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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przeglagdowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowac syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie pismiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest réwnoznaczne z oSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta
i nie bedzie publikowana w innym czasopi$mie jezeli zostanie ogtoszona
w ,Postepach Biochemii”. Autorzy artykulu odpowiadajag za prawidto-
wos¢ i Scisto$¢ podawanych informacji. Autor6w obowigzuje korekta au-
torska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem bitedéw dru-
karskich) ponoszag autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujgcych
stawek. Autorzy otrzymujag bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoé-
wienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac
prace po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autor6w o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jed-
nostronnie, z podwojng interliniag, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok.
1 cm po prawej stronie; nie moze tez zawiera¢ wiecej niz 60 znakow
w jednym wierszu i wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Norma
Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktérych pracuja autorzy, adres pocztowy na ktéry autorzy
zyczg sobie otrzymywaé korespondencje, telefon miejsca pracy, tytut
artykutu (w jezyku polskim i angielskim) oraz—w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrot tytutu (nie
wiecej niz 25 znakoéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peinym brzmieniu) i nazwisko(a) auto-
ra(6w), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw sto-
sowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu piSmiennictwa
wiacznie, tabele, spis rycin, wzoréw oraz tytuly i objasnienia do rycin na
stronach koncowych.

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podzial na rozdziaty
oznaczone liczbami rzymskimi. Tytutéw podrozdziatdéw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowac¢. W teks$cie nie nalezy stosowaé zadnych
podkreslen ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co
do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczyé¢ otéwkiem na mar-
ginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter alfabetu
greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmie-
nie. W teks$cie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic, rycin, schematow,
reakcji czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekscie
nalezy podawaé po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrécenie szczeg6lnej uwagi na poprawnos$¢
jezykowa tekstu a takze na $cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotéw, nawet je$li niektére z nich bywajg uzywane w pracach
obcojezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.
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Post. Blochem., 22, 3—10, 1976.

PROFESOR WLODZIMIERZ MOZOtLOWSKI

W dniu 6 maja 1975 roku, dwa dni przed ukonczeniem osiemdziesiatego
roku zycia zmart cztonek honorowy Polskiego Towarzystwa Biochemiczne-
go, Profesor zwyczajny chemii fizjologicznej, doktor wszechnauk lekar-
skich Wtodzimierz Stanistaw Mozotowski,
senior polskiej spotecznosci biochemicznej,
powszechnie tubiany i powazany nauczyciel
wielu pokolen biochemikéw i lekarzy.

Urodzit sie W. Mozotowski 8 maja 1895 ro-
ku w Sanoku. W okresie wczesnego dziecin-
stwa utracit matke; wychowywat sie wsrod
licznego przyrodniego rodzenstwa i kuzy-
nowstwa, w atmosferze rodzinnej zazytosci,
patriotyzmu i dazen niepodlegtosciowych od-
zywajacych wdwczas bardzo silnie na terenie
zaboru austriackiego. W Sanoku takze ucze-
szczat Witodzimierz Mozotowski do Gimna-
zjum Klasycznego, ktére ukonczyt w 1913 ro-
ku z wyréznieniem. W tym samym roku
wstgpit na Wydziat Lekarski Uniwersytetu
Jana Kazimierza we Lwowie. Jednakze, gdy ukonczyt pierwszy zaledwie
rok studiow wybuchta pierwsza wojna Swiatowa, w ktérej mtody student
widziat — podobnie jak wiekszo$¢ 6wczesnego patriotycznego spoteczen-
stwa polskiego — szanse na odzyskanie niepodlegtosci.

W stepuje do legiondw organizowanych przez Jozefa Pitsudskiego, aby
z entuzjazmem oddac sie walce zbrojnej. Walczy na wielu frontach, otrzy-
muje oficerskie wyksztatcenie wojskowe, jest ranny na wioskim froncie.
W czasie krotkiej rekonwalescencji w Wiedniu podejmuje ponownie studia
lekarskie, wkrétce jednak wraca do czynnej dziatalnosci wojskowej, wojna
bowiem trwa a niepodlegta Polska jeszcze nie istnieje. Pod koniec wojny
jest w najblizszym otoczeniu naczelnego wodza. W roku 1921 opuszcza de-
finitywnie wojsko w randze kapitana, odznaczony krzyzem Virtuti Milita-
ri, dwukrotnie Krzyzem Walecznych, Krzyzem Niepodlegtosci i innymi
odznaczeniami wojskowymi.

Studia lekarskie koriczy Witodzimierz Mozotowski w roku 1922 uzysku-
jac w Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie stopien doktora wszech-
nauk lekarskich. W tym samym roku podejmuje prace w Zaktadzie Che-
mii Lekarskiej we Lwowie, kierowanym wowczas przez Jakuba Karola
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Parnasa. Pod jego kierownictwem stawia pierwsze kroki swojej bioche-
micznej dziatalnos$ci, walczy o zdobycie gtebokiej i rzetelnej wiedzy o che-
micznych podstawach funkcjonowania zywego organizmu. W roku 1926
ogtasza swojg pierwsza publikacje naukowa (poz. A 1 wykazu), ktoéra do-
tyczy form glukozy wystepujacej w krwi. Istniaty wdwczas podejrzenia, ze
glukoza krwi wystepuje w jakiej$ specjalnej formie odmiennej od a- i >
-glukozy. Badania Mozotowskiego wykazaty, ze glukoza krwi wystepuje
w zupetnie tych samych formach, jak glukoza rozpuszczona w wodzie.
W nastepnych latach staje sie W. Mozotowski entuzjastycznym wspét-
uczestnikiem badan J. K. Parnasa nad metabolizmem zwigzkéw fosforo-
wych w miesniu, nad amoniogenezg pracujgcego miesnia i nad powstawa-
niem kwasu mlekowego (poz. A 9—15,20,23 wykazu). Jak wiadomo te ba-
dania szkoty Parnasa oraz badania Embdena i Meyerhofa w Niemczech
doprowadzity do opisania pos$rednich etapéw procesu glikolizy, znanego
dzisiaj pod nazwg ciggu Embdena-Meyerhofa-Parnasa. W. Mozotowski
przebywat zreszta przez okres kilku miesiecy w pracowni Embdena we
Frankfurcie, pracujac tam nad niektdrymi zagadnieniami przemiany fosfo-
ran6w w miesniu.

Zagadnieniem, ktérym samodzielnie i szczegélnie zywo zajmowat sie
W. Mozotowski w latach 1927— 1933 w czasie swojej Iwowskiej dziatalnos-
ci byto poszukiwanie zrodta amoniaku powstajgcego w wynaczynionej
krwi. W serii prac (pozycje A 8, A 18, A 21, A 22, A 23 wykazu) opisuje
doSwiadczenia nad warunkami powstawania amoniaku, nad izolowaniem
substratéw i produktéw amoniogenezy, azeby w koncu udowodni¢, ze zré-
dtem amoniaku w wynaczynionej krwi jest kwas 5'-adenylowy. Doswiad-
czenia te sg przyktadem sumiennos$ci i precyzji analitycznej, $wiadcza o
ostroznosci wnioskowania ich autora i o ciggtej jego samokontroli. Byta to
zresztg jedna z cech charakteru profesora Mozotowskiego, ze wcigz sam
siebie usitowat kontrolowac i poddawac ostrej krytyce swoje postepowanie.

Na podstawie wspomnianej pracy o amoniogenezie krwi W. Mozotow-
ski habilituje sie w roku 1933 na Uniwersytecie Jana Kazimierza we
Lwowie, uzyskujac veniam legendi z chemii fizjologicznej. Wkrotce pot:m
rozpoczyna samodzielne wyktady w Akademii Medycyny W eterynaryjnej
we Lwowie, ktore prowadzit do czasu powotania go na Katedre Chemii
Fizjologicznej Uniwersytetu Stefana Batorego w Wilnie w roku 1935. Wy-
ktadat za$ i nauczat znakomicie, z pasjg i zamitowaniem, przywigzujac
wielka wage przez caty okres swej nauczycielskiej dziatalnosci do ciggte-
go unowocze$niania tre$ci i formy nauczania, do przekazywania swym
uczniom wszystkiego co najlepsze i najbardziej wartosciowe, do ksztatce-
nia mtodej kadry biochemicznej. Na stanowisku kierownika Katedry Che-
mii Fizjologicznej w Wilnie danym byto pozosta¢ profesorowi Mozotowskie-
mu jedynie przez 4 lata do roku 1939, kiedy to po wybuchu drugiej wojny
Swiatowej Uniwersytet tamtejszy zostat przejety przez wiadze litewskie.
Ten czteroletni przedwojenny okres wilenskiej dziatalnosci W. Mozoto-
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wskiego to organizowanie pracy dydaktycznej i naukowej w nowym oto-
czeniu. Zainteresowania naukowe zwraca ku tzw. detoksykacjom ustrojo-
wym, opracowujgc metode oznaczania glukuronianu (poz. A 32, A 33 wyka-
zu), a owocem przemyslehA na temat mechanizmdw detoksykacyjnych sa
publikacje o dynamicznym stanie detoksykacji ustrojowych (poz. A 35,
A 36 wykazu).

Wojna i okupacja pozbawity prof. Mozotowskiego mozliwosci pracy ba-
dawczej, nie zdotaty jednak catkowicie oderwaé¢ go od dziatalnosci nau-
czycielskiej. Caly okres okupacji do roku 1945 przetrwal w Wilnie pracu-
jac w laboratorium szpitalnym, ale réwnocze$nie organizujac tajne polskie
nauczanie uniwersyteckie. Wyktada chemie i biochemie na tajnych kom-
pletach, zbiera materialy do podrecznika, ktéry zostanie wydany niemal
zaraz po wojnie. W stanie ciggtego zagrozenia wolnosci i utraty zycia pa-
mieta o tym, aby uratowac wiele ksigzek i dokumentdw uniwersyteckich,
ktore przywozi ze sobg do Gdanska i ktére po zawierusze wojennej umo-
zliwiajg wielu powracajacym studentom udokumentowanie i zweryfiko-
wanie przebiegu ich studiow.

W roku 1945 profesor Mozotowski wraz z grupg kilku innych profe-
sorow Uniwersytetu Stefana Batorego zostaje repatriowany i zgtasza sie
natychmiast do pracy w odbudowujacym sie szkolnictwie wyzszym. Z po-
lecenia O6wczesnych wiladz centralnych przyjezdza do Gdanska, gdzie na
gruzach dawnej niemieckiej ,,Akademie fiir praktische Medizin” ma po-
wsta¢ Akademia Lekarska w Gdansku. Z ogromng energig i zapatem przy-
stepuje do organizowania Zaktadu Chemii Lekarskiej, do wskrzeszenia
zycia naukowego i nauczania w dymigcym jeszcze od pozardw, zniszczo-
nym w znacznym procencie miescie.

To wiasnie dzieki profesorowi Mozotowskiemu i nielicznej grupce Je-
mu podobnych zapalencow zajecia studenckie na Wydziale Lekarskim w
Gdansku rozpoczety sie w niespetna 6 miesiecy po zakonczeniu dziatan
wojennych w spalonym miescie. Znéw walczy, tym razem o zdobycie naj-
potrzebniejszego sprzetu laboratoryjnego, zabezpieczenie prowizorycznego
lokalu dla potrzeb pracowni studenckich i naukowych, o przyciggniecie
i utrzymanie przy sobie grupy miodych wspotpracownikéw, o powrdt do
pracy naukowej, o postawienie akademickiego nauczania na najwyzszym
poziomie natychmiast po jego wskrzeszeniu po wojnie.

Mimo catego ogromu zaje¢ organizacyjnych i dydaktycznych, nie za-
niedbuje Profesor dziatalnosci naukowej, ktdrej tematyka jest tym razem
ograniczona nadzwyczaj skromnymi mozliwoSciami technicznymi jakie by-
ty do dyspozycji w zdewastowanym kraju, a zwlaszcza w barbarzynsko
zniszczonym Gdansku. Opracowuje sposob ‘charakteryzowania biatek su-
rowicy krwi przy pomocy wskaznikéw uzyskanych z oznaczehA prostych
wiasciwosci fizyko-chemicznych surowicy (poz. A 37—40 wykazu). Wyniki
tych badan staty sie punktem wyjscia dla prac uczniéw i wspotpracowni-
kéw Profesora nad naturalng ultrafiltracjg krwi, nad formami zjonizowa-
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nego wapnia w surowicy krwi, nad zawartoscig cholesterolu we frakcjach
biatek osocza. Potrafit zacheca¢ swych uczniéw do pracy badawczej, roz-
budza¢ w nich wiasne, samodzielne zainteresowania naukowe, a rGwnoczes-
nie uczyt surowej kontroli postepowania doswiadczalnego.

W pierwszym powojennym okresie Profesor Mozotowski nie tylko wy-
ktadat chemie og6lng i chemie fizjologiczng (potem — biochemig), pisat
i wydawat znakomite skrypty i podreczniki dla studentéw, organizowat
zajecia laboratoryjne z tych przedmiotow, walczyt o odrodzenie i rozwdj
biochemicznych badain naukowych w Gdansku i w Polsce, ale takze zabie-
gat energicznie o utworzenie szerokich kontaktow naukowych. Byt orga-
nizatorem i pierwszym prezesem Gdanskiego Towarzystwa Lekarskiego
(przeksztatconego potem w Gdanski Oddziat Towarzystwa Lekarskiego),
aktywnie dziatat w Polskim Towarzystwie Chemicznym, Polskim Towa-
rzystwie Fizjologicznym, Gdanskim Towarzystwie Naukowym, byt jednym
z cztonkéw zatozycieli Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, pierwszym
redaktorem Acta Biochimica Polonica.

Rownoczesnie rozwijat nader zywa dziatalnos¢ publicystyczng. Niektdre
Jego artykuty, jak np. o znaczeniu nauczania chemii i biochemii studentéw
medycyny (poz. D 17, D 19 wykazu), czy tez o relacji biochemii i medycyny
(poz. D 30 wykazu) do dzisiaj nie stracity niemal nic na swej aktualnosci.

Przez 20 lat aktywnej akademickiej dziatalnosci w Gdansku (do roku
1965 kiedy przeszedt na emeryture) w swoich przepojonych szlachetnoscia
poczynaniach doznawat zar6wno porazek jak i odnosit zwyciestwa. Troche
moze wbhrew znanemu powiedzeniu Profesora: , kazdy dobry uczynek mu-
si ponie$¢ zastuzong kare”, spotykat sie z powszechnym szacunkiem i uz-
naniem. W roku 1948 zostat wybrany cztonkiem Polskiej Akademii Umie-
jetnosci, byt powotany na cztonka Warszawskiego Towarzystwa Naukowe-
go i Towarzystwa Naukowego Torunskiego. Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne nadato Mu godnos$¢ cztonka honorowego, podobnie postgpito Polskie
Towarzystwo Lekarskie. Odznaczony byt Krzyzem Kawalerskim Orderu
Odrodzenia Polski, dwukrotnie Ztotym Krzyzem Zastugi i dwukrotnie Me-
dalem Zastuzonych Ziemi Gdanskiej. W roku 1973 Akademia Medyczna
w Gdansku nadata Profesorowi Mozotowskiemu godno$¢ doktora honoris
causa.

Byt profesor Mozotowski nauczycielem o oryginalnej i silnej osobowos-
ci, z ktorej co$ pozostato w kazdym z licznych Jego uczniow i, z ktorej
czerpat kazdy kto miatl okazje blizej z Nim sie zetkngé. Byt nauczycielem
z zamitowania, ktory byt przekonany o tym, ze relacja nauczyciel — uczen
jest niemal jedynym zwigzkiem dwéch ludzi, w ktéorym dajacy nic nie tra-
ci, a otrzymujacy zyskuje. Dawat tez wyraz przekonaniu, ze prawdziwie
dobrym nauczycielem jest tylko ten, kto ma uczniow lepszych od siebie
samego.

Nalezal do pokolenia Polakow, ktorym przyszto kilkakrotnie w ciagu
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zycia budowaé od nowa zniszczone dobra i zniszczone wartosci. Czynit to
za kazdym razem z wielkim posSwieceniem i gtebokg wiarg w zwyciestwo
prawdy i godnosci ludzkiej.

Mariusz Zydowo
Leon Zelewski
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WLODZIMIERZ OSTROWSKI *

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

,P0 prawie dziewieciu latach pracy prowadzonej przeze mnie we
wspoétpracy z dr V. A. Grahamem i dr C. V. Nobackiem, 29 kwietnia od-
krytem spos6b otrzymywania z fasoli ,,Jasiek” (jack bean) nowego biatka,
ktoére pieknie krystalizuje i w roztworach wykazuje wprost niezwykia
zdolnos$¢ rozktadu mocznika na weglan amonu. Krysztaty biatka (pokazane
na ryc. 1) zostaty poddane analizie dzieki uprzejmosci dr A. C. Gilla, ktory
je okreslit, jako bezbarwne, ostro uksztattowane, izomorficzne oktahedry.
Krysztaty nie wykazujg podwadjnej refrakcji i posiadajg $rednice 4 do 5 [X\

Ryc. 1. Fotomikrografia krysztatow ureazy powiekszonych 728-krotnie. (z pracy
J. B. Sumnera)

* Prof. dr, Instytut Biochemii Lekarskiej Akademii Medycznej, ul. Kopernika 7,
31-034 Krakoéw.

http://rcin.org.pl
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Ta powsciggliwa relacja Sumnera anonsujaca o otrzymaniu pierwszego
enzymu w stanie krystalicznym — ureazy (J. B. Sumner, (1926), J. Biol.
Chem., 69, 435—441) stata sie prawdziwg sensacjg w Swiecie naukowym
drugiej potowy lat 20-tych. Niezwykle prosta metoda, pozwalajgca w ciggu
24 godzin z maczki Canavalia ensiformis wyekstrahowaé¢ acetonem i otrzy-
maé¢ krysztaty enzymu Kkilkaset bardziej aktywnego niz surowy pro-
dukt, spotkata si¢ z niedowierzaniem i wyraznym sceptycyzmem ze stro-
ny wielu wysokiej rangi uczonych. Jeszcze przez kilka nastepnych lat
utrzymywat sie dawny poglad, ze biatko jest tylko nos$nikiem nieokres$lo-
nego chemicznie enzymu, a nie samym enzymem. Dopiero J. H. Northrop
przez krystalizacje pepsyny z soku zolgdkowego w 1930 r. oraz trypsyny
i chymotrypsyny z soku trzustkowego w 1932-r. dostarczyt konkretnych
i przekonywujacych dowoddw Swiadczacych o biatkowej naturze enzy-
méw. Na IV Kongresie Chemii Biologicznej w Paryzu w 1933 r. osta-
tecznie zwyciezyt duch realizmu i naukowego dowodu nad antysubstan-
cjalng koncepcja enzymu. ,,Za odkrycie, ze enzymy mozna krystalizowaé”
J. B. Sumner otrzymat w 1946 r. nagrode Nobla, wesp6t z J. H. Northro-
pem i W. M. Stanleyem, ktérym przyznano jg ,za uzyskanie enzymow
i biatek wirusowych w czystej postaci”.

Nauka o katalizie enzymatycznej rozwijata sie juz. ponad 100 lat zanim
enzymy uznano za okre$lone chemicznie substancje biatkowe. Pojecie
biokatalizy wigze sie $cisSle z rozwojem wiadomosci o reakcjach katali-
tycznych w ogoéle. W 1812 r. F. C. Vogel opisat pierwszg reakcje kata-
lityczna, w ktérej w obecnosci wegla aktywowanego, tlen i wodor rea-
guja ze sobg w niskiej temperaturze. W nastepnych latach H. i E. Davy,
P. L. Dulong, L. J. Thenard i inni opisali reakcje przebiegajace tylko
w obecnosci rozdrobnionej platyny. Wykazywano réwniez sporadycznie
przyspieszenie reakcji chemicznych przez ekstrakty z materiatéw biolo-
gicznych, jak na przyktad utlenianie gwajakolu w obecnosci korzeni ros-
linnych (L. A. Planche, 1810) lub powstawanie cukru w zawiesinie maki
z kietkujgcego ziarna (G. S. C. Kirchoff, 1816). W 1833 roku A. Payen
i J. F. Persos z alkoholowego ekstraktu stodu jeczmiennego wyodrebnili
biaty, rozpuszczalny w wodzie proszek powodujacy szybka solubilizacje
skrobi. Te aktywng substancje odkrywcy nazwali diastaza. W trzy lata
pézniej T. Schwann otrzymat pepsyne z zotagdka $wini, a F. Wohler i J. Lie-
big wyodrebnili emulsyne z gorzkich migdatéw. Mimo to nie znane byto
jeszcze pojecie enzymu ani katalizy.

Termin kataliza wprowadzit po raz pierwszy J. J. Berzelius w 1837 r.
postulujgc réwnoczes$nie, ze substancje obdarzone wiasciwosciami kata-
litycznymi nie wykazujg powinowactwa lecz wzbudzajg w réznych zwigz-
kach nieujawnione dotychczas witasciwosci zwane sitami katalitycznymi.
Berzelius utrzymywat réwniez, ze w organizmach roS$lin i zwierzat za-
chodzi tysigce reakcji katalitycznych, dzieki ktorym powstajg rézno-
rodne zwigzki chemiczne. Cho¢ nie miat wielu dowodéw na poparcie swej
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hipotezy to jednak w drugiej potowie XIX wieku faktéw przemawiaja-
cych za jego sugestig rejestrowano coraz wiecej. Tak wiec Claude Ber-
nard otrzymat lipaze z trzustki (1849), M. Berthelot za$ inwertaze z droz-
dzy (1860), a W. Kiihne trypsyne z soku jelitowego (1877). W rok poézniej
ten sam badacz wprowadzit termin enzym. WKkrétce zaczeto rozrdzniac
enzymy poza- i wewnatrzkomorkowe, czyli ,,uorganizowane” (L. Pasteur)
i ,nieuorganizowane” (J. Liebig), gtéwnie w oparciu o badania nad fer-
mentacjg alkoholowg. Z kolei w 1888 r. W. Ostwald stwierdzit, ze za-
réwno katalizatory nieorganiczne, jak i enzymy nie inicjujg reakcji ani
nie zmieniajg koAcowego stanu réwnowagi, zmieniajg natomiast szybkosé
reakcji chemicznej. Ostwald utrzymywat rowniez, ze w reakcjach odwra-
calnych enzymy powinny dziata¢ w obu kierunkach, co w 1898 r. ekspe-
rymentalnie udowodnit Croft-Hill wykazujac, ze maltaza taki sam cukier
syntetyzuje jak i rozktada.

Nastepnym waznym krokiem na drodze poznania natury enzymow,
ktore w dalszym ciggu uwazano za czynniki niesubstancjalne, dziatajgce
jedynie poprzez zagadkowe nieuchwytne sity, byto wykazanie przez
E. Buchnera (1897), ze sok wycisniety z drozdzy powoduje fermentacje
alkoholowg. Tak wiec wieloletni spdr pomiedzy Pasteurem i Liebigiem
zostal zakonczony, gdyz okazato sie, ze postulowany przez Liebiga fer-
ment istnieje w drozdzach (zymaza) i proces fermentacji cukrow mozna
przeprowadzi¢ przy jego pomocy z takim samym efektem, jak i przez
uzycie catych komorek drozdzowych.

Odkrycie dokonane przez Buchnera miato istotne znaczenie dla dal-
szych badan w dziedzinie enzymologii. W nastepnych latach rozwinieto
swoiste metody biochemiczne analizy aktywnos$ci enzyméw, ich izolowa-
nia, lokalizacji w komérkach, jak réwniez badanie ich funkcji i mecha-
nizmu dziatania. Jeszcze przed uptywem XIX wieku G. Bertrand wpro-
wadzit pojecie koenzymu (1897), A. Harden i W. J. Young w 1906 r. wy-
kazali obecno$¢ kozymazy (obecnie NAD) w drozdzach, ktorej strukture
ustalili O. Warburg i H. Euler w potowie lat 30-tych. Powyzsze osiag-
niecia biochemii sprawily, ze oprocz badan nad hydrolazami zwrécono
wiekszg uwage na oksydoreduktazy, inicjujgc badania nad ich struktura,
mechanizmem dziatania i funkcjg biologiczng. Dzi$ znamy kilka tysiecy
enzymow, wiele z nich otrzymano w stanie krystalicznym, usystema-
tyzowano w sze$¢ podstawowych grup uwzgledniajacych sposéb dziatania
na swoiste substraty.

Z poczatkiem naszego stulecia rozwijata sie rbwnoczes$nie teoria o fun-
damentalnym znaczeniu dla enzymologii — teoria przejSciowego komplek-
su enzym-substrat (V. Henri i A. J. Brown, 1902). Rozwinieta dalej przez
L. Michaelisa i M. L. Menten (1913) doprowadzita do ustalenia wyrazenia
dla poczatkowej szybkosci reakcji enzymatycznej oraz pojecia wartosci
statych tej szybkosci, Km i Vmex Dato to teoretyczne podstawy wspot-
czesnej kinetyce reakcji enzymatycznych opartej na koncepcji dynamicz-
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nej rownowagi pomiedzy enzymem, substratem i kompleksem E—S. Po-
znanie tych zaleznosci umozliwito z kolei $ledzenie wptywu aktywatoréw,
inhibitorow, pH, sity jonowej, temperatury i innych czynnikdw na prze-
bieg reakcji enzymatycznych tgcznie z badaniem tak ztozonych proce-
sOw, jakie obserwujemy przy dziataniu enzymoéw regulacyjnych czy tez
komplekséw multienzymatycznych.

Otrzymanie licznych enzymow w stanie czystym, krystalicznym umoz-
liwito poznanie ich struktury chemicznej i przestrzennej gtéwnie przez
zastosowanie krystalografii rentgenowskiej, co fagcznie z poznaniem swois-
tosci reakcji enzymatycznych doprowadzito do koncepcji aktywnego cen-
trum jako miejsca w tancuchu polipeptydowym o okres$lonej konfiguracji,
odpowiedzialnego za interakcje enzymu z substratem i przetwarzanie tego
ostatniego na stosowny produkt. Hipoteza ,zamka i klucza” zostata sfor-
mutowana przez E. Fischera w 1894 r. dla wyjasnienia mechanizmu do-
pasowywania sie enzymu do czasteczki substratu i przez dziesiatki lat ttu-
maczono przy jej pomocy wiele zjawisk z zakresu swoistosci enzymow.
W ciggu tego czasu nagromadzono jednak sporo faktéw, ktdrych ona nie
wyjas$niata. W szczegdlnoSci interakcja substratow o rdznej strukturze
z tym samym enzymem, sugerowata, ze enzym nie wystepuje w formie
komplementarnej do struktury substratu, lecz ze strukture jego indukuje
substrat. Tak wiec powstata nowa koncepcja, teoria indukowanego dopa-
sowywania sie¢ enzymow zaproponowana przez D. E. Koshlanda i wsp.
(1959), ktéra zaktada zmiane konformacji enzymu pod wptywem matych
czgsteczek substratu lub innego efektora. Doprowadza to nastepnie do po-
jecia enzyméw allosterycznych (J. Monod, 1965), regulacyjnych — prob-
lemu o kluczowym znaczeniu dla wyjasniania zawitych drdg tysiecy reak-
cji metabolicznych zachodzgcych w kazdej zywej komdrce.

Rozw6j nowoczesnych metod frakcjonowania biatek pozwolit ujawnié
subtelne roznice w strukturze populacji czasteczek poszczegélnych enzy-
moéw i doprowadzit do wykrycia zjawiska izoenzymii. Poniewaz poziom
poszczegblnych izoenzym6w danego enzymu zmienia si¢ pod wplywem
okreslonych czynnikéw hormonalnych, zywieniowych, stanéw patologicz-
nych itp., stwarza to mozliwosci $ledzenia zmian procesow regulacyjnych
w réznych tkankach i narzadach w warunkach prawidtowych i w cho-
robie.

Do niedawna wiekszo$¢ badan nad przebiegiem proceséw enzymatycz-
nych przeprowadzano™w uktadach homogenicznych, tj. kiedy enzym i sub-
strat znajdujg sie w stanie rozpuszczalnym. Tymczasem znaczna czes$¢
reakcji enzymatycznych w komédrkach roslinnych, zwierzecych, w mem-
branach komérkowych, w przewodzie pokarmowym czy w glebie odbywa
sie w uktadach heterogenicznych (np. amylaza — skrobia, celulazy — ce-
luloza, lipazy — tluszczowce, kolagenaza — kolagen, itd.). Dlatego w ostat-
nich latach poswieca sie wiele uwagi otrzymywaniu i badaniu tzw. en-
zymow nierozpuszczalnych, ktére na og6t cechuje wyzsza stabilno$¢, od-
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porno$¢ na dziatanie inhibitordw, tatwiej osiggajg szybko$¢ maksymalng
reakcji, a nieraz i wyzszg aktywno$¢ niz preparaty rozpuszczalne odpo-
wiednich enzyméw. Czasteczki enzymoéw uwiezione w sieci nierozpuszczal-
nych polimeréw, powigzane za pomocg dwufunkcyjnych odczynnikéw lub
przytagczone do reaktywnych grup substancji wysoko spolimeryzowanych,
znalazty szerokie zastosowanie w pracowniach biochemicznych, w diag-
nostyce lekarskiej, w leczeniu schorzen uktadu pokarmowego i oddecho-
wego oraz juz na wielkg skale w przemys$le. Zastosowanie praktyczne en-
zyméw nierozpuszczalnych bedzie z roku na rok wzrasta¢ z uwagi na duza
wydajnos$¢ procesOw enzymatycznych w przemysle spozywczym, farma-
ceutycznym i chemicznym, przy réwnoczesnie niewielkim zuzyciu energii.
Tak wiec w 50 lat po otrzymaniu pierwszego enzymu w stanie krystalicz-
nym, rysujg sie coraz szersze horyzonty badan w dziedzinie enzymologii
i biologii molekularnej, a réwnocze$nie wzrasta zastosowanie biokatali-
zatorow w zyciu praktycznym, gtéwnie w postaci reaktoro6w enzymatycz-
nych usprawniajacych i obnizajagcych koszta metod produkcji réznych
zwigzkow organicznych i produktow spozywczych.
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Niedobory enzymatyczne lezgce u podstaw mukopolisacharozydoz

Mucopolisaccharidoses, Enzyme deficiencies

Mianem mukopolisacharydoz okre$la sie grupe genetycznie uwarunko-
wanych schorzen charakteryzujgcych sie niedoborem lizosomalnych enzy-
moéw odpowiedzialnych za prawidlowg degradacje glikozoaminoglikanéw
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(mukopolisacharydéw). W wyniku czego nastepuje ich akumulacja w tkan-
kach i wzmozone wydalanie wraz z moczem (1, 2).

Glikozoaminoglikany (mukopolisacharydy) sa polimerami zbudowanymi
z powtarzajgcych sie podjednostek acetylowanej i siarczanowej heksozo-
aminy (glukozoaminy lub galaktozoaminy) zwigzanej wigzaniem glikozy-
dowym z kwasem glukuronowym lub iduronowym (ten ostatni moze by¢
rébwniez siarczanowany). Aktualne dane dotyczgce budowy glikozoamino-
glikanéw przedstawit w swej przeglagdowej pracy TomaszewsKki
@3).

Pierwsze Kkliniczne przypadki mukopolisacharydoz opisane zostaly
przez Huntera i Hurler odpowiednio w 1917 i 1919 roku (1, 2).
Obydwa zespoty charakteryzuje odrebnosé fenotypowa, réznorodny sto-
pien uposledzenia umystowego oraz odrebny mechanizm dziedziczenia:
autosomalno-recesywny w przypadku zespotu Hurler i recesywny lecz
zwigzany z chromosomem X w przypadku zespotu Huntera.

Wiekszo$¢ przypadkéw opisanych pdzniej okoto 1960 roku okreslano
mianem gargoylizmu (maszkaronizm); termin ten zostat wprowadzony do
literatury w 1936 roku przez Ellisa (4).

Z czasem jednakze pewnych przypadkéw nie udato sie zaklasyfiko-
waé do klasycznych form zespotéw Huntera i Hurler a okre$lenie gar-
goylizm stato sie zbyt szerokie i nieadekwatne (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11).

W obecnej chwili powszechnie przyjmuje sie podany w tabeli 1 po-
dziat mukopolisacharydoz na siedem grup. Szes$¢ z nich obejmuje muko-
polisacharydozy sklasyfikowane przez Kusicka, siédma, (MPS) opisana
pézniej charakteryzuje sie brakiem (3-glukuronidazy.

Wykryta w 1971 roku przez Sprangera (12) chondroitynosulfatyduria
byé moze poszerzy liste mukopolisacharydoz. Przekazywanie mukopoli-
sacharydoz typu III—IV odbywa sie w sposéb autosomalno recesywny,
przekazywanie za$ mukopolisacharydoz typu Il réwniez w sposéb rece-
sywny lecz zwigzany z chromosomem X. Charakterystyczng cechg wszyst-
kich mukopolisacharydoz jest zwiekszone w pordéwnaniu z normg wyda-
lanie z moczem kwasnych mukopolisacharydéw, jak réwniez gromadzenie
sie ich w wielu tkankach jak nerki, gruczoty limfatyczne, zastawki ser-
cowe, $ledziona, watroba, nadnercza, chrzgstka, rogéwka i centralny uktad
nerwowy.

Brante jako pierwszy w 1952 roku (6) wykazat, ze metachromazja,
stwierdzona w tkankach chorych jest wynikiem gromadzenia sie muko-
polisacharydow oraz stwierdzit, iz 10% masy ich watroby stanowig mu-
kopolisacharydy zawierajagce 27°/0 heksozoaminy, 26°/0 kwaséw urono-
wych i 3,9% siarki. W przypadku zespotu Hurler i Huntera oraz Scheie,
stwierdzono wydalanie z moczem i gromadzenie w tkankach siarczanu
dermatanu i siarczanu heparanu; W przypadku zespotu Sanfilippo siar-
czanu heparanu, a w przypadkach zespotdw Morguio i Maroteaux-Lamy
odpowiednio siarczanu keratanu i siarczanu dermatanu (13, 2). W przy-
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Typ

1 Pflaunder-Hurler

Il Hunter

111 Sanfilippo

IV Morauio

V Scheie

VI Maroteaux-Lamy

VIl Obnizonej aktyw-
nosci j3-glukuroni-
dazy

MUKOPOLISACHARYDOZY

Klasyfikacja mukopolisacharydoz

Symptomy

Typowe zmiany wyrazu twarzy
(gargoylne), zmetnienie rogoéwki,
uposledzenie umystowe

Niewielkie zmiany wyrazu twarzy,
brak zmetnienia rogéwki, niedo-
rozwéj umystowy wczesny

Niewielkie zmiany wyrazu twarzy,
zmetnienie rogéwki, niedorozwdj
umystowy wczesny

Duze zmiany w ukfadzie kostnym,
brak zmetnienia rogéwki, intelekt
normalny

tagodne zmiany w uktadzie ko-
stnym, zmetnienie rogéwki, nie-
dorozwo¢j umystowy tagodny

Zmiany w uktadzie kostnym, zmet-
nienie rogéwki, intelekt normalny

Duze zmiany w uktadzie kostnym,
zmetnienie rogéwki, niedorozwdj
umystowy

Sposéb
dziedziczenia

autosomalno-
-recesywny

X-recesywny

autosomalno-
-recesywny

autosomalno-
recesywny

autosomalny-
recesywny

autosomalny-
recesywny

autosomalny-
recesywny

19

Tabela 1

Mukopolisacharydy
nieprawidtowo
metabolizowane

Siarczan dermatanu
Siarczan heparytyny

Siarczan dermatu
Siarczan heparytyny

Siarczan heparytyny

Keratosiarczan

Siarczan dermatanu
Siarczan heparytyny

Siarczan dermatanu

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

padku mukopolisacharydozy VII, stwierdzono nadmierne wydalanie chon-
droityno 4- i 6-siarczanéw (14) oraz nadmierne gromadzenie niezdegra-
dowanego siarczanu dermatanu (15). Glikozoaminoglikany akumulowane
i wydalane z ustroju w roznych typach mukopolisacharydoz wykazujg
zmieniong strukture chemiczng. Chorzy z zespotem Huntera i Hurler wy-
dalajg z moczem siarczan dermatanu (16, 17) bogatszy w grupy siarcza-
nowe, oraz jak wskazujg niektorzy autorzy wydalajg réwniez dwusiar-
czanowany dwucukier (18).

Z badan (19) nad produktami degradacji znakowanego 35 04siarczanu
dermatanu z fibroblastow osobnikdéw z zespotem Huntera wynika, ze siar-
czanowana jest grupa hydroksylowa kwasu iduronowego a wydalanym
zwigzkiem jest IdUA—(—S04 — GalNAc—(—S04.

Z moczu osobnikéw z zespotem Hurler (20) wyosobniono réwniez dwie
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frakcje siarczanu heparytyny, jedna z frakcji wykazywata wysoki stopien
N-acetylacji i niskg zawarto$¢ siarczanu, druga frakcja wykazywata nis-
ka N-acetylacje i wysoki stopien usiarczanowania.

Podobne frakcje siarczanu heparytyny wyosobniono réwniez z moczu
osobnikdw z zespotem Sanfilippo (21, 22). Poza tym wykazano, ze siarczan
heparytyny (23) z watroby, $ledziony i moczu oséb z zespotem Sanfilippo
i Hurler jest heterogenny, o masie czasteczkowej ponizej 5500, podczas gdy
wielocukier wyosobniony z aort ma mase czasteczkowg w granicach 24 000
do 29 000. Siarczan dermatanu wyosobniony z moczu osobnikéw z zespotem
Hurler jest rowniez niskopolimeryczng formg (24) podczas gdy wyosobnio-
ny z fibroblastéw wykazuje normalny cigzar czgsteczkowy.

Badania histochemiczne szeregu tkanek chorych wykazujg hypertrofie
i przetadowanie lizosoméw kwasnymi mukopolisacharydami jak rowniez
lipidami. W zaleznosci od typu schorzenia stwierdza sie obecno$¢ réznych
form wakuoli okreslanych przez Van Hoof i Hers a jako A, Bi C
(25). Wakuole A zawierajg materiat granularny i pozostatoSci matrix cia-
tek gestych; wystepuja gtdwnie w narzagdach migzszowych i leukocytach.
W zespole Morquio i Maroteaux-Lamy wystepuja gtéwnie w komadrkach
Kupffera i makrofagach. Wakuole C zawierajg materiat granularny a tak-
ze wykazujg strukture lamelarng; wystepuja w komorkach watroby i w
fibroblastach. Wzmozona akumulacja w tkankach i wydalanie z moczem
kwasnych mukopolisacharydéw moze by¢ wynikiem defektu na drodze
biosyntezy lub tez degradacji.

Whnikliwa analiza ilosci frakcji glikolipidéw, glikoproteidow oraz muko-
polisacharyddw dokonana przez Clause’a i wsp. (30) pozwolita na usu-
niecie wniosku, iz defekt metaboliczny lezacy u podstaw mukopolisacha-
rydoz mozna ttumaczy¢ brakiem (3-galaktozoaminidazy. W tym samym roku
Van Hooff i Hers (25a) wykazali obnizong aktywno$¢ tego enzymu
w tkankach chorych. Brak (3-galaktozoaminidazy okazat sie jednak niespe-
cyficzny, wspolny dla kilku form mukopolisacharydoz (2). Wprowadzenie
do badan na szeroka skale hodowli fibroblastow skéry przyczynito sie do
poznania w ostatnich latach czynnikow swoistych, odpowiedzialnych za
zaburzenia metabolizmu glikozoaminoglikanéw w tych schorzeniach. D a-
nes i Bearn (31, 32) wykazali po raz pierwszy, ze hodowane in vitro
fibroblasty skory osobnikéw z zespotem Hurler i Huntera wykazujg podob-
ng akumulacje glikozoaminoglikanow jak tkanki tychze osobnikéw. Z ba-
dan Matalon i Dorfman (24, 26) oraz Schafer i wsp. (27) wy-
nikato, ze inkorporacja I 04 do glikozoaminoglikanow w hodowlach tkan-
kowych fibroblastéw, wyprowadzonych ze skory oséb chorych, jest pod-
wyzszona w zespotach Hurler, niemniej jednak pdézniejsze badania Fr a -
tantoni i wsp. (28, 29) nad wigczaniem znakowanego 304 do kultur
fibroblastéw w zespotach Hurler wskazywata na zaburzenia w degradacji
glikozoaminoglikanow.

Nieco pOzniejsze spostrzezenie Fratantoniego i wsp. (28, 33), iz
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metabolizm mukopolisacharydéw ulega normalizacji po potgczeniu hodowli
osobnikéw z zespotem Huntera i Hurler, jest poczatkiem szeroko stosowa-
nej w diagnostyce mukopolisacharydoz techniki cross correction i przy-
czynito sie do poznania specyficznych czynnikéw korekcyjnych. Szereg z
nich to zidentyfikowane w obecnej chwili enzymy. Techniki tej jednakze
nie mozna stosowa¢ w przypadku zespotu Morguio, poniewaz fibroblasty
nie syntetyzuja siarczanu keratanu.

Proces sukcesywnej degradacji siarczanu dermatanu, gtéwnego niepra-
widtowo metabolizowanego mukopolisacharydu, wymaga wspoétudziatu sze-
regu enzymow. Przyjmujac za Fransonem i Rodenem (34), ze
siarczan dermatanu jest hybrydem zawierajgcym zaréwno kwas idurono-
wy jak i kwas glukuronowy, degradacje jego (nie zachowujgc kolejnosci)
przedstawiono na rycinie 1 (str. 17).

Wiekszos¢ badan nad charakterystyka i izolacja czynnikow korekcyj-
nych przeprowadzit zespét badawczy z Bethesda (Neufeld i wsp.)—
zrédtem enzymdw byt gtoéwnie mocz ludzki.

Przyjmujac za jednostke korekcyjnag te ilos¢, ktéra wywotuje potowe
maksymalnej korekcji, 1 mg biatka,moczu posiada 40 jednostek korekcyj-
nych dla zespotu Huntera, tyfez samo dla zespotu Sanfilippo A i B, 5 jed-
nostek dla zespotu Hurler i 1 jednostke dla zespotu Maroteaux-Lamy (35).
Z nieopublikowanych danych wynika réwniez, ze tozysko ludzkie jest bo-
gatym zrodtem czynnikéw korekcyjnych (Di Ferrante i wsp.).

Masy czasteczkowe czynnikdéw korekcyjnych wyizolowanych z moczu
chorych wynoszg w przypadku zespotu Huntera, 65 000 (36), w przypadku
zespotu Sanfilippo A i B odpowiednio 186 000 i 171 000 (37), a w przypad-
ku zespotéw Hurler oraz Maroteaux-Lamy odpowiednio 87 000 i 72 000
(35). Preparat arylosulfatazy B z tkanki tozyska ludzkiego (38) o najwyz-
szej aktywnosci korekcyjnej dla zespotu Maroteaux-Lamy wykazuje mase
czasteczkowg 60 000.

Wyosobnione i czesciowo oczyszczone czynniki korekcyjne przyspiesza-
jg degradacje akumulowanych w fibroblastach mukopolisacharyddw, co
objawia sie: wzrostem ilosci produktow degradacji, znikaniem dodawa-
nych mukopolisacharydéw, zmiang chemicznych witasciwosci produktéw
degradacji przez co stajg sie one zblizone w budowie do wydalanych w
stanach fizjologicznych (35).

Dos$wiadczenia ze znakowanymi I O04mukopolisacharydami otrzyma-
nymi z fibroblastow chorych wykazaty, ze w przypadku zespotu Sanfilippo
A pod wptywem czynnika korekcyjnego nastepuje uwalnianie znakowa-
nego siarczanu, co wskazywato, ze czynnik ten jest specyficzng sulfohy-
drolazg (39). W obecnej chwili wiadomo, ze czynnik korekcyjny w przy-
padku zespotu Sanfilippo A jest sulfaminidazg odszczepiajgcg grupe siar-
czanowg z wigzania sulfaminowego w siarczanie heparanu (40). Enzym
ten zostat wyizolowany z takich zrddet, jak: tkanka limfatyczna (41),
maézg, watroba, ptuca, nerki, skora, $ledziona (42, 43). Optimum aktywnosci
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enzymu przypada w pH 5.0, punkt izoelektryczny w pH 4.7. O braku
aktywnosci sulfaminidazy w zespole Sanfilippo doniesli w 1967 roku
Knecht iwsp. (20).

W przypadku zespotu Huntera dodanie czynnika korekcyjnego do zna-
kowanych glikozoaminoglikanéw wyizolowanych z fibroblastow nie wy-
wotato uwalniania siarczanu (bardzo minimalne). Niemniej jednak czyn-
nik ten dziatat jako specyficzna sulfohydrolaza, hydrolizujgca ester siar-
czanowy kwasu iduronowego (Tim p le i wsp., 44). W doswiadczeniach
z 4-0-a-L-sulfoiduronylo-D-sulfoanhydromannozg jako substratem stwier-
dzono, ze ulegat on hydrolizie z uwolnieniem nieorganicznego siarczanu
dopiero po dodaniu a-L-iduronidazy (40% hydrolizy) (19, 45). Specyficzng
sulfohydrolazg okazat sie rowniez czynnik korekcyjny wyizolowany z mo-
czu o0séb z tzw. zespotem Morauio, a jest nig glukozoamino-6-sulfohydro-
laza (46, 47).

Z analizy produktéw degradacji siarczanu dermatanu wyizolowanego
z fibroblastow z zespotu Maroteaux-Lamy, O’Brien i wsp. (48, 49) wno-
szg, ze enzym, ktérego brak jest specyficzng N-acetylogalaktozoamino-4-
-sulfatazg. W zespole tym wykazano obnizong aktywnos$¢ arylosulfatazy B
(50, 51, 52, 53) a dodanie wysokooczyszczonego preparatu arylosulfata-
zy B do hodowli tkankowych fibroblastow znosi defekt metaboliczny (54,
55). Z ostatnich doniesien wydaje sie wynika¢, ze arylosulfataza B uwal-
nia réwniez siarczan z UDP-galaktozoaminosiarczanu (56), jak réwniez
w obecnosci dodatkowego czynnika biatkowego z oktasacharydu uzyska-
nego poprzez degradacje siarczanu dermatanu (55), co potwierdza przy-
puszczenia Matalon i wsp. (49).

Czynnikami korekcyjnymi w zespotach Hurler i Scheie okazata sie
a-L-iduronidaza (33, 34, 45, 47); w zespole Sanfilippo B N-acetylo-a-D-glu-
kozoaminidaza (48, 58, 59, 60).

W mukopolisacharydozie VIl obnizona jest aktywnos$¢ (3-D-glukuroni-
dazy (14, 15, 61, 62, 63). Zestawienie znanych brakéw enzymatycznych
przedstawia tabela 2.

W obecnej chwili prowadzi sie badania celem stwierdzenia, czy defekty
genetyczne w mukopolisacharydozach sg wynikiem braku molekut biatko-
wych, czy tez enzymy wystepujag w zmodyfikowanej formie; nie wyklucza
sie rowniez obecnosci inhibitoréw lub braku aktywatoréw.

Wiadomo na przyktad, ze warunkiem wykorzystania egzogennego N-
-acetylo-a-heksozoaminidazy jest obecno$¢ w czasteczce enzymu odpowied-
niego markera weglowodanowego, umozliwiajagcego rozpoznanie enzymu
przez btone i zatrzymanie w obrebie lizosomow (64).

Doktadne poznanie mechanizmu defektéw genetycznych pozwoli na
witasciwy wybdr metody terapeutycznej.

Terapia enzymatyczna zapoczatkowana w 1964 roku przez Baud-
huin (65), w leczeniu zespotu Pompe, jakkolwiek nieefektywna w pierw-
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szej wersji, zostata z pozytywnym skutkiem przeprowadzona przez Hug
i Schubert (66) wtym samym schorzeniu.

Pozytywne efekty w leczeniu zespotu Huntera i Sanfilippo B, uzyskali
Di Ferrante iwsp. (67, 68)oraz Knudson iwsp. (69) przez infuzje
surowicy krwi, frakcji y-globulin lub tez leukocytow.

Tabela 2
Klasyfikacja enzymologiczna mukopolisacharydoz
Typ Nazwa enzymu Skrotowa nazwa typu
I Pflaunder-Hurler a-L-iduronidaza | MPS IH
.I"\;mé.c.r.l.eie a-L-iduronidaza MPS IS
Il Hunter severe 2-S|arczan0-sulfohydrolaza MPS  11A
kwasu a-L-iduropyranosylurowego
Il Hunter mild 2-siarczano 'sulfohydrolaza MPS Il B
kwasu a-L-iduropyranosylurowego
11 Sanfilippo A heparytynosiarczano-N-sulfamino MPS 111 A
sulfohydrolaza
111 Sanfilippo B N-acetyl-a-D-glukozoaminidaza MPS 111 B
IV Morquio heksozoamino-6-siarczano sulfohydrolaza MPS IV
VI Maroteaux-Lamy
severe heksozoamino-4-siarczano sulfohydrolaza MPS VI A
VI Maroteaux-Lamy heksozoamino-4-siarczano sulfohydrolaza MPS VI B
mild (arylosulfataza R)
VII , B-D-glukuronidaza MPS VII

Preparaty enzymatyczne, zwfaszcza w formie ,encapsulowanej” bedg
niewatpliwie efektywniejszymi srodkami terapii.

W pewnych przypadkach, pozytywne efekty, trwate efekty, uzyskiwane
bedg przez stosowang w leczeniu sfingolipidoz, allotransplantacje nerki
(70, 71, 72) lub transplantacje skéry.

Metodg przysztosci w leczeniu choréb genetycznie uwarunkowanych
bedzie prawdopodobnie wprowadzenie molekut DNA poprzez transdukcje
wirusowg. Za pierwszg udang prébe w tym kierunku mozna uzna¢ prace
Merill i wsp. (73) nad wigczaniem genomu faga do fibroblastéw z gene-
tycznie uwarunkowanym brakiem a-D-galaktozo-l-fosfourydylo-transfe-
razy.

Artykut nadszedt 28.2.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 9.6.1975
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TOMASZ GOLASZEWSKI *

Kinaza tymidynowa
Thymidine Kinase

Kinaza tymidynowa (5'-fosfotransferaza ATP:tymidyna, E. C. 2.7.1.
75 *>) — zgodnie z opinig wyrazong niedawno przez Kornberga (1)—
wyréznia sie sposrdéd kinaz nukleozydowych powszechnoscia wystepo-
wania oraz rolg, jakg przypisuje sie temu enzymowi w metabolizmie pre-
kursorow 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 Kkinaza
dezoksycytydynowa (E. C. 2.7.1.74) sg stosunkowo mniej zbadane.

Kinaza tymidynowa katalizuje reakcje ufosforylowania tymidyny do
kwasu tymidylowego (dTMP) w ,szlaku odzyskiwania” tymidyny (ang.
salvage pathway, franc, voie de récupération). Szlak ten stanowi uzupet-
nienie gtéwnej drogi syntezy dTMP w komarce przy udziale tzw. syntetazy
tymidylanowej (metylenotransferaza metylenotetrahydrofolian: dezoksy-
urydyno-5'-monofosforan *%*)), ktory to enzym katalizuje reakcje prze-
ksztatcania dezoksyurydynomonofosforanu w dTMP. Proces syntezy dTMP
z dUMP okre$la sie umownie szlakiem syntezy dTMP de novo. O obu szla-
kach syntezy dTMP bedzie jeszcze mowa w dalszym ciggu artykutu (por.
tez Schemat 1).

Kluczowe znaczenie kinazy tymidynowej w metabolizmie prekurso-
row DNA wynika miedzy innymi z faktu, ze jest ona pierwszym enzymem
w zespole trzech kinaz (por. rozdz. 1V), przy udziale ktérych powstaje
dTTP — swoisty, a zarazem bezpos$redni substrat polimerazy DNA. Szcze-

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa

Wykaz skrotow stosowanych: XMP, XDP i XTP — mono-, dwu- i tréjfosforany
rybonukleozydéw; dXMP, dXDP i dXTP — mono-, dwu- i tréjfosforany dezoksy-
rybonukleozydéw; X — zasady wystepujace w kwasach nukleinowych.

** uprzednio: E. C. 2.7.1.21; por. Comp. Biochem., (1973) 13.

*+ tymczasowa pozycja katalogowa: E. C. 2.1.1.b; por. artykut dotyczacy kinazy
tymidylanowej L. K. Smitha i R E Ekaina, (1975), Arch. Biochem. Biophys.,
167, 61—71.
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golnie wazng role — jak mozna sadzi¢ — spetnia kinaza tymidynowa w
uktadach zawierajgcych podang z zewnatrz (egzogeniczng) tymidyne zna-
kowana.

Kinaze tymidynowg zaliczono do enzymow syntetyzujagcych DNA (3).
Ze wzgledu na swoje wiasciwosci kinaza ta stanowi enzym modelowy w
badaniach regulacji aktywnosci biatek enzymatycznych wprzegnietych w
metabolizm kwasoéw dezoksyrybonukleinowych (4) i w badaniach ekspresji
genow w réznych stanach metabolicznych komorki (por. rozdz. IV). Po-
nadto badania kinazy tymidynowej przyczynity sie znacznie do poznania
rozmieszczenia genéw w ludzkim garniturze chromosomowym (por. rozdz.

1).

I. Wystepowanie i zmiany aktywnosci kinazy tymidynowej

W latach pieédziesigtych Kornberg iwsp. (5 6) stwierdzili, ze wig-
czanie znakowanej tymidyny do DNA zachodzi przy udziale zespotu en-
zymow katalizujgcych reakcje ufosforylowania tego prekursora do dTTP.
Enzym przeksztatcajagcy tymidyne w dTMP — nazwany kinazg tymidy-
nowg — wykryto po raz pierwszy w regenerujacej watrobie szczura (7).
W latach 1959—1975 ustalono, ze aktywno$¢ kinazy tymidynowej w roz-
nych uktadach biologicznych zmienia sie rownolegle ze zmianami nateze-
nia syntezy DNA i w wielu przypadkach — ze zmianami natezenia po-
dziatébw komorkowych.

I-1. Watroba szczura

Bollum i Potter (7) stwierdzili, iz w regenerujacej watrobie
szczura — w okresie miedzy 18 i 72 godzing po dokonaniu cze$ciowej hepa-
tektomii — kinaza tymidynowa wykazuje podwyzszong aktywno$¢ wiasci-

wa; najwyzszy poziom enzymu stwierdzono w okresie intensywnej synte-
zy DNA, tzn. w czasie miedzy 24 i 30 godzing po operacji. Obserwacje te
potwierdzono nastepnie w innych pracowniach (8—15).

W watrobie normalnej kinaza tymidynowa wykazuje niska aktywnos$¢
wiasciwg (14— 17). Okazato sie jednak, ze aktywno$¢ enzymu podnosi sie
prawie 50-krotnie — osiggajgc poziom stwierdzany w watrobie regeneru-
jacej — pod wplywem blizej nie zidentyfikowanego czynnika biatkowego
zawartego w wyciggach z bakterii Clostridium perfringens (16), a takze
w obecnosci fosfolipazy C (13). Mozna wiec sgdzi¢, ze w narzgdzie mitotycz-
nie nieaktywnym wystepuje utajona (latentna) forma enzymu.

W watrobie embrionalnej aktywnos$¢ kinazy tymidynowej jest wzgled-
nie wysoka. W miare rozwoju zarodkowego narzadu aktywnos$é enzymu
stopniowo obniza sig, rGwnolegle ze spadkiem natezenia syntezy DNA (17).
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Dane poréwnawcze na temat wzglednej aktywnosci kinazy tymidynowej w
watrobie embrionalnej i postnatalnej szczura zestawiono w tabeli 1. Temat
ten bedzie jeszcze omawiany w rozdziale IV.

Tabela 1

Zmiany aktywnosci wihasciwej kinazy tymidynowej cytosolu w czasie rozwoju wa-
troby szczura (17)

Stadium rozwojowe Aktywno$¢ enzymu
szczura wyrazona w %

Ptod

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 15

dorosty 0,8

1-2. Tkanki nieaktywne mitotycznie

Podobnie jak w normalnej watrobie rowniez i w innych tkankach nie-
aktywnych mitotycznie, jak na przyktad w ptucach, miesniach szkieleto-
wych, w sercu i w nerkach, poziom kinazy tymidynowej jest niski (14, 15).

1-3. Komorki i tkanki szybko dzielagcych sie

Procz komoérek narzadow embrionalnych (17) wysoka aktywnos$¢ kinazy
tymidynowej wykazuje szpik kostny (14) oraz komérki nowotworowe (18—
20). Dane na ten temat zestawiono w tabeli 2

1-4. Nerka szczura w stanie przerostu wyréwnawczego (hipertrofii kompensacyjnej)

W nerce szczura pozostawionej w organizmie po jednostronnej nefrek-
tomii stwierdzono niemal trzykrotne podwyzszenie poziomu kinazy tymi-
dynowej drugiego dnia po operacji, a wiec w okresie wzmozonej syntezy
DNA (21, 22).

1-5. Cykl podziatlowy komoérek

Poziom kinazy tymidynowej ulega zmianom w toku cyklu podziatowe-
go we komdrkach eukariotycznych réznego pochodzenia. Aktywno$¢ enzy-
mu zwieksza sie pod koniec okresu miedzypodziatowego (interfazy) i osig-
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ga szczyt w fazie S, czyli w okresie syntezy DNA (23—39). Na rycinie 1
uwidoczniono dla przyktadu zmiany aktywnosci kinazy tymidynowej i na-
tezenie syntezy DNA w poszczeg6lnych fazach cyklu podziatowego komo-
rek linii L (38).

Tabela 2

Aktywno$¢ kinazy tymidynowej w réznym materiale biologicznym (15, 69, 89)

Materiat badany Aktywnos¢ kinazy tymigynowej anoéniki
(nmole dTMP/mg biatka) literaturowe
tkanki szczura:
normalna watroba 0,08
watroba regenerujaca
(24 godz. po operacji) 5,76
nerka 0,10
szpik kostny 13,70
nowotwory:
miesak Yoshidy 37,00
rak puchlinowy Ehrlicha 11,20 15
bakteria Bacillus subti/is:
komoérki wegetatywne 10,90
zarodniki 0,10 89
jezowiec
Paracentrotus lividus:
zygota 2,00
30,00 69

zarodek 40-godzinny

Mozna przyja¢, ze w fazie S kinaza tymidynowa ma najkorzystniejsze
warunki dziatania (40). W tej fazie cyklu dTTP, silny inhibitor enzymu
dziatajacy na zasadzie hamowania zwrotnego (41, 41a), ulega szybkiemu

1
]
do ONA

S
lymigyny

]
S

Wiaczanie %1
(liezba Zliczer x 100/ min.)

Aklywnosé enzymy

7 2 <
2 4 & & 102 14 H 1B 20 2 %
Cz0s, godzny

Ryc. 1. Zmiany aktywnos$ci kinazy tymidynowej i intensywnosci wiaczania tyminy
do DNA jadrowego w zsynchronizowanej hodowli komoérek linii L (38).

Aktywnos$¢ cytosolowej kinazy tymidynowej wyrazono w pmolach dTMP w przeliczeniu na

godzine i jednostke absorpcji mierzonej ‘przy dtugosci fali 280nm. M, i M2—kolejne podziaty

mitotyczne; G,, G2 S —fazy okresu miedzypodziatowego. Strzatkami zaznaczono poczatek i ko-
niec. faz; --—--—--—-- Q----------- aktywno$¢ kinazy tymidynowej, --------- X -mmmmmmmeee wigczanie znakowanej

. faz;
tymidyny do DNA.
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zuzyciu w syntezie DNA, a rdwnocze$nie zwieksza sie iloS¢ biatka enzy-
matycznego i ulega stabilizacji informacyjny RNA kodujacy kinaze tymi-
dynowg (10, 42).

W ielokrotnie obserwowano, ze zarbwno w obecnosci inhibitoréw trans-
lacji (takich, jak puromycyna i cykloheksoimid), jak tez inhibitorow trans-
krypcji (aktynomycyna) aktywnos$¢ kinazy tymidynowej obniza sie i w
ciggu cyklu komérkowego nie podlega charakterystycznym zmianom (25,
25, 28, 37, 38). Stabilnos¢ czasteczek enzymu jest podobna we wszystkich
fazach cyklu (4). Mozna stad wnosi¢, ze zmiany aktywnos$ci kinazy obser-
wowane w czasie cyklu podziatlowego komodrek nie wynikaja ze zmian w
strukturze czasteczek tego enzymu. Fakty te mogg Swiadczy¢, ze kinaza
tymidynowa jest syntetyzowana de novo, a szybko$¢ syntezy enzymu w

czasie cyklu podziatowego znajduje sie pod kontrola genomu komorki
(por. rozdz. Il i IV).

1-6. Komorki zakazone wirusami zawierajacymi DNA

Znaczny wzrost aktywnosci kinazy tymidynowej obserwuje sie w ko-
morkach po zakazeniu ich wirusami zawierajgcymi DNA (3, 43—57). Wraz
ze wzrostem aktywnos$ci tego enzymu nastepuje uaktywnienie polimerazy
DNA (57). Zbiezno$¢ ta moze Swiadczy¢, iz kinaza tymidynowa jest wprze-
gnieta w mechanizm(y) uruchamiania procesu replikacji kwasu dezoksy-
rybonukleinowego w zainfekowanych komorkach. Na rycinie 2 przedsta-

22
8
/4 |

10 +

Aklywnosc wzgledna enzymy

Vi I =M 1 1
& 16 2% g2
Godziny po zakezeniu wirusem polioma

Ryc. 2. Wzrost aktywnosci kinazy tymidynowej w komérkach nerki myszy po zaka-
zeniu wirusem polioma (46).

-------- 0--------——--aktywno$¢ kinazy tymidynowej w komoérkach niezakazonych; ---------¢ —ecoeeeeeen
aktywnos$¢ kinazy tymidynowej po infekcji komdérek wirusem polioma.
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wiono graficznie wzrost poziomu kinazy tymidynowej w komdrkach my-
szy zakazonych wirusem polioma (46).

Aktywnos$¢ kinazy tymidynowej badano w zmutowanych komorkach
linii LM zakazonych wirusami zawierajagcymi DNA (44, 56). Mutacja, pro-
wadzgca do redukcji, wzglednie zaniku cytosolowej kinazy tymidynowej,
ujawnia sie w warunkach dtugotrwatej, 90 tygodniowej, hodowli komérek
w obecnosci 5-bromodezoksyurydyny. Zwigzek ten, podobnie jak tymidy-
na, moze by¢ substratem kinazy tymidynowej. Po ufosforylowaniu do nu-
kleozydotréjfosforanu ulega on wbudowaniu przede wszystkim do DNA
jadrowego; w wyniku inkorporacji tego analoga zmienia sie struktura
DNA i wiekszo$¢ komorek ginie. Przy zyciu pozostajg jedynie te komoérki,
ktére w wyniku mutacji utracity przewazajgca czes¢ aktywnosci cytoso-
lowej kinazy tymidynowej i statly sie niezdolne do wigczania 5-bromo-
dezoksyurydyny do jadrowego DNA. Komorki te zachowujg jednak mito-
chondrialng kinaze tymidynowag (por. rozdz. Il). Oznacza sie je symbolem
TK~. Po zakazeniu komorek linii LM(TK~) wirusami zawierajagcymi DNA
aktywnos¢ kinazy tymidynowej w cytosolu wzrasta kilkakrotnie (44). W
wyniku infekcji wirusowej moze rozpocza¢ sie wzmozona ekspresja ge-
néw kodujacych kinaze w komdrce, badZz tez moze nastapi¢ aktywacja
odpowiednich genow wirusa. Tak na przyktad wiadomo, iz komérki ludz-
kie zakazone adenowirusem wykazujg liczne uszkodzenia w strukturze
chromosomow, miedzy innymi w chromosomie zawierajacym geny kodu-
jace Kinaze tymidynowg (por. rozdz. 1-10.). W zwigzku z tym wysunieto
przypuszczenie, ze wzrost aktywnosci enzymu po zakazeniu wirusowym
jest rezultatem rozluznienia struktury tego chromosomu przez atakujacy
wirus (47—49).

Po wniknieciu wirusa opryszczki (Herpes simplex) do komoérek myszy
LM (TK~) CI ID w cytosolu ujawnia swojg aktywnosé kinaza tymidyno-
wa kodowana prawdopodobnie przez genom wirusa (50—53). Enzym po-
wstajacy po infekcji ma inne witasciwos$ci niz kinaza obecna w komarkach
niezakazonych. Enzym komorek niezakazonych jest mniej trwatly ter-
micznie (42, 45, 46), charakteryzuje sie wiekszg ruchliwoscig elektrofore-
tyczng (51) i odmiennymi wiasciwosciami immunologicznymi (50) niz ki-
naza obecna w komodrkach zainfekowanych, ktéra prawdopodobnie wyste-
puje w formie zagregowanej. Nie wyklucza sie, ze czasteczki kinazy tymi-
dynowej wystepujagce w komoérkach embrionalnych nerki cztowieka i mat-
py ulegaja agregacji po wniknieciu wirusa (51). Zagregowane formy kina-
zy tymidynowej wykryto tez w komorkach nowotworowych (por. rozdz.
V).

Wydaje sie, ze kinaza tymidynowga powstajgca w komorkach zakazo-
nych onkogennym wirusem SV 40 decyduje w pewnym stopniu o rozwoju
nowotworu. Po naswietleniu zakazonych komdrek promieniami nadfiotko-
wymi stwierdzono obnizong aktywno$¢ kinazy w tych komorkach i zau-
wazono, ze stajg sie one mniej ztoSliwe (54). Szersze omoOwienie zjawiska
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wzmozonej aktywnosci kinazy tymidynowej w komodrkach zakazonych
wirusami DNA mozna znaleZz¢ w licznych pracach dosSwiadczalnych i prze-
gladowych (1, 3, 19, 56, 57).

1-7. Tkanki poddane dziataniu hormonéw

Wkroétce po wprowadzeniu bydlecego hormonu wzrostowego do orga-
nizmu szczura pozbawionego uprzednio przysadki moézgowej stwierdzono
znaczne podwyzszenie aktywnosci kinazy tymidynowej w tkance ttuszczo-
wej nadjadrzy. Efektu tego nie obserwowano, jesli zwierzeciu wstrzyknie-
to jednocze$nie hormon kortyzonowy obnizajagcy szybko$¢ proliferacji
komérek (58). Znaczny wzrost aktywnosci kinazy tymidynowej i syntezy
DNA obserwowano w gruczole nadnerczy $winki morskiej po wstrzyknie-
ciu zwierzetom hormonu adrenokortykotropowego. Enzym pojawiajacy
sie pod wptywem hormonu okazat sie bardziej labilny niz kinaza tymidy-
nowa obecna w analogicznych komoérkach zwierzat kontrolnych (59, 60).

1-8. Komérki hodowane w pozywkach wzbogaconych

Ponad 100-krotny wzrost aktywnos$ci kinazy tymidynowej obserwo-
wano w komorkach embrion6w myszy przeniesionych z pozywki ubozszej
zywieniowo do pozywki wzbogaconej. Komorki te, hodowane w pozywce
zawierajacej 0,5°/o surowicy krwi, przestaja byé zdolne do syntezy DNA
i charakteryzujg sie niskg aktywnoscig kinazy tymidynowej; po dodaniu
do pozywki 10% surowicy ten stan spoczynku metabolicznego komérek
zostaje przerwany, czego wyrazem jest miedzy innymi wzrost poziomu
kinazy tymidynowej (61).

1-9. Limfocyty pobudzone substancjami mitogennymi

Wzrost aktywnosci kinazy tymidynowej i natezenia syntezy DNA ob-
serwowano w limfocytach ludzkich, na ktére podziatano fitohemoagluty-
ning (62) i w limfocytach wyizolowanych ze $ledziony myszy potrakto-
wanych konkanawaling A (42). Obie wymienione substancje pobudzajg ak-
tywno$¢ mitotyczng komarek.

1-10. Hybrydy komérkowe

Dzieki badaniom aktywnos$ci kinazy tymidynowej w hybrydach ko-
morkowych udato sie po raz pierwszy zlokalizowa¢ geny o znanej funkcji
w okre$lonym chromosomie ludzkim i pozna¢ zjawisko przemieszczania
sie (translokacji) odcinkéw chromosomu ludzkiego zawierajacego geny ko-
dujgce kinaze do chromosomu myszy. Do badan uzyto hybrydy powstale

3 Postepy Biochemii
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przez zespolenie somatycznych komérek ludzkich zawierajacych cytoso-
lowg kinaze tymidynowa i komorek myszy zmutowanych bromodezoksy-
urydyng, pozbawionych tego enzymu (por. wyzej). Stwierdzono, ze hybry-
dy zawierajace cytosolowg kinaze tymidynowa wykazujg obecnos$¢ ludz-
kiego chromosomu nr 17, wzglednie diuzszego ramienia tego chromo-
somu; przeciwnie, hybrydy komorkowe wykazujgce delecje chromoso-
mu nr 17 nie zawierajg jednocze$nie kinazy tymidynowej (47—49,
63—65).

Na uwage zastugujg badania Kita i wsp. (66) dotyczace aktywnosci
kinazy tymidynowej w tzw. heterokarionach; sg to dwujadrzaste hybrydy
utworzone z komorek LM(TK_) myszy i erytrocytow kurczecia. Mimo ze
oba rodzaje komérek nie zawierajg cytosolowej kinazy tymidynowej, jadra
powstatych heterokarion6w staja sie zdolne do wilaczania znakowanej ty-
midyny do DNA. Obserwacja ta Swiadczy, ze po fuzji komorek, w hetero-
karionach pojawia sie cytosolowg kinaza tymidynowa; stwierdzono, ze jest
to enzym kurczecia (por. rozdz. 111.).

I-1l. Komorki rozwijajacych sie organizmoéw zwierzecych

Poziom kinazy tymidynowej zmienia si¢ znacznie w komorkach jezow-
cow, ptazow i owaddéw w zaleznosci od stadium rozwojowego. W niezaptod-
nionych komdrkach jajowych jezowca (Hemieentrotus pulcherrimus) (67)
i ropuchy zwyczajnej (Bufo bufo) (68) stwierdzono wysoka aktywnos$c
enzymu. Bezpos$rednio po zaptodnieniu, w zygotach, aktywno$¢ ta ulega
obnizeniu (67, 68). W okresie bruzdkowania aktywno$¢ kinazy zmienia
sie cyklicznie podczas kolejnych podziatbw komérkowych. W zarodkach
jezowca Paracentrotus lividus aktywno$¢ kinazy znacznie wzmaga sie w
stadium blastuli (Tabela 2). Wydaje sie, ze wiasnie wowczas wazng role
zaczyna odgrywac ,,szlak odzyskiwania” tymidyny (69, 69a) i ze dostepnos¢
dTMP jest czynnikiem regulujgcym natezenie syntezy DNA w zarodku
(70). Zwrocono uwage na Scistg zbieznosé miedzy wysokg aktywnoscia Ki-
nazy tymidynowej i duza intensywnos$cig podziatéw komorkowych w za-
rodkach ropuchy w stadium blastuli. Po rozpoczeciu sie gastrulacji i w
stadium neuruli, gdy aktywno$¢ podzialowa komorek ulega obnizeniu,
jednoczes$nie nastepuje spadek aktywnosci enzymu (68).

Scistg zalezno$é miedzy zmianami aktywnosci kinazy tymidynowej
i natezenia syntezy DNA obserwowano réwniez w rozwoju osobniczym
owadow. Stwierdzono, ze w komorkach nabtonka diapauzujgcych larw
jedwabnika debowego (Antheraea pernyi), charakteryzujacych sie stanem
spoczynku metabolicznego, aktywnos$é kinazy tymidynowej jest niewielka.
Wkrétce po zakonczeniu diapauzy, gdy przy udziale ekdysonu rozpoczyna
sie synteza DNA, zaobserwowano 20-krotny wzrost aktywnos$ci kinazy
tymidynowej (71). Podobng zalezno$é stwierdzono w komorkach rosngcych
gruczotdw przednych jedwabnika morwowego (Bombyx mori) w kon-
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cowym stadium rozwojowym (72). Osiggngwszy dojrzatos¢ fizjologiczna,
komorki tego gruczotu stajg sie zdolne do syntezy biatek jedwabiu; nie
syntetyzujg wowczas DNA, a aktywnos$¢ kinazy tymidynowej w tych ko-
morkach zanika (73).

W przeciwienstwie do zacytowanych obserwacji (podrozdziaty 1-1.—
1-11.) dotyczacych dodatniej zaleznosSci miedzy natezeniem syntezy DNA
i poziomem kinazy tymidynowej, w rozwijajgcym sie zarodku kurczecia
aktywnos$¢ tego enzymu jest wzglednie stata i niska, mimo duzego nate-
zenia podziatbw komorkowych i replikacji DNA. Wydaje sie, iz w tym
przypadku ,droga odzyskiwania” tymidyny nie odgrywa powazniejszej
roli, a waznego znaczenia nabiera proces syntezy de novo dTMP. Sugero-
wano, ze w czasie rozwoju zarodka kurczecia synteze DNA reguluje reak-
cja ufosforylowania dTDP przy udziale kinazy tymidylanowej (74).

1-12. Komorki kietkujgcych roslin wyzszych

W dojrzatych, nie poddanych uprzednio napecznianiu nasionach psze-
nicy, kukurydzy (75—77), orzeszka ziemnego (78) i w zarodkach zyta (79)
nie stwierdza sie obecnosci aktywnej kinazy tymidynowej. Aktywnos¢
enzymu pojawia sie w ro$linach dopiero po rozpoczeciu kietkowania. W
lisciach zyta aktywno$¢ kinazy tymidynowej wykryto nie tylko w cyto-
solu, lecz réowniez w plastydach i mitochondriach (79, 80). Pojawianie sie
aktywnosci kinazy w tych organellach zachodzi réwnolegle z inicjacja
procesu wigczania znakowanej tymidyny do DNA pozajadrowego (81, 82).

W kietkach pszenicy i kukurydzy aktywna czasteczka kinazy tymidy-
nowej sklada sie z dwéch podjednostek: P i T. Obie podjednostki charak-
teryzujg sie podobnymi masami czasteczkowymi (okoto 60 000), lecz wy-
kazujg zarazem odmiennag ruchliwosé elektroforetyczng i wytracaja sie
przy réznych stezeniach siarczanu amonu. Podjednostka T jest bardziej
stabilna niz podjednostka P; ta ostatnia wystepuje w roslinie juz we
wczesnym okresie kietkowania, jednakze pozostaje nieaktywna az do
momentu zespolenia sie z podjednostkg T. W komoérkach korzenia kuku-
rydzy aktywna forma enzymu pojawia sie po 36 godzinach kietkowania
(76, 77).

W pozniejszych badaniach sugerowano, ze obie podjednostki sg od-
miennymi enzymami: nieswoista nukleozydofosfotransferaza i ATP-aza
(83, 84). Sugestie te zostaty nastepnie poddane krytyce (por. rozdz. IV.).

1-13. Komérki glonow

Kinaze tymidynowg wykryto w komoérkach glonu Chlorella (28, 29),
Chlamydomonas (patrz rozdz. IV.) i ostatnio — w piesze glonu wapien-
nego (Acetabularia). W tym ostatnim przypadku zaobserwowano, ze Ki-
naza tymidynowa, wystepujagca gtownie w chloroplastach i mitochon-
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driach, zmienia swojg aktywno$¢ w czasie réznicowania plechy osiggajac
najwyzszy poziom w okresie wyksztatcania sie ,organoidu” generatyw-
nego, a mianowicie kapelusza (85, 86).

1-14. Komoérki bakteryjne

Istniejg liczne dane dotyczace bakteryjnych kinaz tymidynowych.
W pracowni Kornberga stwierdzono, ze w komorkach pateczki okrez-
nicy (Escherichia coli) pozostajacych w wyktadniczej fazie wzrostu, aktyw-
no$¢ wiasciwa kinazy jest potorakrotnie wyzsza w poréwnaniu z ak-
tywnoscia enzymu wykrywang w komodrkach znajdujagcych sie w fazie
stacjonarnej (87). Kinaze tymidynowa E. coli oczyszczono w znacznym
stopniu (okoto 1200 razy) i zbadano niektére jej wiasciwosci. Tak na
przyktad stwierdzono, ze substratem tej kinazy, précz tymidyny, moga
by¢ réwniez pochodne dezoksyurydyny zawierajgce atom chlorowca (bro-
mu, jodu, fluoru i chloru) dotgczonego do 5 atomu wegla. Okazato sie
ponadto, ze dawcg grupy fosforanowej w reakcji ufosforylowania tymi-
dyny moze byé nie tylko ATP, lecz réwniez dGTP. Silnym inhibitorem
kinazy tymidynowej jest dTTP (87), ktéry wptywa na zmiane konformacji
czgsteczek enzymu bakteryjnego (88, 88a).

Badano rowniez kinaze tymidynowag w komodrkach Bacillus subtilis.
Zaobserwowano, iz wkrétce po rozpoczeciu kietkowania zarodnikow bak-
teryjnych, aktywnos$é kinazy wzrasta ponad stukrotnie (Tabela 2), a wzrost
ten rozpoczyna sie jednoczesnie z inicjacjg syntezy DNA (89).

Wsrod bakteryjnych kinaz tymidynowych na specjalng uwage zastu-
guje enzym komorek Bacillus stearothermophilus. Kinaza tymidynowg
tych bakterii charakteryzuje sie duza odpornos$cig cieplng: nie zmienia
aktywnosci po 60 minutowej inkubacji w temperaturze 75°C przy pH 7,6.
Cecha ta odroznia ten enzym od innych kinaz tymidynowych. Kinaza
B. stearothermophilus sktada sie z kilku podjednostek polipeptydowych
(por. Tabela 7) potgczonych mostkami dwusiarczkowymi (90).

W komorkach bakteryjnych (87, 89), podobnie jak w wiekszosci orga-
nizméw eukariotycznych, poziom aktywnosci kinazy tymidynowej jest
ScieSle zwiazany z aktywnoscia replikacyjng i podziatowa. W tabeli 3 ze-
stawiono wszystkie dotychczas poznane procesy biologiczne, w toku kt6-
rych uwidacznia sie ta zaleznosc.

Il. Wewngtrzkomdrkowe rozmieszczenie kinazy tymidynowej

W komérkach eukariotycznych przewazajgca cze$¢ aktywnosci kinazy
tymidynowej wystepuje zwykle w supernatancie pozostajgcym po od-
wirowaniu rybosomoéw cytoplazmatycznych, czyli w cytosolu. Z tego
wzgledu wiekszo$¢ badan dotyczyta cytosolowych kinaz tymidynowych.
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Jednakze, jak juz wspomniano (rozdz. 1-6; 1-12.), obecnie znane sg row-
niez kinazy pozacytosolowe.

Badania nad rozmieszczeniem kinazy tymidynowej w poszczegOlnych
strukturach podkomérkowych rozpoczeto w roku 1968. Stwierdzono
wowczas, ze w regenerujacej watrobie szczura (por. rozdz. 1-6.), précz
enzymu cytosolowego, kinaza tymidynowa wystepuje rowniez we frakcji
jadrowej, mitochondrialnej, a takze w lisosomach i mikrosomach. Zauwa-
zono, ze w okresie miedzy 16 i 46 godzing po dokonaniu czeSciowej hepa-
tektomii wzgledna aktywno$é enzymu w poszczegdlnych frakcjach pod-
komorkowych ulega wyraznym zmianom. Po 16 godzinach od operacji
enzym cytosolowy stanowi okoto 40°/0 ogé6lnej aktywnos$ci kinazy w ko-
mdrce, enzym jadrowy — okoto 20%, a kinaza mitochondrialna — okoto
15°/0; natomiast po 46 godzinach cytosolowa kinaza tymidynowa sta-
nowi 70% aktywnos$ci ogdélnej, enzym jadrowy — 10%, a enzym mito-
chondrialny — zaledwie 1% (11).

Podobne zmiany w aktywnosci kinazy tymidynowej zaobserwowano
takze w komorkach gruczotu nadnerczy $winki morskiej poddanej dzia-

Tabcla 3

Wzrost aktywnosci kinazy tymidynowej w powigzaniu ze wzmozong syntezg DNA

Proces biologiczny Odnosniki literaturowe

1, 7—14, 102, 108, 128;*)
20, 21;

23-40

3, 43—48, 50—57, 115, 116;

Regeneracja watroby szczura

Przerost wyréwnawczy nerki szczura

Faza S w cyklu komdérkowym

Zakazenie komérek wirusami DNA

Pobudzenie metabolizmu komérek myszy przez zmiane

pozywki 61;
Pobudzenie hormonalne komdrek in vivo:
hormonem wzrostowym przysadki 58;
hormonem adrenokortykotropowym 60,
Pobudzenie limfocytéw mitogenami:
fitohemoaglutyning 62;
konkanawaling A 42;
Powstawanie hybrydéw komdrkowych 66,94 a-e;
Rozwdj larw owadzich 71—73;
Rozwéj zarodkéw jezowcow 67, 69;
Rozwdj oocytéw ropuchy, wyksztalcanie komdrek jajowych 124,
Rozwdj zarodkéw ropuchy zwyczajnej 68;

Embriogeneza narzadéw
Procesy nowotworowe

17, 114—116, 127,
15, 18, 20, 54, 114;

Morfogeneza plechy glonu Aeetabularia 85, 86;
Kietkowanie zygoty glonu Chlamydomonas 122;
Kietkowanie nasion i zarodkéw roslin wyzszych 75—80;
Namnazanie komoérek bakteryjnych 87, 88;
Kietkowanie zarodnikéw bakteryjnych 89;

*) pierwsze doniesienie o rytmie dobowym aktywnosci kinazy tymidynowej i natezenia syntezy DNA w regeneru-

jacej watrobie szczura.
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taniu hormonu adrenokortykotropowego (por. rozdz. 1-7.)- Podczas gdy
w komorkach nadnerczy zwierzat kontrolnych nie traktowanych hormo-
nem, 80°0 catkowitej aktywno$ci enzymu wykryto w mitochondriach,
to w komérkach nadnerczy zwierzat poddanych dziataniu hormonu okoto
70°/o aktywnos$ci kinazy stwierdzono w cytosolu. Uzyskane wyniki thu-
maczono zmianami zachodzgcymi pod wptywem hormonu w btonach mi-
tochondrialnych. Kinaza tymidynowa wystepuje w mitochondriach w for-
mie zespolonej z btonami tej organelli; swiadczy o tym zjawisko uwalnia-
nia sie enzymu pod wptywem detergentu Triton X-100 (60). Dziatanie
hormonu adrenokortykotropowego doprowadza do uwalniania sie cza-
steczek enzymu z bton mitochondrialnych; jednocze$nie moze zwiekszac
sie przepuszczalno$é tych bton, dzieki czemu kinaza mitochondrialna ma
moznos$¢ przenikania do cytosolu.

Badania poréwnawcze kinazy tymidynowej wykrytej w mitochon-
driach i w cytosolu komérek watroby myszy wykazaty, ze oba enzymy
sg odmiennymi biatkami. Charakteryzujg sie one odmienng stabilnoscig
cieplng i réznymi wartosciami statej Michaelisa Km tymidyny. Kinaza
mitochondrialna okazata sie bardziej odporna na hamujacy wptyw puro-
mycyny niz enzym cytosolowy. Zauwazono jednoczes$nie, ze jezeli myszy
poddaje sie gtodzeniu przez 16 godzin, to aktywnos$é kinazy cytosolowej
zanika, natomiast aktywno$¢ enzymu mitochondrialnego pozostaje bez
zmian. W przeciwieAstwie do kinazy cytosolowej, enzym mitochondrialny
wykazuje jednakowg aktywnos$¢ w ciggu catego cyklu podziatowego ko-
morek (por. rozdz. 1-5). Moze to by¢ wskazéwka, ze istniejg niezalezne
mechanizmy regulacji aktywno$ci kazdej z kinaz tymidynowych obecnych
w komaérkach watroby myszy (91).

Jak juz podkreslono w rozdziale 1-6., komdrki myszy LM(TK-) zmu-
towane pod wptywem bromodezoksyurydyny charakteryzujg sie brakiem
cytosolowej kinazy tymidynowej. Blisko 100°/0 aktywnos$ci enzymu tych
komérek wykrywa sie w mitochondriach (92, 93). Natomiast w niezmu-
towanych komédrkach LA 9, w mitochondriach wykryto zaledwie I°/o ak-
tywnosci catkowitej tego enzymu, w jadrach — 3°0, a w cytosolu —
96°/0 (92).

Szczegbtowe badania poréwnawcze nad wiasciwosciami kinazy mito-
chondrialnej i cytosolowej w r6znych komoérkach i w hybrydach komér-
kowych (por. rozdz. 1-10.) przeprowadzili K it i wsp. (94a, b, c, d, e).
W komorkach HeLa linii Bu 25 zmutowanych pod wplywem bromodezo-
ksyurydyny, mitochondrialna kinaza tymidynowa stanowi 95°/0 aktyw-
nosci catkowitej. Kinaza ta wykazuje mniejszg swoisto$¢ wzgledem zrédia
grup fosforanowych niz enzym cytosolowy; przyjmujac za 100°/0 aktyw-
no$¢ przejawiang w obecnosSci ATP, przy uzyciu UTP jako dawcy grup
fosforanowych kinaza mitochondrialna zachowuje 80°/0 aktywnos$ci, a en-
zym cytosolowy — zaledwie 4% (94 a). W komoérkach tych aktywnosc
wiasciwa mitochondrialnej kinazy jest 25-krotnie wyzsza od aktyw-
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nosci wiasciwej enzymu cytosolowego. Przeciwnie, w komoérkach Hela
linii S 3, z ktorej wywodzg sie komorki Bu 25, aktywnos¢ witasciwa en-
zymu cytosolowego jest 7-krotnie wyzsza niz aktywno$¢ enzymu mito-
chondrialnego. Masa czasteczkowa kinazy mitochondrialnej w obu typach
komérek jest zblizona (70 000—74 000), a zarazem rézna od masy Cz3-
steczkowej enzymu cytosolowego komorek S 3 (wynoszacej 86 000). Wy-
izolowana z tych komérek mitochondrialna kinaza tymidynowa rozdziela
sie elektroforetycznie na 3 frakcje biatkowe (94 a). Odmiennymi wi#asci-
wosciami cechuja sie réwniez cytosolowa kinaza komérek macierzystych
mKS—A i mitochondrialna kinaza zmutowanych bromodezoksyurydyng
komdrek mKS (Bu 100) nerki myszy (94 b). Mitochondrialne kinazy ty-
midynowe wykryte w embrionalnych komoérkach ptuca ludzkiego (trans-
formowanych wirusem SV 40) linii WI 38 Val3A, w komdrkach nerki zie-
lonej matpy afrykanskiej CV-1 oraz w komodrkach myszy rdznig sie od
kinaz cytosolowych wzgledng ruchliwoscig elektroforetyczng. Analiza
elektroforetyczna kinaz tymidynowych wydzielonych z hybrydéw ko-
moérkowych powstatych z somatycznych komorek cztowieka i myszy oraz
z somatycznych komdrek matpy i myszy wykazata, ze mitochondria tych
hybrydow zawierajg swoistg kinaze mitochondrialng myszy, lecz nie za-
wierajg specyficznych enzymow mitochondrialnych komérek matpy
wzglednie komorek ludzkich. Jednocze$nie w hybrydach komérek ludz-
kich i komérek myszy wykryto kinaze, ktéra swojg ruchliwoscig elek-
troforetyczng przypomina cytosolowg kinaze ludzka, a w hybrydach ko-
morek matpy i myszy obserwowano enzym podobny do kinazy cytoso-
lowej matpy (94 c).

W pracowni Kita (94 d) badano niedawno fizykochemiczne witas-
ciwosci kinaz tymidynowych wykrytych w hybrydach uzyskanych z ko-
morek zarodkéw kurczecia (zawierajgcych cytosolowg kinaze tymidynowg
okreslong mianem enzymu F i mitochondrialng kinaze oznaczong jako
kinaza A) i komorek myszy LM(TK-) zawierajacych jedynie kinaze mi-
tochondrialng. Stwierdzono, ze w hybrydach tych wystepuje jedynie Ki-
naza F kurczecia (94 d). Przytoczone wyniki (94 b — 94 d) moga Swiad-
czyé, ze kinaza cytosolowa i kinaza mitochondrialna sg kodowane przez
inne zespoly gendéw i ze w hybrydach komodrkowych ekspresji ulegajg
tylko niektore z tych genéw.

Kinazy tymidynowe wystepujace w mitochondriach komoérek ssakow
wykazujg istotne réznice aktywnosci witasciwej (95). Dane poréwnawcze
na ten temat zestawiono w tabeli 4. Kinazy mitochondrialne biorg prawdo-
podobnie udziat w syntezie dTMP niezbednego w replikacji DNA mito-
chondrialnego, kinazy cytosolowe natomiast sg wprzegniete w synteze
DNA jadrowego. Swiadcza o tym na przyktad obserwacje, ze w zmuto-
wanych komdrkach zawierajgcych jedynie kinaze mitochondrialng zacho-
dzi uprzywilejowane wiaczanie znakowanej tymidyny do DNA mitochon-
drialnego (92, 93, 96—99).
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Rozmieszczenie kinazy tymidynowej w komadrkach ros$linnych jest,
jak dotychczas, mato poznane. Wiadomo, ze w komoérkach glonu Aceta-
bularia okoto 80°/0 og6lnej aktywnosci enzymu wystepuje we frakcji
podkomérkowej obejmujacej chloroplasty i mitochondria (85). Enzym ten
powstaje przy udziale organellowych rybosoméw o statej sedymentacji
70S (86).

Tabela 4

Aktywno$¢ kinazy tymidynowej w mitochondriach
niektérych komdrek (95)

Aktywno$¢ enzymu

Komorki
(pmole dTMP/mg biatka)
LA 9 300
LM(TK-) 160
LD 120
LD(TK-) 80
KB 1400
3T3(TK™) 320
SV 3 TS 950
watroba myszy 90

(TK~) oznacza brak, lub znaczng redukcje cytosolowej kinazy tymi-
dynowej w danych komérkach (por. rozdz. 1.6.).

Mitochondria drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) nie sg zdolne do
wigczania znakowanej tymidyny do DNA in vitro i. nie zawierajg kinazy
tymidynowej, jednakze moga one wigcza¢ dTDP i dTTP (100). Szersza
dyskusje na temat wykorzystywania prekursoréw tyminowych w pro-
cesie replikacji DNA i jego naprawy mozna znalez¢ miedzy innymi w ar-
tykule Harrisa (101).

Dotychczas nie wiadomo, czy cytosolowa kinaza tymidynowa i enzym
wykryty we frakcji jagdrowej w niektorych komorkach sg odmiennymi
biatkami. Sugerowano, iz wigzanie si¢ cytosolowej kinazy tymidynowej
z btong jadrowg jest wyrazem dziatania mechanizmu regulujgcego aktyw-
no$¢ enzymu (35, 91). Tak na przykiad stwierdzono, ze w fibroblastach
myszy (linia komoérek L 929) przewazajgca cze$¢ aktywnosci enzymu wy-
stepuje we frakcji jadrowej; w fazie S cyklu komodrkowego, w jadrach
wykryto az 90°0o catkowitej aktywnosci kinazy obecnej w fibroblastach
(40). Dane na temat rozmieszczenia aktywnos$ci kinazy tymidynowej
w roznych komorkach zestawiono w tabeli 5.

Na oddzielng uwage zastuguja dane dotyczace komplekséw wieloenzy-
matycznych zawierajgcych, miedzy innymi, kinaze tymidynowga cytosolu
komérek aktywnych mitotycznie (regenerujgcej watroby szczura). W kom-
pleksach tych, précz kinazy tymidynowej, wykryto inne enzymy wprzeg-
niete w anabolizm DNA, takie jak: polimeraza Il DNA, reduktaza rybo-
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nukleozydodwufosforanow i dezaminaza dCMP (por. rozdz. IV. i Sche-
mat 1). Wymienione enzymy sg zespolone z btonami gtadkimi i dajg sie
odwirowaé z supernatantu porybosomowego (przy 78 000 g w ciggu 15—
20 godzin) w postaci czagstek o Srednicy 85—120 A. Kompleksy te sg tak
trwate, ze nie ulegaja rozpadowi ani pod wptywem soli, ani tez w obec-
nosci detergentow uszkadzajacych strukture bton. Moga to by¢ kompleksy
replikacyjne biorgce udziat w syntezie DNA, poréwnywalne z komplek-
sami translacyjnymi — rybosomami (1, 102, 104).

Tabela 5
Wewnatrzkomoérkowe rozmieszczenie aktywnosci kinazy tymidynowej
% aktywnosci enzymu w catej
Komérki badane komorce anos’;niki
literaturowe
jadro mitochondria cytosol
LA 9 3 1 96 92
L 929*> ok. 85 12 40
LM(TK-) — ok. 100 — 92,97
LM(TK-) CI ID — ok. 100 — 93
HelLa S 3 — 3 97 9 a
HeLa Bu 25 — ok. 95 4 94 a, e
Wil 38 3 3 94 94
Limfocyty ludzkie**) 10 — ok. 90 62
Regenerujaca watroba szczura:
po 16 godz. 20 16 42
po 24 godz. 7 0,5 60
po 46 godz. 12 12 70 n
Watroba myszy C-3 H — 50 50 92
Nadnercze swinki morskiej:
po ACTH***) 30 70
kontrolne — 80 20 60
Watroba ptodu ludzkiego 0,1 6 92 114
Piecha glonu Acetabularia ok. 80+) 86

*) w fazie S cyklu komérkowego; ** 24—60 godz. po pobudzeniu hemaglutyning;
***) hormon adrenokortykotropowy wstrzykiwano zwierzeciu 2 dni przed wycieciem gruczotu nadnerczy; +) tacznie
z chloroplastami.

Nie wiadomo, czy w okre§lonych stanach metabolicznych komorki, na
przyktad przed rozpoczeciem syntezy DNA jadrowego w fazie S, wielo-
enzymatyczne kompleksy replikacyjne wnikajg do jadra komorkowego.
Stwierdzono jednak, ze polimeraza Il DNA, bedgca sktadnikiem kom-
pleksow replikacyjnych, wystepuje woéwczas w jadrze (1). Cytosolowa Ki-
naza tymidynowa, wykrywana rowniez w tych kompleksach, by¢ moze
oddziatywuje zaréwno w jadrze, jak i w cytosolu.
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I1l. Regulacja aktywnos$ci kinazy tymidynowej

Jak wynika z danych przytoczonych w rozdziale |, aktywno$¢ kinazy
tymidynowej w réznych komorkach wzrasta w okresie wzmozonej syn-
tezy DNA i nasilonych podziatéw komérkowych (Tabela 3). Jednakze
znane sg rowniez przypadki, w ktdrych aktywno$¢ enzymu zwieksza sie
wraz z obnizeniem szybko$ci podziatdw komorkowych i zmniejszeniem
natezenia replikacji DNA. Zjawisko to daje sie wywotaé sztucznie w obec-
nosci ametopteryny lub hydroksymocznika.

Ametopteryna jest aminoanalogiem kwasu foliowego (kwas 4-amino-
-NIOmetylopteroiloglutaminowy) i blokuje aktywno$¢ reduktazy dwu-
hydrofolianowej (oksyreduktaza tetrahydrofolian: NADP, E.C. 15.1.3).
Reduktaza ta umozliwia powstanie tetrahydrofolianu, waznego interme-
diatu w syntezie de novo dTMP z dezoksyurydynomonofosforanu (por.
rozdz. IV.). W obecnosci ametopteryny nastepuje w komorce zabloko-
wanie gtdwnej drogi syntezy dTMP i nabiera znaczenia ,szlak odzyski-
wania” tymidyny; aktywno$¢ kinazy tymidynowej wydatnie wzrasta,
dzieki czemu ograniczona przez ametopteryne pula dTMP zwieksza sie
i w konsekwencji moze ulec wznowieniu synteza DNA (105, 106). Mozna
stgd wnosi¢, iz poziom kinazy tymidynowej w komédrce jest w pewnym
stopniu regulowany poprzez zmiany stezenia prekursoréw tyminowych.
Zwiekszong aktywnos$¢ kinazy tymidynowej pod wplywem ametopteryny
zaobserwowano w komorkach HelLa (107), w fibroblastach chomika (39)
oraz w komdrkach Changa (105).

Hydroksymocznik jest silnym inhibitorem syntezy DNA. Dziatanie
tego zwiagzku polega najprawdopodobniej na blokowaniu aktywnosci ry-
bonukleozydodwufosfororeduktaz regulujacych wielko$¢ puli dezoksy-
rybonukleozydéw w komorce (por. rozdz. 1V.). W obecnosci hydroksy-
mocznika, podobnie jak pod wptywem ametopteryny, nabiera znaczenia
»5zlak odzyskiwania” tymidyny. Zjawisko takie obserwowano w komor-
kach Changa (106), komoérkach KB (4), w komdrce Sluzowca Physarum
polycephalum (27) i w tkankach gorczycy biatej (32). /

Niedawno stwierdzono, ze przerwanie syntezy kinazy tymidynowej
w komédrkach KB wkraczajgcych w faze podzialowg jest spowodowane
przez zablokowanie aktywnos$ci mRNA kodujacego to biatko enzymatycz-
ne. Blok potranskrypcyjny jest wywotany prawdopodobnie przez cza-
steczki represora bhiatkowego; zauwazono bowiem, ze ustanie syntezy en-
zymu poprzedzone jest synteza RNA, ktéry, by¢ moze, jest informacyj-
nym kwasem rybonukleinowym odpowiedzialnym za synteze repre-
sora (4).

Pewne Swiatto na mechanizmy regulujagce aktywno$¢ kinazy tymidy-
nowej rzucajg badania nad trwatoSciag mMRNA kodujgcego ten enzym. Pot-
okres rozpadu (t#/2) mRNA cytosolowej kinazy tymidynowej jest rozny
w roznych komorkach. Tak na przyktad t12 kinazy mRNA w komdr-
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kach regenerujacej watroby szczura wynosi 7,5 godziny, a w komérkach
watroby normalnej — tylko 3 godziny (10, 108). Czasteczki mRNA kodu-
jacego cytosolowg kinaze w limfocytach $ledziony myszy ulegajg stabili-
zacji po pobudzeniu metabolicznym tych komdrek konkanawaling A (42).
Wydaje sie, iz w komdrkach aktywnych mitotycznie stabilizacja mRNA
kodujacego kinaze tymidynowgq zachodzi przy udziale substancji unie-
czynniajacej katabolizm czasteczek tego RNA (10, 12). Dzieki temu w
szybko dzielgcych sie komdrkach utrzymuje sie wyzszy poziom kinazy
niz w komérkach stabo aktywnych mitotycznie. Pewng role moze tu
odgrywac¢ réwniez wieksza stabilno$¢ czgsteczek enzymu w komdrkach
szybko dzielagcych sie. Okazato sie bowiem, ze potokres rozpadu kinazy
tymidynowej w normalnej watrobie szczura wynosi 2,6 godziny, a w
watrobie regenerujgcej — 3,7 godziny (108). Przytoczone wartosci wska-
zuja, ze trwatos$¢ czasteczek enzymu oraz czasteczek mRNA kodujgcego
kinaze tymidynowa jest stosunkowo niewielka i oba typy makroczaste-
czek nie moga przetrwaé diuzej niz przez okres jednego cyklu komorko-
wego (10, 11). Zapewne wiec najistotniejszym mechanizmem regulujgcym
aktywnos$¢ kinazy tymidynowej w roznych stanach metabolicznych ko-
madrek jest kontrola genetyczna. Temat ten zostanie omoéwiony w roz-
dziale 1V.

IV. Uwagi koncowe

Kinaza tymidynowa wspoétdziata w komérce z innymi enzymami
wprzegnietymi w proces syntezy prekursoro6w DNA i replikacji polimeru.
Wymienimy tu kinaze tymidytanowg (fosfotransferaza ATP :tymidyno-
fosforan, E.C. 2.7.4.9) syntetyzujacq dTDP oraz kinaze, ktora katalizuje
synteze dTTP (brak oddzielnej pozycji katalogowej). W komorkach wkra-
czajacych w faze szybkich podziatbw mitotycznych obserwowano kolejne
pojawianie enzymoOw: najwczes$niej ujawnia sie aktywno$¢ kinazy tymi-
dynowej, nieco po6zniej — kinazy tymidylanowej i wreszcie — aktywnos$¢
kinazy dTDP (109—111).

Niewyjasniona jest rola biologiczna nieswoistej nukleozydofosfotrans-
ferazy (E.C. 2.7.1.76), ktora katalizuje reakcje ufosforylowania tymidyny
do dTMP; dawcg grupy fosforanowej w reakcji katalizowanej przez nu-
kleozydofosfotransferaze niespecyficzng moze byé AMP (83, 84). Ostatnio
stwierdzono, ze nukleozydofosfotransferaza niespecyficzna wystepujaca
w cytosolu komoérek kurczecia moze wykorzystywaé¢ jako donory grup
fosforanowych takie zwigzki, jak UMP, dCMP, dGMP i dCDP (94 d). Nie
wiadomo, czy dCDP musi by¢ uprzednio przeksztatlcony przez odpowied-
nig fosfataze do nukleozydomonofosforanu (94 d); uprzednio sugerowano,
ze nieswoista nukleozydofosfotransferaza komérek roslinnych wymaga
wspoltdziatania z ATP-azg (83, 84). Wysunieto poglad, iz w komdrkach
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roslin wyzszych wystepuje nukleozydofosfotransferaza, ktora zastepuje
dziatanie kinazy tymidynowej (83, 84); niedawno wykazano jednak, ze
wiekszo$¢ dotychczas badanych roslin wyzszych zawiera kinaze tymidy-
nowa, a jedynie bulwy ziemniaka wykazujg obecno$¢ nieswoistej nukleo-
zydofosfotransferazy, jako gtéwnego enzymu katalizujacego reakcje ufos-
forylowania tymidyny (112).

Nukleotydaza hydrolizujgca dTMP (E.C. 3.1.3.35) dziata antagonistycz-
nie w stosunku do kinazy tymidynowej. Zaobserwowano, ze w regeneru-
jacej watrobie szczura aktywnos$¢ tej nukleotydazy wzrasta réwnolegle
ze wzrostem poziomu kinazy tymidynowej (15); roéwnoczesne dziatanie
obu enzymdw reguluje, by¢ moze, pule dTMP w komérce (11, 15).

Wazne znaczenie w metabolizmie prekursorow DNA ma wspo6tdzia-
tanie kinazy tymidynowej z innymi enzymami wprzegnietymi w synteze
dTMP. Nalezy tu wymieni¢ tzw. syntetaze tymidylanowga (por. Wstep)
przeksztatcajaca dUMP w dTMP (2), reduktaze dihydrofoliowag (por.
rozdz. I11.), dezaminaze dCMP (aminohydrolaza: dCMP, E.C. 3.5.4.12) syn-
tetyzujacg dUMP oraz rybonukleozydodwufosforeduktazy (por. Sche-
mat 1). Wielokrotnie obserwowano, iz wzrostowi aktywnos$ci kinazy ty-
midynowej w komodrkach towarzyszy zwiekszenie poziomu niektorych
sposrod wymienionych tu enzymow, jak tez polimerazy DNA (1, 4, 15,
29, 46, 67, 102, 109). Niektore z nich — jak wspomniano w rozdziale I1.—
wystepujg we wspolnym kompleksie replikacyjnym (102— 104).

W badaniach nad reduktazami rybonukleozydodwufosforanéw w ko-
mdrkach guza Novikoffa zwrécono uwage, iz redukcja ADP i GDP do
odpowiednich dezoksyrybukleozydéw zalezy od obecnosci w uktadzie
odpowiednio duzej puli dTTP; zwigzek ten wplywa wiec regulujagco na
stezenie innych prekursorow DNA (113).

Stezenie komdrkowe dTTP i dCTP wywiera wpltyw na aktywnosé
kinazy tymidynowej; dTTP jest silnym inhibitorem enzymu (40, 41, 87,
88, 114). W komdrkach bakterii E. coli zarowno dTTP, jak tez dCTP sa
efektorami regulujacymi allosterycznie aktywno$é kinazy tymidyno-
wej (88).

W komorkach watroby ptodu ludzkiego i watroby dojrzatej (postna-
talnej) wystepuja odmienne formy kinazy tymidynowej, ktore réznig sie
wieloma wiasciwosciami (Tabela 6). Wykazujg one, miedzy innymi, rézng
odporno$¢ na hamujacy wptyw dCTP. Zwigzek ten, w stezeniu ImM, ha-
muje znacznie kinaze tymidynowa z komoérek watroby dojrzetej, nato-
miast nie wywiera istotnego wptywu na aktywno$¢ kinazy wystepu-
jacej w watrobie ptodowej, a takze z komdrek nowotworowych; zwig-
zek ten, w tym samym stezeniu, stymuluje zarazem aktywno$¢ dezami-
nazy dCMP — enzymu syntetyzujacego dTMP de novo (por. Schemat 1).
W komorkach szybko dzielagcych sie przebiegajg wiec najprawdopodob-
niej obie drogi syntezy dTMP: ,szlak odzyskiwania” tymidyny z udzia-
tem kinazy tymidynowej i synteza dTMP de novo; zjawisko to obser-
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wowano na przyktad w komdrkach ptodowych (115, 116) i w leukocytach
biataczkowych (117). Kinaza tymidynowa zblizona witasciwo$ciami do en-
zymu wystepujacego w komdrkach watroby ptodowej pojawia sie w fi-
broblastach po zakazeniu ich onkogennym wirusem SV 40 (115).

Tabela 6
Pordwnanie wiasciwosci kinazy tymidynowej wystepujacej w ludzkiej watrobie ptodowej
i postnatalnej oraz w komoérkach nowotworowych KB i HeLa (114)
. Watroba Komoérki
Wiasciwosci enzymu
ptodowa postnatalna KB HelLa
Zdolno$¢ wykorzystywania zrodta
grupy PO4' (aktywnos$¢ wyrazona
w %)+>
ATP 100 100
CTP 10 70
UTP n 42
GTP 19 39
Wrazliwo$¢ na hamujacy wpltyw
dCTP*>
(aktywnos$¢ wyrazona w %)
préba kontrolna, bez dCTP 100 100 100 100
proba badana, z 1 mM dCTP 95 33 96 75
Odpornos¢ cieplna
(aktywnos$¢ wyrazona w %)
bez podgrzania preparatu 100 100
po podgrzaniu przez
5 min., 45° (pH 8,0) 50 90
Zakres optymalnego pH 7,0—7,2 70 i 85
Homogennos¢ elektroforetyczng**) 3 frakcje 1 frakcja 3 frakcje
Wzgledna ruchliwo$¢ gtéwna: 10 10
elektroforetyczng frakcji (mm) szybka:22 22 23—26
wolna:0 0

Dane zaczerpnigte z pracy Taylora i wsp. (114).

+) stezenie kornicowe poszczegdélnych nukleozydotréjfosforanéw— 1 mM;

*) w prébie badanej i kontrolnej dawcg grupy fosforanowej by} CTP w stezeniu koficowym 1 mM.

**) elektroforeze preparatéw enzymatycznych prowadzono w 7% zelu poliakrylamidowym, pH 8,6; frakcja gtdwna
enzymu — iloSciowo przewazajaca w watrobie ptodowej i w komérkach nowotworowych charakteryzuje sie $rednia
ruchliwosciag elektroforetyczna.

Tak wiec w komorkach eukariotycznych mozna wyrézni¢ dwie od-
mienne formy kinazy tymidynowej. Jedna z form tego enzymu, jak moz-
na sadzié, jest charakterystyczna dla normalnych komérek ptodowych,
komérek nowotworowych i komorek zakazonych okreSlonymi wirusami
zawierajagcymi DNA. Forma druga kinazy tymidynowej jest charakte-
rystyczna dla komérek zdrowych (tzn. nie nowotworowych) dojrzatych
narzadéw (114—121). Obie formy ré6znig sie masami czasteczkowymi
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i ruchliwos$cig elektroforetyczng (Tabela 6 i 7) oraz odpornosciag cieplna.
Tak na przykiad forma zagregowana (0 masie czgsteczkowej 600 000)
kinazy z guza Walkera, powstajgca w warunkach niskiej sity jonowej
Srodowiska, jest mniej wrazliwa na hamujacy wptyw dTTP i charakte-
ryzuje sie dwukrotnie nizszg statg Michaelisa tymidyny (Km= 3,3 "iM)
niz forma monomeryczna (120). R6znica ta zapewne implikuje wydatniej-
szy przebieg syntezy dTMP przy udziale zagregowanej formy enzymu.

Tabela 7
Masy czasteczkowe kinazy tymidynowej wyizolowanej z réznych komorek
Komoérki Frakcja enzymu Masa czasteczkowa Odno$niki
HelLa S 3 cystosolowa 86 000
mitochondrialna 74 000
HelLa Bu 25 mitochondrialna 70 000 94;
guz Walkera cytosolowa 110 000
600 000%*) 120, 121;
guz Novikoffa cytosolowa 670 000 121;
regenerujaca
watroba szczura cytosolowa 700 000 12;
grasica cieleca cytosolowa 55 000 119;
pateczka okreznicy 42 000
(E. coli) 91 000+) 88;
Bacillus 28 000 90;
stearothermo- 52 000
philus 108 000%)

*) powstaje w $rodowisku o niskiej sile jonowej;
+) dimeryzacja jako wyraz regulacji aktywnosci enzymu pod wptywem dezoksyrybonukleotydéw aktywujacych (dCTP)
i hamujacych (dTTP).

Jakkolwiek $rodowisko wewnetrzne moze wpltywaé na powstawanie
zagregowanych form kinazy tymidynowej, to jednak wyksztatcanie od-
powiednich form czasteczki enzymu znajduje sie przede wszystkim pod
kontrolg genetyczng. Geny kodujgce forme enzymu obecng w komor-
kach ptodowych moga ulegal wiec represji po zakoriczeniu okresu zycia
ptodowego. Wystepowanie za$ podobnej formy enzymu w komorkach no-
wotworowych moze Swiadczy¢ o derepresji tych genéw (114—116).

Ostatnio wysunieto hipoteze, zgodnie z ktérg jest mozliwa wybidrcza
regulacja genow kodujgcych kinaze tymidynowg w poszczeg6lnych frak-
cjach podkomérkowych. Sugerowano mianowicie, ze w komorkach glonu
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Chlamydomonas reinhardtii pozostajagcych w fazie wzrostu wegetatyw-
nego jedynie kinaza tymidynowa chloroplastéw wykazuje aktywnos$¢; za-
chodzi wéwczas uprzywilejowane znakowanie tymidyng chloroplastowego
DNA. W czasie kietkowania zygoty glonu rozpoczyna sie synteza DNA
jadrowego i prawdopodobnie wowczas pojawia sie cytosolowa kinaza ty-
midynowa (122).

Wydaje sie, ze cytosolowa kinaza tymidynowa i kinaza wykrywana
we frakcji jadrowej niektérych komérek (por. Tabela 5) sg biatkami réz-
nigcymi sie stopniem agregacji czasteczek (42). Sugestia ta zostata wy-
sunieta w zwigzku z obserwacjg, ze cytoplazmatyczna polimeraza 11 DNA
(,duza”) i polimeraza DNA wykrywana w jadrze komoérkowym sg for-
mami enzymu mogacymi przeksztatcaC sie jedna w drugg (123).

Cytosolowa kinaza tymidynowa pozostaje pod S$cistg kontrolag gene-
tyczng. Ekspresja gendw kodujacych ten enzym Scisle zalezy od stanu
metabolicznego komorki i wzmaga sie w okresie intensywnej syntezy
DNA jadrowego oraz zwiekszonej aktywnos$ci podziatowej komorki (Ta-
bela 3). Nie nalezy wyklucza¢ mozliwosci, ze regulacja pozacytosolowych
kinaz tymidynowych, takich jak enzym chloroplastéw i kinaza mitochon-
drialna, odbywa sie we wspdizaleznosci z podziatami tych organelli i re-
plikacja zawartego w nich DNA. Liczni autorzy sugerowali, ze cytoso-
lowa kinaza tymidynowa jest wprzegnieta w mechanizm regulujgcy szyb-
kos¢ syntezy DNA jadrowego (16, 42, 72, 124) i decydujacy 0 rozpoczeciu
podziatdw komorkowych (125). Pozacytosolowe kinazy tymidynowe mogtly-
by wiec spetnia¢ podobng role w procesie organellogenezy.

Jak wynika z danych przedstawionych w tym artykule, kinaza tymi-
dynowa moze odgrywaé role wazniejszag niz wynikatoby to z zatozenia
0 udziale tego enzymu jedynie w ,szlaku odzyskiwania” tymidyny (17,
58, 78). Znaczenie tego szlaku, jak pamietamy, staje sie szczeg6lnie wazne
w stanach wzmozonej aktywnos$ci replikacyjnej i podziatlowej komorek,
tkanek oraz narzadéw (14, 67, 78, 105, 124, 126—128).

Artykut nadszedt 17.2.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 24.9.1975
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ALINA GRZELINSKA *

Fitoaleksyny

Fitoalexins

Kazda roslina w toku ontogenezy styka ,sie nieustannie z czynnikami
chorobotworczymi. Mimo jednak tego ciggtego zagrozenia znaczna cze$é
roslin nie ulega chorobom wskutek funkcjonowania specyficznych i nie-
specyficznych mechanizmdw obronnych. Ogélne wiadomos$ci na temat
funkcjonowania tych mechanizmdw w tkankach ros$liny opublikowano na
tamach Postepéw Biochemii juz wczes$niej (1). Przejawem aktywnego
procesu obronnego jest biosynteza substancji wykorzystywanych w walce
z mikroorganizmami patogenicznymi. | chociaz charakter chemiczny tych
substancji jest rozny zaproponowano dla nich wspo6lng nazwe fitoaleksy-
ny.

Produkcja fitoaleksyn zostaje uruchomiona po pokonaniu przez pato-
gen przeciwinwazyjnych barier anatomicznych, fizjologicznych i chemicz-
nych, umownie okreslanych jako odpornos$¢ bierna rosliny. Zwiazki te
powstajg zatem w wyniku bezposredniego kontaktu komaérek rosliny z
mikroorganizmami i jakkolwiek nie zapobiegajg samej infekcji to hamuja
proces generalizacji choroby.

Doniesienia dotyczace mechanizmu biosyntezy i dziatania fitoaleksyn
mimo szerokich badan w tym zakresie sg jeszcze bardzo wycinkowe i skg-
pe. Poglad o powstawaniu w roslinie wskutek kontaktu z mikroorganizma-
mi grzybowymi zwigzkéw dziatajgcych jako fitoaleksyny wysungt M il -
ler (2) jeszcze w latach trzydziestych opierajgc sie na obserwacjach
prowadzonych na ziemniakach porazonych réznymi rasami grzyba Phyto-
phthora infestans. Gtéwne zalozenia sformutowanej przez niego teorii,
ktdra nastepnie przez wiele lat ustepowata miejsca fenolowej teorii odpor-
nosci (3), zostaty juz omoéwione w wielu referatach przegladowych (1, 4, 5).
Zdaniem Miullera wzmozona produkcja fitoaleksyn zachodzi w tkankach
bezposrednio porazonych i w najblizszym ich sasiedztwie. Jest to wiec
. proces typowo lokalny. Jako zwiagzki niespecyficzne fitoaleksyny wykazu-
ja doS¢ szeroki zakres dziatania, a mikroorganizmy ro0znig sie stopniem
wrazliwosci na okreslone fitoaleksyny. Patogenami roslin stajg sie te mi-
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kroorganizmy, ktdére nie sg wrazliwe na wystepujacg w tkankach fitoale-
ksyne i jej stezenie. Mechanizm obronny polegajacy na produkcji fito-
aleksyn jest zasadniczo wspdlny roslinom wrazliwym i odpornym, rdznica
przejawia sie jedynie w szybkosci poinfekcyjnej biosyntezy fitoaleksyn.
W tkankach ros$lin odpornych szybkos¢ ta jest zdecydowanie wieksza i to
warunkuje skuteczng obrone. Zdaniem Cruickshanka (4) szybkos¢
reakcji jest cecha specyficzng roslin zdeterminowang genetycznie.

Omoéwione wyzej zasadnicze postulaty teorii Mullera zachowaly w
og6lnym zarysie swa aktualno$é¢ do dzisiaj, a modyfikacje jakie pojawity
sie ostatnio wynikty z mozliwosci analizy tego procesu na poziomie mole-
kularnym, a takze z rozszerzenia badan na wiele gatunkéw roslin upraw-
nych. Doprowadzito to do stwierdzenia, ze biosynteza fitoaleksyn ma
zwigzek nie tylko z reakcjg nadwrazliwos$ci lecz charakteryzuje takze inne
typy reakcji odpornosciowych (6, 7). Ponadto produkcje fitoaleksyn moga
stymulowaé¢ grzyby (8, 9, 10), bakterie (11, 12), wirusy (13, 14) a nawet
czynniki niemikrobiologiczne (5).

Z chemicznego punktu widzenia wyizolowane dotychczas fotoaleksyny
nie stanowig, jak juz wspomniano wyzej, jednolitej grupy zwiazkéw. Jed-
nakze wszystkie zidentyfikowane chemicznie fitoaleksyny sg zwigzkami
niskoczasteczkowymi, ktore w roslinach zdrowych nie wystepujg wcale
(14, 15) lub wystepujg w ilosciach sladowych (7), po infekcji za$ poziom
ich znacznie wzrasta (16, 17, 7). Zwigzki te powstaja nie tylko w kombina-
cji niezgodnej *, ale takze w wyniku kontaktu roslin wrazliwych z grzy-
bami niepatogenicznymi wobec danego gatunku (12, 18, 19). Zjawisko to
probowano wykorzysta¢ dla uodpornienia roslin wrazliwych w stosunku
do grzybdw patogenicznych. | rzeczywiscie w badaniach nad sojg (19, 20)
i ziemniakiem (21) wykazano, ze ilo$¢ fitoaleksyny wytworzonej po pier-
wotnej inokulacji grzybami ze szczepéw niezjadliwych byta wystarczajgca
aby zahamowac objawy chorobowe po wtérnej inokulacji grzybami zjadli-
wymi.

Wydaje sie zatem, ze nawet w roSlinach catkowicie wrazliwych istnie-
ja potencjalne mozliwosci indukowania uwarunkowanej genetycznie re-
akcji odpornosciowej. Muszg jedynie zaistnie¢ warunki ujawnienia sie
tej mozliwoS$ci przez ekspresje odpowiednich gendw.

Wskazuje to na podobienstwo mechanizmu reakcji odpornosciowej na
choroby infekcyjne w tkankach ro$lin i zwierzat. Poglad taki moze dopro-
wadzi¢ do nieporozumien w genetyce odpornosci, poniewaz jest réwno-
znaczny z tym, ze zar6wno ros$liny odporne, jak i wrazliwe maja geny

* Kombinacja niezgodna — to okreslenie stosowane dla wspdtdziatania zywiciel
odporny — patogen. Kontakt ten jednakze wobec niezgodno$ci genetycznej nie pro-
wadzi do rozwoju choroby. Kombinacja zgodna natomiast obejmuje wspotdziatanie
zywiciel wrazliwy — patogen, przy ktérym wzajemna tolerancja genetyczna umozli-
wia swobodny rozw6j mikroorganizmow.
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odpornosci, a odpornosé¢ czy wrazliwo$é na poszczeg6lne mikroorganizmy
zalezy jedynie od warunkow ekspresji tych genow.

Jezeli przyja¢, ze fitoaleksyny uczestniczg w regulacji wzrostu pato-
genow in vivo to komérkowa odporno$¢ na choroby obejmowataby synteze
fitoaleksyn w sensie jakosciowym oraz zalezno$é miedzy ich poinfekcyj-
nym stezeniem a toksycznos$cig w stosunku do mikroorganizméw (6). | o
ile jako$¢ wytwarzanych fitoaleksyn jest cechg gatunkowg, a szybkos$¢
ich syntezy cechg odmianowg rosliny zywiciela, to stopief toksycznosci
tych zwigzkéw zalezy od cech genetycznych mikroorganizmoéw (22).

I. Fitoaleksyny roslin motylkowych (Papilionaceae)

Nalezy sie spodziewac, ze liczba substancji okre$lonych jako fitoale-
ksyny w przyrodzie jest znaczna. Jednakze dotychczas udato sie je wyi-
zolowaé i zidentyfikowa¢ tylko w nielicznych wypadkach. Najpetniej
obecnie zbadano pod katem produkcji fitoaleksyn rosliny z rodziny mo-
tylkowych (Papilionaceae). Niemal wszystkie fitoaleksyny izolowane po
inokulacji roslin nalezacych do tej rodziny sg zwigzkami aromatycznymi.
Strukturalnie wywodza sie one z uktadu zwanego chromanokumaranem
(1), ktdry moze zawiera¢ rézne podstawniki przy weglu C7, C4 i C5, w za-
leznosci od gatunku rosliny.

1-1. Pizatyna

Najwczesniej bo jeszcze w 1962 roku Perrin i Bottomley (23)
wyizolowali i okreslili strukture fitoaleksyny pojawiajgcej sie po infekcji
grochu przez Monilia fructicola; nazwali jg pizatyng (llI). Pizatyna jest
3-hydroksy-7-metoksy-4'5"-metylenodwuoksychromanokumaranem (23) o
dziataniu stabego antybiotyku i stosunkowo niskiej specyficznosci (24).
Synteze tego zwigzku stymuluja grzyby wielu gatunkéw, nie powstaje on
natomiast w wyniku infekcji bakteryjnej i po zranieniach mechanicznych
(10, 25). Produkcje pizatyny zapoczatkowujg rowniez pewne czynniki nie-
mikrobiologiczne, powodujace specyficzne zmiany konformacji DNA na
odcinkach wiasciwych dla syntezy tego zwigzku (17, 26, 27, 28), jak akty-
nomycyna D, chromomycyna A3 mitomycyna C, nitrozoguanidyna, jony
metali ciezkich oraz promienie UV, przy czym skuteczne sg jedynie niskie
dawki tych czynnikéw. Grzyby patogeniczne wobec grochu sg stosunko-
wo niewrazliwe na te ilosci pizatyny, ktére gromadza sie po infekcji roslin
wrazliwych, podczas gdy poinfekcyjne stezenie pizatyny hamuje rozwdj
grzybow niepatogenicznych (29).

A zatem odpornos¢ roslin grochu wobec patogenéw grzybowych wyni-
ka¢ moze ze zroznicowanej wrazliwosci mikroorganizméw na produko-
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wane przez rosliny poinfekcyjnie zwigzki typu fitoaleksyn lub ze zrdzni-
cowanej zdolnosci mikroorganizmdéw do degradacji pizatyny, a nie z faktu
istnienia odpowiednich genéw odpornosci.

1-2. Fazeolina

Inng fitoaleksyng produkowang przez roS$liny fasoli po infekcji grzy-
bami Monilia fructicola, Rhizoctonia solani i Colletotrichum lindemuthia-
num jest fazeolina (Il1). Strukture tego zwigzku okre$lono jako 7-hydrok-
sy-3',rf-dwumetylochromanokumaran (30, 31). W odréznieniu od pizatyny
synteze fazeoliny stymulujg niektore bakterie i zranienia mechaniczne (6),
wirusy (32), a takze aktynomycyna D (33). Ponadto okazato sie, ze inoku-
lacja ro$lin fasoli réznymi mikroorganizmami zapoczatkowuje obok faze-
oliny synteze wielu innych zwigzkow o charakterze fenolowym (34). Kil-
ka z tych zwigzkéw udato sie juz zidentyfikowaé jako kewiton (IV) (35,
36), fazeolidyne (V) (37, 38) i fazeolinizoflawon (VI) (9, 35, 39, 40). Stosu-
nek iloSciowy tych zwigzkéw po infekcji jest zmienny i zalezy od odmiany
rosliny, rodzaju grzyba i okresu inkubacji (41).

Synteze fazeoliny stymuluje zwigzek peptydowy wyizolowany z Mo-
nilia fructicola, ktéry nazwano monilikuling A (42). Jest to jedyny myko-
antygen, jaki udato sie dotychczas zidentyfikowac.

1-3. Hydroksyfazeolina

Jest to fitoaleksyna soi (VII) wytwarzana po inokulacji r6znymi szcze-
pami grzybow Phytophthora megasperma, Helminthosporium carbonum,
Monilia fructicola i Trichaderma viridiae (43, 44), a takze wirusem ne-
krozy tytoniowej (14) i bakteriami Pseudomonas glycinea (11). Synteze
hydroksyfazeoliny stymulujg takze promienie UV, czemu towarzyszy
zwiekszenie odporno$ci soi na Phytophthora megasperma var. sojae (45).
Zwigzek ten ma dos$¢ silne wiasciwosci fungitoksyczne, a w stezeniu w
jakim gromadzi sie po infekcji hamuje wzrost grzybow w 70—90% (46).

Odpornos¢ roslin soi przejawia sie tym, ze po inokulacji rasg niezgodng
grzyba P. megasperma hydroksyfazeolina gromadzi sie 20—50 razy szyb-
ciej niz po infekcji rasg zgodna, czyli zjadliwg tego grzyba (47—48). Oka-
zato sie takze, iz w kombinacji niezgodnej poziom wytworzonej hydroksy-
fazeoliny przekracza kilkaset razy stezenie hamujace wzrost grzyba (ED5),
podczas gdy w kombinacji zgodnej ilos¢ ta jest rowna wartosci EDS lub
nizsza. Zmiany te sa wynikiem ekspresji jednego z dwéch allolomorficz-
nych genow odpornosci soi.
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1-4. Kwas wieronowy

Sugeruje sie, ze zwiazek ten, ktory z punktu widzenia chemicznego jest
pochodng furanuacetylenu (VIII), stanowi fitoaleksyne bobu produko-
wang po infekcji Botritis cinerea i Botritis fabae (49). Jest on silnie to-
ksyczny w stosunku do mikroorganizmdw niepatogenicznych wobec bobu,
a mniej aktywny wobec B. cinerea (50). Stezenie kwasu wieronowego po
infekcji roslin przez B. fabae wzrasta 400—500 razy. RoOznice w patoge-
nicznosci B. cinerea i B. fabae wobec bobu zalezg od zdolnosci tych grzy-
béw do rozktadu fitoaleksyny; szybkos$¢ degradacji kwasu wieronowego
przez B. fabae jest znacznie wyzsza (51). Strukturalne pokrewienstwo
kwasu wieronowego z jego estrem acetylowym, ktéry jest naturalnym
sktadnikiem rosliny, moze wskazywaé¢, ze infekcja stanowi bodziec od-
blokowujgcy reakcje hydrolizy prowadzacg do powstania tego zwigzku
(52). Cruickshank (53) w badaniach nad bobem porazonym zawiesing
konidiow M. fructicola znalazt zwigzek o charakterze izoflawonoidu, kté-
ry okres$lit jako fitoaleksyne bobu. Substancje te, ktorej struktura che-
miczna nie zostata ustalona nazwano wicziatyna.

1-5. Inne fitoaleksyny roslin motylkowych

Fitoaleksyny zostaty wyizolowane takze z niektérych pastewnych ro-
§lin motylkowych. Tak na przyktad ro$liny koniczyny porazone grzybem
Helminthosporium turcicum syntetyzujag dwa zwigzki pterokarpanoidowe;
zwigzek o strukturze 7-hydroksy-5'4'-metylenodwuoksypterokarpanu (I1X)
nazwano makaina, a o strukturze 7-hydroksy-4'-metoksypterokarpanu (X)
medykarping (54).

Medykarpina wystepuje takze w ro$linach lucerny po inokulacji grzy-
bami niepatogenicznymi Helminthosporium turcicum i Colletotrichum
plnomoides oraz stabym patogenem Stemphylium loti. Nie wykryto jej na-
tomiast po infekcji Stemphylium botryosum (55, 56). Synteze tej fito-
aleksyny indukujg przypuszczalnie wszystkie mikroorganizmy i to w row-
nym stopniu, a jej stezenie w roSlinie zalezy wylgcznie od efektywnosci
funkcjonowania mechanizmdéw degradacyjnych w komérkach grzybow.
Genetycznie uwarunkowana zdolno$¢ do degradacji fitoaleksyn przejawia
sie znacznie silniej u grzybéw patogenicznych.

Satiwina wystepuje po inokulacji roslin lucerny przez Stemphylium
botryosum (XI). Strukture chemiczng satiwiny ustalono jako 7-hydroksy-
-2',4'-dwumetoksychromanokumaran (57).

Fitoaleksyna wystepujaca po infekcji seradeli grzybem Stemphylium
botryosum (XI1) jest zwigzkiem okre$lanym jako 7,2'-dwuhydroksy-4'-me-
toksyizoflawan. Grzyby z rodzaju Stemphylium wykazujg zdolno$¢ do de-
gradacji westitolu do dwdch zwigzkow fenolowych (58).

Jak juz wspomniano niemal wszystkie fitoaleksyny roslin motylko-
wych strukturalnie wywodza sie z jednego uktadu przestrzennego. Wy-
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jatek stanowi jedna z fitoaleksyn bobu, ktéra jest furanoacetylenem.
Zwigzek ten jednakze powstaje w wyniku jednoetapowej reakcji hydro-
lizy z prekursora stanowigcego naturalny skiadnik rosliny. Zgodnie z teo-
rig Mullera nie jest to zatem typowa fitoaleksyna, ktérej synteze indukuje
kontakt z mikroorganizmami. Strukturalna analogia fitoaleksyn w obrebie
jednej rodziny roslin dowodzi, ze ewolucja proces6w obronnych naste-
powata wskutek punktowych mutacji w obrebie genéw odpornosci, ale z
zachowaniem zasadniczego kierunku przemian. Wynika to z ogdlnej efek-
tywnosci, celowosci i oszczednosci procesdw biologicznych.

Il. Fitoaleksyny roslin psiankowatych (Solanaceae)

Obok roslin motylkowych fitoaleksyny znaleziono takze w tkankach
roslin psiankowatych. Fitoaleksyny wyizolowane z rodlin tej rodziny nalezg
do zwigzkdéw terpenowych.
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I1-1. Riszytyna

Zwiagzek ten wyizolowano z kiebdw ziemniaka porazonego grzybem
Phytophthora infestans (15). Riszytyna jest bicyklicznym alkoholem nor-
seskwiterpenowym (XIII). Nie wystepuje ona w zdrowych tkankach zie-
mniaka, niewielkie jej ilosci gromadzg sie po infekcji grzybem rasy zgod-
nej Phytophthora, natomiast jej ilos¢ po inokulacji grzybem rasy nie-
zgodnej wynosi 80—90 fig/g Swiezej masy (15). Pojawienie sie tego zwigz-
ku pozostaje w Scistej korelacji z procesem brunatnienia tkanek i wigze
sie z gromadzeniem innego terpenoidu — fituberyny. Fituberyna okre-
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$§lono jako nienasycony octan seskwiterpenowy 0 sumarycznym wzorze
CIHX0 4 (59). Poinfekcyjne stezenie fituberyny w kiebach ziemniaka nie
przekraczato 50°/o zawartos$ci riszytyny. Synteze riszytyny stymuluje chlo-
ramfenikol i streptomycyna w dawce 3—50 ppm (60), a takze bezkomor-
kowe wyciggi z Phytophthora infestans zinaktywowane termicznie. Wy-
daje sie zatem, ze tak jak w przypadku fasoli, induktor reakcji odpornos-
ciowej ziemniaka jest zwigzkiem niskoczgsteczkowym i nie wykazuje cech
biatka. Przypuszczalnie wskutek infekcji przez Phytophthora infestans,
w kiebach ziemniaka, w ktérych wystepuja glikoalkaloidy sterydowe so-
lanina i chakonina, procesy biosyntezy zostajg przesuniete w kierunku
produkcji riszytyny (61).

Niezaleznie od roli, jakag riszytyna speinia w odporno$ci ziemniaka,
zwiazek ten wyizolowano takze z roslin pomidora po infekcji Phyto-
phthora infestans i Verticillium albo-atrum (61, 62). Z nieopublikowanych
danych autorki jednakze wynika, ze jakkolwiek rosliny pomidora po in-
fekcji Verticillium istotnie produkuja jaki$ zwigzek o charakterze terpe-
nowym, to whasciwosciami chemicznymi rézni sie on od riszytyny.

11-2. Kapsydiol

Owoce pieprzu po inokulacji grzybami Monilia fructicola, Phytophthora
capsici, Botritis cinerea, Fusarium oxysporum i Cladosporium herbarum,
wytwarzajg zwigzek nazwany kapsydiolem (7, 12). Jest to norseskwiterpe-
nowy diol o wzorze sumarycznym CI13H2402 strukturalnie zblizony do ri-
szytyny (XIV). Synteze kapsydiolu indukuje rowniez infekcja niektory-
mi grzybami niepatogenicznymi i bakteriami Erwinia carotovora. Kapsy-
diol jest naturalnym metabolitem rosliny, a jego synteze silnie stymuluje
kontakt z mikroorganizmami, przy czym poinfekcyjne stezenie tej fito-
aleksyny jest tym wyzsze im nizszy jest stopief patogenicznos$ci grzybow.
Kapsydiol hamuje wzrost grzybni i kietkowanie spor.

I1l. Fitoaleksyny innych roslin

I11-1. Gosypol

W ros$linach baweiny (Malvaceae) po infekcji Verticillium albo-atrum
lub Rhizopus nigricans pojawia sie zwigzek fenolowy (XV) — gosypol (63).
Zwigzek ten, ktory w niewielkiej ilosci jest naturalnym skiadnikiem ro-
§lin zdrowych nigdy nie wystepuje w tkankach naczyniowych. Po infekcji
ilos¢ tego zwigzku znacznie wzrasta i gromadzi sie on gtdwnie w okolicy
naczyn (64). Synteze gosypolu stymulujg takze grzyby niezjadliwe dla
baweiny, a nawet konidia zinaktywowane termicznie. Verticillium indu-
kuje ponadto synteze trzech aldehydowych pochodnych gosypolu, ktére
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w przeciwienstwie do gosypolu nie wystepujg w tkankach zdrowych (16).
Sg to 6-metoksygosypol, 6,6'-dwumetoksygosypol i 6-metoksyhemigosy-
pol.
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111-2. Ipomeamaron

Sugerowano, ze zwigzek ten odgrywa role w odpornosci batata (Con-
vonvulaceae) na Ceratocystis fimbriata (65). Z punktu widzenia chemicz-
nego jest on furanoterpenoidem (XIV). Doktadne badania wykazaty jed-
nak, ze jakkolwiek ipomeamaron pojawia sie w duzych iloSciach po in-
fekcji grzybem (66) to nie wykryto go w tkankach poddanych uodpornie-
niu rasami niepatogenicznymi. Stad jego rola jako fitoaleksyny wydaje
sie watpliwa.

111-3. Orchinot

Jest to fitoaleksyna wytwarzana przez rosliny Orchis militaris po in-
fekcji Rhizoctonia repens (67). Ma ona charakter fenolowy (XVII), a po-
wstawaniu jej towarzyszy synteza trzech zwigzkéw sterolowych, zidenty-
fikowanych takze jako metabolity zywiciela.

Z przytoczonego przegladu wyizolowanych dotychczas fitoaleksyn wy-
nika, ze substancje produkowane w aktywnej reakcji odpornosciowej nale-
zg do dwdéch grup zwiazkéw, aromatycznych i terpenowych. Obie te gru-
py stanowig wtorne metabolity rosliny.

IV. Degradacja fitoaleksyn przez mikroorganizmy

Rozpatrujgc problem mechanizmu proceséw odpornosciowych na po-
ziomie genetycznym Schwochau i Hadwiger (68) stwierdzili, ze
wspotdziatanie zywiciel — patogen obejmuje dominujacy gen odpornosci
zywiciela i dominujacy gen braku wirulencji patogenu ujawniajgcy sie
produkcjg metabolitdw aktywujacych gen odpornosci zywiciela i produkcje
fitoaleksyn. Natomiast gen zjadliwos$ci patogenu uruchamiatby mechanizm
zdolny do rozkiadu lub przeksztatcenia substancji dziatajgcych jako fito-
aleksyny. Istnienie mechanizméw doprowadzajgcych do degradacji fito-
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aleksyn zdotano wykazaé w wielu grzybach patogenicznych, z ktérych
najlepiej poznany jest mechanizm rozkiadu medykarpiny przy udziale
uktadu enzymatycznego Stemphylium botryosum (69, 58) — patogena lu-
cerny (XVIII).

Pierwszym produktem rozktadu medykarpiny jest westitol, ktéry ha-
muje kietkowanie spor i wzrost grzybni S. botryosum w stezeniu znacznie
wyzszym od toksycznego stezenia zwigzku wyjsciowego. Zwigzek ten jest
dalej rozktadany do dwéch innych zwiagzkéw fenolowych, przy czym to-
ksycznos¢ jego produktow maleje w kolejnych etapach przeksztatcen.
Ustalono, ze w kombinacji zgodnej lucerna — S. botryosum szybkos$¢ syn-
tezy medykarpiny jest niemal robwnowazna z szybko$cig jej degradaciji;
w kombinacji niezgodnej proces syntezy znacznie przewyzsza proces roz-
ktadu, podczas gdy po inokulacji ro$lin grzybami niepatogenicznymi wo-
bec tego gatunku mechanizm degradacji fitoaleksyn jest catkowicie nie-
aktywny.

S. botryosum rozkiada takze fazeoline i pizatyne, jednakze maksymalna
szybkos$¢ rozktadu jest nizsza niz dla medykarpiny (70).

Zdolno$¢ do degradacji fitoaleksyn jest wiasciwa takze grzybom Fu-
sarium solani f.sp. phaseoli i pisi. Patogen fasoli rozklada fazeoline in
vitro, czemu towarzyszy pojawienie si¢ nowych substancji o malejacych
wiasciwosciach toksycznych. Produkt powstalty w pierwszym etapie degra-
dacji zawiera grupe karbonylowg, co przemawiatoby za oksydacyjnym
charakterem reakcji. Przypuszcza sie, ze F. solani f. sp. phaseoli posiada
system oksydacyjny indukowany przez niskie stezenie faseoliny (71, 72).
Podobnie patogeniczny wobec grochu klon F. solani i. sp. pisi przewyzszat
inne klony w szybkosci rozktadu pizatyny, przy czym udowodniono, ze
wrazliwos$¢ na pizatyne byta spowodowana zdolnoscig tego zwigzku do ha-
mowania biosyntezy biatek w tkankach grzyba (73).

Grzyby z rodzaju Fusarium oxysporum f. pisi i vasinfectum oraz Bo-
trytis cinerea wykazujg zdolno$¢ oksydacyjnego przeksztatcenia kapsy-
diolu (XIX). Produktem tego utlenienia jest znacznie mniej toksyczny od
kapsydiolu koton — kapsenon (74).

| wreszcie grzyby z rodzaju Botrytis fabae i Botrytis cinerea, a wiec
patogeny bobu metabolizujg kwas wieronowy stanowigcy fitoaleksyne
tych roslin do zwigzku o mniejszych wiasciwosciach toksycznych wobec
grzybow (75). Podobienstwo strukturalne kwasu wieronowego i powsta-
jacej substancji wskazuje, ze przeksztatcenie jest redukcyjne, jednoeta-
powe. Poniewaz w dyfuzacie z roslin bobu nie znaleziono zadnych enzy-
mow redukujacych ten kwas, autorzy sugeruja, ze metabolizm fitoaleksyn
ma miejsce w komorkach grzybni. Stanowitoby to argument, ze zdolnos¢
metabolizowania fitoaleksyn moze by¢ cechg charakterystyczng mikro-
organizmow patogenicznych umozliwiajgcg adaptacje do niekorzystnych
warunkéw sSrodowiska.

Artykut nadszedt 2.7.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 25.9.1975
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MAREK KAJETAN JURKOWSKI *

Fosfolipazy zwierzece

Animal Phospholipases

Wstep

Fosfolipazy naleza do wazniejszych enzymdw Kkatalizujagcych prze-
miany fosfolipidéw w organizmach zywych. Pierwotna nazwa tych enzy-
mow — lecytynazy wywodzita sie od nazwy substratu na jaki dziataty,
lecytyna bowiem byta w owym czasie jedynym dostepnym fosfolipidem,
ktdrego czystag posta¢ otrzymano w wiekszych iloSciach z zoHek jaj pta-
sich (1).

Ze wzgledu na miejsce hydrolitycznego rozszczepienia wigzan estro-
wych wyrézniono lecytynazy: A, B, C, D. PdzZzniejsze badania réznych sub-
stratow fosfolipidowych oraz udoskonalenie technik badawczych spowo-
dowaly zarzucenie terminu lecytynazy, a w powszechnym uzyciu pozostata
nazwa fosfolipazy z zachowaniem ich oznakowania literowego (Ryc. 1) (2).
Nastepnie rozrézniono fosfolipazy Aj, i A2biorgc pod uwage pozycje wig-
zan acyloestrowych hydrolizowanych przez te enzymy (Ryc. 2) (3). Fosfo-
lipazy B katalizujg calkowitg deacylacje substratu, za$ lizofosfolipazy hy-
drolizujg lizopochodne fosfolipidéw powstate w wyniku dziatania odpo-
wiednich fosfolipaz A. Wedtug nomenklatury systematycznej fosfolipazy A
sq fosfatydyloacylohydrolazami (E.C. 3.1.1.4), fosfolipazy B oraz lizofosfo-
lipazy sg lizofosfatydyloacylohydrolazami (E.C. 3.1.1.5.), fosfolipazy C sg
cholinofosfohydrolazami (E.C. 3.1.4.3.), a fosfolipazy D sg fosfatydylohy-
drolazami (E.C. 3.1.44)).

Fosfolipazy A wystepujg zaréwno w tkankach rosdlinnych jak i zwie-
rzecych, fosfolipazy C i D wytacznie w roslinach, fosfolipazy B oraz lizo-
fosfolipazy w organizmach zwierzecych i mikroorganizmach roslinnych.

* Mgr, Zaktad Chemii Ogélnej, Akademia Medyczna w Gdansku, Al. Zwy-
ciestwa 42, 80-210 Gdansk

Wykaz stosowanych skrétéw: GPC — dwuacylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina;
GPE — dwuacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina; GPS — dwuacylo-sn-glicero-
-3-fosfatydyloseryna; GPl — dwuacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloinozytol; lizoGPC —
monoacylo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina; lizoGPE — monoacylo-sn-glicero-3-fosfa-
tydyloetanoloamina; lizoGPS — monoacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloseryna; lizoGPIl —
monoacylo-sn-glicero-3-fosfatydyloinozytol
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Istnienie fosfolipazy B jako oddzielnego enzymu poddawane jest
w watpliwo$é. Stwierdzono bowiem, ze fosfolipaza Ax posiada zdolnos$¢
catkowitej deacylacji fosfolipidéw, a ponadto odszczepienie dwéch kwa-
sow tluszczowych moze zachodzi¢ takze dzieki tgcznemu dziataniu fosfo-
lipazy A2 i lizofosfolipazy (Ryc. 2). Zarzucono przeto aktualnie stoso-
wanie terminu fosfolipaza B dla enzymdéw zwierzecych. W odniesieniu
do enzymdw bakteryjnych termin ten uzywany jest nadal.

R;~CO-0-CH,
Al
R;CO~0—CH __
Pa | 0
Az | +
Hzc-O/—PO—{J—CHz— CH,~N(CH3)3
c D

Ryc. 1. Schemat dziatania hydrolitycznego fosfolipaz (2)

Ri —kwas nasycony, R2—kwas nienasycony, strzatlki oznaczajg wigzania hydrolizowane
przez odpowiednie enzymy oznaczone duzymi literami

H2C-0-C-Ri

|
/ HO-CH \

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

6 H,C-0-C-Ri h2c- oh
Hy
Ro-C- 0-CH HO-CH

I
h2c- o- p- 0o- ch2 ch2 n (CH3)3 H2C-0-P-0-CH2CH2N(CH;

h2c- oh
r2-c-o-ch 0

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

Ryc. 2. Mozliwe drogi enzymatycznej hydrolizy fosfolipidow (na przyktadzie lecy-
tyny) przez fosfolipazy zwierzece (3)

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

I. Fosfolipaza A2

Fosfolipaze A2 otrzymano w do$¢ czystej postaci m. innymi z jadu
wezy: Naja naja, Crotalus adamanteus, Agkistrodon piscivorus (4), oraz
jadu pszczot Apis melifera (5). Aktywnos$¢ za$ fosfolipazy A2 wykazano
w wielu tkankach roznych gatunkéw zwierzat (6—18). W mitochondriach
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fosfolipaza A2 wystepuje sama (16—20) za$ w lizosomach i btonach cyto-
plazmatycznych réwnolegle z fosfolipazg Aj (15—21).

Fosfolipaza A2 jest enzymem specyficznie rozszczepiajagcym @ wia-
zanie acyloestrowe fosfolipidéw. Enzym ten nie posiada jednakze zdol-
nosci do catkowitej deacylacji substratu. W zwigzku z wystepowaniem
nienasyconych kwasow tluszczowych w pozycji @ w wielu fosfolipidach
naturalnego pochodzenia (22) wigzano swoisto$¢ dziatania tej fosfolipazy
ze stopniem nienasycenia kwasu tluszczowego. Jednakze badania z za-
stosowaniem znakowanych substratow fosfolipazy A2 nie potwierdzity
tego przypuszczenia. Stopien nienasycenia kwasu obecnego w pozycji 3
fosfolipidu wptywat bowiem jedynie na szybko$¢ reakcji enzymatycznej
hydrolizy substratu (23). Fosfolipaza A2 wykazuje wyrazne rdznice powi-
nowactwa w zalezno$ci od rodzaju substratu na jaki dziata (Tabela 1) (17)
niezaleznie od pochodzenia enzymu.

Tabela 1

Wplyw rodzaju substratu na aktywnos$¢ fosfolipazy A2z mézgu 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 (wystepujgce i dziatajace wewnagtrztkankowo)
wykazujg najwieksze powinowactwo w stosunku do GPE (20), natomiast
enzymy egzogenne (wystepujace w jadach i sokach trawiennych) oraz
fosfolipazy z bton erytrocytow owiec, koz i wotéw najszybciej hydroli-
zujg GPC (12, 24). Poza dziataniem na GPE, GPC, GPS, GPI enzym dziala
réwniez na kwas fosfatydowy, kardiolipidy i plazmalogeny (17, 25).

Reakcje katalizowane przez fosfolipazy A2 podlegajg stymulacji przez:
jony Ca2+ (10, 12), eter etylowy (26), taurocholan (8), Triton X-100 (17, 27),
dezoksycholan sodu (6), mielityne, polimyksyne B (28), EDTA w okreS$lo-
nych stezeniach (21).

Hamuja reakcje hydrolizy: wolne kwasy ttuszczowe (6), jony Mg2+,
Cu2+, Fe2+, Zn2+, Triton X-100 0,4% (14), dezoksycholan sodu w stezeniu
5X10~4M, lizofosfolipidy (10), jodooctan, ultrafiolet, wymrazanie i sonifi-
kacja enzymu (4), siarczan dodecylu, 2-chloroetanol (27), EDTA w ste-
zeniu ImM (11).

Wplyw detergentdw na przebieg reakcji hydrolizy katalizowanej przez
fosfolipaze A2 zalezy od stezenia detergentu w ukiadzie inkubowanym,
rodzaju tkanki z jakiej pochodzi enzym oraz substratu na jaki dziata.
Dezoksycholan sodu np. w tych samych stezeniach hamuje aktywnos¢
fosfolipazy gdy substratem jest GPC, nie wywiera natomiast takiego

5x
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wptywu gdy hydrolizie ulega GPE (14). Bardzo kontrowersyjny jest
wptyw EDTA na dziatanie fosfolipazy A2 podobnie jak i jonow Ca2+ (33).
Zdolno$¢ wigzania jonéw Ca2+ przez EDTA nie jest przyczyna hamowa-
nia reakcji hydrolizy enzymatycznej. Fosfolipaza A2dziata bardzo opornie
na micele sferyczne substratu jednakze wraz ze wzrastajgcym rozdrob-
nieniem fosfolipidu szybko$é reakcji wzrasta osiggajac maksimum w ukta-
dach, w ktérych uzyskano tak zwany film lipidowy tj. warstwe czastek
substratu na powierzchni buforu (33). Dodatek eteru etylowego zwieksza
szybko$¢ hydrolizy dzieki wiekszemu rozdrobnieniu substratu, tatwiejszg
penetracje enzymu do wnetrza czastek oraz umozliwia swobodniejszy od-
ptyw uwolnionych kwasow ttuszczowych (26). Peptydy stymulujg dzia-
tanie fosfolipaz A2 prawdopodobnie przez tworzenie kompleksu z fosfo-
lipidem (28). Enzym nie hydrolizuje D-ct-fosfolipiddw natomiast L-a-formy
ulegaja hydrolizie intensywnie. Symetryczne (3-lecytyny ulegaja rozio-
zeniu przez fosfolipaze A2 na optycznie czynne lizolecytyny (34). Analogi
lecytyny zawierajgce wigzanie acyloamidowe w pozycji @ sa potencjal-
nymi inhibitorami kompetycyjnymi fosfolipazy A2 Obecnos¢ jednej gru-
py metylowej przy atomie wegla przylegajagcym do grupy karboksylowej
w fancuchu kwasowym znacznie obniza szybko$¢ maksymalng reakcji hy-
drolizy, wprowadzenie dwu grup metylowych daje lecytyne catkowicie
odporng na dziatanie enzymu (35).

Fosfolipaza A2 jest biatkiem termostabilnym, ogrzewana w pH 3,0
w temperaturze 90°C przez 15 minut nie wykazuje zmian swej aktyw-
nosci (21, 29). Dodatek kwasow tluszczowych do ogrzewanego enzymu
zwiegksza jego oporno$¢ na wysoka temperature, natomiast poddanie diali-
zie wydatnie jg zmniejsza (14). Inkubacja w temperaturze 80°C w pH po-
wyzej 6,0 prowadzi do utraty witasnosci katalitycznych, a proces ten za-
lezy rowniez od pH $rodowiska i czasu inkubacji (4).

Maksymalng aktywno$¢ fosfolipazy A2 poszczegdlni autorzy obserwo-
wali w $rodowisku o pH od 4,0 do 9,5 (5—31). Optymalna warto$¢ pH
Srodowiska zalezy od rodzaju tkanki z jakiej pochodzi enzym. Ponadto
rodzaj uzytego buforu wyraznie wptywa na aktywno$¢ fosfolipaz wyizo-
lowanych z jadéw (32).

Dotychczas udato sie wyizolowa¢ i okresli¢c w catosci lub czeSciowo
sktad aminokwasowy fosfolipazy A2z trzech zr6det, a mianowicie z jadu
pszczét (36), trzustki wotowej (37), oraz jadu weza Agkistrodon halays
blankhoffi (38). Enzymy te r6znig sie miedzy sobg iloscig i sktadem ami-
nokwasow. | tak fosfolipaza pszczela zbudowana jest z 128, trzustkowa
ze 130, za$ wezowa z 126 aminokwasoéw (Ryc. 3 i 4).

Réznice ciezaru czasteczkowego wynikajg przede wszystkim z obec-
nosci w czasteczce enzymu substancji dodatkowych zwigzanych z enzy-
mem np. fosfolipaza A2z trzustki zawiera dodatkowo siedmioaminokwa-
sowy zymogen i ma ciezar 14 000, pszczela za$ zwigzane cukry: fukoze,
mannoze, galaktoze i N-acetyloglukozoaminy, a ciezar jej wynosi 20 000.
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Ponadto fosfolipaza pszczela moze wystepowaé jako dimer o ciezarze
40 000.

Z jadu kobry Naja naja wyizolowano 11 izoenzymoéw fosfolipazy A2
0 ciezarach od 8500 do 20 000 i punktach izoelektrycznych od 4,62 do
9,9 (39).

Najwiekszg masg czasteczkowg charakteryzuje sie fosfolipaza A2 wy-
izolowana z mézgu ludzkiego, wynosi ona 55 000 (8).

Ryc. 4. Struktura | rzedowa fosfolipazy A2z jadu pszczot (36)
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Il. Fosfolipaza Aj

Fosfolipaza AXx jest przypuszczalnie enzymem wytacznie endogennym,
nie stwierdzono jej bowiem w jadach wezy, wystepuje natomiast w réz-
nych tkankach zwierzecych. Mozna znalezé jg w czystej postaci we frak-
cjach mikrosomalnych (16, 19, 23), natomiast w btonach cytoplazmatycz-
nych komérek watroby (35), lizosomach watroby (15, 21) i mézgu szczura
(17), komérkach zwojéw i neuronach krélika (18), mikrosomach komorek
larw muchy domowej (40) wystepuje tacznie z fosfolipazg A2

Fosfolipaza A! jest enzymem specyficznie odszczepiajacym kwasy
tluszczowe z pozycji a fosfolipidow. Moze takze wykazywaé dziatanie
lizofosfolipazy katalizujgc uwalnianie kwasu z pozycji a-lizofosfolipidu
(41). Przypisuje sie jej rowniez dziatanie podobne do fosfolipazy B tzn. ka-
talizujgce catkowitg deacylacje fosfolipiddw (42). Ponadto enzym ten moze
wykazywaé dziatanie transacylazy. Stwierdzono w fosfolipazie Ax istnie-
nie dwu centrow aktywnych, ktére umozliwiajg katalizowanie przez ten
enzym reakcji hydrolizy i transacylacji (43).

Najwiekszg aktywno$é wykazuje fosfolipaza Aj w stosunku do GPC
w mniejszym stopniu do GPS i GPE (Tabela 2) (17). Enzym ten dziala
takze na kwas fosfatydowy, 1,3-dwuacyloglicerol, 1-acyloglicerol oraz po-
chodne 1-acylolizofosfolipiddw. Stopien nienasycenia kwasu tluszczowego
w pozycji a substratu wptywa jedynie na szybko$¢ katalizowanej re-
akcji (43).

Tabela 2

Whptlyw rodzaju substratu na aktywno$¢ fosfolipazy A] z mézgu szczura (17)

K \Y
Substrat "
wbsira mMm) (icM/l/min)
dwuacy!o-57;-glicero-3-fosfatydylocholina 0,60 5,0
dwuacylo-.s/z-glicero-3-fosfatydyloetanoloamina 0,92 3,7
dwuacylo-.y/i-glicero-3-fosfatydyloseryna 1,19 2,8

Reakcje katalizowane przez fosfolipazy Ax podlegajg stymulacji przez:
dezoksycholan sodu (42), Triton X-100 (44), jony Ca2+ (41), taurocholan (8),
EDTA oraz heparyne (45).

Hamujg reakcje hydrolizy: nienasycone kwasy ttuszczowe, albuminy,
NaCl, dezoksycholan sodu, protamina (44, 45), oraz temperatura powyzej
50°C (7).

Maksymalng aktywnos$¢ tego enzymu stwierdzono w $rodowisku o pH
od 35 do 9,0 (18—46). Optymalna warto$¢ pH $rodowiska zalezy od ro-
dzaju tkanki z jakiej pochodzi enzym.

Fosfolipazy Axoczyszczono w réznym stopniu, jednakze w niewystar-
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czajagcym dla okreSlenia sktadu aminokwasowego oraz struktury tych en-
zymoOw. Stwierdzono przy tym iz w zaleznosci od stopnia oczyszczenia
zmienia sie wrazliwo$¢ fosfolipazy Aj na jony Ca2+ np. enzym 0CzysSzCzo-
ny z frakcji bton plazmatycznych watroby szczura jest bardziej aktywny
w nieobecnosci jonéw Ca2+ niz jego forma nieoczyszczona. Dla fosfolipazy
Aj z innych tkanek brak podobnych danych.

Ze wzgledu na zdolnos¢ fosfolipazy At z bion plazmatycznych wa-
troby szczura do transacylowania zaproponowano dla niej nazwe mono-
acyloglicerotransferazy (41). Wykazano, iz akceptorami uwalnianych przez
ten enzym kwasow ttuszczowych mogg by¢é zwiazki zawierajgce zaréwno
pierwszorzedowe jak i drugorzedowe grupy hydroksylowe np. glicerol
czy tez fosfoglicerol (43).

I11. Lizofosfolipazy

Wiadomosci na temat tych enzymow sg dos$¢ skape, najczesciej opisy-
wano te enzymy przy pracach nad fosfolipazami A. Znaleziono je we frak-
cjach rozpuszczalnych otrzymanych po rozwirowaniu struktur subkomor-
kowych (20), miedzy innymi w trzustce (21) i mdzgu szczura (47), watrobie
wotowej (48), komdrkach larwy muchy domowej (40), erytrocytach
wotu (1*2).

Lizofosfolipazy dziatajg zaréwno na 1-acylolizopochodne fosfolipidow
jak i na 2-acylolizopochodne powodujgc ich catkowity deacylacje przy
czym hydroliza 2-acylolizopochodnych zachodzi znacznie szybciej niz
l-acylo (9).

Aktywno$¢é enzymu stymulujg jony Ca2+ i siarczan laurylu (40). Ha-
muja: EDTA, jony Hg2+ Triton X-100, jodooctan (48), dezoksycholan (21).
Optimum pH $rodowiska dla lizofosfolipaz z réznych tkanek miesci sie
miedzy warto$ciami pH od 6,5 do 8,6 (9, 10, 48, 49).

Dotychczas wyizolowano dwie lizofosfolipazy z watroby wotowej ozna-
kowane roboczo jako lizofosfolipaza nr I i nr Il. Masa czgsteczkowa tych
enzymoOw i ich punkty izoelektryczne wynosza odpowiednio: 25000 i 5,2
oraz 60000 i 4,5. Ponadto lizofosfolipaze nr | silnie hamujg: jodoacet-
amid, N-etyloimid kwasu maleinowego, a takze lecz stabiej p-nitrofenylo-
fosforan. Lizofosfolipaza nr Il wykazuje odwrotng odpowiedZz na wyzej
wymienione zwigzki.-

Obie lizofosfolipazy wykazujg w niewielkim stopniu (2°/0) dziatanie
charakteryzujace fosfolipaze Ax (48).

Lizofosfolipazy dziataja znacznie szybciej na filmy lipidowe niz micele
sferyczne (47). Hydrolizujg réwniez monoacylowe pochodne zawierajgce
fosfocholine w pozycji 1; 2 lub 3 glicerolu.

Ogrzewane w temperaturze 70°C przez 10 minut tracg swe wiasnosci
enzymatyczne (50).
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IV. Uwagi kohcowe — znaczenie biologiczne fosfolipaz zwierzecych

Fosfolipazy obecne w wiekszosci jadow wezowych odgrywajg wazng
role w usSmiercaniu osobnikéw zaatakowanych przez te zwierzeta. Lizo-
pochodne fosfolipidow powstate w wyniku dziatania fosfolipaz A2 obec-
nych w jadach w pofgczeniu z jonami Ca2+ oraz albuminami surowicy,
powoduja gwattowny rozpad bton erytrocytow (51). Uniemozliwia to pra-
widtowag wymiane gazowa w organizmie, prowadzac w kohncowym rezul-
tacie do szybkiej Smierci przez uduszenie.

Fosfolipazy w sokach trawiennych powodujg rozktad fosfolipidow po-
karmowych uwalniajgc kwasy tluszczowe, z ktérych kwasy o tancuchach

0 C_:HO-O-C’L—Ri

r 2(:“- 0- cl- h
H20o —cndina
Lecytyno
h2o
Fosfofipaza A
r2—cooh

clhé—o—C—Rl

HO—C-H
CH2-0 -® - Choina
Lizolecylyna
H,0 -
Lizofosfo/ipaza
R,—COOH J -
CHo-OH
|
HO-C-H

CH2—0 - ® — cholina

GUcerylofosfory/ochohna
H,0"
Esteraia glicerylofosforylocho
linowe

Ho —OH

HO-C—H .+ Chaiina

ch2- 0@

a-glicerofosforon

Ryc. 5. Katabolizm fosfolipidéw (na przyktadzie lecytyny) w dwunastnicy ssakéw (52)
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krotszych niz 10—12 atoméw wegla przenoszone sg bezposrednio do zyly
wrotnej. Wyzsze kwasy tluszczowe przenoszone sg przez S$ciany jelita
cienkiego do limfy. Ponadto produkty rozpadu fosfolipidow posiadajgc
wiasciwos$¢ zmniejszania napiecia powierzchniowego przyczyniajg sie do
lepszego zemulgowania innych ttuszczowcéw pokarmowych (Ryc. 5) (52).

W celu okreslenia roli fosfolipidow w btonach komorkowych stoso-
wano rozne fosfolipazy ze wzgledu na ich selektywne i tagodne dziatanie
enzymatyczne pozwalajgce na catkowite odlipidowanie bton bez denatu-
racji biatek strukturalnych. In vitro traktowane fosfolipazami retikulum
sarkoplazmatyczne wskutek odttuszczenia traci zdolno$¢ akumulacji jo-
néw Ca2+, nastepuje rowniez rozprzezenie aktywnosci ATP-azy stymulo-
wanej wapniem (53). Znaleziono réwniez korelacje miedzy dziataniem
fosfolipazy A2 a wrazliwos$cig na temperature reduktazy i oksydazy cyto-
chromu c (54). Ponadto fosfolipazy wptywaja na aktywnos$¢ cyklazy ade-
nylowej stymulowanej glukagonem. Przy niskich stezeniach fosfolipazy
wzrasta wigzanie glukagonu przez cyklaze, przy wyzszych stezeniach en-
zymu wyraznie maleje (55). Ze wzgledu na zdolno$é do transacylacji oraz
obecnos$¢ na zewnatrz bton komdrkowych mogg fosfolipazy #acznie z in-
nymi biatkami wptywaé na poziom wolnych kwaséw ttuszczowych w su-
rowicy jak i ich ilos¢ oraz okres poéitrwania w btonach komdérkowych
(12, 41).

Prébowano réwniez powigza¢ zmiany w aktywnosci fosfolipaz ze zmia-
nami patologicznymi w organizmach zwierzecych. Znaleziono Kkorelacje
miedzy ostrg formg stanu zapalnego trzustki cztowieka, a aktywnoscig
fosfolipazy A2w soku trzustkowym (6). Réwniez w mozgu szczuréw z do-
Swiadczalnie wywotang alergiczng demielinizacjg stwierdzono w ostrej
formie tego schorzenia zwiekszong aktywno$¢ fosfolipazy Ax o 35°0, za$
A2 o 25°/0 niezaleznie od rodzaju substratu na jaki dziataty (56).

Prowadzenie badan nad wiasciwosciami fosfolipaz in vitro i in vivo
napotyka szereg trudnosci. Ponadto dowolno$é kryteriéw oceny aktyw-
nosci tych enzyméw oraz wptywu niektorych substancji na te aktywnos$é
nie pozwalajg na jednoznaczne porownanie uzyskanych wynikéw. Nie
powiodty sie réwniez proby uogdlnien, ktére zadowalajgco ttumaczytyby
role i mechanizm dziatania tych enzyméw w organizmach zywych.

Artykut nadszedt 12.4.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 20.8.1975
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EWA PROCHNIEWICZ *

Fizykochemiczne wiasciwosci aktyny i jej rola
w skurczu miesnia

Physicochemical Properties of Actin and its Role
in Muscular Contraction

W poprzednich numerach Postepéw Biochemii (1, 2) zostaty zamiesz-
czone artykuty przegladowe, dotyczace budowy miesni szkieletowych kre-
gowcow oraz molekularnego mechanizmu regulacji ich skurczu. W niniej-
szym artykule chciatlabym blizej scharakteryzowac¢ jedno ze struktural-
nych biatek mieSniowych — aktyne — zaréwno jej fizykochemiczne wias-
nosci jak i przypisywang jej role w procesie skurczu.

Aktyna zostata po raz pierwszy wyizolowana z mie$ni poprzecznie
prazkowanych kregowcéw przez Strauba w 1942 r. (3); stanowi ona
okoto 12% wszystkich biatek w tych miesniach. In vitro aktyna moze
wystepowaé¢ w postaci globularnej monomerycznej G-aktyny, lub two-
rzy¢ witokniste polimery — w tej formie nosi nazwe F-aktyny.

I. Ogélna charakterystyka G-aktyny

G-aktyna jest biatkiem globularnym, o ciezarze czasteczkowym 42.300
zbudowanym z jednego tancucha polipeptydowego o znanej sekwencji (4).
Pozostate parametry, charakteryzujace fizykochemiczne wiasnosci mono-
merdw sg nastepujace:

promien czasteczki 55 A (5, 13
lepkos$¢ graniczna 0,036 dl/g (6)
objeto$¢ czastkowa 0,716 )
stata sedymentacji 3,385S ©)
punkt izoelektryczny pH = 46 3)
tadunek elektryczny w pH = 75 -20 9)
moment dipolowy 660 jedn. Debye (10)

* Dr, Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Mieéni Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Czasteczki rodzimej G-aktyny zawierajg zwigzany nukleotyd—ATP
w ilosci 1 mola na mol biatka, nieusuwalny przez krotkotrwate wytrza-
sanie z wymieniaczem anionowym Dowex-l, ale wymienialny z wolnym
ATP, a takze zastepowany przez inne nukleotydy (11). W preparatach
aktyny znajduje sie ponadto Ca2+ zwigzany z biatkiem réwniez w ilosci
1 mola na mol aktyny, nieusuwalny przez krotkotrwate wytrzgsanie z wy-
mieniaczem kationowym Dowex-50, ale wymieniajagcy sie z wolnym Ca2+
oraz zastepowany przez inne kationy dwuwartosciowe w stopniu zalez-
nym od stezenia i rodzaju dodanego Me2+ (12). Usuniecie Ca2+ i ATP
z G-aktyny powoduje nieodwracalng denaturacje biatka.

Il. Polimeryzacja. Wiasnosci F-aktyny

Pod wptywem dodanych soli monomeryczna G-aktyna ulega polime-
ryzacji (zwanej takze transformacjg G—F) (3) do F-aktyny. Otrzymane
po raz pierwszy w 1963 roku przez Hanson i towy (13) zdjecia
negatywowo barwionych preparatéw spolimeryzowanego biatka wyka-
zaly, ze F-aktyna tworzy diugie filamenty zbudowane z dwoéch spiralnie
wokot siebie skreconych sznuréw czasteczek G-aktyny. Polimeryzacji to-
warzyszy wzrost lepkosci i podwdjnego zatamania pragdowego (dwéjtom-
nosci strumieniowej) roztworu biatka (3). F-aktyna w roztworze wykazuje
ponadto wiasnos¢ dwojtomnosci elektrycznej, spowodowanej istnieniem
momentu dipolowego filamentéw (10).

Jednocze$nie ze zmianami stanu fizykochemicznego pojawiajg sie zmia-
ny wiasnosci spektralnych biatka. Na rycinie 1 przedstawiono przykiado-

N
S
=

Roznica absorpcyi pomiedzy G F-oklyng
S
S
T

1 |
260 280 300 320

Dlugosc 1ali (am)
Ryc. 1. Réznica pomiedzy widmami absorpcji G- i F-aktyny w ultrafiolecie

_ Widmo otrzymano przy stezeniu biatka 35 mg/ml, w obecnosci 20 mM KC1 i 5 mM buforu
Tris-HCI o pH 82 (19).
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wo roznice pomiedzy widmami absorpcji G- i F-aktyny w ultrafiolecie.
W zakresie dtugosci fal od 270 do 310 nm rdznica ta wydaje sie by¢
wywotana zmianami stopnia ekspozycji reszt tryptofanu i tyrozyny za-
chodzacymi przy polimeryzacji (14, 19). Widma fluorescencji G- i F-aktyny
rébwniez sie roznig: natezenie fluorescencji tryptofanu w F-aktynie obniza
sie o okoto 10°/0, natomiast tyrozyny wzrasta o okoto 15°0, w stosunku
do obserwowanych w G-aktynie (15). Jak wskazujg autorzy cytowanych
prac, obserwowane zmiany spektralne moga byé wynikiem zmian kon-
formacyjnych zachodzacych w polimeryzujgcych czasteczkach biatkowych
w poblizu aminokwasdéw aromatycznych i (lub) ich udzialu w tworzeniu
wigzan pomiedzy monomerami.

Podczas polimeryzacji, ATP silnie zwigzany z G-aktyng ulega hydro-
lizie z uwolnieniem nieorganicznego fosforanu do $rodowiska. W wyniku
tego F-aktyna zawiera ADP jako silnie zwigzany nukleotyd. Dalsze ba-
dania wykazaly, ze defosforylacja nie jest jednak koniecznym warunkiem
polimeryzacji (16, 17).

W F-aktynie procesy uwalniania i wymiany silnie zwigzanych kationu
i nukleotydu zachodzag znacznie wolniej niz w G-aktynie, ponadto ani
kation, ani nukleotyd nie sa konieczne do zachowania struktury poli-
meru F-aktynowego oraz nie biorg udzialu w potgczeniach pomiedzy mo-
nomerami (17, 18, 19).

Polimeryzacja jest procesem odwracalnym; usuniecie soli z roztworu
F-aktyny w obecnosci ATP powoduje depolimeryzacje biatka do postaci
rodzimych monomeréw (20).

I1l. Badania mechanizmu polimeryzacji

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

Juz z wczesnych obserwacji wynikato, ze stopieri spolimeryzowania
aktyny zalezy od warunkow S$rodowiskowych. W stanie tzw. czeSciowej
polimeryzacji, wystepujagcym przy stezeniach soli nizszych niz wymagane
do wywotania peinej polimeryzacji, tylko cze$¢ znajdujacych sie w roz-
tworze czasteczek aktyny jest w formie F; poziom réwnowagi nie zalezy
przy tym od tego, czy sole byty dodane do roztworu G-aktyny, czy tez
doprowadzono do takich samych warunkéw jonowych roztwor uprzednio
w petni spolimeryzowanego biatka przez odpowiednie rozcieiczenie. Ba-
dajac wiasnosci czesciowo spolimeryzowanych roztworéw aktyny Asa -
kura i wsp. (21) wykazali, ze w takich roztworach w obecnosci wol-
nego ATP ma miejsce przebiegajagce powoli, ciggte uwalnianie nieorga-
nicznego fosforanu. Ich zdaniem ciggte uwalnianie fosforanu mogto by¢
spowodowane zachodzacymi cyklicznie i z jednakowga szybkoscig proce-
sami przytaczania i odigczania monomeréw od pozostajacych z nimi
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w réwnowadze polimeréw: w czasie kazdego cyklu ADP, zwigzane z od-
taczanymi monomerami ADP-G-aktyny wymieniatby sie z wolnym ATP,
znajdujagcym sie w roztworze, po czym nastepowatoby uwolnienie fosfo-
ranu w trakcie ponownego tworzenia potgczenia pomiedzy monomerem
powstatej ATP-G-aktyny a polimerem. Pdzniejsze badania (22, 23) po-
twierdzity te hipoteze i wykazaty ponadto, ze cykl odigczania i przyta-
czania monomeréw do F-aktyny moze zachodzi¢ tylko na koncach poli-
meru.
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Kyc. 2. Zalezno$¢ pomiedzy iloscig spolimeryzowanej aktyny, oznaczang metoda
pomiaru stopnia dwdéjtomnos$ci strumieniowej roztworu biatka, a catkowitym steze-
niem aktyny.

Pomiary wykonano w 18°C w obecnosci 0,0lM buforu weronalowego o pH 8 i: < 01 mM
MgCl., 0 0,6 mM MgCls (21).

Duze zastugi w poznaniu fizykochemicznych wiasnosci transformacji
G-F potozyli Oosawa, Asakura, Kasa i, Higashi, Ooi, Miha-
sh i, ktérzy opublikowali szereg prac doswiadczalnych i teoretycznych do-
tyczacych tego zagadnienia. Autorzy ci juz w swoich wczesnych pracach
(21, 24) zauwazyli, ze w warunkach czesSciowej polimeryzacji poziom row-
nowagi pomiedzy G- i F-aktyng zalezy od stezenia biatka. Rycina 2 ilu-
struje wyniki przeprowadzonych przez nich pomiaréw koncowych war-
tosci stopnia dwdjtomnosci strumieniowej szeregu roztworéw aktyny o
wzrastajagcych stezeniach biatka po dodaniu MgClz Widoczne jest, ze po-
limeryzacja (i wywotany tym wzrost stopnia dwdjtomnosci) zaczyna sie
dopiero wtedy, gdy stezenie aktyny przekroczy pewng warto$¢, zwang
stezeniem Kkrytycznym. Przy dalszym wzroScie stezenia wzrasta tylko
ilos¢ F-aktyny, natomiast stezenie pozostajgcego z nig w rdwnowadze biat-
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ka niespolimeryzowanego pozostaje state i réwne wielkoSci krytycznej.
Zaobserwowano réwniez, ze wielko$¢ stezenia krytycznego zalezy od wa-
runkéw jonowych i obniza sie ze wzrostem stezenia soli. W oparciu o uzy-
skane wyniki szkota Oosawy wysuneta hipoteze, ze polimeryzacja jest
procesem wykazujacym widasnosci przemiany fazowej typu kondensacji
lub krystalizacji. Na podobieAstwo transformacji G-F do przemiany fazo-
wej wskazywaty ponadto wyniki badan wptywu temperatury na poziom
rownowagi pomiedzy G- i F-aktyng: stezenie krytyczne Ak zmieniato sie
w zalezno$ci od temperatury T zgodnie, z réwnaniem Clausiusa-Clapeyro-
na: In Ak= a—b/T (25) (a i b — state wspotczynniki).

Wysunigta przez szkote Oosawy hipoteza, ze polimeryzacja jest rodza-
jem przemiany fazowej zostata dalej potwierdzona wynikami badan kine-
tycznych, w ktérych obserwowano zaréwno sigmoidalny ksztatt krzywych
przebiegu polimeryzacji w czasie, charakterystyczny dla proceséw koope-
ratywnych (Ryc. 3),
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Ryc. 3. Kinetyka polimeryzacji aktyny. Przebieg polimeryzacji badano mierzac
zmiany lepkos$ci roztworu biatka po dodaniu soli

Pomiary wykonano przy stezeniu biatka 082 mg/ml, w 21,9°C, w obecnos$ci 6,7 mM buforu
fosforanowego o pH 7, 0,06mM ATP i 3mM cysteiny (60).

jak tez zalezno$¢ szybkosci polimeryzacji od stezenia biatka (26). Na pod-
stawie tych wynikéw Kasai i wsp. (26) wysuneli przypuszczenie, ze
proces polimeryzacji jest przynajmniej dwuetapowy: w pierwszym etapie
powstajg oligomery zbudowane z trzech monomeréw, nazwane zarodzia-
mi, a dopiero w drugim etapie do tych trimerow przytaczajg sie dalsze
monomery, powodujgc wzrost spirali F-aktyny. W oparciu o uzyskane
dane doswiadczalne Oosawa i wsp. (27, 28) przedstawili ogdlng teorie
agregacji globularnych czasteczek biatkowych w wysoce uporzadkowane,

6 Postepy Biochemii
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wibkniste struktury. Wyprowadzajac w niej r6wnanie opisujgce obser-
wowang zaleznos¢ stanu rownowagi od stezenia biatka i przebieg kinetycz-
ny transformacji G-F uzasadnili zarébwno wystepowanie stezenia krytycz-
nego, jak i sigmoidalny ksztalt krzywej przebiegu polimeryzacji mecha-
nizmem wzrostu spiralnego polimeru na uprzednio utworzonych zaro-
dziach o specjalnej konformacji.

IV. Termodynamika polimeryzacji

Uwzgledniajgc zalezno$¢ poziomu réwnowagi pomiedzy G i F-aktyng
od temperatury obliczono zmiane entalpii towarzyszacg polimeryzacji;
osiggata ona wielko$¢ rzedu 10 kcal/mol, niezaleznie od stezenia soli,
biatka i pH S$rodowiska (29, 30). Poniewaz polimeryzacja jest reakcjg
zachodzacg spontanicznie, w ktérej zmiana swobodnej energii AF = AH—
—TAS <C0, wydawato sie, ze transformacji G—F powinien towarzyszy¢
wzrost entropii. Przypuszczano ze jest on spowodowany uwalnianiem wo-
dy hydratacyjnej zwigzanej z monomerami (25). Zaobserwowane przy
wzroscie cisnienia obnizenie poziomu réwnowagi pomiedzy G- i F-aktyng
sugeruje réwniez, ze w procesie polimeryzacji nastepuje pewnego rodzaju
»topnienie” wody uporzgdkowanej wok6t monomeréw (31). Tego rodzaju
obserwacje wskazujg na mozliwo$¢ tworzenia sie wigzan hydrofobowych
pomiedzy czgsteczkami aktyny.

V. Rola kationdw w polimeryzacji aktyny. Wigzanie Me2+ przez aktyne

Juz we wczesnych pracach dotyczacych mechanizmu polimeryzacji (3,
9) przypuszczano, ze polimeryzujgcy wptyw soli lub obnizenia pH na ak-
tyne moze by¢ wynikiem wigzania kationow przez to biatko. Sadzono, ze
wigzane kationy neutralizujgc ujemny tadunek biatka powodujg zmniej-
szenie sit elektrostatycznego odpychania pomiedzy monomerami, co uta-
twia zblizanie i agregacje czasteczek G-aktyny.

Badania nad wigzaniem Ca2+ Mg2+ i Mn2+ wykazaty, ze kationy te,-
oprécz jednego miejsca silnego wigzania o statej powinowactwa rzedu 105
majg jeszcze 7—10 miejsc wigzacych Me2+ ze statg rzedu 103 (9, 21, 32).
Zaobserwowana (9, 32) zostala réwniez bezposrednia zalezno$¢ pomiedzy
iloscig zwigzanych kationow a poziomem polimeryzacji. llos¢ F-aktyny
powstajgcej po dodaniu Ca2+, Mg2+ lub Mn2+ gwattownie wzrastata kiedy
ilos¢ zwigzanych kation6w osiggata wartosci 4—5 moli na 6X104 g biatka,
a po zwigzaniu 7—8 moli obserwowano juz catkowitg polimeryzacje. Nie
obserwowano przy tym réznicy pomiedzy iloScig kationbw wigzanych w
warunkach czesSciowej polimeryzacji do G- i F-aktyny, co sugeruje, ze do
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utworzenia F-aktyny nie jest konieczne zwigzanie przez wchodzace w jej
sktad monomery okreslonej liczby kationdw.

Zalezno$¢é pomiedzy zdolnoscia czasteczek aktyny do polimeryzacji a
ich strukturg chemiczng i przestrzenng wskazuje, ze neutralizacja tadunku
biatka poprzez zwigzane kationy jest tylko jednym z czynnikow istot-
nych w procesie powstawania filamentéw F-aktyny. Barany i wsp. (33)
sugerowali, ze sama polimeryzacja jest wynikiem specyficznych oddziaty-
wan pomiedzy zneutralizowanymi w odpowiednich miejscach i odpowied-
nio wzgledem siebie zorientowanymi monomerami. Spiralne polimery zbu-
dowane podobnie jak aktyna z duzej liczby powigzanych niekowalencyjnie
monomerdw tworzg rowniez takie biatka jak tubulina, flagellina, biatka
otoczki wirusa mozaiki tytoniowej i tropomiozyna (34, 35, 36, 37). Ger -
ber i wsp. (36) dyskutujgc na przyktadzie flagelliny oddziatywania po-
miedzy monomerami, warunkujgce powstanie uporzadkowanych spiral-
nych struktur, zwrocili uwage, ze flagellina, jak tez kilka innych, przyto-
czonych przez nich przyktadowo polimeryzujgcych biatek —w tym row-
niez aktyna — majg wysoki moment dipolowy, ktéry w wyniku polimery-
zacji ulega obnizeniu. Na tej podstawie wysuneli oni przypuszczenie, ze
moment dipolowy moze by¢ czynnikiem, ktory w procesie tworzenia agre-
gatu o okreslonej symetrii umozliwia monomerom przyjecie wiasciwej
wzajemnej orientacji przed utworzeniem wigzan.

VI. Wptyw kationéw dwuwartosciowych na szybko$é polimeryzacji aktyny

Szybkos$¢ polimeryzacji aktyny wzrasta ze stezeniem dodanej soli oraz
wykazuje wyrazng zalezno$¢ od rodzaju dodanego kationu, np. jest wieksza
w obecnosci MgCl2niz dodanego w tym samym stezeniu CaCl2 (3, 38, 39).
Na rycinie 4 przedstawiono przykiadowo wyniki jednego z doswiadczen
dotyczgcych badania wptywu warunkow jonowych na szybko$¢ polimery-
zacji aktyny. Widoczne jest, ze poczatkowa szybkos$¢ transformacji G—F
mierzona przy statym stezeniu KC1 i zmiennym stosunku stezen jednoczes-
nie dodanych do biatka CaCl2i MgCl2maleje ze wzrostem stezenia CaCl2

Obserwacje te nasunely przypuszczenie (26, 38, 39, 40), ze istotny
wptyw na szybko$¢ polimeryzacji moze mieé rodzaj silnie zwigzanego z
aktyng kationu, co z kolei sugerowato zalezno$¢ wiasnosci strukturalnych
monomerow aktyny od rodzaju zwigzanego kationu. Na mozliwos¢ wpty-
wu silnie zwigzanego Me2+ na strukture aktyny wskazywaty rowniez zmia-
ny reaktywnos$ci grup SH biatka pod wptywem rdznych kationéw, jak tez
réznice szybkosci zmian spektralnych towarzyszacych denaturacji prepa-
ratow aktyny majacych jako silnie zwigzany Ca2+, Mg2+ lub Mn2+ (41, 42).
Jak dotychczas, nie wykazano jednak réznic we wiasnos$ciach spektralnych
preparatow rodzimej aktyny zawierajgcych rézne Me2+ w miejscu silnego

6*
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wigzania (14, 15. 43). Szybko$¢ polimeryzacji zalezna jest nie tylko od
rodzaju silnie zwigzanego kationu, ale takze od rodzaju zwigzanego nukle-
otydu, chociaz, podobnie jak w przypadku preparatow aktyny majacych
rézne rodzaje silnie zwigzanego Me2+, nie zauwazono zaleznosci pomiedzy
widmami absorpcji w ultrafiolecie a rodzajem zwigzanego nukleotydu
(14, 44).

0 \“— | e
g ar q2 a3
[Ca]/[M g]

Ryc. 4. Zalezno$¢ poczatkowej szybkosci polimeryzacji aktyny od stosunku stezen
dodanych tgcznie do biatka CaCl2 i MgClI2

Na osi odcietych wskazano stosunek stezen dodanych MeCl2 Ca/Mg, na osi rzednych —
stosunek szybkos$ci polimeryzacji akt{’ny, v, otrzymanej przy danej warto$ci Ca/Mg, do szg/b—
kosci polimeryzacji otrzymanej w obecno$ci samego gCl2, v0. Pomiary wykonano w 18°C,
w obecnos$ci 0,015M buforu_ Tris-HCI o pH 83 oraz: —0—o0— stezeniu aktyny 2,3mg/ml, 3mM MgCI2
i 0,IM HC1; —o—o0— stezeniu aktyny 23 mg/ml, O,IM KC1, 1,2 mM MgCI2; — —1 — stezeniu aktyny
2mg/ml, 0,06M KC1, 2mM MgCI2 (26).

Pod wptywem wysokich stezen soli G-aktyna ulega wytrgceniu. Zja-
wisko to ttumaczono wzrostem ilosSci zwigzanych z nig kationéw az do cat-
kowitej neutralizacji ujemnego tadunku biatka (9, 33, 45). Wytragcona ak-
tyna tworzy stabilng, mleczno-bialg zawiesine. Wytrgceniu ulega takze
F-aktyna. Badania w mikroskopie elektronowym wykazaty, ze tworzy
ona wowczas parakrysztaty, w ktorych filamenty sg utozone badz réwno-
legle wzgledem siebie, bagdz w romboidalne sieci; rodzaj powstatych para-
krysztatow zalezy od rodzaju i stezenia dodanego do danej soli (46, 47, 48).

Jak wynika z przytoczonych danych, zmiany stanu fizykochemicznego
aktyny sg wynikiem ztozonych oddziatywarn pomiedzy czasteczkami biat-
ka, jonami dodanych soli i czasteczkami rozpuszczalnika, jednak mecha-
nizm tych zmian nie zostat, jak dotychczas, w petni wyjasniony.
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VII. Biologiczna rola aktyny

In vivo aktyna wystepuje wytgcznie w formie spolimeryzowanej two-
rzac razem z tzw. biatkami regulujgcymi — troponing i tropomiozyng —

cienkie filamenty miesnia (Ryc. 5).

Aktyna Troponing

Tropomiozyna

Ryc. 5. Lokalizacja troponiny i tropomiozyny w cienkich filamentach migsnia

Widoczny jest tu wyraznie spiralny fragment F-aktyny, zbudowanej z globularnych mono-
meréw G-aktyny (59).

Najogdblniej biorac, jej biologiczna rola polega na aktywacji miozyny,
zlokalizowanej w tzw. grubych filamentach i oddziatywaniu z nig w pro-
cesie skurczu migénia. Zgodnie z panujacymi obecnie pogladami (obszer-
niej omoéwionymi w cytowanej juz przegladowej pracy (2), sygnatem do
rozpoczecia skurczu migsnia jest uwolnienie jonow wapnia z bton sarko-
plazmatycznego retikulum. Uwolniony Ca2+ wigze sie z troponing™ co
wywotuje przesuniecia nici tropomiozynowo-troponinowych znajdujacych
sie w rowkach spirali F-aktyny, umozliwiajgce wystapienie oddziatywania
pomiedzy aktyng i miozyng, a w konsekwencji skurcz. Dla wyjasnienia
roli F-aktyny w skurczu istotne jest zatem scharakteryzowanie wplywu
zarbwno miozyny — lub jej enzymatycznie aktywnego fragmentu, tzw.
ciezkiej meromiozyny (HMM) — jak tez jonéw wapnia na wasnosci F-ak-
tyny i jej kompleksu z troponing i tropomiozyna.

Juz dosy¢ dawno sugerowano mozliwo$¢ wystepowania zmian struk-
turalnych w F-aktynie w procesie skurczu, kiedy filamenty miozynowe
i aktynowe wzajemnie sie przesuwajg (49). Obserwowany wzrost szyb-
kosci wymiany nukleotydu zwigzanego z F-aktyng pod wptywem dzia-
tania ultradZzwiekdéw lub podwyzszonej temperatury, interpretowany jako
wynik zachodzacych pod wptywem wspomnianych czynnikow zmian kon-
formacyjnych w polimerze, stat sie podstawg przypuszczenia, ze bada-
nie szybkosci wymiany nukleotydu w F-aktynie podczas jej oddziatywania
z miozyng dostarczy informacji o zachodzacych woéwczas zmianach struk-
tury polimeru. W kilkunastoletnim okresie badan w tym kierunku uzyski-
wano jednak sprzeczne wyniki i dopiero ostatnio udato sie ustali¢ przy-
czyne dotychczasowych rozbieznosci oraz jednoznacznie wykazaé, ze od-
dziatywanie aktyny z miozyng nie prowadzi do zmiany wymienialnos$ci
zwigzanego z F-aktyng nukleotydu (50). Sg jednak innego rodzaju wska-
z6wki, ze miozyna wywiera wptyw na wiasnosci F-aktyny. Zostaty np.
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zaobserwowane zmiany widma absorpcji F-aktyny w ultrafiolecie w obec-
nosci HMM, majace charakter podobny do zachodzacych przy depolimery-
zacji (14). Przeprowadzone pdzniej (51) badania hydrodynamiczne suge-
rowaly, ze HMM, wiazac sie z F-aktyng, moze powodowac pewne rozluz-
nienie wiazan pomiedzy monomerami. Podobne przypuszczenia zostaty
wysuniete rowniez na podstawie wynikéw badan rozpraszania $wiatta la-
serowego (52), wskazujacych na wzrost gietkosci filamentu F-aktyny pod
wptywem oddziatywania z HMM. Obserwacje widma fluorescencji pota-
czonej z F-aktyng pochodnej fluoresceiny (53) sugerujg, ze juz niewielka
liczba zwigzanych czasteczek HMM moze wpltywac jednocze$nie na wias-
nosci wielu czasteczek aktyny, czyli wigzanie HMM z F-aktyng wywotuje
kooperatywng zmiane stanu monomerow.

Wiasnosci F-aktyny tworzacej in vitaro kompleks z troponing i tropo-
miozyng ulegaja podobnym do wspomnianych wyzej zmian, z tym ze wa-
runkiem ich wystapienia staje sie obecno$é jondw wapnia w Srodowisku.
Badania przeprowadzone zar6wno przy uzyciu znacznikéw spinowych (54),
jak i fluoryzujgcych (55) zwigzanych z F-aktyng wskazywaly rowniez, ze
stan F-aktyny w cienkim filamencie zalezy od obecnosci Ca2+ Doswiad-
czenia wykonane metodg rozpraszania Swiatta laserowego (52) pozwolity
na wysuniecie przypuszczenia, ze wapn w stezeniach wystarczajgcych do
aktywacji skurczu miesnia zwieksza stopien elastycznos$ci cienkiego fila-
mentu. POzniej zaobserwowano w tym samym laboratorium odwracalne
zmiany, zachodzace w widmach liniowego dichroizmu kompleksu F-aktyny
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Ryc. 6. Wplyw jonéw wapnia na widmo dichroizmu liniowego kompleksu F-aktyny
z troponing i tropomiozyng z mieé$ni szkieletowych krélika
Widmo otrzymano w temperaturze pokomwej w obecnosm —0—0— 150mM KC1, 2mM MgCl.,

IOmM buforu histydynowego o pH 7 i ImM EGTA; 150mM KC1, 2mM MgCIZ 10mM
buforu histydynowego o pH 7 i buforu Ca/EGTA o pCa =5 (56)
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z troponing i tropomiozyng po dodaniu Ca2+ (56) (Ryc. 6). Zmiany te zin-
terpretowano, zgodnie z wyzej cytowanym przypuszczeniem (52), jako na-
stepstwo ostabienia wigzan pomiedzy monomerami oraz zwiekszenia fluk-
tuacji orientacji monomerow wzgledem osi polimeru po zwigzaniu Ca2+
do troponiny.

Cytowane wyniki badan wskazujg na aktywng role, jakg spetnia aktyna
w skurczu miesnia. Wysunieto ostatnio poglad, ze istotne znaczenie w tym
procesie moze mie¢ wzrost elastycznos$ci cienkiego filamentu zachodzacy,
jak wspomniano, pod wptywem wigzania Ca2+ do troponiny (57). Poniewaz
wystepuje zalezno$¢ pomiedzy wielkoScig napiecia miesnia, a stopniem
zachodzenia na siebie cienkich i grubych filamentéw oraz odlegto$cig po-
miedzy nimi (58), zmiany elastycznosci cienkiego filamentu w warunkach
aktywacji skurczu moga prowadzi¢ do zmniejszenia odlegto$ci pomiedzy
filamentami i tym samym utatwia¢ bezposrednie oddziatywanie aktyny z
miozyng. Jednakze rola F-aktyny w skurczu — szczeg6lnie zalezno$¢ po-
miedzy jej strukturg i funkcjg — nie sg jeszcze w petni znane i w 'dalszym
ciggu stanowig przedmiot badan.

Ze wzgledu na to, ze z wioknistych polimeréw biatkowych sktadajg sie
réwniez pewne elementy innych niz miesief systemow ruchowych, np. wi-
ci bakterii sg wieloniciowymi polimerami czasteczek biatka flagelliny, mi-
krotubule wchodzgce w sktad wici, rzesek, aksostyli i wrzeciona podzia-
towego komérek sg polimerami tubuliny — poznanie witasnoS$ci tego typu
polimerow jest istotne w badaniach mechanizmu ruchu.

Artykut nadszedt 28.7.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 19.9.1975
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JAN JOZEF ZIMOWSKI *

Metabolity witamin D i ich rola biologiczna

Metabolites of Vitamin D and Their Biological Function

W latach dwudziestych wyizolowano drobnoczasteczkowg substancje
0 dziataniu przeciwkrzywicznym, ktorej nadano nazwe witaminy D. Ba-
dania chemiczne wyjasnity, ze taka aktywnos$¢ biologiczng wykazuje kilka
naturalnych zwigzkdw strukturalnie spokrewnionych ze sterolami. Sg to
pochodne 3(ii-hydroksy-9,10-seko-steranu zawierajgce 3 sprzezone wig-
zania podwdjne w pozycji 5, 7 i 10 (19), przy czym poszczeg6lne zwigzki tej
grupy, oznaczane literg D z indeksem cyfrowym, r6znig si¢ budowg tan-
cucha bocznego przy C—17 uktadu steranowego. Najwazniejszymi wita-
minami grupy D, ktére sg najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie i
wykazujg najwyzszg aktywnos$¢ biologiczng sa witamina D2 ergokalcy-
ferol (I11) i witamina D3 cholekalcyferol (I11) (2).

Badania przeprowadzone w latach trzydziestych i czterdziestych wy-
jasnity, ze witaminy D powstajg z prowitamin, ktérymi sg AS7-sterole.
1 tak prekursorem witaminy D2 jest ergosterol za$ witaminy D3 7-dehy-
drocholesterol. Fotochemiczne rozerwanie pierscienia B A57%-steroli prowa-
dzi do powstania tzw. prekalcyferoli, ktére nastepnie w wyniku termicznej
izomeryzacji przeksztatcajg sie w odpowiednie witaminy D, kalcyferole
(Hyc. 1).

Proces ten zachodzi w zewnetrznych warstwach skory ssakow, jednak nie
zawsze z wystarczajgca Wydajnoscig (2).

* Mgr, Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego, ul. Zwirki i Wigury 93,
02-089 Warszawa

Wykaz stosowanych skroétéw: 25-OH-D — 25-hydroksykalcyferol; 25-OH-D3— 25-hy-
droksycholekalcyferol; 24,25—(0OH)2—D3— 24,25-dwuhydroksycholekalcyferol;
1,24,25— (OH)3—D3— 1,24,25-tréjhydroksycholekalcyferol; la,25—(OH)2—D — la,25-
-dwuhydroksykalcyferol; la,25—(0OH)2—D3— la,25-dwuhydroksycholekalcyferol;
25,26— (OH)2—D3— 25,26-dwuhydroksycholekalcyferol; la—OH—D3— la-hydroksy-
cholekalcyferol; 5,6—t—D3—5,6-trans-cholekalcyferol; i—T3— izotachysterol;
3—d—1«—0OH—D3— 3-dezoksy-la-hydroksycholekalcyferol; H:T:— dwuhydrotachy-
sterol; HAV2—1V — dwuhydroergokalcyferol—IV; CaBP — biatko wigzace wapn.
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Prowitaminy D, tzn. A57-sterole wystepujg powszechnie w tkankach
zwierzat i roslin wyzszych na og6t jednak w niewielkich ilosciach, stano-
wigc jak sie przyjmuje ostatnio, metabolity posrednie na szlaku syntezy
typowych steroli strukturalnych A5 (V) tj. cholesterolu u zwierzat lub (3-si-
tosterolu i stigmasterolu u roslin wyzszych (3).

Sztok biosyntezy sfero/i

1 R

a7 sterol

R
uv
T ~——
/
HO
457 sterol pre-katcyfero.i HO~
(prowitaminaD)| n katcyferol 111
(witaminagrupyO) ~
e CH eh3/cHE
ergestrol, witamina D2 R=-CH-C|H=CH-(.‘,H—CQCH
ch3 Nk
7 -dehydrocholesterot, witamina D3R=—CH—CH—CH—CH—LC(
\
4A5-sterol
\%

Ryc. 1. Schemat przeksztatcenia \5 i A7-steroli w witaminy grupy D.

Wiadomo, ze witaminy D sg niezbedne dla prawidtowego przebiegu
proceséw kostnienia, wchtaniania wapnia w jelicie oraz utrzymywania
odpowiedniego poziomu jonéw wapniowych i fosforanowych w osoczu (4).
Do niedawna jednak praktycznie nic nie wiedziano o mechanizmie wpty-
wu witamin D na wymienione wyzej procesy. Znaczny postep osiggnieto
na tym polu dopiero w ostatnich kilku latach dzieki réwnolegtym pracom
kilku laboratoriow amerykanskich i brytyjskich. Prace te wyjasnity, ze
dla przejawiania aktywnosci biologicznej niezbedna jest kilkustopniowa
enzymatyczna hydroksylacja witamin D, a mechanizm dziatania powsta-
tych hydroksypochodnych kalcyferoli w znacznej mierze przypomina me-
chanizm dziatania hormonow sterydowych.
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I Metabolizm witamin grupy D

1-1. Wchtanianie, transport, magazynowanie i wydalanie witamin D

Witaminy D zawarte w pokarmie ulegaja wchtonieniu w jelicie cien-
kim zwierzat razem z solami kwasow zotciowych i solami kwaséw ttusz-
czowych (5, 7—9). Po przejsciu przez komorki $luzéwki jelit dostajg sie
do kanalikow limfatycznych (10). W limfie witaminy D wigzg sie ze spe-
cyficznym biatkiem nosnikowym. Biatka nosnikowe witamin D wyizolo-
wano z osocza ludzkiego (11) oraz z osocza kurczgt, myszy, prosigt i maitp
(12).

Stwierdzono, ze znaczna cze$¢ dostajagcych sie do osocza witamin D
ulega estryfikacji dtugotancuchowymi kwasami ttuszczowymi (13—15) ta-
kimi, jak kwas palmitynowy, stearynowy, linolenowy, mirystynowy (16).
Stwierdzone hamowanie wspotzawodnicze pomiedzy cholesterolem i wi-
taminami D oraz podobna wrazliwo$¢ enzymatyczna reakcji estryfikacji
cholesterolu i witamin D na inhibitory, pozwalajg przypuszczaé, ze estry-
fikacje witamin D przeprowadza uktad enzymatyczny estryfikujacy cho-
lesterol (6, 17). Wydaje sie ponadto, ze podobnie jak w przypadku steroli
estry witamin D mogg stanowi¢ ich forme transportowsg.

Witaminy D odktadajg sie w roznych tkankach, gtownie w tkance
ttuszczowej i w miesniach (10). W mleku ludzkim i krowim oraz w moczu
krolika witaminy D wystepujg w postaci siarczanéw, ktdre sg rozpuszczal-
ng w wodzie formg witaminy D o catkowicie zachowanej aktywnosci bio-
logicznej (6). Glukuronozydy witamin D oraz kilka dotychczas blizej nie-
zidentyfikowanych polarnych metabolitow witamin D sg formami w posta-
ci ktorych nadmiar witamin D zostaje usuniety (wraz z z6kcig) z organiz-
mu (6, 10).

1-2. Hydroksypochodne witamin D

Badania nad losem witamin D w organizmie rozwinety sie dopiero pod
koniec lat sze$édziesigtych, gdy opracowano metody efektywnego znako-
wania izotopowego preparatow witamin D, i D3a nastepnie rowniez i nie-
ktorych metabolitow witamin D (4).

Zastosowanie tych radioaktywnych preparatow w badaniach in vivo
i in vitro pozwolito stwierdzié, ze w organiZzmie witaminy D szybko ule-
gaja przeksztatceniu w zwigzki o wyzszej polarnosci (4, 6, 10). Identyfi-
kacja tych metabolitow byta bardzo trudna poniewaz ilosci w ktérych wy-
stepuja one w organiZmie sg bardzo nieznaczne. Tak np. z osocza kurczat
zdotano wyizolowaé zaledwie 2 ug jednego z gtéwnych metabolitéw wita-
miny D3 zidentyfikowanego p6zniej jako la,25-dwuhydroksycholekalcy-



Tabela 1
Hydroksypochodne witaminy D3 (cholekascyterolu)

Nazwa zwigzku Wizdr strukturalny Miejsce powstawania  Odnosniki
istosowany skrot literatiunowe

25-hydroksycholekalcyferol

25-0H-03 Mikrosomy watroby 10, 20,

2, 23,

24,25~ dwuhydroksycholekal- ]
cyferoi 24,25-(0H)2-D8 Mitochondrta nerek 28, 29,
1,24,25- tr6jhydroksychoie-
kaiocyferot /,24,25{0H}03 Nerki 30.
la, 25-dwuhydroksychole- Mitochondria nerek 31,-36,
kaiocyfero/ la, 25-fOHR ~0 41-44.
25,26- dwuhydroksychole- 48.

kalocyferol 25,26-f0H)2-03

http://rcinf8rg.pl
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ferol (10). Dopiero réwnolegty rozwo6j mikrometod analitycznych takich
jak: chromatografia gazowa, spektrografia masowa i NMR, umozliwit jed-
noznaczng identyfikacje tych zwigzkdw (4). W 1971 roku opracowano ilos-
ciowg i szybka metode wydzielania metabolitéw witamin D z materiatu
biologicznego, polegajaca na chromatografii frakcji lipidowej na zelu Se-
phadex LH 20 (izopropyloeterowa pochodna Sephadex G 25) stosujgc gra-
dient chloroformu w eterze naftowym, jako czynnik eluujacy (18).

Watrobo
Witaminy D Jelito
I f  Wchianianie
n ;

250HD wapnia
Wehlanianie
fosforanow

Nerki RS o ST L]

1.24.25(OH)3-D

1
24.25-(OH)? -D

" . Kosci
25-OHD Uwa/nianie
} wapnia

1a,25-(OH)g-D REE

Nerki
Resorpcia
fosloranow

|

b= ]

Ryc. 2. Metabolizm witamin D i miejsce dziatania ich hydroksymetabolitéw.

-------- » niska aktywno$¢ biologiczna.
-——-» wysoka aktywno$¢ biologiczna.

Stosujac wspomniane techniki oprocz 1,25-dwuhydroksykalcyferolu
wykryto kilka innych hydroksypochodnych witamin D (Tabela 1) wyka-
zujacych w testach biologicznych (z wyjatkiem 25,26-dwuhydroksypochod-
nej) wyraznie wyzszg aktywno$¢ biologiczng niz witaminy D. Wskazuje
to, ze biologiczna aktywnos$¢ witamin D jest konsekwencjg ich hydroksy-
lacji (10).

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

Wydzielony z osocza myszy przez de Luca iwsp. 25-hydroksycho-
lekalcyferol (25—OH—D3) byt pierwszg zidentyfikowang hydroksypochod-
ng witaminy D 3(VI) (10). W nastepnych latach stwierdzono, ze przeksztai-
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cenie witaminy D3 w ten metabolit zachodzi w organizmie myszy wy-
tacznie w watrobie (20, 21). U kurczat natomiast hydroksylacja witami-
ny D3w pozycji 25 odbywa sie réwniez w nerkach i w jelicie, jednakze
z mniejszg wydajnoscia niz w watrobie (22). Uklad enzymatyczny prze-
prowadzajacy te reakcje wystepuje we frakcji mikrosomalnej (23). Dla
przebiegu jej niezbedny jest tlen czasteczkowy i NADPH oraz niezidenty-
fikowany czynnik wystepujacy w cytoplazmie (23). Hydroksylacji w pozy-
cji 25 ulega rowniez witamina D2 oraz niektore zwigzki syntetyczne zbli-
zone strukturalnie do witamin D jak np. dwuhydrotachysterol (25) (XIII).

W badaniach in vivo zaobserwowano, ze poziom 25—OH—D3wystepu-
jacego w osoczu myszy nie zalezy bezposrednio od iloSci dostarczanej
zwierzeciu witaminy D3 gdyz juz przy niskich dawkach witaminy D3
(ok. 2—3nmoli na 1 zwierze) stezenie 25—OH—D3 w o0soczu o0sigga ma-
ksimum (25). Stwierdzono, ze dodanie 25—OH—D3 do homogenatu wg-
troby myszy znacznie hamuje hydroksylacje witaminy D3 (24). Na tej
podstawie sugeruje sie, ze produkt hydroksylacji witaminy D, tj.
25—O0H—D, hamuje specyficznie aktywno$¢ 25-hydroksylazy kalcyferolu.

Powstaty w watrobie 25—OH—D po przeniknieciu do krwi zostaje
zwigzany ze specyficznym biatkiem nos$nikowym.

U ptazow, ktére sg ewolucyjnie najstarszg grupg zwierzat wymagajaca
witamin D dla regulacji homeostazy wapnia w organizmie (27), role biatek
nosnikowych witaminy D i 25—0OH—D peinig niskospecyficzne lipopro-
teidy — jak to wykazano w przypadku ropuchy Xenopus laevis (12). Jest
to prawdopodobnie ewolucyjnie najprymitywniejszy sposéb transportu
omawianych zwigzkdw.

W osoczu kilku badanych ssakéw biatko no$nikowe wigzace 25— OH—D
jest identyczne z biatkiem wigzacym witaminy D (12). Ma ono ruchliwos¢
elektroforetyczng a-globulin, z wyjatkiem biatka wyodrebnionego z o0so-
cza matp Nowego Swiata, ktérego ruchliwo$é elektroforetyczng odpowia-
da frakcji albumin (12). Z osocza kurczat za$ wyizolowano dwa rozne biat-
ka nos$nikowe — jedno specyficzne wobec witamin D a drugie wobec
25—O0H—D. Obydwa te biatka majg ruchliwosé elektroforetyczng (3-globu-
lin i charakteryzujg sie stalg sedymentacji 3,5 S. Mozna jest rozdzieli¢
metodg sgczenia molekularnego na zelu Sephadex G-100. Biatko nosniko-
we witaminy D ma mase czasteczkowg 60000 a biatko nos$nikowe
25—O0OH—D — 54 000 (12).

W przeciwienstwie do innych zwierzat, ktére wykorzystujg witamine
D2i witamine D3z takg samg efektywnos$cig w organizmie kur cholekal-
cyferol jest lepiej wykorzystywany niz ergokalcyferol. Przypuszcza sie, ze
ewolucyjne wyksztatcenie dwoch odrebnych biatek no$nikowych witamin
D i 25—0H—D wigzato sie ze zwiekszeniem specyficznosci pierwszego z
nich w stosunku do witaminy D3 (tj. cholekalcyferolu).
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1-2.2. 24,25-dwuhydroksycholekalcyferol (24,25-OH2-D3

W 1970 roku de Luca i wspotautorzy po podaniu kurczetom diety
zawierajacej duzg ilos$¢ wapnia i trytowany 25—OH—D3wyizolowali inny
metabolit witaminy D3tj. 24,25—(0H)2—D3 (VII) (28), ktéry poczatkowo
mylnie zidentyfikowano jako 21,25—(OH)2—D3

Przeksztatcenie 25—OH—D w ten metabolit przeprowadza 24-hydro-
ksylaza 25-hydroksykalcyferolu wystepujgca w mitochondriach nerek (29).
Réwniez w tym przypadku dla przebiegu reakcji konieczny jest tlen cza-
steczkowy i NADPH. Statla Michaelisa 25—OH—D3 wynosi okoto 1X
X10-6 M. Produkt reakcji czyli 24,25—(0OH)2—D3 oraz la,25—(OH)2—D3
hamujg dziatanie tego enzymu (29).

1-2.3. 1,2425—tr6jhydroksycholekalcyferol (1,24,25—OH)3—D3

W 1973 roku wyizolowano z osocza myszy 1,24,25—(0OH)3—D3 (VIII)
(30). Synteza tego zwigzku z 24,25—(OH)2—D3 przebiega w homogenacie
z nerek. Wydaje sie, ze 24,25—(0OH)2—D wykazuje aktywnosé biologiczng
dzieki przeksztatceniu w 1,24,25—(OH)3—D. Metabolit ten stymuluje po-
wolny (w poréwnaniu z la,25—(OH)2—D3 transport wapnia w jelicie, na-
tomiast w procesie uwalniania wapnia z kosci wykazuje stosunkowo niska
aktywnos$¢ (30).

1-2.4. la,25-dwuhydroksycholekalcyferol (la,25—(OH).—D3J

W 1971 roku réwnocze$nie w trzech os$rodkach wyizolowano i zidenty-
fikowano kolejny metabolit witaminy D3 la,25—(OH)2—D3 (IX) (31—
36). Obecnie przyjmuje sie, ze zwigzek ten jest wiasciwg formg czynnag
witamin D, przynajmniej w procesie wchtaniania wapnia w jelicie. Stwier-
dzono, ze w perfundowanym jelicie myszy zwigzek ten powoduje ma-
ksymalng stymulacje wchianiania wapnia przy dawce 65—325pmoli, pod-
czas gdy 25—OH—D3wykazuje ten efekt dopiero przy dawce 60 OOOpmoli
(10). Oméwiony wyzej 1,24,25—(0OH)3—D3 wykazuje w procesie wchia-
niania wapnia tylko okoto 60°/0 aktywnosci la,25—(OH)2—D3 (30). W pro-
cesie uwalniania wapnia z kosci la,25—(OH)2—D3 jest okoto 100 razy
efektywniejszy niz 25—0OH—D3 (37, 38), podczas gdy 1,24,25—(0OH)3—D3
wykazuje tylko niskg aktywnos$¢ (30). De Luca i wsp. stwierdzili, ze
podanie myszom in vivo aktynomycyny D, ktéra powoduje znaczne zaha-
mowanie przeksztatcenia 25—OH—D3 w la,25—(0OH)2—D3 blokuje réw-
niez transport wapnia w jelicie (37). Podanie la,25—(OH)2—D3 znosi dzia-
tanie antybiotyku. Stwierdzono, ze la,25—(OH)2—D3 nie ulega dalszym
przeksztatceniom w jelicie zanim nie nastgpi stymulacja transportu wap-
nia (39). Wyniki te wskazujg wiec, ze la,25—(OH)2—D jest bezposrednio
zaangazowany w procesie transportu wapnia" w jelicie i mobilizacji wapnia
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w kosciach. Ostatnio wykazano, ze ta pochodna witamin D jest réwniez
aktywna w procesie wchtaniania fosforanow w jelicie i ich resorpcji w ner-
ce (4, 40).

la,25—(0OH)2—D powstaje w wyniku stereospecyficznej hydroksylacji
25—0OH—D w pozycji C-la (4, 10). 1-hydroksylaza 25-hydroksykalcyfero-
lu wystepuje podobnie jak 24-hydroksylaza 25-hydroksykalcyferolu w
nerkach (41, 42) we frakcji mitochondrialnej (43, 44).
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OH OH OH Y
1 0C.-OH-D3 5,6-t—Dj H2 'l'3
Xl Xl X
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o e A
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CH2 OH
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3—d—10{,—0H—03 i—Ts
X1V XV

Ryc. 3. Niektére biologicznie aktywne analogi la,25—(OH)2—D3.

Wiasnosci tego enzymu zostaly poznane stosunkowo lepiej niz innych
hydroksylaz uczestniczagcych w metabolizmie witamin D. Enzym ten od-
znacza sie wysoka specyficznoscia w stosunku do substratu — nie powo-
duje bowiem hydroksylacji ani witaminy D3 ani dwuhydrotachysterolu
(analog witaminy D w ktérym pierSciern A jest obrécony o 180°) (43). Op-
timum pH dla tej reakcji wynosi 7,4, a stata Michaelisa dla 25—OH—D3
okoto 2X10-6 M. Reakcja przebiega tylko w warunkach aerobowych w
obecnosci NADPH i jonow magnezowych, a hamuje jg produkt reakcji tj.
la,25—(OH)2—D (43). Wykazano, ze w przypadku braku w mieszaninie
reakcyjnej NADPH inhibitory tancucha oddechowego takie jak antymy-
cyna, dwunitrofenol, oligomycyna hamujg aktywno$¢ 1-hydroksylazy 25-
-hydroksykalcyferolu. Wskazuje to na sprzezenie reakcji la-hydroksylacji
z procesem transportu elektronéw w taricuchu oddechowym (43).

Wyniki badan z zastosowaniem 18 2 pozwolity stwierdzi¢, ze tlen wpro-
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wadzony jako grupa hydroksylowa w pozycji la pochodzi w catosci z tego
izotopu, natomiast tlen z wody nie ulega wigczeniu do czgsteczki
la,25—(OH)2—D (45). Na tej podstawie sugeruje sig, ze omawiany enzym
jest tzw. oksydazg o mieszanej funkcji. Potwierdzajg to badania wskazu-
jace na udziat cytochromu P-450 w reakcji hydroksylacji 25—O0OH—D3
Swiadczg o tym zmiany widma absorpcji podczas inaktywacji hydroksy-
lazy tlenkiem wegla i reaktywacji w Swietle (46) oraz fakt, Zze redukcja
cytochromu P-450 w mitochondriach z nerek kurczat jest $cisSle zwigzana
z syntezg la,25—(OH)2—3 (4). Wykazano takze, ze w wyniku potaczenia
cytochromu P-450 wyizolowano z frakcji ntitochondrialnej z nerek rachi-
tycznych kurczat, z wysoko oczyszczonym flawoproteidem zaleznym od
NADPH i zelazoproteidem (tzw. adrenodoksyng) z mitochondriow nad-
nerczy powstaje uktad enzymatyczny zdolny do hydroksylacji 25—OH—D
w pozycji C-la (47).

Wyniki te wskazujg, ze 1-hydroksylaza 25-kalcyferolu strukturalnie
i funkcjonalnie jest podobna do innych oksydaz o mieszanej funkcji ucze-
stniczagcych w hydroksylowaniu steroidéw np. 11-a-hydroksylazy steroli
czy 7-a-hydroksylazy cholesterolu, ktére rowniez sktadajg sie z flawopro-
teidu, adrenodoksyny i cytochromu P-450 (4, 46).

1-25. 25,26-dwuhydroksychclekalcyferol (25,26—(OH),—D,)

W 1971 roku de Luca i wspotautorzy wyizolowali 25,26—(0OH)2—Dt
(X) z osocza prosigt karmionych dietg bogata w witamine D3 (48). Rola
i miejsce powstawania tego metabolitu jest jak dotagd nieznane. Wydaje sie
jednak, ze hydroksylacja tego typu moze stanowi¢ wstep do rozszczepie-
nia i eliminacji tafncucha bocznego steroli. Jest to wiec prawdopodobnie
pierwsza w ciggu reakcji prowadzacych do destrukcji i eliminacji wita-
min D z organizmu (10).

Przytoczone powyzej dane wskazujg, ze witaminy D w organizmach
zwierzecych podlegajg kilku etapowej hydroksylacji. W pierwszym etapie
w wyniku dziatania 25-hydroksylazy kalcyferolu wystepujacej w mikro-
somach watroby nastepuje hydroksylacja witamin D w pozycji C-25.
Nastepnie enzymy obecne we frakcji mitochondrialnej nerek tj. 1-hydro-
ksylaza i 24-hydroksylaza  25-hydroksykalcyferolu  przeksztatcajg
25—0OH—D odpowiednio w la,25—(OH)2—D3 i w 24,25—(0OH)2—D.
24.25—(0OH)2—D réwniez w nerkach ulega dalszej hydroksylacji do
1.24.25—(0OH)3—D. Z badan nad aktywnoscig biologiczng tych hydroksy-
pochodnych witamin D wynika, ze najaktywniejszy w procesach wchia-
niania wapnia w jelicie i uwalniania go z kosci jest la,25—(OH)2—D na-
tomiast najmniej aktywny jest 25—OH—D (Ryc. 2).
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I1. Mechanizm dziatania witamin D

I1-1. Zalezno$¢ aktywnosci biologicznej od struktury

Warunkiem aktywnos$ci biologicznej naturalnych metabolitow wita-
min D oraz licznych syntetycznych analogéw tych zwiazkéw jest obec-
no$¢ grupy hydroksylowej w pozycji C-la (49). Wszystkie analogi
la,25—(OH)2—D3aktywne w procesie wchtaniania wapnia w jelicie, w or-
ganizmach zwierzat, ktérym usunieto nerki, muszg zawieraC te grupe,
jak np. la-hydroksycholekalcyferol (la—(OH)—D3 (XX) lub jej pseudo-
rownowaznik, jak to jest w przypadku 5,6-trans-cholekalcyferolu
(5,6—t—D3 (XII) (51) i izotachysterolu (i—T3 (XV) (52). Przez pseudo-
rownowaznik grupy la—OH * rozumie sie grupe hydroksylowg, ktdra

Ry
\ — (a)HO HTy
OH(e)
XVII XVII
R?
Ryy
H,Vp — IV
St (a)HQ
OH(e)
XIX XX
Ry 1
AR XN 25-(0H),-D.
CHy (a)HO i S
Ho-
; OH(e) cH
OH XXII :

XXI
Ryc. 4. Konformacja la,25—(OH)2—D3 i jego analogdw.

a) —potozenie aksjalne
e) —potozenie ekwatorialne

*) Oznaczenie podstawnikéw a i (@ w pierscieniu A oraz numeracja atomoéw
wegla w 9,10-seko-steroidach okres$lana jest przez odniesienie do pierwotnej orien-
tacji tych podstawnikéw w zwigzku macierzystym z nienaruszonym uktadem stera-
nowym tj. w 7-dehydrocholesterolu.
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zajmuje pozycje geometrycznie rownowazng grupie la—OH w la,25—
—(OH)2—D. W czasteczkach 5,6—t—D3 oraz i—T3 pozycje takg zajmuje
grupa 33—OH. Jest to wynikiem odmiennej konfiguracji wigzania pod-,
wodjnego przy C-5 (tj. trans zamiast cis) co w konsekwencji powoduje,
ze pierScien A w tych zwigzkach odwrécony jest o 180° w stosunku do
jego potozenia w naturalnych pochodnych witamin D (49). Wyniki do-
Swiadczen z analogami la,25—(OH)2—D3 takimi jak 3-dezoksy-la-hydro-
kalcyferol (3—d—Ila—(OH)—D3 (XIV) (53), dwuhydrotachysterol H2T3
(X1 (54), 5,6—t—D3 (51) i i—T3(52) wskazujg natomiast, ze pojawienie
sie aktywnosci biologicznej witaminy D3 nie jest zwigzane z obecnos$cig
grupy hydroksylowej w pozycji C-3 oraz grupy metylenowej w po-
zycji C-19.

Wiadomo, ze pierscien A la,25—(OH)2—D3 moze w roztworze przyj-
mowaé¢ dwie rézne konformacje krzestowe. W jednej z nich grupa hydro-
ksylowa w pozycji C-la ma potozenie ekwatorialne (XXI) w drugiej za$
potozenie aksjalne (XXII) (49). W celu zbadania, ktéra z tych form jest
bardziej aktywna biologicznie poréwnano aktywnos$¢ dwdch analogéw
la,25—(0OH)2—D3 tj. H,T3 i dwuhydroergokalcyferolu—IV (H2/2—1V)
(XVI1). HZT3 wystepuje w roztworze gtéwnie w postaci, w ktdrej grupa
hydroksylowa w pozycji pseudo—la ma potozenie ekwatorialne (XVII)
(53), natomiast w H2/2—1V grupa hydroksylowa w pozycji C-la przyj-
muje przewaznie potozenie aksjalne (XX) (49). Z badan nad stymulacja
wchianiania wapnia w jelicie przez te zwiazki wynika, ze HZIT3wykazuje
wysokg aktywnos$¢ biologiczng (55) w przeciwieAstwie do pochodnej
H2/2—1V, ktéra charakteryzuje sie do$¢ niska aktywno$cig biologicz-
ng (49). Wynika zatem, ze bardziej aktywng biologicznie jest taka kon-
formacja pierscienia A la,25—(0OH),—D3 w ktdrej grupa hydroksylowa
w pozycji C-la zajmuje potozenie ekwatorialne.

11-2. Mechanizm dziatania la,25—(Oli),—D3 w $luzéwce jelit

Wyniki badafA rozmieszczenia trytowanego la,25—(OH)2—D3w komor-
kach $luzowki jelita kurczat i myszy wykazaty, ze okoto 80% podanego
zwigzku znajduje sie w surowej frakcji jgdrowej, przy czym 30—45%>
radioaktywnos$ci wigze sie z chromatyna (56—60). Ksztatt krzywej nasy-
cania Swiadczy o tym, ze chromatyna zawiera ograniczong liczbe miejsc
wigzacych dla la,25—(0OH)2—D3 (56). W homogenacie chromatyny z jelita
kurczecia nasycenie nastepuje po zwigzaniu 20pmoli la,25—(OH)2—D3 na
15mg DNA (59). Niezwigzana z chromatyng cze$¢ la,25—(OH)2—D3 wigze
sie z frakcjg biatkowg wykazujgcg wysoka specyficzno$¢ w stosunku do
tego metabolitu witaminy D3 (59, 60). Biatko o tej aktywnosci z tkanki
jelit kurczat charakteryzuje sie stalg sedymentacji 3—3,5 S. Powino-
wactwo la,25—(0OH)2—D3 do tego biatka jest bardzo wysokie, a stala
Michaelisa wynosi 2,2X10-10M (61).
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Ponadto wykazano, ze w temperaturze 0°C la,25—(OH)2—D3 wyste-
puje gtdwnie we frakcji cytosolowej, natomiast w temperaturze 37°C
szybko przemieszcza sie do frakcji jadrowej wigzac sie z chromatyna.
Ta zalezno$¢ utrzymuje sie zarbwno w homogenacie $luzowki jelita jak
i w rekonstruowanym uktadzie cytosol-chromatyna (61). Wydaje sie wiec,
ze proces transportu kompleksu la,25—(OH)2—D3 ze specyficznym biat-
kiem nos$nikowym do chromatyny wymaga pewnej energii aktywacji oraz
ze btona jadrowa nie odgrywa najprawdopodobniej w tym proc?sie po-
wazniejszej roli.

Norman i wsp. (49) w 1974 roku przedstawili hipoteze transportu
la,25—(0OH)2—D z cytoplazmy do jadra w komorkach S$luzéwki jelita.
W pierwszym etapie metabolit ten miat wigzac¢ sie na terenie cytoplazmy
ze specyficznym receptorem biatkowym. Nastepnie kompleks ten miatby
ulega¢ aktywacji, ktora by¢ moze polega na zmianie konformacji pierscie-
nia A la,25—(OH)2—D. Aktywacja kompleksu umozliwiataby dopiero
zwigzanie la,25—(0OH)2—D z chromatyng. W wyniku tego procesu naste-
powataby synteza nowego m-RNA i biatek niezbednych dla przebiegu
transportu wapnia. Fakty przytoczone ponizej Swiadcza o stusznosci przy-
puszczenia, ze la,25—(OH)2—D3 dziata na poziomie transkrypcji. | tak
in vivo aktynomycyna D silnie hamuje transport wapnia w jelicie kur-
czat jezeli zostanie podana przed la,25—(OH)2—D3(62). Norman i wsp.
zaobserwowali ponadto, ze po podaniu kurczetom la,25—(OH)2—D3 naste-
puje okoto 2-krotne zwiekszenie syntezy RNA w S$luzéwece jelit, mierzone
przyrostem wbudowywania irytowanej urydyny. Aktynomycyna D znosi
catkowicie ten efekt (63). Wykazano réwniez, ze a-amanityna i aktyno-
mycyna D hamuja powstawanie biatka wigzacego wapri (CaBP — Calcium
binding protein) w hodowli tkanki jelitowej z embrionow kurczat inku-
bowanej z la,25—(0OH)2—D3 (64). Stwierdzono takze, ze po dodaniu ra-
chitycznym kurczetom znakowanego la,25—(OH)2—D3 maksymalne nasy-
cenie chromatyny tym metabolitem witaminy D3 nastepuje po 4 godzi-
nach, maksimum stymulacji syntezy RNA po 6 godzinach a maksimum
stymulacji transportu wapnia po 9 godzinach (63).

W 1974 roku Kodicek i wsp. badali zdolnos¢ syntezy CaBP przez
polirybosomy z jelit kurczat. Polirybosomy te byty inkubowane z radio-
aktywnymi aminokwasami i nastepnie CaBP wyodrebniono z mieszaniny
biatek metoda immunoprecypitacji. Stwierdzono, ze okoto 7°/0 radioak-
tywnych biatek syntetyzowanych na polirybosomach z jelit kurczat, ktére
uprzednio znajdowaty sie na diecie zawierajacej witamine D3 jest iden-
tyczne z CaBP. Natomiast gdy polirybosomy wyizolowano z jelit kurczat
zywionych pokarmem bez witaminy D3 CaBP stanowit zaledwie 0,5°/0
syntetyzowanych biatek (65).

Omoéwione wyzej doSwiadczenia wskazujg wiec wyraznie, ze
la,25— (OH)2—D dziata na poziomie transkrypcji i jest induktorem syn-
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tezy m-RNA stanowigcego z kolei matryce dla syntezy biatka wigzacego
wapn w jelicie tj. CaBP. Przypuszcza sie, ze i inne biatka biorgce udziat
w procesie wchtaniania wapnia w jelicie tj. ATP-aza stymulowana Ca2+
i alkaliczna fosfataza, ktérych aktywnos$¢ rdwniez wzrasta po podaniu
zwierzetom witaminy D3 sg takze syntetyzowane de novo (6, 10, 66). Nie
mozna wykluczy¢ jednak, ze wzrost aktywnosci tych enzyméw jest wy-
nikiem przeksztatcenia odpowiednich biatek prekursorowych w biatka
czynne lub tez bezposredniej aktywacji tych enzymow przez metabolity
witamin D.

W 1971 roku de Luca i wsp. stwierdzili, ze po podaniu myszom
aktynomycyny D i nastepnie po 2—5 godzinach la,25—(0OH)2—D3 trans-
port wapnia w jelicie przebiega normalnie (37). Stwierdzono, ze w $lu-
zowece jelit rachitycznych myszy wystepuje tzw. frakcja biatkowa A, ktd-
rej ilos¢ wyraznie maleje po podaniu myszom witaminy D3 podczas gdy
ilos¢ CaBP wzrasta (67). Ponadto biatka frakcji A maja nieco wyzszg
mase czasteczkowg niz CaBP (67). Mozliwos¢ przeksztatcania sie biatek
frakcji A w CaBP potwierdzito doSwiadczenie z zastosowaniem podwdjnie
znakowanych aminokwasow (68). Myszom na diecie z witaming D3 podano
AC-aminokwasy na 6 godzin przed zabiciem, a myszom rachitycznym
H-aminokwasy na 3 godziny przed zabiciem. Wyizolowane S$luzowki jelit
zwierzat obu grup doswiadczalnych zmieszano, a nastepnie rozdzielono
biatka cytosolowe metodg elektroforezy. Po oznaczeniu stosunku MC/H
w poszczeg6lnych pasmach biatkowych stwierdzono, ze jest on wysoki
dla CaBP (okoto 2) a niski we frakcji biatkowej A (okoto 0,6). W doswiad-
czeniu kontrolnym, w ktéorym obie grupy zwierzat byly na diecie nie
zawierajgcej witamin D, stosunek MC/H we wszystkich pasmach biatko-
wych byt bliski jednosci. Wyniki te wskazujg, ze witaminy D stymuluja
najprawdopodobniej przeksztatcenie biatka prekursorowego wystepujace-
go w tzw. frakcji biatkowej A w CaBP. Przypuszcza sie, ze przeksztat-
cenie to polega na odszczepieniu krotkiego peptydu.

W 1971 roku Norman i wsp. stwierdzili, ze poddanie izolowanych
jelit Swin, ktore znajdowaty sie uprzednio na diecie bez witaminy D, dzia-
taniu antybiotyku polienowego — filipiny (wywotujagcego zmiany w orga-
nizacji bton) wzmaga wchtanianie wapnia w jelicie. Stymulacji takiej nie
obserwuje sie przy podobnym traktowaniu jelit ze Swin odzywianych
dietg zawierajgcg witamine D3 (69). Wynik tego doswiadczenia wskazy-
watby, ze witaminy D lub ich metabolity powodujg reorganizacje struk-
tury bton mikrokosmkéw w sposéb pozwalajacy na szybkie wnikanie
wapnia do komoérek Sluzéwki jelita. Obserwacje te potwierdzajg badania
zmian skiadu lipidow w btonach mikrokosmkoéw z jelita swin znajduja-
cych sie na diecie zawierajagcej witamine D3 oraz bion z jelit $win pozo-
stajacych na diecie bez witaminy D (70). W btonach jelit zwierzat zywio-
nych dietg zawierajgcg witamine D3 obserwowano wyzszy stosunek fosfo-
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lipidow do steroli. Ponadto wykazano wystepowanie zmian w skladzie
kwasow ttuszczowych zaréwno we frakcji fosfolipidow jak i we frakcji
estrow steroli.

Ogo6lny schemat mechanizmu dziatania witamin D w procesie wchia-
niania wapnia w jelicie przedstawiono na rycinie 5.
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Ryc. 5. Schemat dziatania la,25—(OH)2—D3 w komoérkach $luzéwki jelita.

Rcyt —specyficzne cytoplazmatyczne biatko receptorowe wigzace la, 25—(OH)2-D3
SRcyi —kompleks biatko receptorowe—Ia,25—OH)2—D;
SRcyj —zaktywowany kompleks biatko receptorowe —la,25—OH),-D3

11-3. Dziatanie la,25—(OH)2—D w kosciach

W 1971 roku stwierdzono, ze aktynomycyna D powoduje catkowite
zahamowanie uwalniania wapnia z kosci myszy, jezeli ten antybiotyk po-
dano wczes$niej niz 1a,25—(0OH)2—D3 (71). Na tej podstawie sugeruje sie,
ze podobnie jak w jelicie 1a,25—(OH)2—D3 dziata na poziomie trans-
krypcji DNA. Dodatkowym potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢ fakt
obecnosci tego metabolitu witaminy D gtéwnie w jadrze komérek kost-
nych (72).

W 1973 roku Kodicek i wsp. badajagc wptyw witaminy D3 na syn-
teze kolagenu stwierdzili, ze w taricuchach a-1 i a-2 kolagenu izolowa-
nych z kosci zwierzat rachitycznych znajduje sie wiekszy stopien hydro-
ksylacji (73).
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Il1l1. Regulacja metabolizmu la,25—(OH)2—D i 24,25—(0OH)2—D

Jak omdwiono tu szczeg6towo wyzej witaminy D ulegajg w organiz-
mach zwierzecych kilkuetapowej hydroksylacji. Pierwszym etapem za-
chodzacym gtownie w watrobie jest hydroksylacja w pozycji C-25. Na-
stepnie w nerkach 25—OH—D ulega hydroksylacji w pozycji C-la lub
w pozycji C-24.

Wykazano, ze szybkos¢ hydroksylacji 25—0OH—D3 do jednego z tych
dwu metabolitéw zalezy od iloSci wapnia w diecie i jego poziomu w 0SO-
czu (10, 74). W organizmie myszy na diecie o niskiej zawartosci wapnia
(okoto 0,02%) powstaje przede wszystkim la,25—(OH)2—D3 podczas gdy
w organizmach myszy pozostajgcych na diecie z wysokag zawarto$cig wap-
nia (okoto 3,0%) powstaje gtéwnie 24,25—(OH)2—D3 (75).

Udziat wapnia w regulacji biosyntezy obu tych metabolitdbw moze po-
lega¢ na bezposrednim wptywie poziomu wapnia w osoczu na aktywnos$é
enzyméw hydroksylujgcych 25—OH—D w pozycji C-la albo w pozycji
C-24. Mozna tez przypuszcza¢, ze w regulacji aktywnosci tych enzymoéw
posredniczy jaki$ czynnik wrazliwy na poziom wapnia w 0soczu.

Za pierwszg z tych mozliwos$ci przemawiajg wyniki badan nad zmia-
nami aktywnoS$ci 1l-hydroksylazy i 24-hydroksylazy 25-kalcyferolu w za-
leznosci od stezenia wapnia w izolowanych mitochondriach z nerek kur-
czat. Stwierdzono, ze wapn w stezeniach rzedu 0,05—0,5mM stymuluje
hydroksylacje 25—OH—D3 w pozycji C-la, natomiast wyzsze stezenie
wapnia powodujg szybki spadek aktywnosci 1-hydroksylazy 25-kalcyfe-
rolu. Poziom hydroksylacji 25—OH—D3w pozycji C-24 nie zalezy od ste-
zenia jonéw wapnia (44).

Natomiast za druga z przytoczonych powyzej mozliwosci przemawia
fakt, ze wyrazna redukcja aktywnos$ci 1-hydroksylazy 25-kalcyferolu
i wzrost aktywnos$ci 24-hydroksylazy 25-kalcyferolu, nastepuja dopiero
po okoto 24 godzinach od zmiany zwierzetom diety z niskg zawartoscia
wapnia na diete zawierajgcg znaczna jego ilos¢ (10).

Poniewaz wiadomo, ze biosynteza jednego z hormondw powstajgcego
w gruczotach przytarczycznych, parathormonu (PTH), zalezy od poziomu
wapnia we krwi (2), zbadano wplyw tego hormonu na ' synteze
la,25—(0H)2—D3i 24,25—(0H)2—D3 Myszom z usunietg operacyjnie tar-
czyca wraz z przytarczycami podawano trytowany 25—OH—D, a na-
stepnie badano zmiany poziomu radioaktywnosci w la,25—(OH)2—D3
i 24,25—(0OH)2—D3 Stwierdzono, ze radioaktywnos$¢ w la,25-dwuhydro-
ksypochodnej szybko spada, natomiast w 24,25-dwuhydroksypochodnej
wzrasta. Podanie takim myszom parathormonu powoduje odwrotny efekt
tj. wzrost radioaktywnosci w la,25—(OH)2—D3 a jej obnizenie w 24,25—
—(OH)2—D3 (76). Na podstawie tych wynikdw uwaza sie, ze zmiany po-
ziomu parathormonu, wywotane zmianami stezenia wapnia w o0soczu,

8 Postepy Biochemii
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w niewyjasniony jak dotad sposob regulujg aktywnos$¢ 1-hydroksylazy-
i 24-hydroksylazy 25-kalcyferolu.

Wydaje sie jednak, ze obok parathormonu i wapnia réwniez i inne
czynniki biorg udziat w regulacji metabolizmu 25—OH—D. Wykazano
np. ze nawet gdy myszy karmiono dietg o wysokiej zawarto$ci wapnia,
co jak wspomniano wyzej, hamuje w normalnych warunkach aktywnos$¢
1-hydroksylazy 25-kalcyferolu w nerkach, to przy niskim stezeniu fosfo-
ranow w diecie szybkos$¢ hydroksylacji 25—OH—D w pozycji C-la nie
ulega wyraznemu obnizeniu (4, 10, 77). Efekt ten byé moze ma zwiazek
z udziatem la,25—(OH)2—D3 w resorpcji fosforanobw w nerkach oraz we
wchtanianiu fosforanow w jelicie (4, 10).

Interesujagcy aspekt regulacji przeksztatcenia 25—OH—D3 do la,25—
—(OH)2—D3 wigze sie z obserwacjg, ze w nerkach wystepuje biatko cyto-
plazmatyczne, do ktérego 25— OH—D3wykazuje okoto 1000 krotnie wiek-
sze powinowactwo (Km= 3X10-9M) niz w stosunku do 1-hydroksylazy
25-kalcyferolu (Km= 2,2X10_6M) (78). W zwigzku z tym nie wyklucza
sie mozliwosci ze substratem la-hydroksylacji 25—0OH—D jest kompleks
25—0OH—D3 . biatkiem wigzacym. Mozliwe jest rowniez, ze w miejscu
przebiegu hydroksylacji istniejg warunki powodujace zmniejszenie powi-
nowactwa biatka wigzacego do 25—OH—D; a co za tym idzie, uwolnienie
25—O0H—D w ilosSciach, ktdre umozliwiajg przebieg reakcji la-hydroksy-
lacji. Bez wzgledu na to, ktéra z tych dwu mozliwos$¢; zachodzi rzeczy-
wiscie, wydaje sie, ze biatko cytoplazmatyczne wigzgce 25—OH—D w ner-
kach odgrywa istotng role w regulacji biosyntezy la,25—(OH)2—D3

Inny aspekt regulacji biosyntezy la,25—(OH)2—D3 badali de Luca
i wsp. (10). Sledzili oni wptyw aktynomycyny D i cykloheksoimidu na po-
ziom aktywnosci 1-hydroksylazy 25-kalcyferolu. Kurczetom na diecie nie
zawierajacej witaminy D3 podawano dozylnie jeden z tych antybiotykow,
a nastepnie w réznych odstepach czasu izolowano nerki i w homogenacie
badano synteze la,25—(OH)2—D3 W przypadku tych obu inhibitorow
biosyntezy biatka stwierdzono wyrazny spadek aktywnos$ci enzymatycz-
nej 1-hydroksylazy 25-kalcyferolu, przy czym wykluczono mozliwos¢ bez-
posredniego wptywu tych antybiotykéw na aktywno$¢ enzymu. Powyzsze
wyniki sugeruja, ze 1l-hydroksylaza 25-kalcyferolu jest szybko metabo-
lizowana, a ,okres ppitrwania” tego enzymu wynosi tylko 2,5 godziny,
a ,,okres péttrwania” odpowiedniego m-RNA maksymalnie 6 godzin (4, 10).
Nie wyklucza sie takze, ze metabolizm tego enzymu pozostaje pod statg
kontrolg hormonalna.

Inng droga regulacji poziomu la,25—(0OH)2—D3 w organizmie jest
mechanizm inaktywacji tego zwigzku. Stwierdzono, ze la,25—(OH)2—D3
indukuje w jelicie enzymy, ktére przeprowadzaja jego destrukcje (10).

Ogolny schemat regulacji metabolizmu witamin D przedstawia ry-
cina 6.
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Jak wynika z omowionego wyzej aktualnego stanu wiedzy nad rolg
metabolitdw witamin D uzasadnione wydaje sie, spotykane coraz czesciej
w pisSmiennictwie, okreslanie witamin D jako prohormonéw. Pod wieloma
wzgledami mechanizm dziatania tych zwigzkéw przypomina mechanizm
postulowany dla hormonéw sterydowych, takich jak kortykoidy (79).

Watroba

WitaminyD-*-+> 25-OHD

Nerki
ta,?5-(0H)2-D ~"~25-0H-D » k* 24,2"(CH)z-D

W 5-fCH)3-D
Niskipoziom4
Ca2+ubP0”
n osoczu PTH
A
Wysokipoziom Ca Niskipoziom Ca 2/’
W 0SOCzZU GruczaTy W 0s0czu
przytarczyczne

Ryc. 6. Regulacja metabolizmu witamin grupy D.

-» stymulacja procesu
hamowanie procesu.

Niezaleznie od wartosci poznawczej omdéwione prace majg powazny
aspekt praktyczny. Stwierdzono na przyktad, ze w przypadku diugotrwa-
tej kuracji antydrgawkowej pojawiajace sie schorzenia kostne sg wyni-
kiem obnizenia w watrobie aktywnosci 25-hydroksylazy kalcyferolu. Po-
danie takim chorym 25—OH—D3 powoduje przywrdcenie prawidtowego
procesu kostnienia (4, 10). Niektore schorzenia kostne moga by¢ rowniez
wywotane zmniejszeniem szybkos$ci biosyntezy la,25—(OH)2—D w ner-
kach (4, 10). Stwierdzono, ze w tych przypadkach podawanie dozylnie
tego metabolitu powoduje znaczne polepszenie. W badaniach klinicznych
czesto zastepuje sie la,25—(OH)2—D3 jego syntetycznym analogiem
la—OH—D3 gdyz mozna go, w przeciwienstwie do la,25—(OH)2—D3 po-
dawac doustnie bez utraty aktywnos$ci biologicznej (4). Zwigzek ten, w wa-
runkach podawania dootrzewnowo, wykazuje okoto 50% aktywnosci
la,25—(OH)2—D3 bedac przy tym znacznie tanszym w produkcji (4, 80).
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SPRAWOZDANIE

Kurs na temat ,,Zastosowanie izolowanych komoérek watroby
i kanalikow nerkowych w badaniach metabolicznych”

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

FEBS Advanced Course 38
Use of isolated liver cells and kidney tubules in metabolic studies.

W dniach 26—28 lipca 1975 roku, bezposrednio po zakonczeniu X Zjazdu Fede-
racji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS) w Paryzu odbyt sie kurs
(FEBS Advanced Course 38) na temat ,,Zastosowanie izolowanych komoérek watroby
i kanalikéw nerkowych w badaniach metabolicznych”. Organizatorami kursu byli:
H. D. Sé6ling (RFN), J. M. Tager (Holandia) i J. R. Williamson (USA). Kurs sfinan-
sowata Federacja Europejskich Towarzystw Biochemicznych oraz firmy: Bayer AG,
Boehringer Mannheim GmbH, Hoechst AG i Paul Martini-Stiftung eV.

W kursie uczestniczyto 85 naukowcéw stosujgcych w swoich badaniach izolo-
wane komorki watroby i kanaliki nerkowe. Najliczniej reprezentowane byty: RFN
(21 os6b), Francja (14 oséb), Anglia (12 os6b), Holandia (10 oséb) i USA (6 oso6b).
Ponadto w Kkursie brali udziat przedstawiciele Australii, Belgii, Danii, Hiszpanii,
Norwegii, Szwajcarii i Wtoch. Z Polski oprécz autorki sprawozdania w kursie ucze-
stniczyli Profesorowie S. Angielski i L. Wojtczak.

Obrady pierwszego dnia odbyty sie na Wydziale Farmacji Uniwersytetu Pa-
ryskiego w potgczeniu z sympozjum (Post-FEBS Symposium Il1l) na temat ,,Oddzia-
tywanie mitochondriéw i cytoplazmy w metabolizmie komérki”, organizowanym
przez D. C. Gautheron i P. M. Vignais (Francja) z ramienia Francuskiego Towa-
rzystwa Chemii Biologicznej i Francuskiej Grupy Bioenergetycznej. Obrady otworzyt
Sir Hans Krebs (Anglia). J. B. Chappell (Anglia) w referacie na temat transportu
metabolitéw przez btone mitochondrialng podkres$lit ograniczong przepuszczalnosé
btony mitochondriéw watroby dla glutaminianu i w zwigzku z tym watpliwy udziat
dehydrogenazy glutaminianowej w procesie wytwarzania amoniaku dla syntezy mocz-
nika. Autor ten zwrdcit uwage na stymulujacy wptyw leucyny na produkcje glutami-
nianu z a-ketoglutaranu i jonéw amonowych oraz wytwarzanie amoniaku w reakcji
katalizowanej przez dezaminaze adeninowag.

Duzo uwagi poswiecono wewngtrzkomdérkowemu rozmieszczeniu metabolitow.
Dyskutowano uzyteczno$¢ dwu metod rozdzialu mitochondriéw i cytosolu celem mie-
rzenia w nich zawartosci metabolitow. P. F. Zuurendonk (Holandia) oméwit miano-
wicie izolowanie frakcji mitochondrialnej w wyniku wirowania przez olej silikonowy
zawiesiny komorek watroby po uprzedniej inkubacji z digitoning celem uszkodzenia
btony komdrkowej. H. W. Heldt (RFN) natomiast celem rozdziatlu mitochondriow
i cytosolu liofilizowat zamrozong watrobe, homogenizowat jg w mieszaninie cztero-
chlorku wegla i heptanu, po czym poddawat frakcjonowanemu wirowaniu w gra-
diencie gestosci. Mitochondria w tych warunkach gromadza sie we frakcji najlzejszej,
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a frakcja cytosolu we frakcji najciezszej. T. Biicher (RFN) moéwit o mitochondrial-
nych i cytoplazmatycznych potencjatach oksydoredukcyjnych, a E. C. Slater (Ho-
landia)— o wewnatrz- i zewnagtrzmitochondrialnych potencjatach fosforylacyjnych.
J. R. Williamson (USA) w referacie na temat oddziatywania miedzy mitochondriami
i cytosolem w procesie glukoneogenezy i syntezy mocznika podkres$lit znaczenie efek-
tywnego transportu glutaminianu, asparaginianu i jabiczanu przez btone mitochon-
drialng dla zachowania wysokiej syntezy glukozy i mocznika w izolowanych komoér-
kach watroby i w watrobie poddawanej perfuzji.

W przerwie obrad organizatorzy i uczestnicy ztozyli zyczenia Sir Hans Krebsowi
z okazji 75-tej rocznicy urodzin. Na te uroczysto$¢ zostal przygotowany ogromny
tort urodzinowy z 75 $wieczkami.

W ciggu nastepnych dwéch dni kurs odbywat sie poza Paryzem w Luzarches,
w o$rodku naukowo-szkoleniowym Fundacji Royaumont, znajdujacym sie w po-
mieszczeniach dawnego klasztoru. Szczeg6lnie duzo czasu poswiecono na przedy-
skutowanie aspektow metodologicznych procesu izolowania komorek watroby takich
jak: rodzaj buforu stosowanego do perfuzji, szybkos$¢ perfuzji, obecno$¢ jonéw wap-
nia w czasie perfuzji, ilos¢ enzymoéw i ich stezenie w ptynie stosowanym do perfuzji,
obecnos$¢ albuminy lub zelatyny w mieszaninie reakcyjnej. Gtéwnymi dyskutantami
w omawianiu w/w probleméw byli: M. N. Berry (Australia), odkrywca metody izo-
lowania komoérek watroby w wyniku trawienia watroby kolagenazg i hialuronidaza
w czasie perfuzji oraz Sir H. A. Krebs (Anglia), P. O. Seglen (Norwegia), J. Katz
(USA) i K. R. Elliott (Anglia), ktérzy wprowadzili pewne modyfikacje do pierwotnej
metody otrzymywania komoérek watroby szczura i innych zwierzat laboratoryjnych.
R. van der Meer (Holandia) i P. Walter (Szwajcaria) przedstawili metode perfuzji
zawiesiny komdrek watroby, pozwalajagcg na zmiane mieszaniny reakcyjnej, zacho-
wanie fizjologicznych stezen substratéw i kontrolowanie p02i pH w czasie trwania
doswiadczenia. Poréwnano wtasciwosci izolowanych komérek watroby z hepatocy-
tami hodowanymi w kulturach (J. C. Wanson, Belgia i U. Junge, RFN).

Stosunkowo niewiele czasu pozostalo na omdwienie problemoéw regulacji meta-
bolizmu. J. Katz (USA) zwrécit uwage na wystepowanie ,jatowych” reakcji (tzw. fu-
tile cycles) w procesie metabolizmu glukozy w izolowanych hepatocytach na po-
ziomie glukokinazy, fosfofruktokinazy i kinazy pirogronianowej. Oméwiono regu-
lacje dehydrogenazy pirogronianowej (E. Siess, RFN) oraz role dehydrogenazy glut-
aminianowej w procesie syntezy mocznika (J. R. Williamson USA; H. Siess, RFN;
J. D. McGivan, Anglia i A. J. Meijer, Holandia). Wykazano, ze szybko$¢ ureogenezy
zalezy od stopnia redukcji NADP oraz ze w niskich stezeniach amoniaku aktywnos$¢
dehydrogenazy glutaminianowej zalezy od stosunku NAD(P)/NAD(P)H. Poruszano
rowniez problem regulacji hormonalnej metabolizmu glukozy w hepatocytach
(P. Walter, Szwajcaria i A. Bosch, USA) i w izolowanych kanalikach nerkowych
(F. Morel, Francja i W. Guder, RFN).

Na zakonczenie obrad dyskusje podsumowat Sir Hans Krebs. Zdaniem uczestni-
kéw kursu, dyskusje na temat zastosowania izolowanych komérek watroby i kana-
likbw nerkowych w badaniach metabolicznych okazatly sie bardzo pozyteczne. Ma-
teriaty kursu zostang opublikowane przez wydawnictwo North-Holland Publish-
ing Co.

J. Bryta



RECENZJA

Wydawnictwo pt. ,,Biochemistry of Nucleic Acids”
red. K. Burton

Butterworths University Park Press, Medical and Technical Publishing
Co Ltd, Baltimore.

Ksigzka jest jednym z 12 toméw seryjnego wydawnictwa dokonujgcego prze-
gladu wspobiczesnej wiedzy z roéznych dziedzin chemii i fizjologii. Butterworths
University Park Press z Baltimore wspdélnie z Medical and Technical Publishing
Co LTD podjety wydawanie publikacji przeglagdowych w sposéb seryjny co 2 lata
w formie zbioru aktualnej wiedzy z poszczegdlnych dyscyplin.

Seria pierwsza obejmuje: biochemie, fizjologie, chemie nieorganiczng, chemie orga-
niczng i chemie fizyczng.
Z zakresu biochemii wydano 12 tomoéw dotyczacych nastepujacych dziedzin:
1. Chemia makroczasteczek, redaktor Profesor H. Gutfreund.
Biochemia $ciany komoérkowej i bton, redaktor Dr C. F. Fox.
Mechanizmy transdukcji energii, redaktor Profesor E. Racker.
Biochemia lipidoéw, redaktor Profesor T. W. Goodwin.
Biochemia weglowodan6éw, redaktor Profesor W. J. Whelen.
Biochemia kwaséw nukleinowych, redaktor Profesor K. Burton.
Synteza aminokwas6éw i biatek, redaktor Profesor H. R. V. Arnstein.
Biochemia hormonéw, redaktor Profesor H. V. Rickenberg.
Biochemia réznicowania komérkowego, redaktor Dr. J. Paul.
Obrona i rozpoznawanie, redaktor Profesor R. R. Porter.
Biochemia rodlin, redaktor Profesor D. H. Northoote.
12. Fizjologiczna i farmakologiczna biochemia, redaktor Dr. H. F. K. Blaschko.

W poszczegbélnych tomach pierwszej serii biochemicznej przegladem objeto pra-
ce od roku 1967 do 1972 wiacznie. Konsultantami wydawniczymi catej serii bioche-
micznej sg H. L. Kornberg i D. C. Phillips. Tom 6 dotyczy biochemii kwaséow nukle-
inowych i obejmuje nastepujgce dziaty:

Oznaczanie sekwencji nukleotydowej

Wpltyw sekwencji nukleotydowej na wtasciwosci DNA
DNA i RNA chromosoméw bakteryjnych i wirusowych
DNA eukariotyczny

Replikacja DNA u E. coli

Rekombinacja

Bakteryjna transkrypcja

RNA sterowana DNA polimeraza

Synteza rybosomalnego RNA u eukariotéw i regulacja tego procesu
tRNA: struktura i biosynteza

Kwasy nukleinowe chloroplastow

Kolejne rozdziatly opracowane sg przez wybitnych specjalistéw z poszczegblnych
dziedzin: W przeciwienstwie do artykutéw w Annual Reviews rozdzialy omawianego
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wydawnictwa nie stanowig kompletnego zbioru i oméwienia wszystkich prac ukazu-
jacych sie na dany temat, lecz w sposdb syntetyczny omawiaja postep w odnosnym
dziale. Zgodnie z zapowiedzig wydawcy od 1974 roku zaczng sie ukazywac poszcze-
gélne tomy o tych samych tytutach, jako seria druga i beda zawieraly opis postepu
jaki dokonat sie w ciggu 2 lat w poszczeg6lnych dziedzinach. Zawartg w omawianym
tomie wiedze podano w takiej formie, ze moze by¢ zrozumiata zaréwno przez za-
awansowanych studentéw jak i przez nie biochemikéw. Wydaje sie, ze omawiany
tom 6 jak i cata seria biochemiczna moze stanowi¢ cenne uzupetnienie wielu biblio-
tek Instytutow Naukowych i Wyzszych Uczelni.

T. Borkowski



KOMUNIKAT

Miedzynarodowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Lekarskiego,
Warszawa — Krakoéw, 9—15.VI111.1976 r.

W zwigzku z 200 rocznicg powotania w Polsce Komisji Zdrowia bedacej pierwo-
wzorem ministerstwa zdrowia i 110 rocznicg pierwszego Zjazdu Lekarzy i Przyrodni-
kéw Polskich, Polskie Towarzystwo Lekarskie organizuje w dniach od 9 do 15 sierp-
nia 1976 r. Miedzynarodowy Zjazd w Warszawie i Krakowie.

Celem Zjazdu jest zaprezentowanie dorobku medycyny polskiej oraz osiagnie¢
spotecznych naszego kraju, a takze zapoznanie polonii zagranicznej i spoteczenstwa
polskiego z wktadem Polakéw w rozwd6j medycyny $wiatowej. Zjazd bedzie stuzyt
réwniez poszerzeniu i pogtebieniu przyjaznych kontaktéw, stworzy klimat i warunki
do nawigzywania bezposredniej wspotpracy miedzy lekarzami praktykami i naukow-
cami $rodowisk polonijnych i lekarzami polskimi w kraju.

Program Zjazdu obejmuje 3-dniowe obrady w Warszawie i 3-dniowg sesje wy-
jazdowa w Krakowie.

Gtéwne tematy obrad plenarnych:

1) Problemy wspoétczesnego ksztatcenia i doskonalenia lekarzy.
2) Rehabilitacja i lecznictwo uzdrowiskowe.

Istnieje mozliwo$¢ zorganizowania spotkan i dyskusji naukowych na inne tema-
ty w zaleznosci od zgtoszonych wcze$niej zainteresowan uczestnikow.

W dniach od 16 do 23 sierpnia przewiduje sie kilkudniowe wycieczki po Polsce,
ktorych trasy umozliwia zwiedzenie najwazniejszych centrow kulturalnych Polski
oraz sanatoriow i uzdrowisk. Blizsze informacje o zjezdzie dla lekarzy polskiego
pochodzenia przesyta Polskie Towarzystwo Lekarskie na prosbe zainteresowanych.
Korespondencje w tej sprawie nalezy kierowaé¢ na adres: Polskie Towarzystwo Le-
karskie— Komitet Organizacyjny Miedzynarodowego Zjazdu Polskiego Towarzy-
stwa— Al. Ujazdowskie 24, 00-478 Warszawa.

Uwaga: Przedstawiciele krajowych S$rodowisk lekarskich i naukowych zostang za-
proszeni do udzialu w Zjezdzie bezposrednio przez Polskie Towarzystwo Lekarskie.
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M. Zydéw o, L. Zelewski — Professor Wiodzimierz Mozotowski — Obituary
N O THC B bbb 3
W. Ostrowski — Biological Catalysis — Fiftieth Anniversary of the First
Crystallization of Urease by J. B. Sumner — (Inst. Biochem. Med. School

Of Medicing, K IFaKOW ) .ttt 1
J. Gniot-Szulzycka — Mucopolisaccharidoses, Enzyme deficiencies —
(Dept Biochem. Inst. Biol., M. Kopernik University, Torun) . 17

T. Gotaszewski — Thymidine Kinase — (Int. Biochem. Biophys., Pdl. Acéd.
Sci.,, Warszawa)
A. Grzelinska—Fitoalexins — (Inst. Gen. Plant Breeding, Agricultural
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J.J. Zimowski — Metabolites of Vitamin D and Their Biological Function —
(Inst. Biochem., University of Warsaw, W arszawa).......cc.. 91
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POSTEPY BIOCHEMII

— kwartalnik

Cena zt 20.—
WARUNKI PRENUMERATY

Cena prenumeraty krajowej

rocznie zt 80.—
poétrocznie  zt 40.—

Prenumerate krajowa przyjmujg Oddzialty RSW ,,Prasa — Ksigzka — Ruch” oraz urze-

dy pocztowe i doreczyciele w terminach:

— do dnia 25 listopada na styczen, l-szy kwartat, 1-sze poétrocze roku nastepnego
i na caly rok nastepny,

— do dnia 10 miesiaca poprzedzajgcego okres prenumeraty na pozostate okresy roku
biezacego.

Jednostki gospodarki uspotecznionej, instytucje i organizacje spoteczno-polityczne
sktadaja zamowienia w miejscowych Oddziatach RSW ,Prasa — Ksigzka — Ruch”.
Zaktady pracy w miejscowosciach, w ktérych nie ma Oddziatbw RSW oraz prenu-
meratorzy indywidualni, zamawiaja prenumerate w urzedach pocztowych lub u do-
reczycieli.

Prenumerate ze zleceniem wysytki za granice, ktéra jest o 50% drozsza od prenu-
meraty krajowej, przyjmuje RSW ,Prasa — Ksigzka — Ruch”, Centrala Kolportazu
Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 Warszawa, konto PKO nr 1531-71
w terminach podanych dla prenumeraty krajowej.

Biezgce i archiwalne numery mozna naby¢ lub zaméwi¢ we Wzorcowni Wydawnictw
Naukowych PAN-Ossolineum-PWN, Patac Kultury i Nauki (wysoki parter)
00-901 Warszawa oraz w ksiegarniach naukowych ,Domu Ksigzki”.

A subscription order stating the period of time, along with 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 Warszawa, 7 Krakowskie Przedmiescie, P. O.
Box 1001, Poland. Please send payments to the account of Ars Polona—Ruch in Bank
Handlowy S. A., 7 Traugutt Street, 00-067 Warszawa, Poland.

Indeks 36969



ERRATA

W tomie 21 zeszycie 3 kwartalnika Postepy Bio-
chemii w spisie tresci w jezyku angielskim zamiesz-
czono nieprawidtowy tytut pracy A. Michalskiego.
Poprawna forma tytutu powinna brzmieé: ,Super-
oxide Dismutase”. Redakcja przeprasza autora i czy-
telnikow.



Pismiennictwo: W artykule nalezy cytowaé¢ prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajace
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,,Postepach Biochemii”. W teksécie nalezy podawaé¢ jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcoéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (IUB) wedtug
Biochim. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

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

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

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

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

Zataczniki: Kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym
numerowi uzytemu w tek$cie, oraz oznaczy¢ (na gdrze stronicy otéw-
kiem) nazwiskiem 1-ego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omowienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢é wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonaé linig ciensza niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwacé sie skrétami. Osie wykres6w natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: AO O A 8 O
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,goéra” i ,,dot” (otéw-
kiem). O stopniu zmniejszenia ryciny w druku decyduje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytaczno$é druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed wia-
czeniem tabel, wykreséw czy schematéw od artykutu przeznaczonego do
publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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SPIS TRESCI

M Zydowo, L. Zelewski —Profesor Wiodzimierz Mozotowski — wspom-
NieNie POSM IBITNE o

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

J Gniot-Szulzycka — Niedobory enzymatyczne lezgce u podstaw muko-
polisacharozydoz

, otaszewski —Kinaza tymidynowa

M. Jurkowski — Fosfolipazy zwierzece

E Préchniewicz — Fizykochemiczne wtasciwosci aktyny i jej rola w skur-
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J J, Zimowski— Metabolity witamin D i ich rola biologiczna .

Sprawozdanie — Kurs nt,, Zastosowanie izolowanych komérek watroby i kana-
likbw nerkowych w badaniach metabolicznych — J. Bryta
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