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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publiku je artyku ły  przeglądowe 
z biochemii i nauk pokrewnych. A rtykuły w inny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podsta
wie piśm iennictw a z kilku  ostatnich lat. Przekazanie artyku łu  do Re
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikow ana w  innym  czasopiśmie jeżeli zostanie ogłoszona 
w „Postępach Biochemii”. A utorzy artyku łu  odpow iadają za prawidłowość 
i ścisłość podaw anych inform acji. A utorów  obowiązuje korek ta autorska. 
Koszty zm ian tekstu  w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się według obowiązujących stawek. 
A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zamówienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko 
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w  dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jed 
nostronnie, z podw ójną in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm po praw ej stronie.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im io
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim  
i angielskim , w których p racu ją autorzy, adres pocztowy na który autorzy 
życzą sobie otrzym ywać korespondencję, telefon m iejsca pracy, ty tu ł 
artyku łu  (w języku polskim i angielskim) oraz — w praw ym  dolnym 
rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót ty tu łu  (nie 
więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) im iona (w pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrótów  sto 
sowanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  korzystny jest często podział na rozdziały 
oznaczone liczbami rzym skim i. Tytułów  podrozdziałów nie wydzielonych 
z tekstu  nie trzeba num erować. W tekście nie należy stosować żadnych 
podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ew entualne sugestie au torsk ie co 
do charak teru  czcionki drukarsk ie j należy zaznaczyć ołówkiem na m ar
ginesie m aszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekście liter alfabetu  
greckiego należy na m arginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzm ie
nie. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin czy wzorów, 
lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić wolny wiersz i zaznaczyć: Tabela 1, 
Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w tekście należy podawać po nazwie 
związku np. kw as glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uwagi na popraw ność 
językową tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułowań, unikanie 
gw ary laboratory jnej oraz o nie w prow adzanie do tekstu  tworzonych do
raźnie skrótów, naw et jeśli niektóre z nich byw ają używane w  pracach 
obcojęzycznych.
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K R ZYSZTO F  STARO Ń  *\ ANDRZEJ JERZM AN O W SK I  **>

Physarum polycephalum  jako model do badań biochemicznych
cyklu komórkowego

Physarum polycephalum  — the Model for Biochemical Investigations of
the Cell Cycle

Spośród ogromnej ilości żyjących na Ziemi gatunków stosunkowo nie
wiele służy jako m ateriał badawczy w laboratoriach biochemicznych. La
boratoryjne organizmy „modelowe” zawdzięczają swój w ybór zazwyczaj 
tem u, że w rozwiązywaniu określonych problemów stanowią układ naj
wygodniejszy, co często oznacza — najprostszy. W ostatnich latach w gru
pie organizmów modelowych coraz większym zainteresowaniem  cieszy się 
śluzowiec Physarum polycephalum. Dość niezwykłe własności P. polyce
phalum, a zwłaszcza niektórych stadiów jego cyklu życiowego, stw arzają 
szczególne możliwości badań nad cyklem komórkowym, różnicowaniem, 
zjawiskiem ruchu i genetyką w organizmie eukariotycznym. A trakcyjność 
tego organizmu jest tym  większa, że może on rosnąć w pożywce płynnej, 
co pozwala na stosowanie w pełnym  zakresie wygodnych technik m ikro
biologicznych.

W artykule ograniczyliśmy się do dokładniejszego przedstaw ienia tylko 
tych możliwości, które stw arza wykorzystanie P. polycephalum  w bada
niach cyklu komórkowego. Zastosowanie tego organizmu elim inuje za
sadniczą w tego typu badaniach trudność: niedostępność zjawisk mito- 
tycznych dla metod biochemicznych, wynikającą z niewielkich rozmiarów 
komórek i braku synchroniczności zachodzących w nich procesów. W 
P. polycephalum  podziały jąder są zsynchronizowane w naturalny  i precy
zyjny sposób w obrębie kilkucentym etrowego organizmu. Wielkość tego 
organizmu umożliwia swobodne stosowanie większości technik biochemicz
nych, zaś synchroniczność zachodzących w nim procesów pozwala na trak 
towanie go jako, w pewnym  sensie, pojedyńczej komórki.

*). **) Dr, In sty tu t Biochemii, U niw ersytet W arszawski, ul. Żw irki i W igury 93, 
02-089 W arszawa
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360 K . S T A R O Ń  I I N . [2 ]

I. Cykl życiowy i hodowla P. polycephalum

P. polycephalum  należy do klasy śluzowców (M yxom ycetes), g rupu ją
cej organizmy charakteryzujące się występowaniem w fazie w egetatyw nej 
w formie tak  zwanego plazmodium, czyli bezkształtnego, wielojądrzastego 
skupiska protoplazm y (1).

Ryc. 1. Plazm odium  Physarum  polycephalum  na agarze: 
A — odżywczym, (lub) B — nieodżywczym 

Zdjęcia Z. Baranowski

Plazmodium P. polycephalum  o charakterystycznej, intensywnie żółtej 
barwie, rozrasta się w obecności dostatecznej ilości pożywienia w regu
larny, kolisty tw ór o średnicy od kilku do kilkunastu centym etrów (2, 3) 
(Ryc. 1).
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[3] P H Y S A R U M  P O L Y C E P H A L U M 361

Niedostatek pożywienia powoduje fragm entację plazmodium na szereg 
połączonych ze sobą kanałów, wypełnionych poruszającą się rytm icznie 
protoplazmą i um ożliwiających m igrację plazmodium w kierunku poży
wienia. Ruch protoplazmy, chociaż najłatw iejszy do zaobserwowania w 
czasie m igracji, trw a przez cały okres życia plazmodium. Ruch ten jest 
najprawdopodobniej związany z obecnym w plazmodium białkiem, przy
pom inającym  własnościami aktomiozynę (2).

Całkowity brak pożywienia lub inne drastyczne zmiany środowiska (np. 
tem peratury , wilgotności, ciśnienia osmotycznego, stężenia jonów m eta
li) prowadzą do wytworzenia stw ardniałych form przetrw alnikowych, 
tak  zwanych sklerocjów (sclerotium) (4). Diploidalne sklerocja umieszczo-

mikroplazmodia 
w hodowli wytrząsanej

Schemat 1. Uproszczony schem at cyklu życiowego Physarum  polycephalum
(1, 3, 7).

ne na powrót w korzystnych w arunkach w ytw arzają znowu diploidalne 
plazmodium. Cykl ten może powtarzać się wielokrotnie. Przejście w fazę 
haploidalną następuje dopiero w w yniku kilkudniowego głodzenia plaz
modium z następującym  kolejno dwu- czterogodzinnym okresem in ten
sywnego naświetlania. Jądra  przechodzą wówczas podział mejotyczny, 
a organizm w ytw arza zarodniki. W korzystnym  środowisku zarodniki 
P. polycephalum  kiełkują, wydając jednojądrowe, haploidalne gamety. 
W tym  stadium P. polycephalum  może rozrastać się, dzielić i wytwarzać
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362 K . S T A R O Ń  I I N . [4]

swoiste form y przetrw alnikow e (cysty). Cykl życiowy zamyka połączenie 
się dwóch haploidalnych gamet w diploidalną zygotę. W w yniku kolejnych 
podziałów jądra zygota przekształca się w plazmodium.

Typowo heterotaliczne szczepy P. polycephalum  Wisconsin i Indiana 
wTytw arzają gam ety dwóch przeciwstawnych typów płciowych: „ +  ” i „ — ”. 
Diploidalna zygota powstaje w wyniku fuzji gam ety „ +  ” i gam ety „ — ”, 
połączonej z kariogamią, to jest zlaniem się jąder obu gamet. Z zygoty tej 
rozwija się diploidalne plazmodium.

Znane są również homotaliczne szczepy Colonia. Produkują one game
ty  wyłącznie jednego rodzaju, które mogą łączyć się zarówno między sobą, 
jak i ze wszystkim i gametam i w ytw arzanym i przez szczepy heterotalicz
ne (5).

W w arunkach laboratoryjnych do hodowli P. polycephalum  stosuje się 
najczęściej pożywkę płynną zawierającą: hydrolizat białkowy, witam iny, 
glukozę, hem atyną i zestaw soli m ineralnych (6). K ultu ry  umieszcza się w 
ciemności, w tem peraturze 22—26°, poddając stałem u wytrząsaniu. In ten
sywne w ytrząsanie zapewnia odpowiednie natlenienie pożywki i powoduje 
niezbędną dla dalszego wzrostu fragm entację plazmodium na m ikroplaz- 
modia, zawierające od kilku do kilkunastu jąder. Powstałe mikroplazmodia 
pasażuje się co 40—60 godzin, co pozwala na stały, logarytmiczny wzrost 
hodowli. Przejście do hodowli synchronicznej odbywa się poprzez naniesie
nie pipetą gęstej zawiesiny mikroplazmodiów z ku ltu ry  w ytrząsanej na 
krążek z bibuły, nawilżany od spodu płynną pożywką. Naniesione w posta
ci kropli mikroplazmodia ulegają po około godzinie fuzji, zlewając się w 
koliste plazmodium. Po 3—4 godzinach od m omentu fuzji następuje pierw 
szy synchroniczny podział wszystkich jąder nowego plazmodium. N astęp
ne, w pełni zsynchronizowane podziały, następują co 8 godzin (7). Po 
trzech mitozach plazmodium stanowi swego rodzaju gigantyczną komórkę
o średnicy 6—8 cm, zawierającą kilkanaście miligramów białka, kilka mili
gramów RNA i kilkaset m ikrogramów DNA (2, 3). Tego rodzaju synchro
niczna forma P. polycephalum jest zwykle używana do badania cyklu ko
mórkowego.

II. Zmiany w chromatynie towarzyszące przejściu P. polycephalum  ze stanu 
spoczynkowego do stadium podziałów

Regularne i synchroniczne mitozy zachodzą w plazmodium P. polyce
phalum  przy zachowaniu optymalnej tem peratury, wilgotności i w obec
ności wszystkich wym aganych składników pokarmowych. Zmiana tych 
warunków  powoduje zahamowanie mitoz, a w dalszym etapie wytworzenie 
ścian komórkowych i przekształcenie plazmodium w sklerocja (Schemat 1). 
Zmianom morfologicznym towarzyszy wówczas szereg zmian m etabolicz
nych (8). Zmiany te jednak można odwrócić przez przeniesienia P. polyce-
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[5] P H Y S A R U M  P O L Y C E P H A L U M 363

phalum  z powrotem  do korzystnego środowiska. P. polycephalum  stanowi 
więc dogodny system  modelowy, pozwalający na badanie procesów, które 
powodują, że w pozostającej dotychczas w stanie spoczynku komórce roz
poczyna się replikacja DNA, prowadząca w rezultacie do podziału mitotycz- 
nego.

Wśród przem ian metabolicznych, towarzyszących przejściu kom órki ze 
stanu spoczynkowego (sklerocja) w stan aktyw nych podziałów (plazmodia), 
szczególnie interesujące są zmiany białkowych składników chrom atyny. 
Zm iany te nie zachodzą wśród histonów, które są całkowicie stabilne w 
okresie różnicowania (9); w ystępują natom iast wśród białek niehistono- 
wych chrom atyny. W czasie aktyw acji chrom atyny zmienia się profil elek- 
troforetyczny białek niehistonowych (10, 11, 12). Zanikają niektóre z typo
wych pasm charakterystycznych dla chrom atyny spoczynkowej; pojawia
ją się natom iast inne, odpowiadające pasmom znajdyw anym  w chrom aty- 
nie aktyw nej. Zm iany te zachodzą według określonego, powtarzalnego po
rządku, w ciągu kilku godzin.

P. polycephalum  w ytw arza dwie różne, nieaktyw ne mitotycznie for
my: sklerocja oraz form ę prowadzącą do powstawania zarodników (Sche
m at 1). Białka niehistonowe chrom atyny izolowane z P. polycephalum  w 
obu nieaktyw nych m itotycznie stadiach różnią się między sobą znacznie 
m niej, aniżeli od białek niehistonowych chrom atyny aktyw nej (11). W y
daje się zatem, że swoisty skład białek niehistonowych chrom atyny ak tyw 
nej ma związek ze zdolnością komórki do podlegania podziałowi m itotycz- 
nemu.

III. Replikacja, transkrypcja i synteza białka w czasie cyklu komórkowego
P. polycephalum

Synchroniczność podziałów jąder w plazmodium P. polycephalum  moż
na obserwować za pomocą mikroskopu z kontrastem  fazowym (7) lub, do
kładniej, za pomocą mikroskopu elektronowego (13). Zdjęcia z mikroskopu 
elektronowego uwidaczniają zwłaszcza zachowanie się błony jądrowej w 
czasie podziału. Ulega ona co prawda częściowej dezintegracji w anafazie, 
lecz nie zanika całkowicie w czasie mitozy (13, 14). Zachowanie błony ją
drowej w czasie mitozy jest ogólnie charakterystyczne dla diploidalnych 
form śluzowców, nie w ystępuje natom iast u haploidalnych form tych sa
m ych gatunków (14).

Synchroniczności zjawisk dających się zaobserwować mikroskopowo 
towarzyszy w plazmodium P. polycephalum  synchroniczność wielu proce
sów metabolicznych, a w szczególności tych, które związane są z replika- 
cją, transkrypcją i biosyntezą białka.

Synteza DNA w P. polycephalum  rozpoczyna się natychm iast po za
kończeniu mitozy (nie obserw uje się wyraźnej fazy G x) i trw a od 2,5 do
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3 godzin. Poszczególne odcinki DNA genomu powstają w określonym po
rządku czasowym, identycznym  w każdym cyklu komórkowym. Fakt ten  
można łatwo stwierdzić doświadczalnie stosując jednoczesne znakowanie 
DNA w tych samych m omentach fazy S w kilku pokoleniach przy użyciu 
sH -tym idyny i bromodezoksyurydyny, co pozwala następnie na rozdziele
nie nowo powstałych odcinków za pomocą ultraw irow ania w gradiencie 
gęstości (15, 16). Ostatnie badania wykazują, że genom P. polycephalum  
jest zbudowany z co najm niej 10 jednostek (replikonów), z których każda 
może rozpocząć replikację dopiero po zakończeniu replikacji poprzedniej 
(17).

Po 2,5—3 godzinach od zakończenia podziału jądra szybkość syntezy 
DNA gwałtownie spada. Po zakończeniu tego okresu obserw uje się tylko 
m inim alne włączanie znakowanych prekursorów do DNA, zachodzące z 
szybkością poniżej 1% szybkości syntezy bezpośrednio po podziale ją 
dra (2).

Intensywność syntezy DNA jest zsynchronizowana z poziomem puli 
trójfosfodezoksyrybonukleozydów, który jest najwyższy na początku fazy 
S (18). Podobnej synchroniczności nie obserwuje się w przypadku puli 
trójfosforybonukleozydów i syntezy RNA. Poziom trójfosforybonukleozy- 
dów nie wykazuje praktycznie zmian w czasie cyklu komórkowego P. po
lycephalum, podczas gdy synteza RNA ma swój charakterystyczny rytm . 
Synteza RNA zachodzi jedynie w interfazie (faza S +  G 2 u P. polycephalum) 
(19) i osiąga dwa wyraźne maksima: pierwsze w fazie S, około 2,5 godziny 
po zakończeniu mitozy i drugie, w fazie G2, około 2 godziny przed kolejną 
m etafazą (20). Zarówno w jednym , jak  i w drugim  okresie powstaje kilka 
rodzajów RNA. RNA syntetyzowany w fazie S powstaje jako wynik trans
krypcji odcinków DNA bogatych w AT, podczas gdy RNA z fazy G2 — 
odcinków zawierających przewagę GC (21). Synteza RNA w fazie S jest 
tylko częściowo hamowana przez aktynom ycynę D w wysokim stężeniu 
(50—200|ng/ml), podczas gdy takie same stężenia aktynom ycyny ham ują 
całkowicie syntezę RNA w fazie G2 (20). RNA zsyntezowane w obu fazach 
w ykazują taką samą zdolność do hybrydyzacji z powtarzającym i się se
kwencjam i nukleotydów w DNA (22), lecz różnią się w zdolności do hybry
dyzacji z sekwencjami unikalnym i (23).

Opisany rytm  syntezy kwasów nukleinowych można obserwować za
równo w plazmodium P. polycephalum, jak i w jądrach wyizolowanych w 
poszczególnych odcinkach interfazy (faza S +  G2). Synteza DNA zachodzi 
wyłącznie w tych jądrach, które wyizolowano z plazmodiów znajdujących 
się w fazie S (24). Jądra  wyizolowane w fazie S i G2 syntetyzują również 
RNA o własnościach identycznych z RNA syntetyzowanym  w odpowia
dających fazach in vivo (21).

Ilość białka w plazmodium wzrasta w całym okresie faz S i G2 w spo
sób jednostajny, choć włączanie znakowanej lizyny wykazuje pewien 
rytm , zbliżony do rytm u syntezy RNA (25). Rytm syntezy poszczególnych
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białek wykazuje jednak bardziej złożony charakter. Szczególnie in teresu ją
ce są zmiany w poziomie tych  białek, które w ydają się mieć bezpośredni 
związek z kontrolą replikacji DNA i podziału jądra.

Jak już wspomniano, aktywność polimerazy DNA w wyizolowanych 
jądrach zmienia się równolegle z rytm em  syntezy DNA in vivo. Zjawisko 
to można zaobserwować tylko wówczas, jeżeli przeprowadza się reakcję 
w obecności egzogennego DNA i sperm iny (24). Jednakże aktywność roz
puszczalnej polimerazy DNA w yekstrahow anej z jąder plazmodiów znaj
dujących się w różnych fazach cyklu komórkowego jest podobna (26). 
W ydaje się zatem, że ilość polimerazy DNA w jądrze nie kontroluje ak 
tywności procesu replikacji DNA. Ciągłość syntezy DNA uzależniona jest 
natom iast od syntezy określonych białek w fazie S. Doświadczenia z zasto
sowaniem inhibitora syntezy białka — cykloheksimidu — wykazują, że 
synteza kolejnych odcinków DNA jest kontrolowana przez białka powsta
jące w ściśle określonych momentach fazy S (17).

Zakończenie replikacji DNA jest w arunkiem  koniecznym dla rozpoczę
cia mitozy. Ostatni mRNA, niezbędny dla zainicjowania podziału, powstaje 
35 min przed telofazą; ostatnie niezbędne białko — między piętnastą 
a siódmą m inutą przed m etafazą (2).

Badania cyklu komórkowego P. polycephalum  w skazują wyraźnie, że 
czynnikiem bezpośrednio inicjującym  mitozę jest białko. Proste doświad
czenia in vivo, z użyciem całych plazmodiów, w skazują na charakterys
tyczne właściwości tego czynnika. Odznacza się on przede wszystkim ter- 
molabilnością. Przeniesienie na pół godziny plazmodiów znajdujących się 
w fazie G2 z  tem peratury  26° do tem peratu ry  37° powoduje bowiem opóź
nienie mitozy. Podobne przeniesienie w fazie S nie w yw iera wpływu na 
czas rozpoczęcia mitozy (27). Podział jąder w P. polycephalum  można rów 
nież opóźnić przez naświetlenie organizmu promieniami gamma. Opóźnie
nie jest największe, gdy plazmodia naprom ieniowuje się na kilkanaście 
m inut przed mitozą. Napromieniowanie w okresie późniejszym nie ma już 
wpływu na moment rozpoczęcia podziału jąder (28).

W ykazanie, że czynnik kontrolujący rozpoczęcie mitozy jest pochodze
nia cytoplazmatycznego zawdzięczamy prostym  doświadczeniom R u s c h a 
i wsp. (29), w ykorzystującym  zdolność zlewania się dwóch nałożonych na 
siebie plazmodiów w jeden organizm. W doświadczeniach tych posługiwa
no się dwoma plazmodiami o identycznej długości cyklu komórkowego, 
w których jednak mitoza rozpoczynała się w różnych momentach. W no
wym plazmodium, powstałym  ze zlania się dwóch identycznej wielkości 
plazmodiów wyjściowych mitoza zachodziła synchronicznie we wszyst
kich jądrach, po czasie będącym średnią z czasów brakujących do zajścia 
mitozy w każdym z plazmodiów wyjściowych. Jeżeli wielkość nałożonych 
na siebie plazmodiów miała się jak 2:1, mitoza była przyśpieszona w sto
sunku do jednego i opóźniona w stosunku do drugiego, odpowiednio, w tej 
samej proporcji. W edług S a c h s e n m a i e r a  (30) o rozpoczęciu mitozy
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w powstałym  plazmodium decyduje stosunek ilości jąder do ilości syntety
zowanego od m omentu zakończeniu poprzedniej mitozy białkowego czyn
nika inicjującego.

Interesujące prace B r a d b u r y ’ e g o  i wsp. (31) wskazują, że białko
wym czynnikiem bezpośrednio inicjującym  mitozę prawdopodobnie jest 
enzym — kinaza histonu FI. Aktywność kinazy w wyizolowanych jądrach, 
mierzona w stosunku do egzogennego histonu FI, wzrasta w późnej fazie 
G 2, równolegle ze wzrostem ilości ufosforylowanego endogennego histonu 
FI. Jest charakterystyczne, że preinkubacja wyizolowanych jąder w tem 
peraturze 37° powoduje w yraźny spadek aktywności fosforylacyjnej w 
stosunku do histonu FI. Fakt ten  mógłby leżeć u podstaw opisanej po
przednio termolabilności czynnika inicjującego mitozę.

W edług koncepcji B r a d b u r y ’ e g o  i wsp. (31) kinaza histonu FI 
odgrywa rolę bezpośredniego inicjatora mitozy. Histon FI wiąże się z DNA 
słabiej niż pozostałe histony (F2al, F2a2, F2b i F3). Fosforylacja reszt se- 
rynowych w histonie FI powoduje, że znaczna część łańcucha polipeptydo- 
wego zostaje odsunięta od DNA dzięki wzajem nem u odpychaniu ujem nie 
naładowanych reszt fosforanowych DNA i fosfoseryny. Uwolniony w ten  
sposób fragm ent cząsteczki może oddziaływać z identycznym  fragm entem  
FI, odłączonym od innego miejsca nici DNA. Tego rodzaju oddziaływania, 
tworząc wew nętrzne usieciowanie między włóknami nukleohistonowymi, 
prowadzą w efekcie do kondensacji całej rozproszonej chrom atyny w zbite 
chromosomy. Koncepcja przypisująca taką funkcję fosforylacji histonu FI 
potwierdza wcześniejsze obserwacje M o h b e r g  i R u s c h a  (32), doty
czące korelacji między cyklem  komórkowym P. polycephalum  a modyfika
cjam i histonu FI.

IV. Uwagi końcowe

N aturalna synchroniczność podziałów jąder oraz szeregu przem ian bio
chemicznych w plazmodiach P. polycephalum  umożliwiła zbadanie rytm u 
zasadniczych procesów metabolicznych w czasie cyklu komórkowego. Ba
dania w tym  kierunku prowadzi się w dalszym ciągu. Stanowią one z jed
nej strony rozwinięcie przedstawionych w artykule badań przem ian DNA 
(33, 34), RNA (35, 36, 37), niektórych enzymów (38, 39, 40) oraz całych pul 
metabolicznych (41); z drugiej zaś, dzięki opracowaniu nowych metod i te 
chnik, dotyczą zupełnie nowych zagadnień. W ostatnich latach ukazały się 
prace (42, 43) donoszące o próbach wyizolowania czystej chrom atyny z 
P. polycephalum. Pozwala to przypuszczać, że wkrótce można będzie zasto
sować P. polycephalum  jako model badań zachowania się chrom atyny 
w czasie cyklu komórkowego, a w szczególności do badania biogenezy chro
m atyny i dziedziczenia białek chrom atynowych w czasie podziału jądra. 
Nie m niej interesujące są perspektyw y stw arzane przez postępy badań
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genetycznych nad P. polycephalum  (5). Zasadnicza trudność w izolowaniu 
m utacji indukowanych w haploidalnych amebach, a testowanych w diploi- 
dalnych plazmodiach, polegała dotychczas na uciążliwym łączeniu gamet

” i — ” pochodzących ze szczepów heterotalicznych. Zastosowanie do 
izolowania m utantów  homotalicznego szczepu Colonia pozwala na ominię
cie tej trudności. Opracowuje się także m etody hodowli haploidalnych ameb 
Physarum  na zdefiniowanych pożywkach (44), co również ułatw ia selekcję 
uzyskiwanych m utantów . Już obecnie wyizolowano szczepy P. polycepha
lum  umożliwiające zupełnie nowe podejście do badań oddziaływań między 
jądrem  a cytoplazmą (45). Najbardziej interesująca jednak, z punktu w i
dzenia badań biochemii cyklu komórkowego, wydaje się możliwość uzyska
nia m utantów  cyklu komórkowego.

A rty ku ł otrzym ano 12.5.1975, po rew izji autorskiej przyjęto 16.6.1975.
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K A ZIM IE R Z  KA MI ŃS K I  *\ WOJCIECH M A TU SZE W SK I  **>

Różnorodne formy monoaminooksydazy 

Múltiple Forms of Monoamine Oxidase

Monoaminooksydaza (monoamina: 0 2 oksydoreduktaza (dezaminująca) 
E.C.1.4.3.4.) — po raz pierwszy została opisana w 1928 r. (1) jako „tyram i- 
no-oksydaza”. W latach trzydziestych przypuszczano, że istnieje szereg 
enzymów w ykazujących specyficzność substratow ą odpowiednią dla: ty - 
ram iny — „tyram inooksydaza”, ad ren a lin y — „adrenalinooksydaza” i amin 
alifatycznych — „oksydaza” amin alifatycznych (2—5). Dopiero później 
stwierdzono, że wszystkie te am iny utleniają się pod wpływem  jednego 
enzymu w myśl reakcji:

R—CH2—NH, + 1 /2 0 2 -+ R—CHO + H20 2 + NH3

Zgodnie z zaleceniami M iędzynarodowej Unii Biochemicznej z 1964 ro
ku, w celu odróżnienia od enzymów działających specyficznie na dw u- 
am iny (np. oksydaza czy histaminaza — dwuaminooksydaza (DAO)), na
leży używać określenia oksydoreduktaza monoamina: tlen (dezaminująca) 
E.C.1.4.3.4.

Monoaminooksydaza (MAO) jest enzymem szeroko rozpowszechnionym, 
znaleziono ją w wielu tkankach i narządach oraz w płytkach krw i i w su
rowicy człowieka (6— 13). W zależności od narządu przeważająca część 
MAO w ystępuje bądź w m itochondriach bądź też w mikrosomach 
(np. w śliniankach i sercu w ystępuje duża ilość m ikrosomalnej MAO, na
tom iast w w ątrobie i mózgu MAO znajduje się głównie w mitochondriach) 
(14— 16). Stwierdzono, że MAO surowicy jest zdecydowanie różna od dwu- 
am inooksydazy (DAO) i ceruloplazminy, a także nie jest identyczna z MAO 
m itochondrialną (10, 17—20). Ta ostatnia bowiem bierze udział w reakcji

*) Lek. med., Zakład Biochemii, Insty tu t Biologiczno-Fizjologiczny, Śląskiej A ka
dem ii Medycznej, ul. M arksa 19, 41-808 Zabrze

**) Dr, I K linika Położnictwa i Ginekologii, In sty tu t Położnictwa i Ginekologii, 
Ś ląskiej Akadem ii M edycznej, pl. T raugu tta  6, 41-800 Zabrze.

W ykaz stosowanych skrótów: MAO — m onoaminooksydaza, DAO — dw uam ino
oksydaza, 5HT — 5-hydroksytryptam ina, FAD — dw unukleotyd flaw ino-adeninow y, 
SDS — sól sodowa siarczanu dodecylu.
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utleniania serotoniny, adrenaliny i noradrenaliny jak również amin ali
fatycznych, zaś MAO surowicy jedynie prostych amin alifatycznych 
(np. tyram iny, dopaminy, tryptam iny, kynuram iny) (17). Istn ieją dane 
wskazujące, że MAO katalizuje przem ianę am inoacetonu do m etylogli- 
oksalu w tzw. cyklu aminoacetonowym (21). Aminoaceton byłby więc 
jeszcze jednym  naturalnym  substratem  tego enzymu.

Przez szereg lat badania właściwości MAO utrudniał fakt, iż enzym 
zaw arty w m itochondriach jest nierozpuszczalnym fragm entem  zew nętrz
nej powierzchni błony m itochondrialnej (22). W ostatnich jednak latach 
otrzym ano z różnych źródeł rozpuszczalny preparat tego enzymu (23—29). 
Przyjm uje się obecnie, że kofaktorem enzymu jest FAD, przy czym na 
120 000 g białka enzymatycznego przypada 1 mol FAD (28, 30— 32). Ist
nieją dane wskazujące, że MAO jest białkiem zawierającym  miedź (27), 
nadal niejasne jednak jest działanie miedzi na aktywność tego enzymu 
(33—35). Bardzo mała zawartość tego m etalu lub jego brak nie wpływ ały 
bowiem na aktywność enzymu (28, 31, 36, 37). Dzięki badaniom in vivo 
przy użyciu 14C-pentylam iny jako substratu  stwierdzono, że na aktywność 
MAO w ątroby szczura wpływa żelazo zawarte w pożywieniu (38). Metal 
ten  w ykryto w oczyszczonym preparacie enzymu z w ątroby szczura i świni 
(28, 39).

Właściwości i m etody oczyszczania MAO zostały omówione w wielu 
pracach (9, 29, 40—45). W niniejszym  artykule zostaną przedstawione 
aktualne poglądy na heterogenność tego enzymu oraz przyczyny powsta
wania różnorodnych form  MAO.

I. Wykrywanie izoenzymów MAO

Szereg pośrednich dowodów występowania w tkankach różnych form
MAO dostarczyły badania nad wpływem  różnych inhibitorów tego enzymu
oraz stosowanie różnych substratów  (33, 46—50). Monoaminooksydaza po
chodząca z w ątroby różnych gatunków zwierząt wykazuje istotne różnice
dotyczące stopnia oksydacji, zależnie od użytego substratu  (51). Charak
terystyczne optim um  pH (52) i optim um  tem peratury  (53) MAO różnią
się zależnie od stosowanego substratu  (33, 48). Na podstawie obserwacji
odmiennego stopnia hamowania aktywności MAO po podawaniu in vivo
inhibitorów, stwierdzono występowanie izoenzymów MAO w m itochon
driach mózgu ludzkiego i w ątroby szczura (54— 56).

Zastosowanie elektroforezy na żelu poliakryloamidowym  pozwoliło roz
dzielić różne form y MAO pochodzące z w ątroby szczura i łożyska ludz
kiego (37). P rzy in terpretacji wyników należy jednak brać pod uwagę 
możliwość hamowania aktywności MAO przez sole tetrazolowe użyte do 
w ykryw ania obecności enzymu. Pasm a aktywności różnych form  MAO
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w ykryw ane na żelu poliakryloamidowym, metodą radioizotopową nie za
wsze pokryw ają się z pasmami aktywności zlokalizowanymi przy użyciu 
soli tetrazolow ych (57—59). Rozdzielono także różne form y tego enzymu 
z w ątroby i mózgu szczura metodą elektroforezy na octanie celulozy (60). 
Te obserwacje potwierdzają występowanie odmiennych form MAO w tkan
kach zwierząt różnych gatunków. Elektroforetyczny rozdział mitochon- 
drialnej MAO w tkankach różnych gatunków zwierząt ilustru je  tabela 1.

Tabela 1

Elektroforetyczny rozdział mitochondrialnej rozpuszczalnej MAO różnych gatunków
i tkanek

Lp Źródło enzymu Formy
anodowe*

Formy
katodowe

Piśmiennictwo

1 wątroba 2, 3, 4, 7 1 60, 70, 71, 74
2 Szczur mózg 3, 4 1 67, 71
3 serce 3, 4 o 57, 71
4 macica 1 2 57, 65
5 mózg 2, 3 1 56, 73
6 Człowiek wątroba 3, 4 1 70, 74
7 łożysko 2 1 37
8 płytki

krwi
1 o 64

9 Świnia mózg 1 0 66
10 wątroba 3 0 28
11 mózg 2 0 24
12 Wół wątroba 1 2 63
13 rdzeń

nadnerczy
4 1 57

14 Małpa jelito 1 0 26
15 Kurczę mózg 5, 6 1 36, 71
16 Larwa drapieżnej ropuchy szponiastej 1—4 (w zależ

(Xenopus Iaevis) ności od 
stadium) 0 72

* Cyfry w rub rykach  oznaczają  liczbę pasm  o aktyw ności M A O  w ędrujących ku  anodzie lub  katodzie .

Częściowo oczyszczone preparaty  enzymu z w ątroby szczura, wołu, 
królika przy użyciu Sephadex G-200 m ają różne powinowactwo wobec 
stosowanych substratów  (61). Fakt ten wskazywałby na specyficzność ga
tunkową MAO. Nieco później wykazano, że izoenzymy MAO w ątroby 
szczura (62) i nadnerczy wołu (57) rozdzielone elektroforetycznie m ają po
dobne masy cząsteczkowe. Natomiast izoenzymy w ątroby wołu m ają w y
raźnie różne m asy cząsteczkowe (63). Masę cząsteczkową rodzimego enzy
mu MAO i masy poszczególnych izoenzymów próbowało określić wielu 
badaczy (24, 28, 29, 35, 62—67). Dane dotyczące wartości mas cząsteczko
wych różnych form  MAO zostały zestawione w tabeli 2.
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Ja k  widać z zestawienia uzyskane wyniki różnią się wyraźnie w za
kresie od 1,2X10* do 12,5X105 (patrz tabela 2). Odmienne postaci enzymu 
występujące w wątrobie wołu (63) i świni (28) oraz macicy szczura (65), 
różnią się bardzo znacznie swoimi masami cząsteczkowymi. Tak więc, 
mimo że formy te pochodzą z tej samej tkanki, tego samego gatunku ich 
masy cząsteczkowe są różne. Obecnie przyjm uje się, że 1 mol flaw iny 
(8a-(cysteinylo) FAD) łączy się z 1,2 — l ,5 X l0 5g białka MAO (68,69).

II. Właściwości różnych form MAO i ich specyficzność substratowa

W preparatach MAO w ątroby ludzkiej oraz w ątroby szczura stw ier
dzono obecność dwóch form enzymu, które oznaczono jako MAOj i M A 02 
(67, 70). Izoenzym o najw iększej ruchliwości elektroforetycznej w ędru
jący ku katodzie oznaczono jako MAO^ W obu tych tkankach form y te 
nie różnią się specyficznością substratową, podobne właściwości posiadają 
izoenzymy występujące w rdzeniu nadnerczy (57). Stwierdzono natom iast, 
że dwie form y MAO w ystępujące w mózgu wołu zachowują się podobnie

—s

—m

Ryc. 1. Porów nanie obrazów elektroforetycznych MAO z różnych tkanek dorosłych
(A) i młodych (B) szczurów.

Jako substratu używ ano tryptam iny (71). 
m — czoło substancji w skaźnikow ej, 
s — niew ybarw iona przestrzeń żelu ,
W — w ątroba, S — serce, M — mózg.

jeśli chodzi o oksydację kynuram iny, jednakże forma MAOi ma wyższe 
powinowactwo do ty ram iny  i tryptam iny a form a M A 02 do benzylam iny 
i norm etanefryny (24). Zaobserwowano badając właściwości MAO mózgu 
szczura, iż większą aktywność w ykazuje enzym wobec benzylaminy niż 
wobec tyram iny (57, 67).

2 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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Dla wykrycia i określenia aktywności różnych form MAO mózgu 
szczura rozdzielonych elektroforetycznie użyto soli tetrazolowych (67, 71). 
W zarodkach kurzych oraz u piskląt wykazano obecność m niejszej liczby 
pasm enzymu niż u zwierząt dorosłych (36). Zauważono także, że liczba 
w ykryw anych aktyw nych form enzymu zależy od zastosowanego substra- 
tu. I tak  przy użyciu tyram iny i kynuram iny jako substratów  zaobserwo
wano 5 pasm aktywności, natom iast gdy zastosowano tryptam inę pojaw iły 
się pasma aktywności o innej ruchliwości elektroforetycznej niż poprzed
nio (36). Analogiczną zależność zaobserwowano również w niektórych 
tkankach dorosłych i młodych (1, 2-dniowych) szczurów (71). (Ryc. 1, 2).

Ryc. 2. D iagram  rozdziału elektroforetycz- 
nego różnych form  MAO otrzym anych z 

mózgu młodego szczura (71)
U żyto trzech substratów  — 5-hydroksytrypta- 

m iny (5-HT), benzylam iny (Bz) i tryptam iny (T). 
Pozostałe oznaczenia jak na rycin ie 1

Podobne zjawisko stwierdzono dla enzymu pochodzącego z kijanki po
łudniow oafrykańskiej drapieżnej ropuchy (Xenopus laevis) (72). Zm iany 
powyższe są traktow ane jako wyraz specyficzności substratow ej poszcze
gólnych form. W ydaje się, iż pojawienie się większej liczby pasm ak tyw 
ności enzymu i odmiennej ruchliwości elektroforetycznej w tkankach  zwie
rząt dojrzałych w skazuje na występowanie pewnej zależności pomiędzy 
liczbą pojawiających się pasm aktywności a wiekiem zwierząt. MAO w ą
troby wołu została rozdzielona elektroforetycznie na trzy  składniki, które 
określono jako form ę A (nie zawsze występującą, w ędrującą w kierunku 
anody) oraz stale w ystępujące, w ędrujące do katody — MAOi i M A 02 (63). 
Form y w ystępujące w w ątrobie wołu nie są odpowiednikiem form  enzymu 
człowieka i szczura (67, 73, 74), które w ędrują ku anodzie. Form a MAOz 
jest znacznie bardziej aktyw na wobec tryptam iny i tyram iny niż MAOx 
i MAOa. Forma A katalizuje reakcję utleniania noradrenaliny i adrenaliny 
znacznie wolniej niż pozostałe formy. Pomimo tych odm iennych cech włas
ności antygenowe wszystkich trzech form  okazały się identyczne (75—77). 
Około 80%> m itochondrialnej MAO mózgu wołu ma własności antygenowe 
podobne do MAO wątroby. Pozostałe 20°/o nie reaguje z przeciwciałami 
MAO w ątroby (77).
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Y o u d i m i wsp. (74) rozdzielili MAO mózgu człowieka i szczura przy 
użyciu elektroforezy w żelu poliakryloamidowym na cztery form y — 3 ano
dowe i pojedyńczą katodową określaną jako MAOR (57, 74). Formę tę  w y
kryto także w innych tkankach np. w endom etrium  (57, 78). MAOR w y
stępująca w mózgu posiada unikalną specyficzność wobec dopaminy — dla
tego też określono ją jako „MAO dopam iny”. Najwyższą aktywność tej 
form y obserwowano w  zwojach podstawnych mózgu człowieka (73). Obec
ne dane są jednak niew ystarczające dla uznania tej form y jako „specy
ficznej MAO mózgu”.

Podawanie szczurom inhibitora MAO — klorgyliny pozwoliło stw ier
dzić w mózgu tych zwierząt obecność dwóch izoenzymów o odmiennej 
wrażliwości na ten  związek (79). Forma A jest wrażliwa na klorgylinę, 
z łatwością dezam inuje oksydatywnie tyram inę i 5-hydroksytryptam inę, 
zaś form a B w ykazuje stosunkowo małą wrażliwość na działanie klorgy
liny i katalizuje jedynie reakcję utleniania tyram iny (forma A w ystępuje 
w 90°/o). W górnym  zwoju szyjnym  forma A stanowi aż 90°/o, natom iast 
w szyszynce szczura w ystępuje tylko 15% form y A i 85% form y B. Obec
ność tych dwóch form  MAO została potwierdzona również przez innych 
autorów (80, 81).

Oczyszczona MAO z mitochondriów serca szczura była ostatnio przed
m iotem  badań przy użyciu elektroforezy na żelu poliakryloamidowym (57). 
Stwierdzono obecność trzech pasm anodowych, natom iast nie obserwo
wano pasma katodowego. Specyficzności substratow ej tych form dotych
czas nie zbadano.

III. Różnorodne formy MAO — przyczyny ich powstawania

W związku z w ykryciem  szeregu form MAO, pojawił się problem w ja
kim stopniu istnienie tych form  zależy od stosowanych czynności prepa- 
ratyw nych. W w yniku działania ultradźw ięków otrzym ano fragm enty bło
ny m itochondrialnej o wielkości od 50A do 200A (82). Fragm enty te można 
rozdzielić przy użyciu elektroforezy na żelu poliakryloamidowym  na frak 
cje, które różnią się swoistością wobec takich substratów  jak — tyram ina, 
tryptam ina, benzylam ina czy serotonina. Zastosowanie detergentów  (23, 
57) pozwala także otrzym ać fragm enty  błon m itochondrialnych o wym ia
rze około 70A, które rozdzielone elektroforetycznie dają różne pasma w y
kazujące aktyw ność MAO. Na podstawie tych wyników sugerowano, że 
różne form y MAO mogą reprezentować pojedyńczy enzym połączony z róż
nym  fragm entem  błony m itochondrialnej (82, 83). W ydaje się jednak, że 
izoenzymy MAO w ątroby szczura lub mózgu kurczęcia w ystępują stale 
bez względu na to, czy stosowano detergenty niejonowe, czy też u ltra 
dźwięki (36, 57, 60). Isto tny również jest fakt, że uzyskiwane dotychczas 
wyniki są powtarzalne.

2* http://rcin.org.pl
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P repara ty  MAO w ątroby świni w ykazują szereg cech charakterystycz
nych dla fosfolipidów i kardiolipidów (84, 85). Wnioskowano zatem, że 
źródłem powstawania różnych form  m olekularnych MAO jest powiązanie 
białka enzymu z odm iennymi rodzajam i lipidów. Przedstawiono ostatnio 
dane sugerujące, że różne form y MAO z nadnerczy wołu powstają w w y
niku połączenia cząsteczek białka enzymatycznego z różnym i fosfolipi
dami (57). W każdej z pięciu form MAO w ątroby szczura zawartość fosfo
lipidów jest stosunkowo niska. Najm niejszą ilość stwierdzono w najszyb
ciej w ędrującym  paśmie „anodowym ” (M A04) oraz w paśmie „katodo
w ym ” MAOr . Najwyższą zawartość fosfolipidów wykazywało powstające 
na starcie pasmo MAOi. W ydaje się zatem, że można wiązać fak ty  w y
stępowania izoenzymów MAO z obecnością różnych ilości fosfolipidów (57), 
pomimo, że pomiędzy zawartością fosfolipidów a ruchliwością elektrofo- 
retyczną jest niewielka zależność. Składnik lipidowy wydaje się być nie
zbędny nie tylko do stabilizacji enzymu, ale także dla jego pełnej ak tyw 
ności. Potw ierdzają to badania, w których przedłużenie dializy preparatu  
enzymu z l,25°/o Tritonem  X-100 spowodowało częściową inaktyw ację en
zymu. Obserwowano także redukcję ilości aktyw nych form MAO (62). Po
dobne zjawisko zachodziło przy stosowaniu l°/o SDS. Natomiast inkubacja 
oczyszczonego preparatu  MAO nerki wołu z fosfolipazą A nie wpływała 
wcale na aktywność enzymu, podczas gdy zastosowanie fosfolipazy B ob
niżało aktywność enzymu i redukowało liczbę pasrh do jednego (23, 57). 
Możliwe, że badania zawartości lipidów w preparatach MAO, które w ydają 
się być jednorodne podczas elektroforezy na żelu poliakryloamidowym  
np. MAO jelita m ałpy (26), mózgu świni (66), płytek krw i człowieka (64), 
mogą wyjaśnić problem udziału składnika lipidowego w tworzeniu różno
rodnych form MAO. Heterogenność MAO może być związane również 
z istnieniem  różnych typów m itochondriów (42, 88, 89).

Niejednorodność MAO może wynikać także z różnego stopnia poli
m eryzacji pojedyńczej aktyw nej jednostki enzymu (28, 57, 63). Wiadomo, 
że zjawisko to jest przyczyną heterogenności innych enzymów np. de
hydrogenazy glutam inianow ej (90). W ydaje się, że różne form y MAO wy
stępujące w macicy szczura są polimerami. W skazuje na to rozdział czę
ściowo oczyszczonego enzymu tej tkanki na żelu Sephadex G-200, który 
wykazał obecność trzech szczytów aktywności. Masy cząsteczkowe tych 
form  określono odpowiednio jako 175 800, 371 500 i 675 000 (57, 65).

Innym  dowodem tworzenia się odmiennych form enzymu może być 
połączenie różnych typów podjednostek enzymu, MAO z w ątroby szczura 
w obecności 8M mocznika lub 1% SDS dysocjuje na podjednostki o po
dobnej masie (78 000) (57). Podjednostki uzyskane w ten sposób różnią 
się ruchliwością elektroforetyczną na żelu poliakryloamidowym. Może oka
zać się, że analogicznie jak w przypadku izoenzymów dehydrogenazy mle- 
czanowej (91) MAO posiada więcej niż jeden typ podjednostek.

W przypadku izoenzymów LDH mleczanowej również sądzono, że po
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w stają one w w yniku zmian konform acyjnych w cząsteczce białka skła
dającego się z identycznych podjednostek (92). Nie można wykluczyć, że 
zmiany konform acyjne są odpowiedzialne za wielopostaciowość MAO. Ist
nieją bowiem sugestie (93), że niejednorodność elektroforetyczna może być 
spowodowana utlenianiem  grup sulfhydrylow ych enzymu (23, 31, 93), ale 
obecność jednak 0,1 molowego 2-m erkaptoetanolu nie wpływała na ruch
liwość elektroforetyczną preparatu  (62).

IV. Wpływ hormonów na aktywność MAO

Aktywność MAO regulują gruczoły wydzielania wewnętrznego — przy
sadka, podwzgórze, gruczoły płciowe. Potwierdzają ten  fakt liczne prace 
(78, 94— 100). In terpretację  zmian w specyficznej aktyw ności MAO kom
plikuje fak t istnienia różnych form MAO. Sugeruje się, że zmiany specy
ficznej aktyw ności enzymu zaobserwowane po podaniu hormonów (pro
gesteron i estradiol) pochodzą z ilościowych zmian w pojedyńczych for
mach enzymu (65). Elektroforeza na żelu poliakryloamidowym, częściowo 
oczyszczonego enzymu pochodzącego z macicy szczura, wykazała obecność 
pojedyńczego pasma wędrującego ku anodzie (MAOi) oraz tylko dwóch 
pasm w ędrujących ku katodzie (MAO„ i MAOm). Po podaniu zwierzętom 
progesteronu lub estradiolu pasma MAOr i MAO„ m iały podobną ak tyw 
ność jak w preparatach kontrolnych, natom iast zwiększała się aktywność 
MAOm. Pasmo MAOm miało wyraźnie m niejszą aktywność u zwierząt 
traktow anych estradiolem , natom iast dziesięciokrotnie większą w grupie 
zwierząt otrzym ujących progesteron (57, 65). Zm iany aktywności całko
witej MAO pod wpływem  podawania hormonów są podobne w homoge- 
natach jak i preparatach częściowo oczyszczonych (65, 78).

V. Inhibitory monoaminooksydazy

Inhibitorom  MAO poświęcono bardzo dużo artykułów  przeglądowych, 
dotyczących zarówno chemii tych związków jak i zastosowania klinicz
nego (101— 105). Kw estia leków ham ujących aktywność MAO jest nadal 
szeroko dyskutowana. Pierw szym  inhibitorem  MAO wprowadzonym do 
lecznictwa był iproniazyd (106). Ten tuberkulostatyk i inhibitor MAO od
znacza się pobudzającym  działaniem na ośrodkowy układ nerwowy. Obec
nie ilość inhibitorów MAO znacznie wzrosła. Do najczęściej używanych 
należą oprócz wspomnianego już iproniazydu (Marsylid), Tersawid (1-ben- 
zylo-2-piralohydrazyna), Catron (a-m etylofenetylohydrazyna), Nialamid 
oraz Nardil. Z punktu  widzenia farmkologicznego należy podkreślić, że 
żaden z dotychczas poznanych inhibitorów MAO nie ham uje tego enzymu 
w sposób wybiórczy (107).
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Ostatnie badania dotyczą grupy nowych inhibitorów MAO takich jak: 
K lorgylina (79—81), Deprenyl (108) czy M -cyklofenoksyetylamina (109). 
Inhibitory te m ają jedną wspólną właściwość — w ykres zależności między 
stopniem hamowania aktyw ności MAO wyrażonym  w procentach a stęże
niem inhibitora ma postać dwóch krzywych sigmoidalnych połączonych 
wspólnym poziomym odcinkiem (110). W tym  zakresie stężenia inhibitora 
procent hamowania aktywności enzymu jest niezmienny. O takim  prze
biegu krzywej decyduje obecność wspomnianych uprzednio dwóch form
o różnej wrażliwości w stosunku do inhibitorów (formy te określano jako 
A i B) (79—81, 111, 112).

Tabela 3

Wpływ podawania różnych inhibitorów na aktywność MAO mózgu człowieka

Inhibitor Klorgyiina T ranylcypromina Izokarboksazyd
'---- tkanka—-— ZP KM ZP KM ZP KM
izoenzym

Kynuramina

MAO 1 40 37 80 78 92 92
2 40 45 100 95 94 95
3 15 30 86 70 27 20

R 0 0 50 60 5 23

Tyramina

MAO 1 20 17 89 95 86

OO

2 o 21 78 77 86 85
3 30 35 14 15 13 23

R 0 11 0 0 10 7
•

Tryptamina

MAO 20 10 100 60 87 90
2 0 17 81 87 70 92
3 0 0 20 27 43 33
R 0 0 11 13 20 20

Dopamina

; MAO t 12 5 47 45 50 55
2 14 13 51 50 61 75
3 20 0 33 40 13 18
R 5 0 28 25 0 15

Liczby p rzedstaw ione w tabeli w yrażają aktyw ność M A O  w odsetkach  aktyw ności k on tro lnej. K o n tro lę  stanow iła 
aktyw ność w m ózgu ludzi nieleczonych inh ib ito ram i M A O . M ózg p ob ie rano  w 12 godz. po  —  śmierci pac jen ta . R ozdział 
izoenzym ów  przep row adzono  n a  żelu po liakryloam idow ym . A ktyw ność izoenzym ów  M A O  określano  stosu jąc jako  
su b stra t: “ C -kynuram inę, l lC -tyram inę i 14C -tryfam inę i 14C -dopam inę (wg 56).

Z P  —  zwój podstaw ow y m ózgu ludzkiego
KM  — k o ra  m ózgu człow ieka

Jak  już wspomniano (rozdział II), jeden z izoenzymów MAO mózgu — 
MAOr , wydaje się katalizować głównie dezaminację dopam iny i jego 
swoistość jest bardzo duża (57). Dotychczas stwierdzono tylko jeden inhi
bitor MAO (tranylcyprom inę) inaktyw ujący ten izoenzym (56). Nieefek
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tywność terapeutyczna inhibitorów MAO w licznych schorzeniach, wydaje 
się być w łaśnie wynikiem  istnienia różnych form enzymu posiadających 
własne preferencje substratow e. Badania dotyczące różnej wrażliwości 
izoenzymów MAO na inhibitory są obecnie bardzo wyrywkowe. Efekt dzia
łania trzech inhibitorów na aktywność różnych form MAO izolowanych 
z zwoju podstawnego oraz z kory mózgu człowieka przy zastosowaniu róż
nych substratów  przedstaw ia tabela 3.

Widać wyraźnie, że pod względem działania inhibitory MAO nie sta
nowią grupy jednolitej, ale nadzwyczaj różnorodną. Stąd też nic dziwnego, 
że ich wpływ na zachowanie zwierząt oraz działanie farm akologiczne jest 
niejednakow e (101, 105, 107).

Heterogenność enzymów jest zjawiskiem powszechnym będącym w y
razem  przystosowania się tkanek i narządów do pewnych określonych w a
runków  środowiska. Poszczególne form y danego enzymu różnią się na j
częściej właściwościami istotnym i z punktu widzenia regulacji procesów 
metabolicznych. Różne form y MAO m ają charakterystyczne rozmieszcze
nie tkankow e i odm ienną specyficzność substratow ą, mogą więc kontro
lować w ew nątrzkom órkowe stężenie monoamin. Nasuwa się jednak pytanie 
w jakich m iejscach organizmu żywego i w stosunku do których monoamin 
enzym spełnia te funkcje. Częściową odpowiedź na drodze empirycznej 
otrzym aliśm y już analizując wyniki stosowania terapii różnym i inhibito
ram i MAO. Być może, odkrycie inhibitorów MAO działających swoiście 
na poszczególne izoenzymy MAO pozwoli pogłębić wiedzę o ich roli.

A rtyku ł o trzym ano 3.1.1975, po rewizji autorskiej przyjęto 2.5.1975.
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JO A N N A  K W AST-W ELFELD  *>

Regulacja aktywności kinaz białkowych  

Regulation of the Activity of Protein Kinases

Po raz pierwszy zwrócono uwagę na istnienie kinaz białkowych w trak 
cie badań glikogenolizy aktywowanej poprzez cAMP w mięśniach ssaków 
(1, 2). Jednak dopiero w parę lat później ustalono mechanizm aktyw acji 
glikogenolizy przez cAMP i określono rolę, jaką w tym  procesie odgrywa 
kinaza białkowa (3, 4). K ontynuacja tych badań doprowadziła do w y
jaśnienia m echanizmu aktyw acji kinaz białkowych przez cAMP (5, 6, 7, 8,) 
oraz do częściowego zbadania s tru k tu ry  jak i innych właściwości tych 
enzymów (9, 10, 11, 12,). Udział kinaz białkowych w różnorodnych 
procesach w komórce (13, 14, 15, 16, 17, 18) nasunął przypuszczenie, że są 
one pośrednikiem wielu, jeśli nie wszystkich funkcji pełnionych przez 
cAMP (19).

Kinazy białkowe badane w w arunkach in vitro, w zależności od stopnia 
oczyszczenia i źródła pochodzenia preparatu, mogą być aktyw ow ane przez 
inne cykliczne nukleotydy (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26), jak i niektóre ich po
chodne (27, 28, 29, 30). Aktywność kinaz białkowych regulują nie tylko cy
kliczne nukleotydy. W kom órkach zwierzęcych stwierdzono występowanie 
ciepłotrwałego, białkowego inhibitora kinaz białkowych, który in vivo  i in 
vitro  ham uje aktywność tych enzymów, a także wpływa na ich specyficz
ność substratow ą (31, 32).

Aktywność kinaz białkowych zależy również od rodzaju fosforylowa- 
nego substratu  (33, 34, 35, 36, 37, 38), od rodzaju donora reszt fosforylowa- 
nych (9, 39, 40, 41) oraz od obecności i stężenia jonów dwuwartościowych 
(9, 40, 42). W pływ poszczególnych czynników na aktywność kinaz jest 
przedmiotem niniejszego artykułu.

*) Mgr, Zakład Enzym atyki, Insty tu t Biochemii, U niw ersytet W arszawski, ul. 
Żwirki i W igury 93, 02-089 W arszawa

Wykaz stosowanych skrótów: cAMP — cykliczny adenozyno-3',5 '-m onofosforan; 
cGMP — cykliczny guanozyno-3',5 '-m onofosforan; cIMP — cykliczny inozyno-3',5 '-m o- 
nofosforan; ATP — adenozynotrójfosforan; GTP — guanozynotrójfosforan; CTP — cy- 
tydynotrójfosforan; ITP  — inozynotrójfosforan; pCMB — parachlorortęciobenzoesan; 
ACTH — hormon adrenokortykotropow y; TSH — hormon tyreotropow y; RC — holo- 
enzym kinaz białkowych aktyw ow anych przez cAMP; R — podjednostka regulatorow a 
kinaz białkowych aktyw ow anych przez cAMP: C — podjednostka katalityczna kinaz 
białkowych aktyw ow anych przez cAMP.
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I. Wielopostaciowość kinaz białkowych

Podczas otrzym ywania preparatów  kinaz białkowych oczyszczanych 
przy zastosowaniu chrom atografii jonowym iennych (4, 24), sączenia lub 
elektroforezy w żelach (22, 34) oraz wirowania w gradiencie stężeń sacha
rozy (34, 44), stwierdzono równoczesne występowanie kilku różnych kinaz 
w poszczególnych tkanakch. Okazało się, że np. w cytosolu komórek w ątro
by (90) i trzustki szczura (24), a także w cytosolu mięśni (25) i retikulocy- 
tów królika w ystępują 3 różne kinazy (34); w jądrach limfocytów ludz
k ic h — 3 (45); w jądrach komórek szczura — 4 (46, 47); a wołu — 12 (48).

Obserowawane form y kinaz są często produktam i dyscocjacji lub de
gradacji powstałymi w trakcie otrzym ywania lub przechowywania prepa
ratu  enzymu (46, 47). Wiele kinaz pochodzących z tej samej tkanki różni się 
jednak podstawowymi właściwościami: zdolnością reagowania na obecność 
cyklicznych nukleotydów (45, 49, 50); względną specyficznością substrato
wą (48); masą cząsteczkową (34); wytrzym ałością na tem peraturę i prze
chowywanie (34); optimum pH działania enzymu (51); wpływem  stężenia 
jonów na dyscocjację enzymu (52); oraz różną wrażliwością na inhibito
ry (14).

W ymienione różnice we właściwościach w skazują na wielopostaciowość 
kinaz białkowych w ystępujących nie tylko w heterologicznych ale i homo
logicznych tkankach, a nawet w poszczególnych subfrakcjach komórko
wych.

1.1. Kinazy aktywowane i nieaktywowane przez cAMP

Obok kinaz aktyw owanych przez cAMP stwierdzono występowanie 
kinaz, na których aktywność nie wpływają cykliczne nukleotydy (14, 53). 
Niewrażliwe na cAMP są kinazy w ystępujące w jądrze i jąderku komó
rek w ątroby szczura i wołu (46, 47, 48), niektóre endogenne kinazy ryboso- 
malne (54), kinazy trzustki szczura (23) oraz mięśni i w ątroby kurczęcia 
(52, 55). W przypadku cytosolowych kinaz komórek Physarum polycepha
lum  (56, 57), Neurospora crassa (58) i Discotelium discoideum (59), obser
wowano naw et hamowanie reakcji fosforylacji przez cAMP. Jak  z powyż
szych danych widać w w arunkach doświadczeń in vitro cAMP nie zawsze 
pobudza fosforylację białek, co sugeruje istnienie kinaz aktywowanych 
i nieaktywow anych przez cykliczne nukleotydy (14, 52). Jednak zaklasy
fikowanie badanego enzymu jako kinazy nieaktywow anej przez cAMP 
może okazać się zbyt pochopne. Obserwowany brak aktyw acji w w arun
kach in vitro, często spowodowany jest dysocjacją holoenzymu kinazy 
w czasie preparatyki lub w trakcie oznaczenia aktywności (np. dysocjacja 
enzymu pod wpływem  substratu  (25, 60). Efekt pobudzenia fosforylacji 
białka przez cAMP zależy czasami od odpowiednio dobranych warunków 
reakcji, np. od ilości użytego substratu  lub siły jonowej mieszaniny reak
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cyjnej (61). Natomiast w nieoczyszczonych preparatach kinaz białkowych 
obserwowany brak wrażliwości na cykliczne nukleotydy może być spowo
dowany obecnością endogennego cAMP (14) lub inhibitora kinaz białko
wych (21, 31, 32). Czasami może to być efekt sumarycznego działania nie- 
rozdzielonych kinaz o różnych właściwościach (48, 62). Zastosowanie w ba
daniach izolowanej podjednostki regulatorowej lub inhibitora białkowego 
dla charakterystyki preparatów  kinaz, wydaje się jedynym  sposobem ich 
jednoznacznego określenia. Metoda ta (14) zostanie omówiona w dalszej 
części artykułu .

1.2. Mechanizm działania kinaz białkowych aktywowanych przez cAMP

Kinazy białkowe, których aktywność zależy od współdziałania z cy
klicznym i nukleotydam i składają się z podjednostki regulatorow ej (R) i ka
talitycznej (C). Podjednostki te tworzą nieaktyw ny kompleks (RC). cAMP 
powoduje dysocjację tego kompleksu z uwolnieniem aktyw nej podjednost
ki katalitycznej według schem atu (27, 33, 34, 44, 63):

RC + cAMP = RcAMP + C 
(forma (forma aktywna)
nieaktywna)

Zastosowanie chrom atografii powinowactwa pozwoliło na oddzielenie 
podjednostki katalitycznej od podjednostki regulatorowej kinazy z m ięśni 
królika i tym  samym wykazało słuszność przedstawionego modelu regu
lacji aktyw ności kinaz białkowych przez cAMP (27).

W w yniku rekom binacji otrzym anych podjednostek odtw arza się ki- 
naza, której aktywność ponownie może regulować cAMP. Rycina 1 przed
staw ia zależność fosforylacji kazeiny przez pod jednostkę katalityczną k i
nazy białkowej od ilości podjednostki regulatorowej.

Mechanizm aktyw acji kinaz przez cGMP i cIMP jest taki sam jak w 
przypadku cAMP (22, 24, 25, 60). N iektóre pochodne cyklicznych nukleo- 
tydów wywołują również dysocjację holoenzymu omawianych kinaz (27, 
28, 29, 30). I tak  8-tio i 8-metylotio-pochodne cAMP aktyw ują kinazy biał
kowe w  tym  samym stopniu co cAMP (29). Pod wpływem  innych pochod
nych cAMP, np. tubercydyno-3,5-monofosforanu aktywność kinazy jest 
wyższa niż w obecności cAMP (30). W ymienione pochodne cyklicznych nu- 
kleotydów nie w ykazują współzawodnictwa z cAMP o miejsce wiązania 
z białkiem  enzymatycznym. Fakt ten  sugeruje istnienie więcej niż jednego 
miejsca wiążącego pochodne cyklicznych nukleotydów w podjednostce 
regulatorowej kinaz białkowych (29).

Dysocjację holoenzymu na podjednostki w yw ołują również niektóre 
substra ty  białkowe (27, 33, 34, 60). Jednak w dalszym ciągu jeszcze nie
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wiele wiadomo o rodzaju oddziaływań pomiędzy podjednostkam i kinazy. 
Nieliczne dane (6) w skazują na udział grup tiolowych, gdyż pCMB po
chodne wowołują dysocjację holoenzymu.

F rakcja

Ryc. 1. Zależność aktywności podjednostki katalitycznej kinazy białkow ej od stężenia
podjednostki regulatorow ej (27)

A ktyw ność oznaczono w  obecności cAMP (o-----o) i bez cAMP ( • ----- • )

II. Podjednostka regulatorowa kinaz białkowych

II.1. Rozdzielenie podjednostek kinaz białkowych aktywowanych przez cykliczne
nukleotydy

P repara ty  enzymatyczne kinaz można rozdzielić na poszczególne pod
jednostki różnym i metodami. Najwcześniej stosowano metodę ultraw iro- 
wania w gradiencie stężeń sacharozy preparatu  uprzednio oczyszczonego 
chrom atograficznie na DEAE-celulozie oraz wybiórczą denaturację cieplną 
podjednostki katalitycznej w preparatach holoenzymu kinazy (44). O stat
nio zaś uzyskuje się rozdział podjednostek enzymatycznych przy zastoso
waniu chrom atografii powinowactwa na kolumnach z Sepharose 4 B i aga- 
rozy podstawionych przez cAMP (64, 65) lub też białkowy substrat: kazeinę 
czy histony (27).

Masy cząsteczkowe poszczególnych podjednostek kinaz białkowych 
różnią się, w zależności od stopnia oczyszczenia preparatu  jak  i rodzaju 
tkanki, z której preparat enzym atyczny uzyskano. Masy cząsteczkowe pod
jednostek regulatorow ych kinaz z mięśni królika określono jako: 37 000, 
50 000, 82 000 a podjednostek katalitycznych jako 45 000 (26); natom iast 
podjednostki regulatorow ej kinazy z mięśnia serca wołu jako 55 000, a pod
jednostki katalitycznej — 42 000 (27). Już z tych przykładów widać, że
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masy cząsteczkowe podjednostek regulatorow ych wym ienionych kinaz 
w yraźnie się różnią. Natomiast podjednostki katalityczne kinaz białko
wych pochodzących z różnych tkanek charakteryzują się podobnymi właś
ciwościami oraz m niejszym i różnicami w wielkościach mas cząsteczko
wych. Porównano prepara ty  kinaz białkowych z mięśni królika i w ątroby 
szczura (26), mózgu wołu i mięśni hom ara (60) oraz p repara ty  trzech róż
nych kinaz z retikulocytów królika rozdzielonych na DEAE-celulozie (34). 
Okazało się, że otrzym ane różne kinazy posiadały identyczne podjednostki 
katalityczne i odmienne podjednostki regulatorowe. Podjednostki ka ta li
tyczne jednej kinazy wiązały podjednostki regulatorow e innych kinaz nie 
tylko z homologicznych ale i heterologicznych tkanek (14).

II-2 Białka wiążące cAMP

W ystępowanie białek wiążących cAMP stwierdzono w kom órkach zwie
rzęcych (11, 14, 20, 24, 63, 66, 67, 68) i bakteryjnych (70, 71, 72). Natomiast
o występowaniu białka zdolnego do wiązania cyklicznego nukleotydów w  
komórkach roślinnych są stosunkowo nieliczne dane (73, 74). Funkcja jaką 
pełnią te białka w różnorodnych komórkach nie jest jednakowa. U euka- 
riota białka wiążące cAMP pełnią głównie funkcje podjednostek regulato
rowych kinaz białkowych aktywowanych przez cAMP (53). U prokariota 
natom iast oddziaływują bezpośrednio na genom powodując wzmożenie syn
tezy specyficznego RNA (np. u Escherichia coli) (75) nie biorąc udziału 
w procesach fosforylacji. W komórkach roślinnych funkcja białka w iążą
cego cAMP nie jest wyjaśniona, nie stwierdzono bowiem jak  dotąd w ystę
powania kinazy białkowej, którą aktyw owałby cAMP (74, 76, 77).

Białka wiążące cAMP w ystępują powszechnie we wszystkich subfrak- 
cjach komórek zwierzęcych, jednakże ich rozmieszczenie jest charakterys
tyczne dla poszczególnych tkanek. W trzustce szczura białka wiążące cAMP 
w ystępują głównie we frakcji mikrosomalnej i jądrowej (24), w  błonie 
śluzowej macicy krowy (41) i w gruczole mlecznym myszy (11) zaś we 
frakcji cytosolowej. W jądrach komórek w ątroby szczura niektóre białka 
kwaśne chrom atyny oraz rozpuszczalne białko w nukleoplaźm ie wiążą 
cAMP (66). Białka wiążące cAMP występujące we frakcji błon komórko
wych i cytoplazm atycznych można wyekstrahować stosując Lubrol-W X 
lub dezoksycholan sodu (69, 78, 79, 80). Charakterystyczne jest równoczes
ne występowanie w tych samych subfrakcjach komórkowych białek w ią
żących cAMP i kinaz białkowych.

W norm alnych tkankach zwierzęcych wykazano ścisłą korelację pomię
dzy wzrostem aktywności kinaz białkowych pod wpływem  zwiększonego 
poziomu cAMP, a zdolnością do wiązania cAMP (81). Doświadczenie w y
konano używając preparatów  błon cytoplazm atycznych z kom órek przepo
ny szczura, w których pod wpływem  adrenaliny (związek aktyw ujący cy- 
klazę adenylową w błonach) lub teofiliny (związek ham ujący aktywność
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fosfodwuesterazy cAMP) następował wzrost aktywności kinazy białkowej 
oraz proporcjonalnie zmniejszenie zdolności błon cytoplazm atycznych do 
wiązania egzogennego 3HcAMP. W ynik ten  sugeruje, że w błonach cyto
plazm atycznych komórek w ątroby szczura białko wiążące cAMP odpowia
da pod jednostce regulatorowej kinazy białkowej zlokalizowanej w błonach 
i aktyw owanej przez zwiększony poziom cAMP. Jak  dotąd nie wiadomo 
jeszcze, czy w poszczególnych subfrakcjach komórek innych tkanek zwie
rzęcych wszystkie białka wiążące cAMP spełniają rolę podjednostek regu
latorowych kinaz białkowych, czy też niezależnie od system u kinaz białko
w ych istnieją białka wiążące cAMP (53). Przykładem  tych ostatnich może 
być białko wiążące cAMP o masie większej niż masa cząsteczkowa kinazy 
białkowej, którego obecność stwierdzono w ekstrakcie z w ątroby szczu
ra (82).

Funkcja takich białek w komórkach zwierzęcych, jak  i roślinnych nie 
jest jeszcze wyjaśniona np. dla białka wiążącego cAMP w kłączach kar
czocha (74) i drożdżach (83). Obok białek wiążących cAMP istnieją również 
białka wiążące cGMP. W ystępowanie białka wiążącego cGMP stwierdzono 
np. w cytoplaźmie komórek ośrodkowego układu nerwowego mola wosko
wego (20). Badany preparat miał również zdolność wiązania cAMP. K m wią
zania cAMP wynosiło 1X10~7 M, zaś dla cGMP 10-8 M, co w skazuje na 
istnienie dwóch różnych białek wiążących specyficznie różne nukleotydy.

III. Substraty kinaz białkowych

III-l. Donory reszt fosforylowych

Donorem reszt fosforylowych dla reakcji fosforylacji białek, katalizo
wanej przez kinazy jest ATP (53). Do reakcji niezbędne są jony magnezu 
tworzące kompleks z ATP, k tóry dopiero w tej postaci jest substratem  
kinaz białkowych (84). Jednak niektóre kinazy białkowe również aktyw nie 
w ykorzystują inne trójfosfonukleotydy w reakcjach fosforylacji białek. 
Np. kinazy z frakcji kwaśnych białek grasicy cielęcej charakteryzują się 
identyczną stałą Michaelisa wobec ATP, GTP, CTP, ITP, i UTP (39). Po
dobnie cytosolowe kinazy białkowe z w ątroby szczura (85) i retikulocytów  
królika (86) odznaczają się identyczną stałą Michaelisa dla ATP i GTP. 
W zależności od fosforylowanego białkowego substratu  ATP niekiedy ak
tyw uje reakcje fosforylacji białek, w których donorem reszt fosforylowych 
jest GTP. Fakt ten  tłum aczy się szybką wym ianą znakowanego fosforu 
między GTP i ATP (50, 86). Jednak wydaje się, że pogląd w ykorzystania 
innych trójfosfonukleotydów w reakcjach przenoszenia reszt fosforylo
wych z ATP na białko, nie zawsze jest słuszny. Np. jedna z dwóch kinaz 
z tkanki tłuszczowej szczura przy w ykorzystaniu GTP jako donora reszt 
fosforylowych wykazywała 2,5 krotnie wyższą szybkość reakcji fosforylacji 
niż podczas wykorzystania ATP (50).
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CTP, GTP i UTP m ają również ham ujący wpływ na aktywność kinaz 
w błonie śluzowej macicy krowy (41) i przysadki wołu (88). Te trójfosfo- 
nukleotydy powodują niekiedy zmiany właściwości kinaz białkowych, 
np. we wrażliwości na aktyw ację przez cAMP lub zmiany w zapotrzebo
waniu na jony m etali (9).

Stwierdzono, że ATP reguluje aktywność kinaz białkowych nie tylko 
jako donor reszt fosforylowych, ale wpływa również na powinowactwo 
enzymu do cAMP (62, 89). Inkubacja enzymu w obecności ^molowych 
stężeń ATP i magnezu powoduje zmianę stałej dysocjacji cAMP w reakcji 
wiązania z enzymem; z 2X 10-8 do 2X 10~7 M i K m aktyw acji kinazy dla 
cAMP z 3X 10-9 M do 5X 10-8 M. To dziesięciokrotne zmniejszenie czułoś
ci enzymu na cAMP spowodowane jest wiązaniem kompleksu ATP—Mg++ 
z holoenzymem kinazy.

III-2. Białkowe substraty kinaz

Kinazy aktyw ow ane przez cAMP fosforylują reszty treoniny i seryny 
białkowego substratu. W iązanie estrowe pomiędzy tym i aminokwasami 
a resztam i fosforylowymi jest trw ałe w środowisku kwaśnym  (86, 90, 91). 
W przypadku kwaśnych białek jądrowych komórek rakowych W alker 256, 
stwierdzono fosforylację reszt histydyny i lizyny (51). Reakcję katalizują 
dwie różne kinazy. Obie są niewrażliwe na cAMP ale tylko jedną ham uje 
CTP, różnią się poza tym  optimum pH. Pow stałe w wyniku ich działania 
wiązanie estrowe jest nietrw ałe w środowisku kwaśnym.

Najczęściej stosowanymi substratam i w badaniach in vitro są histony 
(poszczególne frakcje oraz ich mieszanina) (34, 45, 90), kazeina (8, 34, 52, 
90), protam ina (21, 90, 91) i fosfofityna (61, 90, 94). N iektóre substraty 
powodują dysocjację enzymu, analogiczną do dysocjacji wywoływanej 
przez cAMP lub cGMP. Takie właściwości w ykazują histony (44) i pro
tam ina (33, 34). Oddziaływanie pomiędzy białkowym substratem  a enzy
mem (33) powoduje niewrażliwość na cykliczne nukleotydy, przy zwięk
szonym poziomie fosforylacji spowodowanej uwolnieniem podjednostki 
katalitycznej (44).

Ze względu na funkcje pośrednictwa w działaniu niektórych hormonów 
i cAMP, jakie przypisuje się kinazom, szczególnie istotną w ydaje się zna
jomość fizjologicznych substratów  tych enzymów. Jednak tylko pewne 
endogenne substraty  są dokładnie poznane i scharakteryzow ane. Dobrze 
znana jest fosforylacja niektórych enzymów przez kinazy występujące we 
frakcji cytosolowej (13, 15, 16, 17, 18). Takimi enzymami są: syntetaza 
glikogenowa I (93) i kinaza fosforylazy b z mięśni szkieletowych królika 
(95), trójglicerydowa lipaza z tkanki tłuszczowej szczura (96, 97) oraz po- 
limeraza RNA z E. coli (98) i tkanek ssaków (99). Ostatnio stwierdzono 
fosforylację aktyw owaną przez cAMP jeszcze innych białek enzymatycz-
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nych. Kinazę pirogronianową (100) z w ątroby szczura w w arunkach in vi
tro fosforyluje kinaza z tej samej tkanki lub kinaza z serca wołu. Fosfo
rylacja wywołuje obniżenie aktywności kinazy pirogronianowej. Efekt 
ten  jest szczególnie w yraźny przy niskich stężeniach substratu. Kinazy 
z mięśni świni i mózgu wołu fosforylują również jeden z dwu izoenzymów 
anhydrazy węglowej z erytrocytów  wołu (101). Przebieg tej reakcji zależy 
od stężenia cAMP i ATP. W w yniku fosforylacji obserw uje się zwiększe
nie aktywności anhydrazy. Również aktywność dehydrogenazy pirogronia
nowej (102) i regulują reakcje fosforylacji i defosforylacji. Fosforylację 
powodującą obniżenie aktywności enzymu katalizuje w ew nątrzm itochon- 
drialna kinaza białkowa niewrażliwa na cAMP (13). In teresu jący  jest fak t 
autofosforylacji, zaobserwowany przez E r l i c h m a n a  (8, 103). Kinaza 
białkowa z serca wołu aktywowana przez cAMP fosforyluje białko pod
jednostki regulatorowej. Włączanie reszt fosforylowych do białka podjed
nostki wiążącej cAMP, nie wpływa na zdolność wiązania cAMP, ułatw ia 
jednak dysocjację holoenzymu. W ydaje się, że reakcja ta może in vivo  od
grywać rolę w regulacji aktywności kinazy przez cAMP. Ze względu na 
funkcje pełnione w komórce ważnym  endogennym substratem , fosforylo- 
w anym  przez kinazy, są białka w ystępujące w jądrze. Pobudzaną przez 
cAMP fosforylację histonów in vivo i in vitro opisano w wielu pracach 
(8, 34, 43, 62, 104, 105), podobnie jak  i nie zależną od cAMP fosforylację 
kwaśnych białek chrom atyny (47, 77, 106, 107).

K olejnym  substratem  którego fosforylacja ma wpływ na szybkość syn
tezy białka w komórce są poszczególne białka rybosom alne (92, 108, 109). 
In vitro stwierdzono aktywowaną przez cAMP fosforylację poszczególnych 
białek rybosom alnych przez endogenne jak i egzogenne dodane kinazy biał
kowe (110). In vivo  zaobserwowano również zwiększenie poziomu fosfory
lacji w rybosomach w ątroby szczura pod wpływem zwiększonego stężenia 
cAMP wywołanego podaniem glukagonu (111). W przypadku fosforylacji 
rybosom alnych białek wyniki badań przeprowadzonych in vitro i in vivo 
nie zawsze pokryw ają się. Stosując egzogennie podany 32P szczurom z re 
generującą wątrobą, stwierdzono, że fosforyluje się tylko jedno białko 
w m ałej podjednostce, w odróżnieniu od fosforylacji licznych białek ob
serwowanej in vitro (112). Fosforylację białek rybosom alnych katalizują 
nie tylko kinazy aktywowane przez cAMP (np. spośród kilku białek rybo
somalnych fosforylowanych przez endogenne kinazy z retikulocytów  kró
lika cAMP pobudza fosforylację tylko jednego białka) (54). Stwierdzono 
również fosforylację prerybosom alnych białek w jąderku  (113, 114), gdzie 
fosforylacji ulegają inne białka rybosomalne niż na terenie cytoplazmy. 
Kinazy białkowe aktywowane przez cAMP związane z błonami komórko
wymi i cytoplazm atycznymi fosforylując selektywnie białka w pływ ają na 
regulację przekażnictwa synaptycznego, wiązania jonów i przepuszczał-
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ności błon (42). Fosforylację białek błon cytoplazmatycznych stwierdzono 
w erytrocytach człowieka (8), przysadce wołu (115), gruczole mlecznym 
myszy (11), w  korze nadnerczy (110), w mięśniach szkieletowych i sercu 
psa (109) oraz tkance tłuszczowej szczura (40). Niektóre z endogennych 
substratów  wykazują również zdolność do dysocjacji holoenzymu kinazy, 
np. zasadowe białka m ieliny z mózgu wołu (91).

III-2.1 Specyficzność substratowa kinaz białkowych

Specyficzność substratow ą poszczególnych kinaz białkowych trudno  
scharakteryzować a zatem i porównać. Przyczyn tych trudności jest kilka. 
Przede wszystkim brak jest szczegółowego określenia ilości fosforylowa- 
nych reszt w poszczególnych substratach (14). Poza tym  do badań stosuje 
się preparaty  enzymatyczne zawierające często oprócz kilku kinaz różnią
cych się właściwościami także inne endogenne białka, będące na ogół do
brymi substratam i badanej kinazy. W takich przypadkach często obserw uje 
się zmiany szybkości fosforylacji różnych substratów  w zależności od zmian 
w arunków reakcji (pH, stężenie jonów dwuwartościowych itd.) (44). K inazy 
w ystępujące w poszczególnych subfrakcjach komórkowych różnią się is
totnie specyficznością w stosunku do egzogennych substratów . Kinazy 
obecne w cytosolu z reguły aktyw nie fosforylują histony (99), nieco sła
biej zaś kazeinę i fosfofitynę (91). Natomiast kinazy obecne we frakcji 
jądrowej w niewielkim  stopniu fosforylują histony (46, 47, 51). Także ki
nazy w ystępujące w innych organellach komórkowych lub związane z bło
nami cytoplazm atycznymi różnią się specyficznością substratow ą w po
równaniu z kinazą cytosolową tych samych komórek, np. kinaza cytosolo- 
wa fosforylująca protam inę i histony oraz kinaza związana z neurotubu- 
lami komórek nerwowych fosforylująca histony II A (35). Wiele danych 
(45, 50, 90) świadczy o tym, że nawet kinazy w ystępujące w jednej sub- 
frakcji i rozdzielone przy pomocy chrom atografii preparatyw nej wykazują 
wyraźne różnice w specyficzności substratow ej, np. z dw unastu kinaz zlo
kalizowanych we frakcji kwaśnym białek chrom atyny tylko dwie fosfo- 
rylowały kwaśne białka, trzy histony i to jedynie w obecności cAMP, a pięć 
kazeinę (48). Porównywano również specyficzność substratow ą izolowa
nych podjednostek katalitycznych trzech kinaz z cytosolu w ątroby szczura 
(przy czym jedna z tych kinaz była niewrażliwa na cAMP) (26). Okazało 
się, że preparaty  te różnią się w niewielkim  stopniu szybkością fosforyla
cji histonów fi, f2c, f 2b, fa (26). P reparaty  kinaz w ystępujących w cytosolu 
komórek mięśni szkieletowych kurczęcia wykazywały różną zdolność do 
fosforylacji histonów i kazeiny w obecności 100 i 300 mM stężenia jonów 
sodu, w zależności od wieku kurczęcia (52).
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IV. Ciepłotrwały białkowy inhibitor kinaz białkowych aktywowanych 
przez cAMP *>

Potencjalnym  regulatorem  aktywności kinaz białkowych in vivo  jest 
ciepłotrwałe białko w ystępujące w tkankach zwierzęcych (14, 31, 32, 117) 
określane mianem inhibitora (31) lub m odulatora (32). Obecność inhibitora, 
k tóry  hamował aktyw ację kinazy fosforylazy, pobudzaną przez cAMP po 
raz pierwszy stwierdzono w nieoczyszczonym ekstrakcie z tkanki mięśnio
wej królika (118). W krótce potem A p p l e m a n  (119) wyodrębnił z tej 
samej tkanki białko ham ujące aktywność fosforylazy glikogenowej jak 
i przejście form y I w D syntetazy glikogenowej. W późniejszych badaniach 
(14, 31, 32, 120) stwierdzono występowanie inhibitora w różnych tkankach 
zwierzęcych oraz zbadano jego właściwości.

IV-1. Mechanizm działania inhibtora kinaz białkowych

Inhibitor ham uje kinazy białkowe aktywowane przez cAMP zm niej
szając prędkość początkową reakcji, nie wpływa natom iast na aktywność 
kinaz niewrażliwych na cykliczne nukleotydy (14, 31, 32). Hamowanie 
zależy zarówno od ilości enzymu jak i inhibitora (120). Inhibitor obniża 
aktywność kinazy białkowej pomimo że nie katalizuje defosforylacji 
białkowego substratu, nie oddziaływuje z cyklicznymi nukleotydami, ani 
nie współzawodniczy z żadnym z substratów  (14). W przypadku holoen- 
zymu (RC) następuje to jedynie w obecności cAMP, natom iast w przypad
ku wolnej podjednostki katalitycznej (6)— także w nieobecności cAMP 
(21). Przedstawia to rycina 2. Fakt ten wskazuje na możliwość dwu róż
nych mechanizmów działania inhibitora. W edług pierwszego, wiązanie 
przez inhibitor (I) podjednostki katalitycznej (C) uwolnionej pod wpływem 
cAMP, przebiega następująco (14):

RC + cAMP = RcAMP + C 

C + I = CI

Drugi mechanizm zakłada bezpośrednie wiązanie inhibitora (I) z holo- 
enzymem RC1. W wyniku dysocjacji tego kompleksu uwalnia się podjed- 
nostka regulatorowa R oraz związana z inhibitorem  nieaktyw na pod jed
nostka katalityczna Cl, według reakcji (14):

RC + I = RCI 

RCI = R + CI

*) Poniew aż będzie om awiany tylko jeden inhibitor kinaz białkow ych zam iast 
term inu  „ciepłotrwały białkowy inhibitor kinaz białkowych aktyw ow anych przez 
cAM P” w dalszej części artyku łu  będzie stosowany term in „inhibitor kinaz białko
w ych” lub „inhibitor”. » •
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A s h b y  i W a l s h  (31) potwierdzili mechanizm działania inhibitora 
przedstawiony w reakcji pierwszej, wykonując doświadczenie analizujące 
oddziaływania pomiędzy inhibitorem  i kinazą białkową. Rycina 3 przedsta
wia uzyskane w doświadczeniu wyniki rozdziału mieszanin zawierających 
inhibitor (I) podjednostkę katalityczną (C) lub holoenzym (RC), podczas 
ultraw irow ania w gradiencie stężenia sacharozy (31).

Jednostki inhibitora Jednostki inhibitora

Ryc. 2. Zależność aktyw ności katalitycznej podjednostki kinazy białkow ej (31)
(o-----o) holoenzym u kinazy białkow ej aktyw ow anej przez cAMP
(.A.----- .A) oraz m ieszaniny podjednostki katalitycznej i holoenzym u
( □— od ilośc i inhibitora
A ktyw ność oznaczano bez cAMP (A) i w  obecności tego nukleotydu (B). Jednostka inhibitorow a  
jest to taka ilość inhibitora, która w  w arunkach standardow ych ham uje aktyw ność kinazy

fosforylazy w  50%.

Stała sedym entacyjna inhibitora z mięśni królika wyznaczona podczas 
wirowania w ciągłym gradiencie sacharozy — wynosi 1,5S (Ryc. 3A), a ki
nazy białkowej również z mięśni królika 6,8S i 5,2S (Ryc. 3C). Natomiast 
ten sam preparat kinazy po uprzedniej inkubacji w obecności cAMP, jak 
i izolowana pod jednostka katalityczna kinazy m ają stałą sedym entacji 4,1S 
(Ryc. 3A, B). P reparat podjednostki katalitycznej inkubowanej z inhibi
torem  (Ryc. 3E) nie rozdzielał się na poszczególne białka, a jego stała se
dym entacyjna wynosiła 4,1 S. U ltra wirowanie preparatów  zawierających 
holoenzym kinazy i inhibitor — po uprzedniej inkubacji z cAMP i bez 
cAMP — daje różne wyniki. Białka preparatu  inkubowanego z cAMP nie 
rozdzielały się podczas ultraw irow ania (Ryc. 3F). U ltraw irow anie zaś nie- 
zdysocjowanego holoenzymu (preparat inkubowany bez cAMP) powodo
wało rozdzielanie inhibitora i kinazy białkowej (Ryc. 3D). W yniki te  w y
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kazują, że inhibitor może wiązać się z białkiem enzymatycznym, jedynie 
po uprzedniej dysocjacji holoenzymu na podjednostki i wykluczają możli
wość powstawania kom pleksu RCI. Sugeruje to łączenie inhibitora z pod- 
jednostką katalityczną w miejscu wiążącym podjednostkę regulatorową. 
Inhibitor jednak różni się od podjednostki regulatorowej właściwościami 
fizycznymi, takim i jak termostabilność, niższa masa cząsteczkowa, a także 
brakiem  zdolności do wiązania cyklicznych nukleotydów. Ham uje on ak
tywność kinaz białkowych w sposób nieodwracalny przez cAMP, w odróż
nieniu od hamowania wywołanego przez podjednostkę regulatorową (14).

Ryc. 3. P rofile sedym entacyjne preparatów  kinazy białkowej i białkowego inhibitora
kinazy z mięśni królika (31)

W lin iow ym  gradiencie stężeń sacharozy w irow ano osobno preparaty podjednostki katalitycznej 
kinazy białkow ej i inhibitora (A), preparat zdysocjow anego holoenzym u kinazy po inkubacji 
z cAMP (B), n iezdysocjow anego holoenzym u kinazy b iałkow ej (C), holoenzym u inkubow anego  
z inh ibitorem  (D), podjednostki katalitycznej k inazy białkow ej inkubow anej z inhibitorem  (E), 

holoenzym u kinazy białkow e} inkubow anego z inhibitorem  w  obecności cAMP (F).
-o -o - aktyw ność kinazy białkow ej w yrażono w  pm olach S2P w łączonego do preparatu histonów ; 
-o -o - Ilość jśdnostek  inhibitora.
Jednostka inhibitora jest to  taka ilość inhibitora, która w  warunkach standardow ych ham uje  
aktyw ność kinazy fosforylazy w  500/0.
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IV-2. Właściwości inhibitora kinaz białkowych

Inhibitor jest term ostabilny — ogrzewany do tem peratu ry  95°C nie 
traci zdolności hamowania kinazy białkowej. Masa cząsteczkowa białka in
hibitora wynosi 26 000 (31), 34 000 (32), a punkt izoelektryczny 4,2. W yka
zuje on zdolność hamowania aktywowanej przez cAMP fosforylacji kazeiny 
(31) oraz histonu f2b (32), katalizowanej przez kinazy z różnych tkanek. Jed 
nak działanie inhibitora kinaz na fosforylację innych substratów  białko
wych jest niejednakow e (32). Rycina 4 przedstawia wpływ inhibitora na 
aktywność kinazy aktyw owanej przez cCMP(A) i kinazy aktywowanej 
przez cAMP(B).

cGMP (pmole) cAMP (pmote)

Ryc. 4. Wpływ białkowego inhibitora z m ięśni hom ara na aktywność kinaz białkowych 
aktyw ow anych przez cykliczne nukleotydy (32)

A ktyw ność kinaz oznaczano bez (-o-o-) oraz w  obecności inhibitora ( - • - • - ) .
A. A ktyw ność kinazy białkow ej z m ięśn i homara, aktyw ow anej przez cGMP oznaczano  

w  obecności w zrastającego stężen ia  cGMP.
B. A ktyw ność kinazy b iałkow ej z serca w ołu , aktyw ow anej przez cAMP oznaczano w  obec

ności w zrastającego stężenia cAMP.

Badania aktyw ności inhibitora z mięśni hom ara (o właściwościach podob
nych do inhibitora wyizolowanego z mięśni królika) (31), potw ierdziły efekt 
hamowania aktywności kinazy białkowej aktyw owanej przez cAMP w sto
sunku do tych samych substratów , to jest kazeiny i histonu f2b (32). Inhibi
tor ham uje również aktywność obu kinaz, (aktywowanej przez cAMP i ak
tywowanej przez cGMP), gdy fosforylowanym substratem  jest histon li-

http://rcin.org.pl



396 J. K W A S T - W E L F E L D [14]

zynowy lub cała frakcja histonów, natom iast pobudza aktywność tych 
kinaz gdy substratem  jest protam ina. Gdy substratem  jest histon argini- 
nowy obserw uje się w obecności inhibitora, efekt hamowania kinazy biał
kowej pobudzanej przez cAMP i aktywowania kinazy pobudzanej przez 
cGMP. Zdolność modulowania specyficzności substratow ej kinaz pobudza
nych przez cykliczne nukleotydy, z tkanki mięśniowej homara, wykazywa
ły również białka inhibitorowe izolowane z innych źródeł (32). W w arun
kach in vitro, na obserwowaną stym ulację lub hamowanie aktywności 
kinaz białkowych przez inhibitor wpływa kilka czynników: rodzaj i ilość 
substratu, obecność i rodzaj jonów dwuwartościowych (32), rodzaj i stęże
nie cyklicznego niikleotydu (32) oraz pochodzenie i ilość inhibitora, jak 
i właściwości samego enzymu. Istotną rolę w regulacji aktywności kinaz 
białkowych, w zależności od wielu czynników wym ienionych wyżej speł
niają również białka inhibitorowe in vivo. Ponieważ w komórkach zwie
rzęcych jest stosunkowo niewielka ilość cGMP i kinazy aktyw owanej tym  
nukleotydem  w porównaniu z ilością cAMP i kinazy aktywowanej przez 
cAMP, w ydaje się, że aktywowanie przez inhibitor kinazy pobudzanej' 
przez cGMP ma istotne znaczenie fizjologiczne in vivo.

IV-3. Występowanie in vivo  inhibitora kinaz białkowych aktywowanych przez cAMP

W tkankach zwierzęcych inhibitor kinaz białkowych w ystępuje równo
legle z kinazami białkowymi aktywowanym i przez cykliczne nukleotydy 
(14, 31, 32). Tabela 1 (31) przedstaw ia zawartość inhibitora w poszczegól-

Tabela 1

Rozmieszczenie inhibitora kinaz białkowych 
w tkankach królika (31)

Tkanka
Stężenie inhibitora 

(jednostki inhibitora* 
/g mokrej masy)

Mózg 9200
Mięsień sercowy 6200
Mięsień szkieletowy 6000
Wątroba 600
N erka 600
Tarczyca 500

* Jed n o s tk a  inh ib ito row a je s t to  ta k a  ilość inh ib ito ra , k tó ra  
w w arunkach  standardow ych  pow oduje ham ow anie aktyw ności k i
nazy  fosforylazy w 50%.

nych tkankach królika. W mięśniach szczura i królika in vivo  około 18— 
21% kinazy białkowej aktywowanej przez cAMP ham uje inhibitor (14).

Ilość inhibitora zmienia się w zależności od stanu fizjologicznego zwie
rzęcia (14). Głodzenie powoduje obniżenie aktywności właściwej inhibi-
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tora *> o około 30°/o, a alloksan o około 60°/o, w odróżnieniu od insuliny po
wodującej zwiększenie aktywności inhibitora (14). W czasie rozwoju szczu
ra zaobserwowano zmiany poziomu aktywności inhibitora w cytosolu ko
m órek brunatnej tkanki tłuszczowej (120). Aktywność inhibitora w prepa
ratach z tkanki płodowej była wyższa niż w preparatach z tkanki 10-dnio- 
wych szczurów. Inhibitor pochodzący z tego źródła hamował aktywność 
cytosolowej kinazy białkowej z tkanki tłuszczowej oraz kinazy z serca 
wołu.

Wysoka aktywność inhibitora obserwowana w em brionalnym  okresie 
rozwoju szczura (122) oraz inne przykłady zmian poziomu aktywności inhi
bitora w zależności od stanu fizjologicznego zwierzęcia (14, 120) sugerują, 
że inhibitor ma udział w regulacji funkcji cAMP in vivo.

V. Hormonalna regulacja aktywności kinaz białkowych aktywowanych 
przez cAMP

Wiadomo, że kinazy białkowe w obecności ATP, Mg++ i cAMP zwięk
szają aktywność niektórych enzymów, np. lipazy trójglicerydowej (96,97)
i kinazy fosforylazy (95). Znany jest również fakt zwiększania in vivo po
ziomu glikogenolizy i lipolizy pod wpływem  adrenaliny, glukagonu i ACTH 
(13). Hormony te powodują jednoczesne zwiększanie poziomu cAMP w 
tkankach (13), k tóry  w edług dobrze poznanego in vitro mechanizmu (patrz 
rozdz. I) aktyw uje kinazę białkową. Zestawienie tych faktów wskazuje na 
fizjologiczną rolę kinaz białkowych w hormonalnej regulacji wymienionych 
procesów. Jednak doświadczalne wykazanie regulacji aktywności kinaz 
białkowych in vivo w  w yniku zwiększenia poziomu cAMP w tkance przez 
hormony, napotykało w iele trudności (78, 129). Udało się to dopiero S o -  
d e r l i n g o w i ,  C o r b i n o w i  i P a r k o w i  (123). Autorzy ci stw ier
dzili, że inkubacja tkanki tłuszczowej z adrenaliną powoduje zwiększenie 
podstawowej aktywności kinazy białkowej (oznaczonej w nieobecności 
cAMP). Pobudzenie aktywności związane jest z dysocjacją holoenzymu i w 
konsekwencji z pojaw ieniem  się zwiększonej ilości aktyw nych podjednos- 
tek  katalitycznych w komórce. Fakt ten  zaobserwowano oddzielając holo- 
enzym od podjednostki katalitycznej na kolumnie Sephadex G-100. Ry
cina 5 przedstawia w yniki rozdziału preparatów  kinazy białkowej z tkanki 
tłuszczowej szczura (123).

M aksymalną aktyw ację lipolizy w kom órkach inkubowanych z 11 (iM 
adrenaliną obserwowano (po 2 do 5 minut) równocześnie ze zwiększeniem 
poziomu cAMP i pojawieniem  się zwiększonej ilości wolnych pod jednostek

*) Aktywność właściwa p rep a ra tu  inhibitora w yraża się ilością jednostek ak tyw 
ności inhibitora na mg białka prepara tu . Jednostka aktywności inhibitora jest to taka 
ilość inhibitora, k tóra w  w arunkach  standardow ych ham uje aktywność kinazy fosfo
rylazy w  50%.
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katalitycznych (Ryc. 5A i B). Podczas inkubacji w obecności adrenaliny
i kafeiny, zanim nastąpiła m aksym alna aktyw acja kinazy białkowej, w ko
m órkach tłuszczowych obserwowano m aksym alny poziom lipolizy (Ryc. 
5C). Wzrost aktywności kinazy białkowej, mierzonej bez cAMP, w stosun
ku do aktywności mierzonej wobec cAMP — wywołują również glukagon
i ACTH. Natomiast insulina obniża podwyższony, w wyniku inkubacji z 
adrenaliną, poziom aktywności kinazy białkowej. Po 10 m inutach obserw u
je się względne zmniejszenie ilości wolnej podjednostki katalitycznej oraz 
obniżenie poziomu cAMP w tkance tłuszczowej (Ryc. 5D).

Ryc. 5. P rofile elucji z kolum ny Sephadex G-100 kinazy białkow ej aktyw ow anej 
przez cAMP z tkanki tłuszczowej szczura (123)

Izolowaną tkankę tłuszczow ą inkubow ano w  buforze fosforanow ym  K rebsa-Ringera (A), w  obec
ności U [iM adrenaliny (B), w  obecności 11 nM adrenaliny z dodatkiem  1 mM k afeiny  (C) z do
datkiem  6,9 nM insu liny (D). A ktyw ność kinazy białkowej oznaczano w  obecności cyklicznego  
AMP ( • —• )  i bez tego nukleotydu (X—X). Jednostka aktyw ności kinazy białkow ej aktyw o
w anej przez cAMP jest to taka ilość enzym u, która katalizuje w łącznie 1 pmola 32P do 

preparatu h istonów  w  ciągu 1 m inuty.

Analogiczne wyniki otrzymano podczas badania horm onalnej regulacji 
kinazy białkowej aktywowanej przez cAMP w komórkach m ięśnia przepo
ny szczura (80). Stwierdzono, że inkubacja przepony w obecności adrena
liny powoduje zmniejszenie aktywności pobudzanej przez cAMP jak i 
zmniejszenie wiązania cyklicznego 3HAMP. Natomiast aktywność podsta-
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wowa (niepobudzona przez cAMP) wzrasta. Antagonistyczne działanie 
insuliny w stosunku do pobudzenia aktywności kinazy wywołanej przez 
adrenalinę, zaobserwowane w tym  przypadku, ma innych charak ter niż w 
tkance tłuszczowej. Insulina w komórkach przepony szczura nie wyw ołuje 
obniżenia poziomu cAMP — nie zmienia również aktywności inhibitora 
kinaz białkowych. Inne badania także potwierdzają wzrost aktyw ności ki
naz białkowych w skraw kach tkanek inkubowanych w obecności hormonów 
zwiększających poziom cAMP. W skraw kach tarczycy pod w pływ em  TSH 
(124), w brunatnej tkance tłuszczowej pod wpływem  noradrenaliny (125), 
a także glukagonu w kom órkach wysepek Langerhansa (126) i w kom ór
kach perfundow anej w ątroby (105) stwierdzono zwiększenie poziomu ak
tywności kinazy białkowej.

Analogiczne wyniki otrzym ano podając te horm ony in vivo. Np. w w ą
trobie szczura izolowanej w ciągu 10 m inut po podskrónym  w strzyknięciu 
glukagonu stwierdzono również zwiększenie dysocjacji kinazy białkowej 
(127).

K o r e n m a n  i wsp. (128) poza potwierdzeniem  horm onalnej regulacji 
kinazy białkowej aktyw owanej przez cAMP, zwrócili uwagę na w ew nątrz
komórkowe przemieszczanie uwalnianej podjednostki katalitycznej. S tw ier
dzono, że pod wpływem  isoproterenolu w komórkach macicy m aleje stę
żenie kinazy białkowej w cytosolu, a ilość wolnych pod jednostek we frakcji 
mikrosomalnej zwiększa się. Jak  dotąd nie potwierdzono jeszcze w innych 
tkankach przemieszczania się wewnątrzkomórkowego uwolnionych pod- 
jednostek kinazy pod wpływem  hormonów.

O horm onalnej regulacji aktywności kinazy białkowej w inny sposób 
niż poprzez zwiększenie poziomu cAMP nie ma wielu danych. Wiadomo, 
że glukokortykoidy, związki diabetologiczne (alloksan i streptozotocyna) 
oraz głodzenie, powoduje po 1—4 dni, obniżenie poziomu aktywności k ina
zy (67, 127) białkowej m ierzonej bez cAMP, albo w jego obecności. W yniki 
te wskazują na zmniejszenie ilości podjednostek regulatorow ych i ka ta li
tycznych, a więc na zmiany w syntezie lub degradacji enzymu pod w pły
wem wym ienionych czynników. Mechanizm regulacji aktywności kinazy 
białkowej na tej drodze nie jest jeszcze wyjaśniony.

VI. Uwagi końcowe

Ze względu na rolę, jaką przypisuje się kinazom białkowym w pływ ają
cym na aktywność niektórych białek funkcjonalnych (31, 40, 92, 93, 95, 96, 
97, 100, 101) jak  i aktywność genów u zwierząt, problem  regulacji tych 
kinaz jest bardzo istotny. Mechanizm aktyw acji kinaz białkowych przez 
cykliczne nukleotydy badanych w w arunkach in vitro (22, 27, 44) i in vivo  
(123) jest jednakow y dla wszystkich kinaz aktyw owanych przez cAMP. 
Zacytowane przykłady hormonalnej regulacji kinaz białkowych in vivo

http://rcin.org.pl



400 K I N A Z Y  B I A Ł K O W E [18]

(patrz rozdz. IV), dotyczą jednak tylko kinaz rozpuszczalnych, których 
właściwości, substraty  i funkcje, są dobrze scharakteryzowane. O pozosta
łych kinazach białkowych zwłaszcza związanych z substrukturam i kom ór
kowymi, brak wyczerpujących danych. Przy niew ystarczającej ilości często 
podstawowych inform acji o tych kinazach, niewiele można powiedzieć o 
regulacji ich aktywności, tym  bardziej, że nie zawsze nawet wiadomo, czy 
badana kinaza może być aktyw owana przez cykliczne nukleotydy.

Kinazy pobudzane i niepobudzane przez cykliczne nukleotydy można 
rozróżniać dzięki metodzie zaproponowanej przez W a l s h a  (14). Metoda 
ta w ykorzystuje omówione wcześniej właściwości podjednostek regulato
rowych kinaz białkowych (27). Obniżenie aktywności podjednostek katali
tycznych przez egzogennie dodane podjednostki regulatorowe pozwala w 
badanym  ekstrakcie odróżnić obecność zdysocjowanych podjednostek 
katalitycznych kinazy aktywowanej przez cAMP od kinazy niew rażliwej 
na cykliczne nukleotydy. Również inhibitor kinaz białkowych dodany 
egzogennie do badanego preparatu , wiążąc zdysocjowaną podjednostkę ka
talityczną obniża poziom fosforylacji białek (patrz rozdz. IV-1.). Zastosowa
nie preparatu  podjednostki regulatorowej kinazy oraz inhibitora do iden
tyfikacji kinaz białkowych przedstawia tabela 2 (14, 130). .

Tabela 2

Określanie charakteru kinaz białkowych (LII) na podstawie 
wpływu podjednostki regulatorowej (I) lub inhibitora (II) 

na poziom fosforylacji substratu (14, 130)

I. Podjednostka n  Inhibitor 
regulatorowa

III. Badana 
kinaza

Nie wpływa 
±cA M P

Hamuje 
+  cAMP

Holoenzym kinazy biał
kowej aktywowanej 
przez cAMP

Hamuje
-cA M P

Hamuje
±cA M P

Wolna podjednostka 
katalityczna kinazy 
białkowej aktywowa
nej przez cAMP

Nie wpływa 
±cA M P

Nie wpływa 
±cA M P

Inne kinazy

Zastosowanie izolowanych podjednostek regulatorowych pozwoliło na 
określenie kinaz białkowych chrom atyny jądrowej komórek w ątroby szczu
ra (46, 47). Mimo stwierdzonej obecności białka wiążącego cAMP, wszyst
kie próby aktyw acji tych kinaz przez cykliczne nukleotydy nie dawały re 
zultatów, co pozornie wskazywało na obecność kinaz niew rażliwych na 
cAMP w chr ornaty nie. Jednak podczas chrom atografii kwaśnych białek 
jądrow ych na fosfocelulozie otrzymano dwie frakcje charakteryzujące się 
zdolnością do wiązania cAMP i dwie frakcje o własnościach kinazy białko
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wej niew rażliwej na cAMP. Jeden rodzaj oczyszczonego białka o zdolności 
do wiązania cAMP, jak i podjednostka regulatorowa kinazy białkowej ak 
tywowanej przez cAMP z serca wołu, hamowały aktywność jednej kinazy 
białkowej z kwaśnych białek jądrowych. Inhibicja ta była odwracalna w 
obecności 5 jaM stężenia cAMP. W yniki te pozwoliły na określenie bada
nych kinaz; jednej — jako kinazy wrażliwej na cAMP, która podczas p re
paratyki została zdysocjowana na dwie podjednostki; drugiej — jako kinazy 
niewrażliwej na cykliczne nukleotydy. Zidentyfikowanie szeregu kinaz 
jako niew rażliwych na cAMP wyklucza możliwość regulacji aktywności 
wszystkich kinaz in vivo  poprzez cykliczne nukleotydy. Zagadnienie regu
lacji aktywności tych enzymów pozostaje więc otwarte. Dotychczasowe da
ne o regulacji aktywności kinaz aktywowanych przez cAMP in vivo, są 
również zaledwie wstępem  do badań nad tym  zagadnieniem.

A utorka  składa Panu Profesorowi dr Zbigniew owi K aniudze podziękowanie za 
sugestie i cenne uwagi przy przygotowaniu niniejszego artykułu .

A rty ku ł otrzym ano 14.2.1975, po rew izji autorskiej przyjęto 12.6.1975.
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R Y SZ A R D  FARB1SZEW SKI  *>, K R ZYSZTO F  W O RO W SK I  **>

Enzymy proteolityczne tkanek nowotworowych 

Proteolytic Enzymes of Malignant Tissues

Badania ostatnich lat dostarczyły wielu danych eksperym entalnych 
świadczących o udziale enzymów proteolitycznych w rozroście tkanek 
nowotworowych. Badania nad aktywnością enzymów proteolitycznych w 
nowotworach zostały zapoczątkowane w 1957 r. przez grupę badaczy z Oś
rodka Badań nad Rakiem Insty tu tu  Karola w Sztokholmie (1).

W poniższym przeglądzie zebrano dane dotyczące występowania lokali
zacji, swoistości działania enzymów proteolitycznych tkanek nowotworo
wych, ich roli w procesie rozrostu i różnicowania komórek, ze szczegól
nym  uwzględnieniem zmian składników powierzchniowych błon kom órko
w ych pod wpływem  tych enzymów. Przedstawiono również poglądy doty
czące znaczenia enzymów fibrynolitycznych oraz enzymów wyw ołujących 
proces krzepnięcia krw i w rozroście i powstawaniu przerzutów  nowotwo
rowych.

I. Wewnątrzkomórkowe proteazy komórek nowotworowych 

1-1. Ogólna charakterystyka i swoistość działania

W ewnątrz komórkowe enzymy proteolityczne w ystępują powszechnie 
w tkankach prawidłowych i nowotworowych (2— 17). Enzymy te charakte
ryzuje najwyższa aktywność w środowisku kwaśnym.

Postęp badań nad izolowaniem, oczyszczaniem, kontrolą właściwości 
fizykochemicznych i stałych kinetycznych oraz swoistości działania we
wnątrzkom órkowych proteaz niektórych tkanek nowotworowych zaznaczył 
się szczególnie w ostatnich latach. Stwierdzono, że enzymy proteolityczne 
izolowane z komórek nowotworowych charakteryzują się odm iennymi właś-

«
*)> **) Dr, Zakład Biochemii, Insty tu t Fizjologiczno-Biochemiczny, A kadem ia M e

dyczna, ul. Mickiewicza 2, 15-222 Białystok
Wykaz stosowanych skrótów: DMBA — dw um etylobenantracen, TLCK — tosylo- 

-L-lizyno-chlorom etyloketon, TPCK — tosylo-L-fenylalanino-chloroketon, TAME — 
ester metylowy tosylo-argininy.
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ciwościami fizycznymi, w porównaniu z proteazam i komórek praw idło
wych m.in. w ykazują zmniejszoną wrażliwość na tem peraturę (7, 18). Op
tim um  działania enzymów proteolitycznych niektórych tkanek nowotwo
rowych, w odróżnieniu od analogicznych enzymów komórek prawidłowych, 
leży w dwóch zakresach pH, a mianowicie przy pH 3,8 i 4,5 (7).

Drogą chrom atografii kolumnowej na CM-celulozie wyizolowano kw aś
ne proteazy z komórek raka wysiękowego Ehrlicha, podano ich charak
terystykę oraz wykazano, że w komórkach tych w ystępują dwie kwaśne 
proteazy, działające w dwóch różnych zakresach pH i posiadające różne 
właściwości fizykochemiczne (6). Badania porównawcze nad kwaśnym i pro
teazami wątroby, śledziony i nerki oraz mięsaka wskazują na różnice 
w swoistości substratow ej tych enzymów.

Tabela 1

Swoistość katepsyny D mięsaka M-l i wątroby szczurów przy zastosowaniu 
syntetycznych peptydów wg (8)

Lp

__

Substrat
% zhydrolizowanego 

wiązania w ciągu 
3 godz.

% zhydrolizowanego 
wiązania w ciągu 

17 godz.

1 Ala-Asp-Gly-Leu-Glu-Val Gly-Leu Gly-Leu
i 35 100

2 Ala-Asp-Gly-Leu-Val Gly-Leu Gly-Leu
t 35 100

3 Z-Asp-Gly-Leu-Val — Gly-Leu
t — 25

4 Ala-Phe-Gly-Leu-Asp-Val Ala-Phe Gly-Leu Ala-Phe Gly-Leu
T t 5 35 12 85

l  i
5 Ala-Phe-Gly-Leu-Phe-Val Gly-Leu 16 35

t
|

35 Gly-Leu Leu-Phe

6 Ala-Asp-Gly-Leu-Phe-Val Gly-Leu 40
t 40 Gly-Leu

i  i  i 100
7 Gly-Phe-Leu-Gly-Phe-Leu 20 12 20

T T T Phe-Leu Leu-Gly Gly-Phe —
i i  i 8 25 10

8 Gly-Phe-Phe-T yr-Thr- Pro-Lis 50 8 15
t  t Phe-Phe Phe-Tyr Tyr-Thr -

25 — 30
* Liczby um ieszczone n ad  w iązaniam i peptydow ym i określa ją odsetk i w iązania peptydow ego hydrolizow anego przez 
katepsynę D  w ątroby, na tom iast liczby podane po d  w iązaniam i przez katepsynę D  m ięsaka.

Badania kinetyczne wykazały, że katepsyna D z przeszczepialnego m ię
saka M -l szczurów i katepsyna D w ątroby m ają różne powinowactwo do 
syntetycznych substratów  (8). Katepsyna D z mięsaka, w przeciwieństwie 
do katepsyny z w ątroby zdrowej hydrolizuje wiązania peptydowe w heksa-
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peptydzie i pentapeptydzie, w których znajdują się dwie reszty amino
kwasów dwukarboksylowych. Zastąpienie lub usunięcie jednego z amino
kwasów dwukarboksylow ych przez fenyloalaninę czyni ten  substrat podat
ny również na działanie katepsyny D z wątroby.

Różnice w zdolności do rozszczepiania wiązań peptydowych przez we
wnątrzkom órkowe proteazy z nowotworowych i tkanek prawidłowych do
tyczą także innych syntetycznych peptydów (Tabela 1).

Różnice w swoistości proteaz kom órek nowotworowych i prawidłowych 
wykazano również wobec utlenionego łańcucha B insuliny wołu (Ryc. 1).

SO-H S0,HI 3 | 3
Phe-Val—Asn—Gin—H is-Leu—Cys—Gly—Ser—His—Leu—Val—Glu—Ala—Leu—Thr-Leu—V a l-^ys—G ly-G lu-A rg—Glu—Phe-Phe—Thr— Pro—L iz—Ala

karcinomy żołądka (4)

t f t f t I M  
11 t t t

Proteinaza 1A z adeno- 
karcinomy żołądka (4)

Proteinaza 18 z adeno- ^  A

Katepsyna I z guza' { ł H f i  i  i I  1  Ł il
M ic h a ®  [ ! A 1 T ! i i *  T { T t i

Kalepsyna II z guza |  t j  f  j  i  |  Ą |  j ,

I l i  t 
i t t H

Ehrlicha (2). I ■ ■ 1 I I ‘ i
Obojętna proteaza 

z rciąsaka (3)
Katepsyna D 

ze śledziony wołu (9)

Ryc. 1. Swoistość w ew nątrzkom órkowych proteaz nowotworów badana na utlenionym
łańcuchu B insuliny wołu 

Strzałka ciągła oznacza hydrolizę szybką, strzałka przeryw ana hydrolizę powolną.

1-2. Wewnątrzkomórkowa lokalizacja proteaz

Dotychczas niewiele wiemy o lokalizacji wew nątrzkom órkowych enzy
mów proteolitycznych komórek nowotworowych, podczas gdy wiemy, że 
w komórkach praw idłowych w ystępują one głównie w lizosomach. Obec
ność proteaz wykazano jednak i w innych frakacjach subkomórkowych. 
D e  D u v e i wsp. (19) wykazali już w 1955 r., że w komórkach wątrobiaka 
enzymy proteolityczne znajdują się zarówno we frakcji sedym entującej 
jak i rozpuszczalnej.

Stosując różnicowe wirowanie homogenatów guza Guerin w gradien
cie stężeń sacharozy stwierdzono aktywność katepsyny D we frakcji m ito- 
chondrialnej, w retikulum  endoplazmatycznym i we frakcji mikrosomalno- 
-lizosomalnej (20). Inkubacja lizosomów izolowanych z normalnych ko
m órek wątrobowych, w pH 5,0 i w tem peraturze 37°C powoduje aktyw ację 
proteaz lizosomalnych (21). Enzymy lizosomów wątrobiaka (21) oraz lizoso- 
m alne katepsyny nabłoniaka Guerin (20), czy też raka wysiękowego Ehrli
cha (22) w tych w arunkach nie ulegają aktywacji.

Ostatnio wykazano, że w guzie Guerin aktywność katepsyn A, B1( D 
zwiększa się wraz z jego rozrostem, osiągając maksimum  w końcowym
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stadium  rozwoju tego guza (23). Wzrost aktywności dotyczy zwłaszcza ka- 
tepsyn obecnych we frakcji cytoplazmatycznej. Równolegle ze wzrostem  
aktywności tych enzymów zwiększa się zawartość produktów degradacji 
białek w tkance nowotworowej.

Wzrost aktywności niektórych proteaz lizosomalnych we frakcji cyto
plazmatycznej komórek guza Guerin może świadczyć o zmianach ich prze
puszczalności, a co za tym  idzie, o zmianach w strukturze błon lizosomal
nych. Ostatnio stwierdzono, że powierzchnia komórek nowotworowych i 
stranform owanych onkogennymi wirusam i w ykazują większą aktywność 
proteazową, zwłaszcza katepsyny B! niż powierzchnia komórek praw idło
wych (24, 25).

1-3. Aktywność proteaz w tkankach nowotworowych i płynach ustrojowych

Aktywność proteaz lizosomalnych ludzkich guzów nowotworowych 
i wywołanych doświadczalnie nowotworów zwierzęcych jest wyższa niż w 
tkankach, z których te nowotwory pochodzą (26, 27, 28, 29). Zaobserwo
wano na przykład wysoką aktywność katepsyny D w guzach narządu rod
nego człowieka (30). W nowotworach skóry myszy stwierdzono wysoką 
aktywność katepsyny D, a także (3-glukuronidazy i fosfatazy kwaśnej (31). 
Fibroblasty stransform ow ane przez w irusy onkogenne wykazują również 
kilkakrotnie zwiększoną aktywność lizosomalnych proteaz w porównaniu 
z fibroblastam i prawidłowymi (32). Również w pozakomórkowych płynach 
nowotworowych wykazano znaczny wzrost aktywności dwupeptydazy 
(33, 34), endopeptydazy, aminopeptydazy, katepsyny D oraz Bx (34). W ta 
beli 2 przedstawiono aktywność kwaśnych proteaz i dwupeptydaz niektó
rych nowotworów i płynów ustrojowych.

Komórki nowotworowe młodej populacji przejaw iają wyższą aktywność 
katepsynową i wyższą aktywność dwupeptydaz niż komórki nowotworowe 
starszej populacji (33). Szczegółowe badania nad aktywnością proteaz w ko
mórkach nowotworowych wykazały, że aktywność tych enzymów jest róż
na w poszczególnych fazach cyklu mitotycznego komórki. Najwyższa ak
tywność proteaz przypada w okresie bezpośrednio poprzedzającym podział 
komórki i w czasie podziału, natom iast we wczesnej interfazie (prawdo
podobnie w fazie Gj) aktywność proteaz jest najm niejsza (25). Spadek ak 
tywności kwaśnych proteaz zaobserwowano w obszarach guzów nowotwo
rowych objętych rozległą martwicą.

S y l  v e n  i B o i s - S w e n s s o n  w yrażają pogląd, że nowotwory 
bardziej złośliwe charakteryzują się wyższą aktywnością kwaśnych pro
teaz niż nowotwory łagodne (34). Doświadczalnie wywołane czerniaki me- 
lanotyczne chomika złocistego m ają wyższą aktywność proteolityczną niż 
czerniaki amelanotyczne (35). Przyczyną tego zjawiska jest prawdopodob
nie występowanie w czerniakach m elanotycznych dużych lizosomów z licz
nymi pochłoniętymi ziarnam i melaninowymi tzw. melanosomów (36). W

http://rcin.org.pl



[5] P R O T E A Z Y  A  N O W O T W O R Y 411

czerniakach amelanotycznych nie w ykryto powyższych struk tu r (37). W 
związku z powyższymi faktam i autorzy próbują korelować obecność nie
prawidłowych lizosomów z większą inwazyjnością w porównaniu z inwa- 
zyjnością czerniaków amelanotycznych.

Tabela 2

Aktywność kwaśnych proteaz i dwupeptydaz w wywołanych doświadczalnie guzach 
oraz w płynach zewnątrzkomórkowych, wg (34, 50)

Aktywność kwaś
nych proteaz 
AgsopH 3,9

Aktywność dwu
peptydaz 

[ń NaOH/godz

Mięsako-włókniak wywołany
metylocholantrenem 0,38 25

Mięsako-włókniak prążkowano-komórkowy
MC1M — 15

Mięsak 37 0,59 46
Guz Walkera 0,07 9
Guz gruczołu piersiowego 0,67 9
Rak Ehrlicha-Landschiitza 0,15 0,2
Płyn otrzewnowy, nienowotworowy 0,25 1,2

A ktyw ność kw aśnych p ro teaz  określano  s to su jąc  jak o  su b stra t hem oglobinę zdenatu row aną m ocznik iem , aktyw ność
dw upep tydaz wobec A la-G ly ja k o  su b stra tu .

Aktywność enzymów proteolitycznych niektórych tkanek  osobników 
z nowotworami ulega również zmianie. Aktywność katepsyn badana w wie- 
lojądrzastych leukocytach szczurów z guzem W alkera i m ięsakiem Jensena 
jest niższa niż w leukocytach szczurów zdrowych (38). Ponieważ hydrolazy 
lizosomalne biorą udział w fagocytozie bakterii, niektórzy uważają, że spa
dek aktywności katepsyn może być przyczyną większej podatności na in
fekcje baktery jne osobników z guzami nowotworowymi. W w ątrobie lu
dzie z chorobą nowotworową oraz zwierząt z mięsakiem wykazano wzrost 
aktywności enzymów lizosomalnych (33,34). Niektórzy badacze próbują 
korelować podwyższoną aktywność katepsyny D w komórkach w ątrobo
wych z wielkością nowotworu (39, 40).

Nie znamy dotąd przyczyny wzrostu aktywności proteaz w komórkach 
wątrobowych ludzi z nowotworami zlokalizowanymi w innych narządach. 
Niektórzy czynią odpowiedzialnym za wzrost aktywności katepsyny D 
czynnik cytotoksyczny w ytw arzany przez guz nowotworowy, k tóry  mógł
by pobudzać biosyntezę tego enzymu w lizosomach wątrobowych (41). Inni 
próbowali tłum aczyć to zjawisko znacznym wzrostem liczby lizosomów 
w komórkach wątrobowych zwierząt z przeszczepialnym mięsakiem  (42). 
Podczas gdy dawniej uważano, iż proteazy lizosomalne tkanek nowotworo
wych przechodzą do krążenia i są w tórnie wychw ytyw ane i gromadzone 
przez komórki wątrobowe (43). Za tym  poglądem przemawiać by mogła 
podwyższona aktywność proteaz komórkowych w surowicy krw i i w  pły
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nach ustrojowych ludzi chorych (44, 45, 56) oraz zwierząt z wywołanymi 
doświadczalnie nowotworami (47). W zrost aktywności pyrrolidynokarbo- 
ksypeptydazy wykazano w surowicy krw i myszy obarczonych w ątrobia- 
kiem lub rakiem  gruczołu sutkowego (48). Zwiększoną aktywność proteaz 
komórkowych stwierdzono również w moczu chorych z nowotworami (49). 
W ydaje się, że podwyższenie aktywności kwaśnych proteaz w płynach 
ustrojow ych może zależeć od wielkości guza nowotworowego (50).

1-4. Znaczenie proteaz tkanek nowotworowych w karcynogenezie

Znaczenie enzymów proteolitycznych w tkankach nowotworowych jest 
podobne do tego, jaki enzymy te odgrywają w tkankach prawidłowych. 
Podobnie jak  w tkankach prawidłowych działanie ich nie ogranicza się 
jedynie do degradacji białek tkankowych (51, 52). Proteazy te  biorą po
nadto udział w metabolizmie enzymów (53, 54) przeciwciał (55, 56), hor
monów peptydowych i białkowych (57, 58, 59).

Wyższa aktywność w ew nątrz komórkowych proteaz w tkankach nowo
tworowych niż w tkankach z których się one wywodzą może jednak nasu
wać przypuszczenie o przyspieszonym katabolizmie białek nowotworo
wych. Z badań nad wewnątrzkom órkową degradacją białek komórek p ra
widłowych i nowotworowych wynika, że znacznie szybciej traw ione są 
białka komórek nowotworowych (52, 60). Powyższe dane znajdują po
tw ierdzenie w badaniach in vitro, w których wykazano, że białko zasadowe 
guza G uerin • jest bardziej wrażliwe na działanie lizosomalnych proteaz 
komórek guza niż białka zasadowe komórek prawidłowych (61). W skazy
wałoby to, że jedną z ważnych funkcji wewnątrzkom órkowych proteaz 
tkanek nowotworowych jest usuwanie nieprawidłow ych białek tzn. białek 
powstałych w drodze m utacji lub białek charakterystycznych dla komórek 
nowotworowych. Obecność takich białek wykazano w komórkach nowo
tworowych ludzi i w nabłoniaku Guerin szczurów (62, 63). Produkty białek 
uwolnionych z rozpadu, nisko m olekularne peptydy, bogate w argininę 
przechodzą do przestrzeni śródkomórkowych i do krw i (64, 65).

Inkubując komórki z hodowli znakowanymi 14C-białkami Chlorella 
stwierdzono ponadto 3— 10-krotnie szybszą degradację białek przez prote
azy komórek nowotworowych i fibroblastów stransform ow anych onkogen- 
nym i w irusam i niż w przypadku proteaz komórek prawidłowych (12). Sto
sując białka zawierające znakowaną 14C-argininę i jej s truk tu ra lny  analog 
kanawaninę, udało się wykazać, że białka w skład których wchodzi ten 
niespotykany w przyrodzie analog ulegają szybciej degradacji niż białka 
prawidłowe (66). W efekcie działania proteaz lizosomalnych z komórek 
nowotworowych mogą uwalniać się naw et białka o znacznych ciężarach 
cząsteczkowych (67).

Duże znaczenie w rozpadzie komórek prawidłowych i nowotworowych 
przypisuje S y l  v e n  katepsynom  B, zwłaszcza katepsynie Bj (68, 69). En
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zym ten w ystępuje w płynach śródmiąższowych guzów w dwóch lub trzech 
formach m olekularnych i działa w szerokim zakresie pH. Jego aktywność 
jest około 20-krotnie wyższa w płynach śródmiąższowych guzów niż w pły
nach pochodzących z tkanek prawidłowych. P rzyjm uje się, że katepsyna 
B! może degradować zarówno powierzchniowe składniki komórek jak i we
w nątrzkom órkow e (25). Z porównania działania różnych enzymów proteo
litycznych na kom órki wynika, że katepsyna Bi wywołuje szybciej zmiany 
s truk tu ra lne  komórek niż trypsyna (25). Pojawienie się katepsyny Bi na 
powierzchni kom órek nowotworowych i komórek stransform ow anych wi
rusam i onkogennymi jest przyczyną zmian konform acji białek i zwięk
szania szybkości połowicznego rozpadu sialopeptydów, znajdujących się 
na powierzchni błon komórkowych (25). W zrost dostępności wew nątrzko
mórkowych proteaz na powierzchni błon komórkowych może ponadto 
przyczyniać się do powstawania przerzutów nowotworowych, dzięki u ła t
wionemu odryw aniu się komórek od części litej guza. Przem aw iają za 
tym  obserwacje wskazujące na zbieżność w zrostu aktywności proteaz lizo- 
somalnych z powstawaniem  przerzutów  (70, 71, 72, 73). Przy użyciu tech
niki jodowania białek w ystępujących na powierzchni komórek stw ier
dzono różnice między składem  białkowym powierzchni komórek praw i
dłowych a komórek, na które podziałano enzymami proteolitycznym i oraz 
komórek nowotworowych (74). Białka powierzchniowe prawidłowych ko
mórek ulegają łatwo jodowaniu i bardzo łatw em u usuw aniu w w yniku 
działania proteaz. Natom iast na powierzchni komórek nowotworowych, 
stransform ow anych w irusam i onkogennymi oraz traktow anych enzymami 
proteolitycznym i nie ma białek podlegających jodowaniu.

Coraz więcej jest ostatnio danych na tem at zależności między tran s
form acją onkogenną komórek a obniżoną zawartością składników węglo- 
wodanowo-białkowych powierzchniowej w arstw y błon (74, 75, 76). 
G a h m b e r g  i H a k o m o r i  (77) wyizolowali z błon komórek praw i
dłowych frakcję galaktoproteidow ą o ciężarze cząsteczkowym 200 000, nie 
w ykryw aną w kom órkach nowotworowych i stransform ow anych. O stat
nio H a k o m o r i  (78) w obszernej pracy przeglądowej podsumował ba
dania z tej dziedziny. Sądzi on, że procesowi transform acji onkogennej 
lub transform acji wywołanej czynnikami chemicznymi towarzyszą zawsze 
zmiany w składzie i syntezie składników glikoproteidowych, spowodowane 
wypadnięciem  z powierzchniowej w arstw y błon wysokocząsteczkowych 
frakcji. Konsekwencją jest stym ulacja syntezy DNA, pobudzenie mitoz 
i ujaw nienie odm iennych właściwości komórek.

Pod działaniem  egzogennych enzymów proteolitycznych pojaw iają się 
na powierzchni kom órek prawidłowych zmiany podobne do zmian wywo
łanych pod wpływem  onkogennych wirusów lub chemicznych czynników 
rakotwórczych (79). Zm iany te polegają na częściowej degradacji powierz
chniowych składników glikopeptydowych i m ukopeptydowych błon ko
mórkowych (80, 81). Komórki takie w ykazują wzmożoną aktywność pro-
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liferacyjną (80, 81, 82), tracą zdolność do hamowania kontaktowego (83), 
uzyskują odmienne właściwości antygenowe (84, 85, 86) oraz z łatwością 
ulegają aglutynacji pod wpływem  lektyn (87, 88, 89, 90). Badania nad 
wpływem działania proteaz na izolowanie tkanki szczura wykazały, że 
enzymy zawierające w centrum  aktyw nym  serynę stym ulują wbudowy
wanie 3H -leucyny do białek komórkowych (91). Stwierdzono również 
wzrost szybkości wbudowywania 3H -tym idyny w DNA komórek, pobu
dzenie mitoz i wzrost ich liczby, proporcjonalny do stężenia dodanej tryp- 
syny (80). Pronaza i ficyna, dodane do hodowli komórek w ykazują podob
ne efekty jak trypsyna (80). Zjawisko to autorzy tłum aczą bezpośrednim 
działaniem tych enzymów na komórki, m odyfikacją powierzchniowej 
w arstw y błony komórkowej oraz zmianą przepuszczalności błon komór
kowych dla niektórych czynników regulujących wzrost komórek.

Ryc. 2. W pływ trypsyny na: A) szybkość w budowywania 8H -tym idyny, B) %> komórek 
w  mitozie, C) liczbę komórek, (80).

Uważa się, że powstające w wyniku działania proteaz, zmiany składu 
chemicznego powierzchniowej w arstw y błon komórek, mogą być odpo
wiedzialne za u tra tę  kontroli wzrostu, za wzbudzenie i zmianę inform acji 
genetycznej komórek prawidłowych oraz za indukcję procesów biosyn
tezy białka w komórce (80, 92, 93). Potwierdzeniem  tych sugestii są do
świadczenia z inhibitoram i proteaz, które dodane do hodowli komórek 
stransform ow anych hamowały ich wzrost bardziej efektywnie niż wzrost 
komórek prawidłowych (11, 12).

Szereg autorów w yraża pogląd, że dzięki zwiększonej aktyw ności pro
teaz lizosomalnych, białka zasadowe obecne w jądrze komórkowym i zwią
zane z DNA, mogą ulec oderw aniu z tego kompleksu (94, 95, 96). Powo
duje to odblokowanie DNA, derepresję genów, zwiększoną syntezę biał
ka oraz wzrost ilości podziałów komórkowych. O istotnej roli proteaz 
lizosomalnych w inwazji nowotworowej opublikowano niedawno artyku ł 
poglądowy w Postępach Higieny i M edycyny Doświadczalnej (97). Powią
zania działania czynników kancerogennych i roli enzymów lizosomalnych 
w procesie nowotworzenia stara się przedstawić hipoteza przedstawiona 
na rycinie 3.
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W w yniku działania czynników karcynogennych może dochodzić do 
defektu jakościowego DNA i powstawania nieprawidłowego mRNA oraz 
biosyntezy „zmienionego” białka. Z drugiej strony czynniki kancerogenne 
wpływać mogą na lizosomy komórkowe i uwalniać enzymy hydrolityczne, 
które w zależności od swoistości substratow ej zmieniać będą bądź to DNA 
lub RNA albo degradować substancje represorowe (białka zasadowe) i po
budzać tą  drogą syntezę białek.

Czynniki karcynogenne

Defekt jakościowy DNA 

Nieprawidłowy mRNA

Wzmożona synteza 
’ zmienionego”  białka

Uszkodzenie lizosomów

enzymy nukleolityczne

1_r Uwolnienie kwaśnych proteaz

katepsyny ■

Usunięcie substancji represorowych 
(b iałek zasadowych?) i pobudzenie 
syntezy białek

Wzrost zawartości produktów 
degradacji białka w komórce

Zmiana przepuszczalności błon 
organelli komórkowych i Won 
komórkowych

Przechodzenie produktów 
degradacji białek do śro
dowiska pozakomórkowego 
i do krażenia

Ryc. 3. H ipotetyczny schem at ilustru jący  powiązania działania czynników karcyno
gennych i udziału enzymów lizosomalnych w  procesie nowotworzenia. (Schem at a u 

torów).

II. Znaczenie enzymów uczestniczących w procesie krzepnięcia krwi 
i fibrynolizie we wzroście i powstawaniu przerzutów nowotworowych

Pow stawaniu fibryny w stanach nowotworowych sprzyjają:
— nadkrzepliwość krw i polegająca na zwiększeniu poziomu prekursorów  

białkowych czynników krzepnięcia i fibrynogenu oraz zaham owanie 
układu fibrynolitycznego na skutek podwyższenia poziomu antyplazm in,

— zwolnienie szybkości przepływ u krw i w naczyniach zaopatrujących 
tkankę nowotworową,

— uszkodzenie ściany naczyń krwionośnych w obrębie tkanki nowotwo
rowej, odsłonięcie włókien kolagenu, aktyw acja czynnika X II i uwol
nienie trom boplastyn tkankowych.
Białkowe czynniki biorące udział w procesie krzepnięcia krw i i fib ry 

nolizie są enzymami proteolitycznym i o wysokiej specyficzności substra
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towej. W w arunkach fizjologicznych w ystępują one w ustro ju  w postaci 
nieczynnej, a ich aktyw acja jest wynikiem  ograniczonej proteolizy. S tw ier
dzono, że enzym y te mogą ulegać aktyw acji między innym i przez sub
stancje zaw arte w kom órkach nowotworowych (98, 99, 100) i stransfor- 
m owanych przez onkogenne wirusy DNA, RNA i czynniki rakotwórcze 
( 101, 102).

M echanizm aktyw acji układu krzepnięcia przez substancje zawarte 
w tkance nowotworowej nie jest całkowicie wyjaśniony. Stwierdzono, że 
now otw ory ludzi i zwierząt w ykazują aktywność trom boplastyczną, którą 
zlokalizowano we frakcji mikrosomalnej komórek (103). Istnieją poglądy, 
że aktyw ność trom boplastyczna komórek nowotworowych zależy od obec
ności w nich „rakowego czynnika krzepnięcia” (CCF — cancer coagulative 
factor) (99, 100). Obecność tego czynnika stwierdzono także we frakcji 
prealbum inow ej osocza (100). Uważa się, że przy rozpadzie guza nowo
tworowego czynnik ten uwalnia się do środowiska i zapoczątkowuje pro
ces krzepnięcia krwi.

Ryc. 4. Naczynie krwionośne z m ikrozakrzepem  zaw ierającym  kom órki nowotworowe.
Powiększenie 300x (104).

Bardzo interesujące są wyniki badań S i m k i  z 1968 (104), który 
stw ierdził rozsiane m ikrozakrzepy w m ałych i w dużych naczyniach krwio
nośnych osób zm arłych z powodu choroby nowotworowej. W niektórych 
m ikrozakrzepach wykazano obecność komórek nowotworowych (Rycina 4).

P rzy  pomocy technik histochemicznych stwierdzono obecność dużych 
ilości fib ryny  wokół tkanek nowotworowych (105, 106). Doświadczenia 
z fibrynogenem  znakowanym  131J  potwierdziły te obserwacje (107, 108). 
Stwierdzono również wybiórcze gromadzenie się przeciwciał antyfibry-
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nowych znakowanych 131J  wokół tkanki nowotworowej (109, 110). Powyż
sze dane stw orzyły nowe możliwości lokalizacji guza nowotworowego i ra 
dioterapii nowotworów.

K i e r u l f  i G o d a l  w 1972 r. opublikowali badania dotyczące fibry- 
nemii w nowotworach trzustk i (111). Zasługują one z dwóch punktów 
widzenia na uwagę: po pierwsze potw ierdzają występowanie różnych form  
m olekularnych fibrynogenu i rozpuszczalnej fibryny związanej kom plek
sowo z fibrynogenem , po drugie świadczą o wyraźnej nadkrzepliwości 
w chorobie nowotworowej. Autorzy ci stwierdzili, na podstaw ie oznaczeń 
N-końcowych aminokwasów, że w białku krzepnącym, izolowanym z o so 
cza osób z nowotworem  trzustki, w ystępuje około 11% rozpuszczalnej 
fibryny.

Odkładanie się fibryny na powierzchni komórek nowotworowych po
siada istotne znaczenie w rozroście i powstawaniu przerzutów  nowotwo
rowych. Nierozpuszczalny, „zdenaturow any” włóknik stanow i dobrą po
żywkę dla rozrastającego się guza, gdyż jest bardziej podatny na proteo- 
lizę od rodzimego białka, jakim  jest rozpuszczalny fibrynogen (112). P rzy j
m uje się, że tylko kom órki-nowotworowe, związane ze śródbłonkiem  na
czyń krwionośnych za pośrednictwem  włóknika, mogą być źródłem  ognisk 
przerzutowych, natom iast pozostałe kom órki zostają pochłonięte przez 
fagocyty (113, 114, 115).

Za istotną rolą krzepnięcia krw i i fibrynolizy we wzroście i powsta
w aniu przerzutów  nowotworowych przem awia także zmniejszenie się ilości 
przerzutów po podaniu inhibitorów układu krzepnięcia jak: heparyny i di- 
kum arolu lub aktyw acji układu fibrynolitycznego poprzez plazm inę, strep- 
tokinazę lub urokinazę (116, 117, 118, 119, 120). Plazm ina i inne enzymy 
proteolityczne traw iąc włóknik wokół kom órek nowotworowych ułatw iają 
wnikanie do niego cytostatyków. Zastosowanie inhibitorów plazm iny wy
kazuje działanie przeciwstawne, przyspiesza wzrost komórek guza i zwięk
sza powstawanie przerzutów  (121).

P repara ty  antykoaguiacyjne u trudn ia ją  adhezję kom órek nowotworo
wych do tkanek. Ostatnio wykazano, że podawanie antykoagulantów  cho
rym  ham uje rozprzestrzenianie się komórek guza, dzięki zm niejszeniu po
ziomu protrom biny i zapobieganiu precypitacji fibrynogenu na powierz
chni kom órek nowotworowych (122). Istnieją poglądy, że antytrom binow e 
działanie antykoagulantów  ułatw ia m ikrocyrkulację w ew nątrz guza 
i zwiększa skuteczność chem oterapeutyków w leczeniu nowotworów (117).

III. Uwagi o roli inhibitorów enzymów proteolitycznych 
w rozroście nowotworów

W rozważaniach nad rolą inhibitorów enzymów proteolitycznych we 
wzroście i powstawaniu przerzutów  nowotworowych należy brać pod uw a
gę specyficzność tych inhibitorów w stosunku do określonych enzymów
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proteolitycznych oraz miejsce ich działania w obrębie ustroju. W ydaje 
się, że rola tych inhibitorów w tkankach nowotworowych, w płynach 
ustrojowych i w krążeniu jest odmienna.

W guzach nowotworowych Guérin wykazano obecność inhibitorów 
katepsyny D, których zawartość obniża się w późniejszym stadium  roz
woju guza, co zbiega się czasowo z szybszym rozrostem guza (123). Suge
rowałoby to, że inhibitory proteaz wewnątrzkom órkowych opóźniają 
wzrost nowotworów. H o z u m i  i wsp. (124) zaobserwowali zahamowanie 
wzrostu nowotworu skóry myszy, wywołanego 7,12 DMBA i olejem kro
tonowym in vivo po zastosowaniu leupeptyny, inhibitora proteaz izolo
wanego z drobnoustrojów.

Podobnie, syntetyczne inhibitory TLCK, TPCK i TAME dodane do 
m edium inkubacyjnego komórek włókniako-mięsaka chomika złocistego 
powodują częściowe zahamowanie ich aktywności proliferacyjnej (125). 
W badaniach nad leukocytam i białaczkowymi L — 1210, w ytw arzającym i 
znaczne ilości proteaz oraz nad guzem DANA — 435 wykazano, że a 2-m a- 
kroglobulina ham uje podziały leukocytów i wzrost guza szczurów (126). 
Znaczne zahamowanie rozrostu złośliwych nowotworów typu włóknia- 
ko-mięsaka oraz nowotworów gruczołu sutkowego stwierdzono po zasto
sowaniu trasylolu (127). Efekt przeciwnowotworowy trasylolu wiąże się 
być może z zahamowaniem aktyw ności proteolitycznej komórek podda
nych jego działaniu.

Inhibitory proteaz, syntetyczne i niektóre naturalne, dodane do ho
dowli stransform ow anych fibroblastów myszy SV 3T3 wywołują zmiany 
w kinetyce wzrostu populacji (128). W obecności inhibitorów proteaz 
zwiększa się populacja komórek będących w fazie G2. Badając efekty n a 
turalnych inhibitorów proteaz wykazano, że inhibitor sojowy trypsyny nie 
zmienia szybkości wbudowywania znakowanej tym idyny do DNA (129). 
Obecnie uważa się, że inhibitory proteaz mogą wywołać pewne „uporząd
kowanie” wzrostu na szkle kom órek stransform ow anych, a zmiany przez 
nie wywołane można traktow ać jako zmiany fenotypowe (128).

In vivo inhibitory proteaz ham ują w jednakow ym  stopniu aktywność 
proteaz tkanek nowotworowych (127) jak i podwyższoną aktywność pro
teaz tkanek „gospodarza” (np. olej krotonowy) (95, 124).

Co się tyczy inhibitorów plazminy, trypsyny i chym otrypsyny to ich 
zawartość w tkankach nowotworowych jest znaczna (130, 131, 132). W y
stępują one w zwiększonych ilościach również w osoczu krw i (133, 134, 
135) i w płynach ustrojow ych (133). P rzyjm uje się, że źródłem zwięk
szonej zawartości tych inhibitorów są rozpadające się komórki guza (133). 
Inhibitory proteaz we krw i w przypadkach nowotworów złośliwych u lu
dzi i zwierząt sprzyjają powstawaniu przerzutów  nowotworowych, u tru d 
niając traw ienie włóknika wokół komórek nowotworowych i zwiększając 
w ten sposób ich przyleganie i u łatw iają ufiksowanie się w naczyniu 
krwionośnym  (121).
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IV. Uwagi końcowe

Enzymy proteolityczne mogą powodować zmiany w „architekturze” 
powierzchniowej w arstw y błon komórkowych. W efekcie może to dopro
wadzić do zaburzeń w m iędzykomórkowym oddziaływaniu, zaniku hamo
wania kontaktowego i w ruchliwości elektroforetycznej komórek. W w y
niku tych zmian kom órka uwalnia się w m niejszym  lub większym stopniu 
spod kontroli mechanizmów regulujących jej wzrost. Nawet śladowe ilości 
proteaz mogą stym ulować syntezę DNA, pobudzać mitozy i podziały ko
mórek. W ystępujące w zwiększonej ilości w cytoplazmie i na powierzchni 
błon komórek nowotworowych proteazy, traw ią białka komórkowe, do
prowadzając do powstawania produktów ich degradacji. Produkty  te poja
wiają się w przestrzeniach śródkomórkowych i przechodzą do naczyń 
krwionośnych.

Rola enzymów proteolitycznych biorących udział w procesie krzepnię
cia krw i i fibrynolizy, we wzroście i powstawaniu przerzutów nowotwo
rowych jest niewątpliwa. Poznanie powyższych powiązań stw arza możli
wość zapobiegania wzrostowi i przerzutom  nowotworowym za pomocą 
aktyw acji układu fibrynolitycznego lub hamowania powstawania fibryny.

Należy podkreślić, że przedstawione w niniejszym  artykule poglądy 
i hipotezy dotyczące roli enzymów proteolitycznych i ich inhibitorów 
w karcynogenezie m ają charakter dyskusyjny. Ponieważ nieznana jest 
dotychczas patogeneza nowotworów wydaje się, że w ysunięte przypusz
czenie o roli enzymów proteolitycznych w powstawaniu i rozroście nowo
tworów w inny być również brane pod uwagę.

A rtyku ł otrzym ano 12.7.1794, po rew izji autorskiej przyjęto 13.6.1975.
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GRZEGORZ R A C Z Y Ń SK I  *>

Katabolizm lizyny w tkankach ssaków 

Catabolism of Lysine in Mammalian Tissues

Badania nad metabolizmem lizyny w tkankach ssaków trw ają  nie
przerw anie od praw ie 40 lat, lecz jeszcze w latach pięćdziesiątych uw a
żano, że lizyna jest metabolicznie nieczynna i odgrywa nieznaczną rolę 
w procesach transam inacji i dezaminacji. W nioski te wyciągnięto na pod
staw ie badań, w których wykazano, że po podaniu szczurom lizyny zna
kowanej 15N w grupie a-am inowej i deuterem  w łańcuchu węglowym na-

COOH COOH COOII
I l | / /

H 2N - C - I l  ------------ --- H 2N — C — H  _  C = ( )  C - S - C o A

I - I I ------------I
(C H 2)3 (CH2)3 (C H 2)3 (C H 2)3

1 l l |
H ;C — N H ; COOH COOH COOH

L-lizyna Kwas L-a-amino- Kwasa-keto- Glutarylo - CoA
adypinowy adypinowy

Ryc. 1. Produkty końcowe katabolicznej przemiany L-lizyny w  tkankach ssaków

stępowało jej włączanie do białek bez większych zmian w stosunku 
D : 15N (1). Także podawanie szczurom 15N-aminokwasów nie prowadziło 
do wcielania izotopu do a-am inowej grupy lizyny (2, 3). Pogląd ten jed
nak uległ zmianie gdyż stwierdzono, że lizyna podobnie jak inne amino
kwasy, bierze czynny udział w metabolizmie kom órkowym ssaków. Czą
steczki tego aminokwasu wbudowane w łańcuchy polipeptydowe prokola- 
genu ulegają hydroksylacji do hydroksylizyny — aminokwasu niezbędnego 
do wytworzenia wiązań krzyżowych w kolagenie (4—7). W yniki badań 
przeprowadzonych ostatnio wykazały także, że lizyna jest prekursorem  
w biosyntezie karn ityny  (8— 12), związku, k tóry bierze udział w przeno-

*) Dr, Zakład Fizjologii Odżywiania, In sty tu t Fizjologii i Żywienia Zwierząt PAN, 
05-110 Jab łonna k/W arszawy

Wykaz stosowanych skrótów: FAD — dw unukleotyd flaw inoadeninowy, NAD — 
dw unukleotyd nikotynam idoadeninowy, NADP — fosforan dw unukleotydu nikotyn- 
am idoadeninowego.

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



4 2 6 G . R A C Z Y Ń S K I [2]

szeniu długołańcuchowych kwasów tłuszczowych do mitochondriów (13, 
14). Badania przem ian lizyny w tkankach ssaków dostarczyły również 
danych na tem at dróg katabolizm u tego aminokwasu.

Produktem  pośrednim  w przem ianach katabolicznych lizyny jest kwas 
a-am inoadypinowy (15— 19). Związek ten przekształca się w kwas a-keto- 
adypinowy, a następnie w glutarylo-CoA, m etabolit powstający także 
w w yniku przem ian innych aminokwasów (Ryc. 1).

Przeprowadzone dotychczas badania w różnych laboratoriach nie wy
jaśniły jednak całkowicie w jaki sposób lizyna przekształca się w kwas 
a-am inoadypinow y w tkankach ssaków — czy poprzez stadium  kwasu pi- 
pekolowego (I), czy sacharopiny (II).

COOH
I

CH2—NH —C— H
I I

(CH2)3 (CH2)2
] I

H —C—NH2 COOH
COOH

Jl
Sacharopina

Celem niniejszego artyku łu  jest omówienie głównych kierunków  badań 
nad katabolizm em  lizyny w tkankach ssaków oraz podsumowanie dotych
czasowych osiągnięć w tej dziedzinie.

I. Degradacja L-lizyny poprzez stadium kwasu pipekolowego

W ykrycie kwasu pipekolowego (20—24) i wykazanie, że powstaje on 
z lizyny zarówno u N eurospora (25) jak  i w organizmach roślin wyższych 
(26, 27) i ssaków (28—31), przyczyniło się w dużym stopniu do rozszerze
nia naszej wiedzy o katabolizm ie lizyny.

Punktem  zwrotnym  w badaniach nad katabolizmem lizyny w tkan
kach ssaków były doświadczenia, w których podając szczurom dootrzew- 
nowo 6-14C-L-lizynę stwierdzono w moczu występowanie kwasu 14C-L-pi- 
pekolowego (31). Podawanie szczurom a-15N lub e-15N-DL-lizyny doprowa
dziło do ustalenia, że w pierścieniu kwasu pipekolowego w ystępuje E-am i- 
nowa grupa lizyny. W ykazano także, że kwas pipekolowy nie powstaje 
po podaniu szczurom kwasu 6-14C-DL-a-aminoadypinowego. Pozwoliło to 
sądzić, że kwas pipekolowy jest pośrednim produktem  w przem ianie L-li
zyny w kwas a-am inoadypinowy oraz wskazywało na nieodwracalność 
tego przekształcenia. W yniki tych badań doprowadziły do sform ułowania 
hipotezy, że na szlaku przemiany L-lizyny do kwasu L-pipekolowego znaj
duje się, podobnie jak u mikroorganizmów, kwas a-keto-E-aminokapro-

H
i

Kwas pipekolowy
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nowy (25, 29, 32—34). Dodatkowym poparciem tej hipotezy było stw ier
dzenie, że u Neurospora oksydaza L-aminokwasowa przekształca L-lizynę 
w kwas A '-piperydyno-2-karboksylowy (związek będący w roztworze wod
nym w równowadze z kwasem a-keto-e-aminokapronowym), z którego w 
wyniku katalitycznej redukcji i racemizacji powstaje kwas DL-pipekolowy 
(33, 34). W ykazano również, że syntetyczny kwas A '-piperydyno-2-karbo- 
ksylowy ulega stereospecyficznej redukcji do kwasu L-pipekolowego pod 
wpływem  częściowo oczyszczonej oksydoreduktazy wyodrębnionej z wą
troby szczura i królika (35, 36).

Dalsza przemiana kwasu pipekolowego w kwas a-aminoadypinowy nie 
jest jeszcze dokładnie poznana. Stwierdzono, że mitochondria wątroby 
szczura i wołu utleniają w nieznacznym stopniu kwas DL-pipekolowy do 
kwasu a-aminoadypinowego (37, 38). Wcześniejsze natomiast badania w y
kazały, że kwas DL-a-aminoadypinowy przekształca się, podobnie jak L-li
zyna, w kwas glutarowy i C 0 2 (16, 30). Pośrednim produktem w przemianie

COOH
I;N—C—H

(CH2)3 

Hj C— NH2

L-lizyna

COOH1
-

c = o

(CH2)3

h2c— n h 2 C ^ ^ C O O H
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¿'-aminokapronowy

Kwas ¿'-piperydyno- 
2-karboksylowy
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COOH
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I

h- c- nh2
I
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L-a-amino-adypinowego

COOH
I

(CH2)3
- I

H -C —NH2

COOH
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adypinowy

COOH
I

(CH2)3
—  Ic = o

I
COOH

Kwas«-keto-adypinowy

Ryc. 2. Prawdopodobna droga katabolizmu L-lizyny poprzez kwas L-pipekolowy
w tkankach ssaków  

D otychczas nie w yizolow ane produkty pośrednie ujęto  w  naw iasy kw adratow e (31).

kwasu pipekolowego w kwas a-am inoadypinowy mógłby być kwas A'-pipe- 
rydyno-6-karboksylowy za czym przem aw iają badania przeprowadzone na 
m ikroorganizm ach (39—43). W badaniach tych wykazano, że u P. putida. 
kwas L-pipekolowy pod wpływem  dehydrogenazy i FAD ulega przekształ
ceniu do m ieszaniny kwasu A'-piperydyno-6-karboksylowego i 5-semialde- 
hydu kwasu L-a-aminoadypinowego. Związki te przy udziale oksydoreduk
tazy zależnej od NADP utleniają się do kwasu L-a-aminoadypinowego. 
Jednakże nie wiadomo dotychczas czy podobny układ enzym atyczny poz-
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walający na utlenienie kwasu L-pipekolowego istnieje w tkankach ssaków. 
Na podstawie podanych obserwacji przypuszczano, że przemiana L-lizyny 
w kwas a-aminoadypinowy może odbywać się w organizmach ssaków w 
sposób podany na schemacie (Ryc. 2).

Jakkolwiek przedstawiony schemat jest logiczny i zgodny z danymi 
doświadczalnymi to dotychczas nie wyodrębniono z tkanek ssaków niektó
rych produktów pośrednich i enzymów proponowanej drogi degradacji 
L-lizyny. Ponieważ wiadomo, że grupa a-aminowa z trudem odrywa się od 
cząsteczki lizyny, najwięcej kontrowersji wzbudza przemiana tego amino
kwasu w  kwas a-keto-£-aminokapronowy. Oksydaza L-aminokwasowa z 
jadu węża katalizuje bardzo powoli utlenianie grupy a-aminowej lizyny 
(32, 44, 45). Zarówno oksydacyjna dezaminacja tej grupy w d  i L-lizynie, 
jak również transaminacja L-lizyny zachodzi o wiele szybciej wówczas, gdy 
e-aminowa grupa jest zablokowana w cząsteczce (32, 44— 46). Dlatego w y
daje się, że pierwszy etap degradacji L-lizyny musiałby przebiegać w spo-

C H 2-NH-CO-CH3 C H v N H .C O .C H 3 ch2-nh2
(CHVh Oksydaza (CH2)3 acylaza (CII2)3
'  | L-aminoKwasowa^ | " s-lizyny ^  |

H _ C —n h 2 lub am'n°transferaza C= 0  C--0 \ N;£:*'''COOH

COOH COOH COOH
¿-N-acetylo-L-lizyna • f-acetamid kwasu Kwascc-keto- Kwas l-piperydyno

cc-ketokapronowego i-aminokapronowy 2-karooKsylowy

Ryc. 3. Przekształcenie e-N-acetylo-L-lizyny w kw as A '-piperydyno-2-karboksylow y
in vitro  (54)

sób odmienny od znanego dla innych aminokwasów. Jedną z takich mo
żliwości podczas przemiany L-lizyny w kwas a-keto-e-aminokapronowy 
mogłoby być wstępne przekształcenie L-lizyny w jej E-N-acylową pochod
ną. Wiadomo, że szereg e-N-acylowych pochodnych lizyny może być sub
stytutem tego aminokwasu dla ssaków. Zastąpienie L-lizyny w dawce po
karmowej szczura przez e-N-acetylo-L-lizynę (46—50) lub E-(y-L-glutamy- 
lo)-L-lizynę (51) nie hamuje wzrostu szczurów. W doświadczeniach izoto
powych wykazano, że lizyna pochodząca z e-(y-L-glutamylo)-L-lizyny me
tabolizuje się całkowicie w tkankach szczura, a jej katabolitem jest kwas 
pipekolowy (52). Występowanie w organizmach ssaków enzymów zdol
nych do hydrolitycznego rozszczepienia wiązania e-N-acylowego (53) lub 
e-N-metylowego L-lizyny (48), skłoniło niektórych badaczy do przyjęcia 
poglądu, że degradację L-lizyny w tkankach poprzedza jej acetylacja (54), 
(Ryc. 3).

Według tego poglądu (popartego doświadczeniem modelowym), e-N- 
-acetylo-L-lizyna ulegałaby dezaminacji pod wpływem oksydazy L-amino- 
kwasowej lub aminotransferazy do E-acetamidu kwasu a-ketokapronowego. 
Ten z kolei podlegałby deacylacji pod wpływem acylazy £-lizyny (54— 56) 
do kwasu a-keto-E-aminokapronowego, który przekształcałby się w kwas
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A'-piperydyno-2-karboksylowy. Chociaż hipoteza ta wydaje się bardzo in
teresująca, to jednak należy pamiętać, że dotychczas nie stwierdzono po
w stawania e-N-acylowych pochodnych lizyny w organizmie ssaka.

Również w tkankach ssaków nie w ykryto dotąd kwasu A '-piperydyno- 
-2-karboksylowego i pomimo tego, że wyodrębniona z w ątroby szczura 
i częściowo oczyszczona oksydoreduktaza (35, 36) katalizuje przem ianę tego 
kwasu do kwasu L-pipekolowego, to obecnie enzymu tego nie można odróż
nić od 2-oksydoreduktazy L-prolina: NADP (EC 1.5.1.1). Nie wyjaśniono 
jeszcze całkowicie przekształcenia kwasu L-pipekolowego w kwas L-a-ami- 
noadypinowy i a-ketoadypinow y w tkankach ssaków. Niedawno okazało 
się również, że obecność ciężkiego azotu w ykryta w kwasie a-am inoadypi- 
nowym po podaniu szczurom e-15N-DL-lizyny (31) mogła pochodzić z glu
tam inianu tj. związku, który powstaje w wyniku rozszczepienia sacharo- 
piny. Spostrzeżenie to wskazywałoby na inną drogę katabolizmu L-lizyny 
(59), (Ryc. 5). Ponadto trzeba podkreślić fakt, że w badaniach nad m eta
bolizmem tego aminokwasu stosowano często radioaktyw ną DL-lizynę w y
chodząc z założenia, iż D-izomer jest metabolicznie nieczynny (57). Okazało 
się jednak, że D-lizyna ulega przemianom w tkankach ssaków (58, 59), a 
znakowane produkty  jej przekształceń mogły niejednokrotnie zaciemniać 
obraz przem iany L-formy tego aminokwasu.

Ostatnie lata przyniosły ponadto istotny postęp w badaniach nad kata
bolizmem L-lizyny w organizmie zwierzęcym (58—62). W doświadczeniach 
izotopowych wykazano, że po podaniu szczurom d  lub L-lizyny znakowanej 
w pozycji C6, 96% kwasu L-pipekolowego znalezionego w moczu pocho
dziło z D-lizyny (58, 59). W ydaje się więc prawdopodobne, że wyniki ba
dań, w których stosowano radioaktyw ną DL-lizynę, mogły odzwierciedlać 
metabolizm D-lizyny. Stwierdzono również, wbrew  poprzednim badaniom, 
że kwas L-pipekolowy m etabolizuje się bardzo powoli, a zatem nie może 
odgrywać głównej roli w katabolizmie L-lizyny. Udowodniono to w do
świadczeniu z perfundow aną w ątrobą i izolowanymi mitochondriami, które 
okazały się niezdolne do przekształcenia kwasu 14C-L-pipekolowego w wa
runkach, w których L-lizyna m etabolizuje się szybko do C 0 2

II. Degradacja L-lizyny poprzez stadium sacharopiny [e-N-(L-glutarylo-2)-
-L-lizyna]

Obserwacje poczynione nad metabolizmem kwasu pipekolowego jak 
również wykazanie, że do kwasu a-aminoadypinowego włącza się grupa 
a-aminowa, a nie e-aminowa L-lizyny oraz, że L-lizyna i sacharopina dają 
te same produkty końcowe w w yniku przem iany in vivo  (60) pozwoliły są
dzić, że katabolizm  lizyny w tkankach ssaków może zachodzić poprzez 
stadium  sacharopiny tj. na drodze odwrotnej do biosyntezy L-lizyny u 
drożdży i Neurospora (63—68).
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Do 1971 roku było niewiele wiadomości na tem at sacharopiny jako 
katabolitu w przem ianie L-lizyny. Jakkolw iek stwierdzono, że sacharopina 
powstaje z L-lizyny in vitro (58, 69—72), to jedynie G r o v e  i wsp. (60) 
wykazali przekształcenie sacharopiny w kwas a-am inoadypinowy i gluta- 
rowy in vivo. Sacharopinę w ykryto co prawda w moczu ludzi cierpiących 
na zaburzenia w przem ianie aminokwasów zasadowych (73), lecz nie udało 
się jej wykryć w tkankach zdrowych organizmów. Niepowodzeniem skoń
czyły się również próby w ykrycia radioaktywności w sacharopinie po po
daniu szczurom 14C-L-lizyny (58). Powstała zatem wątpliwość czy sacha
ropina mogła być rzeczywiście produktem  metabolizmu lizyny.

C O O H
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c h 2 n h 2 c h 2- n h — c h
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(CH2)3 V nadph2 (Ch 2)3 (CH)2 VNAD
| , ----------- -
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Ryc. 4. Prawdopodobna droga katabolizmu L-lizyny poprzez sacharopinę w tkankach
ssaków (74)

Danych o udziale sacharopiny w procesach degradacji L-lizyny w tk an 
kach ssaków dostarczyły dopiero doświadczenia H i g a s h i n o  i wsp. (74), 
którzy po raz pierwszy wykazali, że sacharopina rzeczywiście w ystępuje 
w organizmie ssaka. W yodrębniono ją w małej ilości z w ątroby myszy po 
podaniu zwierzęciu 14C-L-lizyny i wykazano, że jest ona prekursorem  kw a
su a-aminoadypinowego. W doświadczeniach in vitro przy użyciu homoge- 
natów w ątroby stwierdzono, że L-lizyna przekształca się w sacharopinę w 
obecności a-ketoglutaranu i zredukowanego NADP. Degradacja sacharo
piny do kwasu a-aminoadypinowego w w arunkach in vitro wym aga obec
ności NAD jako kofaktora. Do tej pory nie wyodrębniono produktów po
średnich tego przekształcenia tj. 5-semialdehydu kwasu L-a-aminoadypino- 
wego, ani też produktu jego cyklizacji tzn. kwasu A '-piperydyno-6-karbo- 
ksylowego. Jednakże inkubacja tego ostatniego związku przy udziale NAD 
lub NADP prowadzi do utworzenia kwasu a-aminoadypinowego, co w ska
zuje na udział semialdehydu w tej przemianie. W yniki tych badań pozwą-
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łają wnioskować, że w tkankach ssaków L-lizyna ulega przekształceniu w 
sacharopinę, ta z kolei w ó-semialdehyd kwasu L-a-aminoadypinowego, 
który po cyklizacji utlenia się szybko do kwasu L-a-aminoadypinowego
(Ryc. 4).

II-l. Enzymy biorące udział w metabolizmie sacharopiny

Synteza i rozpad sacharopiny w tkankach ssaków wymaga obecności 
szeregu enzymów. Powstawanie sacharopiny z L-lizyny i a-ketoglutaranu 
odbywa się przy udziale enzymu zwanego reduktazą L-lizyna :2-ketogluta- 
ran, syntetyzującą *. Została ona wyodrębniona z w ątroby człowieka i częś
ciowo oczyszczona, a jej optimum pH wynosi 7,0 (71). Nowsze badania 
(75—77) w ykazały również, że w w ątrobie ssaków w ystępuje enzym, pod 
wpływem którego zachodzi rozpad sacharopiny do L-lizyny i a-ketoglu
taranu. Enzym ten zwany oksydoreduktazą (oksydoreduktaza sacharopina: 
NADP, hydrolizująca) jest zależny od NADP i ma optimum działania w 
pH 9,0. P repara ty  tej oksydoreduktazy są aktyw owane przez NH4C1, który 
jak wykazano poprzednio, wyw iera wpływ ham ujący na aktywność enzymu 
syntetyzującego sacharopinę (70). Obydwa omawiane enzymy odznaczają 
się różną wrażliwością na tem peraturę. Oksydoreduktaza sacharopiny tra 
ci swą aktywność po 90 min inkubacji w 30°, a reduktaza jest trw ała w tej 
tem peraturze przez okres 4 godz. Aktywność oksydoreduktazy sacharopiny 
jest najwyższa w tkankach zwierząt trawożernych, a znacznie niższa w 
tkankach zwierząt mięso i wszystkożernych. W osoczu i moczu ludzi cier
piących na sacharopinurię w ystępuje nadm ierna zawartość lizyny i wydaje 
się, że jest ona spowodowana represją lub inhibicją reduktazy L-lizyna:2- 
-ketoglutaran przez sacharopinę lub też wzmożoną aktywnością oksydore
duktazy sacharopiny (73, 75—78).

Dehydrogenaza sacharopiny (oksydoreduktaza sacharopina:NAD, hydro
lizująca) katalizuje przem ianę sacharopiny do ó-semialdehydu kwasu a- 
-aminoadypinowego i glutam inianu. Enzym ten został również wyodręb
niony z w ątroby człowieka i częściowo oczyszczony. Jego opitm um  dzia
łania przypada na pH ok. 8,8 (72), a aktywność jest znacznie wyższa od 
aktywności enzymu syntetyzującego sacharopinę. Dlatego każda cząsteczka 
sacharopiny, powstająca z L-lizyny i a-ketoglutaranu ulega przekształce
niu w semialdehyd i glutam inian, nie gromadzi się przeto w tkankach 
i płynach fizjologicznych zdrowych osobników, co tłum aczy niepowodzenia 
wielu badaczy w w ykryw aniu sacharopiny in vivo.

* Wymienione w tym  podrozdziale enzymy nie są jeszcze objęte klasyfikacją w 
„Enzyme N om enclature”. Recom endation (1972) of the In ternational Union of P ure 
and Applied Chem istry and the In ternational Union of Biochemistry. Elsevier Scien- 
tific Publishing Company. Copyright 1973.
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III. Uwagi końcowe

Na rycinie podano prawdopodobne drogi kataboliczne d i L-lizyny w 
tkankach ssaków.

Obecny stan wiedzy nie daje jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, 
którą z proponowanych dróg można uznać za główną w katabolizmie L-li
zyny. Drogę poprzez sacharopinę udowodniono w organizmach różnych 
gatunków zwierząt (60, 69, 72, 74, 79, 80). W skazują na to doświadczenia,
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Ryc. 5. Prawdopodobne kataboliczne drogi d  i L-lizyny w tkankach ssaków (59)

w których wykazano wysoką swoistość a-ketoglutaranu względem L-lizyny, 
powstawanie sacharopiny podczas inkubacji mitochondriów w ątroby z a- 
-ketoglutaranem i L-lizyną oraz szybkie przekształcenie sacharopiny w te 
same produkty, które powstają z L-lizyny. W tkankach badanych ssaków 
L-lizyna przekształca się tylko w nieznacznym stopniu w kwas L-pipeko
lowy. Przem ianę L-lizyny poprzez kwas L-pipekolowy, typową dla Neuro- 
spora i P. putida, wykazano w tkankach ssaków tylko w nielicznych przy-
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padkach (31, 37, 62), a wielu badaczy tej przemiany nie wykryło w orga
nizmach zwierząt (58, 59, 74, 79, 81). Dane te pozwalają przypuszczać, że 
kwas L-pipekolowy może stanowić „ślepą uliczkę” w przemianie L-lizyny 
w tkankach ssaków. Kwas ten jest niewątpliwie głównym katabolitem 
D-lizyny (58, 59). Wydaje się, że kwas L-pipekolowy powstaje w organiz
mach zwierzęcych tylko w przypadku genetycznie uwarunkowanych wad 
w katabolizmie L-lizyny (82). Źródłem kwasu L-pipekolowego w ustroju 
ssaków mogą być również niektóre e-N-acylowe pochodne L-lizyny wpro
wadzone do organizmu z pożywieniem zawierającym białka uszkodzone 
termicznie (49, 51— 54).

A rty ku ł otrzym ano 3.1.1975, po rew izji autorskiej przyjęto 26.5.1975.
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STEFAN PO ZNAŃ SKI  *>, JAD W IG A K O W A L E W SK A  **>, 
W ŁODZIM IERZ BED NARSKI  ***>, ARNOLD REPS  *****

p -galaktozydaza, otrzymywanie, właściwości i zastosowanie 
w technologii żywności

Obtaining, Properties, and Application of (3-galactosidase 
in Food Technology

Ostatnio pojawia się coraz więcej doniesień o w ystępowaniu zaburzeń 
żołądkowych u niem owląt karm ionych m lekiem  kobiecym lub krowim. 
U dzieci najczęściej pojaw iają się przewlekłe lub pow tarzające się bie
gunki (1, 2, 3, 4). N ietolerancja laktozy w ystępuje (5) wśród ludności po
chodzenia europejskiego znacznie rzadziej (do 10%) w porównaniu z na 
przykład ludnością A fryki i Azji (około 60°/o).

Badania wykazały, że jedną z poważnych przyczyn wspomnianych za
burzeń żołądkowych jest upośledzenie organizmu polegające na nieprzy- 
sw ajaniu cukru występującego w m leku — laktozy. Nietolerancja laktozy 
bardzo często niewłaściwie określana jako nietolerancja m leka (5), wywo
łana jest obniżoną aktyw nością (3-galaktozydazy jelitowej, lub w ogóle 
jej brakiem  (6). N ietolerancję w stosunku do laktozy można wyelim ino
wać przez wyłączenie z diety żywieniowej cukru mlekowego. W yelimino
wanie z diety laktozy możliwe jest w przypadku osób dorosłych, które 
bez w yraźnej szkody dla organizmu, mogą odżywiać się produktam i nie 
zawierającym i laktozy. Znacznie trudniej zastosować dietę z wyłączeniem 
mleka (laktozy) w przypadku odżywiania niem owląt i dzieci (1).

W ystępująca w laktozie galaktoza jest między innym i źródłem syntezy 
galaktozydów mózgu i tkanek nerwowych m łodych ssaków oraz bierze 
udział w biosyntezie polisacharydów (7).

W naszym  kraju  spotyka się również wśród niem owląt liczne przy
padki nietolerancji dla laktozy (1, 3).

Rozpowszechnianie spożycia mleka, a tym samym wartościowego i ta
niego białka zwierzęcego wśród ludności krajów tropikalnych napotyka

*) Prof. dr hab., **) dr inż., ***) dr inż., *♦**) dr inż.
In sty tu t Inżynierii i Biotechnologii Żywności, A kadem ia Rolniczo-Techniczna, 10-957
Olsztyn.

W ykaz stosowanych skrótów: P-galaktozydaza — galakto-hydrolaza P -c-galakto-
zydów; DEAE celuloza — dwuetyloam inoetylo celuloza.
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na poważne trudności, z uwagi na częste przypadki nietolerancji laktozy, 
tak u dzieci jak i u ludzi dorosłych tych krajów  (5).

Z przedstawionych powyżej względów pożądanym byłoby otrzym y
wanie mleka i koncentratów  mlecznych z rozłożoną laktozą do' glukozy 
i galaktozy.

I. Charakterystyka otrzymywania ß-galaktozydazy

ß-galaktozydaza jest enzymem wewnątrzkom órkowym  o ciężarze mo
lekularnym  od 500 000 do 700 000 (8, 9) w zależności od pochodzenia. Obec
ność ß-galaktozydazy stwierdzono w kom órkach pleśni, między innymi: 
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus jlavus, Neurospora cras- 
sa; w komórkach drożdży jak: Saccharomyces lactis, Saccharomyces fra- 
gilis, K luyverm yces lactis (10, 11) oraz w komórkach różnych szczepów 
bakterii z rodzaju Lactobacillus, Escherichia, Aerobacter, Shige.lla (2, 11). 
W badaniach dotyczących otrzym yw ania ß-galaktozydazy stwierdzono (10), 
że pleśnie charakteryzują się najwyższą wydajnością komórek, przy czym 
ß-galaktozydaza pleśniowa wykazywała najniższą aktywność, natom iast 
bakterie  syntetyzow ały ß-galaktozydazę o wysokiej aktywności, jednakże 
wydajność komórek była najniższa.

Tabela 1

Właściwości /J-galaktozydazy pochodzenia mikrobiologicznego 
(10, 11, 25, 19, 4, 43, 12)

Źródło
enzymu

Optimum
temperatury

Optimum
PH

Stosunek 
aktywności 
na jednostkę 
masy j/mg

bakterie 55°C 6,5—7,5 9,0
drożdże 37°C 6,0—7,0 0,06
pleśnie 63°C 4,0—4,5 0,3

(3-galaktozydaza pochodzenia mikrobiologicznego w zależności od ro
dzaju drobnoustrojów stosowanych do jej biosyntezy różni się własnoś
ciami (4, 12) takimi, jak  optim um  pH, tem peratury, aktyw nością (tabela 1) 
oraz stabilnością (Rys. 1 i 2).

Ponadto (3-galaktozydaza w ystępuje w tkankach niektórych roślin, m ię
dzy innym i w migdałach, pączkach dzikiej róży, kawie, ziarnach soi i lu 
cerny. W ystępuje również w tkankach przewodu pokarmowego zwierząt 
np.: psów, królików, owiec, cieląt (2).

W organizmie człowieka (3-galaktozydaza jest w ytw arzana przez kos- 
m ki jelita cienkiego, przy czym najbardziej aktyw na jest w jelicie nie
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mowląt, natomiast w jelicie ludzi dorosłych ilość i aktywność tego enzymu 
maleje (2, 5). Ponadto stwierdzono (17), że niedobór białka w diecie obniża 
aktywność (3-galaktozydazy jelitowej bardziej niż dwusacharydy. W ten 
sposób w przypadku niedożywiania dzieci, które normalnie wykazują wy-

Rys. 1. Stabilność term iczna |3-galaktozydazy otrzym anej z drożdży K lyverom yces
fragilis (12).

Rys. 2. Stabilność term iczna {3-galaktozydazy otrzym anej z pleśni Mucor pusillus (12)..

soką aktywność (3-galaktozydazy jelitowej następuje całkowita jej inakty- 
wacja. Z kolei upośledzenie w przyswajaniu laktozy powoduje niedobór 
wapnia (wyeliminowanie mleka z diety), który przecież pobiera człowiek 
głównie (80%) w mleku i produktach mlecznych.

W procesie otrzymywania enzymów wewnątrzkomórkowych, do któ
rych należy (3-galaktozydaza, ważny jest sposób zniszczenia struktury ko
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mórkowej, niezbędny dla wydajnej ekstrakcji białek enzymatycznych z ko
mórek. Obecnie stosowane metody dezintegracji struk tu ry  komórkowej 
i otrzym ywania preparatów  enzymatycznych można usystem atyzować na
stępująco:
— metody autolityczne — autoliza zawiesin komórek pod w arstw ą toluenu 

lub m aceracja w roztworach buforowych (13),
— metody chemiczne — m aceracja w roztworach takich związków jak 

gliceryna lub octan m etylu,
— metody mechaniczne — prasowanie przy użyciu wysokich ciśnień lub 

homogenizacja przy użyciu homogenizatorów Potter-E lvehjem  (14),
—  m etody term iczne — nazywane też szokiem term icznym, polegające na 

kilkakrotnym  zam rażaniu i odm rażaniu zawiesiny komórek (15),
— metody biologiczne — stosowanie lizy przy udziale określonych bakte

riofagów lub lizozymu,
— metody kombinowane np. rozrywanie zawiesiny komórek przy zasto

sowaniu ultradźw ięków (16).
Żadna z przedstawionych metod nie nadaje się w pełni do zastosowania 

w praktyce bądź to z przyczyn rozwiązań technicznych, bądź wysokich 
kosztów. Dlatego potrzebne są dalsze badania nad udoskonaleniem, względ
nie opracowaniem nowych efektyw nych metod dezintegracji komórek 
i otrzym ywaniem  wysokoaktywnych preparatów  (3-galaktozydazy o zada
w alającym  stopniu czystości. Do oczyszczania (3-galaktozydazy izolowanej 
z m ateriału  biologicznego stosuje się konwencjonalne techniki, których 
tu ta j nie trzeba opisywać.

(3-galaktozydaza w ykazuje wysoką specyficzność substratow ą w sto
sunku do cząsteczki (3-galaktozy (18). Z jednakową intensywnością hydro- 
lizuje substrat laktozę oraz 0-nitrofenol-(3-D-galaktopyranozyd/ONPG (11).

Stwierdzono, że (3-galaktozydaza otrzym ana z komórek drożdży w yka
zała zbliżoną aktywność zarówno gdy substratem  był roztw ór czystej lak
tozy jak  i w przypadku gdy substratem  była laktoza w mleku. (3-galakto
zydaza z E. coli natom iast dodawana do mleka w ykazywała tylko 27% 
swej aktyw ności oznaczanej w roztworze czystej laktozy (11). Dlatego też 
najczęściej jako źródło (3-galaktozydazy do hydrolizy laktozy w m leku sto
suje się enzym z drożdży. (3-galaktozydaza pleśniowa ze względu na w y
soką stabilność term iczną (Rys. 2) oraz optimum pH (tabela 1), znajduje 
zastosowanie do hydrolizy laktozy w serw atce ukwaszonej (19, 20).

(3-galaktozydaza z bakterii, drożdży i pleśni podlega aktyw acji przez 
jony N a+, K + i Mg++ (2, 28, 21, 22). Związki zawierające grupy tiolowe 
aktyw ują również ten enzym (2). Natom iast działanie inhibitujące w y
w ierają jony Ag++, H g++ (2), Cu++, F e+++ (22), jak dotąd nie ma zgod
ności czy jony M n++ aktyw ują (3-galaktozydazę (21, 23), czy też ją inakty- 
w ują (22).

Cukry takie jak D-glukoza i D-galaktoza oraz sacharoza mogą działać 
hamująco na aktywność (3-galaktozydazy (18, 24, 25). Nagromadzanie się
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produktów rozkładu laktozy w mieszaninie inkubacyjnej zwalnia hydro
lizę, co u trudnia całkowity rozkład tego cukru w toku procesu technolo
gicznego podczas otrzym ywania mlecznych produktów bezlaktozowych.

II. Zastosowanie (3-galaktozydazy

Usunięcie laktozy z mleka np. w drodze ferm entacji mlekowej pozwala 
na produkcję napojów mlecznych, które można z powodzeniem podawać 
osobom dorosłym i dzieciom z nietolerancją laktozy (26).

Innym  sposobem usuwania laktozy może być dializa. Mleko poddane 
dializie traci jednakże około 1/3 początkowej wartości kalorycznej oraz 
wiele składników m ineralnych niezbędnych dla młodego organizmu (17). 
Pełnowartościowe, bezlaktozowe, słodkie mleko otrzym uje się poprzez do
danie do mleka rozpuszczalnej |3-galaktozydazy, którą po rozłożeniu lak
tozy inaktyw uje się termicznie. Dodatek enzymu bezpośrednio do mleka 
jest jednak zabiegiem nieekonomicznym i wywołuje w gotowanym pro
dukcie lekki posmak obcy (27).

Od kilku lat prowadzi się przeto intensywne badania dla opracowania 
nowych technologii rozkładu laktozy w m leku na skalę przemysłową. Obie
cujące okazało się zastosowanie techniki wiązania enzymu z nośnikami

Rys. 3. Porów nanie optim um  pH (i-galak- 
tozydazy rozpuszczalnej i związanej (37).

stałymi. Nośnik ten powinien być substancją trw ałą aby nie ulegał znisz
czeniu podczas stosowania, obojętną chemicznie oraz przepuszczalną dla 
substratów  i produktów reakcji enzymatycznej (28). Jako nośniki na j
częściej stosuje się celulozę (11, 29, 30, 31), kollagen (19, 32), żele poli- 
akryloamidowe (17, 33), odpowiednio preparow ane porowate kuleczki szkla
ne (24, 34, 35) oraz żywice fenolo-formaldehydowe (36).

Porównanie własności |3-galaktozydazy związanej z nośnikiem z odpo
wiednią próbą enzymu w postaci nie związanej, pozwoliło wykazać róż-

6 P ostępy B iochem ii
http://rcin.org.pl



4 4 2 S.  P O Z N A Ń S K I  I IN . [6]

nice w zakresie optim um  pH (Rys. 3), hydrolizy laktozy, stałej Michae- 
lisa-M enten oraz energii aktyw acji. Związana z nośnikiem (3-galaktozydaza 
z E. coli w ykazuje optim um  działania przy pH 7,3 podczas gdy optimum 
pH wolnego enzymu w ystępuje przy 6,5 (37). Stwierdzono też, że wartość 
K m enzymu związanego jest niemal dw ukrotnie wyższa w porównaniu 
z enzymem wolnym  (21,0 i 13,lmM, odpowiednio). Zastosowanie prepa
ratu  związanej (3-galaktozydazy umożliwia wielokrotne (osiemdziesięcio- 
krotne) użycie enzymu w technologii hydrolizy laktozy naw et przez około 
100 dni (37), wykazując w tym  czasie jeszcze 65,6°/o początkowej ak tyw 
ności.

Siedząc trwałość związanej (3-galaktozydazy przechowywanej w temp. 
4°C przez blisko 100 dni stwierdzono wzrost jej aktywności w porównaniu 
z preparatem  niezwiązanej (3-galaktozydazy przechowywanej w tych sa
mych warunkach.

Stosując enzym związany można więc taniej i szybciej rozpowszech
nić produkcję m leka z rozłożoną laktozą. (3-galaktozydazę stosuje się rów 
nież w technologii spożywczej, np. do częściowego rozkładu laktozy przy 
produkcji mleka zagęszczonego aby zapobiegać krystalizacji cukru w goto
wym produkcie (38, 39), w intensyfikacji ferm entacji laktozy przy otrzy
mywaniu kwasu mlekowego z serw atki (40), w intensyfikacji hodowli bio
masy bakterii ferm entacji mlekowej (41), w produkcji artykułów  spo
żywczych takich, jak lody, napoje z mleka i serwatki, czy produkty 
kandyzowane (42), a także przy otrzym yw aniu syropu serwatkowego do 
celów piwowarskich oraz przy otrzym yw aniu proszku serwatkowego dla 
celów piekarniczych (44).

A rtyku ł otrzym ano 3.9.1974, po rew izji autorskiej przyjęto 12.4.1975.
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SPRAWOZDANIA

I Środowiskowa Konferencja Naukowa Chemików 
Piła, 20—22 marzec 1975

I Środowiskowa K onferencja Naukowa Chemików została zorganizowana przez 
Komisję N auk Chemicznych Oddziału PAN w Poznaniu. Na miejsce obrad wybrano 
Piłę, m iasto wielkopolski, w którym  przewidywany jest intensyw ny rozwój przemysłu 
chemicznego. K onferencja wywołała duże zainteresow anie w środowiskach chemicz
nych Poznania i Szczecina. Wzięło w  niej udział 443 uczestników, wygłoszono 261 ko
m unikatów  z prac naukowych, realizow anych głównie w  placówkach poznańskich. 
Przewodniczącym  K om itetu O rganizacyjnego był prof. dr K. Golankiewicz, sek re ta
rzem  naukow ym  doc. dr Z. Dudzik.

W ykłady p lenarne podczas sesji otw arcia wygłosili: 
mgr H enryk Konopacki, I Z-ca M inistra Przem ysłu Chemicznego — „Rozwój prze
m ysłu chemicznego w Polsce do roku 1980 ze szczególnym uw zględnieniem  inwestycji 
w województwie poznańskim ”; prof. dr Adam  Bielański — „Tlenki m etali grup p rze j
ściowych, ich właściwości fizykochemiczne”; prof. dr Maciej W iewiórowski — „K ata
liza w ew nątrzcząsteczkow a i w ielofunkcyjna — ostatnie osiągnięcia i przykłady za
stosowań”; prof. dr Jerzy W róbel — „Syntezy w dziedzinie niektórych alkaloidów 
piperydynow ych i chinolizydynowych”; prof. dr Jerzy Pawełkiewicz — „Inżynieria 
genetyczna”.

Obrady toczyły się w czterech głównych sekcjach:
1. Chemia i fizykochemia organiczna
2. Chemia i fizykochem ia nieorganiczna
3. Chemia i fizykochem ia stosowana w raz z inżynierią chemiczną
4. Biochemia i chemia produktów  naturalnych

W ram ach Zjazdu odbyło się również kolokwium poświęcone zjaw isku agregacji 
cząsteczek i jego konsekwencjom  fizykochemicznym, biochemicznym oraz możliwo
ściom w ykorzystania przemysłowego.
Sekcja  biochemii i chem ii produktów  naturalnych:

O brady sekcji biochemii i chemii produktów  naturalnych odbywały się przy 
współudziale członków Komisji d/s Biologii M olekularnej Oddziału PAN w Poznaniu.

K om unikaty naukowe z zakresu biochemii nadesłane na konferencję można było 
rozdzielić na cztery tem atyczne działy, mianowicie:
1. Biosynteza białka w tkankach  roślinnych
2. M etabolizm kom órek i tkanek
3. Synteza i badanie właściwości nukleotydów
4. Biochemia analityczna

W analogicznych podsekcjach odbywały się obrady. Działy te w generalnym  
ujęciu reprezen tu ją główne k ierunk i badawcze z zakresu biochemii, realizowane od 
szeregu lat w ośrodku poznańskim.

1. Biosynteza białka w tkankach  roślinnych.
Na obradach podsekcji przedstaw iono 17 prac, pochodzących głównie z k ierow a

nego przez prof. dr J. Paw ełkiew icza M iędzyuczelnianego In sty tu tu  Biochemii w Poz
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naniu. Większość prac dotyczyła transferow ych kwasów rybonukleinowych i enzymów 
uczestniczących w biosyntezie białka.

U kładam i modelowymi dla tych badań były\rośliny  motylkowe i zboża. Autorzy 
przedstaw ili nowe, oryginalne metody izolacji niektórych składników  syntezy białek 
oraz podali szereg interesujących szczegółów z zakresu badań struk tu ry  roślinnych 
t-RNA.

Wyniki tych pracochłonnych badań, referow ane na obradach w sposób bardzo 
skrótow y i zwięzły, posiadają bardzo istotne znaczenie dla rozwoju nauk biochemicz
nych. Osiągnięcia zespołu prof. dr J. Pawełkiewicza wzbudzają duże zainteresow anie 
w ośrodkach krajow ych i zagranicznych zarówno z uwagi na wciąż bardzo aktualną 
w biochemii problem atykę biosyntezy białka, jak  i nowe koncepcje analityczne, re a 
lizowane przez zespół poznański w odniesieniu do układów  św iata roślinnego.

W prowadzeniem do obrad sekcji biochemii był św ietnie opracowany referat 
prof. dr J. Pawełkiewicza, przedstaw iony na sesji p lenarnej. W referacie nakreślił 
autor ostatnie osiągnięcia inżynierii genetycznej, odkryw ające już w  obecnej chwili 
rea lne możliwości ingerow ania w  struk tu rę  genu i wpływu na w ykształcanie się cech 
dziedzicznych. W yniki tych badań staw iają uczonych znowu przed poważnym  dyle
m atem  odpowiedzialności za cele dla jakich osiągnięcia te zostaną w ykorzystane — 
podobnie jak w swoim czasie fizyków jądrowych.

2. Metabolizm komórek i tkanek.
Większość przedstaw ionych prac dotyczyła aktualnych zagadnień metabolizm u 

kom órek krwi. Problem  ten wiąże się ściśle z medycyną praktyczną, a kultyw ow anie 
tego k ierunku badawczego w Akademii Medycznej w Poznaniu posiada już dłuższe 
tradycje.

Dwie referow ane prace pochodziły z Zakładu Dydaktycznego Biochemii A.M. 
w  Poznaniu, kierowanego przez prof. dr H alinę Karoń. Autorzy omówili zaburzenia 
m etaboliczne, stw ierdzone w krw ince czerwonej szczurów z przeszczepionym nowo
tw orem  doświadczalnym M orrisa. Badania autorów  wykazały, że obecność dośw iad
czalnego nowotworu w ątroby oddziaływ uje w dostrzegalny i charakterystyczny spo
sób na metabolizm erytrocytów  krw i obwodowej. Wyniki te  są godne podkreślenia, 
gdyż z dotychczasowych prac wiadomo, że zm iany w układach oksydacyjno-reduk- 
cyjnych dojrzałych erytrocytów  pojaw iają się w w arunkach patologicznych stosun
kowo najwolniej, w  porów naniu ze zm ianam i w  innych kom órkach ustro ju . W przy
padkach przeszczepialnego w ątrobiaka M orrisa krw inka czerwona okazała się ko
m órką, k tórej m etabolizm reaguje już wcześnie dostrzegalnymi odchyleniami.

Dalsze referow ane prace o pokrew nej tem atyce zrealizowane zostały w  Zakładzie 
Biochemii Insty tu tu  Chemii i A nalityki A.M. w Poznaniu, kierowanego przez prof. 
dr J. Chmielą. Dotyczyły one badań m echanizm u radioochronnego oddziaływ ania 
cysteam iny w m etabolizm ie komórek krw i oraz nowych układów  enzymatycznych 
i m etabolitów  stwierdzonych w  erytrocytach i płytkach krwi. Wobec intensywnego 
rozwoju badań jądrow ych i coraz szerszego stosowania radioizotopów w różnych 
dziedzinach gospodarki, w  badaniach naukowych i lecznictwie, poszukiw anie sku
tecznych związków radioochronnych, które podane człowiekowi lub zwierzęciu krótko 
przed naprom ieniow aniem  obniżają efekt naprom ienienia, posiada bardzo istotne zna
czenie. Badania zespołu Zakładu Biochemii A.M. wykazały, że kom órki k rw i stano
w ią dogodny model do badania mechanizm u radioochrony.

W ścisłym powiązaniu z problem atyką medyczną były również dwie dalsze 
prace — jedna o charakterze metodycznym, przedstaw iająca in teresującą koncepcję 
analityczną oznaczania składu glikozam inoglikanów dla celów diagnostycznych w w y
cinkach chrząstki pobieranych przy zabiegach chirurgicznych, druga — om aw iająca 
udział esterazy cholesterolowej w  regulacji syntezy hormonów sterydow ych w korze 
nadnerczy. Z Zakładu Mikrobiologii i Biochemii Insty tu tu  Tow aroznaw stw a A ka
demii Ekonomicznej w Poznaniu przedstawiono dwie prace, z których jedna w zbu

http://rcin.org.pl



S P R A W O Z D A N I A 4 4 7

dziła szeroką dyskusję nad możliwością w ykorzystania otrzym anego nierozpuszczal
nego prepara tu  oksydazy glukozy dla konstrukcji enzymatycznego czujnika, dostoso
wanego do ciągłego pom iaru poziomu glukozy krwi.

3. Synteza i badanie właściwości nukleotydów.
Zespoły badawcze prof. dr M. W iewiórowskiego i prof. dr K. Golankiewicza roz

winęły szereg interesujących metod syntezy oligonukleotydów i pochodnych nukleo- 
zydów oraz opracowały nowe sposoby badań struk tu ry  tych związków. W pracach 
w ykorzystuje się nowoczesne techniki badawcze jak  wysokociśnieniową chrom ato
grafię cieczową, chrom atografię sucho- i krótkokolum nową, wysokorozdzielczy m ag
netyczny rezonans jądrow y itp. Osiągnięcia z zakresu syntezy i badań s tru k tu ry  nu 
kleotydów w  pracowniach In sty tu tu  Chemii UAM w Poznaniu oraz In sty tu tu  Chemii 
Organicznej PAN w Poznaniu, stanow ią stosunkowo niedawny dorobek ośrodka poz
nańskiego. W skazują one, że autorzy dobrze już zorganizowali i opanow ali trudny  
w arsztat syntezy nukleotydów  i przez to stali się bardzo przydatnym i partneram i 
w badaniach metabolicznych. K onfrontacja referow anych na K onferencji prac p rze
m awia za dużymi przyszłościowymi możliwościami w spółdziałania i współpracy głów
nych grup biochemicznych w środowisku poznańskim w  rozw iązyw aniu wiodących 
problem ów biologii m olekularnej.

4. Biochemia analityczna.
Na obradach zaprezentowano głównie prace analityczne z zakresu ilościowego 

oznaczania niektórych w itam in w  m ateriale biologicznym, jak: tiam iny, w itam iny Bis, 
kw asu L-askorbinowego oraz produktów  jego rozpadu, jak  również przedstaw iono 
studia nad trw ałością am idu kw asu nikotynowego oraz d , L-alfa-tokoferolu. P roble
m atyka ta, realizow ana od dłuższego czasu w  Zakładzie Chemii Ogólnej Insty tu tu  
Chemii i A nalityki A.M. w  Poznaniu pod kierunkiem  prof. dr S. Bączyka, posiada 
w yraźny aspekt praktyczny. Opracowane metody znajdu ją zastosowanie w  przem yśle 
spożywczym i farm aceutycznym  oraz w laboratoriach diagnostycznych Służby Zdro
wia. Zaznaczyć należy, że w m etodach tych w ykorzystać można ap a ra tu rę  dostępną 
w średnio wyposażonych pracow niach chemicznych. Z Insty tu tu  M atem atyki, Fizyki 
i Chemii oraz z Insty tu tu  Technologii Żywności Pochodzenia Roślinnego Akadem ii 
Rolniczej w Poznaniu przedstawiono interesujące doniesienie dotyczące spektrosko
powych właściwości ochratoksyn.

Ogółem na obradach Sekcji Biochemii i Chemii P roduktów  N aturalnych wygło
szono 44 kom unikatów , z czego w  poszczególnych czterech podsekcjach 17, 10, 10 i 7. 
Obrady cechowały się dużą frekw encją i zainteresow aniem  i poinform owały poznań
skich biochemików o wzajem nych osiągnięciach i realizowanych kierunkach  badaw 
czych.

J. Chmiel

V Międzynarodowe Sympozjum na temat flawin i flawoproteidów 
San Francisco (USA) 31 marzec — 3 kwiecień, 1972 r.

W dniach 31.III.—3.IV. odbyło się w San Francisco (USA) V M iędzynarodowe 
Sympozjum na tem at flaw in i flaw oproteidów, zorganizowane przez prof. dr T. P. Sin- 
gera z U niw ersytetu K alifornijskiego w San Francisco i finansow ane przez IUB, NIH, 
NSF i kilka przedsiębiorstw  przem ysłowych oraz U niw ersytet — organizatora sym 
pozjum.

W obradach wzięło udział 120 osób, w przeważającej większości ze S tanów  Z jed
noczonych, k ilkunastu  uczestników  z Japonii i po 1—3 z krajów  zachodniej Europy.

Na program  sympozjum składały się 20 m inutow e referaty , 5 m inutow e kom u
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nikaty  oraz dyskusja na zakończenie każdej sesji tem atycznej. Tem atykę sympozjum 
stanow iły następujące zagadnienia:

1. A ktyw acja tlenu przez zredukowane f la winy i flaw oproteidy (3 referaty),
2. Lucyferaza (2 referaty  i 7 kom unikatów),
3. Hydroksylazy i mooksygenazy (7 referatów  i 2 kom unikaty),
4. Referaty dotyczące w ybranych zagadnień (5),
5. M echanizm odłączania protonu (5 referatów  i 3 kom unikaty),
6. Kowalencyjnie zw iązane flaw iny i nowe flaw iny (5 referatów  i 6 kom uni

katów),
7. Deazaflawiny i inne flaw iny modelowe (4 referaty  i 3 kom unikaty),
8. Flawodoksyny (4 refera ty  i 4 kom unikaty),
9. Dehydrogenaza liponianowa, reduktaza glutationu (4 referaty  i 5 kom uni

katów),
10. Złożone flaw oproteidy (7 referatów  i 5 komunikatów),
11. Flaw iny przenoszące elektrony, reduktazy cytochromu, dehydrogenazy flawo- 

proteidowe (7 referatów  i 5 kom unikatów).
Zasadniczą część obrad stanow iły referaty  i dyskusje dotyczące przede wszystkim 

mechanizm u działania flaw in i różnych typów flawoproteidów. N iektóre inne w łaści
wości tej grupy enzymów, om awiane w czasie sympozjum mogą zilustrow ać nastę
pujące przykłady. A ktyw ny transport 14C-ryboflaw iny do komórek m utantów  drożdży 
zachodzi przy udziale specyficznej perm eazy (KM =  1,5X10~5M, 30°). T ransport ten 
jest w znacznym stopniu uw arunkow any pH a o jego wybiórczości dowodzi fakt, że 
FMN jest inhibitorem  współzawodniczym.

Z danych przedstawionych przez R iflina wynika, że hormony tarczycy regulują 
przekształcenie ryboflaw iny w  FMN i FAD.

Poza znanym i dotychczas 3 typam i kow alencyjnie związanej flaw iny z apoen- 
zym ami (tj. jako N/3/histydyloryboflawiny, tioestru cysteneiloryboflaw iny i tiohem i- 
acetalu cysteneiloryboflawiny) przedstawiono wyniki w ykazujące istnienie czwartego 
typu w iązania kowalencyjnego flaw iny z białkiem . W ystępuje ono w  dehydrogenazie 
tiam iny, oksydocyklazie |3-cyklopiazonianu (pochodna N -m orfolinom etylopiperazyno- 
-(2)-karboksyloam idu, tzw. piazolina) i oksydazie L-gulono-y-laktonu w m itochon- 
driach w ątroby szczura. Ten nowy typ w iązania dotyczy podstaw ienia w pozycji 
8a flawiny. Miejsce i rodzaj podstaw ników  w pierścieniu imidazolowym nie są jesz
cze znane.

U Streptom yces  (szczep 768) w ykryto związek nazw any roseoflawiną, który jest 
naturalnym  analogiem  ryboflaw iny — 7-m etylo-3-dwum etyloam ino-10-D-rybityloallo- 
ksazyną.

Coraz większe zastosowanie w  badaniach mechanizm u działania flaw in znajdują 
deazaflaw iny (FMN, FAD). Stwierdzono, że koenzymy te użyte w  rekonstrukcji oksy
dazy glikolanu z w ątroby i oksydazy D-aminokwasów z nerki świni umożliwiały 
tylko u tlenienie substra tu  i redukcję enzymu, ale nie reakcję z tlenem . W skazuje 
to, że ogólną cechą deazaflaw in jest przenoszenie wodoru. Mimo że deazaflaw iny 
działają znacznie słabiej niż natyw ne flaw iny, to jednak są bardzo pomocne w tych 
badaniach. Jedynym  w yjątkiem  jest flaw odoksyna Azotobacter vinelandi (przenosi 
równow ażniki redukcyjne z oświetlanych chloroplastów  na kom pleks nitrogenazy 
tego organizmu), k tóra działając z 5-deazaFM N w ytw arza etylen pięciokrotnie szyb
ciej niż współdziałając z FMN.

A nalizując budowę znanych flawodoksyn w rozwoju ewolucyjnym, Fox postulo
wał, że te  niskocząsteczkowe enzymy zaw ierające FMN jako grupę prostetyczną są 
u prokario ta funkcjonalnie zbliżone od ferredoksyn.

Cechami charakterystycznym i dehydrogenazy NADH Azotobacter vinelandi w od
różnieniu od enzymów ssaków, są przede wszystkim niski ciężar cząsteczkowy, za
chowanie we wszystkich etapach oczyszczania stałego stosunku aktyw ności u tleniania
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NADH/NADPH (9:1) oraz zdolność do redukcji m enadionu i ham owanie tej ak tyw 
ności w 97% przez dikum arol.

Z danych pracow ni S ingera wynika, że deaktyw acja dehydrogenazy bursztynia- 
nowej spowodowana przyłączeniem  szczawiooctanu oraz aktyw acja tego enzymu pod 
wpływem  czynników redukujących (m.in. FMNH2) i św iatła +  EDTA obejm uje in te r
akcję między kow alencyjnie związaną flaw iną i m iejscem wiązania szczawiooctanu.

K ilka refera tów  dotyczyło m echanizm u działania dehydrogenazy i oksydazy ksan- 
tyny z różnych źródeł (wątroby indyka, Micrococcus lactitylucus i oksydazy ksanty- 
nowej mleka), flaw ocytochrom u b2, flaw oproteidowej reduktazy adrenodoksyny (3 p ra 
ce dotyczące oczyszczania i właściwości), flaw oproteidu przenoszącego elektrony. W y
kazano, że w  m ikrosom alnej reduktazie NADPH : cytochrom P-450, zaw ierającej FAD 
i FMN, obecność FMN w arunku je  transport elektronów  na cytochrom P-450, cyto
chrom c, DCIP, natom iast po usunięciu FMN, redukcja żelazicyjanku przebiega przy 
udziale tylko FAD.

M ateriały sym pozjalne zostaną w ciągu roku opublikowane.

Z. Kaniuga

V Międzynarodowe Sympozjum Pterydynowe 
Konstanz 14—18 kwiecień 1975

W dniach 14—18 kw ietnia 1975 odbyło się w Konstanz (RFN) V M iędzynarodowe 
Sympozjum poświęcone biochemii p terydyn i kw asu foliowego. Sympozjum zorgani
zował prof. W. P fle iderer z W ydziału Chemii U niw ersytetu w  Konstanz. W spotkaniu, 
które odbywało się na terenie U niw ersytetu, brało udział około 100 uczestników 
z większości ośrodków badawczych zainteresow anych „problem am i folianowym i”, 
a wśród nich tak w ybitni specjaliści jak: A. A. A lbert, D. J. Brown i P. Rowe (Aus
tralia); G. M. Brown, S. K auf man, F. H uennekens, R. Kisliuk, G. W. E. P laut,
E. C. Taylor, T. Shiota, S. W axman, J. M. W hiteley (USA); K. G. Scrimgeour, 
V. M. W hitehead (Kanada); J. A. Blair, H. S. C. Wood (Wielka Brytania); F. Berg
m ann (Izrael); K. Iwai, Y. Iw anam i (Japonia); W. Pfleiderer, H. Rembold, D. N ietha- 
m er (RFN); J. H. Bieri, C. H. Egster (Szwajcaria) oraz wielu innych.

W czasie 5 dniowych obrad wygłoszono 14 referatów  sym pozjalnych oraz 60 k ró t
kich doniesień, k tó re  zostaną w całości w ydrukow ane w m ateriałach sympozjalnych. 
N ajw iększa ilość doniesień (3 refera ty  sym pozjalne i 24 kom unikaty) dotyczyła róż
nych aspektów  chemicznej syntezy szeregu pochodnych pterydynow ych oraz pochod
nych i analogów folianu. Przedstaw iono, między innymi, syntezę nowych, tiolowych 
pochodnych kw asu pterydynowego, kw asu foliowego oraz am inopteryny i am etopte- 
ryny. (R. Kisliuk i inni, N air i Baugh, McCormack). Podkreślono, że w  przeciw ień
stw ie do tiolowych pochodnych am inopteryny i am etopteryny, kw as tiofoliowy nie 
ham ował aktywności reduktazy  dihydrofolianowej.

Dużo uwagi poświęcono również omówieniu biosyntezy kw asu dihydrofoliowego, 
pochodnych poliglutam inianow ych folianu oraz biosyntezy prostych pterydyn (3 re fe
ra ty  sympozjalne, 15 kom unikatów ) u bak terii i u owadów. Doniesiono o wyizolo
w aniu, oczyszczeniu w  wysokim stopniu (często przy zastosowaniu chrom atografii 
powinowactwa) oraz zbadaniu własności kilku enzymów katalizujących różne etapy 
biosyntezy p terydyn i dihydrofolianu. (Wood, Brown, Iwai, Rowe). Poznanie w łas
ności tego typu enzymów ułatw ia znalezienie specyficznie działających inhibitorów  
syntezy dihydrofolianu, co m a szczególnie duże znaczenie w  chem oterapii. Ponadto 
przedstaw iono dalsze dowody potw ierdzające, że biosynteza prostych pterydyn
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(np. biopteryny) ma również miejsce w hodowanych in vitro  niektórych kom órkach 
ssaków (1 refera t sympozjalny, 1 kom unikat). O bserw acje te są bardzo istotne ze 
względu na udział prostych pterydyn w szeregu procesach metabolicznych. I tak, 
uowodorowana pochodna biopteryny, jak wiadomo od szeregu lat, jest kofaktorem  
w katalizow anej przez hydroksylazę fenyloalaniny syntezie tyrozyny. Na sym pozjum  
zaproponowano dalsze uzupełnienia tej reakcji (S. Kaufm an, Ayling). Przedstawiono 
również szereg dalszych dowodów przem aw iających za udziałem prostych pterydyn 
w transporcie elektronów  w komórce (Rembold, Lund, Kwee).

Enzymom folianowym, czyli enzymom przeprow adzającym  folian w jego koenzy- 
m atyczne pochodne poświęcono 6 doniesień. Om awiano bądź to własności oczyszczo
nych preparatów  reduktazy dihydrofolianowej (Poe, McCormick, Scrimgeour) i syn- 
tetazy tym idylanow ej (Kisliuk) bądź też referow ano wyniki tyczące w ystępowania 
oraz poziomu aktywności enzymów folianowych oraz syntetazy m etioniny w hodo
wanych in vitro  kom órkach ssaków (B. G rzelakow ska-Sztabert et al., Sauer, Will- 
mans). Z przedstawionych danych wynikało, że spośród badanych enzymów jedynie 
reduktaza dihydrofolianowa oraz syntetaza m etioniny charak teryzują kom órki z loga
rytm icznej fazy wzrostu hodowli.

T ransport folianu lub jego analogów do komórek bakteryjnych lub hodowanych 
in vitro  komórek ssaków, izolowanie oraz badanie własności białek odpowiedzial
nych za wiązanie folianu w  płynach ustrojowych, a także w kom órkach oraz m eta
bolizm folianu i jego analogów w różnych organach ssaków stanowiły tem at 3 re fe
ratów  sym pozjalnych i 12 doniesień. Podkreślano znaczenie białek wiążących folian 
w  regulacji in  vivo  efektywności transportu  folianu do kom órek (Huennekens, W ax- 
man), którego poziom z kolei pośrednio wpływa na intensywność szeregu przem ian 
komórkowych.

Jak  widać tem atyka sym pozjum  objęła szerszy — niż to zapowiadał ty tu ł sym 
pozjum — w achlarz zagadnień z zakresu biologii i chemii pterydyn i folianu. Było to 
możliwe ze względu na udział w obradach chemików, biochemików, lekarzy i bio
logów.

Obrady odbywały się w niezwykle przyjem nej i przyjacielskiej atm osferze, przy 
niem al 100% frekw encji uczestników, naw et na popołudniowo-wieczornej sesji w os
ta tn im  dniu obrad. Podobne spotkanie „pterydynow e” ma odbyć się za 4 lata, praw do
podobnie w USA.

B. G rzelakow ska-Sztabert

Sympozjum na temat 
„Odkrycie i obecny stan wiedzy o cyklu mocznikowym”

Walencja (Hiszpania), 22—24 maja 1975 r.

W dniach 22—24 m aja 1975 r. odbyło się w  Uniwersytecie w  W alencji (Hiszpania) 
Sympozjum na tem at „Odkrycie i obecny stan  wiedzy o cyklu m ocznikowym” („Dis
covery and present status of the urea cycle”) dla uhonorow ania odkrywcy tego cy 
k l u — Sir Hansa Krebsa. W czasie Sympozjum odbyła się uroczystość nadania Sir 
Hansowi Krebsowi stopnia doctor honoris causa U niw ersytetu Walencji.

O rganizatorem  naukowym  Sympozjum był dr Santiago Grisolia, profesor b io 
chemii na Uniw ersytecie w  K ansas City (USA). W obradach wzięło udział 50 osób 
aktualnie pracujących w  zakresie tem atyki Sympozjum. Uczestnikam i byli głównie 
Amerykanie, Anglicy i Hiszpanie. Zaproszonych było również po dwóch uczestników 
ze Szw ajcarii i Włoch oraz po jednym  uczestniku z Finlandii, Japonii, Kanady, M e
ksyku, RFN i Polski.
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Obrady rozpoczęły się referatem  w prow adzającym  wygłoszonym przez Sir Hansa 
K rebsa dotyczącym jego początkowych badań, które doprowadziły do odkrycia cyklu 
mocznikowego. Tem atyka Sympozjum dotyczyła chemii, biochemii i patofizjologii p ro 
cesu syntezy mocznika i obejm owała następujące zagadnienia:
1. Ewolucyjne i porównawcze aspekty cyklu mocznikowego (podsumowane w refe

racie P. P. Cohena, USA).
2. Właściwości chemiczne mocznika i jego prekursorów  w procesie biosyntezy (ze

brane w referacie J. K ennedy’ego, USA).
3. Enzymy cyklu mocznikowego oraz enzymy z nim współdziałające.
4. Regulacja aktywności cyklu mocznikowego.
5. T ransport i regulacja na poziomie błon.
6. Dziedziczne w ady metaboliczne procesu biosyntezy mocznika. ,
7. Regulacja metabolizm u am oniaku.

Zasadniczą część obrad stanowiły referaty  i dyskusja dotyczące przede w szyst
kim mechanizm u działania enzymów cyklu mocznikowego i enzymów z nim w spół
działających oraz regulacji procesu biosyntezy mocznika. Spośród enzymów cyklu 
mocznikowego dokładnie zostały omówione: syntaza N -acetyloglutam inianow a (M. Ta- 
tibana, Japonia), syntaza karbam oilofosforanowa (M. E. Jones i M. E. M arshall, USA 
oraz K. R. F. Elliott, Anglia), fosfataza karbam oilofosforanowa (G. Ramponi, Włochy), 
karbam oilo transferaza ornitynow a (M. E. M arshall, USA), syntetaza argininoburszty- 
nianowa i liaza argininobursztynianow a (S. Ratner, USA) oraz arginaza (G. Soberon, 
Meksyk).

Podczas om awiania aspektów regulacyjnych cyklu dużo uwagi poświęcono roli 
dehydrogenazy glutam inianow ej w procesie w ytw arzania am oniaku dla syntezy 
karbam oilofosforanu. Wyniki badań pracowni J. B. Chappella (Anglia) nad wpływem 
leucyny na aktywność dehydrogenazy glutam inianow ej w ątroby szczura w skazują, 
że enzym ten w w arunkach in vivo  działa w  k ierunku syntezy glutam inianu, a nie 
w k ierunku deam inacji tego am inokwasu. Ponieważ w obecności leucyny obserwo
w ano stym ulację dezaminazy AMP uważa się, że am oniak w ym agany dla syntezy 
karbam oilofosforanu jest w ytw arzany głównie w reakcji katalizow anej przez dezam i- 
nazę AMP i glutaminazę.

W ażną rolę regulacyjną w procesie biosyntezy mocznika m ają również w ew nątrz
komórkowe stężenia substratów  (J. T. Brosnan, K anada i G. Sainsbury, Anglia) oraz 
pośredników  i enzymów cyklu mocznikowego (L. Raijm an, USA), k tórych poziom 
zmienia się w zależności od w arunków  dietetycznych (H. Aebi, Szw ajcaria). A nali
zując aktywność cyklu mocznikowego wykazano duże znaczenie N -acetyloglutam i- 
nianu dla aktyw acji syntazy karbam oilofosforanowej oraz argininy dla aktyw acji 
syntazy N -acetyloglutam inianow ej (M. Tatibana, Japonia). Podkreślano również zależ
ność szybkości w ytw arzania mocznika od stężeń lizyny i ornityny w izolowanych ko
mórkach w ątroby (J. Bryła, Polska), które zna jdu ją coraz większe zastosowanie w ba
daniach m etabolizm u azotowego u zw ierząt (R. Hems, M. S tubbs-Spry , P. Lund, 
Anglia).

K ilka referatów  dotyczyło dziedzicznych w ad m etabolicznych procesu biosyntezy 
mocznika, omówionych szczegółowo przez V. E. Shih, USA. Dokładniej przedstawiono 
w yniki badań dotyczące argininem ii (J. P. Colombo, Szw ajcaria) i b loku m etabolicz
nego na poziomie syntazy karbam oilofosforanowej (M. W alser, USA).

Wiele czasu zajęła dyskusja nad m etodyką oznaczania poszczególnych pośredni
ków cyklu mocznikowego oraz aktywności enzymów biorących udział w biosyntezie 
mocznika. Postulowano opracowanie handlowych zestawów do oznaczania m etabo
litów i enzymów cyklu mocznikowego.

M ateriały Sympozjum zaw ierające zarówno refera ty  jak i dyskusję zostaną opu
blikow ane przez w ydawnictwo John Wiley & Sons, Inc.

J. Bryła
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RECENZJE

Ergebnisse der Experimentellen Medizin 
vol. 18 Carbohydrate Metabolism in Animal Tissues and its Regulation 

red. Dietrich Dettmer, VEB Volk und Gesundheit, Berlin, 1974

Om aw iana książka jest zbiorem referatów  wygłoszonych na drugim  wspólnym 
sympozjum W szechzwiązkowego Tow arzystwa Biochemicznego ZSRR i Towarzystwa 
Biochemicznego Niem ieckiej Republiki Dem okratycznej, które odbyło się w L enin
gradzie w m aju  1973 roku. Książka w ydana jest techniką m ałej poligrafii i zawiera 
przeglądowe artykuły , dotyczące w większości regulacji metabolizm u węglowodanów. 
Do książki dołączono kliszę z m ikrofilm am i kom unikatów  wygłoszonych na sym po
zjum; do odczytania ich niezbędny jest jednak odpowiedni czytnik.

Tem atyka artykułów  napisanych przez znanych autorów  jest aktualna, odzw ier
ciedlająca tem aty  przedstaw iane ostatnio w innych przeglądowych w ydaw nictw ach 
zajm ujących się regulacją m etaboliczną na poziomie m olekularnym . Znajdujem y tam  
referat o m ikro- i m akrom olekularnej struk tu rze glikogenu, o hydrolitycznym  roz
kładzie glikogenu, k ilka artykułów  dotyczy różnych aspektów  regulacji glikolizy, je
den roli erytrozo-4-fosforanu w regulacji cyklu pentozowego w mięśniu serca; przez 
wiele artykułów  przew ija się spraw a horm onalnej regulacji m etabolizm u węglowo
danów. Wśród tych ostatnich należy wym ienić przede w szystkim  pierwszy referat, 
wygłoszony przez G. W ebera z USA na tem at integracyjnego działania insuliny na 
przem ianę węglowodanów. Jako ostatn i zamieszczono refera t H. F rundera i w spół
pracowników przedstaw iający ciekawe rozważania kinetyczne o znaczeniu kom plek
sów m etali z m etabolitam i w regulacji sekwencji reakcji enzymatycznych.

N iewątpliw ie każdy biochemik zainteresow any regulacją enzymów i kontrolą 
metabolizm u węglowodanów, weźmie chętnie do ręki om awianą książkę. Chociaż nie 
jest ona zbiorem najnowszych oryginalnych prac z dziedziny regulacji metabolizm u 
węglowodanów, to jednak posiada niew ątpliw ą w artość dydaktyczną i będzie zapew 
ne pożyteczną lek tu rą  dla nauczycieli akadem ickich pracujących dydaktycznie we 
wszystkich typach szkół.

M. Zydowo

Armin Braun, 1974 — „The biology of Cancer” 
Addison-Wesley Publishing Company, Advanced Book Program, Reading,

M assachusetts — London — Am sterdam  — Don Mills — Ontario — Sygney — Tokyo

Autor książki, profesor A rm in B raun jest kierow nikiem  Laboratorium  Biologii 
Roślin na U niw ersytecie Rockefellera w Nowym Jorku, członkiem A m erykańskiej 
Akademii Nauk oraz honorowym członkiem The H arvey Society. W roku 1969 u k a
zała się jego książka pt. „The Cancer Problem : a critical analysis and modern 
synthesis”.
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Recenzowana książka przedstaw ia w sposób popularny a kom petentny ak tualne 
poglądy na tem at biologii zarówno nowotworów jak i komórek praw idłowych. Liczy 
ona 169 stron łącznie ze 159 odnośnikami literaturow ym i oraz ułożonym alfabetycznie 
indeksem  rzeczowym. A utor zakłada, że czytelnik posiada podstawowe w ykształcenie 
biologiczne, nie m niej jednak przejrzyste i ciekawe ujęcie problem ów spraw ia, że 
książka stanowi ciekawą i pożyteczną lek turę dla wszystkich interesujących się p rob
lem am i nowotworowymi.

Początkowe rozdziały książki poświęcone są omówieniu dotychczas poznanych 
przyczyn pow staw ania nowotworów, następne zaś zreferow aniu poglądów na tem at 
prawdopodobnych mechanizm ów regulacji przebiegu cyklu komórkowego w kom ór
kach praw idłow ych i nowotworowych. A utor podkreśla regulacyjną rolę chalonów, 
tkankow ych inhibitorów  podziałów kom órkowych. Omawia także działanie szeregu 
czynników (najpraw dopodobniej białek) syntetyzowanych specyficznie przez kom órki 
nowotworowe i charakteryzujących się zdolnością stym ulacji podziałów kom órko
wych. Dużo uwagi poświęca również struk tu rze i w łasnościom błon powierzchniowych 
komórek. W kolejnych rozdziałach czytelnik znajdu je aktualne poglądy na rolę w i
rusów onkogennych (zarówno w irusów  DNA jak  i RNA) w procesie transform acji 
nowotworowej.

Przedstaw ione w książce dane stanow ią podstaw ę do krytycznego ustosunkow ania 
się au tora do licznych hipotez na tem at pow staw ania nowotworów (protein deletion  
hypothesis, oncogenic theory oj cancer, chromosomal inbalance theory, provirus theory  
oj oncogenesis itp.). Zrozum ienie m echanizm ów pow staw ania nowotworów jest zagad
nieniem  o znaczeniu nie tylko akadem ickim . Zw iązane jest bowiem z koniecznością 
w yjaśnienia roli w procesie transform acji nowotworowej m ateriału  genetycznego ko
m órek oraz czynników epigenetycznych, dzięki którym  może dojść do zmian w u ja w 
nianiu się inform acji genetycznej. Jedynie dokładna znajomość biologii nowotworów, 
a w szczególności tych wszystkich cech kom órek nowotworowych, które powodują 
ich odmienność od kom órek prawidłowych, pozwolić może na opracowanie skutecz
nego, biologicznego kontrolow ania w zrostu nowotworów.

B. G rzelakow ska-Sztabert
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R edakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu  i w prow adzania 
popraw ek nie w pływ ających na treść pracy.

Piśm iennictwo: W artyku le  należy cytować prace oryginalne z o sta t
nich kilku  la t oraz najw ażniejsze a rtyku ły  przeglądowe om awiające 
przedstaw ioną dziedzinę z uwzględnieniem  artykułów  opublikowanych 
w „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie nazwis
ka badaczy, których prace m ają podstawowe znaczenie w  przedstaw ianej 
dziedzinie. Om awiane prace trzeba num erow ać w kolejności ich cytowa
nia w tekście. W ykaz piśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone ko 
lejnym i num eram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. Odnośniki biblio
graficzne w inny mieć form ę zalecaną przez Kom isję W ydawców Czaso
pism Biochemicznych M iędzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według 
Biochim. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

C ytując w ydaw nictw a książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
inicjały autor(ów), rok wydania, ty tu ł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę w ydaw nictw a oraz m iejsce w ydaw ania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans 
Green and Co, London;

G rant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., 
G reville G. D., t. 5, str. 1—58, Academic Press, London 

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w  2 egzem plarzach na 
oddzielnych kartkach  i opatrzyć kolejnym  num erem  odpowiadającym  
num erow i użytem u w tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołów
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowym i w yrazam i tytu łu  
pracy.

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

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schem aty, lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w kolejności ich omówienia w tekście. P rzyjm uje się zasadę 
num eracji rycin cyfram i arabskim i, a wzory cyfram i rzym skim i. Foto
grafie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze 
matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem  na białym  papierze 
lub na kalce technicznej. W ym iar ryciny nie powinien być m niejszy niż 
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujm ujące w ykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe w y
kresu. Cyfry i litery  służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótam i. Osie wykresów  natom iast w in
ny być opatrzone napisem  łatw o zrozumiałym. Dla oznaczenia punktów  
doświadczalnych można stosować następujące symbole: A D O  A N #  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołów
kiem). Decyzję o stopniu zm niejszenia ryciny w druku  podejm uje w y
dawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinam i powinny być dołączone na od
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, 
należy w yraźnie nanieść czarnym tuszem.

Redakcja prosi o właściwe pakow anie artykułów  aby zabezpieczyć 
maszynopisy i ilustracje przed pogięciem.
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