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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a rta ln ik  „P ostępy  B iochem ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  p rzeg lądow e 
z b iochem ii i n au k  pok rew nych . A rty k u ły  w in n y  obejm ow ać syn te tyczny  
p rzeg ląd  postępu  w iedzy  w  om aw iane j dziedzinie o p racow any  n a  p o d s ta ­
w ie  p iśm ien n ic tw a  z k ilk u  o sta tn ich  la t. P rzek azan ie  a r ty k u łu  do R e­
d ak c ji je s t rów noznaczne z ośw iadczeniem , że n ad es łan a  p ra c a  n ie  by ła  
i n ie  będzie p u b lik o w an a  w  innym  czasopiśm ie jeżeli zostan ie  ogłoszona 
w „P ostępach  B iochem ii”. A u to rzy  a r ty k u łu  od p o w iad a ją  za p ra w id ło ­
w ość i ścisłość podaw anych  in fo rm ac ji. A u to rów  obow iązu je  k o re k ta  a u ­
to rska . K oszty  zm ian  te k s tu  w  korekcie  (poza p op raw ien iem  błędów  d ru ­
k arsk ich ) ponoszą au torzy . A rty k u ły  h o n o ru je  się w ed ług  obow iązu jących  
staw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 odb itek  sw ego a r ty k u łu ; zam ó­
w ien ia  n a  dodatkow e odb itk i (p łatne) należy  zgłosić p isem nie  odsy ła jąc  
p racę  po korekc ie  au to rsk ie j.

R ed ak c ja  p ro s i au to ró w  o p rzes trzeg an ie  n a s tęp u jący ch  w skazów ek:
Forma m aszynopisu: M aszynopis p racy  i w szelk ie  załączn ik i należy  

nad sy łać  w  dw u egzem plarzach . M aszynopis pow in ien  być n ap isan y  je d ­
nostronn ie , z po d w ó jn ą  in te rlin ią , z m arg in esem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 
1 cm  po p raw e j stro n ie ; n ie m oże też  zaw ierać  w ięcej niż 60 znaków  
w  jednym  w ierszu  i w ięcej niż 30 w ierszy  na s tro n ie  zgodnie z N orm ą 
P olską.

U kład m aszynopisu: stro n a  ok ładkow a n ien u m ero w an a  zaw ie ra  im io­
n a  i nazw isko(a) au tora(ów ), adres(y) Z akładu(ów ) w  języku  po lsk im  
i ang ie lsk im , w  k tó ry ch  p ra c u ją  au to rzy , ad res pocztow y na  k tó ry  au to rzy  
życzą sobie o trzym yw ać ko respondencję , te le fon  m ie jsca  p racy , ty tu ł 
a r ty k u łu  (w języ k u  po lsk im  i ang ielsk im ) oraz  — w  p raw y m  dolnym  
rogu  — liczbę s tron , liczbę rycin , w zorów  i tab e l o raz sk ró t ty tu łu  (nie 
w ięcej niż 25 znaków  d ru k arsk ich ).

Strona tytu łow a (1) im iona (w pełnym  brzm ien iu ) i nazw isko(a) au to - 
ra(ów ), jego (ich) stanow isko(a) i m iejsce(a) p racy , w ykaz sk ró tów  s to ­
sow anych  w  p racy .

Strona 2 i następne o b e jm u ją  te k s t p racy  do sp isu  p iśm ien n ic tw a  
w łącznie , tabele , spis ryc in , w zorów  oraz ty tu ły  i ob ja śn ien ia  do rycin  n a  
s tro n ach  końcow ych.

D la p rze jrzysto śc i te k s tu  ko rzystny  jes t często podzia ł n a  rozdziały  
oznaczone liczbam i rzym sk im i. T y tu łów  podrozdziałów  nie w ydzielonych  
z te k s tu  n ie  trz eb a  num erow ać. W tekśc ie  n ie  należy  stosow ać żadnych  
pod k reś leń  an i rozstrzelonego  d ru k u . E w en tu a ln e  sugestie  au to rsk ie  co 
do c h a ra k te ru  czcionki d ru k a rsk ie j należy  zaznaczyć o łów kiem  n a  m a r ­
g inesie  m aszynopisu . W p rzy p ad k u  um ieszczenia  w  tekście  li te r  a lfab e tu  
greckiego należy  na  m arg in esie  w pisać  o łów kiem  ich fonetyczne b rzm ie ­
nie. W tekśc ie  n ie należy  um ieszczać żadnych  tab lic , ryc in , schem atów , 
re a k c ji czy w zorów , lecz w  żądanym  m iejscu  pozostaw ić w olny  w iersz  
i zaznaczyć: T abe la  1, Ryc. 1, W zór I itp . N um erac ję  w zoru  w  tekście  
należy  podaw ać po nazw ie zw iązku  np. kw as g lu tam in o w y  (I).

R edakc ja  p ro s i au to ró w  o zw rócenie  szczególnej uw ag i n a  pop raw ność  
językow ą te k s tu  a tak że  n a  ścisłość i jasność sfo rm ułow ań , u n ik an ie  
g w ary  la b o ra to ry jn e j o raz o n ie  w p row adzan ie  do te k s tu  tw orzonych  do­
raźn ie  sk ró tów , n aw e t jeśli n iek tó re  z n ich  b y w a ją  używ ane w  p racach  
obcojęzycznych.

R ed ak c ja  zastrzega  sobie m ożność sk rócen ia  te k s tu  i w p ro w ad zan ia  
p o p raw ek  n ie  w p ły w ający ch  na  tre ść  p racy .
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Post. B lochem ., 22, 3—10, 1976.

PROFESOR WŁODZIMIERZ MOZOŁOWSKI

W dniu 6 m aja 1975 roku, dwa dni przed ukończeniem osiemdziesiątego 
roku życia zm arł członek honorowy Polskiego Tow arzystw a Biochemiczne­
go, Profesor zwyczajny chemii fizjologicznej, doktor wszechnauk lekar­
skich W łodzimierz Stanisław  Mozołowski, 
senior polskiej społeczności biochemicznej, 
powszechnie łubiany i poważany nauczyciel 
wielu pokoleń biochemików i lekarzy.

Urodził się W. Mozołowski 8 m aja 1895 ro­
ku w Sanoku. W okresie wczesnego dzieciń­
stwa utracił m atkę; wychowywał się wśród 
licznego przyrodniego rodzeństwa i kuzy- 
nowstwa, w atm osferze rodzinnej zażyłości, 
patriotyzm u i dążeń niepodległościowych od­
żywających wówczas bardzo silnie na terenie 
zaboru austriackiego. W Sanoku także uczę­
szczał W łodzimierz Mozołowski do Gim na­
zjum  Klasycznego, które ukończył w 1913 ro­
ku z wyróżnieniem. W tym  samym  roku 
wstąpił na Wydział Lekarski U niw ersytetu 
Jana Kazimierza we Lwowie. Jednakże, gdy ukończył pierwszy zaledwie 
rok studiów wybuchła pierwsza wojna światowa, w której młody studen t 
widział — podobnie jak większość ówczesnego patriotycznego społeczeń­
stwa polskiego — szansę na odzyskanie niepodległości.

W stępuje do legionów organizowanych przez Józefa Piłsudskiego, aby 
z entuzjazm em  oddać się walce zbrojnej. Walczy na w ielu frontach, otrzy­
m uje oficerskie wykształcenie wojskowe, jest ranny  na włoskim froncie. 
W czasie krótkiej rekonwalescencji w W iedniu podejm uje ponownie studia 
lekarskie, w krótce jednak w raca do czynnej działalności wojskowej, wojna 
bowiem trw a a niepodległa Polska jeszcze nie istnieje. Pod koniec w ojny 
jest w najbliższym  otoczeniu naczelnego wodza. W roku 1921 opuszcza de­
finityw nie wojsko w randze kapitana, odznaczony krzyżem  V irtu ti M ilita­
ri, dw ukrotnie Krzyżem W alecznych, Krzyżem  Niepodległości i innym i 
odznaczeniami wojskowymi.

Studia lekarskie kończy W łodzimierz Mozołowski w roku 1922 uzysku­
jąc w U niwersytecie Jana Kazim ierza we Lwowie stopień doktora wszech­
nauk lekarskich. W tym  sam ym  roku podejm uje pracę w Zakładzie Che­
mii Lekarskiej we Lwowie, kierow anym  wówczas przez Jakuba K arola
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4 W . M O Z O Ł O W SK I [2]

Parnasa. Pod jego kierownictw em  stawia pierwsze kroki swojej bioche­
micznej działalności, walczy o zdobycie głębokiej i rzetelnej wiedzy o che­
micznych podstawach funkcjonowania żywego organizmu. W roku 1926 
ogłasza swoją pierwszą publikację naukową (poz. A 1 wykazu), która do­
tyczy form glukozy w ystępującej w krwi. Istniały wówczas podejrzenia, że 
glukoza krw i w ystępuje w jakiejś specjalnej form ie odm iennej od a- i f>- 
-glukozy. Badania Mozołowskiego wykazały, że glukoza krw i w ystępuje 
w zupełnie tych samych formach, jak glukoza rozpuszczona w wodzie. 
W następnych latach staje się W. Mozołowski entuzjastycznym  współ­
uczestnikiem  badań J. K. Parnasa nad metabolizmem związków fosforo­
wych w mięśniu, nad amoniogenezą pracującego mięśnia i nad powstawa­
niem kwasu mlekowego (poz. A 9— 15,20,23 wykazu). Jak  wiadomo te ba­
dania szkoły Parnasa oraz badania Embdena i M eyerhofa w Niemczech 
doprowadziły do opisania pośrednich etapów procesu glikolizy, znanego 
dzisiaj pod nazwą ciągu Em bdena-M eyerhofa-Parnasa. W. Mozołowski 
przebyw ał zresztą przez okres kilku miesięcy w pracowni Embdena we 
Frankfurcie, pracując tam  nad niektórym i zagadnieniami przem iany fosfo­
ranów w mięśniu.

Zagadnieniem, którym  samodzielnie i szczególnie żywo zajmował się 
W. Mozołowski w latach 1927— 1933 w czasie swojej lwowskiej działalnoś­
ci było poszukiwanie źródła amoniaku powstającego w wynaczynionej 
krwi. W serii prac (pozycje A 8, A 18, A 21, A 22, A 23 wykazu) opisuje 
doświadczenia nad w arunkam i powstawania amoniaku, nad izolowaniem 
substratów  i produktów  amoniogenezy, ażeby w końcu udowodnić, że źró­
dłem amoniaku w wynaczynionej krw i jest kwas 5'-adenylowy. Doświad­
czenia te są przykładem  sumienności i precyzji analitycznej, świadczą o 
ostrożności wnioskowania ich autora i o ciągłej jego samokontroli. Była to 
zresztą jedna z cech charakteru  profesora Mozołowskiego, że wciąż sam 
siebie usiłował kontrolować i poddawać ostrej krytyce swoje postępowanie.

Na podstawie wspom nianej pracy o amoniogenezie krw i W. Mozołow­
ski habilitu je się w roku 1933 na Uniwersytecie Jana Kazimierza we 
Lwowie, uzyskując veniam  legendi z chemii fizjologicznej. W krótce pot:m  
rozpoczyna samodzielne wykłady w Akademii M edycyny W eterynaryjnej 
we Lwowie, k tóre prowadził do czasu powołania go na K atedrę Chemii 
Fizjologicznej U niw ersytetu Stefana Batorego w W ilnie w roku 1935. Wy­
kładał zaś i nauczał znakomicie, z pasją i zamiłowaniem, przywiązując 
wielką wagę przez cały okres swej nauczycielskiej działalności do ciągłe­
go unowocześniania treści i form y nauczania, do przekazywania swym 
uczniom wszystkiego co najlepsze i najbardziej wartościowe, do kształce­
nia młodej kadry biochemicznej. Na stanowisku kierownika K atedry  Che­
mii Fizjologicznej w Wilnie danym  było pozostać profesorowi Mozołowskie- 
mu jedynie przez 4 lata do roku 1939, kiedy to po wybuchu drugiej wojny 
światowej U niw ersytet tam tejszy został przejęty  przez władze litewskie. 
Ten czteroletni przedw ojenny okres w ileńskiej działalności W. Mozoło-
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[3] W. M O Z O Ł O W SK I 5

wskiego to organizowanie pracy dydaktycznej i naukowej w nowym oto­
czeniu. Zainteresowania naukowe zwraca ku tzw. detoksykacjom  ustro jo­
wym, opracowując m etodę oznaczania glukuronianu (poz. A 32, A 33 w yka­
zu), a owocem przem yśleń na tem at mechanizmów detoksykacyjnych są 
publikacje o dynamicznym  stanie detoksykacji ustrojow ych (poz. A 35, 
A 36 wykazu).

W ojna i okupacja pozbawiły prof. Mozołowskiego możliwości pracy ba­
dawczej, nie zdołały jednak całkowicie oderwać go od działalności nau ­
czycielskiej. Cały okres okupacji do roku 1945 przetrw ał w W ilnie pracu­
jąc w laboratorium  szpitalnym, ale równocześnie organizując tajne polskie 
nauczanie uniwersyteckie. W ykłada chemię i biochemię na tajnych kom­
pletach, zbiera m ateriały  do podręcznika, k tóry zostanie w ydany niem al 
zaraz po wojnie. W stanie ciągłego zagrożenia wolności i u tra ty  życia pa­
m ięta o tym, aby uratow ać wiele książek i dokum entów uniwersyteckich, 
które przywozi ze sobą do Gdańska i które po zawierusze wojennej um o­
żliwiają wielu powracającym  studentom  udokum entow anie i zweryfiko­
wanie przebiegu ich studiów.

W roku 1945 profesor Mozołowski wraz z grupą kilku innych profe­
sorów U niw ersytetu Stefana Batorego zostaje repatriow any i zgłasza się 
natychm iast do pracy w odbudowującym  się szkolnictwie wyższym. Z po­
lecenia ówczesnych władz centralnych przyjeżdża do Gdańska, gdzie na 
gruzach dawnej niemieckiej „Akademie fiir praktische Medizin” ma po­
wstać Akademia Lekarska w Gdańsku. Z ogromną energią i zapałem przy­
stępuje do organizowania Zakładu Chemii Lekarskiej, do wskrzeszenia 
życia naukowego i nauczania w dymiącym jeszcze od pożarów, zniszczo­
nym  w znacznym procencie mieście.

To właśnie dzięki profesorowi Mozołowskiemu i nielicznej grupce Je ­
mu podobnych zapaleńców zajęcia studenckie na W ydziale Lekarskim  w 
Gdańsku rozpoczęły się w niespełna 6 miesięcy po zakończeniu działań 
wojennych w spalonym mieście. Znów walczy, tym  razem  o zdobycie n a j­
potrzebniejszego sprzętu laboratoryjnego, zabezpieczenie prowizorycznego 
lokalu dla potrzeb pracowni studenckich i naukowych, o przyciągnięcie 
i utrzym anie przy sobie grupy młodych współpracowników, o powrót do 
pracy naukowej, o postawienie akademickiego nauczania na najwyższym 
poziomie natychm iast po jego wskrzeszeniu po wojnie.

Mimo całego ogromu zajęć organizacyjnych i dydaktycznych, nie za­
niedbuje Profesor działalności naukowej, której tem atyka jest tym  razem  
ograniczona nadzwyczaj skrom nym i możliwościami technicznym i jakie by­
ły do dyspozycji w zdewastowanym kraju, a zwłaszcza w barbarzyńsko 
zniszczonym Gdańsku. Opracowuje sposób 'charakteryzow ania białek su­
rowicy krwi przy pomocy wskaźników uzyskanych z oznaczeń prostych 
właściwości fizyko-chemicznych surowicy (poz. A 37—40 wykazu). W yniki 
tych badań stały się punktem  wyjścia dla prac uczniów i współpracowni­
ków Profesora nad natu ralną u ltrafiltracją  krwi, nad form am i zjonizowa-
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6 W . M O Z O Ł O W SK I [4]

nego wapnia w surowicy krwi, nad zawartością cholesterolu we frakcjach 
białek osocza. Potrafił zachęcać swych uczniów do pracy badawczej, roz­
budzać w nich własne, samodzielne zainteresowania naukowe, a równocześ­
nie uczył surowej kontroli postępowania doświadczalnego.

W pierwszym powojennym  okresie Profesor Mozołowski nie tylko w y­
kładał chemię ogólną i chemię fizjologiczną (potem — biochemię), pisał 
i wydawał znakomite skrypty  i podręczniki dla studentów, organizował 
zajęcia laboratoryjne z tych przedmiotów, walczył o odrodzenie i rozwój 
biochemicznych badań naukowych w Gdańsku i w Polsce, ale także zabie­
gał energicznie o utworzenie szerokich kontaktów naukowych. Był orga­
nizatorem  i pierwszym  prezesem Gdańskiego Towarzystwa Lekarskiego 
(przekształconego potem  w Gdański Oddział Towarzystwa Lekarskiego), 
aktyw nie działał w Polskim Towarzystwie Chemicznym, Polskim Towa­
rzystw ie Fizjologicznym, Gdańskim Towarzystwie Naukowym, był jednym  
z członków założycieli Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, pierwszym  
redaktorem  Acta Biochimica Polonica.

Równocześnie rozwijał nader żywą działalność publicystyczną. Niektóre 
Jego artykuły , jak np. o znaczeniu nauczania chemii i biochemii studentów 
m edycyny (poz. D 17, D 19 wykazu), czy też o relacji biochemii i medycyny 
(poz. D 30 wykazu) do dzisiaj nie straciły niem al nic na swej aktualności.

Przez 20 lat aktyw nej akadem ickiej działalności w Gdańsku (do roku 
1965 kiedy przeszedł na em eryturę) w swoich przepojonych szlachetnością 
poczynaniach doznawał zarówno porażek jak i odnosił zwycięstwa. Trochę 
może wbrew znanemu powiedzeniu Profesora: „każdy dobry uczynek m u­
si ponieść zasłużoną karę”, spotykał się z powszechnym szacunkiem i uz­
naniem. W roku 1948 został w ybrany członkiem Polskiej Akademii Umie­
jętności, był powołany na członka W arszawskiego Towarzystwa Naukowe­
go i Towarzystwa Naukowego Toruńskiego. Polskie Towarzystwo Bioche­
miczne nadało Mu godność członka honorowego, podobnie postąpiło Polskie 
Towarzystwo Lekarskie. Odznaczony był Krzyżem  Kaw alerskim  Orderu 
Odrodzenia Polski, dw ukrotnie Złotym Krzyżem  Zasługi i dw ukrotnie Me­
dalem Zasłużonych Ziemi Gdańskiej. W roku 1973 Akademia Medyczna 
w Gdańsku nadała Profesorowi Mozołowskiemu godność doktora honoris 
causa.

Był profesor Mozołowski nauczycielem o oryginalnej i silnej osobowoś­
ci, z której coś pozostało w każdym z licznych Jego uczniów i, z której 
czerpał każdy kto m iał okazję bliżej z Nim się zetknąć. Był nauczycielem 
z zamiłowania, k tóry był przekonany o tym, że relacja nauczyciel — uczeń 
jest niem al jedynym  związkiem dwóch ludzi, w którym  dający nic nie t ra ­
ci, a otrzym ujący zyskuje. Dawał też wyraz przekonaniu, że prawdziwie 
dobrym  nauczycielem jest tylko ten, kto ma uczniów lepszych od siebie 
samego.

Należał do pokolenia Polaków, którym  przyszło kilkakrotnie w ciągu
http://rcin.org.pl



[5] W . M O Z O Ł O W S K I 7

życia budować od nowa zniszczone dobra i zniszczone wartości. Czynił to 
za każdym  razem  z wielkim  poświęceniem i głęboką w iarą w zwycięstwo 
praw dy i godności ludzkiej.

Mariusz Żydowo 
Leon Zelewski
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WŁODZIMIERZ OSTROWSKI *

Kataliza biologiczna —
w 50-lecie krystalizacji ureazy przez J. B. Sumnera

„Po praw ie dziewięciu latach pracy prowadzonej przeze m nie we 
w spółpracy z dr V. A. Graham em  i dr C. V. Nobackiem, 29 kw ietnia od­
kryłem  sposób otrzym ywania z fasoli „Jasiek” (jack bean) nowego białka, 
k tóre pięknie krystalizuje i w roztworach wykazuje wprost niezwykłą 
zdolność rozkładu mocznika na węglan amonu. K ryształy białka (pokazane 
na ryc. 1) zostały poddane analizie dzięki uprzejmości dr A. C. Gilla, który 
je określił, jako bezbarwne, ostro ukształtowane, izomorficzne oktahedry. 
K ryształy nie w ykazują podwójnej refrakcji i posiadają średnicę 4 do 5 [x’\

Ryc. 1. Fotom ikrografia kryształów  ureazy pow iększonych 728-krotnie. (z pracy
J. B. Sumnera)

* Prof. dr, Instytut Biochem ii Lekarskiej A kadem ii M edycznej, ul. Kopernika 7,
31-034 Kraków.
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Ta powściągliwa relacja Sum nera anonsująca o otrzym aniu pierwszego 
enzymu w stanie krystalicznym  — ureazy (J. B. S u m n e r ,  (1926), J. Biol. 
Chem., 69, 435—441) stała się prawdziwą sensacją w świecie naukowym  
drugiej połowy lat 20-tych. Niezwykle prosta metoda, pozwalająca w ciągu 
24 godzin z mączki Canavalia ensiformis wyekstrahow ać acetonem  i otrzy­
mać kryształy enzymu kilkaset bardziej aktywnego niż surow y pro­
dukt, spotkała się z niedowierzaniem  i wyraźnym  sceptycyzmem ze stro­
ny wielu wysokiej rangi uczonych. Jeszcze przez kilka następnych lat 
utrzym yw ał się dawny pogląd, że białko jest tylko nośnikiem nieokreślo­
nego chemicznie enzymu, a nie samym enzymem. Dopiero J. H. Northrop 
przez krystalizację pepsyny z soku żołądkowego w 1930 r. oraz trypsyny 
i chym otrypsyny z soku trzustkowego w 1932-r. dostarczył konkretnych 
i przekonyw ujących dowodów świadczących o białkowej naturze enzy­
mów. Na IV Kongresie Chemii Biologicznej w Paryżu w 1933 r. osta­
tecznie zwyciężył duch realizm u i naukowego dowodu nad antysubstan- 
cjalną koncepcją enzymu. ,,Za odkrycie, że enzymy można krystalizow ać” 
J. B. Sum ner otrzym ał w 1946 r. nagrodę Nobla, wespół z J. H. N orthro- 
pem i W. M. Stanleyem, którym  przyznano ją ,,za uzyskanie enzymów 
i białek wirusowych w czystej postaci”.

Nauka o katalizie enzymatycznej rozw ijała się już. ponad 100 lat zanim 
enzymy uznano za określone chemicznie substancje białkowe. Pojęcie 
biokatalizy wiąże się ściśle z rozwojem wiadomości o reakcjach katali­
tycznych w ogóle. W 1812 r. F. C. Vogel opisał pierwszą reakcję kata­
lityczną, w której w obecności węgla aktywowanego, tlen i wodór rea­
gują ze sobą w niskiej tem peraturze. W następnych latach H. i E. Davy, 
P. L. Dulong, L. J. Thenard i inni opisali reakcje przebiegające tylko 
w obecności rozdrobnionej platyny. W ykazywano również sporadycznie 
przyspieszenie reakcji chemicznych przez ekstrakty  z m ateriałów  biolo­
gicznych, jak na przykład utlenianie gwajakolu w obecności korzeni roś­
linnych (L. A. Planche, 1810) lub powstawanie cukru w zawiesinie mąki 
z kiełkującego ziarna (G. S. C. Kirchoff, 1816). W 1833 roku A. Payen 
i J. F. Persos z alkoholowego ekstraktu  słodu jęczmiennego wyodrębnili 
biały, rozpuszczalny w wodzie proszek powodujący szybką solubilizację 
skrobi. Tę aktyw ną substancję odkrywcy nazwali diastazą. W trzy lata 
później T. Schwann otrzym ał pepsynę z żołądka świni, a F. W öhler i J. Lie­
big wyodrębnili emulsynę z gorzkich migdałów. Mimo to nie znane było 
jeszcze pojęcie enzymu ani katalizy.

Termin kataliza wprowadził po raz pierwszy J. J. Berzelius w 1837 r. 
postulując równocześnie, że substancje obdarzone właściwościami kata­
litycznymi nie w ykazują powinowactwa lecz wzbudzają w różnych związ­
kach nieujawnione dotychczas właściwości zwane siłami katalitycznym i. 
Berzelius utrzym yw ał również, że w organizmach roślin i zwierząt za­
chodzi tysiące reakcji katalitycznych, dzięki którym  pow stają różno­
rodne związki chemiczne. Choć nie miał wielu dowodów na poparcie swej
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hipotezy to jednak w drugiej połowie XIX wieku faktów przem aw iają­
cych za jego sugestią rejestrow ano coraz więcej. Tak więc Claude Ber­
nard otrzym ał lipazę z trzustki (1849), M. Berthelot zaś inw ertazę z droż­
dży (1860), a W. Kiihne trypsynę z soku jelitowego (1877). W rok później 
ten sam badacz wprowadził term in enzym. W krótce zaczęto rozróżniać 
enzymy poza- i wewnątrzkom órkowe, czyli ,,uorganizowane” (L. Pasteur) 
i „nieuorganizowane” (J. Liebig), głównie w oparciu o badania nad fer­
m entacją alkoholową. Z kolei w 1888 r. W. Ostwald stw ierdził, że za­
równo katalizatory nieorganiczne, jak i enzymy nie inicjują reakcji ani 
nie zmieniają końcowego stanu równowagi, zmieniają natom iast szybkość 
reakcji chemicznej. Ostwald utrzym yw ał również, że w reakcjach odw ra­
calnych enzymy powinny działać w obu kierunkach, co w 1898 r. ekspe­
rym entalnie udowodnił Croft-Hill wykazując, że m altaza taki sam cukier 
syntetyzuje jak i rozkłada.

Następnym  ważnym krokiem  na drodze poznania natu ry  enzymów, 
które w dalszym ciągu uważano za czynniki niesubstancjalne, działające 
jedynie poprzez zagadkowe nieuchw ytne siły, było wykazanie przez 
E. Buchnera (1897), że sok wyciśnięty z drożdży powoduje ferm entację 
alkoholową. Tak więc wieloletni spór pomiędzy Pasteurem  i Liebigiem 
został zakończony, gdyż okazało się, że postulowany przez Liebiga fer­
m ent istnieje w drożdżach (zymaza) i proces ferm entacji cukrów można 
przeprowadzić przy jego pomocy z takim  samym efektem, jak i przez 
użycie całych kom órek drożdżowych.

Odkrycie dokonane przez Buchnera miało istotne znaczenie dla dal­
szych badań w dziedzinie enzymologii. W następnych latach rozwinięto 
swoiste m etody biochemiczne analizy aktyw ności enzymów, ich izolowa­
nia, lokalizacji w komórkach, jak również badanie ich funkcji i m echa­
nizmu działania. Jeszcze przed upływem  XIX wieku G. B ertrand  w pro­
wadził pojęcie koenzymu (1897), A. H arden i W. J. Young w 1906 r. w y­
kazali obecność kozymazy (obecnie NAD) w drożdżach, której s truk tu rę  
ustalili O. W arburg i H. Euler w połowie lat 30-tych. Powyższe osiąg­
nięcia biochemii spraw iły, że oprócz badań nad hydrolazam i zwrócono 
większą uwagę na oksydoreduktazy, inicjując badania nad ich s truk tu rą , 
mechanizmem działania i funkcją biologiczną. Dziś znamy kilka tysięcy 
enzymów, wiele z nich otrzym ano w stanie krystalicznym , usystem a­
tyzowano w sześć podstawowych grup uwzględniających sposób działania 
na swoiste substraty.

Z początkiem naszego stulecia rozw ijała się równocześnie teoria o fun ­
dam entalnym  znaczeniu dla enzymologii — teoria przejściowego kom plek­
su enzym -substrat (V. Henri i A. J. Brown, 1902). Rozwinięta dalej przez 
L. Michaelisa i M. L. M enten (1913) doprowadziła do ustalenia w yrażenia 
dla początkowej szybkości reakcji enzym atycznej oraz pojęcia wartości 
stałych tej szybkości, K m i Vmax. Dało to teoretyczne podstawy współ­
czesnej kinetyce reakcji enzymatycznych opartej na koncepcji dynam icz­
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nej równowagi pom iędzy enzymem, substratem  i kompleksem E—S. Po­
znanie tych zależności umożliwiło z kolei śledzenie wpływu aktyw atorów , 
inhibitorów, pH, siły jonowej, tem pera tu ry  i innych czynników na prze­
bieg reakcji enzymatycznych łącznie z badaniem  tak złożonych proce­
sów, jakie obserw ujem y przy działaniu enzymów regulacyjnych czy też 
kompleksów m ultienzym atycznych.

Otrzym anie licznych enzymów w stanie czystym, krystalicznym  umoż­
liwiło poznanie ich s tru k tu ry  chemicznej i przestrzennej głównie przez 
zastosowanie krystalografii rentgenow skiej, co łącznie z poznaniem swois­
tości reakcji enzymatycznych doprowadziło do koncepcji aktyw nego cen­
trum  jako miejsca w łańcuchu polipeptydowym  o określonej konfiguracji, 
odpowiedzialnego za in terakcję enzymu z substratem  i przetw arzanie tego 
ostatniego na stosowny produkt. Hipoteza „zamka i klucza” została sfor­
m ułowana przez E. Fischera w 1894 r. dla wyjaśnienia m echanizm u do­
pasowywania się enzymu do cząsteczki substra tu  i przez dziesiątki lat tłu ­
maczono przy jej pomocy wiele zjawisk z zakresu swoistości enzymów. 
W ciągu tego czasu nagromadzono jednak sporo faktów, których ona nie 
wyjaśniała. W szczególności in terakcja  substratów  o różnej struk tu rze 
z tym  samym  enzymem, sugerowała, że enzym nie w ystępuje w form ie 
kom plem entarnej do s tru k tu ry  substratu , lecz że s truk tu rę  jego indukuje 
substrat. Tak więc powstała nowa koncepcja, teoria indukowanego dopa­
sowywania się enzymów zaproponowana przez D. E. Koshlanda i wsp. 
(1959), która zakłada zmianę konform acji enzymu pod wpływem  m ałych 
cząsteczek substra tu  lub innego efektora. Doprowadza to następnie do po­
jęcia enzymów allosterycznych (J. Monod, 1965), regulacyjnych — prob­
lem u o kluczowym znaczeniu dla w yjaśniania zawiłych dróg tysięcy reak­
cji m etabolicznych zachodzących w każdej żywej komórce.

Rozwój nowoczesnych m etod frakcjonow ania białek pozwolił ujaw nić 
subtelne różnice w strukturze populacji cząsteczek poszczególnych enzy­
mów i doprowadził do w ykrycia zjawiska izoenzymii. Ponieważ poziom 
poszczególnych izoenzymów danego enzymu zmienia się pod wpływem  
określonych czynników hormonalnych, żywieniowych, stanów patologicz­
nych itp., stw arza to możliwości śledzenia zmian procesów regulacyjnych 
w różnych tkankach i narządach w  w arunkach prawidłowych i w cho­
robie.

Do niedaw na większość badań nad przebiegiem  procesów enzymatycz­
nych przeprowadzano^w układach homogenicznych, tj. kiedy enzym i sub­
stra t znajdują się w stanie rozpuszczalnym. Tymczasem znaczna część 
reakcji enzym atycznych w kom órkach roślinnych, zwierzęcych, w m em ­
branach komórkowych, w przewodzie pokarm owym  czy w glebie odbywa 
się w układach heterogenicznych (np. am ylaza — skrobia, celulazy — ce­
luloza, lipazy — tłuszczowce, kolagenaza — kolagen, itd.). Dlatego w ostat­
nich latach poświęca się wiele uwagi otrzym yw aniu i badaniu tzw. en­
zymów nierozpuszczalnych, które na ogół cechuje wyższa stabilność, od­
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porność na działanie inhibitorów, łatwiej osiągają szybkość m aksym alną 
reakcji, a nieraz i wyższą aktywność niż p repara ty  rozpuszczalne odpo­
wiednich enzymów. Cząsteczki enzymów uwięzione w sieci nierozpuszczal­
nych polimerów, powiązane za pomocą dw ufunkcyjnych odczynników lub 
przyłączone do reaktyw nych grup substancji wysoko spolimeryzowanych, 
znalazły szerokie zastosowanie w pracowniach biochemicznych, w diag­
nostyce lekarskiej, w leczeniu schorzeń układu pokarmowego i oddecho­
wego oraz już na wielką skalę w przemyśle. Zastosowanie praktyczne en­
zymów nierozpuszczalnych będzie z roku na rok wzrastać z uwagi na dużą 
wydajność procesów enzymatycznych w przem yśle spożywczym, farm a­
ceutycznym  i chemicznym, przy równocześnie niewielkim zużyciu energii. 
Tak więc w 50 lat po otrzym aniu pierwszego enzymu w stanie krystalicz­
nym, rysu ją  się coraz szersze horyzonty badań w dziedzinie enzymologii 
i biologii m olekularnej, a równocześnie w zrasta zastosowanie biokatali- 
zatorów w życiu praktycznym , głównie w postaci reaktorów  enzym atycz­
nych uspraw niających i obniżających koszta metod produkcji różnych 
związków organicznych i produktów spożywczych.
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KOMUNIKAT

ZARZĄDU GŁÓWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na posiedzeniu 
w dniu 3 września 1975 r. przyznał następujące doroczne nagrody Towa­
rzystwa:

Nagrodę im. Jakuba Parnasa za najlepszą pracę doświadczalną w y­
konaną w kraju  i opublikowaną w roku 1974 Elżbiecie Romanowskiej 
i Czesławowi Ługowskiemu z Insty tu tu  Immunologii i Terapii Doświad­
czalnej PAN we W rocławiu za zespół prac: „ B i o c h e m i c a l  properties of 
lipid A from  Shigella sonei”, (1974), Eur. J . Biochem. 48, 81—87 i „Che­
mical studies on Shigella sonei lipid A”, (1974), Eur. J. Biochem. 48, 319— 
323.

Nagrodę im. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy artyku ł przeglą­
dowy opublikowany w kw artaln iku Postępy Biochemii w 1974 r. Ga­
brieli M. Sarzale-Drabikowskiej za artykuł nt. „S truk tu ra  i funkcja błon 
sarkoplazm atycznego retikulum  (mięśni szkieletowych)”, (1974), Post. Bio­
chem., 20, 403—423.
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JADWIGA GNIOT-SZULŻYCKA *

Niedobory enzymatyczne leżące u podstaw mukopolisacharozydoz 

Mucopolisaccharidoses, Enzyme deficiencies

Mianem mukopolisacharydoz określa się grupę genetycznie uw arunko­
wanych schorzeń charakteryzujących się niedoborem lizosomalnych enzy­
mów odpowiedzialnych za prawidłową degradację glikozoaminoglikanów
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Ryc. 1. Proces degradacji siarczanu derm atanu i siarczanu heparanu
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(mukopolisacharydów). W wyniku czego następuje ich akum ulacja w tk an ­
kach i wzmożone wydalanie wraz z moczem (1, 2).

Glikozoaminoglikany (mukopolisacharydy) są polim eram i zbudowanymi 
z pow tarzających się podjednostek acetylowanej i siarczanowej heksozo- 
aminy (glukozoaminy lub galaktozoaminy) związanej wiązaniem glikozy- 
dowym z kwasem glukuronow ym  lub iduronowym  (ten ostatni może być 
również siarczanowany). A ktualne dane dotyczące budowy glikozoamino- 
glikanów przedstaw ił w swej przeglądowej pracy T o m a s z e w s k i
(3).

Pierw sze kliniczne przypadki m ukopolisacharydoz opisane zostały 
przez H u n t e r a  i H u r l e r  odpowiednio w 1917 i 1919 roku (1, 2). 
Obydwa zespoły charakteryzuje odrębność fenotypowa, różnorodny sto­
pień upośledzenia umysłowego oraz odrębny mechanizm dziedziczenia: 
autosom alno-recesywny w przypadku zespołu H urler i recesywny lecz 
związany z chromosomem X w przypadku zespołu Huntera.

Większość przypadków opisanych później około 1960 roku określano 
m ianem  gargoylizm u (maszkaronizm); term in ten  został wprowadzony do 
lite ra tu ry  w 1936 roku przez E l l i s a  (4).

Z czasem jednakże pewnych przypadków nie udało się zaklasyfiko­
wać do klasycznych form  zespołów H untera i H urler a określenie gar- 
goylizm stało się zbyt szerokie i nieadekw atne (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11).

W obecnej chwili powszechnie przyjm uje się podany w tabeli 1 po­
dział m ukopolisacharydoz na siedem grup. Sześć z nich obejm uje muko- 
polisacharydozy sklasyfikowane przez Kusicka, siódma, (MPS) opisana 
później charakteryzuje się brakiem  (3-glukuronidazy.

W ykryta w 1971 roku przez Sprangera (12) chondroitynosulfatyduria 
być może poszerzy listę mukopolisacharydoz. Przekazywanie m ukopoli­
sacharydoz typu III—IV odbywa się w sposób autosomalno recesywny, 
przekazywanie zaś m ukopolisacharydoz typu II również w sposób rece­
sywny lecz związany z chromosomem X. C harakterystyczną cechą wszyst­
kich m ukopolisacharydoz jest zwiększone w porównaniu z norm ą w yda­
lanie z moczem kwaśnych m ukopolisacharydów, jak również gromadzenie 
się ich w wielu tkankach jak nerki, gruczoły limfatyczne, zastawki ser­
cowe, śledziona, wątroba, nadnercza, chrząstka, rogówka i centralny układ 
nerwowy.

B r a n t e  jako pierwszy w 1952 roku (6) wykazał, że m etachrom azja, 
stw ierdzona w tkankach chorych jest wynikiem  gromadzenia się m uko­
polisacharydów oraz stwierdził, iż 10% masy ich w ątroby stanowią m u­
kopolisacharydy zawierające 27°/o heksozoaminy, 26°/o kwasów urono- 
wych i 3,9% siarki. W przypadku zespołu H urler i H untera oraz Scheie, 
stwierdzono w ydalanie z moczem i gromadzenie w tkankach siarczanu 
derm atanu i siarczanu heparanu; W przypadku zespołu Sanfilippo siar­
czanu heparanu, a w przypadkach zespołów M orąuio i M aroteaux-Lam y 
odpowiednio siarczanu keratanu i siarczanu derm atanu (13, 2). W przy-
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Tabela 1

Klasyfikacja mukopolisacharydoz

Typ Symptomy Sposób
dziedziczenia

M ukopolisacharydy 
nieprawidłowo 

metabolizowane

1 Pflaunder-Hurler
Typowe zmiany wyrazu twarzy 
(gargoylne), zmętnienie rogówki, 
upośledzenie umysłowe

autosomalno-
-recesywny

Siarczan dermatanu 
Siarczan heparytyny

II Hunter
Niewielkie zmiany wyrazu twarzy, 
brak zmętnienia rogówki, niedo­
rozwój umysłowy wczesny

X-recesywny
Siarczan dermatu 
Siarczan heparytyny

III Sanfilippo
Niewielkie zmiany wyrazu twarzy, 
zmętnienie rogówki, niedorozwój 
umysłowy wczesny

autosomalno-
-recesywny Siarczan heparytyny

IV Morąuio

•

Duże zmiany w układzie kostnym, 
brak zmętnienia rogówki, intelekt 
normalny

autosomalno-
recesywny Keratosiarczan

V Scheie
Łagodne zmiany w układzie ko­
stnym, zmętnienie rogówki, nie­
dorozwój umysłowy łagodny

autosomalny-
recesywny

Siarczan dermatanu 
Siarczan heparytyny

VI Maroteaux-Lamy Zmiany w układzie kostnym, zmęt­
nienie rogówki, intelekt normalny

autosomalny-
recesywny

Siarczan dermatanu

VII Obniżonej aktyw­
ności j3-glukuroni- 

dazy

Duże zmiany w układzie kostnym, 
zmętnienie rogówki, niedorozwój 
umysłowy

autosomalny-
recesywny

Siarczan dermatanu 
chondroityno-4-, 
chondroityno-6-siar- 
czan

padku m ukopolisacharydozy VII, stwierdzono nadm ierne w ydalanie chon- 
droityno 4- i 6-siarczanów (14) oraz nadm ierne gromadzenie niezdegra- 
dowanego siarczanu derm atanu (15). Glikozoaminoglikany akum ulowane 
i wydalane z ustro ju  w różnych typach m ukopolisacharydoz w ykazują 
zmienioną stru k tu rę  chemiczną. Chorzy z zespołem H untera i H urler wy­
dalają z moczem siarczan derm atanu (16, 17) bogatszy w grupy siarcza­
nowe, oraz jak wskazują niektórzy autorzy w ydalają również dw usiar- 
czanowany dw ucukier (18).

Z badań (19) nad produktam i degradacji znakowanego 35S 0 4-siarczanu 
derm atanu z fibroblastów osobników z zespołem H untera wynika, że siar­
czanowana jest grupa hydroksylowa kwasu iduronowego a w ydalanym  
związkiem jest IdUA—(—S 0 4) — GalNAc—(—S 0 4).

Z moczu osobników z zespołem H urler (20) wyosobniono również dwie
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frakcje siarczanu heparytyny, jedna z frakcji wykazywała wysoki stopień 
N-acetylacji i niską zawartość siarczanu, druga frakcja wykazywała nis­
ką N-acetylację i wysoki stopień usiarczanowania.

Podobne frakcje siarczanu heparytyny wyosobniono również z moczu 
osobników z zespołem Sanfilippo (21, 22). Poza tym  wykazano, że siarczan 
heparytyny (23) z wątroby, śledziony i moczu osób z zespołem Sanfilippo 
i H urler jest heterogenny, o masie cząsteczkowej poniżej 5500, podczas gdy 
wielocukier wyosobniony z aort ma masę cząsteczkową w granicach 24 000 
do 29 000. Siarczan derm atanu wyosobniony z moczu osobników z zespołem 
H urler jest również niskopolimeryczną formą (24) podczas gdy wyosobnio­
ny z fibroblastów wykazuje norm alny ciężar cząsteczkowy.

Badania histochemiczne szeregu tkanek chorych wykazują hypertrofię 
i przeładowanie lizosomów kwaśnym i m ukopolisacharydam i jak również 
lipidami. W zależności od typu schorzenia stw ierdza się obecność różnych 
form wakuoli określanych przez V a n  H o o f  i H e r s  a jako A, B i C 
(25). W akuole A zawierają m ateriał granularny i pozostałości m atrix cia­
łek gęstych; w ystępują głównie w narządach miąższowych i leukocytach. 
W zespole Morquio i M aroteaux-Lam y w ystępują głównie w komórkach 
K upffera i makrofagach. W akuole C zawierają m ateriał granularny a tak ­
że wykazują struk tu rę  lam elarną; w ystępują w komórkach wątroby i w 
fibroblastach. Wzmożona akum ulacja w tkankach i wydalanie z moczem 
kwaśnych m ukopolisacharydów może być wynikiem defektu na drodze 
biosyntezy lub też degradacji.

W nikliwa analiza ilości frakcji glikolipidów, glikoproteidów oraz m uko­
polisacharydów dokonana przez C 1 a u s e’ a i wsp. (30) pozwoliła na usu­
nięcie wniosku, iż defekt metaboliczny leżący u podstaw mukopolisacha- 
rydoz można tłumaczyć brakiem  (3-galaktozoaminidazy. W tym  samym roku 
V a n  H o o f f  i H e r s  (25a) wykazali obniżoną aktywność tego enzymu 
w tkankach chorych. Brak (3-galaktozoaminidazy okazał się jednak niespe­
cyficzny, wspólny dla kilku form  m ukopolisacharydoz (2). W prowadzenie 
do badań na szeroką skalę hodowli fibroblastów skóry przyczyniło się do 
poznania w ostatnich latach czynników swoistych, odpowiedzialnych za 
zaburzenia metabolizmu glikozoaminoglikanów w tych schorzeniach. D a ­
n e s  i B e a r n  (31, 32) wykazali po raz pierwszy, że hodowane in vitro  
fibroblasty skóry osobników z zespołem H urler i H untera w ykazują podob­
ną akum ulację glikozoaminoglikanów jak tkanki tychże osobników. Z ba­
dań M a t a l o n  i D o r f m a n  (24, 26) oraz S c h a f e r  i wsp. (27) w y­
nikało, że inkorporacja 35S 0 4 do glikozoaminoglikanów w hodowlach tkan­
kowych fibroblastów, wyprowadzonych ze skóry osób chorych, jest pod­
wyższona w zespołach H urler, niem niej jednak późniejsze badania F r a - 
t a n t o n i i wsp. (28, 29) nad włączaniem znakowanego 35S 0 4 do kultur 
fibroblastów w zespołach H urler wskazywała na zaburzenia w degradacji 
glikozoaminoglikanów.

Nieco późniejsze spostrzeżenie F r a t a n t o n i e g o  i wsp. (28, 33), iż
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m etabolizm  mukopolisacharydów ulega normalizacji po połączeniu hodowli 
osobników z zespołem H untera i Hurler, jest początkiem szeroko stosowa­
nej w diagnostyce mukopolisacharydoz techniki cross correction i przy­
czyniło się do poznania specyficznych czynników korekcyjnych. Szereg z 
nich to zidentyfikowane w obecnej chwili enzymy. Techniki tej jednakże 
nie można stosować w przypadku zespołu Morąuio, ponieważ fibroblasty 
nie syntetyzują  siarczanu keratanu.

Proces sukcesywnej degradacji siarczanu derm atanu, głównego niepra­
widłowo metabolizowanego m ukopolisacharydu, wymaga współudziału sze­
regu enzymów. Przyjm ując za F r a n s o n e m  i R o d e n e m  (34), że 
siarczan derm atanu  jest hybrydem  zawierającym  zarówno kwas idurono- 
wy jak i kwas glukuronowy, degradację jego (nie zachowując kolejności) 
przedstaw iono na rycinie 1 (str. 17).

Większość badań nad charakterystyką i izolacją czynników korekcyj­
nych przeprowadził zespół badawczy z Bethesda (N e u f e 1 d i wsp.) — 
źródłem enzymów był głównie mocz ludzki.

P rzyjm ując za jednostkę korekcyjną tę ilość, która wywołuje połowę 
m aksym alnej korekcji, 1 mg białka,m oczu posiada 40 jednostek korekcyj­
nych dla zespołu H untera, tyfeż samo dla zespołu Sanfilippo A i B, 5 jed­
nostek dla zespołu H urler i 1 jednostkę dla zespołu M aroteaux-Lam y (35). 
Z nieopublikowanych danych w ynika również, że łożysko ludzkie jest bo­
gatym  źródłem czynników korekcyjnych (D i F e r r a n t e  i wsp.).

Masy cząsteczkowe czynników korekcyjnych wyizolowanych z moczu 
chorych wynoszą w przypadku zespołu Huntera, 65 000 (36), w przypadku 
zespołu Sanfilippo A i B odpowiednio 186 000 i 171 000 (37), a w przypad­
ku zespołów H urler oraz M aroteaux-Lam y odpowiednio 87 000 i 72 000 
(35). P repara t arylosulfatazy B z tkanki łożyska ludzkiego (38) o najw yż­
szej aktyw ności korekcyjnej dla zespołu M aroteaux-Lam y wykazuje masę 
cząsteczkową 60 000.

W yosobnione i częściowo oczyszczone czynniki korekcyjne przyspiesza­
ją degradację akum ulowanych w fibroblastach mukopolisacharydów, co 
objawia się: wzrostem  ilości produktów degradacji, znikaniem dodawa­
nych m ukopolisacharydów, zmianą chemicznych właściwości produktów 
degradacji przez co stają  się one zbliżone w budowie do wydalanych w 
stanach fizjologicznych (35).

Doświadczenia ze znakowanymi 35S 0 4-m ukopolisacharydam i otrzym a­
nym i z fibroblastów chorych wykazały, że w przypadku zespołu Sanfilippo 
A pod wpływem  czynnika korekcyjnego następuje uwalnianie znakowa­
nego siarczanu, co wskazywało, że czynnik ten jest specyficzną sulfohy- 
drolazą (39). W obecnej chwili wiadomo, że czynnik korekcyjny w przy­
padku zespołu Sanfilippo A jest sulfaminidazą odszczepiającą grupę siar­
czanową z wiązania sulfaminowego w siarczanie heparanu (40). Enzym 
ten został wyizolowany z takich źródeł, jak: tkanka lim fatyczna (41), 
mózg, wątroba, płuca, nerki, skóra, śledziona (42, 43). Optimum  aktywności
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enzymu przypada w pH 5.0, punkt izoelektryczny w pH 4.7. O braku 
aktywności sulfam inidazy w zespole Sanfilippo donieśli w 1967 roku 
K n e c h t  i wsp. (20).

W przypadku zespołu H untera dodanie czynnika korekcyjnego do zna­
kowanych glikozoaminoglikanów wyizolowanych z fibroblastów nie w y­
wołało uwalniania siarczanu (bardzo minimalne). Niemniej jednak czyn­
nik ten działał jako specyficzna sulfohydrolaza, hydrolizująca ester siar­
czanowy kwasu iduronowego (T i m p 1 e i wsp., 44). W doświadczeniach 
z 4-O-a-L-sulfoiduronylo-D-sulfoanhydromannozą jako substratem  stw ier­
dzono, że ulegał on hydrolizie z uwolnieniem nieorganicznego siarczanu 
dopiero po dodaniu a-L-iduronidazy (40% hydrolizy) (19, 45). Specyficzną 
sulfohydrolazą okazał się również czynnik korekcyjny wyizolowany z mo­
czu osób z tzw. zespołem Morąuio, a jest nią glukozoam ino-6-sulfohydro- 
laza (46, 47).

Z analizy produktów degradacji siarczanu derm atanu wyizolowanego 
z fibroblastów z zespołu M aroteaux-Lam y, O’ B r  i e n i wsp. (48, 49) wno­
szą, że enzym, którego brak jest specyficzną N-acetylogalaktozoamino-4- 
-sulfatazą. W zespole tym  wykazano obniżoną aktywność arylosulfatazy B 
(50, 51, 52, 53) a dodanie wysokooczyszczonego preparatu  arylosulfata­
zy B do hodowli tkankow ych fibroblastów znosi defekt metaboliczny (54, 
55). Z ostatnich doniesień w ydaje się wynikać, że arylosulfataza B uw al­
nia również siarczan z UDP-galaktozoaminosiarczanu (56), jak również 
w obecności dodatkowego czynnika białkowego z oktasacharydu uzyska­
nego poprzez degradację siarczanu derm atanu (55), co potwierdza przy­
puszczenia M a t a l o n  i wsp. (49).

Czynnikami korekcyjnym i w zespołach H urler i Scheie okazała się 
a-L-iduronidaza (33, 34, 45, 47); w zespole Sanfilippo B N-acetylo-a-D-glu- 
kozoaminidaza (48, 58, 59, 60).

W mukopolisacharydozie VII obniżona jest aktywność (3-D-glukuroni- 
dazy (14, 15, 61, 62, 63). Zestawienie znanych braków enzym atycznych  
przedstawia tabela 2.

W obecnej chwili prowadzi się badania celem stwierdzenia, czy defekty 
genetyczne w mukopolisacharydozach są wynikiem  braku molekuł białko­
wych, czy też enzymy w ystępują w zmodyfikowanej formie; nie wyklucza 
się również obecności inhibitorów lub braku aktywatorów.

Wiadomo na przykład, że w arunkiem  wykorzystania egzogennego N- 
-acetylo-a-heksozoam inidazy jest obecność w cząsteczce enzymu odpowied­
niego m arkera węglowodanowego, umożliwiającego rozpoznanie enzymu 
przez błonę i zatrzym anie w obrębie lizosomów (64).

Dokładne poznanie mechanizmu defektów genetycznych pozwoli na 
właściwy wybór m etody terapeutycznej.

Terapia enzym atyczna zapoczątkowana w 1964 roku przez B a u d -  
h u i n (65), w leczeniu zespołu Pompę, jakkolwiek nieefektyw na w pierw ­
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szej wersji, została z pozytywnym  skutkiem  przeprowadzona przez H u g 
i S c h u b e r t  (66) w tym  samym schorzeniu.

Pozytyw ne efekty w leczeniu zespołu H untera i Sanfilippo B, uzyskali 
D i F e r r a n t e  i wsp. (67, 68) oraz K n u d s o n i wsp. (69) przez infuzje 
surow icy krwi, frakcji y-globulin lub też leukocytów.

Tabela 2

Klasyfikacja enzymologiczna mukopolisacharydoz

Typ Nazwa enzymu Skrótowa nazwa typu

I Pflaunder-Hurler a-L-iduronidaza |  MPS IH
..............
IV Scheie a-L-iduronidaza

•
MPS I S

II Hunter severe 2-siarczano sulfohydrolaza 
kwasu a-L-iduropyranosylurowego

MPS IIA

II Hunter mild 2-siarczano sulfohydrolaza 
kwasu a-L-iduropyranosylurowego

MPS II B

III Sanfilippo A heparytynosiarczano-N-sulfamino
sulfohydrolaza

MPS III A

III Sanfilippo B N-acetyl-a-D-glukozoaminidaza MPS III B

IV Morquio heksozoamino-6-siarczano sulfohydrolaza MPS IV

VI Maroteaux-Lamy
severe

VI Maroteaux-Lamy 
mild

heksozoamino-4-siarczano sulfohydrolaza 
heksozoamino-4-siarczano sulfohydrolaza 
(arylosulfataza ß)

MPS VI A 
MPS VI B

VII , ß-D-glukuronidaza MPS VII

Prepara ty  enzymatyczne, zwłaszcza w form ie „encapsulow anej” będą 
niew ątpliw ie efektyw niejszym i środkami terapii.

W pewnych przypadkach, pozytywne efekty, trw ałe efekty, uzyskiwane 
będą przez stosowaną w leczeniu sfingolipidoz, allotransplantację nerki 
(70, 71, 72) lub transplan tację skóry.

Metodą przyszłości w leczeniu chorób genetycznie uwarunkow anych 
będzie prawdopodobnie wprowadzenie m olekuł DNA poprzez transdukcję 
wirusową. Za pierwszą udaną próbę w tym  kierunku można uznać prace 
M erill i wsp. (73) nad włączaniem  genomu faga do fibroblastów z gene­
tycznie uw arunkow anym  brakiem  a-D -galaktozo-l-fosfourydylo-transfe- 
razy.

A rtyk u ł nadszedł 28.2.1975; po r e w iz ji  au torsk ie j o trzym a n o  9.6.1975
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TOMASZ GOŁASZEW SKI *

Kinaza tymidynowa 

Thymidine Kinase

Kinaza tym idynow a (5'-fosfotransferaza ATP:tym idyna, E. C. 2.7.1. 
75 **>) — zgodnie z opinią wyrażoną niedawno przez K o r n b e r g a  (1) — 
wyróżnia się spośród kinaz nukleozydowych powszechnością w ystępo­
wania oraz rolą, jaką przypisuje się tem u enzymowi w m etabolizmie pre­
kursorów  DNA. Inne kinazy nukleozydowe, takie jak kinaza urydyno- 
wa (E. C. 2.7.1.48), kinaza inozynowa (E. C. 2.7.1.73), kinaza adenozynowa 
(E. C. 2.7.1.20), kinaza dezoksyadenozynowa (E. C. 2.7.1.76), czy kinaza 
dezoksycytydynowa (E. C. 2.7.1.74) są stosunkowo mniej zbadane.

Kinaza tym idynowa katalizuje reakcję ufosforylowania tym idyny do 
kwasu tymidylowego (dTMP) w „szlaku odzyskiwania” tym idyny (ang. 
salvage pathw ay, franc, voie de récupération). Szlak ten  stanowi uzupeł­
nienie głównej drogi syntezy dTM P w komórce przy udziale tzw. syntetazy 
tym idylanow ej (m etylenotransferaza m etylenotetrahydrofolian: dezoksy- 
urydyno-5'-m onofosforan ***)), k tóry  to enzym katalizuje reakcję prze­
kształcania dezoksyurydynom onofosforanu w dTMP. Proces syntezy dTMP 
z dUMP określa się umownie szlakiem syntezy dTMP de novo. O obu szla­
kach syntezy dTM P będzie jeszcze mowa w  dalszym ciągu artyku łu  (por. 
też Schem at 1).

Kluczowe znaczenie kinazy tym idynow ej w metabolizmie prekurso­
rów DNA w ynika między innym i z faktu, że jest ona pierwszym  enzymem 
w zespole trzech kinaz (por. rozdz. IV), przy udziale których powstaje 
dTTP — swoisty, a zarazem  bezpośredni substra t polim erazy DNA. Szcze-

* Dr, Instytu t B iochem ii i B iofizyki PAN, R akowiecka 36, 02-532 W arszawa 
W ykaz skrótów  stosowanych: XM P, XDP i X TP — m ono-, dw u- i trójfosforany  

rybonukleozydów ; dXMP, dXDP i dXTP — m ono-, dw u- i trójfosforany dezoksy- 
rybonukleozydów ; X — zasady w ystępujące w  kw asach nukleinow ych.

** uprzednio: E. C. 2.7.1.21; por. Comp. Biochem., (1973) 13.
*** tym czasow a pozycja katalogowa: E. C. 2.1.l.b; por. artykuł dotyczący kinazy 

tym idylanow ej L. K. S m i t h a  i R. E. E k a i n a ,  (1975), Arch. Biochem. Biophys.,  
167, 61—71.
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golnie ważną rolę — jak można sądzić — spełnia kinaza tym idynowa w 
układach zawierających podaną z zew nątrz (egzogeniczną) tym idynę zna­
kowaną.

Kinazę tymidynową zaliczono do enzymów syntetyzujących DNA (3). 
Ze względu na swoje właściwości kinaza ta stanowi enzym modelowy w 
badaniach regulacji aktywności białek enzym atycznych w przęgniętych w 
metabolizm kwasów dezoksyrybonukleinowych (4) i w badaniach ekspresji 
genów w różnych stanach metabolicznych komórki (por. rozdz. IV). Po­
nadto badania kinazy tym idynowej przyczyniły się znacznie do poznania 
rozmieszczenia genów w ludzkim garniturze chromosomowym (por. rozdz.
I).

I. Występowanie i zmiany aktywności kinazy tymidynowej

W latach pięćdziesiątych K o r n b e r g  i wsp. (5, 6) stwierdzili, że w łą­
czanie znakowanej tym idyny do DNA zachodzi przy udziale zespołu en­
zymów katalizujących reakcje ufosforylowania tego prekursora do dTTP. 
Enzym przekształcający tym idynę w dTMP — nazwany kinazą tym idy­
nową — w ykryto po raz pierwszy w regenerującej w ątrobie szczura (7). 
W latach 1959— 1975 ustalono, że aktywność kinazy tym idynowej w róż­
nych układach biologicznych zmienia się równolegle ze zmianami natęże­
nia syntezy DNA i w wielu przypadkach — ze zmianami natężenia po­
działów komórkowych.

I - l .  W ątroba szczura

B o l l u m  i P o t t e r  (7) stwierdzili, iż w regenerującej wątrobie 
szczura — w okresie między 18 i 72 godziną po dokonaniu częściowej hepa- 
tektom ii — kinaza tym idynowa wykazuje podwyższoną aktywność właści­
wą; najw yższy poziom enzymu stwierdzono w okresie intensyw nej synte­
zy DNA, tzn. w czasie między 24 i 30 godziną po operacji. Obserwację tę 
potwierdzono następnie w innych pracowniach (8— 15).

W w ątrobie norm alnej kinaza tym idynowa w ykazuje niską aktywność 
właściwą (14— 17). Okazało się jednak, że aktywność enzymu podnosi się 
praw ie 50-krotnie — osiągając poziom stw ierdzany w wątrobie regeneru- 
jącej — pod wpływem  bliżej nie zidentyfikowanego czynnika białkowego 
zawartego w wyciągach z bakterii Clostridium perfringens (16), a także 
w obecności fosfolipazy C (13). Można więc sądzić, że w narządzie mitotycz- 
nie nieaktyw nym  w ystępuje utajona (latentna) form a enzymu.

W w ątrobie em brionalnej aktywność kinazy tym idynow ej jest względ­
nie wysoka. W m iarę rozwoju zarodkowego narządu aktywność enzymu 
stopniowo obniża się, równolegle ze spadkiem natężenia syntezy DNA (17).
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Dane porównawcze na tem at względnej aktywności kinazy tym idynow ej w 
w ątrobie em brionalnej i postnatalnej szczura zestawiono w tabeli 1. Temat 
ten będzie jeszcze omawiany w rozdziale IV.

Tabela 1

Zmiany aktywności właściwej kinazy tymidynowej cytosolu w czasie rozwoju wą­
troby szczura (17)

Stadium rozwojowe 
szczura

Aktywność enzymu 
wyrażona w %

Płód
17-dniowy 100,0
19-dniowy 60,0
21-dniowy 15,0

Organizm po urodzeniu:
3-dniowy 15,0
7-dniowy 10,0
14-dniowy 4,0
35-dniowy 1,5
dorosły 0,8

1-2. Tkanki n ieaktyw ne m itotycznie

Podobnie jak w norm alnej wątrobie również i w innych tkankach nie­
aktyw nych mitotycznie, jak na przykład w płucach, mięśniach szkieleto­
wych, w sercu i w nerkach, poziom kinazy tym idynowej jest niski (14, 15).

1-3. Kom órki i tkanki szybko dzielących się

Prócz komórek narządów em brionalnych (17) wysoką aktywność kinazy 
tym idynowej wykazuje szpik kostny (14) oraz komórki nowotworowe (18— 
20). Dane na ten tem at zestawiono w tabeli 2.

1-4. Nerka szczura w  stanie przerostu w yrów naw czego (hipertrofii kom pensacyjnej)

W nerce szczura pozostawionej w organizmie po jednostronnej nefrek- 
tomii stwierdzono niem al trzykrotne podwyższenie poziomu kinazy tym i­
dynowej drugiego dnia po operacji, a więc w okresie wzmożonej syntezy 
DNA (21, 22).

1-5. Cykl podziałowy komórek

Poziom kinazy tym idynowej ulega zmianom w toku cyklu podziałowe­
go wt komórkach eukariotycznych różnego pochodzenia. Aktywność enzy­
mu zwiększa się pod koniec okresu międzypodziałowego (interfazy) i osią­
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ga szczyt w fazie S, czyli w okresie syntezy DNA (23—39). Na rycinie 1 
uwidoczniono dla przykładu zmiany aktywności kinazy tym idynowej i na­
tężenie syntezy DNA w poszczególnych fazach cyklu podziałowego komó­
rek  linii L (38).

Tabela 2

Aktywność kinazy tymidynowej w różnym materiale biologicznym (15, 69, 89)

Materiał badany Aktywność kinazy tymidynowej 
(nmole dTMP/mg białka)

Odnośniki
literaturowe

tkanki szczura:
normalna wątroba 0,08
wątroba regenerująca .
(24 godz. po operacji) 5,76
nerka 0,10
szpik kostny 13,70
nowotwory:
mięsak Yoshidy 37,00
rak puchlinowy Ehrlicha 11,20 15

bakteria Bacillus subti/is:
komórki wegetatywne 10,90
zarodniki 0,10 89

jeżowiec
Paracentrotus lividus:
zygota 2,00
zarodek 40-godzinny 30,00 69

Można przyjąć, że w fazie S kinaza tym idynowa ma najkorzystniejsze 
w arunki działania (40). W te j fazie cyklu dTTP, silny inhibitor enzymu 
działający na zasadzie hamowania zwrotnego (41, 41a), ulega szybkiemu

Ryc. 1. Zm iany aktyw ności kinazy tym idynow ej i intensyw ności w łączania tym iny  
do DNA jądrowego w  zsynchronizowanej hodowli komórek lin ii L (38).

A ktyw ność cytosolow ej kinazy tym idynow ej wyrażono w  pm olach dTMP w  przeliczeniu na 
godzinę i jednostkę absorpcji m ierzonej przy d ługości fali 280nm. M, i M2 — kolejne podziały  
m itotyczne; G„ G2, S — fazy okresu m iędzypodziałow ego. Strzałkam i zaznaczono początek i ko­
n iec faz; --------o----------- aktyw ność kinazy tym idynow ej, ---------x------------w łączanie znakow anej
tym idyny do DNA.
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zużyciu w syntezie DNA, a równocześnie zwiększa się ilość białka enzy­
m atycznego i ulega stabilizacji inform acyjny RNA kodujący kinazę tym i- 
dynową (10, 42).

W ielokrotnie obserwowano, że zarówno w obecności inhibitorów tran s­
lacji (takich, jak  purom ycyna i cykloheksoimid), jak też inhibitorów  tran s­
krypcji (aktynom ycyna) aktywność kinazy tym idynowej obniża się i w 
ciągu cyklu komórkowego nie podlega charakterystycznym  zmianom (25, 
25, 28, 37, 38). Stabilność cząsteczek enzymu jest podobna we wszystkich 
fazach cyklu (4). Można stąd wnosić, że zmiany aktywności kinazy obser­
wowane w czasie cyklu podziałowego komórek nie w ynikają ze zmian w 
strukturze cząsteczek tego enzymu. Fakty  te mogą świadczyć, że kinaza 
tym idynowa jest syntetyzow ana de novo, a szybkość syntezy enzymu w 
czasie cyklu podziałowego znajduje się pod kontrolą genomu komórki 
(por. rozdz. III i IV).

1-6. Kom órki zakażone w irusam i zaw ierającym i DNA

Znaczny wzrost aktywności kinazy tym idynowej obserw uje się w ko­
mórkach po zakażeniu ich w irusam i zawierającym i DNA (3, 43—57). W raz 
ze wzrostem  aktywności tego enzymu następuje uaktyw nienie polim erazy 
DNA (57). Zbieżność ta może świadczyć, iż kinaza tym idynowa jest w przę­
gnięta w mechanizm(y) urucham iania procesu replikacji kwasu dezoksy­
rybonukleinowego w zainfekowanych komórkach. Na rycinie 2 przedsta-

Ryc. 2. Wzrost aktyw ności kinazy tym idynow ej w  komórkach nerki m yszy po zaka­
żeniu w irusem  poliom a (46).

--------o------------aktyw ność kinazy tym idynow ej w kom órkach niezakażonych; --------- • ------------
aktyw ność kinazy tym idynow ej po in fekcji kom órek w irusem  poliom a.
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wiono graficznie wzrost poziomu kinazy tym idynowej w komórkach m y­
szy zakażonych wirusem  polioma (46).

Aktywność kinazy tym idynow ej badano w zmutowanych komórkach 
linii LM zakażonych wirusam i zaw ierającym i DNA (44, 56). Mutacja, pro­
wadząca do redukcji, względnie zaniku cytosolowej kinazy tymidynowej, 
ujaw nia się w w arunkach długotrw ałej, 90 tygodniowej, hodowli komórek 
w obecności 5-brom odezoksyurydyny. Związek ten, podobnie jak tym idy­
na, może być substratem  kinazy tym idynowej. Po ufosforylowaniu do nu- 
kleozydotrójfosforanu ulega on w budow aniu przede wszystkim do DNA 
jądrowego; w wyniku inkorporacji tego analoga zmienia się s truk tu ra  
DNA i większość komórek ginie. Przy życiu pozostają jedynie te komórki, 
k tóre w wyniku m utacji u traciły  przeważającą część aktywności cytoso­
lowej kinazy tym idynowej i stały  się niezdolne do włączania 5-bromo­
dezoksyurydyny do jądrowego DNA. Komórki te zachowują jednak m ito- 
chondrialną kinazę tym idynową (por. rozdz. II). Oznacza się je symbolem 
TK~. Po zakażeniu komórek linii LM(TK~) w irusam i zawierającymi DNA 
aktywność kinazy tym idynowej w cytosolu wzrasta kilkakrotnie (44). W 
wyniku infekcji wirusowej może rozpocząć się wzmożona ekspresja ge­
nów kodujących kinazę w komórce, bądź też może nastąpić aktyw acja 
odpowiednich genów wirusa. Tak na przykład wiadomo, iż komórki ludz­
kie zakażone adenowirusem  w ykazują liczne uszkodzenia w strukturze 
chromosomów, między innym i w chromosomie zawierającym  geny kodu­
jące kinazę tymidynową (por. rozdz. 1-10.). W związku z tym  wysunięto 
przypuszczenie, że wzrost aktywności enzymu po zakażeniu wirusowym 
jest rezultatem  rozluźnienia s tru k tu ry  tego chromosomu przez atakujący 
w irus (47—49).

Po wniknięciu w irusa opryszczki (Herpes simplex) do komórek myszy 
LM (TK~) Cl ID w cytosolu u jaw nia swoją aktywność kinaza tym idyno- 
wa kodowana prawdopodobnie przez genom wirusa (50—53). Enzym po­
w stający po infekcji ma inne właściwości niż kinaza obecna w komórkach 
niezakażonych. Enzym kom órek niezakażonych jest mniej trw ały  te r­
micznie (42, 45, 46), charakteryzuje się większą ruchliwością elektrofore- 
tyczną (51) i odm iennymi właściwościami immunologicznymi (50) niż ki­
naza obecna w komórkach zainfekowanych, która prawdopodobnie w ystę­
puje w form ie zagregowanej. Nie wyklucza się, że cząsteczki kinazy tym i­
dynowej w ystępujące w kom órkach em brionalnych nerki człowieka i m ał­
py ulegają agregacji po wniknięciu w irusa (51). Zagregowane form y kina­
zy tym idynowej w ykryto też w kom órkach nowotworowych (por. rozdz. 
IV.).

W ydaje się, że kinaza tym idynow ą powstająca w komórkach zakażo­
nych onkogennym wirusem  SV 40 decyduje w pewnym  stopniu o rozwoju 
nowotworu. Po naśw ietleniu zakażonych komórek promieniami nadfiołko- 
wym i stwierdzono obniżoną aktyw ność kinazy w tych komórkach i zau­
ważono, że stają  się one mniej złośliwe (54). Szersze omówienie zjawiska
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wzmożonej aktywności kinazy tym idynow ej w komórkach zakażonych 
w irusam i DNA można znaleźć w licznych pracach doświadczalnych i prze­
glądowych (1, 3, 19, 56, 57).

1-7. Tkanki poddane działaniu horm onów

W krótce po wprowadzeniu bydlęcego horm onu wzrostowego do orga­
nizmu szczura pozbawionego uprzednio przysadki mózgowej stwierdzono 
znaczne podwyższenie aktyw ności kinazy tym idynowej w tkance tłuszczo­
wej nadjądrzy. Efektu tego nie obserwowano, jeśli zwierzęciu w strzyknię­
to jednocześnie hormon kortyzonow y obniżający szybkość proliferacji 
komórek (58). Znaczny wzrost aktyw ności kinazy tym idynowej i syntezy 
DNA obserwowano w gruczole nadnerczy świnki m orskiej po w strzyknię­
ciu zwierzętom  hormonu adrenokortykotropow ego. Enzym pojaw iający 
się pod w pływem  hormonu okazał się bardziej labilny niż kinaza tym idy­
nowa obecna w analogicznych kom órkach zwierząt kontrolnych (59, 60).

1-8. Kom órki hodowane w  pożyw kach wzbogaconych

Ponad 100-krotny wzrost aktyw ności kinazy tym idynowej obserwo­
wano w kom órkach embrionów myszy przeniesionych z pożywki uboższej 
żywieniowo do pożywki wzbogaconej. Komórki te, hodowane w pożywce 
zaw ierającej 0,5°/o surowicy krwi, p rzestają być zdolne do syntezy DNA 
i charakteryzują  się niską aktyw nością kinazy tym idynowej; po dodaniu 
do pożywki 10% surowicy ten  stan  spoczynku metabolicznego komórek 
zostaje przerw any, czego w yrazem  jest między innym i wzrost poziomu 
kinazy tym idynowej (61).

1-9. L im focyty pobudzone substancjam i m itogennym i

W zrost aktywności kinazy tym idynow ej i natężenia syntezy DNA ob­
serwowano w limfocytach ludzkich, na które podziałano fitohem oagluty- 
niną (62) i w limfocytach wyizolowanych ze śledziony myszy potrakto­
wanych konkanawaliną A (42). Obie wymienione substancje pobudzają ak­
tywność mitotyczną komórek.

1-10. H ybrydy komórkowe

Dzięki badaniom aktyw ności kinazy tym idynowej w hybrydach ko­
m órkowych udało się po raz pierw szy zlokalizować geny o znanej funkcji 
w określonym  chromosomie ludzkim  i poznać zjawisko przemieszczania 
się (translokacji) odcinków chrom osomu ludzkiego zawierającego geny ko­
dujące kinazę do chromosomu myszy. Do badań użyto hybrydy powstałe
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przez zespolenie somatycznych komórek ludzkich zawierających cytoso- 
lową kinazę tym idynową i komórek myszy zm utowanych bromodezoksy- 
urydyną, pozbawionych tego enzymu (por. wyżej). Stwierdzono, że hybry­
dy zawierające cytosolową kinazę tym idynową wykazują obecność ludz­
kiego chromosomu nr 17, względnie dłuższego ram ienia tego chromo­
somu; przeciwnie, hybrydy komórkowe wykazujące delecję chromoso­
mu n r 17 nie zawierają jednocześnie kinazy tym idynowej (47—49, 
63—65).

Na uwagę zasługują badania K i t a  i wsp. (66) dotyczące aktywności 
kinazy tym idynowej w tzw. heterokarionach; są to dw ujądrzaste hybrydy 
utworzone z komórek LM(TK_) myszy i erytrocytów  kurczęcia. Mimo że 
oba rodzaje komórek nie zaw ierają cytosolowej kinazy tym idynowej, jądra 
powstałych heterokarionów  stają  się zdolne do włączania znakowanej ty ­
m idyny do DNA. Obserwacja ta  świadczy, że po fuzji komórek, w hetero­
karionach pojawia się cytosolową kinaza tym idynowa; stwierdzono, że jest 
to enzym kurczęcia (por. rozdz. III.).

I - l l .  Kom órki rozw ijających się organizm ów zw ierzęcych

Poziom kinazy tym idynowej zmienia się znacznie w komórkach jeżow­
ców, płazów i owadów w zależności od stadium  rozwojowego. W niezapłod- 
nionych komórkach jajowych jeżowca (Hemieentrotus pulcherrimus) (67) 
i ropuchy zwyczajnej (Bufo bufo) (68) stwierdzono wysoką aktywność 
enzymu. Bezpośrednio po zapłodnieniu, w zygotach, aktyw ność ta  ulega 
obniżeniu (67, 68). W okresie bruzdkowania aktyw ność kinazy zmienia 
się cyklicznie podczas kolejnych podziałów komórkowych. W zarodkach 
jeżowca Paracentrotus lividus aktywność kinazy znacznie wzmaga się w 
stadium  blastuli (Tabela 2). W ydaje się, że w łaśnie wówczas ważną rolę 
zaczyna odgrywać „szlak odzyskiwania” tym idyny (69, 69a) i że dostępność 
dTM P jest czynnikiem regulującym  natężenie syntezy DNA w zarodku 
(70). Zwrócono uwagę na ścisłą zbieżność między wysoką aktywnością ki­
nazy tym idynow ej i dużą intensywnością podziałów komórkowych w za­
rodkach ropuchy w stadium  blastuli. Po rozpoczęciu się gastru lacji i w 
stadium  neuruli, gdy aktywność podziałowa kom órek ulega obniżeniu, 
jednocześnie następuje spadek aktywności enzymu (68).

Ścisłą zależność między zmianami aktywności kinazy tym idynowej 
i natężenia syntezy DNA obserwowano również w rozw oju osobniczym 
owadów. Stwierdzono, że w komórkach nabłonka diapauzujących larw  
jedw abnika dębowego (Antheraea pernyi), charakteryzujących się stanem  
spoczynku metabolicznego, aktywność kinazy tym idynow ej jest niewielka. 
W krótce po zakończeniu diapauzy, gdy przy udziale ekdysonu rozpoczyna 
się synteza DNA, zaobserwowano 20-krotny wzrost aktyw ności kinazy 
tym idynowej (71). Podobną zależność stwierdzono w kom órkach rosnących 
gruczołów przędnych jedwabnika morwowego (B om byx mori) w koń­
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cowym stadium  rozwojowym (72). Osiągnąwszy dojrzałość fizjologiczną, 
komórki tego gruczołu stają się zdolne do syntezy białek jedwabiu; nie 
syntetyzują wówczas DNA, a aktywność kinazy tym idynowej w tych ko­
mórkach zanika (73).

W przeciw ieństwie do zacytowanych obserwacji (podrozdziały 1-1.— 
1-11.) dotyczących dodatniej zależności między natężeniem  syntezy DNA 
i poziomem kinazy tym idynowej, w rozw ijającym  się zarodku kurczęcia 
aktywność tego enzymu jest względnie stała i niska, mimo dużego natę­
żenia podziałów komórkowych i replikacji DNA. W ydaje się, iż w tym  
przypadku „droga odzyskiwania” tym idyny nie odgrywa poważniejszej 
roli, a ważnego znaczenia nabiera proces syntezy de novo dTMP. Sugero­
wano, że w czasie rozwoju zarodka kurczęcia syntezę DNA reguluje reak­
cja ufosforylowania dTDP przy udziale kinazy tym idylanowej (74).

1-12. Kom órki k iełkujących roślin w yższych

W dojrzałych, nie poddanych uprzednio napęcznianiu nasionach psze­
nicy, kukurydzy (75—77), orzeszka ziemnego (78) i w zarodkach żyta (79) 
nie stw ierdza się obecności aktyw nej kinazy tym idynowej. Aktywność 
enzymu pojawia się w roślinach dopiero po rozpoczęciu kiełkowania. W 
liściach żyta aktywność kinazy tym idynowej w ykryto nie tylko w cyto- 
solu, lecz również w plastydach i m itochondriach (79, 80). Pojawianie się 
aktywności kinazy w tych organellach zachodzi równolegle z inicjacją 
procesu włączania znakowanej tym idyny do DNA poza jądrowego (81, 82).

W kiełkach pszenicy i kukurydzy aktyw na cząsteczka kinazy tym idy­
nowej składa się z dwóch podjednostek: P  i T. Obie podjednostki charak­
teryzują się podobnymi m asam i cząsteczkowymi (około 60 000), lecz w y­
kazują zarazem odmienną ruchliwość elektroforetyczną i w ytrącają się 
przy różnych stężeniach siarczanu amonu. Podjednostka T jest bardziej 
stabilna niż podjednostka P; ta  ostatnia w ystępuje w roślinie już we 
wczesnym okresie kiełkowania, jednakże pozostaje nieaktyw na aż do 
m om entu zespolenia się z podjednostką T. W komórkach korzenia kuku­
rydzy aktyw na form a enzymu pojawia się po 36 godzinach kiełkowania 
(76, 77).

W późniejszych badaniach sugerowano, że obie podjednostki są od­
m iennym i enzymami: nieswoistą nukleozydofosfotransferazą i ATP-azą 
(83, 84). Sugestie te zostały następnie poddane krytyce (por. rozdz. IV.).

1-13. Komórki glonów

Kinazę tym idynową w ykryto  w komórkach glonu Chlorella (28, 29), 
Chlamydomonas (patrz rozdz. IV.) i ostatnio — w piesze glonu w apien­
nego (Acetabularia). W tym  ostatnim  przypadku zaobserwowano, że ki­
naza tymidynowa, w ystępująca głównie w chloroplastach i mitochon-
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driach, zmienia swoją aktywność w czasie różnicowania plechy osiągając 
najwyższy poziom w okresie wykształcania się „organoidu” generatyw - 
nego, a mianowicie kapelusza (85, 86).

1-14. Kom órki bakteryjne

Istnieją liczne dane dotyczące bakteryjnych kinaz tymidynowych. 
W pracowni K o r n b e r g a  stwierdzono, że w kom órkach pałeczki okręż- 
nicy (Escherichia coli) pozostających w wykładniczej fazie wzrostu, ak tyw ­
ność właściwa kinazy jest półtorakrotnie wyższa w porównaniu z ak ­
tywnością enzymu w ykryw aną w komórkach znajdujących się w fazie 
stacjonarnej (87). Kinazę tym idynową E. coli oczyszczono w znacznym 
stopniu (około 1200 razy) i zbadano niektóre jej właściwości. Tak na 
przykład stwierdzono, że substratem  tej kinazy, prócz tym idyny, mogą 
być również pochodne dezoksyurydyny zawierające atom  chlorowca (bro­
mu, jodu, fluoru i chloru) dołączonego do 5 atom u węgla. Okazało się 
ponadto, że dawcą grupy fosforanowej w reakcji ufosforylowania tym i­
dyny może być nie tylko ATP, lecz również dGTP. Silnym  inhibitorem  
kinazy tym idynowej jest dTTP (87), k tó ry  wpływa na zmianę konform acji 
cząsteczek enzymu bakteryjnego (88, 88a).

Badano również kinazę tym idynową w kom órkach Bacillus subtilis. 
Zaobserwowano, iż w krótce po rozpoczęciu kiełkowania zarodników bak­
teryjnych, aktywność kinazy w zrasta ponad stukrotnie (Tabela 2), a wzrost 
ten  rozpoczyna się jednocześnie z inicjacją syntezy DNA (89).

W śród bakteryjnych kinaz tym idynowych na specjalną uwagę zasłu­
guje enzym kom órek Bacillus stearothermophilus. Kinaza tym idynow ą 
tych bakterii charakteryzuje się dużą odpornością cieplną: nie zmienia 
aktywności po 60 m inutow ej inkubacji w tem peraturze 75°C przy pH 7,6. 
Cecha ta  odróżnia ten enzym od innych kinaz tymidynowych. Kinaza 
B. stearotherm ophilus składa się z kilku podjednostek polipeptydowych 
(por. Tabela 7) połączonych mostkami dwusiarczkowym i (90).

W kom órkach baktery jnych  (87, 89), podobnie jak  w większości orga­
nizmów eukariotycznych, poziom aktywności kinazy tym idynow ej jest 
ścieśle związany z aktywnością replikacyjną i podziałową. W tabeli 3 ze­
stawiono wszystkie dotychczas poznane procesy biologiczne, w toku któ­
rych uwidacznia się ta  zależność.

II. Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie kinazy tymidynowej

W kom órkach eukariotycznych przeważająca część aktywności kinazy 
tym idynowej w ystępuje zwykle w supernatancie pozostającym  po od­
wirow aniu rybosomów cytoplazmatycznych, czyli w cytosolu. Z tego 
względu większość badań dotyczyła cytosolowych kinaz tymidynowych.
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Jednakże, jak już wspomniano (rozdz. 1-6; 1-12.), obecnie znane są rów­
nież kinazy pozacytosolowe.

Badania nad rozmieszczeniem kinazy tym idynowej w poszczególnych 
struk tu rach  podkomórkowych rozpoczęto w roku 1968. Stwierdzono 
wówczas, że w regenerującej w ątrobie szczura (por. rozdz. 1-6.), prócz 
enzym u cytosolowego, kinaza tym idynowa w ystępuje również we frakcji 
jądrowej, m itochondrialnej, a także w lisosomach i mikrosomach. Zauwa­
żono, że w okresie między 16 i 46 godziną po dokonaniu częściowej hepa- 
tektom ii względna aktywność enzymu w poszczególnych frakcjach pod­
komórkowych ulega w yraźnym  zmianom. Po 16 godzinach od operacji 
enzym cytosolowy stanowi około 40°/o ogólnej aktywności kinazy w ko­
mórce, enzym jądrow y — około 20%, a kinaza m itochondrialna — około 
15°/o; natom iast po 46 godzinach cytosolowa kinaza tym idynowa sta­
nowi 70% aktywności ogólnej, enzym jądrow y — 10%, a enzym m ito- 
chondrialny — zaledwie 1% (11).

Podobne zmiany w aktywności kinazy tym idynowej zaobserwowano 
także w komórkach gruczołu nadnerczy świnki m orskiej poddanej dzia-

Tabcla 3

Wzrost aktywności kinazy tymidynowej w powiązaniu ze wzmożoną syntezą DNA

Proces biologiczny Odnośniki literaturowe

*
Regeneracja wątroby szczura 1, 7—14, 102, 108, 128;*)
Przerost wyrównawczy nerki szczura 20, 21;
Faza S w cyklu komórkowym 2 3 -4 0
Zakażenie komórek wirusami DNA 3, 43—48, 50—57, 115, 116;
Pobudzenie metabolizmu komórek myszy przez zmianę

pożywki 61;
Pobudzenie hormonalne komórek in vivo:

hormonem wzrostowym przysadki 58;
hormonem adrenokortykotropowym 60,

Pobudzenie limfocytów mitogenami:
fitohemoaglutyniną 62;
konkanawaliną A 42;

Powstawanie hybrydów komórkowych 66,94 a-e;
Rozwój larw owadzich 71—73;
Rozwój zarodków jeżowców 67, 69;
Rozwój oocytów ropuchy, wykształcanie komórek jajowych 124;
Rozwój zarodków ropuchy zwyczajnej 68;
Embriogeneza narządów 17, 114—116, 127;
Procesy nowotworowe 15, 18, 20, 54, 114;
Morfogeneza plechy glonu Aeetabularia 85, 86;
Kiełkowanie zygoty glonu Chlamydomonas 122;
Kiełkowanie nasion i zarodków roślin wyższych 75—80;
Namnażanie komórek bakteryjnych 87, 88;
Kiełkowanie zarodników bakteryjnych 89;

*) pierwsze doniesienie o rytmie dobowym  aktywności kinazy tymidynowej i natężenia syntezy D N A  w regeneru­
jącej wątrobie szczura.
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łaniu hormonu adrenokortykotropow ego (por. rozdz. 1-7.)- Podczas gdy 
w komórkach nadnerczy zwierząt kontrolnych nie traktow anych horm o­
nem, 80°/o całkowitej aktywności enzymu w ykryto w m itochondriach, 
to w komórkach nadnerczy zwierząt poddanych działaniu horm onu około 
70°/o aktywności kinazy stwierdzono w cytosolu. Uzyskane wyniki tłu ­
maczono zmianami zachodzącymi pod wpływem  horm onu w błonach m i- 
tochondrialnych. Kinaza tym idynowa w ystępuje w m itochondriach w for­
mie zespolonej z błonam i tej organelli; świadczy o tym  zjawisko uw alnia­
nia się enzymu pod wpływem  detergentu Triton X-100 (60). Działanie 
hormonu adrenokortykotropow ego doprowadza do uwalniania się czą­
steczek enzymu z błon m itochondrialnych; jednocześnie może zwiększać 
się przepuszczalność tych błon, dzięki czemu kinaza m itochondrialna ma 
możność przenikania do cytosolu.

Badania porównawcze kinazy tym idynowej w ykrytej w mitochon­
driach i w cytosolu kom órek w ątroby myszy wykazały, że oba enzymy 
są odm iennymi białkami. C harakteryzują się one odmienną stabilnością 
cieplną i różnym i wartościam i stałej Michaelisa Km tym idyny. Kinaza 
m itochondrialna okazała się bardziej odporna na ham ujący wpływ puro- 
m ycyny niż enzym cytosolowy. Zauważono jednocześnie, że jeżeli myszy 
poddaje się głodzeniu przez 16 godzin, to aktywność kinazy cytosolowej 
zanika, natom iast aktywność enzymu mitochondrialnego pozostaje bez 
zmian. W przeciwieństwie do kinazy cytosolowej, enzym m itochondrialny 
wykazuje jednakową aktywność w ciągu całego cyklu podziałowego ko­
m órek (por. rozdz. 1-5.). Może to być wskazówką, że istnieją niezależne 
mechanizmy regulacji aktywności każdej z kinaz tym idynowych obecnych 
w komórkach w ątroby myszy (91).

Jak  już podkreślono w rozdziale 1-6., komórki myszy LM(TK- ) zmu­
towane pod wpływem  brom odezoksyurydyny charakteryzują się brakiem  
cytosolowej kinazy tym idynowej. Blisko 100°/o aktywności enzymu tych 
komórek w ykryw a się w m itochondriach (92, 93). Natomiast w niezm u- 
towanych komórkach LA 9, w mitochondriach w ykryto zaledwie l°/o ak­
tywności całkowitej tego enzymu, w jądrach — 3°/o, a w cytosolu — 
96°/o (92).

Szczegółowe badania porównawcze nad właściwościami kinazy mito- 
chondrialnej i cytosolowej w różnych komórkach i w hybrydach komór­
kowych (por. rozdz. 1-10.) przeprowadzili K i t  i wsp. (94a, b, c, d, e). 
W komórkach HeLa linii Bu 25 zmutowanych pod wpływem  bromodezo­
ksyurydyny, m itochondrialna kinaza tymidynowa stanow i 95°/o ak tyw ­
ności całkowitej. Kinaza ta wykazuje mniejszą swoistość względem źródła 
grup fosforanowych niż enzym cytosolowy; przyjm ując za 100°/o ak tyw ­
ność przejaw ianą w obecności ATP, przy użyciu UTP jako dawcy grup 
fosforanowych kinaza m itochondrialna zachowuje 80°/o aktywności, a en­
zym cytosolowy — zaledwie 4%  (94 a). W komórkach tych aktywność 
właściwa m itochondrialnej kinazy jest 25-krotnie wyższa od ak tyw ­
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ności właściwej enzymu cytosolowego. Przeciwnie, w komórkach HeLa 
linii S 3, z której wywodzą się komórki Bu 25, aktywność właściwa en­
zymu cytosolowego jest 7-krotnie wyższa niż aktywność enzymu m ito- 
chondrialnego. Masa cząsteczkowa kinazy m itochondrialnej w obu typach 
kom órek jest zbliżona (70 000—74 000), a zarazem różna od masy czą­
steczkowej enzymu cytosolowego komórek S 3 (wynoszącej 86 000). W y­
izolowana z tych kom órek m itochondrialna kinaza tym idynowa rozdziela 
się elektroforetycznie na 3 frakcje białkowe (94 a). Odm iennym i właści­
wościami cechują się również cytosolowa kinaza komórek macierzystych 
mKS— A i m itochondrialna kinaza zm utowanych brom odezoksyurydyną 
kom órek m KS (Bu 100) nerki myszy (94 b). M itochondrialne kinazy ty- 
midynowe w ykryte w em brionalnych kom órkach płuca ludzkiego (trans­
form owanych wirusem  SV 40) linii WI 38 Val3A, w komórkach nerki zie­
lonej m ałpy afrykańskiej CV-1 oraz w komórkach myszy różnią się od 
kinaz cytosolowych względną ruchliwością elektroforetyczną. Analiza 
elektroforetyczna kinaz tym idynowych wydzielonych z hybrydów ko­
mórkowych powstałych z somatycznych komórek człowieka i myszy oraz 
z somatycznych kom órek m ałpy i myszy wykazała, że m itochondria tych 
hybrydów zawierają swoistą kinazę m itochondrialną myszy, lecz nie za­
w ierają specyficznych enzymów m itochondrialnych komórek m ałpy 
względnie komórek ludzkich. Jednocześnie w hybrydach komórek ludz­
kich i komórek myszy w ykryto kinazę, która swoją ruchliwością elek­
troforetyczną przypom ina cytosolową kinazę ludzką, a w hybrydach ko­
mórek m ałpy i myszy obserwowano enzym podobny do kinazy cytoso- 
lowej małpy (94 c).

W pracowni K i t a  (94 d) badano niedawno fizykochemiczne w łaś­
ciwości kinaz tym idynowych w ykrytych w hybrydach uzyskanych z ko­
m órek zarodków kurczęcia (zawierających cytosolową kinazę tym idynową 
określoną mianem enzym u F i m itochondrialną kinazę oznaczoną jako 
kinaza A) i komórek m yszy LM(TK- ) zawierających jedynie kinazę m i­
tochondrialną. Stwierdzono, że w hybrydach tych w ystępuje jedynie ki­
naza F kurczęcia (94 d). Przytoczone wyniki (94 b — 94 d) mogą świad­
czyć, że kinaza cytosolowa i kinaza m itochondrialna są kodowane przez 
inne zespoły genów i że w hybrydach komórkowych ekspresji ulegają 
tylko niektóre z tych genów.

Kinazy tymidynowe w ystępujące w m itochondriach komórek ssaków 
wykazują istotne różnice aktyw ności właściwej (95). Dane porównawcze 
na ten tem at zestawiono w tabeli 4. Kinazy m itochondrialne biorą praw do­
podobnie udział w syntezie dTM P niezbędnego w replikacji DNA m ito- 
chondrialnego, kinazy cytosolowe natom iast są wprzęgnięte w syntezę 
DNA jądrowego. Świadczą o tym  na przykład obserwacje, że w zm uto­
wanych komórkach zaw ierających jedynie kinazę m itochondrialną zacho­
dzi uprzyw ilejow ane włączanie znakowanej tym idyny do DNA mitochon- 
drialnego (92, 93, 96—99).
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Rozmieszczenie kinazy tym idynowej w komórkach roślinnych jest, 
jak dotychczas, mało poznane. Wiadomo, że w komórkach glonu Aceta- 
bularia około 80°/o ogólnej aktywności enzymu w ystępuje we frakcji 
podkomórkowej obejm ującej chloroplasty i m itochondria (85). Enzym ten 
powstaje przy udziale organellowych rybosomów o stałej sedym entacji 
70S (86).

Tabela 4

Aktywność kinazy tymidynowej w mitochondriach 
niektórych komórek (95)

Komórki Aktywność enzymu 
(pmole dTMP/mg białka)

LA 9 300
LM (TK-) 160
LD 120
LD(TK -) 80
KB 1400
3 T3(TK") 320
SV 3 TS 950
wątroba myszy 90

(TK ~) oznacza brak, lub znaczną redukcję cytosolowej kinazy tym i­
dynowej w danych komórkach (por. rozdz. I.6.).

M itochondria drożdży (Saccharomyces cerevisiae) nie są zdolne do 
włączania znakowanej tym idyny do DNA in vitro  i. nie zaw ierają kinazy 
tym idynowej, jednakże mogą one włączać dTDP i dTTP (100). Szerszą 
dyskusję na tem at w ykorzystyw ania prekursorów  ty minowych w pro­
cesie replikacji DNA i jego napraw y można znaleźć między innym i w ar­
tykule H a r r i s a  (101).

Dotychczas nie wiadomo, czy cytosolowa kinaza tym idynową i enzym 
w ykryty  we frakcji jądrow ej w niektórych komórkach są odmiennymi 
białkami. Sugerowano, iż wiązanie się cytosolowej kinazy tym idynowej 
z błoną jądrową jest w yrazem  działania mechanizmu regulującego aktyw ­
ność enzymu (35, 91). Tak na przykład stwierdzono, że w fibroblastach 
myszy (linia kom órek L 929) przeważająca część aktyw ności enzymu w y­
stępuje we frakcji jądrowej; w fazie S cyklu komórkowego, w jądrach 
w ykryto aż 90°/o całkowitej aktywności kinazy obecnej w fibroblastach 
(40). Dane na tem at rozmieszczenia aktywności kinazy tym idynowej 
w różnych kom órkach zestawiono w tabeli 5.

Na oddzielną uwagę zasługują dane dotyczące kompleksów wieloenzy- 
m atycznych zawierających, między innymi, kinazę tym idynową cytosolu 
komórek aktyw nych m itotycznie (regenerującej w ątroby szczura). W kom­
pleksach tych, prócz kinazy tym idynowej, w ykryto inne enzymy w przęg­
nięte w anabolizm DNA, takie jak: polimeraza II DNA, reduktaza rybo-
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nukleozydodwufosforanów i dezaminaza dCMP (por. rozdz. IV. i Sche­
m at 1). W ymienione enzymy są zespolone z błonami gładkimi i dają się 
odwirować z supernatan tu  porybosomowego (przy 78 000 g w ciągu 15— 
20 godzin) w postaci cząstek o średnicy 85— 120 A. Kompleksy te  są tak  
trw ałe, że nie ulegają rozpadowi ani pod wpływem  soli, ani też w obec­
ności detergentów  uszkadzających stru k tu rę  błon. Mogą to być kompleksy 
replikacyjne biorące udział w syntezie DNA, porównywalne z kom plek­
sami translacyjnym i — rybosomami (1, 102, 104).

Tabela 5

Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie aktywności kinazy tymidynowej

Komórki badane
% aktywności enzymu w całej 

komórce Odnośniki
literaturowe

jądro mitochondria cytosol

LA 9 3 1 96 92
L 929*> ok. 85 12 40
LM(TK-) — ok. 100 — 92,97
LM (TK-) Cl ID — ok. 100 — 93
HeLa S 3 — 3 97 94 a
HeLa Bu 25 — ok. 95 4 94 a, e
WI 38 3 3 94 94
Limfocyty ludzkie**) 10 — ok. 90 62
Regenerująca wątroba szczura: 

po 16 godz. 20 16 42
po 24 godz. 7 0,5 60
po 46 godz. 12 1,2 70 11

Wątroba myszy C-3 H — 50 50 92
Nadnercze świnki morskiej: 

po ACTH***) 30 70
kontrolne — 80 20 60

Wątroba płodu ludzkiego 0,1 6 92 114
Piecha glonu Acetabularia ok. 80+) 86

*) w fazie S cyklu komórkowego; ** 24— 60 godz. po pobudzeniu hemaglutyniną;
***) hormon adrenokortykotropowy wstrzykiwano zwierzęciu 2 dni przed wycięciem gruczołu nadnerczy; +) łącznie 

z chloroplastami.

Nie wiadomo, czy w określonych stanach m etabolicznych komórki, na 
przykład przed rozpoczęciem syntezy DNA jądrowego w fazie S, wielo- 
enzymatyczne kompleksy replikacyjne w nikają do jądra komórkowego. 
Stwierdzono jednak, że polim eraza II DNA, będąca składnikiem  kom­
pleksów replikacyjnych, w ystępuje wówczas w jądrze (1). Cytosolowa ki­
naza tymidynowa, w ykryw ana również w tych kompleksach, być może 
oddziaływuje zarówno w jądrze, jak i w cytosolu.

http://rcin.org.pl



42 T. G O Ł A S Z E W S K I [16]

III. Regulacja aktywności kinazy tymidynowej

Jak  wynika z danych przytoczonych w rozdziale I, aktywność kinazy 
tym idynowej w różnych komórkach w zrasta w okresie wzmożonej syn­
tezy DNA i  nasilonych podziałów komórkowych (Tabela 3). Jednakże 
znane są również przypadki, w których aktywność enzym u zwiększa się 
wraz z obniżeniem szybkości podziałów komórkowych i zmniejszeniem 
natężenia replikacji DNA. Zjawisko to daje się wywołać sztucznie w obec­
ności am etopteryny lub hydroksymocznika.

A m etopteryna jest aminoanalogiem kwasu foliowego (kwas 4-amino- 
-N 10-m etylopteroiloglutam inowy) i blokuje aktywność reduktazy dw u- 
hydrofolianowej (oksyreduktaza tetrahydrofolian: NADP, E.C. 1.5.1.3.). 
Reduktaza ta umożliwia powstanie tetrahydrofolianu, ważnego in term e- 
diatu w syntezie de novo dTM P z dezoksyurydynom onofosforanu (por. 
rozdz. IV.). W obecności am etopteryny następuje w komórce zabloko­
wanie głównej drogi syntezy dTMP i nabiera znaczenia „szlak odzyski­
w ania” tym idyny; aktywność kinazy tym idynowej wydatnie wzrasta, 
dzięki czemu ograniczona przez am etopterynę pula dTM P zwiększa się
i w konsekwencji może ulec wznowieniu synteza DNA (105, 106). Można 
stąd wnosić, iż poziom kinazy tym idynowej w komórce jest w pewnym  
stopniu regulowany poprzez zmiany stężenia prekursorów  tyminowych. 
Zwiększoną aktywność kinazy tym idynowej pod wpływem  am etopteryny 
zaobserwowano w komórkach HeLa (107), w fibroblastach chomika (39) 
oraz w komórkach Changa (105).

Hydroksymocznik jest silnym  inhibitorem  syntezy DNA. Działanie 
tego związku polega najprawdopodobniej na blokowaniu aktywności ry - 
bonukleozydodwufosfororeduktaz regulujących wielkość puli dezoksy- 
rybonukleozydów w komórce (por. rozdz. IV.). W obecności hydroksy­
mocznika, podobnie jak pod wpływem  am etopteryny, nabiera znaczenia 
„szlak odzyskiwania” tym idyny. Zjawisko takie obserwowano w kom ór­
kach Changa (106), kom órkach KB (4), w komórce śluzowca Physarum  
polycephalum  (27) i w tkankach gorczycy białej (32). /

Niedawno stwierdzono, że przerw anie syntezy kinazy tym idynowej 
w komórkach KB wkraczających w fazę podziałową jest spowodowane 
przez zablokowanie aktywności mRNA kodującego to białko enzym atycz­
ne. Blok potranskrypcyjny jest wywołany prawdopodobnie przez czą­
steczki represora białkowego; zauważono bowiem, że ustanie syntezy en­
zymu poprzedzone jest syntezą RNA, który, być może, jest inform acyj­
nym  kwasem rybonukleinowym  odpowiedzialnym za syntezę rep re­
sora (4).

Pewne światło na mechanizmy regulujące aktywność kinazy tym idy­
nowej rzucają badania nad trw ałością mRNA kodującego ten enzym. Pół- 
okres rozpadu (tł/2) mRNA cytosolowej kinazy tym idynow ej jest różny 
w  różnych komórkach. Tak na przykład t 1/2 kinazy mRNA w komór-
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kach regenerującej w ątroby szczura wynosi 7,5 godziny, a w komórkach 
w ątroby norm alnej — tylko 3 godziny (10, 108). Cząsteczki mRNA kodu­
jącego cytosolową kinazę w lim focytach śledziony myszy ulegają stabili­
zacji po pobudzeniu metabolicznym  tych komórek konkanawaliną A (42). 
W ydaje się, iż w komórkach aktyw nych m itotycznie stabilizacja mRNA 
kodującego kinazę tym idynową zachodzi przy udziale substancji unie- 
czynniającej katabolizm  cząsteczek tego RNA (10, 12). Dzięki tem u w 
szybko dzielących się komórkach utrzym uje się wyższy poziom kinazy 
niż w komórkach słabo aktyw nych mitotycznie. Pew ną rolę może tu  
odgrywać również większa stabilność cząsteczek enzymu w komórkach 
szybko dzielących się. Okazało się bowiem, że półokres rozpadu kinazy 
tym idynowej w norm alnej w ątrobie szczura wynosi 2,6 godziny, a w 
w ątrobie regenerującej — 3,7 godziny (108). Przytoczone wartości w ska­
zują, że trwałość cząsteczek enzymu oraz cząsteczek mRNA kodującego 
kinazę tym idynową jest stosunkowo niewielka i oba typy  m akrocząste­
czek nie mogą przetrw ać dłużej niż przez okres jednego cyklu komórko­
wego (10, 11). Zapewne więc najistotniejszym  mechanizmem regulującym  
aktywność kinazy tym idynow ej w różnych stanach metabolicznych ko­
m órek jest kontrola genetyczna. Tem at ten  zostanie omówiony w roz­
dziale IV.

IV. Uwagi końcowe

Kinaza tym idynowa współdziała w komórce z innym i enzymami 
wprzęgniętym i w proces syntezy prekursorów  DNA i replikacji polimeru. 
W ymienimy tu kinazę tym idyłanow ą (fosfotransferaza ATP : tym idyno- 
fosforan, E.C. 2.7.4.9) syntetyzującą dTDP oraz kinazę, która katalizuje 
syntezę dTTP (brak oddzielnej pozycji katalogowej). W kom órkach w kra­
czających w fazę szybkich podziałów m itotycznych obserwowano kolejne 
pojawianie enzymów: najwcześniej ujaw nia się aktywność kinazy tym i­
dynowej, nieco później — kinazy tym idylanowej i wreszcie — aktywność 
kinazy dTDP (109— 111).

N iewyjaśniona jest rola biologiczna nieswoistej nukleozydofosfotrans- 
ferazy (E.C. 2.7.1.76), która katalizuje reakcję ufosforylowania tym idyny 
do dTMP; dawcą grupy fosforanowej w reakcji katalizowanej przez nu- 
kleozydofosfotransferazę niespecyficzną może być AMP (83, 84). Ostatnio 
stwierdzono, że nukleozydofosfotransferaza niespecyficzna w ystępująca 
w cytosolu komórek kurczęcia może wykorzystywać jako donory grup 
fosforanowych takie związki, jak UMP, dCMP, dGMP i dCDP (94 d). Nie 
wiadomo, czy dCDP musi być uprzednio przekształcony przez odpowied­
nią fosfatazę do nukleozydomonofosforanu (94 d); uprzednio sugerowano, 
że nieswoista nukleozydofosfotransferaza komórek roślinnych wymaga 
współdziałania z ATP-azą (83, 84). W ysunięto pogląd, iż w komórkach
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roślin wyższych w ystępuje nukleozydofosfotransferaza, która zastępuje 
działanie kinazy tym idynowej (83, 84); niedawno wykazano jednak, że 
większość dotychczas badanych roślin wyższych zawiera kinazę tym idy- 
nową, a jedynie bulw y ziem niaka wykazują obecność nieswoistej nukleo- 
zydofosfotransferazy, jako głównego enzymu katalizującego reakcję ufos- 
forylowania tym idyny (112).

Nukleotydaza hydrolizująca dTMP (E.C. 3.1.3.35) działa antagonistycz- 
nie w stosunku do kinazy tym idynowej. Zaobserwowano, że w regeneru­
jącej w ątrobie szczura aktyw ność tej nukleotydazy w zrasta równolegle 
ze w zrostem  poziomu kinazy tym idynowej (15); równoczesne działanie 
obu enzymów reguluje, być może, pulę dTM P w komórce (11, 15).

W ażne znaczenie w m etabolizmie prekursorów  DNA ma współdzia­
łanie kinazy tym idynowej z innym i enzymami w przęgniętym i w syntezę 
dTMP. Należy tu  wym ienić tzw. syntetazę tym idylanową (por. Wstęp) 
przekształcającą dUMP w dTMP (2), reduktazę dihydrofoliową (por. 
rozdz. III.), dezaminazę dCMP (aminohydrolaza: dCMP, E.C. 3.5.4.12) syn­
tetyzującą dUMP oraz rybonukleozydodwufosforeduktazy (por. Sche­
m at 1). W ielokrotnie obserwowano, iż wzrostowi aktyw ności kinazy ty ­
m idynowej w kom órkach towarzyszy zwiększenie poziomu niektórych 
spośród wymienionych tu  enzymów, jak też polim erazy DNA (1, 4, 15, 
29, 46, 67, 102, 109). N iektóre z nich — jak wspomniano w rozdziale I I .— 
w ystępują we wspólnym kompleksie replikacyjnym  (102— 104).

W badaniach nad reduktazam i rybonukleozydodwufosforanów w ko­
m órkach guza Novikoffa zwrócono uwagę, iż redukcja ADP i GDP do 
odpowiednich dezoksyrybukleozydów zależy od obecności w układzie 
odpowiednio dużej puli dTTP; związek ten  wpływa więc regulująco na 
stężenie innych prekursorów  DNA (113).

Stężenie komórkowe dTTP i dCTP w yw iera wpływ na aktywność 
kinazy tym idynowej; dTTP jest silnym  inhibitorem  enzymu (40, 41, 87, 
88, 114). W komórkach bak terii E. coli zarówno dTTP, jak też dCTP są 
efektoram i regulującym i allosterycznie aktywność kinazy tym idyno­
wej (88).

W komórkach w ątroby płodu ludzkiego i w ątroby dojrzałej (postna- 
talnej) w ystępują odm ienne form y kinazy tym idynowej, które różnią się 
wieloma właściwościami (Tabela 6). W ykazują one, między innymi, różną 
odporność na ham ujący w pływ  dCTP. Związek ten, w stężeniu ImM, ha­
m uje znacznie kinazę tym idynow ą z komórek w ątroby dojrzełej, nato­
m iast nie wyw iera istotnego w pływu na aktywność kinazy w ystępu­
jącej w w ątrobie płodowej, a także z kom órek nowotworowych; zwią­
zek ten, w tym  samym stężeniu, stym uluje zarazem  aktywność dezami- 
nazy dCMP — enzymu syntetyzującego dTMP de novo (por. Schemat 1). 
W komórkach szybko dzielących się przebiegają więc najprawdopodob­
niej obie drogi syntezy dTMP: „szlak odzyskiwania” tym idyny z udzia­
łem  kinazy tym idynowej i synteza dTM P de novo ; zjawisko to obser­
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wowano na przykład w komórkach płodowych (115, 116) i w leukocytach 
białaczkowych (117). Kinaza tym idynowa zbliżona właściwościami do en­
zymu występującego w komórkach w ątroby płodowej pojawia się w fi- 
broblastach po zakażeniu ich onkogennym wirusem  SV 40 (115).

Tabela 6

Porównanie właściwości kinazy tymidynowej występującej w ludzkiej wątrobie płodowej 
i postnatalnej oraz w komórkach nowotworowych KB i HeLa (114)

Właściwości enzymu
W ą t r o b a K o m ó r k i

płodowa postnatalna KB HeLa

Zdolność wykorzystywania źródła 
grupy PO4" (aktywność wyrażona 
w %)+>

ATP
CTP
UTP
GTP

100
10
11
19

100
70
42
39

Wrażliwość na hamujący wpływ
dCTP*>
(aktywność wyrażona w %)
próba kontrolna, bez dCTP 100 100 100 100
próba badana, z 1 mM dCTP 95 33 96 75

Odporność cieplna
(aktywność wyrażona w %)
bez podgrzania preparatu 100 100
po podgrzaniu przez
5 min., 45° (pH 8,0) 50 90

Zakres optymalnego pH 7,0—7,2 7,0 i 8,5

Homogenność elektroforetyczną**) 3 frakcje 1 frakcja 3 frakcje

Względna ruchliwość główna: 10 10
elektroforetyczną frakcji (mm) szybka:22 22 23—26

wolna: 0 0

D ane zaczerpnięte z pracy T a y l o r a  i wsp. (114).
+) stężenie końcowe poszczególnych nukleozydotrójfosforanów — 1 m M ;
*) w próbie badanej i kontrolnej dawcą grupy fosforanowej by} CTP w stężeniu końcowym  1 mM.

**) elektroforezę preparatów enzymatycznych prowadzono w 7% żelu poliakrylamidowym, pH  8,6; frakcja główna 
enzymu —  ilościowo przeważająca w wątrobie płodowej i w komórkach nowotworowych charakteryzuje się średnią 
ruchliwością elektroforetyczną.

Tak więc w komórkach eukariotycznych można wyróżnić dwie od­
m ienne form y kinazy tym idynowej. Jedna z form  tego enzymu, jak  moż­
na sądzić, jest charakterystyczna dla norm alnych kom órek płodowych, 
komórek nowotworowych i komórek zakażonych określonym i w irusam i 
zawierającym i DNA. Form a druga kinazy tym idynowej jest charak te­
rystyczna dla kom órek zdrowych (tzn. nie nowotworowych) dojrzałych 
narządów (114— 121). Obie form y różnią się masami cząsteczkowymi
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i ruchliwością elektroforetyczną (Tabela 6 i 7) oraz odpornością cieplną. 
Tak na przykład form a zagregowana (o masie cząsteczkowej 600 000) 
kinazy z guza W alkera, powstająca w w arunkach niskiej siły jonowej 
środowiska, jest m niej wrażliwa na ham ujący wpływ dTTP i charakte­
ryzuje się dw ukrotnie niższą stałą Michaelisa tym idyny (Km =  3,3 îM) 
niż form a monomeryczna (120). Różnica ta zapewne im plikuje w ydatniej­
szy przebieg syntezy dTM P przy udziale zagregowanej form y enzymu.

Tabela 7

Masy cząsteczkowe kinazy tymidynowej wyizolowanej z różnych komórek

Komórki Frakcja enzymu Masa cząsteczkowa Odnośniki

HeLa S 3 

HeLa Bu 25

cystosolowa
mitochondrialna
mitochondrialna

86 000 
74 000 
70 000 94;

guz Walkera cytosolowa 110 000 
600 000*) 120, 121;

guz Novikoffa cytosolowa 670 000 121;

regenerująca 
wątroba szczura cytosolowa 700 000 12;

grasica cielęca cytosolowa 55 000 119;

pałeczka okrężnicy 
(E. coli)

42 000 
91 000+) 88;

Bacillus
stearothermo-
philus

28 000 
52 000 

108 000*)

90;

*) powstaje w środowisku o niskiej sile jonowej;
+) dimeryzacja jako wyraz regulacji aktywności enzymu pod wpływem dezoksyrybonukleotydów aktywujących (dCTP) 

i hamujących (dTTP).

Jakkolw iek środowisko w ew nętrzne może wpływać na powstawanie 
zagregowanych form kinazy tym idynowej, to jednak wykształcanie od­
powiednich form cząsteczki enzymu znajduje się przede wszystkim  pod 
kontrolą genetyczną. Geny kodujące form ę enzymu obecną w kom ór­
kach płodowych mogą ulegać więc represji po zakończeniu okresu życia 
płodowego. W ystępowanie zaś podobnej form y enzymu w komórkach no­
wotworowych może świadczyć o derepresji tych genów (114— 116).

Ostatnio wysunięto hipotezę, zgodnie z k tórą jest możliwa wybiórcza 
regulacja genów kodujących kinazę tym idynow ą w poszczególnych frak ­
cjach podkomórkowych. Sugerowano mianowicie, że w  komórkach glonu
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Chlamydomonas reinhardtii pozostających w fazie wzrostu w egetatyw ­
nego jedynie kinaza tym idynowa chloroplastów w ykazuje aktyw ność; za­
chodzi wówczas uprzyw ilejow ane znakowanie tym idyną chloroplastowego 
DNA. W czasie kiełkowania zygoty glonu rozpoczyna się synteza DNA 
jądrowego i prawdopodobnie wówczas pojawia się cytosolowa kinaza ty ­
midynowa (122).

W ydaje się, że cytosolowa kinaza tym idynow a i kinaza w ykryw ana 
we frakcji jądrow ej niektórych kom órek (por. Tabela 5) są białkam i róż­
niącymi się stopniem  agregacji cząsteczek (42). Sugestia ta  została w y­
sunięta w związku z obserwacją, że cytoplazm atyczna polim eraza II DNA 
(„duża”) i polim eraza DNA w ykryw ana w jądrze kom órkowym  są for­
mami enzymu mogącymi przekształcać się jedna w drugą (123).

Cytosolowa kinaza tym idynow a pozostaje pod ścisłą kontrolą gene­
tyczną. Ekspresja genów kodujących ten  enzym ściśle zależy od stanu 
metabolicznego kom órki i wzmaga się w okresie intensyw nej syntezy 
DNA jądrowego oraz zwiększonej aktywności podziałowej kom órki (Ta­
bela 3). Nie należy wykluczać możliwości, że regulacja pozacytosolowych 
kinaz tymidynowych, takich jak enzym chloroplastów i kinaza m itochon- 
drialna, odbywa się we współzależności z podziałami tych organelli i re- 
plikacją zawartego w nich DNA. Liczni autorzy sugerowali, że cytoso­
lowa kinaza tym idynowa jest w przęgnięta w mechanizm regulujący szyb­
kość syntezy DNA jądrowego (16, 42, 72, 124) i decydujący o rozpoczęciu 
podziałów komórkowych (125). Pozacytosolowe kinazy tym idynow e m ogły­
by więc spełniać podobną rolę w procesie organellogenezy.

Jak  w ynika z danych przedstaw ionych w tym  artykule, kinaza tym i­
dynowa może odgrywać rolę ważniejszą niż wynikałoby to z założenia
o udziale tego enzym u jedynie w ,,szlaku odzyskiwania” tym idyny (17, 
58, 78). Znaczenie tego szlaku, jak  pam iętam y, s ta je  się szczególnie ważne 
w stanach wzmożonej aktyw ności replikacyjnej i podziałowej komórek, 
tkanek oraz narządów (14, 67, 78, 105, 124, 126— 128).
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ALINA GRZELIŃSKA *

Fitoaleksyny

Fitoalexins

Każda roślina w toku ontogenezy styka , się nieustannie z czynnikami 
chorobotwórczymi. Mimo jednak tego ciągłego zagrożenia znaczna część 
roślin nie ulega chorobom w skutek funkcjonowania specyficznych i nie­
specyficznych mechanizmów obronnych. Ogólne wiadomości na tem at 
funkcjonowania tych mechanizmów w tkankach rośliny opublikowano na 
łam ach Postępów Biochemii już wcześniej (1). Przejaw em  aktywnego 
procesu obronnego jest biosynteza substancji wykorzystyw anych w walce 
z m ikroorganizm am i patogenicznymi. I chociaż charakter chemiczny tych 
substancji jest różny zaproponowano dla nich wspólną nazwę fitoaleksy­
ny.

P rodukcja fitoaleksyn zostaje uruchom iona po pokonaniu przez pato­
gen przeciw inw azyjnych barier anatomicznych, fizjologicznych i chemicz­
nych, um ownie określanych jako odporność bierna rośliny. Związki te  
powstają zatem  w w yniku bezpośredniego kontaktu komórek rośliny z 
m ikroorganizm ami i jakkolwiek nie zapobiegają samej infekcji to ham ują 
proces generalizacji choroby.

Doniesienia dotyczące mechanizm u biosyntezy i działania fitoaleksyn 
mimo szerokich badań w tym  zakresie są jeszcze bardzo wycinkowe i ską­
pe. Pogląd o powstawaniu w roślinie w skutek kontaktu  z m ikroorganizm a­
mi grzybowymi związków działających jako fitoaleksyny wysunął M ü l ­
l e r  (2) jeszcze w latach trzydziestych opierając się na obserwacjach 
prowadzonych na ziem niakach porażonych różnym i rasam i grzyba P hyto­
phthora infestans. Główne założenia sform ułow anej przez niego teorii, 
k tóra następnie przez wiele lat ustępowała miejsca fenolowej teorii odpor­
ności (3), zostały już omówione w wielu referatach przeglądowych (1, 4, 5). 
Zdaniem M üllera wzmożona produkcja fitoaleksyn zachodzi w tkankach 
bezpośrednio porażonych i w najbliższym  ich sąsiedztwie. Jest to więc 

. proces typowo lokalny. Jako związki niespecyficzne fitoaleksyny w ykazu­
ją dość szeroki zakres działania, a m ikroorganizm y różnią się stopniem 
wrażliwości na określone fitoaleksyny. Patogenam i roślin stają  się te m i-

* Dr. Instytut G enetyki i H odow li Roślin, A kadem ia R olnicza w  W arszawie, u l. 
N ow oursynow ska 166, 02-766 W arszawa
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kroorganizmy, które nie są wrażliwe na w ystępującą w tkankach fitoale- 
ksynę i jej stężenie. Mechanizm obronny polegający na produkcji fito- 
aleksyn jest zasadniczo wspólny roślinom wrażliwym  i odpornym, różnica 
przejaw ia się jedynie w szybkości poinfekcyjnej biosyntezy fitoaleksyn.
W tkankach roślin odpornych szybkość ta jest zdecydowanie większa i to 
w arunkuje skuteczną obronę. Zdaniem C r u i c k s h a n k a  (4) szybkość 
reakcji jest cechą specyficzną roślin zdeterm inowaną genetycznie.

Omówione wyżej zasadnicze postulaty teorii M ullera zachowały w 
ogólnym zarysie swą aktualność do dzisiaj, a m odyfikacje jakie pojawiły 
się ostatnio w ynikły z możliwości analizy tego procesu na poziomie mole­
kularnym , a także z rozszerzenia badań na wiele gatunków roślin upraw ­
nych. Doprowadziło to do stw ierdzenia, że biosynteza fitoaleksyn ma 
związek nie tylko z reakcją nadwrażliwości lecz charakteryzuje także inne 
typy  reakcji odpornościowych (6, 7). Ponadto produkcję fitoaleksyn mogą 
stym ulować grzyby (8, 9, 10), bakterie  (11, 12), w irusy (13, 14) a nawet 
czynniki niemikrobiologiczne (5).

Z chemicznego punktu  widzenia wyizolowane dotychczas fotoaleksyny 
nie stanowią, jak już wspomniano wyżej, jednolitej grupy związków. Je d ­
nakże wszystkie zidentyfikowane chemicznie fitoaleksyny są związkami 
niskocząsteczkowymi, które w roślinach zdrowych nie w ystępują wcale 
(14, 15) lub w ystępują w ilościach śladowych (7), po infekcji zaś poziom 
ich znacznie wzrasta (16, 17, 7). Związki te powstają nie tylko w kom bina­
cji niezgodnej *, ale także w w yniku kontaktu roślin wrażliwych z grzy­
bami niepatogenicznymi wobec danego gatunku (12, 18, 19). Zjawisko to 
próbowano wykorzystać dla uodpornienia roślin wrażliwych w stosunku 
do grzybów patogenicznych. I rzeczywiście w badaniach nad soją (19, 20)
i ziemniakiem (21) wykazano, że ilość fitoaleksyny wytworzonej po p ier­
w otnej inokulacji grzybam i ze szczepów niezjadliwych była wystarczająca 
aby zahamować objawy chorobowe po w tórnej inokulacji grzybam i zjadli­
wymi.

W ydaje się zatem, że naw et w roślinach całkowicie w rażliwych istnie­
ją potencjalne możliwości indukowania uw arunkow anej genetycznie re ­
akcji odpornościowej. Muszą jedynie zaistnieć w arunki ujaw nienia się , 
tej możliwości przez ekspresję odpowiednich genów.

W skazuje to na podobieństwo mechanizmu reakcji odpornościowej na 
choroby infekcyjne w tkankach roślin i zwierząt. Pogląd taki może dopro­
wadzić do nieporozumień w genetyce odporności, ponieważ jest równo­
znaczny z tym, że zarówno rośliny odporne, jak i wrażliwe m ają geny

* K om binacja niezgodna — to określenie stosow ane dla w spółdziałania żyw iciel 
odporny — patogen. K ontakt ten jednakże w obec niezgodności genetycznej nie pro­
w adzi do rozwoju choroby. Kom binacja zgodna natom iast obejm uje w spółdziałanie 
żyw icie l w rażliw y — patogen, przy którym  wzajem na tolerancja genetyczna um ożli­
w ia sw obodny rozwój m ikroorganizm ów.
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odporności, a odporność czy wrażliwość na poszczególne m ikroorganizm y 
zależy jedynie od w arunków  ekspresji tych genów.

Jeżeli przyjąć, że fitoaleksyny uczestniczą w regulacji w zrostu pato­
genów in vivo  to komórkowa odporność na choroby obejm owałaby syntezę 
fitoaleksyn w sensie jakościowym oraz zależność między ich poinfekcyj- 
nym  stężeniem  a toksycznością w stosunku do m ikroorganizm ów (6). I o 
ile jakość w ytw arzanych fitoaleksyn jest cechą gatunkową, a szybkość 
ich syntezy cechą odmianową rośliny żywiciela, to stopień toksyczności 
tych związków zależy od cech genetycznych mikroorganizmów (22).

I. Fitoaleksyny roślin motylkowych (Papilionaceae)

Należy się spodziewać, że liczba substancji określonych jako fitoale­
ksyny w przyrodzie jest znaczna. Jednakże dotychczas udało się je w yi­
zolować i zidentyfikować tylko w nielicznych wypadkach. Najpełniej 
obecnie zbadano pod kątem  produkcji fitoaleksyn rośliny z rodziny mo­
tylkow ych (Papilionaceae). Niemal wszystkie fitoaleksyny izolowane po 
inokulacji roślin należących do tej rodziny są związkami arom atycznymi. 
S truk tu ra ln ie  wywodzą się one z układu zwanego chrom anokum aranem  
(I), k tóry  może zawierać różne podstawniki przy węglu C7, C4' i C5', w za­
leżności od gatunku rośliny.

1-1. P izatyna

Najwcześniej bo jeszcze w 1962 roku P e r r i n  i B o t t o m l e y  (23) 
wyizolowali i określili s tru k tu rę  fitoaleksyny pojaw iającej się po infekcji 
grochu przez Monilia fructicola; nazwali ją pizatyną (II). P izatyna jest 
3-hydroksy-7-m etoksy-4',5 '-m etylenodw uoksychrom anokum aranem  (23) o 
działaniu słabego antybiotyku i stosunkowo niskiej specyficzności (24). 
Syntezę tego związku stym ulują grzyby wielu gatunków, nie pow staje on 
natom iast w wyniku infekcji baktery jnej i po zranieniach mechanicznych 
(10, 25). P rodukcję pizatyny zapoczątkowują również pewne czynniki nie- 
mikrobiologiczne, powodujące specyficzne zmiany konform acji DNA na 
odcinkach właściwych dla syntezy tego związku (17, 26, 27, 28), jak ak ty - 
nom ycyna D, chrom om ycyna A 3, m itom ycyna C, nitrozoguanidyna, jony 
m etali ciężkich oraz prom ienie UV, przy czym skuteczne są jedynie niskie 
daw ki tych czynników. Grzyby patogeniczne wobec grochu są stosunko­
wo niew rażliwe na te ilości pizatyny, które gromadzą się po infekcji roślin 
w rażliwych, podczas gdy poinfekcyjne stężenie pizatyny ham uje rozwój 
grzybów niepatogenicznych (29).

A zatem  odporność roślin grochu wobec patogenów grzybowych w yni­
kać może ze zróżnicowanej wrażliwości mikroorganizm ów na produko-
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wane przez rośliny poinfekcyjnie związki typu fitoaleksyn lub ze zróżni­
cowanej zdolności mikroorganizmów do degradacji pizatyny, a nie z faktu 
istnienia odpowiednich genów odporności.

1-2. Fazeolina

Inną fitoaleksyną produkowaną przez rośliny fasoli po infekcji grzy­
bam i Monilia fructicola, Rhizoctonia solani i Colletotrichum lindem uthia- 
num  jest fazeolina (III). S truk tu rę  tego związku określono jako 7-hydrok- 
sy-3',rfł'-dwumetylochromanokumaran (30, 31). W odróżnieniu od pizatyny 
syntezę fazeoliny stym ulują niektóre bakterie i zranienia mechaniczne (6), 
w irusy (32), a także aktynom ycyna D (33). Ponadto okazało się, że inoku- 
lacja roślin fasoli różnym i m ikroorganizm am i zapoczątkowuje obok faze­
oliny syntezę wielu innych związków o charakterze fenolowym (34). K il­
ka z tych  związków udało się już zidentyfikować jako kewiton (IV) (35, 
36), fazeolidynę (V) (37, 38) i fazeolinizoflawon (VI) (9, 35, 39, 40). Stosu­
nek ilościowy tych związków po infekcji jest zmienny i zależy od odmiany 
rośliny, rodzaju grzyba i okresu inkubacji (41).

Syntezę fazeoliny stym uluje związek peptydow y wyizolowany z Mo­
nilia fructicola, k tóry  nazwano m onilikuliną A (42). Jest to jedyny myko- 
antygen, jaki udało się dotychczas zidentyfikować.

1-3. H ydroksyfazeolina

Jest to fitoaleksyna soi (VII) w ytw arzana po inokulacji różnym i szcze­
pami grzybów Phytophthora megasperma, H elm inthosporium  carbonum, 
Monilia fructicola i Trichaderma viridiae (43, 44), a także w irusem  ne­
krozy tytoniow ej (14) i bakteriam i Pseudomonas glycinea (11). Syntezę 
hydroksyfazeoliny stym ulują także promienie UV, czemu towarzyszy 
zwiększenie odporności soi na Phytophthora megasperma  var. sojae (45). 
Związek ten ma dość silne właściwości fungitoksyczne, a w stężeniu w 
jakim  gromadzi się po infekcji ham uje wzrost grzybów w 70—90% (46).

Odporność roślin soi przejaw ia się tym, że po inokulacji rasą niezgodną 
grzyba P. megasperma hydroksyfazeolina gromadzi się 20—50 razy szyb­
ciej niż po infekcji rasą zgodną, czyli zjadliwą tego grzyba (47—48). Oka­
zało się także, iż w kom binacji niezgodnej poziom wytworzonej hydroksy­
fazeoliny przekracza kilkaset razy stężenie ham ujące wzrost grzyba (ED50), 
podczas gdy w kom binacji zgodnej ilość ta  jest rów na wartości ED50 lub 
niższa. Zm iany te są wynikiem  ekspresji jednego z dwóch allolomorficz- 
nych genów odporności soi.
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1-4. Kw as w ieronow y

Sugeruje się, że związek ten, k tóry  z punktu  widzenia chemicznego jest 
pochodną furanuacetylenu (VIII), stanow i fitoaleksynę bobu produko­
waną po infekcji Botritis cinerea i Botritis fabae (49). Jest on silnie to ­
ksyczny w stosunku do m ikroorganizm ów niepatogenicznych wobec bobu, 
a m niej aktyw ny wobec B. cinerea (50). Stężenie kwasu wieronowego po 
infekcji roślin przez B. fabae w zrasta 400—500 razy. Różnice w patoge­
niczności B. cinerea i B. fabae wobec bobu zależą od zdolności tych grzy­
bów do rozkładu fitoaleksyny; szybkość degradacji kwasu wieronowego 
przez B. fabae jest znacznie wyższa (51). S truk turalne  pokrew ieństwo 
kwasu wieronowego z jego estrem  acetylowym, który jest natu ralnym  
składnikiem  rośliny, może wskazywać, że infekcja stanowi bodziec od­
blokowujący reakcję hydrolizy prowadzącą do powstania tego związku 
(52). C r u i c k s h a n k  (53) w badaniach nad bobem porażonym zawiesiną 
konidiów M. fructicola  znalazł związek o charakterze izoflawonoidu, któ­
ry  określił jako fitoaleksynę bobu. Substancję tę, k tórej s tru k tu ra  che­
miczna nie została ustalona nazwano wicziatyną.

1-5. Inne fitoaleksyny roślin m otylkow ych

Fitoaleksyny zostały wyizolowane także z niektórych pastew nych ro­
ślin motylkowych. Tak na przykład rośliny koniczyny porażone grzybem  
Helm inthosporium  turcicum  syntetyzują dwa związki pterokarpanoidowe; 
związek o struk turze  7-hydroksy-5 ',4 '-m etylenodw uoksypterokarpanu (IX) 
nazwano makainą, a o struk tu rze 7-hydroksy-4 '-m etoksypterokarpanu (X) 
m edykarpiną (54).

M edykarpina w ystępuje także w roślinach lucerny po inokulacji grzy­
bam i niepatogenicznymi H elm inthosporium  turcicum  i Colletotrichum  
plnomoides oraz słabym  patogenem  S tem phylium  loti. Nie w ykryto jej na­
tom iast po infekcji S tem phylium  botryosum  (55, 56). Syntezę tej fito­
aleksyny indukują przypuszczalnie wszystkie m ikroorganizm y i to w rów­
nym  stopniu, a jej stężenie w roślinie zależy wyłącznie od efektywności 
funkcjonowania mechanizmów degradacyjnych w komórkach grzybów. 
Genetycznie uw arunkow ana zdolność do degradacji fitoaleksyn przejaw ia 
się znacznie silniej u grzybów patogenicznych.

Satiw ina w ystępuje po inokulacji roślin lucerny przez Stem phylium  
botryosum  (XI). S truk tu rę  chemiczną satiw iny ustalono jako 7-hydroksy- 
-2 ',4 '-dw um etoksychrom anokum aran (57).

Fitoaleksyna w ystępująca po infekcji seradeli grzybem  S tem phylium  
botryosum  (XII) jest związkiem określanym  jako 7,2'-dw uhydroksy-4'-m e- 
toksyizoflawan. Grzyby z rodzaju S tem phylium  w ykazują zdolność do de­
gradacji westitolu do dwóch związków fenolowych (58).

Jak  już wspomniano niem al wszystkie fitoaleksyny roślin m otylko­
wych struk tura ln ie  wywodzą się z jednego układu przestrzennego. Wy­
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jątek stanow i jedna z fitoaleksyn bobu, która jest furanoacetylenem . 
Związek ten  jednakże powstaje w wyniku jednoetapowej reakcji hydro­
lizy z prekursora stanowiącego natu ralny  składnik rośliny. Zgodnie z teo­
rią M ullera nie jest to zatem  typowa fitoaleksyna, której syntezę indukuje 
kontakt z mikroorganizm ami. S truk tu ralna  analogia fitoaleksyn w obrębie 
jednej rodziny roślin dowodzi, że ewolucja procesów obronnych nastę­
powała w skutek punktow ych m utacji w obrębie genów odporności, ale z 
zachowaniem zasadniczego kierunku przemian. W ynika to z ogólnej efek­
tywności, celowości i oszczędności procesów biologicznych.

II. Fitoaleksyny roślin psiankowatych (Solanaceae)

Obok roślin m otylkowych fitoaleksyny znaleziono także w tkankach 
roślin psiankowatych. Fitoaleksyny wyizolowane z roślin tej rodziny należą 
do związków terpenowych.

XIII XIV

I I - l .  R iszytyna

Związek ten wyizolowano z kłębów ziemniaka porażonego grzybem  
Phytophthora infestans (15). Riszytyna jest bicyklicznym alkoholem  nor- 
seskw iterpenow ym  (XIII). Nie w ystępuje ona w zdrowych tkankach zie­
m niaka, niewielkie jej ilości gromadzą się po infekcji grzybem  rasy zgod­
nej Phytophthora, natom iast jej ilość po inokulacji grzybem  rasy nie­
zgodnej wynosi 80—90 fig/g świeżej m asy (15). Pojawienie się tego związ­
ku pozostaje w ścisłej korelacji z procesem brunatnienia tkanek  i wiąże 
się z gromadzeniem innego terpenoidu — fituberyny. F ituberyną okre-

XVI XVII

XV
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ślono jako nienasycony octan seskw iterpenow y o sum arycznym  wzorze 
C17H 26 0  4 (59). Poinfekcyjne stężenie fituberyny w kłębach ziem niaka nie 
przekraczało 50°/o zawartości riszytyny. Syntezę riszytyny stym uluje chlo­
ram fenikol i streptom ycyna w dawce 3—50 ppm (60), a także bezkomór- 
kowe wyciągi z Phytophthora infestans zinaktywow ane term icznie. W y­
daje się zatem, że tak  jak w przypadku fasoli, induktor reakcji odpornoś­
ciowej ziemniaka jest związkiem niskocząsteczkowym i nie w ykazuje cech 
białka. Przypuszczalnie w skutek infekcji przez Phytophthora infestans, 
w kłębach ziemniaka, w których w ystępują glikoalkaloidy sterydow e so- 
lanina i chakonina, procesy biosyntezy zostają przesunięte w kierunku 
produkcji riszytyny (61).

Niezależnie od roli, jaką riszytyna spełnia w odporności ziemniaka, 
związek ten  wyizolowano także z roślin pomidora po infekcji P hyto­
phthora infestans i Verticillium  albo-atrum  (61, 62). Z nieopublikowanych 
danych autorki jednakże wynika, że jakkolwiek rośliny pom idora po in­
fekcji Verticillium  istotnie produkują jakiś związek o charakterze terpe­
nowym, to właściwościami chemicznymi różni się on od riszytyny.

II-2. K apsydiol

Owoce pieprzu po inokulacji grzybam i Monilia fructicola, Phytophthora  
capsici, Botritis cinerea, Fusarium oxysporum  i Cladosporium herbarum, 
w ytw arzają związek nazwany kapsydiolem (7, 12). Jest to norseskw iterpe- 
nowy diol o wzorze sum arycznym  C15H 2 4 0 2, struk tu ra ln ie  zbliżony do r i­
szytyny (XIV). Syntezę kapsydiolu indukuje również infekcja n iek tóry­
mi grzybam i niepatogenicznymi i bakteriam i Erwinia carotovora. K apsy­
diol jest naturalnym  m etabolitem  rośliny, a jego syntezę silnie stym ulu je  
kontakt z mikroorganizmami, przy czym poinfekcyjne stężenie tej fito- 
aleksyny jest tym  wyższe im niższy jest stopień patogeniczności grzybów. 
Kapsydiol ham uje wzrost grzybni i kiełkowanie spor.

III. Fitoaleksyny innych roślin

I I I - l .  Gosypol

W roślinach bawełny (Malvaceae) po infekcji Verticillium  albo-atrum  
lub Rhizopus nigricans pojawia się związek fenolowy (XV) — gosypol (63). 
Związek ten, k tóry  w niewielkiej ilości jest naturalnym  składnikiem  ro­
ślin zdrowych nigdy nie w ystępuje w tkankach naczyniowych. Po infekcji 
ilość tego związku znacznie wzrasta i gromadzi się on głównie w  okolicy 
naczyń (64). Syntezę gosypolu stym ulują także grzyby niezjadliw e dla 
bawełny, a naw et konidia zinaktywowane term icznie. Verticillium  indu­
kuje ponadto syntezę trzech aldehydowych pochodnych gosypolu, k tóre
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w przeciwieństwie do gosypolu nie w ystępują w tkankach zdrowych (16). 
Są to 6-metoksygosypol, 6,6'-dwumetoksygosypol i 6-metoksyhem igosy- 
pol.

III-2. Ipom eamaron

Sugerowano, że związek ten odgrywa rolę w odporności ba ta ta  (Con- 
vonvulaceae) na Ceratocystis fim briata  (65). Z punktu widzenia chemicz­
nego jest on furanoterpenoidem  (XIV). Dokładne badania wykazały jed­
nak, że jakkolwiek ipomeamaron pojawia się w dużych ilościach po in­
fekcji grzybem  (66) to nie w ykryto go w tkankach poddanych uodpornie­
niu rasam i niepatogenicznymi. Stąd jego rola jako fitoaleksyny wydaje 
się wątpliwa.

I I I -3. Orchinoł

Jest to fitoaleksyna w ytw arzana przez rośliny Orchis militaris po in­
fekcji Rhizoctonia repens (67). Ma ona charakter fenolowy (XVII), a po­
w staw aniu jej towarzyszy synteza trzech związków sterolowych, zidenty­
fikowanych także jako m etabolity żywiciela.

Z przytoczonego przeglądu wyizolowanych dotychczas fitoaleksyn w y­
nika, że substancje produkowane w aktyw nej reakcji odpornościowej nale­
żą do dwóch grup związków, arom atycznych i terpenowych. Obie te g ru ­
py stanowią w tórne m etabolity rośliny.

IV. Degradacja fitoaleksyn przez mikroorganizmy

Rozpatrując problem mechanizmu procesów odpornościowych na po­
ziomie genetycznym S c h w o c h a u  i H a d w i g e r  (68) stw ierdzili, że 
współdziałanie żywiciel — patogen obejm uje dom inujący gen odporności 
żywiciela i dominujący gen braku  w irulencji patogenu ujaw niający się 
produkcją metabolitów aktyw ujących gen odporności żywiciela i produkcję 
fitoaleksyn. Natomiast gen zjadliwości patogenu urucham iałby mechanizm 
zdolny do rozkładu lub przekształcenia substancji działających jako fito­
aleksyny. Istnienie mechanizmów doprowadzających do degradacji fito-
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aleksyn zdołano wykazać w wielu grzybach patogenicznych, z których 
najlepiej poznany jest mechanizm rozkładu m edykarpiny przy udziale 
układu enzymatycznego Stem phylium  botryosum  (69, 58) — patogena lu­
cerny (XVIII).

Pierwszym  produktem  rozkładu m edykarpiny jest westitol, k tóry ha­
m uje kiełkowanie spor i wzrost grzybni S. botryosum  w stężeniu znacznie 
wyższym od toksycznego stężenia związku wyjściowego. Związek ten jest 
dalej rozkładany do dwóch innych związków fenolowych, przy czym to­
ksyczność jego produktów  m aleje w kolejnych etapach przekształceń. 
Ustalono, że w kom binacji zgodnej lucerna — S. botryosum  szybkość syn­
tezy m edykarpiny jest niem al równoważna z szybkością jej degradacji; 
w kom binacji niezgodnej proces syntezy znacznie przewyższa proces roz­
kładu, podczas gdy po inokulacji roślin grzybam i niepatogenicznymi wo­
bec tego gatunku mechanizm degradacji fitoaleksyn jest całkowicie nie­
aktyw ny.

S. botryosum  rozkłada także fazeolinę i pizatynę, jednakże m aksym alna 
szybkość rozkładu jest niższa niż dla m edykarpiny (70).

Zdolność do degradacji fitoaleksyn jest właściwa także grzybom Fu- 
sarium solani f.sp. phaseoli i pisi. Patogen fasoli rozkłada fazeolinę in 
vitro, czemu towarzyszy pojawienie się nowych substancji o malejących 
właściwościach toksycznych. Produkt powstały w pierwszym etapie degra­
dacji zawiera grupę karbonylową, co przem awiałoby za oksydacyjnym  
charakterem  reakcji. Przypuszcza się, że F. solani f. sp. phaseoli posiada 
system  oksydacyjny indukowany przez niskie stężenie faseoliny (71, 72). 
Podobnie patogeniczny wobec grochu klon F. solani i. sp. pisi przewyższał 
inne klony w szybkości rozkładu pizatyny, przy czym udowodniono, że 
wrażliwość na pizatynę była spowodowana zdolnością tego związku do ha­
mowania biosyntezy białek w tkankach grzyba (73).

Grzyby z rodzaju Fusarium oxysporum  f. pisi i vasinfectum  oraz Bo- 
try tis  cinerea w ykazują zdolność oksydacyjnego przekształcenia kapsy- 
diolu (XIX). Produktem  tego utlenienia jest znacznie m niej toksyczny od 
kapsydiolu koton — kapsenon (74).

I wreszcie grzyby z rodzaju Botrytis fabae i B otrytis cinerea, a więc 
patogeny bobu m etabolizują kwas wieronowy stanowiący fitoaleksynę 
tych roślin do związku o m niejszych właściwościach toksycznych wobec 
grzybów (75). Podobieństwo struk tu ra lne  kwasu wieronowego i powsta­
jącej substancji wskazuje, że przekształcenie jest redukcyjne, jednoeta­
powe. Ponieważ w dyfuzacie z roślin bobu nie znaleziono żadnych enzy­
mów redukujących ten kwas, autorzy sugerują, że m etabolizm  fitoaleksyn 
ma miejsce w kom órkach grzybni. Stanowiłoby to argum ent, że zdolność 
metabolizowania fitoaleksyn może być cechą charakterystyczną m ikro­
organizmów patogenicznych umożliwiającą adaptację do niekorzystnych 
w arunków  środowiska.

A rty k u ł n adszed ł 2.7.1975; po re w iz ji  a u torsk ie j o trzym an o  25.9.1975
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MAREK KAJETAN JURKOW SKI *

Fosfolipazy zwierzęce 

Animal Phospholipases

Wstęp

Fosfolipazy należą do ważniejszych enzymów katalizujących prze­
m iany fosfolipidów w organizmach żywych. Pierw otna nazwa tych enzy­
mów — lecytynazy wywodziła się od nazwy substra tu  na jaki działały, 
lecytyna bowiem była w owym czasie jedynym  dostępnym  fosfolipidem, 
którego czystą postać otrzym ano w większych ilościach z żółtek jaj p ta ­
sich (1).

Ze względu na miejsce hydrolitycznego rozszczepienia w iązań estro­
wych wyróżniono lecytynazy: A, B, C, D. Późniejsze badania różnych sub­
stratów  fosfolipidowych oraz udoskonalenie technik badawczych spowo­
dowały zarzucenie term inu  lecytynazy, a w powszechnym użyciu pozostała 
nazwa fosfolipazy z zachowaniem ich oznakowania literowego (Ryc. 1) (2). 
Następnie rozróżniono fosfolipazy Aj, i A2 biorąc pod uwagę pozycje w ią­
zań acyloestrowych hydrolizowanych przez te  enzymy (Ryc. 2) (3). Fosfo­
lipazy B katalizują całkowitą deacylację substratu , zaś lizofosfolipazy hy- 
drolizują lizopochodne fosfolipidów powstałe w w yniku działania odpo­
wiednich fosfolipaz A. W edług nom enklatury system atycznej fosfolipazy A 
są fosfatydyloacylohydrolazam i (E.C. 3.1.1.4), fosfolipazy B oraz lizofosfo­
lipazy są lizofosfatydyloacylohydrolazam i (E.C. 3.1.1.5.), fosfolipazy C są 
cholinofosfohydrolazami (E.C. 3.1.4.3.), a fosfolipazy D są fosfatydylohy- 
drolazam i (E.C. 3.1.4.4.).

Fosfolipazy A w ystępują zarówno w tkankach roślinnych jak  i zwie­
rzęcych, fosfolipazy C i D wyłącznie w roślinach, fosfolipazy B oraz lizo­
fosfolipazy w organizmach zwierzęcych i m ikroorganizm ach roślinnych.

* Mgr, Zakład Chem ii Ogólnej, Akadem ia M edyczna w  Gdańsku, Al. Z w y­
cięstw a 42, 80-210 Gdańsk

W ykaz stosow anych skrótów: GPC — dw uacylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina; 
GPE — dw uacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloam ina; GPS — dw uacylo-sn-glicero- 
-3-fosfatydyloseryna; GPI — dw uacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloinozytol; lizoGPC — 
m onoacylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina; lizoGPE — m onoacylo-sn-glicero-3-fosfa-  
tydyloetanoloam ina; lizoG PS — m onoacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloseryna; lizoG PI — 
m onoacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloinozytol
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Istnienie fosfolipazy B jako oddzielnego enzymu poddawane jest 
w wątpliwość. Stwierdzono bowiem, że fosfolipaza A x posiada zdolność 
całkowitej deacylacji fosfolipidów, a ponadto odszczepienie dwóch kw a­
sów tłuszczowych może zachodzić także dzięki łącznemu działaniu fosfo­
lipazy A2 i lizofosfolipazy (Ryc. 2). Zarzucono przeto aktualnie stoso­
wanie term inu  fosfolipaza B dla enzymów zwierzęcych. W odniesieniu 
do enzymów bakteryjnych term in ten używany jest nadal.

H2C -0 -C -R i
I

HO-CH 0 
U

H2C - 0 -  P- 0-CH2-CH2~N+(CH3)3

Ro-C-

n H ,C -0 -C -R i o L \I
0-C H

h2c- o - p - o - ch2- c h 2- n (CH3)3

h 2c- o h

HO-CH
I

H 2 C -0 -P -0 -C H 2-C H 2-N(CH;

h2c - o h

r2- c- o - ch  0

H2C -0 -P -0 -C H 2-CH2-N+(CH3)3 

0“

Ryc. 2. M ożliwe drogi enzym atycznej hydrolizy fosfolip idów  (na przykładzie lecy ­
tyny) przez fosfolipazy zw ierzęce (3)

1;4 — fosfolipaza Aj, 2 — fosfolipaza A 2, 3 — lizofosfolipaza, 5 — fosfolipaza A2+  lizofosfolipaza

I. Fosfolipaza A2

Fosfolipazę A2 otrzym ano w dość czystej postaci m. innym i z jadu 
węży: Naja naja, Crotalus adamanteus, Agkistrodon piscivorus (4), oraz 
jadu pszczół Apis m elifera  (5). Aktywność zaś fosfolipazy A2 wykazano 
w  wielu tkankach różnych gatunków  zwierząt (6— 18). W mitochondriach

Ryc. 1. Schem at działania hydrolitycznego fosfolipaz (2)
Ri — kw as nasycony, R2 — kw as nienasycony, strzałki oznaczają w iązania hydrolizow ane  

przez odpow iednie enzym y oznaczone dużym i literam i
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fosfolipaza A2 w ystępuje sama (16-—20) zaś w lizosomach i błonach cyto- 
plazm atycznych równolegle z fosfolipazą Aj (15—21).

Fosfolipaza A2 jest enzymem specyficznie rozszczepiającym (3 w ią­
zanie acyloestrowe fosfolipidów. Enzym ten nie posiada jednakże zdol­
ności do całkowitej deacylacji substratu. W związku z występowaniem  
nienasyconych kwasów tłuszczowych w pozycji (3 w wielu fosfolipidach 
naturalnego pochodzenia (22) wiązano swoistość działania tej fosfolipazy 
ze stopniem  nienasycenia kwasu tłuszczowego. Jednakże badania z za­
stosowaniem znakowanych substratów  fosfolipazy A2 nie potwierdziły 
tego przypuszczenia. Stopień nienasycenia kwasu obecnego w pozycji (3 
fosfolipidu wpływał bowiem jedynie na szybkość reakcji enzymatycznej 
hydrolizy substratu  (23). Fosfolipaza A2 w ykazuje wyraźne różnice powi­
nowactwa w zależności od rodzaju substratu  na jaki działa (Tabela 1) (17) 
niezależnie od pochodzenia enzymu.

Tabela 1

Wpływ rodzaju substratu na aktywność fosfolipazy A 2 z mózgu szczura (17)

Substrat Km V
(mM/1) (fi.M/1/min)

dwuacylo-.w-glicero-3-fosfatydylocholina 0,98 2,8
dwuacylo-srt-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina 0,75 4,0
dwuacylo-i/z-glicero-3-fosfatydyloseryna 1,42 2,2

Fosfolipazy endogenne (występujące i działające w ew nątrztkankowo) 
w ykazują największe powinowactwo w stosunku do GPE (20), natom iast 
enzymy egzogenne (występujące w jadach i sokach traw iennych) oraz 
fosfolipazy z błon erytrocytów  owiec, kóz i wołów najszybciej hydroli- 
zują GPC (12, 24). Poza działaniem  na GPE, GPC, GPS, GPI enzym działa 
również na kwas fosfatydowy, kardiolipidy i plazm alogeny (17, 25).

Reakcje katalizowane przez fosfolipazy A2 podlegają stym ulacji przez: 
jony Ca2+ (10, 12), eter etylow y (26), taurocholan (8), Triton X-100 (17, 27), 
dezoksycholan sodu (6), m ielitynę, polim yksynę B (28), EDTA w określo­
nych stężeniach (21).

Ham ują reakcję hydrolizy: wolne kwasy tłuszczowe (6), jony Mg2+, 
Cu2+, Fe2+, Zn2+, Triton X-100 0,4% (14), dezoksycholan sodu w stężeniu 
5X 10~4M, lizofosfolipidy (10), jodooctan, ultrafiolet, wym rażanie i sonifi- 
kacja enzymu (4), siarczan dodecylu, 2-chloroetanol (27), EDTA w stę­
żeniu ImM  (11).

W pływ detergentów  na przebieg reakcji hydrolizy katalizowanej przez 
fosfolipazę A2 zależy od stężenia detergentu  w układzie inkubowanym, 
rodzaju tkanki z jakiej pochodzi enzym oraz substra tu  na jaki działa. 
Dezoksycholan sodu np. w  tych samych stężeniach ham uje aktywność 
fosfolipazy gdy substra tem  jest GPC, nie wyw iera natom iast takiego
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w pływu gdy hydrolizie ulega GPE (14). Bardzo kontrow ersyjny jest 
wpływ EDTA na działanie fosfolipazy A2, podobnie jak i jonów Ca2+ (33). 
Zdolność wiązania jonów Ca2+ przez EDTA nie jest przyczyną ham ow a­
nia reakcji hydrolizy enzym atycznej. Fosfolipaza A2 działa bardzo opornie 
na micele sferyczne substra tu  jednakże wraz ze w zrastającym  rozdrob­
nieniem fosfolipidu szybkość reakcji w zrasta osiągając m aksim um  w ukła­
dach, w których uzyskano tak  zwany film  lipidowy tj. w arstw ę cząstek 
substratu  na powierzchni buforu (33). Dodatek eteru  etylowego zwiększa 
szybkość hydrolizy dzięki większemu rozdrobnieniu substratu , łatw iejszą 
penetrację enzymu do w nętrza cząstek oraz umożliwia swobodniejszy od­
pływ uwolnionych kwasów tłuszczowych (26). Peptydy stym ulują  dzia­
łanie fosfolipaz A2 prawdopodobnie przez tworzenie kom pleksu z fosfo- 
lipidem (28). Enzym nie hydrolizuje D-ct-fosfolipidów natom iast L-a-form y 
ulegają hydrolizie intensyw nie. Sym etryczne (3-lecytyny ulegają rozło­
żeniu przez fosfolipazę A2 na optycznie czynne lizolecytyny (34). Analogi 
lecytyny zawierające wiązanie acyloamidowe w pozycji (3 są potencjal­
nym i inhibitoram i kom petycyjnym i fosfolipazy A2. Obecność jednej g ru ­
py m etylowej przy atom ie węgla przylegającym  do grupy karboksylowej 
w łańcuchu kwasowym znacznie obniża szybkość m aksym alną reakcji hy­
drolizy, wprowadzenie dwu grup m etylowych daje lecytynę całkowicie 
odporną na działanie enzym u (35).

Fosfolipaza A2 jest białkiem  term ostabilnym , ogrzewana w  pH 3,0 
w tem peraturze 90°C przez 15 m inut nie w ykazuje zmian swej ak tyw ­
ności (21, 29). Dodatek kwasów tłuszczowych do ogrzewanego enzymu 
zwiększa jego oporność na wysoką tem peraturę, natom iast poddanie diali­
zie w ydatnie ją zmniejsza (14). Inkubacja w tem peraturze 80°C w pH po­
wyżej 6,0 prowadzi do u tra ty  własności katalitycznych, a proces ten  za­
leży również od pH środowiska i czasu inkubacji (4).

M aksymalną aktywność fosfolipazy A2 poszczególni autorzy obserwo­
wali w środowisku o pH od 4,0 do 9,5 (5—31). O ptym alna w artość pH 
środowiska zależy od rodzaju tkanki z jakiej pochodzi enzym. Ponadto 
rodzaj użytego buforu w yraźnie wpływa na aktywność fosfolipaz wyizo­
lowanych z jadów (32).

Dotychczas udało się wyizolować i określić w całości lub częściowo 
skład aminokwasowy fosfolipazy A 2 z trzech źródeł, a mianowicie z jadu 
pszczół (36), trzustki wołowej (37), oraz jadu węża Agkistrodon halays 
blankhoffi (38). Enzymy te różnią się między sobą ilością i składem  ami­
nokwasów. I tak  fosfolipaza pszczela zbudowana jest z 128, trzustkow a 
ze 130, zaś wężowa z 126 aminokwasów (Ryc. 3 i 4).

Różnice ciężaru cząsteczkowego w ynikają przede wszystkim  z obec­
ności w cząsteczce enzym u substancji dodatkowych związanych z enzy­
mem np. fosfolipaza A2 z trzustk i zawiera dodatkowo siedm ioam inokwa- 
sowy zymogen i ma ciężar 14 000, pszczela zaś związane cukry: fukozę, 
mannozę, galaktozę i N-acetyloglukozoaminy, a ciężar jej wynosi 20 000.
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Ponadto fosfolipaza pszczela może występować jako dimer o ciężarze 
40 000.

Z jadu kobry Naja na ja wyizolowano 11 izoenzymów fosfolipazy A 2
o ciężarach od 8500 do 20 000 i punktach izoelektrycznych od 4,62 do 
9,9 (39).

Największą masą cząsteczkową charakteryzuje się fosfolipaza A2 w y­
izolowana z mózgu ludzkiego, wynosi ona 55 000 (8).

Ryc. 3. Struktura I rzędow a fosfolipazy A 2 z trzustki w ołu (37)

io

60 70

Ryc. 4. Struktura I rzędowa fosfolipazy A 2 z jadu pszczół (36)
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II. Fosfolipaza Aj

Fosfolipaza A x jest przypuszczalnie enzymem wyłącznie endogennym, 
nie stwierdzono jej bowiem w jadach węży, w ystępuje natom iast w róż­
nych tkankach zwierzęcych. Można znaleźć ją w czystej postaci we frak ­
cjach mikrosomalnych (16, 19, 23), natom iast w błonach cytoplazm atycz- 
nych komórek w ątroby (35), lizosomach w ątroby (15, 21) i mózgu szczura 
(17), komórkach zwojów i neuronach królika (18), mikrosomach komórek 
larw  m uchy domowej (40) w ystępuje łącznie z fosfolipazą A2.

Fosfolipaza A! jest enzymem specyficznie odszczepiającym kwasy 
tłuszczowe z pozycji a fosfolipidów. Może także wykazywać działanie 
lizofosfolipazy katalizując uwalnianie kwasu z pozycji a-lizofosfolipidu 
(41). Przypisuje się jej również działanie podobne do fosfolipazy B tzn. ka­
talizujące całkowitą deacylację fosfolipidów (42). Ponadto enzym ten może 
wykazywać działanie transacylazy. Stwierdzono w fosfolipazie Ax istnie­
nie dwu centrów aktyw nych, które umożliwiają katalizowanie przez ten 
enzym reakcji hydrolizy i transacylacji (43).

Największą aktywność w ykazuje fosfolipaza Aj w stosunku do GPC 
w m niejszym  stopniu do GPS i GPE (Tabela 2) (17). Enzym ten działa 
także na kwas fosfatydowy, 1,3-dwuacyloglicerol, 1-acyloglicerol oraz po­
chodne 1-acylolizofosfolipidów. Stopień nienasycenia kwasu tłuszczowego 
w pozycji a substratu  wpływa jedynie na szybkość katalizowanej re ­
akcji (43).

Tabela 2

Wpływ rodzaju substratu na aktywność fosfolipazy A] z mózgu szczura (17)

Substrat

dwuacy!o-57;-glicero-3-fosfatydylocholina
dwuacylo-.s/z-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina
dwuacylo-.y/i-glicero-3-fosfatydyloseryna

K,„ V
(m M /l) (¡¿M/l/min)

0,60 5,0
0,92 3,7
1,19 2,8

Reakcje katalizowane przez fosfolipazy A x podlegają stym ulacji przez: 
dezoksycholan sodu (42), Triton X-100 (44), jony Ca2+ (41), taurocholan (8), 
EDTA oraz heparynę (45).

Ham ują reakcję hydrolizy: nienasycone kwasy tłuszczowe, album iny, 
NaCl, dezoksycholan sodu, protam ina (44, 45), oraz tem peratu ra  powyżej 
50°C (7).

M aksym alną aktywność tego enzymu stwierdzono w środowisku o pH 
od 3,5 do 9,0 (18—46). Optym alna wartość pH środowiska zależy od ro­
dzaju tkanki z jakiej pochodzi enzym.

Fosfolipazy Ax oczyszczono w różnym  stopniu, jednakże w niew ystar­
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czającym  dla określenia składu aminokwasowego oraz struk tu ry  tych en­
zymów. Stwierdzono przy tym  iż w zależności od stopnia oczyszczenia 
zmienia się wrażliwość fosfolipazy Aj na jony Ca2+ np. enzym oczyszczo­
ny z frakcji błon plazm atycznych w ątroby szczura jest bardziej aktyw ny 
w nieobecności jonów Ca2+ niż jego form a nieoczyszczona. Dla fosfolipazy 
Aj z innych tkanek brak podobnych danych.

Ze względu na zdolność fosfolipazy A Ł z błon plazm atycznych w ą­
troby szczura do transacylow ania zaproponowano dla niej nazwę mono- 
acyloglicerotransferazy (41). Wykazano, iż akceptoram i uw alnianych przez 
ten enzym kwasów tłuszczowych mogą być związki zawierające zarówno 
pierwszorzędowe jak i drugorzędowe grupy hydroksylowe np. glicerol 
czy też fosfoglicerol (43).

III. Lizofosfolipazy

Wiadomości na tem at tych enzymów są dość skąpe, najczęściej opisy­
wano te  enzymy przy pracach nad fosfolipazami A. Znaleziono je we frak ­
cjach rozpuszczalnych otrzym anych po rozwirowaniu s tru k tu r subkomór- 
kowych (20), między innym i w trzustce (21) i mózgu szczura (47), w ątrobie 
wołowej (48), komórkach larw y m uchy domowej (40), erytrocytach 
wołu (1*2).

Lizofosfolipazy działają zarówno na 1-acylolizopochodne fosfolipidów 
jak  i na 2-acylolizopochodne powodując ich całkowitą deacylację przy 
czym hydroliza 2-acylolizopochodnych zachodzi znacznie szybciej niż
1-acylo (9).

Aktywność enzymu stym ulują jony Ca2+ i siarczan laurylu  (40). Ha­
m ują: EDTA, jony Hg2+, Triton X-100, jodooctan (48), dezoksycholan (21). 
O ptim um  pH środowiska dla lizofosfolipaz z różnych tkanek mieści się 
między wartościam i pH od 6,5 do 8,6 (9, 10, 48, 49).

Dotychczas wyizolowano dwie lizofosfolipazy z w ątroby wołowej ozna­
kowane roboczo jako lizofosfolipaza n r I i n r II. Masa cząsteczkowa tych 
enzymów i ich punkty izoelektryczne wynoszą odpowiednio: 25 000 i 5,2 
oraz 60 000 i 4,5. Ponadto lizofosfolipazę n r I silnie ham ują: jodoacet- 
amid, N-etyloimid kwasu maleinowego, a także lecz słabiej p-nitrofenylo- 
fosforan. Lizofosfolipaza n r II w ykazuje odwrotną odpowiedź na wyżej 
wym ienione związki.-

Obie lizofosfolipazy w ykazują w niewielkim  stopniu (2°/o) działanie 
charakteryzujące fosfolipazę A x (48).

Lizofosfolipazy działają znacznie szybciej na film y lipidowe niż micele 
sferyczne (47). Hydrolizują również monoacylowe pochodne zawierające 
fosfocholinę w pozycji 1; 2 lub 3 glicerolu.

Ogrzewane w tem peraturze 70°C przez 10 m inut tracą swe własności 
enzymatyczne (50).
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IV. Uwagi końcowe — znaczenie biologiczne fosfolipaz zwierzęcych

Fosfolipazy obecne w większości jadów wężowych odgrywają ważną 
rolę w uśm iercaniu osobników zaatakowanych przez te  zwierzęta. Lizo- 
pochodne fosfolipidów powstałe w wyniku działania fosfolipaz A 2 obec­
nych w jadach w połączeniu z jonami Ca2+ oraz album inam i surowicy, 
powodują gwałtow ny rozpad błon erytrocytów  (51). Uniemożliwia to p ra ­
widłową wym ianę gazową w organiżmie, prowadząc w końcowym rezul­
tacie do szybkiej śmierci przez uduszenie.

Fosfolipazy w sokach traw iennych powodują rozkład fosfolipidów po­
karm ow ych uw alniając kwasy tłuszczowe, z których kwasy o łańcuchach

1
0 C Ho-O-C —Ri
ii i

r 2- c -  o - c - h

¿H2—0 - © —Chd ina
Lecytyno

h2o

r 2—co oh

Fosfo/ipaza A

c h 2— o —C— R1 
I 2 

HO— C-H
CH2—O - ® -  Cholina

Lizo/ecy/yna

H ,0 -

R,—COOH J .
Lizofosfo/ipaza

CHo-OH
I

H O - C - H  I
CH2— 0 - ® — Cholina

GUcerylofosfory/ochohna 

H,0^
Esteraia glicerylofosforylocho 

linowe

CHo —OH |
H O -C —H .+ Cholina

c h 2— 0—®
a-glicerofosforon

Ryc. 5. Katabolizm  fosfolipidów  (na przykładzie lecytyny) w  dw unastnicy ssaków  (52)
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krótszych niż 10— 12 atomów węgla przenoszone są bezpośrednio do żyły 
w rotnej. Wyższe kwasy tłuszczowe przenoszone są przez ściany jelita 
cienkiego do limfy. Ponadto produkty rozpadu fosfolipidów posiadając 
właściwość zmniejszania napięcia powierzchniowego przyczyniają się do 
lepszego zemulgowania innych tłuszczowców pokarm owych (Ryc. 5) (52).

W celu określenia roli fosfolipidów w błonach kom órkowych stoso­
w ano różne fosfolipazy ze względu na ich selektyw ne i łagodne działanie 
enzym atyczne pozwalające na całkowite odlipidowanie błon bez denatu- 
racji białek strukturalnych. In vitro  traktow ane fosfolipazami retiku lum  
sarkoplazm atyczne w skutek odtłuszczenia traci zdolność akum ulacji jo­
nów Ca2+, następuje również rozprzężenie aktywności ATP-azy stym ulo­
w anej w apniem  (53). Znaleziono również korelację między działaniem 
fosfolipazy A2, a wrażliwością na tem peratu rę  reduktazy i oksydazy cyto- 
chrom u c (54). Ponadto fosfolipazy w pływ ają na aktywność cyklazy ade- 
nylowej stym ulow anej glukagonem. Przy niskich stężeniach fosfolipazy 
w zrasta wiązanie glukagonu przez cyklazę, przy wyższych stężeniach en­
zym u w yraźnie m aleje (55). Ze względu na zdolność do transacylacji oraz 
obecność na zewnątrz błon komórkowych mogą fosfolipazy łącznie z in­
nym i białkam i wpływać na poziom wolnych kwasów tłuszczowych w su­
rowicy jak i ich ilość oraz okres półtrw ania w błonach komórkowych 
(12, 41).

Próbowano również powiązać zmiany w aktywności fosfolipaz ze zmia­
nam i patologicznymi w organizmach zwierzęcych. Znaleziono korelację 
m iędzy ostrą formą stanu zapalnego trzustk i człowieka, a aktywnością 
fosfolipazy A2 w soku trzustkow ym  (6). Również w mózgu szczurów z do­
świadczalnie wywołaną alergiczną demielinizacją stwierdzono w ostrej 
form ie tego schorzenia zwiększoną aktywność fosfolipazy Ax o 35°/o, zaś 
A2 o 25°/o niezależnie od rodzaju substra tu  na jaki działały (56).

Prow adzenie badań nad właściwościami fosfolipaz in vitro  i in vivo  
napotyka szereg trudności. Ponadto dowolność kryteriów  oceny aktyw ­
ności tych enzymów oraz w pływ u niektórych substancji na tę aktywność 
nie pozwalają na jednoznaczne porównanie uzyskanych wyników. Nie 
powiodły się również próby uogólnień, które zadowalająco tłum aczyłyby 
rolę i mechanizm działania tych enzymów w organizmach żywych.

A rty k u ł n adszed ł 12.4.1975; po re w iz ji  a u to rsk ie j o trzym a n o  20.8.1975
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KOMUNIKAT

ZARZĄDU GŁÓWNEGO

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego postanowił na­
zwać dorocznie przyznawane nagrody dla młodych biochemików imieniem  
zmarłego w 1975 r. wybitnego biochemika i zasłużonego wychowawcy 
młodzieży, prof. dr. Włodzimierza Mozołowskiego.

Za najlepsze prace przedstaw ione przez m łodych biochemików na XIII 
Zjeżdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, k tóry  odbył się we 
wrześniu 1975 r. w Toruniu Zarząd Główny Towarzystwa postanowił przy­
znać trzy  równorzędne nagrody pierwsze oraz dziewięć równorzędnych 
nagród drugich. Laureatam i zostali:
I. nagrody pierwsze:

1) Andrzej Guranowski (wraz ze współautorem  Zenonem Schneide­
rem, Poznań)

2) Ryszard Słomski (Poznań)
3) W. Kudlicki (wraz ze współautorem  N. Grankowskim, Lublin)

II. nagrody drugie:
1) A. Dubin (wraz ze w spółautorem  J. Silberringiem , Kraków)
2) Anna Szkopińska (Warszawa)
3) W iesław W ątorek (Wrocław)
4) P iotr Ścisłowski (wraz ze współautorem  J. Świerczyńskim, Gdańsk)
5) W. Sasak (wraz ze współautorem  T. Mańkowskim, Warszawa)
6) M ałgorzata Landm an (wraże ze współautorkam i B. Grzelakowską- 

Sztabert i W. Chm urzyńską, W arszawa)
7) M. Michalak (wraz ze współautorką M. G. Sarzałą, W arszawa)
8) B. K ow alska-Loth (wraz ze współautorem  T. Kureckim, Warszawa)
9) A. Stankiewicz (wraz ze współautorem  W. Makarewiczem, Gdańsk)
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Post. Blochem., 22, 77—89, 1976.

EWA PROCHNIEWICZ *

Fizykochemiczne właściwości aktyny i jej rola 
w skurczu mięśnia

Physicochemical Properties of Actin and its Role 
in Muscular Contraction

W poprzednich num erach Postępów Biochemii (1, 2) zostały zamiesz­
czone artykuły  przeglądowe, dotyczące budowy mięśni szkieletowych krę­
gowców oraz molekularnego mechanizmu regulacji ich skurczu. W niniej­
szym artykule chciałabym bliżej scharakteryzow ać jedno ze s tru k tu ra l­
nych białek mięśniowych — aktynę — zarówno jej fizykochemiczne w łas­
ności jak i przypisywaną jej rolę w procesie skurczu.

Aktyna została po raz pierwszy wyizolowana z m ięśni poprzecznie 
prążkowanych kręgowców przez S t r a u b a  w 1942 r. (3); stanow i ona 
około 12% wszystkich białek w tych mięśniach. In vitro  ak tyna może 
występować w postaci globularnej monomerycznej G -aktyny, lub two­
rzyć włókniste polimery — w tej form ie nosi nazwę F-aktyny.

I. Ogólna charakterystyka G-aktyny

G -aktyna jest białkiem  globularnym, o ciężarze cząsteczkowym 42.300 
zbudowanym z jednego łańcucha polipeptydowego o znanej sekwencji (4). 
Pozostałe param etry, charakteryzujące fizykochemiczne własności mono­
m erów są następujące:
prom ień cząstecżki 55 A (5, 13)
lepkość graniczna 0,036 dl/g (6)
objętość cząstkowa 0,716 (7)
stała sedym entacji 3,385S (8)
punkt izoelektryczny pH =  4,6 (3)
ładunek elektryczny w pH =  7,5 - 2 0 (9)
moment dipolowy 660 jedn. Debye (10)

* Dr, Zakład B iochem ii U kładu N erw ow ego i M ięśni Instytutu Biologii D ośw iad­
czalnej im. M. N enckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa
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Cząsteczki rodzim ej G -aktyny zawierają związany nukleotyd—ATP 
w ilości 1 mola na mol białka, nieusuw alny przez krótkotrw ałe w ytrzą­
sanie z wymieniaczem anionowym Dowex-l, ale wym ienialny z wolnym 
ATP, a także zastępowany przez inne nukleotydy (11). W preparatach 
aktyny znajduje się ponadto Ca2+, związany z białkiem  również w ilości 
1 mola na mol aktyny, nieusuw alny przez krótkotrw ałe wytrząsanie z w y­
mieniaczem kationowym  Dowex-50, ale wym ieniający się z wolnym Ca2+ 
oraz zastępowany przez inne kationy dwuwartościowe w stopniu zależ­
nym od stężenia i rodzaju dodanego Me2+ (12). Usunięcie Ca2+ i ATP 
z G-aktyny powoduje nieodwracalną denaturację białka.

II. Polimeryzacja. Własności F-aktyny

Pod wpływem  dodanych soli monomeryczna G -aktyna ulega polime­
ryzacji (zwanej także transform acją G—F) (3) do F-aktyny. O trzym ane 
po raz pierwszy w 1963 roku przez H a n s o n  i Ł o w y  (13) zdjęcia 
negatywowo barw ionych preparatów  spolimeryzowanego białka w yka­
zały, że F-aktyna tw orzy długie filam enty zbudowane z dwóch spiralnie 
wokół siebie skręconych sznurów cząsteczek G -aktyny. Polim eryzacji to­
warzyszy wzrost lepkości i podwójnego załamania prądowego (dwójłom- 
ności strum ieniowej) roztw oru białka (3). F-aktyna w roztworze wykazuje 
ponadto własność dwójłomności elektrycznej, spowodowanej istnieniem 
m om entu dipolowego filam entów (10).

Jednocześnie ze zmianami stanu fizykochemicznego pojaw iają się zmia­
ny własności spektralnych białka. Na rycinie 1 przedstawiono przykłado-

Ryc. 1. Różnica pom iędzy w idm am i absorpcji G- i F -aktyny w  ultrafiolecie

W idmo otrzym ano przy stężeniu  białka 3,5 m g/ml, w  obecności 20 mM KC1 i 5 mM buforu  
Tris-HCl o pH 8,2 (19).
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wo różnicę pomiędzy widm am i absorpcji G- i F -aktyny w ultrafiolecie. 
W zakresie długości fal od 270 do 310 nm różnica ta wydaje się być 
wywołana zmianami stopnia ekspozycji reszt tryptofanu i tyrozyny za­
chodzącymi przy polim eryzacji (14, 19). Widma fluorescencji G- i F -ak tyny  
również się różnią: natężenie fluorescencji tryptofanu w F-aktynie obniża 
się o około 10°/o, natom iast tyrozyny w zrasta o około 15°/o, w stosunku 
do obserwowanych w G -aktynie (15). Jak  wskazują autorzy cytowanych 
prac, obserwowane zmiany spektralne mogą być wynikiem  zmian kon- 
form acyjnych zachodzących w polim eryzujących cząsteczkach białkowych 
w pobliżu aminokwasów arom atycznych i (lub) ich udziału w tworzeniu 
wiązań pomiędzy monomerami.

Podczas polimeryzacji, ATP silnie związany z G -aktyną ulega hydro­
lizie z uwolnieniem nieorganicznego fosforanu do środowiska. W wyniku 
tego F-aktyna zawiera ADP jako silnie związany nukleotyd. Dalsze ba­
dania wykazały, że defosforylacja nie jest jednak koniecznym w arunkiem  
polim eryzacji (16, 17).

W F-aktynie procesy uw alniania i wym iany silnie związanych kationu 
i nukleotydu zachodzą znacznie wolniej niż w G-aktynie, ponadto ani 
kation, ani nukleotyd nie są konieczne do zachowania s tru k tu ry  poli­
m eru F-aktynowego oraz nie biorą udziału w połączeniach pomiędzy mo­
nom eram i (17, 18, 19).

Polim eryzacja jest procesem odwracalnym; usunięcie soli z roztworu 
F -aktyny w obecności ATP powoduje depolim eryzację białka do postaci 
rodzimych monomerów (20).

III. Badania mechanizmu polimeryzacji

Od czasu odkrycia zjawiska polim eryzacji aktyny w szeregu pracowni 
badano mechanizm tego procesu.

Już z wczesnych obserw acji wynikało, że stopień spolimeryzowania 
aktyny zależy od w arunków  środowiskowych. W stanie tzw. częściowej 
polimeryzacji, w ystępującym  przy stężeniach soli niższych niż wym agane 
do wywołania pełnej polim eryzacji, tylko część znajdujących się w roz­
tworze cząsteczek ak tyny  jest w form ie F; poziom równowagi nie zależy 
przy tym  od tego, czy sole były dodane do roztw oru G -aktyny, czy też 
doprowadzono do takich samych w arunków  jonowych roztw ór uprzednio 
w pełni spolimeryzowanego białka przez odpowiednie rozcieńczenie. Ba­
dając własności częściowo spolim eryzowanych roztworów aktyny A s a - 
k u r a  i wsp. (21) wykazali, że w takich roztworach w obecności wol­
nego ATP ma miejsce przebiegające powoli, ciągłe uwalnianie nieorga­
nicznego fosforanu. Ich zdaniem  ciągłe uw alnianie fosforanu mogło być 
spowodowane zachodzącymi cyklicznie i z jednakową szybkością proce­
sami przyłączania i odłączania monomerów od pozostających z nimi
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w równowadze polimerów: w czasie każdego cyklu ADP, związane z od­
łączanymi monomeram i A D P-G -aktyny wym ieniałby się z wolnym ATP, 
znajdującym  się w roztworze, po czym następowałoby uwolnienie fosfo­
ranu  w trakcie ponownego tworzenia połączenia pomiędzy m onomerem  
powstałej A TP-G -aktyny a polimerem. Późniejsze badania (22, 23) po­
twierdziły tę hipotezę i wykazały ponadto, że cykl odłączania i p rzy łą­
czania monomerów do F -aktyny może zachodzić tylko na końcach poli­
meru.

Stężenie aktyny, m g/m l

Kyc. 2. Zależność pom iędzy ilością spolim eryzow anej aktyny, oznaczaną metodą  
pomiaru stopnia dw ójłom ności strum ieniow ej roztworu białka, a całkow itym  stęże­

niem  aktyny.
Pom iary w ykonano w  18°C w  obecności 0,01M buforu w eronalow ego o pH 8 i: <> 0,1 mM 

MgCl., 0  0,6 mM MgCls (21).

Duże zasługi w poznaniu fizykochemicznych własności transform acji 
G-F położyli O o s a w a ,  A s a k u r a ,  K a s a  i, H i g a s h i ,  Oo i ,  M i h a -  
s h i, którzy opublikowali szereg prac doświadczalnych i teoretycznych do­
tyczących tego zagadnienia. Autorzy ci już w swoich wczesnych pracach 
(21, 24) zauważyli, że w w arunkach częściowej polim eryzacji poziom rów ­
nowagi pomiędzy G- i F -ak tyną zależy od stężenia białka. Rycina 2 ilu­
s tru je  wyniki przeprowadzonych przez nich pomiarów końcowych w ar­
tości stopnia dwójłomności strum ieniow ej szeregu roztworów ak tyny  o 
w zrastających stężeniach białka po dodaniu MgClz. Widoczne jest, że po­
lim eryzacja (i w yw ołany tym  wzrost stopnia dwójłomności) zaczyna się 
dopiero wtedy, gdy stężenie aktyny przekroczy pewną wartość, zwaną 
stężeniem  krytycznym . Przy dalszym wzroście stężenia w zrasta tylko 
ilość F-aktyny, natom iast stężenie pozostającego z nią w równowadze biał­
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ka niespolimeryzowanego pozostaje stałe i równe wielkości krytycznej. 
Zaobserwowano również, że wielkość stężenia krytycznego zależy od w a­
runków jonowych i obniża się ze wzrostem stężenia soli. W oparciu o uzy­
skane wyniki szkoła Oosawy wysunęła hipotezę, że polim eryzacja jest 
procesem wykazującym  własności przem iany fazowej typu kondensacji 
lub krystalizacji. Na podobieństwo transform acji G-F do przem iany fazo­
wej wskazywały ponadto wyniki badań wpływu tem peratu ry  na poziom 
równowagi pomiędzy G- i F-aktyną: stężenie krytyczne Ak zmieniało się 
w zależności od tem peratu ry  T zgodnie, z równaniem  Clausiusa-Clapeyro- 
na: ln Ak =  a —b/T (25) (a i b — stałe współczynniki).

W ysunięta przez szkołę Oosawy hipoteza, że polim eryzacja jest rodza­
jem przem iany fazowej została dalej potwierdzona wynikam i badań kine­
tycznych, w których obserwowano zarówno sigmoidalny kształt krzyw ych 
przebiegu polimeryzacji w czasie, charakterystyczny dla procesów koope­
ratyw nych (Ryc. 3),

Czas polimeryzacji, m in.

Ryc. 3. K inetyka polim eryzacji aktyny. Przebieg polim eryzacji badano mierząc 
zm iany lepkości roztworu białka po dodaniu soli

Pom iary w ykonano przy stężeniu  białka 0,82 mg/ml, w  21,9°C, w  obecności 6,7 mM buforu  
fosforanow ego o pH 7, 0,05mM ATP i 3mM cystein y  (60).

jak też zależność szybkości polim eryzacji od stężenia białka (26). Na pod­
stawie tych wyników K a s a i i wsp. (26) wysunęli przypuszczenie, że 
proces polim eryzacji jest przynajm niej dwuetapowy: w pierwszym  etapie 
powstają oligomery zbudowane z trzech monomerów, nazwane zarodzia- 
mi, a dopiero w drugim  etapie do tych trim erów  przyłączają się dalsze 
monomery, powodując wzrost spirali F-aktyny. W oparciu o uzyskane 
dane doświadczalne O o s a w a i wsp. (27, 28) przedstaw ili ogólną teorię 
agregacji globularnych cząsteczek białkowych w wysoce uporządkowane,
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włókniste struk tu ry . W yprowadzając w niej równanie opisujące obser­
wowaną zależność stanu równowagi od stężenia białka i przebieg kinetycz­
ny transform acji G-F uzasadnili zarówno występowanie stężenia kry tycz­
nego, jak i sigmoidalny kształt krzyw ej przebiegu polim eryzacji m echa­
nizmem wzrostu spiralnego polim eru na uprzednio utworzonych zaro- 
dziach o specjalnej konformacji.

IV. Termodynamika polimeryzacji

Uwzględniając zależność poziomu równowagi pomiędzy G i F -ak tyną 
od tem peratu ry  obliczono zmianę entalpii towarzyszącą polim eryzacji; 
osiągała ona wielkość rzędu 10 kcal/mol, niezależnie od stężenia soli, 
białka i pH środowiska (29, 30). Ponieważ polim eryzacja jest reakcją 
zachodzącą spontanicznie, w której zmiana swobodnej energii AF =  AH —
— TAS <C 0, wydawało się, że transform acji G—F powinien towarzyszyć 
wzrost entropii. Przypuszczano że jest on spowodowany uw alnianiem  wo­
dy hydratacyjnej związanej z monomerami (25). Zaobserwowane przy 
wzroście ciśnienia obniżenie poziomu równowagi pomiędzy G- i F -ak tyną 
sugeruje również, że w procesie polim eryzacji następuje pewnego rodzaju 
„topnienie” wody uporządkowanej wokół m onomerów (31). Tego rodzaju 
obserwacje wskazują na możliwość tworzenia się wiązań hydrofobowych 
pomiędzy cząsteczkami aktyny.

V. Rola kationów w polimeryzacji aktyny. Wiązanie Me2+ przez aktynę

Już we wczesnych pracach dotyczących m echanizmu polim eryzacji (3,
9) przypuszczano, że polim eryzujący wpływ soli lub obniżenia pH na ak­
tynę może być wynikiem  wiązania kationów przez to białko. Sądzono, że 
wiązane kationy neutralizując ujem ny ładunek białka powodują zm niej­
szenie sił elektrostatycznego odpychania pomiędzy monomerami, co u ła­
tw ia zbliżanie i agregację cząsteczek G-aktyny.

Badania nad wiązaniem Ca2+, Mg2+ i Mn2+ wykazały, że kationy te,- 
oprócz jednego miejsca silnego wiązania o stałej powinowactwa rzędu 105, 
m ają jeszcze 7— 10 miejsc wiążących Me2+ ze stałą rzędu 103 (9, 21, 32). 
Zaobserwowana (9, 32) została również bezpośrednia zależność pomiędzy 
ilością związanych kationów a poziomem polimeryzacji. Ilość F -aktyny 
powstającej po dodaniu Ca2+, Mg2+ lub Mn2+ gwałtownie w zrastała kiedy 
ilość związanych kationów osiągała wartości 4—5 moli na 6X 104 g białka, 
a po związaniu 7—8 moli obserwowano już całkowitą polim eryzację. Nie 
obserwowano przy tym  różnicy pomiędzy ilością kationów wiązanych w 
w arunkach częściowej polim eryzacji do G- i F-aktyny, co sugeruje, że do
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utw orzenia F-aktyny nie jest konieczne związanie przez wchodzące w jej 
skład m onomery określonej liczby kationów.

Zależność pomiędzy zdolnością cząsteczek aktyny do polim eryzacji a 
ich s tru k tu rą  chemiczną i przestrzenną wskazuje, że neutralizacja ładunku 
białka poprzez związane kationy jest tylko jednym  z czynników istot­
nych w procesie powstawania filam entów F-aktyny. B a r a n y  i wsp. (33) 
sugerowali, że sama polim eryzacja jest wynikiem  specyficznych oddziały­
wań pomiędzy zneutralizow anym i w odpowiednich miejscach i odpowied­
nio względem siebie zorientow anym i monomerami. Spiralne polim ery zbu­
dowane podobnie jak aktyna z dużej liczby powiązanych niekow alencyjnie 
monomerów tworzą również takie białka jak tubulina, flagellina, białka 
otoczki w irusa mozaiki tytoniowej i tropomiozyna (34, 35, 36, 37). G e r ­
b e r  i wsp. (36) dyskutując na przykładzie flagelliny oddziaływania po­
między monomerami, w arunkujące powstanie uporządkowanych spiral­
nych struk tu r, zwrócili uwagę, że flagellina, jak też kilka innych, przyto­
czonych przez nich przykładowo polim eryzujących białek — w tym  rów ­
nież aktyna — m ają wysoki m om ent dipolowy, k tóry  w w yniku polim ery­
zacji ulega obniżeniu. Na tej podstawie wysunęli oni przypuszczenie, że 
m om ent dipolowy może być czynnikiem, k tóry w procesie tworzenia agre­
gatu o określonej sym etrii umożliwia monomerom przyjęcie właściwej 
wzajem nej orientacji przed utworzeniem  wiązań.

VI. Wpływ kationów dwuwartościowych na szybkość polim eryzacji aktyny

Szybkość polim eryzacji aktyny wzrasta ze stężeniem dodanej soli oraz 
wykazuje w yraźną zależność od rodzaju dodanego kationu, np. jest większa 
w obecności MgCl2 niż dodanego w tym  samym stężeniu CaCl2 (3, 38, 39). 
Na rycinie 4 przedstawiono przykładowo w yniki jednego z doświadczeń 
dotyczących badania wpływ u warunków jonowych na szybkość polim ery­
zacji aktyny. Widoczne jest, że początkowa szybkość transform acji G—F 
mierzona przy stałym  stężeniu KC1 i zmiennym  stosunku stężeń jednocześ­
nie dodanych do białka CaCl2 i MgCl2 m aleje ze wzrostem  stężenia CaCl2.

Obserwacje te  nasunęły przypuszczenie (26, 38, 39, 40), że istotny 
wpływ na szybkość polim eryzacji może mieć rodzaj silnie związanego z 
ak tyną kationu, co z kolei sugerowało zależność własności struk tu ralnych  
monomerów aktyny od rodzaju związanego kationu. Na możliwość w pły­
wu silnie związanego Me2+ na struk tu rę  aktyny wskazywały również zmia­
ny reaktywności grup SH białka pod wpływem  różnych kationów, jak też 
różnice szybkości zmian spektralnych towarzyszących denaturacji prepa­
ratów  aktyny m ających jako silnie związany Ca2+, Mg2+ lub Mn2+ (41, 42). 
Jak  dotychczas, nie wykazano jednak różnic we własnościach spektralnych 
preparatów  rodzim ej ak tyny  zawierających różne Me2+ w miejscu silnego
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wiązania (14, 15. 43). Szybkość polim eryzacji zależna jest nie tylko od 
rodzaju silnie związanego kationu, ale także od rodzaju związanego nukle- 
otydu, chociaż, podobnie jak w przypadku preparatów  aktyny m ających 
różne rodzaje silnie związanego Me2+, nie zauważono zależności pomiędzy 
widmami absorpcji w ultrafiolecie a rodzajem  związanego nukleotydu 
(14, 44).

[C a ] / [M g ]

Ryc. 4. Zależność początkow ej szybkości polim eryzacji aktyny od stosunku stężeń  
dodanych łącznie do białka CaCl2 i MgCl2

Na osi odciętych wskazano stosunek stężeń dodanych MeCl2, Ca/Mg, na osi rzędnych — 
stosunek szybkości polim eryzacji aktyny, v, otrzym anej przy danej w artości Ca/Mg, do szyb­
kości polim eryzacji otrzym anej w  obecności sam ego MgCl2, v0. Pom iary w ykonano w  18°C, 
w  obecności 0,015M buforu Tris-HCl o pH 8,3 oraz: —o—o— stężeniu  aktyny 2,3mg/ml, 3mM MgCl2 
i 0,1M HC1; —o—o— stężeniu aktyny 2,3 m g/m l, O,IM KC1, 1,2 mM MgCl2; —□ —□ — stężeniu  aktyny  
2mg/ml, 0,06M KC1, 2mM MgCl2 (26).

Pod wpływem  wysokich stężeń soli G -aktyna ulega w ytrąceniu. Z ja­
wisko to tłumaczono wzrostem  ilości związanych z nią kationów aż do cał­
kowitej neutralizacji ujem nego ładunku białka (9, 33, 45). W ytrącona ak­
tyna tworzy stabilną, mleczno-białą zawiesinę. W ytrąceniu ulega także 
F-aktyna. Badania w m ikroskopie elektronowym  wykazały, że tworzy 
ona wówczas parakryształy, w których filam enty są ułożone bądź równo­
legle względem siebie, bądź w romboidalne sieci; rodzaj powstałych para- 
kryształów zależy od rodzaju i stężenia dodanego do danej soli (46, 47, 48).

Jak  wynika z przytoczonych danych, zmiany stanu fizykochemicznego 
aktyny są wynikiem  złożonych oddziaływań pomiędzy cząsteczkami biał­
ka, jonami dodanych soli i cząsteczkami rozpuszczalnika, jednak mecha­
nizm tych zmian nie został, jak dotychczas, w pełni wyjaśniony.
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VII. Biologiczna rola aktyny

In vivo  aktyna w ystępuje wyłącznie w form ie spolimeryzowanej two­
rząc razem z tzw. białkam i regulującym i — troponiną i tropomiozyną — 
cienkie filam enty m ięśnia (Ryc. 5).

Ryc. 5. Lokalizacja troponiny i tropom iozyny w  cienkich filam entach m ięśnia
W idoczny jest tu w yraźnie spiralny fragm ent F -aktyny, zbudowanej z globularnych m ono­

m erów  G -aktyny (59).

Najogólniej biorąc, jej biologiczna rola polega na aktyw acji miozyny, 
zlokalizowanej w tzw. grubych filam entach i oddziaływaniu z nią w pro­
cesie skurczu mięśnia. Zgodnie z panującym i obecnie poglądami (obszer­
niej omówionymi w cytow anej już przeglądowej pracy (2), sygnałem do 
rozpoczęcia skurczu m ięśnia jest uwolnienie jonów wapnia z błon sarko- 
plazmatycznego retikulum . Uwolniony Ca2+ wiąże się z troponiną^ co 
w yw ołuje przesunięcia nici tropom iozynowo-troponinowych znajdujących 
się w rowkach spirali F -aktyny, umożliwiające wystąpienie oddziaływania 
pomiędzy aktyną i miozyną, a w konsekwencji skurcz. Dla wyjaśnienia 
roli F -aktyny w skurczu istotne jest zatem scharakteryzow anie wpływu 
zarówno miozyny — lub jej enzymatycznie aktywnego fragm entu, tzw. 
ciężkiej meromiozyny (HMM) — jak też jonów wapnia na własności F -ak­
tyny i jej kompleksu z troponiną i tropomiozyną.

Już dosyć dawno sugerowano możliwość występowania zmian s truk ­
turalnych w F-aktynie w procesie skurczu, kiedy filam enty miozynowe 
i aktynowe wzajem nie się przesuw ają (49). Obserwowany wzrost szyb­
kości wym iany nukleotydu związanego z F-aktyną pod wpływem  dzia­
łania ultradźw ięków lub podwyższonej tem peratury , in terpretow any jako 
w ynik zachodzących pod wpływem  wspom nianych czynników zmian kon- 
form acyjnych w polimerze, stał się podstawą przypuszczenia, że bada­
nie szybkości w ym iany nukleotydu w F-aktynie podczas jej oddziaływania 
z miozyną dostarczy inform acji o zachodzących wówczas zmianach struk ­
tu ry  polimeru. W kilkunastoletnim  okresie badań w tym  kierunku uzyski­
wano jednak sprzeczne wyniki i dopiero ostatnio udało się ustalić przy­
czynę dotychczasowych rozbieżności oraz jednoznacznie wykazać, że od­
działywanie aktyny z miozyną nie prowadzi do zmiany wymienialności 
związanego z F-aktyną nukleotydu (50). Są jednak innego rodzaju w ska­
zówki, że miozyna w yw iera wpływ na własności F-aktyny. Zostały np.
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zaobserwowane zmiany widma absorpcji F -ak tyny  w ultrafiolecie w obec­
ności HMM, m ające charakter podobny do zachodzących przy depolim ery- 
zacji (14). Przeprow adzone później (51) badania hydrodynam iczne suge­
rowały, że HMM, wiążąc się z F-aktyną, może powodować pewne rozluź­
nienie w iązań pomiędzy monomerami. Podobne przypuszczenia zostały 
w ysunięte również na podstawie wyników badań rozpraszania św iatła la ­
serowego (52), wskazujących na wzrost giętkości filam entu F -aktyny pod 
w pływ em  oddziaływania z HMM. Obserwacje widma fluorescencji połą­
czonej z F -ak tyną pochodnej fluoresceiny (53) sugerują, że już niewielka 
liczba związanych cząsteczek HMM może wpływać jednocześnie na w łas­
ności wielu cząsteczek aktyny, czyli wiązanie HMM z F-aktyną w yw ołuje 
kooperatyw ną zmianę stanu monomerów.

W łasności F -aktyny tworzącej in vitaro kompleks z troponiną i tropo- 
m iozyną ulegają podobnym do wspom nianych wyżej zmian, z tym  że w a­
runkiem  ich w ystąpienia staje się obecność jonów wapnia w środowisku. 
Badania przeprowadzone zarówno przy użyciu znaczników spinowych (54), 
jak i fluoryzujących (55) związanych z F -ak tyną wskazywały również, że 
stan F -ak tyny  w cienkim filamencie zależy od obecności Ca2+. Doświad­
czenia w ykonane m etodą rozpraszania św iatła laserowego (52) pozwoliły 
na w ysunięcie przypuszczenia, że w apń w stężeniach w ystarczających do 
aktyw acji skurczu mięśnia zwiększa stopień elastyczności cienkiego fila­
m entu. Później zaobserwowano w tym  samym  laboratorium  odwracalne 
zmiany, zachodzące w widmach liniowego dichroizmu kom pleksu F -aktyny

Długość fali fnm)

Ryc. 6. W pływ  jonów  w apnia na w idm o dichroizm u liniow ego kom pleksu F -aktyny  
z troponiną i tropom iozyną z m ięśn i szkieletow ych królika

W idmo otrzym ano w  tem peraturze pokojow ej w  obecności: —o—o— 150mM KC1, 2mM MgCl., 
lOmM buforu h istydynow ego  o pH 7 i ImM EGTA; — • — 150mM KC1, 2mM MgCl2, lOmM 
buforu  h istydynow ego o pH 7 i  buforu Ca/EGTA o pCa =  5. (56).
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z troponiną i tropomiozyną po dodaniu Ca2+ (56) (Ryc. 6). Zm iany te zin­
terpretow ano, zgodnie z wyżej cytowanym  przypuszczeniem (52), jako na­
stępstwo osłabienia wiązań pomiędzy monomerami oraz zwiększenia fluk ­
tuacji orientacji monomerów względem osi polimeru po związaniu Ca2+ 
do troponiny.

Cytowane wyniki badań wskazują na aktyw ną rolę, jaką spełnia aktyna 
w skurczu mięśnia. W ysunięto ostatnio pogląd, że istotne znaczenie w tym  
procesie może mieć wzrost elastyczności cienkiego filam entu zachodzący, 
jak wspomniano, pod wpływem wiązania Ca2+ do troponiny (57). Ponieważ 
w ystępuje zależność pomiędzy wielkością napięcia mięśnia, a stopniem  
zachodzenia na siebie cienkich i grubych filamentów oraz odległością po­
między nimi (58), zmiany elastyczności cienkiego filam entu w w arunkach 
aktyw acji skurczu mogą prowadzić do zmniejszenia odległości pomiędzy 
filam entam i i tym  samym ułatw iać bezpośrednie oddziaływanie ak tyny  z 
miozyną. Jednakże rola F-aktyny w skurczu — szczególnie zależność po­
m iędzy jej s truk tu rą  i funkcją — nie są jeszcze w pełni znane i w 'dalszym 
ciągu stanowią przedm iot badań.

Ze względu na to, że z włóknistych polimerów białkowych składają się 
również pewne elem enty innych niż mięsień systemów ruchowych, np. wi­
ci bakterii są wieloniciowymi polim erami cząsteczek białka flagelliny, mi- 
krotubule wchodzące w skład wici, rzęsek, aksostyli i wrzeciona podzia­
łowego komórek są polimerami tubuliny — poznanie własności tego typu 
polimerów jest istotne w badaniach mechanizmu ruchu.

A rty k u ł nadszedł 28.7.1975; po re w iz ji au to rsk ie j o trzym an o  19.9.1975
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XIV ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO

XIV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicz­
nego odbędzie się w Lublinie w dniach 3—5 wrześ­
nia 1976 r. Przewodniczącym Kom itetu Naukowo- 
Organizacyjnego jest prof. dr Jerzy Trojanowski (In­
sty tu t Mikrobiologii i Biochemii UMCS, ul. A kade­
micka 19, 20-031 Lublin). Bliższe dane o program ie 
naukowym  Zjazdu zostaną podane później.
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Post. B iochem ., 22, 91—110, 1976.

JAN JOZEF ZIMOWSKI *

Metabolity witamin D i ich rola biologiczna 

Metabolites of Vitamin D and Their Biological Function

W latach dwudziestych wyizolowano drobnocząsteczkową substancję
0 działaniu przeciwkrzywicznym, której nadano nazwę w itam iny D. Ba­
dania chemiczne wyjaśniły, że taką aktywność biologiczną w ykazuje kilka 
naturalnych  związków struk turaln ie  spokrewnionych ze sterolam i. Są to 
pochodne 3(ii-hydroksy-9,10-seko-steranu zawierające 3 sprzężone wią­
zania podwójne w pozycji 5, 7 i 10 (19), przy czym poszczególne związki tej 
grupy, oznaczane literą D z indeksem cyfrowym, różnią się budową łań ­
cucha bocznego przy C—17 układu steranowego. Najważniejszym i w ita­
m inam i grupy D, które są najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie i 
wykazują najwyższą aktywność biologiczną są w itam ina D2, ergokalcy- 
ferol (III) i w itam ina D3, cholekalcyferol (III) (1).

Badania przeprowadzone w latach trzydziestych i czterdziestych w y­
jaśniły, że w itam iny D powstają z prowitam in, którym i są A5,7-sterole.
1 tak  prekursorem  witam iny D2 jest ergosterol zaś w itam iny D3, 7-dehy- 
drocholesterol. Fotochemiczne rozerw anie pierścienia B A5,7-steroli prow a­
dzi do powstania tzw. prekalcyferoli, które następnie w wyniku term icznej 
izomeryzacji przekształcają się w odpowiednie w itam iny D, kalcyferole 
(Hyc. 1).
Proces ten zachodzi w zew nętrznych warstw ach skóry ssaków, jednak nie 
zawsze z wystarczającą Wydajnością (2).

* Mgr, Instytut Biochemii U niw ersytetu W arszawskiego, ul. Żwirki i W igury 93,
02-089 W arszawa

W ykaz stosowanych skrótów: 25-OH-D — 25-hydroksykalcyferol; 25-O H -D 3 — 25-hy- 
droksycholekalcyferol; 24,25— (OH)2—D3 — 24,25-dw uhydroksycholekalcyferol;
1,24,25— (OH)3—D 3 — 1,24,25-trójhydroksycholekalcyferol; la ,25—(OH)2—D — la,25- 
-dw uhydroksykalcyferol; la ,25—(OH)2—D 3 — la,25-dw uhydroksycholekalcyferol;
25,26— (OH)2—D3 — 25,26-dwuhydroksycholekalcyferol; la —OH—D 3 — la -h yd rok sy- 
cholekalcyferol; 5,6—t—D3—5,6-trans-cholekalcyferol; i—T3 — izotachysterol;
3—d— 1«—OH—D3 — 3-dezoksy-la-hydroksycholekalcyferol; H 2 T 3 — dw uhydrotachy- 
sterol; H2V2—IV — dw uhydroergokalcyferol—IV; CaBP — białko w iążące wapń.
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Prow itam iny D, tzn. A5,7-sterole w ystępują powszechnie w tkankach 
zwierząt i roślin wyższych na ogół jednak w niewielkich ilościach, stano­
wiąc jak się przyjm uje ostatnio, m etabolity pośrednie na szlaku syntezy 
typowych steroli struk tu ralnych  A5 (V) tj. cholesterolu u zwierząt lub (3-si- 
tosterolu i stigm asterolu u roślin wyższych (3).

Sztok biosyntezy sfero/i

(prowitamina D) I

V

Ryc. 1. S chem at przeksz ta łcen ia  \ 5-  i A7-s tero l i  w  w ita m in y  g rupy  D.

Wiadomo, że w itam iny D są niezbędne dla prawidłowego przebiegu 
procesów kostnienia, wchłaniania wapnia w jelicie oraz utrzym yw ania 
odpowiedniego poziomu jonów wapniowych i fosforanowych w osoczu (4). 
Do niedawna jednak praktycznie nic nie wiedziano o mechanizm ie w pły­
wu w itam in D na wymienione wyżej procesy. Znaczny postęp osiągnięto 
na tym  polu dopiero w ostatnich kilku latach dzięki równoległym  pracom 
kilku laboratoriów  am erykańskich i brytyjskich. Prace te  wyjaśniły, że 
dla przejaw iania aktywności biologicznej niezbędna jest kilkustopniowa 
enzymatyczna hydroksylacja w itam in D, a mechanizm działania pow sta­
łych hydroksypochodnych kalcyferoli w znacznej m ierze przypom ina m e­
chanizm działania hormonów sterydowych.

pre-katcyfero.i 
11 katcyferol III 

(witamina grupy O)
CH3 c h 3 / C H 3

ergestrol, witamina D2 R=-CH-CH=CH-CH-QH
c h 3

7 -dehydrocholesterot, witamina D3 R=-CH-CH-CH-CH-CH
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I Metabolizm witamin grupy D

1-1. W chłan ian ie ,  transport ,  m agaz yn ow an ie  i w yd a lan ie  w i tam in  D

W itam iny D zawarte w pokarm ie ulegają wchłonieniu w jelicie cien­
kim zwierząt razem z solami kwasów żółciowych i solami kwasów tłusz­
czowych (5, 7—9). Po przejściu przez kom órki śluzówki jelit dostają się 
do kanalików limfatycznych (10). W limfie w itam iny D wiążą się ze spe­
cyficznym białkiem nośnikowym. Białka nośnikowe w itam in D wyizolo­
wano z osocza ludzkiego (11) oraz z osocza kurcząt, myszy, prosiąt i m ałp 
(12).

Stwierdzono, że znaczna część dostających się do osocza w itam in D 
ulega estryfikacji długołańcuchowymi kwasami tłuszczowymi (13— 15) ta ­
kimi, jak kwas palmitynowy, stearynowy, linolenowy, m irystynow y (16). 
Stwierdzone hamowanie współzawodniczę pomiędzy cholesterolem i wi­
tam inam i D oraz podobna wrażliwość enzym atyczna reakcji estryfikacji 
cholesterolu i w itam in D na inhibitory, pozwalają przypuszczać, że estry- 
fikację w itam in D przeprowadza układ enzym atyczny estryfikujący cho­
lesterol (6, 17). W ydaje się ponadto, że podobnie jak w przypadku steroli 
estry  w itam in D mogą stanowić ich form ę transportow ą.

W itam iny D odkładają się w różnych tkankach, głównie w tkance 
tłuszczowej i w mięśniach (10). W m leku ludzkim i krowim  oraz w moczu 
królika w itam iny D w ystępują w postaci siarczanów, które są rozpuszczal­
ną w wodzie formą w itam iny D o całkowicie zachowanej aktywności bio­
logicznej (6). Glukuronozydy w itam in D oraz kilka dotychczas bliżej nie­
zidentyfikowanych polarnych m etabolitów  witam in D są form am i w posta­
ci których nadm iar w itam in D zostaje usunięty (wraz z żółcią) z organiz­
mu (6, 10).

1-2. H ydroksypochodne w i tam in  D

Badania nad losem witam in D w organiźmie rozw inęły się dopiero pod 
koniec lat sześćdziesiątych, gdy opracowano m etody efektywnego znako­
wania izotopowego preparatów  w itam in D, i D3 a następnie również i nie­
których m etabolitów witam in D (4).

Zastosowanie tych radioaktyw nych preparatów  w badaniach in vivo  
i in vitro  pozwoliło stwierdzić, że w organiźmie w itam iny D szybko ule­
gają przekształceniu w związki o wyższej polarności (4, 6, 10). Identyfi­
kacja tych m etabolitów była bardzo trudna ponieważ ilości w których w y­
stępują one w organiźmie są bardzo nieznaczne. Tak np. z osocza kurcząt 
zdołano wyizolować zaledwie 2 ug jednego z głównych m etabolitów  w ita­
m iny D3 zidentyfikowanego później jako la,25-dw uhydroksycholekalcy-
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H ydroksypochodne w itam iny D3 (cholekascyterolu)

Tabela 1

Miejsce powstawania Odnośniki
literaturom

M¡krosomy wątroby 10, 20, 
21, 23,

Mitochondrta nerek 28, 29,

Nerki 30.

Mitochondria nerek 31,-36,
41-44.

?
48.

[94]

Nazwa związku 
i stosowany skrót

25-hydroksycholekalcyferol
25-0H-Û3

24,25- dwuhydroksycholekal- 
cyferoi 24,25-(0H)2-D3

1,24,25- trójhydroksychoie- 
kaiocyferot /, 24,25-(OH)-,03

la , 25-dwuhydroksychole- 
kaiocyfero/ la , 25- fOH)2 ~Dj

25,26- dwuhydroksychole - 
kalocyferol 25,26-fOH)2-Û3

Nazwa związku Wzór strukturalny Miejsce powstawania Odnośniki
i stosowany skrót literaturowe

http://rcin.org.pl



t5] M E T A B O L IT Y  W IT A M IN  D 95

ferol (10). Dopiero równoległy rozwój mikrometod analitycznych takich 
jak: chrom atografia gazowa, spektrografia masowa i NMR, umożliwił jed­
noznaczną identyfikację tych związków (4). W 1971 roku opracowano iloś­
ciową i szybką metodę wydzielania metabolitów witam in D z m ateriału  
biologicznego, polegającą na chrom atografii frakcji lipidowej na żelu Se- 
phadex LH 20 (izopropyloeterowa pochodna Sephadex G 25) stosując gra­
dient chloroform u w eterze naftowym, jako czynnik eluujący (18).

Wątrobo 

Witaminy D

I
25-OH-D

Nerki

1.24.25-(OH)3-D  ̂
ł

24.25-(OH)? -D 
t

25-OH-D 
ł

1a,25-(OH)g-D

Jelito

f  Wchłanianie 
^  wapnia

Kości

Uwa/nianie
wapnia

Ryc. 2. M etabolizm w itam in D i m iejsce działania ich hydroksym etabolitów .
--------»- niska aktyw ność biologiczna.
------ »- w ysoka aktyw ność biologiczna.

Stosując wspomniane techniki oprócz 1,25-dwuhydroksykalcyferolu 
w ykryto kilka innych hydroksypochodnych witam in D (Tabela 1) w yka­
zujących w testach biologicznych (z w yjątkiem  25,26-dwuhydroksypochod- 
nej) wyraźnie wyższą aktywność biologiczną niż w itam iny D. W skazuje 
to, że biologiczna aktywność w itam in D jest konsekwencją ich hydroksy- 
lacji (10).

1-2.1. 25-hydroksykalcyferol (25-OH-D)

W ydzielony z osocza myszy przez d e  L u c a i wsp. 25-hydroksycho- 
lekalcyferol (25—OH—D3) był pierwszą zidentyfikowaną hydroksypochod- 
ną w itam iny D 3 (VI) (10). W następnych latach stwierdzono, że przekształ­
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cenie w itam iny D3 w ten m etabolit zachodzi w organizmie myszy w y­
łącznie w w ątrobie (20, 21). U kurcząt natom iast hydroksylacja w itam i­
ny D3 w  pozycji 25 odbywa się również w nerkach i w jelicie, jednakże 
z mniejszą wydajnością niż w wątrobie (22). Układ enzym atyczny prze­
prowadzający tę  reakcję w ystępuje we frakcji m ikrosom alnej (23). Dla 
przebiegu jej niezbędny jest tlen cząsteczkowy i NADPH oraz niezidenty­
fikowany czynnik w ystępujący w cytoplazmie (23). Hydroksylacji w pozy­
cji 25 ulega również w itam ina D2 oraz niektóre związki syntetyczne zbli­
żone struk turaln ie  do w itam in D jak np. dw uhydrotachysterol (25) (XIII).

W badaniach in vivo  zaobserwowano, że poziom 25—OH—D3 w ystępu­
jącego w osoczu myszy nie zależy bezpośrednio od ilości dostarczanej 
zwierzęciu w itam iny D3, gdyż już przy niskich dawkach w itam iny D3 
(ok. 2—3nmoli na 1 zwierzę) stężenie 25—OH—D3 w osoczu osiąga m a­
ksim um  (25). Stwierdzono, że dodanie 25—-OH—D3 do hom ogenatu w ą­
troby myszy znacznie ham uje hydroksylację w itam iny D3 (24). Na tej 
podstawie sugeruje się, że produkt hydroksylacji w itam iny D, tj. 
25—OH—D, ham uje specyficznie aktywność 25-hydroksylazy kalcyferolu.

Pow stały w w ątrobie 25—OH—D po przeniknięciu do krw i zostaje 
związany ze specyficznym białkiem  nośnikowym.

U płazów, które są ewolucyjnie najstarszą grupą zwierząt w ym agającą 
w itam in D dla regulacji homeostazy wapnia w organiżmie (27), rolę białek 
nośnikowych w itam iny D i 25—OH—D pełnią niskospecyficzne lipopro- 
teidy — jak to wykazano w przypadku ropuchy Xenopus laevis (12). Jest 
to prawdopodobnie ewolucyjnie najprym ityw niejszy sposób transportu  
omawianych związków.

W osoczu kilku badanych ssaków białko nośnikowe wiążące 25—OH—D 
jest identyczne z białkiem  wiążącym w itam iny D (12). Ma ono ruchliwość 
elektroforetyczną a-globulin, z w yjątkiem  białka wyodrębnionego z oso­
cza m ałp Nowego Świata, którego ruchliwość elektroforetyczną odpowia­
da frakcji album in (12). Z osocza kurcząt zaś wyizolowano dwa różne biał­
ka nośnikowe — jedno specyficzne wobec w itam in D a drugie wobec 
25—OH—D. Obydwa te białka m ają ruchliwość elektroforetyczną (3-globu- 
lin i charakteryzują się stałą sedym entacji 3,5 S. Można jest rozdzielić 
m etodą sączenia m olekularnego na żelu Sephadex G-100. Białko nośniko­
we w itam iny D m a masę cząsteczkową 60 000 a białko nośnikowe 
25—OH—D — 54 000 (12).

W przeciw ieństwie do innych zwierząt, k tóre w ykorzystują w itam inę 
D2 i w itam inę D3 z taką samą efektywnością w organiżmie ku r cholekal- 
cyferol jest lepiej w ykorzystyw any niż ergokalcyferol. Przypuszcza się, że 
ewolucyjne wykształcenie dwóch odrębnych białek nośnikowych w itam in 
D i 25—OH—D wiązało się ze zwiększeniem specyficzności pierwszego z 
nich w stosunku do w itam iny D3 (tj. cholekalcyferolu).
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1-2.2. 24,25-dw uhydroksycholekalcyferol (24,25-OH2-D3)

W 1970 roku d e  L u c a  i współautorzy po podaniu kurczętom  diety 
zawierającej dużą ilość wapnia i try tow any 25—OH—D3 wyizolowali inny 
m etabolit w itam iny D3 tj. 24,25—(OH)2—D3 (VII) (28), k tóry początkowo 
m ylnie zidentyfikowano jako 21,25— (OH)2—D3.

Przekształcenie 25—OH—D w ten m etabolit przeprowadza 24-hydro- 
ksylaza 25-hydroksykalcyferolu w ystępująca w m itochondriach nerek (29). 
Również w tym  przypadku dla przebiegu reakcji konieczny jest tlen czą­
steczkowy i NADPH. Stała Michaelisa 25—OH—D3 wynosi około IX  
XIO-6 M. Produkt reakcji czyli 24,25—(OH)2—D3 oraz la ,25—(OH)2—D3 
ham ują działanie tego enzymu (29).

1-2.3. 1,24,25—trójhydroksycholekalcyferol (1,24,25—(OH)3—D3)

W 1973 roku wyizolowano z osocza myszy 1,24,25— (OH)3—D3 (VIII) 
(30). Synteza tego związku z 24,25— (OH)2—D3 przebiega w homogenacie 
z nerek. W ydaje się, że 24,25—(OH)2—D wykazuje aktywność biologiczną 
dzięki przekształceniu w 1,24,25—(OH)3—D. M etabolit ten  stym uluje po­
wolny (w porównaniu z la ,25—(OH)2—D3) transport wapnia w jelicie, na­
tom iast w procesie uwalniania wapnia z kości wykazuje stosunkowo niską 
aktywność (30).

1-2.4. la ,25-dw uhydroksycholekalcyferol (la ,25—(OH).—D3)

W 1971 roku równocześnie w trzech ośrodkach wyizolowano i zidenty­
fikowano kolejny m etabolit w itam iny D3, la ,25—(OH)2—D3 (IX) (31— 
36). Obecnie przyjm uje się, że związek ten jest właściwą form ą czynną 
w itam in D, przynajm niej w procesie wchłaniania wapnia w jelicie. S tw ier­
dzono, że w perfundow anym  jelicie myszy związek ten  powoduje m a­
ksym alną stym ulację wchłaniania wapnia przy dawce 65—325pmoli, pod­
czas gdy 25—OH—D3 w ykazuje ten  efekt dopiero przy dawce 60 OOOpmoli 
(10). Omówiony wyżej 1,24,25— (OH)3—D3 wykazuje w procesie wchła­
niania wapnia tylko około 60°/o aktywności la ,25—(OH)2—D3 (30). W pro­
cesie uwalniania wapnia z kości la ,25— (OH)2—D3 jest około 100 razy 
efektyw niejszy niż 25—OH—D3 (37, 38), podczas gdy 1,24,25—(OH)3—D3 
w ykazuje tylko niską aktywność (30). D e  L u c a  i wsp. stwierdzili, że 
podanie myszom in vivo  aktynom ycyny D, która powoduje znaczne zaha­
m owanie przekształcenia 25—OH—D3 w la ,25—(OH)2—D3 blokuje rów ­
nież transport w apnia w jelicie (37). Podanie la ,25—(OH)2—D3 znosi dzia­
łanie antybiotyku. Stwierdzono, że la ,25—(OH)2—D3 nie  ulega dalszym 
przekształceniom w  jelicie zanim nie nastąpi stym ulacja transportu  w ap­
nia (39). W yniki te  w skazują więc, że la ,25—(OH)2—D jest bezpośrednio 
zaangażowany w procesie transportu  wapnia" w jelicie i mobilizacji wapnia
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w kościach. Ostatnio wykazano, że ta pochodna w itam in D jest również 
aktyw na w procesie wchłaniania fosforanów w jelicie i ich resorpcji w n e r­
ce (4, 40).

la ,25—(OH)2—D powstaje w wyniku stereospecyficznej hydroksylacji 
25—OH—D w pozycji C -la  (4, 10). 1-hydroksylaza 25-hydroksykalcyfero- 
lu w ystępuje podobnie jak  24-hydroksylaza 25-hydroksykalcyferolu w 
nerkach (41, 42) we frakcji m itochondrialnej (43, 44).

1 0 C .-O H -D 3 
XI XII

XIV

R

XVI

Ryc. 3. N iektóre biologicznie aktyw ne analogi la ,25— (OH)2—D3.

Własności tego enzym u zostały poznane stosunkowo lepiej niż innych 
hydroksylaz uczestniczących w metabolizmie w itam in D. Enzym ten od­
znacza się wysoką specyficznością w stosunku do substra tu  — nie powo­
duje bowiem hydroksylacji ani w itam iny D3 ani dw uhydrotachysterolu 
(analog w itam iny D w którym  pierścień A jest obrócony o 180°) (43). Op­
tim um  pH dla tej reakcji wynosi 7,4, a stała Michaelisa dla 25—OH—D3 
około 2X 10-6 M. Reakcja przebiega tylko w w arunkach aerobowych w 
obecności NADPH i jonów magnezowych, a ham uje ją produkt reakcji tj. 
la ,25—(OH)2—D (43). W ykazano, że w przypadku braku  w mieszaninie 
reakcyjnej NADPH inhibitory łańcucha oddechowego takie jak antym y- 
cyna, dwunitrofenol, oligomycyna ham ują aktywność 1-hydroksylazy 25- 
-hydroksykalcyferolu. W skazuje to na sprzężenie reakcji la-hydroksylacji 
z procesem transportu  elektronów w łańcuchu oddechowym (43).

W yniki badań z zastosowaniem 180 2 pozwoliły stwierdzić, że tlen w pro-

http://rcin.org.pl
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wadzony jako grupa hydroksylowa w pozycji la  pochodzi w całości z tego 
izotopu, natom iast tlen z wody nie ulega włączeniu do cząsteczki 
la ,25—(OH)2—D (45). Na tej podstawie sugeruje się, że om awiany enzym 
jest tzw. oksydazą o mieszanej funkcji. Potwierdzają to badania wskazu­
jące na udział cytochromu P-450 w reakcji hydroksylacji 25—OH—D3. 
Świadczą o tym  zmiany widma absorpcji podczas inaktyw acji hydroksy- 
lazy tlenkiem  węgla i reaktyw acji w świetle (46) oraz fakt, że redukcja 
cytochromu P-450 w m itochondriach z nerek kurcząt jest ściśle związana 
z syntezą la ,25—(OH)2—3 (4). W ykazano także, że w wyniku połączenia 
cytochromu P-450 wyizolowano z frakcji ntitochondrialnej z nerek rachi­
tycznych kurcząt, z wysoko oczyszczonym flawoproteidem  zależnym  od 
NADPH i żelazoproteidem (tzw. adrenodoksyną) z m itochondriów nad­
nerczy powstaje układ enzymatyczny zdolny do hydroksylacji 25—OH—D 
w pozycji C -la  (47).

W yniki te  wskazują, że 1-hydroksylaza 25-kalcyferolu struk tura ln ie  
i funkcjonalnie jest podobna do innych oksydaz o mieszanej funkcji ucze­
stniczących w hydroksylowaniu steroidów np. 11-a-hydroksylazy steroli 
czy 7-a-hydroksylazy cholesterolu, które również składają się z flawopro- 
teidu, adrenodoksyny i cytochrom u P-450 (4, 46).

1-2.5. 25,26-dw uhydroksychclekalcyferol (25,26—(OH),—D,)

W 1971 roku d e  L u c a  i współautorzy wyizolowali 25,26—(OH)2—D:t 
(X) z osocza prosiąt karm ionych dietą bogatą w witam inę D3 (48). Rola 
i miejsce powstawania tego m etabolitu jest jak dotąd nieznane. W ydaje się 
jednak, że hydroksylacja tego typu może stanowić w stęp do rozszczepie­
nia i eliminacji łańcucha bocznego steroli. Jest to więc prawdopodobnie 
pierwsza w ciągu reakcji prowadzących do destrukcji i elim inacji w ita­
min D z organizmu (10).

Przytoczone powyżej dane wskazują, że w itam iny D w organizmach 
zwierzęcych podlegają kilku etapow ej hydroksylacji. W pierwszym  etapie 
w wyniku działania 25-hydroksylazy kalcyferolu w ystępującej w m ikro- 
somach w ątroby następuje hydroksylacja witam in D w pozycji C-25. 
Następnie enzym y obecne we frakcji m itochondrialnej nerek tj. 1-hydro­
ksylaza i 24-hydroksylaza 25-hydroksykalcyferolu przekształcają 
25—OH—D odpowiednio w la ,25—(OH)2—D3 i w 24,25—(OH)2—D.
24.25—(OH)2—D również w nerkach ulega dalszej hydroksylacji do
1.24.25—(OH)3—D. Z badań nad aktywnością biologiczną tych hydroksy- 
pochodnych w itam in D wynika, że najaktyw niejszy w procesach w chła­
niania wapnia w jelicie i uw alniania go z kości jest la ,25— (OH)2—D na­
tom iast najm niej aktyw ny jest 25—OH—D (Ryc. 2).
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II. Mechanizm działania witamin D

I I - l .  Zależność aktyw ności biologicznej od struktury

W arunkiem  aktywności biologicznej naturalnych  m etabolitów w ita­
min D oraz licznych syntetycznych analogów tych związków jest obec­
ność grupy hydroksylowej w pozycji C -la  (49). W szystkie analogi 
la ,25—(OH)2—D3 aktyw ne w procesie w chłaniania wapnia w jelicie, w or­
ganizmach zwierząt, k tórym  usunięto nerki, muszą zawierać tę grupę, 
jak np. la-hydroksycholekalcyferol ( la —(OH)—D3) (XX) lub jej pseudo- 
równoważnik, jak to jest w przypadku 5,6-trans-cholekalcyferolu 
(5,6—t—D3) (XII) (51) i izotachysterolu (i—T3) (XV) (52). Przez pseudo- 
równoważnik grupy la —OH *> rozumie się grupę hydroksylową, która

Ryc. 4. Konform acja la ,25—(OH)2—D 3 i jego analogów.
(a) — położenie aksjalne  
(e) — położenie ekw atorialne

*) Oznaczenie podstaw ników  a i (3 w  pierścieniu A oraz num eracja atom ów  
w ęgla  w  9,10-seko-steroidach określana jest przez odniesienie do pierw otnej orien­
tacji tych podstaw ników  w  zw iązku m acierzystym  z nienaruszonym  układem  stera- 
now ym  tj. w  7-dehydrocholesterolu.
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zajm uje pozycję geometrycznie równoważną grupie la —OH w la ,25— 
—(OH)2—D. W cząsteczkach 5,6—t—D3 oraz i—T3 pozycję taką zajm uje 
grupa 3(3—OH. Jest to wynikiem  odmiennej konfiguracji w iązania pod-, 
wójnego przy C-5 (tj. trans zamiast cis) co w konsekwencji powoduje, 
że pierścień A w tych związkach odwrócony jest o 180° w stosunku do 
jego położenia w naturalnych pochodnych witam in D (49). W yniki do­
świadczeń z analogami la ,25—(OH)2—D3, takimi jak 3-dezoksy-la-hydro- 
kalcyferol (3—d— la —(OH)—D3) (XIV) (53), dw uhydrotachysterol H 2T3 
(XIII) (54), 5,6—t—D3 (51) i i—T3 (52) wskazują natom iast, że pojawienie 
się aktyw ności biologicznej w itam iny D3 nie jest związane z obecnością 
grupy hydroksylowej w pozycji C-3 oraz grupy m etylenow ej w po­
zycji C-19.

Wiadomo, że pierścień A la ,25— (OH)2—D3 może w roztworze przy j­
mować dwie różne konform acje krzesłowe. W jednej z nich grupa hydro­
ksylowa w pozycji C -la  ma położenie ekwatorialne (XXI) w drugiej zaś 
położenie aksjalne (XXII) (49). W celu zbadania, która z tych form  jest 
bardziej aktyw na biologicznie porównano aktywność dwóch analogów 
la ,25— (OH)2—D3 tj. H ,T3 i dwuhydroergokalcyferolu—IV (H2V 2—IV) 
(XVI). H2T3 w ystępuje w roztworze głównie w postaci, w której grupa 
hydroksylowa w pozycji pseudo— la  ma położenie ekw atorialne (XVII) 
(53), natom iast w H 2V2—IV grupa hydroksylowa w pozycji C -la  przy j­
m uje przeważnie położenie aksjalne (XX) (49). Z badań nad stym ulacją 
w chłaniania wapnia w jelicie przez te związki wynika, że H 2T3 w ykazuje 
wysoką aktywność biologiczną (55) w przeciwieństwie do pochodnej 
H 2V2—IV, która charakteryzuje się dość niską aktywnością biologicz­
ną (49). W ynika zatem, że bardziej aktyw ną biologicznie jest taka kon­
form acja pierścienia A la ,25—(OH),—D3, w której grupa hydroksylowa 
w pozycji C -la  zajm uje położenie ekwatorialne.

II-2. Mechanizm działania la,25—(Oli),—D3 w śluzówce jelit

W yniki badań rozmieszczenia trytow anego la ,25— (OH)2—D3 w kom ór­
kach śluzówki jelita  kurcząt i myszy wykazały, że około 80% podanego 
związku znajduje się w surowej frakcji jądrowej, przy czym 30— 45%> 
radioaktywności wiąże się z chrom atyną (56—60). K ształt krzyw ej nasy­
cania świadczy o tym, że chrom atyna zawiera ograniczoną liczbę miejsc 
wiążących dla la ,25—-(OH)2—D3 (56). W homogenacie chrom atyny z jelita 
kurczęcia nasycenie następuje po związaniu 20pmoli la ,25— (OH)2—D3 na 
15mg DNA (59). Niezwiązana z chrom atyną część la ,25— (OH)2—D3 wiąże 
się z frakcją białkową w ykazującą wysoką specyficzność w stosunku do 
tego m etabolitu w itam iny D3 (59, 60). Białko o tej aktywności z tkanki 
jelit kurcząt charakteryzuje się stałą sedym entacji 3—3,5 S. Powino­
wactwo la ,25—(OH)2—D3 do tego białka jest bardzo wysokie, a stała 
Michaelisa wynosi 2,2X10-10M (61).
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Ponadto wykazano, że w tem peraturze 0°C la ,25— (OH)2—D3 w ystę­
puje głównie we frakcji cytosolowej, natom iast w tem peraturze 37°C 
szybko przemieszcza się do frakcji jądrow ej wiążąc się z chrom atyną. 
Ta zależność utrzym uje się zarówno w homogenacie śluzówki jelita jak 
i w rekonstruow anym  układzie cytosol-chrom atyna (61). W ydaje się więc, 
że proces transportu  kompleksu la ,25— (OH)2—D3 ze specyficznym biał­
kiem nośnikowym do chrom atyny wym aga pewnej energii aktyw acji oraz 
że błona jądrowa nie odgrywa najprawdopodobniej w tym  proc?sie po­
ważniejszej roli.

N o r m a n  i wsp. (49) w 1974 roku przedstaw ili hipotezę transportu  
la ,25—(OH)2—D z cytoplazm y do jądra w komórkach śluzówki jelita. 
W pierwszym  etapie m etabolit ten m iał wiązać się na terenie cytoplazm y 
ze specyficznym receptorem  białkowym. Następnie kompleks ten m iałby 
ulegać aktyw acji, k tóra być może polega na zmianie konform acji pierście­
nia A la ,25— (OH)2—D. Aktywacja kompleksu um ożliwiałaby dopiero 
związanie la ,25—(OH)2—D z chrom atyną. W wyniku tego procesu nastę­
powałaby synteza nowego m-RNA i białek niezbędnych dla przebiegu 
transportu  wapnia. Fakty przytoczone poniżej świadczą o słuszności przy­
puszczenia, że la ,25—(OH)2—D3 działa na poziomie transkrypcji. I tak 
in vivo  aktynom ycyna D silnie ham uje transport wapnia w jelicie k u r­
cząt jeżeli zostanie podana przed la ,25—(OH)2—D3 (62). N o r m a n  i wsp. 
zaobserwowali ponadto, że po podaniu kurczętom  la ,25— (OH)2—D3 nastę­
puje około 2-krotne zwiększenie syntezy RNA w śluzówce jelit, m ierzone 
przyrostem  wbudowywania iry tow anej urydyny. Aktynom ycyna D znosi 
całkowicie ten efekt (63). W ykazano również, że a-am anityna i ak tyno­
m ycyna D ham ują powstawanie białka wiążącego w apń (CaBP — Calcium  
binding protein) w hodowli tkanki jelitowej z embrionów kurcząt inku- 
bowanej z la ,25—(OH)2—D3 (64). Stwierdzono także, że po dodaniu ra ­
chitycznym  kurczętom  znakowanego la ,25—(OH)2—D3 m aksym alne nasy­
cenie chrom atyny tym  m etabolitem  witam iny D3 następuje po 4 godzi­
nach, m aksimum  stym ulacji syntezy RNA po 6 godzinach a maksimum  
stym ulacji transportu  wapnia po 9 godzinach (63).

W 1974 roku K o d i c e k  i wsp. badali zdolność syntezy CaBP przez 
polirybosomy z jelit kurcząt. Polirybosomy te były inkubowane z radio­
aktyw nym i aminokwasami i następnie CaBP wyodrębniono z mieszaniny 
białek metodą im m unoprecypitacji. Stwierdzono, że około 7°/o radioak­
tywnych białek syntetyzowanych na polirybosomach z jelit kurcząt, które 
uprzednio znajdowały się na diecie zawierającej w itam inę D3 jest iden­
tyczne z CaBP. Natomiast gdy polirybosomy wyizolowano z jelit kurcząt 
żywionych pokarm em  bez w itam iny D3 CaBP stanow ił zaledwie 0,5°/o 
syntetyzowanych białek (65).

Omówione wyżej doświadczenia wskazują więc wyraźnie, że 
la ,25— (OH)2—D działa na poziomie transkrypcji i jest induktorem  syn­
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tezy m-RNA stanowiącego z kolei m atrycę dla syntezy białka wiążącego 
w apń w jelicie tj. CaBP. Przypuszcza się, że i inne białka biorące udział 
w procesie wchłaniania wapnia w jelicie tj. ATP-aza stym ulow ana Ca2+ 
i alkaliczna fosfataza, których aktywność również wzrasta po podaniu 
zwierzętom  witam iny D3, są także syntetyzowane de novo (6, 10, 66). Nie 
można wykluczyć jednak, że wzrost aktywności tych enzymów jest w y­
nikiem  przekształcenia odpowiednich białek prekursorow ych w białka 
czynne lub też bezpośredniej aktyw acji tych enzymów przez m etabolity 
w itam in D.

W 1971 roku d e  L u c a  i wsp. stwierdzili, że po podaniu myszom 
aktynom ycyny D i następnie po 2—5 godzinach la ,25—(OH)2—D3, tran s­
port wapnia w jelicie przebiega norm alnie (37). Stwierdzono, że w ślu­
zówce jelit rachitycznych myszy w ystępuje tzw. frakcja białkowa A, któ­
rej ilość w yraźnie m aleje po podaniu myszom w itam iny D3 podczas gdy 
ilość CaBP wzrasta (67). Ponadto białka frakcji A m ają nieco wyższą 
masę cząsteczkową niż CaBP (67). Możliwość przekształcania się białek 
frakcji A w CaBP potwierdziło doświadczenie z zastosowaniem podwójnie 
znakowanych aminokwasów (68). Myszom na diecie z w itam iną D3 podano 
,4C-aminokwasy na 6 godzin przed zabiciem, a myszom rachitycznym  
3H-aminokwasy na 3 godziny przed zabiciem. W yizolowane śluzówki jelit 
zwierząt obu grup doświadczalnych zmieszano, a następnie rozdzielono 
białka cytosolowe metodą elektroforezy. Po oznaczeniu stosunku 14C/3H 
w poszczególnych pasmach białkowych stwierdzono, że jest on wysoki 
dla CaBP (około 2) a niski we frakcji białkowej A (około 0,6). W doświad­
czeniu kontrolnym , w którym  obie grupy zwierząt były na diecie nie 
zawierającej witam in D, stosunek 14C/3H we wszystkich pasmach białko­
wych był bliski jedności. W yniki te wskazują, że w itam iny D stym ulują 
najprawdopodobniej przekształcenie białka prekursorowego w ystępujące­
go w tzw. frakcji białkowej A w CaBP. Przypuszcza się, że przekształ­
cenie to polega na odszczepieniu krótkiego peptydu.

W 1971 roku N o r m a n  i wsp. stwierdzili, że poddanie izolowanych 
jelit świń, które znajdowały się uprzednio na diecie bez w itam iny D, dzia­
łaniu antybiotyku polienowego — filipiny (wywołującego zmiany w orga­
nizacji błon) wzmaga w chłanianie wapnia w jelicie. Stym ulacji takiej nie 
obserw uje się przy podobnym traktow aniu  jelit ze świń odżywianych 
dietą zawierającą w itam inę D3 (69). W ynik tego doświadczenia wskazy­
wałby, że w itam iny D lub ich m etabolity powodują reorganizację s tru k ­
tu ry  błon mikrokosmków w sposób pozwalający na szybkie wnikanie 
wapnia do komórek śluzówki jelita. Obserwację tę potw ierdzają badania 
zmian składu lipidów w błonach mikrokosmków z jelita świń znajdu ją­
cych się na diecie zawierającej w itam inę D3 oraz błon z jelit świń pozo­
stających na diecie bez w itam iny D (70). W błonach jelit zwierząt żywio­
nych dietą zawierającą w itam inę D3 obserwowano wyższy stosunek fosfo­
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lipidów do steroli. Ponadto wykazano w ystępowanie zmian w składzie 
kwasów tłuszczowych zarówno we frakcji fosfolipidów jak i we frakcji 
estrów steroli.

Ogólny schem at mechanizmu działania w itam in D w procesie w chła­
n iania wapnia w jelicie przedstawiono na rycinie 5.

Ryc. 5. Schem at działania la ,25—(OH)2—D3 w  komórkach śluzów ki jelita.

Rcyt — specyficzne cytoplazm atyczne białko receptorow e w iążące la , 25—(OH)2—D 3 
SRcyi — kom pleks białko receptorow e—la,25—(OH)2—D;,
SRcyj — zaktyw ow any kom pleks białko receptorow e — la ,25—(O H ),-D 3.

II-3. Działanie la ,25— (OH)2—D w  kościach

W 1971 roku stwierdzono, że aktynom ycyna D powoduje całkowite 
zahamowanie uwalniania wapnia z kości myszy, jeżeli ten antybiotyk po­
dano wcześniej niż l a , 25—(OH)2—D3 (71). Na tej podstawie sugeruje się, 
że podobnie jak w jelicie l a , 25—(OH)2—D3 działa na poziomie tran s­
krypcji DNA. Dodatkowym potwierdzeniem  tej hipotezy może być fakt 
obecności tego m etabolitu w itam iny D głównie w jądrze kom órek kost­
nych (72).

W 1973 roku K o d i c e k  i wsp. badając wpływ w itam iny D3 na syn­
tezę kolagenu stwierdzili, że w łańcuchach a - l  i a -2  kolagenu izolowa­
nych z kości zwierząt rachitycznych znajduje się większy stopień hydro- 
ksylacji (73).

Sw/atio je/¡ta
Caz*
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III. Regulacja metabolizmu la ,25—(OH)2—D i 24,25—(OH)2—D

Jak  omówiono tu szczegółowo wyżej w itam iny D ulegają w organiz­
mach zwierzęcych kilkuetapow ej hydroksylacji. Pierwszym  etapem  za­
chodzącym głównie w w ątrobie jest hydroksylacja w pozycji C-25. Na­
stępnie w nerkach 25-—OH—D ulega hydroksylacji w pozycji C -la  lub 
w pozycji C-24.

W ykazano, że szybkość hydroksylacji 25—OH—D3 do jednego z tych 
dwu m etabolitów  zależy od ilości wapnia w diecie i jego poziomu w oso­
czu (10, 74). W organizmie myszy na diecie o niskiej zawartości wapnia 
(około 0,02%) powstaje przede wszystkim la ,25—(OH)2—D3, podczas gdy 
w organizmach myszy pozostających na diecie z wysoką zawartością w ap­
nia (około 3,0%) pow staje głównie 24,25— (OH)2—D3 (75).

Udział wapnia w regulacji biosyntezy obu tych m etabolitów może po­
legać na bezpośrednim  wpływie poziomu wapnia w osoczu na aktywność 
enzymów hydroksylujących 25—OH—D w pozycji C -la  albo w pozycji 
C-24. Można też przypuszczać, że w regulacji aktywności tych enzymów 
pośredniczy jakiś czynnik wrażliwy na poziom wapnia w osoczu.

Za pierwszą z tych możliwości przem aw iają wyniki badań nad zm ia­
nami aktywności 1-hydroksylazy i 24-hydroksylazy 25-kalcyferolu w za­
leżności od stężenia wapnia w izolowanych m itochondriach z nerek k u r­
cząt. Stwierdzono, że w apń w stężeniach rzędu 0,05—0,5mM stym uluje 
hydroksylację 25—OH—D3 w pozycji C -la, natom iast wyższe stężenie 
wapnia powodują szybki spadek aktywności 1-hydroksylazy 25-kalcyfe- 
rolu. Poziom hydroksylacji 25—OH—D3 w pozycji C-24 nie zależy od stę­
żenia jonów wapnia (44).

Natomiast za drugą z przytoczonych powyżej możliwości przem awia 
fakt, że w yraźna redukcja aktywności 1-hydroksylazy 25-kalcyferolu 
i wzrost aktywności 24-hydroksylazy 25-kalcyferolu, następują dopiero 
po około 24 godzinach od zmiany zwierzętom diety z niską zawartością 
wapnia na dietę zawierającą znaczną jego ilość (10).

Ponieważ wiadomo, że biosynteza jednego z hormonów powstającego 
w gruczołach przytarczycznych, parathorm onu (PTH), zależy od poziomu 
wapnia we krw i (2), zbadano wpływ tego horm onu na ' syntezę 
la ,25—(OH)2—D3 i 24,25—(OH)2—D3. Myszom z usuniętą operacyjnie ta r ­
czycą wraz z przytarczycam i podawano try tow any 25—OH—D, a na­
stępnie badano zmiany poziomu radioaktyw ności w la ,25—(OH)2— D3 
i 24,25—(OH)2—D3. Stwierdzono, że radioaktywność w la,25-dw uhydro- 
ksypochodnej szybko spada, natom iast w 24,25-dwuhydroksypochodnej 
wzrasta. Podanie takim  myszom parathorm onu powoduje odwrotny efekt 
tj. wzrost radioaktywności w  la ,25— (OH)2—D3, a jej obniżenie w 24,25— 
—(OH)2—D3 (76). Na podstawie tych wyników uważa się, że zmiany po­
ziomu parathorm onu, wyw ołane zmianami stężenia wapnia w osoczu,
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w niew yjaśniony jak dotąd sposób regulu ją aktywność 1-hydroksylazy- 
i 24-hydroksylazy 25-kalcyferolu.

W ydaje się jednak, że obok parathorm onu i wapnia również i inne 
czynniki biorą udział w regulacji m etabolizmu 25—OH—D. W ykazano 
np. że naw et gdy myszy karm iono dietą o wysokiej zawartości wapnia, 
co jak wspomniano wyżej, ham uje w norm alnych w arunkach aktywność 
1-hydroksylazy 25-kalcyferolu w nerkach, to przy niskim stężeniu fosfo­
ranów w diecie szybkość hydroksylacji 25—OH—D w pozycji C -la  nie 
ulega wyraźnem u obniżeniu (4, 10, 77). Efekt ten być może ma związek 
z udziałem la ,25— (OH)2—D3 w resorpcji fosforanów w nerkach oraz we 
wchłanianiu fosforanów w jelicie (4, 10).

Interesujący aspekt regulacji przekształcenia 25—OH—D3 do la ,25— 
—(OH)2—D3 wiąże się z obserwacją, że w nerkach w ystępuje białko cyto- 
plazmatyczne, do którego 25—OH—D3 w ykazuje około 1000 krotnie więk­
sze powinowactwo (Km =  3X 10-9M) niż w stosunku do 1-hydroksylazy 
25-kalcyferolu (Km =  2,2X10_6M) (78). W związku z tym  nie wyklucza 
się możliwości że substratem  la-hydroksylacji 25—OH—D jest kompleks 
25—OH—D3 z  białkiem  wiążącym. Możliwe jest również, że w m iejscu 
przebiegu hydroksylacji istnieją w arunki powodujące zmniejszenie powi­
nowactwa białka wiążącego do 25—OH—D; a co za tym  idzie, uwolnienie 
25—OH—D w ilościach, które um ożliwiają przebieg reakcji la-hydroksy ­
lacji. Bez względu na to, k tóra z tych dwu możliwość; zachodzi rzeczy­
wiście, w ydaje się, że białko cytoplazm atyczne wiążące 25—OH—D w n e r­
kach odgrywa istotną rolę w regulacji biosyntezy la ,25—(OH)2—D3.

Inny aspekt regulacji biosyntezy la ,25—(OH)2—D3 badali d e  L u c a
i wsp. (10). Śledzili oni wpływ  aktynom ycyny D i cykloheksoimidu na po­
ziom aktywności 1-hydroksylazy 25-kalcyferolu. Kurczętom  na diecie nie 
zawierającej w itam iny D3 podawano dożylnie jeden z tych antybiotyków , 
a następnie w różnych odstępach czasu izolowano nerki i w homogenacie 
badano syntezę la ,25— (OH)2—D3. W przypadku tych obu inhibitorów 
biosyntezy białka stwierdzono w yraźny spadek aktywności enzym atycz­
nej 1-hydroksylazy 25-kalcyferolu, przy czym wykluczono możliwość bez­
pośredniego w pływ u tych antybiotyków  na aktywność enzymu. Powyższe 
wyniki sugerują, że 1-hydroksylaza 25-kalcyferolu jest szybko m etabo­
lizowana, a „okres ppłtrw ania” tego enzymu wynosi tylko 2,5 godziny, 
a „okres półtrw ania” odpowiedniego m-RNA m aksym alnie 6 godzin (4, 10). 
Nie wyklucza się także, że metabolizm  tego enzymu pozostaje pod stałą 
kontrolą hormonalną.

Inną drogą regulacji poziomu la ,25— (OH)2—D3 w organiźmie jest 
mechanizm inaktyw acji tego związku. Stwierdzono, że la ,25— (OH)2—D3 
indukuje w jelicie enzymy, które przeprowadzają jego destrukcję (10).

Ogólny schem at regulacji m etabolizm u w itam in D przedstaw ia ry ­
cina 6.
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Jak  w ynika z omówionego wyżej aktualnego stanu wiedzy nad rolą 
m etabolitów witam in D uzasadnione w ydaje się, spotykane coraz częściej 
w piśm iennictwie, określanie witam in D jako prohormonów. Pod wieloma 
względami mechanizm działania tych związków przypom ina mechanizm 
postulowany dla hormonów sterydowych, takich jak kortykoidy (79).

Wątrobą

Witaminy D-*-+> 25- OH-D

Nerki

ta,?5-(0H)2 -D ^ ~ 2 5 - 0 H - D  » k^ 24,2^-(CH)z -D

Niski poziom 4 
Ca2+!ubP0^ 
n osoczu

W 5-fC H )3 -D

Wysoki poziom Ca 
w osoczu

PTH
A

GruczoTy
przytarczyczne

Niski poziom Ca 2i’ 
w osoczu

Ryc. 6. R egulacja m etabolizm u w itam in grupy D.
-► stym ulacja procesu  

ham ow anie procesu.

Niezależnie od wartości poznawczej omówione prace m ają poważny 
aspekt praktyczny. Stwierdzono na przykład, że w przypadku długotrw a­
łej kuracji antydrgaw kow ej pojaw iające się schorzenia kostne są wyni­
kiem obniżenia w w ątrobie aktyw ności 25-hydroksylazy kalcyferolu. Po­
danie takim  chorym  25—OH—D3 powoduje przyw rócenie prawidłowego 
procesu kostnienia (4, 10). N iektóre schorzenia kostne mogą być również 
wywołane zmniejszeniem szybkości biosyntezy la ,25—(OH)2—D w ner­
kach (4, 10). Stwierdzono, że w tych przypadkach podawanie dożylnie 
tego m etabolitu powoduje znaczne polepszenie. W badaniach klinicznych 
często zastępuje się la ,25— (OH)2—D3 jego syntetycznym  analogiem  
la —OH—D3, gdyż można go, w  przeciw ieństwie do la ,25— (OH)2—D3 po­
dawać doustnie bez u tra ty  aktyw ności biologicznej (4). Związek ten, w w a­
runkach podawania dootrzewnowo, w ykazuje około 50% aktywności 
la ,25—(OH)2—D3 będąc przy  tym  znacznie tańszym  w produkcji (4, 80).
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SPRAWOZDANIE

Kurs na temat „Zastosowanie izolowanych komórek wątroby
i kanalików nerkowych w badaniach metabolicznych”

Paryż i Luzarches (Francja), 26—28 lipca 1975 r.

FEBS A dvanced Course 38
Use of isolated liver cells and kidney tubules in m etabolic studies.

W dniach 26—28 lipca 1975 roku, bezpośrednio po zakończeniu X  Zjazdu F ede­
racji Europejskich Tow arzystw  Biochem icznych (FEBS) w  Paryżu odbył się kurs 
(FEBS A dvanced Course 38) na tem at „Zastosowanie izolowanych kom órek wątroby  
i kanalików  nerkowych w  badaniach m etabolicznych”. Organizatoram i kursu byli:
H. D. Sóling (RFN), J. M. Tager (Holandia) i J. R. W illiam son (USA). K urs sfinan­
sow ała Federacja Europejskich Tow arzystw  Biochem icznych oraz firmy: Bayer AG, 
Boehringer M annheim  GmbH, Hoechst AG i Paul M artini-Stiftung eV.

W kursie uczestniczyło 85 naukow ców  stosujących w  sw oich badaniach izolo­
w ane komórki wątroby i kanaliki nerkowe. N ajliczniej reprezentow ane były: RFN  
(21 osób), Francja (14 osób), Anglia (12 osób), Holandia (10 osób) i U SA  (6 osób). 
Ponadto w  kursie brali udział przedstaw iciele Australii, Belgii, Danii, H iszpanii, 
N orwegii, Szw ajcarii i Włoch. Z Polski oprócz autorki sprawozdania w  kursie ucze­
stn iczyli Profesorow ie S. A ngielsk i i L. Wojtczak.

Obrady pierw szego dnia odbyły się na W ydziale Farm acji U niw ersytetu  P a ­
ryskiego w  połączeniu z sym pozjum  (Post-FEBS Sym posium  III) na tem at „Oddzia­
ływ an ie m itochondriów i cytoplazm y w  m etabolizm ie kom órki”, organizow anym  
przez D. C. Gautheron i P. M. Vignais (Francja) z ram ienia Francuskiego T ow a­
rzystwa Chemii Biologicznej i Francuskiej Grupy Bioenergetycznej. Obrady otw orzył 
Sir Hans Krebs (Anglia). J. B. Chappell (Anglia) w  referacie na tem at transportu  
m etabolitów  przez błonę m itochondrialną podkreślił ograniczoną przepuszczalność 
błony m itochondriów wątroby dla glutam inianu i w  związku z tym  w ątp liw y udział 
dehydrogenazy glutam inianow ej w  procesie w ytw arzania am oniaku dla syntezy m ocz­
nika. Autor ten zw rócił uw agę na stym ulujący w pływ  leucyny na produkcję g lu tam i­
nianu z a-ketoglutaranu i jonów  am onowych oraz w ytw arzanie am oniaku w  reakcji 
katalizow anej przez dezam inazę adeninow ą.

Dużo uw agi pośw ięcono w ew nątrzkom órkow em u rozm ieszczeniu m etabolitów . 
D yskutow ano użyteczność dwu m etod rozdziału m itochondriów  i cytosolu celem  m ie­
rzenia w  nich zawartości m etabolitów . P. F. Zuurendonk (Holandia) om ów ił m iano­
w icie izolowanie frakcji m itochondrialnej w  w yniku w irow ania przez olej silikonow y  
zaw iesiny komórek wątroby po uprzedniej inkubacji z digitoniną celem  uszkodzenia  
błony komórkowej. H. W. H eldt (RFN) natom iast celem rozdziału m itochondriów  
i cytosolu liofilizow ał zamrożoną wątrobę, hom ogenizował ją w  m ieszaninie cztero­
chlorku w ęgla i heptanu, po czym  poddawał frakcjonow anem u w irow aniu w  gra­
diencie gęstości. M itochondria w  tych w arunkach gromadzą się w e frakcji najlżejszej,
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a frakcja cytosolu w e frakcji najcięższej. T. Biicher (RFN) m ów ił o m itochondrial- 
nych i cytoplazm atycznych potencjałach oksydoredukcyjnych, a E. C. Slater (Ho­
lan d ia )— o w ew nątrz- i zew nątrzm itochondrialnych potencjałach fosforylacyjnych. 
J. R. W illiam son (USA) w  referacie na tem at oddziaływ ania m iędzy m itochondriam i 
i cytosolem  w  procesie glukoneogenezy i syntezy m ocznika podkreślił znaczenie e fek ­
tyw nego transportu glutam inianu, asparaginianu i jabłczanu przez błonę m itochon- 
drialną dla zachow ania w ysokiej syntezy glukozy i mocznika w  izolowanych kom ór­
kach wątroby i w wątrobie poddawanej perfuzji.

W przerw ie obrad organizatorzy i uczestnicy złożyli życzenia Sir Hans K rebsowi 
z okazji 75-tej rocznicy urodzin. Na tę uroczystość został przygotow any ogrom ny  
tort urodzinowy z 75 św ieczkam i.

W ciągu następnych dwóch dni kurs odbyw ał się poza Paryżem  w  Luzarches, 
w  ośrodku naukow o-szkoleniow ym  Fundacji Royaumont, znajdującym  się w  po­
m ieszczeniach dawnego klasztoru. Szczególnie dużo czasu poświęcono na przedy­
skutow anie aspektów  m etodologicznych procesu izolowania komórek wątroby takich  
jak: rodzaj buforu stosowanego do perfuzji, szybkość perfuzji, obecność jonów  w ap ­
nia w  czasie perfuzji, ilość enzym ów  i ich stężenie w  płynie stosowanym  do perfuzji, 
obecność album iny lub żelatyny w  m ieszaninie reakcyjnej. G łównym i dyskutantam i 
w  om aw ianiu w /w  problem ów  byli: M. N. Berry (Australia), odkrywca m etody izo­
low ania komórek wątroby w  w yniku traw ienia wątroby kolagenazą i hialuronidazą  
w  czasie perfuzji oraz Sir H. A. Krebs (Anglia), P. O. Seglen (Norwegia), J. Katz 
(USA) i K. R. Elliott (Anglia), którzy w prowadzili pew ne m odyfikacje do pierw otnej 
metody otrzym ywania komórek wątroby szczura i innych zw ierząt laboratoryjnych. 
R. van der Meer (Holandia) i P. W alter (Szwajcaria) przedstaw ili m etodę perfuzji 
zaw iesiny kom órek wątroby, pozw alającą na zm ianę m ieszaniny reakcyjnej, zacho­
w anie fizjologicznych stężeń substratów  i kontrolow anie p 0 2 i pH w  czasie trw ania  
doświadczenia. Porównano w łaściw ości izolow anych komórek wątroby z hepatocy- 
tam i hodow anym i w kulturach (J. C. Wanson, B elgia i U. Jungę, RFN).

Stosunkow o n iew iele  czasu pozostało na om ów ienie problem ów regulacji m eta­
bolizmu. J. Katz (USA) zwrócił uw agę na w ystępow anie „jałow ych” reakcji (tzw. fu ­
tile  cycles) w  procesie m etabolizm u glukozy w  izolowanych hepatocytach na po­
ziom ie glukokinazy, fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej. Om ówiono regu­
lację dehydrogenazy pirogronianowej (E. Siess, RFN) oraz rolę dehydrogenazy glut- 
am inianow ej w  procesie syntezy mocznika (J. R. W illiam son USA; H. Siess, RFN; 
J. D. M cGivan, A nglia i A. J. M eijer, Holandia). Wykazano, że szybkość ureogenezy  
zależy od stopnia redukcji N ADP oraz że w  niskich stężeniach am oniaku aktyw ność  
dehydrogenazy glutam inianow ej zależy od stosunku NAD(P)/NAD(P)H. Poruszano  
rów nież problem regulacji hormonalnej m etabolizm u glukozy w  hepatocytach  
(P. W alter, Szw ajcaria i A. Bosch, USA) i w  izolowanych kanalikach nerkow ych  
(F. Morel, Francja i W. Guder, RFN).

Na zakończenie obrad dyskusję podsum ował Sir Hans Krebs. Zdaniem uczestn i­
ków  kursu, dyskusje na tem at zastosowania izolowanych komórek wątroby i kana­
lików  nerkowych w  badaniach m etabolicznych okazały się bardzo pożyteczne. M a­
teriały kursu zostaną opublikow ane przez w ydaw nictw o N orth-H olland P ub lish ­
ing Co.

J. Bryła
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RECENZJA

Wydawnictwo pt. „Biochemistry of Nucleic Acids” 
red. K. Burton
Butterworths University Park Press, Medical and Technical Publishing 
Co Ltd, Baltimore.

Książka jest jednym z 12 tom ów  seryjnego w ydaw nictw a dokonującego prze­
glądu w spółczesnej w iedzy z różnych dziedzin chem ii i fizjologii. Butterworths 
U niversity Park Press z Baltim ore w spólnie z M edical and Technical Publishing  
Co LTD podjęły w ydaw anie publikacji przeglądow ych w  sposób seryjny co 2 lata 
w  form ie zbioru aktualnej w iedzy z poszczególnych dyscyplin.
Seria pierw sza obejmuje: biochem ię, fizjologię, chem ię nieorganiczną, chem ię orga­
niczną i chem ię fizyczną.
Z zakresu biochem ii w ydano 12 tom ów dotyczących następujących dziedzin:

1. Chem ia m akrocząsteczek, redaktor Profesor H. Gutfreund.
2. Biochem ia ściany kom órkowej i błon, redaktor Dr C. F. Fox.
3. M echanizm y transdukcji energii, redaktor Profesor E. Racker.
4. Biochem ia lipidów , redaktor Profesor T. W. Goodwin.
5. Biochem ia w ęglow odanów , redaktor Profesor W. J. W helen.
6. B iochem ia kw asów  nukleinow ych, redaktor Profesor K. Burton.
7. Synteza am inokwasów  i białek, redaktor Profesor H. R. V. Arnstein.
8. Biochem ia hormonów, redaktor Profesor H. V. Rickenberg.
9. B iochem ia różnicowania kom órkowego, redaktor Dr. J. Paul.

10. Obrona i rozpoznawanie, redaktor Profesor R. R. Porter.
11. Biochem ia roślin, redaktor Profesor D. H. Northoote.
12. Fizjologiczna i farm akologiczna biochem ia, redaktor Dr. H. F. K. Blaschko. 

W poszczególnych tomach pierw szej serii biochem icznej przeglądem  objęto pra­
ce od roku 1967 do 1972 w łącznie. Konsultantam i w ydaw niczym i całej serii b ioche­
m icznej są H. L. Kornberg i D. C. Phillips. Tom 6 dotyczy biochem ii kw asów  nu k le­
inow ych i obejm uje następujące działy:

Oznaczanie sekw encji nukleotydow ej
W pływ sekw encji nukleotydow ej na w łaściw ości DNA
DNA i RNA chromosomów bakteryjnych i w irusow ych
DNA eukariotyczny
R eplikacja DNA u E. coli
Rekombinacja
Bakteryjna transkrypcja
RNA sterowana DNA polimeraza
Synteza rybosom alnego RNA u eukariotów  i regulacja tego procesu  
tRNA: struktura i b iosynteza  
K w asy nukleinowe chloroplastów  

Kolejne rozdziały opracow ane są przez w ybitnych specjalistów  z poszczególnych  
dziedzin: W przeciw ieństw ie do artykułów  w  Annual R ev iew s  rozdziały om awianego
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w ydaw nictw a nie stanow ią kom pletnego zbioru i om ów ienia w szystkich prac ukazu­
jących się  na dany tem at, lecz w  sposób syntetyczny om aw iają postęp w  odnośnym  
dziale. Zgodnie z zapow iedzią w ydaw cy od 1974 roku zaczną się ukazyw ać poszcze­
gólne tom y o tych sam ych tytułach, jako seria druga i będą zaw ierały opis postępu  
jaki dokonał się w  ciągu 2 lat w  poszczególnych dziedzinach. Zawartą w  om awianym  
tom ie w iedzę podano w  takiej form ie, że m oże być zrozum iała zarówno przez za ­
aw ansow anych studentów  jak i przez nie biochem ików. W ydaje się, że om aw iany  
tom 6 jak i cała seria biochem iczna m oże stanowić cenne uzupełnienie w ielu  b ib lio­
tek  Instytutów  N aukow ych i W yższych Uczelni.

T. Borkowski
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KOMUNIKAT

M iędzynarodowy Zjazd Polskiego T ow arzystw a Lekarskiego,
W arszawa — Kraków, 9—15.VIII.1976 r.

W związku z 200 rocznicą pow ołania w  Polsce K om isji Zdrowia będącej p ierw o­
wzorem m inisterstw a zdrowia i 110 rocznicą pierw szego Zjazdu Lekarzy i Przyrodni­
ków  Polskich, Polskie T owarzystwo Lekarskie organizuje w  dniach od 9 do 15 sierp­
nia 1976 r. M iędzynarodowy Zjazd w  W arszawie i Krakowie.

Celem Zjazdu jest zaprezentow anie dorobku m edycyny polskiej oraz osiągnięć 
społecznych naszego kraju, a także zapoznanie polonii zagranicznej i społeczeństw a  
polskiego z w kładem  Polaków  w  rozwój m edycyny św iatow ej. Zjazd będzie służył 
rów nież poszerzeniu i pogłębieniu przyjaznych kontaktów, stworzy klim at i warunki 
do naw iązyw ania bezpośredniej w spółpracy m iędzy lekarzam i praktykam i i naukow ­
cami środowisk polonijnych i lekarzam i polskim i w  kraju.

Program  Zjazdu obejm uje 3-dniow e obrady w  W arszawie i 3-dniową sesję w y ­
jazdową w  Krakowie.

G łówne tem aty obrad plenarnych:
1) Problem y w spółczesnego kształcenia i doskonalenia lekarzy.
2) R ehabilitacja i lecznictw o uzdrowiskowe.

Istn ieje m ożliw ość zorganizow ania spotkań i dyskusji naukow ych na inne tem a­
ty w  zależności od zgłoszonych w cześniej zainteresow ań uczestników.

W dniach od 16 do 23 sierpnia przew iduje się kilkudniow e w ycieczki po Polsce, 
których trasy um ożliw ią zw iedzenie najw ażniejszych centrów  kulturalnych Polski 
oraz sanatoriów  i uzdrowisk. Bliższe inform acje o zjeździe dla lekarzy polskiego  
pochodzenia przesyła Polskie T owarzystwo Lekarskie na prośbę zainteresow anych. 
Korespondencję w  tej spraw ie należy kierow ać na adres: P olsk ie Tow arzystw o L e­
k a rsk ie— K om itet O rganizacyjny M iędzynarodowego Zjazdu Polskiego T ow arzy­
s tw a — Al. U jazdow skie 24, 00-478 W arszawa.
Uwaga:  Przedstaw iciele krajow ych środowisk lekarskich i naukow ych zostaną za­
proszeni do udziału w  Zjeździe bezpośrednio przez Polskie Towarzystwo Lekarskie.
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POSTĘPY BIOCHEMII

— kw artalnik

Cena zł 20.—

WARUNKI PRENUMERATY

Cena prenumeraty krajowej

rocznie zł 80.—
półrocznie zł 40.—

Prenum eratę krajową przyjm ują Oddziały RSW „Prasa — Książka — R uch” oraz urzę­
dy pocztow e i doręczyciele w  term inach:
— do dnia 25 listopada na styczeń, I-szy  kw artał, I-sze półrocze roku następnego  

i na cały rok następny,
— do dnia 10 m iesiąca poprzedzającego okres prenum eraty na pozostałe okresy roku 

bieżącego.

Jednostki gospodarki uspołecznionej, instytucje i organizacje społeczno-polityczne  
składają zam ów ienia w  m iejscow ych Oddziałach RSW „Prasa — Książka — Ruch”. 
Zakłady pracy w  m iejscow ościach, w  których nie ma O ddziałów RSW oraz prenu­
m eratorzy indyw idualni, zam aw iają prenum eratę w  urzędach pocztow ych lub u do­
ręczycieli.

Prenum eratę ze zleceniem  w ysy łk i za granicę, która jest o 50% droższa od prenu­
meraty krajow ej, przyjm uje RSW „Prasa — Książka — R uch”, Centrala Kolportażu  
Prasy i W ydawnictw , ul. T owarow a 28, 00-958 W arszawa, konto PKO nr 1531-71 
w  term inach podanych dla prenum eraty krajow ej.

Bieżące i archiw alne num ery można nabyć lub zam ów ić w e W zorcowni W ydaw nictw  
N aukowych PA N -O ssolineum -PW N , Pałac Kultury i N auki (w ysoki parter) 
00-901 W arszawa oraz w  księgarniach naukowych „Domu K siążki”.

A subscription order stating the period of time, along w ith  the subscriber’s name 
and address can be sent to your subscription agent or directly to Foreign Trade En­
terprise Ars Polona—Ruch, 00-068 W arszawa, 7 K rakow skie Przedm ieście, P. O. 
B ox 1001, Poland. P lease send paym ents to the account of Ars Polona—Ruch in Bank 
H andlowy S. A., 7 Traugutt Street, 00-067 W arszawa, Poland.

Indeks 36969
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ERRATA

W tom ie 21 zeszycie 3 kw artalnika Postępy Bio­
chemii w spisie treści w języku angielskim zamiesz­
czono niepraw idłow y ty tu ł pracy A. Michalskiego. 
Popraw na form a ty tu łu  powinna brzmieć: „Super­
oxide D ism utase”. Redakcja przeprasza autora i czy­
telników.
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Piśm iennictw o: W artykule należy cytow ać prace oryginalne z ostat­
nich kilku lat oraz najw ażniejsze artykuły przeglądow e om aw iające  
przedstawioną dziedzinę z uw zględnieniem  artykułów  opublikowanych  
w  „Postępach B iochem ii”. W tekście należy podaw ać jedynie nazw is­
ka badaczy, których prace m ają podstaw ow e znaczenie w  przedstawianej 
dziedzinie. Om awiane prace trzeba num erować w  kolejności ich cy tow a­
nia w  tekście. Wykaz piśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone ko­
lejnym i num eram i, ale nieuporządkowane alfabetycznie. O dnośniki b ib lio­
graficzne w inny m ieć form ę zalecaną przez Kom isję W ydaw ców  Czaso­
pism  Biochem icznych M iędzynarodowej U nii Biochem icznej (IUB) w edług  
Biochim. Acta,  (1972), 276, (1) np.

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

Cytując w ydaw nictw a książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
in icjały autor(ów), rok wydania, tytu ł książki, nazwisko(a) i in icjały  
jej redaktorów(a), tom, pierw szą i ostatnią stronę cytow anej publikacji, 
nazw ę w ydaw nictw a oraz m iejsce w ydaw ania, np.

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

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

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w  2 egzem plarzach na 
oddzielnych kartkach i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  
num erow i użytem u w  tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy o łów ­
kiem ) nazw iskiem  1-ego autora i początkow ym i w yrazam i tytu łu  pracy.

T abele należy kolejno num erować cyfram i arabskimi. Tytuł tabeli 
i nagłów ki rubryk w inny jasno opisyw ać ich treść zaznaczając z jakich  
(jakiej) prac(y) pochodzą inform acje podane w  tabeli.

Ryciny tj. w ykresy, rysunki, schem aty, lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w  kolejności ich om ów ienia w  tekście. Przyjm uje się zasadę 
num eracji rycin cyfram i arabskimi, a w zory cyfram i rzym skim i. F oto­
grafie czarno-białe (kontrastowe) pow inny być w ykonane na papierze 
m atowym . Pozostałe ryciny należy w ykonać tuszem  na białym  papierze 
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny n ie pow inien być m niejszy niż 
10X15 cm, a naniesione lin ie nie pow inny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujm ujące w ykresy można w ykonać lin ią cieńszą niż lin ie w łaściw e w y ­
kresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku pow inny m ieć w ysokość  
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach n ie  należy um ieszczać opisów  
słow nych, lecz posługiw ać się skrótami. Osie w ykresów  natom iast w in ­
ny być opatrzone napisem  łatwo zrozum iałym . Dla oznaczenia punktów  
dośw iadczalnych można stosować następujące sym bole: A  □  O  A 8 O 
R ycinę należy opatrzyć na odw rocie oznaczeniem  „góra” i „dół” (ołów ­
kiem ). O stopniu zm niejszenia ryciny w  druku decyduje w ydawca.

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

Ze w zględu na w ew nętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom  
konstruow anie oryginalnych rysunków  i zbiorczych tabel na podstawie  
danych z piśm iennictw a. Praw ie w szystk ie czasopisma zastrzegają sobie 
w yłączność druku prac wraz z ich dokum entacją (Copyright). Przed w łą ­
czeniem tabel, w ykresów  czy schem atów  od artykułu przeznaczonego do 
publikacji w  Postępach Biochemii  należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją Redakcji.

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