowadza do rozpadu polirybosomow
podobnie jak to obserwowano w przypadku nadmiaru fenyloalaniny (74).

Jednym z powoddw hamowania etapu inicjacji syntezy biatka moze
by¢ zaburzony proces aminoacylacji tRNA. Wysunieto sugestie, ze nadmiar
fenyloalaniny przeszkadza w aktywacji syntetaz aminoacylo-tRNA, a tym
samym nie dopuszcza do utworzenia aminoacylo-tRNA (65). W badaniach
in vitro wykazano, ze podczas inkubacji zawiesiny komorek mozgowych
ze znakowanymi aminokwasami w obecnosci 14 mM fenyloalaniny, tworzy
sie znacznie mniej [4C]leucylo-tRNA oraz [UC]Jizoleucylo-tRNA, w porow-
naniu z doSwiadczeniami bez dodatku fenyloalaniny (47). Wynik ten jed-
nak nie Swiadczy o zahamowaniu procesu aminoacylacji tRNA, poniewaz
leucyna i izoleucyna sg witasnie tymi aminokwasami, ktorych transport
do wnetrza komaérki jest utrudniony w obecnosci nadmiaru fenyloalaniny.

Najwiecej danych na temat procesu aminoacylacji tRNA dostarczyty
wyniki badan przeprowadzonych in vivo (75). W doswiadczeniach zasto-
sowano metode utleniania nadjodanem wolnego tRNA, pozwalajacg okre-
$li¢ iloSci tRNA wystepujgcego in vivo w postaci specyficznych aminoacy-
lo-tRNA (76, 77). Na podstawie uzyskanych wynikdw stwierdzono, ze jed-
norazowe dootrzewnowe podanie L-fenyloalaniny powodowato juz po
45 min. wzrost w tkance mézgu ilosSci alanylo-tRNA, lizylo-tRNA i leu-
cylo-tRNA. Ich stezenie byto okoto 15% wyzsze w poréwnaniu z warto$-
ciami uzyskanymi w doswiadczeniach kontrolnych. Rdwnocze$nie wyka-
zano, ze stezenie metionylo-tRNAMM zapoczatkowujgcego synteze biatka
wyraznie spada po podaniu fenyloalaniny. Na tej podstawie wyrazono
poglad, ze wzrost stezenia alaniny, lizyny i leucyny w formie zwigzanej
z tRNA przy réwnoczesnym spadku ich stezenia w puli wolnych amino-
kwasow, Swiadczy o zahamowanej syntezie biatka. Odpowiedzialnym
natomiast za proces hamowania jest przede wszystkim etap inicjacji syn-
tezy na skutek bezposredniego wptywu fenyloalaniny na aminoacylacje
tRNANMA (75). Tym cenniejsze wydajg sie by¢ spostrzezenia dotyczace
mozliwosci zniesienia negatywnego dziatania fenyloalaniny przez poda-
wanie odpowiednich ilosci aminokwasdw obojetnych. W najnowszych ba-
daniach wykazano, ze mozna w ten sposéb sprowadzi¢ do normy poziom
aminoacylacji inicjatorowego tRNAfMt oraz przyspieszy¢ proces przedtu-
zenia tafncucha polipeptydowego (74).
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VII. Uwagi konhcowe

Jak wida¢ z przytoczonych danych, badania nad przebiegiem syntezy
biatek mézgowych w hyperfenyloalaninemii zajmujg centralng pozycje
wséréd prac dotyczacych fenyloketonurii. Fakt ten jest uzasadniony, bo-
wiem fenyloketonuria nalezy do tej grupy schorzen, ktore sg najbardziej
niebezpieczne w okresie rozwoju osobniczego (78, 79, 80). Ostatnim proce-
sem, ktéry mozna zaliczy¢ do zjawisk rozwoju osobniczego jest mielo-
geneza. U cztowieka rozpoczyna sie juz w ostatnich miesigcach zycia pto-
dowego, a czas tworzenia witokien mielinowych pozostaje w pewnym
zwigzku z okresem .wigczania sie odnosnych widkien w tok normalnej
pracy uktadu nerwowego. Nic wiec dziwnego, ze obserwowany u chorych
z fenyloketonurig (81, 82), jak i w doswiadczalnej hyperfenyloalaninemii
u zwierzat (83, 84) niedostateczny proces mielinizacji, moze prowadzi¢ do
zaktécenia normalnego toku rozwoju somatycznego i umystowego.

Trudno w obecnym stanie wiedzy odpowiedzie¢ na pytanie, ktéry z mo-
lekularnych mechanizmow przedstawionych w niniejszym artykule ponosi
gtowng odpowiedzialno$¢ za zaburzenia w biosyntezie biatka w hyperfe-
nyloalaninemii. Wydaje sie wielce prawdopodobne, Zze ze wzgledu na duzg
wrazliwo$¢ metaboliczng moézgu w okresie rozwojowym, kazda zmiana
badZ nieprawidtowos$¢ przemiany aminokwaséw, a szczegd@ltnie metioniny
i tryptofanu, musi znalez¢ odbicie w zaburzeniu biosyntezy biatek méz-
gowych.

Zaakceptowano 18.12.1978
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I. W step

Nukleotydy adeninowe nie tylko uczestnicza bezposrednio w przemia-
nach energetycznych komorki, lecz takze modulujg aktywno$¢ szeregu
enzyméw. Wielko$¢ stosunku [ATP]+ 1/2[ADP]/[ATP]+ [ADP]+ [AMP]
wyrazajgca tzw. ,tadunek energetyczny adenylanow” (ang. adenylate
energy charge), jest gtdbwnym czynnikiem regulujacym na poziomie cza-
steczkowym natezenie procesdw katabolicznych i anabolicznych komorki
1, 2, 3).

Pula nukleotydéw adeninowych w komérce w istotny sposéb zalezy od
reakcji katalizowanej przez dezaminaze AMP (EC. 3.5.4.6):

ampthZ2 ->imp+nh3

Kwas inozynomonofosforowy bedacy produktem tej reakcji jest
w przeciwienstwie do AMP nukleotydem mato czynnym biologicznie,
a amoniak jest zwiazkiem wysoce toksycznym. Enzym Kkatalizujgcy te
reakcje jest specyficzny dla AMP i wystepuje powszechnie w tkankach
zwierzecych; szczegblnie wysoka jego aktywno$¢ obserwowano w mies-
niach szkieletowych, gdzie zostat on opisany po raz pierwszy w 1928 r.
przez Gerarda Schmidta (4).

Juz w latach 20-tych udowodniono, ze reakcja katalizowana przez
dezaminaze AMP odpowiedzialna jest za powstawanie amoniaku w pra-
cujacych miesniach szkieletowych i w wynaczynionej krwi (5—38).

W 1934 r. Pawet Ostern (9) pracujacy w lwowskiej pracowni kie-
rowanej przez Jakuba Parnasa, opierajgc sie na spostrzezeniu, ze ilos¢
amoniaku oddawanego do krwi przez pracujacy miesien przewyzsza wielo-
krotnie iloS¢ zawartego w nim kwasu adenozyno-5-monofosforowego, wy-
sungt hipoteze, ze proces ten ma charakter cykliczny i ze nastepowac
musi reaminacja powstajgcego podczas amoniogenezy IMP do AMP. Dal-
szych przestanek Swiadczacych o tym, ze grupa aminowa nukleotydéw
adeninowych ulega intensywnej wymianie dostarczyly doswiadczenia na
zwierzetach, ktérym in vivo podawano cytrynian amonu znakowany azo-
tem BN. Doswiadczenia te wykazaty, ze azot 1N pojawiat sie szybko w gru-
pie aminowej nukleotyddéw adeninowych mieséni szkieletowych (10), przy
czym wbudowywanie izotopu IN do grupy aminowej nukleotydéw ade-
ninowych przewyzszato dwukrotnie wbudowywanie tego izotopu do pier-
$cienia purynowego (11). Stwierdzono takze, ze wigczanie azotu 1IN do
grupy aminowej nukleotydéw adeninowych byto wielokrotnie szybsze
jezeli zamiast cytrynianu amonu uzyto jako substratu kwasu asparagi-
nowego znakowanego azotem 1N (11, 12),

Proces reaminacji IMP stanowigcy zarazem koricowy etap biosyntezy
de novo nukleotydow adeninowych, przebiega w tkankach zwierzecych
podobnie jak u drozdzy i u bakterii (11, 13—16). Zwiazkiem posrednim
jest kwas adenylobursztynowy, ktérego synteza z IMP i asparaginianu
sprzezona jest z hydrolizg GTP.
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Dopiero w latach 70-tych Tornheim i Lowenstein uzyskali
przekonywujace dowody dosSwiadczalne na to, ze w mie$niach szkieleto-
wych zwierzat, dezaminacja AMP i reaminacja powstatego IMP tworzg
proces cykliczny i nazwali go cyklem nukleotydéw purynowych (17—20).

W artykule przedstawione zostang obserwacje $wiadczace o cyklicz-
nym przebiegu przemian AMP —aIMP — AMP, wiasciwos$ci i rozpo-
wszechnienie enzymdw uczestniczagcych w tym procesie, jak réwniez
znaczenie tego procesu dla metabolizmu komdérkowego.

W ubiegtych latach na tamach Postepéw Biochemii ukazaty sie arty-
kuty omawiajgce metabolizm nukleotydow w miesSniach szkieletowych
(21) i wihasciwosci dezaminazy AMP (22, 23). W 1972 r. w czasopiSmie
Physiological Review ukazata sie praca przeglagdowa J. M. Lowen-
steina omawiajgca wczesniejsze badania nad cyklem nukleotydéw
purynowych (19).

I1. Cykliczno$¢ przemiany nukleotydéw

Na proces cykliczny okreslany mianem cyklu nukleotydéw puryno-
wych sktadajg sie trzy nastepujace reakcje:

AMP+ HD IMP + NHj
IMP + asparaginian+ GTP -> adenylobursztynian + GDP + Pi
Adenylobursztynian -> AMP + fumaran

Powyzsze reakcje przedstawione sg w formie cyklu na rycinie 1. Pierwsza
reakcje hydrolitycznego odszczepienia amoniaku od czasteczki AMP ka-
talizuje wspomniana juz we wstepie dezaminaza AMP. Druga i trzecia
reakcja stanowig dwuetapowy proces reaminacji IMP. Azot potrzebny do
reaminacji IMP pochodzi z asparaginianu, a Zrodtem energii dla syntezy
adenylobursztynianu jest hydroliza GTP. Rozszczepienie adenyloburszty-
nianu przebiega niehydrolitycznie, przy czym tancuch weglowy pocho-
dzacy z asparaginianu uwalniany jest w postaci fumaranu. Wszystkie trzy
enzymy katalizujgce reakcje cyklu nukleotydéw purynowych, a miano-

FUMARAN
HO AMP

AD
Ryc. 1. Cykl nukleotydéw purynowych SNYLOBURSZTYNAN

Liczby przedstawiaja nazwy enzymoéw: 1. Deza-

minaza AMP, (EC. 3.5.4.6; AMP-aminohydrolaza). NH IMP GDP+P;
2. Syntetaza adenylobursztynianowa [EC. 6.3.4.4;

ligaza IMP: L-asparaginian (GDP)l. 3. Liaza

adenylobursztynianowa (EC. 4.3.2.2; AMP-liaza

adenylobursztynianu). ASPARAGINIAN+ GTP
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wicie dezaminaza AMP (EC. 3.5.4.6), syntetaza adenylobursztynianowa
(EC. 6.3.4.4) i liaza adenylobursztynianowa (EC. 4.3.2.2), wystepujg w cyto-
solu komorki. Sumarycznie jeden ,,0brét” cyklu zapisaé mozna nastepu-
jaco:

Asparaginian+ GTP+ HD Fumaran+ GDP + Pi+ NH3
Zapis ten sugeruje, ze przebieg cyklu nukleotydéw purynowych wymaga
obecnosci jedynie katalitycznych ilosci AMP, IMP i adenylobursztynianu.
Cykl ten moze stanowi¢ droge dezaminacji asparaginianu, a takze gluta-
minianu i innych aminokwasow, ktdre moga wchodzi¢ w reakcje transa-
minacji ze szczawiooctanem. Dezaminacja aminokwaséw np. gluta-
minianu na drodze cyklu nukleotyddéw purynowych wymaga nastepujacej
sekwencji reakcji:

Glutaminian + szczawiooctan -> a-ketoglutaran + asparaginian

Asparaginian+ GTP + IMP -> adenylobursztynian+ GDP + Pj

Adenylobursztynian -> AMP + fumaran

Fumaran+ HD -> jabiczan

Jabtczan + NAD+— Szczawiooctan+NADH + H+

ampth2 ->imp+nh3

Suma: Glutaminian+NAD++ GTP + 2HXD ->
-> a-ketoglutaran + NADH+ H++ GDP+ P,+ NH3

Sumarycznie dezaminacja glutaminianu w toku cyklu nukleotyddéw
purynowych przypomina oksydacyjng dezaminacje glutaminianu katalizo-
wang przez dehydrogenaze glutaminianowg z tym, ze wskutek hydro-
lizy wysokoenergetycznego wigzania fosforanowego w GTP, potozenie sta-
nu réwnowagi przesuniete jest w prawo i reakcja przebiega w tym Kkie-
runku ze spadkiem energii swobodnej —1kcal (19). Natomiast reakcji
oksydacyjnej dezaminacji glutaminianu katalizowanej przez dehydroge-
naze glutaminianowg towarzyszy zmiana swobodnej energii 6,5 kcal w
obecnosci NAD+, pH 7,0, co wskazuje, ze termodynamicznie faworyzowana
jest reduktywna aminacja a-ketoglutaranu, a nie oksydacyjna dezamina-
cja glutaminianu (24). Blizsze dane dotyczace poréwnania termodynamiki
tych dwu proceséw zawarte sg w przegladowej pracy Lowenstei-
na (19).

Tabela 1 przedstawia aktywnos$ci enzymow katalizujgcych poszczegdlne
reakcje cyklu nukleotydéw purynowych w r6znych tkankach szczura.
Jak wynika z danych tabeli 1 aktywno$¢ dezaminazy AMP przewyzsza
bardzo znacznie aktywnosci pozostatych enzymoéw. Szczegdlnie wyrazna
przewaga aktywnos$ci dezaminazy AMP widoczna jest w przypadku miesni
szkieletowych. Wydaje sie, ze w réznych tkankach reakcjg ograniczajaca
szybko$¢ catego cyklu jest reakcja katalizowana badZz przez syntetaze
adenylobursztynianowg badZz przez liaze adenylobursztynianowa. W mies-
niach szkieletowych przy 05 mM stezeniu IMP aktywno$¢ syntetazy
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Tabela 1
Aktywno$¢ enzymoéw cyklu nukleotydéw purynowych w ekstraktach z réznych tkanek szczura

., Syntetaza Liaza i
i adenyloburszty- adenyloburszty- Dezaminaza
enzymu nianowa nianowa AMP
Miesénie szkie-
letowe (29) 0,46 0,38 157,0
30°C, pH 7,0
Mébzg (29) 0,036 0,18 5,2
30°C, pH 7,0
Nerki (28) 1,27+0,27* 1,38+0,16* 44,0+£3,3*
37°C, pH 7.2
Wartoba (26) 0,33** 0,59
37°C, pH 7,0

Liczby wyrazajg ilos¢ mikromoli substratu przeksztalcang w ciggu minuty przez 1 tkanki, lub ilos¢ nanomoli x mg
biatka-1 x min-1*
** Mierzone jako zdolno$¢ reaminacji IMP do AMP

adenylobursztynianowej przewyzsza 3—6 krotnie maksymalng aktywnos$¢
liazy adenylobursztynianowej (25).

Woprawdzie enzymy katalizujgce reakcje cyklu nukleotydéw puryno-
wych sg rozpowszechnione w tkankach zwierzecych, to jednak w odnie-
sieniu do wiekszosci tkanek nie ma danych doswiadczalnych wskazuja-
cych, ze cykl nukleotydow purynowych rzeczywiscie w nich funkcjonuje.
Mozliwos$¢ cyklicznego przebiegu tych reakcji w doswiadczeniach in vitro
wykazano jak dotychczas w takich tkankach jak miesnie szkieletowe (17,
18, 20), watroba (26, 27), nerka (28) i mdzg (29).

I11. Wiasciwosci enzymoéw katalizujacych reakcje cyklu
nukleotydéw purynowych

Sposréd trzech enzymoéw Kkatalizujgcych reakcje skladajace sie na
cykl nukleotydéw purynowych, najwcze$niej poznanym i najlepiej zba-
danym jest dezaminaza AMP. Wiasciwosci tego enzymu, w tym réwniez
regulacja jego aktywnosci byty przedmiotem odrebnego artykutu druko-
wanego niedawno w Postepach Biochemii (23). Ponizej przedstawione zo-
stang wilasciwosci dwu pozostatych enzymow, a mianowicie syntetazy
i liazy adenylobursztynianowej, ze zwréceniem szczeg6lnej uwagi na re-
gulacje ich aktywnosci.

I11-1. Syntetaza adenylobursztynianowa

Syntetaza adenylobursztynianowa (EC. 6.3.4.4) katalizuje reakcje:
IMP + asparaginian + GTP adenylobursztynian + GDP + Pi
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Wiasciwosci syntetazy adenylobursztynianowej z tkanek zwierzecych
zostaty poznane stosunkowo niedawno. Krystaliczne preparaty tego en-
zymu otrzymano z miesni szkieletowych krolika (30) i szczura (31). Wysoko
oczyszczone preparaty syntetazy adenylobursztynianowej otrzymano tak-
ze z tozyska ludzkiego (32), mies$nia sercowego krdlika (33), i watroby
szczura (34). Najwyzsza jej aktywno$é cechuje mie$nie szkieletowe. Przyj-
mujac za 100% aktywno$¢ w mies$niach szkieletowych, aktywnos$é w in-
nych tkankach wynosi odpowiednio: w sercu, nerkach i watrobie — okoto
40%, w mozgu i ptucach — 10—20% (30). Enzym z mie$ni szkieletowych
i miesnia sercowego krélika jest monomerem o0 masie czgsteczkowej
54 000 (30, 33), zas$ krystaliczna syntetaza adenylobursztynianowa z mies$ni
szkieletowych szczura ma mase czasteczkowg 104 000 i zbudowana jest
z dwu jednakowych podjednostek (31).

Enzymy z réznych zrodet przejawiajg stosunkowo szerokie optimum
pH w granicach 6,5—7,4 i do aktywnos$ci wymagajg obecnos$ci jonéw me-
tali dwuwartosciowych, przy czym najwyzszg aktywno$¢ obserwowano
w obecnosci magnezu (31, 32).

Syntetaze adenylobursztynianowg cechuje bardzo wysoka specyficz-
no$¢ w stosunku do wszystkich substratow (30). Enzymy z réznych zrédet
charakteryzujg sie roznymi statymi Michaelisa w stosunku do IMP, aspa-
raginianu i GTP. W tabeli 2 zestawiono wartosci statych Michaelisa dla
syntetazy adenylobursztynianowej z réznych zrédet. Znaczna rd6znorod-

Tabela 2
Wartosci statych Michaelisa (Km) dla syntetazy adenylobursztynianowej z réznych zrédet

3 Substrat (“M)
Zrodto enzymu
Asparaginian IMP  GTP

Miesnie szkieletowe

krolika (30) 300 200 10
krolika (89) 290 107 12
szczura (34) 250 700 120
kurczecia (89) 30 171 12
Miesien sercowy krélika (33) 310 110 13
tozysko ludzkie (32) 950 37 3
Watroba
szczura (89) 360 30 15
szczura, izoenzym L (34) 1470 320 130
szczura, izoenzym M (34) 330 690 90
szczura, ptodowa (89) 440 21 10
kurczecia (89) 20 20 17
Mézg Swini (89) 230 47 n
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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no$¢ wartosci Kmenzyméw z réznych gatunkdw i réznych tkanek moze
by¢é wyrazem réznorodnosci funkcji jaka spetnia reakcja katalizowana
przez ten enzym w roéznych tkankach i w réznych stanach metabolicz-
nych.

W watrobie szczura wystepuja dwa izoenzymy syntetazy adenylobur-
sztynianowej (34). Rdznig sie one immunologicznie, powinowactwem do
substratow (Tabela 2), wrazliwos$cig na dziatanie niektérych inhibitoréw
i wartosciami punktéw izoelektrycznych. lzoenzym M wydaje sie by¢
idenytczny z enzymem wystepujagcym w mieé$niach szkieletowych, nato-
miast izoenzym L wystepuje tylko w watrobie. Ocenia sie, ze w watrobie
szczura 45% biatka enzymatycznego stanowi forma M, a 55°/o forma L (34).

Syntetaza adenylobursztynianowa hamowana jest przez produkty re-
akcji, jak rowniez przez szereg nukleotydéw purynowych i pirymidyno-
wych (31, 32). Nukleotydy purynowe sag silniejszymi inhibitorami anizeli
nukleotydy pirymidynowe, natomiast nukleozydy i wolne zasady nie wy-
wierajg dziatania hamujgcego. Sposréd nukleotydéw efekt hamujacy
zmniejsza sie w kolejnosci: nukleotydy monofosforanowe, dwufosforano-
we, trojfosforanowe (32). Strukturalne analogi substratéw lub produk-
tow takie jak: bursztynian, argininobursztynian i kabamoilofosforan sg
takze inhibitorami syntetazy adenylobursztynianowej (31, 32). Hamowa-
nie przez bursztynian jest kompetycyjne w stosunku do asparaginianu,
natomiast niekompetycyjne w stosunku do IMP i GMP (31).

Reakcja katalizowana przez syntetaze adenylobursztynianowg wyste-
puje w przemianach komdrkowych w miejscu rozgatezienia szlakbw me-
tabolicznych prowadzacych do syntezy nukleotydéw adeninowych i gua-
ninowych (Ryc. 2). Nasuwa to przypuszczenie, ze aktywno$¢ tego enzymu
moze podlega¢ Scistej regulacji. Wyniki badan kinetycznych wysoce
oczyszczonych preparatow syntetazy adenylobursztynianowej nie wska-
zuja jednakze by enzym ten przejawiat wiasciwosci enzymu allosterycz-
nego. Wydaje sie, ze szybko$¢ reakcji katalizowanej przez ten enzym
kontrolowana jest gtéwnie przez stezenia substratéw, produktow i inhi-
bitorow. Jest to tym bardziej prawdopodobne, ze oba szlaki metaboliczne
przedstawione na rycinie 2, konkurujg o wspdélny substrat jakim jest IMP.
W wielu tkankach, jak np. w tozysku, oba enzymy wspo6tzawodniczace
o IMP, a mianowicie dehydrogenaza IMP i syntetaza adenylobursztynia-
nowa, majg wartosci Kmtego samego rzedu — co czyni te reakcje szcze-
go6lnie podatne na regulacyjny wptyw zmian stezen substratow. Przema-
wia za tym takze fakt, ze state inhibitorowe Ki adenylobursztynianu,
AMP, XMP, GMP i GDP sg tego samego rzedu wielkosci co Kmdla IMP.
Réwniez obserwacja, ze wartosci Km syntetazy adenylobursztynianowej
z miesni szkieletowych krélika dla IMP, oraz Kt dla AMP sg tego samego
rzedu wielkosci co ich stezenia w komérce wskazuje, ze zmiany stezen
IMP i AMP moga regulowaé szybkos$¢ syntezy adenylobursztynianu.
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Ryc. 2. Biosynteza nukleotydéw adeninowych i guaninowych z IMP

Liczby przedstawiaja nazwy enzymoéw: 1 Syntetaza adenylobursztynianowa [EC. 6.34.4; liga-
za IMP :L-asparaginian (GDP)]. 2. Liaza adenylobursztynianowa (EC. 43.2.2; AMF-liaza adenylo-
bursztynianu). 3. Dehydrogenaza IMP (EC. 1.2.1.14; oksydoreduktaza IMP :NAD). 4. Syntetaza
GMP [EC. 6.35.2; amido-ligaza ksantozyno-5-fosforan :L-glutamina (AMP)].

Synteza nukleotydow adeninowych, zapoczatkowana reakcjg katali-
zowang przez syntetaze adenylobursztynianowg, kontrolowana jest
w dwojaki sposéb przez nukleotydy guaninowe i ksantynowe. GTP jest
niezbednym zrédiem energii dla syntezy adenylobursztynianu, a ponadto
aktywnos$¢ syntetazy adenylobursztynianowej hamowana jest przez XMP,
GMP i GDP, przy czym wartosci Ki dla GMP i GDP sg w przyblizeniu
takie same lub nawet nizsze anizeli Kmdla GTP (31, 32).

Przeksztatcanie IMP badz w adenylobursztynian bagdz w XMP (Ryc. 2)
podlega regulacji w sposob niezalezny od regulacji biosyntezy puryn de
novo. W hodowli ludzkich limfoblastow stwierdzono, ze adenina — w ste-
zeniu hamujagcym w 40% catlkowitg biosynteze puryn de novo, — hamo-
wata synteze nukleotydéw adeninowych w 50—70°0 i réwnocze$nie sty-
mulowata w 20°0 synteze nukleotydéw guaninowych (33a). Dodana gua-
nina wywierata efekt przeciwstawny. Odgrywajg tu role nukleotydy po-
wstajgce z adeniny i guaniny, o czym $wiadczy fakt, ze gdy badano mutan-
ty niezdolne do przemiany wolnych zasad w nukleotydy — wolne zasady
nie wywieraty tego efektu. Sugeruje to, ze przemiany nukleotydéw pu-
rynowych, a w szczegolnosci reakcja katalizowana przez syntetaze adeny-
lobursztynianowg, mogg by¢ regulowane odmiennie w tych komorkach,
ktore uzyskujg swoje nukleotydy purynowe wytgcznie z biosyntezy de
novo i w tych, ktore mogg syntetyzowaé¢ IMP z wolnej hipoksantyny. Te
ostatnig reakcje katalizuje fosforybozylotransferaza hipoksantynowa
(EC. 2.4.2.8):
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Hipoksantyna + 5-fosforybozylopirofosfQran -> IMP+PPi

W ten sposob produkt katabolizmu puryn — wolna hypoksantyna jest
ponownie wiaczana w przemiany (ang. salvage pathway).

Stwierdzono niedawno, ze syntetaza adenylobursztynianowa z miesni
szkieletowych szczura hamowana jest przez fruktozo-1,6-dwufosforan (35).
Hamowanie to ma charakter niekompetycyjny w stosunku do wszystkich
trzech substratow. Wyrazne hamowanie obserwowano juz przy 10 mM
stezeniu fruktozo-I,6-dwufosforanu, a 2 mM stezenie powodowato nieomal
catkowite zahamowanie reakcji. Poniewaz w miesniu szkieletowym szczu-
ra w spoczynku stezenie fruktozo-l,6-dwufosforanu wynosi 40—60 mM jest
wielce prawdopodobne, ze moze on by¢ regulatorem aktywnosci syntetazy
adenylobursztynianowej in vivo. Przebieg regulacji syntezy adenylobursz-
tynianu mozna sobie wyobrazi¢ nastepujgco: wzrost stezenia fruktozo-1,6-
dwufosforanu, bedacy wynikiem aktywacji fosfofruktokinazy przez AMP,
prowadzi poprzez zahamowanie syntetazy adenylobursztynianowej do
zmniejszenia syntezy AMP i w konsekwencji do obnizenia aktywnoSci
fosfofruktokinazy. Wskazuje to na wspo6tzaleznos¢ glikolizy i cyklu nukleo-
tydéw purynowych. Interesujgce w tym konteks$cie jest spostrzezenie, ze
w miesniu szkieletowym syntetaza adenylobursztynianowa wydaje sie
by¢ wigzana z F-aktyng, podobnie jak fosfofruktokinaza i niektore inne
enzymy glikolizy miesniowej (36).

Poréwnanie kinetycznych witasciwosci dwu izoenzyméw syntetazy
adenylobursztynianowej wystepujacych w watrobie (Tabela 2) oraz sta-
tych inhibitorowych dla AMP, GMP i fruktozo-I,6-dwufosforanu sugeruje,
ze izoenzymy te speiniajg odmienne funkcje w przemianach (34). lzoen-
zym M — prawdopodobnie identyczny z izoenzymem wystepujgcym
w miesniach szkieletowych — ma wieksze powinowactwo do asparaginianu
i cechuje sie wiekszg wrazliwoscia na hamowanie przez fruktozo-1,6-
dwufosforan. lzoenzym ten wydaje sie by¢ predestynowany do regulacji
glikolizy i amoniogenezy mie$niowej. Natomiast izoenzym L, charakterys-
tyczny dla watroby, cechuje sie wiekszym powinowactwem do IMP i jest
bardziej wrazliwy na hamowanie przez AMP i GMP — co sugeruje, ze
jego funkcja fizjologiczna polega na udziale w biosyntezie nukleotydow
purynowych. Za udziatem izoenzymu L w syntezie nukleotydéw prze-
mawia rowniez to, ze podczas regeneracji watroby udziat tego izoenzymu
w catkowitej aktywnos$ci syntetazy adenylobursztynianowej wzrasta
z 55°/0 do 80°0 (37).

Badanie kinetyki syntetazy adenylobursztynianowej z tozyska ludz-
kiego (32) wskazuje, ze reakcja przez nig katalizowana, podobnie jak
reakcja katalizowana przez enzym z E.coli (38) przebiega wedtug catko-
wicie losowego mechanizmu sekwencyjnego.

5 Postepy Biochemii
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I11-2. Liaza adenylobursztynianowa

Liaza adenylobursztynianowa (EC. 4.3.2.2) katalizuje w ciagu biosyn-
tezy nukleotydow purynowych dwie odrebne reakcje przedstawione po-
nizej wzorami:
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Pierwsza z reakcji polega na rozszczepieniu kwasu adenylobursztynowego
() do AMP (Il) i kwasu fumarowego (lll), a druga na rozszczepieniu
rybonukleotydu 4-N-sukcynylokarboksyamido-5-aminoimidazolowego (1V)
do rybonukleotydu 4-karboksy-5-aminoimidazolowego (V) i kwasu fuma-
rowego (I11). Reakcje te majg przebieg podobny i prowadzg do wbudowa-
nia azotu z kwasu asparaginowego w grupe aminowa nukleotydoéw ade-
ninowych i w pozycje 1 pierscienia purynowego.

Liaze adenylobursztynianowg znaleziono w drozdzach (39), bakteriach
(40) i roSlinach (41), a takze w takich tkankach zwierzecych jak watroba
(42), miesnie szkieletowe (13), erytrocyty (43, 44) i komorki raka Ehrlicha
(45, 46). Enzym z tkanek zwierzecych ulega tatwo inaktywacji podczas
izolowania, co bylo istotng przeszkoda w otrzymaniu wysoce 0czyszczo-
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nych preparatow. Dopiero niedawno udato sie uzyska¢ preparat liazy
adenylobursztynianowej z erytrocytéw ludzkich oczyszczony 10 000 razy
i stabilny podczas przechowywania przez 6 miesiecy w temperaturze 2°C
w buforze zawierajgcym glicerol (44). Wiasciwosci enzyméw z drozdzy
i Neurospora crassa zostaty opisane przez S. Ratner (47).
Najwyzszg aktywnos$é¢ liazy adenylobursztynianowej obserwowano
w miedniach szkieletowych. Przyjmujac aktywno$¢ w migsniach szkiele-
towych za 100% — aktywno$¢ w miesniu sercowym, watrobie i modzgu
wynosi 20—40%, a w erytrocytach 6% (44). Specyficzno$¢ enzymu w sto-
sunku do adenylobursztynianu i rybonukleotydu 4-N-sukcynylokarbo-
ksyamido-5-aminoimidazolowego jest do$¢ znaczna. Procz wyzej wymie-
nionych substratow rozktada on takze — jakkolwiek wolniej — 2-dez-
oksyadenylobursztynian i fi-D-arabinozyloadenylobursztynian (48), nato-
miast nie rozszczepia sukcynyloadeniny i sukcynyloadenozyny (44).
Reakcja katalizowana przez liaze adenylobursztynianowg jest odwracalna;
stata rownowagi dla enzymu z drozdzy w temp. 35°C, w pH 7,0 wynosi
(39):
K = [Fumaran] [AMP] .

= [Adenylobutsztynian] - % 10~3mola/l

Optimum pH obu reakcji katalizowanych przez te liaze wynosi 7,6—
79 w buforze N-Tris (hydroksymetylo)metyloglicynowym i w buforze
Tris/HCI (44). W tabeli 3 zestawiono wartosci Km obu substratow i Ki
niektorych inhibitorow tego enzymu. Jak wynika z tych danych powino-
wactwo enzymu do adenylobursztynianu i rybonukleotydu 4-N-sukcyny-

Tabela 3
State kinetyczne liazy adenylobursztanianowej z erytrocytéw cztowieka (44)

Substancja K* x 10~5M K*x10 -5M

Adeny lobursztynian 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.
HPOI" — 48,0 kompet.
Rybozo-5-fosforan — 300,0 kompet.
Asparaginian — 200,0 kompet.
; Cytrynian — 1000,0 kompet.
Ryboza — nie hamuje

* Warto$¢ pozorna.
Pomiary przeprowadzano w 0,05 M buforze N-Tris (hydroksymetylo)metyloglicynowym
o pH 7,8 w temperaturze 37°C.

o
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lokarboksyamido-5-aminoimidazolowego jest podobne. AMP hamuje silnie
enzym w spos6b kompetycyjny. Drugi produkt reakcji, fumaran, jest
znacznie stabszym inhibitorem, przy czym inhibicja przez ten zwigzek ma
charakter niekompetycyjny.

Aktualnie dostepne dane nie wskazujg by enzym ten posiadat wiasci-
wosci regulacyjne.

IV. Dowody doswiadczalne cyklicznej przemiany
nukleotydéw purynowych

Juz dawne wyniki doswiadczen in vivo z zastosowaniem zwigzkéw
znakowanych 1N sugerowaty, ze w miesniach nastepuje cyklicznie deza-
minacja AMP i reaminacja IMP (10—12). Jednak dopiero niedawno
Tornheim i Lowenstein przeprowadzili doSwiadczenia w kté-
rych mozna byto ten proces prze$ledzi¢ in vitro. Najbardziej przekonywu-
jace dane o przebiegu cyklu naukleotyddw purynowych w mie$niach
szkieletowych pochodzg z doswiadczen, w ktdrych obserwowano przemia-
ny nukleotydéw przy udziale wyciagéw bezkomdérkowych z miesni szkie-
letowych (17, 18); z doswiadczen nad perfuzjg miesni (20), a takze z badan
nad zawartoscig nukleotydoéw i innych metabolitow w miesniach szkiele-
towych in situ, w spoczynku i po draznieniu impulsami elektrycznymi
(20, 50).

Aby wykazaé cykliczny przebieg proces6w dezaminacji i reaminacji
w uktadzie bezkomorkowym, nalezato ekstrakt mie$niowy pozbawi¢ endo-
gennych substratéw i zapewni¢ mozliwosé regeneracji GTP, by przeciw-
dziata¢ zahamowaniu syntetazy adenylobursztynianowej przez wzrost
stezenia GDP (18). Dzieki dodaniu heksokinazy do mieszaniny inkuba-
cyjnej, ktéra zawierata tez endogenng aktywnos$¢ kinazy adenylanowej,
zapobiegano przeksztatceniu catego AMP w ATP. Przebieg tego rodzaju
doswiadczenia przedstawiono na rycinie 3. Cze$¢ A ryciny 3 przedstawia
proces reaminacji IMP, ktdry ustaje po wyczerpaniu sie zasobéw fosfo-
kreatyny. Druga cze$¢ cyklu polegajgca na dezaminacji wytworzonego
AMP przedstawiona jest w czeSci B ryciny 3. Wprowadzenie 2-dezoksy-
glukozy zamieniato ATP w AMP i prowadzito do gwattownego spadku
catkowitego stezenia nukleotydow adeninowych i ekwiwalentnego
wzrostu stezenia IMP. Tej fazie cyklu towarzyszyto wytwarzanie amonia-
ku. Naprzemienne dodawanie do mieszaniny inkubacyjnej rdwnowaznych
ilosci fosfokreatyny i 2-dezoksyglukozy prowadzito do kolejnych ,obro-
tow” tego cyklu. Taka sytuacja przedstawiona jest na rycinie 4. Jak to
wida¢ na rycinie 4 wytwarzanie amoniaku zachodzito jedynie w fazie
dezaminacji i niezbedna byta do tego obecnos$¢ zarowno IMP, jak i aspara-
ginianu; przy czym cztery kolejne ,,obroty” cyklu wytworzyty 3,5 mola
amoniaku na mol IMP znajdujacego sie w wyjsciowej mieszaninie inkuba-
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Ryc. 3. Przebieg in vitro cyklu nukleotydow purynowych przy udziale enzymoéw
z mies$ni szkieletowych szczura (18).

A. Przeksztatcenie IMP w adenylobursztynian i w AMP.

B. Dezaminacja AMP.

Mieszanina inkubacyjna zawierata: 052 mM IMP; 03 mM GTP; 4 mM asparaginian; 27 mM bufor
imidazol-HCI pH 6,7; 83 mM MgCl2, 1,67 mM fosfokreatyne; 1,2 j/ml heksokinazy drozdzowej
oraz ekstrakt mie$niowy w iloSci odpowiadajacej 1 mg biatka na mililitr. Reakcje rozpoczynato
dodanie biatka z ktérym wprowadzano do mieszaniny inkubacyjnej: ortofosforan 25 mM;
KC1 47 mM; EDTA 0,83 mM; ditiotreitol 17 (iM. Inkubacje prowadzono w 31°C. Dezaminacje AMP
rozpoczynato dodanie 2-dezoksyglukozy o stezeniu koncowym 1,67 mM.

Przebieg reakcji monitorowano spektrofotometrycznie.

cyjnej. Wskazuje to, ze katalityczne ilosci nukleotydéw adeninowych,
adenylobursztynianu i IMP wystarczg dla prawidtowego przebiegu amo-
niogenezy z asparaginianu.

W zjawiskach dajgcych sie obserwowac in vitro w doswiadczeniach
przedstawionych na rycinach 3 i 4 dopatrzy¢ sie mozna pewnych analogii
ze stanami fizjologicznymi spoczynku i znuzenia mieé$ni szkieletowych.
Pierwsza faza cyklu polegajagca na reaminacji IMP do AMP ustaje po
wykorzystaniu zasobéw fosfokreatyny. Nukleotydy adeninowe zostaja
wowczas niejako ,zablokowane” w formie ATP, co odpowiada sytuacji
w miesniu szkieletowym pozostajgcym w spoczynku. Rozkitadowi ATP
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Ryc. 4. Produkcja amoniaku i zmiany stezen nukleotydéw adeninowych podczas
czterech kolejnych ,,obrotéw” cyklu nukleotydéw purynowych (18).

Warunki doSwiadczenia takie same jakie opisano w legendzie do ryciny 3; reakcje rozpoczynato
dodanie IMP o stezeniu kofncowym 052 mM. Strzatki wskazujag momenty dodawania 2-dezoksy-
glukozy (DG) i fosfokreatyny (CP). ¢ —kompletna mieszanina inkubacyjna, O —mieszanina
nie zawierajgca IMP, A —mieszanina nie zawierajaca asparaginianu.

spowodowanemu wprowadzeniem 2-dezoksyglukozy towarzyszy przemia-
na nukleotydéw adeninowych w IMP — odpowiada to skurczowi tezco-
wemu, czyli stanowi miesnia charakteryzujgcemu sie skrajnym wyczerpa-
niem zasobow energetycznych.

Rycina 5 przedstawia wynik doswiadczenia, ktore rdzni sie tym od
eksperymentu przedstawionego na rycinie 3, ze wyjsciowa mieszanina
inkubacyjna nie zawierata fosfokreatyny; zawierala natomiast ATP za-
miast IMP. W dosSwiadczeniu tym dezaminacje inicjowano dodaniem glu-
kozy zamiast 2-dezoksyglukozy. Jak wida¢ na rycinie 5 po poczatkowym
gwattownym spadku zawartosci nukleotydéw adeninowych i réwnoczes-
nym wzroscie stezenia IMP — nastepuje faza reaminacji co manifestuje
sie spadkiem stezenia IMP, pojawieniem sie adenylobursztynianu i wzro-
stem stezenia nukleotydow adeninowych. Taki przebieg doSwiadczenia
wskazuje, ze energia niezbedna dla reaminacji IMP pochodzi w tym
przypadku z przemian glukozy.

Przedstawione powyzej wyniki doswiadczen z uzyciem bezkomorko-
wych ekstraktéw z miesni szkieletowych znalazty potwierdzenie w bada-
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Ryc. 5. Przebieg cyklu nukleotydéw purynowych in vitro, przy udziale enzymow
z miesni szkieletowych szczura, w obecnosci glukozy jako zroédta energii (18).

Mieszanina inkubacyjna zawierata 05 mM ATP natomiast nie zawierata fosfokreatyny i IMP.
1lo$¢ dodanego ekstraktu mie$niowego odpowiadata 1,4 mg biatka na mililitr; stezenie heksoki-
nazy wynosito 13 j/ml. Reakcje rozpoczynato dodanie glukozy o stezeniu 1 mM. Pozostate
warunki doswiadczenia takie same jakie opisano w legendzie do ryc. 3.

niach opartych na perfuzji preparatu miesni szkieletowych szczura (20).
Podczas perfuzji miesni szkieletowych stwierdzono, ze istnieje $cista
wspoétzalezno$¢ pomiedzy wytwarzaniem amoniaku, IMP i kwasu mleko-
wego (20). Dane przedstawione w tabelach 4 i 5 dajg wglad w przemiany
zachodzace w mieé$niach pod wptywem draznienia prgdem elektrycznym,
jak rowniez podczas powrotu do stanu spoczynkowego.

Jak to przedstawia tabela 4 — stymulacja miesni szkieletowych impul-
sami elektrycznymi in situ powoduje spadek catkowitej zawarto$ci nu-
kleotydoéw adeninowych, wzrost stezenia IMP — przy czym suma nukleo-
tydy adeninowe plus IMP pozostaje stata. Pracy mie$niowej towarzyszy
rowniez pojawienie sie adenylobursztynianu, ktéry w mieé$niach pozosta-
jacych w spoczynku obecny jest jedynie w $ladowych iloSciach.

Tabela 5 przedstawia zmiany zawarto$ci amoniaku, IMP i niektérych
aminokwasow w mieé$niach perfundowanych, oraz zmiany w uwalnianiu
aminokwaséw do ptynu perfuzyjnego pod wptywem stymulacji pradem
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Tabela 4

Zawartos¢ fosfokreatyny i nukleotydéw w miesniach szkieletowych szczura w spoczynku, bezposred-
nio po wysitku i po krétkim wypoczynku (50)*

Po wypoczynku
W spoczynku Po wysitku** ypoezy

2,5 min.
n=>5 n=>5 n=4

Fosfokreatyna 84,0+ 3,6 28.7+ 3,0 70,4+4,2
ATP 250%1,2 18,9+0,8 20,7+1,0
ADP 3,12+0,21 3,31+0,15 2,67+0,12
AMP 0,467 +0,046 0,556 +0,029 0,585+0,023
Suma: AMP + ADP + ATP 28,5+ 1,3 22.7+0,8 24,0+ 11
IMP 0,167+0,014 2,97+0,46 2,15+0,37
Adenylobursztynian 0,001 0,017 +£0,003 0,021 +0,004
Suma: AMP + ADP +
+ ATP + IMP 28,7+ 13 25.7+0,6 26,2+0,74

* Liczby wyrazajg (¢mole x g suchej masy tkanki-1 i sg wartosciami $rednimi + $redni btagd S$redniej arytmetycznej.
Liczba zwierzat uzytych do do$wiadczern w kazdej grupie podana jest jako n.
** Mig$nie drazniono in situ przez 15 min. impulsami elektrycznymi 10 ms z czestotliwoécig 5 impulséw na sekunde

elektrycznym. Zwraca uwage znaczny wzrost zaréwno zawartosci jak
i wydalania amoniaku, oraz towarzyszacy temu wzrost zawartosci IMP
i spadek zawartoSci asparaginianu w mie$niach poddanych perfuzji.
Podobne zmiany stwierdzono takze w miesSniach czlowieka pod-
danych uprzednio intensywnej pracy. Obserwowano 15°0 spadek catko-
witej puli nukleotydéw adeninowych i rownowazny przyrost stezenia
IMP (51).

Wszystkie przytoczone powyzej dane doswiadczalne wskazujg wyraz-
nie, ze .pracy miesniowej towarzyszy intensywny przeptyw metabolitow
przez cykl nukleotydéw purynowych.

Tabela 5

Wplyw wysitku na zawarto$¢ i uwalnianie niektdrych metabolitéw przez miesnie szkieletowe

szczura poddane perfuzji (50)
Zawartos¢ w migsniach* Uwalnianie do ptynu perfuzyjnego*
(i.mole x g suchej masy-1 nanomole x g suchej masy-1

W spoczynku Po wysitku** W spoczynku Po wysitku**

Asparaginian 1,27+0,13 0,76 +0,08

Glutaminian 6,60+0,14 4,12+0,23

Glutamina 158+ 1,7 12,5+ 14 54,9+6,7 25149
Alanina 8,42+1,35 9,67+0,61 28,6+ 31 13,6+ 3,3
Amoniak 1,6+0,01 4,95+0,85 123+2,7 97,0+ 145
IMP 0,085 +£0,033 4,73+0,61

* Liczby sa $rednig arytmetyczng + $redni bigd $redniej arytmetycznej z 5— 10 doswiadczen.
** Perfundowane migénie drazniono poprzez nerw'kulszowy impulsami elektrycznymi 10 V, 10 ms przez 15—30
imn. z_czestotliwoscia 1—6 impulséw'na minute.
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V. Znaczenie metaboliczne cyklu nukleotydéw purynowych

Cykl nukleotydéw purynowych wydaje sie spetniaé nastepujgce funk-
cje metaboliczne:

— regulacja catkowitego stezenia nukleotydéw adeninowych oraz wzgled-
nych stezen AMP, ADP i ATP;

— uwalnianie amoniaku z aminokwasow;

— regulacja aktywnos$ci fosfofruktokinazy i dzieki temu calego procesu
glikolizy.

Znaczenie tego cyklu w przemianach komorkowych réznych tkanek
jest zapewne niejednakowe. | chociaz rola fizjologiczna tego cyklu w réz-
nych tkankach jest wcigz kontrowersyjna — to jego bezpos$redni zwigzek
z amoniogenezg i glikolizg migsniowg wydaje sie by¢ niewatpliwy.

V-I. Znaczenie cyklu nukleotydéw purynowych w regulacji stezen AMP, ADP i ATP

Wzajemny stosunek stezedn AMP, ADP i ATP okreSlany jest przez
stan réwnowagi w reakcji katalizowanej przez kinaze adenylanowa:

2ADP"™ ATP+ AMP

Wiadomo, ze w mies$niach szkieletowych cykl nukleotydéw puryno-
wych przyczynia sie do utrzymania wysokiego stosunku [ATP] : [ADP]
(52, 53). Nastepuje to dzieki temu, ze dezaminacja AMP do IMP obniza
stezenie AMP i przyczynia sie do zwiekszonej produkcji ATP z ADP
w reakcji katalizowanej przez kinaze adenylanowga. Podobny mechanizm,
chronigcy na krotki czas przed nadmiernym spadkiem nukleotyddw ade-
ninowych wydaje sie funkcjonowaé takze w mieéniu sercowym. Stwier-
dzono bowiem, ze dezaminaza AMP z mie$nia sercowego krdlika jest akty-
wowana znacznie silniej przez ADP anizeli przez ATP (54). Te witasciwos-
ci regulacyjne enzymu powoduja, ze dezaminacja AMP w migéniu ser-
cowym przebiega wolno do czasu nagromadzenia sie ADP. Takze wyniki
doswiadczen nad zachowaniem sie rekonstytuowanego ukiadu glikolizy
mie$niowej potwierdzajg ochronng funkcje dezaminazy AMP w stosunku
do puli nukleotydéw adeninowych (55).

Dezaminacja AMP wydaje sie odgrywa¢ w wielu tkankach role w bu-
forowaniu zmian tadunku energetycznego adenylandéw wyrazajgcego sie
stosunkiem [ATP]+ 1/2[ADP]/[ATP] + [ADP] + [AMP], To dziatanie stabi-
lizujace tadunek energetyczny odbywa sie kosztem obnizenia catkowitego
stezenia nukleotydow adeninowych. Wykazano bowiem doswiadczalnie
dla wielu tkanek, ze obnizeniu tadunku energetycznego towarzyszy spa-
dek catkowitego stezenia nukleotyddéw adeninowych.

Aktywno$¢ dezaminazy AMP z mies$ni szkieletowych i watroby szczura
maleje w miare wzrostu tadunku energetycznego i w zakresie wartosci
fizjologicznych 0,7—0,9 zaleznos¢ ta ma charakter liniowy (56, 57). Wraz-
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liwos¢ dezaminazy AMP na wahania warto$ci tadunku energetycznego
jest takze najwieksza w tym fizjologicznym zakresie.

Wzrost szybkosci dezaminacji AMP przy spadku wartosci tadunku
energetycznego zalezny jest od bezwzglednej wielkosci puli nukleotyddw
adeninowych (57). Stanowi¢ to moze mechanizm zabezpieczajagcy komorke
przed catkowitg utratg nukleotydéw adeninowych. Hipoteza taka znalazta
potwierdzenie w doSwiadczeniach w ktérych obserwowano gwattowny
spadek catkowitego stezenia nukleotydéw adeninowych w watrobie po
obcigzeniu fruktozg (58, 59). Obcigzenie fruktozag obniza stezenie fosforanu
nieorganicznego w watrobie, ktéry jest silnym inhibitorem dezaminazy
AMP. W dalszej konsekwencji prowadzi to do zwiekszonej dezaminacji
AMP i spadku stezenia nukleotydéw adeniniowych (60—62). Jednakze
obserwowany w tych warunkach maksymalny spaelek catkowitego steze-
nia nukleotydow adeninowych nie przekracza granicy 1—2 mM — co moze
Swiadczy¢ o istnieniu mechanizmu zabezpieczajgcego komdrke przed dal-
szg utratg nukleotydow adeninowych (63, 64).

V-2. Cykl nukleotydéw purynowych jako droga katabolizmu aminokwaséw

W wiekszosci podrecznikow spotkac sie mozna z pogladem, ze central-
ng role w katabolizmie aminokwasow odgrywa reakcja oksydacyjnej de-
zaminacji glutaminianu katalizowana przez dehydrogenaze glutaminiano-
wg (EC. 1.4.1.3):

Glutaminian+tNAD++ HD ~ a-ketoglutaran+ NADH+ H++NH3
W mysl tego pogladu, wywodzacego sie z badan Braunsteina (65),
ré6zne aminokwasy przekazujg swoja grupe aminowag w wyniku transami-
nacji na a-ketoglutaran, co prowadzi do wytworzenia glutaminianu. Glu-
taminian ulega nastepnie oksydacyjnej dezaminacji z wytworzeniem
wolnego amoniaku.

W ostatnich latach zaczeto jednak powaznie poddawaé¢ w watpliwos¢,
czy reakcja katalizowana przez dehydrogenaze glutaminianowa w warun-
kach in vivo przebiega w kierunku dezaminacji glutaminianu. Wysunieto
przypuszczenie, ze katabolizm aminokwaséw odbywac sie moze z udzia-
tem cyklu nukleotydéw purynowych, w toku ktérego nastepuje dezami-

K*rokvasy Glutaminian Szczawiooctan <- Jab
Kl
nuk?(%ryddw
purynowych
Amirwic»o*y cE£-k#tOglutoran Atparoginian Fumaron

T

Ryc. 6. Schemat powstawania amoniaku z aminokwaséw za posrednictwem cyklu
nukleotydéw purynowych.
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nacja asparaginianu (19, 26, 66). Te droge wytwarzania amoniaku jako
produktu katabolizmu aminokwasow ilustruje rycina 6. W ujeciu przed-
stawionym na rycina 6 dezaminacji ulega asparaginian, a nie glutaminian.
Glutaminian powstajacy w wyniku transaminacji r6znych aminokwaséw
z a-ketoglutaranem jest donatorem grupy aminowej w reakcji katalizo-
wanej przez aminotransferaze asparaginianowa.

Catly szereg obserwacji wskazuje, ze amoniogeneza mie$niowa prze-
biega przy udziale cyklu nukleotydow purynowych. Miesnie szkieletowe
charakteryzujg sie wyjatkowo niskg aktywnos$cig dehydrogenazy gluta-
minianowej i wyjatkowo wysokag aktywnosciag dezaminazy AMP (Tabela
6). Wiadomo réwniez, ze mitochondria izolowane z miesni szkieletowych
szczura nie uwalniajg amoniaku podczas inkubacji z glutaminianem;
maja natomiast zdolno$¢ hydrolizowania glutaminy do amoniaku i kwasu
glutaminowego (67).

Tabela 6

Poréwnanie aktywnosci dezaminazy AMP i dehydrogenazy glutaminianowej w réznych tkankach
szczura* (19)

Aktywno$¢*** Aktywno$c**

Tkanka dezaminazy dehydrogenazy
AMP glutaminianowej

Watroba 1,1—2,0 248
Kora nerki 12,6 130
Moézg 14,7 32
Serce 16—4,4 1
Pluca 5,2 n
Sledziona 12,0 9,9
Jadra 55 4,2
Przepona — 2,3
Miesénie szkie-
letowe 127,0 1,3

* Aktywnosci enzyméw zestawione w tabeli wyrazone sg jako j¢mole x g tkanki-1 x min-1.
** Aktywno$¢ dehydrogenazy glutaminianowej mierzono w kierunku reduktywnej aminacji — a-ketoglutaranu
w pH 7,4
*** Aktywno$¢ dezaminazy AMP mierzono w pH 7,2.

Miesnie szkieletowe sg tkankg w ktérej odbywaja sie bardzo intensyw-
ne przemiany aminokwaséw. W spoczynku mies$nie szkieletowe uwalniajg
do krwi znaczne ilosci alaniny i glutaminy (68, 69). Jak to wida¢ z danych
zawartych w tabeli 5 pracy miesniowej towarzyszy zwiekszona amonio-
geneza i réwnocze$nie zmniejszenie uwalniania alaniny i glutaminy.

W atroba jest druga oprocz miesni szkieletowych tkanka intensywnie
zaangazowang w katabolizm aminokwaséw. Amoniak wytworzony w wa-
trobie z przemian aminokwaséw jest u zwierzat ureotelicznych zuzywany
do biosyntezy mocznika. Do niedawna mocno ugruntowany wydawat sie
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poglad, ze gtownym Zrodtem amoniaku w watrobie jest oksydacyjna

dezaminacja glutaminianu. W ostatnich latach nagromadzito sie jednakze

caty szereg obserwacji $wiadczacych o tym, ze amoniak powstajacy w wa-
trobie nie pochodzi z reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze gluta-
minianowg:

— rownowaga w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze glutaminia-
nowa przesunieta jest znacznie w kierunku reduktywnej aminacji
a-ketoglutaranu (24);

— podczas inkubacji izolowanych mitichondriéw watrobowych z gluta-
minianem 90°/0 glutaminianu ulega transaminacji do asparaginianu,
a najwyzej 10°0o ulega dezaminacji z uwolnieniem amoniaku (70);

— w warunkach, gdy mitochondria watrobowe syntetyzujg cytruline
z ornityny, C02 i amoniaku — zastgpienie amoniaku glutaminianem
prowadzi do gwattownego spadku syntezy cytruliny (71);

— leucyna, ktéra jest aktywatorem dehydrogenazy glutaminianowej ha-
muje synteze mocznika w. izolowanych hepatocytach w obecnosci ala-
niny jako zrédta azotu (66, 72).

Alternatywnym uktadem enzymatycznym pozwalajacym na dezami-
nacje aminokwasow w watrobie jest cykl nukleotydéw purynowych.
W pracowni kierowanej przez Chappella stwierdzono, ze w watrobie
szybko$¢ wytwarzania amoniaku z asparaginianu jest poréwnywalna
z szybkoscig syntezy mocznika z alaniny (26, 27). Jakkolwiek aktywnos¢
dezaminazy AMP jest w watrobie stosunkowo niska, to jednak w obec-
nosci 1 mM ATP moze maksymalnie wynosi¢ 6 Mmoli xmin_1x g tkanki-1,
podczas gdy maksymalna szybko$é dezaminacji glutaminianu przez izo-
lowane mitochondria watroby nie przekracza 0,4 mnoli Xmin-1x g tkan-
ki“1(26).

Wyniki innych doswiadczen nasuwajg jednakze watpliwos$é, czy cykl
nukleotydow purynowych jest gtdwng droga katabolizmu asparaginianu
w watrobie. Badajac w izolowanych hepatocytach watroby szczura prze-
miane L-asparaginy do glukozy i mleczanu stwierdzono, ze zablokowanie
transaminacji przez 2 mM kwas aminooksyoctowy znacznie obniza wy-
twarzanie glukozy i amoniaku z L-asparaginy (73). Z drugiej strony, za-
hamowanie w hepatocytach syntetazy adenylobursztynianowej przez
dodanie kwasu N-formylohydroksyaminooctowego (Hadacidin) nie wpty-
wato znaczaco na szybkos$¢ ureogenezy z L-alaniny, L-asparaginy i NH4CL
jako substratow (73).

Krebs igrono jego wspdtpracownikdw uwazajg, ze katabolizm ami-
nokwasow w watrobie przebiega gtéwnie z udziatem dehydrogenazy glu-
taminianowej. Zdaniem tych autordw stezenia substratow i produktow
reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze glutaminianowg sag w watrobie
zblizone do istniejgcych w stanie chemicznej rownowagi (74—79). Reakcja
katalizowana przez dehydrogenaze glutaminianowg pozostaje w rowno-
wadze z reakcjami katalizowanymi przez aminotransferaze alaninowg
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i aminotransferaze asparaginianowg. Zasadniczymi czynnikami determi-
nujacymi kierunek przebiegu tych reakcji sa wahania stezenia jonu amo-
nowego i stan redoksowy nukleotyddw pirydynowych (77, 80).

Dehydrogenaza glutaminianowa przejawia bardzo ztozone witasciwosci
regulacyjne. Ziozonos$¢ ta sugeruje, ze enzym ten moze spetnia¢ wiele
réznorodnych funkcji zaleznie od stanu metabolicznego komorki, lub tez,
ze funkcje tego enzymu w réznych tkankach sa odmienne (81).

o] ile rola dehydrogenazy glutaminianowej w katabolizmie amino-
kwasow w watrobie jest wcigz przedmiotem dyskusji — to wydaje sie by¢
zupetnie pewnym, ze enzym ten spetnia zasadnicza role w wigzaniu
amoniaku w wypadku wzrostu jego stezenia. Podanie chlorku amonu
szczurom in vivo powodowalo szybki wzrost stezenia alaniny i asparagi-
nianu w watrobie, a towarzyszyt temu spadek stezenia a-ketoglutaranu
(74, 82, 83). Podanie szczurom L-cykloseryny (inhibitora aminotransferazy
asparaginianowej) przed podaniem chlorku amonu zapobiegato wzrostowi
stezenia alaniny, ale przyrost stezenia asparaginianu byt wowczas jeszcze
wiekszy (74).

W nerce amoniak wydalany do moczu pochodzi w znacznej czesci, jak
sie wydaje, z cyklu nukleotyddw purynowych (28). Przemawia za tym
obserwacja, ze w warunkach zwiekszonej amoniogenezy spowodowanej po-
daniem szczurom NHACL lub ograniczeniem potasu w diecie, nastepuje
wzrost aktywnosci syntetazy adenylobursztynianowej i liazy adenylobur-
sztynianowej w nerkach (28). Dtugotrwate zakwaszanie organizmu szczura
powoduje takze wzrost aktywnos$ci dezaminazy AMP w nerkach (90).

Takze w mdzgu w powstawaniu amoniaku z przemian aminokwasoéw
wydaje sie posredniczy¢ cykl nukleotyddw purynowych (29). Poréwnanie
maksymalnych aktywnosci syntetazy adenylobursztynianowej i liazy
adenylobursztynianowej z aktywnos$cig dehydrogenazy glutaminianowej
w mozgu szczura wskazuje, ze aktywnosci enzymow cyklu nukleotydéw
purynowych sg wystarczajgco wysokie dla wytworzenia catego amoniaku
jaki powstaje w moézgu szczura. Stwierdzono réwniez, ze ilos¢ produko-
wanego w mozgu amoniaku przewyzszy maksymalng zdolno$¢ jego wy-
twarzania w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze glutaminiano-
wa (29).

Przedstawione powyzej fakty wskazuja, ze cykl nukleotydéw puryno-
wych jest w catoSci odpowiedzialny za produkcje amoniaku w miesniach
szkieletowych. Najprawdopodobniej jest takze znaczacym zrédiem amo-
niaku wytwarzanego w innych tkankach, takich jak watroba, nerki i mézg.

V-3. Cykl nukleotydéw purynowych a regulacja glikolizy migsniowej

Wystepowanie przeciwstawnych oscylacyjnych zmian stezen fruktozo-
6-fosforanu i fruktozo-1,6-dwufosforanu zaobserwowano po raz pierwszy
badajagc proces glikolizy u drozdzy (84). Podobne zjawisko obserwowano
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takze badajgc glikoze w ekstrakcie z miesnia sercowego wotu. Wykazano,
ze za takie oscylacje odpowiedzialne sa wasciwosci regulacyjne fosfofruk-
tokinazy — enzymu Kkatalizujacego reakcje ograniczajgca predkos$¢ ciagu
glikolitycznego (85).

Tornheim i Lowenstein (25, 52) badajgc in vitro cykl nukleo-
tydéw purynowych w ekstraktach z miesni szkieletowych szczura, za-
obserwowali oscylacyjne zmiany stezen AMP, adenylobursztynianu i IMP.
Oscylacje stezeh metabolitow cyklu nukleotydow purynowych byty zsyn-
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Ryc. 7. Oscylacje catkowitego stezenia nukleotydéw adeninowych, IMP oraz glukozo-
-6-fosforanu, fruktozo-6-fosforanu, fruktozo-l,6-awufcsforanu, fosfodwuhydroksyace-
tonu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego w przebiegu cyklu nukleotydéw purynowych
w ekstrakcie z mie$ni szkieletowych szczura (52).

Mieszanina inkubacyjna zawierata: 05 mM ATP; 03 mM GTP; 4 mM asparaginian; 0.03 j/ml
heksokinazy drozdzowej; 1 nM NAD#4; 75 mM ortofosforan; 27 mM bufor imidazol-HCI pH 6,6;
83 mM MgCIl2 Reakcje rozpoczynato dodanie bezposrednio po sobie ekstraktu miesniowego
w ilosci 1,3 mg biatka na mililitr i glukozy o stezeniu 10 mM. Wraz z ekstraktem miesniowym
wprowadzono dodatkowo do mieszaniny inkubacyjnej: KCl1 47 mM; EDTA 083 mM; ditiotreitol
17 (iM i ortofosforan 25 mM. Temperatura inkubacji 30°C.
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chronizowane 2z wahaniami stezen NADH — co nasuneto przypusz-
czenie, ze pozostajg one w zwigzku z glikolizag mieSniowg. Oscylacje ste-
zen nukleotyddw adeninowych, IMP oraz intermediatéw glikolizy, w prze-
biegu cyklu nukleotyddw purynowych, przedstawia rycina 7. Jak to
ewida¢ na rycinie 7, spadkowi stezenia nukleotydéw adeninowych to-
warzyszyt spadek stezenia glukozo-6-fosforanu i fruktozo-6-fosforanu.
Réwnoczesnie widoczny byt przyrost fruktozo-l,6-dwufosforanu, alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego i fosfodwuhydroksyacetonu. Amplituda tych
oscylacji wzrastata w miare uptywu czasu. Rycina 8 przedstawia towa-
rzyszace oscylacjom glikolitycznym wahania stezen ATP, ADP, AMP
oraz GTP i GDP. Jak widaé, w momencie gdy catkowite

'3 —
S00 \ T T T T
o
\
F “\lNukloorydy adeninowe l
o - -
400 | \ s ‘\l AT B
a A’

a a2
o \ O ar
300 \ R\ o R //i

i oo \D\O/ATP \°\/° \l / ‘

= v
v
100 —vi \\ADP v/ \ /V \ -1
/ / v Y 'n
\

B 53

/ AN
: (j/a AMP u\m D'-D‘U/ \Dn s
[ ] 4
¢ /\. .\. .
N / L] \
200 /.GTP \ //. o\ l
MM \/“ X}' 1
i i
7

Czas (min.)
Ryc. 8. Oscylacje stezen AMP, ADP, ATP oraz GDP i GTP w przebiegu cyklu nu-
kleotydéw purynowych w ekstrakcie z mie$ni szkieletowych szczura (52).
Warunki doswiadczenia takie same jakie opisano w legendzie do ryciny 7.
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stezenie nukleotydéw adeninowych jest najnizsze, najmniejsze sg takze
stezenia ATP i GTP, a najwyzsze stezenia ADP, AMP i GDP.

Generacje oscylacji w doswiadczeniach przedstawionych na rycinach
7 i 8 autorzy ttumaczg nastepujgco. W chwili rozpoczynania reakcji jedy-
nym nukleotydem adeninowym obecnym w mieszaninie reakcyjnej jest
ATP, ktéry hamuje aktywnos$¢ fosfofruktokinazy. Po dodaniu glukozy
nastepuje jej fosforylacja pod wptywem heksokinazy, co powoduje spadek
stezenia ATP i zmniejszenie zahamowania aktywnosci fosfofruktokinazy.
Réwnoczes$nie dzieki reakcji katalizowanej przez kinaze adenylanowg
wzrasta stezenia AMP — aktywatora fosfofruktokinazy. W miare nagro-
madzania sie fruktozo-6-fosforanu i aktywacji fosfofruktokinazy, zaczyna
powstawacé fruktozo-l,6-dwufosforan. W momencie, gdy szybko$¢ wy-
twarzania fruktozo-l,6-dwufosforanu, przewyzszy szybko$¢ jego zuzy-
wania w dalszych reakcjach glikolizy, wzrost aktywnosci fosfofruktokina-
zy staje sie autokatalityczny, gdyz fruktozo-l,6-dwufosforan bedacy pro-
duktem reakcji, jest réwnoczesSnie bardzo silnym jej aktywatorem.
W wyniku tej autokatalitycznej aktywacji fosfofruktokinazy nastepuje
gwattowne zuzycie nagromadzonych estréw heksozomonofosforanowych
i gwattowny spadek stezenia ATP, a wzrost stezenia ADP. W wyniku
reakcji katalizowanej przez kinaze adenylanowg powoduje to wzrost ste-
zenia AMP co uzewnetrznia si¢ w przyspieszeniu dezaminacji i prowadzi
do gwattownego zmniejszenia catkowitego stezenia nukleotydéw adeni-
nowych. Na rycinie 7 i 8te momenty zaznaczone sg pionowymi strzatkami.
Dalszy metabolizm fruktozo-I,6-dwufosforanu na drodze glikolizy prowa-
dzi do regeneracji ATP i GTP. Nastepuje wskutek tego ponowne zahamo-
wanie aktywnosci fosfofruktokinazy przez ATP. Dezaminacja AMP ustaje
rowniez wskutek obnizenia stezenia substratu, a takze wskutek zahamo-
wania dezaminazy AMP przez GTP. Gdy stosunek [GTP]/[GDP] osiagnie
warto$¢ wystarczajagco wysoka by zniwelowaé hamowanie syntetazy ade-
nylobursztynianowej przez GDP, rozpoczyna sie aminacja IMP do AMP.
Konwersja IMP w AMP trwa do wyczerpania si¢ nagromadzonych zaso-
béw energetycznych w postaci kwasu 1,3-dwufosfoglicerynowego i fos-
foenolopirogronowego. Wzrost stezenia GDP, jaki towarzyszy aminacji
IMP do AMP prowadzi do zahamowania syntetazy adenylobursztyniano-
wej. Réwnoczes$nie spadek stezenia ATP zuzywanego w reakcji katalizo-
wanej przez heksokinaze prowadzi do ponownej aktywacji fosfofruktoki-
nazy — co w dalszej konsekwencji inicjuje powstanie nastepnej oscylacji.

Przedstawione na rycinach 7 i 8 doswiadczenia wskazujg wyraznie na
wspotzalezno$¢ oscylacji glikolizy i cyklu nukleotydéw purynowych. Wy-
stepowanie tych oscylacji da sie objasni¢ regulacyjnymi witasciwosciami
fosfofruktokinazy i dezaminazy AMP. Interesujgca jest obserwacja,
ze aktywacja fosfofruktokinazy przez fruktozo-l,6-dwufosforan zalezy
w ogromnej mierze od stezenia AMP (86, 87). | tak, przy 1 mM stezeniu
AMP, fruktozo-l,6-dwufosforan w stezeniu 32viM powoduje jedynie zni-
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komg aktywacje fosfofruktokinazy. Wzrost stezenia AMP do 20 mM
i 50viM pocigga za sobg, przy tym samym stezeniu fruktozo-l,6-dwufos-
foranu, odpowiednio 20-krotny i 40-krotny wzrost aktywnos$ci tego enzy-
mu (87). Nie jest wykluczone, ze w migsniach w warunkach zwiekszonego
zapotrzebowania na energie, do aktywacji fosfofruktokinazy przyczynia
sie takze wzrost stezenia jonéw NH| , bedacy wynikiem dezaminacji
AMP (86).

Opisany powyzej model regulacji oparty jest na badaniu glikolizy
i cyklu nukleotydow purynowych w stosunkowo nieskomplikowanym
uktadzie doswiadczalnym, jaki stanowi bezkomodrkowy ekstrakt z mieéni
szkieletowych szczura pozbawiony endogennych metabolitéw. Dotychczas
nie wiadomo czy takie oscylacje zachodzag w migsniach szkieletowych in
vivo — obserwowano je natomiast w pojedynczej komoérce drozdzy (88).

Opisany przez Lowensteina cykl nukleotydéw purynowych jest jednym
z najp6zniej odkrytych cykli metabolicznych o uniwersalnym — jak sie
wydaje — wystepowaniu w komérkach. Stanowi on réwnoczesnie piekny
przyktad wielorakiej wspdtzaleznosci regulacyjnej przemian zwiazkéw
0 réznorodnej budowie chemicznej.

Zaakceptowano 8.12.1978

PISMIENNICTWO

1. Atkinson D. E., (1968), w Metabolie Roles of Citrate, red. Goodwin T. W,
str. 23—40; Academic Press, London, New York.

2. Atkinson D. E. (1966), Ann. Rev. Biochem. 35, 85—124.

3. Atkinson D. E., (1977), Cellular Energy Metabolism and Its Regulation,
str. 85—107; Academic Press, New York, San Francisco, London.

4. Schmidt G, (1928), Z. Physiol. Chem. 179, 243—282.

Parnas J. K, (1929), Biochem. Z. 206, 16—38.

Parnas J K, Mozolowski W, Lewinski W. (1927), Biochem. Z.

188, 15—23.

Parnas J. K, (1929), Am. J. Physiol. 90, 467—474.

Mozolowski W. (1929), Biochem. Z. 206, 150—157.

Ostern P., (1934), Przeglad Fizjologii Ruchu 6, 1—51.

10. Kalckar H. M, Rittenberg D, (1947), J. Biol. Chem. 170, 455—459.

11. Newton A A, Perry S.V, (1960), Biochem. J. 74, 127—136.

12. Newton A. A, Perry S. V., (1957), Nature 179, 49—50.

13. Davey L. C, (1959), Nature 183, 995—996.

14, Yefimochkina E. F., (1960), Biokhimia 25, 607—616.

15. Yefimochkina E F, Braunstein A. E. (1959), Arch. Biochem. Biophys.
83, 350—352.

16. Davey L. C, (1961), Arch. Biochem. Biophys. 95, 296— 304.

17. Lowe nstein J M, Tornheim K. (1971), Science 171, 397—400.

18. Tornheim K, Lowenstein J. M, (1972), J. Biol. Chem. 247, 162—169.

19. Lowenstein J. M, (1972), Physiol. Rev. 52, 382—414.

20 Goodman M N, Lowenstein J. M, (1977), J. Biol. Chem. 252, 5054—5060.

21. Umiastowski J., (1964), Post. Biochem. 10, 445—461.

o o

© © N

6 Postepy Biochemii



194

22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

29.
30.
3L
32.

33.

33a.

34.

35.

36.

37.

38.
39.
40.
41.
42.

43.
44,
45.

46.
47.

48.
49.
50.
51.

52.
53.

54.
55.
56.
57.
58.

59.

W. MAKAREWICZ [26]

Purzycka J., (1964), Post. Biochem. 10, 359—367.

Stank iewicz A. (1978), Post. Biochem. 24, 243—264.

Strecker H. J, (1953), Arch. Biochem. Biophys. 46, 128— 140.

Tornheim K, Lowenstein J. M., (1973), J. Biol. Chem. 248, 2670—2677.
Moss K. M, McGivan J. D, (1975), Biochem. J. 150, 275—283.

Moss K. M, (1977), FEBS Letters 75, 141—144.

Bogusky R T, Lowenstein L M, Lowenstein J. M, (1976), J. Clin.
Investig. 58, 326—335.

Schultz V., Lowenstein J. M, (1976), J. Biol. Chem. 251, 485—492.
Muir he ad K. M, Bishop S. H., (1974), J. Biol. Chem. 249, 459—464.
Ogawa H., Shir aki H, Matsuda Y., Kakiuchi K, Nakagawa H,
(1977), J. Biochem. 81, 859—869.

Van Der Weyden M B, Kelley W. N, (1974), J. Biol. Chem. 249, 7282—
7289.

Fisher H E, Muir he ad K.M., Bishop S. H., (1974), Fed. Proc. 33, 1345.
Hershfield M. S, Seegmiller J. E., (1976), J. Biol. Chem. 251, 7348—7354.
Matsuda Y., Ogawa H, Fukutome S, Shiraki H, Nakagawa H.,
(1977), Biochem. Biophys. Res. Commun. 78, 766—771.

Ogawa H, Shiraki H, Nakagawa H. (1976), Biochem. Biophys. Res.
Commun. 68, 524—528.

Ogawa H., Shiraki H, Matsuda Y., Nakagawa H. (1978), Eur. J.
Biochem. 85, 331—337.

Matsuda Y., Shiraki H, Ogawa H, Nakagawa H., (1978), Biochim.
Biophys. Acta 541, 135—138.

Rudolph F. B, From H. J, (1969), J. Biol. Chem. 244, 3832—3839.

Carter C. E, Cohen L. H, (1956), J. Biol. Chem. 222, 17—30.

Lieber mann 1., (1956), J. Biol. Chem. 223, 327—339.

Hatch M. D., (1966), Biochem. J. 98, 198—203.

Miller R W, Lukens L. N, Buchanan J. M., (1959), J. Biol. Chem. 234,
1806— 1811.

Lowy B. A, Dorf man B., (1970), J. Biol. Chem. 245, 3043—3046.

Barnes L. B, Bishop S. H., (1975), Int. J. Biochem. 6, 497—503.
Atkinson M R, Morton R K, Murray A. W, (1964), Biochem. J. 92,
398—404.

Brox L. W, (1973), Can. J. Biochem. 51, 1072—1076.

Ratner S, (1972), w The Enzymes, red. Boyer P. D, 3 wyd., t. 7, str. 167—197;
Academic Press, New York.

Spector T. (1977), Biochim. Biophys. Acta 481, 741—745.

Bridger W. A, Cohen L. H., (1968), J. Biol. Chem. 243, 644—650.
Lowenstein J M, Goodman M. N., (1978), Fed. Proc. 37, 2308—2312.
Sahlin K, Palmskog G, Hultman E, (1978), Pfligers Arch. 374,
193—198.

Tornheim K, Lowenstein J. M., (1974), J. Biol. Chem. 249, 3241—3247.
Ronca-Testoni S, Raggi A, Ronca G. (1970), Biochim. Biophys. Acta
198, 101—112.

Chung L, Bridger W. A, (1976), FEBS Letters 64, 338—340.

Scopes R. T. (1974), Biochem. J. 138, 119—123.

Coffee C J, Solano C, (1977), J. Biol. Chem. 252, 1606— 1612.

Chapman A G, Atkinson D. E, (1973), J. Biol. Chem. 248, 8309—8312.
Raivio K. O, Kekoméaki M P, Maenpaa P.H., (1969), Biochem. Phar-
macol. 18, 2615—2624.

Mé&édenpéad P. H, Raivio K O, Kekoméaki M. P. (1968), Science 161,
1253— 1254,



[27]

60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71
72.

73.
74.

75.
76.

77.

78.
79.

80.

81.

82.
83.

84.
85.
86.
87.
88.

89.

90.

CYKL NUKLEOTYDOW PURYNOWYCH 195

Bode J. C, Zelder O, Rumpelt H J, Wittkamp U, (1973), Eur. J.
Clin. Investig. 3, 436—441.

Van Der Berghe G, Bronfman M, Vanneste R, Hers H. G,
(1977), Biochem. J. 162, 601—6009.

Van Der Berghe G, Van Pottelsberghe C, Hers H. G, (1977),
Biochem. J. 162, 611—616.

Yoshino M, Miyajima E, Tsushima K. (1976), FEBS Letters 72,
143—146.

Woods H. F, Eggleston L V., Krebs H. A, (1970), Biochem. J. 119,
501—510.

Braunstein A. E., (1957), Adv. Enzymol. 19, 335—389.

McGivan J. D, Chappell J. B, (1975), FEBS Letters 52, 1—7.
Swierczynski J, Makarewicz W, (1978), Experientia 34, 165— 166.
Felig P. (1973), Metabolism 22, 179—207.

Ruder man N. B.,, Berger M, (1974), J. Biol. Chem. 249, 5500—5506.

De Haan E J, Tager J M, Slater E. C, (1967), Biochim. Biophys. Acta,
131, 1—13.

Charles R, Tager J M, Slater E. C., (1967), Biochim. Biophys. Acta
131, 29—41.

Mendes-Mourao J, McGivan J D, Chappell J.B. (1975), Biochem.
J. 146, 457—464.

Rognstad R. (1977), Biochim. Biophys. Acta 496, 249—254.

Brosnan J. T, (1976), w The Urea Cycle, red. Grisolia S., Baguena R., Mayor F.,
str. 443—458; John Wiley and Sons Inc., New York.

Krebs H. A, Vinay P, (1975), Med. Clin. North Am. 59, 595—603.

Krebs H.A., Hems R, Lund P, (1973), w Adv. Enz. Regul., red. Weber G,
t. 11, str. 361—377; Pergamon Press, Oxford, New York.

Williamson D. H, Lund P, Krebs H. A, (1967), Biochem. J. 103, 514—
527.

Hems D. A, Brosnan J. T., (1971), Biochem. J. 123, 391—397.

Brosnan J T, Krebs H A, Williamson D. H. (1970), Biochem. J.
117, 91—96.

Lund P, Brosnan J T. Eggleston L. V., (1970), w Essays in Cell Me-
tabolism, red. Bartley W., Kornberg H. L., Quayle R. T., str. 167—188; Wiley Inter-
science, London.

Frieden C. (1976), w The Urea Cycle, red. Grisolia S., Baguena R., Mayor F.,
str. 59—72; John Wiley and Sons Inc., New York.

Brosnan J. T, Williamson D. H., (1974), Biochem. J. 138, 453—462.

Nord mann R, Petit M. A, Nordmann J, (1972), w Ammonia Meta-
bolism, red. Szam |I., str. 69—75; F. K. Schattauer Verlag, Stuttgart, New York.
Ghosh A, Chance B. (1964), Biochem. Biophys. Res. Commun. 16, 174—181.
Frenkel R. (1968), Arch. Biochem. Biophys. 125, 151—156.

Tornheim K, Lowenstein J. M., (1975), J. Biol. Chem. 250, 6304—6314.
Tornheim K, Lowenstein J. M., (1976), J. Biol. Chem. 251, 7322—7328.
Chance B, Pye K, Higgens J., (1967), IEEE Spectrum 4, Suppl. 8, 79—86;
cytowane za: Tornheim K, Lowenstein J. M., (1974), J. Biol. Chem.
249, 3241—3247.

Clark S. M, Berry S. A, Ewing R, Rudolph F. B, (1977), Comp.
Biochem. Physiol. 58 B, 63—65.

Zydowo M, Purzycka J, Zelewski L. (1962), Acta Biochim. Polon. 9,
117—123.



(c.d. ze str. 140)

4. Applications should be made in triplicate, comprising:

A) Topic of research and description of the experiments the applicant
intends to carry out in the receiving laboratory and the reasons why
these experiments should be performed in the receiving laboratory
(maximum 2 pages).

B) A short curriculum vitae of the applicant with a list of publications.

C) A letter of acceptance from the legal head of the receiving Institute and
also signed by the leader of the group which will receive the applicant
(should be written on a special form of acceptance furnished by the
FEBS Fellowships Officer).

D) A letter supporting the application from a experienced scientist who
knows the work of the applicant to be send directly to the FEBS Fel-
lowships Officer.

E) A letter from the FEBS Constituent Society confirming that the applicant
is a member.

F) An estimate of the cost of travel (2nd Class Rail or Tourist Air) to and
from the Receiving Institute.

G) The application should be written in English.

5. Applications for fellowships are assessed throughout the year. There is no
deadline for an application but as a rule it should be made about two months
before the proposed starting date. Retrospective applications cannot be considered.

6. The fellowship should start within six months of the decision to grant it.

7. The applicant must send a short report about the work performed; this report
should be countersigned by the director of the receiving laboratory.

8. Every publication of work executed while in receipt of a FEBS fellowship
must acknowledge the help given by FEBS and 3 reprints must be deposited with
the Fellowships Officer.

9. Applications for fellowships to work in a laboratory in the same country
in which the applicant is at present working or normally works are not considered.

10. The fellowships will not be awarded for attendance at courses, symposia,
meetings or congresses.

11. Applications should be sent to Professor G. Dirheimer, FEBS Fellowships
Officer, Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire du CNRS, 15 rue René Des-
cartes, 67084 Strasbourg-Cedex, France.



Post. Biochem., 25, 197—209 (1979)

ANNA PRZYKORSKA *»

Specyficznos¢ roslinnych enzymow degradujgcych DNA

Specificity of Plant Enzymes Degrading DNA

Spis tresci

Wstep
I. Ogo6lna charakterystyka nukleaz typu I
1-1. Substraty
1-2. Specyficzno$¢ wobec zasad
1-3. Sposo6b dziatania
1-4. Optima pH, stezenie i rodzaj wymaganych jonow, aktywatory i inhibitory
1-5. Wtasciwosci fizyczne czasteczki enzymu
Il. Jednoniciowe fragmenty w natywnym DNA
I11. Specyficzno$¢ nukleaz typu | wobec fragmentéw jednoniciowych w dwuniciowym
DNA
I11-1. Specyficzno$¢ wobec regionéw bogatych w AT
I11-2. Dziatanie na natywny, kolisty DNA o strukturze superhelikalnej
111-3. Dziatanie na dwuniciowy, liniowy DNA

Contents

Introduction
I. General characteristics of the type | nucleases
1-1. Substrates 2 H
1-2. Base specificity
1-3. Mode of action
1-4. pH optima, ions required, activators and inhibitors
1-5. Physical properties of enzyme molecule
Il. Single-stranded fragments in native DNA
I11. Specificity of the type | nucleases to single-stranded fragments in double-
stranded DNA
I11-1. Specificity to AT rich regions
111-2. Effect on native, circular DNA with supercoiled structure
111-3. Mode of action on double-stranded linear DNA
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sekwencji czy struktury kwasow nukleinowych. Oprocz enzymow restryk-
cyjnych przydatne sg rowniez nukleazy specyficzne wobec odcinkéw jed-
noniciowych, ktére wykazuja jednocze$nie ograniczona aktywno$¢ w sto-
sunku do natywnego DNA. W tej ostatniej grupie enzyméw do tej pory
najlepiej scharakteryzowane zostaty nukleaza Sx z Aspergillus oryzae
(1, 2, 3, 4, 5), nukleaza z Neurospora crassa (6, 7), nukleaza | z fasoli zto-
cistej (8, 9), nukleaza | z kietkéw pszenicy (10, 11, 12) i nukleaza ze Sta-
phylococcus aureus (13). Pomimo, ze enzymy te wykazujg wyrazng pre-
ferencje wobec jednoniciowego DNA, ostatnio zainteresowano sie réwniez
ich dziataniem na natywny, dwuniciowy DNA. Okazato sie bowiem, ze na-
tywny, dwuniciowy DNA moze by¢ réwniez substratem nukleaz specy-
ficznych wobec odcinkéw jednoniciowych. Atakujg one w natywnym DNA
odcinki o catkowicie lub czeSciowo rozluznionej strukturze drugorzedowej.
Obszarami DNA o ostabionych oddziatywaniach pomiedzy dwoma tancu-
chami sg na przyktad obszary bogate w pary AT (8, 12, 14) lub obszary
0 strukturze superhelikalnej powodujacej rozluznienie struktury drugo-
rzedowej DNA (15). Wynikiem dziatania na natywny superhelikalny DNA
nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych kwaséw nukleinowych jest
naciecie w pojedynczej nici w jednym (7) lub kilku miejscach (5), co pro-
wadzi do relaksacji superhelikalnie skreconego DNA. Nasuwa to przy-
puszczenie, ze enzymy te mogg bra¢ udziat w takich procesach wewnatrz-
komdrkowych, w ktérych potrzebne sg naciecia i relaksacja DNA, a wiec
na przyktad w replikacji, transkrypcji, rekombinacji i reperacji DNA. Na-
lezy przy tym podkresli¢, ze w natywnym DNA podlegajacym replikacji,
transkrypcji, rekombinacji lub reperacji obecne sg zawsze odcinki jedno-
niciowe, ktére mogg by¢ hydrolizowane przez wtasciwe nukleazy wybidr-
czo hydrolizujgce fragmenty jednoniciowe.

Sposroéd enzymow specyficznych wobec fragmentdw jednoniciowych
stosunkowo niedawno zostaty opisane i do$¢ dobrze scharakteryzowane
enzymy ros$lin wyzszych, zaliczane wedtug klasyfikacji Wilsona (16)
do grupy tzw. nukleaz typu I. W artykule opisano te sposrdd nukleaz typu
I, ktére wykazujg duzg preferencje wobec fragmentéw jednoniciowych,
a jednoczes$nie majg ograniczong aktywno$¢ w stosunku do natywnego
DNA. Jak do tej pory najlepiej poznano wiasciwosci trzech takich enzy-
moéw: nukleazy | z fasoli ztocistej (8,9), z kietkdw pszenicy (10,11,12)
1z nukleoplazmy jader zarodkéw zyta (17).

I. Ogdlna charakterystyka roslinnych nukleaz typu I
I-1. Substraty
Enzymy zaliczane do grupy nukleaz typu | charakteryzujace sie bra-

kiem specyficznosci wobec cukrowej reszty substratu w réwnym stopniu
hydrolizujg RNA, jak i zdenaturowany termicznie DNA (Rye. 1). Nukleazy
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typu | wykazujg réwniez aktywno$¢ 3'-nukleotydazy hydrolizujagc wigza-
nie fosfoestrowe 3'-monofosforanow. Wszystkie trzy aktywnos$ci: rybonu-
kleazowa, dezoksyrybonukleazowa i aktywno$¢ 3'-nukleotydazy maja te
samg specyficzno$¢ wobec zasad i sg w takim samym stopniu podatne na
czynniki hamujgce i aktywujgce. Na przykiad aktywnosci nukleazy 1
z kietkdw pszenicy (10) majg zblizone optima pH, sa zalezne od jondw
Zn2+, temperatury, EDTA i zwiazkéw sulfhydrylowych. Wszystkie trzy
aktywnos$ci enzymatyczne pozostajg nierozdzielone podczas réznorodnych
procedur oczyszczania jak chromatografia na wymieniaczach jonowych,
filtracja na zelach Sephadex i elektroforeza w zelu poliakrylamidowym.
Pozwala to przyja¢, ze wszystkie trzy aktywnos$ci sg zwigzane z tag sama
czasteczka biatka.

Czas (min)

Ryc. 1. Przebieg hydrolizy RNA ----—-¢ - zdenaturowanego termicznie DNA
—O —, natywnego D N A ---------- A - i 3'-adenozynomonofosforanu —X—X—
przez nukleaze | z jader zarodkéw zyta (zmodyfikowane wg 17).

Szybkosé enzymatycznej hydrolizy DNA zalezy gtéwnie od jego struk-
tury drugorzedowej. Wiekszos¢ enzymdw zaliczanych do grupy nukleaz
typu | duzo szybciej hydrolizuje zdenaturowany, jednoniciowy DNA niz
natywny DNA (Ryc. 1). | tak na przykiad nukleaza | z fasoli ztocistej
hydrolizuje zdenaturowany termicznie DNA faga T4 okoto 30 000 razy
szybciej niz DNA natywny (8). W przypadku DNA 2z grasicy cielecej
i Escherichia coli obserwowano mniejsze réznice w szybkos$ci hydrolizy
form jedno- i dwuniciowych. Spowodowane jest to prawdopodobnie tym,
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ze w poréwnaniu z DNA faga T4, preparaty natywnego DNA z grasicy
i Escherichia coli sg w wiekszym stopniu zanieczyszczone formami jedno-
niciowyn”i. Specyficznos¢ nukleazy | z fasoli ztocistej wobec fragmentow
jednoniciowych jest tak wysoka, ze w mieszaninie natywnego i zdenatu-
rowanego DNA enzym moze wybidrczo hydrolizowac pojedyncze tancuchy
zdenaturowanego DNA. Co wiecej, nawet przy 50-ciokrotnym nadmiarze
nukleazy nie udato sie stwierdzi¢ hydrolizy natywnych form DNA (8).
Tak wysoka preferencje nukleaz wobec struktur jednoniciowych obser-
wuje sie rzadko. Poza nukleazami typu | jedynie egzonukleaza z Escheri-
chia coli wykazuje podobne witasciwosci. Hydrolizuje ona okoto 40 000 razy
szybciej zdenaturowany DNA niz DNA natywny (18, 19).

1-2. Specyficzno$¢ nukleaz typu | wobec zasad

Nukleazy typu | charakteryzujg sie wyraznie zaznaczong specyficz-
noscig wobec zasad. Wiekszo$¢ z nich najszybciej hydrolizuje wigzanie
3'-fosfoestrowe w sgsiedztwie adeniny, nastepnie tyminy (urydyny), znacz-
nie wolniej w sgsiedztwie cytozyny i guanozyny (11). Stwierdzono to ba-
dajac ilosciowy sktad fosfomononukleotydéw uwalnianych w czasie degra-
dacji zdenaturowanego DNA oraz stopiei hydrolizy rybohomopolimerow
i 3'-nukleotyddw.

1-3. Sposdb dziatania

Wiegkszos$¢ enzymdw z grupy nukleaz typu | to endonukleazy dziatajace
w ten spos6b zaréwno na DNA jak i RNA. Wyjatek stanowi nukleaza |
z kietkéw pszenicy, ktéra w stosunku do RNA zachowuje sie jak typowa
egzonukleaza, natomiast w stosunku do DNA jak typowa endonukle-
aza (11).

KoAcowymi produktami uwalnianymi przez nukleazy typu | sg 5'-fos-
fomono- i oligonukleotydy z wolng grupag OH w pozycji 3.

1-4. Optima pH, stezenie i rodzaj wymaganych jonéw, aktywatory i inhibitory

Nukleazy typu | wykazujg maksymalng aktywnosé¢ w Srodowisku
kwasnym w zakresie wartosci pH od 50 do 6,5 Aktywnos$¢ wiekszosci
tych enzymoéw jest hamowana przez EDTA. Wszystkie enzymy wymagajg
dwuwartosciowych kationéw do utrzymania maksymalnej aktywnosci
i stabilnosci. Enzymy z fasoli ztocistej (20) i z kietkéw pszenicy (21) wy-
magajg obecnosci jonéw Zn2+. W przypadku enzymu z pszenicy obecnos¢
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jonéw Zn2+ w stezeniu co najmniej 10-4M jest absolutnie konieczna do
utrzymania aktywnosci w pH 4,5. Jony Zn2+ majg prawdopodobnie znacze-
nie tylko w stabilizacji trzecio- lub czwartorzedowej struktury biatka en-
zymatycznego. Taka stabilizujacg role jonéw Zn2+ udowodniono badajac
wiele innych enzymodw, takich jak alkaliczna fosfataza z Escherichia coli
(22, 23), dehydrogenaza alkoholowa z watroby konia (24) i a-amylaza
z Bacillus subtilis (25). Jony Zn2+ hamuja aktywno$¢ RNA-azowa (ale nie
DNA-azowa) nukleazy z owsa (26). Jony Mg2+ przywracajg nhukleazie
z ziemniakéw aktywnos$¢ utracong pod wptywem EDTA (27). W przypadku
nukleazy z pszenicy jony Mg2+ i Ca2+ stymulujg jedynie aktywnos¢ RNA-
-azowg. By¢ moze dwuwartosciowe kationy wptywajg na konfiguracje
substratu i dlatego odmiennie dzialajg na kazdy z trzech typéw aktywnosci
omawianych nukleaz (16).

Dla utrzymania stabilno$ci nukleaz | w pH 4,5 w wiekszosci przypad-
kéw konieczna jest obecnos¢ zwiazkéw sulfhydrylowych takich jak mer-
kaptoetanol, cysteina i ditiotreitol (10). Te same zwigzki w pH 8,0 dziataja
inaktywujgco.

1-5. Wiasciwosci fizyczne czgsteczki enzymu

Ciezar czasteczkowy nukleaz typu | waha sie w granicach 30 000—
45 000 D. Ciezar czasteczkowy nukleazy z fasoli ztocistej, ktéra zostala
dobrze oczyszczona (28, 29) i scharakteryzowana pod wzgledem fizycznym
wynosi 39 000 (29). Czasteczka tego enzymu zawiera jedng grupe sulfhy-
drylowg i trzy mostki dwusiarczkowe. Zawarto$¢ aminokwaséw aroma-
tycznych jest do$¢ wysoka i wynosi 12,6 mol°/o. Okoto 70% czasteczek
enzymu ztozone jest z dwoch tancuchéw polipeptydowych o ciezarach
25 000 i 15000 daltonéw potgczonych mostkami dwusiarczkowymi. Okoto
30°/o czasteczek ma pojedynczy tancuch polipeptydowy, ktéry odpowiada
sumie dwéch krotszych tancuchéw. Jednoczes$nie okoto 30% czasteczek
biatkowych enzymu zwigzane jest z weglowodanami. Rola tych weglowo-
danow polega byé moze na zabezpieczeniu taficucha polipeptydowego przed
dziataniem proteaz rozcinajagcych go na dwa mniejsze fragmenty. Nieza-
leznie jednak od tego czy taincuch polipeptydowy jest przeciety czy nie
zachowuje on petng aktywno$¢ nukleazowg w stosunku do DNA, RNA
i 3'-adenozynomonosfosforanu (28).

Rola metaboliczna nukleaz typu | jest mato znana, jednak — jak juz
wspomniano wyzej — nalezy sie spodziewaé, ze enzymy te moga by¢ za-
angazowane w te procesy wewnatrzkomdrkowe, w ktérych wykorzysty-
wana jest obecnos$¢ jednoniciowych fragmentdéw w natywnym DNA. Na-
stepng czes¢ artykutu poswiecono krotkiemu omowieniu tych procesow.
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Il. Jednoniciowe fragmenty w natywnym DNA

Badania ostatnich lat dostarczajg coraz wiecej dowoddéw na obecnos$¢
jednoniciowych fragmentéw w dwuniciowym DNA. Wykazano miedzy in-
nymi, ze replikacyjne formy chromosomdw kotowych, w ktérych DNA
skrecone jest w superheliks, zawierajg fragmenty jednoniciowe (30, 31).

Obserwujgc powinowactwo superhelikalnego DNA faga PM2 i wirusa
SV40 do polimeraz RNA zaleznych od DNA, réwniez stwierdzono obecno$¢
jednoniciowych fragmentow. Wiadomym jest, ze polimerazy te wymagaja
jako matrycy DNA z fragmentami jednoniciowymi (32, 33).

Przeprowadzajac hydrolize DNA za pomocg wysoce specyficznej dla
jednoniciowego DNA egzonukleazy z Escherichia coli Okazaki i wsp.
(34) oraz Oishi (35) wykazali, ze nowosyntetyzowany DNA bakteryjny
zawiera jednoniciowe fragmenty, ktére stanowig okoto 0,05—0,1% catego
DNA.

Szereg danych wskazuje réwniez na obecno$¢ jednoniciowych frag-
mentow w replikujgcym sie DNA fagéw i-wirusow zwierzecych. Fragmen-
ty takie wystepuja najczesciej po jednej lub po obu stronach petli repli-
kacyjnej (36, 37, 38) lub widetek replikacyjnych (38). Jednoniciowe frag-
menty DNA w postaci ,wasow” w pozycji trans przy przeciwlegtych
widetkach replikacyjnych znaleziono tez w DNA faga T4 (39).

Rowniez w replikujgcym sie DNA komorek zwierzecych wykazano
obecno$¢ jednoniciowych fragmentdw. Fragmenty te wida¢ na zdjeciach
DNA wyodrebnionego z dzielgcych sie jader Drosophila, wykonanych
w mikroskopie elektronowym (40). Niektore sfotografowane czasteczki
DNA posiadajg petle, uwazane przez autorow za petle replikacyjne, w ktd-
rych wystepujag fragmenty jednoniciowe. Oprécz tych petli pojedyncze
nici DNA widoczne sg réwniez jako fragmenty ,sterczace” w miejscach
rozgatezien replikujacych sie czasteczek.

Do prawidtowego przebiegu rekombinacji réwniez konieczne jest
okresowe wytworzenie fragmentéw jednoniciowych. Obecnos$¢ takich frag-
mentéw stwierdzono miedzy innymi w bakteryjnych kompleksach rekom-
binacyjnych DNA dawcy i biorcy (41) oraz w DNA bakterii zdolnych do
ulegania transformacji obcym DNA i do rekombinacji z nim (42, 43, 44).
Jednoniciowe fragmenty wystepuja rowniez na obu korncach dwunicio-
wych czasteczek DNA dojrzalych fagéw jako tak zwane ,lepkie konce”.
Odcinki takie zostaty najlepiej poznane w DNA faga a (45). Wystepujg one
rowniez w innych fagach z tej grupy oraz fagach 299, P2, 186.

I1l. Specyficzno$¢ nukleaz typu | wobec jednoniciowych fragmentéw
w dwuniciowym DNA

I11-1. Specyficzno$¢ wobec regiondw bogatych w AT

W temperaturach nizszych od temperatury topnienia DNA obszary
bogate w AT sg w wiekszym stopniu podatne na czesciowg denaturacje
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niz obszary bogate w GC (tzw. strukturalne oddychanie) (13, 14). W efekcie
rejony bogate w AT w natywnym dwuniciowym DNA majg rozluzniong
strukture drugorzedowg. Stopien tego rozluznienia zalezy od dlugosci ob-
szaru bogatego w AT, temperatury i sity jonowej. Dobierajgc odpowiednio
warunki mozna wiec w takim obszarze zwieksza¢ lub zmniejsza¢ stopien
rozluznienia struktury drugorzedowej. Wysoka preferencja nukleaz typu
I do jednoniciowych fragmentoéw nasuwa przypuszczenie, ze enzymy te
moga w natywnym DNA wybidrczo hydrolizowa¢ obszary bogate w AT.
Celem sprawdzenia tej hipotezy poddano DNA faga ” dziataniu nukleazy
I z kietkéw pszenicy (12) i z fasoli ztocistej (8). DNA faga Xma w poblizu
Srodka czasteczki obszar bogaty w AT. Poniewaz ,ramiona” czasteczki
DNA po obu stronach tego obszaru réznig sie procentowym udziatem AT
i GC, mozna je rozdzieli¢ i zidentyfikowa¢ metodg wirowania w gradien-
cie gestosci chlorku cezu (8). Podczas inkubacji takiego DNA z nukleaza
z fasoli ztocistej w temperaturze 17°C Johnson i wsp. (8 obserwowali
wybidrcza hydrolize obszaru bogatego w pary zasad AT i pojawienie sie
dwoch fragmentow DNA faga | (Hyc. 2a). Analizujagc sktad zasad tych

Natywny DNA faga A

2| e
<? . l: L5 jednostki enzymu
‘ i 17°C
| :l |
4
= b) :1 15 jednostki enzymu
i ! 37°C
i
1]
Ryc. 2. Wirowanie w gradiencie gestosci :|;
chlorku cezu produktéw degradaFji PNA faga 41711.5:].}1_7067
1 przez nukleaze | z fasoli ztocistej (zmody- NE L AT ;
fikowane wg 8). Gestosé (g/ml)

fragmentow autorzy stwierdzili, ze odpowiadajg one prawej i lewej poto-
wie czasteczki DNA faga X Gdy analogiczng reakcje przeprowadzono
w temperaturze 37°C obserwowano réwniez powstawanie dwoch potowek
DNA faga X jednak reakcja przebiegata dalej i enzym preferencyjnie
hydrolizowat te potowe, ktdra byta bogatsza w AT (Ryc. 2b). Dalszym
dowodem potwierdzajagcym hipoteze o specyficznosci nukleaz typu |
w stosunku do obszar6w bogatych w AT jest fakt, ze enzymy te hydro-
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lizujg zarbwno natywne jak itermicznie zdenaturowane polimery d (AT).
Johnson iwsp. (8 wykazali, ze nukleaza z fasoli ztocistej tylko dwu-
krotnie wolniej hydrolizuje natywny anizeli zdenaturowany termicznie,
biosyntetyczny polimer d(AT)n niezawierajagcy par GC. Gdy substratem
jest d(AT)n z kraba, gdzie okoto 3°/0 stanowig pary GC preferencja wobec
zdenaturowanej termicznie formy wynosi 65 razy, a w przypadku DNA
faga T4, gdzie par GC jest jeszcze wiecej (okoto 34%) enzym az 30 000
razy szybciej hydrolizuje forme jednoniciowa. W tych warunkach nie
stwierdzono hydrolizy poli dG*poli dC nawet przy 10-krothym nad-
miarze enzymu. Szybka hydroliza natywnego poli d(AT) jest prawdopo-
dobnie rowniez odzwierciedleniem specyficznosci nukleazy wobec struktur
jednoniciowych, gdyz stopien hydrolizy poli d(AT) wzrasta gwattownie
w warunkach sprzyjajacych czeSciowej denaturacji, a wiec w niskiej sile
jonowej i w niskim pH. W przypadku biosyntetycznego d(AT)n wysoka
wartosé wspotczynnika temperaturowego reakcji (Q10) w zakresie tem-
peratur 27—37°C rdwniez wskazuje, ze enzym rozpoznaje rozluZnienie
drugorzedowej struktury polimeru wystepujace bezposrednio przed jego
stopnieniem (Tm = 46°C) (8). Zmiany w konformacji poprzedzajgce top-
nienie udowodniono stosujagc pomiary wiskozymetryczne (46).

Z drugiej strony stabilizacja struktury drugorzedowej polimeru, na przy-
ktad pod wptywem jondw Mg2+, wptywa na obnizenie szybkosci hydrolizy
d(AT)n (8).

I11-2. Dziatanie na natywny, kolisty DNA o strukturze superhelikainej

Brak kwasorozpuszczalnych nukleotydéw ws$rdéd produktdw hydrolizy
znakowanego weglem radioaktywnym DNA plazmidu Col EI i DNA plaz-
midu kryptycznego z nukleazg z nukleoplazmy jader zarodkéw zyta (17)
wskazuje, ze badane kwasy nukleinowe nie sg hydrolizowane przez enzym.
W dalszych badaniach (17) okazato sie jednak, ze nukleaza ta moze atako-
wac¢ w specyficzny sposéb natywny, kolisty DNA. Na przykiad kolisty
DNA o strukturze superhelikainej plazmidu Col EI Ilub faga PM2
w pierwszym etapie reakcji przeksztatcany jest przez enzym w zrelakso-
wang forme kotowa, a nastepnie w forme liniowag o dtugosci odpowiada-
jacej catkowitej diugosci chromosomu (Hyc. 3). Powstajagca czasteczka
liniowa nie posiada prawdopodobnie lepkich koncéw, lub sg one bardzo
krotkie, gdyz denaturujg bez uprzedniego ogrzewania. Pierwszy etap re-
akcji jest stosunkowo szybki. Po godzinnej inkubacji DNA plazmidu Col
El z enzymem wsrdd produktow reakcji brak jest juz formy superspiral-
nej, a 83% DNA wystepuje w postaci zrelaksowanej formy kotowej. For-
my liniowej jest tylko okoto 17%. Przediuzenie czasu inkubacji nie
powoduje pojawiania sie dalszych produktéw degradacji. Obserwuje sie
jedynie powstawanie formy liniowej kosztem formy kolistej. Ten etap
reakcji przebiega jednak powoli tak, ze po 6,5 godzinach inkubacji forma
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kolista stanowi okoto 69°/0 produktéow, a forma liniowa okoto 31°/0. Po-
wstawanie czasteczki liniowej z formy kolistej oraz brak wyraznych lep-
kich koAcéw $wiadczg, ze po nacieciu jednej nici, nukleaza z nukleoplazmy
jader zarodkOw zyta atakuje w komplementarnym tarficuchu miejsce lezgce
naprzeciw lub w poblizu tego naciecia (17). Diugo$é czasteczki liniowej
odpowiadajgca peinej dtugosci formy kolistej Swiadczy, ze w pierwszym
etapie reakcji superhelikalna czasteczka DNA nacieta byta tylko w jed-
nym miejscu. Podobne wyniki otrzymali juz wcze$niej inni autorzy
badajgc specyficzna wobec struktur jednoniciowych nukleaze z Neuro-
spora crassa (15, 47) | endonukleaze Sj (48, 49). Nie wiadomo jednak, czy

|| n

P
nukleaza [ z jader zarodkéw zyta |_J

fo— r/'v/17°/o
1 godz. 37°C
§

s ool

Ryc. 3. Elektroforetyczny obraz produktéw degradacji superhelikalnego, kolistego
[14C] DNA plazmidu Col El przez nukleaze | z jader zarodkéw zyta (zmodyfiko-
wane wg 17).

obszar w supehelikalnym DNA podatny na dziatanie nukleazy | z jader
zarodkéw zyta znajduje sie w SciS$le okreslonym miejscu czasteczki.
Bartok iwsp. (47) wykazali na przyktad, ze w przypadku endonukleazy
z Neurospora crassa rozmieszczenie nacie¢ w populacji kolistych DNA
fagow $X 174 i PM2 jest przypadkowe. Gdy jednak substratem enzymu
byty replikacyjne formy wiruséw zwierzecych na przyktad polyoma, od-
najdowano tylko dwa lub trzy rejony podatne na atak enzymu (48).
Z drugiej za$ strony Lovett iwsp. (50) udowodnili, ze pojedyncze na-
ciecie superhelikalnego DNA plazmidu Col EIl przez restryktaze Eco R1
wystepuje zawsze w tym samym miejscu odleglym od miejsca startu
replikacji DNA o 18,3%£0,9°/o. W przypadku nukleaz roslinnych pozostaje
w dalszym ciggu do wyjasnienia czy rejon rozpoznawany przez te enzymy
znajduje sie w przypadkowym, czy okreslonym miejscu czasteczki DNA.

Dziatanie nukleaz typu | na superhelikalny DNA jest prawdopodobnie
rowniez przejawem specyficznosci tych enzymow wobec fragmentéw jed-
noniciowych. Jak juz wspomniano, w superhelikalnej, kotowej formie
DNA znajduje sie pewien procent niesparowanych zasad. Beerman
i Lebowitz (31) przypuszczajg, ze ostabienie oddziatywan pomiedzy
dwiema niémi jest wynikiem superhelikalnych skretow podwdjnej spirali,



206 A. PRZYKORSKA L9

poniewaz nie znaleziono niesparowanych zasad w kotowym DNA, ktéry
zostal pozbawiony trzeciorzedowej struktury superheliksu.

W ang (15) wykazat, ze podatnos$¢ kolistego DNA na przecinanie przez
enzymy specyficzne wobec jednoniciowych fragmentow wzrasta wraz ze
wzrostem liczby zwojow superheliksu. W pewnym zakresie zalezno$¢ ta
jest prostoliniowa tak, ze na podstawie podatno$ci DNA na przecinanie
przez nukleaze mozna okresli¢ stopien jego skrecenia w strukture trze-
ciorzedowg. Na przyktad nukleaza z fasoli ztocistej okoto 75 razy szybciej
nacina Scisle skrecony w superheliks DNA faga PM2 o gestosci superheli-
kalnej rownej 0,06, niz ten sam DNA ale nie posiadajacy struktury trze-
ciorzedowej.

Nukleaza | z kietkow pszenicy katalizuje hydrolize dwuniciowego DNA
wirusowego i wysokoczgsteczkowego, natywnego DNA z Escherichia coli
do mniejszych fragmentéw, ktore sg oporne na dalsze dziatanie enzymu
(12). Fragmenty te sa dwuniciowymi polimerami bez nacie¢ w pojedynczej
nici, co stwierdzono poréwnujac ciezary czasteczkowe dwuniciowych frag-
mentow z ich ciezarami czgsteczkowymi po denaturacji. Fragmenty zdena-
turowane miaty ciezar czasteczkowy réwny potowie ciezaru natywnych
polimeréw. Znakujac radioaktywnym fosforem nukleotydy na 5'-konfcach
powstajagcych fragmentéw autorzy wykazali, ze produkowane polimery
zakonczone sg na ogot dezoksyguanozyng i dezoksycytozyng. Wyznaczono
rowniez ciezar czasteczkowy powstajagcych fragmentow, stwierdzajac, ze
sq one jednakowej wielko$ci. Obserwacja ta pozwala na wniosek, ze po-
datne na dziatanie enzymu miejsca w natywnym DNA rozmieszczone sg
w rownych odstepach. Kroeker i wsp. (12) sugerujg, ze tak wysoki
stopien specyficznosci nukleaz typu | wobec okreslonych struktur w czg-
steczcce  DNA przypomina analogiczne wiasciwosci enzymodw restryk-
cyjnych.

111-3. Dziatanie na dwuniciowy, liniowy DNA

Dwuniciowe, liniowe czgsteczki sg bardzo ztym substratem nukleaz
specyficznych wobec fragmentéw jednoniciowych. W trakcie inkubacji
z enzymem dwuniciowego, liniowego DNA obserwuje sie jednak zwykle
powstawanie pewnej iloSci kwaso-rozpuszczalnych nukleotydéw. Badajac
wielko$¢ produktéow degradacji natywnego DNA z grasicy cielecej przez
nukleaze z fasoli ztocistej Kroeker i wsp. (9) stwierdzili, ze mono-
i oligonukleotydy pojawiajg sie od razu bez uprzedniego powstawania
produktéw o posredniej diugosci. Swiadczy to o degradacji liniowego DNA
,0d koncow”. Autorzy wykazali, ze produkty dziatania nukleaz typu | na
liniowe, dwuniciowe DNA sg réwniez wynikiem endonukleolitycznego
przecinania przez enzymy specyficzne wobec jednoniciowych fragmentéw
niesparowanych lub czeSciowo zdenaturowanych koncow w natywnym
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DNA. W warunkach stabilizujgcych strukture drugorzedowa DNA nukle-
aza z fasoli zlocistej katalizuje hydrolize natywnego DNA faga T7 do
kilkudziesieciu liniowych fragmentow, ktére w tych warunkach sg oporne
na dalsze dziatanie enzymu. Zmiana warunkow reakcji na sprzyjajace
rozluznieniu podwdéjnego heliksu powoduje catkowita degradacje dwuni-
ciowych fragmentéw do jedno-, dwu- i tréjnukleotydow. Ghangas
i wsp. (51) wykazali rowniez, ze nukleaza z fasoli ztocistej hydrolizuje
»lepkie konce” faga X ktére sg wiasnie jednoniciowymi fragmentami na
koricach dwuniciowej czasteczki DNA.

Uwagi kohcowe

Zebrane i oméwione w niniejszym artykule dane wskazujg, ze witasci-
wosci enzymow z roslin wyzszych rozktadajgcych DNA odbiegajg od wias-
ciwosci analogicznych enzymoéw drobnoustrojéw i zwierzat. Z materiatu
roSlinnego udato sie wyizolowa¢, jak do tej pory, jedynie jeden typ enzy-
moéw degradujagcych DNA. Enzymy te charakteryzujg sie brakiem specy-
ficznosci wobec cukrowej reszty substratu, a wykazujg do$¢ wysoka spe-
cyficznos¢ wobec okre$lonych struktur przestrzennych DNA. Doktadne
poznanie mechanizmu regulacji aktywnosci oraz sposobu dziatania nukleaz
typu | na DNA jest interesujgce z uwagi na mozliwos¢ badan nad regula-
cjg ekspresji gendw w komorkach roslin wyzszych. Enzymy te mogg
rowniez stuzy¢ do badania drugo- i trzeciorzedowej struktury rdéznych
DNA. Niektére z nukleaz typu | znalazty juz zastosowanie w tego rodzaju
badaniach (15).

Zaakceptowano 23.12.1978
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Termin ,fotomorfogeneza” okre$la niezalezny od fotosyntezy wptyw
Swiatta na wzrost, rozw0j i r6znicowanie sie roslin (1). Badania nad foto-
morfogenezg zapoczatkowane zostaty okoto 50 lat temu opisaniem przez
Garnera i Allarda (2, 3) zjawiska fotoperiodyzmu, to jest odpo-
wiedzi roéliny na stosunek okresdw Swiatta i ciemnosci w cyklu dobowym.
Jednym z najwazniejszych osiagnie¢ w badaniach fotomorfogenezy roslin
byto odkrycie fotoodwracalnej regulacji wzrostu i rozwoju roslin przez
Swiatto czerwone i zakres dalekiej czerwieni oraz wyodrebnienie receptora
Swiatta w fitochromie.

Historia odkrycia fitochromu zwigzana jest z nazwiskami Borthwicka,
Hendricksa, Siegelmana, Parkera i Butlera z Instytutu Rolnictwa w Belts-
ville (Maryland, U.S.A)), ktoérzy w latach 1948—1959 przeprowadzili wiele
fizjologicznych i biofizycznych doswiadczen nad wptywem Swiatta na
wzrost i rozwdj roslin (4). Istotnym postepem w tych badaniach byto od-
krycie, ze efekty morfogenetyczne powodowane przez Swiatto czerwone
sg hamowane przez daleka czerwien. Fotoodwracalno$¢ stwierdzono w wie-
lu procesach fizjologicznych, miedzy innymi: kietkowaniu nasion (5), de-
etiolacji siewek (6, 7), kontroli zakwitania ro$lin dnia krotkiego i dtugiego
(8—10), rozwoju chloroplastéw (11, 12) i biosyntezie flawonoidéw (13,
14). Badanie zaleznosci miedzy dtugoscia fali Swiatta monochromatycznego
a intensywnoscig tych proceséow (widma czynnosciowe) wykazaty, ze naj-
aktywniej dziata Swiatto czerwone, stabiej niebieskie, za$ naswietlenie
dalekg czerwienig odwraca efekty Swiatta czerwonego.

Jako uktad modelowy do badan nad fitochromem uzyto kietkowania
nasion sataty (5, 15—17). Widmo czynnoSciowe tego procesu wskazuje, ze
nasiona satlaty nabywaja zdolno$¢ do kietkowania pod wpltywem Swiatta
czerwonego (maksimum stymulacji w poblizu 660 nm) i tracg te zdolno$¢
pod wptywem promieniowania z zakresu dalekiej czerwieni (maksimum
hamowania przy okoto 730 nm). Wykazano rowniez, ze przy wielokrot-
nym stosowaniu przemiennie $wiatta czerwonego i dalekiej czerwieni
efekt fizjologiczny zalezy od rodzaju Swiatta ostatnio stosowanego (5).
Stwierdzono ponadto, ze zar6wno widma czynnoSciowe jak i ilosci energii
niezbednej do wywotania efektu fizjologicznego sa podobne dla kietko-
wania nasion, regulacji kwitnienia oraz innych proceséow fotomorfogene-
tycznych (9, 15).

Zatozono wiec, ze receptor Swiatta fitochrom istnieje w dwoch foto-
odwracalnych formach: o maksimum absorpcji w zakresie 660 nm (w je-
zyku angielskim: Phytochrome Red — PR, oraz o maksimum absorpcji
w zakresie 730 nm (Phytochrome Far-Red — PFr)- Absorpcja okreslonych
fal Swietlnych przez jedng z form fitochromu powoduje jej konwersje
w forme druga:

hytgom fotoodpowiedz
RhYZZam MR rosliny

Fizjologicznie aktywng forma fitochromu jest fitochrom PKR
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Zatozenie okazato sie prawdziwe i obecnos$¢ fitochromu w tkankach
roslinnych zademonstrowano po raz pierwszy w 1959 roku (18), badajac
etiolowane siewki kukurydzy za pomocg specjalnie skonstruowanego
spektrofotometru réznicowego, przystosowanego do mierzenia matych
zmian gestosci optycznej bezposrednio w tkance ro$linnej. W latach na-
stepnych te metode oznaczania fitochromu udoskonalono stosujgc dwu-
wigzkowy fotometr réznicowy (19)/ mierzacy réznice absorpcji etiolowanej
tkanki roslinnej miedzy 660 a 730 nm (AA = ABD—ATY). Ogdblng zawar-
tos¢ fitochromu (Ptot) oblicza sie z réznicy wielkosci AA po naswietleniu
tkanki Swiattem czerwonym (AAQ i dalekg czerwienig (AAT7I). Zaleznos¢
te mozna wyrazi¢ jako réznice AATD—AABD Zawartosé fitochromu w for-
mie PRi PR mozna rowniez oznaczyé oddzielnie przez pomiar AA pomie-
dzy 660 a 800, ewentualnie 730 a 800 nm. Najwiekszg trudnosé¢ w spektro-
fotometrycznym oznaczaniu fitochromu w tkance roslinnej stanowi
obecnos¢ chlorofilu, ktéry posiada podobne do fitochromu widmo absorp-
cji. Dlatego tez badania sg prowadzone przede wszystkim w etiolowanych
siewkach. Pomiar w zakresie fal 730—800 nm nie powoduje ponadto prze-
chodzenia protochlorofilu w chlorofil w tkankach roslinnych, przez co
fotokonwersja fitochromu jest tatwa do wykazania (19).

W 1959 roku przeprowadzono rowniez pierwsze prdéby izolacji fito-
chromu z tkanek roslinnych (18). W latach p6zniejszych udoskonalono
metody ekstrakcji i oczyszczania fitochromu (20), dla zbadania struktury
i whasciwosci fizyko-chemicznych barwnika.

Il. Charakterystyka fitochromu

11-1. Wtasciwosci fizyko-chemiczne

Fitochrom jest chromoproteidem. Stosunkowo dobrze poznana jest
jego cze$¢ chromoforowa. Chromofor fitochromu jest otwartym tancu-
chem tetrapirolowym (Ryc. 1), prawdopodobnie bilitrienem (18, 21), zbli-
zonym do fikocyjanobiliny stanowiacej grupe chromoforowg fikobilin (22).

Znacznie mniej wiadomo o czeSci biatkowej fitochromu. Przez pewien
czas utrzymywat sie poglad, ze ciezar czasteczkowy fitochromu jest bliski
60 000 (23). Okazato sie jednak, ze czasteczka taka jest juz produktem
proteolizy wiekszej jednostki o ciezarze czasteczkowym okoto 120 000
(24—26). Rice i Briggs (27) doniesli o obecnosci w tkankach siewek
ryzu fitochromu o jeszcze wiekszych ciezarach czgsteczkowych zblizo-
nych do 240 000 a nawet 375 000. Analizowano réwniez sktad aminokwa-
sowy jednostki biatkowej fitochromu wyodrebnionego z réznych roslin.
Wyniki tych analiz nie sg zgodne (28), co spowodowane jest zapewne
réznym stopniem oczyszczenia oraz degradacji czasteczek natywnego
chromoproteidu. Otrzymane wyniki wskazujg, ze czasteczka fitochromu
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Ryc. 1. Chromofor fitochromu PRF (59).

zawiera wiele kwasnych i zasadowych aminokwasdéw i okoto 10 reszt
cytozyny oraz po kilka reszt treoniny i seryny na jednostke biatka o cie-
zarze 60 000. Warunkuje to wysoka reaktywno$¢ czesci biatkowej fito-
chromu.

Przedmiotem dyskusji pozostaje nadal kwestia liczby giup chromo-
forowych na jednostke biatka fitochromu. Na ogdt przyjmuje sie jednak
wystepowanie jednej czasteczki chromoforu na jednostke biatka o cie-
zarze czgsteczkowym 60 000 (29).

W literaturze rozwazana jest mozliwos¢ wystepowania w roslinach
réznych populacji fitochromu (30). Brak jest jednak na to dowodéw.
Zastosowanie metod immunochemicznych celem wykazania réznic pomie-
dzy poszczegdlnymi formami fitochromu przyniosto wyniki negatywne
(28).

11-2. Wystepowanie i wewngtrzkomorkowe rozmieszczenie

Obecnos¢ fitochromu stwierdzono w roslinach wszystkich gtéwnych
grup taksonomicznych za wyjatkiem grzyboéw (31). W roslinach wyzszych
fitochrom wystepuje w: korzeniach, todygach, liSciach, ogonkach liscio-
wych, liscieniach, koleoptylach, hypokotylach, epikotylach, pgkach we-
getatywnych i kwiatowych oraz kwiatach i owocach (32). Stwierdzono
réwniez, ze najwyzsze ilosci fitochromu wystepujg w aktywnie rosng-
cych i réznicujacych sie czesciach roslin (31). W etiolowanych siewkach
jeczmienia i kukurydzy zwiekszenie sie ilosci fitochromu nastepuje
w okresie intensywnego wzrostu wydiuzeniowego (34).

Wiele badan poswiecono wewngtrzkomdrkowemu rozmieszczeniu fito-
chromu. Napromieniowanie komorek liniowo spolaryzowanym S$wiattem
czerwonym i dalekg czerwienig pozwala na stwierdzenie, ze czasteczki
fitochromu sg ukierunkowane dichroicznie z zewnetrznej czesci cytoplaz-
my (35). Podczas przemiany fitochromu PR w fitochrom PFR 0§ maksy-
malnej absorpcji czasteczek fitochromu obraca sie okoto 90°, wywotujac
prostopadtg do powierzchni komdrki orientacje czasteczki fitochromu



[5| FITOCHROM 215

PR (36). Wyniki badah nad udziatem fitochromu w regulacji ruchdéw
chloroplastéw w komérkach glonu Mougeotia wykazaty, ze utozenie row-
nolegte do powierzchni komérki charakteryzuje fitochrom PR a prosto-
padte fitochrom PR (37).

Wi ielu badaczy uwaza, ze fitochrom przylgcza sie w komorce do pew-
nych struktur komorkowych. Sugerowano wigzanie sie fitochromu z bto-
nami protoplazmatycznymi (38, 39), btong jadrowg (40—42), mitochon-
driami (42) oraz plastydami (42). Wyniki badah immunocytochemicznych
wskazujg jednak, ze wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie fitochromu PR
1fitochromu p Fr jest r6zne. Okazato sie bowiem, ze fitochrom PR znajduje
sie w cytoplazmie (43, 44), nie wykazujagc powinowactwa do okreslonych
struktur komoérkowych. Forma ta jest wiec tatwo rozpuszczalna (45—47).
Naswietlenie siewek owsa i ryzu $wiatlem czerwonym powoduje zmiang
wewnatrzkomaérkowego rozmieszczenia fitochromu (42, 48, 49). Obserwo-
wano szybkie przemieszczanie sie powstajgcego fitochromu p R (po okoto
2 minutach w +3°C) do pewnych jeszcze blizej niezidentyfikowanych
struktur w komérce. Przypuszczaé mozna, ze w regionach tych znajduja
sie specyficzne receptory fitochromu (50). Naswietlenie komdrki daleka
czerwienig powoli przywraca pierwotne rozmieszczenie fitochromu PR
w cytoplazmie (po okoto 2 godz. w temp. +24°C).

Ze wzgledu na lipoproteinowg budowe bton komdérkowych prowadzono
badania nad zdolnoscig taczenia sie fitochromu z biatkami i lipidami.
Wyniki wskazujg na mozliwos¢ powstawnia takich potaczen z obu gru-
pami substancji (51).

11-3. Konwersje

11-2.1. Fotokonwersje

Typowe fotokonwersje fitochromu sg reakcjami niskoenergetycznymi.
Do przeprowadzenia catkowitej fotokonwersji wystarcza krotkie, rzedu
kilku sekund lub minut, dziatanie Swiatta. Catkowita ilos¢ energii Swiatla
czerwonego niezbedna do przeprowadzenia konwersji i wywotania odpo-
wiedzi fotomorfogenetycznej rosliny zawiera sie pomiedzy 1—1000 Jm?2
(52). Wiekszos$¢ energii padajacej na roSline jest rozproszona i zaabsorbo-
wana przez inne systemy barwnikowe, przede wszystkim chlorofil i pro-
tochlorofil. Fitochrom pobiera wiec bardzo mate ilosci energii i jest wy-
kluczone aby jego mechanizm dziatania byt zwigzany z procesami prze-
miany energii jak ma to miejsce w przypadku chlorofilu.

Widma absorpcyjne fitochromu PR i fitochromu PFR pokrywajg sie
w pewnym zakresie (Ryc. 2). Powoduje to, ze w warunkach okres$lonego
promieniowania powstaje stan rownowagi stacjonarnej, charakteryzujacy
sie odpowiednim stosunkiem stezeh obu form fitochromu. Przy napro-
mieniowaniu rosliny Swiattem o dtugosci fali 660 nm okoto 80% catego
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fitochromu wystepuje w postaci fitochromu PFR za$ przy napromienio-
waniu Swiattem dalekiej czerwieni (okoto 730 nm) tylko 3°/o catosci fito-
chromu znajduje sie w postaci fitochromu PFR (53). Stan fotostacjonarny
ustala sie bardzo szybko i kilkuminutowe napromieniowanie dawkami
o Sredniej gestoSci kwantowej wystarcza do jego powstania (53).
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Ryc. 2. Widma absorpcji fitochromu pr i fitochromu pfr (32).

Badania fotokonwersji fitochromu prowadzono w doswiadczeniach in
vivo oraz in vitro. Badania kinetyki fotokonwersji in vivo zwrécity uwage
na mozliwo$¢ wystepowania w roslinach réznych populacji fitochromu
(30). Istniejg sugestie wystepowania w komdrkach roslinnych matej frak-
cji fitochromu PFR niemierzalnej spektrofotometrycznie ale aktywnej
fizjologicznie (30, 54, 55). | tak wykazano w tkankach kabaczka obecnos$¢
szybko i wolno ulegajacej konwersji populacji fitochromu (55). Mozna
przypuszczac jednak, ze jest to artefakt spowodowany trudnoscig w pene-
tracji Swiatta poprzez tkanke roslinng w trakcie pomiaru in vivo. Cza-
steczki fitochromu od strony Zzrodta Swiatta ulegajg szybszej konwersji
anizeli potozone gtebiej (19). Brak jest wiec bezposrednich dowodow ist-
nienia roznych populacji fitochromu. Jednakze niektore dosSwiadczenia
posrednio sugerujg takg mozliwos¢. Zaobserwowano mianowicie, ze kon-
trolowana przez fitochrom zmiana wrazliwosci fototropicznej koleoptyli
kukurydzy, moze by¢ spowodowana przez dwukrotnie mniejsze natezenie
czerwonego Swiatta, anizeli jest to konieczne dla wywotania fotokonwersji
fitochromu (56). Wykazano réwniez, ze indukowany przez Swiatto czerwo-
ne wzrost wycinkéw etiolowanych epikotyli grochu, mozna odwrécic¢
Swiattem dalekiej czerwieni, na diugo przed mierzalnym rozktadem fito-
chromu PR (57). Stwierdzono ponadto brak zalezno$ci pomiedzy wzrostem
poziomu fitochromu PFR a indukcjg syntezy amoniakoliazy-L-fenyloalani-
ny w siewkach gorczycy i rzodkiewki (58). Wyniki tych doswiadczen suge-
ruja, ze istnieje jaka$ nieduza, ale fizjologicznie aktywna frakcja fito-
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chromu PFR nie mierzona ze wzgledu na niskag czuto$é stosowanych spek-
trofotometrow.

Mechanizm fotokonwersji fitochromu badano w doswiadczeniach in
vitro, na wyizolowanych i oczyszczonych preparatach barwnika (20, 21,
59). Jak wspomniano uprzednio, chromofor fitochromu jest tetrapirolem
zawierajagcym w swej czasteczce caty szereg wigzan podwdéjnych. Stwie-
dzono, ze podczas fotokonwersji fitochromu PR w fitochrom PR ilo$¢
sprzezonych wigzan podwdéjnych wzrasta z 7 do 10. Czasteczka fitochromu
PR zawiera dwa centra asymetryczne, ktore ulegajg zanikowi po prze-
ksztatceniu w forme absorbujgca Swiatto dalekiej czerwieni (20). Foto-
konwersja fitochromu nastepuje tylko wéwczas kiedy chromofor zwigza-
ny jest z biatkiem, lecz nieznane sg dotagd molekularne mechanizmy ich
oddziatywania. Chromofor taczy¢ sie ma z biatkiem kowalencyjnie za
pomocg grupy etylidenowej (20). Szereg badaczy wigze przemiany foto-
chemiczne ze zmiang konformacji biatka. Mozna jednak przyjaé, ze foto-
konwersja fitochromu wynika ze zmian w strukturze zaréwno chromo-
foru jak i czesci biatkowej (Ryc. 3).

Ryc. 3. Zmiany strukturalne podczas fotokonwersji fitochromu (21).

Fotokonwersje fitochromu sa procesami wieloetapowymi i obejmuja
kilka substancji posrednich, réznigcych sie od siebie zaréwno konfigura-
cja orbit elektronowych, jak i rozmieszczeniem atoméw wodoru (20). Ba-
dania za pomocg spektroskopii btyskowej wykazaty, ze fitochrom PR traci
prawie bezposrednio po naswietleniu Swiattem czerwonym maksimum
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absorpcji przy 660 nm. Zanim jednak dojdzie do powstania zwigzku
o maksimum absorpcji przy 730 nm, pojawiajg sie substancje o maksi-
mach absorpcji w posrednich dtugosciach fal (60):

hv ~ O RIX™
P r (660) *£*695 *P 710 7% * ~PfR(730)

Podobnie réwniez podczas fotokonwersji fitochromu PR w fitochrom
PR naswietlenie dalekg czerwienig prowadzi do kilkuetapowej konwersji:

N
—*_FR(730) —> r 650, ,.r R(660)

Wystepowanie substancji o maksimach absorpcji w posrednich dtu-
gosciach fal udowodniono w doswiadczeniach prowadzonych in vitro,
mozna przypuszcza¢ jednak, ze podobna sytuacja wystepuje réwniez in
vivo (60).

11-3.2. Konwersje w ciemnosci

Oprécz konwersji fitochromu powodowanych przez $wiatlo, znane sa
rowniez konwersje fitochromu w ciemnosci. Do najbardziej znanych na-
lezg: rewersje fitochromu PFRdo fitochromu PRoraz destrukcja fitochromu
PFR— czyli przejscie w forme nie wykazujacg fotoodwracalnosci (28).

Koncepcja rewersji fitochromu PR w ciemnos$ci do fitochromu PR po-
wstata na podstawie badan fizjologicznych i pomiaréw iloSci poszczegol-
nych form fitochromu w roslinach etiolowanych (61—63). Zauwazono, ze
w napromieniowanych $wiattem czerwonym i nastepnie wstawionych do
ciemnosci roslinach ilo$¢ fitochromu PR obniza sig, za$ zawarto$¢ fito-
chromu PRros$nie. Proces taki zachodzi w tkankach wielu roslin dwulis-
ciennych. W tkankach grochu, stonecznika i innych roslin dwulisciennych
obok rewersji wystepowa¢ moze rowniez i destrukcja, rewersja jest jed-
nak procesem dominujgcym (34, 61). Rewersja fitochromu PR w ciemnos-
ci hamowana jest przez niskg temperature, co wskazuje na enzymatyczne
podioze tego procesu (63). Wystepowanie rewersji fitochromu PR w Ciem-
nosci ma duze znaczenie fizjologiczne. Uwaza sig, ze proces ten jest jed-
nym z przejawow roli fitochromu jako czesci sktadowej zegara biologicz-
nego mierzacego czas w zjawiskach fotoperiodyzmu roslin (64).

Destrukcja PR do formy nie wykazujacej fotoodwracalnosci, a wiec
nie do fitochromu PR jest dominujagcym procesem w roslinach jednolis-
ciennych (62). Destrukcje fitochromu PFR obserwowano jednak réwniez
w niektdrych roslinach dwulisciennych (65). Mechanizm rozktadu jest
nieznany. Wiadomo tylko, ze szybko$¢ rozktadu w ciemnoS$ci jest hamo-
wana przez niskg temperature oraz inhibitory metaboliczne jak azydek
czy cyjanek (34, 66). Nie znamy fizjologicznego znaczenia ciemniowego
rozktadu fitochromu PFRw ciemnosci, sg jednak dane wskazujace na ilos-
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ciowe zaleznosci miedzy szybkoscig rozktadu fitochromu PFR a przebie-
giem okreslonych procesow fizjologicznych (67, 68).

Przez szereg lat przyjmowano poglad, ze tylko fitochrom PFR ulega
konwersjom, za$ fitochrom PRjest w ciemnosci trwaty. W ostatnich latach
wykryto jednak w kietkujgcych nasionach odwrotng rewersje w ciemnos-
ci, czyli niefotochemiczng przemiane fitochromu PR w fitochrom PR
Wykazano obecno$é fitochromu PFR w peczniejgcych w ciemnos$ci nasio-
nach sataty, ogorka i szartatu (69—72). JeSli peczniejagce nasiona napro-
mieniowano Swiatltem dalekiej czerwieni, przeprowadzajgc fotokonwersje
fitochromu PR w fitochrom PR po okoto 20 minutach obserwowano po-
nowne pojawienie sie fitochromu PFR Poniewaz ogodlna ilo$¢ fitochromu
byta stata, wnioskowano, ze zachodzacym procesem jest rewersja fito-
chromu PRw ciemnosci do fitochromu PFR Na ile proces ten posiada cha-
rakter ogélny i jakie jest jego fizjologiczne znaczenie odpowiedzi winny
udzieli¢ dalsze badania.

I1-4. Fizjologiczna rola fitochromu

Fitochrom jest gtownym receptorem bodzca Swietlnego w procesach
fotomorfogenezy. Duzo badan poswiecono roli fitochromu w regulacji
kietkowania nasion, stwierdzajac, ze kontroluje on kietkowanie zaréwno
nasion wrazliwych (fotoblastyczne) jak i niewrazliwych (niefotoblastycz-
ne) na Swiatto (73). Typowa fotoodwracalno$¢ kietkowania pod wptywem
dziatania $Swiatta czerwonego i dalekiej czerwieni wystepuje w nasionach
pozytywnie fotoblastycznych. W nasionach kietkujagcych w ciemnosci (ne-
gatywnie fotoblastyczne i niefotoblastyczne), naswietlanie dalekg czer-
wienig hamuje kietkowanie za$ Swiatto czerwone niweluje efekt dalekiej
czerwieni (65, 73—75). Swiadczy to, ze nasiona kietkujagce w ciemnosci
majg zdolnos¢ nie zaleznej od Swiatta rewersji fitochromu PRw fitochrom
PFR Napromieniowanie takich nasion dalekg czerwienig powoduje foto-
konwersje fitochromu PHRRdo fitochromu PR co prowadzi do zahamowania
kietkowania.

Fakt, ze mogace kietkowaé w ciemnosci nasiona zawierajg fitochrom
w formie PFR jest w wyraZznej sprzecznosci z sytuacja w etiolowanych
siewkach, gdzie fitochrom wystepuje wytgcznie w formie PR (76). llos¢
barwnika zwieksza sie w okresie intensywnego wzrostu siewek (77—79).
Swiatto hamuje wzrost miedzyweZli oraz stymuluje zwiekszenie powierz-
chni lisci i biosynteze chlorofilu. Fotokonwersja fitochromu PR do fito-
chromu PRprowadzi wiec do zahamowania wzrostu wydtuzeniowego pedu
oraz stymulacji procesow wzrostowo-rozwojowych lisci. Nie znamy przy-
czyn roznych efektéw fotomorfogenetycznych fitochromu PR w r6znych
organach ros$liny. Przypuszcza¢ mozna tylko, ze jest to spowodowane
obecnoscig réznych populacji fitochromu. Jak podawano jednak uprzed-
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nio, nie ma konkretnych danych, ktére by wskazywaty, ze todyga i liscie
zawierajg rozne populacje fitochromu PR

Wiele badan poswiecono roli fitochromu w zjawiskach fotoperiodyzmu.
Wykazano, ze czynnikiem determinujgcym zakwitanie ro$lin fotoperio-
dycznie zréznicowanych jest stan fotostacjonarny fitochromu (80). Kon-
sekwencja obecnosci w roélinie odpowiedniej ilosci fitochromu PR jest
uruchomienie syntezy hormonow, powodujgcych zmiane kierunku rézni-
cowania wierzchotk6w wzrostu z wegetatywnego na generatywny.

I1l. Mechanizm dziatania fitochromu

I11-1. Fitochrom a wtasciwosci bton

Jak podano uprzednio, wewnatrzkomdrkowe rozmieszczenie fitochro-
mu PR i fitochromu PFR jest rézne. Fitochrom PR bezposrednio po po-
wstaniu przemieszcza sie w komorce, przytaczajac sie do blizej nieziden-
tyfikowanych, hipotetycznych, receptorow komoérkowych. Wywotuje to
caty szereg zmian w strukturze i witasciwosciach bton komérkowych. Do
najczesciej stwierdzanych nalezg zmiany w: transporcie jonéw (51, 81),
przepuszczalnosci wody i substancji drobnoczasteczkowych (82, 83), po-
tencjatach elektrycznych bton (84,85) oraz aktywnos$ciach zwigzanych
z btonami enzyméw (51). Konwersje fitochromu kontrolujg réwniez ru-
chy chloroplastow (86—88) i ruchy fotonastyczne lisci Mimosa (89) oraz
Albizzia (81, 90). Zmiany w strukturze i wiasSciwosciach bton zachodzg juz
po uptywie kilku sekund, wzglednie minut, od momentu powstania ak-
tywnej formy fitochromu. Zastosowanie inhibitoré6w syntezy kwasow
nukleinowych i biatek (28, 90) nie hamuje tych procesow.

Wydaje sie wiec, ze mechanizm dziatania fitochromu zwigzany jest
z strukturg i wihasciwosciami bton komorkowych. Fitochrom PR przyita-
czajac sie do okreslonych receptoréw w btonach komadérkowych powoduje
zmiane ich struktury. Wptywaé on moze réwniez na aktywno$¢ niekto-
rych enzymdw kontrolujgcych transport jonéw i czasteczek w obrebie
komérki (51) oraz zwigzanych z btonami enzyméw katalizujacych meta-
bolizm zwigzkéw rozpuszczalnych (51, 91). Fitochrom PFRregulowaé¢ moze
takze zawartos¢ zwigzanych z bionami substancji hormonalnych (92).
Indukowane wiec przez fitochrom zmiany w blonach komdérkowych pro-
wadzi¢ mogg do zmian metabolizmu komérki. Okresowe zwiekszanie
przepuszczalno$ci bton komérkowych regulowaé moze réwniez transport
substancji odzywczych oraz hormonalnych.

W ostatnich latach zwrdcono uwage na udziat acetylocholiny w reak-
cjach kontrolowanych przez fitochrom na poziomie bton komoérkowych.
Wykazano, ze Swiatto czerwone powoduje zardwno zwiekszenie produkcji
jak i wydzielania acetylocholiny przez korzenie fasoli. Daleka czerwien
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efekty te niweluje (93). Traktowanie roslin acetylocholing hamuje wy-
twarzanie drugorzedowych korzeni oraz zwieksza szybkos$¢ transportu
jonow wodorowych w tkankach fasoli — powoduje wiec identyczny efekt
morfogenetyczny jak Swiatto czerwone (93). Jaffe (93) postawit hipo-
teze, ze acetylocholina bierze udziat w reakcjach kontrolowanych przez
system fitochromowy. Podobnie jak w organizmach zwierzecych stymu-
luje ona transport jonéw, powoduje zmiany potencjatu elektrycznego bton
oraz przepuszczalnosci struktur cytoplazmatycznych. Hipoteze te potwier-
dzono w kilku przypadkach (94—97), istniejg jednak réwniez doniesienia
przeciwne (98— 101). Wyniki badan nad enzymami regulujgcymi synteze
i rozktad acetylocholiny wskazujg, ze esteraza cholinowa wystepuje
w Scianach komdrkowych korzeni fasoli i jej aktywnos$¢ nie podlega foto-
kontroli przez Swiatto czerwone i dalekg czerwien (91, 102). Mniej wia-
domo na temat rozmieszczenia acetylotransferazy cholinowej. W trakcie
frakcjonowania komorek enzym ten wystepuje razem ze strukturami re-
tikulum endoplazmatycznego (91) oraz fitochromem (103). Rola acetylo-
choliny w procesach fotomorfogenezy jest wiec niejasna i wymaga dal-
szych badan.

I11-2. Fitochrom a enzymy

Jedng z pierwszych hipotez ttumaczacych mechanizm dziatania fito-
chromu byta propozycja jego odkrywcow (64), wedtug ktdrej fitochrom
PKR miatby byé aktywng, zas fitochrom PR nieaktywng forma enzymu.
Na podstawie badan nad syntezg antocjan6w zaproponowano, ze fitochrom
PR katalizuje aktywacje octanu do acetylokoenzymu A (13). P6zniej oka-
zato sie jednak, ze regulacja syntezy acetylokoenzymu A nie jest specy-
ficznym dla fitochromu procesem, poniewaz réwniez i inne przemiany
w procesie biosyntezy antocjanéw sg regulowane przez fitochrom. Pomie-
dzy powstaniem aktywnej formy fitochromu a synteza antocjandw ist-
nieje ponadto faza utajenia dtugosci okoto 3 godzin (1). Dane te nie suge-
rujg wiec bezposredniego udziatu fitochromu jako enzymu katalizujagcego
jeden specyficzny etap metabolizmu.

Okazato sie jednak, ze fitochrom kontroluje metabolizm nukleotydéw
oraz aktywnos$é wielu systemdOw enzymatycznych. Stwierdzono, ze na-
promieniowanie roslin czerwienig prowadzi do podwyzszenia zawartosci
w ich tkankach fosforanu nukleotydu nikotynoamidoadeninowego (104).
Wykazano jednoczesnie, ze czeSciowo oczyszczone preparaty fitochromu
z tkanek etiolowanego grochu wykazujg aktywnos$¢ kinazy dwunukleo-
tydu nikotynoamidoadeninowego. Swiatlo czerwone stymulowato te ak-
tywnos¢, przy czym obserwowano zmniejszanie statej Michaelisa (Km)
tego enzymu w stosunku do dwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego.
Stymulacje te znosito dziatanie dalekiej czerwieni. Jednakze udato sie
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rozdzieli¢ fitochrom od aktywnosci kinazy dwunukleotydu nikotynoami-
doadeninowego (105). Swiatto czerwone powoduje réwniez wzrost ilosci
adenozynotrojfosforanu w tkankach niektorych roSlin (101, 106—109).
Wyniki te, aczkolwiek bardzo interesujace, sg trudne do powtdrzenia
i spotkaty sie z duzym sceptycyzmem.

W doswiadczeniach nad wptywem fitochromu na aktywno$¢ enzymoéw
duzo uwagi poswiecono indukcji aktywnosci amoniakoliazy-L-fenyloala-
niny, enzymu katalizujgcego tworzenie sie kwasu transcynamonowego
z fenyloalaniny. Czynnikiem indukujagcym jest Swiatlo czerwone, za$
daleka czerwien efekt ten niweluje (110, 111). ROéwniez badania kinetycz-
ne nad zachowaniem sie fitochromu PR w warunkach réwnowagi dyna-
micznej (ciagte napromieniowanie daleka czerwienig utrzymujace niski
ale staly poziom PR w tkankach) Swiadczg, ze aktywno$¢ amoniakolia-
zy-L-fenyloalaniny podlega kontroli fitochromowej. Poczatkowa faza
utajenia trwa 1,5 godziny od rozpoczecia naswietlania, po czym wyste-
puje wyrazny i szybki wzrost aktywnosci enzymu (111, 112). Tempo wzro-
stu aktywnosci jest stale w ciggu wielu godzin, po czym wykazuje ten-
dencje malejgcg. W zwigzku z tym, ze wzrost aktywnos$ci enzymu udato
sie, przynajmniej czeSciowo, zahamowa¢ za pomoca puromycyny, cyklo-
heksimidu oraz aktynomycyny D (110, 111) mozna wnioskowaé, ze wzrost
aktywnosci byt wynikiem syntezy de novo biatka enzymatycznego. Wpityw
Swiatta na synteze de novo enzymoéw stwierdzono rowniez w przypadku
oksydazy kwasu askorbinowego (113, 114), rybonukleazy (115) oraz re-
duktazy azotanowej (110, 116—118).

Inny kierunek regulacji aktywnosci enzymow przez fitochrom stwier-
dzono w przypadku lipoksygenazy. W lisciach gorczycy aktywnos$¢ lipo-
ksygenazy sukcesywnie sie zwieksza w ciemnosci (119). Jesli nasiona znaj-
dowaty sie w warunkach ciggtego napromieniowania dalekg czerwienig
(niski ale staty poziom PFR w tkankach), poczynajac od 33 godziny pecz-
nienia nasion obserwowano gwattowne zahamowanie aktywnosci enzymu,
trwajgce okoto 15 godzin. Poczynajagc od 48 godziny zauwazano ponowne
zwiekszenie aktywnosci lipoksygenazy. Jest mozliwe, ze fitochrom PR
w okresie miedzy 33 a 48 godzing, powoduje represje syntezy lipoksyge-
nazy na poziomie transkrypcji (120). Wydaje sie jednak, ze nie mozna
réwniez wykluczy¢ allosterycznych mechanizmoéw hamowania aktywnosci
enzymu.

Omoéwione wyzej dane postuzyty Mohrowi (73, 74) do zapropono-
wania teorii o zr6znicowanej aktywacji i represji genow przez fitochrom.
Mohr uwaza, ze pomiedzy stanem genéw w poszczeg6lnych komorkach
istniejg roznice i ze geny podzieli¢ mozna na 4 grupy czynno$ciowe: ak-
tywne, nieaktywne, potencjalnie aktywne i ulegajgce represji. Geny po-
tencjalnie aktywne i ulegajace represji sg pod kontrolg systemu fito-
chromowego. Indukcja poprzez fitochrom PFR tych genéw prowadzi do
ujawnienia sie fotoefektow dodatnich (np. kietkowanie nasion fotobla-
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stycznych, wytworzenie kwiatéw, synteza antocjanéw), ewentualnie foto-
efektbw ujemnych (np. hamowania wzrostu todygi, hamowanie syntezy
lipoksygenazy). Teoria Mohra zaktada wiec, ze mechanizm dziatania fito-
chromu polega na bezposrednim wplywie fitochromu PFR na aktywnos$¢
genéw. W ostatnich latach zostata ona uzupeiniona przez uznanie mozli-
wosci wystepowania szeregu pierwotnych reakcji jako konsekwencji
taczenia sie czasteczki fitochromu PR ze specyficznymi receptorami ko-
morkowymi (1, 122). WspotzaleznoSci miedzy fitochromem a genami pole-
gaja wiec prawdopodobnie na oddziatywaniu posrednim.

I11-3. Fitochrom a substancje wzrostowe

W zrost i rozwdj roslin regulowany jest na drodze hormonalnej. Sub-
stancje wzrostowe jak auksyny, gibereliny, cytokininy, inhibtory i etylen
wspolnie kontrolujg przebieg proceséw morfogenezy. Poniewaz traktowa-
nie ro$lin substancjami wzrostowymi niejednokrotnie zastepuje wplyw
Swiatta (92), istnieje mozliwos¢, ze fitochrom wspdidziata z systemem
hormonalnym w regulacji proceséw fotomorfogenezy.

W ielokrotnie wykazano udziat czerwieni i dalekiej czerwieni w regu-
lacji biosyntezy, degradacji oraz uwalnianiu hormonoéw z form zwigza-
nych (92). Stwierdzono réwniez, ze $wiatlo czerwone wptywa na transport
hormondw (92) oraz wrazliwos$¢ tkanek roslinnych na dziatanie substancji
wzrostowych (92, 123). Trudno jest zadecydowa jednak czy stwierdzany
wptyw Swiatta na zawarto$¢ substancji hormonalnych w tkankach roslin-
nych, jest czescig skiadowag proceséw kontrolowanych przez fitochrom
w procesach fotomorfogenezy. Pewne dosSwiadczenia potwierdzajg taka
mozliwo$¢é. Traktowanie na przykiad roslin giberelinami moze zastgpic
wpltyw Swiatta w kietkowaniu nasion fotoblastycznych (124), wzroscie
lisci (125, 126), czy odwiianiu sie lisci roslin zbozowych (127). Swiatto
czerwone powoduje w tych ro$linach podwyzszenie sie zawartosSci natu-
ralnych giberelin, za$ daleka czerwien hamuje prccesy fizjologiczne i ob-
niza poziom giberelin (92). Podobnie sytuacja wyglagda w przypadku dzia-
tania $wiatla na wzrost todygi. Swiatto czerwone hamuje wzrost wydtu-
zeniowy, prowadzac jednocze$nie do obnizenia sie zawarto$ci auksyn
w komdrkach todygi (92, 128). Traktowanie ro$lin auksyng nie odwraca
jednak hamujgcego wptywu Swiatta (128), ktéry mozna odwrocié dziata-
niem giberelin (129—131).

Caty szereg badaczy uwaza jednak, ze dziatanie fitochromu i hormo-
néw w procesach fotomorfogenezy jest przynajmniej czesciowo niezalez-
ne. | tak gibereliny i cytokininy sg w stanie zastgpi¢ wptyw Swiatla czer-
wonego w kietkowaniu nasion fotoblastycznych (124). Substancje te nie
sa w stanie jednak odwrdci¢ hamujacego wptywu dalekiej czerwieni na
kietkowanie (132). Traktowanie nasion matymi dawkami hormonoéw oraz
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Swiattem o niskim natezeniu jest bardziej efektywne niz osobne dziatanie
tych czynnikéw (133—135) Synergizm zjawisk sugeruje, ze dziatanie fito-
chromu i substancji wzrostowych zachodzi, przynajmniej czescioWo, r6z-
nymi drogami. Znany jest roéwniez fakt stymulacji syntezy a-amylazy
w liscieniach gorczycy przez Swiatlo czerwone, podczas gdy hormony sg
catkowicie nieaktywne (136).

Wydaje sie wiec, ze aczkolwiek wspédtdziatanie fitochromu z hormo-
nami w regulacji procesow fotomorfogenezy jest wiecej niz pewne, to
jednak kontrola przez fitochrom tych proces6w nie ogranicza sie tylko
do regulacji zawartosci i transportu substancji hormonalnych.

IV. Uwagi koncowe

W chwili obecnej do$¢ duzo juz wiadomo odnosnie budowy fitochromu
oraz jego wilasciwosci. Nie mozna jednak jeszcze catkowicie wyjasnié
roli fitochromu w poszczeg6lnych procesach rozwojowych oraz mecha-
nizmu jego dziatania. Udoskonalenia wymagajg metody ekstrakcji, oczysz-
czania i ilosciowego okre$lania fitochromu. Lepsze zrozumienie mecha-
nizmu dziatania fitochromu wigze sie jednoczes$nie z ogdélnym postepem
w badaniach proceséw réznicowania na poziomie molekularnym.

Nie ma obecnie watpliwosci, ze fitochrom jest gtownym receptorem
Swiatta w procesach fotomorfogenezy roslin. Wydaje sie réwniez, ze w we-
wnatrzkomorkowej dziatalnosci fitochromu wyrézni¢c mozna dwa zasad-
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Ryc. 4. Hipotetyczny schemat drdg dziatania fitochromu.
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nicze etapy: pierwszy — zwigzany z reakcjami pierwotnymi, zachodzacy-
mi bardzo szybko, jako wynik konwersji fitochromu, oraz drugi—
pOzniejszy, zwigzany z aktywacjg wzglednie represjg poszczeg6lnych
genéw komérkowych. Dostepne dane wskazujg takze na wystepowanie
w komdrkach jakiego$ nieznanego ,wtdrnego przekaznika” fitochromu
(X), ktérym w mys$l hipotezy Jaffe (93) mogtaby by¢ acetylocholina
(Ryc. 4).

Dopiero jednak dalsze badania wykazg na ile poszczegblne obserwo-
wane zmiany metaboliczne zwigzane sg z kontrolg proceséw fotomorfo-
genezy przez fitochrom. Szczegdlnej uwagi wymagajg wspoétzaleznosci
miedzy fitochromem a systemem hormonalnym, gdyz obie grupy substan-
cji wspolnie kontrolujg catoksztatt zjawisk morfogenezy roslin.

Zaakceptowano 22.12.1978
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I. Wprowadzenie

Antyproteolityczne wiasciwosci ekstraktu z bulw ziemniaka wykryt
w roku 1951 Wer le i wsp. (2).

Pierwsze preparaty inhibitorow ziemniaczanych otrzymali Sohonie
iAmbe (2), Mansfeld iwsp. 3),Kinugasa i Yoshikawa
(4), oraz Ryan i Melville (5—7).
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i Analityki Medycznej, Akademia Medyczna w Biatymstoku, ul. Mickiewicza 2, 15-230
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Zainteresowania ziemniaczanymi inhibitorami proteaz wynikajg prze-
de wszystkim z ich szerokiego zakresu dziatania antyproteolitycznego
(8, 9) i hamowania réwniez aktywnosci proteaz komorkowych (10, 11).
Z tego wzgledu znalazty one zastosowanie w lecznictwie w stanach
wzmozonej proteolizy (12, 13). Uzywa sie ich takze jako odczynnikdéw
w analityce biochemicznej (14) oraz po zwigzaniu ze statymi nos$nikami
do otrzymywania wysokooczyszczonych preparatéw proteaz metodg swo-
istej sorpcji (15). Inhibitory ziemniaczane stosuje sie ponadto w badaniach
nad strukturg centrow aktywnych i mechanizmem dziatania enzymoéow
proteolitycznych (16— 18).

o] duzym zainteresowaniu ziemniaczanymi inhibitorami proteaz zade-
cydowata takze niska cena, tatwo dostepnego w duzych ilosciach surowca,
ktorym jest sok ziemniaczany. Stanowi on material odpadowy przy pro-
dukcji skrobi i w przemys$le gorzelnianym.

I1. 1zolowanie, struktura chemiczna i wtasciwosci inhibitoréow
ziemniaczanych

Obecnos$¢ inhibitorow proteaz stwierdzono w bulwach wszystkich ba-
danych dotad odmian ziemniakéw (19, 20). Nie zawieraja ich jednak orga-
ny zapasowe innych roslin, z wyjatkiem pomidora, ktdry podobnie jak
ziemniak nalezy do rodziny psiankowatych (21). Sposréd rdznych czesci
anatomicznych ziemniaka najwiekszg ilos¢ inhibitoréw zawierajg bulwy
(22), a zwtaszcza ich czes¢ obwodowa (23). Stwierdzono, ze okoto 7—10°/0
rozpuszczalnych biatek bulwy ziemniaka wykazuje dziatanie antypro-
teolityczne (20, 24). Inhibitory ziemniaczane charakteryzuje olbrzymia
heterogenno$¢ molekularna (25, 26). Obserwowano takze duze roéznice
miedzy inhibitorami izolowanymi z bulw r6znych odmian ziemniakéw.
Dotyczg one liczby form molekularnych inhibitoréw, ich zawarto$ci oraz
struktury chemicznej (20, 27). O ich pokrewienstwie $wiadczg jednak iden-
tyczne determinanty antygenowe (28, 29).

11-1. Inhibitory trypsyny i chymotrypsyny

Z ekstraktu ziemniaka odmiany Maritta wyizolowano (30) cztery in-
hibitory trypsyny przy uzyciu techniki: swoistej sorpcji na nierozpusz-
czalnej trypsynie, saczenia molekularnego na Sephadex G-75 oraz chro-
matografii jonowymiennej na karboksymetylocelulozie i fosfocelulozie.
W centrum antytrypsynowym tych inhibitoréw znajduje sie arginina a ich
masy czasteczkowe wynoszg 23 500—24 000 daltonéw. Inhibitory te ha-
mujg takze aktywno$¢ chymotrypsyny, plazminy oraz kalikreipy osoczo-
wej. Stosujac elektroforeze w Zzelu poliakrylamidowym stwierdzono
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obecno$¢ 13 inhibitoréw trypsyny i chymotrypsyny w bulwach tej od-
miany ziemniaka (26). Zastosowanie metody ogniskowania izoelektrycz-
nego pozwolito na wyizolowanie az 9 z tych inhibitorow oraz ustalenie
ich punktow izoelektrycznych. Oznaczono réwniez ich sktad aminokwa-
sowy i aminokwasy N-koncowe. Jeden z wyizolowanych inhibitorow
wystepuje w formie tetrameru i dysocjuje na podjednostki w 6 M roz-
tworze chlorowodorku guanidyny.

Opracowano metode oczyszczania inhibitora | chymotrypsyny z ziem-
niaka odmiany Russet Burbank (7). Metoda ta polega na frakcjonowaniu
biatek ziemniaka przez doprowadzenie do punktu izoelektrycznego, wy-
solenie siarczanem amonu, ogrzewanie w temperaturze 80°C i sgczenie

A GIu—Phe—GIu—Cys—Agp—GIy—Lys—Leu—GIn—%r%—Pro— Glu- Leu- IIe—Glﬁl
B -Lys-
C -Lys-
D -Asn-
20 25 30
. Val-Pro-Thr-Lys-Leu-Ala-Lys-Glu-lle-lle-Glu-Lys-GIn-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-GIn-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-GlIn-lle-Pro-Arg-Val-Ala
-Tyr-
-Asn-
-Asn-

Ryc. 1. Sekwencja aminokwaséw podjednostki A, B, C i D ziemniaczanego inhibitora
I chymotrypsyny (31).

W sekwencjach podjednostki B, C i D podano jedynie aminokwasy znajdujgce si¢ w iden-
tycznych pozycjach ale rézne w poréwnaniu z podjednostkg A.
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molekularne na Sephadex G-75. Tg droga uzyskano preparat okoto 40-
krotnie oczyszczony z wydajnoscig 47%. Hamuje on réwniez aktywnos¢
trypsyny. Wyizolowany inhibitor charakteryzuje sie znaczng termosta-
bilnoscig i nie traci aktywnos$ci w zakresie pH 2-10. Jego masa czgsteczko-
wa wynosi 39 000 daltonéw. Jedna czasteczka inhibitora wigze cztery
czasteczki chymotrypsyny. Kompleks taki ma mase czasteczkowg okoto
140 000. W 4 M roztworze chlorowodorku guanidyny lub 8 M roztworze
mocznika w $rodowisku kwasnym inhibitor dysocjuje na cztery podjed-
nostki, ktére oznaczono literami A, B, C i D. Podjednostki te rozdzielono
na sulfoetylocelulozie w 8 M roztworze mocznika (pH 2,8). Ich masy cza-
steczkowe wynoszg 9000—10 000 daltonéw. Skiad aminokwasowy i sek-
wencje aminokwaséw w poszczegdlnych podjednostkach mato sie réznia,
wszystkie za$ majg kwas glutaminowy jako N-koricowy aminokwas
(Ryc. 1).

Z ziemniaka odmiany Danshaku-lmo wyizolowano trzy inhibitory
enzyméw proteolitycznych, ktére oznaczono symbolami I, 1l-a i Il-b
(32, 33). Metoda oczyszczania inhibitora | (32) polega na wytragceniu bia-
tek balastowych przez ogrzewanie ekstraktu ziemniaczanego w tempera-
turze 80°C, wysoleniu inhibitora po 30% nasyceniu siarczanem amonu
i zastosowaniu chromatografii kolumnowej. Masa czasteczkowa inhibito-
ra | wyliczona na podstawie sktadu aminokwasowego wynosi 9400 dalto-
ndéw. Masa czasteczkowa znaleziona za pomocg metody sgczenia moleku-
larnego na zelu Sephadex G-100 wynosita jednak 19 300 daltonow, gdy
elucje prowadzono 0,1 M kwasem octowym i 42 000 w przypadku elucji
0,9% chlorkiem sodu (34). Wyniki te wskazujg na sktonno$¢ inhibitora | do
polimeryzacji. W roztworze 0,1 M kwasu octowego wystepuje on w formie
dimeru, a w 0,9% roztworze chlorku sodu w formie tetrameru. Ustalono
sktad aminokwasowy inhibitora I, jego aminokwasy N- i C-koncowe oraz
strukture antychymotrypsynowego miejsca reaktywnego, ktoére tworzy
Leu3Asx57 (35).

Materiat wyjsciowy do wyizolowania inhibitora Il-a i Il-b stanowit
ptyn pozostajacy po 30% nasyceniu ekstraktu ziemniaczanego siarczanem
amonu, z ktérego wysalano nastepnie oba inhibitory siarczanem amonu
0 60% nasyceniu (33). Inhibitor Il-a oddzielano od inhibitora Il-b na ko-
lumnach karboksymetylocelulozy i dalej oczyszczano na zelu Sephadex
G-100. Jednorodno$¢ uzyskanych preparatéw inhibitorow potwierdzono
przy zastosowaniu techniki elektroforezy w zelu skrobiowym przy pH
4,0 i 8,6. Uzyskane inhibitory sg odporne na podwyzszong temperature
1 wykazujg znaczng stabilno$¢ w Srodowisku kwasnym. Punkt izoelek-
tryczny inhibitora Il-a wynosi 8,5 a inhibitora Il-b 9,1. Masy czasteczkowe
obu inhibitoréw sg identyczne. Wyliczone na podstawie sktadu aminokwa-
sowego wynosza 10 300 daltonéw, a oznaczone metodag saczenia moleku-
larnego na zelu Sephadex G-100 — 10 600, gdy do elucji uzywano 0,1 M
kwasu octowego, lub 20 700 w przypadku gdy do elucji uzywano 0,9% roz-
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twér chlorku sodu. Skiad aminokwasowy obu inhibitoréw jest podobny
a ich N- i C-koricowe aminokwasy sg identyczne (36). Centra reaktywne
tych inhibitoréw stanowi uktad Lys-Ser (37, 38). Sekwencje aminokwa-
séw fragmentdéw peptydowych zawierajgcych te centra przedstawia ry-
cina 2.

Ryc. 2. Sekwencja aminokwas6éw okolicy centrum reaktywnego ziemniaczanego in-
hibitora Il-a (A) i Il-b (B) (39).

Z ziemniakow odmiany Epoka otrzymano preparat wolny od lektyn,
ktéry zawiera mieszanine inhibitorow proteaz (22, 40). Z tego preparatu
wydzielono cztery jednorodne frakcje tych inhibitorow (41, 42). Ro6znig
sie one szeregiem wiasciwosci fizykochemicznych i specyficznoscig dziata-
nia antyproteolitycznego.

11-2. Inhibitory kalikrein

Z ekstraktu ziemniaka odmiany Danshaku-Imo stosujgc frakcjono-
wanie siarczanem amonu i chromatografie na dwuetyloaminoetylocelulo-
zie otrzymano preparat hamujacy aktywnos$¢ kalikrein (43). Z tego pre-
paratu stosujgc technike ogniskowania izoelektrycznego wyodrebniono
nastepnie dwa jednorodne inhibitory kalikrein (44). Punkty izoelektryczne
tych inhibitor6w wynoszag 56 i 6,4 a ich masy czasteczkowe 22 000—
27 000 daltonéw. Ustalono sktad aminokwasowy omawianych inhibitoréw
i specyficznos$¢ dziatania w stosunku do kalikrein pochodzgcych z réznych
tkanek oraz w stosunku do innych enzymdw proteolitycznych (45).
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11-3. Inhibitory karboksypeptydaz

W ekstrakcie z bulw ziemniaka odmiany Russet Burbank wystepuje
takze inhibitor karboksypeptydazy A i B (46). Inhibitor ten wyizolowano
z surowego preparatu otrzymanego poprzednio (5) stosujagc chromatografie
na zelu Sephadex G-75 i fosfocelulozie (47). Uzyskano preparat 275-krot-
nie oczyszczony z wydajnoscig 48°/o. Masa czasteczkowa inhibitora karbo-
ksypeptydaz wyznaczona na zelu Sephadex G-75 wynosita 3100, a wyli-
czona ze skiadu aminokwasowego 4100—4300 daltonéw.

Ziemniaczany inhibitor karboksypeptydaz wystepuje w dwéch for-
mach molekularnych. Jedna z tych form sktada sie z 38 a druga z 39 reszt
aminokwasowych, w zaleznos$ci od tego czy w N-koncowym fragmencie
struktury wystepuje reszta glutaminy (48). Poza tg r6znicg sekwencje
aminokwasowe obu form molekularnych inhibitora karboksypeptydaz sg
identyczne (Ryc. 3).

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

5 10 15
B. Glu-GlIn-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. Sekwencja aminokwaséw dwoch firm molekularnych ziemniaczanego inhibi-
tora karboksypeptydaz (48).

Réznica dotyczy jedynie obecnosci lub braku reszty Gin w N-koricowym fragmencie czasteczki
(poréwnaj sekwencje A i B).

W obu formach molekularnych grupa aminowa N-koricowego kwasu glu-
taminowego jest zablokowana. Obie formy zawierajg sze$¢ reszt cysteiny,
ktore tworzg trzy mostki dwusiarczkowe.

11-4. Inhibitory proteaz komoérkowych

Szczegolnie interesujgce sg mato dotychczas poznane, inhibitory ziem-
niaczane hamujgce aktywno$¢ proteaz komorkowych. Na obecno$¢ inhi-
bitorow tych enzyméw w soku ziemniaczanym wskazywaty prace Werle
i wsp. (49) i innych autoréw (21). Opracowano metody oczyszczania ziem-
niaczanego inhibitora katepsyny D i zbadano jego wi#asciwosci fizyko-
chemiczne i biologiczne (11, 50) Inhibitor ten, o masie czasteczkowej
22 000, hamuje takze aktywno$¢ trypsyny i chymotrypsyny. Se-
kwencja siedemnastu N-koncowych aminokwaséw tego inhibitora jest
nastepujaca: Glu—Ser—Pro—Leu—Pro—Lys—Pro—Val—Leu—Asp—
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X—Asn—Gly—Lys—Glu—Leu—Gin (27). Opisano takze inhibitor ziem-
niaczany hamujacy aktywnos$é katepsyny A (10). Nalezy podkresli¢, ze
inhibitory wystepujace w organach zapasowych zyta, jeczmienia, tubinu,
kukurydzy, bobu, grochu, fasoli i soi nie hamuja aktywnosci proteaz ko-
morkowych (51).

Skiad aminokwasowy, aminokwasy N- i C-kohcowe i masy czgstecz-
kowe inhibitorow ziemniaczanych wyizolowanych z r6znych odmian
ziemniakow podane sg w tabeli 1

Tabela 1
Sktad aminokwasowy ziemniaczanych inhibitoréw proteaz
Liczba reszt aminokwasowych w czasteczce inhibitora*
Aminokwas
| Il-a I-b CHT KP a5 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 7 8
Asp n 1n 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 1 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 0 0 1 2 1
lle 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 1 0 0 — 2 0 1—2 1 1
Suma aminokwa-
sowW 85 97 97 79 38—39 94 176—177 205 189
Aminokwas N-kon-
I cowy Glu Ala Ala Glu Glu Arg Arg Arg Glu
Aminokwas C-kon-
cowy Val Ala Ala Ala Gli — — — —
Masa czasteczkowa 9400 10350 10350 38 000 3100 24000 24000 24000 21 790
j PidSmiennictwo 35 36 36 7 48 26 41 41 27

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

W sktadzie aminokwasowym inhibitoréw ziemniaczanych zwraca uwa-
ge znaczna zawarto$¢ cysteiny. Tworzy ona w wielu miejscach fancucha
polipeptydowego mostki dwusiarczkowe, utrwalajgce strukture prze-
strzenng czasteczki. Ttumaczy to znaczng odpornos¢ inhibitorow ziemnia-
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czanych na czynniki denaturujgce, takie jak podwyzszona temperatura,
krancowe wartosSci pH oraz stezone roztwory mocznika i chlorowodorku
guanidyny (7, 40).

I11. Specyficzno$¢ i mechanizm dziatania

Inhibitory ziemniaczane hamujg aktywnos$¢ wielu enzymow proteoli-
tycznych. Interesujgce jest zestawienie wynik6éw badan wptywu inhibi-
torow ziemniaczanych na aktywno$¢ enzymow proteolitycznych réznia-
cych sie strukturg miejsca wigzgcego i miejsca katalitycznego.

Jak wynika z tabeli 2 inhibitory ziemniaczane hamujg aktywnos$¢

proteaz o hydrofilowym miejscu wigzacym substrat, takich jak trypsyna
i plazmina, lecz nie wplywajg na aktywno$¢ trombiny.
Aktywnos$¢ chymotrypsyny i katepsyny D, ktére sg enzymami o hydro-
fobowym miejscu wigzagcym jest hamowana, ale aktywno$¢ pepsyny mi-
mo, ze enzym ten zawiera hydrofobowe miejsce wigzace nie zmienia sie.
Takze nie wszystkie proteazy o poliwalencyjnych miejscach wigzgcych sg
inaktywowane przez inhibitory ziemniaczane. Subtilizyna i zasadowa pro-
teaza izolowana z ple$ni Aspergillus flavus sg hamowane przez te inhibi-
tory, natomiast aktywnos$¢ papainy nie ulega zmianie w ich obecnosci.

Rdéwniez struktura miejsca katalitycznego enzyméw proteolitycznych
nie przesadza o ich podatno$ci na dziatanie inhibitoréw. Inhibitory ziem-
niaczane hamujg aktywno$¢ wielu proteaz o serynowym miejscu katali-
tycznym, ale nie wpitywajg na aktywnos$¢ innych enzyméw serynowych
takich jak trombina. Obnizajg aktywno$¢ katepsyny D, ktéra posiada
karboksylowe centrum aktywne, ale nie hamujg aktywnoS$ci pepsyny,
enzymu o identycznej strukturze centrum aktywnego. Podobnie inhibi-
tory te hamujg aktywnos$¢ niektorych metaloproteaz (karboksypeptydaza
A i B), podczas gdy nie hamujg innych metaloproteaz jak kolagenaza.

Powyzsze fakty wskazujg, ze w interakcji enzymu z inhibitorem, obok
warunku absolutnego jakim jest struktura miejsca wigzgcego i katalitycz-
nego enzymu, istotnym czynnikiem jest konformacja przestrzenna ich
najblizszej okolicy, decydujgca o dostepnos$ci inhibitora (9).

Heterogenno$¢ molekularna inhibitorow ziemniaczanych zawieraja-
cych miejsca reaktywne o réznej strukturze i to nie tylko w réznych
czasteczkach, lecz i w poszczegdlnych czagsteczkach (co czyni jg poliwa-
lencyjna) sprawia, ze mozliwe jest hamowanie aktywnosci enzyméw
proteolitycznych o réznej strukturze miejsca wigzacego i katalitycznego
(41, 53, 54, 55).

Specyficzno$¢ ziemniaczanych inhibitorébw endoproteaz wynika ze
struktury ich centrum reaktywnego i uwarunkowana jest konformacja
przestrzenng. W centrum reaktywnym inhibitora znajduje sie wigzanie
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Tabela 2

Specyficznos¢ dziatania antyproteolitycznego inhibitérow izolowanych z bulw ziemniaka odmiany
Epoka (9, 52)

Miej- Prepa-

iei Inhibitor
sce  Mielcse Substrat, rat Pree
Enzym wia- katali- oH pomiaru suro-
7ace tyczne 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- H Me N—Bz—Gly— + — — — —
ptydaza A —L-Phe, pH 7,5
4. Karboksype- HL Me N—Bz—Gly— + — +
ptydaza B —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, + n.b. n.b. n.b. n.b.
pH 4,0
9. Kolagenaza H Me Kolagen laty- — —
bakteryjna ryczny, pH 7,0
10. Kwasna prote- ? ? Kazeina, pH 45 + nb. nb. nb.  nb
aza ziemniacza-
na
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 76 + + -r + +
18. Zasadowa pro- Ser Hemoglobina, + nb. n.b. n.b. n.b.
teaza z plesni P Ser pH 7,0
A. flavus

Miejsce wiazace: H — hydrofobowe, HL — hydrofitowe, P — poliwalencyjne; miejsce katalityczne: Ser — serynowe
Me — zawierajace kation metalu, SH — sulfhydrylowe, COOH — karboksylowe; hamowanie: ,, +” — wystepuje,’
,»— — nie wystepuje, n.b. — nie badano, Bz — benzoilo, Kbz — karbobenzoksy, NA — nitroanilid.

peptydowe wrazliwe na dziatanie okre$lénego enzymu. Schemat centrum
reaktywnego takich inhibitoré6w przedstawiono na rycinie 4.
Aminokwas Axposiada szczeg0lne znaczenie w budowie tego centrum, bo
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Ryc. 4. Struktura centrum reaktywnego ziemniaczanych inhibitoréw endoproteaz,
zmodyfikowane (56).

warunkuje specyficzno$¢ dziatania antyproteolitycznego. W centrum re-
aktywnym inhibitoréw trypsyny tym aminokwasem jest lizyna lub ar-
ginina a inhibitor6w chymotrypsyny leucyna (Tabela 3).

Do identyfikacji aminokwaséw tworzgcych centrum reaktywne inhibi-
torow ziemniaczanych stosuje sie metody enzymatyczne oraz selektywne
chemicznie modyfikacje grup funkcyjnych poszczeg6lnych aminokwaséw
(16, 57, 58, 60). Przegladu tych metod dokonata ostatnio Muszynska (59).
W metodach enzymatycznych uzywa sie katalityczne ilosci enzymu w $ro-
dowisku kwasnym. W takich warunkach wigzanie peptydowe A!—A\—
centrum reaktywnego ulega wybidrczej hydrolizie, w wyniku czego po-
wstaje zmodyfikowana czgsteczka inhibitora z nowg wolng grupg karbo-
ksylowg i aminowg. Fragmenty zmodyfikowanego inhibitora tgczy mostek

Tabela 3
Struktura centrum reaktywnego ziemniaczanych inhibitoréw proteaz

. Struktura Pozycja
Inhibitor Centrum centrum pismien-
ziemniaczany reaktywne reaktywnego nictwa
1 antychymotrypsy-  —Leu5— 35
nowe —Asx5—
ll-a antytrypsynowe —l.ys63— 37
—Seréd—

j b antytrypsynowe —Lys—Ser— 38
proteaz antytrypsynowe —Lys46— 57
serynowych —GlIn47—

antychymotrypsy- —Leu75— 58
nowe —Val76—
poliwalen- antytrypsynowe —Arg—X— 30
cyjny

dwusiarczkowy, ktérego obecno$¢ warunkuje dziatanie antyproteolityczne.
Redukcja i karboksymetylacja mostka dwusiarczkowego zmodyfikowa-
nego inhibitora powoduje rozerwanie czasteczki na dwa fragmenty, co
unieczynnia inhibitor. Odszczepienie od zmodyfikowanego antytrypsyno-
wego centrum reaktywnego C-koncowej lizyny, za pomocg karboksypep-
tydazy B lub od zmodyfikowanego antychymotrypsynowego centrum
reaktywnego C-koricowej leucyny, za pomocg karboksypeptydazy A, unie-
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Gin
it 7 Leu;s

Centrum wigzace
chymotrypsyne

Centrum wigzace
trypsyne

Ly546 Val,g

Met

Ryc. 5. Schemat struktury czasteczki ziemniaczanego inhibitora proteaz seryno-
wych (55).

czynnia inhibitor (57, 58). Model struktury inhibitora ziemniaczanego
zawierajacego antytrypsynowe i antychymotrypsynowe centrum reaktyw-
ne przedstawia rycina 5.

Antytrypsynowe centrum reaktywne wystepuje w N-koncowej, a anty-*
chymotrypsynowe centrum reaktywne w C- koAcowej czesci czasteczki
inhibitora. Mozna przypuszczac, ze znaczne oddalenie w strukturze pierw-
szorzedowej tych dwoch centréw umozliwia utrzymanie odpowiedniej
odlegtosci miedzy nimi w strukturze przestrzennej, dzieki czemu inhibitor
moze reagowac réwnoczes$nie z dwoma czasteczkami enzymoOw o roznej
specyficznosci.

Dziatanie inhibitor6w endoproteaz polega na #gczeniu sie enzymu
z inhibitorem i rozszczepieniu specyficznego wigzania peptydowego znaj-
dujgcego sie w centrum reaktywnym inhibitora (58, 60). Nastepnie two-
rzy sie konwalencyjne wigzanie estrowe przez nowopowstatg grupe karbo-
ksylowg centrum reaktywnego inhibitora i przez grupe hydroksylowg
seryny, ktora znajduje sie w miejscu katalitycznym enzymu. Ze wzgledu
na lokalizacje centrum reaktywnego inhibitora w poblizu mostka dwu-
siarczkowego, deacylacja jest utrudniona i enzym zostaje trwale zwigzany
z inhibitorem. Mechanizm dziatania antytrypsynowego i antychymo-
trypsynowego ziemniaczanego inhibitora proteaz serynowych podano na
rycina 6.

Mechanizm hamowania aktywnosci egzoproteaz przez inhibitor ziem-
niaczany jest odmienny od przedstawionego dla inhibitoréw endoproteaz.
Rycina 7 przedstawia dwa mozliwe sposoby interakcji inhibitora ziemnia-
czanego z karboksypeptydaza A. Wedtug jednego z nich inhibitor wigze
sie poprzez wigzanie jonowe, utworzone przez grupe karboksylowg Gly®
z grupg guanidynowa Arglb enzymu oraz poprzez wigzanie hydrofobowe
utworzonym przez Tyr3y z Tyr1B lub PheZ® enzymu (Ryc. 7A). Taki
spos6b wigzania inhibitora przypomina wigzanie substratu przez karbo-



Met, Hgﬁ< *Gin, Ser,
| Trypsyna
Met-—— --——--—- Lys-COOH H2N— Gin— - Ser
Met,- Leu/s- Vah Ser..
| Chymotrypsyna
Met—— -------- Leu-COOH H2N-Val--—------ Ser

Ryc. 6. Centrum reaktywne antytrypsynowe (A) i antychymotrypsynowe (B) inhibi-
tora ziemniaczanego (57, 58).

A B
H O
HISQ]HCQC 0... Arg’\s His,76”"n_His® ~N-C~Arg+5
Glu nh, Gluz ~
L]
.V
6lu >HO-Tyr248 CH2 C -o HO—yr28
270 heca Glu" |
I\ ; 20 /o) N=H
hX-ch h'
| ’] HO I;|C<:B
CH3/ €=0 hx-ch c=o
| |
yr., HCH TVrios CHjNH
PheZly CH2 CH Phe 29 HCH®
|
1=0- YArg. c=0 Ara®
Ho? d~ g
A, A9t

Ryc. 7. Proponowane mechanizmy interakcji inhibitora ziemniaczanego z karboksy-
peptydaza A, (16).

S't, S S2 Ss—miejsce wiazace enzym. Doktladne objasnienia w tekscie.

{2400
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ksypeptydaze. Karboksypeptydaza A odszczepia jednak od substratéw
tylko C-koncowe aminokwasy hydrofobowe. Nie moze wiec odtaczyc
C-koncowej Gly® inhibitora, co potwierdzono eksperymentalnie (16)
i tym samym zostaje zablokowana. Drugi, bardziej prawdopodobny sposob
wiazania inhibitora moze polega¢ na interakcji jonowej karboksylowej
grupy Gly3® czasteczki inhibitora z grupg guanidynowg ArglZ enzymu
i interakcji hydrofobowej Val3i Tyr3 inhibitora z Tyri®Bi PheZMenzy-
mu (Ryc. 7B). Wigzanie peptydowe C-koncowej reszty Gly®inhibitora jest
w tej sytuacji odlegte od miejsca katalitycznego enzymu. Miejsce to zaj-
muje inne wigzanie peptydowe. Proces katalityczny nie moze wiec prze-
biega¢ i enzym nie moze uwolni¢ sie z kompleksu z inhibitorem.

Mechanizm dziatania peptydowych inhibitorow enzymoéw proteoli-
tycznych dyskutowano szczegélowo w pracy Rzeszotarskiej
i Wie jaka (61) oraz przez innych autoréw (62,63).

IV. Znaczenie biologiczne

Inhibitory ziemniaczane speiniajg istotng role w regulacji proceséw
degradacji biatek zapasowych bulwy ziemniaczanej w réznych fazach
jej rozwoju (64—67). Pojawiajg sie one juz w bardzo wczesnym okresie
rozwoju bulwy, w ktérym biosynteza bialek zapasowych jest intensywna.
Wysoka zawarto$¢ tych inhibitorow utrzymuje sie réwniez w okresie
spoczynku bulwy. Inhibitory te hamujg endogenng aktywnos$é proteoli-
tyczng i chronig biatka zapasowe przed rozpadem. W okresie kietkowa-
nia inhibitory ulegaja degradacji i inaktywacji, co powoduje uwolnienie
proteaz z nieaktywnego kompleksu i degradacje biatek zapasowych do
aminokwasow, ktdre sa niezbedne dla rozwijajacej sie rosliny.

Rola biologiczna inhibitoréw nie ogranicza sie do regulacji proteolizy
w bulwie ziemniaczanej. Istnieje wiele danych eksperymentalnych wska-
zujacych, ze uczestniczg one réwniez w mechanizmach obronnych chro-
nigcych rosline przed urazami, szkodnikami i drobnoustrojami. Stwier-
dzono, ze uszkodzenie mechaniczne liscia ziemniaka, lub uszkodzenie spo-
wodowane przez owady powoduje gwattowny wzrost zawartosci inhibito-
row proteaz w catej roslinie (68—70). Zwiekszenie sie zawartosci inhibito-
row w tych przypadkach spowodowane jest aktywacjg czynnika induku-
jacego synteze inhibitorow proteaz (proteinase inhibitor-inducing factor —
PUF) (71, 72). Struktura chemiczna PIIF jest dotychczas nieznana. PIIF
przemieszcza sie z miejsca uszkodzenia po catej roslinie i odpowiedzig tka-
nek na ten czynnik jest synteza de novo inhibitoréw proteaz.

Hamowanie przez inhibitory ziemniaczane aktywnos$ci egzogennych
proteaz wytwarzanych przez drobnoustroje (8, 14, 34, 45, 73) zabezpiecza
zapewne bulwy ziemniaka przez atakiem bakterii i ple$ni w czasie wielo-
miesiecznego sktadowania (65, 72).

9 Postepy Biochemii
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V. Inhibitory ziemniaczane a metabolizm
biatkowy u zwierzat

Wielu autoréw zwraca uwage na znaczenie jakie mogag mie¢ roslinne
inhibitory proteaz w trawieniu biatek w przewodzie pokarmowym zwie-
rzat i cztowieka (52, 74—77). Spos$rdd roslin zawierajgcych inhibitory pro-
teaz najwiekszy iloSciowo udziat w zywieniu przypada ziemniakom (79—
81). Inhibitory ziemniaczane hamujg nie tylko aktywno$¢ wszystkich pro-
teaz trzustkowych, ale takze aktywacje ich proenzymdéw (78). Pepsyna na-
wet w ciggu wielogodzinnej inkubacji nie degraduje i nie inaktywuje in-
hibitorow ziemniaczanych. Ich wysoka termostabilno$é powoduje, ze sa
one tylko czeSciowo inaktywowane w czasie przygotowania ziemniakow
do spozycia (7, 82). Wydawalo sie wiec prawdopodobnym, ze po przejsciu
z pokarmem do dwunastnicy, moga hamowa¢ aktywacje proenzyméw
trzustkowych oraz wigzaé pewna ilos¢ czynnych proteaz, przez co z kolei
mogtyby uposledzaé¢ trawienie bialek. Badania polegajagce na podaniu
inhibitoréw ziemniaczanych szczurom karmionych uprzednio pokarmem
bogatym w biatko nie potwierdzajg jednak tego przypuszczenia (82).
Zwieksza sie wprawdzie wowczas nieznacznie iloS¢ wydalanego azotu,
ale roéwnoczes$nie stwierdzono wzrost aktywnosci proteolitycznej katu.
Przypuszczalnie na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego, pobudzana
jest czynno$¢ wydzielnicza trzustki (83). Byé moze, ze w przypadkach nie-
wydolnos$ci trzustki inhibitory ziemniaczane moga upo$ledza¢ trawienie
biatek (84, 85). Rowniez w wielu innych stanach patologicznych, w Kkto-
rych ma miejsce zaburzenie trawienia biatek, obecno$¢ inhibitorow pro-
teaz w diecie moze dziataé niekorzystnie. Do takich standw patologicznych
nalezy zespét poresekcyjny, schorzenia jelita cienkiego oraz niedostateczne
wydzielanie pepsyny i kwasu solnego.

Inhibitory ziemniaczane wywieraja hamujacy wpltyw na niektore
czynniki uktadu krzepniecia krwi i fibrynolizy. Otrzymanie ziemniacza-
nych inhibitoréw proteaz catkowicie oddzielonych od hemoaglutynin po-
zwolito na przeprowadzenie badan nad wpiltywem tych inhibitorow na
krzepniecie krwi i fibrynolize (86). Efektem podania inhibitoréw ziemnia-
czanych do krazenia byto przedtuzenie czasu krzepniecia krwi, uposle-
dzenie zuzycia protrombiny, upoS$ledzenie retrakcji skrzepu i zahamo-
wanie aktywnosci uktadu fibrynolitycznego. Stwierdzono, ze inhibitory
ziemniaczane utrzymujg sie we krwi okoto 60 minut, co upodabnia je
w tym wzgledzie do trasylolu (86).

Antykoagulacyjne dziatanie ziemniaczanych inhibitor6w narasta
w czasie i polega na hamowaniu powstawania tromboplastyny osoczowej
(87). Inhibitory ziemniaczane wykazujg dziatanie antyfibrynolityczne za-
rowno w uktadach oczyszczonych jak i we frakcji euglobulinowej osocza,
hamuja takze fibrynogenolize jak i fibrynolize skrzepéw fibrynowych.
Nie hamujg one jednak aktywacji plazminogenu przez urokinaze i strep-
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tokinaze (40). Stwierdzono, ze inhibitory ziemniaczane i syntetyczny in-
hibitor fibrynolizy, jakim jest kwas E-aminokapronowy, dziatajg syner-
gistycznie (88). Wynika to najprawdopodobniej z r6znych mechanizmow
dziatania tych inhibitoréow i braku wspétzawodnictwa o akceptory ze stro-
ny enzymu. Pierwsze z nich wigza sie z centrum katalitycznym plazminy
przez co hamujg zaréowno jej dziatanie fibrynolityczne jak i proteolitycz-
ne. Kwas £-aminokapronowy blokuje natomiast jedynie specyficzne
miejsce wigzace fibryne w tym enzymie, dziata wiec jedynie antyfibry-
nolitycznie (89).

Na szczegblne podkreslenie zastuguje hamowanie przez inhibitory
ziemniaczane aktywnos$ci katepsyny A i D (90), co umozliwia podjecie
badah nad rolg tych enzymoéw w degradacji biatek (18).

Szeroki zakres dziatania antyproteolitycznego preparatow zawieraja-
cych mieszanine ziemniaczanych inhibitorow proteaz czyni je przydatny-
mi w terapii schorzen, w ktérych patogenezie odgrywa istotng role wzmo-
zona aktywnos$é enzyméw proteolitycznych (91, 92). W ogniskach zapal-
nych wystepujg bowiem enzymy proteolityczne o réznej podatnosci na
inhibitory i tylko zastosowanie preparatow o szerokim zakresie dziatania
moze by¢ skuteczne.

Zaakceptowano 30.11.1978
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Peter Mitchell laureatem nagrody Nobla.

Teoria chemiosmotyczna

Nagrode Nobla z chemii za rok 1978 otrzymat 58-letni biochemik brytyjski, Peter
Mitchell, za teorie ttumaczaca podstawy przemian energetycznych w oksydacyjnej
fosforylacji i fotofosforylacji.

Oksydacyjna fosforylacja, czyli synteza ATP sprzezona z utlenianiem, zostata
odkryta juz w latach trzydziestych obecnego stulecia (H. Kalckar, V. A. Belicer
i E. T. Cibakova, S. Ochoa). Wykazanie w dziesie¢ lat po6zniej, ze zachodzi ona
w mitochondriach, dato nowy impuls badaniom nad tym procesem. Dla wytluma-
czenia molekularnego mechanizmu sprzezenia utleniania z synteza ATP F. Lipmann
zaproponowal pierwszy hipoteze przyjmujaca istnienie substancji posredniczacych
pomiedzy obiema reakcjami. Koncepcja ta, rozwinieta nastepnie przez B. Chance’a,
A. L. Lehningera i E. C. Slatera, doprowadzita do sformutowania tak zwanej hipotezy
chemicznego sprzezenia. Zaktada ona, ze w utlenianiu komérkowym swobodna energia
reakcji zostaje zachowana w formie chemicznych zwigzkéw wysokoenergetycznych,
ktoére nastepnie biorg udziat w syntezie ATP. Zapoczatkowato to liczne poszukiwania
wysokoenergetycznych posrednikéw oksydacyjnej fosforylacji. Pojawiaty sie nawet
doniesienia o natrafieniu na takie produkty posrednie. Blizsza analiza tych badan
wykazywata jednak, ze chodzito tu albo o pomytki doswiadczalne albo o biedy
w interpretacji wynikéw. Historia notuje tez jedno lub dwa mniej lub bardziej
Swiadome oszustwa naukowe na tym polu. W rezultacie nie dostarczono do chwili
obecnej zadnych przekonywujacych dowodéw doswiadczalnych o istnieniu tego ro-
dzaju wysokoenergetycznych produktéw posrednich oksydacyjnej fosforylacji.

W 1961 r. mato znany woéwczas biochemik brytyjski, Peter Mitchell, ogtosit swoj
pierwszy artykut (1) wysuwajacy hipoteze, ze energia utleniania gromadzona zostaje
nie jako wysokoenergetyczny zwigzek chemiczny, lecz pod postacig potencjatu elek-
trochemicznego btony mitochondrialnej. Mitchell opart sie przy tym na dwdéch zna-
nych juz wéwczas faktach, a mianowicie: znacznej nieprzepuszczalno$ci wewnetrznej
btony mitochondrialnej wobec protonéw (a takze innych nieorganicznych kationéw
jednowartosciowych) oraz obserwacji, ze oddychajgce izolowane mitochondria po-
woduja wzrost stezenia jonéw wodorowych w $rodowisku zewnetrznym. Inne dane
doswiadczalne wskazywaly, ze w przestrzeni wewnatrzmitochondrialnej dochodzito
rownocze$nie do alkalizacji (wzrostu stezenia jonéw OH-). Mitchell wysunat teze,
ze wytworzenie gradientu pH po obu stronach wewnetrznej btony mitochondrialnej
jest pierwotnym efektem funkcjonowania tancucha oddechowego a nie wynikiem
transportu jonoéw na koszt wysokoenergetycznego chemicznego posrednika oksyda-
cyjnej fosforylacji, jak twierdzili zwolennicy teorii chemicznego sprzezenia. Wedtug
Mitchella istnienie chemicznego posrednika nie jest potrzebne, gdyz funkcje te spet-
nia gradient elektrochemiczny na btonie mitochondrialnej.

Jak wiadomo, procesy oksydoredukcyjne w mitochondriach polegajg na prze-
niesieniu pomiedzy poszczeg6lnymi enzymami lub koenzymami fahncucha oddecho-
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wego badz catych atoméw wodoru, badz tylko elektronéw. Tam, gdzie oksydoredukcja
.wodorowa” zamienia sie na ,elektronowa”, nastepuje uwolnienie jonéw H+. Zgod-
nie z hipoteza Mitchella, jony te wydzielane sg na zewngtrz btony mitochondrialnej.
Natomiast proces odwrotny, przejscie oksydoredukcji ,,elektronowej” w ,wodorowg”,
prowadzacy do pobrania jonow H+, czerpaé¢ je ma z wnetrza mitochondriow. Tak
wiec postulowana anizotropia funkcjonalna tancucha oddechowego musiataby dopro-
wadzi¢ do powstania gradientu stezen jonéw wodorowych i wodorotlenowych po
obu stronach wewnetrznej blony mitochondrialnej. Ten wiasnie gradient stanowi
wedtug Mitchella o stanie energetycznym mitochondrionu i jest Zrédiem energii dla
syntezy ATP a takze innych zaleznych od energii proceséw mitochondrialnych, np.
transportu jonoéw i metabolitow. W odr6znieniu od teorii chemicznego sprzezenia
hipoteza Mitchella zyskata sobie miano teorii chemiosmotycznej (czyli chemiczno-
osmotycznej).

Rozporzadzamy obecnie bogatym materiatem doswiadczalnym wskazujgcym, ze
na wewnetrznej bionie mitochondrialnej rzeczywiscie istnieje znaezny potencjat
elektrochemiczny. Wiemy réwniez, ze zniesienie tego potencjatlu badz przez mecha-
niczne przerwanie ciggto$ci btony, badz przez substancje zwiekszajgace przepuszczal-
no$¢ btony wobec protonéw prowadzi do zniesienia zdolno$ci mitochondriéw do syn-
tetyzowania ATP, czyli powoduje tak zwane rozprzezenie oksydacyjnej fosforylacji.
Sama synteza ATP prowadzi réwniez do spadku potencjatu transmembranowego.
W tym jednak przypadku energia elektrochemiczna zamieniona zostaje na energie
chemiczng wigzania pirofosforanowego w czgsteczce ATP. Jest to zreszta reakcja
odwracalna. Hydroliza ATP przez mitochondria buduje potencjat transmembranowy.
Wi eloletnie badania E. Rackera, a nastepnie P. L. Pedersena, E. A. Seniora i L. Ern-
stera wykazaty, ze wewnetrzna btona mitochondrialna zawiera kompleks enzyma-
tyczny, ktéry w warunkach wysokoenergetycznego stanu blony prowadzi synteze
ATP, natomiast w stanie niskoenergetycznym, a wiec przy braku potencjatu trans-
membranowego, hydrolizuje ATP, czyli dziata jako ATP-aza. Badania ostatnich lat
wykazuja, ze jedna z podjednostek tego witasnie kompleksu ma wiasciwosci kanatu
protonowego w bionie mitochondrialnej i przy hydrolizie ATP powoduje wyrzucanie
protonéw na zewngtrz. Natomiast w przypadku istnienia wysokiego gradientu stezen
jonéw H+, wytworzonego przez funkcjonujacy tahcuch oddechowy, przeptyw proto-
néw przez ten kanat ze strony zewnetrznej do wnetrza mitochondrionu, czyli zgod-
nie z gradientem stezen, daje odwrdcenie hydrolizy, a wiec synteze ATP.

Pieknych dowodéw na poparcie teorii chemiosmotycznej dostarczyty badania
nad rekonstrukcja wewnetrznej btony mitochondrialnej, prowadzone gtéwnie przez
E. Rackera i V. P. Skulacheva. Polegaty one na witaczeniu do pecherzykoéw lipido-
wo-biatkowych (proteoliposomoéw) izolowanych enzyméw mitochondrialnych lub ca-
tych komplekséw enzymatycznych. Gdy wigczono na przykitad oksydaze cytochro-
mowg, udawato sie uzyska¢ gradient protonéw miedzy wnetrzem liposoméw a $ro-
dowiskiem zewnetrznym wtedy, gdy liposomy, a $cislej mowigc zawarta w nich
oksydaza cytochromowa utleniatla dodany zredukowany cytochrom c. Je$li ponadto
wiaczono do pecherzykéw kompleks mitochondrialnej ATP-azy, wéwczas kosztem
gradientu pH zachodzita dajgca sie zmierzy¢ synteza ATP.

Znakomitg zaletg teorii chemiosmotycznej jest to, ze opisuje ona w jednolity
sposob zaréwno oksydacyjng fosforylacje w mitochondriach eukariontdw, procesy
»konserwacji” energii u bakterii, jak wreszcie fotofosforylacje w chloroplastach roélin
zielonych. W tych ostatnich pochtoniecie kwantu S$wiatta przez chlorofil powoduje,
jak wiadomo, podniesienie elektronu na wysoce ujemny potencjat oksydoredukcyjny,
po czym nastepuje powrot elektronu do stanu wyjsciowego przez chloroplastowy
tancuch oddechowy. W rezultacie wiec i tu mamy transport elektronéw, co — podob-
nie jak w mitochondriach — powoduje powstanie gradientu pH po obu stronach btony
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chloroplastu. A zatem i w tym przypadku synteza ATP zachodzi wedtug Mitchella
kosztem potencjatu elektrochemicznego. Przy uzyciu chloroplastéw udato sie A. T. Ja-
gendorfowi wykonaé¢ niezwykle efektowne doswiadczenie potwierdzajgce teorie
chemiosmotyczng. Wykazat on mianowicie, ze sztucznie wytworzony gradient pH
na skutek umieszczenia izolowanych chloroplastow w lekko kwasnym $rodowisku
i nastepnie przeniesienia ich do S$rodowiska lekko alkalicznego daje krotkotrwatg
synteze ATP bez udziatlu $wiatta, a wiec i w nieobecno$ci transportu elektronéw
w chlorofilowym tahcuchu oddechowym.

Wreszcie badania ostatnich lat nad stonolubng bakterig Halobacterium halobium
przyniosty jeszcze jeden dowdd stuszno$ci teorii Mitchella. Bakteria ta zawiera
w swej btonie komdrkowej barwnik, bakteriorodopsyne, zblizony chemicznie do
rodopsyny siatkéwki oka. Pod wptywem pochtoniecia energii Swietlnej barwnik ten
zdolny jest aktywnie transportowa¢ protony, tworzac w efekcie gradient pH po obu
stronach btony. | tu gradient ten moze by¢ wykorzystany do syntezy ATP. Jest przy
tym godne uwagi to, ze w tym przypadku jego synteza zachodzi bez udziatu jakiego-
kolwiek tancucha oddechowego i proceséw oksydoredukcji. Tak wiec teoria chemicz-
nego posrednika miedzy synteza ATP a transportem elektronéw nie ma tu punktu
oparcia.

Koncepcja Mitchella dotyczy, jak to przedstawiono, ogélnych zasad , konserwa-
cji energii” w btonach mitochondriéw, chloroplastéw i bakterii. Ukierunkowata ona
sposéb myslenia wspoétczesnej bioenergetyki a takze data asumpt wielu nowych
prob eksperymentalnych. Nie ttlumaczy jednak molekularnych mechanizméw samej
syntezy ATP z ADP i ortofosforanu. Nie wiemy nadal, w jaki sposob gradient elek-
trochemiczny lub tez ruch jonéw tym gradientem wywotany moze ,napedzac” tak
wysoce endoergiczng reakcje, jakag jest synteza ATP. Nie jest rowniez jasny mecha-
nizm budowania tego gradientu przez funkcjonujacy #tancuch oddechowy. Na pod-
stawie ostatnich badan A. L. Lehningera mozna sadzi¢, ze jest on bardziej skom-
plikowany, niz postulowat to Mitchell.

Na zakonczenie warto w paru stowach przedstawi¢ losy teorii, ktéra w koncu
zostata wyrézniona nagrodg naukowga cieszaca sie najwyzszym prestizem. U swych
poczatkéw byta ona goraco zwalczana przez wiekszo$¢ bioenergetykéw zajmujacych
sie oksydacyjng fosforylacjg, w tym rowniez przez znane autorytety w tej dziedzinie.
Stopniowo jednak zyskiwata sobie coraz to szersze uznanie i wielu dawniejszych
przeciwnikéw teorii chemiosmotycznej stato sie z uptywem czasu goracymi jej zwo-
lennikami. Sam Mitchell wiele lat swej pracy poswiecit na dostarczanie nowych
dowodbéw na poparcie swej koncepcji i na przekonywanie o jej stusznosci (2—3).
Okolicznosécig niewatpliwie pomocng byta finansowa niezalezno$¢ Autora. Pracuje
on bowiem we wilasnym laboratorium, nalezgcym do stworzonej przez siebie fun-
dacji. Warto jednak pamieta¢, ze sukces teorii chemiosmotycznej nie jest tylko
zastuga jej twdrcy. Wiele podstawowych dowoddéw na poparcie teorii Mitchella wy-
szto takze z innych pracowni.

Lech Wojtczak
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Werner Arber, Daniel Nathans i Hamilton Smith

Nagrody Nobla za badania nad enzymami restrykcyjnymi

Tegorocznymi laureatami Nagrody Nobla z dziedziny medycyny i fizjologii zo-
stato trzech uczonych: prof. Werner Arber ze Szwajcarii oraz prof. prof. Daniel
Nathans i Hamilton Smith ze Stanéw Zjednoczonych. Nagroda ta zostata przyznana
za prace zwigzane z badaniami mechanizmu restrykcji i modyfikacji DNA, wyboro-
waniem i okresleniem wiasnosci endonukleaz restrykcyjnych oraz praktycznym za-
stosowaniem tych enzymoéw do badania struktury DNA i rekombinowania czgsteczek
DNA in vitro.

Pierwsze doniesienia dotyczgace zjawiska restrykcji i modyfikacji pochodzg z po-
czatku lat piecdziesigtych (1,2,3). Z badan tych wynikato, ze rozwdj bakteriofagéw
wewngtrz komoérki bakteryjnej zalezy od typu bakterii, w ktérych fagi te bytly
uprzednio namnazane. Wzrost fagbw w danym szczepie bakterii powoduje ich mo-
dyfikacje. Czastki fagowe po modyfikacji sa zdolne do rozwoju w komdrkach bak-
terii tego szczepu, w ktérym je namnazano, natomiast w innym szczepie podlegaja
dziataniu bakteryjnego mechanizmu restrykcji.

Zapoczatkowane przez W. Arbera, w poczatkach lat sze$édziesigtych, doswiad-
czenia wyjasnity zjawiska restrykcji i modyfikacji na poziomie molekularnym,
doprowadzajgc do zrozumienia ich najwazniejszych etapéw (4,5,6,7,8). W pracach
tych Arber i wspoéipracownicy wykazali, ze proces restrykcji in vivo polega na
szybkiej degradacji DNA fagowego do fragmentow niskoczasteczkowych (7,8). Pro-
ces restrykcji zapoczatkowujg endonukleazy restrykcyjne w kilku okreslonych miej-
scach w czgsteczkach DNA (9), w nastgpnym etapie ten DNA ulega stopniowej
degradacji do form niskoczgsteczkowych. Obserwacje te znalazty dalsze potwierdze-
nie w doswiadczeniach réwniez z pracowni Arbera (10), w ktérych badano mu-
tanty fagéow fd i lambda, niewrazliwych na dziatanie enzymoéw restrykcyjnych.
Niewrazliwo$é ta spowodowana jest mutacjami punktowymi, ich potozenie na mapie
genetycznej badanych fagow okreslono dzieki analizie rekombinacyjnej.

W réwnolegle prowadzonych badaniach Arber i wspoétpracownicy wyjasnili
mechanizm proceséw prowadzacych do zabezpieczenia fagéw przed restrykcja (6,8).
Zjawisko to jest wynikiem chemicznej modyfikacji czasteczki DNA, nie wymaga
ono zaj$cia replikacji fagowego DNA, wystarcza modyfikacja jednej nici DNA, aby
byt on oporny na dziatanie enzymu restrykcyjnego. Wykazano réwniez, ze z mody-
fikacjg nie taczy sie pojawienie zadnych wykrywalnych zmian fizycznych w czastecz-
ce DNA, oraz, ze obecno$¢ modyfikacji uodparniajacej DNA na dziatanie jednego
enzymu restrykcyjnego nie wyklucza wprowadzaniu modyfikacji wzgledem innego
enzymu restrykcyjnego. Arber (10) zapoczatkowal réwniez eksperymenty, l:tére
doprowadzity nastepnie do zrozumienia na czym, w sensie molekularnym, polega
proces modyfikacji. Okazato sie, ze jezeli infekcje fagiem lambda prowadzono
w hodowli E. coli bez metioniny w pozywce, to uzyskiwane woéwczas fagi potomne
charakteryzowaty sie obnizona opornoscig na restrykcje, a takze nizszym stopniem
modyfikacji. Poniewaz wiadomo byto, ze metionina jest donorem grup metylowych
w reakcjach metylacji DNA, Arber wysunat przypuszczenie, ze wiasnie ten proces
lezy u podstawy zabezpieczajgcej przed restrykcja modyfikacji DNA. Przypuszczenie
to zostato nastepnie w petni potwierdzone przez innych badaczy.
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W. Arber byt réwniez jednym z pierwszych, ktérzy zapoczatkowali badania
procesu restrykcji i modyfikacji in vitro. Wykazat on, ze cze$ciowo oczyszczony
ekstrakt z E.coli B wykazuje wiasciwosci enzymu restrykcyjnego (11) oraz enzymu
modyfikujgcego, obu w stosunku do niemetylowanego DNA.

Na szczeg6lne zainteresowanie zastuguje artykut przegladowy opublikowany
przez Arberai Linna w 1969 roku (12). W artykule tym Arber nie tylko
podsumowat wiadomosci dotyczace mechanizmu restrykcji i modyfikacji DNA, ale
na ich podstawie przedstawit hipoteze dotyczaca rodzaju miejsc rozpoznawanych
w DNA przez enzymy restrykcyjne i modyfikujgce. Zaktadajac, ze to samo miejsce
powinno by¢ rozpoznawane przez oba typy enzymOw oraz, ze nie powinno ono
obejmowaé¢ odcinkéw dtuzszych niz 6—8 par zasad Arber zaproponowat trzy rézne
modele sekwencji zasad w miejscu rozpoznawanym. Modele te, w zasadzie, roznity
sie obecnos$cig lub brakiem symetrii w sekwencji zasad. Przypuszczenia te znalazty
w nastepnych latach potwierdzenie w wynikach eksperymentalnych.

Pierwszym wyizolowanym i oczyszczonym enzymem restrykcyjnym byta endo-
nukleaza wydzielona w 1968 roku z E.coli K (13). Kofaktorami reakcji katalizo-
wanej przez ten enzym sg S-adenozylometionina, ATP i Mg++. Enzym ten, chociaz
rozpoznaje okreslong sekwencje zasad, to nacina czasteczke DNA w dowolnym
miejscu. W wyniku dziatania endonukleazy K powstaje zatem heterogenna po-
pulacja fragmentéw czagsteczek DNA, o rdznej diugosci. Z tych wzgledéw enzym
ten nie nadaje sie do analitycznego badania struktury DNA.

W 1970 roku ukazaly sie dwie publikacje H. Smitha i wspoétpracownikéw.
W pierwszej z nich (14) opisany zostat enzym restrykcyjny wyizolowany z Haemo-
philus influenzae Rd. Enzym ten, endonukleaza, wymagat do swego dziatania jedynie
obecnosci jonéw Mg++ i wprowadzat ograniczong ilos¢ cie¢ w dwuniciowej czastecz-
ce niezmodyfikowanego DNA. W kolejnej pracy (15) okre$lono sekwencje zasad roz-
poznawang przez ten enzym i co najwazniejsze, wykazano, ze przecigcie nici DNA
nastepuje réwniez w zakresie tej sekwencji, co prowadzi do powstania kilku pro-
duktéw, kazdy z nich sktada sie z fragmentow czasteczek DNA o tej samej dtugosci.
Prace H. Smitha zapoczatkowaly poszukiwania podobnych enzyméw w innych ga-
tunkach bakterii i doprowadzity liczbe poznanych obecnie enzymoéw restrykcyjnych
do ponad 120.

Enzymy restrykcyjne podobne do odkrytego i opisanego enzymu przez Smitha
i wspotpracownikéw moga by¢ uzyte do konstrukcji fizycznych map réznorodnych
genomoéw. Mys$l ta podjeta zostata i rozwinieta przez Daniela Nathansa (16),
ktory wykazat, ze DNA wirusa SV40 jest ciety przez endonukleaze Hind Il na 5
fragmentow, przez endonukleaze Hind IlIl na 6 fragmentdéw, a przez endonukleaze
Hpa | na 3 fragmenty. Biorgc pod uwage znany uprzednio fakt, ze ten sam DNA
jest ciety tylko raz przez endonukleaze Eco Rl mozna byto ustali¢ wzajemne poto-
zenie fragemntéw DNA otrzymanych po dziataniu Hind II, Hind IIl1 i Hpa I, a tym
samym skonstruowaé¢ mape fizyczng DNA tego wirusa. Metoda ta okazata sie
szczegblnie przydatng do okreSlenia map fizycznych genomoéw takich organizméw
u ktorych nie mozna tego wykona¢ wykorzystujgc klasyczng metode rekombinacji
genéw. Prace Nathansa zapoczatkowaly serie poézniejszych publikacji, w ktérych
wykorzystano enzymy restrykcyjne do konstrukcji map fizycznych réznych czgste-
czek DNA (17).

Prace trzech badaczy uhonorowanych tegoroczng nagrodg Nobla doprowadzity
nie tylko do poznania i wyjasnienia zjawiska restrykcji i modyfikacji DNA, lecz
daty rowniez biologom narzedzie do badan o znaczeniu zaréwno podstawowym, jak
i mogacym doprowadzi¢ do znaczacych zastosowan praktycznych.

Andrzej Piekarowicz
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Zwielokrotnienie zwierzecego genu, jego klonowanie
i ekspresja w komérce bakteryjnej

Od blisko trzydziestu lat wiadomo, ze w wielu tkankach i komérkach zwierze-
cych opornych na cytostatyczne dziatanie ametopteryny zawarto$¢ biatka reduktazy
redukujacej folian i dihydrofolian *) przewyzsza wielokrotnie jej zawarto$¢ w tkan-
kach i komoérkach wrazliwych. Dopiero jednak w 1976 roku Robert T. Schimke
(1,2) i John W. Littlefield (3) selekcjonujagc komoérki rosngce w obecnosci coraz
to zwiekszonych iloSci ametopteryny *) w pozywce stwierdzili niezaleznie, ze wzrost
zawartosci biatka enzymatycznego w komérkach opornych wynika ze wzmozonej
syntezy enzymu. W 1978 roku za$ R. T. Schimke wykazal wraz z wspéipracowni-
kami, ze wzmozona synteza enzymu jest konsekwencjg zwielokrotnienia wasciwego
genu (4,5). W komérce zwierzecej zatem regulacja syntezy biatek moze zachodzié¢
nie tylko na etapach transkrypcji i translacji, lecz takze w efekcie selektywnego
zwielokrotnienia kodujacego te biatka DNA. Co wiecej, w komoérkach kazdej kolejno
badanej opornej linii zwielokrotnienie ilosci kodujgcego DNA i ilosci biatka enzy-
matycznego byto takie samo; w przypadkach niektérych linii nawet czterokrotne
(5,7,8). Wykazano ponadto, ze zwielokrotnienie genu moze by¢ efektem trwatym
lub tez przejsciowym, odwracanym po usunieciu czynnika wywotujgcego; w danym
przypadku po przeniesieniu komdrek do pozywki nie zawierajacej ametopteryny
(4, 8). Oznacza to, ze genom komorki zwierzecej nie jest tak stalg catoScig (constant
entity), jak dotad sadzono (4,5,9).

Stwierdzenie selektywnego zwielokrotnienia genu strukturalnego w komérkach
ssak6w nasuneto pytanie: gdzie znajduje sie fragment genomu ulegajacy powieleniu
i czy w procesie tym odgrywajg role jakie$§ szczegélne sekwencje nukleotydow
w DNA.

Aby odpowiedzie¢ na pierwsze z postawionych pytan R. T. Schimke i jego
wspotpracownicy postuzyli sie trwale oporng na aminopteryne linia komoérek cho-
mika chinskiego. Wykazali, ze chromosom drugi ulegt w nich znacznemu powiek-
szeniu, a jego homogennie barwigce sie Giemza po traktowaniu trypsyna, powiek-
szone ramie zawiera DNA komplementarny wobec mRNA mysiej reduktazy dihydro-
folianowej, a zatem geny reduktazy dihydrofolianowej w komdrkach chomika
zidentyfikowano w homogennie barwigcym sie regionie drugiego chromosomu (7).

W poczatkowej fazie szukania odpowiedzi na drugie pytanie autorzy podjeli
prébe klonowania genu mysiej reduktazy dihydrofolianowej w komoérkach bakte-
ryjnych (6). A poniewaz reduktazy zwierzeca i bakteryjna réznig sie znacznie powi-
nowactwem do folianu i niektérych inhibitoréw dajg sie tatwo odrézni¢ przy
zastosowaniu prostych testow biologicznych i biochemicznych.

*) Oksydoreduktaza 5,6,7,8-tetrahydrofolian:: NADP+ (E.C. 1.5.1.3) zwana potocznie reduk-
taza dihydrofolianowa.

**) Na temat cytotoksycznego dziatania ametopteryny metabolizmu folianu i jego amino-
analogéw opublikowano w Postgpach Biochemii w ostatnich latach nastepujace artykuty:

) Manteuffel-Cymbrowska M. (1978) 24, 93—115,

2)Grzelakowska-Sztabert B. (1977) 23, 559—578,

3y Grzelakowska-Sztabert B. (1976) 22, 345385
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Aby uzyskaé¢ czysty gen Schimke i wspoétpracownicy oczyscili mRNA genu
reduktazy z opornych na ametopteryne mysich komdrek AT — 3000. Nastepnie za$
uzyli 6w mRNA do syntezy komplementarnego DNA (cDNA) przez odwrotng
transkryptaze. Do syntetycznego genu (cDNA) dotagczono — dziatajac terminalna
transferazg — pojedynczoniciowe konce poli(dC). Jednocze$nie przygotowano jako
wektor plazmid pBR 322. Plazmid, ktéry izoluje sie w formie kolistej, przeprowa-
dzono w forme liniowg nacinajgc go enzymem restrykcyjnym Pst 1, po czym stosu-
jac terminalng transferaze dotaczono pojedynczoniciowe konce poli(dG). Po zmie-
szaniu syntetycznego genu z wektorem utworzyly sie miedzy innymi koliste asocjaty
obu DNA utrzymywane przez powstatle wigzanie wodorowe miedzy odcinkami
poli(dC) i poli(dG), ktére stanowiag syntetyczne ,lepkie” konhce wektora i genu.
Zrekombinowany tak DNA zostat uzyty do transformacji E.coli szczepéw (kappa)
1776 i 2282 (wariant thy+) (szczepy zatwierdzone przez Narodowy Instytut Zdrowia
U.SA. do stosowania jako bezpieczne w pracach badawczych ze zrekombinowanym
DNA z organizméw wyzszych) (6).

Uzyskano Kkilkanascie klondéw bakteryjnych, w Kktérych metodg hybrydyzacji
DNA w komdrkach z cDNA reduktazy mysiej, wykazano obecno$¢ plazmidu pBR 322,
zawierajacego wigczony podczas rekombinacji fragment DNA (1500 par zasad) odpo-
wiadajacy syntetycznemu genowi reduktazy (6,7). Bakterie zawierajace zrekombi-
nowany plazmid rosty w pozywkach z trimetoprimem w wysokich stezeniach,
w jakich ging komoérki kontrolne, bez plazmidu. Co wiecej analiza sekwencji nukleo-
tydéw w plazmidowym cDNA mysiej reduktazy dihydrofolianowej z komoérek E. coli
opornych na trimetoprim pozwolita na bezposrednie stwierdzenie, iz rzeczywiscie
wystepuje w nim odcinek odpowiadajgcy sekwencji aminokwaséw mysiego enzymu.
Ekstrakty bakterii zawierajacych zrekombinowany plazmid redukowaty folian, co
wskazywato ze zawierajg zwierzecg reduktaze dihydrofolianowg, ktéra—w przeci-
wienstwie do reduktazy bakteryjnej — moze redukowac¢ do tetrahydrofolianu i folian
i dihydrofolian. Autorzy wnioskowali zatem, ze komérki E. coli zawierajgce zrekom-
binowany plazmid syntetyzowaly biatko o strukturze i witasciwosciach zwierzecej
reduktazy dihydrofolianowej, ktérego transkrypcja i translacja rozpoczynata sie od
sygnatu startowego obecnego we wigczonym do plazmidu fragmencie DNA. Ze
specyficznej aktywnosci ekstraktdw, znajac aktywno$¢ specyficzng mysiej reduktazy
dihydrofolianowej i parametry wigzania przez nig ametopteryny autorzy oszacowali,
ze w badanych ekstraktach z komérek E. coli we frakcji rozpuszczalnych biatek en-
zym mysi stanowit 0.01%.

Zwierzece pochodzenie reduktazy dihydrofolianowej zakodowanej przez zre-
kombinowane plazmidy w komérkach E. coli potwierdzano stosujac test radioimmu-
nologiczny (solid phase sandwich radioimmuno assay). Zastosowanie nowej, nieopu-
blikowanej dotagd metody, ktéra pozwala na immunologiczng charakterystyke biatek
w zelu po elektroforezie doprowadzito do wykazania, ze owe biatko z E. coli reagu-
jace z przeciwciatem wytworzonym przeciw mysiej reduktazie dihydrofolianowej ma
te samg ruchliwo$¢ elektroforetyczng co enzym z komdrek mysich o cigezarze cza-
steczkowym 22.000. Immunologicznie reaktywne biatko o tej samej ruchliwosci mozna
byto réwniez otrzymaé¢ z ekstraktéw przez zastosowanie chromatografii powinowac-
twa na kolumnie z ametopteryng i elucje roztworem folianu. Wskazywato to, ze
izolowane biatko o ciezarze czasteczkowym 22.000 ma miejsca wigzace folian
i ametopteryne, jak zwierzeca reduktaza dihydrofolianowa.

Przedstawione wyniki pozwalajg wnioskowaé, ze skonstruowane przez Schim-
kego i wspéipracownikéw klony bakteryjne syntetyzowaty reduktaze dihydrofolia-
nowg zakodowang przez mysie cDNA. Oczywiscie nie wszystkie z otrzymanych
klonéw bakteryjnych zawieraty plazmid z peilnym genem reduktazy dihydrofolia-
nowej. W komorkach takich klonéw udalo sie wykaza¢ peptyd, ktéry chociaz krétszy
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od biatka reduktazy i nie majacy wtasciwosci enzymatycznych, miat juz miejsce
antygenowe reagujace z przeciwciatami wytworzonymi przeciw zwierzecej redukta-
zie dihydrofolianowej.

Opisane tu doswiadczenia stanowiag pierwszy, udokumentowany przyktad eks-

presji genu ssakéw wprowadzonego do bakterii metoda rekombinacji. Fakt za$, ze
dotycza one znanego w onkologii zjawiska pojawiania sie opornosci tkanek nowo-
tworowych na podawany lek, ametopteryne, podnosi walor badan zespotu R. T.
Schimkego ze Stanfordu.

Magdalena Fikus i Zofia Zielinska
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Chemiczna Synteza Genu Insuliny Ludzkiej i jego Ekspresja
w komérkach Escherichia coli

W pazdzierniku 1977 r. zesp6t chemikoéw: K. Itakura, R. Crea, T. Hirose i A Kra-
szewski*) z City of Hope Medical Center w Duarte koto Los Angelos oraz zespo6t
biochemikoéw: D. Goeddel, D. Kleid, F. Bolivar, H. Heyneker, D. Yansura z firmy
Genentech z San Francisco i A. Riggs z City of Hope Medical Center podjety prace
nad otrzymaniem insuliny ludzkiej przy pomocy technik inzynierii genetycznej.

W pierwszym etapie dokonano syntezy gendéw tancucha ,A” i ,,B” insuliny.
Synteza polegata na przygotowaniu od 0,5 do 1,0 mola odpowiednio zablokowanych
monomeréw pochodnych 3'-fosforanéw tymidyny, dezoksycytydyny, dezoksyadeno-
zyny i dezoksyguanozyny z ich preparatéw handlowych nukleozydéw. Monomery po-
stuzyty do syntezy 45 tréjnukleotydéw, ktére w wiekszosci stanowity kodony amino-
kwaséw tancucha insuliny. W ten sposéb utworzona zostata ,biblioteka™ ,tréjek”
kodonowych stanowigcych bloki stuzace do tgczenia w diuzsze oligomery. Wedtug tej
koncepcji dokonano syntezy 29 oligomeréw o dtugosci od 10 do 15 jednostek nukleo-
tydowych. Wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa, elektroforeza w zelu poli-
akryloamidowym oraz analiza sekwencyjna pozwolity stwierdzi¢ nie mniejszg niz
95% czysto$¢ preparatow oraz ich poprawny skiad nukleotydowy. Syntetyczne od-
cinki DNA pofaczono za pomocg ligazy DNA z faga T-4 w tancuch DNA o sekwencji
zawierajacej gen strukturalny insuliny poprzedzony kodonem metioniny oraz zakon-
czony sygnatami terminujgcymi proces translacji. Skrajne sekwencje stanowity tak
zwane lepkie konce umozliwiajgce potgczenie syntetycznego genu z plazmidem. W ten
spos6b zakonczono pierwszy etap to jest chemiczno-enzymatyczng synteze gendw
tancuchoéw ,,A” i ,,B” insuliny ludzkiej.

W drugim etapie syntetyczne geny zostaty potgczone z plazmidem przy pomocy
ligazy DNA. Do tego celu uzyto plazmidu pBR 322 zawierajacego duza cze$¢ genu
(3-galaktozydazy (3009 par zasad kodujgcych 1003 aminokwaséw), ktéry po rekom-
binacji poprzedzat gen syntetyczny. W ten sposéb region kontroli biosyntezy -galak-
tozydazy kontrolowat jednocze$nie inicjacje transkrypcji i translacji genu syntetycz-
nego. Taki hybrydowy DNA zostal wprowadzony, (transformowany) do komdrek
E.coli. W trakcie namnazania bakterii uzyskano takze powielenie plazmidu z genem
insuliny. Po izolacji plazmidu ,wycieto” przy pomocy odpowiednich enzymoéw re-
strykcyjnych gen syntetyczny i sprawdzono sekwencje jego nukleotydéw — okazata
sie one poprawng. Powtérzono wiec cykl: witaczenie genu insuliny do plazmidu
transformacja bakterii -* ich wzrost. Po uzyskaniu wystarczajgcej liczby komorek
wyizolowano z nich hybrydy peptydowe: |3-galaktozydaza—tancuch ,B” insuliny
ludzkiej i (3-galaktozydaza—tancuch ,,A” insuliny ludzkiej. Stosujagc nastepnie bro-
mocyjan, ktéry selektywnie rozszczepia tancuch peptydowy za resztg metioniny
oddzielono tancuchy ,,A” i ,,B” od pozostatej czesci peptydu.

Dla wykazania ekspresji syntetycznych genéw wykonano nastgpujgce testy
i analizy stwierdzajgce obecno$¢ tancuchow ,,A” i ,,B” insuliny ludzkiej:

a) testy radioimmunologiczne nastepujacych rekombinantéw:

* Staz podoktorski, adiunkt Zaktadu Stereochemii Produktéw Naturalnych Instytutu
Chemii Organicznej PAN w Poznaniu.

10 Postepy Biochemii
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— tanhcuch ,,A” z bakterii z tancuchem ,,B”**) wotu,
— tancuch ,,B” z bakterii z tafhicuchem ,,A”*) $wini,
— tancuchy ,,A” i ,B” z bakterii.

b) chromatografie poréwnawczg peptydéw otrzymanych w bakteriach z ich ana-
logami ze $wini i wotu (wykonano sgczenie zelowe, chromatografie jonowymienng
i wysokoci$nieniowg chromatografie cieczowg w fazie odwréconej).

c) sekwencjonowanie bakteryjnego tahcucha ,,A” (tancucha ,,B” nie udato sie jak
dotychczas oczys$ci¢ tak doktadnie by wykona¢ analize sktadu aminokwasowego).
Wszystkie powyzsze analizy w peini potwierdzity, ze otrzymano insuling ludzka
w bakteriach.

Wyniki powyzszych prac zostaty opublikowane w Proceedings of National
Academy of Sciences of USA.

Adam Kraszewski

** ¢ ancuch ,,A” insuliny $wini jest identyczny z ludzkim, natomiast tancuch ,,B” insuliny
wotu rézni sie jednym aminokwasem (w ostatniej 30 pozycji) od ludzkiego. Odpowiednie
mieszaniny tahcuchéw powinny prowadzi¢ do otrzymania aktywnej insuliny ludzkiej.



KRONIKA Z ZYCIA
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Pewnie Panstwo zauwazyli, ze Zarzad Giowny PTBiochem. przestat rozsytaé
komunikaty. Wracamy za to do zwyczaju drukowania kroniki w Postepach Bio-
chemii. Tym razem kronika posSwiecona jest dziatalnosci Oddziatbw PTBiochem.
w 1978 roku, ale w przysztosci chcielibySmy zamieszcza¢ jg co kwartat. Najwazniejsza
forma tej dziatalnos$ci jest organizowanie zebran naukowych. Oto ich lista.

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

Lublin

Dr J. Wojcierowski (Lublin): Budowa nici chromatydowej.

L 6dz
Dr R. Krasnodebski (Wroctaw): O formutowaniu i weryfikacji pewnych hipo-
tez biologicznych.

Katowice

Prof. M. Chorazy (Gliwice): Wirusy onkogenne.
Prof. W. Kunicki-Goldfinger (Warszawa): Ewolucja biatek a syntetyczna teoria
ewolucji.

Krakow

Doc. M. Guminska (Krakéw): Gospodarka energetyczna erytrocyta.

Doc. M. Guminska, dr M. Wazewska-Czyzewska (Krakéw): Nowy wariant wro-
dzonej niedokrwistosci hemolitycznej z obnizeniem aktywnosci kinazy pirogronia-
nowej erytrocytow.

Prof. O. Ulutin (Istambut): The alteration of haemostatic mechanism in arterio-
sclerosis and thromboembolism.

Olsztyn

Prof. W. Minakowski (Olsztyn): Jedno$¢ przemian biochemicznych $wiata ozy-
wionego.

Prof. P. Mastowski (Torun): Rola nieorganicznego pirofosforanu i pirofosfatazy
w akumulacji i przetwarzaniu energii na poziomie subkomdrkowym.

Dr J. Gtlogowski (Olsztyn): Biochemiczne i immunologiczne wtasciwosci fosfa-
tazy alkalicznej plazmy nasienia buhaja.

Dr J. Dostat (Libechow): Badania nad biatkami ukladu rozrodczego buhaja
i knura.

10*
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Poznan

Prof. S. Ghisel (Konstancja): Stosowanie samobdjczych substratow w badaniach
nad enzymami flawinowymi. Ponadto 4 zebrania poswiecone arylosulfatazom, alfa-
amylazom i enzymom flawinowym.

Szczecin

Mgr D. Jurek (Szczecin): Wtasnosci fizyko-chemiczne, metody oznaczania i roz-
dziatu oraz znaczenie diagnostyczne fosfatazy zasadowej i kwasnej.

Lek. T. Dutkiewicz (Szczecin): Znaczenie i rola kwasow tluszczowych w meta-
bolzmie ustroju ludzkiego.

Prof. J. Makowski (Szczecin): Lipidy krwi a niektére aspekty metabolizmu
energetycznego erytrocytow oraz Wspdiczesne poglady na niektére glikolityczne
uwarunkowania transportu tlenu i przekazywania do tkanek.

Doc. Z. Machoy (Szczecin): Gidwne kierunki badan biochemicznych w 1978 roku
w Swietle zjazdow krajowych i zagranicznych.

Torun

Doc. H. Wehr (Warszawa): Wzajemne oddziatywania komorek i lipoproteidéw.
Prof. M. Zydowo (Gdansk): Metabolizm aminokwaséw i nukleotydéw w komor-
kach miesni ssakow.

Warszawa

Prof. M. Chorazy (Gliwice): Geny, wirusy i rak.

Dr G. Wright (USA): Structure-activity relationships of inhibitors of DNA poly-
merases.

Prof. W. M. Watkins (Londyn): Blood group gene-specific glycosyl transferases
in normal ABO groups and rare variants.
Prof. L. Wojtczak, doc. M. Fikus, doc. W. Filipowicz (Warszawa): Sprawozdanie
z FEBS-78 (bioenergetyka, inzynieria genetyczna, regulacja transkrypcji i translacji).

Dr A. Kraszewski (Poznan): Chemiczna synteza genu dla insuliny ludzkiej i jego
ekspresja w bakteriach E. coli.

Prof. K. Kirchner (Bazylea): Multifunctional enzymes.

Wroclaw

Dr C. Lugowski (Wroctaw): Wspdélny antygen Enterobacteriaceae.

Mgr A. Jankowski (Wroctaw): Molekularny mechanizm nieodwracalnej dena-
turacji lizozymu.

Prof. K. Kleczkowski (Warszawa): Regulacja biosyntezy biatka u roslin.

Dr M. Koter (L6dz): Zjawisko fuzji i agregacji w vesicles PC/PA badane meto-
da [8IP] — NMR.

Dr M. Warwas (Wroctaw): Immunizacja owiec akrozyng a zaptodnienie.

Prof. I. Z. Siemion (Wroctaw): [ISC]— NMR w badaniach konformacji peptydow.

Prof. W. M. Watkins (Londyn): Blood groups gene-specified glycosyltransferases
in normal ABO groups and rare variants.

Prof. W. M. Durand (Clermont-Ferrand): Proteins involved in phosphate trans-
port system of pig heart mitochondria.

Dr G. Ashwell (Bethesda): The role of cell surface glycoproteins in recognition
and endocytosis.

Prof. T. Klopotowski (Warszawa): Regulacja syntezy dehydrogenazy D-amino-
kwaséw — enzymu bton bakteryjnych.
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Przyznajg Panstwo chyba, ze Wroctaw, cho¢ ostatni na liscie, zastuguje na
pierwsze miejsce pod wzgledem liczby zebran. Szkoda, ze brak miejsca nie pozwala
na zacytowanie zawiadomien o tych zebraniach, dowcipnie i atrakcyjnie zredago-
wanych, zapraszajacych do udziatu. Jak wies¢ niesie — frekwencja dopisywata. Ale
i Bialystok, Poznan i Szczecin nie majag sie czego wstydzi¢, biorgc pod uwage
liczcebno$¢ Oddziatbw w tych miastach. Moze to tatwiej spotykaé sie w matym,
zgranym, zzytym gronie? Zresztg wiele jest spotkahA nieoficjalnych, nie ujetych
w sprawozdaniach, organizowanych przez osoby pracujagce w niektérych Programach
Rzgdowych. Niezaleznie od form organizacyjnych lub ich braku — zyczymy wszyst-
kim owocnej pracy i wymiany dosSwiadczen.

Zarzad Giéwny



KOMUNIKATY

Sekcja Tkanki tacznej Polskiego Towarzystwa Histochemi-
kéw i Cytochemikow informuje, ze w dniach 2—5.09.1980 r. od-
bedzie sie VII Sympozjum na temat tkanki gcznej.

Szczegotowych informacji udziela:

Dr Z. Deyl
Institute of Physiology
Academy of Sciences

142 00 Praha 4-Krc
Budejovicka 1083
CSRS

SYMPOZJUM N.T. BIOLOGII | PATOLOGII CHRZASTKI

Instytut Reumatologiczny i Sekcja Tkanki tacznej Polskie-
go Towarzystwa Histo- i Cytochemikéw organizuje Sympo-
zjum na temat ,Biologii i patologii chrzastki”.

W programie sympozjum przewidziane sg referaty z zakre-
su biochemii, histochemii, histologii, histopatologii, ultrastruk-
tury chrzgstki w stanach patologicznych i prawidtowych.

Sympozjum odbedzie sie w Instytucie Reumatologicznym
w Warszawie 24 listopada 1980 roku. Zgtoszenia referatow
wraz z zaméwieniem hotelu nalezy zgtasza¢ w nieprzekraczal-
nym terminie do 31 maja 1980 roku na adres:

Profesor dr hab. med. Eugeniusz Maldyk,
Instytut Reumatologiczny, ul. Spartanska 1,
02-637 Warszawa



SPRAWOZDANIA

V1 Miedzynarodowe Sympozjum nt. ,,Chemia i biologia pterydyn”

La Jolla, 25—28.1X.1978

W dniach 25—28 wrzesnia 1978 odbyto sie¢ w La Jolla, California, U.S.A. juz,
széste z kolei miedzynarodowe Sympozjum na temat chemii i biologii pterydyn.
W skiad Komitetu Organizacyjnego Sympozjum wchodzili wybitni amerykanscy
specjalisci, od lat zajmujacy sie zagadnieniami folianu: F. M. Huennekens i J. M.
W hiteley (Scripps Clinic and Research Foundation), G. Brown (Massachusetts Ins-
titute of Technology), J. J. Burchall (Welcome Research Laboratories), R. L. Kisliuk
(Tufts University), S. Kaufman (National Institute of Health), J. Montgomery
(Southern Research Institute) i T. Shiota (University of Alabama). W sympozjum
wzieto udziat ponad 200 uczestnikéw (w tym 3 z Polski), a wiec niemal dwukrotnie
wiecej niz w analogicznym Sympozjum przed trzema laty. Na sympozjum przed-
stawiono 140 doniesiefA, z ktérych wygtoszono 59, reszte za$ prezentowano w postaci
plakatéw. Obrady odbywaty sie w sali wyktadowej miejscowego muzeum sztuki
(Sherwood Hall), plakaty za$ wystawione byly w laboratoriach Scripps Clinic and
Research Foundation przez caly czas trwania sympozjum. Materialy Sympozjum
zawierajace peine prace zostaly juz opublikowane w specjalnym tomie zjazdowym
wydanym przez Elsevier North-Holland Biochemical Press.

Tematyka Sympozjum obejmowata wszechstronne omdwienie chemii i biologii
prostych pterydyn oraz pochodnych folianowych.

Stosowanie w chemioterapii nowotworéw aminoanalogéw folianu (ametopteryny
i aminopteryny) prowadzi niejednokrotnie do powstania opornosci na ten lek. Dla-
tego tez duze znaczenie majg proby otrzymania nowych analogéw o podobnych do
ametopteryny wtasciwosciach biologicznych. Na sympozjum prezentowano doniesienia
0 syntezie chemicznej deazapochodnej folianu i aminopteryny oraz o syntezie amidéw
1 estrow ametopteryny, ktére hamuja reduktaze dihydrofolianowg i odznaczaja sie
nieco odmiennymi od ametopteryny charakterystykami transportu do komorek.
Przedstawiono takze dane wskazujace, ze zwigzki z réznymi modyfikacjami w czas-
teczce kwasu homofoliowego oraz roznego typu pochodne pterydynowe moga sta-
nowi¢ efektywnie dziatajgce inhibitory innych niz reduktaza dihydrofolianowa
enzymoéw folianowych.

Dyskutowano réwniez szereg aspektéw stosowania analogéw folianu w chemio-
terapii. Tak na przyktad, przedstawiono dane, ze wprowadzenie do organizmu ame-
topteryny w potaczeniu z inertnymi nos$nikami (np. albuming) zwieksza jej sku-
teczno$¢ w leczeniu niektérych nowotworéw (np. Lewis lung carcinoma), prawdo-
podobnie dzieki przedtuzeniu czasu pozostawania kompleksu w surowicy. Zwrocono
takze uwage — szczegdlnie przy zastosowaniu leczenia ametopteryng w duzych daw-
kach — na wazng w klinice potrzebe $ledzenia w surowicy, opr6cz poziomu ametop-
teryny, takze produktéw przemian pochodnych folianowych uzytych jako S$rodki
ochronne. Doniesiono ponadto, ze aminowe analogi folianu, poza zaburzeniami
przemian folianu moga w pewnych warunkach doprowadza¢ takze do zaburzen
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w przemianach cukrowcow, co manifestuje sie miedzy innymi zahamowaniem aktyw-
nosci LDH w komoérkach ssakéw hodowanych in vitro w obecnosci ametopteryny.

Na Sympozjum wiele uwagi poswiecono biosyntezie poliglutaminianéw pochod-
nych folianowych oraz ulepszeniom metod ich identyfikacji. Podkreslano takze
zalezno$¢ ilosci i rodzaju syntetyzowanych pochodnych poliglutaminianéw folianu
od sktadu $rodowiska hodowlanego komoérek lub stanu fizjologicznego zwierzat (np.
niedob6r u szczuréw witaminy B12). Zaprezentowano takze dwie nowe metody
oznaczania aktywnos$ci enzymu odpowiedzialnego za synteze poliglutaminianowych
pochodnych folianu.

Sposrod kilkunastu enzymoéw folianowych najwiecej wiadomo o budowie i me-
chanizmie dziatania reduktazy dihydrofolianowej i syntetazy tymidylanowej. Na
Sympozjum wygtoszono szereg doniesien o strukturze pierwszorzedowej reduktazy
dihydrofolianowej z bakterii, niektéorych komérek hodowanych in vitro oraz watroby
wotu. Omowiono takze wyniki badania reduktazy dihydrofolianowej za pomoca
metod Kkrystalograficznych, jadrowego rezonansu magnetycznego oraz z uzyciem
fluoryzujacych pochodnych niektérych inhibitoréw.

Podano réwniez sekwencje aminokwasowg syntetazy tymidylanowej z Lactoba-
cillus casei i przedstawiono dane na temat powstawania i struktury jej komplekséw
z réznymi inhibitorami. Podkreslano takze znaczenie zmian aktywnosci reduktazy
metylenotetrahydrofolianowej w przemianach folianu w tkankach zwierzat zdro-
wych, jak i obarczonych nowotworami.

Bardzo wiele komunikatéw tyczyto takze: transportu pochodnych folianowych
i ich analogdw do komorek rdznych typdéw; izolacji i charakterystyki komoérkowych
i wystepujacych w plynach ustrojowych biatek wigzacych, a by¢é moze takze trans-
portujgcych, pochodne folianowe; przemian folianu i jego réznych pochodnych w ko-
morkach prawidtowych i nowotworowych oraz w watrobie zwierzat obarczonych
nowotworami.

Przedstawiony przeglad zagadnien nie wyczerpuje oczywiscie tematyki Sym-
pozjum, a wskazuje jedynie na podstawowe poruszane problemy. Wszyscy uczestnicy
Sympozjum podkres$lali bardzo sprawng organizacje Zjazdu oraz panujaca zyczliwag
i serdeczng atmosfere sprzyjajagca wielu warto$ciowym chociaz nieformalnym dysku-
sjom.

B. Grzelakowska-Sztabert
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Horizons in Biochemistry and Biophysics, tom 5

Red. E. Quagliariello, F. Palmieri, Th. P. Singer

Addison-Wesley Publishing Company, Advanced Book Program, Reading, 1978,
M assachussets, stron 321, cena $ 22,50

Tom <% tej serii, podobnie jak tomy poprzednie (por. recenzja tomu 2, Post.
Biochem. 23, 476—477, 1977) zawiera referaty z réznych dziedzin biochemii i biofizyki,
w ktérych w ostatnich latach nastgpit znaczny postep badan. Pozwolito to na doko-
nanie pewnego podsumowania i spojrzenia w przysztosé.

l. Mabuchi omawia biochemie ATP-azy rzesek i wici i jej role w ruchach
moérki. Tak np. wydzielone ze struktur aksenomowych Tetrahymena dyneiny sa
ATP-azami i majg wspoétczynnik sedymentacji 30 S i 14 S. Na przyktadzie dynein
z kilku zrédet autor rozpatruje polimorfizm, réznice gatunkowe, wtasciwosci fizyko-
chemiczne, aktywno$¢ ATP-azowg, oddzialtywanie z mikrotubulami oraz warunki
inaktywacji i reaktywacji enzymu.

J. Knoll przedstawit zréoznicowanie oksydaz monoamin uzyskane dzigki zasto-
sowaniu selektywnych inhibitoréw tych enzymoéw. Oksydaza typu A, deaminujaca
serotonine jest hamowana przez klorgiling (2,4-dichlorofenoksypropylo-N-metylopro-
pyloamineg), natomiast typu B, deaminujgca fenyloetyloamine jest hamowana przez
deprenyl (fenyloizopropylo-N-metylopropyloamina). Interesujace sg rozwazania
0 mozliwosciach wykorzystania specyficznosci dziatania tych inhibitoré6w w chemo-
terapii.

Funkcje transportowe zewnetrznej biony bakterii jelitowych (Escherichia coli
K-12 i Salmonella typhimurium LT-2) sg tematem referatu J. B. Neilands. Na
przyktadzie dobrze juz poznanych biochemicznie uktadéw transportujacych witami-
ne maltodekstryn siderofory oraz receptoréw wigzacych specyficznie fagi i bak-
teriocyny, przedstawia dane wskazujace na duzg selektywno$¢ transportu przez
zewnetrzng btone bakterii sktadnikéw pozywienia i zwigzkéw szkodliwych dla ko-
morki.

»Problemy wytaniajagce sie w badaniach kurczliwosci” (M. F. Morales, J. Bo-
rejdo) sa rozpatrywane gtéwnie z punktu widzenia sprzezenia miedzy cyklami
kinematycznymi i enzymatycznymi skurczu mies$nia, przy czestotliwosci kazdego
z nich rzedu 10 Hz. Badania takie wymagajg odpowiednich metod pomiarowych
(omawianych krytycznie) oraz techniki obliczeniowej.

Zagadnienia chemii i biochemii wigzania azotu przedstawit J. M. Pratt. W ar-
tykule tym, podobnie jak w wielu inych na ten temat, wigzanie azotu jest omawiane
bardziej szczegétowo od strony chemicznej niz biochemicznej, poniewaz biochemia
tego procesu ciggle jest niedostatecznie poznana.

ko-

O nowym spojrzeniu na perystaltyke i jej funkcje pisze N. Liron z przeswiad-

czeniem, ze poruszone problemy zachecg do dalszych badan tego procesu, zaréwno
teoretykow jak i eksperymentatorow.



266 RECENZJE

L. Peller przedstawit termodynamiczne podstawy syntezy kwaséw nukleino-
wych, rozwazajgc energetyke tworzenia wigzan fosfodiestrowych, drugorzedowe od-
dziatywania strukturalne i hydrolize pirofosforanu.

»Oddziatywanie biatko-lipid | rola wody” jest tematem referatu H. Edelhocha,
w ktéorym autor rozpatruje termodynamike interakcji miedzy niepolarnymi grupami
hydrofobowymi tworzacymi wigzania lipid-biatko.

Tom konhczy referat R. M. Friedmana ,,Mechanizm dziatania interferonu: Moz-
liwe pierwotne efekty na btone”, w ktérym przedstawia efekty interferonu na che-
miczne, fizyczne, morfologiczne i immunologiczne zmiany powierzchni btony komérki
i replikacje wirusa.

Réznorodnos$¢ zawartej w ,,Horyzontach” tematyki moze by¢ dla pewnych czy-
telnikdw zaleta, poniewaz umozliwia im poznanie aktualnego stanu wiedzy w dzie-
dzinie, w ktdrej sami nie pracujg, natomiast inni mogga uwaza¢ to zrdznicowanie
tematyki za wade, gdyz obejmuje problematyke, czesto znacznie odbiegajgca od
gtéwnego nurtu ich zainteresowan. Przyktadem takiej sytuacji sa zawarte w oma-
wianym tomie artykuly o perystaltyce, wigzaniu azotu czy termodynamicznych
podstawach syntezy kwaséw nukleinowych. Jedli jednak zatozy¢, ze ten typ publi-
kacji jest przeznaczony dla szerokiego grona czytelnikéw interesujacych sie zagad-
nieniami nie tylko z zakresu wtasnej specjalnosci, to ten sposéb przedstawiania
ostatnich osiggnie¢ biochemii i biofizyki mozna uznaé¢ za udany i wartosciowy.

Z. Kaniuga

David E. Metzler

Biochemistry. The Chemical Reactions of Living Cells.

Academic Press, 1977, New York, San Francisco, London, stron 1129 + XXXII,
cena $ 24.95

Miernikiem postepu nauki sg nie tylko odkrycia ale takze tre$¢ podrecznikdéw
akademickich, w ktérych osiagniecia te znajdujg swe odzwierciedlenie w formie
odpowiedniej do przekazania ich studentom. Do podrecznikéw biochemii wydanych
w ostatnim dwudziestoleciu, stanowigcych stupy milowe na drodze rozwoju tej
dziedziny wiedzy mozna zaliczy¢ podreczniki: ,,General Biochemistry” (J. Fruton,
S. Simmonds, | wyd. 1956, Il wyd. 1958), ,,Biochemistry” (A. L. Lehninger, | wyd.
1970, Il wyd. 1975) oraz obecnie ,,Biochemistry. The Chemical Reactions of Living
Cells” w opracowaniu D. E. Metzlera. Wszystkie te podreczniki sg nie tylko bardzo
obszerne (rzedu 800—1100 stron) ale cechuje je przede wszystkim zawarta w nich
tre$¢ i oryginalno$¢ jej przedstawienia czytelnikowi. Wprawdzie w ostatnich 10-ciu
latach ukazaty sie réwnie obszerne podreczniki biochemii (1—3) to jednak ze wzgle-
du na ich okreslone przeznaczenie lub sposéb ujecia, rozpowszechnienie tych ksigzek
byto ograniczone do pewnego kregu czytelnikéw. Przeciwnie, podreczniki traktujace
biochemie mozliwie szeroko, z uwzglednieniem wszystkich grup zywych organiz-
moéw, umozliwiaty ich autorom znacznie wigkszg swobode konstrukcji ksigzki i w re-
zultacie opracowania budzgce ogdlne zainteresowanie. Do takich podrecznikdw mozna
obecnie zaliczy¢ ksiazke D. E. Metzlera, ktory gtéwny nacisk potozyt na reakcje
chemiczne zachodzace w zywej komorce. Inni autorzy tez o nich piszg, przedsta-
wiaja je jednak bardzo czesto w sposéb do$¢ powierzchowny. Metzler natomiast
zrobit to w sposdb najbardziej szczeg6towy i zgodnie z obecnym stanem naszej wie-
dzy w tym zakresie.
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Drugg istotng cechg omawianego podrecznika jest jego uktad i sposéb ilustro-
wania. Tak wiec zamiast tradycyjnie dzieli¢ biochemie na dzialy, obejmujgce grupy
zwigzkow jak biatka, kwasy nuleinowe, lipidy, cukrowce itd (co jest napewno nie-
odzowne w podstawowym kursie biochemii) Metzler przyjat za podstawe rozwazan
typy reakcji chemicznych, ktére towarzysza powstawaniu, rozpadowi i przeksztatce-
niom tych zwigzkéw. Opisujac natomiast znaczenie biologiczne okres$lonego zjawiska
fizjologicznego, sprowadza caty wywdd do jego zrodia, ktéorym ostatecznie sg prze-
ksztatcenia chemiczne zwigzkoéw.

Podrecznik zawiera dwa nurty myslowe, przebiegajace réwnolegle w 16 roz-
dziatach. Gitoéwny nurt, stanowiacy okoto 90% objetosci ksigzki, to setki reakcji
chemicznych uporzadkowanych w sposéb przedstawiony nizej. Obok niego prze-
biega drugi, uzupetniajacy (wyrézniony w teksécie zielonym tiem papieru) Kktory
obejmuje krotkie od 1/2 do 2 stron omoéwienia pozornie oderwanych zagadnien, sta-
nowigcych jednak cato$¢ (por. wykaz zamieszczony nizej). W poszczeg6lnych roz-
dziatach jest tych omoéwien (w formie tzw. ,,Box”) od 4 do 11

Ksigzke mozna podzieli€ na kilka czesci. Rozdzialy 1—3 zawierajg materiat
informacyjny o budowie komérki, molekularnej architekturze komdrki i energetyce.
| tak w rozdziale 1 mozna znalez¢ dane liczcbowe o wielkosci komaérek i organelli,
0 genetycznej ztozonoS$ci organizméw. Jest w nim rowniez charakterystyka gatunkow
opisywanych w dalszych rozdziatach. Rozdziat ten jest napisany z mys$lag o studentach
0 niewielkiej znajomosci biologii (np. studentach chemii) ale w praktyce bedzie
uzyteczny takze i dla innych, poniewaz ma wyeksponowane elementy najbardziej
potrzebne biochemikowi. Zaréwno tutaj jak i w calej ksigzce z jednakowag uwaga
sg traktowane bakterie, rosliny i zwierzeta. Drugi rozdzial jest przegladem zasad
budowy czgsteczek, po czym nastepuja rozwazania o zalezno$ci miedzy ich budowg
a wtasciwosciami chemicznymi biatek, cukrowcéow, kwaséw nukleinowych i lipidow.
Zagadnienia te, szczeg6lnie odnos$nie zmian konformacyjnych i szczeg6tow przebie-
gu reakcji, sag przedstawione nowocze$nie zaréwno w tekscie jak i graficznie (ry-
sunki i zdjecia). Oméwieniu pierwiastk6w nieorganicznych towarzyszy przeglad
metod oznaczania struktury zwigzkéw tacznie z technikg NMR. W trzecim rozdziale,
po przegladzie podstawowych réwnan termodynamicznych, zestawiono tabelarycznie
do praktycznego stosowania wiele danych z termodynamiki biochemicznej. Wartosci
energii swobodnej i entalpii zaréwno tutaj jak i w catym podreczniku sa podane
w kilodzulach (kJ), zgodnie z obowigzujacymi obecnie jednostkami standardowymi
(sn.

Nastepna cze$¢ ksigzki (rozdziaty 4 i 5) opisuje drogi i sposoby w jaki czgsteczki
zywych organizméw reagujg miedzy soba. Jest to (rodz. 4) nowoczesne ujecie zagad-
nienia od ilosciowego traktowania wigzania do powstawania struktur oligomerycz-
nych enzymoéw, mikrotubuli, wiruséw i mieé$ni. Efekty allosteryczne sg rozpatrywane
ilosciowo i po raz pierwszy tak szczegétowo w podreczniku biochemii. Budowe
1 chemiczne wtasciwosci bton oraz otaczajace komorki ostonki i $ciany przedstawiono
w rozdziale 5. Zawarty w nim material da studentowi wystarczajgce podstawy do
zrozumienia biezacych prac doswiadczalnych z tego zakresu, bez koniecznosci szu-
kania uzupetniajagcych danych w innych opracowaniach.

W trzeciej czes$ci ksigzki (rozdz. 6—8) przedstawiono ogdlne wtasciwosci enzy-
mow, kinetyke reakcji chemicznych oraz przedyskutowano rézne mechanizmy katalizy
enzymatycznej. Kinetyka reakcji enzymatycznych omawiana w rozdz. 6 jest na tyle
szczegbtowa by zaspokoi¢ potrzeby studentéw starszych lat studiéw. Poza tym opi-
sano mechanizmy regulacyjne reakcji enzymatycznych. Rozdzial 7 zawiera syste-
matyczng i logiczng klasyfikacje typow reakcji enzymatycznych: a) przemieszczenie
lub sybstytucja, b) addycja, c) eliminacja, d) izomeryzacja, e) rozszczepienie wigza-
nia C-C oraz f) izomeryzacja i przegrupowania inne niz wymienione poprzednio.
Z kolei rozdziat 8 traktuje o budowie i specjalnych funkcjach koenzyméw i odnosi
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ich dziatanie do typ6éw reakcji omdéwionych w poprzednim rozdziale. Oba rozdziaty
majg wiele odno$nikéw do réznych czesci ksigzki i nie musza by¢ czytane systema-
tycznie. Rozdziat 8 moze natomiast by¢ taczony w cato$¢ z materiatem zawartym

w rozdziale 2 dotyczacym biatek, cukréw, kwaséw nuleinowych i lipidéw.
Czwarta, duza cze$¢ stanowig rozdzialy 9—14, omawiajgce sekwencje reakcji
wystepujacych w metabolizmie. Rozdziat 9 przedstawia ,logike” cykli i szlakéw

metabolicznych. Podane sg przyktady wykazujgce kolejne chemiczne przeksztatcenia
prowadzace od substratu do produktu koncowego. Jest tu m.in. wiele przemian
charakterystycznych dla drobnoustrojéw. Transport elektronéw i fosforylacja oksy-
dacyjna oraz reakcje dostarczajace energii zachodzace u chemiautotroféw omawiane
sg w rozdziale 10, natomiast wykorzystanie energii ATP do r6znych biosyntez przed-
stawiono w rozdziale 11. Niektére specyficzne szlaki metaboliczne cukrowcéw i li-
pidéw opisane sg w rozdziele 12. Rozdziat 13— ,,Swiatlo w biologii” jest poswiecony
nie tylko fotosyntezie, procesowi widzenia i innym biologicznym reakcjom na S$wietle
ale takze widmom absorpcyjnym S$wiatta, dichroizmowi kotowemu i fluorescencji.
Biosynteza i katabolizm duzej grupy zwigzkéw azotowych w tym roéwniez wigzanie
N2 jest przedstawione w rozdziale 14.

Na ostatnig czes¢ ksigzki skitadajg sie rozdziaty 15 i 16, w ktéorych omoéwiono
zagadnienia genetycznej i hormonalnej kontroli metabolizmu, rozwoju, funkcji
moézgu. Przedstawiono wiec nie tylko biosynteze kwaséw nukleinowych i biatka ale
takze podsumowano metody stosowane w badaniach z zakresu genetyki biochemicz-
nej (rozdz. 15). Ostatni rozdziat jest krdotkim wprowadzeniem do zagadnien komu-
nikacji miedzy komorkami, neurochemii, roéznicowania i warunkoéw ekologicznych
wptywajacych na metabolizm.

Na wspomniany wyzej nurt boczny, zamieszczony w tzw. ,box”, sktadajg sie
nastepujace zagadnienia: a) Wiasciwosci witamin i historia ich odkrycia (funkcje
koenzymatyczne oraz biosynteza s przedstawione w podstawowym tekscie ksigzki);
b) rola pierwiastkéw elementarnych (np. Selen; Mangan; Molibden; itd); c) Rola
mutacji i przyktady wad metabolicznych u cztowieka (np. genetycznie uwarunkowane
wady struktury kolagenu; metylomalonyloaciduria, i. in.). d) Dziatanie trucizn i ich
zastosowanie w badaniach biochemicznych (np. Sulfoamidy i antymetabolity, Insek-
tycydy, Biatka toksyczne: toksyna dyfterytu, itp.), e) Metody i pomiary (np. ,,Ciezar
czasteczkowy a daltony”, gdzie wyjasnia te pojecia i ich stosowalno$¢, zwracajac
przy tym uwage na czeste btedne wyrazanie ciezaru czgsteczkowego w daltonach),
»lzotopy w badaniach biochemicznych”, ,,Elektronowy rezonas paramagnetyczny”
i ,znaczniki spinowe” itp. f) Chemia fizjologiczna. Z tego zakresu sg np. ,,Biatka
plazmy krwi”, ,Wirusy” ,,Chemia skurczu mieé$ni”, ,,Przeciwciata”, ,,Syntetaza tymi-
dylanowa a chemoterapia raka”, g) Ro6zne, np. ,,Wici bakterii”, ,,Jak rosliny wytwa-
rzaja barwniki”, ,,Replikacja bakteriofaga zawierajgcego RNA™”.

Wydzielenie z gtéwnego tekstu tematéw wymienionych wyzej ma, zdaniem
recenzenta, dwie zalety: 1) nie zaciemnia spraw bardziej istotnych, wynikajgcych
z tytutu i podtytutu ksiazki, 2) wydzielenie w/w informacji nie tylko nie pomniejszy-
to ich waznosci ale przeciwnie, uwypuklito ich role i znaczenie w calosci omawia-
nych zagadnien.

Kazdy rozdziat podrecznika konhczy sie pytaniami, zadaniami i problemami do
rozwigzan czy przemyslen a takze obszernym wykazem cytowanej literatury. Cyto-
wane sa trzy rodzaje pisSmiennictwa a) podreczniki i monografie, b) szczegdlnie

istotne prace doswiadczalne, dawniejsze i najnowsze, oraz c) biezaca literatura za-
poznajaca z pracami eksperymentalnymi. O ogromie materiatlu zawartego w pod-
reczniku dowodzi najlepiej 80 stronicowy indeks rzeczowy.

Ksigzka jest przeznaczona dla czytelnika ze znajomoscig podstaw biochemii
a wiec studentdéw po kursie podstawowym ale bardziej zaawansowani znajdg w niej
réowniez bardzo wiele nie znanych sobie faktéw. W przedmowie autor skromnie
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zastrzega sie, ze jego sposéb przedstawienia biochemii w podreczniku nie jest uciecz-
ka od tradycyjnego ujmowania podstaw biochemii ale tylko innym spojrzeniem
i podejsciem do omawianych zagadnien. Zdaniem recenzenta podrecznik biochemii
D. E. Metzlera jest i ucieczka od tradycji i nowym spojrzeniem. Jeéli do tego dodac,
ze zawiera niezliczong ilos¢ roéznych informacji, piekne graficzne opracowanie, moz-
na oczekiwa¢ ze bedzie poszukiwanym podrecznikiem biochemii konca lat 70-tych.
Naszym biochemikom nalezy zyczy¢ szczeScia w jego zdobyciu a bibliotekom bio-
chemicznych placéwek naukowych by przynajmniej jeden egzemplarz znalazt sie
w ich zbiorach.

Z. Kaniuga

1. H. R. Mahler, E. H Cordes, (1972), ,,Biological Chemistry” 2 wyd. Harper and
Row, str. 1009.

2. A. White, P. Handler, E. L. Smith, (1973), ,Principles of Biochemistry”
5 wyd. McGraw-Hill, str. 1226.

3. N. V. Bhagavan, (1974), ,Biochemistry: A Comprehesive Review”, Lippincott,
str. 964.

Transition States of Biochemical Processes

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

Plenum Press, 1978, New York, str. 616, $ 59,40

Recenzowana ksigzka to dzieto 21 autordéw, ktérzy w 16-tu rozdziatach zgrupo-
wanych w czterech czeSciach przedstawiajg zagadnienia zwigzane z teorig stanu
przejsciowego w zastosowaniu do reakcji biochemicznych. Wydaje sie, ze do gtebo-
kiego studiowania ksigzki powinien zacheci¢ przede wszystkim rozdziat 2, napisa-
nego przez drugiego z redaktoréw, R. L. Schowena. Autor udowadnia w nim, ze
katalize enzymatyczng opisang poprzez efekty zblizenia, destabilizacje geometryczng
(czyli zmiane konformacji czasteczki substratu na niekorzystna energetycznie ale
w okreslony sposob bardziej reaktywng chemicznie), czy destabilizacje zwigzanag z de-
solwatacjg substratu po adsorpcji w centrum aktywnym — mozna, uzywajac odpo-
wiedniego podej$cia, przedstawi¢ jako stabilizacje stanu przejsciowego reagentéw
w wyniku ich wigzania z enzymem.

Szczego6lnie interesujacy jest wywdd, w ktorym Showen opisuje za pomocg teorii
stanu przejsciowego mechanizm ,entropowej putapki” (kataliza polega na zwiekszeniu
efektywnego stezenia substratow poprzez ich selektywng adsorpcje i odpowiedniag
orientacje w centrum aktywnym enzymu). Byt to zawsze (przynajmniej dla autora
tej recenzji) przyktad, do ktérego nie mozna byto tej teorii zastosowac! Innymi
stowy Schowen przekonywujgco argumentuje, ze teoria stanu przejSciowego jest
teorig uniwersalng tlumaczacg wszystkie mechanizmy reakcji enzymatycznych. Po-
wyzej omowiony rozdziat wchodzi w skiad czesci pierwszej — ,,Rola stanu przejscio-
wego w katalizie chemicznej i biologicznej”. Poprzedza go rozdzial napisany przez
E. K. Thornton i E. R. Thorntona, gdzie na 73 stronach wytozone sg podstawy teorii
stanu przejSciowego wraz z jej ograniczeniami.

Druga cze$¢, to metody okre$lania struktury i wlasnosci stanéw przejéciowych
w biochemii. Omoéwiono podejscia teoretyczne (chemia kwantowa) oraz doswiad-

11 Postepy Biochemii



270 RECENZIJE

czalne poprzez efekty izotopowe i metody oparte na rezonansie magnetycznym
i krystalografii. W szczegdlnosci szeroko, bo az w 4-ch rozdziatach (na 140 stronach)
opisano efekty izotopowe, a mianowicie: zmiany parametréow reakcji enzymatycz-
nych zwigzanych z podstawieniem wodoru deuterem lub trytem w ukladach gdzie
nastepuje przerwanie wigzania walencyjnego z wodorem (efekty pierwszego rzedu)
oraz uktadach, w ktérych reakcja nie dotyczy atomoéw wodoru (efekty drugiego
rzedu); efekty zwiazane z zamiang wody na wode ciezka oraz efekty zwigzane
z wprowadzaniem do substratéw izotopéw ciezkich atomow.

Trzecia cze$¢ ksigzki zawiera opisy typowych reakcji enzymatycznych z punktu
widzenia stanoéw przejsciowych. Zostaly one dobrane w taki sposob, by ilustrowac
zastosowanie metod opisanych w czesci drugiej. Omowiono reakcje metylacji i acy-
lacji, hydrolizy acetali, ketali glikozydéw i glikozamin, dekarboksylacji ketokwaséw
i fosforylacji. W ostatnim rozdziale cze$ci trzeciej napisanym przez R. D. Gandoura
przedstawiono na podstawie danych zaczerpnietych z czystej fizycznej chemii orga-
nicznej, dyskusje mechanizmoéw reakcji enzymatycznych.

Ostatnia cze$¢ ksigzki sktada sie z dwéch rozdziatléw — pierwszy napisany przez
R. Wolfendena dotyczy problemu natuarlnych inhibitoréw w S$wietle (oczywiscie)
teorii stanu przejsciowego; drugi napisany przez J. K. Cowarda dotyczy dziatania
i projektowania lekow.

Redaktorzy, R. D. Gondour i R. L. Schowen pragneli ta, przygotowang od strony
redakcyjnej bardzo logicznie i starannie, ksigzkg naméwi¢ czytelnikéw-biochemi-
kow do rozpoczecia pracy metodami fizyko-chemii, a fizyko-chemikéw do zajecia
sie biochemig. Redaktorzy ksigzki sg oredownikami ,biochemii mechanistycznej”
a poniewaz autor recenzji jest réwniez jej gorgcym zwolennikiem, dlatego tez po-
leca te ksigzke wszystkim zainteresowanym biofizyka molekularng oraz zagadnie-
niami mechnizméw reakcji chemicznych.

A. Rabczenko

Enzymes of Lipid Metabolism

Red. S. Gatt, L. Freysz, P. Mandel

tom 101 z serii Advances in Experimental Medicine and Biology,
Plenum Press, 1978, New York, London, stron XIV + 791, cena 71,40 $

Ksigzka zawiera materialy sympozjum zorganizowanego przez jej redaktoréow
wiosng 1977 roku w Alzacji. Jak piszag we wstepie redaktorzy, celem tego spotkania
byto przedyskutowanie w szerokim gronie naukowcdw zajmujgcych sie roéznymi
aspektami metabolizmu lipidéw zagadnienia interakcji enzymoéw z substratami lipi-
dowymi. Mniej uwagi poSwiecono natomiast ,klasycznym” problemom enzymologii
jak izolacja i badanie struktury enzymow.

Materiat zebrany w ksigzce (na ktérg sktadajg sie obok wyktadéw réwniez
i doniesienia sympozjalne) podzielony zostat wedtug klas enzymoéw i reakcji, ktore
one katalizujg. Stosunkowo najbardziej heterogenna jest cze$¢ pierwsza, w ktérej
zamieszczono doniesienia dotyczgce enzymow zwigzanych z metabolizmem kwaséw
thuszczowych i lipidéw neutralnych. Cztery z przedstawionych prac w obrebie tej
czeéci dotycza mechanizmu dziatania lipazy i co-lipazy trzustkowej. Pozostate do-
tycza réznych enzymoéw i zagadnien jak m. innymi mitochondrialnego i mikroso-
malnego uktadéw wydtuzania tancucha kwaséw tluszczowych w rozwoju mézgu,
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roli hydrolazy tioestréow acylo-CoA w okre$laniu diugosci tancucha kwaséw ttusz-
czowych w tkance gruczotu mlecznego i watrobowej, lipazy mikrosoméw moézgu i za-
leznej od cyklicznego AMP lipazy tkanki ttuszczowej.

Cze$¢ druga dotyczy enzymow biorgcych udziat w metabolizmie fosfolipidow.
Wyodrebniono tu fosfolipazy, enzymy biorgce udziat w biosyntezie fosfolipidéw
acylowych oraz eterowych. Do szczegélnie ciekawych artykutéw tej czesci zaliczyt-
bym artykut omawiajgcy zalezno$¢ pomiedzy strukturg i aktywnoscig trzustkowej
fosfolipazy A2 (praca z pracowni Prof. de Haasa w Utrechcie, A. J. Slotboom i wsp.)
oraz artykuty doétyézace kinetycznych wilasnoséci tego enzymu w przypadku uzytych
mieszanych, fosfolipidowo-detergentowych micelli jako substratu (T. T. Allgyer
i M. A. Wells, Tucson oraz E. A. Dennis, San Diego).

Cze$¢ trzecia poswiecona jest sfingolipidom z wyodrebnieniem neuraminidaz,
sfingomielinaz, hydrolaz glikolipidéw i enzymoéw biosyntezy.

W cze$ci czwartej, ostatniej zamieszczone zostaty teksty wyktadéw i doniesien
dotyczace enzymatycznych defektéw w chorobach zwanych sfingolipidozami — spo-
wodowanych nagromadzaniem sie okreslonych lipidow.

W sumie omawiana ksigzka zawiera ogromng ilos¢ informacji i jest cenng
pozycja dla biochemika zajmujgcego sie metabolizmem lipidéw.

J. Zborowski

The Lipoprotein Molecule

Red. H. Peeters

NATO Advanced Study Institutes Series,

Series A: Life Sciences,

tom 15, 1978, Plenum Press (New York, London)
przy wspotpracy NATO Scientific Affairs Division,
stron IX + 301, cena 39 $

Ksigzka ,,The Lipoprotein Molecule” stanowi przeglad aktualnych problemoéw
w zakresie prowadzonych badan nad lipoproteidami. Zebrane w niej materiaty po-
chodzag ze spotkania zorganizowanego przez NATO Advanced Study Institute, ktére
odbyto sie w maju 1977 roku w Brugii. Ksigzka podzielona jest na cztery dziatly.
Trzy pierwsze dziaty dotyczg kolejno: metod izolacji i sktadu czasteczek lipoprote-
idow, ich budowy oraz metabolizmu, dziat czwarty posSwiecony jest lipoproteidom
w stanach patologicznych. Ksigzke zamyka krdétki, podsumowujacy rozdziat napisany
przez jej redaktora. Najbardziej rozbudowany jest dziat pierwszy. Dwa z artykutow
tego dziatu chciatbym wymienié. Jeden z nich dotyczy iloSciowego oznaczania apo-
lipoproteidéw (P. N. Herbert i wsp., Providence i Bethesda), drugi zautomatyzowane-
go systemu jakosciowego oznaczania lipoproteidéw dla celéw klinicznych (F. T.
Lindgren, Berkeley). Sposréd innych artykutéw ksigzki wyr6znitbym artykut dziatu
drugiego omawiajgcy badania nad ustaleniem struktury lipoproteidéw o wysokiej
gestosci przy pomocy metod rezonansowych (H. Hauser, Ziirich).

Warto moze podkres$li¢, ze wydanie tej ksigzki zbiega sie z piecdziesigcioleciem
podjetych przez Macheboeufa pierwszych badan nad sktadem lipoproteidéw osocza
i surowicy krwi.

WS- J. Zborowski

n*
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DNA Synthesis — Present and Future

Red. I. Molineux, M. Kohijama

NATO Advanced Study Institutes Series, Seria A: Life Sciences, tom 17, Plenum
Press, 1978, New York, London, stron 1161, $ 90.—

Ksigzka powstata z inicjatywy NATO Advanced Study Institutes i zawiera
zbiér 75-ciu referatéw przedstawianych w czerwcu 1977 roku w Santa Flawa na
Sycylii. Materialy, opracowane w wiekszosci przez wybitnych badaczy z dziedzin
genetyki, biologii molekularnej i biochemii stanowig, jak zaznaczono we wstepie,
podsumowanie wspoéiczesnego stanu wiedzy o przebiegu syntezy DNA i dziataniu
kierujgcych nig mechanizméw kontrolnych — procesie ztozonym i jakze istotnym
dla zapoczatkowania wszelkich zjawisk metabolicznych w organizmach zywych.
Oddano tu do rgk czytelnika szeroki i interesujaco dobrany przeglad zagadnien do-
tyczacych replikacji i naprawy DNA w genomie prokariontéw jak i organizméw
eukariotycznych.

Zebrane artykuly uporzadkowane sg w siedmiu dziatach tematycznych. W czeSci
pierwszej, poswieconej inicjacji i kontroli replikacji, autorzy zgodnie utozsamiaja
kontrole peitnego przebiegu replikacji w genomach chromosomalnych, plazmidowych
i wirusowych z wybidérczag kontrolg miejsca i czasu inicjacji syntezy DNA. Stano-
wisko to poparto licznymi dowodami dostarczonymi za pomocg metod biochemicznych
i ultrastrukturalnych oraz na drodze analizy genetycznej. Dyskusja nad tym prob-
lemem przewija sie przez wszystkie dalsze rozdziaty ksigzki. W rozdziale drugim,
pt. ,.biosynteza chromosomalnego DNA™”, omoéwiono niektére zagadnienia dotyczace
kontroli biosyntezy produktéw posrednich, niezbednych dla syntezy i naprawy DNA.
Rozdziat trzeci poswigcono omoéwieniu procesé6w energetycznych, towarzyszacych
strukturalnym zmianom DNA w czasie replikacji. W nim tez omoéwiono udziat nie-
ktorych biatek wigzacych DNA: polimeraz, ligaz, nukleaz, niektérych biatek bakteryj-
nych, jak réwniez glikoproteidéw, w uksztatltowaniu sie podwdéjnego heliksu skre-
caniu i rozkrecaniu obu nici DNA, stopniu spiralizacji DNA i wreszcie stopniu
kondensacji i dekondensacji chromatyny, ktére to procesy nierozerwalne sg z me-
chanizmami replikacji, naprawy, rekombinacji i transdukcji DNA. Biatkom tym,
ich strukturze i funkcji jaka speiniaja w komoérkach eukariontéw i prokariontéw
poswiecono szczeg6towo rozdziat nastepny. W cze$ci pigtej zgromadzono informacje
dotyczace replikacji DNA wiruséw i plazmidéw, stanowigce przykiady ztozonosci
i réoznorodnos$ci tego procesu. Oddzielny rozdziat omawia zagdnienia zwigzane z na-
prawg DNA uszkodzonego dziataniem czynnikéw fizycznych i chemicznych. Mecha-
nizmy naprawy, jakimi dysponujag komorki bakteryjne i zwierzece, sg catkiem od-
rebne od mechanizméw replikacji i roznig sie miedzy sobg w rdznych rodzajach
komorek. Wymagaja one oddzielnych uktadéw enzymatycznych i podlegaja specy-
ficznym systemom kontrolnym. Przedstawione tu wyniki oparto na obserwacjach
klinicznych i na badaniach prowadzonych na poziomie komdrkowym i molekular-
nym. W ostatnim rozdziale, poswieconym syntezie in vitro przedstawiono rézne
uktady modelowe stosowane do badan replikacji, jak np. oocyty Xenopus laevis,
ktorych wielko$¢ pozwala na mikrochirurgiczne wprowadzenie do komdrki dowolnego
genomu prokariotycznego lub eukariotycznego, badz tzw. komoérki eterowe, przepusz-
czalne dla dNTP i NTP, stosowane w badaniach transkrypcji i replikacji komérek
drozdzowych i bakteryjnych.

Zebrane w tej ksigzce artykuly zawierajg bagaty material doswiadczalny i me-
todyczny ilustrowany licznymi schematami i wykresami dobrze dokumentujgcymi
przedstawione koncepcje. Dyskusja, poparta szeroko danymi z literatury podsumo-
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wuje kazdorazowo omawiane zagadnienie. Ksiazka reprezentuje poziom wysoce
specjalistyczny i stanowi material warsztatowy dla stosunkowo waskiego grona
specjalistow.

B. Skoczylas

Structure and Biosynthesis of Antibodies

Consultant Byreau, 1977, New York, str. 367, $ 42—

Ksigzka ukazata sie¢ w serii ,,Studies in Soviet Science” i stanowi przekiad dzieta
rosyjskiego, ktore ukazato sie pod tym samym tytutem w r. 1972. W porédwnaniu do
rosyjskiego oryginatu ksigzka zostata rozszerzona i unowocze$niona, nie mniej cy-
towana literatura nie wybiega poza r. 1974. Ksigzka liczy 367 stron i zawiera 7 roz-
dziatébw w ktérych autor omawia kolejno metody oznaczania i izolacji przeciwciat,
ich wtasciwosci, strukture i biosynteze oraz na koncu genetyczne aspekty biosyntezy
przeciwciat. Wymienione zagadnienia sg omoéwione w sposéb przejrzysty i interesu-
jacy, czesto w aspekcie metodycznym i historycznym. Ten sposéb wyktadu sprawia,
ze czytelnik moze wyrobi¢ sobie wiasny poglad na omawiane problemy. Niewatpli-
wym mankamentem jest brak indeksu co w znacznym stopniu ogranicza przydatnos¢
ksigzki jako dzieta zrodtowego. Brak ten jest w pewnym stopniu nadrobiony przez
wykaz literatury zawierajgcy petne tytuty cytowanych artykutdéw. W sumie ksigzka
zastuguje na polecenie w szczegdlnosci czytelnikom pragnacym zdoby¢ podstawowe,
a niekoniecznie najnowsze wiadomosci o przeciwciatach, ich budowie i biosyntezie.

J. Koscielak

Prostaglandine and Thromboxanes

Red. F. Berti, B. Samuelsson, G. P. Velo

NATO Advanced Study Institutes Series, Seria A: Life Sciences, tom 13, Plenum
Press, 1976, New York, London, stron 449, cena $ 54—

Omawiana ksigzka stanowi 13 tom serii wydawniczej Life Sciences NATO
Advanced Study Institutes. W tomie tym zebrano materiaty przedstawione na mie-
dzynarodowym kursie poswieconym Postepowi Badan nad Prostaglandynami, ktéry
odbyt sie w Centrum Szkoleniowym ,Ettore Majorana” w Erice (Wtochy) w dniach
od 4 do 15 pazdziernika 1976 r.

Na poczatku ksigzki podany jest krétki rozdziat dotyczacy chemii prostaglandyn
i tromboksandw, a nastepnie do$¢ obszerny przeglad dotychczas stosowanych metod
stuzacych do ich oznaczania w ptynach biologicznych i tkankach. W czesci tej
omdéwiono szczegétowo metode biologiczng, radioimmunologiczna, chromatografie ga-
zowg i spektrometrie masowa. Godny podkre$lenia jest udziat w opracowaniu mono-
grafii prof. Ryszarda J. Gryglewskiego z Zaktadu Farmakologii w Krakowie (Polska),
ktory przedstawit skriningowg metode testowania zwigzkéw jako potencjalnych
inhibitoréw biosyntezy prostaglandyn i tromboksanéw. Ocena stopnia zahamowania
biosyntezy prostaglandyn in vitro w tym tescie moze postuzy¢é do oceny skutecznosci
dziatania przeciwzapalnego leku. Badaniem uzupetniajagcym jest ocena stopnia wig-
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zania badanego inhibitora z hydrofobowymi grupami albuminy. Wskaznik dziatania
hamujacego aktywnos$¢ cyklo-oksygenazy i stopien wigzania inhibitora z albuming
pozwala wnioskowaé¢ o aktywnosci badanych inhibitoréw in vivo. Szczegétowe dane
dotyczgce inhibitoréw syntetazy prostaglandynowej sg zawarte w rozdziale opraco-
wanym przez T. Y. Shen z Mere Sharp i Dohne Laboratorium z Rahway (USA).

W dalszej czeSci ksiazki poruszono zagadnienia zwigzane z biosyntezg i meta-
bolizmem prostaglandyn, cyklicznych nadtlenkéw i tromboksanéw oraz ich rolg
W Zywym organizmie.

Szczegdlnie interesujgce dane mozna znalez¢ w rozdziale poswieconym uktadowi
oddechowemu i astmie oskrzelowej. Wyodrebnienie sposréd chorych na astme oskrze-
lowa grupy oséb wrazliwych na terapie aspiryng pozwolito na powigzanie przyczy-
nowe tego schorzenia z zahamowaniem biosyntezy prostaglandyn w $rédmigzszowej
tkance ptucnej.

Ciekawe informacje zawierajg rowniez rozdziaty poswiecone uktadowi krazenia
i naczyniom. Wyniki przytaczanych badan dowodza, ze prostaglandyny serii E i A,
podane dozylnie, dzialajg rozkurczowo na naczynia. W przeciwienstwie do tego pro-
staglandyny serii F powodujag skurcz naczyn i wzrost ci$nienia tetniczego, co prze-
jawia sie m.in. we wzroscie stezenia PGF2 w ptynie moézgowo-rdzeniowym podczas
skurczu tetnic mézgowych.

Wptyw prostaglandyn na czynno$¢ osrodkowego uktadu nerwowego omowili
R. Fumagalli i wsp. z Instytutu Farmakologii i Farmakognozji Uniwersytetu w Rzy-
mie. Prostaglandyny i tromboksany powstajg w tkance nerwowej i sg z niej uwal-
niane pod wptywem roéznych bodzcéw. Z pobudzonego ukitadu nerwowego uwalniane
sg gtéwnie prostaglandyny serii E a w stanie pobudzenia prostaglandyny serii F.
Wystepowanie prostaglandyn w podwzgérzu w stosunkowo wysokich stezeniach ma
zwigzek z rolg jaka one odgrywajg w regulacji w sekrecji hormonéw przysadki.
Prostaglandyny dziatajg albo za posrednictwem podwzgérzowych czynnikéw uwal-
niajacych i hamujacych albo bezposrednio na przysadke i kontroluja czynnos$¢ osi
podwzgorze—przysadka—nadnercza. Prostaglandyny stymulujg uwalnianie ACTH,
GH, FSH, TSH i prolaktyny przez przedni ptat przysadki a nastepnie przedostaja
sie do ptynu moézgowo-rdzeniowego, gdzie mozna je oznaczy¢ ilosciowo. Wyniki
oznaczej poziomu PGF2w ptynie mdzgowo-rdzeniowym majg znaczenie diagnostycz-
ne i réznicowe w takich schorzeniach jak padaczka, zapalenie opon moézgowych
i moézgu, udar mdzgu.

Liczne schematy i zestawienia zawarte w ksigzce ogromnie utatwiajg korzystanie
z tej niezmiernie ciekawej monografii. Bardzo przystepny sposéb przedstawienia
zebranego materiatu, obszerny przeglad piSmiennictwa, omowienie i dyskusja naj-
nowszych osiagnie¢ w dziedzinie badan nad prostaglandynami i tromboksanami
stanowi o duzych walorach tej pozycji wydawniczej.

E. Rosnowska

The Prostaglandins, tom 3

Red. P. W. Ramwell
Plenum Press, 1977, New York, London, stron 359, cena $47,40.
Trzeci tom pt. ,Prostaglandyny” wydany przez P. W. Ramwella stanowi cenne

uzupetnienie dwoéch poprzednio wydanych czesci. Sklada sie on z 10 rozdziatdw
poswieconych badaniom metodycznym oraz udziatowi prostaglandyn w czynnosci
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fizjologicznej i procesach patologicznych dotyczgacych uktadu oddechowego, pokar-
mowego, sercowo-naczyniowego, endokrynnego i rozrodczego.

W cze$ci metodycznej obejmujacej dwa pierwsze rozdzialy duzo miejsca po-
Swiecono nowoczesnym technikom wykrywania i identyfikacji prostaglandyn i ich
metabolitow we krwi i moczu. Omoéwiono szczegétowo metode chromatografii gazo-
wej (GC) i spektrometrii masowej. Potaczenie tych dwdch technik stanowi bardzo
duzy postep w identyfikacji prostaglandyn w materiale biologicznym. Omoéwiono
takze szczeg6towo metode wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC)
pozwalajaca na iloSciowe oznaczenia prostaglandyn. llustracje zamieszczone w ksigz-
ce sa dobrze dobrane i przekonywujgce. Nastepng metodg przydatng w badaniach
ze wzgledu na czuto$¢ i specyficzno$¢ jest metodg radioimmunologiczna (RIA).
W metodzie wykorzystano wspo6tzawodniczenie prostaglandyny znakowanej trytem
i nieznakowanej o wigzanie ze specyficznym przeciwciatem.

Opisane w rozdziale drugim badania posSwiecone biosyntezie i metabolizmowi
prostaglandyn wykonano wtasnie przy uzyciu radioimmunologicznego ich oznacza-
nia. Omawiajac biosynteze prostaglandyn autorzy podkreélili role najwazniejszego
prekursora tych zwigzkéw, a mianowicie kwasu arachidonowego (sktadnik fosfolipi-
déw bion komoérkowych uwalniany z nich pod wptywem réznych czynnikéw). Jest
on prekursorem zaréowno prostaglandyn klasy E2 jak i F2 Z btonami komérkowymi
zwigzany jest takze uklad syntetyzujacy prostaglandyny. Niektdre leki przeciw-
zapalne, takie jak indometacyna i aspiryna sa silnymi inhibitorami tego ukiadu
enzymatycznego. Najwazniejszym enzymem biorgcym udziat w biologicznej inakty-
wacji prostaglandyn jest dehydrogenaza prostaglandynowa. Szczeg6lnie obfitujag
w ten enzym ptuca i nerki, w ktérych witasnie przede wszystkim zachodzi biotrans-
formacja prostaglandyn.

Rozdziat trzeci posSwiecony jest zagadnieniom wpitywu prostaglandyn na ukitad
dokrewny i roli cyklicznego AMP. Z przytoczonych danych jasno wynika, ze prosta-
glandyny wptywajg na czynno$¢ sekrecyjng podwzgérza i przysadki zaréwno droga
stymulacji wydzielania hormonéw podwzgérzowych, jak tez na przysadkowe hor-
mony tropowe. Prostaglandyny zwiekszajg uwalnianie LH, FSH, ACTH, GH i pro-
laktyny i w ten sposéb wptywaja na gruczolty wydzielania dokrewnego.

W rozdziale czwartym omawiajagcym wptyw prostaglandyn na narzady rozrod-
cze i udziat w normalizacji porodu podano szczegétowe dane kliniczne oraz przyto-
czono obszerne dane pordownawcze dotyczace dotychczas stosowanych konwencjo-
nalnych $rodkéw stymulujgcych czynno$¢ porodowa.

W rozdziale pigtym omoéwiono hipotensyjny wptyw prostaglandyn i ich prekur-
sorow na uktad krazenia. Stwierdzono ponadto, ze prostanglandyny Ei i E2 zwiek-
szaja wydatnie przeptyw krwi przez naczynia wiencowe podczas gdy Fi i F2wzma-
gaja przede wszystkim site skurczu mie$nia sercowego. Cze$¢ ta stanowi Kkrotki
i zwarty zbiér najwazniejszych faktéw nagromadzonych w ostatnich latach. Dobrze
dobrane piSmiennictwo stanowi o wartosci tego krotkiego i interesujacego opraco-
wania.

Rozdziat szésty jest poswiecony udziatowi prostaglandyn w procesach regulacji
fizjologicznej cieptoty i w wywotaniu goragczki. Przytoczone przez autoréw ekspery-
menty sugerujg, ze prostaglandyny serii E mogg by¢ naturalnymi mediatorami hy-
pertermii. Podczas gdy mechanizm regulacji fizjologicznej cieptoty ciata budzi
w dalszym ciggu wiele watpliwosci.

Osobny rozdziat poswiecono syntezie i katabolizmowi prostaglandyn w tkance
ptucnej. Badajac grupy prostaglandyn F i E stwierdzono w ptucach przewage ilos-
ciowg PGF2 nad PGE2 Katabolizm prostaglandyn w ptucach przebiega w Kkilku
etapach, z ktérych najwazniejszym jest utlenienie grupy hydroksylowej przy CB5
zachodzgce przy wspotudziale prostaglandynowej dehydrogenazy. Wptyw grupy E
i F prostaglandyn na mie$niowke gtadka oskrzeli jest przeciwstawny. Prostaglan-
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dyny grupy F wywotujg skurcz miesnidowki, natomiast seria E dziata rozkurczowo.
Autor rozwaza mozliwosci udziatu prostaglandyn grupy F i E w etiopatagenezie
dychawicy oskrzelowej.

W rozdziale 6smym omdéwiono wptyw prostaglandyn na ukitad pokarmowy, za-
mieszczono w nim liczne dowody sugerujace wptyw tych zwigzkéw na czynnosé
wydzielnicza zotagdka. Prostaglandyny podawane w iniekcji dozylnej powoduja za-
hamowanie wydzielania soku zotadkowego i stad znalazty zastosowanie w terapii
choroby wrzodowej. Udziat prostaglandyn w mechaniZmie powstawania biegunek
jest dotad niejasny, chociaz hyperprostaglandynemia towarzyszy zwykle biegunkom
w przebiegu cholery, raka rdzeniastego tarczycy, rakowiaka i innych.

Rozdziat dziewaty jest poswiecony udziatowi prostaglandyn w funkcji nerek.
Autorzy tego rozdziatu przeznaczyli duzo miejsca na omoéwienie proces6w syntezy
i katabolizmu prostaglandyn w nerce oraz ich roli w regulacji przeptywu krwi przez
nerke i spadek oporéw naczyniowych, podczas gdy prostaglandyny serii F nie wy-
wotujg tego efektu, lub majg efekt znikomy. Wplyw hypotensyjny prostaglandyn
serii A i E zostal wykorzystany w leczeniu nadci$nienia.

Przedmiotem zywego zainteresowania jest udzial prostaglandyn w procesach
powstawania nowotworéw. Znalazto to swoje odbicie w ostatnim rozdziale pt. Pro-
staglandyny a rak. Doswiadczenia wykonane na zwierzetach wykazaty, ze prosta-
glandyny biorg udziat w kontroli proliferacji komdrek nowotworowych. Stwierdzono
takze, ze inhibitory biosyntezy prostaglandyn moga by¢ pomocne w leczeniu hiper-
kalcemii towarzyszacej procesom nowotworowym oraz moga zapobiegaé¢ osteolizie
spowodowanej przerzutami raka.

Recenzowana ksigzka stanowi obszerny przeglad dotychczasowych metod ba-
dawczych prostaglandyn oraz roli tych zwigzkéw w funkcji poszczegélnych narza-
déw i uktadéw oraz podkresSla mozliwosci zastosowania ich w praktyce. Stanowi
ona cenng i interesujgcg pozycje wydawniczg dla tych wszystkich, ktérzy tacza
problemy teoretyczne z praktyczng medycyng.

E. Rosnowska

Metal Toxicity in Mammals
Chemical Toxicity of Metals and Metalloids

Red. B. Venugopal and T.T. Luckey

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

Omawiana ksiazka stanowi drugi tom dzieta ,,Metal Toxicity in Mammals”.
Pierwszy tom, poswiecony zagadnieniom ogdlnej toksykologii metali, omdwiono
poprzednio (Post. Biochem. 3 (1978)). Tom drugi omawia szczegétowg toksykologie
metali i metaloidow. Ksigzka zawiera dziewie¢ rozdziatébw, z ktérych pierwszych
osiem poswieconych jest toksykologii metali i metaloidow wedtug grup ukiadu
okresowego, rozdziat dziewigty stanowi prdébe uogoélnienia. Ksigzka zawiera dodatek
w postaci wykazu pierwiastkéw i ich cech fizycznych oraz tablic uktadu okresowego,
a ponadto stownik wyrazéw (terminow) specjalnych, ktéry umozliwia $ledzenie
tekstu rowniez niespecjaliscie. Literatura podana na koncu ksiazki obejmuje okoto
1250 pozycji, z ktérych najwiecej pochodzi z lat 1968—1973. Tylko sporadyczne po-
zycje pochodza z lat 1974—76.

Ksigzka omawia w zasadzie tzw. chemiczng toksyczno$¢ metali (wykluczajac
radio-toksycznos$¢), ograniczong do zwigzkéw nieorganicznych. Dla kazdego oma-
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wianego pierwiastka podano informacje o wystepowaniu, zastosowaniu, a takze
podstawowe dane chemiczne i jego role biologiczng. Informacje $cisle toksykolo-
giczne obejmuja wchtanianie, rozmieszczenie wustrojowe, kumulacje i wydalanie
metali oraz zagadnienia homeostazy, a takze toksyczno$¢ ostra, podostrg i prze-
wlekta oraz odlegte efekty toksyczne, wraz z ich prawdopodobnym tiem bioche-
micznym. Dla celéw pordéwnawczych autorzy postuguja sie gtéwnie danymi o tok-
sycznosci ostrej, wyrazonymi w molarnej skali pT (pT = —og T). Pozwala to na
logiczne $ledzenie sity dziatania biologicznego w zalezno$ci od réznych czynnikdéw
dyskutowanych w pracy (np. od drogi podania lub gatunku zwierzat). Poprzez od-
powiednie zestawienia tabelaryczne autorzy podkres$lajg fakt, ze nawet metale
uwazane za szczeg6lnie toksyczne (np. Cd, Hg, TI) nie naleza do silnych trucizn
w skali og6lnej, gdzie czotowa pozycje zajmujag trucizny pochodzenia biologicznego
(dla przyktadu, wartosci pT dla botulin A, B, E sg rzedu 11—15, podczas gdy dla
soli rteci zaledwie 4,7). Duza waga, jaka przywigzuje sie obecnie toksycznosci metali,
wynika z kontaminacji $rodowiska pracy i bytowania, ktéra wykazuje tendencje
rosnacg z rozwojem cywilizacji.

W omawianym tu drugim tomie autorzy konsekwentnie rozwijajg teze, posta-
wiong w tomie pierwszym: Nie ma metali toksycznych i nietoksycznych, toksycz-
no$¢ jest funkcjg dawki metalu. Dla wiekszo$ci metali i metaloiddw mozna zaobser-
wowacé jaka$ pozytywna role biologiczng przy umiarkowanych lub niskich dawkach.
W tablicy (dodatek) wyrézniono 20 pierwiastkdw zdecydowanie niezbednych, a po-
nadto 14 pierwiastkdw ktorych biologiczna niezbedno$¢ jest prawdopodobna. Z po-
zostatych pierwiastké6w — 14 odgrywa w niskich dawkach pozytywng role z uwagi
na witasciwosci stymulacyjne. Tak wiec, dla wiekszos$ci lepiej rozeznanych pierwiast-
kéw mozna rozwaza¢ ich dziatanie biologiczne w funkcji dawki, do dziatania sty-
mulacyjnego w dawkach niskich, poprzez terapeutyczne (je$li istnieje) do toksycz-
nego w dawkach wysokich.

Ksigzka stanowi wartoscia pozycje i przyda sie nie tylko wyktadowcom tok-
sykologii, lecz takze toksykologom i biochemikom i badajagcym metaboliczng role
metali.

J. K. Piotrowski

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

Red. A. Frigerio,

Plenum Press, 1978, New York, stron 658, cena $ 66.

W omawianej ksigzce przedstawiono 52 prace prezentowane na ,4'h International
Symposium on Mass Spectrometry in Biochemistry and Medicine”, ktére odbyto
sie w Riva del Garda we Witoszech w czerwcu 1977 roku. Ksigzka ta stanowi kon-
tynuacje i rozszerzenie monografii ,,Mass Spectrometry in Drug Metabolism” opartej
na materiatach Miedzynarodowego Sympozjum ,Mass Spectrometry in Drug Meta-
bolism”, Mediolan 1976, recenzje ktdérej zamieszczono w Postepach Biochemii 24,
(1978) 422—423.

Zaletg spektrometrii masowej jest stosowanie bardzo matych, $ladowych ilosci
substancji badanych oraz mozliwo$¢ automatyzacji w przypadku dtuzszych serii
pomiaréw (np. przemyst, ochrona $rodowiska, medycyna). Spektrometria masowa
umozliwia ustalanie struktury réznych zwigzkéw chemicznych, jako$ciowe i ilosciowe
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badanie mieszanin, oznaczanie aktywnosci niektérych enzymdw, badanie metabolizmu
réznych substancji biologicznie czynnych. Tak szeroki zakres stosowalnos$ci metody
zawdzieczamy potaczeniu nowoczesnych technik spektrometrii masowej (np. chemic-
al ionization, field desorption itd.)) z chromatografia gazowa i wysokocisnieniowg
chromatografig cieczowg oraz z technikg komputerowa.

Zgromadzone w ksigzce artykuty obejmujg szeroki zakres zastosowan spektro-

metrii masowej w biochemii, medycynie, farmakologii i w ochronie naturalnego
Srodowiska cztowieka. Omoéwione sg tu zastosowania spektrometrii masowej do
badania metabolizmu réznych lekéw, charakterystyki dystrybucji lekéw i ich po-

chodnych w organizmie oraz ich wydalanie. Przedstawiono wykorzystanie spektro-
metrii masowej w medycynie do badania funkcji oddechowej, do ciggtego ozna-
czania parcjalnych cisnien tlenu i dwutlenku wegla we krwi in vivo, w powietrzu
wdychanym i wydychanym a takze do badania metabolitow charakterystycznych
dla réznych stanéw chorobowych. W zwigzku z wielkg waga przyktadang obecnie
w pediatrii do genetycznie uwarunkowanych zaburzen metabolicznych, ktére po
opanowaniu choréb zakaZznych sa jednym z najwazniejszych probleméw, interesu-
jace wydaje sie by¢ oznaczanie in vivo aktywno$ci enzymu hydroksylazy fenylo-
alaniny u heterozygot fenyloketonurii metoda spektrometrii masowej. Metode tg
mozna stosowa¢ ogbélnie do oznaczania aktywnosci enzyméw z grupy monooksyge-
naz. Szereg artykutéw poswieconych jest zagadnieniom ochrony naturalnego $rodo-
wiska cztowieka. Dla os6b pamietajgcych, szeroko opisywany w masowych s$rodkach
przekazu, wypadek w Seveso we Wtoszech, gdzie 10 lipca 1976 roku bardzo gesto
zaludniony obszar zostat skazony jedna z najbardziej toksycznych substancji, a mia-
nowicie TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin), interesujace beda artykuty
opisujace zastosowanie spektrometrii masowej do identyfikacji i pomiaréw iloscio-
wych TCDD w tkankach zwierzat i w gazach po spaleniu skazonego materiatu roslin-
nego. Poza tematami wymienionymi powyzej, poruszane sg zagadnienia ustalania
struktury réznych zwiazkéw, badania stereoizomerii, zagadnienie komputeryzacji
pomiaréw i analizy wynikéw, aparatura itp.

W poszczeg6lnych artykutach podane sg warunki pobierania i przygotowywania
materiatu, jego ewentualna obrébka, warunki pomiaru i aparatura. Bogata biblio-
grafia, duza liczba zamieszczonych widm, szeroki zakres poruszanych tematéw czynia
ta ksiazke godng polecenia dla lekarzy, farmakologow, biochemikéw i chemikow.
Nalezy mie¢ nadzieje, ze ksigzka ta przyczyni sie do szerszego wprowadzenia spek-
trometrii masowej w naszych laboratoriach i klinikach.

T. Mankowski

Oxygen Transport to Tissue, tom 2

Red. J. Grote, D. Reneau, G. Thews

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

Ksigzka, stanowigca 75 tom serii ,,Advances in Experimental Medicine” wyda-
wanej przez Plenum Press, zawiera materialy Il Sympozjum Miedzynarodowego
Towarzystwa Transportu Tlenu do Tkanek, poswiecone tej problematyce.

Materiaty ujete sa w 13 rozdziatach, odpowiadajacych sesjom Sympozjum, po-
Swigconym réznym aspektom problemu. Zawierajg one oryginalne referaty i do-
niesienia prezentowane na Sympozjum, wraz z dokumentacjag wynikéw przedsta-
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wianych badan oraz streszczenie dyskusji, przygotowane przez specjaliste, ktory
przewodniczyt obradom odpowiedniej sesji.

Poszczeg6lne rozdzialy omawiajg: (1) pomiary tlenu we Kkrwi, (2) utlenowanie
krwi, (3) oddychanie tkankowe, (4) dyfuzje tlenu we krwi i w tkankach, (5) modele
matematyczne transportu tlenu we krwi i w tkankach, (6) zaopatrzenie w tlen
osrodkowego uktadu newowego (dwa rozdziaty), (7) zaopatrzenie w tlen réznych
narzadow, (8) wspolne aspekty zaopatrzenia w tlen, (9) wymiane oddechowg gazéw
i metabolizm tkanki nowotworowej (dwa rozdziaty), (11) zaopatrzenie w tlen tkanki
mie$niowej oraz (12) perinatalne zaopatrzenie w tlen.

Jak wida¢ to juz z zestawienia zawartosSci ksigzki, obejmuje ona wtasciwie
wszystkie podstawowe aspekty transportu tlenu w organizmie.

W rozdziale dotyczacym technik pomiarowych zwraca uwage propozycja meto-
dyki jednoczesnej rejestracji lokalnej tkankowej preznosci tlenu i aktywnos$ci bio-
elektrycznej tkanki nerwowej, opis techniki przezyciowej lokalizacji elektrody tle-
nowej w badanej tkance (kiebek szyjny), propozycja metody stale napotykajacego
na bardzo duze trudnosci ciggtego rejestrowania Po2 we krwi ludzi (autorzy stosujg
pomiar w sztucznym zespoleniu tetniczo-zylnym), nadajaca sie réwniez do prac
doswiadczalnych. Nowe mozliwosci pomiaru wewnatrzkomoérkowego stezenia tlenu
in situ rokuje opisana w jednej z prac metoda z wykorzystaniem kwasu pyreno-
mastowego (PBA) (tlumienie fluorescencji w obecnos$ci tlenu).

Ponadto przedstawione sg ro6zne inne techniczne zagadnienia pomiaréw tlenu
w tkankach.

W drugim rozdziale zalezé mozna nowe informacje o mechanizmie wptywu
DPG na metabolizm erytrocytéw i ich funkcje transportu tlenu, o wptywie zmian
hematokrytu na transport tlenu w organizmie i in.

Kolejny rozdziat przedstawia szereg aktualnych zagadnien komérkowej kontroli
oddychania mitochondrialnego zwigzku powinowactwa hemoglobiny do tlenu i za-
opatrzenia tkanek w tlen, dysocjacji oksyhemoglobiny krwi ptakéw i in.

Istotne dane dotyczace zagadnien dyfuzji tlenu w organizmie zawiera dalsza
cze$¢ ksigzki. Szczeg6blnie interesujace sg prace poswiecone ,utatwionej” (facilitated)
dyfuzji tlenu i jej przebiegu w obecnosci hemoglobiny i mioglobiny oraz matema-
tycznej analizie procesu.

Préby matematycznego modelowania oddechowej funkcji krwi i dyfuzji tlenu
w tkankach zarysowujg nowy kierunek opisu tych proceséw. Ciekawa jest propo-
zycja matematycznego modelowania transportu tlenu w niedokrwisto$ci oraz sto-
chastycznego modelu transportu tlenu do mézgu.

Duza grupa prac poswiecona jest ré6znym aspektom transportu i utylizacji tlenu
w moézgu w normie i doswiadczalnej patologii. Na uwage zastuguje tu m.in. praca
dotyczaca mézgowej reakcji tkankowej na wstrzas, hipoksje i udar, praca kwestio-
nujgca zwigzek miedzy wzrostem moézgowego przeptywu krwi a kwasica mleczano-
wa w hipoksji oraz podkreslajgca znaczenie neurogennej kontroli mézgowych naczyn
oporowych. Nowe i 'wazne dane przynosi praca dotyczaca zmian rozmieszczenia
jonobw w moézgu w wyniku anoksji oraz farmakologicznej analizy autoregulacji

preznos$ci tlenu w mézgu, z koncepcjg ,tkankowego czujnika tlenowego” i in.
W innej cze$ci ksigzki omdéwione sg szczeg6towe zagadnienia transportu tlenu
do réznych tkanek (rogéwka, siatkéwka, nerki i in.).

W kolejnym rozdziale przedstawione sa m.in. nowe dane dotyczace hetero-
gennosci komorek pod wzgledem cech rozpuszczalnos$ci tlenu i czynnikéw fizycznych
determinujgcych wysokie stezenie tlenu w mitochondriach, zapotrzebowanie na tlen
tkanki ptucnej, zagadnienie funkcji chemoreceptoréw zatokowych w warunkach
hipoksji bez hiperkapnii, bardzo interesujagce dane przemawiajgce przeciw koncepcji
lokalnej kontroli zaopatrzenia jelit w tlen z udziatem mechanizmu miogennego i in.

Liczne prace dotyczag wymiany gazowej w tkance nowotworowej.
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W cze$ci dotyczacej zaopatrzenia w tlen mieéni zwracajg uwage m.in. badania
dotyczace roli unerwienia mie$ni w zapoczatkowywaniu i podtrzymywaniu wazodi-
latacji zwiazanej z ich skurczami, badania opisujgce ,spontaniczne” oscylacje prez-
nosci tlenu w tkance mie$niowej, dotyczace zmian mikrokrazenia w migéniu serco-
wym w warunkach hipoksji i hiperkapnii. Badania nad zwigzkiem zaopatrzenia
tkanek w tlen i geometrig kapilaréw podnoszg bardzo istotng i dyskusyjng kwestie
fizjologicznego znaczenia anastomoz w tozysku kapilarnym.

Reasumujgc: recenzowana ksigzka jest dzietem przedstawiajacym bardzo cenny
materiatl doswiadczalny i poglady na temat transportu tlenu do tkanek. Ksigzka za-
wiera wiele danych orientujgcych w postgpie metodycznym w tej dziedzinie a zara-
zem informuje o aktualnych kierunkach badan dotyczgacych problemu o kapitalnym
znaczeniu poznawczym, a niejednokrotnie réwniez praktycznym.

Warto$¢ ksigzki podnosi zwarto$¢ tekstu oraz eksponowanie zagadnien dysku-
syjnych i hipotez. Ksigzka powinna znalez¢ sie w bibliotece kazdego zaktadu fizjo-
logii, wielu zaktadéw biochemii i patologii (problemy hipoksji) i w kazdej Klinice
prowadzacej badania doswiadczalne na zwierzetach. Przy takich badaniach prawie
zawsze wytania sie bezposrednio lub posrednio problem zaopatrzenia tkanek w tlen.

S. Koztowski



SPIS TRESCI

Do Autoréw i Czytelnikéw od Redakcji i Rady Redakcyjnej Postepéw
Biochemii

Kaletha — Wyznaczanie parametréw kinetycznych reakcji enzymatycz-
nej przy uzyciu scatkowanej postaci rownania szybkosci reakcji

Wilk, A B. Wojtczak — Metabolizm aminokwaséw o rozgatezionym
FANCUCHU W € g 1O W Y M o
I. Borkowska — Metabolizm aminokwaséw i biatek mézgu w przebiegu
FENYTOKETO N U F i i
Makarewicz — Cykliczna przemiana nuleotydéw purynowych
Przykorska — Specyficzno$¢ roslinnych enzymoéw degradujgcych DNA
Kopcewicz — Fitochrom jako receptor $wiatta w procesach fotomor-
FOGENEZY T 0 S 1IN ittt e bt et s et e neenn
K. Worowski, W. Roszkowska — Ziemniaczane inhibitory proteaz .

Nowe w biochemii

Peter Mitchell laureatem nagrody Nobla. Teoria chemioosmotyczna (L. Wojt-
CZAK) e bbb R bR A b e b bR bbbttt
Werner Arber, Daniel Nathans, Hamilton Smith — Nagrody Nobla za badania
nad enzymami restrykcyjnymi (A. PieKarewiCz) ..
Zwielokrotnienie zwierzecego genu, jego klonowanie i ekspresja w komoérce
bakteryjnej (M. Fikus i Z. ZieliNSKa) s
Chemiczna synteza genu insuliny ludzkiej i jego eksperesja w komérkach
Escherichia coli (A. Kraszewski)

<

P

Kronika z zycia Polskiego Towarzystwa BiochemiczZnego ...,

Sprawozdanie — IV Miedzynarodowe Sympozjum pt. ,Chemia i Biologia
Pterydyn”, La Jolla (B. Grzelakowska-Sztabert) ...

Recenzje ksigzek

Horizons in Biochemistry and BiophysSiCs, t. 5 .
Biochemistry. The Chemical Reactions of Living C ells
Transition States of Biochemical Processes. ...
Ezymes of Lipid M etab olisSm e
The Lipoprotein M olecule ...
DNA Synthesis — Present and Future...
Structure and Biosynthesis of Antibodies
Prostaglandins and Thromboxanes...........
The Prostaglandins, t. 3 ..
Metal Toxicity in Mammals, T. 2 .
Recent Developments in Mass Spectrometry in Biochemistry and Me-
QICINE, T L bbb bbb bbb bbb bbbt
Oxygen Transport to Tissue, t. 2

115

119

141

159
169
197

211
229

247

251

254

257
259

263

265
266
269
270
271
272
273
273
274
276

277
278

K OM UNTKATY oo 140, 196, 210, 262



http://rcin.org.pl




POSTEPY BIOCHEMII

June 1979

ARTICLES IN POLISH

VOLUME 25
Number 2

Editorial S S s 115
K. Kaletha — Evaluation of the Kinetic Constants of Enzyme-Catalysed
Reaction with the Use of Integrated Rate Equation (Dept. Biochem., Inst.
Biol. Med., School of Medicing, Gdansk)....eeenes 119
M. Wilk, A B. Wojtczak — Metabolism of Branched-chain Amino Acids
(Dept. Horn. Drug, Drug Inst., Warszawa: Dept. Cellular Biochem., Inst.

Exp. Biol. Pol. Acad. Sei.,, W @rSZaW @) .ttt 141

. Borkowska — Brain Amino Acids and Protein Metabolism in Phenylo-
ketonuria (Inst. Physiol Chem., School of Medicine, Lublin) . . . . 159

W. Makarewicz — The Purine Nucleotide Cycle (Dept. Biochem., Inst.
Biol. Med., School of Medicine, G dansSK) ... 169

A. Przykorska — Specyficity of Plant Enzymes Degrading DNA (Inst.
Biochem. Biophys. Pol. Acad. Sei, W arszaw a)...... " 197

J Kopcewicz — Phytochrome as a Photoreceptor in Plant Photomorpho—
genesis (Dept. Plant Physiol. Inst. Biol.,, N. Copernicus University, Torun) 211

K. Worowski, W. Roszkowska — Potato Inhibitors of Proteases (Dept.
Anal. Chem., Inst. Bio'chem. and Med. Anal., School of Medicine, Biatystok) 229

BIOChEMICAl N 8 W S oottt ettt e et st e e e sresnene e 247
IMEBEELING R B P 0 LS ittt bbbt b bbb 263
BOOK R BV I8 W S ittt ettt ettt ettt sen et et e ne e te s e e s et ns 265

ANNOUNCEM BN TS it a e r e sse e e e stesreseeneas 140, 196, 210, 262



s

r.t..\‘ i .i? '.r[‘#: % w\'n i:; A,L.

—J) P P‘

-

l. . ,u ‘1 I_lpj..tr"" ’_‘.’




Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

Pismiennictwo: w artykule nalezy cytowaé¢ prace oryginalne z ostatnich kilku
lat oraz najwazniejsze artykuly przegladowe omawiajgce przedstawiong dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich
cytowania w teks$cie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedlug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
(1) np.

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

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawacé nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(éw), rok wydania, tytut ksiazki, nazwisko(a) i inicjaly jej redaktoréw(a), tom,
pierwsza i ostatnig strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce
wydania, np.

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

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

Zataczniki: kazdy zalacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajagcym numerowi uzytemu w tekscie, oraz
oznaczy¢ (na gdrze stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtowki
rubryk powinny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajgc, z jakich (jakiej) prac(y) po-
chodzag informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
W kolejnosci ich oméwienia w tekScie. Przyjmuje si¢ zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢ wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonac tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig cienszg niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: O OO A « H A.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,go6ra” i ,,dot” (otéwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotagczone na oddzielnej kartce.
Oznaczenia, ktorych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czar-
nym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca si¢ autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z pi$miennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wylgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed wiaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyskaé¢ zgode
na przedruk i przediozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykutéw, aby zabezpieczyé maszynopisy
lilustracje przed pogieciem.
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