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INFORM ACJA DLA AUTORÓW

P ostęp y  B iochem ii  publikują artykuły referatow e ze w szystk ich  
dziedzin b iochem ii n ie drukow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły  
drukow ane w  Postępach B iochem ii  nie mogą być bez zgody R edakcji 
publikow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły są honorow ane w g u sta ­
lonych staw ek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić p isem nie nadsyłając  
pracę. Autora obow iązuje korekta autorska. K oszty zm ian tekstu w  k o ­
rekcie, poza popraw kam i b łędów  drukarskich ponosi autor.

R edakcja zastrzega sobie m ożność w prow adzenia skrótów  i popra­
w ek nie w p ływ ających  na treść pracy.

Forma m aszynopisu .  M aszynopis pracy i w szelk ie  załączniki należy  
nadsyłać w  dw u egzem plarzach. M aszynopis pow inien  być napisany  
jednostronnie, z podw ójną interlin ią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej 
i ok 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na p ierw szej stro­
nie należy zam ieścić tylko: im iona (w p e łn y m . brzm ieniu) i nazw iska  
autorów , ich tytu ły  naukow e w raz z nazw am i p laców ek naukow ych, 
tytu ł pracy w  języku polskim  i angielsk im  oraz om ów ienie tem atu  pra­
cy w  języku angielsk im  (najw yżej 5 w ierszy m aszynopisu).

R ozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską, a podroz­
działy — arabską. Tytuły n ie w ydzielone z tekstu  nie pow inny być n u ­
m erow ane.

W tekście n ie należy zam ieszczać żadnych tablic, rysunków , sch e­
m atów  i w zorów. W żądanym  m iejscu  należy pozostaw ić w olny w iersz  
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w  n aw ia ­
sie — num er odpow iedniego wzoru. W tekście należy odw ołać się do 
num eracji w zoru po słow nym  w ym ien ien iu  zw iązku, np.: kw as g lu ta ­
m inow y (I).

Pow ołując się na literaturę należy podać w  tekście, w  naw iasie, 
kolejny num er pozycji w  sp isie literatury.

Z ałączniki do tekstu .  Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tek ś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw isk iem  autora i początkow ym i w yrazam i tytu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłów ek  opisujący jej treść, jej rubry­
ki pow inny być zaopatrzone w  odpow iedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać 
na m aszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem . W fotografiach  
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.

Literatura.  W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
stronach m aszynopisu, w  alfabetycznej kolejności nazw isk  autorów.
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Post. Blochem . 18, 351— 374 (1972).

RO M AN  GONDKO*, B R O N ISŁA W  SŁ O M IA N Y  **, 
K R Y S T Y N A  SLASKA***

Strukturalne składniki błon erytrocytów 

Structural Components of the Erythrocyte Membrane

This article contains data concerning structural com ponents of the erythrocyte  
m em brane.

Błona komórkowa, in tegralny składnik żywej komórki, odgrywa istotną 
rolę w jej metabolizmie, stanowiąc selektyw ną barierę pomiędzy cyto- 
plazm ą a otaczającym  środowiskiem. Błona nadaje komórkom charakte­
rystyczny kształt i od niej zależą ich specyficzne właściwości, na przykład 
grupowe właściwości krwi. Funkcje te niew ątpliw ie uw arunkow ane są 
budową błony, przestrzennym  uporządkowaniem jej s truk tu ra lnych  skład­
ników: tłuszczowców, białek i cukrowców. W ymienione związki tworzą 
w błonie szereg kompleksów, a niektóre z nich wykazują właściwości en­
zymatyczne.

Skład i s tru k tu ra  błon naw et tak  prostych komórek, jak  erytrocyty 
ssaków (brak jądra  i mitochondriów) nie są, jak  dotychczas, w pełni po­
znane. A rtykuł niniejszy stanow i przegląd najnowszych danych o budo­
wie i struk tu ra lnych  składnikach błony krw inek czerwonych.

I. Struktura błony

Błona ery trocytu  jest stosunkowo łatw ym  do uzyskania modelem do 
badań budowy i funkcji błon komórkowych. Badania te zapoczątkowali 
w 1925 roku G o r t n e r  i G r e n d e l  (33) obserwacją, że lipidy w y­
ekstrahow ane z błony mogą pokryć m onom olekularną w arstw ą powierzch­
nię równą podwójnej powierzchni komórki, z czego wyciągnęli wniosek
o obecności w błonie dwóch w arstw  lipidowych. Przypuszczali oni, że od­

* Dr, Zakład B iofizyki, Instytut Biochem ii i F izjologii, U n iw ersytet Łódzki, Łódź
** Ph. D., D epartm ent of B iochem istry N ew  York M edical College, N ew  York

*** Mgr, K atedra C hem ii Ogólnej i  Fizjologicznej, A kadem ia M edyczna, Łódź 
Wykaz stosow anych skrótów: N ANA — kw as N -acetyloneuram inow y, NGNA — 

kwas N -glikozyloneuram inow y
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352 R. GONDKO I WSP. [2]

cinki polarne cząsteczek lipidowych znajdujących się naprzeciwko siebie 
w arstw  skierowane są na zew nątrz błony, a niepolarne do środka.

D a n i e l l i  i D a v s o n  (18) wykazali, że podwójna w arstw a lipido­
wa ze zwróconymi do siebie hydrofobowymi łańcuchami węglowodoro­
wym i stanowi środkową w arstw ę błony, pokrytą z dwóch stron zaadsorbo- 
wanym i na zew nętrznych powierzchniach lipidów cząsteczkami białka. 
Ten zasadniczy schem at budowy błony: białko-lipid-białko przyjm ow any 
jest do dziś, a przem aw iają za nim dane o pojemności elektrycznej błony 
(108), napięciu powierzchniowym, przepuszczalności (19), ugięciu prom ie­
ni i podwójnym załam aniu światła (10, 105).

Aby uzasadnić przepuszczalność błony dla substancji hydrofilnych 
D a n i e l l i  (18) przyjął, że białka są wbudowane w w arstw ę lipidową — 
przeryw ają ją w pewnych m iejscach i w yścielają utworzone w ten  spo­
sób hydrofilne pory. P a r p a r t  i B a l l a n t i n e  (87) w ysunęli hipo­
tezę mozaikowej s tru k tu ry  błony krw inki czerwonej, w której w ystępują 
naprzem ian elem enty białkowe i lipidowe.

Na podstawie obserwacji w m ikroskopie elektronow ym  odmienny mo­
del budowy błony erytrocytu opracowali H i l l i e r  i H o f f m a n  (37). 
W edług nich na sieci utworzonej z fib ry lli białkowych o długości 200A  
i średnicy 20A ułożone są p łytki lipidowe o średnicy 200— 400A i grubości 
30A. Za lipidowym charakterem  tych p ły tek  przem aw ia możliwość usu­
nięcia ich eterem . Ponadto na ich powierzchni prawdopodobnie znajduje 
się w arstw a luźno związanego białka.

Ponieważ 2—3%  hemoglobiny (Hb) nie daje się usunąć z cieni e ry tro ­
cytów podczas ich przem ywania w obojętnym  pH  przypuszczano, że na 
w ew nętrznej powierzchni błony czerwonych krw inek znajduje się w po­
staci ciągłej w arstw y zaadsorbowana Hb (2, 23).

W latach 50-tych po zastosowaniu do badań mikroskopu elektronow e­
go powstała teoria błony elem entarnej (ang. unit membrane) R o b e r t ­
s o n a  (99), oparta na modelu Danielli’ego, która nie została jednak po­
twierdzona doświadczalnie. Nie znaleziono bowiem dowodu na to, iż białko 
w błonie w ystępuje wyłącznie w konform acji P. Prawdopodobnie wśród 
składników błony nie ma białka o takiej struk tu rze  drugorzędowej lub 
stanowi ono tylko niewielką część całkowitego białka błony.

Dane L e n a r d a  i S i n g e r a  (59) przem aw iają za obecnością około 
25—30% białka strukturalnego błony w form ie a-helikalnej. W edług tych 
autorów  białko w formie helisy znajduje się w ew nątrz błony, gdzie jest 
stabilizowane przez hydrofobowe oddziaływanie z lipidami. O niewielkiej 
zawartości białka o konform acji (3 w błonach kom órkowych donoszą 
W a l l a c h  i Z a h l e r  (122). Zgodnie z w ysuniętą przez nich hipotezą 
budowy błon, dwa hydrofilne obszary białkowe są rozdzielone przez pasmo 
hydrofobowe utworzone z hydrofobowych s tru k tu r podobnych do prętów 
penetrujących błonę. Długość tych s tru k tu r  byłaby równa szerokości apo- 
larnej kory błony, a stanow iłyby je  spiralne segm enty peptydowe, upa­
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[3] SKŁADNIKI BŁON ERYTROCYTÓW 353

kowane między łańcucham i węglowodorowymi lipidów błony. Jednostki 
hydrofobowe m iałyby występować albo pojedynczo, albo jako agregaty, 
tworząc m ikrotubule, przez k tóre mógłby zachodzić transport. Istnienie 
różnorodnych konform acji białek struk turalnych  błony: a-helikalnej, 
P-konformacji i innych form helis potw ierdzają również badania G r  e e - 
n a i wsp. (32).

Pogląd R o b e r t s o n a  (99) o polarnej in terakcji między białkiem  
i lipidem został obecnie zweryfikowany. W edług najnowszego ujęcia luźno 
związane lipidy, to jest całkowity cholesterol i  część fosfatydów, u trzy ­
m yw ane są w błonie tylko przez wiązania hydrofobowe, natom iast w ią­
zanie pozostałych fosfatydów, głównie lecytyny i sfingomieliny, w arun-

Micele

O Q Q O Q Q Q Q Q Q Q Q Q

Biafko Lipoproteid

I

oooóóoóóóóóóó

S ch em a t 1. M odel błony kom órkow ej w g Bensona (cyt. za 135)
E lem enty strukturalne b łony pow stają w skutek  dw uw ym iarow ej agregacji podjednostek lipo- 

proteidow ych, w  których  białka i lip idy w iązane są hydrofobow o

a

Lipid

Faza wodna

Faza wodna

S ch em a t 2. Struktura błony w g W allacha (cyt. za 135) 
a) Pow ierzchnia siatk i lipoproteidow ej b łony z trzem a typam i białka (A, B, C) i penetrującym i 
je  cylindram i lip idow ym i, b) Przekrój poprzeczny b łony przez obszar apolarny — cztery  zaso- 
cjow ane jednostki b iałkow e tworzą śc iany cylindra lip idow ego. Jednostkę białkow ą, z hydro- 
filnym  kanałem  lub bez niego, tworzą cztery spirale. H ydrofobow e części spiral wiążą się  

z łańcucham i w ęglow odorow ym i fosfatydów
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354 R. GONDKO I W SP. [4]

kowałaby polarna in terakcja (135). Główną rolę hydrofobowych oddzia­
ływań między białkiem  a lipidem  w utrzym aniu  struk tu ry  błony podkre­
ślają L e n a r d  i S i n g e r  (59), W a l l a c h  i Z a h l e r  (122), G r e e n  
i wsp. (32).

Oddziaływanie wzajem ne białko-lipid prowadzić może do dwóch ty­
pów agregacji: (a) łączenia się monomerów lub utworzonych z nich pod- 
jednostek lipoproteidowych w dwuw ym iarow ą mozaikę m em branową (na 
tym  typie agregacji oparta  jest większość najnowszych modeli struk tu ry  
błony), (b) tworzenia się ciągłej sieci białkowo-lipidowej w jednostopnio- 
wej reakcji, przez co pojedyncze jednostki lipoproteidowe nie byłyby wy-

Schem at 3. M odel błony biologicznej Sjostranda (cyt. za 135) 
D w uw ym iarow a struktura b łony utw orzona jest ze skupisk  ku listych  podjednostek będących  
cząsteczkam i białka lub kom pleksam i lipoproteidow ym i. H ydrofobow e reszty am inokw asow e  
zajm ują pola pow ierzchni w zdłuż rów nika. Obszary polarne kuli zaw ierają hydrofilne reszty  

am inokw asow e co um ożliw ia agregację podjednostek

Schem at 4. Struktura błony krw inki czerw onej w g Zahlera i W eibela (cyt. za 135) 
a) Pojedyncza jednostka cylindryczna złożona z apoproteidu z hydrofilnym i obszaram i na obu 
końcach i centralnym  obszarem  o strukturze a-spirali i pow ierzchni hydrofobow ej, b) Agregat 
m onom erów  lipoproteidow ych. c) Pow ierzchnia b łony (widok z góry). Lipidy w ypełn iają  prze­
strzenie m iędzy podjednostkam i, tw orząc w  tych  m iejscach  podwójną w arstw ę dzięki oddzia­

ływ an iu  lip id-lip id
Struktura podjednostek sprzyja ich  spontanicznej agregacji, co spraw dzono m etodą rekom bi­

n acji in v i tro  (135)
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[5] SKŁADNIKI BŁON ERYTROCYTÓW 355

kryw alne (agregacja w koncepcji błony elem entarnej). Ilustracją przyto­
czonych wyników badań nad strukturą błony są modele błon biologicz­
nych przedstaw ione na schematach 1, 2, 3 i 4. Modele te oparte są na 
zasadzie agregacji podjednostek lipoproteidowych.

W ostatnich latach zmianie uległy poglądy na czynnik decydujący
o indyw idualnych charakterystycznych cechach różnych błon. Biodyna- 
mika samych lipidów nie może wyjaśnić charakterystycznego składu 
błony. Bardziej prawdopodobne jest, że lipidy w danej błonie są selekcjo­
nowane i przynajm niej częściowo organizowane przez białka; skład lipi­
dowy błony byłby odzwierciedleniem specyficznego i charakterystycznego 
układu jej białek (52). Podjednostki lipoproteidowe są, jak  się dotychczas 
sądzi, tworzone przez wiązanie lipidów w sposób określony przez sekwen­
cję aminokwasów w białku, a błony powstają przez odpowiednią agrega­
cję lipoproteidów. Jednostką funkcjonalną w błonie jest na pewno 
białko i ono w arunkuje fizjologiczną i biochemiczną funkcję błony i jej 
struk turę .

Żaden z zaproponowanych dotychczas modeli s tru k tu ry  błony biolo­
gicznej nie został przyjęty  bez zastrzeżeń. Należy je w dalszym ciągu 
uważać za hipotezy robocze, gdyż zawierają wiele elem entów w ym aga­
jących udowodnienia. W każdej propozycji współczesnego modelu s tru k tu ­
ry  błony powinny być wzięte pod uwagę następujące fakty: w ystępowa­
nie ponad 50% białek błony w konform acji a-spiralnej, obecność pól 
hydrofobowych na powierzchni błony, istnienie P-spiralnych obszarów we­
w nątrz fazy lipidowej, obecność lipoproteidów jako monomerów lub pod­
jednostek zdolnych do samoskupiania się w struk tu ry  błonowe drogą 
dwukierunkow ej agregacji.

Badania nad błonami biologicznymi szły także w kierunku ustalenia 
ich grubości. G o r t n e r  i G r e n d e l  (33) podali, że zaproponowany 
przez nich dw uw arstw ow y układ lipidowy ma grubość 30A. Błona o s truk ­
turze błony elem entarnej Robertsona (białko-lipid-białko) (18) ma gru­
bość 75A, z czego na każdą warstwę przypada 25A. Przekonano się, że 
taką grubość w ykazuje większość błon komórek zwierzęcych. W w yniku 
ostatnich badań oceniono grubość błony plazmatycznej komórek zwie­
rzęcych na 45—210A (34). Grubość błony erytrocytów wynosi około 50A, 
np. 52A — dla erytrocytów  królika (87) i 68A — dla erytrocytów  człowie­
ka (90). Ogólnie przyjm uje się, że grubość błony plazm atycznej wynosi 
około 60A (38).

S truk tu ra  błony wyznacza szereg jej właściwości, między innym i za­
chowanie się w polu elektrycznym. Stwierdzono, że pod wpływem  różnicy 
potencjałów zawiesina krwinek czerwonych w środowisku fizjologicznym 
porusza się w kierunku anody. Ujemny ładunek powierzchniowy, tak 
zwany potencjał dzeta, jest charakterystyczny dla powierzchni ery tro ­
cytowej i w głównej mierze on decyduje o szybkości m igracji w polu 
elektrycznym, choć pewne działanie mogą też wywierać siła jonowa śro­
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356 R. GONDKO I WSP. [6]

dowiska oraz adsorpcja jonów o przeciw nych znakach na powierzchni 
krwinki. Prędkość wędrówki erytrocytów  ssaków różnych gatunków 
zmniejsza się w następującej kolejności: krw inki psa >■ szczura >  kota >  
>  myszy >  człowieka >  świnki morskiej >  świni >  królika. Stwierdzono, 
że naładowane grupy na powierzchni są mocno związane z błoną, gdyż 
różne czynniki niekorzystnie oddziałujące na kom órki nie w pływ ają na 
ruchliwość elektroforetyczną. P o n d e r  i P o n d e r  (91) udowodnili, że 
cienie erytrocytów przemieszczają się z taką samą szybkością jak  całe ko­
mórki, co wskazuje, że ujem ny ładunek powierzchniowy nie zostaje u tra ­
cony podczas hemolizy i zależy od składników błony. Dzięki połączeniu 
metod elektrochemicznych i chemicznych (108) ustalono (6), że jest on 
związany z obecnością grup karboksylowych kwasu sialowego. Kwas sia- 
lowy w ystępuje w połączeniu z białkiem  w najbardziej powierzchniowej 
części błony, co udowodniono działając neuram inidazą, która nie m a zdol­
ności przenikania przez błony. Reszty kwasu sialowego decydują o punkcie 
izoelektrycznym  sialoproteidu przypadającym  w pH 3,7—4,8 (123). Powy­
żej tego pH  białko błon jest anionem, poniżej kationem . Stwierdzono, że 
neuram inidaza i a-amylaza, uw alniające kwas sialowy, powodują spadek 
ruchliwości elektroforetycznej erytrocytów  niektórych zwierząt, redukcję 
ich ujem nego ładunku powierzchniowego i przesunięcie punktu  izoelek- 
trycznego białek błon do wartości pH  5,0—5,5 (64). Potw ierdza to pogląd, 
że ładunek powierzchniowy erytrocytów  jest uw arunkow any przez grupy 
karboksylowe kwasu sialowego (31, 66).

II. Białka stromy

Przez długi okres czasu fundam entalną rolę w błonie przypisywano 
tłuszczom, o których m am y w obecnej chwili najw ięcej danych i im po­
święcony jest jeden z następnych rozdziałów. Do niedawna natom iast dane
0 ilościowym i jakościowym składzie białek błon erytrocytów  były skąpe. 
Pierwszej próby ich identyfikacji dokonał w 1932 roku J  o r  p e s, który 
otrzym ane po ekstrakcji lipidów z cieni erytrocytów  białko nazwał stro ­
ma ty ną (42).

S trom atynę wyodrębnił także B a l l a n t i n e  (5). M o s k o w i t z
1 C a 1 v i n (81) otrzym ane przez zamrożenie cienie przem yw ali alkalicz­
nymi roztworami, a uzyskany osad białka określili jako strom inę, uznając 
ją za zasadniczy zrąb strom y. W yodrębniony po ekstrakcji eterem  fosfo- 
proteid nazwano eleniną. Dalsza ekstrakcja m ieszaniną e tanol-eter dała 
strom atynę (81). Substancję rozpuszczającą się powyżej pH  7 i w ytrąca­
jącą się w pH  6,4 nazwano białkiem  S (40). B iałka typu strom iny, strom a- 
tyny  czy eleniny są mieszaninami zdenaturow anych białek strom y.

Charakterystyczną właściwością w arunkującą rolę białka jako s tru k ­
turalnego elem entu błon jest jego nierozpuszczalność w w arunkach fizjo­
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logicznych, co sprawia, że otrzymanie białek błony w  stanie natyw nym  
napotyka na ogromne trudności. Znacznym postępem  w tej dziedzinie 
było zastosowanie w ciągu kilku ostatnich lat szeregu m etod izolowania 
białek z cieni pozbawionych hemoglobiny (17, 22, 57, 63, 92).

Powszechne zastosowanie ma działanie na błony n-butanolem  w obec­
ności lub nieobecności detergentów (63). W tych w arunkach 90—95°/o 
związków tłuszczowych przechodzi do organicznego rozpuszczalnika, w fa­
zie wodnej pozostaje 85—95% rozpuszczalnego białka (17, 65, 98). Tak 
otrzym ane białka z krwinek człowieka, wołu, świni i owcy precypitują 
w pH  3,7—4,8 przy 32,5—40% nasyceniu (NH4)2S 0 4, 50% nasyceniu ace­
tonem  oraz podczas zamrażania (64, 98, 136).

Ekstrakcja błon pentanolem prowadzi do otrzym ania nienaruszonych 
lipoproteidów (137). W celu otrzymania białek erytrocytów  stosowano 
frakcjonow ane wysalanie siarczanem amonu (17), a także ekstrakcję roz­
tw oram i o niskiej sile jonowej w obecności ATP (67).

B l u m e n f e l d  (11) jako rozpuszczalnika użyła 33% roztwór pi­
rydyny, otrzym ując po dializie wobec wody supernatan t zawierający 
35—40%  sialoproteidów. W osadzie natom iast znajdow ały się białka nie­
rozpuszczalne i 80% cholesterolu.

Roztwór fenol-kwas mrówkowy-woda (14:3:3 v/v/v) powoduje rozdzie­
lenie lipoproteidów błon na białka i tłuszcze (21). Białka stanowią 50% 
suchej m asy błony (tablica 1), a po ekstrakcji lipidów m ieszaniną etanol- 
-e te r (3:1) aż 90%, przy czym są to głównie glikoproteidy, których skład 
aminokwasowy jest prawie niezależny od sposobu p reparatyk i (4, 11, 
102, 106).

Tablica 1
Procentowy skład cieni krwinek czerwonych (102)

Związek Przed ekstrakcją lipidówSpo ekstrakcji lipidów
(%) (%)

Białko 49,2 91
Tłuszcz całkowity 43,6 1,5
Fosfolipidy 32,5 1,5
Cholesterol 11,5 0
Węglowodany 1,2 7,5
Cukry obojętne 4,0 2,5
Heksozoaminy 2,0 2,6
Kwas sialowy 1,2 2,4

Podobieństwo składu aminokwasowego frakcji glikoproteidowej błon 
krw inek czerwonych i frakcji otrzymanych w podobny sposób z m ito- 
chondriów Neurospora crassa (129) i serca wołu (61) nasuwało przypuszcze­
nie, że w błonie erytrocytu istnieje grupa białek „struk tu ra lnych” (75). 
Jednak podobieństwo składu białek rozpuszczalnych z Escherichia coli
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(111) wskazuje, że sam skład am inokwasowy białek nie jest w ystarczającą 
podstawą takiego przypuszczenia.

Za pomocą stopniowej ekstrakcji EDTA (68) i roztw oram i soli (77) oraz 
stosując m etody chrom atograficzne glikoproteidy błony można rozdzielić 
na 5 frakcji (schemat 5). Frakcje te nie są jednorodne, jak  to  stwierdzono 
za pomocą chrom atografii na kolum nach Sephadex G-200. Znam ienny 
wpływ na rozpuszczalność glikoproteidów błony m iało działanie EDTA. 
Tylko 18% białek ekstrahowało się w roztworze samej soli, zaś pod dzia­
łaniem EDTA i soli rozpuściło się 41%  białek (103). Jak  wiadomo, jedną 
z właściwości EDTA jest wiązanie wapnia, k tóry w błonach krw inek czer­
wonych znajduje się w ilości 0,634 [xg/ml erytrocytów . W ydaje się, że 
dwuwartościowe kationy oddziałują jako stabilizatory błony. B u r g e r  
i wsp. (13) wykazali, że hemoliza erytrocytów  wołu zachodzi znacznie 
szybciej w roztworach pozbawionych dwuw artościowych kationów.

Btony
10‘ 3 M EDTA
0.05 M J3-merkaptoetanol

Supernatant Osad
□  frakcja I (11%) □  0.8 M Na Cl

i |
Supernatant Osad
□ frakcja II (41%) □  ekstrakcja lipidów

Osad 
3% SDS
Sączenie na żelu 

' - ‘Chromatografia

Supernatant 
□  frakcja III  (7%)

(8% )J (5% J (13% J (7 % jj (8 % |

Frakcja IVFrakcja V Frakcja VI Frakcja V II Frakcja VIII 
170 000 90 000 38 000 25 000 15 000

S ch em at 5. Preparatyka glikoproteidów, ich procentow a zaw artość i m asy cząs­
teczkow e

Podobnie jak  w większości rozpuszczalnych w wodzie białek, we frak ­
cjach I, II, III i V procent molowy niepolarnych aminokwasów wynosi 36. 
W pozostałych frakcjach ten  procent wynosi 49. Jeżeli w błonie erytrocy­
tów w ystępują białka „struk tu ra lne”, to są to prawdopodobnie białka 
frakcji IV, V i VI. Analiza N-końcowych grup wykazała, że poszczególne 
te frakcje zaw ierają więcej niż jeden rodzaj łańcucha polipeptydowego.
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W celu zidentyfikowania rozmieszczenia w błonie białek wymienionych 
frakcji zastosowano sól dwuazoninową kwasu sulfanilowego znakowanego 
S3S, k tóra nie dyfundując przez błonę tworzy połączenie tylko z jej biał­
kami powierzchniowymi. Po poddaniu krw inek czerwonych inkubacji przez 
20 m inut, białka błon rozdzielono elektroforetycznie, stw ierdzając naj­
większą ilość impulsów w białku o masie 140 000 i w łaśnie to białko usy­
tuowane być musi na powierzchni błony (103).

D o d g e i wsp. (22) opracowując m etodę otrzym yw ania cieni erytrocy­
tów przez łagodne wyługowanie hemoglobiny stw ierdzili, że skład lipido­
wy cieni nie odbiega od składu krw inek nienaruszonych.

Po ekstrakcji błon eterem  R o s e n b e r g  i G u i d o t t i  (103) zna­
leźli w nie zawierającym  cholesterolu osadzie białkowym 1—2°/o fosfoli- 
pidu, co wskazywałoby na silne połączenie z białkiem  tylko fosfolipidu. 
M a d d y (64) oraz R e g a  i wsp. (98) w ykryli w zliofilizowanej, rozpusz­
czalnej (po potraktow aniu butanolem) frakcji białkowej 3—5°/o fosfatydy- 
loseryny, co wskazywałoby, że jest ona silnie związana z białkiem. Wyniki 
te potwierdzili Z w a a 1 i wsp. (136) dla błon erytrocytów  różnych ssaków.

Hemoliza ludzkich erytrocytów w kontrolowanych w arunkach prowa­
dzi do otrzym ania strom y zawierającej wszystkie lipidy i normalną ak­
tywność acetylocholinoesterazy. Podziałanie na tę strom ę 1,2M NaCl spo­
wodowało uwolnienie tłuszczy z równoczesnym zanikiem aktywności 
enzymu. Łatwość z jaką nastąpił zanik właściwości enzymatycznych na­
suwa przypuszczenie, że kompleks lipidowo-białkowy umiejscowiony jest 
na powierzchni błony (77, 78).

R o e l o f s e n  (101) działając na cienie erytrocytów  człowieka fosfoli- 
pazą C i A zaobserwował znaczny, nieodwracalny spadek aktywności obu 
ATPaz, co zauważono także po działaniu n-butanolem  (64).

Dokładniejsze określenie liczby białek w błonie krw inki jest dosyć 
trudne. S c h r i e r (107) podaje, że w strom ie w ykryto  aktywność 25 en­
zymów, a zatem  należałoby spodziewać się występowania co najm niej 
25 odrębnych frakcji białkowych.

W zależności od stosowanego do ekstrakcji rozpuszczalnika otrzym uje 
się różną ilość frakcji białkowych w w yniku elektroforezy. Na przykład 
w błonach erytrocytów świń wykryto od 14— 16 frakcji na żelu poliakry- 
lamidowym po zastosowaniu rozpuszczalnika fenolowego, a tylko 9 po 
traktow aniu butanolem  (21, 136). W erytrocytach człowieka w ykryto od 
8— 12 frakcji białkowych na żelu poliakrylamidowym  z mocznikiem (102, 
136), a 15—25 frakcji na tym  samym żelu z 0,1% dodatkiem  siarczanu 
sodowego dodecylu (SDS). Z krwinek człowieka w żelu skrobiowym otrzy­
mano zaledwie 7 frakcji białkowych (3). Liczbę frakcji białkowych otrzy­
manych z błon preparowanych według Maddy z erytrocytów  zwierząt róż­
nych gatunków przedstaw ia rysunek 1.

Rozbieżne wartości otrzymano wyznaczając masy cząsteczkowe białek 
rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych w wodzie (118, 137). Po ekstrakcji
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butanolowej masa cząsteczkowa białek wynosi około 300 000 (64), po eks­
trakcji pirydyną jest rzędu 500 000 (11). Znacznie niższe wartości, to jest 
50 000, otrzym ano po ekstrakcji etanolowo-eterowej (93, 95). Białko cieni 
erytrocytów  po rozpuszczeniu w SDS miało m asę cząsteczkową rzędu 
40 000 (4).

Rys. 1. Frakcje białkow e erytrocytów : A) szczura, B) św ini, C) w ołu, D) ow cy, E) czło­
w ieka (136)

L e n a r d  (58, 59, 60) nienaruszone, otrzym ane według Dodge cienie 
erytrocytów  człowieka po dializie wobec 5mM EDTA i 5mM m erkapto- 
etanolu w 2°/o roztworze SDS poddał elektroforezie uzyskując 14 frakcji 
białkowych. Cztery z nich stanow iły 60—65°/o w szystkich białek, a ich 
masa cząsteczkowa wynosiła od 86 000 do 255 000.

Ostatnio doniesiono o w ykryciu w sitromie erytrocytów  człowieka 
i wołu tak  zwanej frakcji m inibiałek. W skład tej frakcji wchodzą peptydy
o masie cząsteczkowej 5000. Frakcja ta odgrywa prawdopodobnie dosyć 
ważną rolę, bowiem znaleziono w niej ponad 50% aminokwasów stro­
m y (55).

Unikając procesu odlipidowania M a r c h e s i  i wsp. (67, 68) wyizo­
lowali z błon erytrocytów  kurczliw e białko — spektrynę (ang. spectrin).

Łagodne traktow anie erytrocytów  trypsyną powoduje odsłonięcie w i­
docznej w mikroskopie elektronow ym  s tru k tu ry  aktynopodobnej (67, 
119). W celu w yodrębnienia tego białka zastosowano więc m etodę zbliżoną 
do metody izolowania aktyny z mięśni. Po dializie wobec ATP i m er- 
kaptoetanolu 20°/o białek cieni erytrocytów  można było w yekstrahow ać 
wodą, a podstawowy składnik tej frakcji był białkiem  homogennym, za­
sadniczo różnym od aktyny. Przede wszystkim  spektryna nie przejaw ia
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właściwości wiązania ATP. Dotychczas spektrynę, która jest białkiem  
kurczliwym , wyodrębniono z erytrocytów człowieka, konia, świnki, owcy, 
królika i szczura (68). Białko to zanalizowano pod względem składu ami­
nokwasówego i właściwości fizyko-chemicznych. Skład aminokwasowy 
spektryny  człowieka jest identyczny ze składem  spektryny z innych ga­
tunków  zwierząt. Zawiera ona 20m.M°/o kwasu glutaminowego i limM0/o 
cysteiny (tablica 2).

Tablica 2
Skład aminokwasowy spektryny człowieka (68)

Aminokwasy ¡xM% Ilość reszt 
(100 000)

Lizyna 6,7 59,1
Histydyna 2,6 22,9
Arginina 5,8 51,2
S-karboksymetylocysteina 1,1 9,7
Kwas asparaginowy 10,9 96,1
Treonina 3,6 31,8
Seryna 4,1 36,2
Kwas glutaminowy 20,5 180,8
Prolina 2,4 21,2
Glicyna 4,9 43,2
Alanina 9,2 81,1
Walina 4,7 41,5
Metionina 1,7 15,0
Izoleucyna 4,0 35,3
Leucyna 12,4 109,4
Tyrozyna 2,0 17,6
Fenyloalanina 3,0 26,5

Za pomocą reakcji immunologicznej ustalono, że spektryna nie pochodzi 
z plazm y ani hemolizatu, lecz umiejscowiona jest w błonie komórkowej. 
Je j m inim alna masa cząsteczkowa obliczona na podstawie pomiarów 
w ultraw irów ce i lepkości wynosi około 140 000, a absorpcja l°/o roztworu 
równa się 8,8.

Z zebranych danych wynika, że w błonie erytrocytów  w ystępuje około 
15— 20 różnych białek, w większości w postaci niezupełnie zidentyfiko­
w anych kompleksów gliko-lipido-proteidowych, determ inujących s tru k ­
tu ra lną  integralność błony. Niestety używane dotychczas metody otrzy­
m ywania białek prawdopodobnie powodują naruszenie ich III-cio rzędo­
wej struk tu ry .

III. Glikoproteidy błony erytrocytów

Większość teorii o budowie błony komórkowej (18, 100, 123) w zasadzie 
nie rozpatruje w pływ u glikolipidów na s truk tu rę  i właściwości błony 
erytrocytów. Z danych o ilości cukrów w błonie komórkowej erytrocytów
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wynika, że stanowią one około 8°/o suchej m asy błony. Skład cukrów 
w krwince człowieka jest następujący: galaktoza i acetylogalaktozoamina 
(AcNHGal) stanowią po 1,8% jej masy, glukoza i acetyloglukozoamina 
(AcNHGlk) po 0,8%, fukoza 0,3%, m annoza 0,4%, a kwas N -acetyloneura- 
minowy (NANA) — 2,1% (127). G likoproteidy w yodrębnione ze strom y 
erytrocytów  ludzkich zaw ierają znaczną ilość kwasu sialowego, heksoz 
i heksozoamin (4, 11, 16).

Ogólnie przyjętą m etodą (127) otrzym yw ania glikoproteidów z błony 
erytrocytów  jest ekstrakcja za pomocą m ieszaniny fenolu z wodą (1:1) 
w tem peraturze 65°C. Dalsze oczyszczanie polega na w ytrąceniu glikopro­
teidów alkoholem. Jedna z nowszych m etod (11) oparta jest na rozdziale 
na kolumnach Sephadex G-200 przy użyciu 33% roztw oru pirydyny. Duży 
ciężar cząsteczkowy tak  wyizolowanych glikoproteidów (około 500 000) 
(8, 9) jest wynikiem  agregacji podjednostek o ciężarze cząsteczkowym 
31 000. Agregaty te łatwo ulegają dysocjacji w obecności detergentów  jak 
Triton x-100 i  SDS (80). Na lOOg suchej m asy otrzym anego glikoproteidu 
35% przypada na aminokwasy. Kwas N -acetyloneuram inow y stanowi 
27,8%, z cukrów galaktoza — 13,2%, mannoza — 2,6%, fukoza — 1,2% 
i acetyloglukozoamina 6,5% (127).

Pod w pływem  działania neuram inidazy bak tery jnej lub wirusowej na 
erytrocyty następuje uwolnienie kwasu, sialowego, powodujące zmniejsze­
nie ujem nego ładunku błony erytrocytów  (25). Jest to bezpośrednim  do­
wodem, że sialoglikoproteidy są umiejscowione na powierzchni erytrocy­
tów. Trawienie trypsyną powoduje uwolnienie około 40% kwasu sialowego 
w postaci sialoglikopeptydów (14, 15, 25, 84, 85, 128), k tóre mogą być 
z łatwością wyizolowane za pomocą chrom atografii na DEAE -celulozie 
(128). W zależności od grupy krw i dawcy w ykazują one własności an ty ­
genowe typu M, N lub MN (7, 14, 44, 80), charakteryzują  się brakiem  wol­
nych grup a-am inowych (metoda Sangera) i zaw ierają 80% cukrów. Po­
wyższe właściwości nasuw ają przypuszczenie, że glikopeptydy te pocho­
dzą z łańcucha peptydowego, w którym  grupy a-am inowe są zablokowane, 
w innym  bowiem przypadku traktow anie -trypsyną powodowałoby uw al­
nianie tych grup. Glikoproteidy M i N w ykazują właściwości wiązania 
w irusa grypy (7, 51).

Wiadomo, że cukry połączone są białkam i za pomocą dwu typów w ią­
zań: O- i N-glikozydowych. W iązanie typu  O-glikozydowego tworzy się 
między anom erycznym  węglem N-aceftylogalaktozoaminy i hydroksylową 
grupą seryny lub treoniny (44, 89, 113, 128). Pod wpływem  działania zasad 
na to wiązanie następuje P-aliminacja łańcucha oligosacharydowego i two­
rzenie się związanego z peptydem  kw asu a-am inoakrylow ego z seryny lub 
kwasu a-am inokrotonowego z treoniny. W obecności NaBH4 cukier jest 
redukow any do alkoholu, a pozostałe nienasycone aminokwasy są redu­
kowane do alaniny i kwasu a-am inom asłowego (89). W kolagenach wiąza­
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nie typu  O-glikozydowego występuje także między galaktozą a hydroksyli- 
zyną.

W iązanie N-glikozydowe między redukującą grupą N-acetylogluko- 
zoaminy i amidową grupą asparaginy jest odporne na działanie alkalicz­
nego rozw toru NaBH4 i P-asparaginyloglukozaminę można otrzym ać je­
dynie na drodze łagodnej kwaśnej hydrolizy.

Na podstawie dotychczas zebranych danych zaproponowano (127) 
następujący sposób połączenia glikoproteidu z błoną erytrocytów. P rzy­
jęto, że podstawowa jednostka glikoproteidu (m. cz. 31 000) jest zakotwi­
czona w błonie erytrocytów za pomocą grupy karboksylowej swej lipofil- 
nej części. Pozostała część glikoproteidu jest utrzym yw ana w rozciągniętej 
postaci za pomocą ujemnie naładowanych reszt kwasu sialowego, co jest 
potwierdzone przez obniżanie się lepkości erytrocytów  pod wpływem  
neuram inidazy. Spiralną konformację glikoproteidowego łańcucha w yklu­
czono także w wyniku badań skręcalności optycznej (41).

IV. Lipidy błony erytrocytów

Przew ażająca część tłuszczy występujących w czerwonych ciałkach 
krw i jest związana z błoną komórkową. W 1940 roku P a r p a r t  i D z i e -  
m a n (88) wykazali, że tłuszcze stanowią około 35%  suchej m asy błon 
erytrocytów. Najnowsze dane (20, 112) dotyczące składu tłuszczowego bło­
ny erytrocytów  człowieka przedstawia tablica 3.

Tablica 3
Tłuszczowce erytrocytów ludzkich (20, 112)

Rodzaj tłuszczowca [i.M xl0 19/kr winkę

Cholesterol 3,2
Wolne kwasy tłuszczowe, glicerydy,

estry steroli 0,1
Fosfatadylocholina 1,2
Fosfatydyloseryna i 0,6
Fosfatydyloetanoloamina 1,1
Fosfoinozytydy 0,03
Sfingomieliny 1,0
Lizolecytyna 0,04
Kwas fosfatydowy 0,04
Glikosfingolipidy 0,2

E rytrocyty w swym cyklu życiowym (120 dni u człowieka) ulegają pew ­
nym  strukturalnym  i przestrzennym zmianom (71). Młode krw inki zawie­
ra ją  znacznie większą ilość cholesterolu i fosfotłuszczy (50, 95, 126). Ilość 
glicerofosfolipidów spada także w m iarę przechowywania erytrocytów
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(125). Pewne tłuszcze z kolei mogą być adsorbow ane przez erytrocyty 
z plazmy. Przykładem  tego jest adsorpcja grupowej substancji krw i typu 
J cs u bydła (39).

1. T łuszczow ce obojętne

Tłuszczowce obojętne stanowią około 40% całkowitej frakcji tłuszczo­
wej erytrocytów ludzkich. Głównym składnikiem  tej frakcji jest niezestry- 
fikowany cholesterol (80—90%) (117). Z badań przeprowadzonych przez 
N e l s o n a  (83) wynika, że erytrocyty  otrzym ane z krw i wołu, psa, konia, 
świni, szczura i owcy zaw ierają średnio około 28% tłuszczowców obojęt­
nych, z których 99% stanowi cholesterol. Stwierdzono tylko śladowe ilości 
esterów cholesterolu, tró j glicerydów i wolnych kwasów tłuszczowych. 
Gdy erytrocyty  owcy przem yto dziesięciokrotnie buforem  fosforanowym, 
stwierdzono jedynie obecność cholesterolu, a zatem pozostałe tłuszcze są 
prawdopodobnie adsorbowane na powierzchni błony erytrocytów. E ry tro­
cyty człowieka i psa zaw ierają natom iast znaczne ilości dwuglicery- 
dów (120).

2. Fosfolipidy

Głównymi fosfolipidami erytrocytów  człowieka (125) są: fosfatydylo- 
cholina, fosfatydyloetanoloam ina, fosfotydyloseryna, sfingom ieliny lizo- 
fosfatydy, plazmalogen, fosfoinozytydy, kwasy fosfotydowe i kardiolipiny. 
E rytrocyty  owcy i wołu w yróżniają się dużą zawartością sfingomieliny 
i znikomą ilością fosfatydylocholiny. E ry trocyty  człowieka, szczura i kró­
lika zaw ierają więcej fosfatydylocholiny niż sfingom ieliny (30,82). Biolo­
giczne znaczenie tych różnic nie zostało, jak  dotychczas, wyjaśnione. 
Fosfolipidy stanowią m ateriał budulcowy błon komórkowych erytrocytów. 
W związku z tym  zmiany w składzie fosfolipidów m ają znaczny wpływ na 
żywotność i właściwości erytrocytów, co zaobserwowano podczas dłuższej 
inkubacji i po urazach m etabolicznych (97). Usunięcie części tłuszczy z po­
wierzchni erytrocytów  powoduje in vivo  skrócenie ich żywotności i obni­
żenie odporności na tem peraturę.

3. G likosfingolipidy

Glikosfingolipidy stanowią około 4%  całkow itej ilości tłuszczy w ystę­
pujących w błonie erytrocytów  ludzkich. W 1951 roku K l e n k  i L a u -  
e n s t e i n (49), a w rok później Y a m a k a w a  i S u z u k i  (134) w y­
odrębnili z błony erytrocytów  ludzkich glikolipid zawierający galaktozę, 
glukozę, N-acetylogalaktozoaminę, kwas tłuszczowy i sfingozynę, k tóry  
nazwano globozydem. W tym  sam ym  czasie Y a m a k a w a  i S u z u k i  
(133) otrzym ali z erytrocytów  konia nowy rodzaj glikolipidu — hematozyd.
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Związek ten  oprócz kwasu tłuszczowego, sfingozyny i galaktozy zawierał 
także kwas N-glikozyloneuraminowy (NGNA). Dalsze badania glikolipi­
dów z erytrocytów  konia doprowadziły do w yodrębnienia dwuheksozylo- 
ceram idu, k tóry uważa się za odmianę hematozydu pozbawioną kwasu 
sialowego (120).

Ze względu na skład cukrów glikosfingolipidy erytrocytów  dzielą się 
na dwie grupy: typu globozydu i typu hematozydu. Glikosfingolipidy typu 
globozydu, zawierające N-acetylogalaktozoaminę lub N-acetyloglukozo- 
aminę są charakterystyczne dla erytrocytów człowieka (AcNHGal-(l—>-3)- 
-Gal-(1—>4)-Gal-(l->4)-Glk-(l->l)-ceram id), świni (AcNHGal-(l—>-3)-Gal- 
-(l->4)-G al-(l->4)-G lk-(l-> l)-ceram id) (74), królika (G al-(l-^)-G al- 
-(l->-3)-AcNHGlk-(l—̂ 3)-Gal-(l->4)-Glk-(l->l)-cera:mid) (24), wołu (Gal- 
-(l->-3)-AcNHGlk-(l->4)-Gal-(l->4)-Glk-ceramid) (47), owcy, kozy, świnki 
m orskiej (typ AcNHGal) i osła (typ AcNHGlk). Glikosfingolipidy typu 
hem atozydu w ystępują w erytrocytach konia, psa i kota (tablica 4).

Tablica 4
Budowa glikolipidów typu hematozydu (12, 36, 48)

Gatunek ! Proponowana struktura

NGNA-(2 -> 3)-Gal-(l 4)-Glk-(l -> l)-ceramid 
NANA-(2 -> 3)-Gal-(l — 4)-Glk-(l -> l)-ceramid 73% 
NGNA-(2 -> 3)-Gli-(l 4)-Glk-(l l)-ceramid 27%
NGNA-(2 3)-NGNA-(2 3)-Gal-(l -*  4)-Glk-(l -> l)-ceramid

Hematozyd z erytrocytów  psa został wyodrębniony przez K 1 e n k a 
i H e u e r a (48) i m a strukturę przedstawioną na schemacie 6. Podobną 
struk tu rę  ma hem atozyd z erytrocytów konia. Niedawno H a n d a  i Y a -  
m a k a w a  (36) wykazali, że hematozyd z erytrocytów psa zawiera m ie­
szaninę NGNA i NANA w stosunku 1:2,7. S trukturę  globozydu z erytrocy­
tów człowieka opracowali w 1965 roku Y a m a k a w a ,  N i s h i m u r a
1 K a m i m u r a  (132) (schemat 7). Identyczną s truk tu rę  ma globozyd 
z erytrocytów świni (79).

O H
I c h 2o h

CCOHy-^-i.— O

¿h7 T / 0^ \ ^ ° o
hoch£ o } nh oh h 5 P ^ ° ^ c epa m id

N G N a } “  ( 2 - ^ 3 ) -  G a l ~  0 ^ 4 )  Gik ( 1 - 1 )  -  C E R A M I D

Schemat 6. Struktura hematozydu
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W 1963 roku S v e n n e r h o l m  i S v e n n e r h o l m  (115) wyizolo­
wali z krw i człowieka następujące blisko spokrewnione glikolipidy: 1. gli- 
kozyloceramid, 2. laktozyloceramid, 3. trójheksozyloceram id i 4. czterohek- 
sozyloceramid. Związki te są typu glikosfingolipidów obojętnych i mają 
wspólną część glikozyloceramidową.

i
H C -O H

AcN H Gal -  (1 - 3 )  -  Gal -(1 —4) -G a l-  (1 -4)-G tk-(l - 1 )  -Cer L

Schem at 7. Struktura globozydu

AcNHGal-(2->3)-Gal-(2—>-4)-Gal-(2->4)-Glk-ceramid 
Gal-(2 —̂ 4)-Gal-(i ->4)-Glk-ceram id 

Gal-(I —>4)-Glk-ceramid 
G lk-ceramid

Końcową N-acetylogalaktozoaminę globozydu z erytrocytów  człowieka 
i świni można odszczepić za pomocą /3-N-acetyloheksozoaminozydazy, co 
wskazuje, że wiązanie glikozydowe między N-acetylogalaktozoam iną a ga- 
laktozą w tym  glikolipidzie jest typu /? (79). Podobnie, /?-glikozydaza otrzy­
m ana z mózgu szczura katalizuje hydrolizę glikozyloceramidu (27, 28), 
a stosunkowo niespecyficzna /3-galaktozydaza katalizuje hydrolizę lakto- 
zyloceram idu i galaktozylo-galaktozyloglukozyloceram idu (27, 29). Szcze­
gólnie czułą metodę oznaczania ilościowego wyżej wym ienionych glikolipi­
dów obojętnych opracowali V a n c e  i S w e e l e y  (121). Metoda ta obej­
m uje analizę metyloglikozydów (otrzym anych w wyniku kwaśnej m etano- 
lizy), przy pomocy chrom atografii gazowej.

E rytrocyty świni w porównaniu z erytrocytam i człowieka zawierają 
znacznie większą ilość galaktozylo-galaktozyloglukozyloceram idów i globo- 
zydów (117). Interesujące jest, że w ykryty  w w ątrobie człowieka dwuga- 
laktozyloceram id nie w ystępuje w erytrocytach (72).

Pięcioheksozyloceramid jest charakterystycznym  glikosfingolipidem 
erytrocytów  królika (24) i nie w ystępuje w erytrocytach ludzkich. Obecnie 
uważa się, że gangliozydy i grupowe substancje krw i są jedynym i glikoli- 
pidowymi składnikam i błony erytrocytów  człowieka i świni (117). E ry tro ­
cyty, w których globozyd jest głównym glikolipidem, zaw ierają także małe 
ilości glikosfingolipidów z kwasem sialowym  (132).
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4. Immunochcmiczne w łaściwości glikosfingolipidów

Od czasu wykrycia substancji grupowych krw i u ludzi (56) intensyw ne 
badania prowadzono nad antygenami w ystępującym i na powierzchni ery ­
trocytów (43, 124). Z 60-ciu obecnie znanych substancji grupowych krwi 
co najm niej pięć ma charakter glikolipidowy. W związku z tym  badania 
dotyczące struk tu ry  i immunochemicznych właściwości glikosfingolipidów 
m ają istotne znaczenie w zrozumieniu zjawisk zachodzących między in­
nymi podczas aglutynacji erytrocytów i transplan tacji organów.

Tablica 5
Skład frakcji glikolipidowych substancji grupowej A (54)

Stosunek molowy
Gik Gal Fuk GIkNH2 GalNH

Glikolipid I

_____
1 2 0,91 0,94 0,94

Glikolipid II 1 2,8 1 1 1
Glikolipid III 1 3 0,9 2,6 1,3

W 1953 roku Y a m a k a w a  i L i d a  (130) wyosobnili z erytrocytów  
człowieka glikosfingolipid, który hamował hem aglutynację erytrocytów 
danego typu krw i przez odpowiednie przeciwciała. Dalszy rozwój badań 
nad glikolipidowym charakterem  substancji grupowych krw i zawdzięcza­
my pracy K o ś c i e l a k a  (53), który z erytrocytów  ludzkich wyo­
drębnił glikosfingolipid o właściwościach entygenowych typu A. W 1968 ro-

I  Ac NH Gal C l —  3 )  Gal ( 1 - 3 ? )  Ac NH Gik ( 1 - 3 )  G a l(-? )G lk -c e ra m id  
9

t

Fuk

II Ac NH Gal ( 1 - 3 )  Gal ( 1 - 3 ? ) Ac NH Gik ( 1 - 3 )  Gal ( 1 - 3 )  Gal ( - ? )  G lk -c e ra m id
?
+
1

Fuk

Schem at 8. Struktura I i II substancji glikolipidow ej grupy A

ku H a k a m o r i  i S t r y c h a r z  (35) otrzym ali z erytrocytów  ludzkich 
trzy  różne frakcje glikolipidowe, wykazujące aktywność substancji g ru­
powej krw i typu A. Każda z nich zawierała galaktozę, glukozę, fukozę, 
N-acetyloglukozoaminę i N-acetylogalaktozoaminę w stosunku 2,4:1:1:1:1.
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Dalszą ich charakterystykę podali K o ś c i e l a k  i wsp. (54) (tablica 5) 
proponując dla dwu glikolipidowych substancji grupowych A budowę 
przedstaw ioną na schemacie 8. O trzym ano także glikolipid wykazujący 
aktyw ność grupową krw i typu B (35). Glikolipid ten  różni się od glikosfin- 
golipidu o aktyw ności A tylko brakiem  N-acetylogalaktozoaminy. Gliko­
lipid typu O zawiera glukozę, galaktozę, fukozę, N-acetyloglukozoaminę 
i ham uje hem aglutynację erytrocytów  typu  H i Leb (35). Dokładna s truk ­
tu ra  glikosfingolipidów o właściwościach antygenow ych substancji grupo­
wych krw i ludzkiej nie jest dotychczas całkowicie udowodniona. Na pod­
staw ie podobieństwa stosunków m olarnych i składu cukrów w glikolipi­
dach do stosunków i składu cukrów w glikoproteidach (124) wykazujących 
grupowy charak ter typu krw i ludzkiej, zaproponowano następujące wzory 
struk tu ra lne  dla glikolipidów:

G rupa A. AcNHGal-Gal-AcNHGlk-Gal-Glk-sfingolipid
I

Fuk
G rupa B. Gal-Gal-AcNHGlk-Gal-Glk-sfingolipid

I
Fuk

G rupa H/Leb- Gal-AcNHGlk-Gal-Glk-sfingolipid
I

Fuk
G rupa Lea. Gal-AcNHGlk-Gal-Glk-sfingolipid

I
Fuk

We wszystkich dotychczas w yodrębnionych grupowych substancjach krw i 
w ystępuje fukoza, która prawdopodobnie jest niezbędna do utrzym ania 
odpowiedniej immunospecyficznej konfiguracji (62). Usunięcie fukozy za 
pomocą łagodnej kwaśnej hydrolizy powoduje obniżenie aktywności im ­
munologicznej glikolipidów (34). W dalszym ciągu jednak istnieje kontro­
wersja, co do występowania w erytrocytach glikoproteidowych substancji 
grupowych krwi. I tak P o  u l i k  (94) ekstrahując erytrocyty  m ieszaniną 
n-butanol-w oda otrzym ał grupowe substancje A, B i MN w fazie wodnej, 
co świadczyłoby o ich glikoproteidowym  charakterze. Z drugiej strony 
H a k a m o r i  i S t r y c h a r z  (35) wykazali, że aktywność A, B, H i Leb 
jest uw arunkow ana przez specyficzne glikosfingolipidy błony erytrocytów. 
Zarówno glikoproteidy jak i glikolipidy zaw ierają ten  sam łańcuch cukro­
wy, w związku z czym mogą mieć ten  sam antygenow y charakter substan­
cji grupowych krwi. Nie należy jednak wykluczać możliwości, że glikopro­
teidy są aktyw ne tylko dlatego, że zaw ierają niewielką frakcję glikosfingo­
lipidów o wysokiej aktywności antygenow ej. Dodatkowe dane o glikosfin- 
golipidowej naturze niektórych substancji grupowych krw i pochodzą 
z prac nad Lea i Leb człowieka (70) i J  bydła (39, 109, 113). G a r d  a s
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i K o ś c i e l a k  (26) wykazali aktywność grupową A i B zarówno w frak ­
cji glikolipidowej jak  i glikoproteidowej.

Glikolipidy o antygenowym  charakterze substancji grupowych krw i 
dzielimy na rozpuszczalne i strukturalne. Rozpuszczalne glikosfingolipidy 
są adsorbowane, a właściwie wbudowywane do błony w plazm y (69, 70). 
Do klasy tej należą substancje grupowe Lea i Leb człowieka (70) i J  bydła 
(39), R owiec (96) i A świni (1). S trukturalne glikosfingolipidy są syn te ty ­
zowane i wbudowywane w błonę erytrocytów w szpiku kostnym . Należą 
tu  grupowe substancje krw i człowieka typu A, B, O.

Jednym  z glikosfingolipidów wyodrębnionych z erytrocytów  owcy (86)
i kota (131) o antygenow ym  charakterze jest hapten  Forssmana. M a k i t a ,  
S u z u k i  i Y o s i z a w a  (66) podali jego struk tu ra lny  wzór: AcNHGal-

a 3 a
-(I-*3)-Gal-(I-^4)-Gal-(l->4)-Glk-sfingolipid. H apten ten  w ykazuje także 
słabą aktywność substancji grupowej krw i typu  A, k tórą przypisuje się 
identycznem u zakończeniu łańcucha cukrowego AcNHGal-(l->3)-Gal-.

Zastosowanie chrom atografii gazowej do analizy glikosfingolipidów 
umożliwiło dokładną analizę kwasów tłuszczowych wchodzących w skład 
ceramidowej części glikolipidów. Okazało się, że a-hydroksy kwasy tłusz­
czowe w ystępują w małej ilości lub są nieobecne w glikosfingolipidach 
erytrocytów  (117). Stanowią one natomiast główną grupę kwasów tłuszczo­
wych w glikolipidach w ątroby (73), a także w galaktozyloceram idach 
z mózgu (116).

Glikosfingolipidy erytrocytów świni i leukocytów człowieka zaw ierają 
znaczne ilości kwasu palmitynowego i stearynowego (117). Kwas lignoce- 
rynowy i nerwonowy zidentyfikowano jako główne kwasy tłuszczowe gli­
kosfingolipidów o antygenowym  charakterze substancji grupowych krw i 
typu A, B, O (35).

Tablica 6
Skład zasad w glikozyloceramidach z surowicy bydła* (110)

Zasady nasycone I Zasady nienasycone

Undekasfinganina 0,45
Dodekasfinganina 0,04
Tri dekasfingani na 0,07
Tetradekasfinganina 0,013
Pentadekasfinganina 0,05
Heksadekasfinganina 1,00
Hept adekasf i nganina 6,58
Sfinganina 2,84
Nonadekasfinganina 0,40
Eikozasfinganina 0,58

Undekasfingenina 0,09
Dodekasfingenina 0,08
T ridekasfingenina 0,015
T et radekasf i ngenina 0,07
Pentadekasfingenina 0,41
Heksadekasfingenina 0,30
Heptadekasfingenina 0,43
Sfi ngenina 7,64
Nondekasfingenina 0,29
Eikozasfingenina 2,37

* w yrażony stosunkiem  ilości zasady do ilości heksadekasfinganiny

Dotychczas niewiele zebrano danych o charakterze zasad wchodzących 
w skład glikosfingolipidów. Gangliozydy w yodrębnione z centralnego ukła­
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du nerwowego zaw ierają m ieszaninę sfingeniny i eikozasfingeniny (104, 
114), podczas gdy glikosfingolipidy z w ątroby ludzkiej zaw ierają heptade- 
kasfingeninę, sfingeninę i eikozasfingeninę wraz z m ałą ilością ich nasyco­
nych analogów (45, 46, 76). W erytrocytach człowieka sfingenina jest głów­
ną zasadą glikosfingolipidów, a sfinganina stanow i zaledwie 5°/o (121). 
Ostatnio podano (110) obszerną charakterystykę zasad wchodzących w 
skład glikosfingolipidów z krw i bydła (tablica 6). Okazało się, że ilość sfin­
geniny w stosunku do innych zasad wzrasta wraz z wydłużaniem  się hek- 
sozydowej części glikosfingolipidów.
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KRZYSZTO F STAROŃ*

Związki fluoryzujące jako wskaźniki zmian 
konformacyjnych błon związanych z transportem 

energii

Fluorescent Probes in Investigations of Energy-Linked 
Membranes Conformational Changes

Fluorescent probes are used as conformational changes indicators. Their applica­
tions and proposed m echanism s of response in energized m em branes are review ed  
in this article.

I. Zmiany strukturalne mitochondriów towarzyszące sprzężonemu 
transportowi elektronów

Transportowi elektronów w sprzężonych chloroplastach i m itochon- 
driach lub też w ich fragm entach towarzyszy wytworzenie wysokoenerge­
tycznego wiązania między cząsteczką ADP i fosforanem. Na podstawie 
wyników badań tych procesów przedstawiono przypuszczalne mechanizmy 
przekształcania energii utlenianych substratów w inne jej form y. W swojej 
teorii chemicznej S 1 a t e r (20, 44) zakładał powstanie związku wysoko­
energetycznego w wyniku reakcji oksydoredukcyjnej dwóch przenośników 
elektronów między jednym  z nich a bliżej nie określonym uniw ersalnym  
związkiem. M i t c h e l l  (20, 31) natomiast zaproponował mechanizm, 
w którym  energia potrzebna do przyłączenia fosforanu do ADP pochodzi 
z wytworzonej podczas przepływu elektronów różnicy stężeń protonów po 
obu stronach wew nętrznej błony mitochondrialnej lub błony chloroplastu. 
Wreszcie B o y e r (8, 9, 38) zwrócił uwagę, że pierwszym etapem  fosfory­
lacji może być związane ze zmianami konform acyjnym i przekształcenie

* Mgr, Zakład Enzym atyki, Instytut Biochemii, U niw ersytet W arszawski, War­
szawa

Wykaz stosow anych skrótów: ANS — J-anilinonaftaleno-8-sulfonian, MNS — 2- 
(N -m etyloanilino)-naftaleno-6-su lfonian , NBDC1—7-ch loro-4-n itrobenzo-2-okso-l,3- 
diazol, PS — pireno-3-sulfonian, FCCP — karbonylocyjanek p-trójfluorom etoksyfeny- 
lohydrazonu
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przenośników elektronów w bogatsze energetycznie formy. Proces ten  był­
by w pewnym  sensie analogiczny do procesu zachodzącego w przeciwnym 
kierunku podczas zmiany konform acji cząsteczki miozyny połączonej z hy­
drolizą ATP.

Zm iany całej s tru k tu ry  m itochondrium , tak  zwane zmiany konfigura­
cyjne (19), są jednym  z efektów reakcji oksydoredukcyjnych zachodzących 
w jego błonie. U jaw niają się one jako zm iany rozpraszania światła przez 
zawiesinę m itochondriów i na obrazach z m ikroskopu elektronowego. 
C h a n c e  i P a c  k e r  (15) stwierdzili, że zm iany rozpraszania światła 
przez zawiesinę m itochondriów w ątroby szczura następują bezpośrednio 
po zmianach oksydoredukcyjnych cytochromu b. Zdjęcia z mikroskopu 
elektronowego m itochondriów w różnych stanach energetycznych, uzyska­
ne przez H a c k e n b r o c k a  (22, 23) i G r e e n a  (19), przedstaw iają co 
najm niej dwa różne typy  ich struk tu ry , określane jako „skondensowane” 
(ang. condensed, contracted) i „spęczniałe” (ang. swollen, ortodoz). Zmiany 
stanu energetycznego m itochondriów powodują przejście jednej s tru k tu ry  
w drugą. Na tej podstawie H a c k e n b r o c k  (22, 23) i G r e e n  (19) za­
kładali funkcjonalne powiązanie stanów konfiguracyjnych z procesami 
transportu  energii. Jednakże, o ile zmiany konfiguracyjne są przyczynowo 
związane z tym i procesami, o ty le same nie w arunkują  właściwości ener­
getycznych mitochondriów. U trw alone za pomocą aldehydu glutarowego 
w określonym stanie konfiguracyjnym  m itochondria w ykazują zdolność 
do sprzężonego z procesami energetycznym i gromadzenia wapnia bez 
względu na to, czy jest to stan  „skondensow any” czy też „spęczniały”, 
choć zdolność ta nie jest jednakow a (36). W ydaje się również, że czas po­
trzebny na przejście jednej konfiguracji w drugą, jak  też czas zmian w roz­
praszaniu św iatła jest zbyt długi w porównaniu do czasu innych procesów 
związanych z transportem  energii (12). W reszcie przejścia typu „spęcznia­
ły” — „skondensowany” nie zachodzą w cząstkach subm itochondrialnych, 
mimo że cząstki te  w ykazują zdolność do syntezy ATP. Dlatego też zmiany 
konfiguracyjne są prawdopodobnie raczej następstw em  procesów transpor­
tu  energii niż m ają z nimi funkcjonalne powiązanie (6, 14).

W spomniana już teoria B o y e r a  (8, 9, 38) zakładała istnienie takiego 
powiązania ze zmianam i struk tu ra lnym i na poziomie niższym niż całe 
organellum . Założenia Boyera opierały się przede wszystkim  na podobień­
stwach między podstawowym i procesami związanym i z biologicznym prze­
noszeniem energii, to jest między fosforylacją na poziomie substratu, oksy­
dacyjną fosforylacją i skurczem  m ięśnia (8) oraz na badaniach nad reakcja­
mi wym iany P t ^  ATP, ADP ^  ATP, Pj ^  HOH i ATP ^  HOH w m ito- 
chondriach (10). Badania te  nie daw ały jednak bezpośredniej odpowiedzi 
na pytanie: czy zm iany konform acyjne błon rzeczywiście m ają miejsce 
i, jeżeli tak, jaki jest ich związek z transportem  elektronów oraz proce­
sem fosforylacji. W ciągu kilku ostatnich la t próbowano uzyskać odpowiedź 
na to pytanie przez zastosowanie fluoryzujących wskaźników zmian kon-
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form acyjnych (ang. fluorescent probes), czyli związków niskocząsteczko- 
wych, których fluorescencia w kompleksie z makrocząsteczką uw arunko­
wana jest stanem  konformacyjnym tej ostatniej. Używając tego typu 
wskaźników już poprzednio zaobserwowano ujaw niające się jako zmiany 
param etrów  fluorescencji zmiany konform acyjne szeregu białek rozpusz­
czalnych, jak  album iny (49), białek Bence-Jonesa (18), apohemoglobiny
i apomioglobiny (45), miozyny (17), chym otrypsyny (30), pepsynogenu
i pepsyny (48), 2-fosfohydrolazy D -fruktozo-l,6-dw ufosforanu (1) i innych. 
Zastosowanie tych wskaźników do badania zmian konform acyjnych zwią­
zanych ze stanem  energetycznym błon m itochondrialnych i chloroplasto­
wych jest przedm iotem  tego artykułu.

II. Fizykochemiczne podstawy zastosowania wskaźników

Związki zastosowane jako wskaźniki (rysunek 1) w ykazują zwykle sła­
bą fluorescencję w wodzie. Wydajność kwantowa oraz widmo fluorescencji 
zmienia się wraz ze zmianą otoczenia fluoryzującej cząsteczki (40, 46). Sie­
dząc zmiany intensywności fluorescencji wskaźnika wprowadzonego w spe­
cyficzne miejsce makrocząsteczki lub błony można więc uzyskać infor­
m acje o zmianach zachodzących w najbliższym otoczeniu miejsca wiąza­
nia. Omówienie fizykochemicznych podstaw tych procesów można znaleźć 
w artykule dotyczącym zastosowania fluoryzujących wskaźników do bada­
nia zmian konform acyjnych białek (37). Dlatego też tu ta j zostaną przed­
stawione tylko te zjawiska, które odgrywają zasadniczą rolę przy zastoso­
waniu wskaźników do badania stanu energetycznego błon.

Zm iany param etrów  fluorescencji wskaźnika wprowadzonego w okreś­
lone miejsca makrocząsteczki lub błony łączą się przede wszystkim  ze 
zmianami polarności oraz rozmieszczenia cząsteczek otoczenia wokół wzbu­
dzonej cząsteczki wskaźnika, pozwalającymi na zmiany jej geometrii lub 
uniem ożliwiającymi je. Istnieją związki, na przykład retinol (I), których 
fluorescencja zależna jest tylko od pierwszego z tych czynników: związki, 
na przykład 3-dwumetyloaminonaftourodyna (II), których fluorescencję 
określa drugi czynnik i wreszcie związki, na przykład N -naftylo-N -fenylo- 
am ina (III), których fluorescencja zależna jest od obu tych param etrów. 
(39). Ponieważ zmiany konformacyjne mogą powodować zarówno zmiany 
polarności, jak  i rozmieszczenia cząsteczek w otoczeniu m iejsca wiązania, 
do badań używane są najczęściej związki trzeciego typu. Są to przeważnie 
pochodne N-naftylo-N-fenyloaminy, jak 2-anilinonaftaleno-8-sulfonian 
(ANS) (IV), 2-(N-m etyloanilino)naftaleno-6-sulfonian (MNS) (V) oraz 2-p- 
-toluidynylonaftaleno-6-sulfonian (TNS). Oprócz pochodnych N -naftylo- 
-N-fenyloam iny używane są często pochodne akrydyny, przede wszystkim 
atebryna (VIIÍ) oraz pochodne fluoresceiny, jak rodamina B (VI) i roda- 
mina 6G (VII) (27).
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Zm iana intensywności fluorescencji wskaźników typu pireno-3-sulfo- 
nianu (PS) zależy od innego niż opisane powyżej procesu. PS, oprócz emi­
sji przy 420nm, charakterystycznej dla formy m onomeru, po w ytworzeniu 
dim eru między cząsteczką w stanie podstawowym i cząsteczką w stanie 
wzbudzonym tzw. ekscimeru (ang. excimer) ma zdolność emitowania świa­
tła o długości 500nm. Intensywność fluorescencji przy 500nm zależna jest 
od odległości między cząsteczkami PS. Dlatego też ze zmian intensywności 
fluorescencji w tym  zakresie widma można wnioskować o zmianach obję­
tości m iejsca wiązania PS (11, 40).

Odrębną grupę wskaźników stanowią związki wiążące się kow alencyj­
nie ze specyficznymi grupami białka. Przykładem  może być łączący się 
z grupam i tiolowymi 7-chloro-4-nitrobenzo-2-okso-l,3-diazol (NBDC1). J e ­
go przydatność jako wskaźnika jest tym większa, że o ile sam NBDC1 nie 
w ykazuje fluorescencji, o tyle jego tiolowe pochodne fluoryzują w sposób 
zależny od właściwości otoczenia (39, 40). Jednakże ta grupa wskaźników 
znajdowała dotychczas małe zastosowanie w badaniach zmian konform a- 
cyjnych błon związanych z procesami energetycznymi.

Jak  widać z tego krótkiego przeglądu, zastosowanie fluoryzujących 
wskaźników do badania zmian zachodzących w błonach może dostarczyć 
takich informacji, jak zmiany polarności, zmiany rozmieszczenia cząsteczek 
otoczenia czy też zmiany objętości miejsca wiązania. Badania kinetyczne 
pozwalają również na rozróżnienie poszczególnych m iejsc wiązania i okre­
ślenia ich dostępności dla cząsteczki wskaźnika. W reszcie pom iary przeno­
szenia energii między cząsteczkami wskaźników w obrębie błony pozwalają 
na określenie odległości między poszczególnymi chrom oforami (40).

III. Zależność intensywności fluorescencji wskaźnika od stanu
energetycznego błony

Dodatek cząstek submitochondrialnych do roztw oru wodnego ANS 
zwiększa w ielokrotnie intensywność fluorescencji, podobnie jak dodanie 
mniej polarnego rozpuszczalnika, na przykład etanolu (3). Intensywność 
fluorescencji zależna jest zarówno od stężenia ANS, jak i od stężenia biał­
ka. Przy stosowanych zwykle stężeniach ANS (poniżej 100(iM) nie w yka­
zuje on wpływu na procesy transportu elektronów i fosforylacji (13). Nato­
miast dodatek substratu  oddechowego w obecności tlenu lub dodatek ATP 
powoduje dalsze zwiększenie intensywności fluorescencji, przy czym pro­
ces ten  może być powtarzany wielokrotnie (3). Zm iany te są widoczne za­
równo podczas funkcjonowania całego łańcucha, jak  też tylko pewnych 
jego fragmentów. Kolejne dodanie zred.NAD, rotenonu, bursztynianu, an- 
tymycyny, askorbinianu wraz z siarczanem N-m etylofenazyniowym , cyjan­
ku oraz ATP wraz z Mg2+ powoduje kolejno wzrost i spadek intensywno­
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ści fluorescencji (39) (rysunek 2). Dodatek oligomycyny, przez zahamowa­
nie reakcji powodujących rozpraszanie energii w błonie, powoduje dodat­
kowy wzrost intensywności fluorescencji ANS w obecności substra tu  od­
dechowego i tlenu (3, 34). Dodatek niewielkich ilości oligomycyny (ok.
0,l|xg/mg białka) do cząstek subm itochondrialnych otrzym anych w obec­
ności EDTA powoduje wzrost intensywności fluorescencji ANS również 
pod wpływem  dodanego ATP (34). Zm ian takich nie obserw uje się lub in­
tensywność fluorescencji osiąga swą początkową w artość w przypadku 
rozprzężenia m itochondriów lub cząstek subm itochondrialnych przez doda­
nie karbonylocyjanku p-trójfluorom etoksyfenylohydrazonu (FCCP) (2, 13, 
39).

R ys. 2. Zmiany intensyw ności fluorescencji I-an ilinonaftaleno-8-su lfon ianu  (ANS) 
w  cząstkach subm itochondrialnych przeprow adzanych w  stan bogatszy energetycznie  

za pomocą różnych substratów  w g (39)
Strzałki oznaczają kolejne w prow adzenie do zaw iesin y  cząstek subm itochondrialnych: A. ANS, 
B. zred. NAD, C. rotenonu, D. burszytnianu, E. an tym ycyn y  A, F. askorbinianu, G. siarczanu  
N -m ety lofenazyn iow ego , H. KCN, I. MgSO*, J. ATP, K. karbonylocyjanku p-trójfluorom etoksy-

fenylohydrazonu  (FCCP)

Zm iany intensywności fluorescencji ANS następują bezpośrednio po 
odpowiednich zmianach oksydoredukcyjnych przenośników łańcucha odde­
chowego, nie są jednak skorelowane z nim i w czasie. Związana z procesami 
oksydoredukcyjnym i translokacja protonów nie wpływa bezpośrednio na 
fluorescencję ANS w skutek zmiany pH, gdyż w w arunkach doświadczal­
nych intensywność fluorescencji ANS zmienia się w niew ielkim  stopniu 
w zakresie pH  7,4— 10,15. Na tej podstaw ie A z z i  i wsp. (3) wysunęli 
przypuszczenie, że zmiany fluorescencji m ają związek z transportem  
energii, a nie z transportem  elektronów . W zgodzie z tym  przypuszczeniem
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pozostaje brak  zmian intensywności fluorescencji w m itochondriach lub 
cząstkach submitochondrialnych rozprzężonych, jakkolwiek niektóre prze­
nośniki łańcucha oddechowego wydzielone w form ie rozpuszczalnej (kom­
pleks cytochrom u c z fosfolipidami) powodują zmiany intensywności fluo­
rescencji ANS wraz ze zmianą swego stanu oksydoredukcyjnego (4).

Związek między intensywnością fluorescencji ANS a stanem  energe­
tycznym  błony pozwala na zastosowanie ANS jako wskaźnika takiego sta­
nu, na podobnej zasadzie, jak wykrywanie syntezy ATP, transportu  jonów 
(28), zmian pH  (20, 31, 33), zmian fluorescencji chlorofilu a w chloropla­
stach (32), zmian właściwości kinetycznych i term odynam icznych cyto­
chrom u bT w mitochondriach (16) oraz zmian rozpraszania światła przez 
zawiesinę mitochondriów lub cząstek subm itochondrialnych (14, 35). Ta­
kie zastosowanie ANS, jak i innych wskaźników, nie wym aga precyzyjne­
go określenia charakteru zmian zachodzących w otoczeniu cząsteczki 
wskaźnika. Jest to natomiast niezbędne przy próbach wnioskowania ze 
zmian intensywności fluorescencji wskaźnika o zmianach struk turalnych  
błony. W tym  ostatnim  wypadku istotne jest rozróżnienie dwóch zasad­
niczych czynników wpływających na intensywność fluorescencji wskaźni­
ka: pojaw iania się nowych miejsc wiązania oraz wzrostu wydajności kw an­
towej fluorescencji związanego już wskaźnika. Zagadnienia te będą oma­
wiane w następnych rozdziałach.

IV. Zależność intensywności fluorescencji wskaźnika 
od ilości miejsc wiązania

W ewnętrzna błona mitochondrialna jest s truk tu rą  niesym etryczną. K ie­
runek zmian intensywności fluorescencji ANS w m itochondriach i cząst­
kach submitochondrialnych, mających odmienną orientację błony, jest róż­
ny. W zrost energii błony cząstek wyrażony jest wzrostem  intensywności 
fluorescencji ANS, a wzrost energii błony m itochondriów je j spadkiem. 
Natomiast niezjonizowana pochodna ANS, I-anilinonaftaleno-8-sulfono- 
amid, nie w ykazuje żadnych zmian intensywności fluorescencji związanych 
ze wzrostem energii błony. Opierając się na tych spostrzeżeniach A z z i  
(2) badał zmiany w ilości przyłączonego ujem nie naładowanego ANS oraz 
kationowego wskaźnika Auraminy-0 (tetram etylodw uam inodw ufenyloke- 
toiminy) do nienaruszonych mitochondriów oraz cząstek subm itochondrial­
nych pod wpływem  dodanego substratu. Zaobserwowane zmiany były 
zgodne z kierunkiem  tworzonego potencjału oraz ładunkiem  wskaźnika. 
A z z i i wsp. (5) stwierdzili dalej, że istnieje ścisła zależność zmian in ten­
sywności fluorescencji ANS w cząstkach subm itochondrialnych od ilości 
wskaźnika związanego przez cząstki, jak też od ilości uwalnianej po do­
daniu FCCP.
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Z badań S k u l a c h e v a  (25) wynika, że zmiany fluorescencji ANS 
mogą być wynikiem  nieenzymatycznego wzrostu potencjału błony, na 
przykład w skutek zmiany stężenia potasu w obecności walinom ycyny lub 
zmiany pH  po obu stronach błony. K ierunek zmian intensywności fluore­
scencji nie jest w tym  w ypadku zależny od orientacji błony, lecz od rozło­
żenia potencjału po obu jej stronach. Na podstaw ie tych doświadczeń 
S k u l a c h e v  (25, 43) przypuszcza, że zmiany intensywności fluorescencji 
ANS odpowiadają głównie zmianom ilości barw nika znajdującego się we­
w nątrz mitochondriów lub cząstek subm itochondrialnych. Zm iany te za­
chodziłyby na skutek związanej z tworzeniem  potencjału błony wędrówki 
ujem nie naładow anych cząsteczek ANS poprzez błonę m itochondrialną, na

CZĄSTKI SUBMITOCHONDRIALNE

wewnątrz

MITOCHONDRIA

zewnątrz

wewnątrz
O 

O

O

O

B
Sch e m at 1. M odel zmian zachodzących w  błonie m itochondrialnej, zw iązanych ze 

zm ianą intensyw ności fluorescencji A NS w g A z z i e g o  i w  s p. (5)
A — cząstki subm itochondrialne, B — m itochondria, b iałe koła oznaczają n iefluoryzujące czą­

steczki ANS, koła czarne — fluoryzu jące cząsteczki ANS

zewnątrz

zasadzie podobnej do wędrówki innych jonów (7, 21, 24, 29). P rzy nadm ia­
rze stosowanego wskaźnika w środowisku na zmiany w jego fluorescencji 
w pływ ałaby tylko ta część, która przenikałaby do w nętrza m itochondriów 
lub cząstek subm itochondrialnych, jako że część zew nętrzna ulegałaby ty l­
ko nieznacznem u rozcieńczeniu.

Przypuszczenia S k u l a c h e v a  (25, 43) są zgodne z opracowanym
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przez A z z i e g o i wsp. (5) modelem zmian zachodzących w błonie mi- 
tochondrialnej pod wpływem przejścia w stan o wyższej energii a polega­
jących na zwiększeniu ilości miejsc wiązania wskaźnika (schemat 1). K ie­
runek  ruchu  cząsteczek wskaźnika zależny jest od orientacji błony.

Istn ieje  jednak szereg faktów, które nie dają się wytłum aczyć taranslo- 
kacją ANS przez błonę mitochondrialną. Dlatego też dla ich wyjaśnienia 
proponowano inne mechanizmy, które przynajmniej za część zmian we 
fluorescencji wskaźników czynią odpowiedzialnymi zmiany zachodzące 
w m iejscach ich wiązania.

V. Zależność intensywności fluorescencji wskaźnika 
od zmian zachodzących w miejscu wiązania

M iareczkowanie za pomocą ANS otrzymanych w obecności EDTA czą­
stek  subm itochondrialnych w pH 7,4 wykazuje nasycenie p repara tu  przy 
ilości 200nmol ANS/mg białka. Biorąc pod uwagę obliczone odległości, ko­
nieczne do przeniesienia energii między cząsteczkami ANS, oraz objętości 
fragm entów  błon mitochondrialnych A z  z i i wsp. (3) uważają, że w ią­
zanie ANS zachodzi tylko w pewnych miejscach błony, nie zaś na całej jej 
powierzchni. K inetyka wiązania ANS oraz innych pochodnych N -naftylo- 
-N -fenyloam iny z błonami wskazuje, że istnieją dwa rodzaje miejsc, róż­
niące się dostępnością i powinowactwem do wiązanego wskaźnika. P ierw ­
szy rodzaj charakteryzuje krótki, rzędu kilku milisekund, półokres wiąza­
nia; miejsca drugiego rodzaju wiążą wskaźnik w czasie dłuższym, rzędu 
k ilkunastu  lub nawet kilkudziesięciu sekund. Zmiany intensywności fluo­
rescencji wskaźnika występujące jednocześnie ze zmianami stanu energe­
tycznego błony dotyczą wyłącznie miejsc o długim półokresie wiązania 
w skaźnika (11). Dobór odpowiednich warunków pomiaru, a więc stężenia 
cząstek submitochondrialnych, pH i siły jonowej pozwala na zmianę udzia­
łu poszczególnych miejsc wiązania w ogólnej intensywności fluorescencji 
w skaźnika (34).

Fakt łączenia się ANS z czystymi białkami wskazywał na możliwość 
podobnego współdziałania wskaźnika w obrębie błony białkowolipidowej. 
Potwierdzeniem  takiego przypuszczenia jesrt in terpretacja w idm a w zbu­
dzenia ANS lub MNS w kompleksie z cząstkami subm itochondrialnymi. 
W odróżnieniu bowiem od podobnych widm wskaźników w roztworach 
wodnych lub alkoholowych, widmo kompleksu z cząstkami subm itochon­
drialnym i ma dodatkowe maksimum wzbudzenia w okolicach 280nm, które 
może być wynikiem  przeniesienia energii wzbudzenia z zaw artych w biał­
ku aminokwasów aromatycznych do cząsteczki wskaźnika. Przeniesienie 
energii wzbudzenia zachodzi zarówno w miejscach charakteryzujących się 
krótkim , jak i długim półokresem wiązania. Różnice w procentowym  
udziale miejsca o krótkim  półokresie w ogólnym wzroście intensywności
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fluorescencji przy wzbudzeniu bezpośrednim  i wzbudzeniu z przeniesie­
niem energii są niew ielkie (11).

Według B r o c k l e h u r s t a  i R a d d y  (11, 39) zmiany intensyw ­
ności fluorescencji wskaźników pod w pływ em  przejścia cząstek submito- 
chondrialnych w stan  bogatszy energetycznie są wynikiem  dwóch proce­
sów: pojawiania się nowych, dodatkow ych m iejsc wiązania wskaźnika oraz 
wzrostu wydajności kwantowej fluorescencji wskaźnika już związanego.
O wzroście wydajności kwantowej fluorescencji związanych cząsteczek 
wskaźnika pod wpływem  przejścia błony w s tan  bogatszy energetycznie 
można wnioskować z krzyw ych m iareczkowania wskaźnika cząstkam i sub- 
m itochondrialnym i w różnych stanach energetycznych oraz ze zmian 
w okresie fluorescencji, następujących pod wpływem  zmiany stanu ener­
getycznego. Świadczą o tym  również zm iany intensywności fluorescencji 
powodowane przez rozprzęgnięcie cząstek znajdujących się w stanie bo­
gatszym energetycznie. Krzywe spadku intensywności fluorescencji pod 
wpływem  czynnika rozprzęgającego w zależności od czasu m ają dla róż­
nych wskaźników charak ter dwustopniow y, przy czym początkowy szybki 
etap, o półokresie trw ania 2—3 sekundy, jest niezależny od rodzaju wskaź­
nika (11) (dane A z z i e g o  i wsp. (5) nie potw ierdzają tego faktu). O ile 
więc powolny etap, różny dla poszczególnych wskaźników, może być w y­
nikiem w ypływ u ich cząsteczek z błony (co potw ierdzają badania z roz­
cieńczaniem kom pleksu w skaźnik-cząstka suhm itochondrialna przez a lbu­
minę) o tyle, według B r o c k l e h u r s t a  i R a d d y  (11), szybki etap 
zmian podczas rozprzęgania odpowiada prawdopodobnie zmianom s tru k tu ­
ry  błony.

Prace, przeprowadzone przez R a d d ę (41) nad zmianami in tensyw ­
ności fluorescencji różnych wskaźników w lipidowych micellach pod w pły­
wem czynników zm ieniających s tru k tu rę  micelli, wykazały, że na zmiany 
intensywności fluorescencji ANS znajdującego się w struk turze wielofazo­
wej, m ającej tzw. wodę struk tura lną, w pływ a w isto tny sposób ilość czą­
steczek wody przenikających struk tu rę . W połączeniu z pozostałymi da­
nym i stanowiło to podstawę dla stworzonego przez R a d d ę  (39) modelu, 
w którym  ruch wody związanej s truk tu ra ln ie , zachodzący pod wpływem 
zmiany stanu  energetycznego błony, jest bezpośrednią przyczyną zmian 
fluorescencji ANS. W edług założeń R a d d y  (39) przejście błony w stan  
bogatszy energetycznie związane jest ze zm ianam i konform acyjnym i b ia­
łek błony, prowadzącym i do powstania bardziej uporządkowanej s tru k tu ­
ry. Proces ten, przez zwiększenie ilości wiązań wodorowych między i w e­
w nątrz cząsteczek poszczególnych białek prowadzi do usunięcia części 
wody z błony. Ta zmiana z kolei powoduje zmianę pKa ujem nie naładow a­
nych grup na powierzchni międzyfazowej i jednoczesny ruch protonów 
w głąb błony, co z jednej strony pozwala na wnikanie dodatkowej ilości 
ANS (zwiększenie powinowactwa do ujem nie naładowanego wskaźnika),
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11 WSKAŹNIKI STANU BŁON 385

z drugiej zaś, jako skutek zmniejszenia ilości wody struk tura lnej, zwięk­
szenie w ydajności kwantowej fluorescencji ANS (schemat 2).

Na poparcie tej hipotezy R a d d a  (39) przytacza dwa fakty. P ierw ­
szy — to zachowanie się w błonie wskaźnika innego typu  niż ANS, pireno- 
3-sulfonianu (11) (patrz rozdz. II). Fluorescencja przy 500nm, charaktery­
styczna dla wytworzonego ekscimeru, pojawia się podczas dodawania PS 
do cząstek submitochondrialnych i wzrasta w momencie przejścia czą­
stek w stan  wyższej energii. Wzrost ten tłum aczy się częściowo zwiększe­
niem wiązania wskaźnika do błony, a częściowo zmniejszeniem  objętości 
określonych obszarów błony, co zgodne jest z hipotezą ruchu cząsteczek 
wody.

Stan niskiej energii Stan wysokiej energii Stan H+

S ch em a t 2. M odel zm ian zachodzących w  błonie m itochondrialnej, zw iązanych ze 
zm ianą intensyw ności fluoreścencji A NS w g R a d d y  (39)

Drugim faktem , świadczącym z jednej strony o lokalizacji ANS na 
powierzchni międzyfazowej fazy polarnej i niepolarnej, z drugiej zaś o od­
działyw aniu wody na cząsteczkę ANS w miejscu jej wiązania, jest efekt 
izotopowy, w ystępujący przy zastąpieniu cząsteczek H zO przez D20 . Efekt 
ten  wykazuje ANS i inne amfolitowe cząsteczki wskaźników, zarówno 
w wodzie, w micellach lipidowych, jak i w cząstkach subm itochondrial­
nych w obu stanach energetycznych. Nie w ykazują go natom iast wskaź­
niki o charakterze hydrofobowym, jak N-naftylo-N -fenyloam ina (39).

VI. Swoistość zmian konformacyjnych w II miejscu sprzężenia 
łańcucha oddechowego

Jak  wspomniano w rozdziale III, wzrost intensywności fluorescencji 
ANS w cząstkach submitochondrialnych jest wynikiem  utleniania dowol­
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nego substra tu  lub też hydrolizy ATP (3). Jednakże zależność tego wzrostu 
od stopnia sprzężenia cząstek nie jest we wszystkich wypadkach jednako­
wa. N o r d e n b r a n d  i E r n s t e r  (34) oznaczyli wzrost intensywności 
fluorescencji ANS w całkowicie sprzężonych cząstkach dla różnych sub­
stratów , stosując ekstrapolację krzyw ej zależności wzrostu intensywności 
fluorescencji od ilości dodawanego czynnika rozprzęgającego (FCCP). Tyl­
ko w przypadku gdy substratem  był bursztynian  stan  energetyczny czą­
stek ograniczał oddychanie proporcjonalnie do kinetyki pierwszego rzędu; 
zależność taka nie występowała w przypadku zastosowania jako substratu 
zred.NAD ani askorbinianu wraz z siarczanem  N-metylofenazyniowym. 
Również stosując inhibitory w przypadku utleniania bursztynianu otrzy­
m ywano jednakow y wzrost intensywności fluorescencji i kontroli odde­
chowej tylko przy częściowym zaham owaniu antym ycyną A, a więc inhi­
bitorem  działającym  w okolicach II miejsca sprzężenia, lecz nie przy za­
stosowaniu m alonianu lub azydku. Jednocześnie układ utleniający zred. 
NAD jest m niej czuły na rozprzęganie przez FCCP niż u tleniający bur­
sztynian; układ u tleniający askorbinian w obecności siarczanu N-metylo- 
-fenazyniowego w ykazuje większą czułość w stosunku do czynnika roz­
przęgającego.

Na podstawie tych faktów N o r d e n b r a n d  i E r n s t e r  (34) przy­
puszczają, że wzrost intensywności fluorescencji ANS odpowiada nie tyle 
pojaw ieniu się wysokoenergetycznego pośrednika w dowolnym miejscu 
sprzężenia, lecz pow staniu pewnej puli energetycznej, specyficznie sprzę­
żonej z m iejscem  II. W zrost intensywności fluorescencji powodowany 
przez u tlenianie zred.NAD lub też askorbinianu w obecności siarczanu 
N-m etylofenazyniowego tłum aczy się możliwością powstawania odpo­
wiednich równowag w obrębie puli energetycznej.

Taka in terp re tac ja  zmian fluorescencji ANS w błonie m itochondrialnej 
jest zgodna z innym i faktam i świadczącymi o zmianach fizykochemicz­
nych zachodzących w II m iejscu fosforylacji łańcucha oddechowego, 
a ściślej — w obrębie cytochromu b (16).

VII. Uwagi końcowe

Przedstaw ione w artykule dane dotyczą głównie zastosowania jednego 
z używanych wskaźników, I-anilinonaftaleno-8-sulfonianu (ANS), do ba­
dania błon m itochondrialnych. Ten bowiem wskaźnik i ten  m ateria ł były 
przede wszystkim  stosowane w badaniach nad stanem  energetycznym  
błon. Efekty obserwowane przy zastosowaniu innych wskaźników nie za­
wsze są identyczne z tymi, jakie można zauważyć przy użyciu ANS. Jest 
to związane ze swoistością poszczególnych wskaźników, w ynikającą z ła­
dunku, polarności czy wielkości cząsteczki. Badania prowadzone na chlo­
roplastach w skazują na większe analogie procesów związanych z syntezą
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ATP do zmian obserwowanych za pomocą wskaźników akrydynowych, 
przede wszystkim  atebryny, niż do zmian obserwowanych przy użyciu 
ANS (27). Tak więc modele przedstawione w tekście nie są uniw ersalnym i 
modelami zachowania się wskaźników w błonach.

Modele te różnią się przede wszystkim uwzględnieniem zm ian w struk ­
turze błony obok zmian wynikających z translokacji cząsteczek wskaźnika 
jako czynników wpływających na fluorescencję ANS. Jest w arte  podkre­
ślenia, że przedstaw iony w rozdziale V model R a d d y (39) przez skore­
lowanie zmian konform acyjnych z ruchem cząsteczek wody nawiązuje do 
tych teorii, które wskazują na istotne znaczenie tego procesu w obrębie 
m iejsc fosforylacji (50). Co więcej, występowanie zmian struk turalnych  
w białkach błon mitochondriów i chloroplastów ostatnio potwierdzono 
za pomocą innych metod, jak fluorescencja zaw artych w białku reszt ami­
nokwasów arom atycznych (26), absorpcja w podczerwieni (47) czy też 
wym iana protonów między biorącymi udział w fotofosforylacji białkami 
a otoczeniem w czasie oświetlenia (42).

W ydaje się, że dokładne wyjaśnienie mechanizmu zmian konform acyj­
nych białek błon oraz umiejscowienie tego procesu w szeregu przemian, 
prowadzących od utlenienia przenośników elektronów do syntezy cząstecz­
ki ATP czy też transportu  jonów przez błonę, nie będzie możliwe przy za­
stosowaniu jednego tylko wskaźnika. R a d d a  (40) sugeruje kilka możli­
wych zastosowań wskaźników, które mogłyby być pomocne w rozwiązaniu 
tych problemów. Po pierwsze — użycie szeregu wskaźników, dostarczają­
cych różnych informacji, jak na przykład ANS i PS w przypadku cząstek 
subm itochondrialnych. Dalej — wprowadzenie wskaźników wiążących się 
w możliwych do zlokalizowania miejscach błony. Wreszcie użycie wskaźni­
ków wiążących się kowalencyjnie z białkami błony, które pomimo niespe­
cyficzności miejsca przyłączenia mogą być zlokalizowane przez rozfrakcjo­
nowanie białek błony.
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Post.  Biochem.  18, 391—418 (1972).

JE R Z Y  PETRYNIAK*

Zastosowanie nukleaz do badania struktury i biologicznej 
aktywności RNA i DNA

Application of Nucleases in Studies on the Structure and 
Biological Activity of RNA and DNA

The specificity  o f some nucleases used in studies on the structure o f RNA, DNA  
and synthetic polynucleotides is described. The application of these enzym es for 
determ ination of the relationship betw een the structure and b iological activity of 
nucleic acids is presented.

Czynność biologiczna kwasów nukleinowych uw arunkow ana jest ich 
s truk tu rą , dlatego też poznanie tej s truk tu ry  stanowi elem ent niezbędny 
w zrozum ieniu wielu podstawowych procesów życiowych. M etody enzy­
m atyczne dzięki dużej wybiórczości nukleaz wobec różnych form stru k tu ­
ralnych kwasów nukleinowych stanowią obecnie niezastąpione narzędzie 
w analityce kwasów nukleinowych. Pewne fragm enty zagadnień związa­
nych z nukleazam i jak również z zastosowaniem ich do badania s tru k tu ry  
kwasów nukleinowych były już omawiane w polskim piśm iennictw ie (11, 
41, 53, 75, 119, 120).

Nukleazy ze względu na położenie rozbijanych wiązań w łańcuchu po- 
linukleotydowym  dzielimy na endo- i egzonukleazy. Podział ten  ma tylko 
względną wartość, ponieważ ten sam enzym w zależności od warunków 
reakcji może działać jak endo- lub egzonukleaza.

Egzonukleazy dzielą się na dwie grupy w zależności od sposobu w jaki 
rozkładają łańcuch polinukleotydowy. Jedne z nich działają w ten  sposób, 
że jedna cząsteczka enzymu powoduje stopniowy rozkład jednego tylko

* Dr, Zakład Im m unochem ii, Instytut Im m unologii i Terapii D ośw iadczalnej im. 
Ludwika Hirszfelda, Polska Akademia Nauk, W rocław  

W ykaz stosow anych skrótów: lac — laktoza; d(Ap) — kw as dezoksyadenylow y  
z resztą fosforanową na C -3’; pA — kwas adenylow y z resztą fosforanow ą na C -5’; 
d(pC)4 — czteronukleotyd złożony z kwasu dezoksycytydylow ego; poli-(A , C, U, G) — 
lin iow y polim er o przypadkowej sekw encji; poli-dA . poli-dT lub (dA)n'(dT)n — po­
dw ójna spirala, w  której jedno pasmo tworzy poli-dA , a drugie pasm o poli-dT; poli- 
d(A -T)n lub d(A -T)n — podwójna spirala, w której każde pasmo zaw iera sekw encję  
dApdTp; d(pXpX) — dw unukleotyd o dowolnej sekw encji, RF — replikatyw na for­
ma RNA lub DNA, CMCT — m etylo-p-tolueonosu lfon ian-N -cyk loheksylo-N ’-(|3-mor- 
folinylo-(4)-etylo)karbo dwuimid.
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łańcucha polinukleotydowego, aż do zupełnego straw ienia tego łańcucha. 
Po skończeniu hydrolizy jednego łańcucha dana cząsteczka enzymu może 
rozkładać następny łańcuch (ang. processive dégradation). Taki m echa­
nizm hydrolizy wykazują: rybonukleaza II z E. coli, fosfodwuesteraza 
z nerek owcy i fosforylaza polinukleotydowa (70, 97). Drugi sposób rozkła­
du łańcucha polinukleotydowego polega na tym, że jedna i ta  sama czą­
steczka enzymu zapoczątkowuje hydrolizę jednego łańcucha i nie dokoń­
czywszy jej zaczyna rozkładać drugi łańcuch, po chwili trzeci, czwarty itd. 
W efekcie zupełny rozkład jednego łańcucha katalizow any jest przez wiele 
cząsteczek tego samego enzymu. Ten m echanizm  działania w ykazuje nie­
swoista nukleaza z jadu węży oraz egzonukleaza ze śledziony (96, 102, 104).

W zależności od produktów  ich działania dzielim y nukleazy na takie, 
które tw orzą 3’-nukleotydy i oligonukleotydy zakończone resztą fosfora­
nową przy C-3’ oraz takie, które prowadzą do powstania 5’-nukleotydów 
lub oligonukleotydów z resztą fosforanową przy C-5\

Rybonukleazy można dzielić ponadto na enzymy cyklizujące i niecy- 
klizujące (12). Podział ten  pokryw a się z zasadniczymi różnicami w m e­
chanizmie działania obu grup enzymów. Rybonukleazy cyklizujące należą 
do klasy transferaz, podklasy fosfotransferaz (2.7.). Ich właściwością jest 
to, że w ykorzystują grupę 2’-OH rybozy i zawsze powodują powstanie cy­
klicznych nukleozydo-2’,3’-fosforanów. Ten m echanizm  działania w yka­
zują między innym i rybonukleaza trzustkow a, Tj i rybonukleaza z ra j­
grasu.

Rybonukleazy niecyklizujące mieszczą się w  klasie hydrolaz, podklasie 
fosfodwuesteraz (3.1.4.). P roduktem  ich działania są najczęściej nukleo- 
zydo-5’-fosforany i rzadziej nukleozydo-3’-fosforany. Przykładem  tej g ru ­
py enzymów mogą być fosfodwuesterazy z E. coli, ze śledziony i z jadu 
węży.

Nukleazy dzięki dużem u zróżnicowaniu pod względem sposobu działa­
nia na różne form y struk tu ra lne  kwasów nukleinow ych znalazły zastoso­
wanie w badaniach pierwszo-, drugo- i trzeciorzędowej s tru k tu ry  tych 
kwasów. W ystarczy wspomnieć jaką rolę odegrała pirym idynow a i guani- 
nowa rybonukleaza w ustaleniu sekwencji nukleotydowej alanilowego, 
tyrozynowego, serynowego i walinowego tRNA (13, 62, 88, 150).

Funkcja biologiczna nukleaz została omówiona w licznych artykułach  
przeglądowych (6, 12, 74, 81, 107). Przypuszcza się, że rybonukleazy ucze­
stniczą w rozpadzie i, być może, w syntezie RNA, jak również mogą chro­
nić komórkę przed inw azją do jej w nętrza obcego RNA. Dezoksyrybonu- 
kleazy biorą prawdopodobnie udział w procesie replikacji DNA, rekom bi­
nacji genetycznej, napraw ie uszkodzeń pow stałych w cząsteczce DNA pod 
wpływem  różnych czynników oraz w restrykcji i m odyfikacji DNA.
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I. Swoistość rybonukleaz

Aktywność rybonukleazy oraz jej swoistość wobec cząsteczki RNA za­
leżna jes t od następujących elementów struk tu ry  RNA (15):
a) rodzaju nukleozydu położonego przy rozrywanym  wiązaniu,
b) długości łańcucha RNA,
c) stopnia uporządkowania struktury, to jest od zawartości fragm entów

spiralnych,
d) zawartości fragmentów dwuniciowych,
e) hybrydyzacji z innymi kwasami nukleinowym i lub polinukleotydam i.

W ysoki stopień swoistości wobec poszczególnych nukleotydów w yka­
zuje rybonukleaza trzustkowa, T2 i U2. Rybonukleaza T\ w yodrębniona 
z Aspergillus oryzae rozszczepia wiązania położone tylko przy nukleoty- 
dzie guanylowym . W efekcie jej działania powstają oligonukleotydy za­
kończone ¿’-fosforanem guanozyny i m ononukleotydy guanylowe (39, 66, 
127, 133, 144). Rybonukleaza trzustkowa rozrywa wybiórczo wiązania 
znajdujące się przy nukleotydzie pirym idynowym  (42, 48, 90, 111, 145, 
146). Swoistość rybonukleazy U2, w ykrytej w Ustilago sphaerogenes, jest 
kom plem entarna do rybonukleazy trzustkow ej. Rybonukleaza U2 rozszcze­
pia wiązania położone przy nukleotydach purynowych uw alniając 3’-fos- 
forany adenozyny i guanozyny (7, 8).

W zależności od wielkości cząseczki RNA, mamy do czynienia z od­
m iennym  rozmieszczeniem ładunków reszt fosforanowych w tej cząstecz­
ce, z różną jej giętkością, z niejednakowym oddziaływaniem stosu zasad 
purynow ych i pirymidynowych (ang. base stacking) oraz z różną ilością 
w iązań wodorowych. Stwierdzono, że wrażliwość wiązania dwuestrowego 
na enzym jest uzależniona od oddziaływania stosu zasad (42, 146). W związ­
ku z tym  wiele nukleaz wykazuje różnicę w szybkości rozkładu małych
i dużych cząsteczek RNA. Przykładem może służyć nukleaza z m ikroko- 
ków rozbijająca wiązania coraz szybciej w m iarę skracania się łańcucha 
polinukleotydowego. Mamy tu do czynienia ze zjawiskiem sam oprzyspie- 
szania reakcji (131). Po osiągnięciu pewnego maksimum  szybkość reakcji 
zaczyna maleć w miarę, jak łańcuch ten  ulega skróceniu do m ałych oligo- 
nukleotydów. Dwunukleotydy w większości są już oporne na działanie 
enzymu (76, 105). Z kolei rybonukleaza z Thiobacillus thioparus rozbija 
łańcuch polirybonukleotydowy na fragm enty złożone z jedno-, dw u- i tró j- 
nukleotydów (99), a rybonukleaza z mitochondriów w ątroby szczura na 
dw unukleotydy (95). Alkaliczna rybonukleaza II z E. coli i rybonukleaza 
z nerek owcy nie rozkładają oligonukleotydów. Przykładem  enzymu, k tóry 
jest aktyw ny wobec oligonukleotydów, jest rybonukleaza z m ięsaka lim - 
fatycznego myszy (87).

Obserwowano też duże różnice we wrażliwości pewnych odcinków 
RNA na działanie niektórych rybonukleaz. Różnice te w ynikają na jp ra­
wdopodobniej z odm iennej budowy tych fragm entów. Stwierdzono, że luź­
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ne fragm enty cząsteczki RNA łatw iej są atakow ane przez enzym niż spira­
la. Zjawisko to obserwowano w czasie działania rybonukleazy T\ na tRNA 
(4, 38, 63) i na rybosom alny RNA (55). Enzym ten  działa przede wszystkim 
na jednoniciowy lub zdenaturow any RNA nie m ający spiralnej struktury .

Rybonukleaza z trzustki działa na jednoniciowy RNA. Rozbija ona naj­
pierw wiązania położone w niespiralnym , luźnym  fragm encie łańcucha po- 
linukleotydowego. W m iarę narastania liczby rozbitych wiązań w łańcu­
chu, jego uporządkowana s tru k tu ra  ulega rozluźnieniu w skutek osłabienia 
trwałości u trzym ujących ją  wiązań i łańcuch taki staje  się substratem  
wrażliwym  na działanie enzymu (1, 9, 54, 92).

Również alkaliczna rybonukleaza II z E. coli rozkłada wyłącznie jedno­
niciowy RNA (10, 84, 121, 123). Istnieją dowody, że w natyw nym  tRNA 
swoista trzeciorzędowa struk tu ra  jego cząsteczek może uczynić je  nie­
wrażliwym i początkowo na działanie rybonukleazy A (3, 9, 14, 29, 92).

Oporne na działanie większości rybonukleaz okazały się także dw uni- 
ciowe, natyw ne cząsteczki RNA w yodrębnione z niektórych wirusów (19, 
20, 117). Również dwuniciowe struk tu ry , otrzym ane przez hybrydyzację 
cząsteczek rybosomalnego RNA z DNA oraz cząsteczek tRNA z DNA, nie 
ulegały rozkładowi pod wpływem  rybonukleazy z trzustk i (51, 58).

Swoistość wobec jednoniciowej s tru k tu ry  w przypadku rybonukleazy 
trzustkow ej dotyczy również syntetycznych polinukleotydów. Enzym nie 
działa na hybrydow e połączenie poli-G* poli-C. Kom pleks iten ma dw uni- 
ciową strukturę . Natom iast jednoniciowy poli-C jest traw iony przez enzym 
(114). Rybonukleaza T2 z Aspergillus oryzae nie rozkłada poli-A w w a­
runkach, które powodują, że polim er ten  ma dwuniciową struk turę , tzn. 
w pH  4,6 i tem peraturze 25°C. W tychże sam ych w arunkach enzym roz­
kłada pochodną tego polim eru poli-N 6-oksyetyloadenyIowy kwas, ponie­
waż zachowuje on s tru k tu rę  jednoniciową (61).

Nieswoista nukleaza z jadów węży łatwo hydrolizuje poli-A, poli-U, 
poli-C i poli-(A, C, U, G) w w arunkach, które sprzyjają utrzym aniu tych 
polinukleotydów w jednoniciowej formie. W tych samych w arunkach en­
zym dużo wolniej rozkłada hybrydow e kom pleksy poli-A*poli-U, poli-A* 
•poLi-I, poli-C *poli-I, m ające s tru k tu rę  dwuniciową (30).

Z nerek owcy (69) wyodrębniono nukleazę, która hydrolizuje zdenatu­
row any RNA i DNA, a także poli-A i poli-U do oligonukleotydów zakoń­
czonych resztą fosforanową na C-5\ Hydrolizuje również, lecz bardzo wol­
no, tRNA do cztero- lub pięcionukleotydów. Prawdopodobnie atakow ane 
są tylko luźne, nieuporządkow ane odcinki łańcucha tRNA. Trzeba zazna­
czyć, że spośród ogromnej ilości znanych rybonukleaz stosunkowo tylko 
niewielka ich część była badana pod względem swoistości wobec w ielko­
cząsteczkowych form  RNA. Spośród zbadanych w tym  aspekcie enzymów 
większość z nich jest bardziej aktyw na wobec RNA o struk turze jedno­
niciowej lub niespiralnej. Czasem wybiórczość ta może być daleko posu­
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nięta, jak  to już nadmieniono w przypadku rybonukleazy trzustkow ej lub 
rybonukleazy Tj.

II. Zastosowanie rybonukleaz do badania struktury i funkcji 
biologicznej RNA

Z enzym atycznych metod badania struk tu ry  RNA na uwagę zasługuje 
metoda opracowana przez S a n g e r a  i wsp. (113). Podstawę jej stanowi 
technika rozdziału oligonukleotydów otrzym anych przez traw ienie RNA 
rybonukleazą Tj lub rybonukleazą trzustkową. Dzięki tej metodzie możli­
we było w ykrycie subtelnych różnic między poszczególnymi rodzajami 
RNA oraz między zmutowanymi odmianami tego samego RNA w oparciu
0 technikę mapowania.

W metodzie tej znakowany radioaktywnym  fosforem 32P RNA trawiono 
w ściśle określonych warunkach (stosunkowo duże stężenia enzymu i k ró t­
ki czas trawienia). Mieszaninę trawienną poddawano dwukierunkow ej 
wysokonapięciowej jonoforezie. Najpierw wykonywano jonoforezę na 
octanie celulozy w pH  3,5, a następnie na bibule z DEAE -celulozy w pH 
1,9. Położenie plam na bibule określano za pomocą radioautografii, a ich 
zawartość eluowano alkalicznym węglanem trójetyloam iny. W wyodręb­
nionych w ten  sposób fragm entach oznaczano skład i sekwencję nukleoty- 
dową. Skład nukleotydowy oznaczano za pomocą hydrolizy 0,2N NaOH. 
O trzym ane po hydrolizie mononukleotydy rozdzielano w wysokonapięcio­
wej jonoforezie w pH 3,5. Ilość poszczególnych nukleotydów oznaczano 
m etodą radioautografii.

Do określenia sekwencji oligonukleotydów otrzym anych po traw ieniu 
RNA rybonukleazą T\ stosowano dalszą degradację rybonukleazą trzust­
kową i na odwrót oligonukleotydy otrzym ane z RNA działaniem  rybonu­
kleazy trzustkow ej trawiono dalej rybonukleazą T\. Ponadto jako uzupeł­
nienie tych dwóch enzymów stosowano nukleazę z Micrococcus pyogenes 
(106) i fosfodwusterazę ze śledziony. Do oznaczenia reszty fosforanowej na 
C-3’ stosowano bakteryjną, alkaliczną fosfomonoesterazę, a na C-5’ fosfo- 
dw uesterazę z jadu węży.

W metodzie tej uzyskano zupełny rozdział jedno-, dw u- i trójnukleoty- 
dów. Natom iast spośród 27 możliwych izomerów czteronukleotydów tylko 
10 występowało na bibule w formie pojedynczych wyraźnie oddzielonych 
plam. Pozostałe czteronukleotydy występowały bądź to w formie częściowo 
rozdzielonych zachodzących na siebie plam bądź też jedna plam a zawierała 
dwa lub trzy izomery. Jeszcze większe trudności napotkano przy rozdziale 
pięcionukleotydów.

Opracowaną przez siebie metodę Sanger w ykorzystał do sporządzenia
1 porównania map nukleotydowych dwóch składników rRNA z E. coli: 
jednego o współczynniku sedymentacji 16S i drugiego 23S (rysunek 1 i 2)
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(113). W yraźne różnice zaznaczają się już między czteronukleotydam i: np.: 
oligonukleotyd UAAG w ystępuje w składniku 23S i brak  go praw ie zu­
pełnie w składniku 16<S. Sekwencja AUUG w ystępuje tylko w komponencie 
16S. Ponadto niektóre oligonukleotydy wspólne dla obu składników wy­
stępują w niejednakow ym  stężeniu. Na przykład spośród trzech izomerów 
(AC2)G, sekw encja CC AG powtarza się częściej w komponencie 16S niż 
23S. Jeszcze większe różnice zaznaczają się w obrazie pięcionukleotydów 
pochodzących z obu kom ponent. Widać to już po ich ruchliwości oraz 
składzie nukleotydowym . Stosując tę  m etodę udało się również wykazać 
różnice w sekwencji między tRNA z E. coli i drożdży (113).

Rys. 1. Rozdział oligonukleotydów  otrzym anych po traw ieniu rybonukleazą Ti 16S
rRNA w g <113)

D w uw ym iarow e frakcjonow anie na octan ie celu lozy, pH 3,5, 3 kw, 2 godziny i na DEA E -b ib u le ,
pH 1,9, 1,5 kw , 4 godziny  

Rys. 2. Radioautografia oligonukleotydów  otrzym anych po traw ieniu rybonukleazą  
Ti kom ponenty 23S rRNA w g (113)

Nieco zmodyfikowaną m etodę Sangera zastosowali A d a m s  i wsp. 
(2) do oznaczenia sekw encji w jednym  z cistronów RNA, bakteriofaga R17. 
W RNA faga zaw arta jest inform acja dla syntezy trzech białek. Jednym  
z nich jest białko kapsydu faga. Celem tej pracy było znalezienie sekw en­
cji nukleotydowej w RNA, odpowiadającej znanej sekwencji aminokwaso- 
wej w białku kapsydu i w ten  sposób spraw dzenie słuszności cech kodu 
genetycznego. Do w yodrębniania poszukiwanego fragm entu RNA i ozna­
czenia jego sekw encji zastosowano następującą procedurę. RNA faga zna­
kowano jednolicie S2P i po wyodrębnieniu RNA z hodowli trawiono go
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rybonukleazą T\. Mieszaninę trawienną rozdzielano na octanie celulozy 
w pH  3,5 z 7M mocznikiem i za pomocą chrom atografii cienkowarstwowej 
na DEAE-ce\u\ozie. Sekwencję nukleotydową oznaczano przez wybiórcze 
rozszczepienie wiązań dwuestrowych. W tym  celu obok swoiście działa­
jących rybonukleaz T1; U2 i rybonukleazy trzustkow ej stosowano chemicz­
ną m odyfikację RNA za pomocą odczynnika karbo-dwuim idowego (CMCT) 
(52).

Jeżeli na RNA podziałamy CMCT, to zablokujem y w nim resztę u ry - 
dylową i guanylową. Działając na tak zmodyfikowany RNA rybonukleazą 
trzustkow ą można było rozszczepiać w nim wiązania dwuestrow e położone 
tylko przy reszcie cytydylowej.

Rybonukleaza U2 w małych stężeniach swoista jest tylko wobec w ią­
zań łączących nukleotydy purynowe. Używając jej do degradacji miesza­
niny otrzym anej przez trawienie RNA rybonukleazą Ti można było roz­
szczepiać wiązania położone tylko przy nukleotydzie adenylowym. Adams 
i wsp. dysponowali więc zestawem metod, które um ożliwiały rozbicie ty l­
ko jednego rodzaju wiązania. Dzięki temu udało się ustalić sekwencję frag­
m entu  złożonego z 7 tripletów. Oznaczono go literą  A.

Następnym  etapem  w ich pracy było znalezienie większego odcinka 
RNA, k tóry  mieściłby w sobie fragm ent A. W tym  celu w specjalnie do­
branych w arunkach trawiono RNA rybonukleazą T 1# a powstałe produkty  
rozdzielano elektroforetycznie na żelu akrylam idowym . Po znalezieniu 
pasma, które zawierało fragm ent A, oznaczono w nim sekwencję 57 nukle- 
otydów. Nukleotydy te wyznaczają sekwencję aminokwasów w położeniu

_________________________ Ti6

Tm 17 Tu 11

CA UGG CGU UCG UAC UUA AAU AUG GA A UUA ACU AUU CCA AUU UUC GCU ACG AAC UCC G

,...A Ia . A la . T ry. Arg. Ser. Tyr. Leu. Asn. Met. Glu. Leu. Tre. Jleu. Pro. Ileu . Fen. A la . Tre. Asn. Ser. A sp ... 

80 90 100

S ch em a t 1. Sekw encja nukleotydów  we fragm encie cistronu białka kapsydu faga
R17 wg (2)

Liniam i zaznaczono oligonukleotydy otrzymane po traw ien iu  RNA, rybonukleazą Tt oraz  
odpowiadające im sekw encje am inokw asów

od 81—99 w białku kapsydu faga (schemat 1). Gdy sekwencję tych 57 nu ­
kleotydów zapisano w formie pętli i pętla ta  utw orzyła podwójną spiralę, 
to okazało się, że 19 par zasad jest kom plem entarnych względem siebie 
(schemat 2). Za tym, że fragm ent ten może tworzyć podwójną spiralę 
w cząsteczce RNA przem awia również jego stosunkowo duża odporność 
na działanie rybonukleazy Ti. Na podstawie tych doświadczeń Adams
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i wsp. wysunęli hipotezę, że sekw encja nukleotydów w RNA musi być tak 
dobrana, żeby nie tylko kodować sekw encję aminokwasów, ale również 
żeby utworzyć określoną s truk tu rę  drugorzędową.

S p a h r  i G e s t e l a n d  (124) w ykorzystali endonukleazę IV z E. coli 
w badaniach nad aktywnością biologiczną RNA bakteriofaga R17. RNA 
faga kieruje syntezą trzech różnych białek: białka stanowiącego osłonkę 
faga, białka strukturalnego i syntetazy RNA. Badacze ci chcieli ustalić, 
czy do syntezy in vitro  każdego z tych białek potrzebna jest cała n ienaru­
szona cząsteczka RNA, czy też po degradacji jej każdy cistron z osobna 
będzie mógł kierować syntezą właściwego mu białka. Ponadto chcieli

U
U G G C  G U.  U C G.  U A C.  U U A .  A  A  U .  A  U G .  G A  A .  U A .

Ill III III II II III III II II ii II II II II Ul Ul I  II II A
G .  C C U . C  A  A .  G C A .  U C G.  C U U U U A .  A  C  C.  U U A .  y  C

Schem at 2. Drugorzędową struktura fragm entu cistronu RNA białka kapsydu faga
R17 wg (2)

stwierdzić, czy cząsteczka RNA faga pozbawiona w skutek degradacji p ier­
wotnego 5’-końca (pppGp...) może nadal wiązać się z rybosom em  i pełnić 
funkcję m atrycy. Pozytywne rozwiązanie tych problem ów stanowiłoby 
podstaw ę do badań nad miejscem i kolejnością ułożenia cistronu w czą­
steczce RNA faga. W specjalnie dobranych w arunkach endonukleaza IV 
rozszczepiała w cząsteczce RNA wiązanie położone m niej więcej w 1/3 
odległości od 5’-końca. O trzym ane dwa fragm enty o współczynniku sedy­
m entacji 21S  i 15S rozdzielano przez w irow anie w gradiencie sacharozy. 
W iększy z fragm entów, zaw ierający nowoutworzony 5’-koniec, m iał zdol­
ność do syntezy in vitro  syntetazy RNA oraz białka przypom inającego biał­
ko osłonki. M niejszy fragm ent m iał bardzo poważnie upośledzone ^ ’>aści- 
wości m atrycy i syntetyzow ał białko podobne tylko do białka osłonki. Ja k ­
kolwiek eksperym enty te nie udzieliły pełnej odpowiedzi na sform ułowane 
przez autorów pytanie, to jednak umożliwiły one ustalenie orientacyjnego 
położenia cistronów w cząsteczce RNA.

Jednym  z węzłowych problemów biochemii kwasów nukleinowych jest 
w yjaśnienie s truk tu ry  i roli biologicznej rybosomalnego RNA. Na podsta­
w ie właściwości optycznych, hydrodynam icznych oraz dyfrakcji prom ieni 
X rybosomalnego RNA w ysnuto wniosek, że jego cząsteczka m a częścio­
wo struk tu rę  podwójnej spirali (23, 37, 44, 49, 125, 126).

C o x  (31, 32, 34) stwierdził, że badanie degradacji rRNA prowadzone 
m etodam i enzymatycznym i oraz alkaliam i może dostarczyć dalszych, b a r­
dziej szczegółowych inform acji o drugorzędowej struk tu rze RNA. W te ­
oretycznych rozważaniach ustalił zależność między zmianam i ciężaru czą­
steczkowego w czasie degradacji a s tru k tu rą  drugorzędową cząsteczki oraz
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prawdopodobieństwem  hydrolitycznego rozbicia wiązań. W ykorzystując te 
zależności ustalił procentową zawartość s tru k tu ry  spiralnej w cząsteczce 
rRNA.

Jednopasm owy RNA można rozpatrywać jako zbiór L pętli o s tru k tu ­
rze „szpilki do włosów”. Każda pętla stabilizowana jest przez N par zasad, 
a ponadto zawiera b niesparowanych zasad. Każda pętla dołączona jest do 
następnej pętli za pomocą c zasad (schemat 3 i 4). W oparciu o statystykę 
przypadkow ej degradacji liniowych polimerów Cox opracował równanie, 
w którym : 2N +  b =  log f/log (1—p). W rów naniu tym  f stanowi frakcję

Schem at 3. H ipotetyczna podwójna spirala segm entu rRNA w g (34)
N  — jest liczbą sparow anych zasad, b oznacza liczbę reszt tw orzących  zam knięty koniec pętli 
BCD, a c jest liczbą reszt łączących jedną podwójną spiralę z następną spiralą. N° odpowiada 
m inim alnej liczb ie sparow anych zasad niezbędnych do stabilizacji podw ójnej spirali. N E oznacza 

liczbę sparow anych zasad, które uległy rozerw aniu ty lko  w skutek  ciepła hydrolizy

+

pH 7 

C

Schem at 4. Konform acja fragm entów  rRNA w yodrębnionych z rybosom u po tra­
w ieniu rybonukleazą wg (33)

Zaznaczono konform ację przed i po ujaw nieniu „zam askow anych” rozszczepień, a) pomim o  
rozerw ania w iązań dw uestrow ych pętle „szpilki do w łosów ” utrzym yw ane są razem  dzięki 
w iązaniom  w odorow ym , b) zniszczenie drugorzędowej struktury przez zadziałanie kw asam i 
w  tem peraturze 0—25°. W skutek rozerwania wiązań w odorow ych dochodzi do degradacji 
fragm entów , c) po neutralizacji dochodzi jedynie do odtw orzenia w iązań w odorow ych w  pętlach.

N ie ma natom iast łączenia się pętli ze sobą

4* http://rcin.org.pl



400 J. PE T R Y N IA K [10]

pętli, które zaw ierają pierw otną nienaruszoną struk tu rę , a p stanowi 
prawdopodobieństwo rozbicia wiązania.

Teorię tę Cox rozbudował na tyle, żeby móc wykazać, że liczba reszt 
pętli (2N +b) może być wyznaczona przez frakcjonow anie RNA po hydro­
lizie i badanie s tru k tu ry  drugorzędowej otrzym anych fragm entów. F rag­
m enty krótsze niż pętla „szpilki do włosów” nie mogą odtw arzać struk tu ry  
szpilki (31, 32).

Do degradacji rRNA z retikulocytów  królika użyto rybonukleazy trzu ­
stkowej. W czasie traw ienia zaobserwowano szybki spadek współczynnika 
sedym entacji do około 3S. Ten szybki spadek ciężaru cząsteczkowego był 
wynikiem  rozerwania wiązań dwuestrow ych, czemu towarzyszyła szybka 
depolimeryzacja RNA. Obok tego zachodziło jeszcze zamaskowane rozer­
wanie wiązań dwuestrowych, co można było wykazać dopiero po zniszcze­
niu drugorzędowej s tru k tu ry  powstałych fragm entów  przez podgrzanie ich 
do około 85°C lub zakwaszenie (schemat 4). W efekcie tego zabiegu obser­
wowano dalszy spadek współczynnika sedym entacji. Równocześnie obser­
wowano zmiany w widm ie denaturacyjnym  i obrazie elektroforezy na żelu 
akrylamidowym . Zm iany w widm ie świadczyły o naruszeniu drugorzędo­
wej s truk tu ry  cząsteczki RNA. Omówione fakty  przem aw iają za słuszno­
ścią m odelu o struk turze pow tarzających się pętli „szpilek do włosów”. 
Szybki spadek ciężaru cząsteczkowego rRNA jest skutkiem  rozbicia wiązań 
w tych m iejscach łańcucha polinukleotydowego, gdzie tw orzy on niew iel­
kie odcinki łączące jedną pętlę z drugą, lub też w początkowym fragm en­
cie podwójnej spirali (odcinki FE i APQE na schemacie 3). U kryte roz­
szczepienia wiązań powstają w obrębie podwójnej spirali utworzonej przez 
sparowane zasady oraz szczycie pętli (fragm ent PBCDQ na schemacie 3). 
Doświadczenia wykazały, że rybonukleaza rozszczepia wiązania w łań ­
cuchu polinukleotydowym  w sposób przypadkowy. Rozerwaniu ulegają 
wiązania zarówno w jednoniciowych odcinkach jak  i w podwójnej spirali. 
W ywnioskowano z tego, że stosunek ilości zam askowanych rozszczepień 
(60°/o do 80% ogólnej ilości wszystkich rozbitych wiązań) do ilości wiązań 
rozbitych „jaw nie” powinien odpowiadać stosunkowi długości podwójnej 
spirali do długości giętkiego odcinka, a więc jak  2 — 3/1. Przeciętną d łu ­
gość pętli ustalono na 10—20 reszt nukleotydowych, a m aksym alnie możli­
wą długość na 35 reszt nukleotydow ych (34).

Rybonukleaza trzustkow a została również w ykorzystana przez Coxa 
(33) do badania s tru k tu ry  rybosomów.

T a k a n a m i  i Z u b a y  (134) zastosowali rybonukleazę trzustkow ą 
do badania oddziaływań między polinukleotydową m atrycą a rybosomem. 
Stwierdzili oni, że oddziaływanie to zachodzi w ściśle określonym  obszarze 
i że tylko niewielki fragm ent polinukleotydów związany jest z ryboso­
mem. W w ykonanym  przez nich doświadczeniu poli-U był silnie w iązany 
nie tylko do rybosomu 70S ale i do rybosom alnej pod jednostki 30S. T ra­
wienie rybonukleazą kom pleksu poli-U z rybosomem prowadziło do degra­
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dacji praw ie całego poli-U, z w yjątkiem  oligonukleotydu, k tóry  był zwią­
zany z rybosomem i w ten sposób chroniony przed działaniem  enzymu. 
Oligonukleotyd ten  zawierał 27 nukleotydów.

Niewrażliwość dwuniciowych form RNA na działanie rybonukleaz m ia­
ła duże znaczenie w biochemii kwasów nukleinowych. W ykrycie RNA 
opornego na działanie rybonukleazy trzustkow ej (50) skłoniło M o n t a g -  
n i e r a  i S a n d e r s a  (94) do zbadania jego struk tury . Zebrane przez 
nich dane wskazywały na dwuniciową stru k tu rę  cząsteczki RNA. O dkry­
cie takiej s tru k tu ry  zwróciło uwagę na możliwość replikacji w irusów RNA 
poprzez bezpośrednie powielanie łańcucha RNA na m atrycy RNA. W y­
krycie RNA zależnej polimerazy RNA potwierdziło słuszność tej hipote­
zy (19).

W kom órkach zakażonych wirusem  znajdowano dwa typy dwunicio- 
wego RNA. Jeden  typ przedstawia podwójną spiralę, z której w ystaje po­
jedynczy łańcuch nowopowstającego RNA. Ten typ RNA, tzw. pośrednia 
replikatyw na forma, jest częściowo wrażliwa na działanie rybonukleaz. 
W ystający jednoniciowy fragm ent można łatw o usunąć przez traw ienie 
rybonukleazą. Drugi typ, tzw. replikatyw na forma, przedstaw ia wyłącznie 
podwójną spiralę oporną na działanie rybonukleazy A, B i rybonukleazy 
Tj. Replikatywną form ę RNA można otrzym ać z ekstraktów  komórek za­
infekowanych w irusem  po traw ieniu ich rybonukleazą (103).

Stabilność podwójnej spirali wirusowego RNA zależy od rodzaju i stę­
żenia jonów w ystępujących w roztworze (58, 110, 117) oraz od rodzaju 
i ilości sparow anych zasad (21). Rozluźnienie spirali w skutek spadku siły 
jonowej środowiska powoduje wrażliwość cząsteczki RNA na działanie 
rybonukleazy. Również wzrost stężenia enzymu prowadzi do degradacji 
dwuniciowego RNA (19, 20, 94).

Oporne na rybonukleazę dwuniciowe kw asy rybonukleinowe znalezio­
no w w irusach roślinnych, zwierzęcych i bakteryjnych. Przeglądowe o- 
mówienie właściwości dwuniciowych RNA można znaleźć w artykule 
R a l p h a  (103).

Brak aktywności rybonukleaz wobec dwuniciowych s tru k tu r posłu­
żył do w ykrycia hybrydów fagowego DNA z kom órkowym  RNA produko­
wanym  przez faga. H i e s i n  i S z j e m i a k i n  (60) wykazali, że DNA 
faga T2 i znakowany ,4C-adeniną mRNA, otrzym any z zarażonych tym  
fagiem komórek E. coli, dają kompleks nie rozkładany ani przez rybonu­
kleazę ani przez dezoksyrybonukleazę. G e i d u s c h e k  i wsp. (50) w do­
świadczeniu in vitro  użyli DNA faga T2 jako m atrycy dla polim erazy RNA. 
Otrzym ali RNA dwuniciowy o właściwościach fizykochemicznych podo­
bnych do DNA. RNA okazał się w pełni oporny na działanie rybonukleazy 
i dezoksyrybonukleazy.

Niewrażliwość dwuniciowych s truk tu r RNA na rybonukleazy nie jest 
absolutna. R o b e r t s o n  i wsp. (110) z E. coli K 12 wyodrębnili endonu- 
kleazę (rybonukleazę III), która rozkłada wyłącznie dwuniciowe RNA.
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Produktam i jej działania są oligonukleotydy z resztą fosforanową na C-3’. 
Enzym nie działa na jednoniciowy RNA. Nie rozkłada również ani naty- 
wnego ani zdenaturowanego DNA. Endonukleaza związana jest z ryboso­
mami.

Liczne są przykłady zastosowania omówionych zależności do badań 
funkcji biologicznej RNA, na przykład B e r n a r d i  i C a n t  o n i  (16) 
próbowali ustalić zależność między u tra tą  niektórych właściwości biolo­
gicznych serynowego tRNA a stopniem  degradacji jego cząsteczki podczas 
traw ienia egzonukleazą ze śledziony. Stwierdzili oni, że u tra ta  zdolności 
wiązania aminokwasów, wiązania AMP, przyłączania tRNA do rybosomu 
oraz wbudowywania aminokwasów do łańcucha polipeptydowego zależą 
od czasu traw ienia tRNA przez enzym. Wczesne zanikanie zdolności w ią­
zania aminokwasów oraz u tra ta  właściwości substratow ych dla CMP-AMP 
pirofosforylazy świadczą o tym, że nienaruszona grupa hydroksylowa na 
C-5’ ostatniego nukleotydu w łańcuchu tRNA jest konieczna do wym ie­
nionych tu ta j funkcji. Dane te również przem aw iają za słusznością modelu 
tRNA w kształcie liścia koniczyny, w którym  dochodzi do oddziaływania 
między obu końcami cząsteczki. Natom iast zdolność łączenia się z ryboso­
mami oraz przenoszenie aminokwasów cząsteczka tRNA traci dopiero po 
rozległej degradacji.

III. Swoistość dezoksyrybonukleaz

W śród dezoksyrybonukleaz wyróżniam y enzymy o dużej wybiórczości 
wobec różnych s tru k tu r DNA. Należą tu  enzymy, które działają bądź na 
liniową bądź też na kolistą cząsteczkę DNA. W obrębie każdej z tych form 
dezoksyrybonukleazy mogą jeszcze rozróżniać między jednoniciową lub 
dwuniciową s truk tu rą  cząsteczki DNA. Koliste jedno- lub dwuniciowe 
cząsteczki DNA nie są rozkładane przez egzonukleazy, natom iast ulegają 
degradacji pod wpływem  endonukleaz (40, 41, 67, 122). Linearne cząsteczki 
DNA mogą być hydrolizowane przez egzo- i endonukleazy. W dwunicio- 
wym  kolistym  lub linearnym  DNA endonukleazy mogą rozszczepiać w ią­
zania albo w jednej albo w obu niciach (18, 67, 115, 135, 149). Jeżeli w każ­
dym  z dwóch łańcuchów podwójnej spirali pow stają pęknięcia, ale prze­
mieszczone względem siebie, mówimy o jednoniciowych pęknięciach. Je ­
żeli obydwa łańcuchy rozryw ane są sym etrycznie w tym  samym miejscu, 
m am y do czynienia z dwuniciowym  pęknięciem.

W rażliwość cząsteczki DNA na degradujące ją  enzymy może być rów­
nież uw arunkow ana stopniem  jej polim eryzacji tj. długością łańcucha (68, 
139).

Innym  czynnikiem  określającym  swoistość dezoksyrybonukleazy jest 
prawdopodobnie sekwencja łańcucha polinukleotydowego (91). W iele pro­
cesów biologicznych, jak  replikacja DNA, rekom binacja gentyczna, przebie­
gających z udziałem dezoksyrybonukleaz, wym agałoby rozbicia bardzo
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długiego łańcucha polinukleotydowego w niew ielu ściśle określonych m iej­
scach. Rozbicia tych wiązań mogłyby dokonywać enzymy o bardzo dużej5 
swoistości określonej albo przez sekwencję nukleotydów  w łańcuchu, albo 
przez inne nieznane dotąd szczegóły s tru k tu ry  DNA. Badanie swoistości 
dezoksyrybonukleaz wobec sekwencji łańcucha polinukleotydowego do­
stępnym i dzisiaj m etodami jest nadzwyczaj trudne. Tym niem niej M e -  
s e l s o n o w i  i Y u a n o w i  (91) udało się otrzym ać z E. coli endonukle- 
azę, k tóra powoduje rozszczepianie ściśle określonych wiązań w cząsteczce 
DNA. Enzym ten powoduje restrykcję DNA faga wnikającego do kom órki 
E. coli.

Poznano już właściwości ogromnej ilości dezoksyrybonukleaz pochodze­
nia zwierzęcego i bakteryjnego. Enzymy te w ykazują duży stopień zróżni­
cowania właściwości enzymatycznych i sposobu działania na cząsteczki 
DNA w zależności od s truk tu ry  tych cząsteczek. Spośród dezoksyrybo­
nukleaz zwierzęcych stosunkowo dobrze poznano sposób degradacji czą­
steczki DNA przez dezoksyrybonukleazę z trzustk i i śledziony.

Dezoksyrybonukleaza I z trzustki rozkłada jedno- i dwuniciowy DNA. 
M echanizm działania dezoksyrybonukleazy trzustkow ej w yjaśniły prace 
S c h u m a k e r a  i wsp. (115), T h o m a s a  (135) oraz V a n e c k o  
i L a s k o w s k i e g o  (140).

W pierwszym  etapie działania dezoksyrybonukleazy w ystępuje tzw. 
okres utajony (ang. lag period), w którym  nie pojaw iają się produkty tra ­
w ienia DNA rozpuszczalne w kwasie. Spowodowane to jest tym, że enzym 
atakuje dwuniciową spiralę DNA na całej długości w sposób nieuporząd­
kowany. Dochodzi do niesymetrycznego rozszczepienia wiązań w obu łań­
cuchach. Rozerwane wiązania znajdują się w dość dużej odległości od sie­
bie tak, że uniem ożliwiają rozpad cząsteczki DNA na m niejsze fragm enty. 
Rozpad byłby możliwy wtedy, gdy rozerwaniu uległyby wiązania w obu 
łańcuchach i odległość między nimi nie przekraczałaby dwóch nukleoty­
dów, lub gdyby te  wiązania znajdowały się naprzeciw siebie. Takie sym e­
tryczne, efektyw ne pęknięcie pojawia się jeden raz na czterysta rozerw a­
nych wiązań. W m iarę zwiększania się ilości dw uspiralnych fragm entów 
częstość wystąpienia efektywnych rozszczepień rośnie i pojaw iają się pro­
dukty  rozpuszczalne w kwasie.

Rozpad cząsteczki DNA na mniejsze fragm enty  i b rak  okresu utajenia 
m a miejsce w przypadku jednoniciowego DNA. W tedy każde rozszczepie­
nie wiązania dwuestrowego prowadzi do rozdzielenia fragm entów od siebie. 
Z analizy kinetyki rozpadu cząsteczki DNA pod wpływ em  dezoksyrybo­
nukleazy trzustkow ej można wnioskować o jedno- lub dwuniciowej s tru k ­
turze DNA.

Odmienny mechanizm działania przedstaw ia dezoksyrybonukleaza II ze 
śledziony. Enzym rozkłada jednoniciowy DNA praw ie z taką samą szyb­
kością co dwuniciowy DNA. W jej działaniu można wyróżnić dwa etapy. 
W pierwszym etapie dochodzi do powstania dwuniciowych, sym etrycznych
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pęknięć w cząsteczce DNA i następuje jej fragm entaryzacja. W drugim  
etapie działania dezoksyry bo nukleazy II dołącza się jeszcze nieuporządko­
wane, niesym etryczne rozszczepianie wiązań prowadzące do pojawienia 
się produktów rozpuszczalnych w kwasie (18). Y o u n g o w i  i S i n -  
s h e i m e r o w i  (149) działaniem  dezoksyrybonukleazy II na DNA faga 
udało się uzyskać sym etryczne rozszczepienie obu łańcuchów w jednym  
tylko miejscu i przejście kolistej cząsteczki DNA w linearną.

Obfitym  źródłem dezoksyrybonukleazy o zróżnicowanej swoistości są 
pałeczki E. coli. W yodrębniono z niej cztery egzonukleazy i cztery endonu- 
kleazy (77, 80, 81).

Egzonukleaza I (79, 82) jest aktyw na tylko względem jednoniciowego 
DNA lub dwuniciowego DNA, poddanego uprzedniej denaturacji term icz­
nej. Enzym rozpoczyna hydrolizę z końca tego łańcucha, k tóry  ma wolną 
grupę -OH na C-3’. W w yniku jego działania pow stają 5’-dezoksyrybo- 
nukleotydy oraz graniczne dw unukleotydy, nie ulegające już rozkładowi 
pod wpływem  enzymu.

Endonukleaza I z  E. coli hydrolizuje natyw ny i zdenaturow any DNA 
do oligonukleotydów, zakończonych resztą fosforanową na C-5’ i grupą 
hydroksylową na C-3’. Wykazano, że enzym rozpoczyna hydrolizę w ten 
sposób, że w podwójnej spirali DNA powoduje dwuniciowe sym etryczne 
pęknięcia (17, 129).

Egzonukleaza II jest równocześnie i polim erazą i hydrolazą DNA. Roz­
kłada ona natyw ny DNA, zdenaturow any DNA oraz syntetyczne oligo- 
i polinukleotydy do S^dezoksyrybonukleotydów (83). Enzym rozpoczy­
na hydrolizę od końca łańcucha polinukleotydowego z grupą hydroksy­
lową na C-3’. K l e t t  i wsp. (71) wykazali, że ze w spom nianą po­
lim erazą DNA związana jest równocześnie inna aktywność egzonuklea- 
zowa — egzonukleazy VI. W łaściwością tego enzymu jest to, że rozpoczyna 
hydrolizę od 5’-końca DNA, poza tym  nie różni się od egzonukleazy II.

Endonukleaza II z E. coli działa również na dwuniciowy DNA, ale w ten 
sposób, że powoduje w  cząsteczce DNA ograniczoną liczbę jednoniciowych 
pęknięć, około 3—4 pęknięć na jeden łańcuch. Ten sposób działania enzy­
m u na DNA faga T4 i T7 stw ierdzili F r i e d b e r g  i G o l d t h w a i t  (45, 
46). Endonukleaza II z E. coli działa w zmieniony sposób na alkilowany 
DNA, powodując w nim dwuniciowe pęknięcie. Ponadto akilowany DNA 
jest traw iony w większym stopniu niż natyw ny DNA. W rozlegle alkilowa- 
nym  DNA pod działaniem  enzymu powstaje tylko ograniczona liczba dwu­
niciowy ch, sym etrycznych pęknięć. Po ograniczonej alkilacji DNA prze­
w ażają natom iast niesym etryczne jednoniciowe pęknięcia, przy czym sto­
sunek liczbowy pęknięć jednoniciowych do dwuniciowych wynosi około 
3,7 do 1. W dwuniciowym  alkilow anym  DNA enzym hydrolizuje wiązania 
fosfodwuestrowe w sąsiedztw ie alkilowanej zasady, jeżeli na tym  odcin­
ku nie ma jeszcze jednoniciowych pęknięć. Enzym nie działa na zdenatu-

http://rcin.org.pl



[15] N U K L E A Z Y  W B A D A N IU  R N A  I D N A 405

rowany DNA faga T4. W dwuspiralnym  glukozylowanym  DNA powoduje 
również jednoniciowe pęknięcia (47).

Egzonukleaza III, jest wysoce swoista wobec dwuniciowego DNA. Roz­
poczyna hydrolizę z 3’ końca łańcucha polinukleotydowego i prowadzi do 
utworzenia 5’-dezoksyrybonukleotydów. Enzym ma również zdolność od- 
szczepiania reszty fosforanowej na C-3’ końcu łańcucha (108, 109).

Egzonukleaza IV (68), jest wybiórcza wobec krótkich fragm entów łań­
cucha polidezoksyrybonukleotydowego. O ligonukleotydy hydrolizuje 20 
razy szybciej niż natyw ny lub zdenaturow any DNA. Produktam i jej dzia­
łania są 5’-nukleotydy.

Z pałeczek E. coli wydzielono również cały szereg dezoksyrybonukleaz 
pojaw iających się po infekcji fagiem T2, T 3, T4 i fagiem k  Po zakażeniu 
fagierń T2 w ekstraktach E. coli znaleziono dwie dezoksyrybonukleazy. 
Jedna z nich jest egzonukleazą swoistą wobec oligonukleotydów. Hydroli­
zuje je  do 5’-dezoksyrybonukleotydów. Enzym jest mało aktyw ny wobec 
natyw nego i term icznie zdenaturowanego DNA, natom iast bardzo szybko 
rozkłada częściowo już zdegradowany DNA (98, 118). Drugi enzym jest 
endonukleazą, działającą na zdenaturow any DNA. N atyw ny DNA jest roz­
kładany z szybkością stanowiącą zaledwie 5% szybkości rozkładu jedno- 
niciowego DNA. Enzym jest hamowany przez tRNA (25).

Po infekcji fagiem  T2 i T 4 stwierdzono w kom órkach E. coli polimerazy 
obdarzone właściwością egzonukleolitycznego rozkładu DNA. Produktam i 
ich działania są 5’-dezoksyrybonukleotydy (57, 119).

S a d o w s k i  i wsp. (112) oczyścili częściowo dwie endonukleazy po­
jaw iające się w kom órkach E. coli zainfekowanych fagiem T4. Jedna z nich 
powoduje ograniczoną liczbę jednoniciowych pęknięć w podwójnej spirali 
DNA i nie działa na jednoniciowy DNA. Nie jest hamowana przez tRNA 
(65, 112). Druga endonukleaza, oczyszczona ponad 200 razy, jest swoista 
wobec jednoniciowego DNA. W Wyniku jej działania powstają fragm enty
o przeciętnej długości łańcucha, odpowiadającej około 700 nukleotydom. 
Również i ten  enzym nie jest hamowany przez tRNA.

W kom órkach E. coli zakażonych fagiem ^ pojawia się egzonukleaza 
odmienna od dezoksyrybonukleaz znajdowanych przed infekcją (72, 143). 
Pojawienie się enzymu jest ściśle skorelowane z w egetatyw nym  rozwojem 
faga. Na przykład kom órki lizogenne dla faga ^ nie w ytw arzają enzymu, 
gdy zachodzi represja  faga. Jeśli jednak dojdzie do indukcji w egetatyw ne­
go wzrostu faga, pojawia się enzym. Fizjologiczna rola A-egzonukleazy nie 
jest znana. Jednak kinetyka jej pojawiania się po infekcji zdaje się prze­
mawiać za tym , że enzym w jakiś sposób związany jest z syntezą DNA. 
Jednorodny enzym otrzym ano w krystalicznej postaci (109). Oczyszczony 
preparat enzymu 350 razy szybciej rozkłada natyw ny DNA z faga T 7 niż 
zdenaturow any DNA. Działa wyłącznie jako egzonukleaza, uwalniając 
stopniowo 5’-dezoksyrybonukleotydy. Rozpoczną hydrolizę z 5’ końca
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łańcucha polinukleotydowego. Szybciej rozkłada łańcuch ufosforylowany 
na C-5’ niż łańcuch z wolną grupą hydroksylową na C-5’ (86).

Z komórek E. coli zainfekowanych fakiem  T 5 wyodrębniono dezoksyry- 
bonukleazę. Enzym działa jak egzo- i endonukleaza, dając mieszaninę ma­
łych oligonukleotydów o przeciętnej długości łańcucha od 4—5 nukleoty- 
dów. Obok tego pojaw iają się 5’-m ononukleotydy. Enzym działa również 
na zdenaturow any DNA. Nie udało się ustalić roli enzymu w infekcyjności 
faga T5 ani w syntezie cząsteczki DNA faga.

K inetyka powstawania tego enzymu zdaje się przem aw iać bardziej za 
jego udziałem w syntezie DNA faga niż za rozkładem  DNA kom órek go­
spodarza (35, 100, 101).

W ostrożnie wyizolowanych cząsteczkach DNA faga T 5 T h o m a s  
(136) zauważył 4 luki — trzy  w jednym  łańcuchu i jedną w drugim  — i u- 
dowodnił, że luki te nie są artefaktam i. L e h m a n  (81) sugeruje, że mię­
dzy innym i funkcją dezoksyrybonukleazy indukowanej fagiem T 5 in vivo  
mogłoby być wprowadzenie do cząsteczki DNA tych pęknięć.

W Pneumococcus znaleziono endo- i egzonukleazę (73). Egzonukleaza 
szybciej rozkłada natyw ny DNA, niż zdenaturow any. Enzym ma aktyw ­
ność fosfatazową i usuwa resztę fosforanową z końca łańcucha przy C-3\ 
Endonukleaza działa na natyw ny i zdenaturow any DNA dając oligonukle- 
otydy zakończone resztą fosforanową na C-5’.

W Bacillus subtilis SB 19 zakażonym fagiem  SP3 znaleziono dezoksy- 
rybonukleazę indukowaną przez tego faga. Enzym ten  jest swoisty wobec 
term icznie zdenaturow anego DNA. 90°/o produktów działania enzymu sta­
nowią dw unukleotydy, a 10°/o trójnukleotydy, uw alniane stopniowo z 3’ 
końca (137, 138). Dezoksyrybonukleaza jest również ak tyw na wobec poli- 
nukleotydów: polidezoksytymidylowego, polidezoksyadenylowego i poli- 
dezoksycytydylowego oraz 5-metylopolidezoksycytydylowego. Enzym roz­
kłada je do dwunukleotydów. Z kwasu polidezoksycytydylowego w więk­
szości powstają d(pC)2 oraz niewielkie ilości d(pC)4 (5). Enzym nie działa 
na polirybonukleotydy. Nie rozkłada również trójnukleotydów . Czteronu- 
kleotydy o budowie d(pXpXpXpX) są hydrolizowane do dimerów.

W Neurospora crassa (85) i w mózgu jagniąt (59) znaleziono endonukle- 
azy swoiste wobec jednoniciowego DNA. Enzym z Neurospora użyto w ba­
daniach mechanizm u replikacji DNA przez oczyszczoną polim erazę (93) 
oraz do wydzielenia operonu lac (116).

M e s e l s o n  i Y u a n  (91) oczyścili 5 000 razy endonukleazę ze szcze­
pu K E. coli, k tóra powoduje restrykcję  DNA faga K Enzym ten  zasługu­
je na szczególną uwagę z tego względu, że przedstaw ia wyjątkow y, nie 
napotkany dotychczas stopień swoistości. Analiza sedym entacyjna wyka­
zała, że enzym ze szczepu K działa na skręconą, kolistą cząsteczkę dwuni- 
ciowego DNA w ten sposób, że najpierw  rozryw a jedno wiązanie w jed­
nym tylko łańcuchu. W kilka sekund później rozszczepia kom plem entarny 
łańcuch w miejscu znajdującym  się naprzeciw lub praw ie naprzeciw
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pierwszego rozszczepienia. W wyniku działania enzymu po pewnym  czasie 
pojawia się w cząsteczce DNA ograniczona liczba dwuniciowych, sym e­
trycznych pęknięć w swoistych miejscach cząsteczki, tzw. miejscach re ­
strykcji (ang. restriction sites). Prowadzi to do rozpadnięcia się spirali 
DNA na duże dwuniciowe fragm enty. Ponadto w cząsteczce DNA docho­
dzi również do jednoniciowych pęknięć. W następstw ie tych pęknięć poja­
wia się niewielka ilość jednoniciowego DNA oraz małe, niesedym entujące 
w ultraw irów ce fragm enty polinukleotydowe. Enzym wym aga dla swej 
aktyw ności jonów Mg2+, ATP i S-adenozylometioniny. Istnieją podstawy 
do przypuszczeń, że cząsteczka endonukleazy ma złożoną strukturę.

Nukleaza z Micrococcus pyogenes (132) działa na poli-d(A-T) w yodręb­
niony z kraba oraz na (dA)n*(dT)n. Enzym w ykazuje odm ienny sposób roz­
kładu obu tych polinukleotydów. Rozkład poli-d(A-T) przebiega z natych­
m iastowym  zniszczeniem jego uporządkowanej s truk tu ry , podczas gdy hy­
droliza (dA)n* (dT)n początkowo nie narusza s tru k tu ry  polimeru. Zniknięcie 
uporządkowanej s tru k tu ry  (dA)n*(dT)n następuje gwałtownie w później­
szym stadium  reakcji. Różnice te spowodowane są tym , że egzonukleoli- 
tyczny sposób rozkładu jest w yraźniej zaznaczony wobec (dA)n*(dT)n niż 
wobec poli-d(A-T). Przy niskiej sile jonowej enzym działa jak  egzonukle- 
aza na pasmo utworzone przez poli-A w podwójnej spirali (dA)n*(dT)n.

IV. Zastosowanie dezoksyrybonukleaz do badania struktury 
i funkcji biologicznej DNA

Pięknym  przykładem  zastosowania nukleaz do badania zależności m ię­
dzy s truk tu rą  i funkcją DNA są badania przeprowadzone nad fagiem

174. Niewrażliwość jednoniciowego DNA faga na egzonukleazy nawet 
po uprzednim  działaniu na niego fosfatazami nasunęła przypuszczenie
o braku wolnych grup hydroksylowych przy C-3’ i C-5’ i o kolistej budo­
wie cząsteczki DNA (40, 43). Badania hydrodynam iczne oraz w mikrosko­
pie elektronowym  potwierdziły te przypuszczenia. Między innymi dzięki 
zastosowaniu ferm entów  ustalono, że replikatyw na form a DNA faga (̂ X 
174 ma dwuniciową struk tu rę  i s truk tu ra  ta tworzy zam knięty pierścień, 
k tóry  ponadto uległ skręceniu (67, 122). Jeżeli na tak i DNA podziałamy 
dezoksyrybonukleazą I z trzustki w specjalnie dobranych w arunkach, to 
w tedy tylko w jednym  łańcuchu zostaje rozerw ane też tylko jedno, przy­
padkowe wiązanie. Prowadzi to do zmiany konform acji cząsteczki pole­
gającej na rozkręceniu struk tury  I i utworzeniu rozwiniętego koła (struk­
tu ra  II). Tej zmianie konform acji towarzyszy dw ukrotny spadek infekcyj­
ności DNA faga.

Jeżeli na form ę I DNA podziałać alkaliam i, w tedy ulegnie ona bezład­
nem u zwinięciu (struk tu ra  III). Ta zmiana połączona jest z kilkukrotnym  
wzrostem  infekcyjności faga. Ponowny spadek infekcyjności uzyskuje się
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działając na taką cząsteczkę DNA dezoksyrybonukleazą I trzustki. Enzym 
powoduje w tedy przejście s tru k tu ry  III DNA w s tru k tu rę  II. W arunkiem  
infekcyjności cząsteczki DNA faga jest więc pewna określona struk tu ra , 
nie koniecznie natyw na (67). Zm iany s tru k tu r DNA przedstawiono na 
schemacie 5.

Dzięki zastosowaniu nukleaz udało się ustalić struk tu rę  obu końcowych 
fragm entów cząsteczki DNA faga ^ oraz zależną od tej struk tu ry  infekcyj­
ność faga (128). Na podstawie tych badań ustalono, że cząsteczka DNA 
zbudowana jest z dwóch łańcuchów polinukleotydowych, tworzących spi­
ralę, ale przesuniętych względem siebie o pew ien odcinek tak, że na obu 
końcach w ystają krótkie pojedyncze nici zakończone grupą -OH’ lub fos­
foranową przy C-5’ rybozy. Te dwa w ystające odcinki m ają kom plem en­
tarną sekwencję zasad, pozwalającą im na łączenie się i tworzenie kolistej 
struk tu ry  lub też na tworzenie dimerów, trim erów  itd. Jeżeli taki DNA 
poddać działaniu polim erazy DNA, w tedy do w ystających odcinków zosta­
ną dobudowane „brakujące” fragm enty łańcucha i przyjm ie on postać peł­
nej podwójnej spirali. Ta zmiana połączona jest z u tra tą  infekcyjności 
DNA faga. Infekcyjność DNA można z powrotem  przywrócić, działając na

III (40  s )

I (21s)

Schem at 5. Struktury DNA faga $  X174 w g (36)
O bjaśnienia w  tekście
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niego egzonukleazą III z E. coli, k tó ra  rozpoczynając hydrolizę z C-3’ koń­
ca usunie dobudowane fragm enty łańcucha i przywróci m u w ystające od­
cinki. Koniecznym więc w arunkiem  infekcyjności DNA faga jest istnienie 
na jego końcach wolnych, zdolnych do kohezji, krótkich odcinków łańcu­
cha polinukleotydowego. W skład takiego odcinka wchodzi 20 nukleoty- 
dów (147). S truk tu ry  DNA faga przedstawiono na schemacie 6.

Schem at 6. Struktury DNA faga a. w g (128)
I. łańcuchow a struktura DNA, II. kolista struktura DNA, III. DNA z dobudow anym i fragm en­

tam i łańcucha polinukleotydow ego

Dezoksyrybonukleazę trzustkow ą zastosowali G o u 1 i a n i wsp. (56) 
w celu udowodnienia, że zsyntetyzow ana przez nich in vitro  replikatyw na 
forma (HF) DNA faga 3>X 174 jest identyczna z RF naturalnego DNA. 
Cząsteczka DNA faga 174 ma jednoniciową kolistą s truk tu rę  (łańcuch 
dodatni (+ )), natom iast replikatyw na form a przedstaw ia dwuniciową, 
również kolistą struk tu rę . Używając dodatniego łańcucha jako m atrycy, 
polim erazy DNA z E. coli, ligazy DNA, trój fosforanów adenozyny, guano- 
zyny, cytydyny i brom ourydyny (BU), znakowanych 32P otrzym ali oni 
częściowo syntetyczną replikatyw ną form ę DNA, złożoną z naturalnego 
dodatniego i syntetycznego ujem nego (—) łańcucha.

Żeby w yodrębnić łańcuch (—), częściowo syntetyczną RF DNA pod­
dali działaniu dezoksyrybonukleazy. Enzym powodował pęknięcie jednego 
tylko wiązania w łańcuchu ( +  ) lub ( —). Stosując denaturację term iczną 
oraz w irowanie w gradiencie gęstości można było obydwa łańcuchy roz­
dzielić. W yodrębniony łańcuch (—■) był infekcyjny oraz miał zdolność two­
rzenia m atrycy  do syntezy łańcucha ( +  ). W ten  sposób można było odtwo­
rzyć całkowicie syntetyczną RF DNA faga 174 o specyficznej infekcyj­
ności takiej, jaką m iała natu ralna RF cząsteczki DNA. Syntezę przedsta­
wiono na schemacie 7.

S h a p i r o  i wsp. (116) użyli swoistej wobec jednoniciowego DNA de­
zoksyrybonukleazy z Neurospora crassa do w yodrębnienia czystego ope- 
ronu lac z E. coli. W błyskotliw ym  eksperym encie w ykorzystali oni zdol-
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nóść genomu niektórych fagów do transdukeji operonu lac. Użyli oni 
dwóch fagów: A (A) i qp 80 (B). DNA każdego z fagów zaw ierał łańcuch 
lekki (L) i łańcuch ciężki (H). Fag (A) włączał do cząsteczki swojego DNA 
dwie nici operonu lac w przeciwnym  kierunku niż to czynił drugi fag 
(B). W w yniku tego procesu ta sama nić operonu lac znajdowała się w fagu 
A w łańcuchu ciężkim (H), a w fagu cp 80 w łańcuchu lekkim  (L). W ten  
sposób łańcuchy ciężkie z obu fagów, A i B, zawierały dwie kom plem en­
tarne  nici operonu lac. Następnie cząsteczki DNA faga A .i B rozdzielono na

Schem at 7. Synteza DNA faga $X 174 w g (56) 
O bjaśnienia w  tekście

łańcuch lekki i ciężki stosując metodę opracowaną przez H r a d e c n a  
i S z y b a l s k i e g o  (64). W metodzie tej podstawę rozróżnienia dwóch 
łańcuchów na lekki i ciężki stanowi to, że tylko jeden z nich m a swoistą 
zdolność do reagowania z poli-I, G. Utworzony kompleks m a większą gę­
stość (ciężki) niż pozostały łańcuch (lekki). W ykorzystując różnicę gęstości 
można było rozdzielić obydwa łańcuchy. W yodrębnione łańcuchy ciężkie 
z obu fagów zmieszano. Następowało teraz parow anie kom plem entarnych 
nici operonu lac. F ragm enty łańcucha DNA nie m ające kom plem entarnej 
sekwencji zachowały jednoniciową strukturę . Działając na taką częściowo
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dwuniciową, częściowo jednoniciową s truk tu rę  nukleazą swoistą dla jedno- 
niciowego DNA usunięto niesparowane fragm enty otrzym ując czysty ope- 
ron lac (schemat 8).

Operon lac

A J

H

H-Łańcuch
A' J '

a y z o p i N R

(l)R ozdzia ł fóncuchdw

a'y'z'o'p' N' R-'

Fag A
A' J' a'y'z'o'p’ i ' N' ff

A J i 'p V z V a ' N R
Fag B

A' r i p o z y a N'  R ^

Fag A

j i  i p o z y a  n '

(3 )  Dezoksyrybonukleaza
i'p 'o 'z'y 'a '

Fag B

Czysty operon lac DNA
i p o z y a

Schem at 8. W yodrębnianie operonu lac z E. coli w g (116)
A, J, N i R — m arkery chrom ozom ów leżące poza operonem  lac. Markerami operonu lac są: 
gen strukturalny represora (i), prom otor (p), operator (o), strukturalny gen f5-galaktozydazy (z), 
strukturalny gen lac perm eazy (y), strukturalny gen  transacetylazy galaktozydow ej (a). 
Strzałki um ieszczono na 5'-końcach łańcuchów  DNA. Znaki ,,p r im ” — oznaczają kom plem en­

tarne sekw encje.

V. Uwagi końcowe

Ujawnianie i w yjaśnianie coraz bardziej złożonych s tru k tu r cząsteczek 
RNA i DNA będzie wymagać enzymów o w yjątkow o dużym stopniu swoi­
stości. W skazują na to jednoznacznie obecne tendencje w stosowaniu m e­
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tod enzymatycznych w analityce kwasów nukleinowych. Pogląd ten  jest 
tym  bardziej uzasadniony, że jak  dotychczas chemiczne m etody badania 
struk tu ry  kwasów nukleinowych nie gw arantują wym aganego stopnia 
swoistości.

W yjątkowy stopień wybiórczości posiadają tylko nieliczne spośród 
znanych nukleaz. W ydaje się jednak, że lista tych enzymów w niedalekiej 
przyszłości zostanie powiększona o nowe odkrycia. Przem aw iają za tym  
stosunkowo niedawne doniesienia o takich enzymach jak  rybonukleaza U2 
(7, 8) czy dezoksyrybonukleaza ze szczepu K E. coli (91).

Niektóre spostrzeżenia ostatnich lat w skazują na pewne możliwości 
kształtow ania swoistości enzymów przez dobór odpowiednich w arunków  
reakcji. Zauważono, że swoistość enzymów ulega zmianom w czasie reak­
cji (139). Na przykład w przypadku dezoksyrybonukleazy I, swoistej wobec 
wielkocząsteczkowego DNA, w ystępuje tzw. zjawisko „samoopóźnienia” 
(ang. autoretardation) polegające na tym, że w m iarę przebiegu reakcji 
powstają coraz m niejsze fragm enty oporne na działanie enzymu i w skutek 
tego szybkość reakcji m aleje (140). Dla nukleazy z m ikrokoków charak te­
rystyczne jest pojawianie się d-Ap i d-Tp w początkowym stadium  reakcji 
i d-pC i d-pG w późniejszym etapie (130). Okazało się również, że swoi­
stość enzymu może zależeć od rodzaju dwuwartościowego kationu w śro­
dowisku reakcji. W dwuniciowej struk tu rze dI:dC, łańcuch dC był całko­
wicie oporny na dezoksyrybonukleazę I w obecności Mg2+. Dodanie do 
środowiska jonów Ca2+ lub zastąpienie Mg2+ przez Mn2+ znosiło tę opor­
ność (24).

W rozwoju tego kierunku badań należy upatryw ać zwiększone możli­
wości wykorzystania nukleaz w badaniach struk tura lnych  kwasów nukle­
inowych. W reszcie rozwój metod chemicznej m odyfikacji substratów  w 
połączeniu z ich enzymatyczną degradacją stw arza możliwość rozszczepie­
nia pewnych tylko wiązań. Wspomnieć tu  należy o szczególnie użytecz­
nych w badaniach struk tu ry  RNA siarczanie dw um etylu i CMCT. Siarczan 
dw um etylu reaguje z guanozyną i powstaje 7-metyloguanozyna. W iąza­
nia położone przy takiej reszcie są niewrażliwe na działanie rybonukleazy 
Ti (26, 78). W ten  sposób po częściowej m etylacji cząsteczki RNA i w y­
czerpującej jej degradacji rybonukleazą Ti można uzyskać rozszczepienie 
tylko niewielkiej liczby wiązań. Ten właśnie sposób rozkładu w ykorzysta­
no w badaniach nad sekw encją rybosomalnego RNA 5S z E. coli (27).

Obiecujące podejście w rozwiązywaniu dyskutowanego problem u s ta ­
nowi też próba działania enzymami na kom pleksy utworzone pomiędzy 
kwasam i nukleinowym i a białkam i lub innym i wielkocząsteczkowymi 
związkami. M a n d e l e s  (89) w ykorzystał to do kontrolowanego roz­
szczepienia RNA z w irusa mozaiki tytoniowej. Z cząsteczki w irusa częścio­
wo tylko usunięto białko, żeby odsłonić pewne obszary dla działania rybo­
nukleazy Ti.

Podkreślić należy, że pełne w ykorzystanie metod enzymatycznych w
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badaniach struk tu ry  i funkcji biologicznej kwasów nukleinowych możliwe 
jest w oparciu o stały rozwój innych metod analitycznych. Rozwój ten  po­
zwala na wykryw anie coraz subtelniejszych zmian w s truk tu rze  RNA 
i DNA pow stałych po zadziałaniu enzymami. Obecne m etody pozwalają na 
zarejestrow anie rozszczepienia jednego tylko wiązania w cząsteczce DNA
o m asie 107 daltonów. Rozerwaniu pojedynczego wiązania w  jednym  z łań­
cuchów kolistej i skręconej cząsteczki DNA z polioma (141, 142) RF $X  
174) *(28) oraz z wewnątrzcząsteczkowej form y faga ^ (22, 148), towarzyszy 
przejście w luźną kolistą formę. Zmiana ta połączona jest ze zmianam i we 
w spółczynniku sedymentacji. Również udoskonalenie m etod rozdziału oli- 
gonukleotydów — dwukierunkowa jonoforeza i cienkowarstwowa chrom a­
tografia oraz elektroforeza na żelu akrylamidowym  (106), stw arza nadzieję 
na w ykryw anie coraz bardziej nikłych różnic sekwencji między różnymi 
rodzajam i RNA.

LITERATURA

1. A d a m s  A., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 57, 1684 (1967).
2. A d a m s  J. M., J e p p e s e n  P. G. N.,  S a n g e r  F., B a r r e l  B. G., 

Nature  223, 1009 (1969).
3. A d a m s  A.,  L i n d a h l  T., F r e s c o  J. R., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 57, 

1684 (1967).
4. A p g a r  J., E v e r e t t  G. A., H o 11 e y R. W., J. Biol. Chem.  241, 1206 (1966).
5. A p o s h i a n  H.  V., F r i e d m a n  N.,  N i s h i h a r a  M., H e i m e r  E. P.,  

N u s s b a u m  A. L., J. Mol. Biol. 49, 367 (1970).
6. A r b e r  W., L i n n S., Annual Rev. Biochem.  38, 467 (1969).
7. A r  im  a T., U c h i d a  T., E g a m i  F., Biochem. J. 106, 601 (1968).
8. A r i m a  T., U c h i d a  T., E g a m i  F., Biochem. J. 106, 609 (1968).
9. A r m s t r o n g  A.,  H a g o p i  a n  H., I n g r a m  V. M., W a g n e r  E. K., 

B iochem istry  5, 3027 (1966).
10. A r t m a n  M.,  S i  I m a n  N., E n g e b e r t  H., Biochem. J. 104, 878 (1967).
11. B a r  d o ń  A., Post. Biochem. 13, 389 (1967).
12. B a r n a r d  E. A., Annual Rev. Biochem. 38, 677 (1969).
13. B a y e v  A., V e n k s t e r n  T., M i r z a b e k o v  A., K r u t i l i n a  A.,  

A x e l r o d  V., E n g e l h a r d t  V., Symp. genetic elem ents, Londyn 1966.
14. B e l l  D . ,  R u s s e l  G. J., Biochemistry  6, 3363 (1967).
15. B e n n e t t  T. P., Graphic Biochemistry, The M acm illan Company, N ew  York, 

1968, t. 1, rozdział 7.
16. B e r  n a r  d i  A., C a n  t o n i  G. L., J. Biol. Chem.  244, 1468 (1969).
17. B e r n a r d i  G., C o r d o n n i e r  C., J. Mol. Biol. 11, 141 (1965).
18. B e r n a r d i  G.,  S a d r o n  C h., Biochemistry  3, 1411 (1964).
19. B i l l  e t  e r  M.  A.,  W e i s s m a n  C., W a r n e r  R. C., J. Mol. Biol. 17, 145 (1966).
20. B i  s h o p  J. M.,  K o c h  G., J. Biol. Chem. 242, 1736 (1967).
21. B i s h o p  J. M.,  K o c h  G., L e v i n t o v  L., w  The M olecular B iology of 

Viruses, red. J. S. Colter, W. Paranchych, Academ ic Press, N ew  York 1967, 
str. 355.

5 Postępy Biochem ii
http://rcin.org.pl



414 J. P E T R Y N IA K [24]

22. B o d e  V.  C., K a i s e r  A. D., J. Mol. Biol. 14, 399 (1965).
23. B o g  d a  n o w a  E. S., G a v r i l o w a  L. P., D v o r  k i n  G. A.,  K i s s e l e v  

N. A., S p i r i n  A. S., Biochimija  27, 387 (1962).
24. B o l l u m  F. J., J. Biol. Chem.  240, 2599 (1965).
25. B o s e  S., N o s s a l  N,, Federation Proc.  23, 272 (1964).
26. B r  im  a c o m  b e  R. L. C., G r i f  f  i n B. E., H a i n e s J. A., H a s 1 a m W. J., 

R e e s e  C. M., Biochemistry  4, 2452 (1965).
27. B r o w n l e e  G. G., S a n g e r  F., B a r r e l  B. G., J. Mol. Biol. 34, 379 (1968).
28. B u r t o n  A., S i n s  h e i m  e r  R. L., Science  142, 962 (1963).
29. C h a n g  S. H., R a j B h a n d a r y  U. L., J. Biol. Chem.  243, 592 (1968).
30. C o u s i n  M., Bull. Soc. Chim. Biol. 45, 1363 (1965).
31. C o x  R. A., Biochem. J. 106, 725 (1968).
32. C o x  R. A., Biochem. J. 106, 733 (1968).
33. C o x  R. A., Biochem. J. 114, 753 (1969).
34. C o x  R. M., K a n a g a l i n g a m  K., Biochem. J. 103, 431 (1967).
35. C r a w f  o r d L. V., Virology  7, 359 (1959).
36. D a w i d  J. B., W o l s t e n h o l m e  D. R., J. Mol. Biol. 28, 233 (1967).
37. D o t y  P., B o e d t k e r  H., F r e s c o  J. R., H a s e l k o r n  R., L i t t  M., Proc. 

Nat. Acad. Sei. U. S. 54, 491 (1965).
38. D ü 11 i n g D., F e l d m a n  H., Z a c h a u H. G., H oppe-S ey lers  Z. Physiol.  

Chem. 347, 249 (1966).
39. E g a m i  F., T a k a h a s h i  K., U c h i d a T., Progr. Nucleic Acid Res. 3, 59

(1964).
40. F i e r s  W., S i n s  h e  i m  e r  R. L., J. Mol. Biol. 5, 420 (1962).
41. F i l i p o w i c z  B., Post. Biochem. 15, 175 (1969).
42. F o 11 m a n H., W i e k e r H. J., W i t z e 1 H., European J. Biochem. 1, 243

(1967).
43. F r e i f  e 1 d e r D., K 1 e i n s c h m i d t A. K., S i n s h e i m e r  R. L., Science

146, 254 (1964).
44. F r e s c o  J. R., A l b e r t s  B.  M., D o t y  P., N ature  188, 98 (1960).
45. F r i e d b e r g  E. C., G o 1 d t h w  a i t D. A., Cold Spring Harbor Sym . Quant. 

Biol. 33, 271 (1968).
46. F r i e d b e r g  E. C., G o l d t h  w a i t  D. A., Federation Proc. 27, 796 (1968).
47. F r i e d  b e r g  E. C., H a d i  S. M.,  G o l d t h  w a i t  D. A., J. Biol. Chem.  244, 

5879 (1969).
48. G a s s e n  H.  G., W i t z e i  H., European J. Biochem. 1, 36 (1967).
49. G a  w r  i ł o w a  L. P., B r e s l e r  S. E., M o s e v i c k i  M. J., Biochimija  24, 

938 (1959).
50. G e i d u s c h e k  E. P., M o o h r  J. W.,  W e i s s  S. B., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S.

48, 1078 (1962).
51. G i a c o m o n i  D., S p i e g e l  m a n  S., Science  138, 1328 (1962).
52. G i l  h a m P. T., J. Am. Chem. Soc. 84, 687 (1962).
53. G o ł a s z e w s k i  T., Post.  Biochem. 10, 369 (1964).
54. G o u l d  H., Biochem istry  5, 1103 (1966).
55. G o u l d  H., Biochim. Biophys. Acta  123, 441 (1966).
56. G o u l i a n  M., K o r n b e r g  A.,  S i n s h e i m e r  R. L., Proc. Nat. Acad. Sei. 

U. S. 58, 2321 (1967).
57. G o u l i a n  M.,  L u c a s  Z. J., K o r  n b  e r g  A., J. Biol. Chem.  243, 627 (1968).
58. H a y a s h i  M., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 54, 1736 (1965).
59. H e a l y  J. W.,  S t o l l a r  D., S i m o n  M.  I., L e v i n e  L., Areh. Biochem.  

Biophys.  103, 461 (1963).
60. H i e s i n R. B., S z j e m i a k i n  M. F., Biochimija  27, 761 (1962).

http://rcin.org.pl



[25] N U K LEA ZY  W B A D A N IU  R N A  I D N A 415

61. V a n  H o l d e  K.  E., B r a h m s  J., M i c h  e l s  o n  A. M., J. Mol. Biol. 12, 726 
(1965).

62. H o l l e y  R. W., A p g a r  J., E v e r e t t  G. A.,  M a d i s o n  J. T., M a r q u i -  
s e e  M.,  M e r r i l l  H.  S., P e n s w i c k  J. R., Z a  m i r  A., Science  147, 1462 
(1965).

63. H o l l e y  R. W.,  E v e r e t t  G. A., M a d i s o n  J. T., Z a  m i r  A., J. Biol. Chem. 
240, 2122 (1965).

64. H r a d e c n a  Z., S z y b a l s k i  W., Virology  32, 633 (1967).
65. H u r w i t z  J., B e c k e r  A., G e f t e r  M.  L., G o l d  M., J. Cell Physiol. 70, 

181 (1967)

66. I r i e M., J. Biochem. (Tokyo) 63, 649 (1968).
67. J a n s z H. S., B a a s P. D., J. Mol. Biol. 32, 159 (1968).
68. J o r g e n s o n  S. E., K o e r n e r  J. F. J. Biol. Chem. 241, 3090 (1966).
69. K a s a i  K.,  G r ü n b e r g - M a n a g o  M., European J. Biochem.  1, 152 (1967).
70. K l e e  C. B., S i n g e r  M. F., J. Biol. Chem.  243, 923 (1968).
71. K l e t t  R. P., C e r a m i  A., R e i c h  E., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 60, 943 

(1968).

72. K o r n  D., W e i s s b a c h  A., J. Biol. Chem.  238, 3390 (1963).
73. L a c k s  S., G r e e n b e r g  B., J. Biol. Chem.  242, 3108 (1967).
74. L a r k K. G., Annual Rev. Biochem. 38, 569 (1969).
75. L a s k o w s k i  M., Post. Biochem. 6, 3 (1960).
76. L a s k o w s k i  M., Sr., Advan. Enzymol. 28, 1 (1967).
77. L a s k o w s k i  M., S r., Advan. Enzymol.  29, 165 (1967).
78. L a w l e y  P.  D., B r o o k e s  P., Biochem. J. 89, 127 (1963).
79. L e h m a n  I. R., J. Biol. Chem. 235, 1479 (1960).
80. L e h m a n  I. R., Progr. Nucleic Acid. Res. 2, 84 (1963).
81. L e h m a n  I. R., Annual Rev. Biochem. 36, 645 (1967).
82. L e h m a n  I. R., N u s s b a u m  A. L., J. Biol. Chem. 239, 2628 (1964).
83. L e h m a n  I. R., R i c h a r d s o n  C. C., J. Biol. Chem. 239, 233 (1964).
84. L e h m a n  I. R., R i c h a r d s o n  C. C., Federation Proc. 24, 1466 (1965).
85. L i n n  S., L e h m a n  I. R., J. Biol. Chem.  240, 1287 (1965).
86. L i t t l e  J. W., J. Biol. Chem.  242, 679 (1967).
87. M c L e o d  K. M., Huang S. C., Biochim. Biophys. Acta  149, 12 (1967).
88. M a d i s o n  J. T., H o l l e y  R. W., Biochem. Biophys. Res. Comm. 18, 153

(1965).

89. M a  n d e 1 e s  S., J. Biol. Chem. 243, 3671 (1968).
90. M a r k h a m  R., S m i t h  J. D., Biochem. J. 52, 552 (1952).
91. M e s  e l s  on M. Y u a n  R., Nature  217, 1110 (1968).
92. M i l l a r  D.  B., B y r n e  R. W., Arch. Biochem. Biophys. 119, 398 (1967).
93. M i t r  a S., K o r n  b e r g  A., J. Gen. Physiol.  49, 59 (1966).
94. M o n t a g n i e r L., S a n d e r s  F. K., Nature  199, 664 (1963).
95. M o r a  i s  R., B l a c k t  s e i n  M., L a  m i r  a n  d e  G., de ,  Arch. Biochem. 

Biophys.  121, 711 (1967).

96. N i k e i T., C a n t o n i  G. L., J. Biol. Chem.  238, 3991 (1963).
97. N o s s a l  G. W.,  S i n g e r  M. F., J. Biol. Chem.  243, 913 (1968).
98. O 1 e s o n  A.  E., K o e r n e r  J. F., J. Biol. Chem. 239, 2935 (1964).
99. O s t r o w s k i  W.,  W a l c z a k  Z., Acta Biochim. Polon. 8, 345 (1961).

100. P a u l  A.  V., L e h m a n  I. R., J. Biol. Chem. 241, 3441 (1966).
101. P f e f e r k o r n  E., A m o s  H., V i r o l o g y  6, 299 (1958).
102. P r e i s s  J., B e r g  P., O f e n g a n d  E. J., B e r g m a n  F. H.,  D i e c k -  

m a n M., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 45, 319 (1959).

5* http://rcin.org.pl



416 J. P E T R Y N IA K [26]

103. R a l p h  R. K., A dvan. Virus Res. 15, 61 (1969).
104. R a z z e l  W.  E., K h o r a n a  H. G., J. Biol. Chem. 234, 2114 (1959).
105. R e d d i  K. K., Biochim. Biophys. A c ta  36, 132 (1959).
106. R i c h a r d s  E. G., C o l l  J. A.,  G r a t z e r  W. B., Anal. Biochem. 12, 452 (1965).
107. R i c h a r d s o n  C. C., Annual Rev. Biochem. 38, 795 (1969).
108. R i c h a r d s o n  C. C., K o r n b e r g  A., J. Biol. Chem. 239, 242 (1964).
109. R i c h a r d s o n  C. C., L e h m a n  I. R., K o r n  b e r g  A., J. Biol. Chem. 239, 

251 (1964).
110. R o b e r t s o n  H.  D., W e b s t e r  R.  E., Z i n d e r  N. D., J. Biol. Chem. 243, 

82 (1968).
111. R u s h i z k y  G. W.,  K n i g h t  C. A.,  S o b e r  H. A., J. Biol. Chem. 236, 2732

(1963).
112. S a d o w s k i  P., G i n s b e r g  B., Y u d e l o v l i c h  A.,  F e i n e r  L., H u r w i t z  

J., Cold Spring Harbor S ym p. Quant. Biol. 33, 165 (1968).
113. S a n g e r  F., B r o w n l e e  G. G., B a r r e l  B. G., J. Mol. Biol. 13, 373 (1965).
114. S c h i l d k r a u t  C. L., M a r m u r  J., F r e s c o  J. R., D o t y  P., J. Biol. Chem.  

236, PC 2 (1961).
115. S c h u m a k e r  V.  H.,  R i c h a r d s  E. G., S c h a c k  m a n  H. K., J. A m . Chem. 

Soc. 78, 4230 (1956).
116. S h a p i r o  J., M a c h a t t i e  L., E r  o n  L., I h i e r  G., I p  p e n  K., B e c k w i t h  

J., Nature  224, 768 (1969).
117. S h a t k i n  A. J., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 54, 1721 (1965).
118. S h o r t  E. C., J r ., K o e r n e r  J. F., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 54, 595 (1965).
119. S h u  g a r  D., Post.  Biochem. 1, 269 (1955).
120. S i e r a k o w s k a  H., Post.  Biochem. 15, 193 (1969).
121. S i n g e r  M.  F., T o l b e r t  G., B iochem istry  4, 139 (1965).
122. S i n s h e i m e r  R. L., S t a r m a n  B., N a g l e r  C., G u t h r i e  S., J. Mol. Biol.

4, 142 (1962).
123. S p a  h r  P. F., J. Biol. Chem. 239, 3716 (1964).
124. S p a  h r  P. F., G e s t e l a n d  R. F., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 59, 876 (1968).
125. S p i r i n  A. S., J. Mol. Biol. 2, 436 (1960).
126. S p i r i n  A. S., Biochimija  26, 511 (1961).
127. S t a e h e 1 i n M., Biochim. Biophys. A c ta  87, 493 (1964).
128. S t r a c k  H.  B., K a i s e r  A. D., J. Mol. Biol. 12, 36 (1965).
129. S t u d i e r  F. W., J. Mol. Biol. 11, 373 (1965).
130. S u l k o w s k i  E., L a s k o w s k i  M., S r ., J. Biol. Chem.  237, 2620 (1962).
131. S u l k o w s k i  E.., L a s k o w s k i  M. S r ., J. Biol. Chem.  243, 4917 (1968).
132. S u l k o w s k i  E., L a s k o w s k i  M. S r ., J. Biol. Chem.  244, 3818 (1969).
133. T a k a h a s h i  K., J. Biol. Chem. 240, 4117 (1965).
134. T a k a n a m i  M., Z u b a y  G., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 51, 834 (1964).
135. T h o m a s  C. A., J. Am. Chem. Soc. 78, 1861 (1956).
136. T h o m a s  C. A., J. Gen. Physiol. 49, 143 (1966).
137. T r i l l i n g  D. M.,  A p o s h i a n  H. V., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 54, 622 (1965).
138. T r i l l i n g  D. M.,  A p o s h i a n  H. V., Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 60, 214 (1968).
139. V a n e c k o  S., L a s k o w s k i  M. S r ., J. Biol. Chem. 236, 1135 (1961).
140. V a n e c k o  S., L a s k o w s k i  M., S r ., J. Biol. Chem. 236, 3312 (1961).
141. V i n o  g r a d  J., L e b  o w i t  z J., J. Gen. Physiol.  49, 103 (1966).
142. V i  n o g r a d  J., L e b o w i t z  J., R a d l o f f  R., W a t s o n  R., L a i  p i s  P., 

Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 53, 1104 (1965).
143. W e i s s b a c h  A., K o r n  D., J. Biol. Chem. 237, 3312 (1962).
144. W h i t i e l d  P., W i t z e i  H., Biochim. Biophys. Acta  72, 338 (1963).
145. W i t z e  1 H.,  B a r n a r d  E. A., Biochem. Biophys. Res. Comm.  7, 289 (1962).

http://rcin.org.pl



[27 N U K L EA Z Y  W B A D A N IU  R N A  I D N A 417

146. W i t z e 1 H., B a r n a r d  E. A., Biochem. Biophys. Res. Comm .  7, 295 (1962).
147. W u  R., K a i s e r  A. D., J. Mol. Biol. 35, 523 (1968).
148. Y o u n g  E. T., S i n s h e i m e r  R. L., J. Mol. Biol. 10, 562 (1964).
149. Y o u n g  E. T., S i n s h e i m e r  R. L., J. Biol. Chem. 240, 1274 (1965).
150. Z a c h a u H ,  D., D ii t  t i  n g D., F e l d m a n  M., H oppe-Sey lers  Z. Physiol. Chem. 

347, 212 (1966).

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



Post. Biochem . 18, 419— 434 (1972).

EW A KUREK*

Fosfobialka komórkowe i ich rola biologiczna 

Cellular Phosphoproteins and Their Biological Function

The localization of cellular phosphoproteins in  eucariotic and procariotic 
organism s is review ed. Their possible functions in the different m etabolic processes 
of cell are discussed.

Fosfoproteidy stanowią grupę kwaśnych białek złożonych, w których 
z aminokwasami łańcucha peptydowego związane są reszty fosforanowe. 
Zawartość fosforu w naturalnych fosfobiałkach jest różna i waha się od 
1—30 reszt PO 4- na 1 cząsteczkę białka. Akceptoram i reszt fosforano­
wych w białku mogą być różne grupy funkcyjne. Do głównych połączeń 
fosfoaminokwasowych należą: estry tlenowe hydroksyam inokwasów sery- 
ny i treoniny (typ wiązania -O-P) i połączenia fosfoamidowe, głównie N-3 
histydyny (typ wiązania -N-P). Połączenia fosfoestrowe charakteryzują 
się trwałością przy niskich wartościach pH  i labilnością w środowisku 
alkalicznym. Fosfobiałka zawierające P-histydynę są natom iast labilne 
w środowisku kwaśnym i względnie stabilne w alkalicznym  (52).

Lokalizacja fosfobiałek w komórkach jest bardzo różnorodna, co wiąże 
się zapewne z różnorodnością ich funkcji. Znaleziono je we frakcjach 
błon komórkowych, w mitochondriach, frakcjach cytoplazmatycznych, 
w jądrach, a także w rybosomach. Fosfobiałka zaw ierające P-histydynę 
w ystępują stosunkowo rzadko. Tak ufosforylow any aminokwas wyizolo­
wano z białek mitochondriów nerki i w ątroby szczura (83), bakteryjnej 
syntetazy sukcynylo-CoA (70), fosfoglicerom utazy zwierzęcej (65), a także 
z białka histydynowego (HPr) bakteryjnego system u fosfotransferazowego 
(11, 45, 46, 47, 66, 73, 82). Większość fosfobiałek zawiera ufosforylowaną 
serynę i treoninę. Tu należą: witellina z żółtka jaja, owoalbumina z białka 
jaja, fibrynogen (człowieka i psa), p repara ty  cieni erytrocytów, a także 
kwaśne białka chrom atynowe (1, 4, 9, 39, 40, 43, 52). W niektórych przy­

*Dr, Zakład Biologii M olekularnej, Instytut M ikrobiologii i Biochem ii, U n i­
w ersytet im. M. Curie-Skłodowskiej, Lublin

Wykaz stosow anych skrótów: HPr — białko histydynow e, cAMP — cykliczny  
adenozynom onofosforan, PEP — fosfoenolopirogronian, SD S — sól sodow a siarczanu  
dodecylu, fb — fosfobiałka
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padkach aminokwasy te  tw orzą sekwencje typu  (0-fosfo-L-seryna)n, gdzie 
n =  1—6. Tak jest w kazeinie, fosfitynie, fosfobiałkach mózgowych, a tak­
że preparatach z kom órek nowotworowych. C harakterystyczną cechą tych 
białek jest występowanie w łańcuchu peptydow ym  leucyny, izoleucyny, 
kwasu asparaginowego i glutaminowego w sąsiedztwie P -seryny  lub P -tre- 
oniny (41, 52, 56, 59). W enzym atycznych fosfobiałkach frakcji wyodręb­
nionych z licznych drobnoustrojów  oraz z błon m itochondrialnych w ystę­
pują: P-seryna, P -treonina i P-histydyna (2, 3, 12, 13, 25, 26, 27, 59, 64, 
65, 75, 83).

W komórce fosfobiałka powstają w w yniku fosforylacji reszt amino- 
kwasowych w już utworzonym  łańcuchu peptydowym, a nie wbudowy­
wania ufosforylowanych aminokwasów do łańcucha. Proces fosforylacji 
jest katalizowany przez swoistą fosfokinazę białkową, w obecności ATP 
jako źródła energii i fosforu. W przypadku fosfobiałek mózgu nie w yklu­
cza się udziału GTP obok ATP jako donatora energii. Fosforylacja „białka 
histydynowego” układu fosfotransferazowego Rosemana zachodzi przy 
udziale fosfoenolopirogronianu (PEP) jako dawcy grupy fosforanowej 
i energii (45, 48, 52).

Białka komórek baktery jnych  zaw ierają mało fosforu w porównaniu 
do kazeiny i fosfityny. Na aktyw ną rolę fosfobiałek w kom órkach m ikro­
organizmów może wskazywać zmniejszanie się ilości fosforu fosfobiałko- 
wego w komórce w raz ze zmianą logarytm icznej fazy wzrostu na stacjo­
narną (63).

Celem niniejszego przeglądu jest omówienie lokalizacji i funkcji bio­
logicznej poszczególnych rodzajów fosfobiałek komórkowych.

I. Fosfobiałka transportowe

Lokalizacja fosfobiałek w błonie komórkowej lub w jej pobliżu prze­
m awia za ich udziałem  w transporcie jonów N a+ i K +, wody i niskoczą- 
steczkowych związków organicznych do komórki. Pobudzenie in vitro  
tkanki mózgowej bodźcami elektrycznym i powoduje podwyższenie pozio­
m u fosfobiałek w komórce. Przypuszcza się, że zmiany te stanowią część 
łańcucha reakcji łączących m etaboliczny odzew tkanki nerwowej na zmia­
n y  wywołane bodźcami elektrycznym i (52). H e a l d  (31, 32) przypisuje 
fosfobiałkom mózgu ważną rolę w transporcie jonów. Obecność sekwencji 
ujem nie naładow anych reszt fosforanowych seryny w fosfobiałkach czyni 
je naturalnym i polielektrolitam i, które w roztworach mogą wykazywać 
działanie podobne do syntetycznych żywic jonowymiennych. Mogą one 
pełnić funkcję metabolicznie aktyw nych naturalnych  wym ienników jo­
nowych, czego wynikiem  może być transport jonów lub wody przez błony 
komórkowe. A h m e d  i J u d a h  (6) wykazali, że istnieje bezpośredni
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związek między fosforylacją białka przez ATP a transportem  wody. Auto­
rzy ci stw ierdzili, że substancje, które ham ują transport jonów N a+ i K + 
w kom órkach wątroby, na przykład cholina, hamują jednocześnie prze­
mianę fosfobiałek. W ykazano także funkcję tego typu  fosfobiałek jako 
przenośnika jonów w erytrocytach człowieka (34).

W komórkach bakteryjnych stwierdzono wyraźny związek między 
układem  fosfotransferazowym  i permeazą węglowodanową. K u n d i g 
i wsp. (45) wyodrębnili z komórek E. coli, Aerobacter cloacae i aerogenes 
oraz z Lactobacillus arabinosus, a S i m o n i i wsp. (73) ze Staphylococcus 
aureus — układ fosfotransferazowy, k tóry zawiera dwa enzymy, I i II, 
oraz ciepło-stabilne „białko histydynowe” (HPr). Układ fosfotransferazo­
wy według tych autorów działa według schematu 1.

1. Fosfoenolopirogronian (P f ; P )  + H Pr — ^ F o s fo h is ty d y n o b ia łk o  (P -HPr) + kwas pirogronowy
Mg

2. P-HPr + heksoza ----------2 +  —-  Heksozo -6  -  P + HPr
Mg

Sumarycznie: P E P .+ h e k s o z a ---------- -------------------- Heksozo -6 - P x + kwas pirogronowy
Mg + HPr

Schem at 1. U kład fosfotransferazowy u bakterii w g (45, 73)
* w yją tek  stanow i fruktoza, która u E. coli i A. aerogenes  jest fosforylow ana na C-l (45)

Pierw szą reakcją w  tym  układzie jest przeniesienie fosforanu z PEP 
na HPr, a ściślej związanie go z atomem azotu w pierścieniu imidazolo- 
wym  reszty histydynowej. Reakcję tę katalizuje enzym I. H Pr i enzym I 
są zlokalizowane w cytoplazmie (66) i nie wykazują swoistości substrato­
wej. Drugą reakcję —  przeniesienie fosforanu z H Pr na cukier katalizuje 
enzym II, związany z błoną komórkową (47) i czynnik cytoplazm atyczny 
F III, w yodrębniony przez H e n s t e n b e r g a  i wsp. (32) w 1969 roku. 
Te dwa czynniki w arunkują  swoistość substratową układu. M utanty w y­
kazujące zakłócenia w  syntezie enzymu I lub HPr nie są zdolne do w y­
korzystywania większości cukrów. Geny kodujące enzym I i H Pr są 
zlokalizowane bardzo blisko siebie w obrębie operonu i w szczepie dzi­
kim podlegają ścisłej indukcji skoordynowanej (66). Synteza enzymu II 
jest indukcyjna. Enzym ten stanowi związany z błoną kompleks, który 
daje się rozfrakcjonować na część IIA (trzy białka) i IIB oraz składnik 
lipidowy. Połączone frakcje IIA i IIB katalizują fosforylację dopiero po 
uzupełnieniu kationem  dwuwartościowym (Ca2+ lub Mg2+) i komponentą 
lipidową. U E. coli czynnikiem aktyw nym  jest fosfatydyloglicerol. F rak­
cja IIB, fosfatydyloglicerol i kation dwuwartościowy tworzą sedym entu-
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jący kompleks, k tóry katalizuje fosforylację cukrów w obecności frakcji 
IIA i fosfo-HPr. O ptym alną aktywność w ykazuje kompleks, w którym  
stosunek frakcji IIB i lipidu wynosi 1 :1 (w/v). Białko IIB podczas elek­
troforezy na żelu poliakrylam idowym  w obecności soli sodowej siarczanu 
dodecylu (SDS) w ędruje jako pojedyncze pasmo z ruchliwością wskazu­
jącą na ciężar cząsteczkowy około 36 000. R eprezentuje ono około 10°/o 
białek błony komórkowej (47).

S i m o n i i wsp. (73) wykazali, że układ fosfotransferazowy pełni 
decydującą rolę w  transporcie, a nie w m etabolizmie cukru w ew nątrz 
komórki, chociaż jedna z ostatnich prac na ten  tem at (57) sugeruje, że 
układ ten bierze udział w przem ianach katabolicznych fruktozy i m anni- 
tolu u Clostridium therm ocellum .

Fosforylacja przez system Rosemana jest niezbędna podczas transpor­
tu  wszystkich cukrów do komórek bakterii G ram dodatnich. U G ram ujem - 
nych system  ten  katalizuje przeniesienie fosforanu z PE P  na cukry o kon­
figuracji D-glukozy i D-mannozy (46). Escherichia coli i Salmonella ty -  
phim urium  transportu ją  pewne cukry (glukoza, m annitol, fruktoza, N-ace- 
tylo-D-glukozoamina) z udziałem układu fosfotransferazowego, inne cukry 
(glicerol, maltozę, laktozę) z udziałem innych układów. Galaktoza jest 
fosforylowana przez ten  układ, lecz nie jest to  jedyna możliwa droga trans­
portu tego cukru do kom órki (66, 82).

II. Fosfobiałka mitochondrialne

M itochondria zaw ierają dwa rodzaje fosfobiałek: kw aso-labilne i kwa- 
so-stabilne. Są one zlokalizowane we frakcji błon (58).

B e y e r  (12, 13) wyodrębnił z m itochondriów serca wołu fosforylo- 
transfosforylazę, która katalizuje syntezę ATP z ADP w obecności Pt i sa­
ma ulega ufosforylowaniu podczas fosforylacji oksydacyjnej. Inhibitory 
fosforylacji oksydacyjnej i transportu  elektronów jak  również czynniki 
rozkojarzające ham ują fosforylację apoenzym u transfosforylazy, natom iast 
nie w pływ ają na reakcję przeniesienia grupy fosforanowej z ufosforylowa- 
nego enzymu na ADP. Tylko połowa związanego z enzymem fosforu bierze 
udział w tej reakcji. Trwałość wiązania g rupy fosforanowej z enzymem 
zmienia się bardzo wyraźnie po reakcji z ADP. Przed reakcją fosforan jest 
łatwo uw alniany z białka przez ogrzanie lub trw aw ienie kwasem, natom iast 
po przeniesieniu reszty P O t- z enzymu na ADP, ta  część fosforu, która po­
zostaje związana z białkiem enzymu uzyskuje taką stabilność, jaką w yka­
zują reszty fosfoserynowe. W ysunięto hipotezę, że fosforylotransfosfory- 
laza uczestniczy w fosforylacji oksydacyjnej, pełniąc funkcję niestabilnego 
ufosforylowanego pośrednika, którego istnienie zakładało już wielu ba­
daczy.
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Z a j ą c  (83) zaproponował mechanizm fosforylacji fosfobiałek w mito- 
chondriach nerki i wątroby szczura. Reakcja ta  byłaby sprzężona z fosfo- 
ry lacją oksydacyjną i substratową. Używając inhibitorów cyklu Krebsa 
i dw unitrofenolu Zając wykazał udział fosforylacji substratow ej i oksy­
dacyjnej w fosforylacji fosfobiałek kwasostabilnych zawierających P-hi- 
stydynę. Natomiast ATP uczestniczy w fosforylacji fosfobiałek zaw ierają­
cych P-serynę. GDP i AMP hamowały fosforylację obu frakcji fosfobiałek 
m itochondrialnych.

III. Cytoplazmatyczne fosfobiałka z aktywnością enzymatyczną

Do tej grupy można zaliczyć enzymy, które stale zawierają w swojej 
cząsteczce reszty kwasu fosforowego i te, k tóre ulegają cyklicznie fosfo­
ry lacji w czasie reakcji enzymatycznej. Pierw szy rodzaj reprezentują en­
zymy proteolityczne, na przykład pepsyna i pepsynogen. Nie wykazano 
udziału reszt fosforanowych w specyficznym działaniu tych enzymów. Oba 
białka zawierają fosforan związany z seryną. Spełnia on prawdopodobnie 
rolę czynnika modyfikującego strukturę przestrzenną białka enzymu (52). 
Do drugiej grupy zaliczamy przede wszystkim  fosfatazy, fosforylazy 
i transfosforylazy.

A g r e e n  i E n g s t r o m  (3) w yodrębnili z komórek drożdżo- 
wych fosfoglukomutazę, fosfobiałko biorące udział w przeniesieniu fos­
foranu. Stwierdzono, że enzym ten, podobnie jak  heksokinaza, fosforyla- 
za z mięśni, fosfoglukomutaza z mięśni i fosfogliceromutaza z drożdży, 
działa w dwóch etapach. W pierwszym etapie seryna białka enzymatycz­
nego jest fosforylowana kosztem ATP (26, 55, 59) (wyjątek stanowi fos­
fogliceromutaza drożdżowa, w której fosforylacji ulega histydyna (65)). 
Następnie grupa fosforanowa z białka enzymatycznego jest przenoszona 
na akceptor. Akceptorami są różne związki w zależności od swoistości 
enzymu. W szystkie te enzymy funkcjonują jako transfosforylazy i w ystę­
pują w dwóch stanach: fosfoenzymu i enzymu pozbawionego fosforu.

Bardzo rozpowszechnionymi w świecie roślinnym  i zwierzęcym oraz 
w kom órkach drobnoustrojów enzymami są fosfatazy, które także tylko 
na krótki okres czasu przyłączają reszty fosforanowe, pełniąc funkcję 
ufosforylowanych związków pośrednich. Enzymy te katalizują reakcję 
odszczepienia fosforanu od różnych związków (23). Najlepiej poznana spo­
śród nich jest fosfataza alkaliczna z E. coli. Inkubując oczyszczony enzym 
ze znakowanym  32P fosforanem nieorganicznym wykazano powstawanie 
połączeń fosforan-białko. Reakcja przyłączania fosforanu przebiega w śro­
dowisku kwaśnym  (optimum pH 4,0), jest szybka, swoista i odwracalna. 
Cząsteczka enzymu zawiera 33 reszty serynowe, lecz tylko jedna z nich 
reaguje z fosforanem. Ta reaktywna seryna znajduje się w centrum  ak­
tyw nym  enzymu. Specyficzna lokalizacja tego enzym u w przestrzeni pe-
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riplazm atycznej umożliwia transport do komórki tych  związków, które* 
w formie ufosforylowanej nie są zdolne do penetracji przez błonę cyto- 
plazm atyczną (15, 25, 27, 67, 68, 69, 75, 79).

IV. Fosfobiałka rybosomowe

1970 rok przyniósł ciekawe doniesienia dotyczące fosforylacji białek 
rybosomowych. L o e b  i B l a t  (53) w rybosom ach w ątroby szczura, 
a K a b a t  (36) w rybosom ach retikulocytów  królika w ykazali in vivo  i in 
vitro  fosforylację białek rybosomowych zachodzącą z udziałem ATP, a ka­
talizowaną przez pozajądrową kinazę białkową. Fosforylacja tych białek 
zachodzi w w yniku przeniesienia grupy y-fosforanowej z ATP na 
reszty seryny i treoniny w łańcuchu peptydowym. W a l t o n  i wsp. (80) 
wykazali, że w korze nadnerczy wołu reakcję tę katalizuje kinaza biał­
kowa zależna od cyklicznego adenozynomonofosf oranu (cAMP), zlokalizo­
wana w mikrosomach. Działając 0,25% dezoksycholanem sodu na reti- 
kulum  endoplazmatyczne można uwolnić 71°/o aktywności kinazowej oraz 
białko receptorowe dla cAMP, bez inaktyw acji obu białek. W ykazano, że 
rybosomy przem yte 0,5M NH4C1, chociaż nieaktyw ne w syntezie białka 
in vitro, są dobrym  substra tem  do fosforylacji ich białek z udziałem  ATP, 
kinazy białkowej, cAMP i białka receptorowego dla cAMP. W stężeniach 
10-5 — 10“ 9 M cAMP stym uluje około trzykrotnie fosforylację tych  bia­
łek. Spośród innych cyklicznych nukleotydów  tylko cIM P wyraźnie po­
budzał fosforylację, chociaż w znacznie m niejszym  stopniu (20% w arto ­
ści dla cAMP) (53, 80). K a b a t  (36, 37) stosując elektroforezę na żelach

i Z  3  4  5  6

Rys. 1. Autoradiogram  z elektroforegram u na żelu poliakrylam idow ym  białek rybo­
som ow ych znakow anych 32P w g K a b a t a  (37)

a) system  bezkom órkow y — 1. kontrola 2. w  obecności 0,02M cAMP 3. w  obecności 0,02M NaF
b) w ew nątrzkom órkow o — 4. rybosom y po traktow aniu  0,5% dezoksycholanem  sodu 5,6. rybo­

som y przem yte buforem : 0,01M Tris-HCl, 0,25M KCl, 0,01M MgCl2, pH 7,4
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poliakrylam idowych zawierających 0,6°/o SDS stwierdził, że 40% 
związanego z rybosomami jest zawarte w około 10 różnych białkach luź­
no połączonych z rybosomami i zostaje odszczepione po przem yciu rybo­
somów buforem  o wysokiej sile jonowej. Znakując rybosomy ^P zarów­
no wew nątrzkom órkowo (in vivo) jak i w ekstraktach bezkomórkowych 
(in vitro), zidentyfikowano oprócz tych białek 3 frakcje elektroforetyczne, 
które są silnie związane z rybosomami i każda z nich ma charakterystycz­
na lokalizację, a chyba także i funkcję, w arunkującą specyfikę rybosomu 
na różnych etapach syntezy białka (rysunki 1 i 2).

Rys. 2. R ozm ieszczenie radioaktywności w  elektroforegram ach na żelu poliakryla- 
m idow ym  białek rybosom owych znakowanych wewnątrzkom órkowo 32P w g K a ­

b a t a  (36)
a) całe rybosom y b) podjednostki 30S uzyskane po dysocjacji rybosom ów  0,01M EDTA c) pod-

jednostki 50S uzyskane jak w  b

Frakcja „Si” jest białkiem, zasocjowanym z większą podjednostką ry - 
bosomową i prawdopodobnie jest jej struk turalnym  składnikiem, a fos­
forylacja tego białka następuje tylko na monosomach. Sugeruje się, że 
rybosom y zawierające ufosforylowane białko „Si” są klasą nieaktyw nych 
cząstek, które mogą być formą magazynowania rybosomów.

Frakcja „F” jest fosfobiałkiem zasocjowanym z monosomem i zlokali­
zowanym na mniejszej podjednostce. Fosforylację tego białka stym uluje 
inkubacja komórek z 0,03M NaF. Fluorek jest znanym czynnikiem ham u­

http://rcin.org.pl



426 E. K U R EK [8]

jącym  proces inicjacji syntezy białka. C o l o m b o  i wsp. (21) wykazali, 
że podczas inkubacji retikulocytów  z NaF zmniejsza się w komórce liczba 
pod jednostek rybosomowych, a jednocześnie gromadzą się monosomy 80S. 
Działanie fluorku jest sprzężone z obniżeniem ilości ATP w komórce. 
Dzieje się tak  dlatego, że fluorek ham uje procesy utleniania glukozy. 
Zwiększenie ilości monosomów w komórce jest zatem  w tórnym  efektem 
hamowania przez NaF procesów dostarczających energię. W pływ NaF na 
zwiększenie fosforylacji białka „F” może być związany z zakłóceniem pro­
cesów enzymatycznych, jakkolwiek brak jest bliższego wyjaśnienia tego 
zjawiska.

Frakcja „P” cechuje się wysoką radioaktywnością. Stwierdzono, że 
jest to substancja niebiałkowa, niskocząsteczkowa, charakteryzująca się 
dużą ruchliwością elektroforetyczną. Brak dokładniejszych danych o tym  
składniku rybosomowym.

Na mniejszej pod jednostce rybosom u mieści się także fosfobiałko tzw. 
frakcja „Su” (36), które przypuszczalnie oddysocjowuje, gdy podjednostki 
te  łączą się z mRNA, gdyż polirybosomom brakuje tego białka. 0,03M 
NaF stym uluje fosforylację tego białka.

W ydaje się, że fosforylacja białek rybosomowych jest jednym  z m echa­
nizmów regulujących procesy komórkowe na poziomie translacji przez 
modyfikację struk tu ry  samego rybosomu. Dotyczy to nie tylko rybosomów 
Eucariota, ale także rybosomów E. coli, które, jak  w ynika z doświadczeń 
K urek (dane niepublikowane), ulegają także fosforylacji.

V. Fosfobiałka jądrowe

Omawiając fosfobiałka jądrow e należy zwrócić uwagę na ich szczególną 
lokalizację w chromosomie organizmów wyższych. W ostatnich latach po­
wszechnie przyjm owanym  modelem chromosomu jest tak i układ, w którym  
nić białka kwaśnego biegnie w ew nątrz zwojów podwójnie skręconych helis 
DNA. Histony ułożone są na zew nątrz DNA w postaci oddzielonych od sie­
bie pasm  i skupień, które spinają spiralne m olekuły DNA. Długa oś hi- 
stonów ustawia się pod kątem  około 58° do długiej osi DNA i równolegle 
do szerokich rowków. Regularne odległości między m ostkami histonowy- 
mi są rów ne w przybliżeniu skokowi spirali DNA. Histony stabilizują taką 
struk tu rę  chromosomu i ochraniają DNA przed denaturacją cieplną (42).

Oprócz komponentów strukturalnych, które spełniają niew ątpliw ie 
także funkcjonalną rolę, w chromosomie znaleziono dodatkowy czynnik, 
którego rola struk tu ra lna  wydaje się znikoma, natom iast funkcja według 
pewnych badaczy (18, 19) istotna. Tym  czynnikiem  jest RNA chrom aty- 
nowy, stanowiący nową klasę kwasów rybonukleinowych. Zawiera on du ­
że ilości adeniny i kwasu dwuhydrourydylowego, a długość jego łańcucha 
jest określana na około 40 nukleotydów. W iązanie RNA z białkiem  na­
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stępuje poprzez kwas dwuhydrourydylowy. Związany z białkiem  RNA 
jest oporny na działanie rybonukleazy (18, 19). Ostatnio ukazało się kilka 
prac rzucających nowe światło na zagadnienia RNA chrom atynowego. 
Autorzy tych  doniesień (7, 22, 24) wykazali, że łańcuch RNA zasocjowa- 
nego z chrom atyną jest dużo dłuższy niż łańcuch złożony z 40 nukleoty- 
dów. Heterologiczny jądrowy RNA cechuje wysoka zawartość adeniny 
w ystępującej w powtarzających się sekwencjach 150—200 nukleotydów. 
Badania przeprowadzone na komórkah HeLa i raka Ehrlicha (22, 24) 
wskazują na duże podobieństwo RNA chromatynowego do mRNA i na­
suw ają przypuszczenie, że RNA jądrow y może spełniać rolę prekursora

Tablica 1
Skład dezoksyrybonukleoproteidów z różnych organizmów (za 62), uzupełnione danymi (10)

i Kurek (dane niepublikowane)

Stosunek składników Metoda preparatyki
DNA RNA Białko

1. E. coli
a. 1,0 0,03 2,3 różnicowe wirowanie
b. 1,0 <0,1 1,0 różnicowe wirowanie
c. 1,0 — 0,25 sączenie przez żel
d. 1,0 — 1,54 sączenie przez żel (Kurek, dane

niepublikowane)
2. B. megaterium

a. 1,0 0,14 1,4 różnicowe wirowanie
b. 1,0 1,0 3,0 różnicowe wirowanie

3. B. subtilis
1,0 0,1 1,2 precypitacja

4. Achromobacter sp.
1,0 <0,01 1,2 precypitacja

5. Nukleohiston z grasicy cielęcej
1,0 — 1,1 różnicowe wirowanie

6. Nukleohiston z kiełków grochu
1,0 0,13 1,3 różnicowe wirowanie

7 Chromatyna z wątroby szczura
a. 1,0 0,043 1,67 różnicowe wirowanie
b. 1,0 0,1 3,0 różnicowe wirowanie (10)

mRNA. A r t m a n o w i  i R o t h o w i  (7) nie udało się wykazać istnie­
nia wiązania kowalentnego między jądrowym  RNA a białkiem  w w ątro­
bie i erytrocytach kurczęcia ani oporności tego RNA na działanie nukleaz. 
Dotychczas zgromadzone dane o nukleoproteidzie jądrow ym  nie w yjaś­
niają jednoznacznie roli i budowy RNA chrom atynowego, jakkolwiek w y­
stępowanie RNA w chromosomie organizmów wyższych nie ulega w ąt­
pliwości.

Stosunek poszczególnych komponentów w chrom atynie z różnych or­
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ganizmów jest różny; różnią się także dane podawane przez różnych auto­
rów dla tego samego organizm u (tablica 1).

Przypuszcza się, że histony oprócz roli struk tu ra lnej pełnią także za­
sadniczą rolę funkcjonalną. W ykazano, że chrom atyna w ystępuje w  gę­
stej nieaktyw nej postaci, gdy zawiera dużo histonów, a ściślej frakcji lizy- 
nowej i niewielką ilość kwaśnych białek (41, 44). Rozkładając natyw ny 
DNA dezoksyrybonukleazą na odcinki określonej wielkości B o n n e r  
(14) otrzym ał praw ie stechiom etryczny rozdział ne eu- i heterochrom a- 
tynę i stwierdził, że odcinki skompleksowane z histonem  i ubogie w białko 
niehistonowe to  heterochrom atyna nie w ykazująca funkcji m atrycow ej 
dla mRNA. Stwierdzono ham ujący wpływ histonów i ich podfrakcji, nie­
zależnie od pochodzenia gatunkowego i tkankowego, na syntezę RNA za­
leżną od DNA. Stopień hamowania jest bardzo wysoki — od 100— 70% 
(14, 42, 44, 62). W związku z tym  wysuw a się szereg hipotez o roli histo­
nów w komórce, z których najbardziej a trakcyjna jest hipoteza ich funk­
cji jako inhibitorów genowych, przedstaw iona przez S t e d m a n ó w  (74) 
w 1950 roku. Najpoważniejszym  zarzutem  staw ianym  tej hipotezie jest 
brak  specyficzności gatunkowej i tkankow ej histonów, a substancja re ­
gulująca m usi wykazywać specyficzność względem  miejsca działania. Ist­
nieje pogląd, że histony wiążą się z RNA chrom atynowym . Ten rodzaj 
RNA w ykazuje duży stopień hybrydyzacji z DNA jądrowym . RNA chro- 
m atynowy jest czynnikiem  zapew niającym  specyficzność histonom w  blo­
kowaniu m atrycy DNA. Zdolność do kowalencyjnego wiązania z jądro­
wym  RNA w ykazują także chrom atynow e białka kwaśne (8, 18, 19).

L a n g a  n i S m i t h  (51) zauważyli, że jądra w ątroby szczura zawie­
rają  13—15-krotnie więcej fosfobiałek niż wyjściowe homogenaty. P re ­
para ty  te  zawierały 1,0— l,2°/o fosforu labilnego w alkaliach, głównie 
w formie fosfoseryny i fosfotreoniny. Podczas oczyszczania tych  białek 
zaobserwowano, że mogą one tworzyć z histonem  nierozpuszczalne kom ­
pleksy. W ykazano, że fosfobiałka są zasocjowane z błoną jądrową. Stano­
wią one 46% m asy DNA jądra. Stwierdzono, że 62% białka w oczyszczo­
nym  preparacie fosfoproteidów jest zdolne do tworzenia nierozpuszczal­
nego kompleksu z histonami. In vitro  obecność fosfobiałka w mieszaninie 
inkubacyjnej zmniejsza stopień hamowania syntezy RNA przez histony. 
Jest to najprawdopodobniej spowodowane usunięciem  histonu z roztworu 
przez fosfobiałka. Oddziaływanie wzajem ne między histonam i i fosfo- 
białkami w jądrze mogłoby umożliwiać m atrycow ą aktywność DNA 
w obecności histonów (48, 51). W a n g  i J o h n s  (81) stwierdzili, że in ­
terakcja tego typu zachodzi ze wszystkim i podfrakcjam i histonowymi i jest 
wysoce swoista, gdyż inne kwaśne białka nie reagują z histonami w ten 
sposób. Badania te  w skazują na struk tu ra lną  i funkcjonalną rolę nie ty l­
ko histonów, co było uznawane już dość dawno, lecz także kw aśnych bia­
łek w kompleksie DNA-białko chrom atyny. W edług K l e i n s m i t h a  
i wsp. (38, 39, 40) fosfobiałka jądrow e nie są pośrednikam i w jakim ś m eta­
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bolicznym szlaku transportu grup fosforanowych, lecz ich fosforylacja 
i defosforylacja służy modyfikacji struk tu ry  chrom atyny przez zmianę od­
działywania wzajemnego histonów i DNA. Na taką rolę fosfobiałek w ska­
zuje między innym i ich specyficzność gatunkowa i tkankow a, którą zaob­
serwowali T e n g i wsp. (78) oraz P l a t z  i K i s h  (60). Okazało się, 
że profil elektroforetyczny fosfobiałek jądrowych jest charakterystyczny 
dla poszczególnych tkanek tego samego gatunku zwierzęcia (rysunek 3).

Rys. 3. E lektroforetyczny rozdział na żelu poliakrylam idow ym  kw aśnych białek ją­
drowych z w ątroby (a) i  nerki (b) szczura, w edług T e n g a i wsp. (78)

Numer Frakcji

0,8

0,6

0,2
/

J

- i  200

ioo:

4 8  AZ 16 
Numer frakcji

Rys. 4. W iązanie fosfobiałek jądrowych do DNA podczas ultraw irow ania w  gradien­
cie sacharozy wg T e n g a i wsp. (78)

a) DNA i fosfobiałka z w ątroby szczura b) DNA z grasicy cielęcej, fosfobiałka z wątroby szczura
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Badania nad wiązaniem DNA z fosfobiałkami jądrow ym i wykazały 
wysoką swoistość gatunkową tej reakcji. W homologicznym układzie (ry­
sunek 4a) stopień wiązania jest duży, towarzyszy m u przesunięcie 32P-fos- 
fobiałek jądrowych w gęstsze obszary gradientu sacharozowego (właści­
w e dla DNA) podczas ultraw irow ania. W układzie heterologicznym  (ry­
sunek 4b) wiązanie jest nieznaczne. Procent wiązania zmniejsza się wraz 
z odległością międzygatunkowego pokrew ieństwa dawcy DNA i dawcy 
fosfoproteidów jądrowych.

Wysoką specyficzność substratow ą w ykazują także opisane przez T a - 
k e d a i wsp. (76) i A h m e d a (5) dwie jądrow e kinazy białkowe kata­
lizujące przeniesienie grupy y-fosforanowej z ATP na serynę i treoninę 
fosfobiałek jądrowych. Enzymy te m ają podobne właściwości, lecz różnią 
się specyficznością substratową. Każda z kinaz fosforyluje inną frakcję 
elektroforetyczną heterogennego prepara tu  fosfobiałek jądrowych. Fosfo­
rylacji ulegają tylko fosfobiałka jądrowe, oraz kazeina i fosfityna, nato­
m iast w stosunku do histonów i protam iny enzymy te nie są aktyw ne. Ki- 
naza Ai wykazuje 5-krotnie wyższą aktywność niż kinaza A2 i przede 
wszystkim  w stosunku do reszt serynowych. Obie opisane kinazy wykazują 
w yjątkow ą dla tego typu enzymów niezależność od cAMP. Obok przedsta­
wionych wyżej badań, za udziałem fosfobiałek w regulacji aktywności m a­
trycowej DNA przem awia zwiększona szybkość fosforylacji białek jądro­
wych w lim focytach człowieka poddanych działaniu fitohem aglutyniny. 
Substancja ta stym uluje wzrost i podział limfocytów (48). Zauważono także, 
że hormony sterydowe, na przykład estrogen, indukują syntezę kwaśnych 
białek chromatynowych, przy czym jednocześnie zwiększa się m atrycow a 
aktywność chrom atyny (20, 77).

Zmiany w fosforylacji fosfoproteidów wykazano w przebiegu oogenezy 
u ryb (33, 54). W początkowym okresie tego procesu pojaw ia się defosfofo- 
sfityna i w m iarę rozwoju oogenezy jest ona fosforylowana do form y koń­
cowego produktu zawierającego 10°/o fosforu. Pierw szy etap fosforylacji 
jest gwałtowny, później następuje zwolnienie procesu, pojaw iają się związ­
ki pośrednie o niższej zawartości fosforu, k tóre tylko w pewnych w ypad­
kach są fosforylowane do końcowego produktu  w stadium  dojrzew ania jaj.

Stwierdzono korelację między zawartością fosfobiałek w komórce a jej 
zdolnością do syntezy RNA zależnej od DNA. Jąd ra  wątroby, które bardzo 
aktyw nie syntetyzują RNA, zaw ierają dużo więcej fosfobiałka (fb) zasocjo-

f b f b
wanego z DNA =  0,49) niż jądra grasicy =  0,14) stosunkowo

mało aktyw ne w syntezie RNA (39).
Zm iany oddziaływania wzajemnego histon-DNA są także związane 

z modyfikacją s truk tu ry  samych histonów. Może to zachodzić na drodze 
wprowadzania do molekuły histonu grup acylowych lub fosforanowych 
(16, 17, 30, 35, 49, 50, 61, 71, 72). Po wprowadzeniu tych  grup obserw uje 
się podobne zjawisko jak  w przypadku in terakcji z kwaśnym i białkami,
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tzn. wzrost syntezy RNA zależnej od DNA w  porównaniu do syntezy 
w obecności niezmienionych histonów. Zauważono, że ta chemiczna mody­
fikacja histonów poprzedza zwiększenie aktywności genowej chrom atyny. 
L a n g a n  i S m i t h  (51) wyizolowali z w ątroby szczura fosfokinazę biał­
kową, k tóra fosforyluje histony z udziałem końcowej grupy fosforanowej 
ATP, lecz jest nieaktywna w stosunku do kwaśnych białek jądro­
wych. Fakt ten  przemawia za tym, że fosfoseryna i fosfotreonina, które 
wyodrębniono z frakcji histonowych, nie pochodzą z zanieczyszczeń fos- 
fobiałkami.

F r e n s t e r  (28, 29) przypisuje specyficzną rolę RNA chrom atyno- 
wemu, k tóry wraz z fosfobiałkami trak tu je  jako grupę polianionów jądro­
wych. Reagowałyby one z polikationowymi represoram i, którym i są histony 
i przez to umożliwiałyby powstawanie lokalnych pętli jednoniciowego 
DNA. Pętle te byłyby okresowo stabilizowane przez jądrow y RNA, który 
hybrydyzuje z jedną nicią umożliwiając transkrypcję RNA na nici kom­
plem entarnej. Przypuszczenia te zostały w pewnym  stopniu potwierdzo­
ne. Za pomocą znakowania trytem  stwierdzono stałe otw ieranie i zam yka­
nie podwójnej spirali DNA. Część DNA w obrębie aktyw nej chrom atyny 
jest w stanie pojedynczej nici i ten jednopasmowy DNA staje się dwuni- 
ciowy po usunięciu z natywnej chrom atyny polianionów.
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J E R Z Y  C H E Ł K O W S K I *

Połączenia flawin z białkami 

Flavin-Protein Connections

The actual state in the study on combination of flavins w ith  proteins is reviewed. 
Particularly investigations on covalently linked FAD in succinic dehydrogenase are 
described..

Trój pierścieniowy układ izoalloksazynowy wykazuje bardzo dużą reak­
tywność, dzięki której łatwo oddziaływuje na cząsteczki innych związ­
ków. Może on występować w formie chinonowej, semichinonowej i hydro­
chinonowej. Niezależnie od tego może dysocjować jako kation lub jako 
anion. Absorbując promieniowanie ultrafioletowe i światło o barwie nie­
bieskiej przechodzi w stan wzbudzony, emitując fluorescencję (tablica 1). 
Budowa i nom enklatura naturalnych flawin oraz układy enzymatyczne, 
w których one występują, omówione zostały w Postępach Biochemii w a r­
tykułach K a n i u g i (32) i G a r d a s a  (26).

Tablica I
Naturalnie występujące flawiny i niektóre ich właściwości spektralne

Flawina
Maksima absorpcji w 0,1 M 

buforze fosforanowym o pH 7
Fluorescencja

Maksimum
(nm)

Wydajność
<Dxl02I 11 III

Ryboflawina (Rb) tzw wolna 
Mononukleotyd flawinowy

445 373 266 533 26,0

(FMN)
Dwunukleotyd flawinoadenino-

445 373 266 533 25,0

wy (FAD)
Dwunukleotyd flawinoadenino- 

wy związany kowalencyjnie 
(flav*ina dehydrogenazy bur- 
sztynianowej), peptydy flawi-

450 375 263 533 3,8

nowe 445 349 262—5 533

* Dr, Instytut Technologii Żywności Pochodzenia Roślinnego, W yższa Szkoła  
R olnicza, Poznań

Wykaz stosow anych skrótów: FMS — flawinom onosiarczan, SD — dehydroge­
naza burszytnianowa
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Budowa flawin umożliwia zarówno zmianę konform acji ich cząsteczek 
jak  i oddziaływanie na cząsteczkę białka, szczególnie na jego strukturę  
trzeciorzędową. W ystępujące w m ateriale biologicznym flawoproteidy 
można podzielić na enzym y flawinowe, k tórych w ostatnim  wydaniu ka­
talogu enzymów (20) znajduje się 37 * oraz flaw oproteidy nie wykazujące 
aktywności enzymatycznej. Osobną ciekawą grupę stanowią tzw. peptydy 
flawinowe, uwalniające się po hydrolizie dehydrogenazy bursztynianowej
i innych enzymów, ostatnio dość intensyw nie badane.

W ostatnich latach obserwuje się poważny postęp w dziedzinie pozna­
nia m echanizmu działania enzymów flawinowych i chemii flawin. Zagad­
nieniom tym  poświęcone były trzy  m iędzynarodowe spotkania: w A m ster­
damie (1965), w Nagoya (1967) i w Durham  (1969).

Ze względu na sposób powiązania ze związkami wielkocząsteczkowy­
mi flawiny naturalne dzieli się najogólniej na silnie związane i luźno 
związane, zazwyczaj na flawiny ekstrahujące się przy denaturacji białek 
5°/o do 10°/o roztw orem  kwasu trójchlorooctowego i nieekstrahujące się

Tablica 2
Typy wiązań tworzących się między cząsteczką flawinową i białkiem

Typ wiązania
Energia
wiązania
kcal/mol

Grupy 
uczestniczące 
w wiązaniu

Przy kłady

Wiązania
kowalencyjne

Wiązania jonowe 

Wiązania wodorowe

Przeniesienie ładunku

Oddziaływanie 
dipo ipol

Siły hydrofobowe

30— 100

•

10—20

2—10

a) -N -C -'f
1 h 2\

b) -S-C-<f
Ha\

—PO§- —NH+
1

—NH+C HO-y
1 1 

O-

a) FAD połączony z histydyną 
w dehydrogenazie bursztynia­
nowej

b) FAD połączony z cysteiną 
w oksydazie monoaminowęj

Oddziaływanie reszty fosforano­
wej FMN i FAD z grupami ami­
nowymi
Oddziaływanie pierścienia izoal- 
loksazynowego z resztami tyro­
zyny

W stadium hipotez i badań na 
układach modelowych 
Oddziaływanie układu izoallo- 
ksazynowego z różnymi fragmen­
tami łańcucha białkowego

* H e m m e r i c h  i w sp. (28) w  artykule podsum owującym  III Sym pozjum  na  
tem at flaw in  i flaw oproteidów  w  Durham prezentują listę 44 flawoproteidów , w  tym  
9 zaw ierających FMN, 2 po 1 cząsteczce FM N i FAD, 2 zaw ierające k ow alencyjn ie  
zw iązany FAD, pozostałe jedną do dwóch cząsteczek FAD.
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tym  roztworem. Podział ten jednak nie uwzględnia zupełnie sposobu i siły 
wiązania f la win z białkiem czy innymi związkami wielkocząsteczkowymi. 
Teoretycznie przewidywać można typy wiązań, przedstawione w tabli­
cy 2.

Czwartorzędowa struktura flawoproteidów nie jest znana. Dotychczas 
opracowane m etody nie pozwalają na dokładne zbadanie oddziaływania 
flaw in z białkiem  w stanie natywnym. Uzyskane do tej pory informacje 
są wnioskami wypływającym i z badań modelowych na układach: 

flawina — białko 
flawina — związek aromatyczny.

Do badań stosowane są najczęściej m etody fluorescencyjne, za pomocą 
których bada się kinetykę asocjacji i dysocjacji kompleksów flawinowo- 
-białkowych. W ykorzystywane jest zjawisko wygaszania fluorescencji fla- 

.win przez białko i pewne związki aromatyczne odpowiadające resztom 
poszczególnych aminokwasów oraz zmiany fluorescencji białek w czasie 
kompleksowania z flawinami. Pewnych informacji dostarczają również 
analizy zmiany w idm  absorpcyjnych, głównie przesunięć maksimów ab­
sorpcyjnych w pasm ach 375 i 450nm. Pasmo 260nm nie może być brane 
pod uwagę ze względu na silną absorpcję w tym zakresie przez reszty 
aminokwasów arom atycznych łańcucha białkowego. Podczas powstawania 
kompleksów z białkiem  charakterystyczne maksima zostają rozmyte lub 
przesunięte o około 20nm w kierunku fal dłuższych lub krótszych.

M a s s e y  i G u n t h e r  (47) na podstawie badań porównawczych 
widm absorpcyjnych różnych flawoproteidów podzielili flawoproteidy na 
dwie grupy: enzym y z nierozmytym pasmem absorpcyjnym  przy 450 
nm  (oksydaza D-aminokwasowa, oksydaza glukozowa, dehydrogenaza bu- 
tyrylo-CoA) oraz enzymy z rozmytym pasmem przy 450 nm  (dehydroge­
naza zredukowanego NAD, dehydrogenaza zredukowanego NAD(P), de­
hydrogenaza am idu kwasu liponowego, reduktaza glutationowa i flawo- 
proteid przenoszący elektrony). O oddziaływaniu poszczególnych grup 
funkcyjnych FAD lub  FMN z białkiem świadczy konkurowanie nukleoty- 
dów z różnymi syntetycznym i pochodnymi o apoenzym podczas tworzenia 
z nim  kompleksów (81). O możliwości oddziaływania flaw in z resztam i 
aminokwasowymi łańcucha białkowego wnioskować można na podstawie 
badania właściwości sztucznie otrzym anych kompleksów ryboflawiny 
z fenolem i indolem (21, 22, 54, 55, 78). Potwierdzeniem możliwości od­
działywania flawin z cząsteczkami fenoli jest ich rozdział na żywicach 
fenolowych (45).

Na możliwość oddziaływania flawin z grupami polarnym i i niepolar- 
nym i białek w skazuje też ich oddziaływanie z rozpuszczalnikami orga­
nicznym i o różnej polarności, przejawiające się zmianami widm absorp­
cyjnych i fluorescencyjnych (38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45).

Ostatnio stosuje się również metody optycznej dyspersji rotacyjnej
i dichroizmu kołowego do śledzenia zmian konformacji cząsteczek flawin
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przy tworzeniu kompleksów z białkiem  czy też w czasie reakcji enzyma­
tycznej, jak  również zmian konform acji białka w czasie łączenia się z fla- 
winą (1, 15, 16, 17, 48, 89).

I. Flawoproteidy o funkcjach nieenzymatycznych

Do flawoproteidów o funkcjach nieenzym atycznych zaliczyć można 
kompleksy wolnej ryboflaw iny z białkami. Obecność takich kompleksów 
stwierdzono w jajach kurzych i plazmie krw i (3, 31, 51, 52, 56, 90, 91). Od­
gryw ają one ważną rolę w m agazynowaniu i transporcie w itam iny B 2.

Z białka jaj kurzych wyodrębniono proteid zawierający odwracalnie 
dysocjującą ryboflawinę w ilości 1 mola na 1 mol białka o ciężarze czą­
steczkowym 32 000 do 36 000. Zawartość ryboflawiny w flawoproteidzie 
wynosi 0,9°/o. Białko to  charakteryzuje się ścisłą swoistością względem 
konfiguracji bocznego łańcucha rybitolu, lecz wiąże N-3-m etylo-rybofla- 
winę. Fakt ten  nie jest zgodny z proponowanym  schem atem  (patrz niżej) 
łączenia się cząsteczki izoalloksazynowej z białkiem poprzez N-3.

Podobny kompleks wyodrębniono z żółtka jaja  kurzego. Część białko­
wa tego kom pleksu ma ciężar cząsteczkowy wynoszący 40 000. Kompleks 
ten  nie w ykazuje fluorescencji. Wygasza też fluorescencję wolnej rybo­
flaw iny aż do m om entu wysycenia białka ryboflawiną. Całkowicie wy- 
sycony kompleks zawiera 10,5mg ryboflaw iny w lg  suchej m asy białka. 
Ryboflawina ulega odszczepieniu od białka przy zakwaszeniu do pH 2. 
Połączona z białkiem ryboflawina ulega odwracalnej redukcji do formy 
semichinonowej i hydrochinonowej, przy czym połączenie z białkiem  nie 
ulega rozerwaniu (91).

Kompleksowe połączenie tw orzy ryboflawina oraz FMN również z jed­
nym  z białek frakcji albuminowej osocza krw i (31). Na podstawie wiel­
kości stałej asocjacji autorzy wnioskują, że oddziaływanie między rybo­
flawiną a album iną ma charakter niejonowy. Natomiast FMN wiąże się 
z album iną najprawdopodobniej siłami elektrostatycznym i dzięki obec­
ności reszty fosforanowej.

II. Flawoproteidy o funkcjach enzymatycznych

Jakkolw iek stosowana jest powszechnie nazwa „koenzymy flawino- 
w e”, nukleotydy flawinowe nie są w układach enzymatycznych tak  luźno 
związane jak koenzymy nikotynamidowe (2). Sposób połączenia nukleo- 
tydów flawinowych z apoenzymami jest bardzo zróżnicowany, jednak 
w większości enzymów spełniają one raczej rolę grup prostetycznych. Połą­
czenie z białkiem  jest w większości flawoproteidów na tyle silne, że można
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wyodrębniać z m ateriału biologicznego nierozdzielone holoenzymy. W yróż­
nić można cztery zasadnicze typy wiązania nukleotydów flawinowych 
z apoenzym ami według wzrastającej siły związania nukleotydu z biał­
kiem (10, 32):
typ pierwszy — enzymy, w których grupa prostetyczna zostaje odszcze- 

piona częściowo już w czasie izolowania, na przykład 
przy w ytrącaniu siarczanem  amonu i w czasie dializy; 

typ  drugi — najliczniejsza grupa enzymów, z których flawinę uwol­
nić można przez strącenie białka w środowisku kwaś­
nym siarczanem amonu, odsorpcję na Florisilu lub węglu 
aktywowanym, jak również dializę wobec rozcieńczo­
nych kwasów;

typ trzeci — oddzielenie flawiny możliwe jest dopiero po denaturacji 
białka, na przykład kwasem tró j chlorooctowym; 

typ czw arty — uwolnienie flawiny możliwe jest dopiero po straw ieniu 
enzymu proteazami, ale nawet wtedy flawina pozostaje 
połączona z kilkoma aminokwasami.

Ta różnorodność powodowała częstokroć trudności w określeniu grupy 
prostetycznej wyizolowanych i oczyszczonych enzymów (57).

Flawoproteidy pierwszej grupy wykorzystywane są do ilościowego 
oznaczania koenzymów flawinowych: FMN i FAD, gdyż możliwe jest 
uzyskanie apoenzymów pozbawionych flaw iny i m ających zdolność od­
wracalnego wiązania FMN lub FAD.

Do ilościowych enzymatycznych oznaczeń FAD stosowana jest oksy­
daza D-aminokwasowa, a do oznaczeń FMN oksydaza mleczanowa i dehy­
drogenaza zredukowanego NAD.

Jako swego rodzaju ciekawostkę wymienić można niezwykle czułą me­
todę oznaczania FMN za pomocą luciferazy bakteryjnej. Ilość emitowane­
go przez układ enzymatyczny światła bioluminescencji zależy od ilości 
zredukowanego FMN (FMNH2). Metodą tą można oznaczyć 0,000 Ol^g 
FMN (9, 53), lub FAD po przekształceniu w FMN.

Początkowo K u h n  i R u d y  (46) przypuszczali, że połączenie czą­
steczki flawinowej z białkiem w flawoproteidach zachodzi poprzez grupę 
iminową w pozycji N-3 i resztę fosforanową. Koncepcję tę podtrzym ywali 
w swych pracach T h e o r e l l  i N y g a a r d  (68, 69, 70, 71, 72). Dalsze 
badania wykazały, że enzymy zawierające FMN i FAD należy rozpatry­
wać oddzielnie.

Modelem dla grupy enzymów zawierających FMN był „stary żółty 
enzym W arburga” — dehydrogenaza zredukowanego NAD z drożdży. 
Z danych kinetycznych asocjacji i dysocjacji FMN i apoenzym u T h e o ­
r e l l  (68) wnosił, że cząsteczka flawiny wiąże się z białkiem zarówno po­
przez grupę fosforanową jak i przez azot w pozycji 3 układu izoalloksazy- 
nowego (schemat 1). Autorzy ci uważali, że najodpowiedniejsza dla w ią­
zania się flawiny jest pozycja 3 ze względu na to, że jest to jedyny azot
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niezależny od stanu oksydoredukcyjnego cząsteczki, zdolny do tworzenia 
wiązań wodorowych, na przykład z resztą fenolową tyrozyny.

Ugrupowaniami apoenzymu, z którym i łączy się FMN, mogą być we­
dług T h e o r e l l a  i wsp., reszta tyrozyny wiążąca się z N-3 układu izo- 
alloksazynowego oraz wolna grupa £-aminowa lizyny i końcowe grupy

Schem at 1. Łączenie się FMN z apoenzym em  w g T h e o r e l l a  i N y g a a r d a
(68—72)

aminowe łańcuchów polipeptydowych, które łączyłyby się z resztą 
fosforanową. Na znaczenie reszty fosforanowej w łączeniu się FMN z biał­
kiem  apoenzymu wskazuje kom petycyjne hamowanie aktywności enzym a­
tycznej „starego żółtego enzym u” przez analog FMN, zaw ierający resztę 
kwasu siarkowego zamiast reszty kw asu fosforowego (tzw. FMS — flaw i- 
nomonosiarczan (18, 19). Fluorescencja tego analogu nie ulega wygasze­
niu w obecności apoenzymu, co potwierdza rolę reszty  fosforanowej rów ­
nież w przyłączaniu układu izoalloksazynowego (73, 81).

Schem at 2. Przestrzenne usytuow anie aktyw nego centrum  holoenzym u Shethna (11) 
Linie przeryw ane oznaczają punkty oddziaływ ania FMN z grupam i czynnym i białka. Z am knięta  

przestrzeń sugeruje ukształtow anie przestrzeni b ia łkow ej, do której przyłącza się flaw ina
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Próby przedstawienia modelu przestrzennego flawoproteodu zawiera­
jącego FMN jako grupę prostetyczną dokonali T o  1 l i n  i wsp. (11, 15, 16, 
17). Na podstawie badań dichroizmu kołowego oraz wygaszania fluore­
scencji apoenzym u i holoenzymu „flawoproteidu Shethna” z Azotobacter 
vinelandii autorzy ci zaproponowali model przedstawiony na schemacie 2.

Zgodnie z proponowaną hipotezą nukleotyd znajduje się w zagłębie­
niu apoproteidu, co stwarza możliwości oddziaływania z białkiem  wszyst­
kich jego grup czynnych. W odpowiedniej orientacji przestrzennej cząstecz­
ki nukleotydu względem białka w tym układzie brałyby udział grupy m e­
tylowe. Dla łączenia się z białkiem istotną jest zarówno budowa pierście­
nia izoalloksazynowego jak  i bocznego łańcucha rybitolowego. Acetylo- 
wanie grup  hydroksylowych łańcucha rybitolowego całkowicie uniemoż­
liwia w iązanie flaw iny z białkiem. I w tym  flawoproteidzie stwierdzono 
udział reszt tyrozyny apoproteidu w wiązaniu układu izoalloksazynowe­
go, przy czym na część izoalloksazynową przypada w  przybliżeniu 3/4 
energii wiążącej. Energia wiązania grupy ¿’-fosforanowej wynosi 2—3 
kcal/mol, jest więc znacznie niższa od wartości przyjętych dla wiązań jo­
nowych (tablica 2).

W yniki badań nad „flawoproteidem Shethna” potwierdziły wcześniej 
w ysuw ane koncepcje, wykazując zmiany konformacji zarówno cząsteczki 
flawinowej jak  i białka, zachodzące w czasie kompleksowania. Okazało 
się również, że po połączeniu nukleotydu z białkiem nie zachodzi już zmia­
na konform acji białka przy redukcji flawiny do semichinonu czy hydro­
chinonu.

Konform acja białka apoenzymu zależy od rodzaju wiązanej flawiny; 
inna jest przy wiązaniu ryboflawiny niż przy przyłączaniu FMN, co po­
tw ierdza znaczenie reszty  fosforanowej dla łączenia się z białkiem. W y­
niki uzyskane przez T o 11 i n  a i wsp. wskazują na w ystępowanie p ra ­
wie jednakowego otoczenia flawin w różnych flawoproteidach, jakkol­
w iek natu ra  kontaktu  flawina-białko jest inna w oksydazach niż w dehy­
drogenazach.

Możliwość zm iany konformacji cząsteczki izoalloksazynowej na sku­
tek  tworzenia się form y rodnikowej sugerowali H e m m e r i c h  i wsp. 
(28a) wysuw ając hipotezę powstawania form y „m otylkow ej” (schemat 3), 
pozwalającej na istnienie dwóch enancjomerów.

Badania krystalograficzne chinonowych i hydrochinonowych pochod­
nych flawin (36) w ykazały tworzenie się takich s truk tu r, dzięki możliwości 
inw ersji wokół osi N (5) ... N(10). Kąt rozw arty między płaszczyznam i dwóch 
skrajnych pierścieni wynosił w badanych kryształach 140°— 160°.

Dogodnym układem  modelowym dla badania oddziaływania FAD 
z białkiem  jest układ FAD-apoenzym w oksydazie D-aminokwasowej. 
Szczegółowe badania na układzie tym przeprowadzono w pracowniach 
Y a g i (81, 82, 83, 85) i M a s s e  y ’a (47). Na podstawie badań zmian widm 
absorpcyjnych oraz hamowania aktywności enzymatycznej utworzono
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schem at łączenia się FAD z białkiem. Zgodnie z tym  schem atem  cząstecz­
ka nukleotydu łączy się z białkiem poprzez układ izoalloksazynowy, 
pierścień purynowy adeniny i reszty kwasu fosforowego. Dla łączenia 
części adeninowej zasadnicze znaczenie ma jej grupa -N H 2, a z części biał­
kowej enzymu w wiązaniu biorą udział grupy -SH. Układ izoalloksazync- 
wy, niezależnie od łączenia się z białkiem, zachowuje zdolność do tworze­
nia kompleksu z substratem . W pracowni Yagi wykrystalizow ano kom­
pleks holoenzymu oksydazy D-aminokwasowej z substratem  — D-alaniną 
(tzw. kompleks Michaelisa) (84, 86, 87, 88).

Schem at 3. „M otylkowa” konform acja hydrochinonu flaw inow ego ukazująca m oż­
liw ość tworzenia dwóch stereoizom erów , w g H e m m e r i c h a  i wsp. (28a)

R, i R , -  atom y w odoru, R10 — reszta rybitolu

S t r i t t m a t t e r  (64, 65, 66) badając reduktazę cytochromu b5 stw ier­
dził, że w tym  enzymie FAD łączy się z apoenzymem poprzez resztę tyro- 
zynową. Nie stwierdził natom iast udziału grup sulfhydrylow ych w po­
w staw aniu kompleksu flawina-białko. Z badań nad stru k tu rą  trzeciorzę­
dową tego prostego flawoproteidu wynika, że FAD przyspiesza proces 
rozfałdowania łańcucha polipeptydowego w czasie odwracalnej denatu- 
racji apoenzymu. Ugrupowaniam i łańcucha peptydowego, biorącymi 
udział w przyłączaniu FAD, są prawdopodobnie dwie reszty tryptofanu.

Badane w pracowniach japońskich (89) zmiany widm dichroizm u ko­
łowego przy powstawaniu kompleksów FMN i FAD z apoenzymem oksy­
dazy D-aminokwasowej w skazują na łączenie się nukleotydów z białkiem  
oraz zmiany konform acji nukleotydów flawinowych. Zm iany widm  świad­
czą raczej o zmianie orientacji przestrzennej układu izoalloksazynowego
i rybitolu bez zmiany wzajem nego oddziaływania izoalloksazyny i puryny  
w cząsteczce FAD.

In terpretację badań na układach flaw ina-białko ułatw ia szczegółowa 
analiza zmian, jakie zachodzą we właściwościach cząsteczki flawinowej pod 
wpływem  wprowadzania do jej pierścieni różnych podstawników (13, 14, 
28a, 45, 50, 58). Ostatnio zsyntetyzowano pochodne flawin, które zamiast
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rybitolu zawierały różnej długości łańcuchy boczne kwasów onowych (od
1 do 5 atomów węgla) związanych z aminokwasami arom atycznym i — 
tyrozyną, fenyloalaniną i tryptofanem. Pochodne te (rysunek 1) w ykazu­
ją charakterystyczne wygaszenie fluorescencji w stosunku do niezm ie­
nionej cząsteczki flawinowej, podobne do wygaszenia, jakie zachodzi przy 
tworzeniu połączeń z białkiem (23). Fakt ten przem awia za oddziaływa­
niem pierścienia izoalloksazynowego z resztami aminokwasów arom atycz­
nych. Oddziaływanie izoalloksazynowych pochodnych jest tym  silniejsze, 
im łańcuch boczny kwasu onowego jest krótszy, a zatem  sąsiedztwo czą­
steczki aminokwasu i cząsteczki izoalloksazynowej — bliższe.

H 3 C

H,C

C O O C H ,
I

C O N H - C H - R
I

N. ,NV ,0\ / - .
F=0

3n h

R ,= " C H 2 / S

W

r = - c h 2 O H

R ̂ - C H *

Rys. 1. Syntetyczne aromatyczne peptydy flaw inow e (23)
Im krótszy łańcuch boczny (mniejsza ilość jednostek =CH 2 i niższa w artość n) tym  siln iejsze  

w ygaszen ie fluorescencji przez rodnik R. n =  1, 2, 3, 4 lub 5

T s i b r i s  i wsp. (74) oraz R o t h  i wsp. (58), rozpatrując wpływ 
N-3-metylopochodnej FMN i innych analogów tego koenzymu na aktyw ­
ność „starego żółtego enzymu”, wnioskują, że pozycja N-3 nie pełni — jak 
przypuszczali Theorell i Nygaard — zasadniczej roli w wiązaniu flawiny 
z białkiem. Zdaniem T s i b r i s a oddziaływanie cząsteczki FMN z apo- 
enzymem zachodzi częściowo poprzez przeniesienie ładunku, a częściowo 
przez wzajem ną polaryzację między cząsteczką izoalloksazynową a reszta­
mi aminokwasów aromatycznych.

W yniki uzyskane na układach flawina-białko potw ierdzają w pewnym 
stopniu badania na modelowych kompleksach flawin ze związkami aro­
matycznymi. Stwierdzono, że cząsteczka flawinowa tw orzy kompleksy 
z fenolem i indolem (21, 22, 54, 55, 78). Kompleksy te uzyskano w postaci 
krystalicznej. Jedna cząsteczka flawinowa może łączyć się równocześnie 
z dwiema cząsteczkami tych związków. Fakt oddziaływania cząsteczki fla­
winowej z dwiema cząsteczkami fenolu w pewnym stopniu tłum aczy moż­
liwość równoczesnego oddziaływania cząsteczki flawinowej z resztam i 
aminokwasowymi białka i z substratem. Umożliwia to również oddziały­
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wanie cząsteczki flawinowej na trzeciorzędową struk tu rę  białka, na p rzy­
kład poprzez kompleksowanie równocześnie z dwiem a resztam i amino- 
kwasowymi.

M etodami potencjom etrycznym i wykazano duże powinowactwo se- 
michinonów flawin do tyrozyny, serotoniny oraz grup dwusiarczkowych, 
natom iast tylko niew ielkie — do tryp to fanu  (12). W ysokie powinowactwo 
semichinonu FMN i tyrozyny wskazywałoby na możliwość stabilizacji 
rodnikowej form y flaw in przez resztę tego aminokwasu. Zarówno dla po­
łączenia flaw in z białkiem  jak  i dla aktyw ności enzymatycznej, duże zna­
czenie m a chelatowanie m etali, szczególnie przez form y rodnikowe fla­
win (28, 65). Jednak  sposób łączenia się m etali z białkiem  nie jest znany. 
Nie wiadomo też czy jony m etali w pływ ają na kompleksowanie flawin 
z białkiem. Przypuszczalny wzór chelatu semichinonu flaw iny z m etalem  
przedstawia rysunek 2.

Rys. 2. Proponowany wzór chelatu sem ichinonu flaw inow ego z m etalem  (2a)

Próbowano wyjaśnić oddziaływanie flaw in z hydrofiłowymi i hydro­
fobowymi grupam i białka otaczającego flaw iny we flawoproteidach ba­
dając właściwości flawin w rozpuszczalnikach o różnej polarności i stałej 
dielektrycznej. Flaw iny w roztworach w bardzo dużym stopniu oddziały- 
w ują z cząsteczkami rozpuszczalników. Przejaw ia się to zmianą w idm  ab­
sorpcyjnych i fluorescencyjnych flaw in jak  również wydajności kw anto­
wej fluorescencji, uzależnionych od polarności rozpuszczalnika i jego cha­
rak te ru  (38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45). W ynika z tego, że o możliwości 
przejść energetycznych w cząsteczce flawinowej decyduje środowisko, 
w jakim  się ona znajduje. Możnaby przypuszczać, że w cząsteczkach biał­
ka otaczających flaw iny w flaw oproteidach istnieją s truk tu ry  oddziały­
w ujące na cząsteczkę flawinową podobnie jak  cząsteczki rozpuszczalni­
ków. Jednak dotychczasowe w yniki oparte wyłącznie na badaniu widm, 
nie upoważniają jeszcze do obliczania polarności środowiska otaczającego 
flaw iny w flawoproteidach (38).

Z uzyskanych dotychczas danych wynikałoby, że uproszczone sche­
m aty 1, 2 i 3 w dość jasny sposób przedstaw iają oddziaływanie flawin 
z białkiem. Faktycznie jednak oddziaływanie to nie da się sprowadzić do
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jednego wiązania między którymś z atomów układu izoalloksazynowego 
a aminokwasami aromatycznymi. Proponowane schem aty kompleksowa- 
nia flaw in z białkiem stale jeszcze należy traktow ać jako robocze. Dokład­
niejsze poznanie struk tu ry  przestrzennej i reaktywności cząsteczek flawin, 
ich oddziaływania z metalami i tworzenia nietrw ałych form rodnikowych 
wskazuje, że łączenie się flawin z białkiem trudno jest ująć w jeden sche­
mat. Nie można bowiem jednoznacznie i z całą pewnością orzec, które ato­
my cząsteczki flawinowej i białkowej biorą udział w wiązaniu i czy two­
rzące się połączenie ma charakter przeniesienia ładunku, wiązania wodo­
rowego, wzajem nej polaryzacji, jonowy, czy inny.

Szczególnie cennych informacji o połączeniu flawin z białkiem i zna­
czeniu struk tu ry  białka dla aktywności enzymów flawinowych dostarcza­
ją opisane w dalszej części artykułu badania nad dehydrogenazą burszty- 
nianową.

III. Peptydy flawinowe

Swego rodzaju w yjątek  w połączeniach flawin z białkam i stanowi nie­
zwykle trw ałe połączenie FAD w dehydrogenazie bursztynianowej 
(EC 1.3.99.1).

Do wyjaśnienia budowy i właściwości tzw. flaw iny silnie związanej 
(1,4) przyczyniły się w pierwszym rzędzie prace K e a r n e y  i S i n g e -  
r  a (33, 34, 35, 60, 61) zapoczątkowane w połowie lat 50-tych. Autorzy ci 
stwierdzili, że flawina z dehydrogenazy bursztynianow ej uwalnia się do­
piero po hydrolizie białka trypsyną i chymotrypsyną. Jednak  uwalniająca 
się flawina nie była identyczna z żadną z dotychczas poznanych pochod­
nych flawinowych — ryboflawiną, FMN czy FAD. Różniła się od nich 
widmem absorpcyjnym , wykazując maksimum nie w paśmie 375 nm, 
ale w paśmie 345—350 nm. Analiza oczyszczonej flaw iny wykazała, że 
jest ona zbudowana z FAD połączonego dodatkowo z kilkoma resztami 
aminokwasowymi. Silne wiązanie z łańcuchem peptydowym  było przy­
czyną niemożności uwolnienia flawiny przez denaturację białka. Wiąza­
nie to okazało się oporne również na działanie hydrolaz peptydowych, za­
równo endo- jak  i egzopeptydaz. Podczas hydrolizy białka uwalniał się 
FAD — wciąż połączony z peptydem. Główną frakcją uzyskaną przez 
K e a r n e y  (33) po trawieniu proteolitycznym był heksapeptyd zawiera­
jący aminokwasy: alaninę, serynę, treoninę, kwas glutaminowy, walinę 
i drugą resztę seryny z wolną grupą aminową. Flawina nie przechodziła 
w lumiflawinę w warunkach, w których powstawała lum iflawina z FAD 
czy ryboflawiny. Następowało odszczepienie łańcucha rybitolu, lecz po­
w stający produkt jako silnie hydrofilny nie rozpuszczał się w chlorofor­
mie. Produkt defosforylacji tej flawiny nie rozpuszczał się w alkoholu 
benzylowym w odróżnieniu od ryboflawiny. Właściwości fluorescencyjne
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te j flaw iny również były odmienne od właściwości pozostałych pochod­
nych. Charakterystyczny dla flaw iny związanej z peptydam i jest zanik 
fluorescencji przy pH  wyższym od 6; najsilniejszą fluorescencję w ykazu­
je ona przy pH  3,1—3,2. Umożliwa to  przeprowadzenie oznaczania stęże­
nia tej flaw iny nawet w obecności luźno związanych flawin przez pomiar 
fluorescencji przy pH  3,2 i przy pH  6,5.

S i n g e r  i wsp. (59, 60) opierając się na założeniu, że flawina silnie 
związana pochodzi wyłącznie z dehydrogenazy bursztynianow ej zapropo­
nowali, żeby oznaczać zawartość tego enzymu w preparatach  mitochon- 
drialnych przez oznaczenie zawartości peptydów flawinowych uw alniają­
cych się podczas hydrolizy enzymu. Autorzy ci proponują stosowanie do 
pomiarów stężenia peptydów flawinowych m etodę spektrofotom etryczną 
lub fluorometryczną. Zalecają jednak szczególnie m etodę fluorom etrycz- 
ną po uprzednim  przeprowadzeniu peptydu flawinowego w form ę mono- 
nukleotydu (hydroliza w pH  1, 15 m inut w 100°) jako bardziej czułą i se­
lektywną.

W a n g i wsp. (76, 77), badając skład aminokwasowy uwalniających 
się z dehydrogenazy bursztynianow ej (skrót SD — ang. succinate dehy- 
drogenase) peptydów flawinowych, uzyskali po hydrolizie kwasowej fla- 
w inę połączoną z seryną. G rupa aminowa tego peptydu flawinowego była 
wolna, co świadczyłoby o powiązaniu flawinowej grupy pro-stetycznej 
z apoenzymem przez grupę karboksylową seryny. Rozkład peptydu fla­
winowego słabym ługiem (pH  10,5 w 80°C, 5— 8 godzin) daje taki sam 
produkt, jaki uzyskiwano przy rozkładzie ryboflawiny, ale połączony 
z peptydem , co świadczy o odporności wiązania między peptydem  a flawi- 
ną na rozkład w środowisku słabo alkalicznym. Mocznik uwalnia się 
w tych w arunkach w takiej samej ilości jak  z ryboflawiny, co wyklucza 
jako miejsca przyłączenia peptydu do pierścienia izoalloksazynowego po­
zycje l x 2 i 3. Autorzy ci w wyizolowanych z różnych źródeł peptydach 
stw ierdzili następującą sekwencję aminokwasów:
Flaw ina-seryna (Gli-Glu-Asp) ... (peptyd z SD świni) 
oraz Flaw ina-seryna (Gli-Glu-Ala) ... (peptyd z SD owcy)
C e r l e t t i  i S t  r  o m (6) badali różnice w  wydajności fluorescencji m ię­
dzy dw unukleotydem  (FAD) a m ononukleotydem  (FMN) związanymi pep- 
tydowo. Stwierdzili oni, że w pH  3,1 FAD wykazuje tylko 90% wydajno­
ści fluorescencji FMN. Różnica we właściwościach fluorescencyjnych jest 
więc znacznie mniejsza w przypadku peptydów flawinowych niż w przy­
padku flawin wolnych (FMN, FAD i ryboflawiny). Emisja fluorescencji 
m ononukleotydu redukowana była o 20% przez dodanie adenozyny do 
stężenia 0,05 M. W tych samych w arunkach fluorescencja FMN malała
o 50%, a więc 2,5-krotnie silniej. Świadczy to o możliwości oddziaływa­
nia związanej z peptydam i flaw iny z purynam i, jakkolwiek jest ono 
w pewnym  stopniu utrudnione. Jest to, zdaniem autorów, dodatkowym 
dowodem na to, że w połączeniu z białkiem  nie bierze udziału azot w po-
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zycji 3 pierścienia izoalloksazynowego. Azot ten  oddziaływ uje — jako 
wolny — z grupą aminową w pozycji 6 adeniny, podobnie jak  FMN.

H e m m e r i c h  i wsp. (28a) rozważając możliwości podstawienia pep- 
tydu  do pierścienia wykluczają pozycje 1, 2, 3, 4, 5 i 10 na podstawie w ła­
ściwości licznych syntetycznych pochodnych izoalloksazyny (13, 14, 49,
50). M otyw ują to twierdzenie tym, że przy podstawieniu w tych pozy­
cjach nastąpiłyby drastyczne zmiany w widmie absorpcyjnym  peptydu 
flawinowego, a tymczasem zmiany te ograniczają się jedynie do pewnego 
przesunięcia maksimów. Zdaniem autorów jedynym  możliwym miejscem 
przyłączenia może być pierścień homoaromatyczny układu flawinowego, 
a najodpowiedniejszym  ugrupowaniem wydaje się grupa m etylow a w po­
zycji 8 flawochinonu — z uwagi na jej funkcyjny charakter.

Teoretyczne przewidywania grupy Hemmericha zostały potwierdzone 
dzięki zbiorowemu wysiłkowi kilku pracowni (27, 63) zajm ujących się 
badaniam i spektrofotometrycznymi, fluorescencyjnym i i EPR oczyszczo­
nych preparatów  peptydów flawinowych z dehydrogenazy bursztyniano- 
wej. Na podstawie tych badań autorzy podali wzór struk tu ra lny  z uwzglę­
dnieniem  gęstości spinowej i miejsc wrażliwych na hydrolizę i fotolizę 
(schemat 4).

Fotoliza

Hydroliza alkaliczna

' W —  n ------------Hydroliza kwasowa

S ch e m at 4. Subm olekularna struktura i reaktyw ność cząsteczki flaw inow ej (27) 
O — atom y w  punktach o w ysokiej gęstości spinowej, 0  — atom y o n iew ylicza ln ej gęstości 
sp inow ej, •  — atom y o n isk iej lub niezm ierzalnie m ałej gęstości sp inow ej, X  — np. -S-CH,, 
-O-R, = S , R — rybito l lub pochodna (w FMN połączony z resztą fosforanow ą, w  FAD — dodat­

kowo z AMP)

G rupa m etylowa C-8 wykazuje reaktywność równą conajm niej reak ­
tywności grupy m etylow ej w nitrotoluenach i można ją  zaklasyfikować 
również jako grupę funkcyjną flawochinonów. Dzięki tej grupie cząstecz­
ka f la winowa tworzyć może z aldehydami połączenie typu  F lox-C H =C H -R  
(rysunek 3).

Ostateczne w yjaśnienie sposobu połączenia flawiny z cząsteczką biał­
ka podali badacze z pracowni S i n g e r a  (75a). Stosując metodę Edmana 
do odbudowy peptydów flawinowych stwierdzono, że am inokwasem  bez­
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pośrednio łączącym się z flawiną jest histydyna (rysunek 4). Schem atycz­
ne połączenie flaw iny z łańcuchem  białkowym przedstaw ia się następu­
jąco:

Flawina
i

Sery na — H istydyna — Treonina — W alina — A lanina ...

R

Rys. 3. Pochodna flaw inow a podstawiona do grupy m etylow ej w  pozycji 8. 
M ożliwość tw orzenia takich  pochodnych w skazuje na charakterystyczną reaktyw ność grupy  

m etylow ej w  pozycji 8, której długo nie brano pod uw agę (28a)

R

Rys. 4. H istydyloryboflaw ina — pochodna ryboflaw iny otrzym ana po kw asow ej 
hydrolizie peptydów  flaw inow ych  z dehydrogenazy bursztynianow ej (7i5a)

R — rybitol

Pięciopeptyd o tej sekwencji uzyskano po hydrolizie kwasowej dehy­
drogenazy bursztynianow ej. T rudne do w yjaśnienia jest, dlaczego w po­
przednich pracach nie stwierdzono w peptydach flawinowych z dehydro­
genazy bursztynianow ej obecności histydyny pomimo, że stwierdzono 
obecność innych aminokwasów (33, 76). Znam ienne jest występowanie 
w bocznym łańcuchu seryny. A utorzy przypuszczają, że pewne znacze­
nie dla aktywności enzymatycznej ma występowanie po obydwu stronach 
histydyloflaw iny aminokwasów z wolnym i grupam i hydroksylowym i: se­
ryny  i treoniny. Po hydrolizie dehydrogenazy trypsyną uzyskano peptyd 
zawierający ponad 20 aminokwasów, jednak o identycznym  ułożeniu 
pierwszych pięciu aminokwasów, jak  w wyodrębnionym  pięciopeptydzie.

Dehydrogenaza bursztynianow a nie jest jedynym  enzymem zaw iera­
jącym  flawinę związaną kowalencyjnie. W a l k e r  i wsp. (75) zbadali 
również oksydazę monoaminową z w ątroby bydlęcej. Po degradacji en­
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zymu opisaną wyżej metodą uzyskano pięciopeptyd o następującym  ukła­
dzie aminokwasów:

Seryna-Glicyna-Glicyna-Cysteina-Tyrozyna
I
S
I

Flawina

Peptyd ten  nie wykazuje takiej zależności fluorescencji od pH, jak  peptyd 
zaw ierający histydynę.

Zasadniczą rolę w wiązaniu flawiny z białkiem w oksydazie monoami- 
nowej odgrywa bezpośrednie połączenie przez siarkę z resztą cysteiny. 
W arto zaznaczyć, że analogicznie związane są pierścienie porfirynow e 
w cytochrom ie c. Fakt kowalencyjnego związania flawiny nie wyklucza 
możliwości oddziaływania z białkiem również innych atomów jej czą­
steczki. Zbadane dotychczas dwa wym ienione enzymy najpraw dopo­
dobniej nie wyczerpują listy enzymów, w których flawina związana jest 
kowalencyjnie.

F r i s s e l  i wsp. (24, 25) wykazali, że oksydaza sarkozynowa (EC 
1.5.4.1) oraz oksydaza dwumetyloglicynawa (prawdopodobnie identyczna 
z oksydazą N-metyloaminokwasową (EC 1.5.3.2) również zaw ierają jako 
grupę prostetyczną flawinę związaną silnie z peptydami.

K i n g  i wsp. (37) podjęli próbę oznaczenia zawartości flawin w m i­
tochondriach i preparatach cząstek oddechowych serca. Oznaczali oni 
w tych  preparatach flawiny ekstrahujące się 10% kwasem trój chloro­
octowym i nie ekstrahujące się tym kwasem. We frakcji ekstrahującej się 
10% TCA oznaczali FAD i FMN. Pozostający po ekstrakcji osad podda­
wali traw ieniu  enzymatycznemu, po którym  oznaczali flaw iny nieekstra- 
hujące się kwasem. W otrzymanych Wynikach zaskakująca jest zawartość 
flaw iny silnie związanej, wynosząca 50% zawartości sumy flawin. Z za­
łączonego opisu metodycznego wynikałoby, że mogło to być spowodowa­
ne niecałkow itą ekstrakcją flawin luźno związanych.

C e r l e t t i  i wsp. (5, 7, 8, 67) oznaczali zawartość flaw iny związanej 
z peptydam i w tkankach szczura, próbując wykryć zależność między za­
wartością peptydów flawinowych a aktywnością dehydrogenazy burszty- 
nianowej. Stw ierdzili oni szczególnie wysoką zawartość peptydów flawi­
nowych w wątrobie, nerkach i sercu. Jednak zawartość tych flawin w sto­
sunku do flaw in uwalniających się już przy denaturacji wynosi zaledwie 
kilka procent (około 4%). Zawartość peptydów flawinowych oznaczana 
fluorescencyjnie jest wyższa niż zawartość dehydrogenazy bursztyniano- 
wej obliczonej na podstawie aktywności tego enzymu i jego liczby obro­
tów. Autorzy tłum aczą to — zgodnie z doniesieniami lite ra tu ry  — w y­
stępowaniem form y peptydowej flawiny również w innych enzymach (25).
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S i n g e r  i wsp. (62) zastosowali oznaczenie peptydów  flawinowych 
do badania biosyntezy dehydrogenazy bursztynianow ej przez drożdże. 
Stw ierdzili oni, że zawartość peptydów flawinowych w kom órkach droż­
dży jes t Skorelowana z aktyw nością dehydrogenazy bursztynianow ej. 
Właściwości uw alnianych na drodze proteolizy peptydów  flawinowych 
z kom órek drożdżowych są podobne do właściwości peptydów flawino­
w ych z serca wołu.

J a n i c k i  i wsp. (29, 30) stw ierdzili, że bakterie  kwasu propionowe- 
go również syntetyzują peptydy flaw in owe w ilości 4,47— 14,39°/o sumy 
ryboflawiny, FMN i FAD.

W ykrycie peptydów flawinowych zmusza do nowego spojrzenia na 
zagadnienie analityki flawin. Od chwili w ykrycia tych związków przy 
identyfikacji grupy prostetycznej enzymów flawinowych wielu badaczy 
prowadzi hydrolizę białka enzymatycznego dla stw ierdzenia obecności 
flawin związanych kowalencyjnie z białkiem. Dotyczy to również ozna­
czania zawartości ogólnej flawin w  tkankach. Nowsze p race  w skazują na 
to, że zawartość peptydów flawinowych w surow cach naturalnych  jest 
niewielka — rzędu 6%  sum y flaw in (7, 8, 10, 29). Nie są one jednak  ozna­
czane metodą lum iflawinową (80), a  jedynie poprzez bezpośredni pom iar 
fluorescencji przy pH  3,2. Zawartość peptydów  flawinowych odpowiada 
przede wszystkim  zawartości dehydrogenazy bursztynianow ej i zależy od 
intensywności procesów utleniania w  kom órkach czy tkankach. Duże ilo­
ści peptydów flawinowych znajdują się w kom órkach bakterii kwasu pro- 
pionowego i wątroby. Zawartość peptydów  flawinowych w drożdżach za­
leży od natleniania hodowli — w  w arunkach  beztlenowych spada p rak ­
tycznie do zera. Nie stwierdzono obecności tych  związków w mleku. Po­
średnio zawartość peptydów flawinowych pozwala na określenie in ten ­
sywności utleniania komórkowego.

Jakkolw iek badania nad wiązaniem  flaw in z białkiem  prowadzone są 
od wielu lat, dane na ten  tem at są dotychczas bardzo fragm entaryczne. 
O tw arty pozostaje stale istotny z punktu  widzenia analitycznego problem  
uwalniania flawin przy ilościowym ich oznaczaniu. Jak  dotąd nie w ykry ­
to innych form silnie związanych flaw in poza peptydam i flawinowymi. 
W m ateriale biologicznym znajduje się wiele związków odgrywających 
względem flawin rolę sorbentów. Obecność takich związków pozorować 
może silne związanie flawin.

Dla pełnego w yjaśnienia wiązania flawin z białkiem  i innym i związ­
kami wielkocząsteczowymi konieczne są dalsze badania. Obecna znajo­
mość s truk tu ry  flawoproteidów daleka jest jeszcze od poziomu, jaki osiąg­
nięto w badaniach np. nad hemoglobiną czy cytochromami. Enzymy fla- 
winowe włączone są głównie w struk tu rę  błon m itochondrialnych (79). 
Niewątpliwie zachodzi więc oddziaływanie zarówno flaw in jak  i całych 
cząsteczek flawoproteidów ze składnikam i lipidowymi tych błon, a od­
działywanie to jest istotne dla ich funkcji biologicznych.
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ROMAN LORENC *

Postępy badań nad kalcytoniną

Progress on Calcitonin Research

Som e -new concepts on calcitonin chemistry, im m unochem istry and m echanism  
of action are review ed.

K alcytonina jest polipeptydowym hormonem, którego czynność łączy 
się z regulacją gospodarki fosforanowo-wapniowej ustro ju . W ciągu dzie­
sięciu lat, k tóre upłynęły od wykrycia kalcytoniny przez C o p p a  
i wsp. (26), przeprowadzono różnokierunkowe badania dotyczące tego hor­
monu. Część z tych prac jak również pewne aspekty w ynikające z badań 
nad kalcytoniną omówiono w kolejnych artykułach przeglądowych (37,
51). W niniejszej pracy ograniczono się do omówienia opracowywanych 
w  ostatnich latach zagadnień dotyczących biochemicznych i immunolo­
gicznych właściwości kalcytoniny jak również m echanizm u jej działania.

1. Różnice gatunkowe w budowie i właściwościach kalcytoniny

W 1964 roku B a g h d i a n t z  i wsp. (3) opracowali metodę w yodręb­
niania kalcytoniny, która stała się podstawą dalszych prac nad tym  za­
gadnieniem. W sześciu laboratoriach Szwajcarii i Stanów Zjednoczonych 
otrzym ano z tarczycy świni kalcytoninę w postaci czystej (4, 5, 17, 34, 69, 
70), a w trzech z nich ustalono strukturę chemiczną oczyszczonego hor­
m onu (5, 46, 68). Ostatnio doniesiono również o syntezie aktywnego poli- 
peptydu (40, 74).

W 1970 roku B r e w e r  i E d e l h o c h  (16) przeprowadzili badania 
s truk tu ry  drugo- i trzeciorzędowej cząsteczki kalcytoniny świni. Okazało 
się, że cząsteczka kalcytoniny w środowisku wodnym  w ystępuje głównie 
w  formie nieuporządkowanej, a tylko około 10°/o łańcucha ma uporząd­
kowaną konfigurację a-helisy. Uporządkowanie cząsteczki następuje 
w rozpuszczalnikach niepolarnych: na przykład w 2-chloroetanolu aż 50°/o

* Dr med., Zakład Biochemii, Centrum Medyczne K ształcenia Podyplom owego, 
WarszawTa

Wykaz używ anych skrótów: EGTA — kw as etylenoglikoloczterooctow y
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łańcucha polipeptydowego cząsteczki horm onu ma konfigurację a-helisy. 
Autorzy przypuszczają, że stw ierdzone w zależności od środowiska róż­
nice w s truk tu rze  cząsteczki mogą mieć istotne znaczenie dla mechanizmu 
działania hormonu. W spomniana zm iana konform acyjna polipeptydu mo­
głaby zachodzić na przykład przy in terakcji horm onu w  m iejscach recep­
torowych, a zwłaszcza w  hydrofobowych lipidowych częściach błon ko­
mórkowych.

Kluczową rolę w badaniach kalcytoniny ludzkiej odegrało w ykrycie 
tego horm onu w miąższu raka tarczycy zwanego M alinowym (6, 46) lub 
rdzeniastym  (litym) (42). Wysoka zawartość horm onu w miąższu raka 
umożliwiła w yodrębnienie horm onu (28, 58), a  następnie ustalenie jego 
sekwencji aminokwasowej (59). K olejnym  krokiem  było przeprowadzenie

Wole guzkowe
nietoksyczne
Wole guzkowe
nietoksyczne
C-cell

adenoma
Wole

toksyczne

Wole
koloidowe

Wole
koloidowe

Zawartos'ć kalcytoniny(w;ij MRC/mg suchej masy 
odtłuszczonego proszku tarczycy, skala logarytmiczna)

Rys. 1. Z aw artość kalcytoniny w  chorobowo zm ienionych tarczycach człow ieka
(wg 53)

Zawartość horm onu podano w  mj MRC w  p rzeliczen iu  na m g suchej m asy odtłuszczonego
proszku tarczycy

jego syntezy (77). Ze względu na to, że badania kalcytoniny u człowieka 
ograniczały się właściwie wyłącznie do przypadków  raka, poważnego zna­
czenia nabiera w ykrycie nowej jednostki chorobowej — gruczolaka, któ­
rego m acierzą są również syntetyzujące ten  hormon komórki C tarczycy 
(8). W miąższu gruczolaka w ykryto  obecność fluorogennych am in (7) 
a oznaczenie zawartości kalcytoniny (53) ujaw niło (rysunek 1), że prze­
kracza ona około 600 razy zawartość horm onu w miąższu wola toksycz­
nego oraz około 60 razy zawartość w wolu koloidowym. Opracowano po­
nadto metodę w yodrębniania horm onu z chorobowo zmienionych tarczyc 
człowieka (54).

W ostatnich latach zainteresowanie s truk tu rą  kalcytoniny rozciągnęło 
się na inne gatunki zwierząt. Oczyszczono kalcytoninę wołu i ustalono jej
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iiiiim iim iiiiiim iiiiiiiiiii
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s truk tu rę  (15). Na szczególną uwagę zasługują przeprowadzone ostatnio 
badania w ciałkach skrzelopoehodnyćh (łac. corpora ultimobranchialia) 
niższych kręgowców. Jak  wiadomo (20, 45, 66, 67, 79) kalcytonina w ytw a­
rzana jest przez kom órki C, k tó re  u ssaków zlokalizowane są w tarczycy, 
natom iast u człowieka w tarczycy, grasicy i przytarczycach (36). Komórki 
te  ewolucyjnie pochodzą z łuków skrzelopochodnych — corpora ultim o- 
branćhialia, przy czym u niższych kręgowców, w tym  także u ryb, ciałka 
skrzelopochodne tw orzą osobny narząd (23, 27, 56, 87). Właściwość tę  w y­
korzystali 0 ’D o r , P a r k e s  i C o p p  (62), którzy w toku prowadzo­
nych prac porównawczych wyizolowali kalcytoninę z ciałka skrzelopo- 
chodnego łososia (62) i ustalili jej s tru k tu rę  pierwszorzędową (60).

W tablicy 1 przedstawiono s truk tu rę  pierwszorzędową cząsteczek kal­
cytoniny wyizolowanej z tarczycy wołu, świni, raka hialinowego tarczycy 
człowieka oraz ciałka skrzelopochodnego łososia. Cechy wspólne dla oma­
w ianych polipeptydów dotyczą ogólnej liczby 32 aminokwasów, jednako­
wej we wszystkich przypadkach, związanego z N-końcem mostka dw u­
siarczków ego cysteiny (1— 7) oraz wspólnej dla w szystkich preparatów  
lokalizacji amidu proliny jako ugrupow ania C-końcowego. Na uwagę za­
sługuje podobne ugrupow anie N-końca polipeptydów. Dziesięć am inokwa­
sów N-końca jest jednakow ych w przypadku kalcytoniny świni, wołu i ło­
sosia, a w przypadku człowieka są one identyczne aż w siedmiu pozy­
cjach łańcucha polipeptydowego.

K alcytonina wołu jest zbliżona budową do kalcytoniny z tarczycy świ­
ni (różni siię tylko w trzech pozycjach łańcucha), natom iast najbardziej 
zbliżoną do kalcytoniny człowieka jest kalcytonina łososia podobna do 
ludzkiej w piętnastu  pozycjach.

N ajbardziej widoczne różnice w struk turze  pierwszorzędowej doty­
czą części środkowej polipeptydów oraz ugrupow ania C-końca łańcucha. 
Niemniej i w tych ugrupow aniach można zauważyć pew ne regularności. 
Reszty hydrofobowe tyrozyny, leucyny i fenyloalaniny rozmieszczone są 
w regularnych odstępach (pozycje 4, 9, 12, 16, 19 i 22), a rozmieszczenie 
grup  kwaśnych i zasadowych w ykazuje również pew ne prawidłowości. 
Aminokwasy kwaśne w ystępują w pozycjach 15 lub 30, natom iast zasa­
dowe w pozycjach 11, 14, 18 i 21. Nieobecność odpowiedniego aminokwa­
su łączy się z jego podstawieniem  przez am inokw as obojętny.

Jak  ujaw niły badania porównawcze, różnicom w  budowie polipepty­
dów odpowiadają również różnice w ich aktyw ności biologicznej. Szcze­
gólnie interesujące w ydaje się stw ierdzenie wysokiej aktywności biolo­
gicznej kalcytoniny z ciałka skrzelopochodnego łososia. Aktywność w ła­
ściwa kalcytoniny z łososia (3000 MRC/mg białka) przekracza około 20 
razy aktywność właściwą kalcytoniny świni, człowieka i wołu. Wysokiej 
aktywności towarzyszy ponadto przedłużone obniżenie poziomu wapnia 
w ystępujące po podaniu horm onu (rysunek 2). Mechanizm wspom nianych 
efektów nie jest znany. Na uwagę może zasługiwać większy rozm iar czą-
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[5] K ALC YTO N IN A 459

steczki kalcytoniny łososia, co znajduje swoje odzwierciedlenie w szyb­
szej jej elucji z kolumn, Sephadex w porównaniu z kalcytoniną z innych 
źródeł (25), oraz w  większym stopniu uwodnienia cząsteczki (39).

Czas (min)

Rys. 2. Spadek poziom u w apnia w surowicy krw i królika (wg 25) po dożylnym  po­
daniu 10 MRC kalcytoniny świni (O------ O) lub kalcytoniny łososia ( • ------• )

II. Właściwości immunologiczne hormonu

Dzięki ustaleniu różnic w budowie kalcytoniny z różnych gatunków 
zwierząt, w nowym  świetle przedstawiły się badania immunologiczne 
prowadzone w układach heterogennych (19, 41, 44, 45, 86). Badania lat 
ostatnich (44, 48, 86), w  których zastosowano technikę radioimmunologicz- 
ną i homogenne p repara ty  hormonu, wykazały, że różnogatunkowe czą­
steczki kalcytoniny m ają również różne centra antygenowe. W toku kla­
sycznej próby radioimmunologicznej w ustalonych dla standardu kalcy­
toniny w arunkach preparat badany współzawodniczy ze standardem
o centrum  antygenow e specyficznych, skierowanych w stosunku do nich 
przeciwciał. Zasada m etody polega na określeniu stopnia hamowania w ią­
zania się przeciwciała ze znakowanym radioaktyw nym  jodem standardem , 
przez odpowiednie stężenia preparatu badanego. Postępowanie to  umożli­
wia ilościowe określenie stężenia preparatu badanego.

W przeprowadzonych przez T a s h i j a n a  i wsp. (86) badaniach cen­
tru m  antygenowego kalcytoniny zastosowano homogenne preparaty  hor­
m onu świni, odpowiednie ugrupowania polipeptydowe i ich analogi. Ozna­
czenie inhibicji w iązania się przeciwciał z natyw ną znakowaną jodem 
cząsteczką kalcytoniny przez odpowiednie ugrupowania polipeptydowe 
pozwoliło na ustalenie sekwencji aminokwasów istotnych dla aktywności
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immunologicznej hormonu. S tru k tu rę  polipeptydów zastosowanych przez 
autorów  w badaniach centrum  antygenowego kalcytoniny świni przedsta­
wiono w tablicy 2. Przeprowadzone oznaczenia ujaw niły, że ugrupowanie 
centrum  związane jest w  głównej m ierze z sekw encją aminokwasów zlo­
kalizowanych w cząsteczce horm onu w pozycjach od 17—25. Chociaż dla 
wywołania odczynu immunologicznego istotną jest prawdopodobnie obec­
ność całej cząsteczki hormonu, to bardziej czynny okazał się C-koniec 
polipeptydu (86).

Tablica 2
Polipeptydy o budowie podobnej do kalcytoniny świni zastosowane w badaniach 

radioimmunologicznych wg (86)

Sekwencja aminokwasów Pochodzenie

H (1—32) NH 2 
H (1—25) N H 2 
H (1—16) N H 2 
H (1—9) OH 
H (10—29) N H 2-norleu25 
H (8—22) OH 
H (15—21)
H (22—32)

naturalne
syntetyczne
syntetyczne
syntetyczne
syntetyczne
syntetyczne
naturalne (po hydrolizie enzymatycznej)

9 9

Podobny typ doświadczeń dotyczących kalcytoniny człowieka przepro­
wadzili B y f i e l d  i wsp. (22) oraz D i e t r i c h  i R i t t e l  (31). 
W spomniani autorzy sądzą, że ugrupow anie antygenow e cząsteczki kalcy­
toniny ludzkiej znajduje się w części środkowej polipeptydu pomiędzy 
13— 18 aminokwasem  (22, 31), przy czym, podobnie jak  w przypadku kal­
cytoniny ze świni, aktyw ność immunologiczna związana jest również 
z C-końcem polipeptydu. D i e t r i c h  i R i t t e l  (31) na podstawie ba­
dań z analogami polipeptydow ym i w skazują ponadto na istotną rolę ugru­
powania amidowego C-końca łańcucha dla badanego odczynu. Fakt, że 
odpowiednie odcinki łańcucha kalcytoniny świni i człowieka uczestniczące 
w głównej m ierze w odczynach imm unologicznych m ają sekwencje znacz­
nie różniące się m iędzy sobą, może stanowić w ytłum aczenie w ystępu ją­
cych w tych przypadkach negatyw nych odczynów krzyżowych.

B y f i e l d  i wsp. (22) zastosowali w roli antygenu natyw ne prepa­
ra ty  kalcytoniny wyizolowane z raka  hialinowego tarczycy człowieka, na­
tom iast odpowiednie ugrupowania polipeptydow e otrzym yw ali przez t ra ­
w ienie p repara tu  horm onu enzymami proteolitycznym i. D i e t r i c h  
i R i t t e l  (31) w ykorzystali p repara ty  syntetyczne o strukturze odpowia­
dającej kalcytoninie wyizolowanej z raka, a odpowiednie fragm enty  po­
lipeptydow e otrzym ali na drodze syntezy.

K ontrow ersyjne w pewnej m ierze w yniki uzyskano w pracowni 
P o 11 s a (30, 47, 68) gdzie otrzym ano w surowicy królika przeciwciała
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skierowane przeciwko cząsteczce kalcytoniny świni, aktyw ne wobec kal­
cytoniny owcy, wołu i człowieka. W ystępujące w  tych przypadkach od­
czyny krzyżowe autorzy tłumaczą uzyskaniem przeciwciał skierow anych 
w stosunku do N-końcowego ugrupowania polipeptydów charak teryzu­
jących się podobną sekwencją aminokwasów. Trudne do pogodzenia z ty ­
mi obserw acjam i wydaje się doniesienie B r e w  e r  a (14) o tym , że na 
obecność odczynu immunologicznego nie wywiera wpływu rozbicie w ią­
zania dwusiarczkowego istotnego dla konfiguracji N-końca polipeptydu.

W aga jaką przywiązuje się do identyfikacji kalcytoniny w tkankach  
człowieka jest związana z poważnym zapotrzebowaniem diagnostycznym . 
Dotychczas istotną rolę spełniały w tym  względzie techniki morfologiczno- 
-histochemiczne (32, 38, 78). Badania lat ostatnich rozszerzyły się o ba­
dania zawartości hormonu w tkance (1, 52, 53) oraz w krw i krążącej (81, 
82), a ostatnio czynione są również próby zastosowania w tym  celu czul­
szych technik immunofluorescencyjnych. Wśród nielicznych prac na ten 
tem at na szczególną uwagę zasługuje doniesienie K a l i n y  i wsp. (44) 
ze względu na zastosowanie przez autorów syntetycznej kalcytoniny czło­
wieka jako antygenu. Porównanie odczynu im m unofluorescencyjnego, 
świadczącego o obecności syntetyzujących kalcytoninę kom órek C, z da ­
nym i uzyskanym i przy zastosowaniu mikroskopu elektronowego u jaw ni­
ło b rak  równoległości przy ich ilościowej ocenie. Odczyn im m unofluores- 
cencyjny nie występował w grasicy i przytarczycach, natom iast w  ta r ­
czycy liczba komórek C wykryta przy jego pomocy wydawała się znacz­
nie zaniżona w porównaniu z danymi uzyskanymi w m ikroskopie elek­
tronow ym  (13). Nie wyjaśniono czy brak odczynu związany jest z róż­
nicam i czynnościowymi komórek, zamaskowaniem centrum  antygenow e­
go, czy też różnicami w budowie hormonu. Nie ma bowiem dotychczas od­
powiedzi na pytanie, w jakim stopniu struk tura  hormonu wyizolowanego 
z tkanki rakow atej jest reprezentatywna dla s truk tu ry  kalcytoniny syn­
tetyzowanej w norm alnej tarczycy człowieka.

Na uwagę zasługują badania kinetyczne wpływu bodźców w ydzielni- 
czych w postaci wysokich stężeń soli wapnia na obraz m orfologiczny ko­
m órek C. Jak  ujaw niły badania w mikroskopie elektronowym  kom órki C 
tarczycy reagują zarówno in vivo (49, 80, 83) jak i in vitro  (21, 65) na 
zm iany poziomu wapnia i magnezu. Do proliferacji kom órek C prowadzą 
stany hipokalcemii, natomiast odmienne obrazy zaobserwowano w h iper- 
kalcemii. Komórki są wtedy powiększone, obserwuje się w nich obniże­
nie odczynów histochemicznych, co w połączeniu z w yraźną degranulacją 
przem aw ia za wzmożoną sekrecją hormonu (18, 49, 50, 55, 80, 93).

Skorelowanie wspomnianych badań z testami radioimmunologicznymi 
umożliwiło ustalenie wpływu podawanych w postaci kroplówki soli w ap­
nia na poziom krążącej w krwi kalcytoniny. Przeprowadzone u królika 
(47) oznaczenia wskazują (rysunek 3), że kalcytonina jest u trzym yw ana 
na stałym  poziomie.

8 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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Podwyższenie poziomu wapnia powoduje natychm iastow e wzmożenie 
jej sekrecji, co znajduje odbicie przy oznaczaniu jej poziomu w krw i krą­
żącej. Stała sekrecja kalcytoniny w raz z możliwością zwiększenia jej po­
ziomu w zależności od stężenia soli w apnia stanow i uzupełnienie zna­
nych efektów działania parathorm onu, umożliwiając precyzyjną regula­
cję homeostazy wapniowej.

Czas (m in )

Rys. 3. W pływ kroplów ki zaw ierającej dekstrozę (A i D) lub sole w apnia (B-140 
m g/kg/godz.; C-420 m g/kg/godz.) na poziom w apnia i kalcytoniny w  surow icy krw i

królika (wg 47)

III. Poglądy na mechanizm działania kalcytoniny

W poprzedniej pracy przeglądowej (51) wspomniałem o dw uprzeno- 
śnikowej hipotezie S u t h e r l a n d a  i wsp. (84) stanowiącej hipotezę ro ­
boczą dla wyjaśnienia m echanizm u działania kalcytoniny. W edług niej 
hormon jako tzw. „pierwszy przenośnik inform acji” dziiała na metabolizm  
kom órki za pośrednictw em  tzw. „drugiego przenośnika” — cyklicznego 
AMP. Badania lat ostatnich potw ierdziły istotną rolę cyklicznego AMP 
w czynności szeregu hormonów (25, 75, 85). Zwrócono zwłaszcza uwagę 
na fakt, że specyficzność działania horm onu związana jest z jego powi­
nowactwem  do określonej specyficznej cyklazy adenylowej — enzym u 
Zlokalizowanego w błonie komórkowej i uczestniczącego w syntezie cy-
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klicznego AMP. Powinowactwo hormonu do specyficznych, zlokalizowa­
nych w określonych komórkach cyklaz adenylowych stanowiłoby więc 
wytłum aczenie ¡specyficznego działania hormonu na określone narządy. 
Na przykład epinefryna powoduje syntezę cyklicznego AM P w kom ór­
kach w ątrobow ych (29), natomiast na działanie parathorm onu wrażliwe 
są kom órki kanalików nerkowych (2).

Nowy elem ent istotny dla mechanizmu regulacji horm onalnej w ykryli 
w swoich badaniach R a s m u s s e n  i T e n e n h o u s e  (71, 72, 73). Au­
torzy ci zwrócili uwagę na rolę jonów wapnia jako dodatkowego czynnika 
związanego z czynnością szeregu hormonów, a między innym i parathorm o­
nu i kalcytoniny. Spostrzeżenia te znalazły potwierdzenie w  pracach S u t - 
h e r l a n d a  i wsp. (75, 85), którzy stwierdzili, że in  vitro  brak  jonów 
w apnia w  badanym  układzie powoduje zaburzenia praw idłowej czynności 
horm onalnej. Synteza cyklicznego AMP nie ulega zmianie w tych przy­
padkach (89, 94).

Schem at 1. H ipotetyczny mechanizm działania parathormonu i kalcytoniny w  ko­
mórce kostnej (wg 92)

Linią ciągłą zaznaczono aktyw ację, lin ią przerywaną — inh ib icję

Punktem  wyjścia rozważań o mechanizmie działania kalcytoniny 
w  biochemicznej regulacji homeostazy wapnia było w ykrycie przez 
C h a s e ’ a i wsp. (24) wpływu parathorm onu na zwiększenie stężenia cy­
klicznego AM P w  moczu. Przy założeniu, że parathorm on zwiększa resorp- 
cję wapnia z tkanki kostnej za pośrednictwem cyklicznego AMP, funkcję 
kalcytoniny starano się powiązać bądź z zahamowaniem syntezy tego nu- 
kleotydu, bądź z przyspieszeniem jego inaktywacji w komórce. Ponieważ 
fosfodiesteraza katalizuje hydrolizę cyklicznego AMP, nie uwieńczone osta­
tecznie powodzeniem poszukiwania dotyczyły w głównej mierze bezpo­
średniego wpływu kalcytoniny na czynność wspomnianego enzymu (90, 91, 
92) (schemat 1).

Komórka kostna

Izoproter

Wyrzucanie wapnia
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Do w yjaśnienia tego zagadnienia przyczyniło się dopiero zsyntetyzo- 
wanie dwum aślanowej pochodnej cyklicznego AMP, niew rażliw ej na czyn­
ność fosfodiesterazy (88). W toku przeprowadzonych badań stwierdzono, że 
zarówno cykliczny AMP jak  i jego dwum aślanowa pochodna w yw ierają 
podobny wpływ na m etabolizm  kom órek kostnych jak  parathorm on. Ob­
serwowana w tych przypadkach zwiększona resorpcja tkanki kostnej była 
zahamowana przy równoległym  podawaniu badanym  zwierzętom kalcyto­
niny. Fakt, że ham ujące działanie kalcytoniny występowało również, gdy 
resorpcję wywołano podaniem niewrażliwej na hydrolizę dwumaślanowej 
pochodnej cyklicznego AMP, nasuwa wniosek, że punkt uchw ytu działa­
nia kalcytoniny nie jesrt związany ani z etapem  syntezy cyklicznego AMP 
ani też nie dotyczy etapu jego inaktyw acji. Bezpośrednich dowodów słusz­
ności tego rozumowania dostarczyli C h a s e  i A u r b a c h  (2), którym  
udało się stwierdzić, że pod wpływem  parathorm onu następuje zwiększe­
nie syntezy cyklicznego AMP w kom órkach tkanki kostnej, przy czym na 
wzrost tej syntezy nie wpływa obecność kalcytoniny w badanym  środowi­
sku (tablica 3).

Tablica 3
Wpływ parathormonu i kalcytoniny na poziom cyklazy adenylowej wg (2)

Składniki dodane do mieszaniny reagującej Poziom cyklicznego 
3 \  5’-AMP w m ^molach/mg białka

Bez dodatków 191,9
Kalcytonina 194,0
Parathormon 328.4
Parathormon+ kalcytonina 325,0

B o r l e  (10, 11), badając kinetykę metabolizmu wapnia w hodowli ko­
m órek HeLa, stw ierdził występowanie dwóch odrębnych puli wapnia ko­
mórkowego o różnych właściwościach i kinetyce wym iany z wapniem  ze- 
wnątrzkom órkowym . W apń puli związanej ze ścianą komórkową stano­
wi około 90% wapnia związanego przez komórkę i ulega intensywniejszej 
wym ianie z wapniem  zewnątrzkomórkowym . Pulę tę udaje się usunąć 
przez traw ienie ściany komórkowej trypsyną i działanie EDTA, co z kolei 
umożliwia prześledzenie właściwości tzw. puli wapniowej w ew nątrzko­
mórkowej. Niewrażliwość transportu  wapnia do puli wew nątrzkom órko­
wej na w arunki beztlenowe i inhibitory metaboliczne, jak  DNP i kwas 
jodooctowy, jak również przeprowadzone rozważania term odynam iczne 
skłoniły Borle’a do wysunięcia wniosku o biernym  charakterze badanego 
transportu. Natomiast szczególnie istotne dla prowadzonych rozważań 
wydaje się stw ierdzenie przez Borle’a bezpośredniego w pływ u parathor­
m onu na zawartość wapnia w puli wewnątrzkom órkowej, przy jednoczes­
nym braku w pływ u na pulę związaną ze ścianą komórkową (rysunek 4).
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Na podstawie przeprowadzonych badań autor wysunął hipotezę o bezpo­
średnim  wpływie parathorm onu na bierny transport wapnia do komórki. 
Badania nad wpływem parathorm onu na transport wapnia w komórkach 
nerkow ych uzyskanych z nerki małpy potwierdzają tę hipotezę (12). 
Rozszerzeniem doświadczeń Borle’a stały się przeprowadzone przez N a - 
g a t ę  i R a s m u s s e n a  (57) doświadczenia ze szczurami, którym  ope­
racyjnie usunięto tarczycę i przytarczyce. Zastosowanie takiego modelu

Stężenie wapnia (mM) Stężenie wapnia (mM)

R ys. 4. W pływ parathormonu na zużycie w apnia przez kom órki HeLa (wg 11) 
a — kom órki n ietkn ięte, b — komórki poddane traw ieniu enzym am i proteolitycznym i

O — kontrola. •  — dodatek parathormonu (5 ^g/l ml)

doświadczalnego umożliwia bezpośrednie prześledzenie w pływ u podawa­
nego parathorm onu i kalcytoniny na skutek wyeliminowania ich źródeł 
endogennych. Autorzy ci po podaniu parathormonu stw ierdzili wzrost 
zawartości izocytrynianiu i obniżenie a-ketoglutaranu, natom iast *efekt 
przeciwny występował po podaniu EGTA. Na podstawie uzyskanych w y­
ników wysunięto wniosek, że zaobserwowane efekty związane są z za­
hamowaniem aktywności kinazy pirogronianowej i dehydrogenazy izo- 
cytrynianow ej, enzymów szczególnie wrażliwych na obecność jonów w ap­
nia. W pływ parathorm onu, wyrażający się zwiększeniem stężenia jonów 
wapnia, powodowałby zahamowanie aktywności obu enzymów, co z kolei 
odzwierciedla się nagromadzeniem odpowiednich metabolitów.

W dalszych doświadczeniach T e n e n h o u s e ,  R a s m u s s e n  
i N a g a t a  (88) poddawali tkankę nerek działaniu kolagenazy i hialuro- 
nidazy w w yniku czego uzyskiwali tysiące kanalików nerkowych. Izolo­
wane w taki sposób kanaliki nerkowe wykazywały zdolność do syntezy 
glukozy, przy czym jako substrat mogły być w ykorzystyw ane mleczan, 
kwas pirogronowy lub onketoglutaran. Proces ten był przyspieszany za­
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równo przez parathorm on jak  i sole wapnia, niem niej brak  soli wapnia 
eliminował efektywność działania parathorm onu. Niezależnie od w ystę­
powania czy też braku  soli wapnia, efektem  działania parathorm onu była 
synteza cyklicznego AMP w badanym  układzie doświadczalnym. Dodatek 
cyklicznego AMP jak  również jego dwum aślanowej pochodnej do tego 
układu stym ulował glukoneogenezę, przy czym, podobnie jak  w przy­
padku parathorm onu, efekt ten  był w yraźnie uzależniony od obecności 
jonów wapnia (rysunek 5). Pobudzający glukoneogenezę poziom wapnia

130

2  120

a  110oo
S
ss

100

90

EGTA  

0,1 mM 0,05

Ca Cl-

0,25 2.5

E U

Parathormon

Dwumaślanowa pochodna cyklicznego 3',5'- AMP

Rys. 5. W pływ  parathorm onu i pochodnej cyklicznego AMP na glukoneogenezę ka­
nalików  nerkow ych (wg 8)

W yniki podano w  •/• w artości kontroli obliczanej dla każdego z badanych stężeń w apnia

wewnątrzkom órkowego mógł ulec podwyższeniu bądź przez zwiększenie 
stężenia wapnia zewnątrzkomórkowego bądź przez podanie parathorm o­
nu. Robocza hipoteza, w  oparciu o k tórą przeprowadzono wspomniane 
badania zakłada, że parathorm on jednocześnie stym uluje syntezę cyklicz­
nego AMP i zwiększa w ychw ytyw anie w apnia przez komórkę. Podwyż­
szony wew nątrzkom órkow y poziom cyklicznego AMP powoduje nato­
m iast obserwowane efekty  metaboliczne na drodze aktyw acji enzymów 
oraz zmian wewnątrzkom órkowego rozmieszczenia wapnia między orga­
nellam i komórkowymi.

Pew nym  potwierdzeniem  tego toku rozum owania jest wpływ  podwyż­
szenia stężenia w apnia w ew nątrzkom órkowego na obniżenie syntezy ko­
lagenu (35), stym ulację syntezy RNA (63) oraz inhibicję akonitazy (43). 
Przeprowadzone przez B o r  1 e’ e (11, 12) badania przem aw iają za tym, 
że transport wapnia przez ścianę kom órkową do w nętrza komórki jest 
procesem biernym , przebiegającym  zgodnie z kierunkiem  elektrochemicz­
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nego potencjału. Ten bierny przepływ wymaga niew ątpliw ie in terakcji 
z częściami składowymi błony komórkowej podobnie, jak  w przypadku 
przenikania jonów N a+ przez ścianę komórkową. W ydaje się, że prze­
puszczalność jonów wapnia jest uzależniona od aktyw ności ATPazy róż­
nej od ATPazy wpływającej na przepuszczalność jonów N a+ i K +.

Pewne dane świadczą, że kalcytonina może wpływać na zmianę prze­
puszczalności wapnia przez ścianę komórkową działając przeciwstawnie 
do parathorm onu. N i s b e t  i N o r d i n  (61) stwierdzili, że kalcytonina 
ham uje wzrost syntezy cytrynianu — procesu zależnego od obecności 
parathorm onu. Natomiast bardziej bezpośrednich dowodów dostarczyli 
P a r k i n s o n  i R a d d e  (64), którzy zaobserwowali, że w pew nych wa­
runkach kalcytonina wpływa na podwyższenie aktywności ATPazy za­
leżnej od wapnia w cieniach erytrocytów, co w efekcie powoduje zwięk­
szenie aktywnego wydalania wapnia z komórki.

Schem at 2. Przyjęty ostatnio schemat działania parathormonu i kalcytoniny (na
podstawie 88)

--------- >- transport b ierny, --------- > transport czynny, --------- > kontrola d o d a tn ia ,----------»- kontrola
ujemna

Z tych względów^ wydaje się coraz prawdopodobniejsze, że przeciw­
stawne działaniu parathorm onu działanie kalcytoniny (schemat 2) wiąże 
się ze zmianą w ym iany wapnia komórkowego przez bezpośrednią aktyw a­
cję »pompy w apniow ej”. Stymulowane przez parathorm on nagrom adza­
nie się w komórce jonów wapniowych prowadziłoby do zahamowania de­
hydrogenazy izocytrynianowej, wskutek czego nagrom adzałby się kwas 
cytrynowy. N adm iar cyklicznego AMP powodowałby aktyw ację fosfory- 
lazy klikogenu (75) i zwiększenie glikolizy. Duże stężenia powstającego
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w tych w arunkach kwasu mlekowego i cytrynowego prowadziłoby do za­
kwaszenia środowiska, uwolnienia enzymów lizosomalnych i w efekcie 
do resorpsji szybko wym ieniającej frakcji m inerałów kostnych.

Otrzym anie homogennych preparatów  z różnych gatunków zwierząt 
oraz łososia umożliwiło szersze porównanie budowy i właściwości kal­
cytoniny. Rewizji uległy również poglądy na tem at mechanizm u działa­
nia hormonu.

W świetle powiązania prowadzonych prac z praktycznym  ich zasto­
sowaniem  w klinice człowieka szczególnym zainteresowaniem  cieszą się 
badania wysoko aktyw nej kalcytoniny wyizolowanej z łososia. Być może, 
już w krótce dalsze prace ujaw nią czy zwiększona aktywność hormonu 
uzależniona jest w tym  przypadku od większej efektywności receptorów 
kom órek kostnych, przedłużenia okresu półtrw ania hormonu czy też od 
innych efektów.

Obok zastosowania horm onu jako leku w terap ii zmian kostnych (9, 33) 
badania obecności kalcytoniny oraz kom órek C zyskują sobie coraz szer­
sze prawo obywatelstwa w diagnostyce chorób tarczycy i onkologicznej.
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EW A SU SK A-BRZEZIŃ SK A  *

Enzymatyczna inaktywacja neurohormonów 

Enzymatic Inactivation of Neurohormones

Some possible w ays of enzymatic inactivation of neurohormones in the blood 
and tissues of man and animais are reviewed.

Droga prowadząca od biosyntezy do obwodowego efektu działania hor­
m onu jest procesem złożonym z wielu etapów: sekrecji, transportu  w ło­
żysku naczyniowym i rozprzestrzenienia w organizmie związania z re­
ceptoram i narządów docelowych, prowadzącego do efektów m etabolicz­
nych, wreszcie wydalania, połączonego zazwyczaj z uprzednią inaktyw a- 
cją tych związków.

W przypadku hormonów peptydowych szczególnie ważną rolę odgry­
wa inaktyw acja na drodze rozerwania labilnego wiązania peptydowego 
przez enzymy proteolityczne, lub inaktywacja na skutek działania oksy- 
doreduktaz.

Peptyd owe hormony części nerwowej przysadki mózgowej, jak  oksy­
tocyna, wazopresyna i związki pokrewne, różnią, się czułością na enzy­
matyczną inaktywację. Tę właściwość wykorzystuje się w badaniach struk ­
tu ry  neurohormonów oraz związku między strukturą a aktywnością. Po­
znanie rozmieszczenia w tkankach enzymów biorących udział w m eta­
bolizmie neurohormonów, w warunkach normalnych i patologicznych, 
nabiera w tym  świetle szczególnego znaczenia. Enzymy mogą bowiem 
wpływać zarówno na poziom neurohormonów w krążącej krw i jak  i na 
icK degradację w tkankach. Pomocne w poznaniu roli i m echanizm u dzia­
łania enzymów w metabolizmie neurohormonów okazały się też synte­
tyczne analogi tych związków, dzięki ich odporności na działanie enzy­
mów.

Ze względu na to, że oksytocyna (I) jest neurohormonem w ystępu­
jącym  u wszystkich dotychczas badanych gatunków ssaków, na przykła­
dzie jej cząsteczki przedstawiono miejsca, w których może zachodzić en­
zymatyczna inaktywacja.

Zaznaczone we wzorze oksytocyny (I) strzałki wskazują na miejsca, 
w których zachodzi enzymatyczne rozszczepienie cząsteczki:

* Dr, Instytut Stosow anej Fizjologii Zwierząt, Wyższa Szkoła R olnicza, K raków
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1. Działanie transhydrogenazy lub nieenzym atyczna redukcja mostka 
dwusiarczkowego.

2. Oksydaza o-dwufenolowa (EC 1.10.3.1).
3. Aminopeptydaza cystynow a czyli oksytocynaza (EC 3.4.1.).
4. Chym otrypsyna (EC 3.4.4. 5.) — działająca na oksytocynę i wazo- 

presynę, lub trypsyna (EC 3.4.4.4.) — inaktyw ująca wazopresynę 
i pokrewne peptydy.

5. „K arboksyam idopeptydaza”.
6. Rozerwanie wiązania peptydowego pod wpływem  enzymu(ów) m a­

cicy kobiet. £ lC O

3I  y  01 \ / 5
NH -  Cys—Tyr—Iłeu — Gin —  Asn— C y s -P ro -L e u — Gli. NH2 i 2 AA* ' '■>

i ------------- --------------[ nrv

t
1 rctAAjlyM k

A
Możliwości enzymatycznej inaktyw acji oksytocyny są ograniczone, po­

nieważ grupa amidowa zabezpiecza cząsteczkę przed działaniem  karbo- 
ksypeptydaz (23, 94), a cykliczna struk tu ra  powoduje odporność oksyto­
cyny na działanie niespecyficznych am inopeptydaz.

I. Działanie enzymów oksydoredukcyjnych

Redukcja mostka dwusiarczkowego w cząsteczce oksytocyny zachodzi 
przede wszystkim w w ątrobie (66), nerkach (25) i macicy (6) pod w pły­
w em  transhydrogenaz. Pow stała na skutek redukcji dw uhydrooksytocyna

JC oJaM  j

Oksytocyna + 2 GSH tfans^ r°eenaza— ►Dwuhydrooksytocyna + GSSG 

GSSG+ N A D P z r e d . - /fed u ktaza  glutati0f10Wa ■ » .  2 GSH + NADP

H ■
Schem at 1. Przebieg redukcji oksytocyny (wg 66)

je s t związkiem biologicznie nieaktyw nym . Enzymem katalizującym  ten 
proces jest transhydrogenaza g lutationinsulina (52, 53). Oksytocyna i w a- 
zopresyna mają zdolność zastępowania insuliny w reakcji przenoszenia 
w odoru z glutationu. R y c h l i k  (66) badając mechanizm tego zjawiska 
stw ierdził stałe u tlenianie zredukowanego glutationu w obecności oksy-
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tocyny. Dowodem na to było przejście dodanego do system u NADPH2 
w NADP w obecności reduktazy glutationu (schemat 1).

Dwuetapowy przebieg redukcji oksytocyny jest podobny do przyję­
tego dla insuliny w wątrobie. Na ścisłe podobieństwo katabolizm u insu­
liny i neurohorm onów wskazuje także to, że rozkład insuliny w nerkach 
szczurów jest obniżony w obecności oksytocyny (18).

Obecność tyrozyny w cząsteczce oksytocyny umożliwia utlenienie fe­
nolowej grupy -OH przez oksydazę o-dwufenolową, p rzy  czym hormon 
traci swą biologiczną aktywność. Produktam i u tlenienia są pochodne 
dw uhydroksy lub chinonowe. Wykazano, że ekstrakty  z przysadki lub 
syntetyczne horm ony można inaktywować wyciągiem z ziemniaków (33) 
oraz grzybów (14, 16), zawierającym oksydazę o-dwufenolową.

W 1957 roku T u p p y  i N e s v a d b a  (96) wykazali, że pojaw iający 
się w surowicy ciężarnych kobiet (28, 29, 105) i m ałp człekokształtnych 
(106) enzym inaktyw ujący oksytocynę ma zdolność proteolitycznego rozer­
wania wiązania peptydowego między resztą pół-cystynową z wolną grupą 
aminową a tyrozyną. Aminopeptydaza ta, nazwana oksytocynazą, powo­
duje  u tra tę  własności biologicznych tak oksytocyny (99) jak  i wazopre- 
syny (61), przy czym szybkość inaktywacji obu neurohorm onów jest 
taka sama (82).

Źródłem  oksytocynazy, według obecnie przyjętego poglądu, jest ło­
żysko (49, 67, 75). Szczególnie przemawia za tym fakt, że oksytocynaza 
nie w ystępuje u kobiet nieciężarnycł), i u płodów. Stężenie enzym u w krw i 
koreluje z masą łożyska, przy mnogich ciążach jest większe.

Oksytocynazie poświęcono wiele prac i jest to enzym  najlepiej pozna­
ny ze wszystkich biorących udział w inaktywacji neurohorm onów. P ro­
wadzone od 1960 roku szerokie badania nad oczyszczaniem oksytocynazy 
z surowicy kobiet ciężarnych (10, 38, 61, 78, 81, 82, 98, 99, 111) zakończy­
ły się sukcesem, bowiem Y m a n  (110) wyizolował oksytocynazę z su­
rowicy krw i łożyskowej kobiet, stosując jako kolejne e tapy oczyszczania: 
frakcjonow anie etanolem, chromatografię na hydroksyapatycie oraz Sep- 
hadex G-200. Enzym ten  w stanie czystym ma ciężar cząsteczkowy 290 000, 
a 44°/o cząsteczki stanowią węglowodany (galaktoza, fukoza, galaktozoami- 
na, glukozoamina i kwas sialowy). W części peptydowej oksytocynazy w y­
stępują duże ilości kwasu asparaginowego i glutaminowego, treoniny, se- 
ryny  oraz proliny. Część węglowodanowa zawiera 2 typy łańcuchów w ę­
glowodanowych, połączonych z polipeptydami poprzez treoninę i serynę 
wiązaniem O-glikozydowym.

Cząsteczka oksytocynazy zawiera 40 reszt kwasu sialowego, k tó ry  bierze

II. Działanie enzymów proteolitycznych

1. Oksytocynaza
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prawdopodobnie udział w konform acyjnych zmianach enzymu przy pff 
8,5 (11). Zm iany te nie zachodzą, jeśli kwas sialowy zostanie usunięty z czą­
steczki oksytocynazy na skutek działania a-neuram inidazy. Nie wiadomo, 
czy kwas sialowy bierze udział w tw orzeniu kom pleksu enzym -substrat, 
czy też jego obecność na powierzchni białka wpływa na rozmieszczenie ła­
dunków w cząsteczce enzymu, a tym  samym  na stabilność kompleksu en­
zym -substrat.

Oksytocynaza jest oporna na działanie sem ikarbazydu, co sugeruje, że 
centrum  aktyw ne enzym u nie zawiera grup >  CO (43, 105). B a r t h  
i wsp. (9), po zaobserwowaniu hamowania oksytocynazy dimedonem, roz­
ważają możliwość udziału grupy aldehydowej w jej centrum  aktywnym. 
Jak  wiele innych peptydaz, oksytocynaza wym aga obecności jonów m etali 
dwuwartościowych dla swej katalitycznej funkcji (107). Inhibicja za po­
mocą EDTA uznana jest za właściwość odróżniającą oksytocynazę surowi­
cy kobiet ciężarnych od inaktyw ujących oksytocynę enzymów tkankowych. 
R y d e n (67) podkreślił jednak, że test ten nie jest całkowicie pewny, gdyż 
enzymy tkankow e są też niekiedy hamowane przez EDTA.

W edług S j ó h o l m a  i Y m a n a  (80) proces degradacji nfeurohor- 
monów przy udziale oksytocynazy przebiega w  kilku etapach:

- Cys -  Pro - Leu - G li.NH  

i
S
I
s 
I
Cys

a. Rozerwanie wiązania peptydowego między resztą pół-cystynową a ty ­
rozyną z w ytworzeniem  dziewięciopeptydu (II).

b. Uwolnienie znakowanej try tem  tyrozyny i nieradioaktywnego ośmio- 
peptydu (III).

Ileu - Gin • Asn - Cys * Pro - Leu - G li. NH
I ' 2
S
I
s
I
Cys

c. Rozerwanie dalszych wiązań peptydow ych połączone z uwolnieniem  izo- 
leucyny i glutam iny.
Enzymatyczna degradacja zakończona jest utworzeniem  się z oksyto­

cyny pięciopeptydu (IV), a z w azopresyny pięciopeptydu (V).
Być może oksytocynaza bierze również udział w inaktyw acji innych 

hormonów, ponieważ jak  w ykazali S e e l i g  i L a s s e n  (74), częściowo
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oczyszczony preparat oksytocynazy wykazuje zdolność unieczynniania kal­
cytoniny, której cząsteczka od końca z wolną grupą aminową zbliżona 
jest do cząsteczki oksytocyny. Nie wynika stąd jednak, że oksytocynaza 
jest jedynym , czy głównym inaktywatorem  kalcytoniny.

Cys - Pro • Leu - G li. NH fy s  * Pro '  L|Z '  Gh- NHi 2
S
I
s
!
Cys

S
I
s
I
Cys

(A rg )

Optimum  działania oksytocynazy przypada na pH  7,0—7,6 (112), a in- 
aktyw acja oksytocyny przebiega według reakcji I rzędu (56, 76). Inakty- 
wacja oksytocyny jest wprost proporcjonalna do ilości enzymu w mie­
szaninie inkubacyjnej, natomiast nie zależy od ilości hormonu. S j o - 
h o l m  i Y m a n  (80), działając wysoko oczyszczonym preparatem  oksy­
tocynazy na znakowaną trytem  oksytocynę i wazopresynę, uzyskali w ar­
tości stałej Michaelisa (Km) 0,51 XlO-5 M dla oksytocyny i 1,07X10-5 M 
dla wazopresyny.

Oksytocynaza poddana elektroforezie na żelu poliakrylamidowym  (79, 
110) w pH  powyżej 7,2 daje 2 smugi wykazujące aktyw ność aminopep- 
tydazy cystynowej (CAPi i CAP2). Są to dwie, różniące się konform acją 
formy tego samego enzymu, a nie jak dawniej sądzono izoenzymy (37, 59, 
100). Wolniej w ędrująca w polu elektrycznym  CAP2 w ystępuje przy fi­
zjologicznych wartościach pH (7,2 i niżej) i wydaje się, że tylko ta forma 
enzymu może mieć znaczenie in vivo (79). Forma CAPX posiada mniejszy 
ładunek dodatni i przejście CAP2 w formę CAPt spowodowane jest m a­
łymi zmianami konform acji dotyczącymi krótkiego odcinka łańcucha po- 
lipeptydowego (110).

W edług nom enklatury Komisji Enzymowej M iędzynarodowej Unii 
Biochemicznej (63) oksytocynaza jest zaliczana do hydrolaz a-am inoacylo- 
peptydów (3.4.1). Nazwa „oksytocynaza” jest zastrzeżona i powinna być 
używana jedynie w stosunku do aminopeptydazy w ystępującej w krwi 
kobiet w czasie ciąży i degradującej zarówno oksytocynę jak  i wazopre­
synę. Nazwa ,,aminopeptydaza cystynowa” jest trochę myląca, ponieważ 
enzym działa nie tylko na peptydy zawierające cystynę.

Właściwości hydrolityczne oksytocynazy w stosunku do szeregu synte­
tycznych substratów  wykorzystano dla oznaczania aktywności tego enzy­
mu. W prowadzony przez T u p p y  i N e s v a d b a  L-cystyno-dwu-P-naf- 
tyloamid okazał się substratem  współzawodniczącym z oksytocyną (43, 59). 
Uwalniana pod wpływ em  oksytocynazy (3-naftyloamina może być oznacza­
na, po uprzednim dwuazowaniu, kolorymetrycznie. Jako substraty  dla
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oksytocynazy stosowano również amid L-cystynylo-dwu-L-tyrozyny, 
związek posiadający N-końcową dwupeptydową sekwencję oksytocyny 
i wazopresyny (108). Substrat ten  jest pod wpływem  oksytocynazy hydro- 
lizowany do cystyny i amidu glicyny.

Polecany przez niektórych autorów (97, 101, 109) L-cystyno-dwu-p-ni- 
troanilid jest substratem  wygodnym, ponieważ uw alniana po hydrolizie 
enzym atycznej nitroanilina, może być od razu oznaczana kolorym etrycz­
nie, bez sprzęgania z innym  barwnikiem. B ś r a n k o v a  i wsp. (15) opi­
sali rozkład pod wpływem  surowicy kobiet • ciężarnych szeregu peptydów 
zaw ierających S-benzylo-L-cysteinę, jak  na przykład S-benzylo-L-cyste- 
inylo-leucyna, S-benzylo-L-cysteinylo-tyrozyna, S-benzylo-L-cysteinylo- 
-fenyloalanina, S-benzylo-L-cysteinylo-glicyna. Na częściowo oczyszczo­
nym  preparacie enzymu autorzy potwierdzili hydrolizę powyższych sub­
stratów  (21).

Badania enzymologiczne wykazały, że oksytocynaza jest am inopepty- 
dazą cystynową i hydrolizuje wiązanie peptydowe powstałe z grupy -N H 2 
tyrozyny i grupy COOH N-końcowej reszty pół-cystynowej lub S-benzy- 
lo-L-cystynowej. Jednakże term in am inopeptydaza cystynową, tak  często 
używ any w stosunku do oksytocynazy (43, 64, 81, 95), nie wyklucza, że 
inna reszta aminokwasowa z wolną grupą -N H 2 może być uw alniana pod 
wpływem  enzymu. Stwierdzono, że oksytocynaza może hydrolizować 
P-naftyloam idy szeregu aminokwasów (58, 96, 98), jak  również L-leucyno- 
-p-nitroanilid, czy glicyno-dw u-p-nitroanilid. Oksytocynaza jest więc en­
zymem o bardzo szerokiej specyficzności w stosunku do syntetycznych 
substratów .

2. C hym otrypsyna i trypsyna

Czułość oksytocyny na proteolityczne działanie chym otrypsyny po raz 
pierwszy zaobserwowali C r o x a t t o  i wsp. (22), a 20 la t później po­
tw ierdzili to G o l u b o w  i d u  V i g n e a u d  (39).

Chym otrypsyna powoduje rozerwanie wiązania peptydowego w dwu 
m iejscach łańcucha peptydowego: między leucyną i amidem glicyny, któ­
ry  zostaje uwolniony (8) oraz między tyrozyną a izoleucyną. Jednakże 
już uwolnienie am idu glicyny powoduje u tra tę  biologicznych własności 
oksytocyny. Jak  wykazali P l i ś k a  i B a r t h  (60), chym otrypsyna 
uwalnia amid glicyny z peptydów złożonych z więcej niż trzech amino­
kwasów, natom iast tró jpeptydy są oporne na działanie tego enzymu. Z ja­
wisko powyższe jest prawdopodobnie związane z II-rzędową struk tu rą  
peptydów.

W azopresyna jest również inaktyw ow ana przez chym otrypsynę, która 
działa na wiązanie między fenyloalaniną a glutam iną. Znacznie silniej jest 
jednak  wazopresyna atakow ana 'przez Irypsynę , która rozrywa wiązanie 
peptydowe między argininą lub lizyną a amidem glicyny (1, 2, 102).
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Oksytocyna jest odporna na działanie trypsyny  (4) ponieważ nie za­
wiera zasadowych aminokwasów jak  lizyna czy arginina. Stopień uwol­
nienia am idu glicyny z cząsteczki w azopresyny pod wpływ em  trypsyny 
jest około 500-krotnie wyższy niż z oksytocyny pod działaniem  chym otryp- 
syny (8).

Tak chym otrypsyna jak  i trypsyna są enzymami często stosowanymi 
do w ykryw ania obecności oksytocyny i wazopresyny lub wazotocyny 
w m ateriale biologicznym (14, 41, 55, 57, 93).

3. „K arboksyam idopeptydaza”

P 1 i ś k a i wsp. (62), badając właściwości biologiczne niektórych 
analogów oksytocyny, wykazali, że m ają one aktywność antydiuretycz- 
ną zbliżoną do oksytocyny. Deaminooksytocyna (VI) ma aktywność bio­
logiczną wyższą od oksytocyny, a więc obecność końcowej g rupy -NH2 nie 
jest konieczna dla zachowania aktywności neurohorm onów (20, 50, 105). 
Deam ino-1-karbaoksytocyna (VII) oraz deam ino-I,6-dw ukarbaoksytocyna 
(VIII) — związki, w których atom siarki w m ostku dwusiarczkowym  de- 
aminooksytocyny zastąpiony jest grupą m etylenow ą — zachowują właści­
wości biologiczne oksytocyny (51, 62). W ynika stąd, że obecność mostka 
dwusiarczkowego nie jest w arunkiem  koniecznym dla zachowania biolo­
gicznych własności neurohormonów (65, 73).

CH -  CH -  CO - Tyr — I leu - Gin - Asn - Cys - Pro - Leu - G Ii. NH 12 2 i 2

CH * CH • CO - Tyr - lleu - Gin - Asn - Cys - Pro - Leu - G li. NH
I 2

C H ---------------------- ------------------------------------- ¡

CH - CH • CO • Tyr - lleu - Gin - Asn - Cys - Pro - Leu - Gli NH
r  |

CH - — — ------------------------------------------------ CH
2 2

Deaminooksytocyna nie jest inaktywowana przez am inopeptydazy (39), 
natom iast dwa pozostałe analogi są oporne zarówno na działanie amino- 
peptydaz jak i reduktaz mostka dwusiarczkowego. Jednocześnie stw ier­
dzono (7, 88), że analogi te  unieczynniane są przez hom ogenaty tkanek 
zwierzęcych, szczególnie nerek i w ątroby oraz pęcherza żaby (36). Czą-1 
steczka oksytocyny m usi być więc jeszcze atakow ana w innym  miejscu.
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G l a s s  i wsp. (35), badając inaktyw ację oksytocyny i deaminooksyto- 
cyny przez częściowo oczyszczony hom ogenat macicy, stw ierdzili enzyma­
tyczne rozszczepienie wiązania peptyd owego między leucyną w pozycji 8 
a am idem  glicyny w pozycji 9. Ponieważ enzym ten  nie inaktyw uje 8-ar- 
ginino-wazopresyny i 8-lizyno-wazopresyny, musi on być czuły na obec­
ność leucyny w cząsteczce oksytocyny i mieć własności endopeptydazy.

Stosując chrom atografię na D EAE-celulozie, w ysalanie (NH4)2S 0 4, są­
czenie m olekularne na Sephadex G-150, G-25 i G-50, K o i d a  i wsp. (54) 
wyizolowali z nerek szczurów enzym rozszczepiający w cząsteczce oksyto­
cyny wiązanie peptydowe między leucyną a am idem  glicyny. Oczyszczo­
ny enzym ma własności „karboksyam ido-peptydazy” i być może odgrywa 
ważną rolę w regulacji aktywności neurohorm onów in vivo.

III. Inaktywacja neurohormonów u człowieka

Neurohorm ony uwolnione do krwiobiegu nie m ają zdolności przenika­
nia do erytrocytów, lecz pozostają w plazmie. Okres półtrw ania egzogennej 
oksytocyny u mężczyzn wynosi mniej niż 1 m inutę (32), natom iast u kobiet 
ciężarnych waha się od 1,2 do 4 m inut (40). Stosując oksytocynę znakowa­
ną try tem  (zawierającym L-3-3H-tyrozynę) R y d e n  i S j o h o l m  (68, 69) 
stwierdzili, że okres półtrw ania oksytocyny w krw i kobiet nieciężarnych 
wynosi około 4,5 m inuty, przy czym uzależniony jest od czynności horm o­
nów płciow ych— estrogeny ham ują, a gestageny przyspieszają jej zanik.

Inaktyw acja neurohorm onów u człowieka zachodzi nie tylko pod w pły­
wem  oksytocynazy, która w ystępuje tylko u kobiet w okresie ciąży; dużą 
rolę odgrywają w tym  procesie enzymy znajdujące się w tkankach, a szcze­
gólnie w w ątrobie i nerkach. G o n z á l e z - P a n i z z a  i wsp. (40), sto­
sując m akroinfuzję oksytocyny u nieciężarnych kobiet stwierdzili, że oko­
ło 20°/o podanego horm onu pojawia się w moczu, podczas gdy u ciężarnych 
jedynie niecałe 1%. W skazywało by to na duży udział oksytocynazy 
w degradacji oksytocyny. Z drugiej strony kobiety nieciężarne i mężczyź­
ni m ają okresy półtrw ania hormonu bardzo podobne do kobiet ciężar­
nych — czyli inny mechanizm musi brać również udział w tym  procesie. 
Za pomocą analizy polarograficznej produktów  rozkładu oksytocyny 
stwierdzono, że w surowicy kobiet nieciężarnych nie zachodzi degradacja 
tego hormonu (12).

Inaktyw ację neurohorm onów w tkankach mogą powodować niespe­
cyficzne aminopeptydazy, np. am inopeptydaza leucynowa. Jak  wykazały 
badania B a r t o ś k a  i wsp. (13), enzym ten nie działa na neurohorm ony 
tak długo, dopóki w ystępują one w postaci cyklicznej (dwusiarczkowej), 
jednakże otw arty pod wpływem  reduktaz pierścień może być atakow any 
przez aminopeptydazę leucynową. Nie można również wykluczyć istnie­
nia w tkankach enzymu typu „karboksyam idopeptydazy”, działającego na
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wiązanie peptydowe między 8 a 9-ym aminokwasem w cząsteczce oksyto­
cyny. F e l i c e t t i  i H a n s o n  (30), badając w tkankach ludzkich w y­
stępowanie peptydazy rozszczepiającej dw upeptyd D-leucylo-glicynę w y­
kazali, że enzym ten w znacznych ilościach pojawia się w nerkach, dwu­
nastnicy, jelitach, wątrobie, mózgu, śledzionie i m ięśniu szkieletowym. 
Enzym wyizolowany z nerek człowieka scharakteryzow ali jako amino- 
peptydazę o ciężarze cząsteczkowym między 50 000 a 60 000 (31). Być mo­
że bierze on udział w inaktywacji oksytocyny. Odpowiednie badania nie 
były dotychczas prowadzone.

Macica kobiet wykazuje dość znaczną zdolność do inaktyw acji oksy­
tocyny (19, 56, 67). Inaktyw acja nie zachodzi w w arunkach tlenowych, co 
wskazywało by na początkową redukcję mostka dwusiarczkowego, a po­
tem  na dalszą inaktywację przypuszczalnie pod wpływ em  proteaz. Do­
świadczenie prowadzone na szczurach (6) wykazało, że inaktyw acja w w ą­
trobie i nerkach zachodzi tak w warunkach tlenowych jak  i beztlenowych, 
natom iast w macicy tylko w warunkach beztlenowych. Sugeruje to istnie­
nie odmiennego m echanizmu inaktywacji neurohorm onów w macicy. 
Ostatnie badania W a l t e r a  i wsp. (104) rzuciły zupełnie nowe światło 
na mechanizm unieczynniania oksytocyny przez macicę kobiet. Stosując 
chrom atografię na DEAE-celulozie homogenatu macicy kobiet nieciężar- 
nych, autorzy uzyskali 2 frakcje wykazujące zdolność degradacji oksy­
tocyny. Jedna frakcja miała aktywność aminopeptydazową, natomiast 
druga zawierała enzym odszczepiający od oksytocyny dw upeptyd — 
amid leucylo-glicyny, co wskazuje na rozerwanie wiązania peptydowego 
między proliną a leucyną. Rozerwanie cząsteczki oksytocyny między 
7 a 8-ym aminokwasem nie było dotąd obserwowane i wskazuje na moż­
liwość unieczynniania neurohormonów w m ięśniu macicy na innej dro­
dze aniżeli w pozostałych tkankach.

IV. Inaktywacja neurohormonów w organizmach zwierzęcych

O ile u człowieka i ssaków neurohormonami produkowanym i przez 
podwzgórze są oksytocyna i wazopresyna, u niższych zwierząt, począwszy 
od smoczkoustych, wyosobniono z układu podwzgórzowo-przysadkowego 
5 innych hormonów, różniących się od siebie aminokwasami w pozycji
3, 4 i 8. W tablicy 1 zebrano wszystkie dotychczas poznane neurohorm ony.

Ze względu na łatwość uzyskania m ateriału  do badań, znacznie wię­
cej wiemy na tem at unieczynniania neurohormonów u zwierząt niż u czło­
wieka. Poszukiwania oksytocynazy u ssaków nie dały rezultatu  (26, 72, 
107). H a s h i m o t o  (43) wykazał nieznaczną aktywność am inopepty- 
dazy cystynowej u szczurów, królików, świnek morskich i myszy, zwie­
rząt u których oksytocynaza nie występuje. W plazmie kobiet ciężarnych 
zachodzi ścisła korelacja między aktywnością oksytocynazową i amino-
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peptydazy cystynowej (poziom enzymów różnych od oksytocynazy, hydro- 
lizujących L-cystyno-dwu-(3-naftyloamid jest bardzo niski). U zwierząt 
jednak korelacja ta  nie musi koniecznie zachodzić.

Dość znaczną aktywność am inopeptydazy cystynowej wykazano nato­
miast w plazmie krw i ptaków (27, 34, 43, 86, 87), jednakże w yniki do­
tyczące w ystępowania w plazmie ptaków  aktyw ności enzym atycznej in- 
aktyw ującej neurohorm ony są sprzeczne. S u s k a - B r z e z i ń s k a  (84), 
stosując test biologiczny na izolowanej macicy szczura in vitro  wykazała, 
że plazma kur i kogutów posiada zdolność do inaktyw acji oksytocyny,

Tablica 1
Różnica w budowie chemicznej dotychczas poznanych neurohormonów

Nazwa Budowa chemiczna Występowanie

Oksytocyna Cys-Tyr-Ileu-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gli.NH2 
| 1

Człowiek i ssaki
1 1 
S S

Arginino-
wazopresyna Fen Arg Ssaki (z wyjątkiem świnio-

kształtnych)
Lizyno-
wazopresyna Fen Liz Świniokształtne
Wazotocyna Arg Wszystkie kręgowce z wy­

jątkiem ssaków
Mezotocyna lleu Ptaki, płazy, ryby płuco-

dyszne
Ichtiotocyna

(izotocyna) Ser lleu Ryby kostnoszkieletowe
Glumitocyna Ser Gin Ryby chrzęstnoszkieleto-

we

natom iast H a s a n  i H e l l e r  (42) nie potwierdzają tej właściwości 
plazmy kur. Autorzy powyżsi badali rozkład oksytocyny przez plazmę 
ptaków, ponieważ do niedawna sądzono, że oksytocyna jest drugim  obok 
wazotocyny neurohorm onem  tej gromady. O statnia praca A c h e r a
i wsp. (3) zaprzecza istnieniu oksytocyny w podwzgórzu ptaków i dowo­
dzi, że drugim  neurohorm onem  u tych  zwierząt jest izoleucyno-8-oksyto- 
cyna, czyli mezotocyna. Istotnym  jest, że mezotocyna nie różni się od 
oksytocyny w tej części cząsteczki, która ulega rozszczepieniu pod w pły­
wem aminopeptydaz.

Rozdzielając elektrofor etycznie plazm ę krw i kur na żelu skrobiowym  
udało się stwierdzić (85) obecność am inopeptydazy o ruchliwości elektro- 
foretycznej oksytocynazy kobiet ciężarnych. Pozwala to przypuszczać, że 
podobny do oksytocynazy enzym w ystępuje  też w plazmie ptaków.

Aminopeptydaza cysty nowa krw i pojaw ia się już w życiu em brional­
nym  kurcząt (89). U zwierząt dorosłych poziom enzymu ulega znacznemu 
obniżeniu w okresie znoszenia jaja  (17), co wskazuje na jego powiązanie
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z aktywnością neurohorm onalną podwzgórza. Neurohorm ony są bowiem 
uwalniane do krwiobiegu w czasie tego procesu (83, 90, 91) i działając 
kurcząco na mięśnie jajowodu ułatw iają zniesienie jaja  (70, 71). Obniże­
nie aktywności enzymu unieczynniającego neurohorm ony może mieć na 
celu umożliwienie im wzięcia udziału w samym  procesie zniesienia jaj
i pośrednio stanowiłoby dowód o powiązaniu am inopeptydazy cystynow ej 
z neurohorm onam i. Występowanie w plazmie ptaków enzymu unieczyn­
niającego neurohorm ony jest szczególnie zaskakujące, gdyż nie pojawia 
się on u pozostałych gromad kręgowców, z w yjątkiem  jednego przedsta­
wiciela gadów — N atrix rhambiféra  (27).

Tkanki zwierzęce m ają silną zdolność inaktyw acji neurohorm onów. 
Najczęściej przypisuje się to działaniu aminopeptydaz, względnie reduk­
cji mostka dwusiarczkowego. W 20 m inut po podaniu znakowanej oksy­
tocyny, stężenie radioaktywności w nerkach i wątrobie jest wyższe niż 
w krw i (5). Inne narządy, łącznie z mięśniem szkieletowym, nie w ykazują 
wyższej radioaktywności niż krew. Największe znaczenie w inaktyw acji 
neurohorm onów przypisuje się nerkom. Praktycznie w 150 sekund po po­
daniu oksytocyna ulega inaktywacji w tej tkance (77). Najsilniej inak ty- 
w uje oksytocynę w arstw a brodawkowa nerek, znana jako miejsce działa­
nia hormonów antydiuretycznych.

Oddzielając frakcję mitochondrialną od cytoplazm atycznej ho- 
mogematu nerek szczurów, udało się stwierdzić, że oksytocyna 
jest inaktywow ana przez obie frakcje. Analogi oksytocyny — dezamino- 
-1-karba oksytocyna i dezam ino-l,6-dwukarbaoksytocyna ulegały inak ty ­
w acji jedynie przy inkubacji z frakcją cytoplazm atyczną (88). P rzypisy­
wać to  można obecności we frakcji cytoplazm atycznej endopeptydazy
o własnościach „karboksyamidopetydazy” (54) rozszczepiającej wiązanie 
peptydowe między 8 a 9-ym aminokwasem. W odróżnieniu od oksyto­
cyny, system  enzymatyczny inaktywujący wazopresynę w ystępuje głów­
nie we frakcji cytoplazmatycznej (24).

Uwolnienie z cząsteczki oksytocyny am idu glicyny, pod w pływ em  dzia­
łania enzymów znajdujących się w nerkach, zostało potwierdzone w do­
świadczeniach in vivo  (103). Około 50—65°/o radioaktywności podanej 
szczurom dożylnie 14C-oksytocyny pojawiło się w moczu w postaci am idu 
14C-glicyny. Badania te dowodzą, że działanie „kar boksy amid opeptydazy” 
stanowi jedną z podstawowych dróg inaktyw acji oksytocyny in vivo. Jest 
rzeczą interesującą, że nerki szczurów degradują oksytocynę znacznie sil­
niej aniżeli arginino-wazopresynę (54).

Sposób rozszczepienia oksytocyny w w ątrobie sugeruje, że enzymem 
inaktyw ującym  może być aminopeptydaza podobna do am inopeptydazy 

t leucynowej (EC 3.4.1.1.) (15,66), chociaż całkowicie odm ienna od oksyto­
cynazy. Aminopeptydaza wątrobowa inaktyw ująca oksytocynę różni się 
od am inopeptydazy leucynowej tym, że hydrolizuje amid leucyny bardzo 
wolno i nie jest inaktyw ow ana przez EDTA. Z tego też w zględu enzym
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w ystępujący w wątrobie, czy innych tkankach zwierzęcych nie może być 
ani dwupeptydazą, ani też trójpeptydazą.

Zdolność do inaktyw acji neurohorm onów w ykazuje również podwzgó­
rze, co po raz pierwszy wykazano u psów (45, 46, 47) i królików (48). In- 
aktyw ację tę przypisuje się działaniu aminopeptydaz, w szczególności 
aminopeptydazie cystynowej, której aktywność w podwzgórzu i prapłasz- 
czu kory mózgowej (łac. paleopallium ) szczurów w zrasta po podaniu estro­
genów i progesteronu (44, 92). Poziom enzymu w innych częściach mózgu 
szczurów pozostaje po podaniu tych związków bez zmian.

Zagadnienie inaktyw acji oksytocyny i innych neurohorm onów w tkan­
kach jest więc bardzo złożone z uwagi na obecność niespecyficznych ami­
nopeptydaz, możliwość redukcji mostka dwusiarczków ego i udziału endo- 
peptydaz. W tych w arunkach na neurohorm on może działać jednocześnie 
kilka enzymów.
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W IRG IN IA JA N ISZ O W SK A  *

Biosynteza kardenolidów i bufadienolidów

Biosynthesis of Cardenolides and Bufadienolides

B iosynthetic pathw ays of cardenolides and bufadienolides in higher plants are 
review ed.

Kardenolidy i bufadienolidy stanowią grupę naturalnych sterydów 
roślinnych budzących zainteresowanie zarówno ze względu na ich s truk ­
tu rę  jak i własności farmakologiczne. Kardenolidy, używane w dawnych 
czasach przez dzikie ludy do zatruwania strzał, obecnie stosowane są do 
leczenia pewnych chorób serca (9, 17, 18, 24, 36, 83). Omawiane związki 
w ykryto dotychczas u przedstawicieli 12 rodzin roślin, przy czym znaj­
dowano je praw ie we wszystkich organach w różnych ilościach w zależ­
ności od wieku rośliny oraz okresu jej w egetacji (37, 42, 49, 63). W ostat­
nich latach nagromadziło się sporo informacji pozwalających na sform u­
łowanie dróg biosyntezy tych związków.

i  h

Kardenolidy i bufadienolidy mają podobną struk turę , zawierają bo­
wiem czteropierścieniowy szkielet sterydowy z grupą hydroksylową o kon­
figuracji (5 przy atomie węgla C-14 oraz pierścień laktonowy dołączony do 
węgla C-17 (57, 74). W ystępują one głównie w postaci glikozydów, a czą­
steczki cukrów najczęściej są dołączone do grupy hydroksylowej przy wę­
glu C-3. Aglikon z cząsteczkami cukrów jest połączony w następujący spo­
sób:

* Mgr, Instytut B iochem ii, U niw ersytet W arszawski, W arszawa
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aglikon-0-/rzadki cukier/* 0-/g lukoza/y (57).
Kardenolidy (wzór ogólny I) zaw ierają pięcioczłonowy a, (3- nienasy­

cony pierścień y-laktonowy, tzw. pierścień butenolidowy, są więc stery ­
dami C23. Natomiast bufadienolidy (wzór ogólny II), sterydy  C24, zawie­
rają  podwójnie nienasycony sześcioczłonowy pierścień laktonowy, tzw. 
pierścień kumalinowy.

Różnice między poszczególnymi kardenolidam i i bufadienolidami po­
legają na obecności różnej ilości tlenow ych grup funkcyjnych i podwój­
nych wiązań w szkielecie sterydowym  oraz różnej konfiguracji podstaw­
ników przy węglu C-5 (57).

I. Biosynteza kardenolidów

Już od dawna wiadomo, że octan, kw as m ewalonowy oraz skwalen są 
prekursoram i steroli roślinnych (2, 32, 46, 59, 78, 82). Było więc praw do­
podobne, że są one także prekursoram i kardenolidów. W latach 1964—65 
E u w  i R e i c h s t e i n  (23) oraz G r o s  i wsp. (30, 41) wykazali, iż 
rośliny Digitalis purpurea  przekształcają zarówno I -14C-octan jak
i 2-14C-mewalonian w kardenolidy poprzez skwalen i nieznany dwudzie- 
stosiedmiowęglowy związek sterydow y jako m etabolity pośrednie.

Wiadomo, że u zwierząt kluczowym  pośrednikiem  w biosyntezie 
wszystkich steroli i hormonów sterydow ych jest cholesterol. Ostatnio 
związek ten  jest również coraz częściej w ykryw any zarówno w roślinach 
niższych (19, 56, 77) jak  i wyższych (4, 8, 20, 38, 39, 44). Co więcej, w y­
jaśniono także, że cholesterol lub jego glikozyd ulega w organizmach roś­
linnych dalszym przekształceniom  do różnych typów sterydów  (3, 25, 33, 
34, 73) lub alkaidów sterydowych (1). Fakty  te  skłoniły różnych badaczy 
(4, 30, 41, 48, 49, 66) do wysunięcia przypuszczenia, iż biosynteza karde­
nolidów zachodzi w następującym  ciągu reakcji: octan — m ewalonian —>- 
skwalen, który w w yniku cyklizacji daw ałby związek pośredni C27, typu 
cholesterolu. Dowodów popierających tę hipotezę dostarczyli w 1967 roku 
J a c o b s o n  i F r e y  (38), którzy wykazali, że rośliny D. purpurea  
przekształcają kwas 2-14C-mewalonowy w cholesterol. Związek ten  za­
wierał około 30% radioaktywności frakcji steroli, jakkolwiek wagowo 
stanowił zaledwie 3%  wszystkich steroli. Ta niezwykle wysoka radio­
aktywność specyficzna wskazywała na dużą aktyw ność metaboliczną cho­
lesterolu pełniącego rolę pośrednika w biosyntezie sterydów roślinnych, 
podobnie jak  zwierzęcych.

Stosując prekursory  takie jak  octan lub mewalonian, podawano je 
roślinom na drodze niefizjologicznej, mianowicie poprzez łodygę liścia. 
T s c h e s c h e  i L i 1 i e n w e i s s (75) wykazali, że tą  samą drogą moż­
na wprowadzać glukozyd cholesterolu w przeciw ieństwie do wolnego cho­
lesterolu czy innych m ałopolarnych sterydów  nierozpuszczalnych w wo­
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dzie. Metoda ta miała jednak duże ograniczenia, ponieważ glikozydy steroli 
nie są właściwymi metabolitami biosyntezy, a ponadto w postaci glikozy­
dów można podawać jedynie sterydy zawierające grupy hydroksylowe. 
Brak m etody wprowadzania bliższych prekursorów  kardenolidów nie po­
zwalał na badanie kolejności przekształceń tych związków w roślinach. 
Dopiero B e n n e t t  i H e f t m a n n  (2) opracowali w 1965 roku metodę 
wprowadzania do roślin in vivo  niepolarnych związków sterydowych. Po­
lega ona na nanoszeniu na odtłuszczony liść niepolarnego prekursora roz­
puszczonego w niepolarnym  rozpuszczalniku. Po odparowaniu rozpuszczal­
nika powierzchnię liścia spryskuje się olejem silikonowym. Autorzy w yka­
zali, że w takich w arunkach około 10°/o podanego związku przenika do w nę­
trza liścia. Po kilku dniach lub tygodniach zmywa się pozostały na liściu 
prekursor, a roślinę analizuje.

Opracowanie tej metody było punktem  wyjściowym  dla intensyw nych 
badań nad biosyntezą kardenolidów i umożliwiło wykrycie pośrednich 
m etabolitów szlaku biosyntezy tych związków. W latach 1968— 1970 
W i c k r a m a s i n g h e  i wsp. (80, 81) oraz T s c h e s c h e  i wsp. (71) 
udowodnili, że jednym  z tych  metabolitów jest rzeczywiście cholesterol, 
gdyż w liściach D. lanata przekształca się on w kardenolidy. B e n n e t t
i wsp. (6) wykazali, że rośliny D. lanata obok cholesterolu przekształcają 
także (3-sitosterol w kardenolidy. Jednak znakowanie kardenolidów po­
w stałych z cholesterolu jest znacznie wyższe niż powstałych z (3-sitoste- 
rolu, co wskazuje, że raczej chlosterol niż (3-sitosterol jest prekursorem  
leżącym na głównym szlaku biosyntezy kardenolidów. Ponadto wykaza­
no, że cholesterol ulega utlenieniu w roślinach Digitalis do 20a-hydro- 
ksycholesterolu, k tóry  również przekształca się w kardenolidy (74, 81).

1. Pow staw anie pierścienia butenolidow ego

Opierając się na znanym  fakcie, że w czasie biosyntezy kwasów żół­
ciowych z cholesterolu u zwierząt zachodzi rozerwanie łańcucha boczne­
go między atom ami węgla C-24 i C-25 z jednoczesnym  utlenieniem  atom u 
C-24 do grupy karboksylowej, przypuszczano początkowo, że atom y wę­
gla pierścienia butenolidowego i kumalinowego pochodzą z łańcucha bocz­
nego cholesterolu (III). Mianowicie po rozerw aniu łańcucha między ato­
m am i węgla C-23 i C-24 lub C-24 i C-25 oraz u tlenieniu  końcowego ato­
m u węgla do grupy karboksylowej nastąpiłoby wytw orzenie pierścienia 
laktonowego w w yniku reakcji między grupą karboksylową a grupą hy­
droksylową przy węglu C-21 (30, 41). Droga ta wydawała się prawdopo­
dobna, ponieważ z Chionographis japónica wyizolowano lakton o 23 ato­
m ach węgla, chiogralakton, razem z chiograsterolam i A i B o postulowa­
nej w tym  szlaku strukturze (60, 61).

Pierwszych danych wskazujących na inną drogę powstawania p ier­
ścienia laktonowego kardenolidów dostarczyli w 1965 roku G r o s  i wsp.
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(30, 41). Autorzy ci podając roślinom  D. purpurea  i D. mertonensis 
2-14C-mewlonian wykazali, że cholesterol pochodzący z tego związku za­
w ierał radioaktyw ne atom y węgla w pozycjach C -l, C-7, C-15, C-22, C-26, 
natom iast powstała z niego digitoksygenina (IV) — główny kardenolid 
badanych roślin — wprawdzie zawierała węgle 14C w szkielecie sterydo­
wym, ale atom węgla C-22 w pierścieniu butenolidowym, wbrew oczeki­
waniom, nie był radioaktyw ny. Z drugiej strony w analogicznym doświad-

ui
IV

czeniu po podaniu I -14C-octanu jako prekursora, wyizolowano kardenoli- 
dy zawierające radioaktyw ne atom y węgla zarówno w części sterydowej 
jak  i w pierścieniu laktonowym. Ostatnio W i c k r a m a s i n g h e  i wsp. 
(80, 81) udowodnili na drodze degradacji chemicznej, że pierścień bute-
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Schem at 1. Pow staw anie p ierścienia butenolidow ego

nolidowy kardenolidów w ytworzonych w liściach D. lanata z podwójnie 
znakowanego cholesterolu (trytem  w pozycji 7 i 14C w pozycjach 1, 7, 15, 
22, 26) nie zawiera atomów węgla pochodzących z łańcucha bocznego cho­
lesterolu.

Z przedstaw ionych powyżej prac wynika, że w roślinach Digitalis 
z octanu poprzez mewalonian powstaje cholesterol, z którego po rozerwą-
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niu łańcucha bocznego między atomami węgla C-20 i C-22 tworzy się 
dwudziesto jednowęglowa pochodna, prawdopodobnie pregnenolon. Nato­
miast donorem atomów węgla C-22 i C-23 pierścienia butenolidowego był­
by kwas octowy, najprawdopodobniej w postaci acetyloCoA. Ponadto po­
dając roślinom Digitalis 21-hydroksypregnenolon stwierdzono, że proces 
powstawania pierścienia laktonowego jest poprzedzony wprowadzeniem 
grupy hydroksylowej w pozycję C-21 (67). Do atomu węgla C-20 pochod­
nej pregnenolonowej zostaje dołączona cząsteczka kwasu octowego i po­
w staje pierścień butenolidowy według schem atu 1 (41, 65, 66).

2. Przekształcanie cholesterolu w  5 (3-pregnanolon

W ostatnich latach przeprowadzono intensywne badania w celu usta­
lenia s truk tu ry  m etabolitu C2U do którego zostaje dołączony kwas octowy.

C a s p i  i wsp. (13) udowodnili w 1966 roku, że rośliny D. purpurea 
mogą przekształcać radioaktywny cholesterol do kilku metabolitów, wśród 
których zidentyfikowali pregnenolon. .Już  poprzednio było wiadomo, iż 
związek ten  powstaje w pewnych roślinach z cholesterolu (4, 5, 23, 28, 76). 
Uzyskany w ynik wskazywał, że pregnenolon jest m etabolitem  pośrednim 
w biosyntezie kardenolidów, a przejście cholesterol -> pregnenolon istot­
nym etapem  na drodze biosyntezy omawianych związków. S a u e r  i wsp. 
(51, 52) oraz T s c h e s c h e  i wsp. (69, 75) wykazali, że pregnenolon lub 
jego 3P-glukozyd jest przekształcony przez rośliny D. lanata do karde­
nolidów. Podobny w ynik uzyskali C a p s i  i L e w i s  (11), którzy po­
nadto spośród powstałych z cholesterolu produktów wyizolowali proge­
steron i wykazali, że związek ten ulega dalszym przekształceniom do 
kardenolidów.

Z przytoczonych powyżej prac wynika, iż rola pregnenolonu w bio­
syntezie kardenolidów może być analogiczna do dobrze już poznanej roli 
pregnenolonu w biosyntezie zwierzęcych hormonów sterydow ych (21, 35, 
62, 64). Wiadomo, że u zwierząt przejście pregnenolonu w progesteron 
przebiega na drodze utlenienia grupy ^-hydroksy low ej do 3-ketonowej 
i izomeryzacji podwójnego wiązania A5 do A4. W celu sprawdzenia czy 
u roślin uwodorowanie pierścienia B pregnenolonu zachodzi w podobny 
sposób, C a s p i  i H o r n  b y  (10) podawali młodym roślinym  D. lanata 
podwójnie znakowany trytem  i 14C 3a 3H, 4 14C-pregnenolon. Wyizolowany 
progesteron oraz wszystkie kardenolidy były znakowane węglem 14C w po­
zycji C-4, natom iast nie zawierały try tu . U trata atom u 8H z pozycji 3a 
wskazuje, że biosynteza kardenolidów musi zachodzić poprzez m etabolit 
pośredni o grupie ketonowej w pozycji C-3, najprawdopodobniej proge­
steron.

Dalsze przem iany progesteronu w roślinach Digitalis badali B e n -  
n e 11 i wsp. (7), którzy po podaniu 4-14C-progesteronu stwierdzili, że

10 Postępy B iochem ii
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włącza się on do kardenolidów 10 razy  lepiej niż pregnenolon, co potw ier­
dziło poprzednie sugestie (11), iż jest on bliższym prekursorem  omawia­
nych związków niż pregnenolon. Ponadto autorzy wyizolowali inne pro­
dukty  przem iany progesteronu. Były to 5a-pregnandion, 5^-pregnandion, 
5cc-pregnanolon oraz bardzo słabo znakowany 5f5-pregnanolon. Nie wydaje 
się prawdopodobne, aby 5a-pochodne progesteronu były pośrednikami 
w biosyntezie kardenolidów, ponieważ te ostatn ie zaw ierają przy atomie 
węgla C-5 atom wodoru o konfiguracji (3. Znalezienie tych związków było 
więc niespodzianką, lecz ostatnio w ykryto 5a-pregnandion i 5a-pregna- 
nolon jako m etabolity progesteronu w kulturach  tkankow ych różnych ga-

Cholesterol 20 «-Hydroksycholesterol

Pregnenolon

5 J3H-Pregnandion 50H-Pregnanolon

Schem at 2. B iosynteza 5|3H-pregnanolonu z cholesterolu

Progesteron

tunków roślin, między innymi i D. purpurea  (26, 29). Natom iast m eta­
bolitem  w biosyntezie kardenolidów jest prawdopodobnie 5^-pregnand- 
ion, k tóry  ulega redukcji do 5|3-pregnanolonu. Autorzy przypuszczają, 
że niezwykle mała radioaktywność 5^-pregnanolonu jest uw arunkow a­
na bądź bardzo szybkim metabolizowaniem  tego związku, bądź poprze-
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dzającym  redukcję grupy ketonowej przy C-3 w prowadzeniem  grupy hy­
droksylowej w pozycję C-14 szkieletu sterydowego. Podobne badania prze­
prowadzone nad biosyntezą kardenolidów w ystępujących w Strophanthus 
kombé, a różniących się od kardenolidów roślin Digitalis dodatkowymi g ru ­
pami tlenow ym i w pozycji C-5 i C-19, wykazały, że ich prekursoram i są 
zarówno pregnenolon jak  i progesteron (53, 54). Co więcej, w ykryto także 
i w tej roślinie 5^-pregnandion, 5(3-pregnanolon oraz dodatkowo 5(3-hy- 
droksypregnanolon. W ykrycie tego ostatniego związku jest zrozumiałe, 
ponieważ w S. kom bé  występuje 5(3-hydroksykardenolidy. W ydaje się 
prawdopodobne, że w tej roślinie pregnenolon ulega kolejnym  przekształ­
ceniom poprzez 5^-pregnandion, 5f3-pregnanolon do 5(3-hydroksypregna- 
nolonu. O statnie przejście wskazuje, że w prowadzenie grupy 5J3-hydro- 
ksylowej następuje po redukcji podwójnego wiązania A4, a poprzedza w y­
tworzenie pierścienia butenolidowego.

Interesujący jest fakt występowania w S. kom bé  5a-pregnandionu 
i 5a-pregnanolonu. Okazało się, że te związki są przekształcane w produkt, 
k tóry  zidentyfikowano jako uzarigeninę — 5a-kardenolid. (55). Uzarige- 
nina w ystępuje w niewielkich ilościach w S. kom bé  i bardzo rzadko w in­
nych roślinach Strophanthus (43, 50). T s c h e s c h e  i S n a t z k e  (76) 
również znaleźli 5a-pregnanolon i uzarigeninę w X ysm alobium  undulatum  
i sugerowali biosyntetyczną zależność między nimi. Przez wiele lat z ro­
ślin w yodrębniano tylko 5|3-sterydy, obecnie coraz częściej są w ykryw ane 
5a-pochodne, jest więc prawdopodobne, że związki te w ystępują powszech­
nie w świecie roślinnym  w bardzo małych ilościach.

Na podstawie omówionych wyżej wyników ustalono kolejność prze­
kształceń pierścienia sterydowego przedstawioną na schemacie 2.

3. Hydroksylacja szkieletu sterydowego

Po ustaleniu kolejnych etapów prowadzących do w ytworzenia 5 (3-pre- 
gnanolonu pozostało do wyjaśnienia czy grupy hydroksylowe zostają 
wprowadzone do sterydu C2i przed, czy po w ytw orzeniu pierścienia bute­
nolidowego oraz wyjaśnienie mechanizmu hydroksylacji. Szczególnie 
istotne jest wprowadzenie grupy I4(3-hydroksylowej, ponieważ w ystępuje 
ona praw ie we wszystkich znanych kardenolidach i bufadienolidach.

W 1968 roku wykazano, że rośliny D. lanata nie m etabolizują dezoksy- 
kortykosteronu, k tó ry  powinien być przekształcany w kardenolidy, gdy­
by najpierw  był w ytw arzany pierścień butenolidowy, a następnie w pro­
wadzana grupa hydroksylowa (15). W ykazano również, iż A5, 24-dezoksy, 
14aH-digitoksygenina i 5(3,A14-digitoksygenina nie są hydroksylowane 
przez rośliny Digitalis (74). Natomiast 3 (3, 14 (3-pregnandiol jest przekształ­
cany in vivo  w digitoksygeninę, i gigoksygeninę ditoksygeninę (67). 
W świetle tych wyników nie ulega wątpliwości, że hydroksylacji w pozycji
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C-14 ulega steryd C2i i że reakcja ta  poprzedza w ytw orzenie pierścienia 
butenolidowego.

Mechanizm te j reakcji nie jest dotychczas wyjaśniony. Jest to problem  
godny uwagi, ponieważ trzeciorzędowa grupa hydroksylowa kardenolidów 
przy węglu C-14 ma konfigurację (3, natom iast p rekursory  tych związków: 
cholesterol, pregnenolon i progesteron zaw ierają w pozycji C-14 atom  wo­
doru o konfiguracji a. Zmiana konfiguracji podstawnika trzeciorzędowego 
musi być związana ze zmianą konfiguracji pierścienia D szkieletu stery ­
dowego. Obecnie wiadomo, że w czasie procesu hydroksylacji trzeciorzę­
dowego atom u węgla wprowadzona grupa hydroksylowa przyjm uje ste- 
reochemię istniejącego poprzednio protonu (14, 16, 21, 22, 31, 47). W myśl 
tej reguły w w yniku hydroksylacji pochodnej pregnanu powstawałaby 
14 a-hydroksypochodna. Związki tego typu w ystępują wprawdzie w świe­
cie roślinnym, jednak do tej pory z roślin syntetyzujących kardenolidy 
nie udało się w yodrębnić żadnej 24a-hydroksypochodnej pregnanu (27, 
45). Ponadto C a s p i  i L e w i s  (12) wykazali, że rośliny D. lanata nie 
m etabolizują egzogennego I4a-hydroksyprogesteronu. W ydaje się więc 
mało prawdopodobne, aby proces hydroksylacji przebiegał poprzez 
24a-hydroksyzwiązek. Ostatnio T s c h e s c h e  i wsp. (72) podali roślinom 
D. lanata znakowany try tem  w pozycji 16 i 17 5|3,A14-pregnanolon, który 
jednak również nie był włączany do kardenolidów. Prawdopodobnie w pro­
wadzenie grupy hydroksylowej w tym  przypadku nie zachodzi poprzez 
wytworzenie przy hydroksylowym  atomie węgla podwójnego wiązania, 
a następnie epoksydu, z którego po ataku protonu powstawałaby grupa 
hydroksylowa m ająca inną konfigurację niż istniejący poprzednio proton. 
W ielu badczy (12, 72, 74) jest zdania, że w roślinach Digitalis istnieje spe­
cyficzna M p-hydroksylaza wprowadzająca grupę, hydroksylową bezpośred­
nio w pozycję i4|3-poehodnej progesterenu. Enzymu tego nie udało się 
do tej pory wyodrębnić. Byłby to m echanizm  dotychczas nie spotykany, 
gdyż m usiałby być związany z rozerwaniem  wiązania C-C w pierścieniu D 
szkieletu sterydowego.

Po ustaleniu, że hydroksylacja przy atomie węgla C-14 zachodzi na 
poziomie C2ł sterydu, należało wyjaśnić czy teraz kolejnym  etapem  jest 
wytworzenie pierścienia butenolidowego, a dopiero następnym  w prow a­
dzenie grup hydroksylowych w pozycję C-12 digoksygeniny lub C-16 gi- 
toksygeniny, czy też kolejność tych reakcji jest odwrotna. Aby ustalić, 
k tóra z tych dróg jest słuszna T s c h e s c h e  i wsp. (67) śledzili prze­
kształcenia 22-14C-digitoksygeniny. Ulegała ona utlenieniu do digoksy­
geniny, ale nie do gitoksygeniny, co wskazywało, że hydroksylacja w po­
zycji C-12 jest możliwa na etapie kardenolidów, natom iast w prowadze­
nie grupy hydroksylowej przy C-16 prawdopodobnie zachodzi na pozio­
mie pregnanu. Do podobnego wniosku doszli ostatnio V a r m a  i C a s ­
p i  (79) po stw ierdzeniu włączania 14 (3, 16 (3-hydroksyprogesteronu do 
gitoksygeniny w liściach D. lanata. Jednakże w innych pracach T s c h e -
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s c h e i wsp. (69, 70, 72) z jednej strony potwierdzili, iż hydroksylacja 
w pozycji C-12 zachodzi na poziomie kardenolidów, z drugiej strony w y­
kazali możliwość hydroksylacji w pozycji C-14 na poziomie progesteronu 
po uprzednim  wprowadzeniu grupy 22|3-hydroksylowej. Fakt ten  suge­
ru je istnienie dwóch różnych dróg powstawania digoksygeniny oraz wska­
zuje, że część enzymów biorących udział w biosyntezie kardenolidów nie 
jest ściśle specyficzna w stosunku do podstawników w części sterydowej 
(schemat 3). Natomiast wszystkie dane doświadczalne dotyczące hydro­
ksylacji przy C-16 wskazują, że proces ten zachodzi ty lko na poziomie 
m etabolitu pośredniego C21.

3 0 ,14  0  — Pregnandiol 3J},14p,16Ji -  Pregnantriol Gitoksygenina

3J3,l2J3,14ccH-Pregnandiol

Schem at 3. Biogeneza digitoksygeniny, digoksygeniny i gitoksygeniny

II. Biosynteza bufadienolidów

T s c h e s c h e  i B r a s s a t  (68) wykazali, że liście Helleborus atro- 
rubens m etabolizują 3^-glikozyd pregnenolonu do helebryny — bufadie- 
nolidu występującego w tej roślinie. Z drugiej strony było wiadomo, iż 
bufadienolidy ropuchy Bufo marinus powstają z cholesterolu poprzez po­
chodną pregnanu, do której zostaje dobudowany pierścień kum alinowy 
w w yniku dołączenia dodatkowych trzech atomów węgla. Najprawdopo­
dobniej substratem  tej ostatniej reakcji jest kwas szczawiooctowy, z któ­
rego po utracie dw utlenku węgla i dwóch cząsteczek wody oraz laktoni-
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zacji może powstać podwójnie nienasycony sześcioczłonowy pierścień ku- 
malinowy (58, 68).

Biorąc pod uwagę przebieg biosyntezy bufadienolidów w organizmie 
zwierzęcym oraz biosyntezę kardenolidów, wielu badaczy (5, 11, 68) uwa­
ża, że bufadienolidy w świecie roślinnym  pow stają w w yniku następują­
cych przekształceń:

octan -> m ewalonian cholesterol -> pregnenolon -> progesteron
i'I'

bufadienolidy
Miejsce biosyntezy om awianych związków w tkankach  roślinnych nie 

jest jeszcze dokładnie poznane. Stwierdzono jedynie, że kardenolidy i bu­
fadienolidy powstają w liściach. Natomiast nie zaobserwowano syntezy 
kardenolidów w korzeniu, pomimo, że związki te tam  w ystępują; sugeruje 
to możliwość ich transportu  z liści do korzeni (70).
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JAN IN A O PIEŃ SK A-BLAU TH  *

Kwasy aminomaslowe

Am inobutyric Acids

The aspects o f different chemical and biological properties of som e am ino­
butyric acids w ith particular regard on y-am inobutyric acid are review ed and 
discussed.

Wstęp

Z dotychczasowych badań wynika, że aminokwasy masłowe nie wcho­
dzą w skład białek. Znane są natomiast nieliczne wolne peptydy zaw iera­
jące kwasy aminomasłowe, wśród nich otrzym any syntetycznie, cyklicz­
ny dekapeptyd, w skład którego wchodzi kwas dwuaminomasłowy (la). 
W tkankach zwierzęcych, roślinnych i u bakterii w ystępują kwasy am i­
nomasłowe wolne lub związane w połączeniach kompleksowych. Zalicza 
się je do aminókwasów endogennych. Pow stają one w przem ianach nie­
których aminokwasów, głównie kwasu glutaminowego i asparaginowego, 
m etioniny i treoniny a także w przemianie zasad pirym idynowych. Nie­
które z kwasów aminomasłowych gromadzą się w tkankach bądź w w a­
runkach fizjologicznych, bądź patologicznych.

Do najlepiej znanych i dokładniej opisanych zalicza się trzy izomery 
kwasu aminomasłowego, a, (3 i y i ich odpowiedniki izo z łańcuchem roz­
gałęzionym. Ponadto w m ateriale biologicznym w ystępują też kwasy ami­
nomasłowe zawierające grupę hydroksylową, metylową lub drugą g ru ­
pę aminową. Mimo zbliżonej budowy chemicznej kwasy aminomasłowe 
stanowią grupę zróżnicowaną pod względem biosyntezy, szlaków m eta­
bolicznych i aktywności biologicznej. Badanie tych związków jest kło­
potliwe i trudne, ponieważ występują one zwykle w m ałych stężeniach 
w m ateriale biologicznym a ponadto brak jest swoistych reakcji rozpo­
znawczych.

* Prof. dr., Zakład Chemii Fizjologicznej, Akadem ia M edyczna, Lublin  
W ykaz stosow anych skrótów: GABA — kw as y-am inom asłow y, BAIBA  — kw as 

(3-aminoizomasłowy, T-G ABA — am inotransferaza GABA:2-oksoglutaran, GAD —  
dekarboksylaza glutiaminianowa, DANS — dw um etylonaftalenosulfochlorek.
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Elektroforeza pH - 2,2

Rys. 1. E lektrochrom atogram  am inokw asów  pH 2,2 (47)

Elektroforeza pH *3.9

Rys. 2. E lektrochrom atogram  am inokw asów  p ff 3,9 (47)
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W naszych badaniach aminoacydurii fizjologicznej i patologicznej w y­
kryw aliśm y w moczu niejednokrotnie kwasy (3-aminoizomasłowy, oraz 
a- a naw et y-aminomasłowy (48, 49, 50, 51). Dobry rozdział um ożliw iają­
cy identyfikację i oznaczenie ilościowe tych  trzech kwasów aminomasło- 
wych uzyskaliśmy metodą elektrochrom atografii bibułowej F i s c h 1 a 
i S e g a ł a  (21) wg naszej modyfikacji (47). W yniki ilustru ją  rysunki
1 i 2. Metoda ta może być stosowana do badania moczu i surowicy.

Oznaczenia ilościowe przeprowadzano w eluatach z plam  zaw ierają­
cych 2— 10j.ig kwasów a- i y-masłowego, a 4—20M-g kwasu ^-aminoizoma- 
słowego, przy czym stra ty  przy elucji nie przekraczały 2,5°/o w mieszani­
nach wzorcowych a 5—10°/o w moczu. Najwięcej inform acji zebrano do­
tąd o kwasie y-aminomasłowym. Ten fakt, jak również aktywność biolo­
giczna tego związku jako inhibitora w przenoszeniu bodźców w central­
nym  układzie nerwowym, sprawiają, że poświęcamy mu pierwszy i na j­
obszerniejszy rozdział niniejszego artykułu .

I. Kwas y-aminomasłowy

Aktywność biologiczna kwasu y-aminomasłowego (GABA od ang. gam- 
m a-am inobutyric acid) została dość dobrze zbadana. O jego roli w prze­
noszeniu bodźców w centralnym  układzie nerwowym  można znaleźć w ie­
le prac głównie w czasopismach farm akologicznych i fizjologicznych. Na 
uwagę czytelników zasługują szczególnie liczne prace R o b e r t s a  
i wsp. (54—67), a zwłaszcza artykuły przeglądowe (16, 57, 67, 80). W piś­
m iennictwie polskim zalecić można świetny, w yczerpujący a rtyku ł prze­
glądowy S i e r o s ł a w s k i e j  (76).

1. W ystępowanie

Kwas y-aminomasłowy występuje przeważnie w ilościach śladowych 
w pleśniach, drożdżach, grzybach, bakteriach i w roślinach wyższych. 
W większości tkanek  i narządów zwierzęcych (wątroba, trzustka, ślina, sok 
żołądkowy) zawartość GABA nie przekracza 8in.g/g tkanki. Na ogół nie 
znajdowano go ani w  moczu ani w krwi, ostatnio jednak stwierdzono jego 
obecność w erytrocytach ryb (24, 25). W większych stężeniach w ystępuje 
GABA tylko w mózgu. W różnych obszarach mózgowych znajdowano go 
w  ilości około 400— 600|xg/g tkanki. W próbkach mózgu zamrożonych 
w  płynnym  azocie znajdowano mniejsze ilości GABA niż w niezamrożo- 
nych (lOa).

2. Metody oznaczania

Do rozdzielenia GABA od innych aminokwasów i do jego oznaczeń 
ilościowych i półilościowych stosowano najczęściej metody chrom atogra­
ficzne: chrom atografię bibułową, elektroforezę, elektrochrom atografię,
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oraz chrom atografię kolumnową jonowym ienną. M odyfikując metodę 
S p a c k m a n a ,  S t e i n a  i M o o r a  (79) uzyskano (41) dobry rozdział 
GABA od innych aminokwasów, a zwłaszcza rozsunięcie szczytów GABA 
i ornityny (rysunek 3) (41, 92).

------------------------  3 0 ° C , pH 4,8 ---------------------------------------mi 50°C

Rys. 3. Rozdział am inokw asów  zasadow ych i GABA (79)

Do oznaczeń aktywności biologicznej GABA stosuje się najczęściej m e­
todę z receptorem  neuronowym, w ypreparow anym  z segmentów brzusz­
nych mięśni skorupiaków (ang. stretch receptor neuron) (15). Dokładny 
opis i ocenę swoistości tej m etody znaleźć można u S i e r o s ł a w s k i e j

h2n - [ ch2]3- cooh - d̂ l c L dans- n h - [ch2] -COOH (I)

D A N S -N

.ch2 — ch2

+DANS-CI 
-  HCl

\
(m) -DANS-O H

+ h 2o  

-D A N S -O H

D A N S-N H  -  [CH2]  -C O O  -  O A N S  (II)-
C O ----- CH2

Sch em at 1. DANS pochodne GABA (71) 
DANS — dw um ety lonafta lenosulfoch lorek

(76). W spomniany receptor niew rażliw y na acetylocholinę i serotoninę, 
reaguje na pikrotoksynę, a pod w pływem  GABA przestaje reagować na 
podnietę rozciągania. Podobnie jak  GABA działają niektóre inne rzadziej 
spotykane aminokwasy, np. kwas (3-hydroksy-y-aminomasłowy, (3-alani- 
na, y-butyrylocholina. Do m etody biologicznej zastosowano też technikę 
autoradiografii. Znaczony GABA łączy się bowiem z receptorem  w czasie 
krótkiej inkubacji w tem peraturze 0— 4°C a połączenie to ulega następnie 
rozpadowi w tem peraturze pokojowej. Rola GABA w przenoszeniu pod­
niet u  skorupiaków nie jest jasna, a w yniki badań F l o r e y a  (22, 23) 
i K r a w i t z a  i wsp. (34, 35) w tej dziedzinie są kontrow ersyjne. Do
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ilościowych oznaczeń GABA w mózgu pożyteczna okazała się m etoda spek- 
trofotom etryczna B a x t e r a  i R o b e r t s a  (5), w której stosuje się 
dekarboksylazę glutaminową pochodzenia bakteryjnego. Małe ilości GA­
BA w tkankach  zwierzęcych można oznaczać wg S e i l e r a  i W i e c h -  
m a n a  (71) działając dwum etylonaftalenosulfochlorkiem  (DANS). P ro­
dukt reakcji DANSylo-y-butyrylolaktam (schemat 1) daje pom arańczo­
wą fluorescencję.

Ponadto do identyfikacji GABA w mózgu stosuje się metodę U d e n -  
f r  i e n  d a (84) opartą na oznaczeniach pochodnych pipsylowych (ssS).

3. Biosynteza i metabolizm

W edług pierwotnych poglądów Robertsa GABA powstaje wyłącznie 
w szarej substancji mózgowej podczas nieodwracalnej reakcji dekarbo- 
ksylacji kw asu glutaminowego, w której koenzymem jest fosforan p iry- 
doksalu. W próbach z nieoczyszczonymi a następnie również z oczyszczo­
nymi preparatam i z mózgów zwierzęcych stwierdzono bowiem wzrost 
stężenia GABA po dodaniu kwasu glutaminowego.

Obok tej dekarboksylacji w mózgu przebiegają dwie inne reakcje en­
zymatyczne związane z przemianą GABA (schemat 2). A m inotransferaza

( 1 )  a-Oksoglutaran + GABA ^  ................................. Glutaminian +  s e m ia ld e h y d  bursztynow y
(GABA aminotransferaza)

( 2 )  Semialdehyd bursztynowy + N A D + ----------------------------------------------------------- ►  +Bursztynian+zred. N A D + H 4"
(dehydrogenaza semialdehydu 

bursztynowego)

( 3 )  G lu ta m in ian ------------------------------------------------------------ ►  G A B A + CO
(dekarboksylaza glutaminianowa) 2

Suma: oc-Oksoglutaran + N A D + ---------------------------------------------------------- ► +  + Bursztynian + CO +  zred. N A D +H +
2

Schem at 2. M etabolizm  kwasu Y-aminomasłowego (GABA) w  centralnym  układzie
nerwowym w g (2)

GABA-kwas a-ketoglutarow y (T-GABA), której koenzymem  jest rów­
nież fosforan pirydoksalu, katalizuje reakcję prowadzącą do powstawa­
nia semialdehydu bursztynowego i kwasu glutaminowego. Reakcja ta 
jest odwracalna i przy dostatecznym stężeniu sem ialdehydu możliwa jest 
częściowa regeneracja GABA. Semialdehyd bursztynow y w obecności 
swoistej dehydrogenazy utlenia się do kwasu bursztynowego włączające­
go się w cykl Krebsa. Dekarboksylaza kwasu glutaminowego (GAD), am i­
notransferaza GABA-a-ketoglutaran (T-GABA) i dehydrogenaza semial-
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dehydu bursztynowego stanowią zespół enzym atyczny regulujący gospo­
darkę GABA w centralnym  układzie nerwowym. W w yniku transam i- 
nacji obok kwasu glutaminowego, głównego substra tu  biosyntezy GABA, 
tworzy się też glutam ina, stanowiąca jakby m ateriał zapasowy dla GABA 
i zaliczana do ważnych czynników regulacyjnych aktywności mózgu (86). 
Ponadto również kwas hydroksyglutam inow y ulega przem ianie do GABA. 
Biosyntezę i metabolizm GABA przedstawia schem at 3.

A ce ty lo  CoA

COOH
I

c h *nh2
I

ch2
*1
COOH

A sparag in ian

COOH
I

CH2
I / V *C (OH)-COOH

ch2
COOH
C ytryn ian

co2

COOH
I

► CO 
I

ch2
*1
COOH

S zczaw iooctan

COOH COOH COOH

H • NH2

COOH COOH
a -O k s o g lu ta ra n  G lutam inian

CO*NH2
G lutam ina

CH2 
*COOH
B ursztyn ian

Schem at 3. B iosynteza i m etabolizm  kw asu y-am inom asłow ego (GABA) 
T-GABA — am inotransferaza kw asu  Y-am inom asłowego a-ketoglutaran, GAD — dekarboksylaza  

glutam inianow a, SSAD — dehydrogenaza sem ialdehydu  bursztynow ego

Badania porównawcze przeprowadzane w mózgach różnych zwierząt 
wykazały największą aktywność GAD u myszy i szczurów a najm niej­
szą u małp. Stwierdzono też liniową zależność m iędzy aktywnością tego 
enzymu a zawartością GABA w mózgu. Zdaniem  Robertsa i wsp. stałość 
stężenia GABA w mózgu uw arunkow ana jest wyłącznie aktywnością 
GAD. Bezpośredni bowiem produkt reakcji transam inacji semialdehyd 
bursztynowy szybko utlenia się i to  nie tylko pod wpływem  dehydroge­
nazy, ale również na drodze fosforylacji oksydatywnej, tak  że odwrócenie
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tej reakcji w kierunku powstawania GABA jest in vivo  mało prawdopo­
dobne. Różnice w zawartości GABA w różnych obszarach mózgowych po­
wodowane są prawdopodobnie ograniczeniami przenikania substratów  
i enzymów przez bariery błon.

Dekarboksylazę kwasu glutaminowego (GAD) w stanie oczyszczonym 
po raz pierwszy otrzymano z bakterii. Enzym z E. coli w 90% homogenny,
o masie cząsteczkowej około 300 000 wykazywał optim um  w pH 3,8, 
a stała Michaelisa dla glutaminianu wynosiła 8 ,2X 10-4 M w buforze
o pH  6,4. Koenzymem był fosforan pirydoksalu, jony Cl-  działały ak ty- 
wująco a jony octanowe hamująco (73, 74, 75). Oczyszczone dziesięcio­
krotnie p repara ty  GAD z mózgów cieląt różniły się znacznie od enzymu 
bakteryjnego. Masa cząsteczkowa enzymu z mózgu wynosiła około 100 000, 
stała Michaelisa dla glutaminianu — 5X 10-3 M przy  pH  6,5, a optim um  
pH  leżało w granicach od 6,4 dla preparatu  surowego do 7,2 dla p repara tu  
oczyszczonego. Ponadto jony Cl-  (0,1 N) hamowały aktyw ność enzymu. 
A ktyw atorem  był koenzym fosforan pirydoksalu. Dodatek GABA nie miał 
wpływ u na GAD z mózgu (31). Z mózgów myszy otrzym ano prepara t 
GAD o aktywności właściwej 68,6 przy stopniu oczyszczenia 158 (81).

Tablica 1
Aktywność dekarboksylazy glutaminowej (GAD) w nerkach ssaków wg (89)

Ustrój GABA [¿M/g Aktywność GAD  
[xM C 0 2/100 mg

Aktywność GAD  
nerki/mózg x 100

Człowiek 0,440 0,076
Szczur 0,037 0,144 17,1
Mysz 0,033 0,096 7,4
Świnka morska 0,078 0,056 5,3

W h e l a n ,  S e r  i v e r  i M o h y n d d e n  (89) przeprowadzili in tere­
sujące badania nad zależnością między aktywnością GAD a stężeniem 
GABA w nerkach u  ssaków (tablica 1). Zdaniem ty ch  autorów  obecność 
GABA w nerkach jest związana z odchyleniami od fizjologicznej oksy- 
datyw nej przem iany kwasu glutaminowego.

Am inotransferazę GABA-kwas a-ketoglutarow y (T-GABA) wyosob­
niono z mózgów myszy. Oczyszczony homogenny p repara t wykazywał 
optim um  działania przy pH  7,95 (88). Fosforan pirydoksalu, k tóry  jest 
koenzymem zarówno dla GAD jak i dla T-GABA, w ykazuje jednak znacz­
nie większe powinowactwo do aminotransferazy, to też przy przygotowy­
w aniu proszków acetonowych z mózgu jako źródła obu enzymów koen­
zym szybciej i łatw iej odszczepia się od GAD (3, 4, 5, 7). W yraźną odwra­
calność reakcji transam inacji katalizowanej przez T-GABA stwierdzono 
w  mózgach królików i cieląt, nieznaczną w wątrobie i b rak  jej w ner­
kach. Na uwagę zasługują badania porównawcze nad  aktywnością GAD 
i T-GABA u zwierząt w czasie wzrostu. W płatach wzrokowych kurcząt
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aktywność obu enzymów w zrastała z wiekiem  (78). W siatkówkach szczu­
rów podczas całego okresu w zrostu aktywność GAD była niska a norm al­
ny poziom ustalał się dopiero po 30 dniach od urodzenia, czyli w okresie 
pełnej dojrzałości. Natomiast aktyw ność T-GABA w zrastała liniowo z w ie­
kiem osiągając wartości norm alne po 45 dniach od urodzenia (39).

4. GABA i jego pochodne w  tkankach układu nerw ow ego

Zdaniem większości autorów  GABA w mózgu w ystępuje tylko w sza­
rej substancji, niektórzy wspom inają jednak o w ykryw aniu  nieznacznych 
ilości tego związku również w substancji białej. S i n g h  i M a l h o t r a
(77) oraz H i l d ę  i wsp. (30) w ykazali różnice w  stężeniach GABA w róż­
nych obszarach mózgu. W edług S i n g h a  i M a l h o t r a  (77) zaw ar­
tość GABA w m g /l00 g suchej tkank i mózgu m ałpy wynosi w płacie czo­
łowym 79,47 ±15,73, w płacie „tem poral” — 96,5 ±14,84, w jądrze m igda­
łowatym  87,62 ±18,75, w „hippocam pus” 85,54 ±9,12, w podwzgórzu 10,12, 
a w  móżdżku 84,47 ±13,01.

W płynie mózgowo-rdzeniowym wśród zwykle w ykryw anych 16— 18 
aminokwasów w ystępuje kwas a-aminomasłowy. Obecność GABA nato­
m iast stwierdzono tylko w niektórych płynach i to  przy objętościach ba­
danej próbki powyżej 25 m l (8, 36, 42, 42a). W yników tych  nie konfron­
towano ze schorzeniami w centralnym  układzie nerwowym. Zaintereso­
wanie budzi często w ykryw any kwas a-aminomasłowy, którego przem ia­
na nie wiąże się z kwasem  glutam inowym .

Niekiedy w mózgach w ykryw a się kwas P-hydroksy-Y-aminomasło- 
wy (46, 72), który powstaje na drodze (3-oksydacji GABA lub z hydroksy- 
proliny, a także drogą dekarboksylacji kw asu (3-hydroksyglutaminowego. 
Ta (3-hydroksy pochodna GABA znajdow ana także w nerkach i m ięśniach 
ssaków, bierze udział w syntezie hom okarnozyny m ięśni zastępując (3-ala- 
ninę lub histydynę (1). Znane są 4 izom ery kwasu (3-hydroksy-y-aminoma- 
słowego, dwa o budowie cyklicznej i dwa łańcuchowe. Na drodze trans- 
am idacji z argininą pow staje z GABA kw as guanidynom asłowy o cechach 
biologicznych zbliżonych do GABA. Z mózgów bydlęcych wyizolowano 
ponadto butyrylohistydynę, związek o charakterze peptydu (52). Ostatnio 
zaś zidentyfikowano w mózgu (43) oraz oczyszczono (37) N-/y-am inobu- 
tyrylo/lizynę rozkładaną przez peptydazę. W szystkie wymienione pochod­
ne wykazują znacznie słabszą aktyw ność niż GABA.

5. Transport GABA w  tkance nerw ow ej i bariera m ózgowa

Swobodną wędrówkę aminokwasów na zew nątrz i do w ew nątrz tkan ­
ki nerwowej lim ituje bariera mózgowa. Istotę i funkcjonowanie tej ba­
riery  opisał L a i t h  a (38). Histologicznie określa się barierę mózgową
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jako zestaw różnych elementów obejmujący śródbłonek naczyń włosowa­
tych, śródbłonek splotów naczyniowych w bocznych komorach mózgu 
i elem enty glejowe. Bariera utrzym uje stały skład substancji w mózgu 
i płynie mózgowo-rdzeniowym, przy czym granice przepuszczalności dla 
poszczególnych aminokwasów są różne. Laitha zakłada istnienie 3 rodza­
jów barier rozdzielających: krew-mózg, krew -płyn mózgowo-rdzeniowy
i mózg-płyn mózgowo-rdzeniowy. Przepływ poszczególnych związków 
z mózgu do krw i i odwrotnie jest lim itowany błonami o różnych stru k tu ­
rach zdefiniowanych anatomicznie i histologicznie. N iektóre substancje 
m igrują bezpośrednio z mózgu do krwi i odwrotnie, inne natom iast za po­
średnictw em  płynu mózgowo-rdzeniowego.

Przepuszczalność bariery mózgowej dla kwasu glutaminowego, g lu ta­
m iny i GABA w ydaje się istotna z uwagi na rolę tych związków w mózgu. 
In vitro  w skraw kach mózgu inkubowanych w m edium  zawierającym  
oprócz soli glukozę i kwas glutaminowy stwierdzono kum ulację GABA 
niezgodną z gradientem  stężeń. Powodowała ona równoważną m igrację 
jonów K +. W doświadczeniach in vivo nie stwierdzono tego zjawiska, po­
nieważ bariera mózgowa regulowała m igrację potasu. Zwyżka stężenia 
kwasu glutam inowego lub proliny w krw i nie powodowała zwiększenia 
jego stężenia w mózgu (bariera krew-mózg). Zakłada się możliwość 3 w a­
riantów  dla transportu  kwasu glutaminowego: bierna dyfuzja, aktyw ny 
transport lub wym ienna dyfuzja. In vitro stw ierdzano aktyw ny transport 
GABA do mózgu połączony z chemicznym wiązaniem fosfolipidów. Dane
o barierze mózgowej są na razie fragm entaryczne. U zwierząt młodocia­
nych w okresie wzrostowym bariera mózgowa nie działa wcale lub w y­
kazuje nikłą aktywność. Pełną jej aktywność uzyskują dopiero zwierzęta 
dojrzałe. Laitha uważa, że układy regulujące w barierze mózgowej m ają 
charak ter dynam iczny tzn. podlegają zmianom stosownie do procesów 
regulujących biosyntezę i metabolizm. Na aktywność bariery  mózgowej 
w w arunkach fizjologicznych wpływają naturalne inhibitory a w patolo­
gicznych różne czynniki uszkadzające struk turę  komórkową, a ponadto 
niektóre leki.

6. Inhibitory w biosyntezie i m etabolizm ie GABA

Z punktu  widzenia farmakologów i neurofizjologów szczególnie in te­
resująca jest możliwość regulacji in vivo  stężenia GABA w poszczegól­
nych obszarach mózgowych przez podawanie leków, które ham ują bądź 
ak tyw ują biosyntezę i przemiany tego związku (16). Z osiągnięć z lat 
ostatnich wymienić należy doświadczenia z 14C-tiosemikarbazydem, silnym 
inhibitorem  biosyntezy GABA, zastosowanym do badań lokalizacji GABA 
w różnych obszarach mózgu zarówno tych, które w ykazują wysoką ak­
tywność, jak i tych, które jej nie mają (11, 82). W ykorzystano też fakt, że 
tiosem ikarbazyd ham ując GAD eliminuje kwas glutam inowy jako sub-
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s tra t w biosyntezie GABA i wykazano in vivo , że w  takich w arunkach 
źródłem GABA mogą być putrescyna i ornityna (70). Stwierdzono też, że 
metioninosulfoksyim ina (MSI) w dawkach 400—800mg/kg wywołuje 
u szczurów silne drgaw ki utrzym ujące się przez pewien czas naw et po za­
biciu zwierzęcia. MSI uważana jest za silny inhibitor dekarboksylazy 
kwasu glutaminowego (80, 80a). Inhibitoram i am inotransferazy GABA 
a-ketoglutaran okazały się związki zbliżone budową do kw asu asparagino­
wego, np. kwas aminoszczawiooctowy, k tóry obniża aktyw ność enzymu do 
50°/o. W obecności tych  inhibitorów w zrastało w mózgu stężenie GABA 
bez równoczesnego obniżenia stężenia kwasu glutaminowego.

Zawartość GABA w mózgu zależy od natlenienia organizmu. W hy- 
peroksji stw ierdzano obniżenie a w hypoksji podwyższenie zawartości 
GABA wolnego i związanego, a ponadto stosunek ilościowy GABA wol­
nego do związanego zależał od zawartości tlenu  w atm osferze, w której 
przebyw ały zwierzęta przy hyperoksji występowały u  zw ierząt drgaw ki 
a przy hypoksji objaw y dyskoordynacji w m ięśniach (91). In vitro 
w skraw kach kory mózgowej inkubow anych w medium zawierającym  
GABA wprowadzenie jonów potasu wywoływało gwałtow ny i znaczny 
spadek zawartości GABA. Efekt ten  n ie występował po wprowadzeniu 
równoważnych ilości jonów sodu (40). Podobnie zachowują się i inne prze­
nośniki w centralnym  układzie nerw ow ym  jak  acetylocholina lub am iny

katecholowe. In teresujące doświadczenia C u r t i s a  i w s p .  (12) z alka­
loidem ftalidoizochinolinowym bikukuliną (wzór I), która blokuje efekt 
inhibitorowy GABA pozwoliły stwierdzić, że GABA jest prawdopodobnie 
najw ażniejszym  jeżeli nie jedynym  naturalnym  inhibitorem  w central­

Wzór I. B ikukullina (12)

Wzór II. M uscim ol (33)
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nym  układzie nerwowym, co potwierdziło dawniejsze przypuszczenia w y­
suwane przez R o b e r t s a  (57).

Oprócz GABA również glicyna wykazuje właściwości inhibitora, jed ­
nak nie w mózgu a w rdzeniu kręgowym i to tylko u n iektórych gatunków 
zwierząt (12). Ostatnio przypisuje się własności inhibitorowe w  przeno­
szeniu impulsów nerwowych także niektórym  związkom otrzym yw anym  
z grzybów. Jeden z nich muscimol (wzór II), zalicza się do betain izoksy- 
azolowych (32, 33).

7. Neuronowa aktyw ność GABA

Dane źródłowe o neuronowej aktywności GABA opublikowane do 1960 
roku podsumowuje R o b e r t s  (16) w XVI rozdziale zbiorowego w ydaw ­
nictwa Neurochemistry. S i e r o s ł a w s k a  (76) w swej pracy przeglą­
dowej uwzględniającej piśmiennictwo do 1963 roku dochodzi do następu­
jących konkluzji: wprawdzie dotychczasowe badania nad przenoszeniem 
podniet w centralnym  układzie nerwowym nasuwają przypuszczenia, że 
GABA jest głównym a może i jedynym  naturalnym  inhibitorem , ale brak 
na to pełnego m ateriału  dowodowego. Przypuszcza się, że GABA spełnia 
swoją rolę czynnika uspokajającego (trankwilizera) nie tylko pod posta­
cią pierw otnej łańcuchowej formy ale i w postaci pochodnych cyklicznych 
laktam owej lub laktonowej. Związki o typie struk tu ry  GABA łatw o ulega­
ją  cyklizacji i powstawanie w ustroju form cyklicznych jest bardzo p raw ­
dopodobne. GABA wbrew pierwotnym poglądom może w pewnych w a­
runkach u niektórych gatunków zwierząt przenikać przez barierę móz­
gową być może pod postacią laktamową.

Następne lata przyniosły sporo publikacji uzupełniających nasze w ia­
domości w tej dziedzinie. Niektóre z nich omówiono w poprzednim  roz­
dziale. Tu w arto przytoczyć, za artykułem  redakcyjnym  w Naturę  (44) 
zarys współczesnych poglądów na antagonistyczną rolę GABA w central­
nym  układzie nerwowym.

Przenoszenie bodźców elektrycznych z jednego neuronu na drugi w sy­
napsach wiąże się z uwalnianiem przenośnika (transm ittera). Uwolniony 
we włóknie przedsynapsowym przenośnik chemiczny rozprzestrzenia się 
wzdłuż synaptycznej szpary oddzielającej neurony, reagując ze specjal­
nym  receptorem  na powierzchni neuronu już poza synapsą. Przenośnik 
może albo pobudzać neurony już poza synapsą do aktywności, albo hamo­
wać zdolność neuronów do reakcji na następne pobudzenia. Inhibitory 
przewodnictwa w neuronach odgrywają decydującą rolę w przetw arzaniu 
inform acji w centralnym  układzie nerwowym. Ciągłe bowiem, wzajem ne 
oddziaływanie czynników hamujących i pobudzających determ inuje ak ­
tywność pojedynczych neuronów.

Nie wszystkie przenośniki czynne w ustro ju  zwierzęcym zostały ziden­
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tyfikowane. Głównym ale nie jedynym  przenośnikiem  o charakterze in­
hibitora (depresorem) jest prawdopodobnie GABA.

Przypuszcza się, że w centralnym  układzie nerw ow ym  GABA jest je­
dynym  przenośnikiem  hamującym . Swoistym antagonistą GABA jak  już 
wspomniano, jest bikukullina o silnym  działaniu farm akologicznym  po­
wodującym  drgawki. W prowadzona miejscowo bikukullina blokuje ha­
m ujące działanie lokalnie podanego GABA na neurony w korze mózgo­
wej i móżdżku. Alkaloid ten  nie blokuje natom iast inhibitorów w rażli­
w ych na strychninę w rdzeniu kręgowym. W hamowaniu przewodnictwa 
w rdzeniu bierze udział glicyna. S trychnina blokująca inhibitory rdzenio­
we i powodująca drgaw ki nie wpływa jednak na depresor w korze móz­
gowej i móżdżku.

Kwas (3-aminoizomasłowy (BAIBA) w ystępuje w moczu tak  zwanych 
,,wydzielaczy BAIBA” rzadko spotykanych w populacjach rasy białej, 
częściej (5—10%) w populacjach rasy czarnej i żółtej (27, 28). W ydalanie 
BAIBA w tych  przypadkach ma charak te r genetyczny, natom iast w yda­
lanie obserwowane przy niektórych schorzeniach wiązano z wadliwą re- 
sorpcją zwrotną aminokwasów w kanalikach nerkowych. W edług sugestii 
F i n k a  i wsp. (17, 18, 19, 20) BAIBA jest produktem  rozpadu tym iny, 
zasady pirym idynowej wchodzącej w skład DNA (85) (schemat 4).

Fink i wsp. wykazali wzrost ilości wydalonego BAIBA u szczurów po 
podaniu w diecie tym iny, a w większym jeszcze stopniu po podaniu dwu- 
hydrotym iny. Pochodzenie BAIBA potw ierdzają też dane odnośnie w y­
kryw ania tego aminokwasu w moczu w przypadkach schorzeń nowotwo­
rowych. Zwiększone ilości BAIBA w moczu w ykryw a się w stanach gło­
dowych u dzieci z wyniszczeniem przy niedoborach białkowych (kwas- 
hiorkor), przy zatruciach ołowiem, u chorych po naświetleniach neutro­
nami i promieniami gamma. Najwięcej danych źródłowych o występowa­
niu BAIBA w moczu w fizjologii i patologii podaje B e r r y  (6). Identy-

II. Kwas (3-aminoizomasłowy

Schem at 4. Przem iana tym iny do kw asu (3-aminoizomasłowego
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fikać ja BAIBA w moczu odgrywa zatem rolę w diagnostyce lekarskiej. 
Metody identyfikacji i oznaczeń ilościowych BAIBA w moczu opisali 
S c h i e t e c a t t e  i wsp. (69) oraz G o e d d e  i B r u n s c h e d e  (26). 
Pierw si z nich zastosowali technikę chrom atografii bibułowej. Oznacze­
nia ilościowe przeprowadzali densytometrycznie. Zakres stężeń BAIBA 
oznaczanych tą  metodą wynosił od 15—50mg w 24-godzinnym moczu, co 
odpowiada ok. 0,75—2,5|ig na plamę. Goedde i Brunschede oznaczali 
BAIBA pod postacią DNP pochodnych techniką chrom atografii cienko­
warstw owej. Oznaczenia ilościowe przeprowadzali fotom etrycznie w elua- 
tach z plam  DNP-BAIBA. Czułość tej m etody wynosiła 0,8[xg a średni 
błąd około 5%.

III. Kwas a-aminomasłowy

Kwas a-aminomasłowy występuje w większości tkanek  roślinnych
i zwierzęcych. W odróżnieniu od GABA i BAIBA, nie w ykazuje on żad­
nej swoistej właściwości biologicznej. Większość autorów wiąże jego w y­
stępowanie w tkankach z metabolizmem m etioniny (schemat 5) i treoni- 
ny (schemat 6). Teoretycznie i kwas glutam inowy mógłby być substra-

HO O C-CH • CH2 - SCH3 —► HOOC- CH • CH2 -CH2 SH +  HO-CH2 -C H -C O O H  —  
n h 2 , NH2 Ńh2

—»“HOOC • CH • CH2 -CH2 s  *CH2-CH COOH —^  HOOC-CH • CH2- CH2OH + H S • CH2 - CH • COOH 

NH2 NH2 NH2 NH2

CHrCHo-C -COOH
II
O

I
CH3 CH2 CH-COOH

n h 2
c h 3 - c h 2 - c o o h + c o 2

S ch em at 5. K w as a-am inom asłowy na szlaku przem iany m etioniny

tem  w biosyntezie kwasu a-aminomasłowego, ale dotychczas nie uzyska­
no dowodów potwierdzających to przypuszczenie. Dominuje pogląd, że 
kwas a-am inom asłowy nie leży na żadnym z głównych szlaków m etabo­
lizmu któregokolwiek aminokwasu lub innych związków. Nie kum uluje 
się on w tkankach, nie wykrywa się go w krwi, a w moczu w ystępuje spo-
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radycznie w ilościach śladowych. W moczu fizjologicznym u dzieci jego 
zawartość wynosi średnio 2,6|ig/mg kreatyn iny  (87). W moczu dzieci zdro­
w ych i chorych (kwashiorkor) leczonych i nieleczonych w ykryw a się me­
todą Steina i Moora sporadycznie kwas a-am inom asłowy (87). D e n t

CHo • CH • CH • COOH
i i 

OH NH2

I-H j O 

CHy CH =  CH • COOH

NH2

CH3 *CH2 -ę-C O O H  CH3-CH2-CO-COOH

+ % °  2
u

CH3-CH2-CH-COOH ch3 . c h 2-c o o h + c o 2 

nh2

Schem at 6. Kw as a-am inom asłow y na szlaku przem iany treoniny

(13, 14) stw ierdzał chrom atograficznie kwas a-am inom asłowy w moczu 
dzieci w przypadkach choroby Fanconiego. Również w przypadkach krzy­
wicy (5 na 15 badanych) w ykryto kw as a-am inom asłowy w stężeniach 
5,5—26,5mg w dobowej ilości moczu (87). U dorosłych w fizjologii i pa­
tologii kwas a-aminomasłowy w ystępuje w moczu tylko sporadycznie 
w zakresie stężeń 20—40|aM /1000 ml. W płynach mózgowo-rdzeniowych 
w ykryw ano kwas a-am inom asłowy również sporadycznie i w ilościach 
śladowych (8, 42, 42a). Żaden z w ym ienionych autorów, którzy w ykry­
wali kwas a-aminomasłowy w  płynach ustrojow ych nie interpretow ał 
jego pochodzenia i nie wiązał jego obecności z żadnym ze znanych amino­
kwasów. Obecność tego związku w płynach mózgowo-rdzeniowych może 
budzić zainteresowanie, zwłaszcza iż nie w ykryw ano w nich nigdy GABA.

W naszych badaniach am inoacydurii u dzieci z niedorozwojem um y­
słowym o różnej patogenezie w ykryw aliśm y kwas a-am inom asłowy spo­
radycznie (48, 49). W niektórych przypadkach stw ierdziliśm y w moczu 
obok tego związku również obecność BAIBA i GABA, uzyskując ich wy­
raźny rozdział na elektrochrom atogram ach bibułowych (47).

NH

I
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IV. Inne kwasy aminomasłowe

W piśm iennictwie spotyka się tylko nieliczne wzm ianki o innych mniej 
znanych aminokwasach masłowych. I tak w mózgu zidentyfikowano kwas 
|3-hydroksy-y-aminomasłowy (wzór III a i b), k tóry  może tam  powsta­
wać z substratów  zawierających obok grupy aminowej również hydro­
ksylową (np. z kwasu hydroksyglutaminowego), a także drogą oksydacji. 
Związek ten w mózgu może spełniać rolę inhibitora jednak znacznie słab­
szego od GABA.

a b
C H o - C H —CHo—COOH ^ C H 2 — C H -O H
I I —  NH I

n h 2 o h  \ c o — c h 2
(ID)

Wzór III. Kwas |3-hydroksy-v-am inom asłow y  
a —  b u d o w a  ła ń c u c h o w a , b  —  b u d o w a  c y k l ic z n a  (46)

W śród innych aminokwasów z grupam i -OH i aminową przy różnych 
węglach (9) wymienić należy kwas 4-hydroksy-3-am inom asłowy stoso­
w any jako lek w stanach zapalnych.

W mózgach bydlęcych znaleziono kwas 2,4-dwuaminomasłowy (45). 
Aminokwas ten  w ystępuje także w mukopeptydzie i błonach kom órko­
wych niektórych bakterii patogennych. Izomery kwasów dwuam inom a- 
słowych w ystępują w antybiotyku aspartycynie i w bakterii Xanthom o- 
nas (29, 53). Przem iany kwasu a,y-dwuaminomasłowego w Xantomonas 
przedstaw ia schem at 7.

Kwas a-aminoizomasłowy, w ykrywany wśród m etabolitów argininy 
w kom órkach tłuszczowych u myszy (83) zalicza się do analogów amino- 
kwasowych nie metabolizowanych W  ustroju. Kwas (3-aminomasłowy w y­
tw arzany jest przez bakterie Pseudomonas putrida  (90). Form a l  tego 
aminokwasu ulega przemianie do kwasu bursztynowego. W orzeszkach 
ziemnych znaleziono aminokwasy masłowe z grupam i m etylowymi, któ­
rych prekursorem  jest prawdopodobnie kwas m etyloglutam inowy. 
W Chromobacterium violaceum  zidentyfikowano kwas y-cyjano-a-am ino- 
masłowy (10). W tkance mózgowej wykrywano ponadto inne pochodne 
kwasu masłowego: y-butyrylohistydynę i kwas guanidynom asłowy, co 
świadczy o licznych procesach transam inacji i transam idacji odbywających 
się w ustrojach.

Na zakończenie przeglądu danych o metabolizmie i roli biologicznej 
kwasów aminomasłowych podkreślić należy zagadnienie w ątpliw e i nie­
dostatecznie zbadane. Do takich należy sprawa zależności aktywności bio­
logicznej od s tru k tu ry  chemicznej, a także pełne powiązanie w szlakach 
m etabolicznych wszystkich znanych dotychczas izomerów kwasów ami-
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nomasłowych. Nie rozstrzygnięta jest sprawa pochodzenia kwasu a-am i- 
nomasłowego i jego pojawiania się w płynie mózgowo-rdzeniowym i w mo­
czu. B rak też pełnego i jasnego poglądu na transport kw asu y-aminoma- 
słowego przez błony bariery  mózgowej do płynu mózgowo-rdzeniowego, 
do krw i i w odwrotnym  kierunku  do mózgu. Niezupełnie jest wyjaśnio­
na spraw a występowania kwasu y-aminomasłowego w moczu. Dalszych

am ino -a -okso m astow y

COOH
Kwas

li-amino -o e - hydroksymastowy

Schem at 7. M etabolizm  kwasu L-a-Y-dwuaminomasłowego u Xantom onas  (53) 
DABA — kw as dw uam inom asłow y, ABS — aldehyd a-am inom asłow y

badań wym aga transport kwasu glutam inowego i GABA oraz lokalizacja 
katalizujących ich przem iany enzymów w poszczególnych partiach móz­
gowych. Na zainteresowanie zasługują próby w ykorzystania am inokwa­
sów masłowych w diagnostyce lekarskiej niektórych schorzeń.
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RECENZJE

J. O pieńska-B lauth, H. Kraczkowski i H. Burszkiewicz — Zarys chrom atografii 
cienkow arstw ow ej, w ydanie II, PWRiL, Warszawa, 1971 r. str. 385, rys. 101, tabel 124.

Jest to drugie, znacznie rozszerzone i unowocześnione w ydanie doskonałej m o­
nografii prof. O pieńskiej-B lauth i Jej współpracowników, pośw ięconej jednej z n aj­
now szych technik analizy chemicznej — chromatografii cienkow arstw ow ej. Podręcz­
nik podzielony jest na 20 rozdziałów, posiada bogate piśm iennictw o około 1200 p o­
zycji oraz skorowidz rzeczowy.

Technika chrom atografii cienkowarstwowej w nowoczesnym  opracowaniu m e­
todycznym  wprowadzona do praktyki przez E. Stahla pod koniec lat pięćdziesiątych, 
dzisiaj znalazła pow szechne zastosowanie do analizy jakościowej i ilościow ej, do b a­
dań strukturalnych zw iązków  organicznych i nieorganicznych. Szczególnie korzyst­
ną cechą tej m etody jest szybkość z jaką uzyskuje się rozdział składników  różnych  
m ieszan in  oraz możność zastosowania takich solwentów, które dla bibuły i różnych  
fo lii byłyby niszczące (silne kwasy i zasady, niektóre odczynniki organiczne), a u ży­
cie  których ma niejednokrotnie zasadnicze znaczenie dla efektyw ności rozdziału. 
M ożność łączenia metody chromatografii cienkowarstwowej z innym i technikam i —  
chrom atografią bibułową i elektroforezą w  różnych nośnikach — jeszcze bardziej 
rozszerza jej zastosow anie w  analizie chemicznej.

Po om ów ieniu historycznego rozwoju, autorzy przedstawiają zw ięźle teoretycz­
ne zasady, szczegóły techniki i przyrządy, których prostota jest jeszcze jedną za le­
tą om aw ianej m etody. W dalszych rozdziałach następuje system atyczne om ów ienie  
przebiegu analizy licznych grup związków chemicznych: am inokw asów , peptydów  
i białek, lipidów , sterydów, cukrowców, alkaloidów i terpenów , produktów  hydro­
lizy kw asów  nukleinow ych, witamin i antybiotyków oraz innych grup zw iązków  or­
ganicznych. Odrębny rozdział poświęcony został zastosowaniu chrom atografii c ien ­
kow arstw ow ej do analizy lekarskiej i końcowy rozdział — standaryzacji m etody, 
głów nie do celów  ilościowych.

N ależy podkreślić, że w  książce znalazło się w iele w yników  w łasnych autorów, 
jako że środowisko lubelskie ma konkretne osiągnięcia na tym  polu. W sum ie —  
pożyteczna i potrzebna w  polskim piśm iennictwie pozycja, w ydana przez w yd aw ­
nictw o, które cechuje staranność technicznego opracowania podręcznika i czystość  
druku. Na przyszłość przydałby się skorowidz nazwisk. Z pew nością m onografia  
będzie szeroko wykorzystana w  pracowniach różnego typu w  całym  kraju.

W. O strow ski
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J. K ączkow ski — P odstaw y biochem ii, W ydaw nictw a N aukow o-T echniczne.
W arszawa 1970.

W  roku 1970 ukazało się II w ydanie książki J. K ączkow skiego „Podstaw y bio­
chem ii w ydane przez W ydaw nictw a N aukow o-T echniczne. Książka jest podręcz­
nikiem  biochem ii ogólnej przeznaczonym  dla studentów  w ydziału  technologii rol­
no-spożyw czej, a także w ydziału  rolniczego W yższych Szkół Rolniczych. Treść pod­
ręcznika zawarta jest w  14 rozdziałach: 1. W iadom ości w stępne, 2. Am inokw asy
i białka, 3. Enzymy, 4. W itam iny rozpuszczalne w  wodzie i koenzym y, 5. W itaminy 
rozpuszczalne w  tłuszczach. Związki pochodne izopentenolu, 6. K w asy nukleinowe,
7. Przem iana am inokw asów  i białek, 8. B arw niki porfirynowe, 9. U tlen ian ie biolo­
giczne, 10. Cykl kw asów  trójkarboksylow ych, 11. Cukrowce i ich przem iany, 12. Fo­
tosynteza, 13. M etabolizm tłuszczow ców , 14. Rola zw iązków  m ineralnych  
w  m etabolizm ie.

Założeniem  autora podręcznika było przedstaw ienie najw ażniejszych w iadom o­
ści e  budow ie i przem ianach zw iązków  w ystępujących w  ustrojach żyw ych z pod­
kreśleniem  tych, z którym i ma do czynienia now oczesna technologia żyw nościow a. 
Stąd też autor w  licznych rozdziałach um ieścił m ateriał szczególnie interesujący  
technologów  żywności. W rozdziale o białkach podaje przegląd w ażniejszych białek  
w ystępujących w  produktach żywności; w  rozdziale o enzym ach m ów i o zastoso­
waniach enzym ów  w  technologii rolno-spożyw czej, a na przykład w  rozdziale o w i­
tam inach o przem ysłow ej produkcji w itam in i witam iniizowaniu artykułów  spo­
żyw czych. Jest to zaletą podręcznika przeznaczonego dla studentów  uczelni rolni­
czych. Podręcznik, jako zaw ierający podstaw ow e w iadom ości z biochem ii, jest bar­
dzo zw ięzły z odpowiednio w yw ażoną treścią poszczególnych rozdziałów. Podręcz­
nik stanow ić m oże cenną pomoc w  nauczaniu biochem ii i to nie tylko w  uczelniach  
rolniczych. Jednak nie w szystk ie rozdziały opracow ane są jednakow o starannie. 
Na przykład w  rozdziale o  kw asach nukleinow ych można znaleźć szereg drobnych 
potknięć czy nieścisłości. I tak np. na stronie 143 autor pisze, że „Bardzo in teresują­
cym  zjaw iskiem  jest stw ierdzone ostatnio w ystępow anie w  kw asach nukleinow ych  
wirusów , lub w  tak zw anym  rozpuszczalnym  RNA iV-m etylowych pochodnych za­
sad, np. 6 -N -m etylo- i 6-iV -dw um etyloadeniny”. W iem y dziś, że w ystępow anie tych  
pochodnych jest o w iele  pow szechniejsze i nie ogranicza się do tych dwóch poda­
nych rodzajów  kw asów  nukleinow ych. Na stronie 148 autor m ylnie inform uje, że 
„Wirusy bakteryjne, czyli bakteriofagi zaw ierają w yłącznie DNA, podczas gdy w i­
rusy roślinne mogą zaw ierać w yłączn ie R N A ”. M ów iąc o b iosyntezie kw asów  nukle­
inow ych (str. 149) stwierdza, że „Synteza-D N A - przebiega przy w spółdziałaniu en ­
zymu... oraz niew ielkiej ilości DNA... Ten ostatni pełn i rolę tak zw anego startera  
lub m atrycy, na wzór której przebiega dalsza synteza...” Tak podane pojęcia star­
tera lub m atrycy mogą m ylić czytelnika (o czym zresztą sam m iałem  okazję się 
przekonać podczas egzam inów). Również n iepraw dziw e jest stw ierdzenie (str. 150), że 
„Każdy — z rozdzielonych łańcuchów  D NA  — w  w yniku podziału przechodzi do 
oddzielnej kom órki potom nej, gdzie następuje dobudowa dopełniającego łańcucha  
z udziałem  obecnych tam  trójfosforanów ...” R ównież niepotrzebnie podaje autor bar­
dzo hipotetyczną drogę przekazyw ania inform acji: DNA -> RNA I -> białko  
->  RNA II -> DNA godzącej zresztą w  znany dogmat Cricka o niem ożności prze­
noszenia inform acji zaw artej w  strukturze białka na strukturę RNA (i DNA). 
W rozdziale o biosyntezie białka m ylnie podano (str. 152), że am inokw as jest ak ty ­
w ow any przy udziale kinazy. R ównież niezbyt fortunne w ydaje m i saę przedstaw ie­
nie zagadnienia kodu genetycznego ujęte zbyt historycznie, a ¡pomijające w ażniej­
sze i obow iązujące dziś stwierdzenia. Można było np. pom inąć w  elem entarnym
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podręczniku spraw y kodu zachodzącego na siebie czy nie zachodzącego, ale nie po­
winno zabraknąć w  nim  aktualnej tablicy kodonów.

Mimo tych niedociągnięć sądzę, że książka Kączkowskiego jest bardzo pożytecz­
ną rodzimą pozycją podręcznikową biochemii. Język książki jest jasny, układ przej­
rzysty i logiczny. Jest starannie wydana. Zgodnie z przeznaczeniem  można ją po le­
cić studentom  w ydziałów  rolno-spożywczych W yższych Szkół Rolniczych, a także 
innym  pragnącym  zapoznać się z podstawami biochemii.

J. P aw ełk iew icz
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SPRAWOZDANIA

IV. M iędzynarodowe Sympozjum na temat flaw in  i flaw oproteidów . Konstanz,
14—19 marzec 1972 r.

W dniach 14— 19 marca odbyło się w  U niw ersytecie w  K onstanz (NRF) IV M ię­
dzynarodowe Sym pozjum  na temat flawiin i flaw oproteidów , finansow ane przez 
EMBO, IUB, firm ę Volksw agen i Towarzystwo W spom agania U niw ersytetu  w  K on­
stanz. Organizatorem sympozjum był prof. dr Peter Hem m erich.

Sym pozjum  m iało charakter warsztatowy tzw . „W orkshop” i jego podstawą była  
dyskusja nad krótkim i, 5— 10 minutowymi, kom unikatam i przedstaw ionym i przez 
82 uczestników . Tem atyka sym pozjum została podzielona tna 3 głów ne sekcje z n a­
stępującym i zagadnieniam i do dyskusji:
A) Budowa chem iczna i funkcja flaw in  w olnych i związainych z białkam i. 1) B u­

dowa chem iczna starych i nowych koenzym ów  flawiniowych oraz flaw in . 2) O gól­
ne chem iczne i fizyczne własniośai rdzenia flaw inow ego. 3) O ddziaływ ania m ię ­
dzy flaw inam i, jednoelektronowe przeniesienia, połączenia m etalu  z flaw iną.
4) A ktyw acja wodoru związanego z w ęglem  CH (odw odorowanie) przy udziale  
flaw in. 5) A ktyw acja O2 (autooksydacja, oksygenacja) przy udziale flaw in . 6) A k ­
tyw acja połączenia CO przy udziale flaw in.

B) Rola flaw in  w  m etabolizm ie zwierząt, roślin i drobnoustrojów. 1) F law iny w  sta ­
nach w zbudzonych światłem . 2) Flaw iny w  m etabolizm ie pirogronianu. 3) F la ­
w iny w  syntezie kw asu tłuszczowego. 4) F law iny w  utlenianiu  m itochondrial- 
nym. 5) F law iny w  mikrosomalnym utlenianiu zred. NAD(P) i  reakcjach hy- 
droksylacji. 6) F law iny w  fotosyntezie.

C) Chemia i budowa flawo-/apo/proteidów. 1) P ierw szorzędow a struktura i ana­
liza prom ieniam i X  flawaproteidÓW: Z) W iązanie flawiin przez białka i m odyfi­
kacja białek. 3) Badania rezonansu m agnetycznego flaw oproteidów . 4) Badania  
czwartorzędowej struktury d zmian konform acyjnych flaw oproteidów . 5) N ow e  
flawoproteidy.
W przeciw ieństw ie do poprzednich trzech sym pozjów, m ateriały z obecnego  

sym pozjum, ze w zględu na dyskusyjny charakter zjazdu nie będą publikowane. 
Następne, V sym pozjum  przewidziane jest w  roku 1975 w  K alifornii (USA).

Z. Kaniuga
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KOM UNIKAT

Zarząd Główny P olsk iego T ow arzystw a B iochem icznego kom unikuje uprzejm ie, 
że została pow ołana Rada R edakcyjna P ostępów  B iochem ii w  następującym  składzie: 

Przew odniczący — prof, dr K azim ierz Z akrzew ski (W arszawa)
Członkow ie — doc. dr M ichał Bagdasarian (W arszawa) 

prof, dr M ieczysław  Chorąży (G liwice) 
doc. dr Janusz Grzegorczyk (Szczecin) 
doc. dr S tan isław  L ew ak (W arszawa) 
prof, dr W anda M ejbaum -K atzenellenbogen (Wrocław) 
doc. dr Andrzej M oraw iecki (Wrocław) 
prof, dr Jerzy P aw ełk iew icz (Poznań) 
prof, dr Tadeusz Szczepkow ski (Kraków) 
prof, dr Zofia Z ielińska (W arszawa)

Sekretarz 
dr Janina Malec

Prezes
prof, dr Tomasz Borkowski
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S T A T U T  
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Rozdział I

Nazwa, teren działalności, siedziba i charakter prawny

§ 1.
Stow arzyszenie nosi nazwę: „Polskie Tow arzystw o B iochem iczne” zw ane w  dalszej 
treści Statutu T owarzystwem

§ 2.
Terenem  działalności Tow arzystw a jest obszar P olsk iej R zeczypospolitej Ludowej 
a siedzibą w ładz m.st. W arszawa.

§ 3.
Tow arzystw o jest stow arzyszeniem  zarejestrowanym , działającym  na podstaw ie obo­
w iązującego prawa o stow arzyszeniach i z tego tytu łu  posiada osobowość prawną.

§ 4.
Tow arzystw o może zakładać oddziały terenow e, podlegające legalizacji przez w ła ­
ściw ą terenow ą w ładzę adm inistracji ogólnej.

§ 5.
T ow arzystw o m oże być członkiem  krajow ych i m iędzynarodowych organizacji o tym  
sam ym  lub podobnym profilu działania.

§ 6.
1. T owarzystwo używ a pieczęci okrągłej z napisem: „POLSKIE TOWARZYSTWO  

BIOCHEMICZNE” oraz pieczęci podłużnej z napisem: „Polskie T owarzystwo B io­
chem iczne, Zarząd G łówny w  W arszawie, A dres siedziby”.

2. Oddziały T owarzystwa używ ają p ieczęci podłużnej z napisem : „Polskie T ow a­
rzystw o Biochem iczne, Oddział w .... . adres siedziby.

§ 7.
Tow arzystw o opiera sw oją działalność na pracy społecznej ogółu członków.

Rozdział II

Cele i środki działania

§ 8.
Celem  T owarzystwa jest popieranie rozw oju biochem ii i jej popularyzacja.

§ 9.
Dla osiągnięcia sw ych celów  Towarzystwo:

1) organizuje zjazdy, sym pozja, zebrania naukowe, odczyty, w ykłady i konkursy,
2) w ydaje i  popiera czasopism a naukow e, książki i inne publikacje z zakresu  

biochem ii,
3) opiniuje o stanie i potrzebach biochem ii polskiej i w ystępuje w  jej sprawach  

wobec władz,
4) w spółpracuje z pokrew nym i stow arzyszeniam i w  kraju i zagranicą.
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Rozdział III

Członkowie, ich prawa i obowiązki

§ 10.
W skład T owarzystwa wchodzą członkowie zwyczajni, honorow i i w&pierający.

§ 11.
1. Członkiem zw yczajnym  Towarzystwa może być obyw atel polski lub obcy posia­

dający dorobek naukow y z biochem ii lub dziedzin pokrew nych.
2. Członkiem honorowym  Towarzystwa może być obyw atel polsk i lub obcy, szcze­

gólnie zasłużony dla rozwoju polskiej biochem ii.
3. Członkiem  wspierającym  może być każda osoba prawna, w płacająca roczną sk ład­

kę na rzecz Towarzystwa.
§ 12.

1. Kandydat na Członka zwyczajnego zostaje przyjęty w  poczet C złonków T ow a­
rzystw a przez Zarząd Główny na podstawie pisem nej deklaracji podpisanej przez
2 Członków wprowadzających.

2. C złonkostwo honorowe — na wniosek Zarządu Głównego — nadaje W alne Z e­
branie Członków Towarzystwa większością co najm niej 2/3 głosów, w  tajnym  
głosowaniu.

3. Członków w spierających przyjm uje Zarząd Główny na podstaw ie pisem nej de­
klaracji.

4. P rzyjęcie kandydatów  z zagranicy następuje po akceptacji przez Polską A ka­
dem ię Nauk.

§ 13.
1. Członkowie zw yczajni Towarzystwa mają prawo do:

1) czynnego i biernego wyboru do władz Towarzystwa,
2) uczestniczenia w  Walnych Zebraniach, w  Zjazdach N aukowych, sym pozjach, 

konferencjach i zebraniach naukowych i organizacyjnych Towarzystwa,
3) prenum eraty w ydaw nictw  biochem icznych poprzez Towarzystw«.

2. C złonkowie honorowi mają wszystkie prawa Członków zw yczajnych oraz są 
zw olnieni od opłacania składek członkowskich.

3. C złonkow ie T owarzystwa obyw atele państw obcych mają w szystk ie prawa człon­
ków  zw yczajnych lub honorowych z w yjątkiem  biernego prawa wyborczego.

4. C złonkow ie w spierający mają prawo uczestniczenia w  W alnym  Zebraniu z g ło ­
sem  doradczym za pośrednictwem swego przedstawiciela.

§ 14.
Członkow ie T owarzystwa obowiązani są:

1) przestrzegać postanowień Statutu, regulam inów  oraz uchw ał w ładz T ow a­
rzystwa,

2) opłacać regularnie składki członkowskie w  w ysokości uchw alonej przez W al­
ne Zebranie członków.

§ 15.
1. Członkostwo w ygasa w  przypadku:

1) w ystąpienia z Towarzystwa zgłoszonego na p iśm ie Zarządowi Głównem u, za 
pośrednictw em  terenowo właściwego Oddziału lub bezpośrednio o  ile  w  m iejscu  
zam ieszkania członka nie ma oddziału,

2) skreślenie z listy członków przez Zarząd Główny z pow odu nie płacenia sk ła ­
dek przez okres 2 lat, m im o dwukrotnego pisem nego upom nienia, a w  przy­
padku członkostwa wspierającego w związku ze zm ianą profilu działania lub  
utratą osobow ości prawnej,

3) w ykluczenie z Towarzystwa przez Zarząd Główny za działalność na szkodę 
Towarzystwa, za czyny nie licujące z godnością członka Towarzystwa lub

http://rcin.org.pl



530 ST A T U T  P T B ioch .

w  przypadku skazania praw om ocnym  w yrokiem  sądu pow szechnego na karę 
dodatkową utraty praw  publicznych,

2. Od uchw ały Zarządu G łów nego o  w ykluczeniu  z Tow arzystw a przysługuje człon­
kow i praw o odw ołania się do W alnego Zebrania, którego uchw ała jest. osta­
teczna.

Rozdział IV

W ładze T ow arzystw a

§ 16.
1. W ładzam i Towarzystwa są:

1) W alne Zebranie C złonków Towarzystwa,
2) Zarząd Główny,
3) Główna Komisja Rewizyjna,

2. Kadencja Zarządu G łównego i G łównej K om isji R ew izyjnej trw a 3 lata.
3. C złonkow ie w ładz T ow arzystw a pełn ią sw oje funkcje honorowo.
4. C złonkowie w ładz Tow arzystw a n ie  pow inni pełn ić tej sam ej funkcji dłużej 

niż przez dw ie kolejne kadencje.
§ 17.

1. W alne Zebranie Członków T owarzystwa jest najw yższą władzą Towarzystwa i m o­
że być zw yczajne lub nadzw yczajne.

2. Do kom petencji zw yczajnego W alnego Zebrania C złonków T owarzystwa należy:
1) uchw alenie głów nych k ierunków  działalności T owarzystwa,
2) rozpatryw anie sprawozdań z działalności Zarządu G łów nego i G łównej Ko­

m isji Rewizyjnej,
3) udzielanie absolutorium  ustępującem u Zarządowi G łównem u na w niosek G łów ­

nej K om isji R ewizyjnej,
4) wybór Zarządu G łów nego i G łównej K om isji R ew izyjnej,
5) nadaw anie godności członka honorow ego na w niosek  Zarządu Głównego,
6) uchw alanie w ysokości składek członkow skich,
7) rozpatryw anie spraw  w niesionych pod obrady Zebrania przez Zarząd Główny,
8) rozpatryw anie w niosków  zgłoszonych przez członków  Towarzystwa,
9) rozpatryw anie odw ołań członków  w  spraw ach w ykluczenia z  Towarzystwa, 

10) podejm owanie uchw ał o  zm ianie Statutu  i  rozw iązaniu się T owarzystwa.
§ 18.

U chw ały W alnego Zebrania członków  T ow arzystw a zapadają zw ykłą w iększością  
głosów  przy obecności co najm niej połow y liczby członków  upraw nionych do g ło ­
sow ania — w  pierw szym  term inie, w  drugim term in ie — bez w zględu na liczbę 
obecnych.

§ 19.
1. Zwyczajne W alne Z ebranie Członków Tow arzystw a zw oływ ane jest przez Zarząd 

G łówny co trzy lata w  zw iązku z zakończeniem  Kadencji.
2. O term inie, m iejscu i porządku obrad Z w yczajnego W alnego Zebrania Zarząd 

G łówny zawiadam ia członków  co najm niej na dwa tygodnie przed zw ołaniem  Ze­
brania.

§ 20.
1. N adzw yczajne W alne Zebranie Członków  zw ołuje Zarząd Główny z w łasnej in i­

cjatyw y, na w niosek G łównej K om isji R ew izyjnej, na w niosek co najm niej 1/3 
liczby Członków Towarzystwa, zgłoszony na p iśm ie Zarządowi Głównem u.

2. N adzw yczajne W alne Zebranie w inno być zw ołane w  term inie 3 m iesięcy od 
w płynięcia wniosku i obraduje nad spraw am i, dla których zostało zw ołane.
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§ 21.
W skład Zarządu Głównego wchodzi prezes, w iceprezes oraz 14 członków  w ybra­
nych przez W alne Zebranie w  tajnym  głosowaniu.

§ 22 .

Do kom petencji Zarządu Głównego należy:
1) reprezentow anie Towarzystwa na zewnątrz,
2) realizow anie celów  statutowych oraz w ykonyw anie uchw ał W alnego Zebra­

nia Członków,
3) opracow yw anie planów całokształtu działalności T ow arzystw a i projektów  

budżetu oraz sprawozdań z ich wykonania,
4) zarządzanie m ajątkiem  Towarzystwa oraz przyjm owanie darowizn i  zapisów,
5) rozstrzyganie sporów w ynikłych między Członkami w  obrębie Towarzystwa,
6) pow oływ anie i  rozw iązyw anie oddziałów terenow ych i nadzór nad ich dzia­

łalnością,
7) pow oływ anie kom isji problem owych oraz sekcji specjalistycznych,
8) uchw alan ie regulam inów  wewnętrznych,
9) pow oływ anie kom itetu zjazdowego w  m iejscow ości w ybranej na zjazd na­

ukowy,
10) przyjm owanie, skreślanie i wykluczanie Członków T owarzystwa.

§ 23.
1. Posiedzenia Zarządu Głównego odbywają się w  miarę potrzeby nie rzadziej jed­

nak niż raz na pół roku.
2. U chw ały Zarządu Głównego zapadają zw ykłą w iększością głosów , przy obecno­

ści co najm niej połow y członków Zarządu, w  tym  prezesa lub wiceprezesa. W ra­
zie rów ności głosów  rozstrzyga głos przewodniczącego zebrania.

§ 24.
1. Zarząd Główny w ybiera ze sw ego grona siedm ioosobow e Prezydium  Zarządu 

Głównego, w  skład którego wchodzą: prezes, wiceprezes, sekretarz, skarbnik  
i 3 członków  Zarządu.

2. Prezydium  Zarządu Głównego kieruje działalnością T ow arzystw a w  okresach  
pom iędzy posiedzeniam i Zarządu Głównego zgodnie z regulam inem  uchw alonym  
przez Zarząd Główny.

3. Posiedzenia Prezydium  odbywają się w  miarę (potrzeby, n ie rzadziej jednak niż 
co dwa m iesiące.

4. U chw ały Prezydium  zapadają zwykłą większością głosów, przy obecności przy- 
przynajm niej pięciu jego Członków, w tym prezesa lub w iceprezesa i w inny być 
przedstawione na najbliższym  posiedzeniu Zarządu G łównego.

§ 25.
1. Główna Komisja Rewizyjna składa się z 3 Członków w ybranych przez W alne 

Zebranie na okres kadencji Zarządu Głównego, Główna Kom isja R ewizyjna k on­
stytuując się  w ybiera spośród siebie przewodniczącego i sekretarza.

2. Do obow iązków  Głównej Kom isji Rewizyjnej należy: kontrola całokształtu dzia­
łalności Towarzystwa, przeprowadzana przynajm niej raz w  roku, ze  szczególnym  
uw zględnieniem  gospodarki finansowej w  zakresie celow ości, praw idłow ości
i rzetelności.

3. Główna Kom isja Rewizyjna ma prawo w ystępow ania do Zarządu Głównego 
z w nioskam i w ynikającym i z ustaleń kontroli i żądania w yjaśnień.

4. Przew odniczący Głównej Kom isji R ewizyjnej m oże brać udział z głosem  dorad­
czym w  posiedzeniach Zarządu Głównego i Prezydium  Zarządu Głównego.

5. Regulam in działania Głównej Komisji R ewizyjnej zatw ierdza W alne Zebranie 
Członków.
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Rozdział V

Oddziały T ow arzystw a

1. Oddziały Towarzystwa są pow oływ ane z in icjatyw y C złonków na podstaw ie  
uchw ały Zarządu G łównego w  m iejscow ościach, na których teren ie pracuje co 
najm niej 15 Członków Towarzystwa.

2. Teren działalności Oddziału i  jego siedzibę określa Zarząd G łówny Towarzystwa.
§ 27.

1. W ładzami Oddziału T owarzystwa są:
1) W alne Zebranie Członków Oddziału,
2) Zarząd Oddziału,
3) K om isja R ewizyjna Oddziału.

2. Kadencja Zarządu i  Kom isji R ew izyjnej Oddziału trw a 3 lata.
§ 28.

W alne Zebranie Członków Oddziału jest najw yższą w ładzą Oddziału i m oże być 
zw yczajne lub nadzwyczajne.

§ 29.
1. Do kom petencji W alnego Zebrania Członków Oddziału należy:

1) w ytyczanie kierunków  działalności Oddziału, zgodnie z postanow ieniam i S ta ­
tutu i uchw ałam i w ładz Towarzystwa,

2) rozpatryw anie sprawozdań z działalności Zarządu Oddziału i K om isji R ew i­
zyjnej Oddziału,

3) udzielanie absolutorium  ustępującem u Zarządowi Oddziału na w niosek K o­
m isji R ewizyjnej Oddziału,

4) wybór Zarządu Oddziału i  K om isji R ew izyjnej Oddziału,
5) rozpatryw anie w niosków  zgłoszonych przez C złonków  Oddziału.

2. U chw ały W alnego Zebrania C złonków  Oddziału zapadają w  pierw szym  term i­
nie zw ykłą w iększością głosów, przy obecności co najm niej połow y Członków  
upraw nionych do głosowania, w  drugim term in ie bez w zględu na liczbę obec­
nych.

3. Zwyczajne W alne Zebranie Członków Oddziału zw oływ ane jest przez Zarząd 
Oddziału, który inform uje Członków Oddziału o proponow anym  porządku obrad  
na 2 tygodnie przed w yznaczonym  term inem .

§ 30.
Zarząd Oddziału zw ołuje nadzw yczajne W alne Zebranie Członków Oddziału na  
w niosek Zarządu Głównego, z w łasnej in icjatyw y, na w niosek K om isji R ew izyj­
nej Oddziału, na w niosek przynajm niej 1/3 Członków Oddziału zgłoszony na piśm ie  
Zarządowi Oddziału.

§ 31.
Zarząd Oddziału składa się z 3 do 5 osób, w ybieranych przez W alne Zebranie C złon­
ków  Oddziału.

§ 32.
1. Do kom petencji Zarządu Oddziału należy:

1) prow adzenie działalności zgodnie z postanow ieniam i Statutu T owarzystwa
i uchw ałam i w ładz Towarzystwa,

2) organizow anie konferencji, kursów  i zebrań naukow ych,
3) organizow anie zjazdów  Tow arzystw a i  sym pozjów  specjalistycznych z u p o­

w ażnienia Zarządu Głównego,
4) organizow anie odczytów  i w ykładów  popularyzujących biochem ię,
5) składanie Zarządowi G łównem u spraw ozdań z działalności Oddziału.

2. Posiedzenia Zarządu Oddziału odbyw ają się w  m iarę potrzeby, nie rzadziej jed ­
nak niż raz na kwartał.
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§ 33.
1. Kom isja R ew izyjna Oddziału wybierana przez W alne Zebranie Członków Od­

działu w  tajnym  głosowaniu składa się z 3 osób, spośród których w ybiera prze­
w odniczącego.

2. Do obow iązków  Kom isji Rewizyjnej Oddziału należy przeprow adzenie przynaj­
m niej raz w  roku kontroli działalności Oddziału Towarzystwa.

3. Kom isja R ew izyjna ma prawo w ystępow ania do Zarządu Oddziału z wnioskam i 
w ynikającym i z ustaleń kontroli.

4. Przewodniczący K om isji Rewizyjnej Oddziału m oże brać udział z głosem  do­
radczym  w  posiedzeniach Zarządu Oddziału.

Rozdział VI 

Majątek T owarzystwa

§ 34.
1. M ajątek Tow arzystw a składa się z nieruchom ości, ruchom ości i funduszów.
2. N a fundusze Towarzystwa składają się:

1) w pływ y ze składek członkowskich,
2) w pływ y z m ajątku ruchomego i nieruchom ego,
3) dotacje i  zapisy,
4) w pisow e za udział w  zjazdach naukowych.

§ 35.
Dla w ażności pism  dotyczących praw i  obow iązków  m ajątkow ych T owarzystwa w y ­
m agane są podpisy prezesa, lub wiceprezesa Zarządu Głównego oraz Skarbnika.

§ 36.
W szelkie postanow ienia w ładz Towarzystwa, zm ierzające do uszczuplenia m ajątku  
nieruchom ego lub funduszów  Towarzystwa w ym agają zgody w ładzy rejestracyjnej.

Rozdział VII 

Zmiana Statutu i rozwiązanie się T ow arzystw a

§ 37.
Zmiana Statutu następuje na podstawie U chw ały W alnego Zebrania Członków T o­
warzystw a, podjętej w iększością przynajmniej 2/3 głosów, przy obecności połowy  
liczby Członków uprawnionych do głosowania.

§ 38.
1. R ozwiązanie się Towarzystwa może nastąpić na podstaw ie uchw ały W alnego 

Zebrania C złonków Towarzystwa podjętej w iększością głosów  przy obecności 
przynajm niej połow y Członków uprawnionych do głosowania.

2. U chw ała o rozw iązaniu się Towarzystwa określi sposób przeprow adzenia lik w i­
dacji oraz cel na jaki ma być przeznaczony m ajątek Towarzystwa.

3. U chw ała o przeznaczeniu majątku podlega zatw ierdzeniu przez władzę rejestra­
cyjną.
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