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KRZYSZTOF STARON *\ ANDRZEJ JERZMANOWSKI *>

Physarum polycephalum jako model do badan biochemicznych
cyklu komérkowego

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

Sposrod ogromnej ilosci zyjacych na Ziemi gatunkéw stosunkowo nie-
wiele stuzy jako materiat badawczy w laboratoriach biochemicznych. La-
boratoryjne organizmy ,modelowe” zawdzieczajg swoj wybor zazwyczaj
temu, ze w rozwigzywaniu okreslonych problemoéw stanowig uktad naj-
wygodniejszy, co czesto oznacza — najprostszy. W ostatnich latach w gru-
pie organizméw modelowych coraz wiekszym zainteresowaniem cieszy sie
$luzowiec Physarum polycephalum. Do$¢ niezwykte wiasnosci P. polyce-
phalum, a zwilaszcza niektorych stadidw jego cyklu zyciowego, stwarzaja
szczegOlne mozliwosci badan nad cyklem komaérkowym, réznicowaniem,
zjawiskiem ruchu i genetykg w organizmie eukariotycznym. Atrakcyjnos¢
tego organizmu jest tym wieksza, ze moze on rosngé w pozywce ptynnej,
co pozwala na stosowanie w petnym zakresie wygodnych technik mikro-
biologicznych.

W artykule ograniczyliSmy sie do doktadniejszego przedstawienia tylko
tych mozliwosci, ktore stwarza wykorzystanie P. polycephalum w bada-
niach cyklu komdrkowego. Zastosowanie tego organizmu eliminuje za-
sadnicza w tego typu badaniach trudno$¢: niedostepnos$¢ zjawisk mito-
tycznych dla metod biochemicznych, wynikajaca z niewielkich rozmiaréw
komorek i braku synchronicznosci zachodzacych w nich proceséw. W
P. polycephalum podziaty jader sg zsynchronizowane w naturalny i precy-
zyjny sposéb w obrebie kilkucentymetrowego organizmu. Wielko$¢ tego
organizmu umozliwia swobodne stosowanie wiekszos$ci technik biochemicz-
nych, za$ synchroniczno$¢ zachodzacych w nim proceséw pozwala na trak-
towanie go jako, w pewnym sensie, pojedynczej komorki.

#., ** Dr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, ul. Zwirki i Wigury 93,
02-089 Warszawa
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I. Cykl zyciowy i hodowla P. polycephalum

P. polycephalum nalezy do klasy $luzowcéw (Myxomycetes), grupuja-
cej organizmy charakteryzujgce sie wystepowaniem w fazie wegetatywnej
w formie tak zwanego plazmodium, czyli bezksztalthego, wielojgdrzastego
skupiska protoplazmy (2).

Ryc. 1. Plazmodium Physarum polycephalum na agarze:
A — odzywczym, (lub) B —nieodzywczym
Zdjecia Z. Baranowski

Plazmodium P. polycephalum o charakterystycznej, intensywnie zoéttej
barwie, rozrasta sie w obecno$ci dostatecznej ilosci pozywienia w regu-
larny, kolisty twér o $rednicy od kilku do kilkunastu centymetréw (2, 3)
(Ryc. 1).
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Niedostatek pozywienia powoduje fragmentacje plazmodium na szereg
potagczonych ze sobg kanatdw, wypetnionych poruszajgca sie rytmicznie
protoplazmag i umozliwiajgcych migracje plazmodium w kierunku pozy-
wienia. Ruch protoplazmy, chociaz najtatwiejszy do zaobserwowania w
czasie migracji, trwa przez caly okres zycia plazmodium. Ruch ten jest
najprawdopodobniej zwigzany z obecnym w plazmodium biatkiem, przy-
pominajagcym wiasnosciami aktomiozyne (2).

Catkowity brak pozywienia lub inne drastyczne zmiany $rodowiska (np.
temperatury, wilgotnosci, ci$nienia osmotycznego, stezenia jonéw meta-
li) prowadzg do wytworzenia stwardniatych form przetrwalnikowych,
tak zwanych sklerocjow (sclerotium) (4). Diploidalne sklerocja umieszczo-

Kielkowanie
Zarodniki
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&
Swiatto l
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w hodowli wytrzgsanej

Schemat 1. Uproszczony schemat cyklu zyciowego Physarum polycephalum
@ 3 7.

ne na powrot w korzystnych warunkach wytwarzajg znowu diploidalne
plazmodium. Cykl ten moze powtarza¢ sie wielokrotnie. Przejscie w faze
haploidalng nastepuje dopiero w wyniku kilkudniowego gtodzenia plaz-
modium z nastepujacym kolejno dwu- czterogodzinnym okresem inten-
sywnego naswietlania. Jadra przechodza woéwczas podzial mejotyczny,
a organizm wytwarza zarodniki. W Kkorzystnym $rodowisku zarodniki
P. polycephalum kietkuja, wydajac jednojadrowe, haploidalne gamety.
W tym stadium P. polycephalum moze rozrasta¢ sie, dzielic i wytwarzac



362 K. STARON I IN. [4]

swoiste formy przetrwalnikowe (cysty). Cykl zyciowy zamyka potgczenie
sie dwéch haploidalnych gamet w diploidalng zygote. W wyniku kolejnych
podziatdbw jadra zygota przeksztatca sie w plazmodium.

Typowo heterotaliczne szczepy P. polycephalum Wisconsin i Indiana
wltwarzajg gamety dwdéch przeciwstawnych typoéw piciowych: ,,+ i ,,—"
Diploidalna zygota powstaje w wyniku fuzji gamety ,,+” i gamety ,,—",
potaczonej z kariogamia, to jest zlaniem sie jader obu gamet. Z zygoty tej
rozwija sie diploidalne plazmodium.

Znane sg réwniez homotaliczne szczepy Colonia. Produkujg one game-
ty wylacznie jednego rodzaju, ktére moga tagczy¢ sie zaréwno miedzy soba,
jak i ze wszystkimi gametami wytwarzanymi przez szczepy heterotalicz-
ne (5).

W warunkach laboratoryjnych do hodowli P. polycephalum stosuje sie
najczesciej pozywke ptynna zawierajaca: hydrolizat biatkowy, witaminy,
glukoze, hematyng i zestaw soli mineralnych (6). Kultury umieszcza sie w
ciemnos$ci, w temperaturze 22—26°, poddajac statemu wytrzgsaniu. Inten-
sywne wytrzasanie zapewnia odpowiednie natlenienie pozywki i powoduje
niezbedng dla dalszego wzrostu fragmentacje plazmodium na mikroplaz-
modia, zawierajgce od kilku do kilkunastu jagder. Powstate mikroplazmodia
pasazuje sie co 40—60 godzin, co pozwala na staty, logarytmiczny wzrost
hodowli. Przejscie do hodowli synchronicznej odbywa sie poprzez naniesie-
nie pipetg gestej zawiesiny mikroplazmodidéw z kultury wytrzasanej na
krazek z bibuty, nawilzany od spodu ptynng pozywka. Naniesione w posta-
ci kropli mikroplazmodia ulegajag po okoto godzinie fuzji, zlewajgc sie w
koliste plazmodium. Po 3—4 godzinach od momentu fuzji nastepuje pierw-
szy synchroniczny podziat wszystkich jagder nowego plazmodium. Nastep-
ne, w petni zsynchronizowane podziaty, nastepujg co 8 godzin (7). Po
trzech mitozach plazmodium stanowi swego rodzaju gigantyczng komorke
o $rednicy 6—8 cm, zawierajacg kilkanascie miligraméw biatka, kilka mili-
graméw RNA i kilkaset mikrograméw DNA (2, 3). Tego rodzaju synchro-
niczna forma P. polycephalum jest zwykle uzywana do badania cyklu ko-
maérkowego.

Il. Zmiany w chromatynie towarzyszace przejsciu P. polycephalum ze stanu
spoczynkowego do stadium podziatéw

Regularne i synchroniczne mitozy zachodzg w plazmodium P. polyce-
phalum przy zachowaniu optymalnej temperatury, wilgotnosci i w obec-
nosci wszystkich wymaganych sktadnikdw pokarmowych. Zmiana tych
warunkow powoduje zahamowanie mitoz, a w dalszym etapie wytworzenie
§cian komoérkowych i przeksztatcenie plazmodium w sklerocja (Schemat 1).
Zmianom morfologicznym towarzyszy wowczas szereg zmian metabolicz-
nych (8). Zmiany te jednak mozna odwroci¢ przez przeniesienia P. polyce-
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phalum z powrotem do korzystnego $rodowiska. P. polycephalum stanowi
wiec dogodny system modelowy, pozwalajagcy na badanie proceséw, ktore
powodujg, ze w pozostajacej dotychczas w stanie spoczynku komorce roz-
poczyna sie replikacja DNA, prowadzgca w rezultacie do podziatu mitotycz-
nego.

Ws$rod przemian metabolicznych, towarzyszacych przejsciu komarki ze
stanu spoczynkowego (sklerocja) w stan aktywnych podziatéw (plazmodia),
szczegdblnie interesujace sa zmiany biatkowych skiadnikéw chromatyny.
Zmiany te nie zachodzg ws$réd histonow, ktore sg catkowicie stabilne w
okresie réznicowania (9); wystepujag natomiast wsrdéd biatek niehistono-
wych chromatyny. W czasie aktywacji chromatyny zmienia sie profil elek-
troforetyczny biatek niehistonowych (10, 11, 12). Zanikajg niektore z typo-
wych pasm charakterystycznych dla chromatyny spoczynkowej; pojawia-
ja sie natomiast inne, odpowiadajgce pasmom znajdywanym w chromaty-
nie aktywnej. Zmiany te zachodzg wedtug okre$lonego, powtarzalnego po-
rzagdku, w ciggu kilku godzin.

P. polycephalum wytwarza dwie r6zne, nieaktywne mitotycznie for-
my: sklerocja oraz forme prowadzacg do powstawania zarodnikow (Sche-
mat 1). Biatka niehistonowe chromatyny izolowane z P. polycephalum w
obu nieaktywnych mitotycznie stadiach réznig sie miedzy sobg znacznie
mniej, anizeli od biatek niehistonowych chromatyny aktywnej (11). Wy-
daje sie zatem, ze swoisty sktad biatek niehistonowych chromatyny aktyw-

nej ma zwigzek ze zdolnoscig komaérki do podlegania podziatowi mitotycz-
nemu.

I1l. Replikacja, transkrypcja i synteza biatka w czasie cyklu komdrkowego
P. polycephalum

Synchroniczno$¢ podziatow jader w plazmodium P. polycephalum moz-
na obserwowac¢ za pomocg mikroskopu z kontrastem fazowym (7) lub, do-
ktadniej, za pomocg mikroskopu elektronowego (13). Zdjecia z mikroskopu
elektronowego uwidaczniajg zwitaszcza zachowanie sie blony jadrowej w
czasie podziatlu. Ulega ona co prawda czesciowej dezintegracji w anafazie,
lecz nie zanika catkowicie w czasie mitozy (13, 14). Zachowanie btony jg-
drowej w czasie mitozy jest ogolnie charakterystyczne dla diploidalnych
form S$luzowcow, nie wystepuje natomiast u haploidalnych form tych sa-
mych gatunkéw (14).

Synchronicznosci zjawisk dajacych sie zaobserwowa¢ mikroskopowo
towarzyszy w plazmodium P. polycephalum synchronicznosé wielu proce-
sow metabolicznych, a w szczegdlnosci tych, ktdre zwigzane sg z replika-
cja, transkrypcjg i biosyntezg biatka.

Synteza DNA w P. polycephalum rozpoczyna sie¢ natychmiast po za-
konczeniu mitozy (nie obserwuje sie wyraznej fazy GX i trwa od 2,5 do
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3 godzin. Poszczego6lne odcinki DNA genomu powstaja w okre$lonym po-
rzadku czasowym, identycznym w kazdym cyklu komérkowym. Fakt ten
mozna fatwo stwierdzi¢ doswiadczalnie stosujgc jednoczesne znakowanie
DNA w tych samych momentach fazy S w kilku pokoleniach przy uzyciu
sH-tymidyny i bromodezoksyurydyny, co pozwala nastepnie na rozdziele-
nie nowo powstatych odcinkéw za pomocg ultrawirowania w gradiencie
gestosci (15, 16). Ostatnie badania wykazujg, ze genom P. polycephalum
jest zbudowany z co najmniej 10 jednostek (replikondw), z ktérych kazda
moze rozpoczaé replikacje dopiero po zakonhczeniu replikacji poprzedniej
@an.

Po 2,5—3 godzinach od zakonczenia podzialu jgdra szybkos$¢ syntezy
DNA gwattownie spada. Po zakonhczeniu tego okresu obserwuje sie tylko
minimalne wigczanie znakowanych prekursoréw do DNA, zachodzace z
szybkos$cig ponizej 1% szybkos$ci syntezy bezposrednio po podziale ja-
dra (2.

Intensywnos$¢ syntezy DNA jest zsynchronizowana z poziomem puli
trojfosfodezoksyrybonukleozydoéw, ktéry jest najwyzszy na poczatku fazy
S (18). Podobnej synchroniczno$ci nie obserwuje sie w przypadku puli
tréjfosforybonukleozydéw i syntezy RNA. Poziom trojfosforybonukleozy-
déw nie wykazuje praktycznie zmian w czasie cyklu komérkowego P. po-
lycephalum, podczas gdy synteza RNA ma swdj charakterystyczny rytm.
Synteza RNA zachodzi jedynie w interfazie (faza S+ G2u P. polycephalum)
(19) i osigga dwa wyrazne maksima: pierwsze w fazie S, okoto 2,5 godziny
po zakoniczeniu mitozy i drugie, w fazie G2 okoto 2 godziny przed kolejng
metafazg (20). Zaréwno w jednym, jak i w drugim okresie powstaje kilka
rodzajow RNA. RNA syntetyzowany w fazie S powstaje jako wynik trans-
krypcji odcinkbw DNA bogatych w AT, podczas gdy RNA z fazy G2—
odcinkéw zawierajagcych przewage GC (21). Synteza RNA w fazie S jest
tylko czesciowo hamowana przez aktynomycyne D w wysokim stezeniu
(50—200|ng/ml), podczas gdy takie same stezenia aktynomycyny hamuja
catkowicie synteze RNA w fazie G2 (20). RNA zsyntezowane w obu fazach
wykazujg takg sama zdolno$¢ do hybrydyzacji z powtarzajagcymi sie se-
kwencjami nukleotydéw w DNA (22), lecz r6znig sie w zdolnosci do hybry-
dyzacji z sekwencjami unikalnymi (23).

Opisany rytm syntezy kwaséw nukleinowych mozna obserwowaé za-
réowno w plazmodium P. polycephalum, jak i w jadrach wyizolowanych w
poszczegblnych odcinkach interfazy (faza S+ G2. Synteza DNA zachodzi
wytgcznie w tych jadrach, ktore wyizolowano z plazmodiow znajdujacych
sie w fazie S (24). Jadra wyizolowane w fazie S i G2syntetyzujg réwniez
RNA o wiasnosciach identycznych z RNA syntetyzowanym w odpowia-
dajacych fazach in vivo (21).

llo$¢ biatka w plazmodium wzrasta w catym okresie faz S i G2w spo-
s6b jednostajny, cho¢ wiaczanie znakowanej lizyny wykazuje pewien
rytm, zblizony do rytmu syntezy RNA (25). Rytm syntezy poszczeg0lnych
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biatek wykazuje jednak bardziej ztozony charakter. Szczegdlnie interesuja-
ce sg zmiany w poziomie tych biatek, ktore wydajg sie mie¢ bezpoSredni
zwiazek z kontrolg replikacji DNA i podziatu jadra.

Jak juz wspomniano, aktywnos$¢ polimerazy DNA w wyizolowanych
jadrach zmienia sie rownolegle z rytmem syntezy DNA in vivo. Zjawisko
to mozna zaobserwowaé tylko wowczas, jezeli przeprowadza sie reakcje
w obecnosci egzogennego DNA i sperminy (24). Jednakze aktywno$¢ roz-
puszczalnej polimerazy DNA wyekstrahowanej z jgder plazmodiéw znaj-
dujacych sie w réznych fazach cyklu komérkowego jest podobna (26).
Wydaje sie zatem, ze ilos¢ polimerazy DNA w jadrze nie kontroluje ak-
tywnosci procesu replikacji DNA. Ciggto$¢ syntezy DNA uzalezniona jest
natomiast od syntezy okre$lonych biatek w fazie S. DoSwiadczenia z zasto-
sowaniem inhibitora syntezy biatka — cykloheksimidu — wykazujg, ze
synteza kolejnych odcinkéw DNA jest kontrolowana przez biatka powsta-
jace w Scisle okreslonych momentach fazy S (17).

Zakonczenie replikacji DNA jest warunkiem koniecznym dla rozpocze-
cia mitozy. Ostatni mRNA, niezbedny dla zainicjowania podziatu, powstaje
35 min przed telofazg; ostatnie niezbedne biatko — miedzy pietnasta
a siodmag minutg przed metafaza (2).

Badania cyklu komérkowego P. polycephalum wskazujg wyraznie, ze
czynnikiem bezposrednio inicjujgcym mitoze jest biatko. Proste dosSwiad-
czenia in vivo, z uzyciem calych plazmodiow, wskazujg na charakterys-
tyczne wiasciwosci tego czynnika. Odznacza sie on przede wszystkim ter-
molabilnoscig. Przeniesienie na p6t godziny plazmodiow znajdujacych sie
w fazie G2. temperatury 26° do temperatury 37° powoduje bowiem opdz-
nienie mitozy. Podobne przeniesienie w fazie S nie wywiera wpltywu na
czas rozpoczecia mitozy (27). Podziat jader w P. polycephalum mozna réw-
niez op6zni¢ przez naswietlenie organizmu promieniami gamma. OpGznie-
nie jest najwieksze, gdy plazmodia napromieniowuje sie na kilkanascie
minut przed mitoza. Napromieniowanie w okresie pdzniejszym nie ma juz
wptywu na moment rozpoczecia podziatu jader (28).

Wykazanie, ze czynnik kontrolujagcy rozpoczecie mitozy jest pochodze-
nia cytoplazmatycznego zawdzieczamy prostym doswiadczeniom Ruscha
i wsp. (29), wykorzystujgcym zdolno$¢ zlewania sie dwoch natozonych na
siebie plazmodiéw w jeden organizm. W doswiadczeniach tych postugiwa-
no sie dwoma plazmodiami o identycznej diugosci cyklu komdrkowego,
w ktérych jednak mitoza rozpoczynata sie w ré6znych momentach. W no-
wym plazmodium, powstatym ze zlania sie dwdch identycznej wielkosci
plazmodiow wyjSciowych mitoza zachodzita synchronicznie we wszyst-
kich jadrach, po czasie bedacym S$rednig z czaséw brakujagcych do zajscia
mitozy w kazdym z plazmodiéw wyjsciowych. Jezeli wielko$¢ natozonych
na siebie plazmodiéw miata sie jak 2:1, mitoza byta przys$pieszona w sto-
sunku do jednego i op6zniona w stosunku do drugiego, odpowiednio, w tej
samej proporcji. Wedtug Sachsenmaiera (30) o rozpoczeciu mitozy
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w powstatym plazmodium decyduje stosunek ilosci jader do ilosci syntety-
zowanego od momentu zakonczeniu poprzedniej mitozy biatkowego czyn-
nika inicjujgcego.

Interesujgce prace Bradbury’ego i wsp. (31) wskazujg, ze biatko-
wym czynnikiem bezposrednio inicjujacym mitoze prawdopodobnie jest
enzym — kinaza histonu FI. Aktywno$¢ kinazy w wyizolowanych jadrach,
mierzona w stosunku do egzogennego histonu FI, wzrasta w pdznej fazie
G2 réwnolegle ze wzrostem ilosci ufosforylowanego endogennego histonu
FIl. Jest charakterystyczne, ze preinkubacja wyizolowanych jader w tem-
peraturze 37° powoduje wyrazny spadek aktywnos$ci fosforylacyjnej w
stosunku do histonu FI. Fakt ten mogtby leze¢ u podstaw opisanej po-
przednio termolabilnosci czynnika inicjujgcego mitoze.

Wedtug koncepcji Bradbury’ego i wsp. (31) kinaza histonu FI
odgrywa role bezposredniego inicjatora mitozy. Histon FI wigze sie z DNA
stabiej niz pozostate histony (F2al, F2a2, F2b i F3). Fosforylacja reszt se-
rynowych w histonie FI powoduje, ze znaczna cze$¢ tancucha polipeptydo-
wego zostaje odsunieta od DNA dzieki wzajemnemu odpychaniu ujemnie
natadowanych reszt fosforanowych DNA i fosfoseryny. Uwolniony w ten
sposéb fragment czgsteczki moze oddziatywac z identycznym fragmentem
F1, odtgczonym od innego miejsca nici DNA. Tego rodzaju oddziatywania,
tworzgc wewnetrzne usieciowanie miedzy wioknami nukleohistonowymi,
prowadzag w efekcie do kondensacji catej rozproszonej chromatyny w zbite
chromosomy. Koncepcja przypisujgca takg funkcje fosforylacji histonu FI
potwierdza wczesniejsze obserwacje Mohberg i Ruscha (32), doty-
czace korelacji miedzy cyklem komérkowym P. polycephalum a modyfika-
cjami histonu FI.

IV. Uwagi koncowe

Naturalna synchronicznosé podziatdw jader oraz szeregu przemian bio-
chemicznych w plazmodiach P. polycephalum umozliwita zbadanie rytmu
zasadniczych proces6w metabolicznych w czasie cyklu komérkowego. Ba-
dania w tym kierunku prowadzi sie w dalszym ciggu. Stanowig one z jed-
nej strony rozwiniecie przedstawionych w artykule badan przemian DNA
(33, 34), RNA (35, 36, 37), niektérych enzyméw (38, 39, 40) oraz catych pul
metabolicznych (41); z drugiej za$, dzieki opracowaniu nowych metod i te-
chnik, dotycza zupetnie nowych zagadnien. W ostatnich latach ukazaty sie
prace (42, 43) donoszace o0 probach wyizolowania czystej chromatyny z
P. polycephalum. Pozwala to przypuszczaé, ze wkrétce mozna bedzie zasto-
sowa¢ P. polycephalum jako model badan zachowania sie¢ chromatyny
w czasie cyklu komoérkowego, a w szczeg6lnosci do badania biogenezy chro-
matyny i dziedziczenia biatek chromatynowych w czasie podziatu jadra.
Nie mniej interesujace sg perspektywy stwarzane przez postepy badan
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genetycznych nad P. polycephalum (5). Zasadnicza trudno$é w izolowaniu
mutacji indukowanych w haploidalnych amebach, a testowanych w diploi-
dalnych plazmodiach, polegata dotychczas na ucigzliwym taczeniu gamet

” i —" pochodzacych ze szczepow heterotalicznych. Zastosowanie do
izolowania mutantdéw homotalicznego szczepu Colonia pozwala na ominie-
cie tej trudnosci. Opracowuje sie takze metody hodowli haploidalnych ameb
Physarum na zdefiniowanych pozywkach (44), co rowniez utatwia selekcje
uzyskiwanych mutantéw. Juz obecnie wyizolowano szczepy P. polycepha-
lum umozliwiajace zupetnie nowe podejscie do badan oddziatywan miedzy
jadrem a cytoplazma (45). Najbardziej interesujgca jednak, z punktu wi-
dzenia badan biochemii cyklu komdérkowego, wydaje sie mozliwos$¢ uzyska-
nia mutantéw cyklu komoérkowego.

Artykut otrzymano 12.5.1975, po rewizji autorskiej przyjeto 16.6.1975.
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KAZIMIERZ KAMINSKI *\ WOJCIECH MATUSZEWSKI *>

Ro6znorodne formy monoaminooksydazy

Multiple Forms of Monoamine Oxidase

Monoaminooksydaza (monoamina: 0 2 oksydoreduktaza (dezaminujgca)
E.C.1.4.3.4) — po raz pierwszy zostata opisana w 1928 r. (1) jako ,tyrami-
no-oksydaza”. W latach trzydziestych przypuszczano, ze istnieje szereg
enzymow wykazujgcych specyficzno$¢ substratowa odpowiednig dla: ty-
raminy — ,tyraminooksydaza”, adrenaliny— ,,adrenalinooksydaza” i amin
alifatycznych — ,,oksydaza” amin alifatycznych (2—5). Dopiero pézniej
stwierdzono, ze wszystkie te aminy utleniajg sie pod wplywem jednego
enzymu w mysl reakcji:

R—CH2—NH, + 1/202-+R—CHO + HD 2+ NH3

Zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unii Biochemicznej z 1964 ro-
ku, w celu odrdznienia od enzymoéw dziatajagcych specyficznie na dwu-
aminy (np. oksydaza czy histaminaza — dwuaminooksydaza (DAO)), na-
lezy uzywaé okre$lenia oksydoreduktaza monoamina: tlen (dezaminujaca)
E.C.1.4.3.4.

Monoaminooksydaza (MAO) jest enzymem szeroko rozpowszechnionym,
znaleziono jg w wielu tkankach i narzadach oraz w ptytkach krwi i w su-
rowicy cztowieka (6—13). W zaleznosci od narzadu przewazajaca czesé
MAO wystepuje badz w mitochondriach badz tez w mikrosomach
(np. w S$liniankach i sercu wystepuje duza ilos¢ mikrosomalnej MAO, na-
tomiast w watrobie i mézgu MAO znajduje sie gtownie w mitochondriach)
(14— 16). Stwierdzono, ze MAO surowicy jest zdecydowanie rézna od dwu-
aminooksydazy (DAOQO) i ceruloplazminy, a takze nie jest identyczna z MAO
mitochondrialng (10, 17—20). Ta ostatnia bowiem bierze udziat w reakcji

% Lek. med., Zaktad Biochemii, Instytut Biologiczno-Fizjologiczny, Slaskiej Aka-
demii Medycznej, ul. Marksa 19, 41-808 Zabrze

**) Dr, | Klinika Potoznictwa i Ginekologii, Instytut Potoznictwa i Ginekologii,
Slaskiej Akademii Medycznej, pl. Traugutta 6, 41-800 Zabrze.

Wykaz stosowanych skrétow: MAO —monoaminooksydaza, DAO — dwuamino-
oksydaza, 5HT —5-hydroksytryptamina, FAD — dwunukleotyd flawino-adeninowy,
SDS — s6l sodowa siarczanu dodecylu.
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utleniania serotoniny, adrenaliny i noradrenaliny jak réwniez amin ali-
fatycznych, zas MAO surowicy jedynie prostych amin alifatycznych
(np. tyraminy, dopaminy, tryptaminy, kynuraminy) (17). Istniejg dane
wskazujace, ze MAO Kkatalizuje przemiane aminoacetonu do metylogli-
oksalu w tzw. cyklu aminoacetonowym (21). Aminoaceton bytby wiec
jeszcze jednym naturalnym substratem tego enzymu.

Przez szereg lat badania witasciwosci MAO utrudniat fakt, iz enzym
zawarty w mitochondriach jest nierozpuszczalnym fragmentem zewnetrz-
nej powierzchni btony mitochondrialnej (22). W ostatnich jednak latach
otrzymano z roznych zrédet rozpuszczalny preparat tego enzymu (23—29).
Przyjmuje sie obecnie, ze kofaktorem enzymu jest FAD, przy czym na
120 000 g biatka enzymatycznego przypada 1 mol FAD (28, 30—32). Ist-
niejg dane wskazujace, ze MAO jest biatkiem zawierajgcym miedz (27),
nadal niejasne jednak jest dziatanie miedzi na aktywno$¢ tego enzymu
(33—35). Bardzo mata zawarto$¢ tego metalu lub jego brak nie wplywaty
bowiem na aktywno$¢ enzymu (28, 31, 36, 37). Dzieki badaniom in vivo
przy uzyciu MC-pentylaminy jako substratu stwierdzono, ze na aktywnos$¢
MAO watroby szczura wpltywa zelazo zawarte w pozywieniu (38). Metal
ten wykryto w oczyszczonym preparacie enzymu z watroby szczura i $wini
(28, 39).

Wiasciwosci i metody oczyszczania MAO zostaly omowione w wielu
pracach (9, 29, 40—45). W niniejszym artykule zostang przedstawione
aktualne poglady na heterogennos$é tego enzymu oraz przyczyny powsta-
wania roéznorodnych form MAO.

I. Wykrywanie izoenzymoéw MAO

Szereg posrednich dowodoéw wystepowania w tkankach roznych form
MAOQ dostarczyty badania nad wptywem réznych inhibitoréw tego enzymu
oraz stosowanie réznych substratow (33, 46—50). Monoaminooksydaza po-
chodzaca z watroby réznych gatunkéw zwierzat wykazuje istotne réznice
dotyczace stopnia oksydacji, zaleznie od uzytego substratu (51). Charak-
terystyczne optimum pH (52) i optimum temperatury (53) MAO rb6znia
sie zaleznie od stosowanego substratu (33, 48). Na podstawie obserwacji
odmiennego stopnia hamowania aktywnosci MAO po podawaniu in vivo
inhibitoréw, stwierdzono wystepowanie izoenzyméw MAO w mitochon-
driach mézgu ludzkiego i watroby szczura (54—56).

Zastosowanie elektroforezy na zelu poliakryloamidowym pozwolito roz-
dzieli¢ r6zne formy MAO pochodzace z watroby szczura i tozyska ludz-
kiego (37). Przy interpretacji wynikow nalezy jednak bra¢ pod uwage
mozliwos¢ hamowania aktywnos$ci MAO przez sole tetrazolowe uzyte do
wykrywania obecnosci enzymu. Pasma aktywnosci réznych form MAO
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wykrywane na zelu poliakryloamidowym, metoda radioizotopowg nie za-
wsze pokrywaja sie z pasmami aktywnos$ci zlokalizowanymi przy uzyciu
soli tetrazolowych (57—59). Rozdzielono takze rézne formy tego enzymu
z watroby i mdzgu szczura metodg elektroforezy na octanie celulozy (60).
Te obserwacje potwierdzajg wystepowanie odmiennych form MAO w tkan-
kach zwierzat roznych gatunkéw. Elektroforetyczny rozdziat mitochon-
drialnej MAO w tkankach réznych gatunkéw zwierzat ilustruje tabela 1.

Tabela 1
Elektroforetyczny rozdziat mitochondrialnej rozpuszczalnej MAO réznych gatunkéw
i tkanek
Lp Zr6do enzymu Formy Formy PiSmiennictwo
anodowe™* katodowe

1 watroba 2,3 4,7 1 60, 70, 71, 74
2 Szczur moézg 3 4 1 67, 71

3 serce 3 4 0 57, 71

4 macica 1 2 57, 65

5 moézg 2, 3 1 56, 73

6 Cztowiek watroba 3 4 1 70, 74

7 tozysko 2 1 37

8 phytki 1 0 64

krwi

9 Swinia mozg 1 0 66
10 watroba 3 0 28
n mozg 2 0 24
12 wét watroba 1 2 63

13 rdzen 4 1 57

nadnerczy

14 Matpa jelito 1 0 26

15 Kurcze madzg 5 6 1 36, 71

16 Larwa drapieznej ropuchy szponiastej 1—4 (w zalez-

(Xenopus laevis) nosci od
stadium) 0 72

* Cyfry w rubrykach oznaczaja liczbe pasm o aktywnosci MAO wedrujacych ku anodzie lub katodzie.

Cze$ciowo oczyszczone preparaty enzymu z watroby szczura, wotuy,
krolika przy uzyciu Sephadex G-200 majg rdzne powinowactwo wobec
stosowanych substratow (61). Fakt ten wskazywatby na specyficzno$¢ ga-
tunkowa MAO. Nieco p6zniej wykazano, ze izoenzymy MAO watroby
szczura (62) i nadnerczy wotu (57) rozdzielone elektroforetycznie majg po-
dobne masy czasteczkowe. Natomiast izoenzymy watroby wotu majg wy-
raznie rézne masy czasteczkowe (63). Mase czasteczkowg rodzimego enzy-
mu MAO i masy poszczegoOlnych izoenzyméw prébowato okresli¢ wielu
badaczy (24, 28, 29, 35, 62—67). Dane dotyczace wartosci mas czasteczko-
wych réznych form MAO zostaty zestawione w tabeli 2.
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Jak wida¢ z zestawienia uzyskane wyniki réznig sie wyraznie w za-
kresie od 1,2X10* do 12,5X105 (patrz tabela 2). Odmienne postaci enzymu
wystepujace w watrobie wotu (63) i Swini (28) oraz macicy szczura (65),
réznig sie bardzo znacznie swoimi masami czasteczkowymi. Tak wiec,
mimo ze formy te pochodzg z tej samej tkanki, tego samego gatunku ich
masy czasteczkowe sg rézne. Obecnie przyjmuje sie, ze 1 mol flawiny
(8a-(cysteinylo) FAD) taczy sie z 1,2 — I,5X 105 biatka MAO (68,69).

1. Wiasciwosci réznych form MAO i ich specyficzno$¢ substratowa

W preparatach MAO watroby ludzkiej oraz watroby szczura stwier-
dzono obecno$é dwoch form enzymu, ktére oznaczono jako MAQOj i MA02
(67, 70). lzoenzym o najwiekszej ruchliwosci elektroforetycznej wedru-
jacy ku katodzie oznaczono jako MAO” W obu tych tkankach formy te
nie rézniag sie specyficzno$cig substratowg, podobne wiasciwosci posiadaja
izoenzymy wystepujgce w rdzeniu nadnerczy (57). Stwierdzono natomiast,
ze dwie formy MAO wystepujace w moézgu wotu zachowuja sie podobnie
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Ryc. 1. Porownanie obrazéw elektroforetycznych MAO z réznych tkanek dorostych
(A) i mtodych (B) szczurow.
Jako substratu uzywano tryptaminy (71).
m —czoto substancji wskaznikowej,
s —niewybarwiona przestrzen zelu,
W —watroba, S —serce, M — moézg.

jesli chodzi o oksydacje kynuraminy, jednakze forma MAOiI ma wyzsze
powinowactwo do tyraminy i tryptaminy a forma MAO2do benzylaminy
i normetanefryny (24). Zaobserwowano badajgc wiasciwosci MAO mobzgu
szczura, iz wiekszg aktywno$¢ wykazuje enzym wobec benzylaminy niz
wobec tyraminy (57, 67).

2 Postepy Biochemii
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Dla wykrycia i okreslenia aktywnos$ci réznych form MAO moézgu
szczura rozdzielonych elektroforetycznie uzyto soli tetrazolowych (67, 71).
W zarodkach kurzych oraz u pisklagt wykazano obecno$¢ mniejszej liczby
pasm enzymu niz u zwierzat dorostych (36). Zauwazono takze, ze liczba
wykrywanych aktywnych form enzymu zalezy od zastosowanego substra-
tu. | tak przy uzyciu tyraminy i kynuraminy jako substratow zaobserwo-
wano 5 pasm aktywnos$ci, natomiast gdy zastosowano tryptamine pojawity
sie pasma aktywnosci o innej ruchliwosci elektroforetycznej niz poprzed-
nio (36). Analogiczng zalezno$¢ zaobserwowano réwniez w niektorych
tkankach dorostych i mtodych (1, 2-dniowych) szczuréw (71). (Ryc. 1, 2).

A\

-

—_— ]
/7

Ryc. 2. Diagram rozdziatu elektroforetycz-

nego réznych form MAO otrzymanych z
K £ el mézgu miodego szczura (71)
5 Uzyto trzech substratéw —5-hydroksytrypta-

miny (5-HT), benzylaminy (Bz) i tryptaminy (T).
5-HT Bz T Pozostate oznaczenia jak na rycinie 1

Podobne zjawisko stwierdzono dla enzymu pochodzacego z kijanki po-
tudniowoafrykanskiej drapieznej ropuchy (Xenopus laevis) (72). Zmiany
powyzsze sg traktowane jako wyraz specyficznosci substratowej poszcze-
gbélnych form. Wydaje sie, iz pojawienie sie wiekszej liczby pasm aktyw-
no$ci enzymu i odmiennej ruchliwosci elektroforetycznej w tkankach zwie-
rzat dojrzatych wskazuje na wystepowanie pewnej zalezno$Sci pomiedzy
liczbg pojawiajacych sie pasm aktywnosci a wiekiem zwierzagt. MAO wg-
troby wotu zostata rozdzielona elektroforetycznie na trzy sktadniki, ktore
okreslono jako forme A (nie zawsze wystepujaca, wedrujacg w Kierunku
anody) oraz stale wystepujace, wedrujgce do katody — MAOi i MAO02 (63).
Formy wystepujgce w watrobie wotu nie sg odpowiednikiem form enzymu
cztowieka i szczura (67, 73, 74), ktdre wedrujg ku anodzie. Forma MAOz
jest znacznie bardziej aktywna wobec tryptaminy i tyraminy niz MAOX
i MAOa. Forma A katalizuje reakcje utleniania noradrenaliny i adrenaliny
znacznie wolniej niz pozostate formy. Pomimo tych odmiennych cech wias-
nosci antygenowe wszystkich trzech form okazaly sie identyczne (75—77).
Okoto 80%> mitochondrialnej MAO mo6zgu wotu ma wiasnosci antygenowe
podobne do MAO watroby. Pozostate 20°/0 nie reaguje z przeciwciatami
MAO watroby (77).
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Youdim iwsp. (74) rozdzielili MAO mo6zgu cztowieka i szczura przy
uzyciu elektroforezy w zelu poliakryloamidowym na cztery formy — 3 ano-
dowe i pojedynczag katodowa okreSlang jako MAOR (57, 74). Forme te wy-
kryto takze w innych tkankach np. w endometrium (57, 78). MAOR wy-
stepujaca w moézgu posiada unikalng specyficzno$é wobec dopaminy — dla-
tego tez okre$lono jg jako ,,MAO dopaminy”. Najwyzszg aktywnos$é tej
formy obserwowano w zwojach podstawnych mdzgu cztowieka (73). Obec-
ne dane sg jednak niewystarczajagce dla uznania tej formy jako ,specy-
ficznej MAO moébzgu”.

Podawanie szczurom inhibitora MAO — klorgyliny pozwolito stwier-
dzi¢ w mobzgu tych zwierzat obecnos¢ dwoéch izoenzymoéw o odmiennej
wrazliwosci na ten zwigzek (79). Forma A jest wrazliwa na klorgyling,
z tatwoScig dezaminuje oksydatywnie tyramine i 5-hydroksytryptamine,
za$ forma B wykazuje stosunkowo matg wrazliwo$¢ na dziatanie klorgy-
liny i katalizuje jedynie reakcje utleniania tyraminy (forma A wystepuje
w 90°/0). W gbérnym zwoju szyjnym forma A stanowi az 90°/o, natomiast
w szyszynce szczura wystepuje tylko 15% formy A i 85% formy B. Obec-
no$¢ tych dwoch form MAO zostata potwierdzona réwniez przez innych
autorow (80, 81).

Oczyszczona MAO z mitochondridow serca szczura byta ostatnio przed-
miotem badan przy uzyciu elektroforezy na zelu poliakryloamidowym (57).
Stwierdzono obecno$é trzech pasm anodowych, natomiast nie obserwo-

wano pasma katodowego. Specyficznosci substratowej tych form dotych-
czas nie zbadano.

I11. Réznorodne formy MAO — przyczyny ich powstawania

W zwigzku z wykryciem szeregu form MAO, pojawit sie problem w ja-
kim stopniu istnienie tych form zalezy od stosowanych czynnoS$ci prepa-
ratywnych. W wyniku dziatania ultradzwiekéw otrzymano fragmenty bto-
ny mitochondrialnej o wielkosci od 50A do 200A (82). Fragmenty te mozna
rozdzielié¢ przy uzyciu elektroforezy na zelu poliakryloamidowym na frak-
cje, ktore réznig sie swoistoscig wobec takich substratow jak — tyramina,
tryptamina, benzylamina czy serotonina. Zastosowanie detergentéw (23,
57) pozwala takze otrzymac fragmenty bton mitochondrialnych o wymia-
rze okoto 70A, ktore rozdzielone elektroforetycznie dajg rézne pasma wy-
kazujace aktywno$¢ MAO. Na podstawie tych wynikow sugerowano, ze
rézne formy MAO moga reprezentowaé pojedyiczy enzym potaczony z réz-
nym fragmentem btony mitochondrialnej (82, 83). Wydaje sie jednak, ze
izoenzymy MAO watroby szczura lub moézgu kurczecia wystepujg stale
bez wzgledu na to, czy stosowano detergenty niejonowe, czy tez ultra-
dzwieki (36, 57, 60). Istotny rowniez jest fakt, ze uzyskiwane dotychczas
wyniki sg powtarzalne.

2%
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Preparaty MAO watroby $wini wykazuja szereg cech charakterystycz-
nych dla fosfolipidéw i kardiolipidow (84, 85). Wnioskowano zatem, ze
zrodtem powstawania réznych form molekularnych MAO jest powigzanie
biatka enzymu z odmiennymi rodzajami lipidéw. Przedstawiono ostatnio
dane sugerujace, ze rézne formy MAO z nadnerczy wotu powstajg w wy-
niku potaczenia czasteczek biatka enzymatycznego z roznymi fosfolipi-
dami (57). W kazdej z pieciu form MAO watroby szczura zawartosé fosfo-
lipidow jest stosunkowo niska. Najmniejszg ilos¢ stwierdzono w najszyb-
ciej wedrujagcym pasmie ,anodowym” (MAOQ4 oraz w pasmie ,katodo-
wym” MAOr. Najwyzszg zawarto$¢ fosfolipiddow wykazywato powstajgce
na starcie pasmo MAOi. Wydaje sie zatem, ze mozna wigza¢ fakty wy-
stepowania izoenzyméw MAOQO z obecnoscig réznych ilosci fosfolipidéw (57),
pomimo, ze pomiedzy zawarto$cig fosfolipidow a ruchliwo$cig elektrofo-
retyczng jest niewielka zalezno$¢. Sktadnik lipidowy wydaje sie by¢ nie-
zbedny nie tylko do stabilizacji enzymu, ale takze dla jego petnej aktyw-
nosci. Potwierdzajg to badania, w ktorych przedtuzenie dializy preparatu
enzymu z 1,25°/o Tritonem X-100 spowodowato cze$ciowa inaktywacje en-
zymu. Obserwowano takze redukcje ilosci aktywnych form MAO (62). Po-
dobne zjawisko zachodzito przy stosowaniu I°/o SDS. Natomiast inkubacja
oczyszczonego preparatu MAO nerki wotu z fosfolipaza A nie wplywata
wcale na aktywno$¢ enzymu, podczas gdy zastosowanie fosfolipazy B ob-
nizato aktywnos$¢ enzymu i redukowato liczbe pasrh do jednego (23, 57).
Mozliwe, ze badania zawartosci lipidow w preparatach MAO, ktore wydaja
sie by¢ jednorodne podczas elektroforezy na zelu poliakryloamidowym
np. MAO jelita matpy (26), mbdzgu swini (66), ptytek krwi cztowieka (64),
moga wyjasni¢ problem udziatu sktadnika lipidowego w tworzeniu rézno-
rodnych form MAO. Heterogenno$¢ MAO moze by¢é zwigzane rdwniez
z istnieniem réznych typéw mitochondriéw (42, 88, 89).

Niejednorodno$¢ MAO moze wynika¢ takze z rdéznego stopnia poli-
meryzacji pojedynczej aktywnej jednostki enzymu (28, 57, 63). Wiadomo,
ze zjawisko to jest przyczyng heterogennosci innych enzymow np. de-
hydrogenazy glutaminianowej (90). Wydaje sige, ze rozne formy MAO wy-
stepujace w macicy szczura sg polimerami. Wskazuje na to rozdziat cze-
Sciowo oczyszczonego enzymu tej tkanki na zelu Sephadex G-200, ktéry
wykazat obecno$¢ trzech szczytéw aktywnosci. Masy czasteczkowe tych
form okreslono odpowiednio jako 175 800, 371 500 i 675 000 (57, 65).

Innym dowodem tworzenia si¢ odmiennych form enzymu moze byé
potaczenie roznych typow podjednostek enzymu, MAO z watroby szczura
w obecnosci 8M mocznika lub 1% SDS dysocjuje na podjednostki o po-
dobnej masie (78 000) (57). Podjednostki uzyskane w ten sposéb rdznig
sie ruchliwo$ciag elektroforetyczng na zelu poliakryloamidowym. Moze oka-
zac sie, ze analogicznie jak w przypadku izoenzyméw dehydrogenazy mle-
czanowej (91) MAO posiada wiecej niz jeden typ podjednostek.

W przypadku izoenzymoéw LDH mleczanowej réwniez sgdzono, ze po-
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wstajg one w wyniku zmian konformacyjnych w czgsteczce biatka skia-
dajacego sie z identycznych podjednostek (92). Nie mozna wykluczy¢, ze
zmiany konformacyjne sg odpowiedzialne za wielopostaciowo$¢ MAO. Ist-
nieja bowiem sugestie (93), ze niejednorodnos$é elektroforetyczna moze by¢
spowodowana utlenianiem grup sulfhydrylowych enzymu (23, 31, 93), ale
obecnos$¢ jednak 0,1 molowego 2-merkaptoetanolu nie wplywata na ruch-
liwos¢ elektroforetyczng preparatu (62).

IV. Wplyw hormonéw na aktywnos¢ MAO

Aktywnos$¢ MAO regulujag gruczoty wydzielania wewnetrznego — przy-
sadka, podwzg6lrze, gruczoty piciowe. Potwierdzajg ten fakt liczne prace
(78, 94—100). Interpretacje zmian w specyficznej aktywnosci MAO kom-
plikuje fakt istnienia roznych form MAO. Sugeruje sie, ze zmiany specy-
ficznej aktywnos$ci enzymu zaobserwowane po podaniu hormonéw (pro-
gesteron i estradiol) pochodza z ilosSciowych zmian w pojedynczych for-
mach enzymu (65). Elektroforeza na zelu poliakryloamidowym, czesSciowo
oczyszczonego enzymu pochodzacego z macicy szczura, wykazata obecnosé
pojedyniczego pasma wedrujacego ku anodzie (MAOi) oraz tylko dwéch
pasm wedrujacych ku katodzie (MAO,, i MAOm). Po podaniu zwierzetom
progesteronu lub estradiolu pasma MAOr i MAO,, miaty podobng aktyw-
no$¢ jak w preparatach kontrolnych, natomiast zwiekszata sie aktywnos$¢
MAOmM. Pasmo MAOm miato wyraznie mniejszag aktywno$¢ u zwierzat
traktowanych estradiolem, natomiast dziesieciokrotnie wiekszg w grupie
zwierzat otrzymujacych progesteron (57, 65). Zmiany aktywnosci catko-
witej MAO pod wptywem podawania hormonéw sg podobne w homoge-
natach jak i preparatach czeSciowo oczyszczonych (65, 78).

V. Inhibitory monoaminooksydazy

Inhibitorom MAO poswiecono bardzo duzo artykutéw przegladowych,
dotyczacych zaréwno chemii tych zwigzkéw jak i zastosowania klinicz-
nego (101—105). Kwestia lekow hamujgcych aktywno$¢ MAO jest nadal
szeroko dyskutowana. Pierwszym inhibitorem MAO wprowadzonym do
lecznictwa byt iproniazyd (106). Ten tuberkulostatyk i inhibitor MAO od-
znacza sie pobudzajagcym dziataniem na os$rodkowy uktad nerwowy. Obec-
nie ilos¢ inhibitor6ow MAO znacznie wzrosta. Do najczesciej uzywanych
nalezg oprdocz wspomnianego juz iproniazydu (Marsylid), Tersawid (1-ben-
zylo-2-piralohydrazyna), Catron (a-metylofenetylohydrazyna), Nialamid
oraz Nardil. Z punktu widzenia farmkologicznego nalezy podkresli¢, ze
zaden z dotychczas poznanych inhibitorow MAO nie hamuje tego enzymu
w sposéb wybidrczy (107).
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Ostatnie badania dotyczg grupy nowych inhibitorow MAO takich jak:
Klorgylina (79—81), Deprenyl (108) czy M-cyklofenoksyetylamina (109).
Inhibitory te majg jedng wspo6lng wiasciwo$¢ — wykres zaleznoSci miedzy
stopniem hamowania aktywnosci MAO wyrazonym w procentach a steze-
niem inhibitora ma posta¢ dwdch krzywych sigmoidalnych potgczonych
wspolnym poziomym odcinkiem (110). W tym zakresie stezenia inhibitora
procent hamowania aktywnosci enzymu jest niezmienny. O takim prze-
biegu krzywej decyduje obecno$¢ wspomnianych uprzednio dwéch form
0 réznej wrazliwosci w stosunku do inhibitorow (formy te okreslano jako
A i B) (79—81, 111, 112).

Tabela 3
Wplyw podawania réznych inhibitoréw na aktywno$¢ MAO mozgu cztowieka
Inhibitor Klorgyiina Tranylcypromina 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
s 15 30 86 70 27 20
R 0 0 50 60 5 23
Tyramina
MAO 1 20 17 89 95 86 8
2 0 21 78 77 86 85
3 30 35 14 15 13 23
R 0 u 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 n 13 20 20
Dopamina
; MAO ¢ 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 przedstawione w tabeli wyrazaja aktywno$¢ MAO w odsetkach aktywnosci kontrolnej. Kontrole stanowita
aktywno$¢ w mézgu ludzi nieleczonych inhibitorami MAO. M6zg pobierano w 12 godz. po — $mierci pacjenta. Rozdziat
izoenzymoéw przeprowadzono na zelu poliakryloamidowym. Aktywno$¢ izoenzyméw MAO okre$lano stosujac jako
substrat: “ C-kynuramine, IIC-tyramineg i 14C-tryfamine i 14C-dopamine (wg 56).

ZP — zw0j podstawowy mézgu ludzkiego

KM — kora moézgu cztowieka

Jak juz wspomniano (rozdziat Il), jeden z izoenzyméw MAO mézgu —
MAOr, wydaje sie katalizowa¢ gtéwnie dezaminacje dopaminy i jego
swoisto$¢ jest bardzo duza (57). Dotychczas stwierdzono tylko jeden inhi-
bitor MAO (tranylcypromine) inaktywujacy ten izoenzym (56). Nieefek-
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tywno$¢ terapeutyczna inhibitorow MAO w licznych schorzeniach, wydaje
sie by¢ wtasnie wynikiem istnienia réznych form enzymu posiadajgcych
wiasne preferencje substratowe. Badania dotyczace réznej wrazliwosci
izoenzymow MAO na inhibitory sg obecnie bardzo wyrywkowe. Efekt dzia-
tania trzech inhibitorow na aktywnos$¢ réznych form MAO izolowanych
z zwoju podstawnego oraz z kory mézgu cztowieka przy zastosowaniu réz-
nych substratow przedstawia tabela 3.

Wida¢ wyraznie, ze pod wzgledem dziatania inhibitory MAO nie sta-
nowig grupy jednolitej, ale nadzwyczaj r6znorodng. Stad tez nic dziwnego,
ze ich wptyw na zachowanie zwierzat oraz dziatanie farmakologiczne jest
niejednakowe (101, 105, 107).

Heterogenno$¢ enzymdw jest zjawiskiem powszechnym bedacym wy-
razem przystosowania sie tkanek i narzadéow do pewnych okreslonych wa-
runkow Srodowiska. Poszczegdlne formy danego enzymu roznig sie naj-
czesciej wihasciwosciami istotnymi z punktu widzenia regulacji proceséw
metabolicznych. R6zne formy MAO majg charakterystyczne rozmieszcze-
nie tkankowe i odmienng specyficzno$¢ substratowg, moga wiec kontro-
lowa¢ wewngtrzkomorkowe stezenie monoamin. Nasuwa sie jednak pytanie
w jakich miejscach organizmu zywego i w stosunku do ktérych monoamin
enzym spetnia te funkcje. CzeSciowag odpowiedZ na drodze empirycznej
otrzymaliSmy juz analizujgc wyniki stosowania terapii r6znymi inhibito-
rami MAO. By¢ moze, odkrycie inhibitorow MAO dzialajgcych swoiscie
na poszczegolne izoenzymy MAO pozwoli pogtebi¢ wiedze o ich roli.

Artykut otrzymano 3.1.1975, po rewizji autorskiej przyjeto 2.5.1975.
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JOANNA KWAST-WELFELD *»

Regulacja aktywnosci kinaz biatkowych

Regulation of the Activity of Protein Kinases

Po raz pierwszy zwrdcono uwage na istnienie kinaz biatkowych w trak-
cie badan glikogenolizy aktywowanej poprzez cAMP w migé$niach ssakow
(1, 2). Jednak dopiero w pare lat p6zniej ustalono mechanizm aktywacji
glikogenolizy przez cAMP i okreslono role, jakg w tym procesie odgrywa
kinaza biatkowa (3, 4). Kontynuacja tych badan doprowadzita do wy-
jasnienia mechanizmu aktywacji kinaz biatkowych przez cAMP (5, 6, 7, 8,)
oraz do czeSciowego zbadania struktury jak i innych wiasciwosci tych
enzymoéw (9, 10, 11, 12). Udziat kinaz biatkowych w rdznorodnych
procesach w komorce (13, 14, 15, 16, 17, 18) nasungt przypuszczenie, ze sg
one posrednikiem wielu, je$li nie wszystkich funkcji petnionych przez
cAMP (19).

Kinazy biatkowe badane w warunkach in vitro, w zaleznos$ci od stopnia
oczyszczenia i Zrodta pochodzenia preparatu, mogg by¢ aktywowane przez
inne cykliczne nukleotydy (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26), jak i niektdre ich po-
chodne (27, 28, 29, 30). Aktywnos$¢ kinaz biatkowych regulujg nie tylko cy-
kliczne nukleotydy. W komérkach zwierzecych stwierdzono wystepowanie
cieptotrwatego, biatkowego inhibitora kinaz biatkowych, ktéry in vivo i in
vitro hamuje aktywnos¢ tych enzymoéw, a takze wptywa na ich specyficz-
no$¢ substratowa (31, 32).

AktywnoS$¢ kinaz biatkowych zalezy rowniez od rodzaju fosforylowa-
nego substratu (33, 34, 35, 36, 37, 38), od rodzaju donora reszt fosforylowa-
nych (9, 39, 40, 41) oraz od obecnoS$ci i stezenia jonow dwuwartosciowych
(9, 40, 42). Wptyw poszczegblnych czynnikow na aktywnos$¢ kinaz jest
przedmiotem niniejszego artykutu.

] * Mgr, Zakiad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, ul.
Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa

Wykaz stosowanych skrétow: cAMP —cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan;
cGMP — cykliczny guanozyno-3',5'-monofosforan; cIMP — cykliczny inozyno-3'5'-mo-
nofosforan; ATP —adenozynotrojfosforan; GTP — guanozynotréjfosforan; CTP —cy-
tydynotrojfosforan; ITP —inozynotréjfosforan; pCMB — parachlororteciobenzoesan;
ACTH — hormon adrenokortykotropowy; TSH — hormon tyreotropowy; RC — holo-
enzym kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP; R — podjednostka regulatorowa

kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP: C— podjednostka katalityczna kinaz
biatkowych aktywowanych przez cAMP.
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I. Wielopostaciowo$¢ kinaz biatkowych

Podczas otrzymywania preparatdw kinaz biatkowych oczyszczanych
przy zastosowaniu chromatografii jonowymiennych (4, 24), saczenia lub
elektroforezy w zelach (22, 34) oraz wirowania w gradiencie stezen sacha-
rozy (34, 44), stwierdzono rownoczesne wystepowanie Kilku réznych kinaz
w poszczegblnych tkanakch. Okazato sie, ze np. w cytosolu komérek watro-
by (90) i trzustki szczura (24), a takze w cytosolu miesni (25) i retikulocy-
tow krolika wystepuja 3 rozne kinazy (34); w jadrach limfocytéw ludz-
kich— 3 (45); w jadrach komdrek szczura — 4 (46, 47); a wolu — 12 (48).

Obserowawane formy kinaz sg czesto produktami dyscocjacji lub de-
gradacji powstatymi w trakcie otrzymywania lub przechowywania prepa-
ratu enzymu (46, 47). Wiele kinaz pochodzacych z tej samej tkanki rézni sie
jednak podstawowymi wiasciwosciami: zdolnoscig reagowania na obecno$é
cyklicznych nukleotydéw (45, 49, 50); wzgledng specyficznoscig substrato-
wa (48); masg czasteczkowg (34); wytrzymatoscig na temperature i prze-
chowywanie (34); optimum pH dziatania enzymu (51); wptywem stezenia
jondw na dyscocjacje enzymu (52); oraz r6zng wrazliwoscig na inhibito-
ry (14).

Wymienione réznice we witasciwosciach wskazuja na wielopostaciowos$é
kinaz biatkowych wystepujgcych nie tylko w heterologicznych ale i homo-
logicznych tkankach, a nawet w poszczegdlnych subfrakcjach komorko-
wych.

1.1. Kinazy aktywowane i nieaktywowane przez cAMP

Obok kinaz aktywowanych przez cAMP stwierdzono wystepowanie
kinaz, na ktérych aktywnos$¢ nie wptywaja cykliczne nukleotydy (14, 53).
Niewrazliwe na cAMP sg kinazy wystepujace w jadrze i jaderku komo-
rek watroby szczura i wotu (46, 47, 48), niektére endogenne kinazy ryboso-
malne (54), kinazy trzustki szczura (23) oraz mies$ni i watroby kurczecia
(52, 55). W przypadku cytosolowych kinaz komorek Physarum polycepha-
lum (56, 57), Neurospora crassa (58) i Discotelium discoideum (59), obser-
wowano nawet hamowanie reakcji fosforylacji przez cAMP. Jak z powyz-
szych danych wida¢ w warunkach doswiadczen in vitro cAMP nie zawsze
pobudza fosforylacje biatek, co sugeruje istnienie kinaz aktywowanych
i nieaktywowanych przez cykliczne nukleotydy (14, 52). Jednak zaklasy-
fikowanie badanego enzymu jako kinazy nieaktywowanej przez cAMP
moze okaza¢ sie zbyt pochopne. Obserwowany brak aktywacji w warun-
kach in vitro, czesto spowodowany jest dysocjacjg holoenzymu kinazy
w czasie preparatyki lub w trakcie oznaczenia aktywnosci (np. dysocjacja
enzymu pod wplywem substratu (25, 60). Efekt pobudzenia fosforylacji
biatka przez cAMP zalezy czasami od odpowiednio dobranych warunkdéw
reakcji, np. od ilosci uzytego substratu lub sity jonowej mieszaniny reak-
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cyjnej (61). Natomiast w nieoczyszczonych preparatach kinaz biatkowych
obserwowany brak wrazliwosci na cykliczne nukleotydy moze by¢ spowo-
dowany obecnoscig endogennego cAMP (14) lub inhibitora kinaz biatko-
wych (21, 31, 32). Czasami moze to by¢ efekt sumarycznego dziatania nie-
rozdzielonych kinaz o r6znych wiasciwosciach (48, 62). Zastosowanie w ba-
daniach izolowanej podjednostki regulatorowej lub inhibitora biatkowego
dla charakterystyki preparatow kinaz, wydaje sie jedynym sposobem ich
jednoznacznego okre$lenia. Metoda ta (14) zostanie omoéwiona w dalszej
czesci artykutu.

1.2. Mechanizm dziatania kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP

Kinazy biatkowe, ktdrych aktywno$¢ zalezy od wspoidziatania z cy-
klicznymi nukleotydami sktadajg sie z podjednostki regulatorowej (R) i ka-
talitycznej (C). Podjednostki te tworzg nieaktywny kompleks (RC). cAMP
powoduje dysocjacje tego kompleksu z uwolnieniem aktywnej podjednost-
ki katalitycznej wedtug schematu (27, 33, 34, 44, 63):

RC + cCAMP = RCAMP +C

(forma (forma aktywna)
nieaktywna)

Zastosowanie chromatografii powinowactwa pozwolito na oddzielenie
podjednostki katalitycznej od podjednostki regulatorowej kinazy z miesni
krolika i tym samym wykazato stuszno$¢ przedstawionego modelu regu-
lacji aktywnoSci kinaz biatkowych przez cAMP (27).

W wyniku rekombinacji otrzymanych podjednostek odtwarza sie Ki-
naza, ktérej aktywno$¢ ponownie moze regulowa¢ cAMP. Rycina 1 przed-
stawia zalezno$¢ fosforylacji kazeiny przez podjednostke katalityczng Ki-
nazy biatkowej od ilosSci podjednostki regulatorowej.

Mechanizm aktywacji kinaz przez cGMP i cIMP jest taki sam jak w
przypadku cAMP (22, 24, 25, 60). Niektére pochodne cyklicznych nukleo-
tyddw wywotujg rowniez dysocjacje holoenzymu omawianych kinaz (27,
28, 29, 30). I tak 8-tio i 8-metylotio-pochodne cAMP aktywujg kinazy bial-
kowe w tym samym stopniu co cAMP (29). Pod wptywem innych pochod-
nych cAMP, np. tubercydyno-3,5-monofosforanu aktywnos$¢ kinazy jest
wyzsza niz w obecnosci cCAMP (30). Wymienione pochodne cyklicznych nu-
kleotyddw nie wykazuja wspétzawodnictwa z cAMP 0 miejsce wigzania
z biatkiem enzymatycznym. Fakt ten sugeruje istnienie wiecej niz jednego
miejsca wigzacego pochodne cyklicznych nukleotydéw w podjednostce
regulatorowej kinaz biatkowych (29).

Dysocjacje holoenzymu na podjednostki wywotujg rowniez niektére
substraty biatkowe (27, 33, 34, 60). Jednak w dalszym ciagu jeszcze nie-
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wiele wiadomo o rodzaju oddziatywan pomiedzy podjednostkami kinazy.
Nieliczne dane (6) wskazujg na udziat grup tiolowych, gdyz pCMB po-
chodne wowotujg dysocjacje holoenzymu.

p—
w
O

“P(pmole/min)

—
(=}

Ilos¢ wiaczonego

Frakcja

Ryc. 1. Zalezno$¢ aktywnosci podjednostki katalitycznej kinazy biatkowej od stezenia
podjednostki regulatorowej (27)
Aktywno$¢ oznaczono w obecno$ci CAMP (0---0) i bez CAMP (*--—-¢)

1. Podjednostka regulatorowa kinaz biatkowych

I11.1. Rozdzielenie podjednostek kinaz biatkowych aktywowanych przez cykliczne
nukleotydy

Preparaty enzymatyczne kinaz mozna rozdzieli¢ na poszczeg6lne pod-
jednostki réznymi metodami. Najwcze$niej stosowano metode ultrawiro-
wania w gradiencie stezen sacharozy preparatu uprzednio oczyszczonego
chromatograficznie na DEAE-celulozie oraz wybidrczg denaturacje cieplng
podjednostki katalitycznej w preparatach holoenzymu kinazy (44). Ostat-
nio za$ uzyskuje sie rozdziat podjednostek enzymatycznych przy zastoso-
waniu chromatografii powinowactwa na kolumnach z Sepharose 4 B i aga-
rozy podstawionych przez cAMP (64, 65) lub tez biatkowy substrat: kazeine
czy histony (27).

Masy czasteczkowe poszczegolnych podjednostek kinaz biatkowych
réznig sie, w zaleznosci od stopnia oczyszczenia preparatu jak i rodzaju
tkanki, z ktorej preparat enzymatyczny uzyskano. Masy czasteczkowe pod-
jednostek regulatorowych kinaz z miesni krdlika okreslono jako: 37 000,
50 000, 82 000 a podjednostek katalitycznych jako 45 000 (26); natomiast
podjednostki regulatorowej kinazy z miesnia serca wotu jako 55 000, a pod-
jednostki katalitycznej — 42 000 (27). Juz z tych przykiadéow widaé, ze
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masy czasteczkowe podjednostek regulatorowych wymienionych kinaz
wyraznie sie réznig. Natomiast podjednostki katalityczne kinaz biatko-
wych pochodzacych z roznych tkanek charakteryzujg sie podobnymi wias-
ciwo$ciami oraz mniejszymi réznicami w wielkoSciach mas czasteczko-
wych. Poréwnano preparaty kinaz biatkowych z mieéni krélika i watroby
szczura (26), mézgu wotu i miesni homara (60) oraz preparaty trzech roz-
nych kinaz z retikulocytow krdélika rozdzielonych na DEAE-celulozie (34).
Okazato sie, ze otrzymane rdzne kinazy posiadaty identyczne podjednostki
katalityczne i odmienne podjednostki regulatorowe. Podjednostki katali-
tyczne jednej kinazy wigzaty podjednostki regulatorowe innych kinaz nie
tylko z homologicznych ale i heterologicznych tkanek (14).

11-2 Biatka wigzace cAMP

Wystepowanie biatek wigzgcych cAMP stwierdzono w komoérkach zwie-
rzecych (11, 14, 20, 24, 63, 66, 67, 68) i bakteryjnych (70, 71, 72). Natomiast
o0 wystepowaniu biatka zdolnego do wigzania cyklicznego nukleotydéw w
komorkach roslinnych sg stosunkowo nieliczne dane (73, 74). Funkcja jaka
petnig te biatka w réznorodnych komorkach nie jest jednakowa. U euka-
riota biatka wiazace cAMP petnig gtownie funkcje podjednostek regulato-
rowych kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP (53). U prokariota
natomiast oddziatywujg bezposrednio na genom powodujac wzmozenie syn-
tezy specyficznego RNA (np. u Escherichia coli) (75) nie biorgc udziatu
w procesach fosforylacji. W komérkach roslinnych funkcja biatka wigza-
cego CAMP nie jest wyjasniona, nie stwierdzono bowiem jak dotad wyste-
powania kinazy biatkowej, ktora aktywowatby cAMP (74, 76, 77).

Biatka wigzagce cAMP wystepujg powszechnie we wszystkich subfrak-
cjach komorek zwierzecych, jednakze ich rozmieszczenie jest charakterys-
tyczne dla poszczegdlnych tkanek. W trzustce szczura biatka wigzace cAMP
wystepuja gtéwnie we frakcji mikrosomalnej i jadrowej (24), w btonie
Sluzowej macicy krowy (41) i w gruczole mlecznym myszy (11) za$ we
frakcji cytosolowej. W jagdrach komérek watroby szczura niektore biatka
kwasne chromatyny oraz rozpuszczalne biatko w nukleoplazmie wigza
cAMP (66). Biatka wigzace cAMP wystepujace we frakcji bton komorko-
wych i cytoplazmatycznych mozna wyekstrahowaé stosujac Lubrol-W X
lub dezoksycholan sodu (69, 78, 79, 80). Charakterystyczne jest rdwnoczes-
ne wystepowanie w tych samych subfrakcjach komorkowych biatek wig-
zacych cAMP i kinaz biatkowych.

W normalnych tkankach zwierzecych wykazano $cista korelacje pomie-
dzy wzrostem aktywnosci kinaz biatkowych pod wpltywem zwiekszonego
poziomu cAMP, a zdolnoscig do wigzania cAMP (81). DosSwiadczenie wy-
konano uzywajgc preparatdw bton cytoplazmatycznych z komorek przepo-
ny szczura, w ktorych pod wptywem adrenaliny (zwigzek aktywujacy cy-
klaze adenylowa w bionach) lub teofiliny (zwigzek hamujacy aktywnosé
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fosfodwuesterazy cAMP) nastepowatl wzrost aktywnos$ci kinazy biatkowej
oraz proporcjonalnie zmniejszenie zdolnosci bion cytoplazmatycznych do
wigzania egzogennego HcCAMP. Wynik ten sugeruje, ze w bionach cyto-
plazmatycznych komérek watroby szczura biatko wigzace cAMP odpowia-
da podjednostce regulatorowej kinazy biatkowej zlokalizowanej w btonach
i aktywowanej przez zwiekszony poziom cAMP. Jak dotad nie wiadomo
jeszcze, czy w poszczegblnych subfrakcjach komérek innych tkanek zwie-
rzecych wszystkie biatka wigzagce cAMP spetniajg role podjednostek regu-
latorowych kinaz biatkowych, czy tez niezaleznie od systemu kinaz biatko-
wych istniejg biatka wigzagce cAMP (53). Przyktadem tych ostatnich moze
by¢ biatko wiazace cAMP o masie wiekszej niz masa czasteczkowa kinazy
biatkowej, ktorego obecnos$¢ stwierdzono w ekstrakcie z watroby szczu-
ra (82).

Funkcja takich biatek w komdrkach zwierzecych, jak i roslinnych nie
jest jeszcze wyjasniona np. dla biatka wigzacego cAMP w kigczach kar-
czocha (74) i drozdzach (83). Obok biatek wigzagcych cAMP istniejg rowniez
biatka wigzagce cGMP. Wystepowanie biatka wigzacego cGMP stwierdzono
np. w cytoplazmie komdrek osrodkowego uktadu nerwowego mola wosko-
wego (20). Badany preparat miat réwniez zdolno$¢ wiazania cAMP. Kmwig-
zania cCAMP wynosito 1X10~7 M, za$ dla cGMP 10-8 M, co wskazuje na
istnienie dwoch réznych biatek wiazacych specyficznie rézne nukleotydy.

I1l. Substraty kinaz biatkowych

I11-1. Donory reszt fosforylowych

Donorem reszt fosforylowych dla reakcji fosforylacji biatek, katalizo-
wanej przez kinazy jest ATP (53). Do reakcji niezbedne sg jony magnezu
tworzgce kompleks z ATP, ktéry dopiero w tej postaci jest substratem
kinaz biatkowych (84). Jednak niekt6ére kinazy biatkowe rowniez aktywnie
wykorzystujg inne trojfosfonukleotydy w reakcjach fosforylacji biatek.
Np. kinazy z frakcji kwasnych biatek grasicy cielecej charakteryzujg sie
identyczng statg Michaelisa wobec ATP, GTP, CTP, ITP, i UTP (39). Po-
dobnie cytosolowe kinazy biatkowe z watroby szczura (85) i retikulocytow
krolika (86) odznaczajg sie identyczng statg Michaelisa dla ATP i GTP.
W zaleznosci od fosforylowanego biatkowego substratu ATP niekiedy ak-
tywuje reakcje fosforylacji biatek, w ktérych donorem reszt fosforylowych
jest GTP. Fakt ten tlumaczy sie szybkg wymiang znakowanego fosforu
miedzy GTP i ATP (50, 86). Jednak wydaje sie, ze poglad wykorzystania
innych tréjfosfonukleotydow w reakcjach przenoszenia reszt fosforylo-
wych z ATP na biatko, nie zawsze jest stuszny. Np. jedna z dwdéch kinaz
z tkanki tluszczowej szczura przy wykorzystaniu GTP jako donora reszt
fosforylowych wykazywata 2,5 krotnie wyzszg szybkos¢ reakcji fosforylacji
niz podczas wykorzystania ATP (50).
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CTP, GTP i UTP maja réwniez hamujacy wptyw na aktywno$¢ kinaz
w btonie $luzowej macicy krowy (41) i przysadki wotu (88). Te tréjfosfo-
nukleotydy powodujg niekiedy zmiany witasciwosci kinaz biatkowych,
np. we wrazliwosci na aktywacje przez cAMP lub zmiany w zapotrzebo-
waniu na jony metali (9).

Stwierdzono, ze ATP reguluje aktywno$¢ kinaz biatkowych nie tylko
jako donor reszt fosforylowych, ale wptywa réwniez na powinowactwo
enzymu do cAMP (62, 89). Inkubacja enzymu w obecnosci “molowych
stezen ATP i magnezu powoduje zmiane statej dysocjacji cCAMP w reakcji
wigzania z enzymem; z 2X10-8 do 2X10~7M i Kmaktywacji kinazy dla
cAMP z 3X10-9 M do 5X10-8 M. To dziesieciokrotne zmniejszenie czutos-
ci enzymu na cAMP spowodowane jest wigzaniem kompleksu ATP—Mg++
z holoenzymem Kkinazy.

I11-2. Biatkowe substraty kinaz

Kinazy aktywowane przez cAMP fosforylujg reszty treoniny i seryny
biatkowego substratu. Wigzanie estrowe pomiedzy tymi aminokwasami
a resztami fosforylowymi jest trwate w Srodowisku kwasnym (86, 90, 91).
W przypadku kwasnych biatek jadrowych komdrek rakowych Walker 256,
stwierdzono fosforylacje reszt histydyny i lizyny (51). Reakcje katalizujg
dwie rozne kinazy. Obie sg niewrazliwe na cAMP ale tylko jedng hamuje
CTP, roznig sie poza tym optimum pH. Powstate w wyniku ich dziatania
wigzanie estrowe jest nietrwate w Srodowisku kwasnym.

Najczesciej stosowanymi substratami w badaniach in vitro sg histony
(poszczeg6lne frakcje oraz ich mieszanina) (34, 45, 90), kazeina (8, 34, 52,
90), protamina (21, 90, 91) i fosfofityna (61, 90, 94). Niektdre substraty
powodujg dysocjacje enzymu, analogiczng do dysocjacji wywotywanej
przez cAMP lub cGMP. Takie witasciwosci wykazujg histony (44) i pro-
tamina (33, 34). Oddziatywanie pomiedzy biatkowym substratem a enzy-
mem (33) powoduje niewrazliwo$¢ na cykliczne nukleotydy, przy zwiek-
szonym poziomie fosforylacji spowodowanej uwolnieniem podjednostki
katalitycznej (44).

Ze wzgledu na funkcje posrednictwa w dziataniu niektérych hormonow
i CAMP, jakie przypisuje sie kinazom, szczeg6lnie istotng wydaje sie zna-
jomos¢ fizjologicznych substratéw tych enzyméw. Jednak tylko pewne
endogenne substraty sa dokladnie poznane i scharakteryzowane. Dobrze
znana jest fosforylacja niektérych enzymdw przez kinazy wystepujace we
frakcji cytosolowej (13, 15, 16, 17, 18). Takimi enzymami s3. syntetaza
glikogenowa | (93) i kinaza fosforylazy b z mies$ni szkieletowych krélika
(95), trojglicerydowa lipaza z tkanki tluszczowej szczura (96, 97) oraz po-
limeraza RNA z E. coli (98) i tkanek ssakéw (99). Ostatnio stwierdzono
fosforylacje aktywowang przez cAMP jeszcze innych biatlek enzymatycz-
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nych. Kinaze pirogronianowg (100) z watroby szczura w warunkach in vi-
tro fosforyluje kinaza z tej samej tkanki lub kinaza z serca wotu. Fosfo-
rylacja wywotuje obnizenie aktywnos$ci kinazy pirogronianowej. Efekt
ten jest szczegdlnie wyrazny przy niskich stezeniach substratu. Kinazy
z mies$ni Swini i mézgu wotu fosforylujg rowniez jeden z dwu izoenzymoéw
anhydrazy weglowej z erytrocytéw wotu (101). Przebieg tej reakcji zalezy
od stezenia cAMP i ATP. W wyniku fosforylacji obserwuje sie zwieksze-
nie aktywnosci anhydrazy. Réwniez aktywno$¢ dehydrogenazy pirogronia-
nowej (102) i regulujg reakcje fosforylacji i defosforylacji. Fosforylacje
powodujaca obnizenie aktywnos$ci enzymu katalizuje wewnatrzmitochon-
drialna kinaza biatkowa niewrazliwa na cAMP (13). Interesujagcy jest fakt
autofosforylacji, zaobserwowany przez Erlichmana (8, 103). Kinaza
biatlkowa z serca wotu aktywowana przez cAMP fosforyluje biatko pod-
jednostki regulatorowej. Wiaczanie reszt fosforylowych do biatka podjed-
nostki wiazacej cAMP, nie wpltywa na zdolno$¢ wigzania cAMP, utatwia
jednak dysocjacje holoenzymu. Wydaje sie, ze reakcja ta moze in vivo od-
grywaé role w regulacji aktywnos$ci kinazy przez cAMP. Ze wzgledu na
funkcje petnione w komérce waznym endogennym substratem, fosforylo-
wanym przez kinazy, sg biatka wystepujace w jadrze. Pobudzang przez
cAMP fosforylacje histondéw in vivo i in vitro opisano w wielu pracach
(8, 34, 43, 62, 104, 105), podobnie jak i nie zalezng od cAMP fosforylacje
kwasnych biatek chromatyny (47, 77, 106, 107).

Kolejnym substratem ktérego fosforylacja ma wptyw na szybko$é syn-
tezy biatka w komérce sg poszczeg6lne biatka rybosomalne (92, 108, 109).
In vitro stwierdzono aktywowang przez cAMP fosforylacje poszczegélnych
biatek rybosomalnych przez endogenne jak i egzogenne dodane kinazy biat-
kowe (110). In vivo zaobserwowano réwniez zwiekszenie poziomu fosfory-
lacji w rybosomach watroby szczura pod wptywem zwiekszonego stezenia
cAMP wywotanego podaniem glukagonu (111). W przypadku fosforylacji
rybosomalnych biatek wyniki badahA przeprowadzonych in vitro i in vivo
nie zawsze pokrywajg sie. Stosujagc egzogennie podany 3P szczurom z re-
generujaca watrobg, stwierdzono, ze fosforyluje sie tylko jedno biatko
w matej podjednostce, w odréznieniu od fosforylacji licznych biatek ob-
serwowanej in vitro (112). Fosforylacje biatek rybosomalnych katalizujg
nie tylko kinazy aktywowane przez cAMP (np. spos$rdd kilku biatek rybo-
somalnych fosforylowanych przez endogenne kinazy z retikulocytéw kro-
lika cAMP pobudza fosforylacje tylko jednego biatka) (54). Stwierdzono
rowniez fosforylacje prerybosomalnych biatek w jaderku (113, 114), gdzie
fosforylacji ulegaja inne biatka rybosomalne niz na terenie cytoplazmy.
Kinazy biatkowe aktywowane przez cAMP zwigzane z btonami komoérko-
wymi i cytoplazmatycznymi fosforylujgc selektywnie biatka wptywajg na
regulacje przekaznictwa synaptycznego, wigzania jondéw i przepuszczat-
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nosci bton (42). Fosforylacje biatek blon cytoplazmatycznych stwierdzono
w erytrocytach cztowieka (8), przysadce wotu (115), gruczole mlecznym
myszy (11), w korze nadnerczy (110), w mie$niach szkieletowych i sercu
psa (109) oraz tkance tluszczowej szczura (40). Niektére z endogennych
substratow wykazujg réwniez zdolnos¢ do dysocjacji holoenzymu kinazy,
np. zasadowe biatka mieliny z mézgu wotu (91).

111-2.1 Specyficzno$¢ substratowa kinaz biatkowych

Specyficzno$¢ substratowa poszczegolnych kinaz biatkowych trudno
scharakteryzowac a zatem i porownaé. Przyczyn tych trudnosci jest kilka.
Przede wszystkim brak jest szczegétowego okreslenia ilosci fosforylowa-
nych reszt w poszczegdlnych substratach (14). Poza tym do badarn stosuje
sie preparaty enzymatyczne zawierajgce czesto oprocz kilku kinaz réznig-
cych sie wiasciwosciami takze inne endogenne biatka, bedace na ogét do-
brymi substratami badanej kinazy. W takich przypadkach czesto obserwuje
sie zmiany szybkosci fosforylacji roznych substratow w zaleznosci od zmian
warunkow reakcji (pH, stezenie jonéw dwuwarto$ciowych itd.) (44). Kinazy
wystepujgce w poszczeg6lnych subfrakcjach komorkowych réznig sie is-
totnie specyficznoscia w stosunku do egzogennych substratéw. Kinazy
obecne w cytosolu z reguty aktywnie fosforylujg histony (99), nieco sta-
biej za$ kazeine i fosfofityne (91). Natomiast kinazy obecne we frakcji
jadrowej w niewielkim stopniu fosforyluja histony (46, 47, 51). Takze ki-
nazy wystepujgce w innych organellach komérkowych lub zwigzane z bto-
nami cytoplazmatycznymi roznig sie specyficznoscig substratowg w po-
rownaniu z kinazg cytosolowg tych samych komoérek, np. kinaza cytosolo-
wa fosforylujgca protamine i histony oraz kinaza zwigzana z neurotubu-
lami komdrek nerwowych fosforylujgca histony Il A (35). Wiele danych
(45, 50, 90) Swiadczy o tym, ze nawet kinazy wystepujace w jednej sub-
frakcji i rozdzielone przy pomocy chromatografii preparatywnej wykazujg
wyrazne réznice w specyficznosci substratowej, np. z dwunastu kinaz zlo-
kalizowanych we frakcji kwasnym biatek chromatyny tylko dwie fosfo-
rylowaty kwasne biatka, trzy histony i to jedynie w obecnosci cCAMP, a pie¢
kazeine (48). Porownywano rdwniez specyficznos¢ substratowg izolowa-
nych podjednostek katalitycznych trzech kinaz z cytosolu watroby szczura
(przy czym jedna z tych kinaz byta niewrazliwa na cAMP) (26). Okazato
sie, ze preparaty te r6znig sie w niewielkim stopniu szybkoscig fosforyla-
cji histonéw fi, fX f fa (26). Preparaty kinaz wystepujacych w cytosolu
komdrek miesni szkieletowych kurczecia wykazywaty rd6zng zdolno$¢ do
fosforylacji histonéw i kazeiny w obecnosci 100 i 300 mM stezenia jondw
sodu, w zaleznos$ci od wieku kurczecia (52).
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IV. Cieptotrwaty biatkowy inhibitor kinaz biatkowych aktywowanych
przez cAMP *>

Potencjalnym regulatorem aktywnos$ci kinaz biatkowych in vivo jest
cieptotrwate biatko wystepujagce w tkankach zwierzecych (14, 31, 32, 117)
okreslane mianem inhibitora (31) lub modulatora (32). Obecno$¢ inhibitora,
ktéry hamowat aktywacje kinazy fosforylazy, pobudzang przez cAMP po
raz pierwszy stwierdzono w nieoczyszczonym ekstrakcie z tkanki migsnio-
wej krélika (118). Wkrotce potem Appleman (119) wyodrebnit z tej
samej tkanki bialko hamujace aktywnos$¢ fosforylazy glikogenowej jak
i przejscie formy | w D syntetazy glikogenowej. W pézniejszych badaniach
(14, 31, 32, 120) stwierdzono wystepowanie inhibitora w réznych tkankach
zwierzecych oraz zbadano jego wiasciwosci.

1V-1. Mechanizm dziatania inhibtora kinaz biatkowych

Inhibitor hamuje kinazy biatkowe aktywowane przez cAMP zmnigj-
szajgc predkos$¢ poczatkowg reakcji, nie wpltywa natomiast na aktywnos$c
kinaz niewrazliwych na cykliczne nukleotydy (14, 31, 32). Hamowanie
zalezy zaréwno od ilosci enzymu jak i inhibitora (120). Inhibitor obniza
aktywnos$¢ kinazy biatkowej pomimo ze nie katalizuje defosforylacji
biatkowego substratu, nie oddziatywuje z cyklicznymi nukleotydami, ani
nie wspotzawodniczy z zadnym z substratow (14). W przypadku holoen-
zymu (RC) nastepuje to jedynie w obecnosci cCAMP, natomiast w przypad-
ku wolnej podjednostki katalitycznej (6)— takze w nieobecnosci cAMP
(21). Przedstawia to rycina 2. Fakt ten wskazuje na mozliwo$¢ dwu réz-
nych mechanizmoéw dziatania inhibitora. Wedtug pierwszego, wigzanie
przez inhibitor (I) podjednostki katalitycznej (C) uwolnionej pod wptywem
CAMP, przebiega nastepujgco (14):

RC + cAMP = RCAMP +C
C+1=_Cl
Drugi mechanizm zaklada bezposrednie wigzanie inhibitora (I) z holo-
enzymem RC1. W wyniku dysocjacji tego kompleksu uwalnia sie podjed-

nostka regulatorowa R oraz zwigzana z inhibitorem nieaktywna podjed-
nostka katalityczna Cl, wedtug reakcji (14):

RC+1 = RCI
RCI = R+ClI

*) Poniewaz bedzie omawiany tylko jeden inhibitor kinaz biatkowych zamiast
terminu ,cieptotrwaty biatkowy inhibitor kinaz biatkowych aktywowanych przez
cAMP” w dalszej czeéci artykutu bedzie stosowany termin ,inhibitor kinaz biatko-
wych” lub ,inhibitor”. » .
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Ashby i Walsh (31) potwierdzili mechanizm dziatania inhibitora
przedstawiony w reakcji pierwszej, wykonujac doswiadczenie analizujgce
oddziatywania pomiedzy inhibitorem i kinazg biatkowa. Rycina 3 przedsta-
wia uzyskane w doswiadczeniu wyniki rozdziatlu mieszanin zawierajacych
inhibitor (I) podjednostke katalityczng (C) lub holoenzym (RC), podczas
ultrawirowania w gradiencie stezenia sacharozy (31).

~CAMP A

0 S0 § 8 10 12

Jednostki inhibitora Jednostki inhibitora

Ryc. 2. Zalezno$¢ aktywnos$ci katalitycznej podjednostki kinazy biatkowej (31)
(0-----0) holoenzymu kinazy biatkowej aktywowanej przez cAMP
(A---.A) oraz mieszaniny podjednostki katalitycznej i holoenzymu
(O— od ilosci inhibitora
Aktywnos$¢ oznaczano bez cAMP (A) i w obecnosci tego nukleotydu (B). Jednostka inhibitorowa
jest to taka ilo$¢ inhibitora, ktéra w warunkach standardowych hamuje aktywno$¢ kinazy
fosforylazy w 50%.

Stala sedymentacyjna inhibitora z miesni krélika wyznaczona podczas
wirowania w ciggtym gradiencie sacharozy — wynosi 1,55 (Ryc. 3A), a ki-
nazy biatkowej réwniez z miesni krdlika 6,8S i 5,2S (Ryc. 3C). Natomiast
ten sam preparat kinazy po uprzedniej inkubacji w obecnosci cAMP, jak
i izolowana podjednostka katalityczna kinazy majg staltg sedymentacji 4,1S
(Ryc. 3A, B). Preparat podjednostki katalitycznej inkubowanej z inhibi-
torem (Ryc. 3E) nie rozdzielat sie na poszczegolne biatka, a jego stata se-
dymentacyjna wynosita 4,1 S. Ultrawirowanie preparatow zawierajgcych
holoenzym kinazy i inhibitor — po uprzedniej inkubacji z cAMP i bez
cAMP — daje rézne wyniki. Biatka preparatu inkubowanego z cAMP nie
rozdzielaly sie podczas ultrawirowania (Ryc. 3F). Ultrawirowanie za$ nie-
zdysocjowanego holoenzymu (preparat inkubowany bez cAMP) powodo-
wato rozdzielanie inhibitora i kinazy biatkowej (Ryc. 3D). Wyniki te wy-
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kazuja, ze inhibitor moze wigzaé sie z biatkiem enzymatycznym, jedynie
po uprzedniej dysocjacji holoenzymu na podjednostki i wykluczajg mozli-
wos¢ powstawania kompleksu RCI. Sugeruje to tgczenie inhibitora z pod-
jednostkag katalityczng w miejscu wigzgcym podjednostke regulatorowsg.
Inhibitor jednak rézni sie od podjednostki regulatorowej wiasciwosciami
fizycznymi, takimi jak termostabilno$¢, nizsza masa czgsteczkowa, a takze
brakiem zdolnosci do wiazania cyklicznych nukleotydow. Hamuje on ak-
tywnosé kinaz biatkowych w sposéb nieodwracalny przez cAMP, w odréz-
nieniu od hamowania wywotanego przez podjednostke regulatorowg (14).
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Ryc. 3. Profile sedymentacyjne preparatow kinazy biatkowej i biatkowego inhibitora
kinazy z mieséni krélika (31)
W liniowym gradiencie stezen sacharozy wirowano osobno preparaty podjednostki katalitycznej
kinazy biatkowej i inhibitora (A), preparat zdysocjowanego holoenzymu kinazy po inkubacji
z cAMP (B), niezdysocjowanego holoenzymu kinazy biatkowej (C), holoenzymu inkubowanego
z inhibitorem (D), podjednostki katalitycznej kinazy biatkowej inkubowanej z inhibitorem (E),
holoenzymu kinazy biatkowe} inkubowanego z inhibitorem w obecnosci cAMP (F).

-0-0- aktywnos$¢ kinazy biatkowej wyrazono w pmolach S2P wiaczonego do preparatu histondw;
-0-0- llo$¢ jsdnostek inhibitora.

Jednostka inhibitora jest to taka ilo$¢ inhibitora, ktéra w warunkach standardowych hamuje
aktywno$¢ kinazy fosforylazy w 500/0.
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1V-2. Whiasciwosci inhibitora kinaz biatkowych

Inhibitor jest termostabilny — ogrzewany do temperatury 95°C nie
traci zdolnosci hamowania kinazy biatkowej. Masa czasteczkowa biatka in-
hibitora wynosi 26 000 (31), 34 000 (32), a punkt izoelektryczny 4,2. Wyka-
zuje on zdolno$¢ hamowania aktywowanej przez cAMP fosforylacji kazeiny
(31) oraz histonu f2b (32), katalizowanej przez kinazy zréznych tkanek. Jed-
nak dziatanie inhibitora kinaz na fosforylacje innych substratéw biatko-
wych jest niejednakowe (32). Rycina 4 przedstawia wptyw inhibitora na
aktywnos$¢ kinazy aktywowanej przez cCMP(A) i kinazy aktywowanej
przez cAMP(B).
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Ryc. 4. Wptyw biatkowego inhibitora z miesni homara na aktywnos$¢ kinaz biatkowych

aktywowanych przez cykliczne nukleotydy (32)
Aktywnos$¢ kinaz oznaczano bez (-0-0-) oraz w obecnoS$ci inhibitora (-¢-<-).
A. Aktywno$¢ kinazy biatkowej z mie$ni homara, aktywowanej przez cGMP oznaczano
w obecno$ci wzrastajacego stezenia cGMP.
B. Aktywno$¢ kinazy biatkowej z serca wotu, aktywowanej przez cAMP oznaczano w obec-
nos$ci wzrastajacego stezenia cAMP.

Badania aktywnosci inhibitora z miesni homara (o wtasciwosciach podob-
nych do inhibitora wyizolowanego z miesni krdlika) (31), potwierdzity efekt
hamowania aktywnosci kinazy biatkowej aktywowanej przez cAMP w sto-
sunku do tych samych substratow, to jest kazeiny i histonu f2 (32). Inhibi-
tor hamuje rowniez aktywno$¢ obu kinaz, (aktywowanej przez cAMP i ak-
tywowanej przez cGMP), gdy fosforylowanym substratem jest histon li-
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zynowy lub cata frakcja histondw, natomiast pobudza aktywnos¢ tych
kinaz gdy substratem jest protamina. Gdy substratem jest histon argini-
nowy obserwuje sie w obecnosci inhibitora, efekt hamowania kinazy biat-
kowej pobudzanej przez cAMP i aktywowania kinazy pobudzanej przez
cGMP. Zdolno$¢ modulowania specyficznosci substratowej kinaz pobudza-
nych przez cykliczne nukleotydy, z tkanki mieSniowej homara, wykazywa-
ty rowniez biatka inhibitorowe izolowane z innych zrodet (32). W warun-
kach in vitro, na obserwowang stymulacje lub hamowanie aktywnosci
kinaz biatkowych przez inhibitor wptywa kilka czynnikéw: rodzaj i ilos$¢
substratu, obecno$é i rodzaj jonéw dwuwarto$ciowych (32), rodzaj i steze-
nie cyklicznego niikleotydu (32) oraz pochodzenie i ilo$¢ inhibitora, jak
i whasciwosci samego enzymu. Istotng role w regulacji aktywnosci kinaz
biatkowych, w zalezno$ci od wielu czynnikdbw wymienionych wyzej spet-
niajg réwniez biatka inhibitorowe in vivo. Poniewaz w komdrkach zwie-
rzecych jest stosunkowo niewielka ilos¢ cGMP i kinazy aktywowanej tym
nukleotydem w poroéwnaniu z iloScia CAMP i kinazy aktywowanej przez
cAMP, wydaje sie, ze aktywowanie przez inhibitor kinazy pobudzanej
przez cGMP ma istotne znaczenie fizjologiczne in vivo.

1V-3. Wystepowanie in vivo inhibitora kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP

W tkankach zwierzecych inhibitor kinaz biatkowych wystepuje rowno-
legle z kinazami biatkowymi aktywowanymi przez cykliczne nukleotydy
(14, 31, 32). Tabela 1 (31) przedstawia zawarto$¢ inhibitora w poszczegdl-

Tabela 1
Rozmieszczenie inhibitora kinaz biatkowych

w tkankach krélika (31)

Stezenie inhibitora
Tkanka (jednostki inhibitora*
/g mokrej masy)

Mézg 9200
Miesien sercowy 6200
Miesien szkieletowy 6000
W atroba 600
Nerka 600
Tarczyca 500

* Jednostka inhibitorowa jest to taka ilo$¢ inhibitora, ktéra
w warunkach standardowych powoduje hamowanie aktywnos$ci ki-
nazy fosforylazy w 50%.

nych tkankach krolika. W miesniach szczura i krélika in vivo okoto 18—
21% kinazy biatkowej aktywowanej przez cAMP hamuje inhibitor (14).

Ilo$¢ inhibitora zmienia sie w zaleznosci od stanu fizjologicznego zwie-
rzecia (14). Glodzenie powoduje obnizenie aktywno$ci wiasciwej inhibi-



[15] KINAZY BIALKOWE 397"

tora *> o0 okoto 30°0, a alloksan o okoto 60°/o, w odréznieniu od insuliny po-
wodujacej zwiekszenie aktywnosci inhibitora (14). W czasie rozwoju szczu-
ra zaobserwowano zmiany poziomu aktywnosci inhibitora w cytosolu ko-
morek brunatnej tkanki ttuszczowej (120). Aktywnos$¢ inhibitora w prepa-
ratach z tkanki ptodowej byta wyzsza niz w preparatach z tkanki 10-dnio-
wych szczuréw. Inhibitor pochodzacy z tego zrodta hamowat aktywnos$é
cytosolowej kinazy biatkowej z tkanki tluszczowej oraz kinazy z serca
wotu.

Wysoka aktywno$¢ inhibitora obserwowana w embrionalnym okresie
rozwoju szczura (122) oraz inne przyktady zmian poziomu aktywnosci inhi-
bitora w zalezno$ci od stanu fizjologicznego zwierzecia (14, 120) sugeruja,
ze inhibitor ma udziat w regulacji funkcji cAMP in vivo.

V. Hormonalna regulacja aktywnosci kinaz biatkowych aktywowanych
przez cAMP

Wiadomo, ze kinazy biatkowe w obecno$ci ATP, Mg++ i CAMP zwiek-
szajg aktywno$¢ niektérych enzyméw, np. lipazy trojglicerydowej (96,97)
i kinazy fosforylazy (95). Znany jest réwniez fakt zwiekszania in vivo po-
ziomu glikogenolizy i lipolizy pod wptywem adrenaliny, glukagonu i ACTH
(13). Hormony te powodujg jednoczesne zwiekszanie poziomu cAMP w
tkankach (13), ktéry wedtug dobrze poznanego in vitro mechanizmu (patrz
rozdz. 1) aktywuje kinaze biatkowg. Zestawienie tych faktow wskazuje na
fizjologiczng role kinaz biatkowych w hormonalnej regulacji wymienionych
proces6w. Jednak doswiadczalne wykazanie regulacji aktywnos$ci kinaz
biatkowych in vivo w wyniku zwiekszenia poziomu cAMP w tkance przez
hormony, napotykato wiele trudnos$ci (78, 129). Udato sie to dopiero So-
derlingowi, Corbinowi i Parkowi (123). Autorzy ci stwier-
dzili, ze inkubacja tkanki ttuszczowej z adrenaling powoduje zwiekszenie
podstawowej aktywnosci kinazy biatkowej (oznaczonej w nieobecnosci
cAMP). Pobudzenie aktywnoS$ci zwigzane jest z dysocjacjg holoenzymu i w
konsekwencji z pojawieniem sie zwiekszonej ilosci aktywnych podjednos-
tek katalitycznych w komorce. Fakt ten zaobserwowano oddzielajgc holo-
enzym od podjednostki katalitycznej na kolumnie Sephadex G-100. Ry-
cina 5 przedstawia wyniki rozdziatu preparatow kinazy biatkowej z tkanki
thuszczowej szczura (123).

Maksymalng aktywacje lipolizy w komérkach inkubowanych z 11(iM
adrenaling obserwowano (po 2 do 5 minut) réwnoczesnie ze zwiekszeniem
poziomu cAMP i pojawieniem sie zwiekszonej ilosci wolnych podjednostek

* Aktywno$¢ wiasciwa preparatu inhibitora wyraza sie iloScig jednostek aktyw-
nosci inhibitora na mg biatka preparatu. Jednostka aktywnosci inhibitora jest to taka
ilo$¢ inhibitora, ktéra w warunkach standardowych hamuje aktywnos$¢ kinazy fosfo-
rylazy w 50%.
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katalitycznych (Ryc. 5A i B). Podczas inkubacji w obecnosci adrenaliny
i kafeiny, zanim nastapita maksymalna aktywacja kinazy biatkowej, w ko-
morkach ttuszczowych obserwowano maksymalny poziom lipolizy (Ryc.
5C). Wzrost aktywnosci kinazy biatkowej, mierzonej bez cAMP, w stosun-
ku do aktywnosci mierzonej wobec cAMP — wywotujg réwniez glukagon
i ACTH. Natomiast insulina obniza podwyzszony, w wyniku inkubacji z
adrenaling, poziom aktywnosci kinazy biatkowej. Po 10 minutach obserwu-
je sie wzgledne zmniejszenie ilosci wolnej podjednostki katalitycznej oraz
obnizenie poziomu cAMP w tkance ttuszczowej (Ryc. 5D).
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Ryc. 5. Profile elucji z kolumny Sephadex G-100 kinazy biatkowej aktywowanej

przez cAMP z tkanki tluszczowej szczura (123)
Izolowanga tkanke ttuszczowa inkubowano w buforze fosforanowym Krebsa-Ringera (A), w obec-
nosci U [iM adrenaliny (B), w obecno$ci 11 nM adrenaliny z dodatkiem 1 mM kafeiny (C) z do-
datkiem 6,9 nM insuliny (D). Aktywno$¢ kinazy biatkowej oznaczano w obecnos$ci cyklicznego
AMP (*—-) i bez tego nukleotydu (X—X). Jednostka aktywnosci kinazy biatkowej aktywo-
wanej przez cAMP jest to taka ilos¢ enzymu, ktéra katalizuje wiacznie 1 pmola 32P do
preparatu histonéw w ciggu 1 minuty.

Analogiczne wyniki otrzymano podczas badania hormonalnej regulacji
kinazy biatkowej aktywowanej przez cAMP w komorkach mie$nia przepo-
ny szczura (80). Stwierdzono, ze inkubacja przepony w obecnos$ci adrena-
liny powoduje zmniejszenie aktywnos$ci pobudzanej przez cAMP jak i
zmniejszenie wigzania cyklicznego HAMP. Natomiast aktywno$¢é podsta-
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wowa (niepobudzona przez cAMP) wzrasta. Antagonistyczne dziatanie
insuliny w stosunku do pobudzenia aktywnos$ci kinazy wywotanej przez
adrenaline, zaobserwowane w tym przypadku, ma innych charakter niz w
tkance ttuszczowej. Insulina w komorkach przepony szczura nie wywotuje
obnizenia poziomu cAMP — nie zmienia réwniez aktywnosci inhibitora
kinaz biatkowych. Inne badania takze potwierdzajg wzrost aktywnosci Ki-
naz biatkowych w skrawkach tkanek inkubowanych w obecnosci hormonéw
zwiekszajacych poziom cAMP. W skrawkach tarczycy pod wptywem TSH
(124), w brunatnej tkance ttuszczowej pod wptywem noradrenaliny (125),
a takze glukagonu w komérkach wysepek Langerhansa (126) i w komor-
kach perfundowanej watroby (105) stwierdzono zwiekszenie poziomu ak-
tywnosci kinazy biatkowej.

Analogiczne wyniki otrzymano podajac te hormony in vivo. Np. w wa-
trobie szczura izolowanej w ciggu 10 minut po podskrénym wstrzyknieciu
glukagonu stwierdzono rowniez zwiekszenie dysocjacji kinazy biatkowej
(127).

Korenman iwsp. (128) poza potwierdzeniem hormonalnej regulacji
kinazy biatkowej aktywowanej przez cAMP, zwr6cili uwage na wewnatrz-
komdrkowe przemieszczanie uwalnianej podjednostki katalitycznej. Stwier-
dzono, ze pod wptywem isoproterenolu w komérkach macicy maleje ste-
zenie kinazy biatkowej w cytosolu, a ilos¢ wolnych podjednostek we frakcji
mikrosomalnej zwieksza sie. Jak dotad nie potwierdzono jeszcze w innych
tkankach przemieszczania sie wewngtrzkomoérkowego uwolnionych pod-
jednostek kinazy pod wptywem hormonow.

O hormonalnej regulacji aktywnosci kinazy biatkowej w inny sposéb
niz poprzez zwiekszenie poziomu cAMP nie ma wielu danych. Wiadomo,
ze glukokortykoidy, zwigzki diabetologiczne (alloksan i streptozotocyna)
oraz gtodzenie, powoduje po 1—4 dni, obnizenie poziomu aktywnosci kina-
zy (67, 127) biatkowej mierzonej bez cAMP, albo w jego obecno$ci. Wyniki
te wskazujg na zmniejszenie ilosci podjednostek regulatorowych i katali-
tycznych, a wiec na zmiany w syntezie lub degradacji enzymu pod wpty-
wem wymienionych czynnikéw. Mechanizm regulacji aktywnosci kinazy
biatkowej na tej drodze nie jest jeszcze wyjasniony.

VI. Uwagi koncowe

Ze wzgledu na role, jakag przypisuje sie kinazom biatkowym wplywajg-
cym na aktywnos$é niektérych biatek funkcjonalnych (31, 40, 92, 93, 95, 96,
97, 100, 101) jak i aktywno$¢ genow u zwierzat, problem regulacji tych
kinaz jest bardzo istotny. Mechanizm aktywacji kinaz biatkowych przez
cykliczne nukleotydy badanych w warunkach in vitro (22, 27, 44) i in vivo
(123) jest jednakowy dla wszystkich kinaz aktywowanych przez cAMP.
Zacytowane przykiady hormonalnej regulacji kinaz biatkowych in vivo
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(patrz rozdz. 1V), dotyczg jednak tylko kinaz rozpuszczalnych, ktérych
wiasciwosci, substraty i funkcje, sg dobrze scharakteryzowane. O pozosta-
tych kinazach biatkowych zwiaszcza zwigzanych z substrukturami komor-
kowymi, brak wyczerpujgcych danych. Przy niewystarczajgcej iloSci czesto
podstawowych informacji o tych kinazach, niewiele mozna powiedzie¢ o
regulacji ich aktywnosci, tym bardziej, ze nie zawsze nawet wiadomo, czy
badana kinaza moze by¢ aktywowana przez cykliczne nukleotydy.

Kinazy pobudzane i niepobudzane przez cykliczne nukleotydy mozna
rozroznia¢ dzieki metodzie zaproponowanej przez Walsha (14). Metoda
ta wykorzystuje oméwione wczesniej witasciwosci podjednostek regulato-
rowych kinaz biatkowych (27). Obnizenie aktywnos$ci podjednostek katali-
tycznych przez egzogennie dodane podjednostki regulatorowe pozwala w
badanym ekstrakcie odrézni¢ obecno$¢ zdysocjowanych podjednostek
katalitycznych kinazy aktywowanej przez cAMP od kinazy niewrazliwej
na cykliczne nukleotydy. RoOwniez inhibitor kinaz biatkowych dodany
egzogennie do badanego preparatu, wigzac zdysocjowang podjednostke ka-
talityczng obniza poziom fosforylacji biatek (patrz rozdz. 1V-1.). Zastosowa-
nie preparatu podjednostki regulatorowej kinazy oraz inhibitora do iden-
tyfikacji kinaz biatkowych przedstawia tabela 2 (14, 130).

Tabela 2

Okres$lanie charakteru kinaz biatkowych (LII) na podstawie
wplywu podjednostki regulatorowej (I) lub inhibitora (I1)
na poziom fosforylacji substratu (14, 130)

I. Podjednostka n Inhibitor I111. Badana
regulatorowa kinaza
Nie wplywa Hamuje Holoenzym kinazy biat-
+*cAMP + cAMP kowej  aktywowanej
przez cAMP
Hamuje Hamuje Wolna podjednostka
-cCAMP *cAMP katalityczna kinazy

biatkowej aktywowa-
nej przez cAMP

Nie wplywa Nie wpltywa Inne kinazy
+*cAMP +cAMP

Zastosowanie izolowanych podjednostek regulatorowych pozwolito na
okreslenie kinaz biatkowych chromatyny jadrowej komdrek watroby szczu-
ra (46, 47). Mimo stwierdzonej obecnos$ci biatka wigzacego cAMP, wszyst-
kie préby aktywacji tych kinaz przez cykliczne nukleotydy nie dawaty re-
zultatéw, co pozornie wskazywato na obecno$¢ kinaz niewrazliwych na
cAMP w chrornatynie. Jednak podczas chromatografii kwasnych biatek
jadrowych na fosfocelulozie otrzymano dwie frakcje charakteryzujace sie
zdolnos$cig do wigzania cAMP i dwie frakcje o wtasnosciach kinazy biatko-
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wej niewrazliwej na cAMP. Jeden rodzaj oczyszczonego biatka o zdolnosci
do wigzania cAMP, jak i podjednostka regulatorowa kinazy biatkowej ak-
tywowanej przez cAMP z serca wotu, hamowaty aktywnos$¢ jednej kinazy
biatkowej z kwasnych biatek jadrowych. Inhibicja ta byla odwracalna w
obecnosci 5 jaM stezenia cAMP. Wyniki te pozwolity na okreSlenie bada-
nych kinaz; jednej — jako kinazy wrazliwej na cAMP, ktéra podczas pre-
paratyki zostata zdysocjowana na dwie podjednostki; drugiej — jako kinazy
niewrazliwej na cykliczne nukleotydy. Zidentyfikowanie szeregu kinaz
jako niewrazliwych na cAMP wyklucza mozliwo$¢ regulacji aktywnosci
wszystkich kinaz in vivo poprzez cykliczne nukleotydy. Zagadnienie regu-
lacji aktywnosci tych enzymo6w pozostaje wiec otwarte. Dotychczasowe da-
ne o regulacji aktywnos$ci kinaz aktywowanych przez cAMP in vivo, sg
rowniez zaledwie wstepem do badan nad tym zagadnieniem.

Autorka sktada Panu Profesorowi dr Zbigniewowi Kaniudze podziekowanie za
sugestie i cenne uwagi przy przygotowaniu niniejszego artykutu.

Artykut otrzymano 14.2.1975, po rewizji autorskiej przyjeto 12.6.1975.
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RYSZARD FARBI1SZEWSKI *> KRZYSZTOF WOROWSK]| *>

Enzymy proteolityczne tkanek nowotworowych

Proteolytic Enzymes of Malignant Tissues

Badania ostatnich lat dostarczyty wielu danych eksperymentalnych
Swiadczacych o udziale enzymdéw proteolitycznych w rozroscie tkanek
nowotworowych. Badania nad aktywnos$cig enzyméw proteolitycznych w
nowotworach zostaty zapoczgtkowane w 1957 r. przez grupe badaczy z O$-
rodka Badan nad Rakiem Instytutu Karola w Sztokholmie (1).

W ponizszym przegladzie zebrano dane dotyczace wystepowania lokali-
zacji, swoistosci dziatania enzymow proteolitycznych tkanek nowotworo-
wych, ich roli w procesie rozrostu i réznicowania komoérek, ze szczegol-
nym uwzglednieniem zmian skiadnikéw powierzchniowych bton komdrko-
wych pod wptywem tych enzymow. Przedstawiono réwniez poglady doty-
czace znaczenia enzymoéw fibrynolitycznych oraz enzyméw wywotujgcych
proces krzepniecia krwi w rozro$cie i powstawaniu przerzutow nowotwo-
rowych.

I. Wewngtrzkomérkowe proteazy komérek nowotworowych

1-1. Ogolna charakterystyka i swoisto$¢ dziatania

Wewnatrz komoérkowe enzymy proteolityczne wystepuja powszechnie
w tkankach prawidtowych i nowotworowych (2—17). Enzymy te charakte-
ryzuje najwyzsza aktywno$¢ w srodowisku kwasnym.

Postep badann nad izolowaniem, oczyszczaniem, kontrolg wiasciwosci
fizykochemicznych i statych kinetycznych oraz swoistosci dziatania we-
wnatrzkomoérkowych proteaz niektérych tkanek nowotworowych zaznaczyt
sie szczegdblnie w ostatnich latach. Stwierdzono, ze enzymy proteolityczne
izolowane z komorek nowotworowych charakteryzujg sie odmiennymi wtas-

> *) Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologiczno-Biochemiczny, Akademia Me-
dyczna, ul. Mickiewicza 2, 15-222 Biatystok

Wykaz stosowanych skréotow: DMBA — dwumetylobenantracen, TLCK — tosylo-
-L-lizyno-chlorometyloketon, TPCK —tosylo-L-fenylalanino-chloroketon, TAME —
ester metylowy tosylo-argininy.

«
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ciwosciami fizycznymi, w porownaniu z proteazami komorek prawidto-
wych m.in. wykazujg zmniejszong wrazliwo$¢ na temperature (7, 18). Op-
timum dziatania enzyméw proteolitycznych niektorych tkanek nowotwo-
rowych, w odrdznieniu od analogicznych enzymow komorek prawidtowych,
lezy w dwoch zakresach pH, a mianowicie przy pH 3,8 i 45 (7).

Droga chromatografii kolumnowej na CM-celulozie wyizolowano kwas-
ne proteazy z komorek raka wysiekowego Ehrlicha, podano ich charak-
terystyke oraz wykazano, ze w komdérkach tych wystepujag dwie kwasne
proteazy, dziatajace w dwéch roznych zakresach pH i posiadajgce rozne
wiasciwosci fizykochemiczne (6). Badania porownawcze nad kwasnymi pro-
teazami watroby, Sledziony i nerki oraz miesaka wskazujg na rdznice
w swoisto$ci substratowej tych enzymow.

Tabela 1

Swoisto$¢ katepsyny D miesaka M-I i watroby szczuréw przy zastosowaniu
syntetycznych peptydéw wg (8)

% zhydrolizowanego

% zhydrolizowanego

Lp Substrat wigzania w ciagu wigzania w ciagu
3 godz. 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
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
T T 100
7  Gly-Phe-Leu-Gly-Phe-Leu 20 12 20
T T T Phe-Leu Leu-Gly Gly-Phe —
[ 8 25 10
8  Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lis 50 8 15
t t Phe-Phe Phe-Tyr Tyr-Thr -
25 — 30

*

Liczby umieszczone nad wigzaniami peptydowymi okre$lajg odsetki wigzania peptydowego hydrolizowanego przez

katepsyne D watroby, natomiast liczby podane pod wigzaniami przez katepsyne D migsaka.

Badania kinetyczne wykazaty, ze katepsyna D z przeszczepialnego mie-
saka M-l szczuréw i katepsyna D watroby maja rézne powinowactwo do
syntetycznych substratéw (8). Katepsyna D z miesaka, w przeciwienstwie
do katepsyny z watroby zdrowej hydrolizuje wigzania peptydowe w heksa-
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peptydzie i pentapeptydzie, w ktérych znajdujg sie dwie reszty amino-
kwaséw dwukarboksylowych. Zastgpienie lub usuniecie jednego z amino-
kwasow dwukarboksylowych przez fenyloalanine czyni ten substrat podat-
ny réwniez na dziatanie katepsyny D z watroby.

Roznice w zdolno$ci do rozszczepiania wigzan peptydowych przez we-
wnatrzkomorkowe proteazy z nowotworowych i tkanek prawidtowych do-
tycza takze innych syntetycznych peptydow (Tabela 1).

Réznice w swoistosci proteaz komorek nowotworowych i prawidtowych
wykazano réwniez wobec utlenionego tancucha B insuliny wotu (Ryc. 1).

3 '3
Phe-Val-Asn—Gin—His-Leu—Cys—Gly—Ser—His—teu—Val-Glu—Ala—teu—Thr-Leu—V al-*ys—Gly-G lu-Arg—Glu—Phe-Phe—Thr—Pro—Liz—Ala
Proteinaza 1A z adeno-
karcinomy zotadka (4) t f t f t | M
Proteinaza 18 z adeno- " A
karcinomy zotadka (4) 11 t t t
Katepsyna | z guza' 1’ A !L—T 'r v 0% i I'|' 1 tl' ti '
Micha® . . I I
Kalepsyna Il z guza I t j f ] i | A R B
Ehrlicha (2). | T I i
Obojetna proteaza I | i t
z rcigsaka (3)
Katepsyna D it t H
ze $ledziony wotu (9)

Ryc. 1. Swoistos¢ wewngtrzkomoérkowych proteaz nowotworéw badana na utlenionym

tancuchu B insuliny wotu
Strzatka ciggta oznacza hydrolize szybka, strzatka przerywana hydrolize powolna.

1-2. Wewnatrzkomérkowa lokalizacja proteaz

Dotychczas niewiele wiemy o lokalizacji wewngtrzkomérkowych enzy-
moéw proteolitycznych komoérek nowotworowych, podczas gdy wiemy, ze
w komorkach prawidtowych wystepujg one gtownie w lizosomach. Obec-
no$¢ proteaz wykazano jednak i w innych frakacjach subkomodrkowych.
De Duve iwsp. (19) wykazali juz w 1955 r., ze w komorkach watrobiaka
enzymy proteolityczne znajdujg sie zarébwno we frakcji sedymentujacej
jak i rozpuszczalnej.

Stosujac réznicowe wirowanie homogenatow guza Guerin w gradien-
cie stezen sacharozy stwierdzono aktywnos$¢ katepsyny D we frakcji mito-
chondrialnej, w retikulum endoplazmatycznym i we frakcji mikrosomalno-
-lizosomalnej (20). Inkubacja lizosomow izolowanych z normalnych ko-
madrek watrobowych, w pH 5,0 i w temperaturze 37°C powoduje aktywacje
proteaz lizosomalnych (21). Enzymy lizosomdéw watrobiaka (21) oraz lizoso-
malne katepsyny nabtoniaka Guerin (20), czy tez raka wysiekowego Ehrli-
cha (22) w tych warunkach nie ulegajg aktywacji.

Ostatnio wykazano, ze w guzie Guerin aktywnos$¢ katepsyn A, BY D
zwiegksza sie wraz z jego rozrostem, osiagajac maksimum w koncowym
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stadium rozwoju tego guza (23). Wzrost aktywnosci dotyczy zwilaszcza ka-
tepsyn obecnych we frakcji cytoplazmatycznej. Réwnolegle ze wzrostem
aktywnosci tych enzymow zwieksza sie zawarto$¢ produktéw degradacji
biatek w tkance nowotworowej.

Wzrost aktywnos$ci niektdrych proteaz lizosomalnych we frakcji cyto-
plazmatycznej komérek guza Guerin moze $wiadczy¢ o zmianach ich prze-
puszczalnosci, a co za tym idzie, o zmianach w strukturze bton lizosomal-
nych. Ostatnio stwierdzono, ze powierzchnia komérek nowotworowych i
stranformowanych onkogennymi wirusami wykazujg wieksza aktywnos$¢
proteazowa, zwiaszcza katepsyny B! niz powierzchnia komérek prawidto-
wych (24, 25).

1-3. Aktywno$¢ proteaz w tkankach nowotworowych i ptynach ustrojowych

Aktywnos$¢ proteaz lizosomalnych ludzkich guzow nowotworowych
i wywotanych dosSwiadczalnie nowotworéw zwierzecych jest wyzsza niz w
tkankach, z ktérych te nowotwory pochodzg (26, 27, 28, 29). Zaobserwo-
wano na przyktad wysokag aktywnos$¢ katepsyny D w guzach narzgdu rod-
nego cztowieka (30). W nowotworach skory myszy stwierdzono wysoka
aktywnos$¢ katepsyny D, a takze (3-glukuronidazy i fosfatazy kwasnej (31).
Fibroblasty stransformowane przez wirusy onkogenne wykazujg rowniez
kilkakrotnie zwiekszong aktywnos$¢ lizosomalnych proteaz w pordwnaniu
z fibroblastami prawidtowymi (32). Roéwniez w pozakomdérkowych piynach
nowotworowych wykazano znaczny wzrost aktywnosci dwupeptydazy
(33, 34), endopeptydazy, aminopeptydazy, katepsyny D oraz Bx (34). W ta-
beli 2 przedstawiono aktywno$¢ kwasnych proteaz i dwupeptydaz niekt6-
rych nowotworow i ptynéw ustrojowych.

Komorki nowotworowe mtodej populacji przejawiajg wyzszg aktywnos¢
katepsynowg i wyzszg aktywno$¢ dwupeptydaz niz komoérki nowotworowe
starszej populacji (33). Szczegdtowe badania nad aktywnoscig proteaz w ko-
morkach nowotworowych wykazaty, ze aktywno$¢ tych enzymoéw jest réz-
na w poszczegdlnych fazach cyklu mitotycznego komérki. Najwyzsza ak-
tywnos¢ proteaz przypada w okresie bezposrednio poprzedzajagcym podziat
komorki i w czasie podziatu, natomiast we wczesnej interfazie (prawdo-
podobnie w fazie Gj) aktywno$¢ proteaz jest najmniejsza (25). Spadek ak-
tywnosci kwasnych proteaz zaobserwowano w obszarach guzéw nowotwo-
rowych objetych rozlegta martwica.

Sylven i Bois-Swensson wyrazajg poglad, ze nowotwory
bardziej ztoSliwe charakteryzuja sie wyzsza aktywnoscig kwasnych pro-
teaz niz nowotwory tagodne (34). Doswiadczalnie wywotane czerniaki me-
lanotyczne chomika ztocistego maja wyzszg aktywnos$¢ proteolityczng niz
czerniaki amelanotyczne (35). Przyczyng tego zjawiska jest prawdopodob-
nie wystepowanie w czerniakach melanotycznych duzych lizosomoéw z licz-
nymi pochtonietymi ziarnami melaninowymi tzw. melanosoméw (36). W
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czerniakach amelanotycznych nie wykryto powyzszych struktur (37). W
zwigzku z powyzszymi faktami autorzy probujg korelowaé obecno$¢ nie-
prawidtowych lizosomoéw z wiekszg inwazyjnoscig w poréwnaniu z inwa-
zyjnoscig czerniakéw amelanotycznych.

Tabela 2

Aktywnos¢ kwasnych proteaz i dwupeptydaz w wywotanych doswiadczalnie guzach
oraz w ptynach zewnatrzkomoérkowych, wg (34, 50)

Aktywno$¢ kwas- Aktywnos$¢ dwu-
nych proteaz peptydaz
AgsopH 39 [A NaOH/godz
Miesako-witokniak wywotany
metylocholantrenem 0,38 25
Miesako-witokniak pragzkowano-komoérkowy
MC1M — 15
Migsak 37 0,59 46
Guz Walkera 0,07 9
Guz gruczotu piersiowego 0,67 9
Rak Ehrlicha-Landschiitza 0,15 0,2
Plyn otrzewnowy, nienowotworowy 0,25 12

Aktywnos$¢ kwasnych proteaz okre$lano stosujac jako substrat hemoglobine zdenaturowang mocznikiem, aktywno$¢
dwupeptydaz wobec Ala-Gly jako substratu.

Aktywno$¢ enzymoOw proteolitycznych niektérych tkanek osobnikow
z nowotworami ulega réwniez zmianie. Aktywnos$¢ katepsyn badana w wie-
lojgdrzastych leukocytach szczuréw z guzem Walkera i migsakiem Jensena
jest nizsza niz w leukocytach szczuréw zdrowych (38). Poniewaz hydrolazy
lizosomalne biorg udziat w fagocytozie bakterii, niektérzy uwazajg, ze spa-
dek aktywnosci katepsyn moze by¢ przyczyng wiekszej podatnosci na in-
fekcje bakteryjne osobnikéw z guzami nowotworowymi. W watrobie lu-
dzie z chorobg nowotworowga oraz zwierzat z miesakiem wykazano wzrost
aktywnosci enzyméw lizosomalnych (33,34). Niektdorzy badacze prébuja
korelowa¢ podwyzszong aktywnos$¢ katepsyny D w komérkach watrobo-
wych z wielko$cig nowotworu (39, 40).

Nie znamy dotad przyczyny wzrostu aktywnos$ci proteaz w komérkach
watrobowych ludzi z nowotworami zlokalizowanymi w innych narzgdach.
Niektérzy czynig odpowiedzialnym za wzrost aktywno$ci katepsyny D
czynnik cytotoksyczny wytwarzany przez guz nowotworowy, ktéry mégi-
by pobudzaé biosynteze tego enzymu w lizosomach watrobowych (41). Inni
prébowali tlumaczy¢ to zjawisko znacznym wzrostem liczby lizosomdw
w komorkach watrobowych zwierzat z przeszczepialnym miesakiem (42).
Podczas gdy dawniej uwazano, iz proteazy lizosomalne tkanek nowotworo-
wych przechodzg do krazenia i sg wtornie wychwytywane i gromadzone
przez komérki watrobowe (43). Za tym pogladem przemawia¢ by mogta
podwyzszona aktywno$¢ proteaz komorkowych w surowicy krwi i w pty-
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nach ustrojowych ludzi chorych (44, 45, 56) oraz zwierzat z wywotanymi
doswiadczalnie nowotworami (47). Wzrost aktywnos$ci pyrrolidynokarbo-
ksypeptydazy wykazano w surowicy krwi myszy obarczonych watrobia-
kiem lub rakiem gruczotu sutkowego (48). Zwiekszong aktywno$¢ proteaz
komérkowych stwierdzono réwniez w moczu chorych z nowotworami (49).
Wydaje sie, ze podwyzszenie aktywnosci kwasnych proteaz w plynach
ustrojowych moze zaleze¢ od wielkosci guza nowotworowego (50).

1-4. Znaczenie proteaz tkanek nowotworowych w karcynogenezie

Znaczenie enzymow proteolitycznych w tkankach nowotworowych jest
podobne do tego, jaki enzymy te odgrywajg w tkankach prawidtowych.
Podobnie jak w tkankach prawidtowych dziatanie ich nie ogranicza sie
jedynie do degradacji biatek tkankowych (51, 52). Proteazy te biorg po-
nadto udziat w metabolizmie enzyméw (53, 54) przeciwciat (55, 56), hor-
monow peptydowych i biatkowych (57, 58, 59).

Wyzsza aktywno$¢ wewnatrz komérkowych proteaz w tkankach nowo-
tworowych niz w tkankach z ktérych sie one wywodzg moze jednak nasu-
wac przypuszczenie o przyspieszonym katabolizmie bialek nowotworo-
wych. Z badan nad wewnatrzkomdrkowg degradacja biatek komorek pra-
widtowych i nowotworowych wynika, ze znacznie szybciej trawione s3
biatka komorek nowotworowych (52, 60). Powyzsze dane znajdujg po-
twierdzenie w badaniach in vitro, w ktérych wykazano, ze biatko zasadowe
guza Guerin ¢jest bardziej wrazliwe na dziatanie lizosomalnych proteaz
komorek guza niz biatka zasadowe komdrek prawidtowych (61). Wskazy-
watoby to, ze jedng z waznych funkcji wewnatrzkomérkowych proteaz
tkanek nowotworowych jest usuwanie nieprawidtowych biatek tzn. biatek
powstatych w drodze mutacji lub biatek charakterystycznych dla komérek
nowotworowych. Obecno$¢ takich biatek wykazano w komdrkach nowo-
tworowych ludzi i w nabtoniaku Guerin szczuréw (62, 63). Produkty biatek
uwolnionych z rozpadu, nisko molekularne peptydy, bogate w arginine
przechodzg do przestrzeni srodkomérkowych i do krwi (64, 65).

Inkubujagc komorki z hodowli znakowanymi MC-biatkami Chlorella
stwierdzono ponadto 3—10-krotnie szybszg degradacje biatek przez prote-
azy komadrek nowotworowych i fibroblastow stransformowanych onkogen-
nymi wirusami niz w przypadku proteaz komorek prawidtowych (12). Sto-
sujac biatka zawierajgce znakowang MC-arginine i jej strukturalny analog
kanawanine, udato sie wykazac, ze biatka w skiad ktdrych wchodzi ten
niespotykany w przyrodzie analog ulegaja szybciej degradacji niz biatka
prawidtowe (66). W efekcie dziatania proteaz lizosomalnych z komorek
nowotworowych moga uwalnia¢ sie nawet biatka o znacznych ciezarach
czasteczkowych (67).

Duze znaczenie w rozpadzie komorek prawidtowych i nowotworowych
przypisuje Syl ven katepsynom B, zwiaszcza katepsynie Bj (68, 69). En-
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zym ten wystepuje w ptynach srédmiagzszowych guzéw w dwdch lub trzech
formach molekularnych i dziata w szerokim zakresie pH. Jego aktywnos$é
jest okoto 20-krotnie wyzsza w ptynach $srodmigzszowych guzow niz w ply-
nach pochodzacych z tkanek prawidtowych. Przyjmuje sie, ze katepsyna
B! moze degradowac¢ zaréwno powierzchniowe sktadniki komérek jak i we-
whnatrzkomorkowe (25). Z poréwnania dziatania réznych enzyméw proteo-
litycznych na komorki wynika, ze katepsyna Bi wywotuje szybciej zmiany
strukturalne komorek niz trypsyna (25). Pojawienie sie katepsyny Bi na
powierzchni komdrek nowotworowych i komdrek stransformowanych wi-
rusami onkogennymi jest przyczyng zmian konformacji biatek i zwiek-
szania szybkosci potowicznego rozpadu sialopeptydéw, znajdujacych sie
na powierzchni bton komoérkowych (25). Wzrost dostepnos$ci wewnagtrzko-
moérkowych proteaz na powierzchni bton komoérkowych moze ponadto
przyczynia¢ sie do powstawania przerzutdw nowotworowych, dzieki utat-
wionemu odrywaniu sie komérek od czesci litej guza. Przemawiajg za
tym obserwacje wskazujgce na zbiezno$é wzrostu aktywnosci proteaz lizo-
somalnych z powstawaniem przerzutéw (70, 71, 72, 73). Przy uzyciu tech-
niki jodowania biatek wystepujacych na powierzchni komoérek stwier-
dzono roznice miedzy skladem biatkowym powierzchni komérek prawi-
dtowych a komorek, na ktoére podziatano enzymami proteolitycznymi oraz
komorek nowotworowych (74). Biatka powierzchniowe prawidtowych ko-
morek ulegaja tatwo jodowaniu i bardzo tatwemu usuwaniu w wyniku
dziatania proteaz. Natomiast na powierzchni komérek nowotworowych,
stransformowanych wirusami onkogennymi oraz traktowanych enzymami
proteolitycznymi nie ma biatek podlegajacych jodowaniu.

Coraz wiecej jest ostatnio danych na temat zaleznosci miedzy trans-
formacjg onkogenng komaérek a obnizong zawartos$cig sktadnikéw weglo-
wodanowo-biatkowych powierzchniowej warstwy bton (74, 75, 76).
Gahmberg i Hakomori (77) wyizolowali z blon komdrek prawi-
dtowych frakcje galaktoproteidowga o ciezarze czasteczkowym 200 000, nie
wykrywang w komdérkach nowotworowych i stransformowanych. Ostat-
nio Hakomori (78) w obszernej pracy przeglagdowej podsumowat ba-
dania z tej dziedziny. Sadzi on, ze procesowi transformacji onkogennej
lub transformacji wywotanej czynnikami chemicznymi towarzyszg zawsze
zmiany w sktadzie i syntezie sktadnikéw glikoproteidowych, spowodowane
wypadnieciem z powierzchniowej warstwy bion wysokoczgsteczkowych
frakcji. Konsekwencja jest stymulacja syntezy DNA, pobudzenie mitoz
i ujawnienie odmiennych wiasciwosci komarek.

Pod dziataniem egzogennych enzymdw proteolitycznych pojawiajg sie
na powierzchni komdrek prawidtowych zmiany podobne do zmian wywo-
tanych pod wptywem onkogennych wiruséw lub chemicznych czynnikéw
rakotwdrczych (79). Zmiany te polegajg na czesciowej degradacji powierz-
chniowych sktadnikéw glikopeptydowych i mukopeptydowych bton ko-
moérkowych (80, 81). Komorki takie wykazujg wzmozong aktywnos$¢ pro-
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liferacyjng (80, 81, 82), tracq zdolnos¢ do hamowania kontaktowego (83),
uzyskujag odmienne wiasciwosci antygenowe (84, 85, 86) oraz z tatwoscig
ulegajg aglutynacji pod wptywem lektyn (87, 88, 89, 90). Badania nad
wptywem dziatania proteaz na izolowanie tkanki szczura wykazaty, ze
enzymy zawierajagce w centrum aktywnym seryne stymuluja wbudowy-
wanie 3H-leucyny do biatek komorkowych (91). Stwierdzono réwniez
wzrost szybkosci wbudowywania H-tymidyny w DNA komoérek, pobu-
dzenie mitoz i wzrost ich liczby, proporcjonalny do stezenia dodanej tryp-
syny (80). Pronaza i ficyna, dodane do hodowli komérek wykazujg podob-
ne efekty jak trypsyna (80). Zjawisko to autorzy ttumaczag bezposrednim
dziataniem tych enzyméw na komérki, modyfikacjg powierzchniowej
warstwy btony komoérkowej oraz zmiang przepuszczalnosci bton komor-
kowych dla niektdrych czynnikéw regulujagcych wzrost komoérek.
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Ryc. 2. Wpltyw trypsyny na: A) szybko$¢ wbudowywania 8H-tymidyny, B) % komorek
w mitozie, C) liczbe komarek, (80).

Uwaza sie, ze powstajgce w wyniku dziatania proteaz, zmiany skiadu
chemicznego powierzchniowej warstwy bton komérek, mogag by¢ odpo-
wiedzialne za utrate kontroli wzrostu, za wzbudzenie i zmiane informacji
genetycznej komérek prawidtowych oraz za indukcje proceséw biosyn-
tezy biatka w komorce (80, 92, 93). Potwierdzeniem tych sugestii sg do-
Swiadczenia z inhibitorami proteaz, ktére dodane do hodowli komdérek
stransformowanych hamowaly ich wzrost bardziej efektywnie niz wzrost
komorek prawidtowych (11, 12).

Szereg autoréw wyraza poglad, ze dzieki zwiekszonej aktywnosci pro-
teaz lizosomalnych, biatka zasadowe obecne w jadrze komérkowym i zwia-
zane z DNA, mogg ulec oderwaniu z tego kompleksu (94, 95, 96). Powo-
duje to odblokowanie DNA, derepresje genoéw, zwiekszong synteze biat-
ka oraz wzrost ilosci podziatdw komorkowych. O istotnej roli proteaz
lizosomalnych w inwazji nowotworowej opublikowano niedawno artykut
pogladowy w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej (97). Powia-
zania dzialania czynnikow kancerogennych i roli enzymoéw lizosomalnych
w procesie nowotworzenia stara sie przedstawi¢ hipoteza przedstawiona
na rycinie 3.
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W wyniku dziatania czynnikéw karcynogennych moze dochodzi¢ do
defektu jakosciowego DNA i powstawania nieprawidtowego mRNA oraz
biosyntezy ,zmienionego” biatka. Z drugiej strony czynniki kancerogenne
wpitywaé moga na lizosomy komorkowe i uwalniaé enzymy hydrolityczne,
ktére w zaleznosci od swoistosci substratowej zmieniaé bedg badz to DNA
lub RNA albo degradowaé substancje represorowe (biatka zasadowe) i po-
budzaé¢ tg droga synteze biatek.

Czynniki karcynogenne

L Uszkodzenie lizosoméw
Defekt jakoSciowy DNA

enzymy nukleolityczne

Nieprawidtowy mRNA 1_r Uwolnienie kwasnych proteaz

katepsyny =

Wzmozona synteza Usuniecie substanciji represorowych g:nfﬁ;“prkz:nggrslfgvzvalcnhoisc\;vort:}on
"zmienionego” biatka (biatek zasadowych?) i pobudzenie ko?nérkow ch 4
syntezy biatek 4

Przechodzenie produktéw
degradacji biatek do $ro-
dowiska pozakomdrkowego
i do krazenia

Wzrost zawarto$ci produktow
degradacji biatka w komérce

Ryc. 3. Hipotetyczny schemat ilustrujgcy powigzania dziatania czynnikéw karcyno-
gennych i udziatu enzyméw lizosomalnych w procesie nowotworzenia. (Schemat au-
torow).

Il. Znaczenie enzymow uczestniczgcych w procesie krzepniecia krwi
i fibrynolizie we wzros$cie i powstawaniu przerzutéw nowotworowych

Powstawaniu fibryny w stanach nowotworowych sprzyjaja:

— nadkrzepliwo$¢ krwi polegajagca na zwiekszeniu poziomu prekursoréw
biatkowych czynnikéw krzepniecia i fibrynogenu oraz zahamowanie
uktadu fibrynolitycznego na skutek podwyzszenia poziomu antyplazmin,

— zwolnienie szybkoS$ci przeptywu krwi w naczyniach zaopatrujgcych
tkanke nowotworowa,

— uszkodzenie $ciany naczyn krwionosnych w obrebie tkanki nowotwo-
rowej, odstoniecie wiokien kolagenu, aktywacja czynnika XII i uwol-
nienie tromboplastyn tkankowych.

Biatkowe czynniki biorgce udziat w procesie krzepniecia krwi i fibry-
nolizie sg enzymami proteolitycznymi o wysokiej specyficznosci substra-
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towej. W warunkach fizjologicznych wystepujg one w ustroju w postaci
nieczynnej, a ich aktywacja jest wynikiem ograniczonej proteolizy. Stwier-
dzono, ze enzymy te moga ulega¢ aktywacji miedzy innymi przez sub-
stancje zawarte w komdrkach nowotworowych (98, 99, 100) i stransfor-
mowanych przez onkogenne wirusy DNA, RNA i czynniki rakotwdrcze
(101, 102).

Mechanizm aktywacji uktadu krzepniecia przez substancje zawarte
w tkance nowotworowej nie jest catkowicie wyjasniony. Stwierdzono, ze
nowotwory ludzi i zwierzat wykazujg aktywno$¢ tromboplastyczng, ktéra
zlokalizowano we frakcji mikrosomalnej komorek (103). Istniejg poglady,
ze aktywnos$¢ tromboplastyczna komérek nowotworowych zalezy od obec-
nosci w nich ,rakowego czynnika krzepniecia” (CCF — cancer coagulative
factor) (99, 100). Obecno$¢ tego czynnika stwierdzono takze we frakcji
prealbuminowej osocza (100). Uwaza sie, ze przy rozpadzie guza nowo-
tworowego czynnik ten uwalnia sie do srodowiska i zapoczatkowuje pro-
ces krzepniecia krwi.

v 5 ﬂ‘
Ryc. 4. Naczynie krwionosne z mikrozakrzepem zawierajgcym komorki nowotworowe.
Powiekszenie 300x (104).

Bardzo interesujgce sg wyniki badan Simki =z 1968 (104), ktory
stwierdzit rozsiane mikrozakrzepy w matych i w duzych naczyniach krwio-
no$nych oso6b zmartych z powodu choroby nowotworowej. W niektérych
mikrozakrzepach wykazano obecno$¢ komdrek nowotworowych (Rycina 4).

Przy pomocy technik histochemicznych stwierdzono obecno$¢ duzych
ilosci fibryny wokét tkanek nowotworowych (105, 106). DosSwiadczenia
z fibrynogenem znakowanym 1 potwierdzity te obserwacje (107, 108).
Stwierdzono rdwniez wybidrcze gromadzenie sie przeciwciat antyfibry-
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nowych znakowanych 1) wokot tkanki nowotworowej (109, 110). Powyz-
sze dane stworzyty nowe mozliwosci lokalizacji guza nowotworowego i ra-
dioterapii nowotworow.

Kierulf i Godal w 1972 r. opublikowali badania dotyczace fibry-
nemii w nowotworach trzustki (111). Zastuguja one z dwdch punktéw
widzenia na uwage: po pierwsze potwierdzajg wystepowanie réznych form
molekularnych fibrynogenu i rozpuszczalnej fibryny zwigzanej komplek-
sowo z fibrynogenem, po drugie Swiadczg o wyraznej nadkrzepliwosci
w chorobie nowotworowej. Autorzy ci stwierdzili, na podstawie oznaczen
N-koricowych aminokwasow, ze w biatku krzepngcym, izolowanym zoso-
cza 0so6b z nowotworem trzustki, wystepuje okoto 11% rozpuszczalnej
fibryny.

Odktadanie sie fibryny na powierzchni komoérek nowotworowych po-
siada istotne znaczenie w rozroscie i powstawaniu przerzutdw nowotwo-
rowych. Nierozpuszczalny, ,zdenaturowany” witoknik stanowi dobrg po-
zywke dla rozrastajgcego sie guza, gdyz jest bardziej podatny na proteo-
lize od rodzimego biatka, jakim jest rozpuszczalny fibrynogen (112). Przyj-
muje sie, ze tylko komaorki-nowotworowe, zwigzane ze $rodbtonkiem na-
czyn krwionosnych za posrednictwem widknika, mogg by¢ zrodiem ognisk
przerzutowych, natomiast pozostate komdrki zostaja pochtoniete przez
fagocyty (113, 114, 115).

Za istotng rolg krzepniecia krwi i fibrynolizy we wzroscie i powsta-
waniu przerzutéw nowotworowych przemawia takze zmniejszenie sie ilosci
przerzutow po podaniu inhibitorow uktadu krzepniecia jak: heparyny i di-
kumarolu lub aktywacji uktadu fibrynolitycznego poprzez plazmine, strep-
tokinaze lub urokinaze (116, 117, 118, 119, 120). Plazmina i inne enzymy
proteolityczne trawigc wtoknik wokot komorek nowotworowych utatwiajg
whnikanie do niego cytostatykow. Zastosowanie inhibitoréw plazminy wy-
kazuje dziatanie przeciwstawne, przyspiesza wzrost komdrek guza i zwiek-
sza powstawanie przerzutow (121).

Preparaty antykoaguiacyjne utrudniajg adhezje komorek nowotworo-
wych do tkanek. Ostatnio wykazano, ze podawanie antykoagulantéw cho-
rym hamuje rozprzestrzenianie sie komorek guza, dzieki zmniejszeniu po-
ziomu protrombiny i zapobieganiu precypitacji fibrynogenu na powierz-
chni komdrek nowotworowych (122). Istniejg poglady, ze antytrombinowe
dziatanie antykoagulantéw ufatwia mikrocyrkulacje wewnatrz guza
i zwieksza skuteczno$¢ chemoterapeutykdw w leczeniu nowotworéw (117).

I11. Uwagi o roli inhibitoréw enzymoéw proteolitycznych
W rozroscie nowotworow

W rozwazaniach nad rolg inhibitoréw enzyméw proteolitycznych we
wzroscie i powstawaniu przerzutdw nowotworowych nalezy bra¢ pod uwa-
ge specyficzno$é tych inhibitorow w stosunku do okresSlonych enzymow
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proteolitycznych oraz miejsce ich dziatania w obrebie ustroju. Wydaje
sie, ze rola tych inhibitorow w tkankach nowotworowych, w piynach
ustrojowych i w krgzeniu jest odmienna.

W guzach nowotworowych Guérin wykazano obecno$¢ inhibitorow
katepsyny D, ktérych zawarto$¢ obniza sie w pdzniejszym stadium roz-
woju guza, co zbiega sie czasowo z szybszym rozrostem guza (123). Suge-
rowatoby to, ze inhibitory proteaz wewngtrzkomdrkowych op6zZniajg
wzrost nowotworow. Hozumi i wsp. (124) zaobserwowali zahamowanie
wzrostu nowotworu skory myszy, wywotanego 7,12 DMBA i olejem kro-
tonowym in vivo po zastosowaniu leupeptyny, inhibitora proteaz izolo-
wanego z drobnoustrojow.

Podobnie, syntetyczne inhibitory TLCK, TPCK i TAME dodane do
medium inkubacyjnego komorek widkniako-miesaka chomika ztocistego
powoduja czeSciowe zahamowanie ich aktywnos$ci proliferacyjnej (125).
W badaniach nad leukocytami biataczkowymi L — 1210, wytwarzajagcymi
znaczne ilosci proteaz oraz nad guzem DANA — 435 wykazano, ze aZzma-
kroglobulina hamuje podziaty leukocytéw i wzrost guza szczuréw (126).
Znaczne zahamowanie rozrostu ztosliwych nowotworéw typu widknia-
ko-miesaka oraz nowotwordw gruczotu sutkowego stwierdzono po zasto-
sowaniu trasylolu (127). Efekt przeciwnowotworowy trasylolu wigze sie
by¢ moze z zahamowaniem aktywnosci proteolitycznej komorek podda-
nych jego dziataniu.

Inhibitory proteaz, syntetyczne i niektdre naturalne, dodane do ho-
dowli stransformowanych fibroblastéw myszy SV 3T3 wywotujg zmiany
w kinetyce wzrostu populacji (128). W obecnos$ci inhibitorow proteaz
zwieksza sie populacja komorek bedacych w fazie G2 Badajgc efekty na-
turalnych inhibitorow proteaz wykazano, ze inhibitor sojowy trypsyny nie
zmienia szybkosci wbudowywania znakowanej tymidyny do DNA (129).
Obecnie uwaza sig, ze inhibitory proteaz mogg wywotaé pewne ,uporzad-
kowanie” wzrostu na szkle komorek stransformowanych, a zmiany przez
nie wywotane mozna traktowac¢ jako zmiany fenotypowe (128).

In vivo inhibitory proteaz hamujg w jednakowym stopniu aktywno$¢
proteaz tkanek nowotworowych (127) jak i podwyzszong aktywnos$¢ pro-
teaz tkanek ,,gospodarza” (np. olej krotonowy) (95, 124).

Co sie tyczy inhibitorow plazminy, trypsyny i chymotrypsyny to ich
zawartosé w tkankach nowotworowych jest znaczna (130, 131, 132). Wy-
stepujg one w zwiekszonych ilosciach rowniez w osoczu krwi (133, 134,
135) i w piynach ustrojowych (133). Przyjmuje sig, ze zrodtem zwiek-
szonej zawartos$ci tych inhibitorow sg rozpadajace sie komérki guza (133).
Inhibitory proteaz we krwi w przypadkach nowotworéw zto$liwych u lu-
dzi i zwierzat sprzyjajg powstawaniu przerzutdw nowotworowych, utrud-
niajac trawienie wioknika wokdt komorek nowotworowych i zwiekszajac
w ten spos6b ich przyleganie i utatwiajg ufiksowanie sie w naczyniu
krwiono$nym (121).
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IV. Uwagi kohcowe

Enzymy proteolityczne moga powodowa¢ zmiany w ,architekturze”
powierzchniowej warstwy bton komoérkowych. W efekcie moze to dopro-
wadzi¢ do zaburzen w miedzykomorkowym oddziatywaniu, zaniku hamo-
wania kontaktowego i w ruchliwosci elektroforetycznej komoérek. W wy-
niku tych zmian komérka uwalnia sie w mniejszym lub wiekszym stopniu
spod kontroli mechanizmow regulujacych jej wzrost. Nawet $ladowe ilosci
proteaz moga stymulowaé synteze DNA, pobudzaé¢ mitozy i podzialy ko-
morek. Wystepujace w zwiekszonej iloSci w cytoplazmie i na powierzchni
bton komdrek nowotworowych proteazy, trawig biatka komérkowe, do-
prowadzajgc do powstawania produktéw ich degradacji. Produkty te poja-
wiajag sie w przestrzeniach $rodkomdrkowych i przechodzg do naczyn
krwionosnych.

Rola enzymo6w proteolitycznych biorgcych udziat w procesie krzepnie-
cia krwi i fibrynolizy, we wzroscie i powstawaniu przerzutéw nowotwo-
rowych jest niewgtpliwa. Poznanie powyzszych powigzan stwarza mozli-
wo$¢é zapobiegania wzrostowi i przerzutom nowotworowym za pomoca
aktywacji uktadu fibrynolitycznego lub hamowania powstawania fibryny.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione w niniejszym artykule poglady
i hipotezy dotyczace roli enzymdw proteolitycznych i ich inhibitoréw
w karcynogenezie maja charakter dyskusyjny. Poniewaz nieznana jest
dotychczas patogeneza nowotworéw wydaje sie, ze wysuniete przypusz-
czenie o roli enzymoOw proteolitycznych w powstawaniu i rozroscie nowo-
tworéw winny byé réwniez brane pod uwage.

Artykut otrzymano 12.7.1794, po rewizji autorskiej przyjeto 13.6.1975.
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GRZEGORZ RACZYNSKI *

Katabolizm lizyny w tkankach ssakéw

Catabolism of Lysine in Mammalian Tissues

Badania nad metabolizmem lizyny w tkankach ssakéw trwajg nie-
przerwanie od prawie 40 lat, lecz jeszcze w latach piecdziesigtych uwa-
zano, ze lizyna jest metabolicznie nieczynna i odgrywa nieznaczng role
w procesach transaminacji i dezaminacji. Wnioski te wyciggnieto na pod-
stawie badan, w ktérych wykazano, ze po podaniu szczurom lizyny zna-
kowanej N w grupie a-aminowej i deuterem w tancuchu weglowym na-

COOH COOH Cooll
I I /1
HA -c -1l e HAI—C—H _ c=0 | C-S-CoA
| - | . |
(CH23 (CH23 (CH23 (CH23
| |
H;C—NH; COOH COOH COOH
L-lizyna Kwas L-a-amino- Kwasa-keto- Glutarylo - CoA
adypinowy adypinowy

Ryc. 1. Produkty koncowe katabolicznej przemiany L-lizyny w tkankach ssakéw

stepowato jej wigczanie do biatek bez wiekszych zmian w stosunku
D:IN (1). Takze podawanie szczurom IN-aminokwas6w nie prowadzito
do wcielania izotopu do a-aminowej grupy lizyny (2, 3). Poglad ten jed-
nak ulegt zmianie gdyz stwierdzono, ze lizyna podobnie jak inne amino-
kwasy, bierze czynny udziat w metabolizmie komérkowym ssakéw. Czg-
steczki tego aminokwasu wbudowane w tancuchy polipeptydowe prokola-
genu ulegajg hydroksylacji do hydroksylizyny — aminokwasu niezbednego
do wytworzenia wigzah krzyzowych w kolagenie (4—7). Wyniki badan
przeprowadzonych ostatnio wykazaty takze, ze lizyna jest prekursorem
w biosyntezie karnityny (8—12), zwigzku, ktory bierze udziat w przeno-

% Dr, Zaktad Fizjologii Odzywiania, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAN,
05-110 Jabtonna k/Warszawy

Wykaz stosowanych skrotow: FAD — dwunukleotyd flawinoadeninowy, NAD —
dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy, NADP —fosforan dwunukleotydu nikotyn-
amidoadeninowego.
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szeniu diugotancuchowych kwaséw ttuszczowych do mitochondriow (13,
14). Badania przemian lizyny w tkankach ssakéw dostarczyty réwniez
danych na temat drédg katabolizmu tego aminokwasu.

Produktem posrednim w przemianach katabolicznych lizyny jest kwas
a-aminoadypinowy (15—19). Zwigzek ten przeksztalca sie w kwas a-keto-
adypinowy, a nastepnie w glutarylo-CoA, metabolit powstajacy takze
w wyniku przemian innych aminokwaséw (Ryc. 1).

Przeprowadzone dotychczas badania w réznych laboratoriach nie wy-
jasnity jednak catkowicie w jaki sposob lizyna przeksztatca sie w kwas
a-aminoadypinowy w tkankach ssakdw — czy poprzez stadium kwasu pi-
pekolowego (), czy sacharopiny (II).

?OOH
CH2-NH —C—H
N

||_| (cle)s (CIHZ) 2
i H—C—NH2 CIOOH
Kwas pipekolowy COOH
J

Sacharopina

Celem niniejszego artykutu jest omdwienie gtownych kierunkéw badan
nad katabolizmem lizyny w tkankach ssakéw oraz podsumowanie dotych-
czasowych osiggnie¢ w tej dziedzinie.

|I. Degradacja L-lizyny poprzez stadium kwasu pipekolowego

Wykrycie kwasu pipekolowego (20—24) i wykazanie, ze powstaje on
z lizyny zaréwno u Neurospora (25) jak i w organizmach ros$lin wyzszych
(26, 27) i ssak6w (28—31), przyczynito sie w duzym stopniu do rozszerze-
nia naszej wiedzy o katabolizmie lizyny.

Punktem zwrotnym w badaniach nad katabolizmem lizyny w tkan-
kach ssakow byty doswiadczenia, w ktérych podajac szczurom dootrzew-
nowo 6-MC-L-lizyne stwierdzono w moczu wystepowanie kwasu MC-L-pi-
pekolowego (31). Podawanie szczurom a-BN lub e-IN-DL-lizyny doprowa-
dzito do ustalenia, ze w pierScieniu kwasu pipekolowego wystepuje E-ami-
nowa grupa lizyny. Wykazano takze, ze kwas pipekolowy nie powstaje
po podaniu szczurom kwasu 6-MC-DL-a-aminoadypinowego. Pozwolito to
sadzié¢, ze kwas pipekolowy jest posrednim produktem w przemianie L-Ili-
zyny w kwas a-aminoadypinowy oraz wskazywato na nieodwracalnosé
tego przeksztatcenia. Wyniki tych badah doprowadzity do sformutowania
hipotezy, ze na szlaku przemiany L-lizyny do kwasu L-pipekolowego znaj-
duje sie, podobnie jak u mikroorganizméw, kwas a-keto-E-aminokapro-
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nowy (25, 29, 32—34). Dodatkowym poparciem tej hipotezy byto stwier-
dzenie, ze u Neurospora oksydaza L-aminokwasowa przeksztatca L-lizyne
w kwas A'-piperydyno-2-karboksylowy (zwigzek bedacy w roztworze wod-
nym w réwnowadze z kwasem a-keto-e-aminokapronowym), z ktérego w
wyniku katalitycznej redukcji i racemizacji powstaje kwas DL-pipekolowy
(33, 34). Wykazano réwniez, ze syntetyczny kwas A'-piperydyno-2-karbo-
ksylowy ulega stereospecyficznej redukcji do kwasu L-pipekolowego pod
wptywem czeSciowo oczyszczonej oksydoreduktazy wyodrebnionej z wa-
troby szczura i krolika (35, 36).

Dalsza przemiana kwasu pipekolowego w kwas a-aminoadypinowy nie
jest jeszcze dokladnie poznana. Stwierdzono, ze mitochondria watroby
szczura i wotu utleniajg w nieznacznym stopniu kwas DL-pipekolowy do
kwasu a-aminoadypinowego (37, 38). Wcze$niejsze natomiast badania wy-
kazaty, ze kwas DL-a-aminoadypinowy przeksztatca sig, podobnie jak L-li-
zyna, w kwas glutarowy i C02 (16, 30). Posrednim produktem w przemianie

,N—é—H c=0
(CH23 (CH23
Hj C— NH2 h2c—nh2 crnCOoOoH '\”A|COO H
H
L-lizyna Kwas «-keto- Kwas ¢'-piperydyno- Kwas L-pipekolowy
¢'-aminokapronowy 2-karboksylowy
c{ H =
=0 COOH COOH
| |
( (CH23 (CH23
h cl nh2 “H cl NH2 _ I
cocH | - e
COOH COCOH COCH
KwaS/4 -piperydyno- ¢-semialdehyd kwasu Kwas L-aamino- Kwas«-keto-adypinowy
6-karboksylowy L-a-amino-adypinowego adypinowy

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

w tkankach ssakow
Dotychczas nie wyizolowane produkty posrednie ujeto w nawiasy kwadratowe (31).

kwasu pipekolowego w kwas a-aminoadypinowy mogtbhy byé kwas A'-pipe-
rydyno-6-karboksylowy za czym przemawiaja badania przeprowadzone na
mikroorganizmach (39—43). W badaniach tych wykazano, ze u P. putida.
kwas L-pipekolowy pod wptywem dehydrogenazy i FAD ulega przeksztat-
ceniu do mieszaniny kwasu A'-piperydyno-6-karboksylowego i 5-semialde-
hydu kwasu L-a-aminoadypinowego. Zwiazki te przy udziale oksydoreduk-
tazy zaleznej od NADP utleniajg sie do kwasu L-a-aminoadypinowego.
Jednakze nie wiadomo dotychczas czy podobny ukiad enzymatyczny poz-

5%
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walajgcy na utlenienie kwasu L-pipekolowego istnieje w tkankach ssakdw.
Na podstawie podanych obserwacji przypuszczano, ze przemiana L-lizyny
w kwas a-aminoadypinowy moze odbywac¢ sie w organizmach ssakow w
sposdb podany na schemacie (Ryc. 2).

Jakkolwiek przedstawiony schemat jest logiczny i zgodny z danymi
doswiadczalnymi to dotychczas nie wyodrebniono z tkanek ssakéw niekté-
rych produktéow posrednich i enzymdw proponowanej drogi degradacji
L-lizyny. Poniewaz wiadomo, ze grupa a-aminowa z trudem odrywa sie od
czagsteczki lizyny, najwiecej kontrowersji wzbudza przemiana tego amino-
kwasu w kwas a-keto-£-aminokapronowy. Oksydaza L-aminokwasowa z
jadu weza katalizuje bardzo powoli utlenianie grupy a-aminowej lizyny
(32, 44, 45). Zaréwno oksydacyjna dezaminacja tej grupy w « i L-lizynie,
jak rowniez transaminacja L-lizyny zachodzi o wiele szybciej wéwczas, gdy
e-aminowa grupa jest zablokowana w czgsteczce (32, 44—46). Dlatego wy-
daje sig, ze pierwszy etap degradacji L-lizyny musiatby przebiega¢ w spo-

CH2-NH-CO-CH3 CHVNH.CO.CH3 ch2-nh2
(CHVh Oksydaza (CH23 acylaza (Cli2)3
| L-aminoKwasowa” | " s-lizyny |
H_C —n h 2 lub amr’transferaza C=0 C—0 \ N;E*"COOH
COOH COOH COCH
¢-N-acetylo-L-lizyna - f-acetamid kwasu Kwascc-keto- Kwas I-piperydyno
cc-ketokapronowego i—aminokapronowy -karooKsylowy

Ryc. 3. Przeksztatcenie e-N-acetylo-L-lizyny w kwas A'-piperydyno-2-karboksylowy
in vitro (54)

séb odmienny od znanego dla innych aminokwaséw. Jedng z takich mo-
zliwosci podczas przemiany L-lizyny w kwas a-keto-e-aminokapronowy
mogtoby by¢ wstepne przeksztatcenie L-lizyny w jej E-N-acylowag pochod-
ng. Wiadomo, ze szereg e-N-acylowych pochodnych lizyny moze byé sub-
stytutem tego aminokwasu dla ssakéw. Zastgpienie L-lizyny w dawce po-
karmowej szczura przez e-N-acetylo-L-lizyne (46—50) lub E-(y-L-glutamy-
lo)-L-lizyne (51) nie hamuje wzrostu szczuréw. W doswiadczeniach izoto-
powych wykazano, ze lizyna pochodzaca z e-(y-L-glutamylo)-L-lizyny me-
tabolizuje sie catkowicie w tkankach szczura, a jej katabolitem jest kwas
pipekolowy (52). Wystepowanie w organizmach ssakéw enzyméw zdol-
nych do hydrolitycznego rozszczepienia wigzania e-N-acylowego (53) lub
e-N-metylowego L-lizyny (48), sktonito niektorych badaczy do przyjecia
pogladu, ze degradacje L-lizyny w tkankach poprzedza jej acetylacja (54),
(Ryc. 3).

Wedlug tego pogladu (popartego doswiadczeniem modelowym), e-N-
-acetylo-L-lizyna ulegataby dezaminacji pod wptywem oksydazy L-amino-
kwasowej lub aminotransferazy do E-acetamidu kwasu a-ketokapronowego.
Ten z kolei podlegatby deacylacji pod wptywem acylazy £-lizyny (54—56)
do kwasu a-keto-E-aminokapronowego, ktéry przeksztatcatby sie w kwas
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A'-piperydyno-2-karboksylowy. Chociaz hipoteza ta wydaje sie bardzo in-
teresujaca, to jednak nalezy pamietaé, ze dotychczas nie stwierdzono po-
wstawania e-N-acylowych pochodnych lizyny w organizmie ssaka.

Réwniez w tkankach ssakow nie wykryto dotad kwasu A'-piperydyno-
-2-karboksylowego i pomimo tego, ze wyodrebniona z watroby szczura
i czeSciowo oczyszczona oksydoreduktaza (35, 36) katalizuje przemiane tego
kwasu do kwasu L-pipekolowego, to obecnie enzymu tego nie mozna odrdz-
ni¢ od 2-oksydoreduktazy L-prolina: NADP (EC 1.5.1.1). Nie wyjasniono
jeszcze catkowicie przeksztatcenia kwasu L-pipekolowego w kwas L-a-ami-
noadypinowy i a-ketoadypinowy w tkankach ssakéw. Niedawno okazato
sie rdwniez, ze obecno$¢ ciezkiego azotu wykryta w kwasie a-aminoadypi-
nowym po podaniu szczurom e-IN-DL-lizyny (31) mogta pochodzi¢ z glu-
taminianu tj. zwigzku, ktory powstaje w wyniku rozszczepienia sacharo-
piny. Spostrzezenie to wskazywatoby na inng droge katabolizmu L-lizyny
(59), (Ryc. 5). Ponadto trzeba podkresli¢ fakt, ze w badaniach nad meta-
bolizmem tego aminokwasu stosowano czesto radioaktywng DL-lizyne wy-
chodzac z zatozenia, iz D-izomer jest metabolicznie nieczynny (57). Okazato
sie jednak, ze D-lizyna ulega przemianom w tkankach ssakow (58, 59), a
znakowane produkty jej przeksztatcen mogty niejednokrotnie zaciemniaé
obraz przemiany L-formy tego aminokwasu.

Ostatnie lata przyniosty ponadto istotny postep w badaniach nad kata-
bolizmem L-lizyny w organizmie zwierzecym (58—62). W doswiadczeniach
izotopowych wykazano, ze po podaniu szczurom o« lub L-lizyny znakowanej
w pozycji C6 96% kwasu L-pipekolowego znalezionego w moczu pocho-
dzito z D-lizyny (58, 59). Wydaje sie wiec prawdopodobne, ze wyniki ba-
dan, w ktorych stosowano radioaktywng DL-lizyne, mogty odzwierciedlaé
metabolizm D-lizyny. Stwierdzono réwniez, whrew poprzednim badaniom,
ze kwas L-pipekolowy metabolizuje sie bardzo powoli, a zatem nie moze
odgrywac¢ gtownej roli w katabolizmie L-lizyny. Udowodniono to w do-
Swiadczeniu z perfundowang watrobg i izolowanymi mitochondriami, ktore
okazaty sie niezdolne do przeksztatcenia kwasu MC-L-pipekolowego w wa-
runkach, w ktérych L-lizyna metabolizuje sie szybko do C02

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

Obserwacje poczynione nad metabolizmem kwasu pipekolowego jak
rowniez wykazanie, ze do kwasu a-aminoadypinowego wigcza sie grupa
a-aminowa, a nie e-aminowa L-lizyny oraz, ze L-lizyna i sacharopina dajg
te same produkty koncowe w wyniku przemiany in vivo (60) pozwolity sg-
dzi¢, ze katabolizm lizyny w tkankach ssakéw moze zachodzi¢ poprzez
stadium sacharopiny tj. na drodze odwrotnej do biosyntezy L-lizyny u
drozdzy i Neurospora (63—68).
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Do 1971 roku byto niewiele wiadomosci na temat sacharopiny jako
katabolitu w przemianie L-lizyny. Jakkolwiek stwierdzono, ze sacharopina
powstaje z L-lizyny in vitro (58, 69—72), to jedynie Grove i wsp. (60)
wykazali przeksztatcenie sacharopiny w kwas a-aminoadypinowy i gluta-
rowy in vivo. Sacharopine wykryto co prawda w moczu ludzi cierpigcych
na zaburzenia w przemianie aminokwasoéw zasadowych (73), lecz nie udato
sie jej wykry¢ w tkankach zdrowych organizméw. Niepowodzeniem skon-
czyly sie rowniez préby wykrycia radioaktywnosci w sacharopinie po po-
daniu szczurom MC-L-lizyny (58). Powstata zatem watpliwo$¢ czy sacha-
ropina mogta by¢ rzeczywiscie produktem metabolizmu lizyny.

COOH
|

ch2 nh?2 ch2- nh—ch
a-ketoglutaran | |

|
(%HZ)?) V nadph?2 (Ch23 (CH)2 VNAD

= -giutEminian™*

H—C— NH2 H-C —NH2 COOH
COOH COOH
‘L-lizyna Sacharopina
CHO COOH
I |
[jﬂ:l\ —» (CH2j  V NADPW  (CHj)2
— |
i~ NCOOH H—ﬁ—NH H—ﬁ%—NHZ
COOH COOH
Kwas /l:piperydyno- 6-semialdehyd kwasu Kwas L-a-amino-
6-karboksylowy L-a-amino-adypinowego adypinowy

Ryc. 4. Prawdopodobna droga katabolizmu L-lizyny poprzez sacharoping w tkankach
ssakow (74)

Danych o udziale sacharopiny w procesach degradacji L-lizyny w tkan-
kach ssakow dostarczyty dopiero doswiadczenia Higashino i wsp. (74),
ktdrzy po raz pierwszy wykazali, ze sacharopina rzeczywiscie wystepuje
w organizmie ssaka. Wyodrebniono ja w matej iloSci z watroby myszy po
podaniu zwierzeciu MC-L-lizyny i wykazano, ze jest ona prekursorem kwa-
su a-aminoadypinowego. W doswiadczeniach in vitro przy uzyciu homoge-
natow watroby stwierdzono, ze L-lizyna przeksztatca sie w sacharopine w
obecnos$ci a-ketoglutaranu i zredukowanego NADP. Degradacja sacharo-
piny do kwasu a-aminoadypinowego w warunkach in vitro wymaga obec-
nosci NAD jako kofaktora. Do tej pory nie wyodrebniono produktéw po-
Srednich tego przeksztatcenia tj. 5-semialdehydu kwasu L-a-aminoadypino-
wego, ani tez produktu jego cyklizacji tzn. kwasu A'-piperydyno-6-karbo-
ksylowego. Jednakze inkubacja tego ostatniego zwigzku przy udziale NAD
lub NADP prowadzi do utworzenia kwasu a-aminoadypinowego, co wska-
zuje na udziat semialdehydu w tej przemianie. Wyniki tych badan pozwa-
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fajag wnioskowaé, ze w tkankach ssakéw L-lizyna ulega przeksztatceniu w
sacharopine, ta z kolei w ¢-semialdehyd kwasu L-a-aminoadypinowego,
ktéry po cyklizacji utlenia sie szybko do kwasu L-a-aminoadypinowego
(Ryc. 4).

I1-1. Enzymy biorace udziat w metabolizmie sacharopiny

Synteza i rozpad sacharopiny w tkankach ssakéw wymaga obecnosci
szeregu enzymoOw. Powstawanie sacharopiny z L-lizyny i a-ketoglutaranu
odbywa sie przy udziale enzymu zwanego reduktazg L-lizyna:2-ketogluta-
ran, syntetyzujgca * Zostata ona wyodrebniona z watroby cztowieka i czes$-
ciowo oczyszczona, a jej optimum pH wynosi 7,0 (71). Nowsze badania
(75—77) wykazaty rowniez, ze w watrobie ssakéw wystepuje enzym, pod
wptywem ktérego zachodzi rozpad sacharopiny do L-lizyny i a-ketoglu-
taranu. Enzym ten zwany oksydoreduktazg (oksydoreduktaza sacharopina:
NADP, hydrolizujgca) jest zalezny od NADP i ma optimum dziatania w
pH 9,0. Preparaty tej oksydoreduktazy sg aktywowane przez NHACL, ktory
jak wykazano poprzednio, wywiera wptyw hamujgcy na aktywnos¢ enzymu
syntetyzujgcego sacharopine (70). Obydwa omawiane enzymy odznaczaja
sie r6zng wrazliwoscig na temperature. Oksydoreduktaza sacharopiny tra-
ci swg aktywno$¢ po 90 min inkubacji w 30° a reduktaza jest trwata w tej
temperaturze przez okres 4 godz. Aktywnos$¢ oksydoreduktazy sacharopiny
jest najwyzsza w tkankach zwierzat trawozernych, a znacznie nizsza w
tkankach zwierzat mieso i wszystkozernych. W osoczu i moczu ludzi cier-
pigcych na sacharopinurie wystepuje nadmierna zawartos¢ lizyny i wydaje
sie, ze jest ona spowodowana represjg lub inhibicjg reduktazy L-lizyna:2-
-ketoglutaran przez sacharopine lub tez wzmozong aktywnos$cig oksydore-
duktazy sacharopiny (73, 75—78).

Dehydrogenaza sacharopiny (oksydoreduktaza sacharopina:NAD, hydro-
lizujgca) katalizuje przemiane sacharopiny do 6-semialdehydu kwasu a-
-aminoadypinowego i glutaminianu. Enzym ten zostat réwniez wyodreb-
niony z watroby cztowieka i czeSciowo oczyszczony. Jego opitmum dzia-
tania przypada na pH ok. 8,8 (72), a aktywnos$¢ jest znacznie wyzsza od
aktywnos$ci enzymu syntetyzujgcego sacharopine. Dlatego kazda czasteczka
sacharopiny, powstajaca z L-lizyny i a-ketoglutaranu ulega przeksztatce-
niu w semialdehyd i glutaminian, nie gromadzi sie przeto w tkankach
i ptynach fizjologicznych zdrowych osobnikow, co ttumaczy niepowodzenia
wielu badaczy w wykrywaniu sacharopiny in vivo.

* Wymienione w tym podrozdziale enzymy nie sg jeszcze objete klasyfikacjag w
»Enzyme Nomenclature”. Recomendation (1972) of the International Union of Pure
and Applied Chemistry and the International Union of Biochemistry. Elsevier Scien-
tific Publishing Company. Copyright 1973.
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I1l. Uwagi koncowe

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

Obecny stan wiedzy nie daje jednoznacznej odpowiedzi na pytanie,
ktérg z proponowanych drég mozna uzna¢ za gtébwng w katabolizmie L-li-
zyny. Droge poprzez sacharopinge udowodniono w organizmach r6znych
gatunkow zwierzat (60, 69, 72, 74, 79, 80). Wskazuja na to doSwiadczenia,

COOH COOH
| * *
H—C—NH2 H2N—C—H
(CH2)3 (CH2)3
+ N O GH I+
ch2-nh?2 | ch2—nh2
. H2 _
D-lizyna L-lizyna

a-ketoglutaran

COj4glutarylo-CoA

CIOOH
<CH2)3
H-E N2
oo CoOH
+ |
Kwasa-amino- CH2-NH—-C—H
adypinowy ¢ |
COOH (CH23  (CH2)?2
H—C NH COOH
Kwas L-pipekolowy COOH
ao Sacharopina
" | | COOH
: (CH2)3

H-C= N— C-H

H-C —NH2 glutaminian
ST o] | (CH2b (C_H,)-.
R T I = i e
o COOH .
N COOH H—C—NHi COOH

|:ooh

Ryc. 5. Prawdopodobne kataboliczne drogi o i L-lizyny w tkankach ssakéw (59)

w ktérych wykazano wysoka swoisto$¢ a-ketoglutaranu wzgledem L-lizyny,
powstawanie sacharopiny podczas inkubacji mitochondriéw watroby z a-
-ketoglutaranem i L-lizyng oraz szybkie przeksztatcenie sacharopiny w te
same produkty, ktére powstajg z L-lizyny. W tkankach badanych ssakéw
L-lizyna przeksztatca sie tylko w nieznacznym stopniu w kwas L-pipeko-
lowy. Przemiane L-lizyny poprzez kwas L-pipekolowy, typowa dla Neuro-
spora i P. putida, wykazano w tkankach ssakow tylko w nielicznych przy-
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padkach (31, 37, 62), a wielu badaczy tej przemiany nie wykryto w orga-
nizmach zwierzat (58, 59, 74, 79, 81). Dane te pozwalaja przypuszczaé, ze
kwas L-pipekolowy moze stanowi¢ ,,$lepg uliczke” w przemianie L-lizyny
w tkankach ssakow. Kwas ten jest niewatpliwie gtownym Kkatabolitem
D-lizyny (58, 59). Wydaje sie, ze kwas L-pipekolowy powstaje w organiz-
mach zwierzecych tylko w przypadku genetycznie uwarunkowanych wad
w katabolizmie L-lizyny (82). Zrédtem kwasu L-pipekolowego w ustroju
ssakéw moga by¢ réwniez niektére e-N-acylowe pochodne L-lizyny wpro-
wadzone do organizmu z pozywieniem zawierajgcym biatka uszkodzone
termicznie (49, 51—54).

Artykut otrzymano 3.1.1975, po rewizji autorskiej przyjeto 26.5.1975.
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STEFAN POZNANSKI * JADWIGA KOWALEWSKA *
WELODZIMIERZ BEDNARSKI *> ARNOLD REPS *¥**

p -galaktozydaza, otrzymywanie, wtasciwosci i zastosowanie
w technologii zywnosci

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

Ostatnio pojawia sie coraz wiecej doniesied o wystepowaniu zaburzen
zotgdkowych u niemowlat karmionych mlekiem kobiecym lub krowim.
U dzieci najczesciej pojawiajg sie przewlekte lub powtarzajagce sie bie-
gunki (1, 2, 3, 4). Nietolerancja laktozy wystepuje (5) wséréd ludnosci po-
chodzenia europejskiego znacznie rzadziej (do 10%) w pordéwnaniu z na
przyktad ludnoscia Afryki i Azji (okoto 60°/0).

Badania wykazaly, ze jedng z powaznych przyczyn wspomnianych za-
burzen zotagdkowych jest upo$ledzenie organizmu polegajace na nieprzy-
swajaniu cukru wystepujagcego w mleku — laktozy. Nietolerancja laktozy
bardzo czesto niewtasciwie okre$lana jako nietolerancja mleka (5), wywo-
tana jest obnizong aktywnoscig (3-galaktozydazy jelitowej, lub w ogole
jej brakiem (6). Nietolerancje w stosunku do laktozy mozna wyelimino-
wac przez wytaczenie z diety zywieniowej cukru mlekowego. Wyelimino-
wanie z diety laktozy mozliwe jest w przypadku oséb dorostych, ktére
bez wyraznej szkody dla organizmu, moga odzywiaé sie produktami nie
zawierajgcymi laktozy. Znacznie trudniej zastosowac¢ diete z wytgczeniem
mleka (laktozy) w przypadku odzywiania niemowlat i dzieci (1).

Wystepujgca w laktozie galaktoza jest miedzy innymi Zrodtem syntezy
galaktozydow mozgu i tkanek nerwowych miodych ssakdéw oraz bierze
udziat w biosyntezie polisacharydow (7).

W naszym Kkraju spotyka sie réwniez wsréd niemowlat liczne przy-
padki nietolerancji dla laktozy (1, 3).

Rozpowszechnianie spozycia mleka, a tym samym wartosciowego i ta-
niego biatka zwierzecego wsrdod ludnosci krajow tropikalnych napotyka

*) Prof. dr hab., *) dr inz., **) dr inz., *&*) dr inz.
Instytut Inzynierii i Biotechnologii Zywnosci, Akademia Rolniczo-Techniczna, 10-957
Olsztyn.

Wykaz stosowanych skrétéw: P-galaktozydaza — galakto-hydrolaza P-c-galakto-
zydow; DEAE celuloza— dwuetyloaminoetylo celuloza.
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na powazne trudnosci, z uwagi na czeste przypadki nietolerancji laktozy,
tak u dzieci jak i u ludzi dorostych tych krajow (5).

Z przedstawionych powyzej wzgledow pozadanym bytoby otrzymy-
wanie mleka i koncentratébw mlecznych z roztozona laktoza do' glukozy
i galaktozy.

I. Charakterystyka otrzymywania [-galaktozydazy

B-galaktozydaza jest enzymem wewnatrzkomdrkowym o ciezarze mo-
lekularnym od 500 000 do 700 000 (8, 9) w zaleznosci od pochodzenia. Obec-
no$¢ R-galaktozydazy stwierdzono w komodrkach ple$ni, miedzy innymi:
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus jlavus, Neurospora cras-
sa; w komérkach drozdzy jak: Saccharomyces lactis, Saccharomyces fra-
gilis, Kluyvermyces lactis (10, 11) oraz w komoérkach réznych szczepow
bakterii z rodzaju Lactobacillus, Escherichia, Aerobacter, Shige.lla (2, 11).
W badaniach dotyczacych otrzymywania B-galaktozydazy stwierdzono (10),
ze plesnie charakteryzujg sie najwyzsza wydajnoscig komdrek, przy czym
B-galaktozydaza plesniowa wykazywata najnizszg aktywno$¢, natomiast
bakterie syntetyzowaty R-galaktozydaze o wysokiej aktywnosci, jednakze
wydajnos¢ komorek byta najnizsza.

Tabela 1

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

Stosunek
Zrédto Optimum Optimum aktywnosci
enzymu temperatury PH na jednostke
masy j/mg
bakterie 55°C 6,5—75 9,0
drozdze 37°C 6,0—7,0 0,06
plesnie 63°C 4,0—45 0,3

(3-galaktozydaza pochodzenia mikrobiologicznego w zaleznosci od ro-
dzaju drobnoustrojéw stosowanych do jej biosyntezy rézni sie wilasnos-
ciami (4, 12) takimi, jak optimum pH, temperatury, aktywnoscig (tabela 1)
oraz stabilnoscia (Rys. 1i 2).

Ponadto (3-galaktozydaza wystepuje w tkankach niektérych roslin, mie-
dzy innymi w migdatach, paczkach dzikiej rézy, kawie, ziarnach soi i lu-
cerny. Wystepuje réwniez w tkankach przewodu pokarmowego zwierzat
np.: pséw, krélikow, owiec, cielat (2).

W organizmie cztowieka (3-galaktozydaza jest wytwarzana przez kos-
mki jelita cienkiego, przy czym najbardziej aktywna jest w jelicie nie-
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mowlat, natomiast w jelicie ludzi dorostych ilos¢ i aktywnos$¢ tego enzymu
maleje (2, 5). Ponadto stwierdzono (17), ze niedobér biatka w diecie obniza
aktywnos¢ (3-galaktozydazy jelitowej bardziej niz dwusacharydy. W ten
sposob w przypadku niedozywiania dzieci, ktére normalnie wykazujg wy-

e37°C
A45°C
=60°C
0 70°

Laktoza (umole/mg)

100 20 30 40 "V 90 105 120
Czas/min/

Rys. 1. Stabilno$¢ termiczna |3-galaktozydazy otrzymanej z drozdzy Klyveromyces
fragilis (12).

N w £

Laktoza (pmole /mg)

=3

20 40 60 80 100 120
(Czas/min/

Rys. 2. Stabilno$¢ termiczna {3-galaktozydazy otrzymanej z ple$ni Mucor pusillus (12)..

soka aktywno$¢ (3-galaktozydazy jelitowej nastepuje catkowita jej inakty-
wacja. Z kolei upo$ledzenie w przyswajaniu laktozy powoduje niedoboér
wapnia (wyeliminowanie mleka z diety), ktéry przeciez pobiera cztowiek
gtownie (80%) w mleku i produktach mlecznych.

W procesie otrzymywania enzymdéw wewnatrzkomorkowych, do kto-
rych nalezy (3-galaktozydaza, wazny jest sposob zniszczenia struktury ko-
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morkowej, niezbedny dla wydajnej ekstrakcji biatek enzymatycznych z ko-
morek. Obecnie stosowane metody dezintegracji struktury komorkowej
i otrzymywania preparatbw enzymatycznych mozna usystematyzowac na-
stepujaco:

— metody autolityczne — autoliza zawiesin komoérek pod warstwg toluenu

lub maceracja w roztworach buforowych (13),

— metody chemiczne — maceracja w roztworach takich zwigzkéw jak
gliceryna lub octan metylu,
— metody mechaniczne — prasowanie przy uzyciu wysokich ci$nien lub

homogenizacja przy uzyciu homogenizatordw Potter-Elvehjem (14),

— metody termiczne — nazywane tez szokiem termicznym, polegajace na

kilkakrotnym zamrazaniu i odmrazaniu zawiesiny komérek (15),

— metody biologiczne — stosowanie lizy przy udziale okre$lonych bakte-
riofagéw lub lizozymu,
— metody kombinowane np. rozrywanie zawiesiny komorek przy zasto-

sowaniu ultradzwiekéw (16).

Zadna z przedstawionych metod nie nadaje sie w peini do zastosowania
w praktyce badZz to z przyczyn rozwigzan technicznych, badZ wysokich
kosztdw. Dlatego potrzebne sg dalsze badania nad udoskonaleniem, wzgled-
nie opracowaniem nowych efektywnych metod dezintegracji komorek
i otrzymywaniem wysokoaktywnych preparatéw (3-galaktozydazy o zada-
walajgcym stopniu czystosci. Do oczyszczania (3-galaktozydazy izolowanej
z materiatu biologicznego stosuje sie konwencjonalne techniki, ktérych
tutaj nie trzeba opisywac.

(3-galaktozydaza wykazuje wysoka specyficzno$¢ substratowa w sto-
sunku do czasteczki (3-galaktozy (18). Z jednakowg intensywnoscig hydro-
lizuje substrat laktoze oraz O-nitrofenol-(3-D-galaktopyranozyd/ONPG (11).

Stwierdzono, ze (3-galaktozydaza otrzymana z komdrek drozdzy wyka-
zata zblizong aktywnos$¢ zarowno gdy substratem byt roztwdr czystej lak-
tozy jak i w przypadku gdy substratem byta laktoza w mleku. (3-galakto-
zydaza z E. coli natomiast dodawana do mleka wykazywata tylko 27%
swej aktywnos$ci oznaczanej w roztworze czystej laktozy (11). Dlatego tez
najczesciej jako zrodio (3-galaktozydazy do hydrolizy laktozy w mleku sto-
suje sie enzym z drozdzy. (3-galaktozydaza plesniowa ze wzgledu na wy-
soka stabilno$¢ termiczng (Rys. 2) oraz optimum pH (tabela 1), znajduje
zastosowanie do hydrolizy laktozy w serwatce ukwaszonej (19, 20).

(3-galaktozydaza z bakterii, drozdzy i plesni podlega aktywacji przez
jony Na+, K+ i Mg++ (2, 28, 21, 22). Zwigzki zawierajgce grupy tiolowe
aktywujg réwniez ten enzym (2). Natomiast dziatanie inhibitujgce wy-
wierajg jony Ag++, Hg++ (2), Cu++, Fe+++ (22), jak dotad nie ma zgod-
nosci czy jony Mn++ aktywujg (3-galaktozydaze (21, 23), czy tez jg inakty-
wujg (22).

Cukry takie jak D-glukoza i D-galaktoza oraz sacharoza mogg dziataé
hamujaco na aktywno$¢ (3-galaktozydazy (18, 24, 25). Nagromadzanie sie
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produktéow rozktadu laktozy w mieszaninie inkubacyjnej zwalnia hydro-
lize, co utrudnia catkowity rozktad tego cukru w toku procesu technolo-
gicznego podczas otrzymywania mlecznych produktéw bezlaktozowych.

Il. Zastosowanie (3-galaktozydazy

Usuniecie laktozy z mleka np. w drodze fermentacji mlekowej pozwala
na produkcje napojow mlecznych, ktore mozna z powodzeniem podawaé
osobom dorostym i dzieciom z nietolerancjg laktozy (26).

Innym sposobem usuwania laktozy moze by¢ dializa. Mleko poddane
dializie traci jednakze okoto 1/3 poczatkowej wartosci kalorycznej oraz
wiele sktadnikéw mineralnych niezbednych dla miodego organizmu (17).
Petnowartosciowe, bezlaktozowe, stodkie mleko otrzymuje sie poprzez do-
danie do mleka rozpuszczalnej |3-galaktozydazy, ktéra po roztozeniu lak-
tozy inaktywuje sie termicznie. Dodatek enzymu bezposrednio do mleka
jest jednak zabiegiem nieekonomicznym i wywotuje w gotowanym pro-
dukcie lekki posmak obcy (27).

Od kilku lat prowadzi sie przeto intensywne badania dla opracowania
nowych technologii rozktadu laktozy w mleku na skale przemystowg. Obie-
cujagce okazato sie zastosowanie techniki wigzania enzymu z no$nikami

Rys. 3. Poréwnanie optimum pH (i-galak-
tozydazy rozpuszczalnej i zwigzanej (37).

statymi. Nosnik ten powinien by¢ substancjg trwatg aby nie ulegat znisz-
czeniu podczas stosowania, obojetng chemicznie oraz przepuszczalng dla
substratow i produktéw reakcji enzymatycznej (28). Jako no$niki naj-
czesciej stosuje sie celuloze (11, 29, 30, 31), kollagen (19, 32), zele poli-
akryloamidowe (17, 33), odpowiednio preparowane porowate kuleczki szkla-
ne (24, 34, 35) oraz zywice fenolo-formaldehydowe (36).

Poréwnanie wiasnosci |3-galaktozydazy zwigzanej z nos$nikiem z odpo-
wiednig prébg enzymu w postaci nie zwigzanej, pozwolito wykazac¢ roz-

6 Postepy Biochemii
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nice w zakresie optimum pH (Rys. 3), hydrolizy laktozy, statej Michae-
lisa-Menten oraz energii aktywacji. Zwigzana z no$nikiem (3-galaktozydaza
z E. coli wykazuje optimum dziatania przy pH 7,3 podczas gdy optimum
pH wolnego enzymu wystepuje przy 6,5 (37). Stwierdzono tez, ze wartos$¢
Km enzymu zwigzanego jest niemal dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu
z enzymem wolnym (21,0 i 13,ImM, odpowiednio). Zastosowanie prepa-
ratu zwigzanej (3-galaktozydazy umozliwia wielokrotne (osiemdziesiecio-
krotne) uzycie enzymu w technologii hydrolizy laktozy nawet przez okoto
100 dni (37), wykazujgc w tym czasie jeszcze 65,6°/0 poczatkowej aktyw-
nosci.

Siedzac trwato$¢é zwiazanej (3-galaktozydazy przechowywanej w temp.
4°C przez blisko 100 dni stwierdzono wzrost jej aktywnos$ci w poréwnaniu
z preparatem niezwigzanej (3-galaktozydazy przechowywanej w tych sa-
mych warunkach.

Stosujgc enzym zwigzany mozna wiec taniej i szybciej rozpowszech-
ni¢ produkcje mleka z roztozong laktozg. (3-galaktozydaze stosuje sie row-
niez w technologii spozywczej, np. do czeSciowego rozktadu laktozy przy
produkcji mleka zageszczonego aby zapobiega¢ krystalizacji cukru w goto-
wym produkcie (38, 39), w intensyfikacji fermentacji laktozy przy otrzy-
mywaniu kwasu mlekowego z serwatki (40), w intensyfikacji hodowli bio-
masy bakterii fermentacji mlekowej (41), w produkcji artykutow spo-
zywczych takich, jak lody, napoje z mleka i serwatki, czy produkty
kandyzowane (42), a takze przy otrzymywaniu syropu serwatkowego do
celéw piwowarskich oraz przy otrzymywaniu proszku serwatkowego dla
celéw piekarniczych (44).

Artykut otrzymano 3.9.1974, po rewizji autorskiej przyjeto 12.4.1975.
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SPRAWOZDANIA

I Srodowiskowa Konferencja Naukowa Chemikéw
Pita, 20—22 marzec 1975

I Srodowiskowa Konferencja Naukowa Chemikéw zostata zorganizowana przez
Komisje Nauk Chemicznych Oddzialu PAN w Poznaniu. Na miejsce obrad wybrano
Pite, miasto wielkopolski, w ktérym przewidywany jest intensywny rozwo6j przemystu
chemicznego. Konferencja wywotata duze zainteresowanie w $rodowiskach chemicz-
nych Poznania i Szczecina. Wzieto w niej udziat 443 uczestnikéw, wygtoszono 261 ko-
munikatéw z prac naukowych, realizowanych gtéwnie w placowkach poznanskich.
Przewodniczacym Komitetu Organizacyjnego byt prof. dr K. Golankiewicz, sekreta-
rzem naukowym doc. dr Z. Dudzik.

Wyktady plenarne podczas sesji otwarcia wygtosili:
mgr Henryk Konopacki, | Z-ca Ministra Przemystu Chemicznego — ,Rozwoéj prze-
mystu chemicznego w Polsce do roku 1980 ze szczegélnym uwzglednieniem inwestycji
w wojewddztwie poznanskim”; prof. dr Adam Bielanski — , Tlenki metali grup przej-
sciowych, ich wilasciwosci fizykochemiczne”; prof. dr Maciej Wiewidrowski — ,,Kata-
liza wewnatrzczasteczkowa i wielofunkcyjna — ostatnie osiggniecia i przyktady za-
stosowan”; prof. dr Jerzy Wro6bel — ,Syntezy w dziedzinie niektérych alkaloidéw
piperydynowych i chinolizydynowych”; prof. dr Jerzy Pawetkiewicz — ,Inzynieria
genetyczna”.

Obrady toczyly sie w czterech gtéwnych sekcjach:

Chemia i fizykochemia organiczna

Chemia i fizykochemia nieorganiczna

Chemia i fizykochemia stosowana wraz z inzynierig chemiczng

Biochemia i chemia produktéw naturalnych

W ramach Zjazdu odbyto sie réwniez kolokwium poswiecone zjawisku agregacji
czasteczek i jego konsekwencjom fizykochemicznym, biochemicznym oraz mozliwo-
sciom wykorzystania przemystowego.

Sekcja biochemii i chemii produktéw naturalnych:

Obrady sekcji biochemii i chemii produktéw naturalnych odbywaty sie przy
wspoétudziale cztonkéw Komisji d/s Biologii Molekularnej Oddziatu PAN w Poznaniu.

Komunikaty naukowe z zakresu biochemii nadestane na konferencje mozna byto
rozdzieli¢ na cztery tematyczne dziaty, mianowicie:

1 Biosynteza biatka w tkankach roslinnych
2. Metabolizm komoérek i tkanek

3. Synteza i badanie witasciwosci nukleotydéw
4. Biochemia analityczna

W analogicznych podsekcjach odbywaty sie obrady. Dzialy te w generalnym
ujeciu reprezentujg gtéwne kierunki badawcze z zakresu hiochemii, realizowane od
szeregu lat w osrodku poznanskim.

1. Biosynteza biatka w tkankach roslinnych.

Na obradach podsekcji przedstawiono 17 prac, pochodzacych gtéwnie z kierowa-
nego przez prof. dr J. Pawetkiewicza Miedzyuczelnianego Instytutu Biochemii w Poz-

SN N
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naniu. Wiekszo$¢ prac dotyczyta transferowych kwaséw rybonukleinowych i enzyméw
uczestniczacych w biosyntezie biatka.

Uktadami modelowymi dla tych badan byty\rosliny motylkowe i zboza. Autorzy
przedstawili nowe, oryginalne metody izolacji niektorych sktadnikéw syntezy biatek
oraz podali szereg interesujgcych szczegdétdw z zakresu badan struktury roslinnych
t-RNA.

Wyniki tych pracochtonnych badan, referowane na obradach w sposob bardzo
skrétowy i zwiezly, posiadajg bardzo istotne znaczenie dla rozwoju nauk biochemicz-
nych. Osiagniecia zespotu prof. dr J. Pawetkiewicza wzbudzajg duze zainteresowanie
w os$rodkach krajowych i zagranicznych zaréwno z uwagi na wciaz bardzo aktualng
w biochemii problematyke biosyntezy biatka, jak i nowe koncepcje analityczne, rea-
lizowane przez zesp6t poznanski w odniesieniu do uktadéw Swiata roslinnego.

Wprowadzeniem do obrad sekcji biochemii byt Swietnie opracowany referat
prof. dr J. Pawetkiewicza, przedstawiony na sesji plenarnej. W referacie nakreslit
autor ostatnie osiggnigcia inzynierii genetycznej, odkrywajace juz w obecnej chwili
realne mozliwosci ingerowania w strukture genu i wptywu na wyksztatcanie sie cech
dziedzicznych. Wyniki tych badan stawiajg uczonych znowu przed powaznym dyle-
matem odpowiedzialnosci za cele dla jakich osiagniecia te zostang wykorzystane —
podobnie jak w swoim czasie fizykéw jadrowych.

2. Metabolizm komérek i tkanek.

Wiekszo$¢ przedstawionych prac dotyczyta aktualnych zagadnien metabolizmu
komorek krwi. Problem ten wigze si¢ Scisle z medycyng praktyczng, a kultywowanie
tego kierunku badawczego w Akademii Medycznej w Poznaniu posiada juz dtuzsze
tradycje.

Dwie referowane prace pochodzity z Zaktadu Dydaktycznego Biochemii A.M.
w Poznaniu, kierowanego przez prof. dr Haling KaroA. Autorzy omodwili zaburzenia
metaboliczne, stwierdzone w krwince czerwonej szczuréw z przeszczepionym nowo-
tworem doswiadczalnym Morrisa. Badania autordw wykazaty, ze obecno$¢ doswiad-
czalnego nowotworu watroby oddziatywuje w dostrzegalny i charakterystyczny spo-
séb na metabolizm erytrocytow krwi obwodowej. Wyniki te sa godne podkreslenia,
gdyz z dotychczasowych prac wiadomo, ze zmiany w ukiadach oksydacyjno-reduk-
cyjnych dojrzatych erytrocytéw pojawiajg sie¢ w warunkach patologicznych stosun-
kowo najwolniej, w poréwnaniu ze zmianami w innych komdrkach ustroju. W przy-
padkach przeszczepialnego watrobiaka Morrisa krwinka czerwona okazata sie ko-
morka, ktérej metabolizm reaguje juz wcze$nie dostrzegalnymi odchyleniami.

Dalsze referowane prace o pokrewnej tematyce zrealizowane zostaly w Zakladzie
Biochemii Instytutu Chemii i Analityki A.M. w Poznaniu, kierowanego przez prof.
dr J. Chmielg. Dotyczyty one badan mechanizmu radioochronnego oddziatywania
cysteaminy w metabolizmie komorek krwi oraz nowych uktadéw enzymatycznych
i metabolitow stwierdzonych w erytrocytach i ptytkach krwi. Wobec intensywnego
rozwoju badan jadrowych i coraz szerszego stosowania radioizotopéw w réznych
dziedzinach gospodarki, w badaniach naukowych i lecznictwie, poszukiwanie sku-
tecznych zwigzkdw radioochronnych, ktére podane cztowiekowi lub zwierzeciu krétko
przed napromieniowaniem obnizajag efekt napromienienia, posiada bardzo istotne zna-
czenie. Badania zespotu Zaktadu Biochemii A.M. wykazaty, ze komdrki krwi stano-
wig dogodny model do badania mechanizmu radioochrony.

W S$cistym powigzaniu z problematykg medyczng byly réwniez dwie dalsze
prace —jedna o charakterze metodycznym, przedstawiajgca interesujacg koncepcje
analityczng oznaczania sktadu glikozaminoglikandw dla celéw diagnostycznych w wy-
cinkach chrzastki pobieranych przy zabiegach chirurgicznych, druga —omawiajgca
udziat esterazy cholesterolowej w regulacji syntezy hormonéw sterydowych w korze
nadnerczy. Z Zaktadu Mikrobiologii i Biochemii Instytutu Towaroznawstwa Aka-
demii Ekonomicznej w Poznaniu przedstawiono dwie prace, z ktérych jedna wzbu-
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dzita szeroka dyskusje nad mozliwosciag wykorzystania otrzymanego nierozpuszczal-
nego preparatu oksydazy glukozy dla konstrukcji enzymatycznego czujnika, dostoso-
wanego do ciggtego pomiaru poziomu glukozy krwi.

3. Synteza i badanie wiasciwosci nukleotyddw.

Zespoly badawcze prof. dr M. Wiewi6rowskiego i prof. dr K. Golankiewicza roz-
winety szereg interesujacych metod syntezy oligonukleotydéw i pochodnych nukleo-
zydéw oraz opracowaly nowe sposoby badan struktury tych zwigzkéw. W pracach
wykorzystuje sie nowoczesne techniki badawcze jak wysokoci$nieniowa chromato-
grafie cieczowg, chromatografie sucho- i krotkokolumnowg, wysokorozdzielczy mag-
netyczny rezonans jadrowy itp. Osiggniecia z zakresu syntezy i badan struktury nu-
kleotydéw w pracowniach Instytutu Chemii UAM w Poznaniu oraz Instytutu Chemii
Organicznej PAN w Poznaniu, stanowig stosunkowo niedawny dorobek o$rodka poz-
nanskiego. Wskazujg one, ze autorzy dobrze juz zorganizowali i opanowali trudny
warsztat syntezy nukleotydéw i przez to stali sie bardzo przydatnymi partnerami
w badaniach metabolicznych. Konfrontacja referowanych na Konferencji prac prze-
mawia za duzymi przysztosciowymi mozliwosciami wspotdziatania i wspo6tpracy gtow-
nych grup biochemicznych w $rodowisku poznarnskim w rozwigzywaniu wiodacych
problemoéw biologii molekularnej.

4. Biochemia analityczna.

Na obradach zaprezentowano gitdwnie prace analityczne z zakresu iloSciowego
oznaczania niektérych witamin w materiale biologicznym, jak: tiaminy, witaminy Bis,
kwasu L-askorbinowego oraz produktow jego rozpadu, jak roéwniez przedstawiono
studia nad trwatoscig amidu kwasu nikotynowego oraz d4, L-alfa-tokoferolu. Proble-
matyka ta, realizowana od diuzszego czasu w Zaktadzie Chemii Og6lnej Instytutu
Chemii i Analityki A.M. w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr S. Baczyka, posiada
wyrazny aspekt praktyczny. Opracowane metody znajdujg zastosowanie w przemysle
spozywczym i farmaceutycznym oraz w laboratoriach diagnostycznych Stuzby Zdro-
wia. Zaznaczy¢ nalezy, ze w metodach tych wykorzystaé mozna aparature dostepng
w $rednio wyposazonych pracowniach chemicznych. Z Instytutu Matematyki, Fizyki
i Chemii oraz z Instytutu Technologii Zywnosci Pochodzenia Ros$linnego Akademii
Rolniczej w Poznaniu przedstawiono interesujagce doniesienie dotyczace spektrosko-
powych witasciwosci ochratoksyn.

Ogo6tem na obradach Sekcji Biochemii i Chemii Produktow Naturalnych wygto-
szono 44 komunikatow, z czego w poszczeg6lnych czterech podsekcjach 17, 10, 10 i 7.
Obrady cechowaty sie duzag frekwencjg i zainteresowaniem i poinformowaty poznan-
skich biochemikéw o wzajemnych osiggnieciach i realizowanych kierunkach badaw-
czych.

J. Chmiel

V Miedzynarodowe Sympozjum na temat flawin i flawoproteidow
San Francisco (USA) 31 marzec — 3 kwiecien, 1972 r.

W dniach 31.11I.—3.IV. odbyto sie w San Francisco (USA) V Miedzynarodowe
Sympozjum na temat flawin i flawoproteidow, zorganizowane przez prof. dr T. P. Sin-
gera z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San Francisco i finansowane przez 1UB, NIH,
NSF i kilka przedsiebiorstw przemystowych oraz Uniwersytet — organizatora sym-

pozjum.
W obradach wzieto udziat 120 oséb, w przewazajacej wigkszosci ze Standw Zjed-
noczonych, kilkunastu uczestnikow z Japonii i po 1—3 z krajow zachodniej Europy.

Na program sympozjum sktadaty sie 20 minutowe referaty, 5 minutowe komu-
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nikaty oraz dyskusja na zakonczenie kazdej sesji tematycznej. Tematyke sympozjum
stanowity nastepujgce zagadnienia:
1 Aktywacja tlenu przez zredukowane flawiny i flawoproteidy (3 referaty),

2. Lucyferaza (2 referaty i 7 komunikatow),

3. Hydroksylazy i mooksygenazy (7 referatow i 2 komunikaty),

4. Referaty dotyczace wybranych zagadnien (5),

5. Mechanizm odtgczania protonu (5 referatow i 3 komunikaty),

6. Kowalencyjnie zwiazane flawiny i nowe flawiny (5 referatow i 6 komuni-
katéw),

7. Deazaflawiny i inne flawiny modelowe (4 referaty i 3 komunikaty),

8. Flawodoksyny (4 referaty i 4 komunikaty),

9. Dehydrogenaza liponianowa, reduktaza glutationu (4 referaty i 5 komuni-

katéw),

10. Ztozone flawoproteidy (7 referatdw i 5 komunikatow),

11. Flawiny przenoszace elektrony, reduktazy cytochromu, dehydrogenazy flawo-

proteidowe (7 referatéow i 5 komunikatow).

Zasadniczg cze$¢ obrad stanowity referaty i dyskusje dotyczace przede wszystkim
mechanizmu dziatania flawin i roznych typéw flawoproteidéw. Niektore inne wiasci-
wosci tej grupy enzymoéw, omawiane w czasie sympozjum mogga zilustrowaé naste-
pujace przyktady. Aktywny transport 1C-ryboflawiny do komérek mutantéw drozdzy
zachodzi przy udziale specyficznej permeazy (KM= 1,5X10~8M, 30°). Transport ten
jest w znacznym stopniu uwarunkowany pH a o jego wybiérczosci dowodzi fakt, ze
FMN jest inhibitorem wspo6tzawodniczym.

Z danych przedstawionych przez Riflina wynika, ze hormony tarczycy reguluja
przeksztatcenie ryboflawiny w FMN i FAD.

Poza znanymi dotychczas 3 typami kowalencyjnie zwigzanej flawiny z apoen-
zymami (tj. jako N/3/histydyloryboflawiny, tioestru cysteneiloryboflawiny i tiohemi-
acetalu cysteneiloryboflawiny) przedstawiono wyniki wykazujgce istnienie czwartego
typu wigzania kowalencyjnego flawiny z biatkiem. Wystepuje ono w dehydrogenazie
tiaminy, oksydocyklazie |3-cyklopiazonianu (pochodna N-morfolinometylopiperazyno-
-(2)-karboksyloamidu, tzw. piazolina) i oksydazie L-gulono-y-laktonu w mitochon-
driach watroby szczura. Ten nowy typ wigzania dotyczy podstawienia w pozycji
8a flawiny. Miejsce i rodzaj podstawnik6éw w pierscieniu imidazolowym nie sg jesz-
Cze znane.

U Streptomyces (szczep 768) wykryto zwigzek nazwany roseoflawing, ktéry jest
naturalnym analogiem ryboflawiny — 7-metylo-3-dwumetyloamino-10-D-rybityloallo-
ksazyng.

Coraz wigksze zastosowanie w badaniach mechanizmu dziatania flawin znajduja
deazaflawiny (FMN, FAD). Stwierdzono, ze koenzymy te uzyte w rekonstrukcji oksy-
dazy glikolanu z watroby i oksydazy D-aminokwasdéw z nerki $wini umozliwiaty
tylko utlenienie substratu i redukcje enzymu, ale nie reakcje z tlenem. Wskazuje
to, ze ogdlng cechg deazaflawin jest przenoszenie wodoru. Mimo ze deazaflawiny
dziatajg znacznie stabiej niz natywne flawiny, to jednak sg bardzo pomocne w tych
badaniach. Jedynym wyjatkiem jest flawodoksyna Azotobacter vinelandi (przenosi
rownowazniki redukcyjne z os$wietlanych chloroplastéw na kompleks nitrogenazy
tego organizmu), ktéra dziatajagc z 5-deazaFMN wytwarza etylen pieciokrotnie szyb-
ciej niz wspoétdziatajac z FMN.

Analizujagc budowe znanych flawodoksyn w rozwoju ewolucyjnym, Fox postulo-
wat, ze te niskoczasteczkowe enzymy zawierajgce FMN jako grupe prostetyczng sg
u prokariota funkcjonalnie zblizone od ferredoksyn.

Cechami charakterystycznymi dehydrogenazy NADH Azotobacter vinelandi w od-
réznieniu od enzymow ssakow, sg przede wszystkim niski ciezar czasteczkowy, za-
chowanie we wszystkich etapach oczyszczania statego stosunku aktywnos$ci utleniania
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NADH/NADPH (9:1) oraz zdolno$¢ do redukcji menadionu i hamowanie tej aktyw-
nosci w 97% przez dikumarol.

Z danych pracowni Singera wynika, ze deaktywacja dehydrogenazy bursztynia-
nowej spowodowana przytgczeniem szczawiooctanu oraz aktywacja tego enzymu pod
wptywem czynnikéw redukujgcych (m.in. FMNH2 i $wiatla + EDTA obejmuje inter-
akcje miedzy kowalencyjnie zwigzang flawing i miejscem wigzania szczawiooctanu.

Kilka referatdw dotyczyto mechanizmu dziatania dehydrogenazy i oksydazy ksan-
tyny z réznych zrodet (watroby indyka, Micrococcus lactitylucus i oksydazy ksanty-
nowej mleka), flawocytochromu b2 flawoproteidowej reduktazy adrenodoksyny (3 pra-
ce dotyczace oczyszczania i wiasciwosci), flawoproteidu przenoszacego elektrony. Wy-
kazano, ze w mikrosomalnej reduktazie NADPH :cytochrom P-450, zawierajgcej FAD
i FMN, obecno$¢ FMN warunkuje transport elektronédw na cytochrom P-450, cyto-
chrom ¢, DCIP, natomiast po usunieciu FMN, redukcja zelazicyjanku przebiega przy
udziale tylko FAD.

Materiaty sympozjalne zostang w ciggu roku opublikowane.

Z. Kaniuga

V Miedzynarodowe Sympozjum Pterydynowe
Konstanz 14—18 kwiecien 1975

W dniach 14—18 kwietnia 1975 odbyto sie w Konstanz (RFN) V Miedzynarodowe
Sympozjum poswiecone biochemii pterydyn i kwasu foliowego. Sympozjum zorgani-
zowat prof. W. Pfleiderer z Wydziatu Chemii Uniwersytetu w Konstanz. W spotkaniu,
ktore odbywato sie na terenie Uniwersytetu, brato udziat okoto 100 uczestnikéw
z wigkszosci osrodkéw badawczych zainteresowanych ,problemami folianowymi”,
a wsérdéd nich tak wybitni specjalisci jak: A. A. Albert, D. J. Brown i P. Rowe (Aus-
tralia); G. M. Brown, S. Kaufman, F. Huennekens, R. Kisliuk, G. W. E. Plaut,
E. C. Taylor, T. Shiota, S. Waxman, J. M. Whiteley (USA); K. G. Scrimgeour,
V. M. Whitehead (Kanada); J. A. Blair, H. S. C. Wood (Wielka Brytania); F. Berg-
mann (lzrael); K. lwai, Y. lwanami (Japonia); W. Pfleiderer, H. Rembold, D. Nietha-
mer (RFN); J. H. Bieri, C. H. Egster (Szwajcaria) oraz wielu innych.

W czasie 5 dniowych obrad wygtoszono 14 referatow sympozjalnych oraz 60 krot-
kich doniesien, ktore zostang w catosci wydrukowane w materiatach sympozjalnych.
Najwieksza ilos¢ doniesien (3 referaty sympozjalne i 24 komunikaty) dotyczyta réz-
nych aspektéw chemicznej syntezy szeregu pochodnych pterydynowych oraz pochod-
nych i analogéw folianu. Przedstawiono, miedzy innymi, synteze nowych, tiolowych
pochodnych kwasu pterydynowego, kwasu foliowego oraz aminopteryny i ametopte-
ryny. (R. Kisliuk i inni, Nair i Baugh, McCormack). Podkreslono, ze w przeciwien-
stwie do tiolowych pochodnych aminopteryny i ametopteryny, kwas tiofoliowy nie
hamowat aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej.

Duzo uwagi poswiecono réwniez omoéwieniu biosyntezy kwasu dihydrofoliowego,
pochodnych poliglutaminianowych folianu oraz biosyntezy prostych pterydyn (3 refe-
raty sympozjalne, 15 komunikatéw) u bakterii i u owadéw. Doniesiono o wyizolo-
waniu, oczyszczeniu w wysokim stopniu (czesto przy zastosowaniu chromatografii
powinowactwa) oraz zbadaniu wtasnosci kilku enzymoéw katalizujgcych rdézne etapy
biosyntezy pterydyn i dihydrofolianu. (Wood, Brown, Iwai, Rowe). Poznanie wtas-
nosci tego typu enzymoOw utatwia znalezienie specyficznie dziatajgcych inhibitorow
syntezy dihydrofolianu, co ma szczegdlnie duze znaczenie w chemoterapii. Ponadto
przedstawiono dalsze dowody potwierdzajagce, ze biosynteza prostych pterydyn
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(np. biopteryny) ma réwniez miejsce w hodowanych in vitro niektérych komérkach
ssakow (1 referat sympozjalny, 1 komunikat). Obserwacje te sa bardzo istotne ze
wzgledu na udziat prostych pterydyn w szeregu procesach metabolicznych. | tak,
uowodorowana pochodna biopteryny, jak wiadomo od szeregu lat, jest kofaktorem
w katalizowanej przez hydroksylaze fenyloalaniny syntezie tyrozyny. Na sympozjum
zaproponowano dalsze uzupetnienia tej reakcji (S. Kaufman, Ayling). Przedstawiono
réwniez szereg dalszych dowodéw przemawiajgcych za udziatem prostych pterydyn
w transporcie elektrondw w komdrce (Rembold, Lund, Kwee).

Enzymom folianowym, czyli enzymom przeprowadzajacym folian w jego koenzy-
matyczne pochodne poswiecono 6 doniesieA. Omawiano badZz to wiasnos$ci oczyszczo-
nych preparatow reduktazy dihydrofolianowej (Poe, McCormick, Scrimgeour) i syn-
tetazy tymidylanowej (Kisliuk) badz tez referowano wyniki tyczace wystepowania
oraz poziomu aktywnos$ci enzymoéw folianowych oraz syntetazy metioniny w hodo-
wanych in vitro komoérkach ssakéw (B. Grzelakowska-Sztabert et al., Sauer, Will-
mans). Z przedstawionych danych wynikato, ze spos$réd badanych enzymow jedynie
reduktaza dihydrofolianowa oraz syntetaza metioniny charakteryzujg komorki z loga-
rytmicznej fazy wzrostu hodowli.

Transport folianu lub jego analogéw do komoérek bakteryjnych lub hodowanych
in vitro komorek ssakéw, izolowanie oraz badanie wtasnosci biatek odpowiedzial-
nych za wiazanie folianu w ptynach ustrojowych, a takze w komadrkach oraz meta-
bolizm folianu i jego analogéw w réznych organach ssakéw stanowity temat 3 refe-
ratbw sympozjalnych i 12 doniesiei. Podkres$lano znaczenie biatek wigzacych folian
w regulacji in vivo efektywnosci transportu folianu do komoérek (Huennekens, Wax-
man), ktérego poziom z kolei posrednio wptywa na intensywno$¢ szeregu przemian
komoérkowych.

Jak wida¢ tematyka sympozjum objeta szerszy —niz to zapowiadat tytut sym-
pozjum—wachlarz zagadniei z zakresu hiologii i chemii pterydyn i folianu. Byto to
mozliwe ze wzgledu na udziat w obradach chemikéw, biochemikéw, lekarzy i bio-
log6w.

Obrady odbywaty sie w niezwykle przyjemnej i przyjacielskiej atmosferze, przy
niemal 100% frekwencji uczestnikéw, nawet na popotudniowo-wieczornej sesji w 0s-
tatnim dniu obrad. Podobne spotkanie ,,pterydynowe” ma odby¢ sie za 4 lata, prawdo-

podobnie w USA.
B. Grzelakowska-Sztabert

Sympozjum na temat
,»Odkrycie i obecny stan wiedzy o cyklu mocznikowym”
Walencja (Hiszpania), 22—24 maja 1975 r.

W dniach 22—24 maja 1975 r. odbyto sie w Uniwersytecie w Walencji (Hiszpania)
Sympozjum na temat ,,Odkrycie i obecny stan wiedzy o cyklu mocznikowym” (,,Dis-
covery and present status of the urea cycle”) dla uhonorowania odkrywcy tego cy-
klu—Sir Hansa Krebsa. W czasie Sympozjum odbyta sie uroczysto$¢ nadania Sir
Hansowi Krebsowi stopnia doctor honoris causa Uniwersytetu Walencji.

Organizatorem naukowym Sympozjum byt dr Santiago Grisolia, profesor bio-
chemii na Uniwersytecie w Kansas City (USA). W obradach wzieto udziat 50 oséb
aktualnie pracujacych w zakresie tematyki Sympozjum. Uczestnikami byli gtdwnie
Amerykanie, Anglicy i Hiszpanie. Zaproszonych byto réwniez po dwdéch uczestnikow
ze Szwajcarii i Wtoch oraz po jednym uczestniku z Finlandii, Japonii, Kanady, Me-
ksyku, RFN i Polski.
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Obrady rozpoczety sie referatem wprowadzajgcym wygtoszonym przez Sir Hansa
Krebsa dotyczacym jego poczatkowych badan, ktére doprowadzity do odkrycia cyklu
mocznikowego. Tematyka Sympozjum dotyczyta chemii, biochemii i patofizjologii pro-
cesu syntezy mocznika i obejmowata nastepujgce zagadnienia:

1 Ewolucyjne i poréwnawcze aspekty cyklu mocznikowego (podsumowane w refe-
racie P. P. Cohena, USA).

2. Wiasciwosci chemiczne mocznika i jego prekursoréw w procesie biosyntezy (ze-

brane w referacie J. Kennedy’ego, USA).

Enzymy cyklu mocznikowego oraz enzymy z nim wspo6idziatajace.

Regulacja aktywnos$ci cyklu mocznikowego.

Transport i regulacja na poziomie bton.

Dziedziczne wady metaboliczne procesu biosyntezy mocznika. ,

Regulacja metabolizmu amoniaku.

Zasadnicza cze$¢ obrad stanowity referaty i dyskusja dotyczace przede wszyst-

kim mechanizmu dziatania enzyméw cyklu mocznikowego i enzyméw z nim wspét-

dziatajgcych oraz regulacji procesu biosyntezy mocznika. Sposréd enzyméw cyklu

mocznikowego doktadnie zostaty oméwione: syntaza N-acetyloglutaminianowa (M. Ta-

tibana, Japonia), syntaza karbamoilofosforanowa (M. E. Jones i M. E. Marshall, USA

oraz K. R. F. Elliott, Anglia), fosfataza karbamoilofosforanowa (G. Ramponi, Wtochy),

karbamoilotransferaza ornitynowa (M. E. Marshall, USA), syntetaza argininoburszty-

nianowa i liaza argininobursztynianowa (S. Ratner, USA) oraz arginaza (G. Soberon,

Meksyk).

Podczas omawiania aspektéw regulacyjnych cyklu duzo uwagi poswiecono roli
dehydrogenazy glutaminianowej w procesie wytwarzania amoniaku dla syntezy
karbamoilofosforanu. Wyniki badan pracowni J. B. Chappella (Anglia) nad wptywem
leucyny na aktywno$¢ dehydrogenazy glutaminianowej watroby szczura wskazuja,
ze enzym ten w warunkach in vivo dziata w kierunku syntezy glutaminianu, a nie
w kierunku deaminacji tego aminokwasu. Poniewaz w obecnosci leucyny obserwo-
wano stymulacje dezaminazy AMP uwaza sie, ze amoniak wymagany dla syntezy
karbamoilofosforanu jest wytwarzany gtéwnie w reakcji katalizowanej przez dezami-
naze AMP i glutaminaze.

Wazng role regulacyjng w procesie biosyntezy mocznika majg réwniez wewnatrz-
komdérkowe stezenia substratow (J. T. Brosnan, Kanada i G. Sainsbury, Anglia) oraz
posrednikéw i enzyméw cyklu mocznikowego (L. Raijman, USA), ktérych poziom
zmienia sie w zalezno$ci od warunkéw dietetycznych (H. Aebi, Szwajcaria). Anali-
zujagc aktywno$¢ cyklu mocznikowego wykazano duze znaczenie N-acetyloglutami-
nianu dla aktywacji syntazy karbamoilofosforanowej oraz argininy dla aktywacji
syntazy N-acetyloglutaminianowej (M. Tatibana, Japonia). Podkre$lano réwniez zalez-
no$¢ szybkosci wytwarzania mocznika od stezen lizyny i ornityny w izolowanych ko-
morkach watroby (J. Bryta, Polska), ktére znajdujg coraz wieksze zastosowanie w ba-
daniach metabolizmu azotowego u zwierzagt (R. Hems, M. Stubbs-Spry, P. Lund,
Anglia).

Kilka referatow dotyczyto dziedzicznych wad metabolicznych procesu biosyntezy
mocznika, omoéwionych szczeg6towo przez V. E. Shih, USA. Doktadniej przedstawiono
wyniki badan dotyczace argininemii (J. P. Colombo, Szwajcaria) i bloku metabolicz-
nego na poziomie syntazy karbamoilofosforanowej (M. Walser, USA).

Wiele czasu zajeta dyskusja nad metodyka oznaczania poszczegdlnych posredni-
kéw cyklu mocznikowego oraz aktywnosci enzymow biorgcych udziat w biosyntezie
mocznika. Postulowano opracowanie handlowych zestaw6w do oznaczania metabo-
litbw i enzyméw cyklu mocznikowego.

Materiaty Sympozjum zawierajgce zaréwno referaty jak i dyskusje zostang opu-
blikowane przez wydawnictwo John Wiley & Sons, Inc.

N gk

J. Bryta
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Ergebnisse der Experimentellen Medizin
vol. 18 Carbohydrate Metabolism in Animal Tissues and its Regulation
red. Dietrich Dettmer, VEB Volk und Gesundheit, Berlin, 1974

Omawiana ksigzka jest zbiorem referatow wygtoszonych na drugim wsp6lnym
sympozjum Wszechzwiazkowego Towarzystwa Biochemicznego ZSRR i Towarzystwa
Biochemicznego Niemieckiej Republiki Demokratycznej, ktére odbyto sie w Lenin-
gradzie w maju 1973 roku. Ksigzka wydana jest technika matej poligrafii i zawiera
przegladowe artykuty, dotyczace w wiekszosci regulacji metabolizmu weglowodandw.
Do ksigzki dotgczono klisze z mikrofilmami komunikatow wygtoszonych na sympo-
zjum; do odczytania ich niezbedny jest jednak odpowiedni czytnik.

Tematyka artykutow napisanych przez znanych autordéw jest aktualna, odzwier-
ciedlajgca tematy przedstawiane ostatnio w innych przegladowych wydawnictwach
zajmujacych sie regulacjg metaboliczng na poziomie molekularnym. Znajdujemy tam
referat o mikro- i makromolekularnej strukturze glikogenu, o hydrolitycznym roz-
ktadzie glikogenu, kilka artykutéw dotyczy réznych aspektéw regulacji glikolizy, je-
den roli erytrozo-4-fosforanu w regulacji cyklu pentozowego w miesniu serca; przez
wiele artykutéw przewija sie sprawa hormonalnej regulacji metabolizmu weglowo-
danéw. W$rdd tych ostatnich nalezy wymieni¢ przede wszystkim pierwszy referat,
wygtoszony przez G. Webera z USA na temat integracyjnego dziatania insuliny na
przemiane weglowodanéw. Jako ostatni zamieszczono referat H. Frundera i wspét-
pracownikOw przedstawiajgcy ciekawe rozwazania kinetyczne o znaczeniu komplek-
séw metali z metabolitami w regulacji sekwencji reakcji enzymatycznych.

Niewatpliwie kazdy biochemik zainteresowany regulacjg enzymoéw i kontrolg
metabolizmu weglowodan6éw, wezmie chetnie do reki omawiang ksigzke. Chociaz nie
jest ona zbiorem najnowszych oryginalnych prac z dziedziny regulacji metabolizmu
weglowodanéw, to jednak posiada niewatpliwg warto$¢ dydaktyczng i bedzie zapew-
ne pozyteczng lekturg dla nauczycieli akademickich pracujgcych dydaktycznie we
wszystkich typach szkoét.

M. Zydowo

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

Massachusetts — London — Amsterdam — Don Mills — Ontario — Sygney — Tokyo

Autor ksiagzki, profesor Armin Braun jest kierownikiem Laboratorium Biologii
Roslin na Uniwersytecie Rockefellera w Nowym Jorku, cztonkiem Amerykanskiej
Akademii Nauk oraz honorowym cztonkiem The Harvey Society. W roku 1969 uka-
zata sie jego ksigzka pt. ,,The Cancer Problem: a critical analysis and modern
synthesis”.
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Recenzowana ksigzka przedstawia w sposéb popularny a kompetentny aktualne
poglady na temat biologii zarobwno nowotworow jak i komorek prawidtowych. Liczy
ona 169 stron #gcznie ze 159 odnos$nikami literaturowymi oraz utozonym alfabetycznie
indeksem rzeczowym. Autor zaktada, ze czytelnik posiada podstawowe wyksztatcenie
biologiczne, nie mniej jednak przejrzyste i ciekawe ujecie probleméw sprawia, ze
ksigzka stanowi ciekawg i pozyteczng lekture dla wszystkich interesujgcych sie prob-
lemami nowotworowymi.

Poczatkowe rozdzialy ksigzki poswiecone sg oméwieniu dotychczas poznanych
przyczyn powstawania nowotworéw, nastepne za$ zreferowaniu pogladow na temat
prawdopodobnych mechanizmoéw regulacji przebiegu cyklu komdérkowego w komar-
kach prawidtowych i nowotworowych. Autor podkres$la regulacyjng role chalonéw,
tkankowych inhibitorow podziatbw komoérkowych. Omawia takze dziatanie szeregu
czynnikéw (najprawdopodobniej biatek) syntetyzowanych specyficznie przez komérki
nowotworowe i charakteryzujgcych sie zdolnoScig stymulacji podziatbw komorko-
wych. Duzo uwagi poswieca réwniez strukturze i wiasnosciom bton powierzchniowych
komoérek. W kolejnych rozdziatach czytelnik znajduje aktualne poglady na role wi-
ruséw onkogennych (zaré6wno wirusé6w DNA jak i RNA) w procesie transformaciji
nowotworowej.

Przedstawione w ksigzce dane stanowig podstawe do krytycznego ustosunkowania
sie autora do licznych hipotez na temat powstawania nowotwordw (protein deletion
hypothesis, oncogenic theory oj cancer, chromosomal inbalance theory, provirus theory
0j oncogenesis itp.). Zrozumienie mechanizméw powstawania nowotworéw jest zagad-
nieniem o znaczeniu nie tylko akademickim. Zwigzane jest bowiem z koniecznoscia
wyjasnienia roli w procesie transformacji nowotworowej materiatu genetycznego ko-
morek oraz czynnikow epigenetycznych, dzieki ktorym moze dojs¢ do zmian w ujaw-
nianiu sie informacji genetycznej. Jedynie doktadna znajomos$¢ biologii nowotworow,
a w szczegdlnosci tych wszystkich cech komérek nowotworowych, ktére powoduja
ich odmienno$¢ od komdrek prawidtowych, pozwoli¢ moze na opracowanie skutecz-
nego, biologicznego kontrolowania wzrostu nowotworéw.

B. Grzelakowska-Sztabert
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

Pismiennictwo: W artykule nalezy cytowac prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajgce
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W teksécie nalezy podawac jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzagdkowane alfabetycznie. Odnosniki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug

Biochim. Acta, (1972), 276, (1) np.
Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181—184.
Cytujagc wydawnictwa ksigzkowe podawaé¢ nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autor(éw), rok wydania, tytut ksiazki, nazwisko(a) i inicjaty

jej redaktoroéw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565 Longmans

Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N,
Greville G. D, t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Zatgczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzié w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym
numerowi uzytemu w tek$cie, oraz oznaczyé¢ (na goérze stronicy otow-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtéwki rubryk winny jasno opisywaé ich tre$¢ zaznaczajac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjag w kolejnosci ich omdwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonaé linig ciefszg niz linie wiasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszczaé opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykresow natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujace symbole: ADO AN #
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,gora” i ,,dot’ (otdw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Redakcja prosi o witasciwe pakowanie artykutdw aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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