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NOWE W BIOCHEMII

Geny eukariontów i wirusy onkogenne — struktura i transkrypcja *

S tru k tu ra  genów kom órek eukariotycznych, transk rypcja  i przetw arzanie pre- 
kursorow ego raRNA oraz s tru k tu ra  w irusów  onkogennych typu DNA i RNA były 
wiodącym  tem atem  czw artej konferencji naukow ej „Arolla W orkshop”.

Sesję poświęconą s truk tu rze  DNA, chrom atyny i chromosomów otworzył refera t 
F. C ricka (Cambridge) na tem at tzw. sekwencji pasożytniczych DNA (egoistyczny 
DNA ang. selfish DNA). Sekw encje te pojaw iają się i rozsiew ają w genomie orga­
nizmów wielu gatunków , gdzie pozostają jako sekwencje milczące, genetycznie n ie­
czynne lub też ingeru ją w funkcję genomu stanowiąc dodatkowe sygnały kontro lu­
jące ekspresję genów, m utacje itd. W arunkiem  rozprzestrzeniania się sekwencji 
pasożytniczej jest uzyskanie przez nią specyficznej sekwencji nukleotydow ej a także 
znalezienia odpowiedniego „środow iska” jakim  jest DNA komórkowy. K. S cherrer 
(Paryż) przedstaw ił elektronogram y DNA erytrocytów  kaczki poddanego kontrolo­
w anej denatu rac ji chemicznej. W cząsteczkach DNA znaleziono regiony bogate 
w AT o charak terystycznej budowie: rozrzucone one są jako regiony („łączniki”)
o długości ok. 800 par zasad (pz) i w ystępują w grupach 4-6 dzieląc sekwencje DNA 
na odcinki ok. 2500 pz. G rupy „łączników ” bogatych w AT oddalone są od siebie
o ok. 10-100 kpz (kilo pz). O rganizację chromosomu metafazowego, a w szczególności 
budowę szkieletu (scaffold) chromosomu kom órek HeLa przedstaw ił U. K. Laemli 
(Genewa). Po usunięciu histonów i większości białek niehistonowych z izolowanych 
chromosomów m etafazow ych pozostaje resztkow a s tru k tu ra  w ykazująca w m ikro­
skopie elektronow ym  szkielet nukleoproteidow y, z którego wychodzą niezliczone 
pętle DNA o długości 5-100 kpz. W skład niehistonowych białek resztkow ych wchodzi 
5-6 głównych kom ponentów  oraz ok. 25 m niejszych. Podobną budowę w ykazuje in-

• terfazow y chromosom myszy (R. Hancock, Lozanna).
A. M irzabekov (Moskwa) prezentow ał w łasny model budowy nukleosomu.

K ilka w ykładów  poświęcono macierzy jądrow ej. A. O. Pogo (Nowy Jork) sądzi, 
że m acierz jądrow a determ inuje domeny chrom atyny ak tyw nej i n ieaktyw nej oraz 
pozycję tych domen w jądrze i bierze udział w form ow aniu chromosomów w okresie 
profazy. Nowsze badania w skazują, że hnRNA jest silnie związany z macierzą, 
sądzi się więc, że m acierz bierze udział w procesie przetw arzania pre-m RNA 
(splicing) i transporcie mRNA do cytoplazmy (Pogo; W. J. van Venrooij, Nijmegen). 
M acierz jądrow a jest wzbogacona w replikujący DNA i aktyw ne transkrypcyjn ie 
domeny chrom atyny (R. Berezney, Buffalo).

W krótkim  spraw ozdaniu nie sposób omówić bliżej kilku dużych sesji poświę­
conych struk tu rze genów i regulacji transkrypcji. Przedstaw iono szereg nowych 
analiz s truk tu ry  pierwszorzędowej genów i otaczających je sekwencji. W odległości 
około 30 pz od punktu  in icjacji transkrypcji (miejsce CAP) u wielu genów transk ry - 
bowanych przez RNA-polim erazę II znaleziono sekwencję TATAA lub sekwencje 
pochodne od niej (zwaną ,,TATA-box" ,  sekwencją Hognesa lub sekwencją G oldber-

* jest to om ów ienie problem atyki konferencji naukowej „Arolla W orkshop”, która odbyła  
się  w dniach 18-22 sierpnia 1980 r. w Arolla, Szw ajcaria.
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264 NOW E W BIOCHEM II [2 )

ga), k tórą w ielu  badaczy uw aża za niezbędną dla in ic jacji transkrypcji. Isto tn ie 
w w arunkach  transk rypc ji w  układach bezkom órkowych wycięcie regionu zajm o­
w anego przez sekwencje TATA lub indukow anie m utacji w tym  rejonie prow adzi 
do znacznego zaham ow ania transkrypcji. Zależność taką  w ykazali R. A. F lavel 
(Londyn) i P. D ierks (Zurich) na modelu genu (i-globiny, a M. J. Tsai (Houston) 
dokonał analogicznego spostrzeżenia w  odniesieniu do genu ow oalbum iny kurczęcia. 
Regulatorow y region o podstaw owej budowie CCAAT położony jeszcze dalej „w le­
wo” od punk tu  CAP (ok. 80 pz) jest najpew niej niezbędny w  transkrypcji in vivo, 
jednakże jego usunięcie nie w pływ ało w  widoczny sposób na transkrypcję izolo­
wanego genu.

Znaczenie sekwencji poprzedzających początek genu w procesie regulacji tra n s ­
krypcji ilustrow ano w ynikam i badań nad zwiększoną w rażliw ością na działanie 
nukleaz regionów przyległych do końca 5' genu. S. Elgin z U niw ersytetu H arw ard  
stw ierdziła taką  zwiększoną w rażliw ość na DNAazę I końca 5' genu białka szoku 
term icznego w  locus 67B u Drosophila melanogaster.  U tego gatunku A. W orcel 
(Princetow n) spostrzegł podwyższoną w rażliw ość na DNAazę I i nukleazę m ikro- 
kokalną końca 5' genów histonowych. Na podstaw ie badań wrażliwości regionu 
5' genów 5S W orcel sądzi, że nadw rażliw ość regionu regulatorowego jest zw iązana 
z odpowiednim  ułożeniem  w  fazie nukleosomów, których pozycja w arunku je  zw ią­
zanie czynnika niezbędnego dla rozpoczęcia transkrypcji. Spostrzeżenie Y. Aloni 
(Rehovot), że region późnego prom otera w m inichrom osom ie w irusa SV40 w ykazuje 
nadw rażliw ość na  DNAazę i jednocześnie pozbawiony jest s tru k tu ry  nukleosom alnej, 
także w skazuje, że stan  organizacji nukleosom ów może mieć istotne znaczenie dla 
ekspresji genu.

Geny transkrybow ane RNA polim erazą I i III posiadają również regiony n ie­
zbędne dla rozpoczęcia transk rypc ji ale lokalizacja ich jest odmienna. P rzycinanie 
(truncation) od końca 5' segm entu restrykcyjnego zaw ierającego gen tRNAMet nie 
powodowało żadnych zaburzeń transk rypc ji aż do osiągnięcia 13 pz od końca 5' genu. 
N aruszenie te j sekwencji znosiło transk rypcję  genu (H. H ofstetter, Zurich). A nalo­
giczna sekw encja niezbędna dla zachow ania transk rypc ji znajduje się u końca ge­
nu  tRNAMet.

Doskonały w ykład D. F lavella (Londyn) podsum ow ał najnowsze dane o budowie 
genów globinowych oraz s truk tu rze  i procesie przetw arzan ia cząsteczek p rekurso - 
row ych mRNA globiny począwszy od pierwszego tran sk ry p tu  o wielkości 15S poprzez 
form y pośrednie. P rzedstaw iono liczne dane uzupełniające niepełny jeszcze obraz 
m echanizm u w ycinania sekw encji intronow ych i spajan ia w iązaniem  kow alencyjnym  
końców sąsiadujących eksonów. Analizowano stru k tu rę  genów globinowych u ludzi 
z w rodzoną hem oglobinopatią. Ustalono, że zespół genów globinowych ulega roz­
ległym uszkodzeniom, najczęściej typu  delecji; w w ielu przypadkach hemoglobino- 
patii obszar delecji został precyzyjnie określony.

4

S tru k tu rę  genu aktyny  om awiali I. Sures (Genewa) i R. F irtel (La Jolla) a o rga­
nizację genów histonowych M. B irnsteil (Zurich). Gen histonu H2A jeżowca w ykazuje 
sekw encję TATAAATA, k tó ra  w  stosunku do polim erazy II determ inuje pozycję 
końca 5'. W ydaje się, że sekw encja ta  odpowiada zatem  funkcji selektora tra n s ­
krypcji. D alej w  lewo od sekw encji selektora znajduje się w  obrębie przeryw nika 
sekw encja m odulatorow a określająca szybkość transkrypcji.

M. Jacob (Strasburg) przedstaw iła analizę sekwencji na granicy intron-ekson 
w skazując na homologię sekw encji przygranicznych w ielu pre-mRNA. Sekw encje 
te  w ykazują kom plem entarność do 16 nukleotydow ej sekwencji drobnocząsteczko- 
wego RNA (Ul). Zdaniem  niektórych autorów  cząsteczka U l może służyć jako elem ent 
stabilizujący m iejsca cięć i spojeń na granicy intron-ekson. In teresujące, że w hnRNA 
znaleziono znaczną ilość (40%) drobnocząstekowego RNA głównie frakcji U2, U l,
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[31 NOW E W BIOCHEM II 265

U3 i U x (M. Jacob, T. Pederson, W orcester Foundation, S irew sbury). H. Naora 
(Canberra) zaproponow ał model p rzetw arzan ia ' pre-m RNA, w  którym  elem entem  
stabilizującym  region cięcia i spajan ia na granicy ekson-in tron-ekson są dw upas­
mowe stru k tu ry  w ytw arzane w  obrębie te j sam ej cząsteczki hnRNA.

Zupełnie nową koncepcję m echanizm u przetw arzania pre-m RN A  cytochrom u b 
w m itochondrialnym  DNA drożdży zaproponował P. Słonim ski (Gif sur Yvette). 
G rupa Słonim skiego stw ierdziła, że n iek tóre sekwencje intronow e genu cytochro­
m u b kodują białko („m aturazę”) niezbędne dla usuw ania intronów  i spajania ekso- 
nów w  pre-m RN A  cytochrom u b. M aturaza jest białkiem  w spółdziałającym  z innym i 
składnikam i m echanizm u „s p l i c i n g N iektóre m utan ty  w  obrębie intronów  unie­
m ożliw iające pełną transkrypcję  in form acji dla m aturazy są niezdolne (¿o przetw a­
rzan ia  pre-m RN A , k tóry  grom adzi się w  zwiększonych ilościach.

Sesję poświęconą organizacji ekspresji genów im m unoglobuliny (Ig) otworzył 
św ietny re fe ra t R. P e rry ’ego (Filadelfia). W obszernym  w stępie re feren t podał pod­
staw y biologii rozw oju kom órek w ytw arzających  im m unoglobuliny, omówił p rzy­
datność modelowych szpiczaków myszy dla badań nad s tru k tu rą  genów Ig i n a tu rą  
różnorodności przeciw ciał. Na przykładzie analizy genów lekkiego łańcucha 1 i x w ia­
domo, że geny kodujące region zm ienny (V lub wg obecnie proponow anej nom en­
k la tu ry  region CDR-Complementarity Determining Region) w ystępują w liczbie k il­
kuset (ok. 300), natom iast gen regionu stałego (C) jest pojedynczy. Form ow anie osta­
tecznej s tru k tu ry  genu po zadziałaniu antygenu następuje w  trakc ie  różnicow ania się 
lim focytu typu B i polega na przegrupow aniu  i przybliżeniu jednego z genów V do 
jednego z pięciu segm entów J  położonych w  odległości ponad 1000 pz (sekwencja 
IVS) od początku genu C. Tak uform ow any gen ulega transk rypc ji a pre-m RNA 
przetw orzeniu  (wycięcie sekw encji IVS) w  końcową cząsteczkę mRNA, w której 
region V /J przechodzi bezpośrednio w region C. Różnorodność przeciw ciał w arunku ją  
mnogość genów V, możliwość doboru segm entu J  i zmienność w  rejonie spojenia V-J, 
a także m utacje w  hiperzm iennych regionach genu V.

M olekularne podłoże zjaw iska „przełączania” klas genów łańcucha H przeciw ­
ciał było przedm iotem  dalszej części w ykładu  P e rry ’ego jak  również oddzielnych 
refera tów  (T. H. R abbitts, C am bridge; B. Mach, G enewa; U. Storb, Seattle; F. Alt, 
M TI-C am bridge, USA). Gen C jest położony u lewego końca zespołu genów łańcu­
cha H i ulega ekspresji jako cząsteczka IgM, k tó ra  jest pierw szym  przeciwciałem  
syntetyzow anym  w  odpowiedzi na antygen. U form ow anie czynnego genu C polega — 
podobnie jak  w przypadku genów łańcucha X i y. — na przegrupow aniu odpow iednie­
go genu V -J w  sąsiedztwo C . „Przełączenie” na syntezę następnych w czasie klas Ig 
(np. IgG) na poziomie m olekularnym  polega na następnej rekom binacji, w w yniku 
k tó rej region VJ zbliża się do odpowiedniego genu C (np. C yi)- R ekom binacja za­
chodzi w obrębie m iejsc S, których s tru k tu ra  nie jest jeszcze bliżej poznana. W w y­
niku  rekom binacji obszar DNA między genem  VJ a genem danej klasy łańcucha H 
ulega delecji.

In teresu jący  proces ekspresji genów alfa-am ylazy przedstaw ili O. Hagenbuechle, 
U. Schibler i wsp." (Lozanna). mRNA alfa-am ylazy ślin ianki i w ątroby myszy różnią 
się n iekodującym  końcem  5'. Sekw encja poprzedzająca kodon AUG mRNA w ątroby 
jest dłuższa o ok. 100 zasad od analogicznej sekw encji mRNA ślinianki. Ponadto sek­
w encja poprzedzająca kodon AUG w mRNA ślinianki jest transkryp tem  kom plem en­
ta rnym  do regionu oddalonego w lewo o ok. 3000 zasad od regionu kodującego taką 
sekw encję w w ątrobie. Być może odkrycie to przyczyni się do poznania różnic 
w  funkcji genu w  odm iennie w yspecjalizow anych kom órkach. Odmienności n arzą­
dowe w  ekspresji genów am ylazy i s tru k tu rę  genów insuliny om awiał W. R utter 
(San Francisco).

Tem atyka sesji poświęconej w irusom  onkogennym  typu DNA obejm ow ała głów­
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266 NOW E W BIOCHEM II [4]

nie m olekularną s tru k tu rę  adenow irusa typ 2 i SV40 i koncentrow ała się na cha­
rak terystyce prom oterów , inicjacji transkrypcji oraz przetw arzaniu  transkryptów  
pierw otnych. Analizę kom pleksów transkrypcyjnych  adenow irusa m etodą m ikroskopii 
elektronow ej przedstaw ił O. M iller (Pasadena), a J. B lanchard (M ontpelier) omówił 
badania nad cząsteczkami mRNA w irusa w zakażonych kom órkach linii HeLa. 
Analizowano struk tu rę  i funkcję wczesnych i późnych prom oterów  adenow irusa. 
Silny prom oter TATAAA pasm a r znajduje się w pozycji 16.3 mapy w irusa w  od­
ległości o ok. 30 nukleotydów  w lewo od miejsca CAP (C. Kedinger, S trasburg ;
O. H agenbuechle, Lozanna). Regulacja transkrypcji wczesnych regionów 2 i 4 podlega 
negatyw nej kontroli. T ranskrypcja tych regionów po osiągnięciu m aksym um  jest 
wyłączona przez białko w ykazujące właściwość w iązania z DNA, a będące p roduk ­
tem  wczesnego genu 2 (J. R. Nevins, Nowy Jork). M echanizmy kontroli ekspresji 
genów adenow irusa 2, zależności między ekspresją wczesnych i późnych genów, 
proces przetw arzania pre-m RN A  i funkcje regulatorow e przedstaw ił w postaci 
obszernego refera tu  przeglądowego L. Philipson (Uppsala).

„Późne” geny w irusa SV40 nie zaw ierają sekwencji typu TATA w odróżnieniu 
od wczesnego regionu, gdzie sekwencje typu „T A T  A -box"  w ystępują w regionie 
poprzedzającym  początek genu kodującego antygen T, jednak nie należy przypisy­
wać im znaczenia bezwzględnych sygnałów dla transk rypcji in vivo  (R. Kamen, 
Londyn). Dane te potw ierdzają badania labo iatorium  Fiersa wskazujące, że delecje 
sekwencji poprzedzających późne geny SV40 (kodujące białka otoczki w irusa) nie 
w pływ ają na przebieg transk rypcji (G. Haegem an, Ghent). R. Weil (Genewa) w skazał 
na plejotropow e działanie antygenu T w kom órkach zakażonych SV40.

P ięknym  referatem  o retrow irusach  i odw rotnej transkryp tazie  D. B altim ore 
(Cam bridge, USA) otworzył sesję poświęconą retrow irusom . RNA retrow irusów  po 
skopiowaniu na dsDNA in tegru je się z genomem gospodarza dzięki s truk tu rze  sek­
wencji typu „directrepeat” na końcach transkryp tu . P ierw szą fazą in tegracji jest 
utw orzenie z dsDNA form y kolistej. C iekawą hipotezę pow staw ania białaczek u p ta ­
ków pod w pływ em  w irusa ALV przedstaw ił W. S. H ayw ard (The Rockefeller U ni­
versity , Nowy Jork). B adania H ayw arda oraz S. M. A strin  i B. C. Neela z In sty tu tu  
Badań nad Rakiem  w Filadelfii w skazują, że indukcja białaczki może zajść poprzez 
insercję w genom gospodarza prom otera pochodzącego z prow irusa ALV. Jest to 
jeden z ciekawszych kierunków  badań nad rolą sekwencji niosących określone 
funkcje i w łączanych w genom w procesie pow staw ania nowotworów. J. M. Verm a 
(San Diego) analizow ał przykłady biogenezy retrow irusów . W irus m ięsaka myszy — 
Moloney (M-MSV) jest zdolny do w łączenia we w łasny genom sekwencji genomu 
gospodarza. Te nabyte sekwencje mogą ulec ekspresji jako niezależny produkt w irusa 
lub jako dodatkowy fragm ent struk tu ra lnych  białek w irusow ych. v

W konferencji brało udział około 120 uczestników. Poziom konferencji był b a r ­
dzo wysoki i nie mogłem oprzeć się uczuciu zażenowania jak  bardzo pozostaliśm y 
w tyle. O rganizatorzy konferencji: Robert P erry  (Filadelfia), K laus S cherrer (Pa­
ryż) i George Spohr (Genewa) oraz koledzy z U niw ersytetu Genewskiego, mogą mieć 
głąboką satysfakcję nie tylko z pożytecznej i stym ulującej konferencji naukow ej lecz 
także z faktu, że jej uczestnicy nigdy nie zapomną przyjaznej atm osfery jaką tam  
organizatorzy stworzyli. Wszyscy też zachowamy na zawsze w pam ięci bajkow e 
scenerie z okolicy Arolla i alpejskiej wycieczki.

M. Chorąży

Zaakceptowano do druku  3.4.1981 Insty tu t Onkologii, Wybrzeże Arm ii Czerwo­
nej 15, 44-100 Gliwice
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Badania nad strukturą i funkcją czynnika elongacyjnego EFTu z bakterii
E.coli

Czynnik elongacyjny EFTu z bak terii Escherichia coli jest białkiem  składającym  
się z pojedynczego łańcucha polipetydowego o ciężarze cząsteczkowym 43 225, w skład 
którego wchodzą 393 am inokw asu (1).

W procesie biosyntezy białka czynnik EFTu katalizu je w iązanie AA-tRNA do 
rybosom ów w cyklu reakcji, k tórych pierw szym  etapem  jest utw orzenie kom pleksu 
dw uskładnikow ego z GTP (EFTu-GTP). Następnie, w in terakcji z AA-tRNA pow staje 
kom pleks trójskładnikow y: AA-tRNA-EFTu-GTP. W w yniku oddziaływ ania z w łaści­
w ym  kodonem mRNA na rybosomie następuje przyłączenie kom pleksu tró jsk ładn i­
kowego do rybosomu, po czym zachodzi utw orzenie w iązania peptydowego pomiędzy 
AA-tRNA (z kom pleksu trójskładnikow ego) a syntetyzowanym  peptydylo-tRNA. Po 
hydrolizie G TP uw alniany jest z kom pleksu rybosom alnego nowy kompleks dw u­
składnikow y: EFTu-GDP. Dla kontynuacji procesu biosyntezy białka konieczne jest 
ponowne utw orzenie kom pleksu EFTu-G TP; uczestniczy w tej reakcji czynnik elon­
gacyjny EFTs, który tworzy kom pleks dw uskładnikow y EFTu-Ts. Czynnik elonga­
cyjny EFTu nie w ystępuje in vivo  w stanie wolnym, a jedynie w form ie kompleksów 
z GDP lub z czynnikiem  Ts (EFTu-GDP lub też EFTu-Ts); oba te kom pleksy dw u­
składnikow e są zaangażowane również w etapach pośrednich procesu w ydłużania 
łańcucha polipeptydowego (2, 3).

Jak  w ynika z powyższego schematycznego opisu czynnik Tu oddziałuje z wieloma 
m akrom olekularni aktyw nym i w procesie biosyntezy białka a mianowicie: AA-tRNA, 
GDP, GTP, EFTs i składnikam i rybosom alnym i (2,3 i lite ra tu ra  tam  cytowana). 
Niezależnie od pokrótce scharakteryzow anych powyżej funkcji EFTu jest podjed- 
nostką Q$ RNA polim erazy (4); tw orzy również kom pleksy (być może funkcjonalne) 
z następującym i związkami czynnymi biologicznie: kirrom ycyną, aurodox i pulvo- 
m ycyną (5, 6, 7).

Na szczegółową analizę procesu in te rakcji pomiędzy czynikiem  elongacyjnym  
EFTu a cząsteczką przenoszącego RNA (tRNA) pozw alają obecnie liczne dane^ekspe- 
rym entalne, a szczególnie:
1) określona s tru k tu ra  I-, II- i III-rzędow a tRNA; można przyjąć, iż model przeno­

szącego RNA jest powszechnie znany (8, 9) i aczkolwiek nie jest znana s truk tu ra  
tró jw ym iarow a cząsteczki am inoacylo-tRNA, należy jednakże przypuszczać, iż jest 
ona bardzo podobna;

2) znana sekw encja am inokw asów  czynnika EFTu z bakterii E.coli (1), jak  również 
opracowany na podstaw ie danych krystalograficznych model trójw ym iarow y kom ­
pleksu EFTu-GDP (10-12);

3) czuła i wysoce specyficzna m etoda detekcji oddziaływ ań pomiędzy czynnikiem  
elongacyjnym  a jego ligandam i (przede w szystkim  AA-tRNA) oparta na kom- 
petycji z L -l-chloro-4-fenylo-3-to lueno-p-sulfonam ido-butan-2-onem  (TPCK)

(wzór 1) (13-16 i lite ra tu ra  tam  cytowana).

0
II

c h 2—cw —c —CW2Cl

NH
1

o = s = o  
I

C7H7
S tru k tu ra  chemiczna TPCK
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Jednym  z podstaw owych pytań  dotyczących EFTu jest problem  regulow ania 
jego aktywności. P raw dopodobnie jest ona determ inow ana allosterycznie poprzez 
zm iany konform acyjne, w yw oływ ane przyłączeniem  dw ufosforanu i tró jsfo ranu  
guanozyny (GDT i GTP). Istn ie ją  co najm niej dwa sposoby spraw dzenia tej hipotezy: 
po pierw sze poprzez badania krystalograficzne (10) oraz po drugie poprzez badan ia  
nad inhibicją aktywności biologicznej (13).

W przypadku pierwszej alternatyw y optym alna droga prowadzi do w ydziele­
nia i w ykrystalizow ania, a następnie do określenia param etrów  krystalograficznych 
i stw orzenia modelu przestrzennego kompleksów, w  k tórych w ystępuje jednocześnie 
czynnik Tu oraz fosforan guanozyny, a więc w  tym  w ypadku: dwóch kom pleksów 
dw uskładnikow ych (EFTu-G TP i EFTu-GDP) oraz kom pleksu trójskładnikow ego 
(AA-tRNA-EFTu-GTP).

Obecnie znany jest model tró jw ym iarow y kom pleksu dw uskładnikow ego E FT u- 
GDP opracowany na podstaw ie danych krystalograficznych dla czynnika w ydzielo­
nego z bak terii E.coli (10). Cząsteczka kom pleksu m a kształt owalny, nieco w ydłużo­
ny (stosunek osi wynosi 2,5-3), z kilkom a nieregularnym i w ybrzuszeniam i.

Aczkolwiek autorzy bieżąco w prow adzają do swego m odelu pew ne korekty, jed ­
nakże może on już być w  pełni przydatny  w pracach  i rozw ażaniach nad oddzia­
ływ aniam i pomiędzy czynnikiem  Tu a jego Ugandami. Możliwe jest tak ie ułożenie 
obu s tru k tu r: kom pleksu dw uskładnikow ego EFTu-G DP oraz tRNA, że są one n ie jako  
kom plem entarne względem  siebie, tw orząc zw artą bryłę. N iestety, b rak  jest danych 
eksperym entalnych w skazujących na w zajem ne ułożenie przestrzenne tych czą­
steczek, a przytoczony powyżej opis bazuje jedynie na dopasowaniu do siebie modeli 
w ykonanych w  tej sam ej skali (10). W przeciw ieństw ie do kom pleksu EFTu-G D P 
nie m am y danych krystalograficznych kom pleksu EFTu-G TP, ani też danych na 
tem at kom pleksu trójskładnikow ego A A -tRN A-EFTu-G TP. Tak więc poglądy na 
tem at wzajem nego ułożenia przestrzennego trzech cząsteczek (GTP, AA-tRNA i EF) 
są tylko hipotezam i.

Równolegle z pracam i krystalograficznym i były prowadzone badania nad s tru k ­
tu rą  I-rzędow ą czynnika Tu. Czynnik wyizolowano z trzech różnych szczepów 
bak terii E.coli w form ie kom pleksu EFTu-GDP (1). Analizę sekw encyjną prow adzono 
w różnych laboratoriach  techniką degradacji Edm ana stosując bądź to m anualną 
metodę dansylow ania, bądź też sekwencjonowanie autom atyczne na stałym  pod­
łożu.

Ponieważ czynnik elongacyjny EFTu jest kodowany przez dwa różne geny: tu f  A  
i tu f  B (17) było rzeczą niezwykle ciekawą porów nanie sekwencji produktów  obu 
genów. Nie stw ierdzono różnic w s truk tu rze  I-rzędow ej czynników kodowanych przez 
te dwa geny. Taki w ynik analizy sekw encyjnej jest w ścisłej korelacji z pracam i 
prow adzonym i nad m echanizm em  aktyw ności biologicznej. W ykonane badania n ie 
doprowadziły do w ykrycia różnic funkcjonalnych. Isto ta w ystępow ania dwóch ge­
nów dla czynnika Tu nie jest w  chw ili obecnej zrozum iała. Jako  jedyne różnice 
w ykryto, iż gen tu f  B  nie jest istotny dla w zrostu bak terii oraz, że geny charak te­
ryzu ją się różną opornością na  an tybio tyk  — kirrom ycynę (20). W yizolowanie czynni­
ka EFTu jako produktu  pojedynczego genu ze szczepu bak terii opornych na k irro ­
mycynę pozwoliło również stw ierdzić, iż fak to r tak i (określony jako EFTu A) n ie 
jest ak tyw ny w Q(3 RNA polim erazie, jak  również w ykazuje (dla produktu  genu 
tu f B) niepełną aktyw ność fak to ra  Tu w procesie biosyntezy b iałka (20). Jednakże 
zm iany te były indukow ane p ierw otną in te rakcją  z antybiotykiem  — kirrom ycyną.

Na podstaw ie znanej sekwencji próbowano określić s tru k tu rę  Il-rzędow ą. U sta­
lono, że ok. 30% łańcucha am inokwasowego Tu ma form ę a-spirali(ang. a-helix), n a ­
tom iast ok. 16% stanow i konform acja (3 (ang. $-sheet). Mimo czynionych prób n ie 
stw ierdzono korelacji pomiędzy II-rzędow ą s tru k tu rą  EFTu a jego funkcją. N ato­
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miast, co w ydaje się bardzo interesujące, w ykryto  duże podobieństwo znacznych 
fragm entów  struk tu ralnych  czynnika EFTu oraz czynnika elongacyjnego EFG. Dla 
niektórych odcinków łańcucha polipeptydowego homologię sekw encyjną określono 
na 80%.

Przypuszcza się również na podstaw ie w stępnych danych, iż s tru k tu ra  I-rzędo- 
w a EF-1 może być bardzo podobna do s tru k tu ry  czynnika inicjującego 2 (IF2) oraz 
czynnika term inującego (RF). W ydaje się rzeczą bardzo isto tną podkreślenie, że 
w ym ienione czynniki białkow e (EFTu, EFG, IF2, RF) są kodowane na chromosomie 
przez sąsiadujące ze sobą geny (1).

Znając s tru k tu rę  I-rzędow ą czynnika EFTu można było zidentyfikow ać frag ­
m enty łańcucha polipeptydowego oddziałujące z cząsteczką AA-tRNA w procesie 
biosyntezy białka. Badania prowadzono z zastosow aniem  technik: znakow ania po­
w inow actw a (ang. aff in i ty  labelling) oraz w ytw arzania w iązań krzyżowych (ang. 
crosslinking).  S tw ierdzono, iż w  reakcji pomiędzy EFTu a AA-tRNA uczestniczy 
region pomiędzy 44 a 57 am inokw asem ; fragm ent ten  zaw iera 2 odcinki a-sp i- 
ra li (1).

Z cząsteczką AA-tRNA oddziałuje również bezpośrednio cysteina (pozycja 81) 
(1, 16) oraz znajdujące się w  bezpośrednim  sąsiedztw ie reszty histydyny (18).

D rugą drogą badania m echanizm u oddziaływ ań pomiędzy czynnikiem  EFTu 
a AA-tRNA, poprzez ham ow ania aktyw ności biologicznej czynnika, zastosowano 
w  Czechosłowackiej A kadem ii N auk w  laboratorium  J. Jonaka. Scharakteryzow ano 
tam  wysoce specyficzny inhibitor: TPCK (por. Ryc. 1), tw orzący w iązanie kowa- 
lentne z grupam i SH, pochodzącymi, np. z am inokw asu cysteiny. W procesie bio­
syntezy białka TPCK ham uje tylko reakcję tw orzenia kom pleksu trójskładnikow ego: 
A A -tR N A -EFTu-G TP, a w konsekw encji uniem ożliw ia przyłączenie AA-tRNA do 
rybosomów, czyli blokuje cały proces biosyntezy białka. TPCK nie ham uje nato ­
m iast tw orzenia kom pleksów  dw uskładnikow ych pomiędzy Tu a GDP czy też GTP. 
Podobnie nie w ykryto  żadnego efektu  TPCK na aktywność czynnika EFG, czy też 
fak to ra  IF2 (czynniki te, jak  wyżej w zm iankowano, w ykazują pewne podobieństwo 
sekw encyjne do czynnika Tu (13-16).

W w yniku utw orzenia w iązania kow alentnego z grupam i tiolowym i z cysteiny 
przez TPCK cząsteczka czynnika Tu jest niezdolna do tw orzenia kompleksów 
z AA-tRNA. Jednocześnie stwierdzono, że czynnik Tu skom pleksowany z AA-tRNA 
(np. w kom pleksie trójskładnikow ym ) jest chroniony przed i.naktywacją.

A zatem  można postaw ić hipotezę, iż obie cząsteczki, tj. TPCK i AA-tRNA, od­
działu ją z tym  sam ym  elem entem  struk tu ra lnym  czynnika, a więc z grupam i SH, 
pochodzącymi z reszty  cysteiny znajdującej się w pozycji 81 jak  to w ynika z badań 
sekw encyjnych. W przeciw ieństw ie do AA-tRNA cząsteczka tRNA nie w ykazuje 
praktycznie żadnego efek tu  ochronnego, względem czynnika Tu. Można więc przy­
jąć, że w procesie oddziaływ ania i rozpoznania bezpośrednio jest zaangażowany ko­
niec 3' cząsteczki AA-tRNA. Dlatego też do badań użyto chemicznie zsyntetyzow anych 
analogów końca 3' cząsteczki AA-tRNA, a m ianowicie:
— A -Phe (2 ',3 ',-O -L-fenyloalanyloadenozyny),
—• CpA -Phe (cytydylo-)3 '-5 '(-2 ')3 '(-0-L-fenyloalanyloadenozyny).

W próbach kontrolnych zastosowano: fenyloalaninę, cytydynę i adeninę (Phe, 
A i C). E fektu ochronnego nie stwierdzono. N atom iast w przypadku stosowania kom ­
ponentów  końca 3' efek t ochronny układał się w następującej kolejności:

AA-tRNA >  C pA -Phe >  A -Phe

Eksperym ent został w ykonany w  ten  sposób, iż czynnik Tu preinkubow ano z okreś­
lonym czynnikiem  ochronnym , a następnie poddaw ano otrzym any kom pleks inak ty- 
w acji za pomocą TPCK, po czym określano stopień zdezaktyw ow ania, a więc po­
średnio współczynnik ochronny danego czynnika (16). Jednoznacznym  wnioskiem
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z powyższego eksperym entu jest, że koniec 3' cząsteczki AA-tRNA jest bezpośrednio 
zaangażowany w procesie rozpoznania fak tora (15, 16).

Kolejnym  elem entem  struk tu ralnym  cząsteczki AA-tRNA zaangażow anym  w pro­
cesie in te rakcji pomiędzy faktorem  Tu a cząsteczką AA-tRNA jest w iązanie estrow e 
w ystępujące pomiędzy 3' końcową adenozyną a przyłączonym  am inokw asem . Ce­
lem zbadania słuszności tego przypuszczenia zastosowano zam iast AA-tRNA inny 
analog końca 3' — a m ianowicie antybiotyk purom ycynę. Purom ycyna jest pełnym  
analogiem  struk tu ralnym  układu adenozyna-am inokw as, z tym, że zam iast w iązania 
estrowego w ystępuje w niej w iązanie amidowe.

Cząsteczka purom ycyny w analogicznym  doświadczeniu jak  poprzednio nie w y­
kazała żadnej ochrony fak to ra  Tu przed inak tyw acją za pomocą TPCK. Jedno ­
znaczną konkluzją jest, że czynnik elongacyjny EFTu rozpoznaje oraz rozróżnia w ią­
zanie am idowe i estrow e (15). R easum ując można stwierdzić, że aby czynnik EFTu 
mógł rozpoznawać AA-tRNA muszą być spełniane następujące w arunki:
— cząsteczka tRNA w inna być am inoacylow ana,
— am inokw as musi być połączony poprzez wńązanie estrowe,
— grupa «-NH2 am inokw asu nie może być m odyfikow ana.

Specyficzność rozpoznania czynnika EFTu jest w arunkow ana przez:
— cysteinę w pozycji 81 oraz sąsiadujące histydyny, a
— EFTu w inien mieć form ę kom pleksu dw uskładnikow ego z GTP (a nie z GDP).

Z różnicy w reaktyw ności i specyficzności rozpoznania ligandów przez EFTu- 
GTP i EFTu-GDP w ynika, iż nukleotyd guanozyny powoduje zm iany we w łasnoś­
ciach funkcjonalnych faktora. Przyłączenie GTP do fak tora powoduje uaktyw nienie 
m iejsca rozpoznania końca 3' cząsteczki AA-tRNA. Tak więc GTP lub GDP pełnią 
funkcje allosterycznych regulatorów  aktyw ności biologicznej czynnika Tu, bowiem 
decydują o przyłączeniu AA-tRNA, czyli form ow aniu kom pleksu tró jsk ładn iko­
wego (19).

O kreślenie stru k tu ry  I-rzędow ej czynnika EFTu- oraz opracowanie modelu 
przestrzennego kom pleksu EFTu-GDP stanow ią bardzo duże osiągnięcia. Jednakże 
jak  dotąd nie doprowadziły one do zaproponow ania modelu in te rakcji z cząsteczką 
AA-tRNA. Stosunkowo proste badania m echanizm u kom petycji, pozwoliły już jed ­
nak na określenie uczestniczących w procesie rozpoznania miejsc aktyw nych obu 
cząsteczek. - f
v . ‘ T. Twardowski,  J. Pulikowska, K. Gulewicz

Zakład Chemii Bioorganicznej PAN, Noskow­
skiego 12/14, 61-704 Poznań 
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J

Kaskada kwasu arachidonowego *

W ciągu dwóch dni (26 i 27.IX .1980) ponad dw udziestu uczonych z Belgii, F in ­
landii, F rancji, Italii, Japonii, Polski, Szw ajcarii, U.S.A., W ielkiej B rytanii i ZSRR 
prowadziło ożywioną dyskusję nad zagadnieniam i chemii, biochemii, fizjologicznym 
znaczeniem  i klinicznym  zastosowaniem  produktów  przem iany kw asu cis-eikoza- 
5,8,11,14-tetraenowego, czyli kw asu arachidonowego. Kwas ten jest biologicznie n a j­
w ażniejszym  nienasyconym  kw asem  tłuszczowym, stanow iącym  szczególnie istotny 
sk ładnik  fosfolipidów błon komórkowych, skąd uw alniany jest przez fosfolipazę A2, 
aby z budulca komórkowego stać się substra tem  w ew nątrzkom órkow ych enzymów 
oksydacyjnych. Enzymy te przetw arzają go na wysoce aktyw ne m ediatory reakcji 
biologicznych, takie jak  prostaglandyny, prostacyklina, trom boksan i leukotrieny.

Dr Rodric Flow er (W. Brytania) przypom niał, że zjaw isko ham ow ania uw aln ia­
nia kw asu arachidonowego z fosfolipidów kom órkowych przez glukokortykosterydy 
zostało po raz pierw szy odkryte w Polsce w 1975 roku. I chociaż do dzisiaj m echa­
nizm unieczynniania przez hormony nadnercza fosfolipazy A2 n ie  został w yjaśniony, 
to jednak coraz więcej gromadzi się danych świadczących, że totalne zaham owanie 
przem ian kw asu arachidonow ego przez hydrokortyzon i sterydow e leki przeciw za­
palne może leżeć u podłoża ich skuteczności leczniczej w odczynach uczuleniowych 
i zapalnych. G lukokortykosterydy ham ują bowiem nie tylko tw orzenie się odczynu 
zapalnego — prostaglandyn (podobnie, jak  aspiryna), lecz również m ediatorów  od­
czynu anafilaktycznego, leukotrienów  C i D, czynnika chem otaktycznego dla leuko­
cytów, leukotrienu B oraz cytotoksycznych lizolecytyn i trom boksanów. Dr R. F lo­
w er przedstaw ił w łasną koncepcję działania glukokortykosterydów  na kaskadę kw asu 
arachidonowego. Według niego sterydy łącząc się z właściwym i im receptoram i ko­
mórkowymi, drogą transkrypcji i translacji, zapoczątkowują w komórce biosyntezę 
specjalnego b ia łk a — m akrokortyny, k tóra jest endogennym  inhibitorem  fosfolipazy 
A2. Farm akologiczna koncepcja Flow era indukow ania endogennego inhibitora fos­
folipazy A2 przez g lukokortykosterydy zyskała silne poparcie w badaniach nad 
zależnością pomiędzy populacją receptorów  sterydowych, a biosyntetyczną zdolnością 
p rostaglandyn w hodowlach kom órkowych (Dr Francoise Russo-M arie, F rancja), 
oraz w badaniach nad wydzielaniem  m akrokortyny przez leukocyty stym ulow ane 
deksam etazonem  (Dr Massimo di Rosa, Italia). Uwolniony kw as arachidonow y jest 
substra tem  cyklooksygenazy przetw arzającej go na cykliczny nadtlenek prostaglan- 
dynow y (PGG2). W pewnych kom órkach kw as arachidonow y ulega lipooksydacji

* Podsum ow anie sym pozjum , które odbyło się w Poznaniu w  dniach 26-27.IX .1980 pod pro­
tektoratem  Europejskiego Tow arzystw a Biochem icznej Farm akologii i Polskiego Towarzystwa
Farmakologie: nego.
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tw orząc odpowiednie hydroperoksykw asy, z których szczególnie ciekaw ym  biologicz­
nie jest kw as 5-hydroperoksy-eikozatetraenow y (5-HPETE).

Dr Kay Brune (Szwajcaria) przedstaw ił swój nieortodoksyjny punk t w idzenia 
działania tzw. niesterydow ych leków przeciw zapalnych (np. aspiryny lub indom eta- 
cyny) na przem iany kw asu arachidonowego. Otóż od 1971 roku tj. od chwili odkry­
cia przez Dr J. V ane’a (W. B rytania) ham owanie cyklooksygenazy przez aspirynę, 
przy jm uje się powszechnie, że ten  biochemiczny efek t wywoływany przez n iestery- 
dowe leki przeciw zapalne leży u podłoża ich skuteczności leczniczej, a także działań 
ubocznych (np. nadżerki śluzówki żołądka, działanie nefrotoksyczne). Ten pogląd 
podważył Dr K. Brune w ykazując, że usunięcie prostaglandyn z ogniska zapalnego 
przez niesterydow e leki przeciw zapalne nie jest w ystarczającym  w ytłum aczeniem  
ich działania przeciwzapalnego. Ponadto nie zawsze można skorelować siłę działania 
przeciw zapalnego leku z jego siłą ham ow ania biosyntezy prostaglandyn v ia cyklooksy- 
genaza. Trudno się oprzeć refleksji, że w  nauce obserw ujem y n ieustanną tendencję 
do uzupełniania zastanego stanu wiedzy. Zwykle początkowo w ynajdu je się luki 
w istn iejącej koncepcji, a dopiero potem  przychodzi czas na w ypełnienie ich nowymi 
hipotezam i, które z kolei są również korygowane.

Dr K enneth  Eakins (W. Brytania) przedstaw ił odkrycie, które w pew nym  
sensie w ypełnia lukę zauw ażoną przez Dr K. Brune w klasycznej „prostaglandyno- 
w e j” koncepcji działania n iesterydow ych leków przeciwzapalnych. Jak  wiadom o, 
prostaglandyny (a głównie wśród nich prostaglandyna E2) zw iększają przepuszczal­
ność naczyń włosowatych, w yw ołują zaczerw ienienia i obrzęki, mogą powodować 
nasilanie się bólu wywołanego podrażnieniem  zakończeń nerwowych przez h is ta ­
m inę i bradykininę, ale nie jest to jeszcze pełny obraz odczynu zapalnego. P ro ­
staglandyny nie m ają działania chem otaktycznego ani chem okinetycznego na leu ­
kocyty, a przecież nacieki kom órkowe są w ażną częścią składową odczynu zapal­
nego. D r K. Eakins odkrył, że praw dziw ym  czynnikiem  chem otaktycznym  dla 
leukocytów  jest p rodukt lipooksydacji kw asu arachidonowego, kw as 5,12-dwuhy- 
droksyeikozatetraenow y (5,12-di-HETE, leukotrien  B) działający chem otaktycznie 
100—1000 razy silniej, niż jakikolw iek m onohydroksy kwas wywodzący się z kw asu 
arachidonowego. Aby więc uzyskać silne działanie przeciw zapalne należy zaham o­
wać obie drogi p rzem ian kw asu arachidonowego: 1) cyklooksygenację p row a­
dzącą do prostaglandyn i 2) lipooksydację prow adzącą do pow stania leukotrienu  B. 
Tak działają np. sterydow e leki przeciw zapalne. Znane jest jednak  ich niebez­
pieczne działanie uboczne związane z zasadniczym  działaniem  horm onalnym  
i -z działaniem  im m unosupresyjnym . Należałoby więc zsyntetyzować związek o po­
dobnym  działaniu, k tóry  nie byłby sterydem . Jedną z dróg rozw iązania tej kw a­
d ra tu ry  koła byłoby stosowanie czystej m akrokortyny Flow era. Inna możliwość 
polega na znalezieniu syntetycznego leku, k tóry  byłby jednocześnie inhibitorem  
cyklooksygenazy i lipooksydazy kw asu arachidonowego. Taką substancją ma być 
związek BW 755C, nad którym  prow adzi badania Dr K. Eakins.

Powróćm y jednak do zasadniczej drogi cyklooksygenacji kw asu arachidono­
wego. P ierw szym i produktam i tej enzym atycznej reakcji są n ie trw ałe cykliczne 
nad tlenki prostaglandynow e (PGG2 i PG H 2), k tóre najpraw dopodobniej bez udziału 
enzymów mogą przekształcić się do różnorakich prostaglandyn (E2, F2, D2). Jednak  
w  układzie k rążenia z PG H 2 pow stają na drodze enzym atycznej dwie n ietrw ałe, 
lecz bardzo aktyw ne substancje. W płytkach krw i synteza trom boksanu w ytw arza 
z PGH2 trom boksan A2 (TXA2), zaś w śródbłonku 'tętnic, płuc i nerek  z PG H 2 
syntetaza prostacykliny tw orzy prostacyklinę (PGI2). TXA2 w yw ołuje zlepianie się 
p ły tek  krw i i skurcz tętnic. PG I2 ham uje zlepianie się płytek krw i i rozszerza n a ­
czynia krwionośne. A więc jeszcze jeden układ „yin-yang”, jak  pary  c-AM P/c-GM P, 
acety locholina/adrenalina i w iele innych w ustro ju . Tem u układow i poświęcono 
dużo m iejsca podczas sympozjum.
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Jednym  z pierw szych uczonych, k tó ry  zwrócił uw agę na znaczenie płytek krw i 
i ich w spółdziałanie ze śródbłonkiem  tę tn ic  w celu u trzym ania homeostazy w u k ła ­
dzie krążenia był Dr G ustav  Born (W. Brytania). On też był pierwszym , k tóry  
opracow ał ap a ra t do badania zlepiania się p ły tek  (agregom etr). Prostacyklinow o- 
trom boksanow a hipoteza pow staw ania zakrzepów w ew nątrznaczyniow ych, a także 
miażdżycy, była szeroko dyskutow ana podczas sympozjum.

Dobrze się złożyło, że Dr G. Born przedstaw ił swoją odm ienną koncepcję po­
w staw ania zakrzepów w ew nątrznaczyniow ych. Jego zdaniem , na pierw szy plan 
w  tym  procesie w ysuw a się in te rakcja  pomiędzy krw inkam i czerwonymi, a k rw in ­
kam i płytkow ym i. Śródbłonek naczyniowy w raz z jego prostacykliną wg Dr G. Bor­
na odgrywa drugoplanow ą rolę. „Skaleczenie” skalpelem  polietylenowego przewodu, 
w  którym  przepływ a krew , w yw ołuje pow staw anie zakrzepu, podobnie jak  gdyby 
skaleczono tętnicę. Zakrzep nie pow stanie jednak, gdy zam iast k rw i przez polietyle­
nowy przewód przepływ a bogatopłytkow e osocze. Wg Dr G. Borna biochemiczną 
podstaw ą tego zjaw iska jest uwolnienie z czerwonych ciałek krw i kw asu adeno- 
zynodwufosforowego, k tóry  w yw ołuje zlepianie się p ły tek  krwi.

Dwa refera ty : Dr A. K lim ova (ZSRR) i Dr L. Samochowca (Polska) pozwoliły 
n a  zrozumienie roli m etabolizm u lipidów dla rozwoju miażdżycy. W szczególności 
przedstaw iono sposoby penetrac ji lipoproteidów  do ściany tętnicy, z ich następ­
czym katabolizm em , ak tyw acją  biosyntezy glicerydów i fosfolipidów, oraz aku ­
m ulacją estrów  cholesterolu w ścianie tętnicy. Z drugiej strony przedstaw iono 
ochronną rolę fosfolipidów w przeciw działaniu rozwojowi miażdżycy.

Z refera tem  D r Fujio  Num ano zapoznaliśm y się, niestety, jedynie na podsta­
wie streszczenia. B adania tego A utora w skazują na znaczne obniżenie zawartości 
cyklicznego AMP w  miażdżycowo zm ienionych tętnicach, zwiększonej wrażliwości 
tych naczyń na kurczące działania trom boksanu A2 i w zrost jego m etabolitów  
w  osoczu ludzi i zw ierząt z miażdżycą.

Dr Ryszard G ryglew ski (Polska) i Dr A ndrzej Szczeklik (Polska) w ysunęli 
koncepcję, że m iażdżyca jest chorobą z niedoboru prostacykliny. Niedobór ten  
pow staje w skutek  zatrucia tętniczej i p łucnej syntetazy prostacykliny przez nad ­
tlenki lipidów zam ieszkujące w  lipoproteidach o niskiej gęstości (LDL). N iedobór 
prostacykliny w iąże się z nadm ierną ak tyw acją p ły tek  krw i i nadm ierną pro­
dukcją trom boksanu A2 przez płytki. Na podstaw ie tej koncepcji dokonuje się k li­
nicznych prób stosowania prostacykliny w  miażdżycy tętn ic kończyn dolnych, 
w  dusznicy bolesnej i w  zakrzepie żyły środkow ej siatków ki (Dr H. Żygulska-M a- 
chow a i D r E. K ostka-Trąbkow a, Polska).

Podobne próby terapeutyczne były podejm ow ane w  miażdżycy tętn ic kończyn 
dolnych przy użyciu prostaglandyny Elt o czym między innym i mówił w swoim 
przeglądow ym  referacie D r H eikki V apaatalo (Finlandia). P rostaglandyna Ei ma 
działanie zbliżone do prostacykliny, chociaż przeciw płytkow o działa 20-40 razy 
słabiej.

Również syntetyczne analogi prostacykliny i prostaglandyny Ex a także inne 
s tru k tu ry  chemiczne o działaniu przeciw agregacyjnym  na płytkach krw i ham ują 
tw orzenie się zakrzepów  in  vivo  (Dr M akoto K atori, Japonia). O drogach poszu­
k iw ania tych analogów m etodą syntezy chemicznej mówili Dr N. W hittaker (W. B ry­
tania) i Dr U. A xen (USA).

Inne kliniczne w ykorzystanie przeciw agregacyjnych właściwości prostacykliny 
polega na zastosow aniu jej w krążeniu  pozaustrojow ym  (sztuczna nerka, sztuczna 
w ątroba, oboczne krążenie sercowo-płucne), co um ożliwia zm niejszenie daw ko­
w ania heparyny i zapobiega n iektórym  skutkom  ubocznym długotrw ałego krążenia 
pozaustrojowego jak  np. zwiększone zużycie p ły tek  krw i. O badaniach na psach 
i pierwszych próbach klinicznych mówił Dr S. Bunting (W. B rytania). On też po­
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dał pierwsze wyniki w skazujące na fakt, że terap ia prostacyklinow a ham uje odrzut 
przeszczepionej nerki u psów, co wiąże się również z anty-agregacyjnym  działa­
niem  prostacykliny.

Inną teoretyczną możliwość użytkow ania prostacykliny przez ustró j p rzedsta­
wił Dr C. Pace-Asciak (Kanada). W edług niego, prostacyklina tw orzona zarówno 
miejscowo w tętnicach, jak  również w korowej części nerki może odgrywać rolę 
czynnika regulującego ciśnienie krwi, bądź na drodze lokalnego rozszerzania naczyń 
krwionośnych, bądź jako stym ulator w ydzielania reniny przez nerkę.

Dr A. G. H erm an (Belgia) przedstaw ił swoje ostatn ie odkrycie, dotyczące różnic 
gatunkowych w w ytw arzaniu  prostacykliny i odczynowości płytek na prostacykli- 
nę. Okazało się, że tętnice kurcząt nie tw orzą prostacykliny, a ich trom bocyty n ie 
są w rażliw e na prostacyklinę. Rolę prostacykliny u ptaków  w ydaje się spełniać 
prostaglandyna E2.

Wreszcie Dr J. Salmon (W. Brytania) i Dr C. Patrono (Italia) przedstaw ili zasób 
technik współcześnie dostępnych, które um ożliw iają oznaczanie m etabolitów  kw asu 
arachidonowego w płynach ustrojowych. N ajwyżej cenioną, jednak na jtrudn ie jszą  
i najbardzie j kosztowną jest technika spektrom etrii masowej sprzężonej z chro­
m atografią gazową lub z wysokociśnieniową chrom atografią cieczową. Użycie ko­
lum n kapilarnych w chrom atografii gazowej zwiększa rozdzielczość m etody już 
w pierw szym  etapie w stosunku do rozlicznych m etabolitów  kw asu arachidono­
wego zaw artych w płynach biologicznych. Zalecane jest w stępne oczyszczanie m a­
teriału  biologicznego przy użyciu chrom atografii cienkow arstw ow ej lub kolum no­
wej. Powszechną trudność w stosowaniu tej m etody stanowi b rak  na rynku 
deuterow anych w ew nętrznych standardów  poszczególnych m etabolitów .

Technika radioim m unologiczna jest łatw iejsza tylko z pozoru. Pozorna jej 
łatwość wypływa stąd, że na rynku są dostępne zestawy przeciw ciał dla w ielu 
m etabolitów  kw asu arachidonowego. Przed oznaczeniem m etabolitu należy jednak  
dokonać jego właściwego w yboru (np. w moczu głównym m etabolitem  trom boksa- 
nu A2 jest 2,3-dinor-TXB2, a nie TXB2), znać jego stabilność (np. 13,14-dwuhydr- 
15-keto-PGE2, główny m etabolit w surowicy jest n ietrw ały  w środowisku wodnym), 
decydować się na w stępne oczyszczenie m ateriału  biologicznego, lub zaniechać tej 
procedury, który może „zanieczyścić” próbkę immunologicznie. P rzykładem  tru d ­
ności, jakie stw arza ta technika jest fakt, że w w ielu pracow niach w ykry to  
m etodą radioim m unologiczną znaczne ilości 6-keto-PG Fi w próbkach z krw i żylnej, 
chociaż nie udało się potw ierdzić tam  obecności tego m etabolitu m etodą spektro­
m etrii masowej. Dr C. Patrono zwrócił uwagę, że m etoda radioim m unologiczna 
jest odgałęzieniem m etody biologicznej oznaczania m etabolitów  kw asu arach ido­
nowego i jest obarczona jej niedoskonałościami.

Sum ując, z referatów  i dyskusji poznańskiego sympozjum wyłonił się n as tę ­
pujący obraz kaskady kw asu arachidonowego. W odczynach zapalnych i uczule­
niowych odgryw ają rolę m ediatorów  lub m odulatorów  takie m etabolity  kw asu 
arachidonowego, jak  prostaglandyny, cykliczne nadtlenki prostaglandynow e i leuko- 
trieny. G lukokortykosterydy, praw dopodobnie przez indukcję biosyntezy m akro- 
kortyny (endogennego inhibitora fosfolipazy A2) ham ują tw orzenie się tych m e­
diatorów. Być może dlatego sterydowe leki działają tak  silnie przeciw zapalnie 
i przeciwuczuleniowo. N iesterydowe leki przeciw zapalne (np. asp iryna lub in- 
dom etacyna) ham ują tylko tw orzenie się produktów  cyklo-oksygenacji, a więc cy­
klicznych nadtlenków  prostaglandynow ych i prostaglandyn. Leki te mogą naw et 
stym ulować metabolizm  kw asu arachidonowego w k ierunku lipooksydacji, a więc 
tw orzenia się leukotrienów . Dlatego aspiryna i inne leki aspiryno-podobne działają 
przeciwzapalnie, lecz nie przeciwuczuleniowo. Odkrycie leukotrienów  B, C i D 
staw ia nowe zadania przed chem ikam i i farm akologam i znalezienia nowego typu
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leków przeciw zapalnych i przeciwuczuleniowych, które będą jednocześnie inhibito­
ram i cykloogsygenazy i lipooksydazy kw asu arachidonowego.

W układzie krążenia antagonistyczną rcrtę pełnią dwa inne m etabolity kw asu 
arachidonow ego: prostacyklina i trom boksan A2. P rostacyklina w ytw arzana jest 
przez śródbłonek tętnic, płuc i nerek, natom iast trom boksan A2 przez płytki krwi. 
P rostacyklina ham uje agregację płytek i rozszerza naczynia krwionośne. Trom bok­
san w yw ołuje zlepianie się płytek i kurczy tętnice. Stwierdzono, że w miażdżycy 
dośw iadczalnej spada zdolność tkanek do w ytw arzania prostacykliny i w zrasta 
zdolność p ły tek  do tw orzenia trom boksanu A2. Przyczyną tego stanu rzeczy jest 
praw dopodobnie wybiórcze ham owanie czynności syntetazy prostacykliny przez 
alifatyczne nad tlenk i lipidów nagrom adzone w lipoproteidach o niskiej gęstości 
(LDL). W ysunięto hipotezę, że miażdżyca jest chorobą z niedoboru prostacykliny. 
Zgodnie z tą hipotezą istn ieją następujące możliwości pow strzym ania rozwoju 
choroby:
a) zaham ow anie tw orzenia się alifatycznych nadtlenków  lipidów i odpowiadających 

im wolnych rodników  (np. przez w itam inę E, zm iatacze wolnych rodników, 
przeciw utleniacze),

b) zaham ow anie syntetazy trom boksanu (np. przez pochodne imidazolu),
c) stym ulacja biosyntezy prostacykliny (np. przez alm itrynę),
d) podaw anie syntetycznęj prostacykliny lub jej analogów.

Tak więc rozpatrzenie patofizjologicznej roli dwóch par m etabolitów  kwasu 
arachidonowego tj. prostaglandyn/leukotrienów  oraz prostacykliny/trom boksanu po­
budziło uczestników  sym pozjum  do dalszych badań nad taką farm akologiczną in ­
gerencją w kaskadę kw asu arachidonowego, k tóra mogłaby się okazać skuteczna 
w leczeniu odczynów zapalnych i uczuleniowych, oraz zakrzepów i miażdżycy.

R. Gryglewski
Insty tu t Farmakologii, Akademia Medyczna, 
Grzegórzecka 16, 31-531 Kraków

Zaakceptowano do druku  6.2.1981

Udział w irusowej kinazy białkowej w procesie nowotworzenia

W ciągu ostatnich dziesięciu la t odkryto regulacyjne znaczenie fosforylacji 
białek w wielu procesach. Są to synteza i degradacja glikogenu, przem iany tłuszczów 
i niektórych am inokw asów , transpo rt jonów, skurcz mięśni, pobudzenie nerwowe, 
transk rypcja  i .translacja. O statnio zaś uzyskano dane dotyczące udziału kinaz 
białkow ych w procesie nowotw orzenia. Rozpatrzm y proces nowotworzenia in ­
dukow any przez mały w irus RNA — RSV (Rous Sarcoma Virus). Posiada on poje- 
dyńczy gen src odpowiedzialny za transform ację. Jego produktem  jest fosfoproteina
o ciężarze cząsteczkowym 60 000 (oznaczana symbolem pp60i,c) i aktywności kinazy 
białkow ej. Zdum iew ający jest fakt, iż kinaza ta katalizu je  przeniesienie fosforanu 
z cząsteczki A TP nie na treoninow e bądź serynowe, lecz na reszty tyrozynowe 
białka. Zaobserwowano ponadto, że fosforyluje ona ciężki łańcuch IgG w im m uno- 
p recypitatach białek w irusow ych. Jakkolw iek w ydaje się, że reakcja ta nie ma 
fizjologicznego znaczenia, jest to właściwość w yróżniająca w irusow ą kinazę i może 
być w ykorzystyw ana do jej detekcji. Białko p p 6 0 ^  przeprow adza także reakcję 
autofosforylacji, produktem  k tórej jest ufosforylow ana reszta tyrozynowa. Auto- 
fosforylacja pp60s,r u m utantów  term owrażliw ych jest zależna od tem peratury. 
W tem peraturze n ieperm isyjnej proces ten nie zachodzi i jednocześnie nie obserw uje
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się transform acji nowotworowej. W komórce gospodarza białko ppGO^ m oże być 
także fosforylow ane w  reszcie serynow ej przez kinazę zależną od cAMP.

Pow staje teraz pytanie, czy w irusow a kinaza jest zdolna do ufosforylow ania 
białek  kom órki gospodarza i czy reakcja  ta  jest zw iązana z indukcją procesu po­
w staw ania mięsaka? Otóż stwierdzono, iż zaw artość reszt fosfotyrozynowych z za­
infekow anej w irusem  kom órce w zrasta  dziesięciokrotnie. Gdy transfo rm acja  prze­
prow adza się przy udziale term ow rażliw ego m utan ta , ilość ufosforylow anego am i­
nokwasu zależy od tem peratury , w jakiej następow ała infekcja. W kom órce gospo­
darza w ykazano obecność b iałka o ciężarze cząsteczkowym 34 000 (34K); b iałko to 
jest fosforylowane przez pp60src zarówno in vivo  jak  i in vitro, co obserwowano 
i w m ateria le  ptasim  i ssaczym. N aturaln ie fosforylow ana jest reszta tyrozynow a 
i także kinaza z m utantów  term ow rażliw ych jest zdolna do ufosforylow ania 34K 
w w ąskim  przedziale tem peratury . Gdy transfo rm acja  w yw ołana jest w irusam i 
m ięsaka zaw ierającym i inny gen transform ujący , także obserwowano podwyższoną 
fosforylację białka 34K.

O statnio zakłada się, że gen src jest produktem  rekom binacji genom u w irusa 
i kom órki gospodarza. Sekwencje DNA ściśle zbliżone do w irusowego genu src są 
obecne w  praw idłow ych kom órkach kręgowców. Znaleziono także białko o m asie 
cząsteczkowej 60 000''dające podobne odczyny immunologiczne co ppeO5̂  W ykazuje 
ono również aktywność kinazy fosforylującej reszty tyrozyny. Ilość tego bia łka 
w praw idłow ej komórce jest 30—50-krotnie m niejsza niż p p e o ^  w kom órkach 
zrakowaciałych.

Najnowsze doniesienia w skazują na udział pp60s,-c w fosforylacji białek  błony 
kom órkowej. S tw ierdzono iż 30 m inut po infekcji aktywność w irusow ej kinazy 
pojaw ia się na pow ierzchni komórek, czemu tow arzyszy fosforylacja białek błony. 
Znaczenie tego procesu jest jeszcze nieznane.

Nie w iem y w iele o roli w irusow ej kinazy w  procesie indukcji now otw oru. 
Obecnie jesteśm y w  stanie stw ierdzić jedynie skutek aktywności pp60src w kom órce 
gospodarza, tzn. fosforylację b iałka 34K i związane z tym  w yw ołanie tran sfo r­
m acji. Nie znam y roli ufosforylow anych substratów  w  m etaboliźm ie kom órki i m e­
chanizmów regulujących ekspresję genu kodującego białko odpow iadające pp60src 
w kom órkach kręgowców. Należy sądzić, że nadchodzące la ta  przyniosą szybki 
rozwój badań  nad udziałem  kinaz białkow ych w  procesie transfo rm acji nowo­
tw orowej.

K. S. Famulski  
Insty tu t  Biologii Doświadczalnej im. M. N en­
ckiego PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Zaakceptowano do druku  12.06.1981

Obecne poglądy na wewnątrzkom órkowy katabolizm białek

Scharakteryzow anie większości znanych obecnie proteaz w ew nątrzkom órko­
wych nastąpiło  dopiero w  ostatnich latach. W związku z tym  poszerzył się też 
znacznie zakres w iedzy o procesach w ew nątrzkom órkow ej degradacji białka. 
W chwili obecnej uw aga bardziej koncentru je się na procesach regulacji kataboliz­
m u białek, zwłaszcza w aspektach funkcjonalnych i w  pow iązaniu z m orfologią 
tkanek.

Skom plikow any przebieg katabolizm u białek w  żywym organizm ie podlega 
różnego rodzaju  regulacji ogólnoustrojowej, tak iej na przykład jak  regulacja  ho r­
m onalna, czy też w yw ołana niedoborem  lub nadm iarem  pokarm u (Ballard i wsp.,
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Bohley i wsp., G arlick, M illw ard i wsp., Simon i wsp.), przy czym w  różnych 
narządach  regulacja katabolizm u białek zachodzi inaczej. Procesy kataboliczne 
białek regulow ane są także już w kom órkach hodowanych in vitro.  Na przykład 
w  hodowlach fibroblastów  A m enta i Brocher zaobserwowali cykliczne okresy 
wzmożonej proteolizy znacznej części białek cytoplazmy, po czym kom órki pow ra­
cały do stanu w którym  dom inują procesy anaboliczne i w konsekw encji następują 
podziały ,mitotyczne.

Procesy degradacji białek w żywym organizm ie przebiegają równocześnie z pro­
cesami syntezy; w zależności od tego, które z nich przew ażają obserw uje się 
w  tkance stan  kataboliczny, bądź anaboliczny. Z uwagi na powyższe, aktyw ność 
enzym ów proteolitycznych i ilości degradow anych białek nie są w ystarczające dla 
oceny katabolizm u tkanki. Jak  stw ierdził M illw ard i wsp., wzmożonym procesom 
anabolicznym  tkanki, na przykład w  m ięśniu ulegającym  hypertrofii, może tow a­
rzyszyć wzmożenie katabolizm u. W niektórych stanach katabolicznych z kolei n a ­
stępuje zm niejszenie degradacji białka, na przykład przy niedoborach energetycz­
nych, lub  w organizm ach starzejących się. Coraz częściej też znajdu je się pow ią­
zania intensyw ności procesów degradacji ze stanem  funkcjonalnym  tkank i. Jako 
przykład  niech posłuży m ięsień szkieletowy, w którym  może nastąpić wzmożenie 
katabolizm u podczas zarówno nadm iernego skurczu, jak  i rozciągnięcia (Etlinger, 
S ohar i wsp.). Na jak iej drodze na poziomie m olekularnym  regulow ane są w y­
m ienione procesy nie jest na razie wiadomo.

Poszczególne b iałka charak teryzu ją  się znacznym i różnicam i w szybkości m e­
tabolizm u: okres pó łtrw ania białek w kom órce w aha się od m inut do tygodni, 
a  naw et miesięcy. Duże znaczenie w regulacji katabolizm u w ew nątrzkom órkow ego 
m ają inhibitory  enzymów proteolitycznych, stosunkowo m niejszą wagę przypisuje 
się obecnie ilości sam ych enzymów proteolitycznych w tkance, chociaż w ydaje się, 
że jest ona skorelow ana z szybkością m etabolizm u. O w ejściu na drogę katabo­
lizmu decydują przede w szystkim  właściwości sam ych białek, od których wychodzi 
sygnał do degradacji. Podatności b iałka na proteolizę sprzyja obecność na jego 
pow ięrzchni m iejsc hydrofobowych, które u ła tw iają  reakcję z proteazam i, jak  rów ­
nież w zajem ną agregację cząsteczek białka, czy też łączenia się ich z błonam i 
kom órkow ym i. A gregację cząsteczek oraz połączenie ich z błonam i uw aża się za 
procesy w stępne do w ejścia b iałka na drogę degradacji (Bond i O fferm ann, G old­
berg i wsp.). Obecność m iejsc hydrofobow ych na pow ierzchni cząsteczki białka, 
albo też ich przem ieszczenie do środka w ynika ze zm ian stanu konform acyjnego 
cząsteczki. B iałka o w ysokiej stabilności konform acyjnej są na ogół odporniejsze 
na działanie proteaz, jak  też m ają dłuższy okres pó łtrw ania niż białka o niskiej 
stabilności konform acyjnej (Pace i wsp.). O dsłanianie się m iejsc hydrofobowych 
może też być spowodowane tak im i czynnikam i jak  denatu rac ja , czy też m odyfika­
cja  b iałka poprzez fosforylację lub częściową proteolizę. W ydaje się, że za ten  
osta tn i proces często odpow iedzialna jest tiolowa proteaza — katepsyna L (K ir- 
schke, K argal i wsp.). Dużą rolę w zw iększaniu podatności na proteolizę przypisuje 
się obecnie u tlen ian iu  grup -SH. W związku z tym  bardzo w ażnym  dla regulacji 
katabolizm u w ew nątrzkom órkow ego jest potencjał oksydo-redukcyjny kom órki 
(K hairallah , Bond i O fferm ann). Podatności na proteolizę sprzyja też zwykle 
rozdysocjow anie białka na  podjednostki, lub pozbawienie ligandów  (Bohley i wsp.). 
Z reguły znacznie ła tw iej wchodzą na drogę degradacji tak  zwane „białka n ie­
no rm alne”, pow stałe w w yniku m utacji, n iepraw idłow ości transk rypc ji lub  tran s­
lacji lub w budow ania analogów am inokw asów  itp. Podatność na proteolizę nato ­
m iast, jak  obecnie uw aża się, nie zależy od tak ich  cech białek  jak  wielkość 
cząsteczki czy punkt izoelektryczny (Russell i wsp.).

P roteazy w ystępują nie tylko w  lizosomach i cytosolu, o czym w iem y od daw ­
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na, ale także w licznych organelach komórkowych, jak  m itochondria, jądro, rybo­
somy, system y błon w ew nątrzkom órkow ych czy błona kom órki. Rola tych proteaz 
i drogi ich regulacji nie są dotąd w pełni poznane. Ciągle też odkryw ane są nowe 
proteazy w ew nątrzkom órkowe.

W komórce funkcjonuje k ilka układów  degradujących białka. N ajlepiej pozna­
nym, i być może głównym z nich, jest układ lizosomalny. Działa on poprzez tw o­
rzenie autofagosom owych wakuoli, k tóre pow stają z w yodrębnionej przez otaczanie 
błonam i części cytoplazmy w raz ze znajdującym i się w  n iej organelam i. D egradacja 
białek następuje po połączeniu autofagosomów z w łaściw ym i lizosomami, zaw ie­
rającym i enzymy proteolityczne, w  tym  endopeptydazy — katepsyny B, D, H i S 
(Pfeifer, Seglen i wsp.). Isto tne znaczenie w  regulacji pow staw ania autofagosom ów 
m a zaw artość składników  cytoplazmy, na przykład w zrost stężenia niektórych 
am inokw asów  ham uje pow staw anie autofagosomów (Seglen i wsp.). U kład lizoso­
m alny podlega też wpływom  różnych środków farm akologicznych i w arunków  
toksycznych: inhibitory  katepsyn lizosomalnych, n iektóre związki ham ujące syntezę 
białka, n iektóre hormony, związki dezagregujące m ikro tubule jak  kolchicyna i vin- 
b lastyna, czy też niedotlenienie, działają ham ująco na degradację b ia łka przez układ 
lizosom alny (Kovacs i wsp., Seglen i wsp.). Isto ta działan ia  poszczególnych czynni­
ków nie jest znana.

U kład lizosomalny, jak  sądzono do niedaw na, jest stosunkowo mało wybiórczy 
wobec białek. Przez niektórych uw ażany był za główny układ  katabolizu jący  białka 
kom órkowe „krótko-żyjące”. O statnio przew ażają jednak  poglądy, iż uk ład  ten 
bierze także udział w selektyw nej, regulow anej przez inhibitory , degradacji b ia­
łek „długo-żyjących” — w tak  zw anej „indukow anej degradacji” (Baccino i wsp., 
Seglen i wsp., Van der W esthuyzen i wsp.). Układ lizosom alny nab iera  jeszcze 
większego znaczenia w w ielu stanach patologicznych, zwłaszcza zw iązanych ze 
w zrostem  katabolizm u. W układzie lizosom alnym  degradow ane są także b iałka 
egzogenne, które dostały się do kom órki poprzez fagocytozę lub pinocytozę. W róż­
nych kom órkach ustro ju  degradow ane są tą drogą b ia łka osocza krw i (Bouma).

Liczne białka i organele kom órkowe degradow ane są poza lizosomami. Jednym  
ze znanych układów  pozalizosom alnych jest układ działający w  cytosolu, k tóry  
jak  się zdaje, selektywnie degraduje białka, zwłaszcza „długo-żyjące”. W ystępujące 
w cytoplazm ie proteazy neu tra lne  serynowe i tiolowe, o w ysokiej specyficzności 
substratow ej, są praw dopodobnie bardzo precyzyjnie regulow ane przez inhibitory , 
horm ony, związki drobnocząsteczkowe, jony C a++ i tym  podobne. K ilka proteaz, 
k tóre zaliczyć można do tego układu opisano m.in. w  m ięśniu (Afting, D ahlm ann
i wsp., K ay i wsp.).

Szczególnie intensyw nie badane w ostatnim  czasie są enzym y proteolizy w e­
w nątrzkom órkow ej zależne od ATP. Są to zarówno proteazy cytosolowe, jak  i zw ią­
zane z błonam i, w  tym  również proteazy m itochondrialne. Jedną z poznanych p ro ­
teaz tego typu jest serynow a endopeptydaza (Goldberg i wsp.). W niektórych tylko 
przypadkach do działania zależnego od ATP układu proteolitycznego niezbędna jest 
aktyw ność A TP-azow a (Goldberg i wsp.). Jak  się uw aża, drogą proteolizy zależnej 
od ATP ulegają degradacji peptydy o m asie cząsteczkowej kilkanaście tysięcy
i w iększej, uprzednio zm odyfikowane, bądź białka „n ienorm alne”, oraz część białek 
„krótko-żyjących” (Goldberg i wsp., H ipkiss i wsp.). Enzym y proteolityczne zależ­
ne od A TP są odpowiedzialne także za degradację m itochondriów , k tó ra  zachodzi 
w  cytosolu (Rappaport).

W ielu autorów  obserw uje współzależność procesów katabolicznych z syntezą 
b iałka w  komórce. Jak i jest jednak  związek regulacji w ym ienionych system ów 
katabolicznych z procesem  syntezy b iałka nie jest wiadomo.

Zasygnalizow ane powyżej w w ielkim  skrócie problem y były głównym i tem ata ­
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mi IV Sym pozjum  „In tracellu lar P ro te in  C atabolism ”, które odbyło się w Rein- 
hardsb runn  k/G otha (NRD), w okresie 21—27 m aja 1981 r. S treszczenia referatów  
zaw arte są w M ateriałach Zjazdowych. Pełne teksty  w szystkich referatów , w tym
i cytowanych wyżej autorów , zostaną zamieszczone w Acta Biol. Med. Germ.

A. Jakubiec-Puka  
In s ty tu t  Biologii Doświadczalnej im. M. Nen­
ckiego PAN, Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Zaakceptowano do druku  15.06.1981
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ARTYKUŁY

EWA KU REK * *

Prokariotyczne i wirusowe fosfokinazy białkowe 
i ich biologiczna rola

Procariotic and Viral Protein Kinases and Their Biological Role
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W ykaz stosow anych skrótów:
ATP — adenozyno-tró jfosforan, CTP — cytydyno-tró jfosforan, GTP — guanozyno- 
tró jfosforan, U TP — urydyno-tró jfosforan, [y 32P]A TP — adenozyno-trójfosforan 
znakow any w pozycji y, cAMP — cykliczny adenozyno-3':5 '-m onofosforan, cGMP — 
cykliczny guanozyno-3 ':5 '-m onofosforan, SDS — sodowy siarczan dodecylu, NADP — 
fosforan dw unukleo tydu  nikotynam ido-adeninow ego, IF-3 — bak tery jny  czynnik 
in ic ju jący  3.

I. Wstęp

Fosfokinazy białkowe katalizują procesy fosforylacji białek w ko­
mórce z udziałem  ATP lub GTP lub obu tych trójfosfonukleotydów. Ak­
ceptoram i grup  fosforanow ych są reszty serynowe lub treoninowe białka, 
z którym i fosforan jest związany estrowo.

* Dr, Z akład Biologii M olekularnej, In sty tu t Mikrobiologii, U niw ersytet im. M. Cu- 
rie-Skłodow skiej, ul. A kadem icka 19, 20-033 L ublin
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Fosfokinazy białkowe w ystępują w komórce zarówno w postaci wolnej 
jak  też w form ie związanej z licznymi struk turam i kom órkowymi takim i 
jak  m itochondria, rybosomy, jądro, frakcja m em bran. W w arunkach 
in vivo  właściwymi ich substratam i są prawdopodobnie białka charak te­
rystyczne dla danej s tru k tu ry  lub frakcji komórkowej. W w arunkach in 
vitro  substratam i są histony, protam ina, kazeina i fosfityna. Szczegółowe 
inform acje dotyczące tego zagadnienia znaleźć można w artyku le  przeglą­
dowym W a i s  h ’a i K r e b s ’a (1).

M echanizm regulacji aktywności fosfokinaz białkowych jest różnorod­
ny. W yróżniam y dwie grupy kinaz. Jedną stanowią kinazy, których ak­
tywność jest regulow ana przez cykliczne nukleotydy, do drugiej grupy 
należą enzymy, k tórych aktywność jest niezależna od obecności tych 
nukleotydów.

Kinazy, których aktywność jest regulow ana przez cAMP są zbudo­
wane z dwóch podjednostek: podjednostki regulatorow ej R i katalitycz­
nej C. Obie tworzą nieaktyw ny kompleks R 2C2. W obecności cAMP za­
chodzi dysocjacja tego kom pleksu i odszczepienie podjednostki ka ta li­
tycznej. Dla kinaz białkowych zależnych od cGMP związanie cyklicznego 
nukleotydu jest konieczne dla aktyw acji enzymu, lecz nie prowadzi do 
dysocjacji na podjednostkę regulatorow ą i katalityczną. Oprócz cyklicz­
nych nukleotydów na aktywność tej grupy kinaz wpływa wiele białek 
m odulatorowych.

M echanizm regulacji aktywności kinaz niezależnych od cyklicznych 
nukleotydów  jest ciągle niejasny. W ydaje się, że aktywność regulowana 
jest przy udziale niskocząsteczkowych m odulatorów białkowych posia­
dających wspólne cechy takie jak  charakter kw aśny i term ostabil- 
ność.

Klasyfikację fosfokinaz białkowych przedstaw iła T r a u g h i in ­
ni (2) a szczegółowe inform acje na ten  tem at zamieścili w artykule  prze­
glądowym K r e b s  i B e a v o  (3).

Eukariotyczne fosfokinazy białkowe są przedm iotem  zainteresow ań 
biochemików od kilkunastu  lat. Dysponujem y ogromną ilością inform a­
cji dotyczących ich budowy i możliwej ich regulacyjnej roli w wielu pro­
cesach komórkowych. Badania nad metabolizmem glikogenu, wykazały, 
że uczestniczą one w regulacji tego procesu (3). Ponadto jest wiele da­
nych o ich udziale w regulacji procesów translacji (4), transkrypcji (5, 6) 
oraz aktywnego transportu  (7).

II. Prokariotyczne kinazy białkowe

W ystępowanie fosfokinaz białkowych u organizmów prokariotycz- 
nych nie było w pełni udowodnione przez długi czas. W latach 1969—1973 
ukazały się prace K u o  i G r e e n g a r  d’a (8) oraz K h a n d e l w a l ’a
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i innych (9) opisujące obecność u bakterii kinaz zależnych od cAMP. 
W tym  sam ym  okresie czasu G o r d o n  (10) opublikował wyniki badań 
zaprzeczające istnieniu tych enzymów u Prokaryota. Dzisiaj w ydaje się, 
że chociaż prace te obarczone były wieloma błędami przez co prowadziły 
do niepraw idłow ych wniosków, to  jednak odegrały inspirującą rolę w po­
szukiw aniu kinaz białkowych u organizmów prokariotycznych.

W roku 1972 K u r e k  i inni (11, 12) przedstaw ili badania stw ierdza­
jące fosforylację rybosomów E.coli zarówno w układzie in vitro  jak 
i in vivo. W ykazano elektroforetycznie na żelu poliakryloam idowym  obec­
ność jednego ufosforylowanego pasma białkowego we frakcji kw aśnych 
białek rybosom owych, izolowanych z rybosomów E.coli znakowanych 
in  vivo  [88P] ortofosforanem . Fosforan związany był estrowo z resztam i 
serynow ym i białka. Ponadto wykazano, że z frakcją rybosomową związana 
jest kinaza, k tó ra  w w arunkach in vitro  z udziałem ATP powoduje fosfo- 
ry lacje białek rybosomowych. Poziom tej fosforylacji nie ulegał zmianie 
po dodaniu cAMP. Sugeruje to, że kom órka prokariotyczna dysponuje 
aktyw nością kinazową niezależną od cAMP.

R ezultaty  K u r e k  i innych (11, 12) zostały potwierdzone w labo­
rato rium  C o.z z o n e  w 1979 r. (13). Podczas znakowania in vivo  ko­
m órek E.coli [32P]ortofosforanem , stwierdzono pojawienie się p rzynaj­
m niej 4-ech ufosforylow anych białek we frakcji rozpuszczalnej, 5-ciu w 
nieoczyszczonych preparatach  rybosomowych i jednego w oczyszczonych 
rybosom ach. We wszystkich wypadkach fosforylacji ulegały reszty  treoni- 
nowe i serynowe białka. A utorzy nie identyfikow ali fosforylow anych 
białek. Określili ty lko ciężary cząsteczkowe niektórych z nich. Fosforyló- 
wane białko w oczyszczonych rybosom ach charakteryzuje się ciężarem 
cząsteczkowym  68 000, k tóry  odpowiada białku rybosomowemu SI wg 
nom enklatu ry  W i t t m a n n a  (14) lub białku A opisanemu przez S u b -  
r a m a n i a n ’a i innych (15).

W a n g  i K o s h l a n d  (16), badając fosforylację u S .typh im urium  
w ykazali obecność fosfokinazy białkowej i udział tego enzym u w fosfo­
ry lacji białek rozpuszczalnych. Autorzy ci na podstawie elektroforezy 
w żelu poliakryloam idowym  z SDS i autoradiografii lizatów komórkowych 
S .typh im urium  znakowanych [32P]ortofosforanem  in vivo, stw ierdzili, że 
p rzynajm niej 4 białka o ciężarze cząsteczkowym 88 000, 53 000, 48 000 
i 45 000 ulegały fosforylacji. Akceptoram i grup fosforanowych były reszty 
serynow e i treoninow e białka. Te same białka i dodatkowe białko o cię­
żarze 63 000 były fosforylowane w układzie in vitro, gdy substratem  
i źródłem enzym u był supernatan t 100 000Xg. Dawcami grup fosfora­
nowych mogły być ATP, GTP a naw et pirofosforan. Chrom atografia 
superna tan tu  100 000X g na Sefadeksie G-100 umożliwiła oddzielenie 
frakcji zaw ierających substra t od frakcji zawierających aktyw ność k ina­
zową. W w yniku połączenia obydwu frakcji obserwowano fosforylację 
białek w obecności trójfosfonukleotydów. F rakcja enzym atyczna w ykazy­
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wała dużą specyficzność substratow ą, gdyż nie fosforylowała w w arun­
kach in  vitro  egzogennych substratów  takich jak histon, kazeina czy 
fosfityna.

W badaniach nad NADP — specyficzną dehydrogenazą izocytryniano- 
wą (EC. 1.1.1.42) u E.coli (17, 18) został po raz pierwszy zidentyfikow any 
u Prokariota endogenny substra t fosfokinazy białkowej. Izocytrynian 
spełnia specyficzną rolę w metabolizmie drobnoustrojów . U większości 
bakterii jest on substratem  dwóch enzymów: liazy izocytrynianowej 
(EC.4.1.31) i NADP-specyficznej dehydrogenazy izocytrynianowej. Liaza 
izocytrynianowa jest pierwszym  enzymem cyklu glioksalowego, nato­
m iast dehydrogenaza izocytrynianowa jest kluczowym enzymem  cyklu 
Krebsa. Od aktualnej aktyw ności obu tych enzymów w komórce zależy 
czy izocytrynian będzie m etabolizowany w cyklu kwasów tró jkarboksy- 
lowych czy w cyklu glioksalowym. Aktywność dehydrogenazy izocytry­
nianowej spada w komórce, gdy następuje uruchom ienie cyklu glioksa­
lowego, a więc np. w tedy gdy zamiast glukozy octan staje się jedynym  
źródłem węgla i energii. I odwrotnie, gdy metabolizm izocytrynianu w cy­
klu glioksalowym zmniejsza się, aktywność dehydrogenazy izocytrynia­
nowej powraca bez uruchom ienia syntezy białka de novo (19). G a r n a k  
i R e e v e s  (18) wykazali, że dodanie octanu i [32P]ortofosforanu do ho­
dowli E.coli rosnącej na glukozie do osiągnięcia stacjonarnej fazy wzrostu, 
powoduje gwałtow ny spadek aktywności dehydrogenazy izocytrym ano- 
wej i towarzyszy tem u fosforylacja tego białka w resztach serynowych. 
Izolowane w takich w arunkach białko dehydrogenazy izocytrynianow ej 
zostało oczyszczone do stanu homogenności i wykazano jego fizykoche­
miczną i immunologiczną identyczność z enzymem izolowanym z hodowli 
rosnącej na glukozie. A utorzy sugerują, że obserwowana fosforylacja po­
woduje inaktyw ację NADP-specyficznej dehydrogenazy izocytryniano­
wej (17).

Ostatnio S p u d i c h  i S t o e c k e n i u s  wykazali odwracalną fosfo- 
rylację dwóch białek o ciężarze cząsteczkowym 80 000 i 100 000 u halofil- 
nej bakterii Halobacterium halobium. Fosforylacja ta podlega fotoregula- 
cji z udziałem  światła zaabsorbowanego na bakteryjnych barw nikach re -  
tinalowych (20).

Przedstawione tu ta j dane pozwalają stwierdzić, że kom órka prokario- 
tyczna, podobnie jak eukariotyczna, posiada aktywność fosfokinazową. 
Nie udało się do chwili obecnej uzyskać baktery jnej kinazy białkowej 
w stanie czystym. Dysponowanie oczyszczonym preparatem  enzym atycz­
nym  pozwoliłoby wyjaśnić wiele pytań takich jak: czy w ykorzystyw anie 
pirofosforanu jako donora grup fosforanowych jest rzeczywiście unikal­
ną cechą fosfokinaz bakteryjnych? Jaka jest fizjologiczna rola fosfory­
lacji białek u Prokariota?
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III. W irusowe fosfokinazy białkowe

III-l. Fosfokinazy białkowe bakteriofagów

W pierwszej połowie lat 70-tych zespół R a h m s d o r f a  wyizolował, 
oczyścił i scharakteryzow ał kinazę białkową kodowaną przez genom fa­
ga T7 (21, 22). W ykazano fosforylację białek gospodarza przez tę  kinazę 
in vivo  i w układzie in vitro. Ponadto podjęto próby w ykazania regula­
cyjnej roli fosforylacji białek gospodarza w przebiegu infekcji fagowej 
(23, 24, 25).

Fosfokinazę białkową oczyszczono z popłuczyn rybosom owych E.coli 
Bs-! zebranych w 5 min. po zakażeniu fagiem T7, zm utow anym  w genie 1, 
kodującym  fagową polim erazę RNA (mapę genetyczną wczesnego regio­
nu transk rypcji faga T7 przedstaw ia Rye. 1). Aktywność kinazy zmie­
nia się w przebiegu cyklu infekcyjnego. M aksym alną aktyw ność obser­
wowano w 5 min. po zakażeniu i po tym  czasie następował spadek ak tyw ­
ności. Istnieje wiele danych wskazujących, że autofosforylacja prowadzi 
do inaktyw acji enzym u (21). W yjaśnienie tego problemy, wym aga dalszych 
badań. Fosfokinaza białkowa faga T7 jest m onomerem o ciężarze czą­
steczkowym  37 000. Aktywność enzym u nie jest stym ulow ana przez 
cAMP lub cGMP. W doświadczeniach in vitro  dawcą grup fosforanowych 
jest ATP a akceptorem  reszty serynowe i treoninowe lizozymu, histonów, 
protam iny, cytochrom u c. Używając jako m atrycy DNA faga T7 w  ukła­
dzie in vitro, uzyskano dowód, że syntetyzow any enzym  jest produktem  
fagowym. Gen dla tego enzymu znajduje się we wczesnym regionie 
z lewej strony genu 1 (Rye. 1).

Gen 0,3 0,7 1,0 .1,1 1,3

H - 1--------- H -----------L- L - H ------------------- 1
70 długości 0 10 20 30
genomu T7 - A

TL‘

Rye. 1. Rekom binacyjna m apa genetyczna wczesnego regionu transk rypc ji DNA 
faga T7 (połączone dane wg 26, 27, 28).
0.3 — koduje białko zaangażow ane w  ham ow anie enzym ów  restrykcyjnych  gospodarza (29), 
0.7 — koduje fosfok inazę b iałkow ą (25), 1.0 — koduje polim erazę RNA (26), 1.1 — funkcja  
produktu tego genu nie jest w yjaśniona (30), 1.3 — koduje DNA ligazę (26), TL — sygnał 
term inacji w czesnego regionu DNA.

Stwierdzono (22), że nie tylko genom faga T7 lecz także genom faga T3 
zawiera inform acje dla syntezy kinazy białkowej. Oba fagowe enzymy 
w ykazują podobne właściwości fizyko-chemiczne.

Po infekcji T7 około 40 białek gospodarza ulega fosforylacji w resztach 
serynow ych i treoninowych. W śród nich są białka rybosomowe (31),
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czynnik inicjujący IF-3 (32) oraz podjednostki (3 i (3' RNA polimerazy 
E.coli (23, 24).

Białka rybosomowe mogą być substratem  zarówno in vivo  jak 
i w układach in vitro  podczas inkubacji przem ytych wysokim stężeniem 
(1.0 M) NH4C1 rybosomów z oczyszczoną kinazą (25). Ufosforylowane 
in vitro  rybosom y mogą zastępować rybosom y kontrolne (nieufosforylo- 
wane z niezakażonych komórek) w procesie translacji po dodaniu do mie­
szaniny reakcyjnej czynników inicjujących (31). Ufosforylowany in vitro  
IF-3 E.coli nie w ykazuje różnicy w stosunku do kontrolnego czynnika 
inicjującego w reakcji w iązania do podjednostki 30 S rybosomów (32). 
W ydaje się więc, że fosforylacja składników układu syntetyzującego biał­
ko, nie ma w pływ u na przebieg tego procesu w w arunkach in vitro. 
Być może taka m odyfikacja jest efektyw na tylko in vivo  i jest wym a­
gana dla adaptacji kom órki do w arunków  infekcji. Faktem  skłaniającym  
do takiego rozum owania jest obserwacja, że fosforylacja białek ryboso- 
mowych in vivo  jest specyficzna dla infekcji T7. Zakażenie komórek 
fagiem  T4 nie powoduje fosforylacji białek rybosom owych gospoda­
rza (31).

Wiele wskazuje, że m odyfikacja RNA polim erazy E.coli na drodze 
fosforylacji może odgrywać zasadniczą rolę w regulacji transkrypcji ge­
nom u T7. T ranskrypcja T7 jest podzielona na dwie fazy (Rys. 1). Wczes­
na transkrypcja  pierwszych 20°/o genomu jest katalizow ana przez poli- 
m erazę RNA gospodarza zarówno in vivo  jak  i in vitro. T ranskrypcja ' 
późnego regionu DNA jest przeprowadzana z udziałem  T7 specyficznej 
RNA polimerazy, produktu wczesnego genomu 1. Faza transkrypcji 
z udziałem  polim erazy RNA gospodarza jest kontrolow ana przez dwa 
mechanizmy: wczesną kontrolę i wczesno-późną kontrolę. Defekt we 
wczesnej kontroli prowadzi do nadprodukcji RNA gospodarza i wczes­
nych RNA faga (23, 27, 28, 33). Dokładna analiza transkrypcji w ko­
m órkach zakażonych m utantam i T7 o zmienionym procesie wczesnej 
kontroli wykazała, że m utan ty  te były także Uszkodzone w produkcji 
kinazy białkowej (23). Sugerowało to, że aktywność kinazy białkowej ' 
może być włączona we wczesnej transkrypcji. Podczas infekcji T7 ulega 
fosforylacji wiele białek gospodarza a wśród nich (3' i w m niejszym  
stopniu (3 podjednostki RNA polim erazy E.coli. Fosforylacja zachodzi 
w resztach treoninowych. Poziom fosforylacji jest wysoki około 8 moli 
[32P]fosforanu/m ol holoenzymu (24). Pojaw ieniu się aktyw ności kinazo- 
wej i ufosforylow aniu podjednostek polim erazy tow arzyszy wyłączenie 
syntezy RNA gospodarza (23). W skazywałoby to, że fosforylacja tych 
podjednostek może być m olekularną podstawą wczesnej kontroli tran s­
krypcji. Stwierdzono, (23) że in vivo  aktywność kinazy ma wpływ nie 
na wydłużanie syntetyzowanego łańcucha RNA lecz na jego inicjację 
i term inację. W nieobecności kinazy sygnał term inacji wczesnego regio­
nu (rys. 1) nie jest efektyw nie odczytywany.
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Prace zespołu R a h m s d o r f a  udokum entow ały obecność i działanie - 
fagowych kinaz białkowych i fosforylację białek prokariotycznych, jak ­
kolwiek w bardzo specyficznych w arunkach. Wiele danych wskazuje, cho­
ciaż nie przedstawiono bezpośredniego dowodu, że taka fosforylacja jest 
zaangażowana w m odyfikację metabolizmu zakażonej komórki.

III-2. Fosfokinazy białkowe wirusów zwierzęcych

i
Jeszcze kilka lat tem u nierozstrzygniętym  było występowanie fosfo- 

kinaz białkowych u wirusów. Zebrane inform acje nie udzieliły odpowie­
dzi na pytanie: 1. czy obecność fosfobiałek w oczyszczonych wirusach 
jest w ynikem  fosforylacji z udziałem  kinaz komórkowych czy też w irusy 
posiadają w łasny kom pletny system  fosforylacyjny; 2. Jaka  jest biolo­
giczna rola fosforylacji (7)?

Dzisiaj nie ulega wątpliwości, że większość wirusów zawiera własne 
kinazy białkowe. Enzym wyizolowano i oczyszczono z takich wirusów 
jak  ospy (34) i tzw. żabiego 3 (wirus zaw ierający DNA, replikujący się 
w cytoplazmie — 35). Ogólnie można je scharakteryzow ać jako fosfo­
kinazy białkowe niezależne od cyklicznych nukleotydów, fosforylujące 
in  vivo  specyficzne białka wirusowe i białka gospodarza głównie w resz­
tach serynow ych i w m niejszym  stopniu treoninowych. W w arunkach 
in vitro  akceptoram i reszt fosforanowych są histony, protam ina i fos- 
fityna.

Pozostaje w dalszym ciągu spraw ą otw artą biologiczna rola tej fos­
forylacji. Istnieją liczne dane dotyczące fosforylacji białek rybosomo- 
wych gospodarza po infekcji w irusowej. Dotychczas (36, 37) zidentyfiko­
wano trzy  fosfobiałka w podjednostce rybosomowej 40 S. Dwa z nich 
S2 i S16 ulegają fosforylacji w w yniku infekcji. Białko S6, które posiada 
kilka miejsc akceptorow ych dla grup fosforanowych (38, 39) fosforylo- 
wane jest zarówno przez kinazy zależne od cyklicznych nukleotydów  jak 
i niezależne (40). Podczas infekcji wirusowej, obserwowano podwyższe­
nie jego fosforylacji, co prawdopodobnie jest wynikem  dofosforylowania 
przez kinazy wirusowe niezależne od cyklicznych nukleotydów  (nomen­
k latu ra  białek rybosomowych wg S h e r t o n  i W o o l a  — 41). Brak 
jest bezpośredniego dowodu na funkcjonalną rolę indukowanej w irusem  
m odyfikacji rybosomów gospodarza. Za możliwością udziału fosforylacji 
tych  białek w blokowaniu syntezy białek kom órkowych przem awia ob­
serw ow ana przez K a e r l e i n  i H o r a k  (37) zbieżność w czasie fos­
forylacji białek rybosomowych i wyłączenie syntezy białek gospodarza.

Grupa B e a u  d’a (42—44) rozpatruje możliwość udziału ufosforylo- 
wanych białek w irusow ych w obserwowanym  zaham owaniu inicjacji 
syntezy łańcucha polipeptydowego gospodarza, po zakażeniu wirusem  
ospy. Autorzy ci stw ierdzili, że struk tu ra lne  białko wirusa ospy VP Ilb,
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które stanowi 11% białek struk tura lnych  wirusa, ulega fosforylacji w  re ­
sztach serynowych. Proces ten  nie jest skorelowany z ekspresją genomu 
w irusa. Białko to jest specyficznie zasocjowane z rybosomami i poli- 
rybosom ami i daje się oddysocjować po przem yciu 0.5 M KC1. In vitro 
ulega ono fosforylacji przy udziale kinazy wirusa. Za możliwością udziału 
białka wirusowego w wyłączeniu syntezy białek gospodarza przem aw iają 
następujące fakty: 1. Zarówno wyłączenie syntezy białka gospodarza jak 
i fosforylacja i wiązanie ufosforylowanego VP Ilb  do rybosomów zacho­
dzą w nieobecności ekspresji genomu wirusa, w okresie gdy nie są syn­
tetyzow ane nowe białka wirusa. 2. W yłączenie syntezy białka następuje 
wcześnie w przebiegu infekcji podobnie jak fosforylacja VP Ilb. 3. P rzy 
dużej wielokrotności zakażenia (więcej niż 10 cząstek w irusa przypada 
na jedną zakażoną komórkę) zostaje wprowadzony do kom órki duży nad­
m iar białka VP Ilb  w stosunku do rybosomów i w tedy obserw uje się 
zahamowanie syntezy białek komórkowych. 4. Biosynteza białka in vitro  
jest ham owana w obecności rdzeni wirusów ospy. które zaw ierają VP Ilb  
i kinazę.

Nie można więc wykluczyć, że do zaham owania biosyntezy białek 
gospodarza w w yniku infekcji w irusowej niezbędna jest zarówno fos­
forylacja białek komórkowego system u syntetyzującego białko jak i bia­
łek samego w irusa m ających powinowactwo do rybosomów.

Przeprowadzone w ostatnim  czasie badania nad w irusam i onkogenny- 
mi przyniosły bardzo interesujące dane wskazujące na udział fosfory­
lacji i fosfokinaz białkowych w procesie transform acji komórek. Zespół 
S e g a w a (45, 46) wykazał, że w kom órkach ssaków transform ow anych 
wirusam i zawierającym i RNA jak i DNA ma miejsce endogenna fosfo­
ry lac ja  białka o ciężarze cząsteczkowym 90 000 (90 K), niezależna od 
cyklicznych nukleotydów. Białko to ma zdolność asocjacji z rybosomami 
i chrom atyną gospodarza. W organellach komórek nietransform ow anych 
brak  jest takiej fosforylacji. Stwierdzono, że w przypadku transform acji 
w irusem  SV 40 występowanie białka 90 K jest zależne od obecności ge­
nom u wirusa. Trudno jednak, przy obecnym stanie badań, ocenić jakie 
jest znaczenie takiej fosforylacji w przebiegu transform acji.

Więcej wiadomo na tem at transform acji wyw oływ anej onkogennymi 
w irusam i RNA — ASV (ang. — A vian Sarcoma V irus) i RSV (ang. — Rous 
Sarcoma Virus). W irusy te indukują guzy u różnych zwierząt a także 
powodują transform ację kom órek ptasich i ssaków w hodowli. Za tran s­
form ację odpowiedzialny jest w irusow y gen src. W lizatach kom órek 
zarodków kurczęcia transform ow anych tym i w irusam i zidentyfikowano 
produkt genu src (47). O trzym ane wyniki potwierdzone w badania in vitro. 
P rodukt genu src otrzym ał nazwę pp60src co oznacza fosfoproteid (pp)
o ciężarze cząsteczkowym 60 000 (60) produkt wirusowego genu src (48, 
49, 50). N ietransform ow ane komórki kręgowców zaw ierają białko pp60sarc 
nazywane także pp60proto' src, ściśle spokrewnione z w irusow ym  białkiem
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pp60src. Zarówno pp60src jak  i pp60sarc są fosfobiałkami o ciężarze 60 000. 
W irusy z częściową delecją w genie src mogą odzyskiwać pełny funkcjo­
nalnie gen podczas pasażu przez zarodek kurczęcia. M echanizm włącze­
nia genom u gospodarza do genomu w irusa nie jest bliżej znany (51, 54, 
56). Im m unoprecypitaty  tych białek w ykazują aktywność kinazową 
(52, 56). Nie udało się dotychczas otrzym ać oczyszczonych preparatów  
pp60src i pp60proto' src. Z tego względu nie dysponujem y bezpośrednim  
dowodem na identyczność fosfoproteidów pp60src i pp60proto*src i ak tyw ­
ności kinazowej. Faktem  przem aw iającym  na korzyść tożsamości pp60src 
z kinazą, jest obserw acja że te m utan ty  ASV (ang. tem perature sensitive) 
w transform acji w ykazują także podwyższoną term olabilność aktywności 
kinazowej w porównaniu do szczepu dzikiego (53). Im m unoprecypitowana 
z pp60src aktywność kinazowa charakteryzuje się unikalnym i właści­
wościami. Enzym fosforyluje użyty do precypitacji ciężki łańcuch im m u- 
noglobuliny w resztach tyrozynow ych (54), a dawcą grup fosforanowych 
mogą być trójfosforany nukleotydów zarówno purynow ych jak i p iry ­
m idynow ych (ATP, GTP, UTP, CTP) (55). Fosfotyrozyna jest dom inują­
cym ufosforylow anym  aminokwasem  w obu białkach pp60src i pp60sarc. 
Transform ow ane kom órki zaw ierają 8-krotnie więcej fosfotyrozyny w po­
rów naniu  z kom órkam i nietransform ow anym i lub zakażonych m utan­
tam i z delecją w genie src (54). Frakcjonow anie lizatów transform ow a­
nych kom órek wykazało, że aktywność kinazowa i pp60src podobnie jak 
pp60proto' src są zlokalizowane głównie we frakcji m em bran kom órko­
wych. Rozdzielając frakcję m em branow ą poprzez w irowanie w skokowym 
gradiencie sacharozy stwierdzono, że aktywność kinazowa im m unopre- 
cypitatu  pp60src jak również pp60proto' src związane są z frakcją gładkich 
membran* Na podstawie obrazu w m ikroskopie elektronow ym  i zaw ar­
tości m arkerowego enzym u 5'-nukleotydazy, m em brany te zidentyfiko­
wano jako plazm atyczne. W wiązaniu aktywności kinazowej pp60src 
z m em braną plazm atyczną nie pośredniczy żaden kom pleks białkowy 
(55, 56). Fosfoproteid pp60src jest in tegralnym  białkiem  m em brany po­
łączonym bezpośrednio z jej lipidami. Za wiązanie pp60src z lipidam i 
m em branow ym i odpowiedzialny jest hydrofobow y fragm ent o ciężarze 
cząsteczkowym 8000 umieszczony na końcu NH2. Fragm ent ten  może 
być odszczepiany w w yniku działania proteaz kom órkowych lub w iruso­
wych obecnych w lizatach komórkowych. Uzyskiwany po proteolizie 
pp60src ma postać polipeptydu o ciężarze cząsteczkowym 52 000 z za­
chowaną aktywnością kinazową i w ystępuje we frakcji rozpuszczal­
nej (57). W wyniku inkubacji im m unoprecypitatów  pp60src z ATP i liza- 
tam i transform ow anych kom órek obserwowano oprócz ufosforylowanego 
pp60src, fosforylację innych polipeptydów o ciężarze cząsteczkowym 
35 000, 23 000 i 50 000. Polipeptydy o ciężarze 23 000 i 50 000 są precy- 
pitow ane przez surowice specyficzne dla pp60src, a więc są spokrewnione 
z tym  białkiem. Polipeptyd o ciężarze 50 000 zawiera ponadto, podobnie
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jak pp60src, fosfotyrozynę. Nie badano zawartości fosfotyrozyny w poli- 
peptydzie 23 000 (54, 53). W ydaje się słuszną propozycja H u n t e r ’a 
i S e f t o n ’a (54) aby endogenny substra t dla kinazy pp60scr identycz­
ność na podstawie zawartości fosfotyrozyny.

Jest chyba zbyt wcześnie, aby wyciągnąć jednoznaczne wnioski 
z przedstaw ionych badań o roli fosforylacji białek w procesie transfo r­
macji nowotworowej komórek. W ydaje się jednak bardzo prawdopodob­
ne, że onkogenne w irusy mogą transform ow ać kom órki poprzez nadpro­
dukcję polipeptydu funkcjonalnie równoważnego do białka kom órko­
wego (pp60src — pp60sarc) lub przez fosforylację specyficznych białek 
gospodarza. Białko pp60src zasocjowane z m em braną plazm atyczną tran s­
form owanej kom órki a więc w regionie kontaktu  kom órka-kom órka może 
zakłócać ham owanie kontaktowe komórek.

IV. Uwagi końcowe

Poprzednie dwa lata i rok bieżący przyniosły prace, które pozwa­
lają na stw ierdzenie, że m odyfikacja białek na drodze fosforylacji jest 
zjawiskiem uniw ersalnym . W ystępuje ona od wirusów poprzez Proka- 
ryota  do Eukaryota. W ydaje się, że jest to powszechny mechanizm mo­
dulujący szereg zasadniczych procesów fizjologicznych. U Eukaryota  
regulacyjna rola takiej m odyfikacji została już wykazana. Na podstawie 
wielu danych można przypuszczać, że także w przypadku prokariotycz- 
nych i w irusow ych fosfokinaz białkowych taka rola jest możliwa, chociaż 
na obecnym etapie badań brakuje bezpośrednich dowodów.

W tabeli 1 przedstawiono sum arycznie właściwości prokariotycznych
i wirusowych fosfokinaz oraz sugerowaną ich biologiczną rolę.

Trudności z przedstaw ieniem  przekonyw ujących dowodów na istnie­
nie fosfokinaz białkowych u Prokaryota  w ynikały prawdopodobnie z w ie­
lu powodów. Jednym  z czynników był z pewnością brak fosforylacji egzo­
gennych substratów , rutynow o używanych przy identyfikacji kinaz eu­
kariotycznych. Niski na ogół poziom fosforylacji w układach prokario­
tycznych jest chyba następnym  powodem, który  nie ułatw ia śledzenia 
procesu.

A u tor  składa se rdeczne podziękow ania  Panu Prof. dr  Eugeniuszowi Gąsiorowi i Panu  
Dr N ikodem ow i  G rankow sk iem u  za p rzeczy tan ie  rękopisu  i cenne uwagi  oraz Pani K r y s ty n ie  
Rusinek i Panu Mgr R yszardow i  Szyszce za pomoc techniczną podczas p rzygo tow y w an ia  
artykułu .

Z aakcep tow ano do druku 10.3.1981
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KOMUNIKAT

VIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej 
odbędzie się w  Krakowie w  dniach 16—18 września 1983 r.

Temat Zjazdu:
„Diagnostyka laboratoryjna w rozpoznawaniu, leczeniu i zapobieganiu 

metabolicznych chorób cywilizacyjnych (miażdżyca i jej następstw a oraz 
powikłania, hiperlipoproteidem ia, cukrzyca, otyłość, dna)”.

W ram ach tego tem atu  wstępnie przew iduje się w ykłady plenarne, kon­
ferencje okrągłego stołu oraz w m iarę możliwości sympozja i pokazy.

W związku z trudną sytuacją ekonomiczną organizacja i oprawa Zjazdu 
oraz przebieg obrad i imprez towarzyszących będą m iały skrom ny cha­
rak te r, dostosowany do aktualnych możliwości. Koszta Zjazdu pokryte zo­
staną z wpisowego Uczestników.

O rganizatorzy zapewnią Uczestnikom i Osobom towarzyszącym  zakw a­
terow anie (wybór wg kolejności zgłoszeń) i w m iarę możliwości posiłki. 
Organizacja im prez towarzyszących zależna będzie od liczby zgłoszeń.

Ceny zakw aterow ania za jedną osobę aktualnie kształtu ją  się nastę­
pująco:
Hotele: pokój jednoosobowy 500— 700 zł, pokój dwuosobowy 800— 1200 zł, 

pokój trzyosobowy 1600— 1800 zł.
Dom akademicki: pokój dwuosobowy 300 zł.

W arunkiem  udziału w Zjeździe jest zgłoszenie uczestnictwa i wniesie­
nie opłaty zjazdowej. Opłata zjazdowa wniesiona do 31 stycznia 1982 w y­
nosi 900 zł a po tym  term inie 1200 zł.

Sposób zgłoszenia pracy, uczestnictwa oraz wniesienia opłaty zjazdo­
wej i zamówienie zakw aterow ania podany zostanie w następnym  kom u­
nikacie.

W szelkich inform acji dotyczących Zjazdu udziela K om itet O rganiza­
cyjny: K atedra Diagnostyki Biochemicznej i  K linika Chorób M etabolicz­
nych, 31-501 Kraków, ul. Kopernika 15, telefony: 11-33-12, 11-13-84.

Przewodniczący Kom itetu Organizacyjnego 
Prof. dr hab. Jan  Sznajd
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I. W prowadzenie — położenie linii M w  sarkomerze

Zastosowanie mikroskopii elektronow ej umożliwiło dokładniejsze po­
znanie u ltrastruk tu ra lne j organizacji aparatu  kurczliwego kom órki mięś­
niowej.

Podstaw owym  elem entem  kurczliw ym  mięśnia szkieletowego jest mio- 
fib ry la  (Ryc. 1), k tórej obraz uzyskany w mikroskopie polaryzacyjnym  
ukazuje charakterystyczne poprzeczne prążkowanie, czyli występowanie 
na przem ian jaśniejszych prążków izotropowych (prążki I) i ciem niej­
szych anizotropowych (prążki A). Prążek I stanowi wiązka równolegle

Ryc. 1. Przekrój przez włókno mięśnia prążkowanego (według H ayashi T., 1962, 
Sci. Americ., 3, 184—204). Schem at przedstaw ia m iofibryle i m iofilam enty, k tóre 
uk łada ją  się w charakterystyczne prążki.
A  — w łókno m ięśniow e, z którego w ycięto  fragm ent, B — w y cię ty  fragm ent w  pow iększeniu , 
C — pow iększona m iofibryla, m — m iofibryla, Z — Linia Z, I — prążek I, A — prążek A, 
H  — prążek H ensena, TF — filam ent m iozynow y, a — filam ent aktynow y

I
ułożonych filam entów aktynow ych, prążek A zbudowany jest z leżą­
cych równolegle do długiej osi włókna mięśniowego filam entów miozy- 
nowych. W zajemna in terakcja obu typów filam entów  jest podstawą 
skurczu  mięśnia. W połowie prążki I przecina optycznie gęste pasmo 
tzw . linia Z. Jednostka struk tu ra lna  zaw arta pomiędzy dwiema liniami Z 
nazw ana została sarkom erem.

Przez środek sarkom eru, a więc i przez centralny rejon każdego g ru ­
bego filam entu przechodzi elektronowo gęstsze pasmo, szerokości 750 A 
do 860 A (1, 2), tak  zwana linia M. Na podstawie obrazów uzyskanych 
w  mikroskopie elektronow ym  przyjm uje się, iż filam ent miozynowy 
w  swej środkowej strefie nie zawiera główek miozynowych (budowa

http://rcin.org.pl
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filam entów  m iozynowych oraz linii M była już przedm iotem  artykułu  
zamieszczonego na łam ach Postępów Biochemii (3).

E lektronogram y podłużnych przekrojów  mięśni szkieletowych w y­
kazują, że pasmo -linii M składa się z szeregu oddzielnych prążków 
(Ryc. 2). Zastosowanie krioultram ikrotom ii i powiększeń w mikroskopie 
elektronow ym  powyżej 100 000 X pozwoliło zaobserwować, że ilość pasm 
linii M i ich grubość jest różna i że zależy od typu włókna m ięśniowe­
go (4-7), a także od gatunku zwierzęcia (8). Przekroje poprzeczne przez 
pasmo linii M (Ryc. 3) ujaw niły, iż prążki widoczne na podłużnych 
przekrojach m iofibryli odchodzą promieniście od każdego grubego fila- 
m entu  tworząc usieciowanie z sześcioma sąsiadującym i filam entam i mio- 
zynowym i (Ryc. 3) (1, 2, 9-11). *

Podczas skurczu odległość między filam entam i wzrasta i wówczas ko­
nieczna jest elastyczna struk tura , dzięki której w zajem ny układ fila­
m entów  pozostaje bez zmian. Z badań morfologicznych wynika, że rolę 
tę pełni układ zwany linią M.

II. Modele linii M 

II - l. Model Pepe

%
Analiza obrazów elektronom ikroskopowych poprzecznych i podłuż­

nych przekrojów  włókien m ięśniowych doprowadziła do zaproponowa­
nia pierwszego m odelu linii M (Ryc. 4), którego autorem  jest P e p e  
(2, 12, 13). Jest to najprostszy z zaproponowanych modeli. Zakłada on 
bowiem istnienie tylko jednego rodzaju elem entów strukturalnych , jak i­
m i są mostki poprzeczne linii M, wiążące każdy miozynowy filam ent 
z sześcioma sąsiednimi grubym i filam entam i. Jak  należy wnioskować

Ryc. 4. Model Pepe
a) Schem at przekroju podłużnego, b) Schem at przekroju poprzecznego, TF — filam en ty  mio- 
zyn ow e, MB — m ostki poprzeczne lin ii M.

3
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z położenia prążków linii M widocznych na przekrojach podłużnych, leżą 
one na różnych poziomach środkowej strefy  grubego filam entu. K ie­
runek mostków na kolejnych poziomach ulega przesunięciu o 60°. M aksy­
m alna ilość tych poziomów wynosi 5 a odległość mięęlzy nimi równa jest 
200—220 A.

II-2. Model Knappeisa i Carlsena

Do układu zaproponowanego przez P e p e ,  K n a p p e i s  i C a r l -  
s e n  (1) dodali nowy składnik — tzw. filam ent linii M (Ryc. 5). Element 
ten widać na zdjęciach m ikroskopowo-elektronowych zarówno poprzecz­
nych jak  i podłużnych przekrojów  włókien mięśniowych. Na przekrojach

Ryc. 5. Model K nappeisa i Carlsena
a) Schem at przekroju podłużnego, b) Budowa m ostka poprzecznego, TF — filam enty  mio- 
zynow e, MB — m ostki poprzeczne lin ii M, MF — filam enty lin ii M, CPK — kinaza kreaty- 
nowa

podłużnych oglądanych przy powiększeniach 150 000 X — 220 000 X wi­
doczne są w rejonie linii M biegnące równolegle do filam entów  miozy- 
nowych cienkie, bo o średnicy 50—60 A, filam enty. Na przekrojach 
poprzecznych dokonanych przez pasmo linii M widoczne są okrągłe 
zgrubienia w samym  środku mostków poprzecznych. Ich średnica wyno-

\http://rcin.org.pl
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si 50—60 A. Zastosowane w tym  przypadku powiększenia były  rzędu 
250 000— 500 000 X.

II-3. Model Luthera i Squire’a

W prowadzenie do badań techniki otrzym yw ania bardzo cienkich 
skraw ków, k tórych grubość wynosi około 200 A, a więc nie przekracza 
w ym iaru  odległości, w jakiej znajdują się dwa kolejne poziomy mostków 
poprzecznych linii M, umożliwiło L u t h e r o w i  i S ą u i r  e ’owi (4, 14) 
zauważenie nowego elem entu linii M tzw. mostków poprzecznych d ru­
giego rzędu (secondary M -bridges) (Ryc. 6). Mostki te są s truk tu ram i
o kształcie drukow anej litery  Y, spinające w takim  właśnie układzie

Ryc. 6. Model L u thera  i S qu ire’a
a) Schem at przekroju podłużnego, b) Schem at przekroju poprzecznego, TF — filam en ty  m io- 
zyn ow e, MB — m ostki poprzeczne lin ii M, MF — filam ąnty lin ii M, SM — m ostki poprzeczne  
drugorzędow e

trzy  filam enty linii M. Ponadto badacze ci zauważyli w centrum  szkiele­
tu  każdego filam entu miozynowego wgłębienie o kształcie m niej lub ba r­
dziej cylindrycznym  i średnicy około 30— 50 A (Ryc. 6).

I to jest praw ie wszystko, co wiadomo na tem at morfologii układu 
zwanego linią M.

III. Skład białkowy linii M

Znacznie trudniejsza jest in terp retacja  wyników badań nad składem 
białkowym  om awianego systemu. Zastosowanie znakowanych przeciw ­
ciał (15) wykazało, że w skład białek linii M nie wchodzi ani m iozyna 
ani też żadne ze znanych białek filam entu aktynowego.

TF
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Izolowanie białek linii M może odbywać się dwojako, albo przez za­
stosowanie roztworów o wysokiej sile jonowej — wówczas rozpuszczeniu 
ulega cały prążek A, bądź na drodze ekstrakcji roztworem  o niskiej sile 
jonowej (5 mM bufor tris o pH 8), która, jak wykazały badania S a m o- 
s u d o w e j (16), powoduje całkow ity zanik prążków linii M (mikroskopia 
elektronowa).

Pierw szą metodę stosowali M a s a k i  i T a k a i t i  (8, 17, 18). Eks­
trahow ali oni mianowicie m iofibryle mięśni szkieletowych roztworem  
Hasselbacha — Schneidera (0,6 M KC1, 0,1 M bufor fosforanowy pH 6,4, 
10 mM pirofosforan sodu i 1 mM MgCl2) i wysalali białka linii M siarcza­
nem amonu w nasyceniu 16% przy pH 8,3. Uzyskali tą  metodą dwa pepty- 
dowe składniki: Składnik I i Składnik II.

Stosując elektroforezę w żelu poliakryloamidowym  w obecności SDS 
oznaczono ciężary cząsteczkowe obu polipeptydów. M niejszą ruchliw o­
ścią elektroforetyczną charakteryzow ało się białko o ciężarze cząstecz­
kowym 165 000, większą — lżejszy składnik o ciężarze cząsteczkowym 
94 000. Składnik o ciężarze cząsteczkowym 165 000 autorzy nazwali 
„praw dziwym  białkiem  linii M”. Białko to charakteryzow ało się dość 
znacznym powinowactwem wobec m iozyny (badania przeprowadzono 
w roztworze 0,1 M KC1 przy pH 7,0), podczas gdy składnik II (w takich 
samych w arunkach) nie wiązał się z miozyną. To drugie białko okazało 
się glikogenową fosforylazą b (EC 2.4.1.1) (19). Zastosowanie m etody 
immunologicznej (przeciwciała znaczono związkami fluorescencyjnym i) 
pozwoliło znaleźć miejsce glikogenowej fosforylazy b w aparacie kurczli­
wym. Fluorescencję obserwowano głównie w rejonie prążka I, ale ob­
serwowano również świecenie w rejonie linii M (19, 20). Dlatego też 
autorzy trzeciego omawianego tu  modelu budowy linii M sugerują, iż 
być może mostki drugiego rzędu zbudowane są z białka będącego gliko­
genową fosforylazą b (4).

W w yniku ekstrakcji m iofibryli mięśni piersiowych kurczaków roz­
tw oram i o niskiej sile jonowej, E a t o n  i P e p e  (21) uzyskali rów­
nież dwa składniki, pierwszy o ciężarze cząsteczkowym 43 000, drugi — 
100 000. Białko o ciężarze cząsteczkowym 100 000 m iało własności gliko­
genowej fosforylazy b (19). Natomiast drugi, lżejszy składnik, niem al 
równocześnie w ykry ty  przez M o r i m o t o  i H a r r i n g t o n a  (22) 
występował w formie dim eru o ciężarze cząsteczkowym 88 000. Obie pod- 
jednostki łączy wiązanie niekowalecyjne. Białko to ma bardzo duże po­
winowactwo zarówno do monomerów m iozyny (23) jak  i do miozyno- 
wych filam entów  (22). Szczegółowa charakterystyka białka pozwoliła 
ustalić, że jest to kinaza kreatynow a (EC 2.7.3.2). Zastosowanie m etody 
pośredniej fluorescencji ze znakowanymi przeciwciałam i (24) doprowa­
dziło do w ykrycia położenia tego białka w rejonie prążka A i znalezienia 
miejsca wiązania z filam entam i miozynowymi. Zbadano ruchliwość elek- 
troforyczną białka, zanalizowano jego kształt i w ym iary, a także ustalono
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ilość podjednostek i ich skład aminokwasowy (24-27). I w ten  sposób 
model K n a p p e i s a  i C a r l s e n a  został udoskonalony, gdyż przy­
jęto, że m ostek poprzeczny linii M zbudowany jest z kinazy kreatynow ej 
(24) (Ryc. 5b).

Białko o ciężarze cząsteczkowym 165 000 (8) zostało również bardzo 
dokładnie opisane (28, 29). Obecnie wiadomo, że ma ono nieco większy 
ciężar cząsteczkowy, bo 170 000 i przypuszcza się, iż jest- m ateriałem , 
z którego zbudowane są filam enty linii M. Dodatkową przesłanką dla ta ­
kiej hipotezy jest zdolność tego białka do agregacji w  filam enty (8).

Stosując roztw ór o niskiej sile jonowej (5 mM bufor tris  o pH 8) uzy­
skuje się tzw. „surow y” ekstrak t białek linii M (30-33). Analiza elektro- 
foretyczna „surow ych” ekstraktów  w skazuje na obecność jeszcze do­
datkowych lżejszych, polipeptydow ych składników o ciężarach cząstecz­
kowych około 38 000 i 20 000-22 000 (Ryc. 7, Tabela 1). Dodanie tego eks­
trak tu  do m iofibryli, z k tórych wyizolowano omawiane białka, pozwala 
na rekonstytucję prążka M, co zostało 'stw ierdzone przy użyciu m ikro­
skopu elektronow ego (34). W arunkiem  koniecznym rekonstrukcji jest 
obecność wszystkich białek „surowego” ekstrak tu  (30).

Dodanie takiego ekstrak tu  do roztw oru miozyny zarówno monome- 
rycznej * jak  i będącej już w form ie syntetycznych filam entów (3) po­
woduje powstanie wiązek równolegle względem siebie ułożonych fila­
m entów m iozynowych (31-33, 35) (Ryc. 8).

IV. W łasności biochemiczne białek linii M

IV-1. Własności enzymatyczne, wzajemna interakcja składników linii M oraz zdol­
ność do tworzenia kompleksów z miozyną i jej fragmentami

Obecność takich białek jak  kinaza kreatynow a i glikogenowa fos- 
forylaza b w aparacie linii M sugeruje, iż oprócz funkcji struk tu ralnych  
układ ten  jest zdolny do regulacji poziomu ATP i glikogenu w czasie 
skurczu.

Z szeregu badań przeprowadzonych nad układem  dwuenzym atycznym , 
w skład którego wchodziły kinaza kreatynow a i miozyna (36-38) w yni­
kało, iż reakcje katalizowane przez oba enzym y są ujem nie sprzężone, 
Obecność kinazy ham uje aktywność ATPazy miozynowej oznaczanej 
w obecności jonów Ca2+ zarówno w środowisku o niskiej (0,1 M roz­
tw ór KC1) jak  i wysokiej (0,5 M roztw ór KC1) sile jonowej. Ponieważ 
jony magnezu aktyw ują kinazę kreatynow ą a ham ują ATPazę miozyno- 
wą i są endogennie związane z kinazą, być może, iż łączą się one w y­

* Po obniżeniu siły jonowej roztw oru z miozyny m onomerycznej pow stają fila­
m enty miozynowe.
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biorczo z miozyną i w ten  sposób powodują inhibicję miozynowej 
ATPazy (38). Jest to zjawisko o tyle interesujące, że charak terystyka 
własności kinazy kreatynow ej uzyskanej z ekstraktów  linii M i jej in te r­
akcja z miozyną i fragm entam i miozyny ** (39, 40) świadczą, iż m aksim um  
inhibicji ATPazy miozynowej oznaczanej w obecności jonów Ca2+ na­
stępuje wówczas, gdy w roztworze są nienaruszone cząsteczki miozyny. 
Słabszy efekt ham owania zaobserwowano w przypadku H-m erom iozyny, 
a najsłabszy w przypadku subfragm entów  S -l. Tak więc najsilniejsza in­
terakcja  obu białek następuje wówczas, gdy m am y do czynienia z całą 
nienaruszoną cząsteczką miozyny. W yniki tych badań potwierdzono przy 
zastosowaniu różnych metod, jak oznaczenie widm dichroizm u koło­
wego (39), pom iar elektronowego rezonansu param agnetycznego i za 
pomocą techniki nanosekundow ej depolaryzacji fluorescencji (41).

Z drugiej strony, badając zachowanie się kompleksu: kinaza k rea ty - 
now a-białko o ciężarze cząsteczkowym 170 000 stwierdzono, iż białko to 
ham uje kompetytywn^e aktyw ność kinazy kreatynow ej, a w idm a di­
chroizm u kołowego oraz w yniki uzyskane z w irowania analitycznego obu 
białek świadczą o tym , że białka te tw orzą kompleks (42). Wiadomo 
również, że miejscem kontaktu  tzw. prawdziwego białka linii M z czą­
steczką m iozyny jest rejon  tzw. subfragm entu S-2 ** (43). Jest to obszar 
cząsteczki miozyny, w którym  znajduje się elastyczny zawias (hinge) 
pozwalający globularnym  w ypustkom  miozynowym (tzw. główkom lub 
subfragm entom  S-l) na odsunięcie się od trzonu cząsteczki i tworzenie 
m ostków poprzecznych (cross-bridges) z filam entem  aktynow ym  — reak­
cja ta  jest podstawą skurczu mięśnia (44—46).

Badania nad in terakcją innych fragm entów  cząsteczki m iozyny z tym  
wysokocząsteczkowym składnikiem  linii M przyniosły w yniki negatyw ­
ne (43).

Tak więc, aby podsumować to, co już wiem y o topografii białek li­
nii M trzeba przyjąć, iż modele z Ryc. 5 i 6 należy interpretow ać nastę­
pująco: filam enty linii M sięgają i kontak tu ją  się obydwoma swymi koń­
cami z rejonam i subfragm entów  S-2 cząsteczek m iozynowych z dwóch 
poziomów grubych filam entów, przenikając przez środki m ostków po­
przecznych linii M (Ryc. 5b). Mostki poprzeczne linii M łączą ze sobą 
cząsteczki miozynowe dwóch sąsiednich filam entów  też gdzieś blisko po­
łączenia subfragm entów  S -l i S-2; świadczy o tym  wpływ kinazy k rea ty ­
nowej na ATPazę miozynową. Pozornie przeczy tem u inny fakt, a m ia­
nowicie to, że powinowactwo kinazy jest większe wobec m iozyny niż wo­
bec jej krótszego fragm entu  H-m eromiozyny.

** O budowie cząsteczki miozyny i o jej fragm entacji pisano na łam ach Postę­
pów Biochemii (3).
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IV-2. Własności kompleksu białek linii M z miozyną pozbawioną obu lekkich łań ­
cuchów LC2.

Zaobserwowaną różnicę między powinowactwem kinazy kreatyno- 
wej do m iozyny i do H-m erom iozyny można wytłum aczyć na podstawie 
innego oddziaływania „surowego” ekstrak tu  białek linii M (31—33) na 
preparaty  miozynowe charakteryzujące się różną ilością lekkich łańcu­
chów LC2 (47—50) (Ryc. 9) (łańcuchy te, jak  się obecnie przypuszcza, 
znajdują się w rejonie zawiasu subfragm ent S -l /  subfragm ent S-2). Jak  
wykazano, aktywność ATPazy miozynowej aktyw ow anej jonam i Ca2+ 
ulega obniżeniu w obecności „surowego” ekstrak tu  białek linii M w przy­
padku m iozyny natyw nej. Jest natom iast silnie stym ulowana przez „su­
row y” ekstrak t białek linii M wówczas, gdy m am y do czynienia z pre­
paratem  miozyny pozbawionej obu lekkich łańcuchów LC2 (Ryc. 10). 
Taki sam efekt stym ulacji uzyskano badając wpływ „surowego” eks-

Ryc. 10. W pływ białek linii M na własności enzym atyczne miozyny natyw nej i po­
zbawionej obu lekkich łańcuchów  LC2. W artości aktyw ności ATPazy podano w pro­
centach w artości aktyw ności ATPazy preparatów  miozynowych przed dodaniem  
białek linii M. Słupki zakreskow ane w/g wzoru 1 obrazują aktywność ATPazy m io­
zyny natyw nej. Aktywność ATPazy miozyny natyw nej oraz miozyny pozbawionej 
obu łańcuchów  LC2 po dodaniu do preparatów  miozyny „surowego” ekstrak tu  białek 
linii M obrazują słupki zakreskow ane odpowiednio w/g wzorów 2 oraz 3. 
a — ATPaza m iozynow a stym ulow ana jonam i K + , b — ATPaza m iozynow a stym ulow ana jo­
nami Ca2+, c — ATPaza aktom iozynow a stym ulow ana jonam i Mg2 +

trak tu  białek linii M na interakcję różnych preparatów  m iozyny z ak ty­
ną (Ryc. 10, 11). Mamy więc przesłanki do zastanowienia się, czy kinaza 
kreatynow a nie łączy się z miozyną tylko wówczas, gdy miozyna jest
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Ryc. 11. W pływ „surowego” ekstrak tu  białek linii M na superprecypitację żeli akto- 
m iozynowych utw orzonych z aktyny i miozyny natyw nej oraz aktyny  i miozyny 
pozbawionej obu łańcuchów  LC2. K rzyw e przedstaw iają zm ianę zm ętnienia żelu 
aktom iozynowego po dodaniu ATP. Kompleksy aktom iozynowe utw orzone z aktyny 
i  miozyny natyw nej (2), miozyny pozbawionej obu lekkich łańcuchów LC2 (4), m io­
zyny natyw nej z dodanym  „surowym ” ekstrak tem  białek linii M  (1), m iozyny po­
zbaw ionej obu lekkich łańcuchów LC2 z dodanym  „surow ym ” ekstrak tem  białek  li­
n ii M  (3).

w  form ie natyw nej, tzn. gdy zawiera kom plet lekkich łańcuchów LC2. 
Podczas otrzym yw ania H-m erom iozyny łańcuch ten  bywa często nad- 
traw iony bądź straw iony całkowicie. Innym i słowy, wydaje się, że łań ­
cuchy LC2 gw arantu ją  spraw ny mechanizm elastycznego ruchu  główki 
cząsteczki miozyny. U trata łańcuchów wydaje się powodować u tra tę  tej 
elastyczności i zmianę ułożenia miozynowych główek (31, 50).

Poruszę jeszcze jeden aspekt tej sprawy. Otóż ostatnio dzięki zasto­
sow aniu udoskonalonych m etod immunologicznych pojaw iają się prace 
z różnych laboratoriów  donoszące o w ykryciu w coraz to innych tk an ­
kach niewidocznej morfologicznie linii M (51, 52). Obecność białek linii M 
w  m ięśniu pobranym  w dwunastym  dniu miogenezy wykazano posłu­
gując się metodami im m unofluorescencyjnym i (53, 54). A utorzy powyż­
szych badań sugerują, że białka linii M mogą pełnić rolę w m ontow aniu 
g rubych  filam entów i stabilizować m iofibrylarną s truk tu rę  podczas roz­
woju. Poparciem  tej tezy są wyniki badań uzyskane w naszej pracowni 
(31— 33). Jeżeli do preparatów  m iozyny pozbawionej obu łańcuchów LC2 
dodać „surow y” ekstrak t białek linii M, to po obniżeniu siły jonowej 
roztw oru uzyskuje się agregaty miozynowe skupione wokół niewidocz­
nego walca (Ryc. 12 — porównaj z agregatam i uzyskanym i z samej mio­
zyny  pozbawionej obu łańcuchów LC2). Być może któryś ze składników  ̂
„surow ego” ekstrak tu  białek linii M stanowi rdzeń grubego filam entu,
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rdzeń będący w arunkiem  samomontażu filamentów. Obecność takiego 
rdzenia sugerowano już wcześniej (4, 55—57). Stym ulacja in terakcji akto- 
m iozyny po dodaniu „surowego” ekstrak tu  białek linii M do preparatów  
m iozyny pozbawionej łańcucha LC2 może być wynikiem  usztyw nienia 
agregatów miozynowych, ale może też wynikać z w prowadzenia skład­
nika niskocząsteczkowego 20 000-22 000 do cząsteczki miozyny, co po­
woduje uelastycznienie główki miozynowej lub też może być w ynikiem  
obu tych ewentualności. Ponieważ podczas usuwania łańcuchów z prepa­
ratów  m iozyny odłącza się również wysokocząteczkowy składnik, nie jest 
wykluczone, że jest to białko linii M — i że oba te polipeptydy są w ja ­
kiś sposób powiązane ze sobą (Ryc. 9).

Tak więc można by pokusić się o uzupełnienie zaproponowanego przez 
L uthera i Squire’a modelu współdziałającym i z nim  dwoma elem entam i,

( i l a m e n tu  m io z y n o w e g o

Ryc. 13. Proponow any^ model s tru k tu ry  linii M. Pozbawione obu lekkich  łańcu­
chów LC2 cząsteczki miozyny tracą  swą elastyczność, co znajduje odbicie w u tru d ­
nionej in terakcji aktyny z miozyną (a); przywrócenie praw idłow ej in te rakcji należa­
łoby tłum aczyć usztywnieniem  główek miozynowych (b). Usztywnienie to nastąpiło po 
połączeniu „surowego” ekstrak tu  białek linii M z miozyną pozbawioną obu lekkich 
łańcuchów LC2.

a mianowicie hipotetycznym  rdzeniem  filam entu miozynowego i lekkim 
łańcuchem  LC2 (Ryc. 13). P rzy jm ując założenie, że istnieje rdzeń fila­
m entu miozynowego, współdziałanie pomiędzy składnikam i białek linii M 
a tym  rdzeniem  byłoby możliwe poprzez lekkie łańcuchy LC2 miozyny, 
tak  jak to przedstawiono na Ryc. 13.

Z aakcep tow ano do druku 30.3.1981

Wyrażam, szczere  podziękow anie  Pani doc. dr hab. Irenie K ąko l  za cenne ra d y  i uwagi  
natury  m e ry to r y c z n e j  oraz Pani dr Annie Jakubiec-Puka za udostępnien ie  m i  dwóch  zd jęć  
elek tronow om ikroskopow ych .
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Ryc. 2. Podłużny przekrój sarkom eru
Z — lin ia  Z, I — prążek I, A — prążek A, M — linia M. P ow iększenie negatyw u 12 000 X. Zdjęcie  
u dostępn iła  dr Anna Jakubiec-Puka (Instytut B iologii D ośw iadczalnej im . M. N enckiego PAN).

Ryc. 3. Poprzeczny przekrój przez m iofibrylę
Strzałkam i zaznaczono m ostki poprzeczne lin ii M. Pow iększenie negatyw u 12 000 X. Zdjęcie  
udostępn iła  dr Anna Jakubiec-Puka (Instytut B iologii D ośw iadczalnej im . M. N enckiego PAN).

Ryc. 7. Obraz elektroforetyczny „surowego” ekstrak tu  białek  lin ii M. Elektroforezę 
przeprow adzono w  żelu poliakryloam idowym  7,5% w obecności SDS.

Ryc. 8. E lektronogram  w iązki filam entów  miozyny natyw nej uzyskanej po dodaniu 
„surow ego” ekstrak tu  białek linii M. Powiększenie negatyw u 18 000 X . W staw ka (po­
w iększenie 9000 X) filam enty uzyskane z miozyny natyw nej. F ilam enty miozynowe 
przedstaw iono w  dw ukro tn ie m niejszym  powiększeniu niż wiązkę.

Ryc. 9. Obrazy elektroforetyczne p reparatów  miozynowych
a) m iozyna natyw na, b) m iozyna pozbawiona obu lekk ich  łańcuchów  LC2. Elektroforezę w y ­
konano w  8% żelu poliakryloam idow ym  w  obecności SDS. LCj, L.C2, LC3 — lek k ie łań ­
cuchy  m iozyny.

Ryc. 12. E lektronogram  w iązki agregatów  utw orzonych z miozyny pozbawionej obu 
łańcuchów  LC2 po dodaniu „surowego” ekstrak tu  białek linii M. Powiększenie 
18 000 X. W staw ka (powiększenie 36 000 X) — m ałe agregaty uzyskane z miozyny 
pozbawionej obu lekkich łańcuchów  LC2 niezdolne do form ow ania praw idłow ych 
b ipolarnych filam entów . A gregaty miozynowe przedstaw iono w dw ukrotnie większym 
pow iększeniu niż wiązkę.
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ANNA JAKUBIEC-PUKA *

Filamenty pośrednie (10 nm) komórek zwierzęcych 

Interm ediate Filam ents (10 nm) of Animał Cells.

Po zastosowaniu m ikroskopii elektronow ej do badań morfologicznych 
w ykryto  w kom órkach zw ierząt wyższych filam enty białkowe o średnicy 
pośredniej pomiędzy filam entam i aktynow ym i a miozynowymi i m ikro- 
tubulam i. F ilam enty takie nazwano więc pośrednimi. Początkowo trak to ­
wano je często jako fragm enty  m ikrotubul lub filam entów miozyno- 
wych.

Po raz pierwszy filam enty  pośrednie opisano w końcu lat 60-tych 
w m ięśniu prążkow anym  (1, 2), następnie w kom órkach układu nerw o­
wego (3, 4), a w ciągu kolejnych kilku lat w kom órkach większości na­
rządów. F ilam enty pośrednie są obecnie przedm iotem  intensyw nych ba­
dań, wiele kwestii dotyczących tych filam entów pozostaje jednak jeszcze 
niejasnych. Z tego względu przedstaw iony poniżej obraz filam entów 
pośrednich jest niekom pletny i często dyskusyjny, będzie on zapewne 
ulegać korekcjom  w m iarę dalszych badań.

Cechy morfologiczne i fizykochemiczne filam entów pośrednich po­
chodzących z różnych tkanek  są bardzo zbliżone (1, 2, 3, 5, 6). Bardzo 
podobny również jest skład aminokwasowy izolowanych białek fila­
m entów (4, 7, 8, 9, 10) i ich stru k tu ra  II rzędowa, k tórej 40—50% stanowi 
a-heliks (6, 11, 12). Z tego względu poznanie budowy białek filam entów 
pośrednich oraz w yjaśnienie roli i umiejscowienie filam entów  w komórce, 
jak  również zbadanie różnic właściwości filam entów otrzym anych z róż­
nych tkanek stało się możliwe dopiero obecnie, dzięki rozpowszechnie­
niu badań kom órek z hodowli in vitro oraz dzięki rozwojowi nowych 
technik badania białek, szczególnie imm unologicznych i elektroforezy 
dw ukierunkow ej (13), jak też badania produktów  organicznej pro- 
teolizy.

Średnica filam entów pośrednich wynosi najczęściej około 10 nm, 
w niektórych przypadkach może wahać się od 7 do 14 nm, powierzchnia

* Dr med, Pracow nia M etabolizm u Białek, In sty tu t Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego PAN, P asteura  3, 02-093 W arszawa.
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filam entów jest gładka, kształt cylindryczny. Białka filam entów  po­
średnich są hydrofobowe oraz nierozpuszczalne w roztworach o pH i o sile 
jonowej w ystępujących w komórkach. Solubilizacji sp rzy jają  czynniki 
denaturujące białka oraz rozryw ające ich wiązania hydrofobowe. Fila­
m enty pośrednie ulegają solubilizacji w roztworach o niskiej sile jono­
wej, o niskim i o wysokim  pH (5, 8, 14). D ługotrw ała ekstrakcja jednak 
roztworam i o niskiej a także o wysokiej sile jonowej i pH fizjologicznym 
może prowadzić jednak do solubilizacji niektórych filam entów pośrednich. 
W tych w arunkach może też nastąpić dezagregacja filam entów  na frag­
m enty o m niejszej średnicy i długości (6, 15, 16, 17, 18). Białka filam en­
tów pośrednich mogą po rozpuszczeniu kopolimeryzować, jeśli zmienione 
zostaną siła jonowa lub pH roztw oru (8, 18, 19). Tworzą się wówczas 
filam enty o cechach morfologicznych zbliżonych do naturalnych, jednak
o większej różnorodności kształtu  i średnicy (8, 10, 17). Kolejna wielo­
krotna solubilizacja i w ytrącanie filam entów jest jedną z technik roz­
działu i oczyszczania białek wchodzących w ich skład. U zyskuje się 
wówczas jedno lub więcej, do kilkunastu, białek z jednego rodzaju fila - 
m entów pośrednich (8, 12, 17). Białka te w ystępują często w dwóch lub 
więcej formach, które uważane są za produkty tych samych genów. 
Nieznaczne różnice w ciężarach cząsteczkowych i punkcie izoelektrycz- 
nym  poszczególnych form powstają przypuszczalnie w w yniku ich mo­
dyfikacji (12, 20). Białka filam entów pośrednich są kwaśne, zaw ierają 
około 20% kwasu glutaminowego i około 10°/o kwasu asparaginowego. 
Należą one do białek stosunkowo konserw atywnych. Homologiczne białka 
filam entów  pochodzących z różnych tkanek w ykazują znaczne podobień­
stwa lub naw et identyczność (4, 7, 8, 9, 10). Odnosi się to także często 
do białek pochodzących z takich samych tkanek zwierząt różnych gatun­
ków (21, 22). N ajbardziej podobne lub identyczne są odcinki łańcucha pe- 
ptydowego o struk turze  a-heliksu (23). Pomimo tych daleko idących po­
dobieństw, różnice s tru k tu ry  poszczególnych białek i ich w zajem nych pro­
porcji są na tyle istotne, że pozwoliły na wyróżnienie kilku klas filam en­
tów pośrednich (Tabela I).

Jako k ry teria  klasyfikacji filam entów przyjęto: tkankę z k tórej 
filam enty pochodzą, właściwości ich białek składowych (jak: skład am ino- 
kwasowy, ciężar cząsteczkowy, punkt izoelektryczny itp. oraz stosunek 
ilościowy białek), specyficzność immunologiczną, reakcję na kolcemid i inne 
związki antym itotyczne, a także pewne różnice w rozpuszczalności. Jak  
dotąd wyróżniono następujące klasy filam entów pośrednich: filam enty 
keratynow e i tonofilam enty, w ytw arzane przez komórki nabłonkowe i po­
chodzenia nabłonkowego (21, 24), neurofilam enty obecne w neuronach (15), 
filam enty glejowe w kom órkach gleju (25), filam enty w im entynowe w ko­
m órkach tkanki łącznej i pochodzenia łącznotkankowego (14, 21), filam en­
ty  pośrednie w kom órkach mięśniowych (1, 2, 19, 26), oraz filam enty  w y­
stępujące w soczewce oka (10, 27). Uważa się, że w każdej komórce w ystę-
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pują filam enty pośrednie co najm niej dwóch klas, najczęściej jedną z nich 
są filam enty wim éntynowe (20, 21, 28, 29, 30).

Rolę filam entów  pośrednich w komórce najogólniej można, jak  się 
obecnie uważa, sprowadzić do tworzenia przez nie „szkieletu” organizu­
jącego przestrzeń komórkową (8, 14, 19, 26) oraz rozmieszczenie organeli 
takich jak jądro (6, 31, 32), czy m itochondria (14, 33). Biorą one także 
udział w ruchach i przegrupowaniach organeli kom órkowych (34). F ila­
m enty pośrednie każdej z klas m ają na ogół charakterystyczne ułożenie 
i odrębną rolę w komórce (Tablica 1).

Filam entom  keratynow ym  i tonofilam entom  obecnym w komórkach 
nabłonkowych i pochodzenia nabłonkowego, przypisuje się głównie rolę 
„szkieletową” — nadaw ania komórce kształtu  i sprężystości (16, 29, 35). 
Średnica ich bywa różna, najczęściej wynosi około 8 nm. W ystępują po- 
jedyńczo albo w pęczkach czy agregatach (36). Umiejscowione są przede 
wszystkim  w częściach obwodowych komórki (20, 29, 35); najliczniej fila­
m enty keratynow e w ystępują w tych okolicach błony komórkowej, które 
stykają się z sąsiednią kom órką (37). W ydaje się, że filam enty te m ają 
jakiś udział w łączeniu sąsiednich komórek a więc i utrzym aniu  kształtu  
i sprężystości tkanek  (35). F ilam enty keratynow e składają się z wielu 
białek o charakterze keratyn  i ciężarach rzędu 40 000 do 70 000 (11, 24), 
których zawartość i wielkość zmienia się w m iarę dojrzewania komórek. 
Komórki leżące w głębszych w arstw ach naskórka syntetyzują na ogół 
krótsze łańcuchy peptydowe (46 000-58 000), podczas gdy kom órki po­
wierzchniowych w arstw  syntetyzują dłuższe łańcuchy (63 000-67 000) (38), 
ulegające dalszej m odyfikacji w komórce (39). Wielkie agregaty filam en­
tów keratynow ych w ystępują w kom órkach zmienionych patologicznie 
np. w w ątrobie alkoholików. A gregaty takie identyfikuje się obecnie ze 
struk tu ram i znanymi z okresu przed badaniam i u ltra stru k tu ry  jako „ciał­
ka M allory” lub hialinowe (37, 40).

N eurofilam enty obecne w neuronach (3, 4) u trzym ują sprężystość 
i w ytrzym ałość aksonów, tworząc w okolicy neurolem y siatkę prze­
strzenną połączoną z m ikrotubulam i (41). Wykazano, że fragm enty neuro- 
filamentów, jak również wchodzące w ich skład jednostki białkowe prze­
suwają się w raz z aksoplazmą wzdłuż osi podłużnej aksonów (41, 42). 
N eurofilam enty różnią się od filam entów pośrednich pozostałych klas 
łatwością solubilizacji w roztw orach o niskiej sile jonowej i pH fizjolo­
gicznym (15) oraz w roztworach o wysokiej sile jonowej (18), mogą także 
dysocjować na protofilam enty o średnicy około 2 nm. Białka neurofila- 
m entów charakteryzują  się znacznie większymi ciężarami cząsteczko­
wymi od białek filam entów innych klas, oraz w ystępowaniem  kilku róż­
nych białek w podobnej ilości. Główne białka neurofilam entów  o cięża­
rach cząsteczkowych około: 68 000, 145-150 000 i 200 000 (15, 43, 44), są 
niezależnie syntetyzow ane (43) i różnią się s tru k tu rą  pierwszorzędo- 
wą (44). N eurofilam enty charakteryzują się znaczną zmiennością ga tun­
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kową zarówno właściwości biochemicznych, jak i stosunków ilościowych 
poszczególnych białek. (44). Białka neurofilam entów  gromadzą się w nad­
m iernej ilości w aksonach u osób cierpiących na niektóre neuropa- 
tie (45).

F ilam enty  glejowe, o średnicy około 7 nm  (3) zbudowane są z tzw. 
kwaśnego włóknistego białka gleju o ciężarze cząsteczkowym około 51 000 
(15,25), w ystępują w w ypustkach komórek gleju, astrocytów (25, 46, 47) 
oraz prawdopodobnie niektórych kom órkach ependym alnych (47). Rola 
tych filam entów  nie jest dotychczas określona. Zwiększenie ilości kwaś­
nego włóknistego białka gleju obserwowano w różnych stanach patolo­
gicznych tkanki mózgowej, jak procesy zwyrodnieniowe czy nowotworo­
we (7, 48, 49); w ydaje się, że jego obecność może stanowić kry terium  
diagnostyczne świadczące o rodzaju nowotworu (47).

F ilam enty, których głównym  składnikiem  jest w im entyna (ang. vi- 
mentin  lub decamin) w ystępują we wszystkich kom órkach tkanki łącz­
nej i pochodzenia łącznotkankowego, jak  też w wielu innych komórkach. 
W im entyna, białko o ciężarze cząsteczkowym 57 000-58 000, jest stosun­
kowo mało specyficzna gatunkowo (14, 21, 50). Największa ilość fila­
m entów wim entynow ych gromadzi się w okolicy jądra komórkowego, 
powodując jego „zakotwiczenie”, przy czym wydaje się, że filam enty te 
nie łączą się z błoną jądrową, a przenikają do w nętrza jądra (6, 32). Część 
filam entów  w im entynowych układa się promieniście ku obwodowi ko­
m órki (32, 37). F ilam enty w im entynowe tworzą połączenia pomiędzy 
sobą i z m ikrotubulam i (34, 51), jak również prawdopodobnie z filam en- 
tam i innych klas (30). F ilam enty  w im entynowe w ystępują we wszyst­
kich dzielących się komórkach, niezależnie od tkanki, z k tórej komórki 
pochodzą (21, 28, 34, 50, 52), ich układ zmienia się w czasie podziału 
kom órki (14, 29); tw orzą się agregaty otaczające wrzeciono mitotyczne 
i chromosomy (29). Podczas podziału komórki filam enty w im entynowe 
prawdopodobnie biorą udział w oddzielaniu wrzeciona mitotycznego 
i chromosomów od reszty organeli komórkowych, a być może również 
w ukierunkow aniu wrzeciona m itotycznego (29). W ydaje się, że filam enty 
wim entynowe w fibroblastach decydują o ruchach organeli i ich prze­
grupow aniu w czasie poruszania się komórki, jak  też o przepływie cyto- 
plazmy, ponieważ zagregowanie filam entów wim entynowych powoduje 
zmianę charakteru  ruchu organeli i upodabnia przepływ  cytoplazm y do 
spotykanego u ameb (51). Kolcemid i inne związki antym itotyczne powo­
dują agregację filam entów wim entynow ych i gromadzenie się agregatów 
w postaci otaczającej jądro  „czapeczki” lub siatki (1, 14, 21, 28, 37), przy­
pom inającej agregaty tworzące się w czasie mitozy (29). Odpowiedź ko­
m órki na kolcemid stała się jednym  z ogólnie stosowanych kryteriów  
pozwalających na odróżnienie filckmentów w im entynowych od innych 
rodzajów filam entów pośrednich (14, 21).
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Filam enty  pośrednie m ięśnia szkieletowego, sercowego i n iektórych 
rodzajów mięśnia gładkiego, zbudowane są głównie z desm iny (skele- 
tyny  — ang. sceletin) (8, 12, 26), a filam enty pośrednie m ięśni gładkich 
naczyń krwionośnych zbudowane są z w im entyny (53). Prócz desminy 
w skład filam entów  pośrednich mięśnia prążkowanego wchodzą jeszcze 
inne białka, w tym  aktyna (8, 19, 50).

F ilam enty pośrednie włókna mięśnia prążkowanego (1, 2), u trzym ują 
we właściwym położeniu organele ruchu — m iofibryle (26, 54, 55). Two­
rzą one połączenia m iofibryli pomiędzy sobą oraz z błoną w łókna m ięś­
niowego. Połączenia te w ystępują głównie pomiędzy liniam i Z sąsiadu­
jących miofibryli, powodując ich uporządkowany układ, m anifestujący 
się na przekroju mięśnia poprzecznym prążkowaniem  *. Dzięki tem u uk ła­
dowi wszystkie m iofibryle położone są równolegle wzdłuż osi długiej 
włókna mięśniowego, a synchroniczny skurcz sarkom erów w m iofibrylach 
powoduje skrócenie całego włókna, co umożliwia wykonanie przez w łók­
no mięśniowe pracy mechanicznej. F ilam enty pośrednie w m ięśniu p rąż­
kowanym  więc oprócz roli „szkieletowej” grają też rolę in tegratora ruchu  
(26, 54, 55). W przypadkach niektórych schorzeń mięśniowych, jak  też 
w m ięśniu regenerującym  obserwowano wzrost ilości filam entów  po­
średnich oraz ilości desminy (56, 57, 58). Rola natom iast filam entów  po­
średnich w m ięśniu gładkim  jest nadal niewyjaśniona. Nie m a zgod­
ności wyników i poglądów w kwestii czy m ają one jakiś udział w in te­
gracji ruchu (59), jak w mięśniu prążkowanym , czy też grają tylko 
rolę „szkieletową” (8, 19), podobnie jak  ma to miejsce w kom órkach 
niemięśniowych.

F ilam enty  pośrednie soczewki oka m ają średnicę około 10, 12 nm 
i długość do 2 iam, są przezroczyste. F ilam enty te w ystępują w kom ór­
kach powierzchniowej części soczewki, tworząc prawdopodobnie „szkie­
le t” (9, 10, 27), nie wykluczone też, że m ają jakieś znaczenie dla ako- 
modacji soczewki (60). W skład filam entów pośrednich soczewki w cho­
dzą trzy  bardzo nieznacznie różniące się białka, o ciężarach cząsteczko­
wych około 54 000 (10). W kom órkach soczewki oka znajduje się rów ­
nież w im entyna (34), która jest związana z błonami kom órkowymi (61). 
Komórki soczewki, mimo iż są pochodzenia nabłonkowego, nie zaw ierają 
ani keratyny, ani tonofilam entów (34).

Obserwacje filam entów pośrednich w czasie podziału kom órek (29), 
lub poruszania się fibroblastów (51, 62) upoważniają do wniosku, że 
filam enty te mogą się w stosunkowo krótkim  czasie przegrupow yw ać 
albo odwracalnie agregować. Nie wiadomo jak dotąd w jaki sposób pro­
cesy te zachodzą i jakie w arunki im sprzyjają. Brane są pod uwagę trzy  
możliwości: dezagregacja filam entów na fragm enty i ponowne ich ag re­
gowanie (16, 63), m odyfikacja białek filam entów pośrednich przez ich

* por. następny artyku ł (str. 317).
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fosforylację (59, 64), oraz rozkład proteolityczny białek filam entów po­
średnich, charakteryzujących się znaczną podatnością na działanie pro- 
teaz (22, 54, 63). W niektórych kom órkach w ystępują proteazy o dużej 
specyficzności wobec białek filam entów  pośrednich (65). In vitro białka 
filam entów  pośrednich mogą ulegać m odyfikacji w drodze proteolizy lub 
fosforylacji (66).

Na podstaw ie przedstaw ionych powyżej danych, można uważać fila­
m enty pośrednie za jedną z podstawowych s tru k tu r komórkowych. W y­
daje się również, że zm iany ich ilości i zaburzenia składu oraz rozmiesz­
czenia w  komórce są istotnym  czynnikiem  wielu procesów patologicz­
nych. >
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ANNA JAKUBIEC-PUKA *

Filamenty pośrednie (10 nm) włókien mięśniowych 

Interm ediate Filam ents (10 nm) of Muscle Fibres.

We włóknie mięśniowym w ystępują filam enty kilku rodzajów. Są to: 
filam enty miozynowe czyli grube (o średnicy około 15 nm), aktynow e 
czyli cienkie (około 7 nm), m ikrotubule (około 25 nm) oraz filam enty po­
średnie (1, 2) o średnicy około 10 nm, o k tórych będzie mowa poniżej. We 
włóknie m ięśniowym znajdują się najprawdopodobniej inne jeszcze fi­
lam enty: opisane przez K e 11 y ’g o (2, 3), a ostatnio szczegółowiej zba­
dane przez M a r u y a m ę  i jego grupę (4, 5, 6), filam enty o średnicy 
2-4 nm (2) zbudowane z białka konnektyny (4, 5) oraz filam enty wcho­
dzące w skład stru k tu ry  linii Z (3, 6).

Głównym białkiem  filam entów  pośrednich mięśnia szkieletowego, 
sercowego i części m ięśni gładkich zwierząt wyższych jest desmina, na ­
zywana również skeletyną (ang. sceletin) (7, 8, 9). Znam ienna rola 
filam entów  pośrednich w wysoko zróżnicowanej tkance, jaką jest m ięsień 
prążkow any, polega — jak się zdaje — na w ytw arzaniu system u in te­
grującego organele ruchu — m iofibryle (7, 10, 11). Ponadto filam enty po­
średnie we włóknie mięśnia, podobnie jak ma to  miejsce w kom órkach 
innych tkanek  (co omówione zostało w poprzednim  artykule  na str. 309), 
u trzym ują we właściwym  położeniu organele komórkowe, jak  jądra  (2, 
12, 13), m itochondria (14, 15), a prawdopodobnie również system  T i ka­
naliki siatki sarkoplazm atycznej (11, 12, 13, 14).

F ilam enty  pośrednie są bardzo w yraźnie widoczne na obrazach z m i­
kroskopu elektronowego mięśnia rozwijającego się, w którym  opisano 
je najw cześniej (1, 2, 16); rów nież 'stosunkow o dobrze są widoczne na 
obrazach mięśnia przerastającego lub regenerującego (12, 13, 17). Są one 
natom iast z nieznanych powodów bardzo trudne do zauważenia na obra­
zach u ltra stru k tu ry  norm alnego dojrzałego m ięśnia prążkowanego (18), 
w którym  widoczne są gdzieniegdzie w okolicy podsarkolem alnej (obser­
wacje własne). Z tego względu rolę tych filam entów w mięśniu, jakkol­

* Dr med, P racow nia M etabolizm u Białek, In sty tu t Biologii D oświadczalnej 
im. M. Nenckiego PAN, P asteu ra  3, 02-093 W arszawa.
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wiek sugerowaną już w 1969 roku przez K e 11 y ’g o (2), można było 
rozpoznać dopiero w ostatnich latach, po wprowadzeniu do badań mięśni 
technik immunologicznych i elektroforezy dwukierunkow ej (19), umożli­
wiających identyfikację i umiejscowienie we włóknie m ięśniowym  po­
szczególnych białek. W yjaśnienie tego problem u zawdzięczamy głównie 
pracom  L a z a r  i d e s  a (7, 10, 14, 20).

Najliczniejsze filam enty pośrednie we włóknie mięśnia prążkowanego, 
tak  szkieletowego jak i sercowego, w ystępują pomiędzy m iofibrylam i, 
poprzecznie do osi długiej włókna, łącząc i otaczając linię Z sąsiadują­
cych m iofibryli (7, 12, 13, 21), jak to ukazuje Hyc. 1 i 2 na przykładach 
mięśnia regenerującego. Długość filam entów pośrednich może dochodzić 
do 5 M-m, ich liczba pomiędzy dwiema sąsiadującym i liniam i Z wynosi od 
kilku do kilkudziesięciu (22). Połączone linie Z tworzą morfologiczną 
całość tzw. „płaszczyznę Z” (Ryc. 1A), obejm ującą całe włókno mięśnio­
we w jego przekroju poprzecznym (14). „Płaszczyzna Z ” umocowana jest 
do sarkolem y za pomocą filam entów  pośrednich (7, 12, 21), jednak nie 
bezpośrednio, a najprawdopodobniej poprzez s truk tu rę  o gęstości linii Z 
(12). „Płaszczyzny Z ” zostały wyizolowane przez G r a n g e r a  i L a ­
z a r  i d e s a (14), którzy zastosowali ekstrakcję mięśnia roztw oram i o w y­
sokiej sile jonowej, celem usunięcia filam entów aktynow ych i m iozyno- 
wych i osłabienia s tru k tu ry  prążków A i I, a następnie odpowiednią ho­
mogenizację. A utorzy ci wykazali metodami immunologicznymi, że po­
szczególne linie Z w „płaszczyźnie Z ” połączone są s tru k tu rą  zaw iera­
jącą desminę, ta ostatnia w ystępuje kom plem entarnie z a-ak tyn iną — 
białkiem linii Z. W całej „płaszczyźnie Z ” stwierdzono obecność aktyny: 
zarówno w liniach Z (razem z a-aktyniną), jak i pomiędzy nim i »(razem 
z desminą). Kolejne linie Z m iofibryli wchodzą w skład kolejnych, rów­
nolegle położonych „płaszczyzn Z ” tworząc przestrzenny układ porząd­
kujący aparat kurczliwy. Temu układowi s truk tu ra  kurczliw a zawdzięcza 
równoległe położenie m iofibryli, jednakową długość sąsiadujących sarko- 
merów, oraz regularne ich ułożenie, m anifestujące się w obrazie m ięśnia 
jako poprzeczne prążkowanie. Układ ten  „porządkuje ruch” — umożliwia 
jeden kierunek skurczu wszystkich sarkomerów, oraz powoduje przenie­
sienie tego synchronicznego skurczu na włókno mięśniowe jako całość 
(10, 11) i tym  samym umożliwia wykonanie przez włókno mięśniowe 
efektyw nej pracy mechanicznej. In tegrująca aparat kurczliw y rola fila­
m entów pośrednich nie ogranicza się do połączeń pomiędzy liniam i Z, 
mniej liczne połączenia tworzą filam enty pośrednie pomiędzy m iofibry- 
lami na poziomie linii M i być może w innych jeszcze m iejscach (14). 
W m ięśniu sercowym filam enty pośrednie w ystępują licznie w okolicy 
desmosomów i jak się zdaje łączą się z nimi (12, 16).

W m ięśniu gładkim  filam enty pośrednie są o wiele liczniejsze niż 
w mięśniu prążkowanym . Tworzą one nieregularną trójw ym iarow ą sia t­
kę, rozciągającą się wzdłuż całego włókna, połączoną z błoną kom órkową
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i ciałkam i cytoplazm atycznym i, uważanym i za prym ityw ne odpowied­
niki linii Z (8, 23, 24, 25, 26). Nie ma jak dotąd jednolitego poglądu co 
do roli filam entów pośrednich we włóknie m ięśnia gładkiego. Badania 
mięśni gładkich przewodu pokarmowego kręgowców wykazały, że nie 
ma w nich ani s truk tu ra lnej kontynuacji, ani funkcjonalnych powiązań 
pom iędzy siatką filam entów  pośrednich, a filam entam i aktynow ym i 
i miozynowymi. W czasie rozciągania włókna następuje naw et oddzie­
lenie filam entów  pośrednich od filam entów  miozynowych (25, 26). W y­
dawałoby się więc, że w m ięśniu gładkim  filam enty pośrednie stanowią 
układ niezależny od układu filam entów miozynowych i aktynowych, 
który nie bierze udziału w integracji ruchu, a jego rola ogranicza się do 
in tegracji przestrzeni i zachowania sprężystości komórki, podobnie jak 
ma to miejsce w kom órkach niemięśniowych. We włóknach mięśnia gład­
kiego pochodzącego z naczyń krwionośnych, natom iast znaleziono połą­
czenia filam entów  aktynow ych z układem  filam entów pośrednich (27).* 
Sugeruje to, że filam enty pośrednie w tym  m ięśniu biorą udział w in­
tegracji ruchu (18). Nie można wykluczyć, że oba poglądy są słuszne, 
tym  bardziej, że filam enty pośrednie mięśni gładkich przewodu pokar­
mowego zbudowane są głównie z desrmny, podczas gdy filam enty mięśni 
naczyń prawdopodobnie nie zaw ierają wcale desminy (28), a zbudowane 
są głównie z w im entyny (ang. vimentin), białka charakterystycznego dla 
filam entów  pośrednich kom órek tkanki łącznej (29).

Desmina (skeletyna), białko o ciężarze cząsteczkowym 50 000-55 000, 
stanowi około 2-5°/o białek m ięśnia prążkowanego (7, 9, 26) i do 20°/o 
białek mięśnia gładkiego (8, 9). Desminę wyizolowano po raz pierwszy 
z mięśni gładkich przewodu pokarmowego kręgowców (8, 26). Jest to 
białko kwaśne, o punkcie izoelektrycznym  około pH 4, zawierające 234 
am inokwasy w tym  około 20°/o kwasu glutaminowego, po około 10°/o 
kwasu asparaginowego, leucyny i argininy, a bardzo mało aminokwasów 
arom atycznych i cysteiny (8, 9, 30, 31). Ponadto desmina zawiera pen- 
tozy i heksozy w ilości m niejszej niż 0,3°/o m asy (9).

Desmina mięśni w ykazuje stosunkowo znaczną zmienność gatunkową 
(21, 31), jak i narządową, może być inna w m ięśniu gładkim i prążko­
w anym  (30). Badanie desminy metodą elektroforezy dwukierunkow ej (19) 
pozwoliło wyodrębnić różne jej formy, różniące się nieznacznie ciężarami 
cząsteczkowymi i punktem  izoelektrycznym  (9, 21, 32). Nie stwierdzono 
dotąd czy są one produktam i odrębnych genów, czy też powstają w w y­
niku modyfikacji; przeważa raczej ostatni pogląd.

Desmina w ystępuje w filam entach pośrednich niektórych komórek 
niem ięśniowych jak fibroblasty, kom órki Schwanna czy kom órki BHK-21 
(32, 33). Znaczenie obecności desminy w tych kom órkach nie jest znane, 
przypuszczalnie może ona brać udział w wiązaniu ak tyny  z błonami 
kom órkowym i (18).
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W filam entach pośrednich mięśnia prążkowanego oprócz desminy 
w ystępują inne jeszcze białka, w tym  aktyna (7, 31, 34). A ktyna otrzy­
m ana z filam entów pośrednich charakteryzuje się innym i właściwościami 
fizykochemicznymi i inną konform acją niż aktyna filam entów  cienkich 
(31, 34), a jej rozpuszczalność jest bardzo bliska rozpuszczalności desminy: 
kopolim eryzuje ona z desminą, tworząc filam enty pośrednie bardzo po­
dobne do naturalnych. Całkowite rozdzielenie tych dwu białek jest bar­
dzo trudne (8, 31, 34).

W edług G r a n g e r a  i L a z a r i d e s a  (10) w skład filam entów 
pośrednich dojrzałego m ięśnia prążkowanego wchodzi także w im entyna — 
białko filam entów pośrednich tkanki łącznej (29) — rozmieszczona we 
włóknie m ięśniowych tak  samo jak desmina (10). We wczesnych stadiach 
miogenezy mięśnia prążkowanego (w prem ioblastach i m ioblastach), des­
m ina nie występuje, a głównym  składnikiem  filam entów  pośrednich jest 
w im entyna (20, 35). Jak  wiadomo, filam enty wim entynowe w ystępują we 
w szystkich dzielących się kom órkach (29, 36), biorąc udział w procesie 
m itozy (37). Po zakończeniu podziałów m itotycznych, w okresie fuzji 
m ioblastów, następuje gw ałtow ny wzrost syntezy desminy, synchronicz­
ny z syntezą białek aparatu  kurczliwego mięśnia (20). W tym  czasie 
stosunek ilości desminy do w im entyny zwiększa się znacznie. Początko­
wo desminowo-wimentynowe filam enty rozmieszczone są w cytoplazmie 
nieregularnie i reagują na kolcemid tworzeniem  agregatów (20) typo­
w ych dla filam entów w im entynowych (29, 38). W dojrzalszych m iotu- 
bach następuje ułożenie filam entów pośrednich w okolicy linii Z, co jest 
poprzedzone pojawieniem  się a-ak tyniny  w linii Z (20). F ilam enty  zwią­
zane z linią Z wprawdzie nie tw orzą agregatów w w yniku działania 
kolcemidu (20), ale reagują z przeciwciałam i anty-w im entynow ym i, co 
może wskazywać na obecność w im entyny w dojrzałym  włóknie mięśnia 
prążkowanego; L a z a r i d e s  i wsp. (10, 20) sugerują jej um iejsco­
wienie wraz z desminą. Obecności w im entyny w „płaszczyźnie Z” doj­
rzałego m ięśnia prążkowanego nie udało się potwierdzić przy zastoso­
w aniu metod immunologicznych ani F r a n k e m u  i wsp. (29), ani 
B e n n e t t o w i  i wsp. (35).

Jak  stw ierdzili W a n g  i L a z a r i d e s  (39) składnikiem  filam en­
tów pośrednich mięśni prążkowanych, w ystępującym  w niewielkich iloś­
ciach, jest również białko o ciężarze cząsteczkowym około 68 000, um iej­
scowione we włóknie mięśniowym w okolicy linii Z, podobnie jak des­
m ina (39). Białko to  jest najprawdopodobniej identyczne z białkiem  bę­
dącym jednym  z głównych składników neurofilam entów  — filam entów  
pośrednich kom órek nerw owych (39, 40). Białko to jak  się zdaje, s ty ­
m uluje agregację m ikrotubuli (41, 42). Znajdowano je w nieznacznych 
ilościach również w filam entach pośrednich kom órek pochodzenia me- 
zenchym alnego (39, 40). Rola białka 68 000 w filam entach pośrednich 
m ięśnia dotąd nie jest wyjaśniona.
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W śród białek związanych z filam entam i pośrednimi mięśni, prócz w y­
mienionych, w ystępują jeszcze dwa inne o ciężarach cząsteczkowych 
43 000—45 000 oraz 47 000—49 000, uważane za produkty proteolitycznej 
degradacji desminy (9, 14, 31, 34). Znaczenie obecności w filam entach 
pośrednich m ięśnia prążkowanego innych oprócz desminy białek jest 
niejasne: wydaje się, że nie są one konieczne do tworzenia filam entów  
pośrednich, ponieważ czysta desmina polim eryzuje in vitro w bardzo 
regularne filam enty o średnicy około 10 nm (31).

Białka filam entów pośrednich w ystępują w komórce zwierzęcej 
w form ie ufosforylow anej (43). Stopień ich fosforylacji jest niestały 
i różny w przypadku poszczególnych form  (32, 43). Fosforylację desminy 
i w im entyny katalizuje cytoplazm atyczna kinaza, zależna od cykliczne­
go AMP (43, 44). Fosforylację białek uważa się za jeden z czynników 
je m odyfikujących (44, 45), mogących też wpływać na agregację i dez- 
agregację filam entów pośrednich (18); jak dotąd nie udało się potw ier­
dzić tego doświadczalnie (20, 43). Innym  czynnikiem  m odyfikującym  
białka i dezagregującym  filam enty pośrednie mogą być proteazy (18, 45); 
wskazuje na to znaczna podatność białek filam entów  pośrednich na pro- 
teolizę (10), zwłaszcza w obecności jonów Ca2+. W badaniach in vitro  
stwierdzono, że neutralna proteaza mięśni aktyw ow ana jonam i Ca2+ (46) 
traw i desminę do peptydów  o ciężarze cząsteczkowym około 32 000 
i około 18 000 (30). W kom órkach niemięśniowych z kolei znaleziono 
proteazę o wysokiej specyficzności w stosunku do białek filam entów  
pośrednich, w tym  również pochodzących z mięśni (47, 48). Nie w iem y 
natom iast jeszcze jak  przebiega proteoliza filam entów pośrednich in v ivo , 
ani też jakie czynniki regulują ten  proces.

W m ięśniu zmienionym patologicznie obserw uje się także n iep ra­
widłowości filam entów pośrednich. W zrost ilości filam entów  pośrednich 
oraz podwyższenie ilości desminy obserwowano w mięśniu miopatycz - 
nym, w ykazującym  zmiany patologiczne w linii Z (49, 50), w regeneru­
jącym  dojrzałym  m ięśniu szkieletowym  (17) oraz w przerastającym  
m ięśniu sercowym (12, 13). W m ięśniu atroficznym  natom iast na jp raw ­
dopodobniej następuje zmniejszenie się ilości filam entów pośrednich: 
w skazuje na to zarówno zmniejszenie ilości desminy w mięśniu (17, 50), 
jak też pośrednio, charakterystyczne dla odnerwionego mięśnia prze­
mieszczenie organeli we włóknie (51, 52).

Przedstawione dane w skazują na zasadnicze znaczenie filam entów  
pośrednich dla prawidłowości s tru k tu ry  i pracy mięśnia. Znaczenie fila­
m entów pośrednich i desminy we włóknie mięśniowym może polegać 
na: integracji przestrzeni, integracji ruchu, zachowaniu właściwej s tru k ­
tu ry  i położenia organeli w czasie cyklu skurczowo-rozkurczowego, u trzy ­
m aniu mechanicznej w ytrzym ałości włókna mięśniowego, powodowaniu 
właściwego ułożenia linii Z w okresie miogenezy i regeneracji, udziału
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w biogenezie i właściwym ustaw ieniu przestrzennym  triad, a być może 
także w wiązaniu ak tyny  przez desminę z układem  filam entów  pośred­
nich mięśnia gładkiego oraz z błonami kom órek niem ięśniowych (11, 17, 
18, 25, 26).
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Ryc. 1. Regenerujący m ięsień soleus szczura.
A. Przekrój podłużny m ięśnia „glicerynow anego” (ekstrakcja roztw orem  gliceryny przed 

utrw aleniem  m ięśnia stosow ana jest celem  lepszego uw idocznienia elem entów  struktury  
kurczliwej w obrazie m ikroskopow ym ). W idoczne w yraźnie połączenia pom iędzy lin ia ­
mi Z (Z), tworzące wraz z nim i „płaszczyzny Z” (strzałki) oraz dyskretn iejsze połączenia  
pom iędzy liniam i M (M) sąsiadujących m iofibryli. 22 000 X.

B. Przekrój poprzeczny okolicy  podsarkolem alnej. W idoczna nieregularna linia Z (Z) oraz 
liczne filam enty pośrednie (strzałki). 57 000 X.

C. Przekrój poprzeczny. L iczne filam enty  pośrednie (strzałki) otaczające i łączące now otw o- 
rzące się lin ie Z (Z). 80 000 X.

* P rep ara t do m ik rosk op u  e le k tr o n o w e g o  w y k o n a n y  przez Z esp ó ł P ra co w n i M etab o lizm u
B ia łek  In sty tu tu  B io lo g ii D o św ia d cz a ln ej im . M. N e n c k ie g o  PA N .
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Ryc. 2. R egenerujący m ięsień soleus szczura. P rzekroje podłużne.
A. M ięsień g licerynow any, fragm ent Ryc. 1A. W idoczne filam enty pośrednie (strzałki) po­

m iędzy lin iam i Z (Z) sąsiadujących m iofibryli. 56 000 X.
B. M ięsień glicerynow any. W idoczne filam enty  pośrednie (strzałki), łączące się z linią Z (Z). 

50 000 X.
C. Okolica podsarkolem alna. W idoczny pęczek filam entów  pośrednich (strzałki) pom iędzy  

nieregularnym i lin iam i Z (Z), prawdopodobnie now opow stałym i. 45 000 X.
* P rep a ra t do m ik ro sk o p u  e le k tr o n o w e g o  w y k o n a n y  przez Z esp ó ł P ra co w n i M etab olizm u

B ia łek  I n sty tu tu  B io lo g ii D o św ia d cza ln ej im . M. N e n c k ie g o  P A N .http://rcin.org.pl
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— współdziałanie w organizowaniu społecznej służby zdrowia w zakresie 
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być lekarz lub pracow nik naukowy innej specjalności zainteresow any lub 
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rób W ew nętrznych W ojskowej Akademii Medycznej w Łodzi, ul. Żerom­
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Wpływ związków fluoru na enzymy oddechowe

The Effect of Fluorine Compounds on the Respiratory Enzymes
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I. W prowadzenie

Fluor należy do pierwiastków, których rola i znaczenie dla organiz­
mów żywych budzi zainteresowanie specjalistów z różnych dziedzin 
nauki. Po masowym zatruciu związkami fluoru ludzi i zwierząt w Meuse 
Valley jednym  z pierwszych zadań było ustalenie dawek toksycznych (1). 
Dalsze badania potwierdziły wpływ fluorków na przebieg wielu podsta­
wowych procesów m etabolicznych cukrowców, białek i lipidów. Do grupy 
enzymów wrażliwych na fluorki należą także enzymy oddechowe (2, 3).

W niniejszym  artykule przedstawiono dane dotyczące mechanizmów 
oddziaływania związków fluorowych z enzymami oddechowymi. Badano 
między innymi: oksydazę cytochromową, dehydrogenazę bursztynianow ą,
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328 Z. M ACHOY [2]

dehydrogenazę NADH, lakkazę, peroksydazę, oksydazę askorbinianową, 
dehydrogenazę jabłczanową, ceruloplazminę i polifenylooksydazę. Z wy­
jątk iem  dehydrogenazy jabłczanowej wymienione enzymy zawierają 
w swej cząsteczce żelazo lub miedź, względnie oba te pierw iastki jed­
nocześnie. Zdaniem wielu autorów interakcja fluoru z żelazem i fluoru 
z miedzią ma związek z hamowaniem  aktywności tych enzymów. Wia­
domo też, że anion fluorkow y należy do ligandów o dużych skłonnościach 
do kompleksowania (4), w szczególności atomów lub jonów wapnia i że­
laza (2, 5).

II. Mechanizm oddziaływania związków fluoru z enzym am i oddechowymi

II-l. Enzymy mitochondrialnego łańcucha oddechowego

Hamowanie pobierania tlenu  przez preparat m ięśnia sercowego po 
dodaniu do niego fluorków  zaobserwowali po raz pierwszy w 1939 roku 
K e i l i n  i H a r t r e e  (6), którzy efekt ten wiązali z działaniem na 
poziomie oksydazy cytochromowej. W yniki te potwierdził następnie B o- 
r e i  (7).

Oksydaza cytochrom owa (cytochrom aa3) jest enzymem składającym  
się z siedmiu białkowych podjednostek i zawiera dwa atom y miedzi 
i dwa hemy. K atalizuje ona szybką, czteroelektronową redukcję mole­
kularnego tlenu do wody (8-10).

W pływ jonu fluorkowego na aktywność oksydazy cytochromowej 
badano spektrofotom etrycznie stosując zmienne ilości cytochrom u c i róż­
ne stężenia fluorku potasu (11). Enzym poddano preinkubacji z fluorkiem , 
a następnie dodano do niego zmienne ilości cytochrom u c bez fluorku. 
W drugiej serii pomiarów do preinkubowanego enzym u z fluorkiem  do­
dano cytochrom  c z określoną ilością fluorku. Końcowe stężenia fluorku 
w roztworach obu serii były jednakowe. A utorzy powyższego doświad­
czenia stw ierdzili, że fluorek reprezentuje m ieszany typ  inhibitora. Stała 
inhibicji w przypadku fluorku i enzym u wynosiła Ki =  10 mM, a stała 
w przypadku fluorku i kom pleksu enzymu z cytochromem  c odpowiednio 
^  =  35 mM.

Analiza spektrofotom etryczna oksydazy cytochromowej, po dodaniu 
100 mM fluorku, wykazała niewielkie przesunięcia w widmie utlenionego 
enzym u (11). Zm iany te wynosiły około 3°/o i okazały się n iew ystar­
czające, aby podtrzym ać wcześniejszą in terpretację K e i l i n a  i H a r -  
t  r  e e’e g o (6). A utorzy ci uważali bowiem, że utleniona form a cyto­
chrom u a3(Fe3+) wiąże się z fluorkam i w podobny sposób, jak z cyjan­
kami, siarczkami, azydkami i hydroksylam iną. Zdaniem  M u i j s e r  s a 
i współpracowników (11) fluorek nie wiąże się bezpośrednio z żelazem 
hemowym, lecz wpływa na zakłócenia obszaru pola ligandu. Stabilizacja
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pola ligandu jest jednym  z czynników odzwierciedlających stabilność 
kompleksu (4). Potw ierdzeniem  sugestii M uijsersa mogą być obserwacje 
poczynione przez W i l s o n a  i współpracowników (12) wykazujące, że 
widmo EPR (elektronowy rezonans param agnetyczny) utlenionego enzy­
mu nie zmienia się w obecności fluorków. Jest to zgodne także z inny­
mi badaniam i dotyczącymi w pływu szeregu anionów na intensywność 
widma EPR. A utorzy cytowanego wyżej doniesienia (12) badali in ter­
akcję nieorganicznych anionów z atom ami miedzi oksydazy cytochro- 
mowej. Sklasyfikowali oni fluorek jako ligand nieznacznie oddziaływu­
jący na enzym, w przeciw ieństw ie do grupy innych anionów zmienia­
jących środowisko wokół miedzi lub powodujących jej redukcję (13).

Dane kinetyczne ukazały dość skomplikowany obraz oddziaływania 
fluorków z oksydazą cytochromową i pozwoliły wyróżnić tu  trzy  rodzaje 
reakcji. W tych badaniach szybkość reakcji fluorków dodanych do izo­
lowanej oksydazy cytochromowej analizowano spektrofotom etrycznie 
przy dwóch różnych długościach fali, a mianowicie 638 nm i 430 nm. 
Reakcja 1 przejaw ia się w szybko zachodzących zmianach absorbcji 
przy 638 nm. Reakcji 3 przypisano pozostałe 10-20%) zmian absorbcji 
przy 638 nm postępujących bardzo wolno w czasie t 1/2 =  800 sekund. 
Reakcja wym ieniona jako 1 powodowała także zmiany absorpcji przy 
430 nm. Była to reakcja I rzędu zależna od stężenia fluorków. Jako reak­
cję 2 przyjęto reakcję niezależną od stężenia fluorków. Rejestrow ano ją 
wyłącznie przy 430 nm i przy obecności w roztworze ponad 100 mM 
fluorków. Przebieg reakcji fluorków z oksydazą cytochromową ilustruje 
następujący schemat:

k k 
E + 1 = =  E l638 = =  E l638’430

k_x k_2

gdzie E oznacza wolny enzym, I — inhibitor (fluorek), E l638 — szybko 
tw orzący się kompleks enzym -fluorek, E l638'430 — końcowy kompleks en- 
zym -fluorek.

Zastosowanie w ykresu Hilla opisującego stan równowagi między en­
zymem i jego kompleksem nie rozwiązało wątpliwości, czy 1 mol fluorku 
jest związany przez 1 mol enzymu, czy też przez 1 mol hem u (oksydaza 
cytochromową zawiera 2 hemy). Na podstawie podobieństwa wiązania się 
innych ligandów z oksydazą cytochromową można wnioskować o słusz­
ności pierwszej możliwości (mol fluoru na mol enzymu) (11).

Przy porównywaniu reakcji fluorków i azydków z oksydazą cytochro­
mową podniesiono zagadnienie zmian konform acyjnych indukowanych 
przez wiązanie się enzymu z ligandam i (14). Y o s h i k a w a  i O r i i  (15) 
badali inhibitorow y wpływ różnych liganów i zaproponowali model, 
w którym  dwie możliwe konform acje oksydazy cytochromowej znajdują 
się w stanie równowagi, ale tylko jedna z nich jest zdolna do reakcji z li­
gandami, w tym  z fluorkiem .
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Zachowanie się dehydrogenazy bursztynianow ej wzbudziło szczególne 
zainteresowanie przy określaniu w pływu związków nieorganicznych 
i organicznych fluoru na hamowanie aktywności tego enzymu (16). Me­
chanizm hamowania aktywności tej dehydrogenazy przez związki fluoru 
jest nadal nie jasny (17). W 1951 roku S l a t e r  określił fluorek jako 
kom petycyjny inhibitor dehydrogenazy bursztynianow ej. Zauw ażył on 
także, zé stopień inhibicji powodowany przez fluorki w zrasta w obec­
ności fosforanu (18). W celu wyjaśnienia działania fluorku na dehydro­
genazę bursztynianow ą S u l l i v a n  (17) przeprowadził badania in vitro 
i in vivo  podając szczurom przez 9 miesięcy różne ilości fluorków  w wo­
dzie do picia. Badania in vitro m iały udzielić inform acji o bezpośrednim 
wpływie fluorków na dehydrogenazę bursztynianow ą, a badania in vivo 
uwzględniały jednocześnie wpływ innych, choć nie sprecyzowanych przez 
autora, układów enzym atycznych. Większe hamowanie aktywności enzy­
mu rejestrow ano w badaniach in vitro, a w różnicowaniu narządowym  
większe hamowanie wykazano dla dehydrogenazy bursztynianow ej nerki 
niż wątroby. M etody cytochemiczne potwierdziły znaczące zmiany ak tyw ­
ności dehydrogenazy bursztynianow ej w kom órkach zwierzęcych nara­
żonych na wpływ związków fluoru  (19).

Badano również oddziaływanie kwasów fluorobursztynow ych w reak ­
cji z dehydrogenazą bursztynianow ą (16, 20). M etabolizowany w ustro ju  
m onofluorobursztynian tw orzył fum aran elim inując jednocześnie ze swej 
cząsteczki fluorowodór. D w ufluorobursztynian tw orzył fluorofum aran po­
przez enzym atyczną jak i nieenzym atyczną elim inację fluorowodoru. 
F luorofurm aran prowadził zawsze do wytworzenia fluorojabłczanu, a ten 
przez niee^nzymatyczne usunięcie fluorowodoru przechodził w szczawio- 
octan. Dwu-, trzy - i perfluorobursztyniany oraz mono- i dw ufluorofu- 
m arany działały jako kom petycyjne inhibitory utleniania bursztynianu. 
Przejście 2,2-dw ufluorobursztynianu w m onofluorofum aran katalizow a­
ne przez dehydrogenazę bursztynianow ą przebiegało z Vmax rów ną 0,25°/o 
i K m 15 razy wyższą niż w przypadku bursztynianu. DL-m onofluorobur- 
sztynian był także utleniany praez dehydrogenazę bursztynianow ą 
z Vmax =  45% w porównaniu z bursztynianem  i odpowiednio 5 razy 
wyższą. L-m onofluorobursztynian posiadał 'V max zbliżoną do bursz ty ­
nianu.

W toku system atycznych badań wykazano, że halotan (trójfluoro- 
bromochloroetan), związek fluoroorganiczny zaliczany do środków znie­
czulających, ham uje szereg procesów m itochondrialnych takich jak od­
dychanie, fosforylacja i zdolność do translokacji jonów (21-23). M ate­
riałem  w tych badaniach były między innymi m itochondria serca wołu, 
m itochondria w ątroby szczura i cząstki subm itochondrialne przenoszące 
elektrony (ETP). W stanie oddechowym III halotan hamował utlenianie 
substratów  zależnych od NAD. Obszar tego ham ow ania przez halotan 
zlokalizowano w pobliżu, lub w miejscu działania, takich inhibitorów
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jak  rotenon lub am ytal. Przem aw ia za tym  hamowanie przez halotan 
utleniania NADH w ETP, brak  hamowania utleniania bursztynianu i b rak  
ham ow ania reduktazy NADH-żelazicyjanek. Ponieważ żelazicyjanek jest 
akceptorem  elektronów  niehemowego żelaza FeNH, składnika kom plek­
su I łańcucha oddechowego, inhibicja przez halotan, podobnie jak i przez 
rotenon, dotyczy miejsca między żelazem niehem owym  a koenzymem  Q 
zgodnie ze schem atem  podanym  przez H a r r i s a  (21): hamowanie po­

wyższe jest całkowicie odwracalne przy niskich stężeniach tego aneste- 
ty k u  (2 mM). Podobny przebieg hamowania w ykazują także inne aneste- 
tyk i, a także rozpuszczalniki organiczne (m etoksyfluran, fluroksen, chlo­
roform , czterochlorek węgla, oktanol i e ter dwuetylowy). M echanizm 
ham ow ania przez te rozpuszczalniki transportu  elektronów opisali wcześ­
niej R e d f e a r n  i K i n g  (24). W ykazali oni, że szereg rozpuszczalni­
ków organicznych inaktyw uje składowe oksydazy NADH w preparatach  
K e i l i n a - H a r t r e e ’e g o ,  a jednocześnie wcale, lub w niew ielkim  
stopniu, oddziaływuje na proces utleniania bursztynianu. Hamowanie 
tran spo rtu  elektronów  przez halotan wiązano z jego oddziaływaniem  na 
zew nętrzny hydrofobowy obszar kom pleksu I.

II-2. Peroksydazy i katalaza

Przedm iotem  badań wiązania, fluorków z peroksydazam i były pero­
ksydazy rzodkiewki, otrzym ane na drodze rekonstytucji z apoprotein 
i szeregu n ienaturalnych  hemów oraz dwie izoperoksydazy rzepy ozna­
czone jako Pi i P 7 (25, 26). Różnice w budowie peroksydazy P : i P 7 
dotyczyły usytuow ania grup  karboksylowych i reszt histydylow ych 
w sąsiedztwie poszczególnych hemów. G rupy te swoją zdolnością do jo­
nizacji, zwłaszcza przy zm iennych wartościach pH, mogą wpływać na 
kinetykę wiązania fluorków przez te hemopróteinowe enzymy. W iązanie 
fluorków  z peroksydazam i ma miejsce w osiowej pozycji koordynacyj­
nej 6 żelaza, które to miejsce norm alnie zajm uje cząsteczka wody (ligand 
wodny). Proces wiązania się ligandu z enzymem jest procesem dw ustop­
niowym:

halotan

NADH fpN

f lawoproteid

C o Q  —-► cytochromy

Fe (CN ) 63 bursztyn ian
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E — oznacza peroksydazę, E’ — peroksydazę po usunięciu cząsteczki wo­
dy, EL — kompleks peroksydaza — ligand.

W pierwszym  etapje następuje usunięcie cząsteczki wody, co jest pro­
cesem stosunkowo powolnym. Drugi etap dotyczy tworzenia kom pleksu 
enzym-ligand. Jeśli jest to proces szybki, to powyższe rów nanie kinetycz­
ne ulega odpowiednio uproszczeniu, ponieważ w tedy dw uetapowy proces 
jest rejestrow any jako jednoetapowy. Ogólny wniosek, jaki autorzy wy­
prowadzili z tych badań, dotyczy zasadniczych różnic kinetycznych 
w trakcie wiązania się ligandu z izoenzymami. Proces wiązania się pero- 
ksydazy P x z fluorkiem  jest procesem tak  szybkim, że nie można go 
badać naw et przy użyciu techniki stopped-flow. W iązanie fluorków  przez 
P 7 jest procesem dużo wolniejszym  i złożonym z 3 pośrednich reakcji. 
P ierw sza reakcja, szybsza od dwóch następnych, polega na w iązaniu 
enzymów z fluorkiem . Dwie pozostałe reakcje dotyczą procesu izom ery­
zacji kom pleksu enzym -fluorek, a zwłaszcza zmian konform acyjnych te­
go kompleksu. W cześniej doniesiono o możliwościach podobnych zmian 
konform acyjnych w przypadku innych hemoprotein, a mianowicie pero- 
ksydazy cytochrom u c (27) oraz oksydazy cytochromowej (11, 15).

Zależność wiązania anionu fluorkowego przez peroksydazy P x i P 7 
zależy od liczby i rodzaju grup zjonizowanych w izoenzymach, a tym  
samym  od pH. P rzyjm uje się, że P x ma dwie grupy zjonizowane a for­
ma P 7 posiada conajm niej trzy  takie grupy. Reaktywność liganda zależy 
od tego, czy on sam jest związkiem jonowym, czy też w ystępuje w form ie 
niezjonizowanej. Na podstawie badań kinetycznych oddziaływania pe­
roksydazy cytochrom u c z fluorkiem  wnioskowano, że w zakresie pH od 
2,5 do 8,0 za jedynie reaktyw ną form ę liganda uważa się kwas fluoro­
wodorowy (28). Dane kinetyczne uzyskane w badaniach peroksydazy m le­
ka także przem aw iały za wiązaniem się z enzymem wolnego kwasu fluoro­
wodorowego (29). Badając kinetykę wiązania fluorków  przez peroksydazy 
rzodkiewki próbowano wyjaśnić mechanizm tego wiązania jako protona- 
cję zależną od pH. W edług tych założeń z dwóch protonów znajdujących 
się w pobliżu hem u tylko jeden miał być zastąpiony przez ligand (30).

Dla zlokalizowania miejsca wiązania fluorku przez katalazę zastoso­
wano metodę ‘H-NMR (protonowy jądrow y rezonans magnetyczny) i EPR 
(31, 32). P rzy  w yjaśnianiu m echanizm u powstawania kom pleksu kata- 
laza-fluorek, podobnie jak  w przypadku peroksydaz, rozpatryw ano możli­
wości różnej lokalizacji protonów wokół żelaza hemowego. Po dodaniu 
fluorków, a także innych ligandów do enzymu obserwowano znaczne 
podwyższenie wartości czasów relaksacji ^ -N M R . N iektórzy badacze 
uważali, że zmiany ^ -N M R  są związane z udziałem  w tym  procesie 
cząsteczki wody zajm ującej 6 pozycję koordynacyjną żelaza hemowego 
katalazy (32, 33). Inni natom iast uważali iż większe znaczenie dla ‘H-NMR 
m ają protony z innych dostępnych źródeł, a nie protony z cząsteczki 
wody. Tak więc rola fluorku w tym  procesie polegać m iała na zwiększę-
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niu liczby protonów lub zm niejszeniu odległości m iędzyspinowej proto­
nów w w yniku konform acji lub w w yniku zmiany hydratacyjnej białka 
enzymatycznego.

II-3. Oksydazy miedzioproteidowe

Lakkaza, podobnie jak  ceruloplazm ina i oksydaza askorbinianowa, 
zawiera trzy  rodzaje jonów miedziowych związanych odmiennie z b iał­
kiem enzym atycznym  (34). W utlenionej postaci enzym u jeden jon miedzi 
określono jako „ typ  1 Cu2+”, drugi jon jako „typ 2 Cu2+” (oba w ykry ­
walne przy użyciu EPR) oraz jako form ę złożoną przypuszczalnie z silnie 
powiązanej pary  Cu2+ — Cu2+ (niew ykryw alnej przez EPR) (35). Szcze­
gólne zainteresowanie budzi „typ 2 Cu2+”, ponieważ uważa się, że w lak- 
kazie nie zmienia wartościowości w czasie reakcji katalitycznej. Ponadto 
„typ 2 Cu2+” wykazuje wysokie powinowactwo do wielu anionów, w tym  
do jonu fluorkowego (36). W iązanie się jednego względnie dwóch ato­
mów fluorku z „typem  2 Cu2+” w lakkazie grzybowej zostało wcześniej 
wykazane analizą EPR (37). W tej reakcji nie rejestrow ano jednak zmian 
w widmie absorbcyjnym . Dopiero widma różnicowe wykonane w odpo­
wiednich w arunkach (pH 5,5) wykazały obniżenie maksimów absorbcji 
przy 600 nm i 380 nm oraz podwyższenie przy 320 nm. Podwyższenie 
m aksim um  absorbcji przy 320 nm było w tych doświadczeniach zawsze 
powtarzalne (36). Analiza absorbcji przy 320 nm i widm EPR potw ier­
dziła, że po okresie inkubacji fluorków  z lakkazą przez 5 godzin w tem ­
peraturze pokojowej, związanie się jednego równoważnika fluorku po­
woduje wzrost absorbcji w 320 nm, a przyłączenie drugiego fluorku do 
„typu 2 Cu2+” ma bardzo m ały wpływ lub jest bez w pływu na tę ab- 
sorbcję.

Badania kinetyczne w ykonane przy długościach fal 600, 420 i 320 nm 
potwierdziły, że szybkości w iązania fluorku przez preparaty  lakkazy w y­
osobnionej z różnych źródeł są różne. Ustalenie się absorbcji przy 320 nm 
w stosowanych w arunkach badania lakkazy grzybowej osiągnięto już po 
jednej godzinie. Jest to reakcja I-rzędu z uwagi na nieskom pleksowany 
enzym  i jest ona niezależna od ilości fluorku w zakresie 1-2 rów no­
ważników. Te same wyniki w szybkości wiązania fluorków  przez lakkazę 
potwierdzono metodą potencjom etryczną przy użyciu elektrody fluorko­
wej. Na podstawie powyższych obserwacji zaproponowano prosty sche­
m at kinetyczny:

(O

F + E * i= = : E*F 
k-2

(2)
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gdzie E oznacza enzym natyw ny niezdolny do wiązania fluorków (F~), 
E* — form ę aktyw ną enzymu w wiązaniu fluorków, E*F~ — enzym 
z związanym fluorkiem  do „typu  2 Cu2+” enzymu.
Reakcją ograniczającą szybkość jest reakcja pierwsza ze stalą szyb­
kości ki =  9*10-4 sek-1. Z podsumowania doświadczeń B r a n d e n a  
i współautorów (36) wynika, że fluorek jest inhibitorem  lakkazy. Kom- 
pleksuje on 90-100°/o miedzi oznaczonej jako „typu 2 Cu2+” po inku­
bacji 0,17 mM enzym u przez 24 godziny w 4°C w obecności jednego 
równoważnika. W obecności 10 równoważników fluorków „typ 2 Cu2+” 
reaguje z dwoma jonam i fluorkowym i.

Ceruloplazm ina należy do tej samej gru^py^-miedziowych oksydaz co 
lakkaza (34). Mimo ich zbliżonych właściwości fizykochemicznych hamo­
wanie aktywności ceruloplazm iny przebiegało w obecności fluorków 
w sposób nieco inny niż dla lakkazy (36). In terakcja fluorków  z miedzią 
„typ 2 Cu2+” ceruloplazm iny była dużo wolniejsza niż w przypadku 
lakkazy i wym agała do uzyskania jakichkolw iek zmian spektralnych 
dużego nadm iaru fluorków. P rzy  wysokich stężeniach fluorków m aksy­
m alnie dwa jony fluorkowe mogą być związane przez dwa jony miedzi 
w formie „typ 2 Cu2+” ceruloplazm iny (38). W iązanie fluorków jest zależ­
ne od pH i ma miejsce tylko przy niskim  pH m edium  (pH 5,5).

Oksydaza askorbinianowa, podobnie jak ceruloplazmina, zawiera dwa 
razy więcej miedzi niż lakkaza, a więc przypuszczano, że ma dwa razy 
więcej m iejsc aktyw nych niż lakkaza (39). Te badania dotyczące zawar­
tości miedzi przeprowadzono metodą EPR i widm spektrofotom etrycz- 
nych. Nie wchodząc w szczegóły złożonego katalitycznego m echanizm u 
działania tych oksydaz (40-42) przyjm uje się obecnie, że fluorek, po­
dobnie jak azydek, wiąże się z miedzią w postaci „typ 2 Cu2+” i że ta  
form a miedzi jest także częścią miejsca wiązania substratu  (askorbi- 
nianu). F luorek ham uje aktywność enzymu kom petycyjnie względem 
askorbinianu, a niekom petycyjnie względem tlenu  (43). Stała wiązania dla 
fluorku, jako inhibitora kom petycyjnego, wynosi 1640 M -1, a stała w ią­
zania dla fluorku, jako inhibitora niekom petycyjnego względem tlenu, 
wynosi 435 M-1. Odpowiednie stałe Michaelisa uzyskane dla natyw nego 
enzym u i kwasu askorbinowego przy 250 mM tlenie wynoszą 4,2*10-4 M, 
a przy 750 m-M askorbinianie dla tlenu  wynoszą 4,5*10-4 M. M iareczko­
wanie enzym u fluorkam i nie powodowało znaczniejszych zmian w zakre­
sie widma widzialnego. Jedynie niewielkie odchylenia zaznaczyły się 
przy długościach 380 nm  i 310 nm przy stężeniu fluorków rzędu 10-3 M. 
Fluorek, podobnie jak azydek, wiąże się z enzymem aczkolwiek w spo­
sób nieco odmienny. F luorek wiąże się silniej z enzym em  w jego tzw. 
fazie spoczynkowej, podczas gdy a?ydek wiąże się silniej w form ie 
czynnej enzym u czyli w toku aktywności katalitycznej. M niejszy w y­
m iar anionu fluorkowego niż azydkowego nie pociąga za' sobą zmian 
konform acyjnych w czasie wędrówki anionu do m iejsca wiązania w enzy­
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mie. Obserwowano także, że w reakcji enzym atycznej „typ 2 Cu2+” jest 
wolniej redukow any w obecności fluorków  niż bez fluorków (43), ponie­
waż reduk to r współzawodniczy z fluorkiem  w tym  procesie. F luorek 
można także łatw iej oddializować z kom pleksu fluorek-lakkaza wobec 
buforu  zawierającego askorbinian (44). A skorbinian konkuruje w tedy 
z fluorkiem  o miejsce wiązania z miedzią „typu 2 Cu2+” i powoduje 
usuwanie fluorku  z kom pleksu enzymatycznego.

Pierw sze przypuszczenia dotyczące pośredniego w pływu fluorków na 
roślinną polifenylooksydazę poczyniono na podstawie badań cytochemicz- 
nych. Badanie metodą m ikroskopii elektronow ej potwierdziło uszkadza­
jący wpływ  fluorków  na organelle komórkowe i związane z nimi enzymy. 
Spektrofotom etryczne badania wyciągów z liści tytoniu, narażonego przez 
szereg tygodni na działanie fluorowodoru wykazały wzrost aktywności 
polifenylooksydazy i peroksydazy (45).

III. Uw agi końcowe

Nasze wiadomości o oddziaływaniu fluorków na inne enzym y odde­
chowe są dość skąpe. Wiadomo, że wolny fluor ham uje aktywność de­
hydrogenazy jabłczanowej i dehydrogenazy cytrynianow ej w m niejszym  
zakresie, niż fluorek sodowy i fluorek amonowy (3). Ponadto kwas beta- 
fluoroSzczawiooctowy jest kom petycyjnym  inhibitorem  dehydrogenazy 
jabłczanow ej (46).

Z dotychczasowych badań w ynikają pewne wspólne spostrzeżenia do­
tyczące w pływ u fluorków na poszczególne enzymy. Na przykład należy 
tu  wym ienić podobne rów nania kinetyczne sugerujące zbliżone m echa­
nizm y przebiegu om awianych procesów. Także aktywności enzymów 
oddechowych są z reguły ham owane przez fluorki. G rupa m iedzioprotei- 
dowych oksydaz posiada w swych cząsteczkach w podobny sposób w bu­
dowane atom y miedzi i w ykazuje zbliżone właściwości w odniesieniu do 
reakcji z fluorkam i (w yjątek stanowi polifenylooksydaza). Badania w pły­
wu fluorków  na aktywności enzymów oddechowych były w wielu przy­
padkach prowadzone równolegle z takim i inhibitoram i jak cyjanki 
i azydki. Azydki i fluorki w ykazyw ały wiele podobnych cech, co nasu­
nęło przypuszczenie, że model kinetyczny ich oddziaływania z enzymami 
jest podobny. Na podstawie dotychczasowych obserwacji nie udało się 
jednak ustalić prostej zależności między zdolnością fluorków do kom- 
pleksowania m etali a zmianam i aktywności enzymów m etaloproteino- 
wych.

Z a akcep tow an o  do druku 14.4.1981

http://rcin.org.pl



336 ZW IĄ Z K I FLU O R U  A ENZYM Y ODDECHOW E 110)

PIŚMIENNICTW O

1. R o h o l m  K., (1937), Arch. Ind. Hyg. Toxicol., 19, 126—137.
2. G u m i ń  s k i  S., (1971), O ddychanie roślin, str. 94—98, PWN W arszawa.
3. I l ’k u n  G.  M., D r o k o v a  I. G., (1975), Tsentr. Resp. Bot. Sad., M ateria ły  

N aukow ej K onferencji, red. K ondratyuk  E. N., str. 85—88.
4. B u r g e r  K., (1973), Organic Reactions in M etal Analysis, str. 15—47, A kade- 

m iai Kiado, Budapest.
5. B e r r y  R. J., (1969), Fluoride, 2, 157—167.
6. K e i l i n  D., H a r  t r e e  E. F., (1939), Proc. R. Soc., London, ser. B., 127, 

167—191.
7. B o r e i  H., (1945), A rk. Kem., M ineral. Geol. Bd 20A, No. 8. (cyt. wg (11)).
8. M e r l e  P., K a d e n b a c h  B., (1980), Eur. J. Biochem., 105, 499—507.
9. W i k s t r ö m  M. K. F., K r a b  K., (1979), Biochim. Biophys. Acta, 549, 

177—222.
10. M a l m s t r ö m  B. G., (1979), Biochim. B iophys. Acta, 549, 281—303.
11. M u i j s e r s  A. O., v a n  B u u r e n  K.  J., v a n  G e l d e r  B. F., (1974), Biochim . 

Biophys. Acta, 333, 430—438.
12. W i l s o n  D. F., L e i g h  J. S. jr., (1972), Arch. Biochem. Biophys., 150, 

154—163.
13. P o g o s y a n  G. G., P a  j t y  a n  N. A., N a l b a n d y a n  R. M., (1979), Biochim ia

44, 845—850.
14. M u i j s e r s  A. O., T i e s j e m a  R. A., v a n  G e l d e r  B. F., (1971), Biochim . 

Biophys. Acta, 234, 481—492.
15. Y o s h i k a w a  S., O r i i  Y., (1972), J. Biochem., Tokyo  71, 859—872.
16. T o b e r  C. L., N i c  h o l  I s  P., B r o d i e  J. D., (1970), Arch. Biochem. Biophys.,- 

138, 506—514.
17. S u l l i v a n  W. D., (1969), Fluoride, 2, 168—175.
18. S l a t e r  E. C., B o n n e r  W. D., (1951), Biochem. J., 49, 1—12.
19. M a k o w a  A., (1974), Rozpraw a doktorska, PAM Szczecin.
20. B r o d i e  J. D., N i c  h o l  I s  P., (1970), Biochim. Biophys. Acta, 198, 423—437.
21. H a r r i s  R. A., M u n r o e  J., F a r m e r  B., K i m  K. C., J e n k i n s  P., 

(1971), Arch. Biochem. Biophys., 142, 435—444.
22. C o h e n  P. J., M a r s h a l l  B. E., L e ć k y  J., (1969), Anesthesiology, 30, 337.
23. H o e c h  G. P. jr., M a t t e o  R. S., F i n k  B. R., (1966), Anesthesiology, 27, 

770—777.
24. R e d f e a r n  E. R., K i n g  T. S., (1964), Nature, 202, 1313—1316.
25. M a k i n o  R., Y a  m a z a k i  I., (1973), Arch. Biochem. Biophys., 157, 356—368.
26. J o b  D., R i c a r d  J., (1975), Arch. Biochem. Biophys., 170, 427—437.
27. E r  m a n  J. E., (1974), Biochem istry, 13, 39—44.
28. L e n t  B., C o n r o y  C. W., E r  m a n  J. E., (1976), Arch. Biochem. B iophys., 

177, 56—61.
29. S e g a l  R., D u n f o r d  H. B., M o r r i s o n  M., (1968), Can. J. Biochem., 46, 

1471—1474.
30. D u n f o r d  H.  B., A l b e r t y  R. A., (1967), Biochem istry, 6, 447—451.
31. V u k - P a v l o v i c ’ S., W i 11 i a m s - S m i t  h D. L., (1977), Biochem istry, 16, 

5465—5470.
32. L a n i r  A., S c h e j t e r  A., (1976), Biochem istry, 15, 2590—2596.
33. He r  s h b e r  g R., C h a n c e  B., (1975), Biochem istry, 14, 3885—3891.
34. M a l m s t r ö m  B. G., R e i n h a m m a r  B., V ä n n g a r d  T., (1968), B iochim . 

Biophys. Acta, 156, 67—79.
35. F e e  J. A., M a l k i n  R., M a l m s t r ö m  B. G., V ä n n g a r d  T., (1969), J. Biol. 

Chem., 244, 4200—4207.

http://rcin.org.pl



I l l ] Z. M ACHOY 337

36. B r ä n d e n  R., M a l m s  t r ö m  B. G., V ä n n g a r d  T., (1973), Eur. J. Biochem.,
36, 195—200.

37. M a l k i n  R., M a l m s  t r ö m  B. G., V ä n n g a r d  T., (1968), FEBS Lett.,
1, 50—54.

38. D a w s o n  J. N., D o o l e y  D. M., G r a y  H. B., (1978), Proc. Natl. Acad. Sei., 
USA, 75, 4078—4081.

39. S t r o t h k a m p  K. G., D a w s o n  C. R., (1974), B iochem istry, 13, 434—440.
40. Y a m a z a k i  I., P i e t t e  L. H., (1961), Biochim. Biophys. Acta, 50, 62—69.
41. B r  o m a n  L., M a l m  s t r ö m  B. G., (1963), Biochim. Biophys. Acta, 75, 

365—376.
42. M a l m  s t r ö m  B. G., (1970), Biochem. J., 117, 15P—16P.
43. S t r o t h k a m p  E., D a w s o n  C. R., (1977), Biochem istry, 16, 1926—1929.
44. B r ä n d e n  R., M a l m s t r ö m  B. G., V ä n n g a r d  T., (1971), Eur. J. Biochem.,

18, 238—241.
45. L h o s t e A. M., (1979), Fluoride, 12, 33—38.
46. K u n E., G r  a s s e 11 i D. R., F  a n s h i e r  D. W., F e a t h e r s t o n e  R. M., 

(1958), Biochem. Pharmacol., 1, 207—212.

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT

Szczecińskie Towarzystwo Naukowe opublikowało 
z dużym opóźnieniem m ateriały  sympozjum  PTBio- 
chemicznego „Metabolizm fluoru”. Zainteresowani 
kupnem  w ydaw nictwa (220 stron) mogą je zamówić 
w biurze Szczecińskiego Towarzystwa Naukowego, 
Al. W ojska Polskiego 96, 70-481 Szczecin, teł.: 
23-18-62.

\

http://rcin.org.pl



Postępy  Blochem., 27, 339—352, 1981

ANNA PRZYKORSKA*

Zastosowanie enzymów nukleolitycznych do badania struktury 
chromatyny

Application of N ucleolytic Enzymes in the Studies of Chromatin 
Structure

Spis treści

I. Podjednostkowa budowa chromatyny
II. Badanie struktury rdzenia nukleosomu
III. Badanie ponadnukleosomowej struktury chromatyny
IV. Rozmieszczenie białek nukleosomów wzdłuż nici DNA
V. Badanie struktury chromatyny aktywnej transkrypcyjnie
VI. Badanie struktury chromatyny w  stadium replikacji

Contents

I. Subunit structure of chromatin
II. Investigations on the structure of nucleosomal core
III. Studies on the supernucleosomal chromatin structure
IV. Arrangement of the nucleosomal proteins alongside the DNA strand
V. Investigations on the structure of transcriptionally active chromatin
VI. Studies on the structure of chromatin during replication

Stosowanie enzymów nukleolitycznych do badania s tru k tu ry  chro­
m atyny ma już w ieloletnią tradycję. Pionieram i tych badań byli C l a r k
i F e l s e n f e l d  (1), którzy w 1971 r. wykazali, że około połowa DNA 
w chrom atynie jest podatna na działanie nukleazy ze Staphylococcus. 
Kolejne prace tych i innych badaczy stopniowo dostarczały nowych da­
nych na tem at działania enzymów nukleolitycznych na chrom atynę. 
Dane te  w powiązaniu z w ynikam i uzyskanym i przy użyciu innych me­
tod pozwoliły skonstruować przejrzysty  model budowy chrom atyny spo­
czynkowej, a także uzyskać pewne wiadomości na tem at s truk tu ry  chro­
m atyny aktyw nej transkrypcyjn ie  i chrom atyny w stadium  replikacji.

* Dr, Zakład Biochemii Porów naw czej, In sty tu t Biochemii i Biofizyki, PAN, 
ul. Rakowiecka 36, 02-532 W arszawa.
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Pewne inform acje na tem at zastosowania enzymów nukleolitycznych 
do badania s tru k tu ry  chrom atyny można znaleźć w artykułach prze­
glądowych publikow anych już wcześniej w „Postępach Biochemii” 
(2, 3, 4).

I. Podjednostkowa budowa chrom atyny

Enzym y nukleolityczne odegrały decydującą rolę w ustaleniu przy­
jętego powszechnie modelu podjednostkowej s tru k tu ry  chrom atyny or­
ganizmów eukariotycznych. Chrom atyna komórek eukariotycznych sta­
nowi nukleoproteinow y kompleks, w skład którego wchodzą DNA, RNA, 
białka histonowe i białka niehistonowe. Wiele danych dotyczących s tru k ­
tu ry  chrom atyny wskazywało, że ów nukleoproteinow y kom pleks cha­
rak teryzu je  się dużą regularnością budowy. Bezpośrednich danych w ska­
zujących na istnienie regularnej s tru k tu ry  nukleohistonu dostarczyły prze­
de wszystkim  badania przebiegu traw ienia chrom atyny przez nukleazy, 
a także obserwacje chrom atyny w mikroskopie elektronow ym . Równie 
przydatne były badania dyfrakcji neutronów  przez preparaty  chrom a­
tyny  oraz badania nad asocjacją histonów w roztworach. W roku 1973 
R i l l  i v a n  H o l d e  (5) otrzym ali w w yniku traw ienia chrom atyny 
grasicy cielęcej nukleazą z Micrococcus fragm enty  nukleohistonu okreś­
lane przez nich jako cząstki „PS”. Ustalono, że są one jednakowe pod 
względem wielkości i m ają ciężar cząsteczkowy ok. 1,76 XIO5. Z tych 
danych można obliczyć, że w cząstce „PS” znajduje się odcinek DNA
o długości ok. 110-120 par zasad. W tym  samym roku H e w i s h  i B u r -  
g o y n e (6) opublikowali pracę dotyczącą' działania endogennej nukleazy 
aktyw ow anej przez jony Ca2+ i Mg2+ na chrom atynę z w ątroby szczura. 
Pod wpływem  działania tej nukleazy uzyskano serię fragm entów  nu- 
kleoproteinowych o w zrastającym  ciężarze cząsteczkowym. Ruchliwość 
elektroforetyczna odcinków DNA wyizolowanych z tych fragm entów  
wskazywała, że większe fragm enty są całkowitymi wielokrotnościam i 
fragm entów  m niejszych. O trzym ane wyniki pozwoliły przyjąć, że pow ta­
rzający się blok DNA w chrom atynie jest prawdopodobnie związany 
z białkam i i dlatego wykazuje niewielką wrażliwość na traw ienie endo­
genną nukleazą. Pom iędzy tym i blokami w ystępują miejsca bardziej 
podatne na działanie enzymu. N o l l  (7) wykazał, że przez dodanie egzo­
gennej nukleazy z Micrococcus uzyskuje się podobny wynik traw ienia 
przy czym powstają fragm enty nukleoproteinowe zawierające odcinki 
DNA o długości ok. 200 par zasad lub wielokrotności tej długości.

Dane dotyczące regularnej s tru k tu ry  chrom atyny uzyskane przy za­
stosowaniu enzymów nukleolitycznych są zgodne z równolegle prow a­
dzonymi obserwacjami chrom atyny w m ikroskopie elektronowym . 
W 1974 r. O 1 i n s i O 1 i n s (8) opublikowali zdjęcia przedstaw iają­
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ce chrom atynę interfazalną. Na zdjęciach tych w yraźnie widoczne są re ­
gularnie rozmieszczone wzdłuż włókna chrom atyny globularne cząstki
0 średnicy ok. 70 A rozdzielone włóknami łącznikowymi o średnicy 
ok. 15 A.

Na podstawie powyższych danych, badań rentgenograficznych oraz 
badań dotyczących asocjacji histonów w roztworach wodnych (9) 
K o r n b e r g  (10) zaproponował model podjednostkowej s tru k tu ry  
chrom atyny. Model ten  zakładał, że włókno chrom atyny jest giętkim  
łańcuchem  połączonych podjednostek zbudowanych z histonów i DNA. 
Rdzeń każdej podjednostki ma średnicę ok. 100 A i złożony jest z ośmiu 
cząsteczek histonów, wokół k tórych owija się nić DNA. W skjad poje- 
dyńczego oktam eru histonów wchodzą po dwie cząsteczki każdego z h i­
stonów H2A, H2B, H3 i H4. Odcinek DNA zaw arty w podjednostce liczy 
ok. 200 par zasad. W 1975 r. O u d e t  i wsp. (11) zaproponowali dla 
określenia podjednostki chrom atyny nazwę nukleosom. Dalsze badania 
nad s tru k tu rą  chrom atyny potw ierdziły słuszność podstawowych założeń 
m odelu zaproponowanego przez K ornberga. W oparciu o wyniki badań 
nad przebiegiem  traw ienia chrom atyny nukleazą z Micrococcus oraz 
obserw acje w mikroskopie elektronow ym  wykazano także uniwersalność 
modelu podjednostkowej s tru k tu ry  chrom atyny. Chrom atyna wszyst­
kich badanych do tej pory organizmów w ykazywała struk tu rę  podjed- 
nostkową (4).

II. Badanie struktury rdzenia nukleosomu

Szczegółowe badania dotyczące dotraw iania DNA w nukleosomie nu ­
kleazą z Micrococcus wykazały, że pewien fragm ent podstawowego od­
cinka DNA, liczącego ok. 200 par zasad, związanego z oktam erem  histo­
nów daje się stosunkowo łatwo zhydrolizować enzymatycznie. Pozo­
stały odcinek DNA, liczący 144 par zasad, jest bardzo ściśle związany 
z białkam i i w ykazuje znaczną oporność na działanie enzymu. O ktam er 
histonów połączony z tym  144 nukleotydow ym  odcinkiem DNA stanowi 
tzw. rdzeń nukleosomu. W ciągu dalszych badań okazało się, że DNA 
rdzenia nukleosom u może być atakow any przez enzym y nukleolityczne.
1 tak np. DNAaza I może wprowadzać cięcia DNA rdzenia nukleosomu, 
przy czym zaskakująca jest regularność tych cięć (12). DNAaza I przecina 
każdą z obu nici DNA rdzenia co 10 nukleotydów  z przesunięciem  o dwie 
zasady w kom plem entarnych niciach. Szczegółowe badania kinetyki dzia­
łania DNAazy I na DNA rdzenia wykazały, że podatność poszczególnych 
m iejsc na nukleolityczny atak  jest różna. I tak  miejsca najbardziej 
podatne na przecinanie w ystępują w parach oddzielonych od siebie
o 80 nukleotydów. Podobnie miejsca najbardziej oporne oddalone są od 
siebie o 80 nukleotydów. P rzy  założeniu, że po wykonaniu pełnego obrotu
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superheliksu, dwa miejsca łańcucha znajdą się obok siebie w podobnym 
środowisku lokalnym, należy przypuszczać, że miejsca te będą jedna­
kowo podatne na nukleolityczny atak. Uwzględniając to założenie oraz 
fakt, że fragm enty DNA oddalone o 80 nukleotydów m ają podobną w raż­
liwość na atak DNAazy I, L u t t e r  (13) wyciągnął wniosek, że na peł­
ny  skręt superheliksu przypada 80 par nukleotydów. Wniosek ten  został 
w pełni potwierdzony przez badania krystalograficzne z zastosowaniem 
prom ieni X (14). Analizując asym etryczne rozmieszczenie w obrębie rdze­
nia nukleosom u m iejsc bardziej i m niej podatnych na działanie ONAazą I 
L u tte r przyjął, że superspirala DNA jest lewoskrętna.

C harakterystyczny wzór cięcia rdzeniowego DNA co 10 nukleotydów  
związany jest zapewne z pierwszorzędowymi skrętam i spirali DNA. 
Należy oczekiwać, że odcinki DNA najbardziej podatne na nukleolityczny 
atak  są luźniej związane z białkam i histonowymi rdzenia nukleosom u. 
Stosując dokładniejsze m etody badawcze wykazano, że fragm enty DNA 
uzyskiw ane w w yniku działania DNAazą I na chrom atynę są w ielokrot­
nościami nie 10, a 10,4 nukleotydów (15, 16). Trawienie chrom atyny inny­
mi nukleazam i daje podobne rezulta ty . DNAaza II i nukleaza z Micrococ- 
cus przecinają DNA nukleosomów w innych miejscach, ale w takich sa­
m ych odstępach jak  DNAaza I (17). Zestawienie tych danych pozwala 
wnioskować, że regularność rozmieszczenia miejsc cięcia chrom atyny przez 
nukleazy nie zależy od mechanizmu reakcji enzym atycznej, a jest raczej 
związana z periodycznością budowy podwójnej spirali DNA w chrom a- 
tynie (15). Co więcej, R h o d e s  i K l u g  (18) wykazali, że periodycz- 
ność rozmieszczenia miejsc cięcia wolnego od białek DNA DNAazą I jest 
bardzo podobna do periodyczności rozmieszczenia miejsc cięcia tym  en­
zymem DNA w nukleosomie. DNAaza I nacina wolny DNA i DNA w n u - 
kleosomie co 10,6 i co 10,4 par zasad odpowiednio.

III. Badanie ponadnukleosomowej struktury chromatyny

Dotychczasowe badania nad s truk tu rą  chrom atyny wskazują, że ok. 
90°/o chrom atynowego DNA zorganizowane jest w form ie nukleosomów. 
Nukleosomy upakowane są z kolei w struk tu ry  wyższego rzędu — sole- 
noidy. W chromosomach m etafazalnych w ystępują jeszcze dwa dodatko­
we rzędy upakowania: supersolenoid i heliks utw orzony z supersolenoi- 
du. W ymienione tu  s tru k tu ry  helikalne konieczne są do osiągnięcia okreś­
lonego stopnia upakowania DNA, jednak ostateczny kształt chromoso­
m u zależy prawdopodobnie od bardziej specyficznych czynników, a prze­
de wszystkim  od niehistonow ych białek „szkieletowych”.

M etody badania ponadnukleosomowej s tru k tu ry  chrom atyny obejmo­
wały między innym i działanie na chrom atynę enzym am i nukleolityczny- 
mi. Na podstawie analizy produktów  traw ienia chrom atyny nukleazą
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z Micrococcus, H o z i e r  i wsp. (19) postulowali w 1977 roku, że chro- 
m atyna jest zorganizowana w ponadnukleosomowe jednostki s tru k tu ra l­
ne (superbeads), zawierające 6 do 10 nukleosomów. Jednostki te zostały 
następnie wyizolowane i scharakteryzow ane przy użyciu nukleazy z Mi­
crococcus (20) a także kilku enzymów specyficznych wobec jednonicio- 
wych kwasów nukleinow ych (21). F u j i m o t o  i wsp. (21) badali po­
datność chrom atyny erytrocytów  kurczęcia na trzy  enzym y specyficzne 
wobec jednoniciowych kwasów nukleinowych: nukleazę P I z Penicillium  
citrinum  (22), nukleazę z fasoli złocistej (23, 24) i fosfodwuesterazę z jadu 
węża (25). W szystkie trzy  enzymy wprow adzają endonukleolityczne cię­
cia DNA o chrom atynie powodując powstawanie nukleoproteinowych 
fragm entów  o stałej sedym entacji 30— 100S. Wielkość tych fragm entów 
jest jednakow a dla wszystkich trzech enzymów i praw ie niezależna od 
czasu inkubacji z enzymem. F ragm enty te przypom inają ponadto pro­
duk ty  uw alniane w czasie łagodnej degradacji chrom atyny nukleazą 
z Micrococcus, k tóra również w ykazuje pewną preferencję wobec jedno­
niciowych substratów  (26). Wielkość fragm entów  uw alnianych przez nu­
kleazy specyficzne wobec jednoniciowych kwasów nukleinowych odpo­
w iada 8—80 nukleosomom. F ragm enty  te posiadają superstruk turę  i w y­
dają się być struk tura lnym i jednostkam i wyższego rzędu (superbeads). 
Jednostki te powiązane są prawdopodobnie łącznikiem podatnym  na dzia­
łanie enzymów nukleolitycznych. W ykazano bowiem, że miejsce nukleo- 
litycznego ataku trzech nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych 
substratów  jest takie samo jak w przypadku łagodnego działania na 
chrom atynę nukleazą z Micrococcus. Oligonukleosomy powstające w w y­
niku łagodnej hydrolizy nukleazą z Micrococcus pozostają oporne na dzia­
łanie nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych kwasów nukleino­
wych.

Fragm enty  nukleoproteinow e powstające w w yniku działania nukleazy 
P I i nukleazy z fasoli złocistej zachowują struk tu rę  podjednostkową,
0 czym świadczy fakt, że nukleaza z Micrococcus przekształca je do mo­
no- i oligonukleosomów.

F u j i m o t o  i wsp. (21) w ykazali również, że minichromosomy wi­
rusa SV40 są całkowicie oporne na działanie nukleaz specyficznych wo­
bec jednoniciowych kwasów nukleinowych. M inichromosomy te mogą być 
dobrym  modelem jednostki s tru k tu ry  chrom atyny wyższego rzędu obec­
nej w chrom atynie kom órkowej. Zarówno minichrom osom y jak i s truk ­
tu ry  ponadnukleosomowe m ają zw artą superstruk tu rę  (19, 27), a także 
podobną ruchliwość elektroforetyczną, stałą sedym entacji, zawartość DNA
1 oporność na działanie nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych 
substratów  (21).

Interesujące jest, że działanie nukleaz specyficznych wobec jedno­
niciowych kwasów nukleinow ych na chrom atynę nie jest zależne od 
uorganizowania chrom atyny w helikalne s tru k tu ry  wyższego ‘rzędu.
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¡Świadczy o tym  powstawanie takich samych produktów  podczas hydro­
lizy natyw nej chrom atyny i chrom atyny pozbawionej histonów H I i H5. 
Te bogate w lizynę histony odgryw ają jak wiadomo ważną rolę w u trzy ­
m aniu przez chrom atynę s tru k tu r wyższego rzędu (26, 28— 30). Jedno- 
niciowy charakter obszarów DNA w chrom atynie podatnych na działa­
nie nukleaz specyficznych wobec jednoniciowych substratów  musi więc 
powstawać na poziomie pierwszorzędowego nukleofilam entu, albo też 
może być wynikiem  eksponowania pewnych regionów, co ma miejsce 
w chrom atynie eukariotycznej (31, 32).

IV. Rozmieszczenie białek nukleosom ów wzdłuż nici DNA

Ustalenie podjednostkowej s tru k tu ry  chrom atyny nasunęło wiele no­
wych wątpliwości dotyczących sposobu funkcjonowania DNA w chrom a­
tynie. Między innym i powstało pytanie, czy sekwencje DNA wiążące 
się z białkam i nukleosomów są ściśle określone czy też może przypad­
kowe. I znów w znalezieniu odpowiedzi na to pytanie bardzo przydatne 
okazały się enzymy nukleolityczne, jednakże w zależności od m etody 
badawczej i zastosowanego enzym u uzyskiwano różne rezultaty .

I tak  np. badania prowadzone z zastosowaniem nukleazy z Micro- 
coccus wskazywały raczej na wiązanie się z białkami histonowym i przy­
padkowych sekwencji nukleotydów w obrębie rdzenia nukleosomów 
(33, 34, 35). Jednocześnie wykazano, że ta  przypadkowość jest p rzynaj­
mniej częściowo spowodowana zmianą ułożenia histonów indukowaną 
działaniem nukleazy z Micrococcus (36). W celu uniknięcia tego ubocz­
nego efektu zastosowano DNAazę I i nukleazę SI do badania rozmiesz­
czenia nukleosomów wzdłuż nici DNA (37). Fragm enty  DNA, 80 nukleo- 
tydowe, powstające w w yniku działania DNAazy I na chrom atynę z w ą­
troby szczura topiono w tem peraturze 100°C, a następnie pozostawiano 
w w arunkach sprzyjających powolnej reasocjacji. Jak  w ynika z ustalo­
nego już wcześniej wzoru cięcia DNA rdzenia nukleosom u przez 
DNAazę I (13), te 80 nukleotydowe fragm enty pochodzą z nacięć przy 
nukleotydach n r 10 i 90, 20 i 100, 40 i 120 oraz 50 i 130. Jeżeli nukleoso- 
my pochodzące z różnych kom órek m iałyby to samo położenie w zglę­
dem nici DNA, to 80 nukleotydowe fragm enty reasocjując dawałyby czą­
steczki, w których dwuniciowe odcinki byłyby wielokrotnością 10 nukleo­
tydów m inus 2 nukleotydy (te 2 nukleotydy są wynikiem  przesunięcia 
miejsc cięcia kom plem entarnych nici DNA przez DNAazę I). W takim  
przypadku działanie nukleazy SI na reasocjowane fragm enty powodo­
wałyby powstawanie dwuniciowych cząsteczek o długościach 80, 70, 60,
50 i 40 nukleotydów. Jeśli natom iast nukleosomy rozmieszczone byłyby 
przypadkowo wzdłuż nici DNA, dwuniciowe odcinki w reasocjujących 
cząsteczkach m iałyby wszystkie możliwe długości. Działanie nukleazy
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SI na takie cząsteczki daw ałyby więc dwuniciowe odcinki DNA o dłu­
gości zmieniającej się liniowo od 0 do 80 nukleotydów. Uzyskany wynik 
świadczy o tym , że sekwencje DNA związane z białkam i histonowym i 
nukleosomów są przypadkowe. Po działaniu nukleazą SI otrzym ano bo­
wiem dwuniciowe fragm enty  DNA o długościach zmieniających się linio­
wo od 0 do 80 nukleotydów. Podobnie P r u n e l l  i K o r n b e r g  (34) 
wykazali, że sekwencje DNA związane z białkowym i rdzeniam i nukleo­
somów z embrionów Drosophila są przypadkowe. Nie wykluczyli oni 
jednak, że m ała grupa sekwencji DNA w ystępujących w pojedyńczych 
kopiach może być zlokalizowana w ściśle określonym  miejscu względem 
białkowego rdzenia nukleosomu.

W yniki dalszych badań nad rozmieszczaniem DNA w stosunku do 
rdzeni białkowych nukleosomów prowadzone w ostatnich latach wska­
zują jednak często na preferencyjne wiązania się rdzeni nukleosomów 
z pewnym i sekwencjam i DNA. W ykazano to między innym i dla genów 
tRNA kurczęcia (38), genów 5S RNA Xenopus (39) i genów białek szoku 
cieplnego Drosophila (40). Stosując nukleazę z Micrococcus, egzonuklea- 
zę III i restrykcy jną endonukleazę Hae III wykazano, że nukleosomy 
w chrom atynie zaw ierającej sa te litarny  DNA w ątroby szczura nie są roz­
mieszczone przypadkowo w stosunku do sekwencji DNA (41).

Dokładne ustalenie czy z białkam i histonowym i nukleosomów zwią­
zane są zawsze te same, czy też różne sekwencje DNA jest bardzo istotne 
ze względu na wyjaśnienie roli nukleosomów w kontrolow aniu ekspresji 
genów.

V. Badanie struktury chrom atyny aktyw nej transkrypcyjnie

Dane o strukturze chrom atyny opisaner wyżej odnoszą się przede 
wszystkim  do upakowania DNA w jądrze i dotyczą chrom atyny sta­
tycznej. W śród badających istnieje jednak tendencja do powiązania wie­
dzy na tem at s tru k tu ry  chrom atyny z wiedzą na tem at jej funkcji.

W ustaleniu stru k tu ry  chrom atyny aktyw nej transkrypcyjn ie  przy­
datne okazały się również enzym y nukleolityczne. Porów nyw ano po­
datność chrom atyny aktyw nej i n ieaktyw nej transkrypcyjn ie  na atak 
nukleolityczny. Okazało się, że w ynik zależy od rodzaju użytego enzy­
mu. P rodukty  otrzym ane w w yniku działania nukleazy ze Staphylococcus 
na aktyw ną transkrypcyjn ie chrom atynę nierybosom alnych genów, są 
bardzo podobne do produktów  uzyskanych w w yniku działania tego 
enzym u na chrom atynę nieaktyw ną. Geny globinowe w retikulocytach, 
k tóre produkują globinowy mRNA, są upakowane w s tru k tu ry  o takiej 
samej wielkości jak nukleosomy. (42). Podobne wyniki otrzym ano bada­
jąc nukleoproteinowe m onom ery z jąder kurzych jajowodów (33). Ob­
serw acje chrom atyny aktyw nej transkrypcyjn ie w m ikroskopie elektro­
nowym  potwierdziły jej podjednostkową struk tu rę  (43).

\
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Chociaż efekt działania nukleazy z Micrococcus na chrom atynę ak tyw ­
ną i n ieaktyw ną transkrypcyjn ie  jest podobny, inna jest podatność na 
nukleolityczny atak  chrom atyny aktyw nie transkrybow anej i chrom aty­
ny spoczynkowej. W ykazano, że transkrybow ane aktyw nie rejony genów 
są preferencyjnie hydrolizowane przez DNAazę I (44— 56), a także 
DNAazę II (57) i nukleazę z Micrococcus (58).

Szczegółowe badania wrażliwości genów aktyw nych transkrypcyjn ie  
na działanie DNAazy I przyczyniły się do zebrania wielu danych doty­
czących s tru k tu ry  transkrybow anej chrom atyny. Zaobserwowano m.in., 
że stopień wrażliwości na działanie DNAazą I nie jest proporcjonalny 
do aktyw ności transkrypcy jnej genu (45, 47, 56), co wskazuje, że zmie­
niona konform acja jest charakterystyczna dla wszystkich genów przy­
gotowanych do transkrypcji. S truk tu ra  potencjalnie aktyw nej i nie­
aktyw nej chrom atyny ustalona zostaje już w momencie replikacji. Św iad­
czy o tym  fakt, że wrażliwość na działanie DNAazy I pojaw ia się już 
w ciągu 3 m inut od zakończenia replikacji danego fragm entu  DNA (59). 
Ponadto gen może pozostać wrażliwy na DNAazę I naw et gdy kom órka 
utraci swą aktyw ność transkrypcy jną (44, 48, 50—52, 54). Wrażliwość 
genów na działanie DNAazą I związana jest ze specyficznością tkankow ą; 
wrażliwość ta  w ystępuje zwykle w tkankach, których geny ulegają eks­
presji, a nie w ystępuje w tkankach, w których te same geny nie są 
transkrybow ane (44, 53, 55, 56). Ponadto wykazano, że m iejsca pierwsze­
go cięcia pojedynczej nici DNA przez DNAazę I (nick ) grupują  się we­
w nątrz transkrybow anych sekwencji genu (60).

Zastosowanie DNAazy I pozwoliło też uzyskać pewne dane dotyczące 
mechanizmów kontrolow ania ekspresjii genów w kom órkach eukariotycz­
nych. Jednym  z czynników kontrolujących jest grupa białek w pływ a­
jących na konform ację aktyw nych genów (high-m obility group proteins). 
N iektóre białka tej grupy (HMG-14 i HMG-17) uwalniane są z jąder pod 
wpływem  działania DNAazy I (53). W ykazano, że białka te mogą przy­
wrócić chrom atynie konform ację wrażliwą na działanie DNAazy I, u tra ­
coną pod wpływem  działania roztworów soli (53). Te same białka są bez­
pośrednio odpowiedzialne za utrzym anie struk tu ry  koniecznej do zacho­
w ania aktyw ności transkrypcyjnej chromosomów (61).

W ostatnich latach zastosowano do badania s tru k tu ry  chrom atyny 
aktyw nej transkrycy jn ie  również enzymy restrykcyjne, takie jak re- 
stryktazę Hae III i jej izoschizomer BspRI (62). Stwierdzono, że stały 
region genu kodującego lekki łańcuch kappa z myeloma, gdzie region 
ten  ulega ekspresji, jest znacznie bardziej podatny na enzym y restry k ­
cyjne niż taki sam region z wątroby, gdzie nie ulega on ekspresji. Wy­
kazano również, że w jądrach z w ątroby pewne miejsca omawianego 
regionu z sekw encjam i rozpoznawanym i przez enzym y restrykcyjne są 
chronione przed działaniem  restryktaz, a inne nie. Na podstawie po­
wyższych obserw acji wysunięto wniosek, że obszar genu nie podle­
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gający ekspresji ma stru k tu rę  nukleosomową, przy czym białkowe rdze­
nie tych  nukleosomów wiążą się preferencyjnie z pewnymi sekw encja­
mi DNA.

VI. Badanie struktury chrom atyny w  stadium replikacji

Do badania s tru k tu ry  replikujących się chromosomów szczególnie 
przydatne okazały się enzym y nukleolityczne specyficznie degradujące 
jednoniciowe kwasy nukleinowe. Wiadomo bowiem, że w widełkach re- 
plikacyjnych w ystępują jednoniciowe odcinki DNA (63—65), (Ryc. 1).

Ryc. 1. Potencjalne miejsca działania nukleazy SI w  widełkach replikacyjnych 
DNA wirusa SV40 wg (66).

H e r m a n ,  D e  P a m p h i l i s  i W a s s a r m a n  (66) zastosowali nu - 
kleazę SI i nukleazę z Neurospora crassa do badania s tru k tu ry  rep liku ­
jących się i dojrzałych chromosomów w irusa SV40. Chromosomy w irusa 
SV40 rep liku ją  w jądrach kom órek ssaków i tw orzą tam  nukleosom y, 
k tórych  s truk tu ra  i skład histonów są bardzo podobne do nukleosomów 
gospodarza (67— 73).

Porów nanie podatności DNA na nukleolityczny atak w replikujących 
się chromosomach i jego oporności w niereplikujących się chromosomach 
w irusa prowadzi do wniosku, że cięcie replikującego się DNA w ystę­
puje w obrębie widełek replikacyjnych. Ponadto fragm enty DNA uw al­
niane przez nukleazę SI czy nukleazę z Neurospora crassa z rep liku ją ­
cego się DNA w irusa (100— 300 nukleotydów) odpowiadają wielkością 
fragm entom  Okazaki tworzącym  się podczas replikacji DNA w irusa 
(50—300 nukleotydów); (64, 74— 76).

Stosując radioaktyw ne substra ty  H e r m a n ,  D e  P a m p h i l i s
i W a s s a r m a n  (66) wykazali, że nukleaza SI uwalnia z replikujących 
się chromosomów w irusa SV40 najw yżej 50—60% obecnych tam  frag ­
m entów Okazaki. Pozostałe 40—50% fragm entów  Okazaki zostaje nadal 
związane z większymi cząsteczkami DNA. W ynika to z faktu, że w sto­
sowanych w arunkach reakcji (pH 5,3) nukleaza SI nie rozpoznaje jedno- 
niciowych fragm entów liczących mniej niż 10 nukleotydów (77). Nale­
żało się więc spodziewać, że ok. 50% fragm entów  Okazaki w rep liku­
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jących się chromosomach SV40 jest oddzielone od dłuższych łańcuchów 
nowotworzonego DNA jedynie bardzo krótkim  odcinkiem. Przypuszcze­
nia te potwierdzone zostały przez A n d e r s o n a  i D e  P a m p h i l i s a ,  
którzy stosując ligazę z E. coli wykazali, że najw yżej 20°/o fragm entów  
Okazaki oddzielone jest od dłuższego .łańcucha jedynie przez brak  poje­
dynczego wiązania fosfodwuestrowego (nick ). W ykazali oni również, że 
pozostałe 30°/o fragm entów  Okazaki jest oddzielone od powstającego łań­
cucha DNA przez niewielki odstęp (gap), k tóry  może być zbyt krótki 
aby był rozpoznany przez nukleazę SI, lub też może być on zasłonięty 
przez RNA.

Co najm niej 90% fragm entów  Okazaki uw alnianych z replikujących 
się chromosomów w irusa SV40 przez nukleazę SI w ystępuje jako  nagi, 
niezwiązany z białkam i DNA (66). W ykazano to poddając działaniu nu- 
kleazy z Micrococcus uwolnione fragm enty Okazaki. Stopień i szybkość 
hydrolizy tych fragm entów  były takie same jak  stopień i szybkość hy­
drolizy wolnego DNA. Ponadto działanie nukleazy SI na replikujące się 
chromosomy SY40 potraktow ane uprzednio form aldehydem  (w celu unie-

P ic rw s z e  c ię c ie  n u k le a z a ,  S 1 

*  ,/

1. F r a g m e n t y  O k a z a k i  2. D w u n ic io w e  c z ą s -  3. D N A  w ir u s a  S V 4 0  
( 4 - 6 S )  te c z k i o  ró ż n e j w fo rm ie  z re la k s o w a -

d łu g o ś c i  (4 -1 9S ) n e g o  k o fa  i 16S)

Ryc. 2. Schem at działania nukleazy SI na replikujący się DNA w irusa SV40 
wg (66).
Num eram i 1, 2, 3, oznaczone są m iejsca cięcia nukleazą S l prowadzące do w ytw orzenia: 1-frag- 
m entów  Okazaki, 2-dw uniciow ych cząsteczek DNA o różnej długości, 3-DNA w irusa SV40 
w  form ie zrelaksow anego koła
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możliwienia oddysocjowywania jakichkolw iek białek), powodowało po­
wstawanie fragm entów  o stałej sedym entacji 4-6S i o takiej samej gę­
stości w chlorku cezu jak  oczyszczony DNA (1,68 gm/cm2). Z danych tych 
wynika, że conajm niej 90%  uw alnianych nukleazam i fragm entów  Oka- 
zaki w ystępuje poza nukleosomami. O bserwacja ta potwierdza schemat re ­
plikacji chromosomów, według którego fragm enty  Okazaki są syntety­
zowane poza nukleosomami, a dopiero później włączają się do nich
i wiążą z nowo powstającym  łańcuchem  DNA.

H e r m a n ,  D e  P a m p h i l i s  i W a s s a r m a n  (66) zapropono­
wali model s tru k tu ry  widełek replikacyjnych w irusa SV40 uwzględnia­
jący produkty powstające w w yniku cięcia chromosomów SV40 przez 
nukleazy specyficzne wobec jednoniciowych kwasów nukleinowych 
(Ryc. 1). Synteza DNA postępuje w sposób ciągły na ,przednim  ram ie­
n iu ” widełek (78, 79) i w sposób nieciągły, w postaci fragm entów  Oka­
zaki na ,wstecznym  ram ien iu” widełek. Na każdym  „wstecznym ram ie­
n iu” widełek replikacyjnych w ystępuje średnio jeden fragm ent Oka­
zaki (80). Endonukleolityczne cięcie dowolnego jednoniciowego regionu 
w widełkach replikacyjnych powoduje powstawanie cząsteczek o stałej 
sedym entacji 18S przypom inających „koło z ogonem” (Ryc. 2). Cząsteczki 
takie obserwowano pod m ikroskopem  elektronow ym  (81). Kolejne nu- 
kleolityczne cięcia jednoniciowych fragm entów  DNA w widełkach repli­
kacyjnych powodują powstawanie zrelaksow anych cząsteczek kołowych 
DNA (16S), liniowych dwuniciowych cząsteczek o różnej długości (4-19S)
i fragm entów  Okazaki w form ie dwuniciowych cząsteczek DNA o stałej 
sedym entacji 4-6S (Ryc. 2).

Uw agi końcowe

Badanie s tru k tu ry  chrom atyny za pomocą enzymów nukleolitycznych 
o różnej specyficzności pozwoliło skonstruować przejrzysty  model bu­
dowy m ateriału  genetycznego organizmów eukariotycznych. Zastosowa­
nie nukleaz o niskim stopniu specyficzności wobec s tru k tu ry  substratu, 
takich jak nukleaza z Micrococcus i DNAaza I, przyczyniło się między 
innym i do opracowania modelu pódjednostkowej s tru k tu ry  chrom atyny 
spoczynkowej, a także do uzyskania wielu danych na tem at struk tu ry  
chrom atyny aktyw nej transkrypcyjn ie. Użycie natom iast enzymów spe­
cyficznych wobec jednoniciowych kwasów nukleinowych — np. nukleazy
SI i nukleazy z Neurospora crassa — pozwoliło badać s truk tu rę  chro­
m atyny w czasie replikacji. Te ostatnie enzym y zastosowano również do 
badania ponadnukleosomowej s tru k tu ry  chrom atyny, a także do usta­
lenia rozmieszczenia rdzeni białkowych nukleosomów w stosunku do 
nici DNA.

Od niedaw na również enzym y restrykcyjne znalazły zastosowanie do
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badania s tru k tu ry  chrom atyny. W ykazano między innym i, że res try k - 
taza Hae III i jej izoschizomer BsuRI preferencyjnie a taku ją  łącznikowe 
fragm enty DNA pomiędzy rdzeniam i nukleosomów (82). Enzym y re ­
strykcyjne zastosowano również do badania s tru k tu ry  wyższego rzędu 
w chrom atynie spoczynkowej (83), a także do badania s tru k tu ry  chro­
m atyny aktyw nej transkrypcyjn ie  (62). Badano również wrażliwość re ­
jonu zawierającego miejsce sta rtu  replikacji (origin) m inichromosomów 
SV 40 na atak enzymów restrykcyjnych  (84).

Szeroko prowadzone badania nad enzymami nukleolitycznym i żywej 
komórki stw arzają potencjalnie możliwość odkrycia nowych enzymów, 
które byłyby odpowiednimi instrum entam i w dalszych badaniach nad 
struk tu rą  i funkcjonow aniem  chrom atyny. Interesujące byłoby również 
badanie zależności s tru k tu ry  aktyw nej chrom atyny od endogennych, 
jądrow ych enzymów nukleolitycznych (85).
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S P R A W O Z D A N IE

„EMBO — FEBS tRNA workshop” Strasbourg, 16—21 lipiec 1980

W term in ie  16— 21 lip ca  1980 r., odb y ła  s ię  w  S tra sb o u rg u  (F rancja) m ięd zy ­
n a ro d o w a  k o n feren c ja  robocza nt. tr a n sfe ro w y ch  k w a só w  ry b o n u k le in o w y ch  pod  
n a zw ą  „E M B O -F E B S tR N A  w o r k sh o p ”. O rgan iza torem  k o n feren c ji by ł p rofesor  
J ea n  P . E bel, d y rek tor  In stitu t de B io lo g ie  M o lecu la ire  et C e llu la ire  w  S trasb ourgu , 
n a to m ia st  f in a n so w a ły  ją, jak  to zresz tą  w y n ik a  z n a zw y , m ięd zy n a ro d o w e to w a ­
r z y s tw a  b ioch em iczn e: EM BO  i F E B S. W  k o n fer e n c ji u czestn iczy ło  około  200 n a u ­
k o w có w  z E uropy, A zji oraz A m ery k i P łn . i P łd ., w  tej lic z b ie  b y ło  6 P o la k ó w .

O brady b y ły  p row ad zon e w  fo rm ie  w y k ła d ó w , se sji p la k a to w y ch  oraz d y sk u sji  
p len a rn y ch , o k reśla n y ch  p o p u la rn y m  term in em  „ d y sk u sji o k rąg łego  s to łu ”. W szy st­
k ie  fo rm y  c ie sz y ły  się  o grom n ym  z a in tereso w a n iem , prow ad zon o  bardzo o ży w io n e  
d y sk u sje  co sp o w o d o w a n e  b y ło  m ięd zy  in n y m i h o m o g en n o śc ią  tem a ty czn ą  k o n fe ­
ren cji, jak  ró w n ież  ob ecn o śc ią  w ie lu  p ro m in en tó w  n a u k i św ia to w ej w  tej d y scy p li­
n ie  w ie d z y . Z a sa d n iczy m  tem a tem , m o ty w em  p rzew o d n im  k o n feren c ji, b y ła  czą ­
steczk a  tR N A  rozp a try w a n a  w  różn ych  a sp ek ta ch . J ed n a k że  z m ery to ry czn eg o  
p u n k tu  w id z e n ia  m o ż liw e  je st  w y d z ie le n ie  k ilk u  te m a tó w  w io d ą c y c h  om a w ia n ej  
k o n feren c ji:

—  o d d z ia ły w a n ia  (in terak cje) c zą steczek  u czestn iczą cy ch  w  p ro cesie  b io sy n tezy  
b ia łk a  (k w a sy  n u k le in o w e , sy n te ta z y  A A -tR N A , czy n n ik i e lo n g a cy jn e  i ry b o ­
som y),

—  stru k tu ra  m a k ro czą steczek  u czestn iczą cy ch  w  b io sy n tez ie  b ia łk a , g łó w n ie  tR N A  
(a n a lizo w a n o  za rów n o  p o szczeg ó ln e  m o lek u ły  ja k o  sa m o d zie ln e  in d y w id u a  ch e ­
m iczn e , jak  ró w n ież  w  a sp ek c ie  d y n a m iczn y m , w  tra k c ie  p ro cesó w  b io lo ­
g iczn ych ),

—  b io sy n teza  b ia łk a  w  o r g a n e lla ch  k om ó rk o w y ch , a w  szczeg ó ln o śc i w  m ito -  
ch on d riach ,

—  stru k tu ra , org a n iza cja  i ek sp resja  g en ó w  czą steczek  u czestn iczą cy ch  w  p ro cesie  
sy n tez y  b ia łk a  (g łó w n ie  tR N A ).

S zero k i i różn orod ny  w a c h la r z  p ro b lem ó w  p rz ed sta w ia n y c h  przez u czestn ik ó w  
k o n fer e n c ji u m o ż liw ia ł w sk a z a n ie  zagad n ień , k tóre  w  n a jb liż szej p rzy sz ło śc i będą  
p ro b lem a m i w io d ą cy m i w  p ro b lem a ty ce  tR N A . N ie w ą tp liw ie , b y ł to  pogląd  w y r a ­
ż a n y  przez  w ięk szo ść  u c z estn ik ó w  k o n feren c ji, n a jb a rd zie j in te re su ją cy m  za g a d n ie ­
n ie m  je st  k w e s tia  m ech a n izm u  b io sy n tez y  b ia łk a  w  o rg a n e lla ch  kom órk ow ych .

S z c ze g ó ln ie  in te n sy w n ie , w  ró żn y ch  a sp ek ta ch  b ad a n y m  p ro b lem em  je st  s tru k tu ­
ra i fu n k c ja  m ito ch o n d r ia ln y ch  tR N A . P ro b lem a ty k a  m ito ch o n d r ia ln y ch  tR N A  
(o k r e ś la n y c h  jak o  m t-tR N A ) za czy n a  się  od p y ta n ia  czy  w sz y s tk ie  tR N A  w y s tę p u ­
ją ce  w  m ito ch o n d r ia ch  są tra n sk ry b o w a n e  z m t-D N A . I stąd  n a stęp n e  p y ta n ie , 
c z y  is tn ie je  tran sp ort tR N A  z c y to p la zm y  do m ito ch o n d r ió w . K o le jn y m  za g a d n ie ­
n ie m  bardzo k o n tro w ersy jn y m  je s t  stru k tu ra  m ito ch o n d r ia ln y ch  tR N A . W la b o ­
ra to r iu m  G. D irh e im era  ok reślo n o  se k w en cję  8 d ro żd żo w y ch  m t-tR N A . S tw ierd zon o , 
iż  w sz y s tk ie  one m ają  k la sy czn ą  b u d o w ę liśc ia  k o n iczy n y  i zasa d n icze  e le m en ty  
str u k tu r y  p ierw szo rzęd o w ej z b liżo n e  do tR N A  c y to p la zm a ty czn y ch .

J ed n o cześn ie  B. A. Roe p rzed sta w ił w y n ik i su g eru ją ce , iż w ięk szo ść  m itoch on -
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dria ln ych  tR N A  m a bardzo m ałą , w  sta n ie  zan iku  p ętlę  D H U . T enże sam  autor w y ­
k ry ł jed y n ie  24-26 różn ych  tR N A , jako  ca łk o w itą  liczbę  tR N A  w y stęp u ją c y ch  w  m i-  
tochond riach , k o d ow an ych  przez m itoch on d ria ln y  D N A ; je s t  to bardzo m ało , w  p o ­
ró w n a n iu  np. z cytop lazm ą. B adan ia  p row ad zon e nad rozp ozn aw an iem  kodu g e n e ty c z ­
nego przez m t-tR N A  p ozw a la ją  sądzić, iż dla tych  tR N A  w y sta rcza ją  jed y n ie  d w ie  
p ierw sze  litery  kodu. O b serw acja  ta m oże być  nader isto tn a . M ożna d o m n iem y w a ć , 
że w  m itoch ondriach  „czy ta n e” są  d w ie  litery  kodu, u p ro k a r io tó w - trzy  (zgodnie  
z k la sy czn y m  schem atem ), n a to m ia st u eu k a r io tó w  isto tn e  zn aczen ie  m a ró w n ież  
k o le jn a  zasada, a w ię c  n ie ja k o  czw arta  litera  k od u  g en etyczn ego .

P o d o b n ie  za p rezen to w a n a  zo sta ła  przez M. S u d a ra lin g a m a  propozycja  k la s y f i­
k a cji s tru k tu ra ln ej tR N A , b ędąca  jed n o cześn ie  k ry ter iu m  rozw oju  e w o lu c y jn e g o  
b io czą steczek , a m ia n o w ic ie :

tR N A :

cy to p la zm a ty czn y  p ro k a r io ty czn y  m ito ch o n d r ia ln y

Jak  -p rzed staw ion o  na ryc. 1 p o d staw ą  k la sy fik a c ji je s t  d łu gość p ę tli D H U  
i p ę tli d o d a tk o w ej.

N a jw ię k szą  d y n a m ik ą  w  tem a ty c e  bad ań nad  tR N A  ch a ra k tery zu ją  s ię  w  c h w ili  
obecn ej prace zw ią za n e  z tech n ik ą  k lo n o w a n ia  gen ó w , m a p o w a n ia  operonu  oraz  
lo k a liza c ji p o szczeg ó ln y ch  g en ó w  na 'operonie. M iarą postęp u  w  tej d z ied z in ie  
m oże być p rz ed sta w ien ie  przez H. O zeki p e łn ej m apy g en e ty czn e j lo k a liza c ji g e ­
n ó w  tR N A  d la  b a k ter ii E. coli .  P rzed sta w io n a  m apa za w ier a ła  ponad 50 g en ó w  
co o d p o w ia d a ło  około  35 różn ym  sp ecy ficzn y m  tR N A . J ed n a k że  m ożna i w  ty m  
w y p a d k u  stw ierd zić , że  ta  n o w a  m etod a  w  is to tn y  sp osób  p o w ięk sza  zasób  p ytań , 
na k tóre w  ch w ili ob ecn ej brak o d p ow ied zi. W ram ach  d y sk u sji „okrągłego  s to łu ”
D. S o li p rzed sta w ił k ilk a  o tw a rty ch , zu p e łn ie  w  c h w ili obecn ej n ie w y ja śn io n y ch  
k w e s tii  w ią żą cy ch  się  z p ro b lem a ty k ą  tR N A :
—  d la czeg o  w y stęp u ją  g en y  w ie lo k ro tn e  (ang. m ú l t ip l e  genes)?;
—  k tó ry  gen , z k ilk u  w y k ry ty c h  na operon ie, je st tra n sk ry b o w a n y  in  v ivo':,  a m oże  

w szy s tk ie , a le  z różną k in ety k ą ? , je że li tak , to ja k ie  je st  f iz jo lo g iczn e  zn a czen ie  
teg o  fak tu ;

—  czy  is tn ie je  w  c h w ili obecn ej ja k iś  e w id e n tn y  dow ód  na fu n k cje  r eg u la to ro w e  
p rocesu  tra n sk ry p cji, co je st  tak  często  su g ero w a n e  przez w ie lu  autorów ?;

—  d la czeg o  tR N A  o różn ej sp ecy ficzn o śc i są na operon ie  z lo k a lizo w a n e  obok sieb ie? ,  
a izo a k cep to ry  w  du żej o d leg ło ści? , jak  je st fu n k cja  stru k tu ry  operonu?

P ra ce  nad stru k tu rą  i k on fo rm a cją  m ak ro m o lek u ł o d d z ia ły w u ją cy ch  ze sob ą  
w  p ro cesie  b io sy n tezy  p rzeb ieg a ją  n ie ja k o  dw om a toram i. P ie rw sz y  k ieru n ek  
zm ierza  do u śc iś le n ia  i z w ięk sz en ia  p recy zji d an ych  o trzy m y w a n y ch  m etod am i k la ­
sy czn y m i, g łó w n ie  tech n ik ą  ren tg en o g ra fii, poprzez z w ięk sz a n ie  ro zd zielczości i u d o -
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k ła d n ia n ie  dan ych . W p ro b lem a ty ce  te j, w  a n a liz ie  ren tg en o g ra ficzn e j tR N A , n ie ­
w ą tp liw ie  ośro d k iem  w io d ą c y m  je st p ra co w n ia  A. R icha . N a k o n feren c ji p rzed sta ­
w io n o  b ad a n ia  p o ró w n a w cze  k ry sz ta łó w  tR N A 1'116 oraz in ic ja to ro w eg o  tR N A Mct. 
S tw ie r d z o n o  is to tn e  ró żn ice  p o m ięd zy  stru k tu rą  k ry sta liczn ą  in icja to ro w eg o  
tR N A Met z E. coli  w  p oró w n a n iu  z e lo n g a cy jn y m  tR N A Phc w  ra m ien iu  a k cep toro­
w y m , w  ra m ien iu  D, jak  ró w n ież  w  p ętli an tyk odon u .

D ru ga  grupa bad aczy  szuk a  m etod  a n a lizy  k o n fo rm a cy jn ej czą steczek  w  tra k c ie  
p rzem ia n  fu n k cjo n a ln y ch . Ja k o  p rzy k ła d  m ożna podać w  ty m  m iejscu  prace  
M. S p r in tz la  z za sto so w a n iem  n ie -iz o m er y z u ją c y ch  analogów^ tR N A ; stw ierd z ił on, 
że  fa k to r  T u n ie  rozp ozn aje  czy  grupa a m in o k w a so w a  zn a jd u je  s^ę w  m iejscu  
2' czy  też  3', n a to m ia st czy n n ik  EFG rozróżn ia  k o n fo rm a cję  c is -d io l czą steczk i  
A A -tR N A . R ó w n ież  m eto d y  sp ek tro sk o p o w e, a czk o lw ie k  już od d łu ższego  czasu  
sto so w a n e  d la  b ad ań  stru k tu ra ln y ch  czą steczk i tR N A , u m o ż liw ia ją  o sta tn io  w  m iarę  
p r e cy z y jn e  o k reślen ie  zm ian  za ch o d zą cy ch  np. w  ra m ien iu  a n ty k o d o n o w y m  i w  ra ­
m ien iu  D (prace R. R ig iera  i L. N ilso n a ). S tw ierd zo n o  m ia n o w ic ie , w y s tęp o w a n ie  
trzech  sta n ó w  k o n fo rm a cy jn y ch , k tó ry ch  is tn ie n ie  je st  za leżn e  od stężen ia  jonów  
m a gn ezu , sp erm in y  oraz od tem p era tu ry .

P rz ed sta w io n y  b y ł ró w n ież  m od el czą steczk i czy n n ik a  e lo n g a cy jn eg o  'EF Tu  
z E. coli  (B. F. C. C lark) o p ra co w a n y  na p o d sta w ie  bad ań k ry sta lo g ra ficzn y ch . 
O b ecn ie  znana je st ró w n ież  se k w en cja  ła ń cu ch a  a m in o k w a so w eg o  fa k toru  EFTu, 
ta k  w ię c  je st  to n ie zw y k le  k o rzy stn y  uk ład  m o d e lo w y  d la  bad an ia  procesu  in ­
te ra k c ji z czą steczk ą  tR N A Phe, d la  k tórej od d aw n a  d y sp o n u jem y  już a n a lo g icz ­
n y m i d a n y m i. P o m im o  w ie lu  prób  e k sp er y m en ta ln y c h  autorom  n ie  ud ało  się  
je d n o zn a czn ie  o k reślić  w  ja k i sp osób  te  d w ie  m o lek u ły  o d d zia ły w u ją  ze sobą. P rzed ­
sta w io n o  je d y n ie  m o ż liw e  w z a jem n e  u ło żen ie  obu czą steczek  w zg lęd em  sieb ie  
w  p rzestrzen i. B yć  m oże c zy n n ik iem  lim itu ją c y m  je st fak t, iż d la  czy n n ik a  e lo n g a ­
c y jn e g o  d y sp o n u jem y  d a n y m i o d n o śn ie  fo rm y  E F T u -G D P  T u -G D P , a d la tRNA''he 
w  fo r m ie  d ea c y lo w a n e j, g d y  ty m cza sem  zn v i v o  in tera k cja  d o ty czy  k om p leksu: 
A A -tR N A -E F  T u -G T P . N a to m ia st m eto d a m i zn a k o w a n ia  p o w in o w a c tw a  ud ało  
się  już o k reślić  p ra w d op od ob n e m ie jsca  o d d zia ły w a ń  p om ięd zy  ła ń cu ch em  b ia łk o ­
w y m  a p o lin u k leo ty d o w y m  (J. Jonak ).

P ro b lem a ty k a  w z a jem n y ch  in tera k cji, m od elu  u ło żen ia  przestrzenn.ego, jak  
r ó w n ie ż  k o m p lek só w  p r z e jśc io w y c h  w  tra k c ie  e lo n g a cji ła ń cu ch a  p o lip ep ty d o w eg o  
b y ła  tem a tem  w ie lu  w y stą p ień  (H. G. G assen , M. S p rin tz l, J. O fen gand , K. N ie r -  
hau s). P o d sta w o w e  za g a d n ien ia  to  k w e s tia  b łędu  w  o d cz y ty w a n iu  kodu g e n e ty cz ­
nego , w z a jem n eg o  u ło żen ia  c zą steczek  na ry b osom ie , b ia łek  ry b o so m a ln y ch  tw o ­
rzą cy ch  p o szczeg ó ln e  cen tra  a k ty w n e , jak  ró w n ież  se k w en cji w y d a rzeń  i p rocesów  
za ch o d zą cy ch  na ryb osom ie . A c zk o lw iek  p rezen to w a n o  różne k on cep cje  m ech a n iz ­
m ó w  p o szczeg ó ln y ch  e ta p ó w  b io sy n tez y  z ca łą  p ew n o śc ią  n ie  zo sta ło  jeszcze  w  tej 
k w e s t ii  w y p o w ied z ia n e  o sta tn ie  słow o .

K o n feren c ja  w  S tra sb o rg u  b y ła  n a d er  cen n a  d la  te j grupy osób, d la  których  
czą steczk a  tR N A  zn a jd u je  s ię  w  cen tru m  za in tereso w a n ia  b ad aw czego , n ieza leżn ie  
od sto so w a n y c h  m etod  i tech n ik . B y ł to a u te n ty c zn y  przeg ląd  w sze lk ich  now ości  
z w ią za n y ch  z tą m a k ro cząsteczk ą . J ed n o cześn ie  tego  typ u  k o n feren c ja  m o n o te ­
m a ty czn a , w  k tórej u czestn iczy  r e la ty w n ie  n ie w ie lu  n a u k o w có w  je st  z p ew n o śc ią  
n a jb a rd zie j e fe k ty w n y m  foru m  dla  w y m ia n y  p o g lą d ó w  i d y sk u sji. J e st  w  ty m  ró w ­
n ież  ogrom na za słu g a  org a n iza to ró w , k tórzy  za p e w n ili d o sk on a łą  o rgan izację  i a t­
m o sferę  obrad.

T. T w a r d o w s k i
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KOMUNIKAT

Kom itet Cytobiologii Polskiej Akademii N auk oraz U niw er­
sy tet Jagielloński organizują we wrześniu (22—23.IX) 1983 roku 
w Krakowie dwudniową Pierw szą Ogólnopolską Konferencję 
Biologii Komórki. Przew idziane są obrady w następujących 
sekcjach:

1. Sekcja S tru k tu ry  i Funkcji Błon Biologicznych
2. Sekcja Enzymologii S tru k tu r Komórkowych
3. Sekcja M echanizmów Ruchu Komórek
4. Sekcja Regulacji W zrostu i Podziału Komórek.
W sekcjach przew iduje się jeden refera t plenarny, doniesie­

nia plakatowe i dyskusję okrągłego stołu.
Osoby zainteresowane proszonfe są o zgłoszenie swojego 

udziału w obradach wyżej wymienionych sekcji na adres:
Prof. dr W incenty K ilarski, U niw ersytet Jagielloński, 

Insty tu t Zoologii. 30-060 Kraków, ul. M. K arasia 6 
w term inie do 31 grudnia 1982 roku.

I
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R E C E N Z JE

S. Pfeifer, H. H. Borchert

Pharm akokinetik  und Biotransform ation; eine Einführung VEB V erlag Volk und G esundheit 
Berlin 1980, str. 156, cena M 20, 70 ,

O b serw o w a n y  w  N R D  szy b k i rozw ój fa rm a k o lo g ii k lin iczn ej w y m a g a  k sz ta łc e ­
nia k a d ry  fa rm a ceu tó w  i lek a rzy  m . in n y m i w  za k resie  fa rm o k o k in e ty k i oraz b io- 
tra n sfo rm a cji lek ó w . R ecen zo w a n a  praca S. P fe if  era i H . H . B orch erta  pt.: „P har­
m a k o k in etik  und B io tra n sfo rm a tio n  e in e  E in fü h ru n g ” w y ch o d zi n a p rzec iw  tem u  
za d an iu . A u torzy  k sią żk i p rzek a za li czy te ln ik o m  na 142 stron ach  druku p o d sta ­
w o w e  w ia d o m o ści z za k resu  fa rm a k o k in e ty k i i ró w n ie  p o d sta w o w e  w ia d o m o ści  
z za k resu  ch em ii, b io ch em ii i b io lo g ii p ro cesó w  b io tra n sfo rm a cji lek ó w . C zęść pracy  
za ty tu ło w a n a  „ F a rm a k o k in e ty k a ” s ta n o w i z e s ta w ie n ie  p o d sta w o w y ch  w ia d o m o ści  
d o ty czą cy ch  b u d o w y  b łon  k o m ó rk o w y ch , m ech a n izm ó w  tran sp ortu , p ro b lem ó w  
z w ią za n y ch  z w ch ła n ia n iem  lek u  z p rzew o d u  p ok arm ow ego , tk a n k i m ięśn io w ej,  
sk óry , o trzew n ej, o m ó w ien ie  w y d a la n ia  lek u  na drodze n erk o w ej i pozan erk ow ej  
oraz fa r m a k o k in e ty czn ą  a n a lizę  s tę że ń  lek u  o b serw o w a n y ch  w  k rw i po jed n o ra zo ­
w y m  p od an iu  d o ży ln y m  i p o za n a czy n io w y m  ja k  ró w n ież  po jeg o  pod an iu  w ie lo ­
k ro tn y m . W szy stk ie  zeb ran e  w  tej c zęśc i in fo rm a cje  oparte  są  na k la sy czn y ch  m o­
d e la ch  jed n o  i d w u k o m p a rtm en to w y ch . O n ie zw y k le  w ażnej w ie lk o śc i ja k ą  je st  
k lire n s  w sp o m n ia n o  je d y n ie  przy ok azji om a w ia n ia  w y d a la n ia  n erk o w eg o  n ie  
n a w ią zu ją c  ju ż  do n ieg o  przy o m a w ia n iu  w y d a la n ia  p ozan erk o w eg o  (w ątrob ow ego  
itp .). T ą część  k s ią żk i zam yk a  k ró tk ie  o m ó w ien ie  m o ż liw o śc i w y k o rzy sta n ia  a n a lo ­
g o w y c h  m aszyn  m a tem a ty czn y ch  w  fa rm a k o k in e ty ce .

C zęść  druga, z a ty tu ło w a n a  „ B io tra n sfo rm a cja ” s ta n o w i w ła śc iw ie  w stęp  do 
3 -to m o w ej pracy  S. P fe ifer a  p t. „B io tra n sfo rm a tio n  v o n  A r zn e im itte ln ” w y d a n ej  
w  la ta ch  1975— 1979 przez to  sa m o  w y d a w n ic tw o  V olk  und G esu n d h eit w  NR D. 
Z a w iera  ona o m ó w ien ie  r ea k cji ch em iczn y ch  sk ła d a ją cy ch  s ię  na p rocesy  I-e j i  I i-e j  
fa z y  b io tra n sfo rm a cji lek ó w , o m ó w ie n ie  ro li n iek tó ry ch  czy n n ik ó w  ta k ich  ja k  p łeć, 
w ie k , c iąża , o d ży w ia n ie , rytm  d o b o w y  i sch o rzen ia  na p roces b io tra n sfo rm a cji, 
z a g a d n ien ie  h a m o w a n ia  oraz in d u k cji en zym atyczn ej oraz zn a czen ie  ty ch  pro b lem ó w  
w  tera p ii a ta k że  z ja w isk o  b io tra n sfo rm a cji w  p ro cesie  p ierw szeg o  przejśc ia  
(/¿rst p a ss  e ffec t) .

D la  c zy te ln ik a  p o lsk iego , m a ją ceg o  dostęp  n ie  ty lk o  do k ra jo w y ch  opracow ań  
p r o b le m a ty k i fa rm a k o k in e ty czn ej a le  i do ob szern y ch  i w y czerp u ją cy ch  m o n o ­
g ra fii G ib a ld ieg o  (G ib a ld i M., P err ier  D.: P h a rm a co k in etics  M. D eck er  1975) czy  
W agn era  (W agner J. G.: F u n d a m en ta is  o f C lin ica l P h a rm a co k in etics . D rug In te ll. 
P u b l. H a m ilto n  111. 1975) z d e cy d o w a n ie  w ię k sz ą  w a rto ść  p o siad a  druga część  
p ra cy  S. P fe ife r a  i H. H . B o rch erta  d o tycząca  b io tra n sfo rm a cji lek ó w  i za w iera ją ca  
w ia d o m o śc i m oże i p o d sta w o w e  a le  co je st w  ty m  p rzyp ad k u  isto tn e  — zeb ran e  
w  je d n y m  m iejscu .

W adą k sią żk i je st  n a to m ia st bardzo sk ąpe p iśm ie n n ic tw o  ogran iczon e do 64 p o ­
zy cji, z k tó ry ch  n iem a l p o ło w a  (31) s ta n o w i od n o śn ik i do prac m o n o g ra ficzn y ch , 
oraz n u m ero w a n ie  w zo ró w  le k ó w  i ich  m eta b o litó w  z a stęp u je  p o d a w a n ie  p e łn y ch  
n a zw . T o o sta tn ie  n ie  p rzy czy n ia  s ię  n a p ew n o  do ja śn ie jszeg o  p rzed sta w ien ia  treśc i
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ksią żk i.
K sią żk a  m oże być w y k o rzy sta n a  przez w szy stk ich , k tórzy  są z a in ter eso w a n i  

p ro cesa m i b io tra n sfo rm a cji.

A . D a n e k

Human nutrition; a comprehensive treatise

t. 3A — N utrition and the adult: m acronutrients str. 290, cena $ 25.—
t. 3B — N utrition and the adult: m icronutrients str. 424, cena $ 39,5
Red. R oslyn B. A lfin-S later and David K ritchevsky, Plenum  Press, New York, 1980.

A u to rzy  obszernej m o n o g ra fii w y d a n ej w  ser ii H u m a n  N u tr i t io n  ja k o  t. 3A  
i 3B p o d ejm u ją  a m b itn ą  próbę c a ło śc io w eg o  u jęc ia  różn ych  a sp ek tó w  ż y w ien ia  
lud zi d o rosłych . Jak  p o d k reśla ją  w e  w stęp ie , c e lem  tego ty p u  m o n o g ra fii je s t  p rze­
g ląd  i k ry ty czn a  ocen a  już p o sia d a n y ch  d a n y ch  oraz zw ró cen ie  u w a g i na  d z ia ły  
n ie d o sta te c zn ie  jeszcze  op racow ane, z n a d zie ją , że luk a  ta z o sta n ie  szyb k o  z a p e ł­
n iona.

M on o g ra fię  rozp oczyna rozd zia ł o zap otrzeb o w a n iu  p o k a rm o w y m  c z ło w iek a  na  
p o d sta w o w e  sk ła d n ik i od ży w cze  oraz na w ita m in y  i sk ła d n ik i m in era ln e . P o d an e  
są ró w n ież  tech n ik i s to so w a n e  do o cen y  stan u  o d ży w ien ia . Z a p o trzeb o w a n ie  k a lo ­
ryczn e  cz ło w iek a  je st tem a tem  d a lszy ch  dw óch  rozd zia łów , w  k tó ry ch  d y sk u to ­
w an a  je s t  ta k że  m ięd zy  in n y m i w a rto ść  k a loryczn a  pok arm ów , m eto d y  je j ozn a ­
czan ia , o so b n icze  zap o trzeb o w a n ie  na en erg ię  w  za leżn o śc i od p łc i, w ie k u  oraz  
rodzaju  w y k o n y w a n ej pracy, p om iary  w y m ia n y  e n erg ii i p rzem ia n y  p o d sta w o w ej. 
W trzech  rozd zia łach  o m a w ia n e  są n a stęp n ie  p rzem ia n y  zw ią zk ó w  d o sta rcza ją ­
cy ch  en e rg ii —  w ęg lo w o d a n ó w  i tłu szczó w . Z w rócona je st w  n ich  u w a g a  n ie  ty lk o  
na p o b iera n ie , tr a w ien ie  i p rzem ia n y  ty ch  zw ią zk ó w  w  różn y ch  organ ach , lecz  
także na  czy n n ik i w a ru n k u ją ce  o d p ow ied ź  osob niczą  na p o d a n ie  w ę g lo w o d a n ó w  
i tłu szczó w .

O sob n e rozd zia ły  m o n o g ra fii p o św ięco n e  są o m ó w ien iu  p rzem ia n  z w ią zk ó w
0 „ sp ec ja ln y ch  fu n k c ja ch ” tzn. b ia łek  i a m in o k w a só w , n iezb ęd n y ch  k w a só w  t łu sz ­
czo w y ch  (EFA ), ch o les tero lu  i b łon n ik a . P o d ob n ie  jak  w  p rzyp ad k u  w ę g lo w o d a n ó w
1 tłu szczó w , zw rócono  u w a g ę  na  u d zia ł ty c h  zw ią zk ó w  w  e t io lo g ii szereg u  chorób.

D ru ga  część  m o n ografii p o św ięco n a  je st  o m ó w ien iu  ta k ich  sk ła d n ik ó w  p o ży ­
w ie n ia  jak  w ita m in y  i p ie rw ia s tk i śla d o w e. R ozdzia ł p ie rw sz y  tego  tom u tra k tu je
o ty ch  w ita m in a ch , k tóre  są p rek u rsoram i w ie lu  k o en zy m ó w , a m ia n o w ic ie  o b io -  
ty n ie , k w a s ie  n ik o ty n o w y m , k w a sie  p a n to ten o w y m , w ita m in ie  B g i B 2 k w a sie  
fo lio w y m , w ita m in ie  B ł2 itd . W przyp ad k u  każdej w ita m in y  p rzed sta w io n o  krótko  
h isto r ię  je j w y k ry c ia , a n a stęp n ie  om ó w io n o  w sp ó łczesn e  p o g lą d y  na m ech a n izm  
d zia ła n ia . O sobne rozd zia ły  d otyczą  w ita m in y  C, A , E i K. W  ro zd zia ła ch  tych  
obok h isto r ii w y k ry c ia  i op isu  m ech an izm u  d z ia ła n ia  i m eta b o lizm u  p o szcze­
g ó ln y ch  w ita m in  pod ano szereg  w ia d o m o ści fa rm a k o lo g iczn y ch  oraz w sk a za n o  na  
u d zia ł ty c h  w ita m in  w  e tio lo g ii lic z n y c h  chorób. Z w rócono ró w n ież  u w a g ę  na  
m o ż liw o ść  w y s tą p ien ia  przy  p rzed a w k o w a n iu  w ita m in , zw ła szcza  w ita m in y  D i A, 
n ie k o r zy stn y c h  o b ja w ó w  ub oczn ych  a n a w et sym p tom ów  to k sy czn y ch . Ż elazo  i h e m o ­
g lo b in a  oraz p ie rw ia stk i ś la d o w e  sta n o w ią  treść  n a stęp n y ch  d w óch  ro zd zia łó w . 
R ó w n ież  w y czerp u ją co  p otra k to w a n o  w  sp ec ja ln y ch  ro zd zia ła ch  za g a d n ien ia  w sp ó ł­
za leżn o śc i d z ia ła n ia  lek ó w  i stan u  o d ż y w ien ia  czło w iek a , za p o trzeb o w a n ia  p ok a r­
m o w eg o  w  przypadk u  sto so w a n ia  środ k ów  a n ty k o n cep cy jn y ch  oraz za g a d n ien ie  
o d ży w ia n ia  lu d zi starych .
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M on ografia  w y d a n a  je st  bardzo staran n ie , k ażdy  rozd zia ł ko ń czy  przeg ląd  
p o d sta w o w eg o  p iśm ie n n ic tw a  a k ażd y  tom  za m yk a  w y czerp u ją cy  in d ek s rzeczow y. 
R ecen zo w a n a  m o n ografia  je s t  bardzo cen n a  dla b io logów , b io ch em ik ó w , fa rm a k o ­
lo g ó w  i ż y w ie n io w c ó w  z a in ter eso w a n y c h  różn orak im i asp ek ta m i ż y w ie n ia  cz ło ­
w iek a .

B. G r z e l a k o w s k a - S z t a b  er  t

Robert B. McComb, George N. Bowers Jr., and Solomon Posen Alkaline Phosphatase

Plenum  Press, 1979, N ew  York and London, str. XVI+986, cena US $ 90,00; ISB N  0-306-40214-9

O zn aczen ia  a k ty w n o śc i a lk a lic z n e j fo sfa ta z y  sta n o w ią  ob ecn ie , ja k  się  w y d a je ,  
n a jczęśc iej w y k o n y w a n e  te s ty  e n zy m a ty czn e  d z ięk i p ro stoc ie  tech n iczn e j i w y ­
sok iej czu ło śc i m etod  a n a lity cz n y c h . W c iągu  o sta tn ich  sześc iu  la t coroczn ie  u k a ­
zu je  się  p on ad  ty s ią c  prac o ry g in a ln y ch , z a w iera ją cy ch  w  ty tu le  term in  „ a lk a­
liczn a  fo s fa ta z a ” (EC 3.1.3.1). J e ś li w ię c  m ierzy ć  w a g ę  za g a d n ien ia  prod u k cją  p u b li­
k acyjn ą , to  fo s fa ta z a  a lk a liczn a  bez w ą tp ie n ia  n a le ży  do n ajb a rd zie j p o p u la rn e­
go —  co n ie  ozn acza  n a jw a żn ie jsz eg o  —  tem a tu  w  b io ch em ii dn i d z is ie jszy ch .

M im o p on ad  70-ciu  la t in te n sy w n y c h  bad ań  a lk a liczn a  fo sfa ta z a  —  ten  bodaj 
n ajb ard ziej w szech o b ecn y  en z y m  —  p o zo sta je  n ad a l ta jem n icza  i en ig m a ty czn a . 
P a trząc  z p e r sp e k ty w y  czasu  m ożna z ca łą  o d p o w ied zia ln o śc ią  za s ło w o  stw ierd zić , 
że postęp  w ie d z y  w  w ie lu  o b szarach  bad ań  nad a lk a liczn ą  fo sfa ta zą , je j struk turą  
i fu n k cja m i in  v iv o ,  b y ł h a m o w a n y  przez szy b k ie  i b ezk ry ty czn e  g ro m ad zen ie  
fa k tó w , w  is to c ie  p rzy p a d k o w y ch . W  s ło w ie  w stęp n y m  do o m a w ia n ej m on ografii 
prof. D. W. M oss p isze: „U czy  się  n a u k o w có w  w  ok resie  ich  w c ze sn ej k ariery  
(zaw odow ej), że  —  by  użyć  s łó w  sir Joh n a  H ersch e la  —  „p ośp ieszn e  u o g ó ln ien ie  
sta n o w i n ie sz cz ęśc ie  n a u k i.” N ie m n ie j, w e  w szy s tk ich  ob szarach  d z ia ła ln o śc i n a u k o ­
w e j p rzych od zi pora, gd y  u o g ó ln ie n ie  sta je  s ię  w ręcz  n ieo d zo w n e , a to w  celu  
w y se le k c jo n o w a n ia  isto tn y ch  fa k tó w  z m a sy  d a n y ch  już n a g rom ad zon ych  oraz  
w  celu  stw o rzen ia  p o d sta w  w y jś c io w y c h  do n o w y ch  odkryć i n o w y ch  k ieru n k ó w  
b a d a ń ” (s. IX ). To w ła śn ie  b y ło  ce lem  o m a w ia n ej m onografii: k ry ty czn ie  p rze­
an a lizo w a ć  lite ra tu rę  p rzed m io tu  od 1907 roku (liczą cej ponad 10 000 w a ż n ie jszy c h  
pozycji), o k reślić  zn a czen ie  od k ryć  d o k on an ych  w  la ta ch  p rzesz ły ch , aby  tym  
sam ym  up orząd k ow ać gru n t i p rzy g o to w a ć  przed po le  pod b ad a n ia  p rzysz łe . Z a­
dan ie, zd a w a ło b y  się , n ie w y k o n a ln e ; a jed n ak  w yk o n a n e!

P ro b lem  p o tra k to w a n o  ca ło śc io w o  acz sy n te ty czn ie , p o czyn ając  od sk rótow ego  
za rysu  h isto ry czn eg o  k o le i lo só w  b ad ań  nad fo sfa ta zą , z n a stęp n y m  o m ó w ien iem  
w y stęp o w a n ia  tego  en zy m u  w e  w sz y s tk ic h  gru p ach  sy stem a ty czn y ch  św ia ta  o ży ­
w io n eg o . W  rozd zia le  4. o m ó w io n o  m eto d y  oczy szczá n ia  en zy m u  z różn ego  m a te ­
r ia łu  b io lo g iczn eg o , a w  n a s tęp n y c h  stru k tu rę  en zym u , m ech a n izm y  rea k cji oraz  
m eto d y  o zn a cza n ia  a k ty w n o śc i, łą czn ie  z tech n ik a m i a n a lizy  izo en zy m ó w  a lk a ­
liczn ej fo sfa ta z y . T e rozd zia ły  m a ją  ogrom ne zn a czen ie  poznaw cze, i w  p o łączen iu  
z ro zd zia łem  12. o f iz jo lo g icz n y c h  fu n k c ja ch  en zy m u  ■— są w y ją tk o w o  in teresu ją ce  
dla b io ch em ik ó w  i f iz jo lo g ó w . T rzy  ro zd zia ły  p o św ięco n o  za g a d n ien io m  w y k o rz y ­
s ty w a n ia  te s tu  a k ty w n o śc i a lk a lic z n e j fo s fa ta z y  w  b ad an iach  k lin icz n y c h  i w e te ­
ry n a ry jn y ch  (d iag n o sty k a ) oraz p r z em y sło w y c h  i ro ln iczych . S to so w a n y  ra cjo ­
n a ln ie , te st te n  odd aje  n ieo cen io n e  p rzy słu g i przy d iagn ozie  schorzeń , za n ieczy szczeń  
m ik ro b io lo g iczn y ch  w  p rzem y śle  sp o ży w czy m  i fa rm a ceu ty czn y m , przy  o cen ie  
stan u  g leb . K sią żk ę  koń czy  ro zd zia ł za w ier a ją cy  p rzep isy  sta n d a rd o w y ch  m etod

7* http://rcin.org.pl



360 R ECEN ZJE K SIĄ Ż E K [4]

a n a lizy  fo sfa ta z  a lk a liczn y ch . In d e k s rzeczo w y  liczą cy  70 stron  je st  w y ją tk o w o  
szczeg ó ło w y ; u m o ż liw ia  n a ty c h m ia sto w e  w y sz u k a n ie  p o trzeb n ych  in fo rm a cji.

M on ografii opartej o o m ó w ien ie  6131 prac o ry g in a ln y ch  (cy to w a n y ch  w  p e łn y m  
za p isie  b ib lio g ra ficzn y m  tj. z ty tu ła m i), za w iera ją ce j 163 rys. oraz 121 ta b e l n ie  
sp osób  om ó w ić  szczegó łow o . S tw ierd z ić  m ożna, że  au torzy  d o k o n a li ogrom nej pracy , 
p o n iew a ż  ud ało  im  się  w p ro w a d zić  ład  do zag a d n ien ia , k tórego  w  c h w ili obecn ej  
n ik t n ie  b y ł w  sta n ie  ogarnąć. W n iosk i au to ró w  są u d o k u m en to w a n e , a w y su w a n e  
p rzep u szczen ia  n ie w ą tp liw ie  n a k ieru ją  p rzy sz łe  b ad an ia  w  tej d z ied zin ie  na  sp ra ­
w y  n a jis to tn ie jsze .

O trzy m a liśm y  m on o g ra fię  w y ją tk o w o  rze te ln ą . S ta n o w ić  ona b ęd z ie  p o d sta ­
w o w e  źród ło  w ie d z y  o a lk a liczn e j fo sfa ta z ie . K sią żk a  w a r ta  je st  p o le ce n ia  k a ż ­
dem u, k to  za jm u je  się  en zym am i.

S. J. K nypl

Pathobiochemie und Laboratoriumsdiagnostik in der Perinatalperiode

Red. J. Gross, D. Scheuch
VEB Verlag Volk und G esundheit, B erlin 1980, stron 484, cena 42 M

R ecen zo w a n e  2 to m o w e o p ra co w a n ie  sta n o w i 36 tom  sery jn eg o  w y d a w n ic tw a  
„ P o stęp y  M ed y cy n y  D o św ia d c za ln e j” (E rg eb n isse  der e x p e r im e n te lle n  M ed izin) i z a ­
w ie ra  46 prac n a u k o w y ch  p rzed sta w io n y ch  w  w ię k sz o śc i na  12 K o n g resie  T o w a ­
r zy stw a  C h em ii K lin iczn ej i D ia g n o sty k i L ab o ra to ry jn ej N R D  (k w ie c ie ń  1978 —  
K arl M arx  Stadt).

Z naczna w ię k sz o ść  prac (42) zarów n o  k lin icz n y c h  jak  i e k sp er y m en ta ln y c h  
o p ra cow an a  zo sta ła  przez a u to ró w  N R D  (w  ty m  jed n a  w  w sp ó łp ra cy  z W ęgram i). 
4 op ra co w a n ia  pochod zą  z A n g lii, C zech o sło w a cji, P o lsk i i  B u łg a r ii.

C a łość  o p racow an ia  p o d zie lo n a  je s t  na  rozd zia ły : 1) G en ety k a  —  6 prac, 2) P a -  
to b io ch em ia  — 15 prac, 3) K lin iczn a  b io ch em ia  —  25 prac.

C ałość  o p racow an a  je st  bardzo sta ra n n ie  i ob ejm u je  bardzo szerok i za k res  
p r o b lem ó w  in teresu ją cy ch  p a to lo g ó w , p o ło żn ik ó w , p e d ia tró w  i b io ch em ik ó w  k l i ­
n iczn y ch .

S zczeg ó ln ie  c iek a w e  i p ra k ty czn e  w  zn a czen iu  lek a rsk im  są prace  rozd zia łu  
trzec ieg o  u jm u ją ce  p ro b lem y  d ia g n o sty k i p er in a ta ln ej i p o stn a ta ln e j u w zg lęd n ia ją ce  
b a d an ia  a n a lity czn e  i m o rfo lo g iczn e  zarów n o  p ły n ó w  p ło d o w y ch  tk a n ek  jak  i k rw i  
(su ro w icy ), e le m en tó w  m o rfo ty czn y ch  k rw i oraz m oczu .

S zereg  prac m a ch arak ter  o p racow ań  m on og ra ficzn y ch , a ob szern e  cy to w a n e  
p iśm ie n n ic tw o  czyn i z n ich  dob ry  p rzew o d n ik  po z a w iły c h  p ro b lem a ch  d ia g n o sty k i  
la b o ra to ry jn ej.

N a  u w a g ę  za słu g u je  bardzo staran n a  szata  g ra ficzn a  i u m ieszcza n ie  w  tek sta ch  
lic zn y ch  sch em a tó w  ró żn ico w eg o  p o stęp o w a n ia  d ia g n o sty czn eg o .

Z ak res o m a w ia n y ch  m etod  d ia g n o sty czn y ch  je st d a lek o  szerszy  n iż  is tn ie ją c e  
m o ż liw o śc i w ię k sz o śc i n a szy ch  la b o ratoriów , n a w e t sp ec ja lis ty czn y ch .

N a le ży  jed n a k  p rzyjąć, że za g a d n ien ia  te  p o w in n y  b y ć  znane, n a w e t ty lk o  
z teo re ty czn eg o  p u n k tu  w id zen ia , k lin icy sto m -p o ło żn ik o m  i stąd  p rzed sta w io n a  
do recen zji k s ią żk a  w in n a  być p o lecon a  szero k im  k ręgom  odb iorców .

\ J. Gregorczyk
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Subcellular Biochemistry, vol. 6 

Red. D. B. Roodyn
Plenum  Press, New  York and London, 1979, 525 str., 45 $

Z a d a n iem  sery jn eg o  w y d a w n ic tw a  „ B io ch em ia  S tru k tu r  K o m ó rk o w y ch ” jest  
p u b lik a c ja  prac d o ty czą cy ch  szerok iego  za k resu  b ad ań  nad b io lo g ią  i b io ch em ią  
kom órki. O prócz w y n ik ó w  b ad an ia  izo lo w a n y ch  org a n e li, p u b lik o w a n e  a r ty k u ły  
dotyczą  g e n e ty k i, e w o lu c ji oraz b io g en ezy  stru k tu r  su b k om órk ow ych , b u d o w y  
i fu n k c ji b ło n  b io lo g iczn y ch  oraz o d d zia ły w a ń  p o m ięd zy  m ito ch o n d r ia m i i cy to -  
p lazm ą a ta k że  jąd rem  i  cytop lazm ą. T om  6 w y d a w n ic tw a  rozp oczyna  a r ty k u ł  
który  op ra co w a li: T. P. K arp etsk y , M. S. B o gu sk i i C. C. L ev y  na tem a t b u dow y, 
w ła sn o śc i i fu n k c ji k w a su  p o lia d en y lo w eg o  (p o li-A ). J e st to w y czerp u ją ce  opra­
co w a n ie  tego  tem a tu  z a w iera ją ce  m etod y  izo lo w a n ia  i w y k ra w a n ia  p o li-A , a także  
w y z n a c za n ie  ro zm iarów  jego  fra g m en tó w . N a stęp n ie  au torzy  p rzechod zą  do om ó­
w ie n ia  w y s tę p o w a n ia  p o li-A  w  ż y w y ch  organ izm ach . P ie rw o tn ie  w y k ry to  te n  po-* 
lim er  jako  k om p o n en tę  m R N A  w  k om órkach  ssa k ó w . O becn ie  w ia d o m o , że w y ­
stęp u je  o n  p o w sz ec h n ie  w  kom órkach  e u k a r io ty czn y ch  a ta k że  i w  p ew n y ch  
p ro k a r io ty czn y ch . Szerok o o m a w ia n a  je st b io lo g iczn a  fu n k cja  p o li-A . P o lim ero w i  
tem u p rzy p isu je  się  u d zia ł w  p ro cesie  tran sp ortu  m R N A  z jądra do cy to p la zm y , 
a le  coraz w ię ce j d an ych  p rzem a w ia  ró w n ież  za d z ia ła n iem  p o li-A  jako  k o m p e-  
ty cy jn eg o  in h ib ito ra  ry b o n u k lea z  i czy n n ik a  reg u lu ją ceg o  stężen ie  m R N A  w  cy to -  
p la zm ie . O chrona m R N A  przed d egrad acją  przez r y b o n u k lea zy  je st  r ea lizo w a n a  
poprzez w ią z a n ie  m R N A  z b łon am i ry b o so m a ln y m i. K oń cow e fra g m e n ty  p o li-A  
w  m R N A  są w  dużej m ierze  o d p o w ied zia ln e  za to w ią z a n ie  poprzez w y tw a rz a n ie  
h y d ro fo b o w y ch  od d zia ły w a ń . A u to rzy  p od ają  ro z leg łą  ch a ra k tery sty k ę  stru k tu ry  
p o li-A  w  za leżn o śc i od śro d o w isk a . N a zak o ń czen ie  om ó w io n o  in tera k cję  p o li-A  
ze zw ią zk a m i o n isk im  c iężarze  czą steczk o w y m , ja k  pu ryn y , a m in o k w a sy  i p o li-  
a m in y  oraz z in n y m i p o lin u k leo ty d a m i,' na  p rzyk ład  z p o li-U . P od an o  około  
500 p o zy c ji lite ra tu ry .

D ru g i a r ty k u ł p o św ięco n y  k o m p u tero w em u  m o d elo w i w ir o w a n ia  w  g ra d ien cie  
g ęsto śc i je st  a u to rstw a  J. S teen sg a a rd a  i N. P. H u n d ah l M o liera . P o czy n a ją c  od 
o m ó w ien ia  teo rety czn y ch  p o d sta w  m etod y  w ir o w a n ia  przy  z a sto so w a n iu  g ra d ien tu  
stężeń  au to rzy  n a stęp n ie  p od ają  k o m p u tero w y  m odel o p ty m a liza c ji w a ru n k ó w  p ro­
ced u ry  tech n iczn ej w  ce lu  u zy sk a n ia  n a jlep szeg o  rozd zia łu  przy jed n o czesn y m  
z m n iejszen iu  e fe k tó w  u b ocznych .

N a stęp n a  praca d oty czy  o grom n ie  in teresu ją ce j p rop ozycji za sto so w a n ia  n o w eg o  
m od elu  do bad an ia  procesu  p o w sta w a n ia  n o w o tw o ró w . U . C. K nop f w y k a zu je  
p o d o b ień stw o  p om ięd zy  ro zw o jem  b u lw  k o rzen io w y ch  w y tw a rz a n y c h  pod w p ły w em  
b ak ter ii w ią ż ą cy c h  azot (R h iz o b ia ) i r o ś lin n y m  n o w o tw o rem  w y stęp u ją c y m  pod  
d z ia ła n iem  A g r o b a c te r iu m  tu m e fa c ie n s .  A u tor  o p isu je  szczeg ó ło w o  trzy  fa zy  tr a n s­
fo rm a cji n o w o tw o ro w ej k om órek  r o ślin n y ch  pod w p ły w e m  ty ch  b a k ter ii koń czące  
się  ro zw o jem  guza. P ro lifera cja  kom órek  n o w o tw o ro w y ch  n ie  w y m a g a  obecn ośc i 
b a k ter ii, k tóre  są n iezb ęd n e  do z a in ic jo w a n ia  ca łeg o  p rocesu . A u to r  p od aje  w ie le  
w ia d o m o śc i na tem a t m o lek u la rn eg o  m ech a n izm u  tw o rzen ia  raka  ro ślin  a tak że  
g e n e ty cz n y c h  p o d sta w  m u ta cji tego  z ja w isk a .

N a stęp n y  a r ty k u ł P. A . W hittak era  d o tyczy  w y k o rzy sta n ia  m u tacji „p e t i t e ” 
u drożdży jako  m odelu  do bad an ia  b io g en ezy  m ito ch o n d r ió w  i ro li m ito ch o n d r ia i-  
neg o  D N A . W  1949 roku stw ierd zo n o , że k u ltu ry  drożdży p od dan e d z ia ła n iu  a k ry -  
f la w in y  w y tw a rz a ją  m u ta n ty  zd o ln e  do w zro stu  i rozm n ażan ia  się  pom im o braku  
fu n k c jo n u ją cy c h  m ito ch o n d r ió w  i n iezd o ln o śc i do sy n tezy  b ia łek  m ito ch o n d r ia l-  
nych . M u ta cje  „pe ti te"  w y s tęp u ją  pod d z ia ła n iem  w ie lu  czy n n ik ó w  m u ta g en n y ch  
do k tó ry ch  n a leżą  p o d w yższon a  tem p eratu ra , n a św ie t la n ie  p ro m ien ia m i UV , n ie ­
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d ob ory  p ok arm ow e, zw ła szcza  w ita m in  a także zw ią zk i ch em iczn e , ja k  5 -flu o ro -  
ura cy l, siarczan  d o d ecy lu  i b rom ek  e ty d y n y . A u to r  pod aje  w y czerp u ją cą  c h a r a k te ­
r y sty k ę  m ito ch o n d r ia ln eg o  D N A  i R N A  u tych  m u ta n tó w  oraz p o w ią z a n ie  zm ia n  
b u d o w y  obu p o lim eró w  ze zm ia n a m i fen o ty p u  kom órek  drożdży.

T rzy  o sta tn ie  prace dotyczą  b ło n y  k om ó rk o w ej. O bszern y  a r ty k u ł G. L en aza  
o m a w ia  p o d sta w o w e  a sp ek ty  fu n k c ji lip id ó w  w  b ło n ie  k om ó rk o w ej, p o czą w szy  od 
ch a r a k te ry sty k i m od eli la m ella rn y ch  jak  lip o so m y  lub  „czarn a” b łon a  pop rzez  
ch a ra k tery sty k ę  o d d z ia ły w a n ia  b ia łk o -lip id  i m o d e le  u k a zu ją ce  u sy tu o w a n ie  l ip i­
d ó w  w  b łon ie . A r ty k u ł za w iera  w ie le  in fo rm a cji na tem a t w p ły w u  lip id ó w  n a  stan  
f iz y c z n y  i w ła sn o śc i b łon  b io lo g iczn y ch , ta k ie  jak  p rzep u szcza ln o ść  i tran sp o rt  
p rzen o śn ik o w y . W ażne i c ie k a w e  są w ia d o m o ści d o tyczące  w p ły w u  lip id ó w  na  
a k ty w n o ść  en zy m a ty czn ą  ze szczeg ó ln y m  u w zg lęd n ien iem  k in e ty k i e n zy m ó w  z w ią ­
za n y ch  z b łoną, jak  (N a + , K + ) A T P -a za , a także o m ó w ien ie  z ja w isk a  a llo s te r y c z -  
n o śc i w y w o ła n e j  zm ia n a m i sk ład u  lip id o w eg o  błon. P rzed y sk u to w a n y  je st ró w n ież  
e fe k t  lip id ó w  na  recep to ry  h orm on aln e  poprzez w p ły w  na cy k la zę  a d en y lo w ą . 
L ip id y  tw orząc  h y d ro fo b o w e o d d z ia ły w a n ia  w  w o d n y m  śro d o w isk u  sp e łn ia ją  w a żn ą  
fu n k c ję  u m o ż liw ia ją c  u k ieru n k o w a n e  p rzen o szen ie  jo n ó w  w  tra n sp o rc ie  C a2+ 
lu b  p om p ie  w o d o ro w ej w  p ro cesie  o k sy d a cy jn e j fo s fo ry la cji.

D eh y d ro g en a zo m  zw ią za n y m  z b łon ą  tóom órkow ą p o św ięc o n y  je st  a r ty k u ł  
F. L. C rane, H. G old en b erga , D. J. M orre i H. L ów a. A u to rzy  p rezen tu ją  w ie le  
d a n y ch  p rzem a w ia ją cy ch  za w y stęp o w a n ie m  szeregu  d eh yd ro g en a z  z w ią za n y ch  
z b łon ą  k om órkow ą. D eh y d ro g en a zo m  ty m  p rzy p isu je  się  ro le  w  a k ty w n y m  tr a n s­
p o rc ie  oraz w  p ro cesie  sty m u la c ji h o rm on aln ej poprzez tw o rzen ie  i rozk ład  c y k lic z ­
n y c h  n u k leo ty d ó w .

A rty k u ł a u to rstw a  N . L a k sh m in a ra y a n a ia h  je st p o św ięco n y  p rocesom  tr a n s­
p ortu  przez  b łon y  b io lo g iczn e  a szczeg ó ln ie  roli. p o ten c ja łu  tra n sm em b ra n o w eg o  
b ło n  tzw . c ien k ich  (pon iżej 100 A) i gru b ych  (pow yżej 100 A). A u tor  p o d a je  o b ­
szern ą  lis tę  zw ią zk ó w  z m ie n ia ją cy c h  w ła sn o śc i b łon  b io lo g iczn y ch : p r zew o d n ic tw a  
i p rzep u szcza ln o śc i, oraz teo re ty czn e  p o d sta w y  w y zn a cza n ia  p o ten c ja łu  tr a n sm e m ­
b ra n o w eg o  a tak że  p o ten c ja łu  p o w ierzch n io w eg o . W ielk im  w a lo rem  tej p ra cy  je st  
w y k a z a n ie  jak  k la sy czn e  f izy k o ch em iczn e  teorie  m ogą zn a leźć  z a sto so w a n ie  do 
b ad ań  b łon  b io log iczn ych .

T om  za w iera  ró w n ież  przeg ląd  w a ż n ie jszy c h  p o zycji z d z ied zin y  b io ch em ii i b io ­
lo g ii kom órk i w y d a n y c h  w  la ta ch  1974— 1977. ,

W  su m ie  je st to  k sią żk a  z a w iera ją ca  obszerne  a r ty k u ły  p rzeg lą d o w e  a tak że  
w ie le  n o w y ch  in fo rm a cji na  tem a ty  sp ec ja lis ty czn e , a le  n a p isa n a  ta k  p r z y stęp n y m  
języ k iem , że  m oże b yć p o leca n a  stu d en to m  w y d z ia łó w  b io lo g iczn y ch .

E. W alajtys-Rode

Pathiobiochemie.
Perspektiven und Entwicklungstendenzen für die klinische Chemie und Labora- 
toriumsdiagnostik

Wyd. R. Haschen i C. W agenknecht
Seria Ergebnisse der exp erim entellen  M edizin, t. 30
VEB V erlag Volk und G esundheit, 1981, Berlin, str. 250, cena 27.— M.

K sią żk a  je st zb iorem  13 a r ty k u łó w  o m a w ia ją cy ch  w y b ra n e  z a g a d n ien ia  p a to -  
b io ch em ii. C zy te ln ik  za p ozn aje  s ię  z k ieru n k a m i rozw o ju  n iek tó ry ch  m eto d  k li­
n iczn y ch  i ich  tru d n o śc ia m i w y n ik a ją cy m i w  z a sto so w a n iu  za rów n o  w  b ad a n ia ch  
p ro fila k ty czn y ch , jak  ró w n ież  do c e ló w  tera p eu ty czn y ch .
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B a rd ziej szczeg ó ło w o  o m ó w io n e  zo sta ły  te za g a d n ien ia  p a to b io ch em ii, k tó re  
w  sp osób  b ezp ośred n i lu b  p o śred n i w ią żą  się  z ok resem  c iąży . P o n ad to  o m ó w io n o  
zn a czen ie  d ia g n o sty k i opartej na b ad an iu  sk ład u  izo en zy m ó w  przy ro zp o zn a w a n iu  
chorób w ą tro b y .

O m ów ion o  zn a czen ie  bad ań  b io ch em iczn y ch  przy ro zp o zn a w a n iu  i le c ze n iu  
n iek tó ry ch  chorób  serca.

T ru d n ości na ja k ie  p o w in n y  być p rzy g o to w a n e  la b o ra to ria  p rzy k lin iczn e , o p ie ­
rające d iagn ozę  na w y n ik a ch  a n a lizy  en zy m ó w  w  m oczu  p rzed sta w io n e  w  p ie rw sz y m  
a r ty k u le , ilu str u ją  z łożoność  p ro b lem ó w  p a to b io ch em ii.

K sią żk a  m oże za in ter eso w a ć  w szy s tk ich  b io ch em ik ó w  a zw ła szcza  tych , k tó rzy  
za jm u ją  się  p rob lem am i b io ch em ii k lin iczn ej.

I. Kąkol

Toxische Beeinflusung der Hämostase

Wyd. H ans-Peter K löcking
Seria Ergebnisse der exp erim entellen  M edizin t. 38 
VEB-V erlag Volk und G esundheit. 1981; Berlin  
str. 120, cena 13,90 M

Z ab u rzen ia  zd o ln ośc i org a n izm u  do sa m o istn eg o  ta m o w a n ia  k r w a w ie n ia  zo ­
s ta ły  o m ó w io n e  w  10 ar ty k u ła ch , z k tó rych  w ię k sz o ść  s ta n o w ią  prace  ek sp er y m en ­
ta ln e  pop rzedzone n ieco  o b szern ie jszy m  w p ro w a d zen iem  w  za g a d n ien ie . W a r ty k u ­
ła ch  p rzeg lą d o w y ch  om ó w io n o  d z ia ła n ie  ub oczne lek ó w  i w p ły w  n iek tó ry ch  tr u ­
c izn  na  k rzep liw o ść  krw i. W. B a r th e l w ie le  u w a g i p o św ię c ił  zab u rzen iom  fu n k c ji  
p ły te k  k rw i w y w o ła n y m  u b o czn y m  d z ia ła n iem  n iek tó ry ch  lek ó w  i trucizn . J a sn o  
p rzed sta w io n e  za g a d n ien ie  zm ia n  fu n k c ji p ły te k  w  a r ty k u le  W. B a r th e l’a d o sk o n a le  
p op arte  je st b ogatą  litera tu rą  (245 o d n o śn ik ó w  do prac ory g in a ln y ch ). A u to rzy  
K. H ru b y , E. T h a ler  i K. L enz p rzed sta w ia ją  p ro b lem  to k sy czn y ch  uszk od zeń  w ą ­
troby  p o c ią g a ją cy ch  za sobą za b u rzen ia  k rzep liw o śc i krw i.

T rzy  k o le jn e  a r ty k u ły  p o św ięco n o  o m ó w ien iu  m ech a n izm u  d z ia ła n ia , sk u te cz ­
n o śc i d z ia ła n ia  i in n y ch  p ro b lem ó w  to k sy k o lo g iczn y ch  p o ch od n ych  4 -h y d ro k sy k u -  
m a ry n y  i 1 ,3 -in d an d ion u , s to so w a n y c h  do z w a lcza n ia  p la g i szczu rów  i m yszy .

A rty k u ł H e le n y  C w ajd y , in te re su ją cy  zarów n o  z p u n k tu  w id z e n ia  m ed y cy n y  
p racy  jak  i to k sy k o lo g ii, z a w ier a  in fo rm a cje  na tem a t zab u rzeń  h em o sta zy  p o w sta ­
łych  przy  ch ro n iczn y ch  za tru cia ch  d w u sia rczk iem  w ę g la  u lud zi. W n a stęp n e j  
p racy  w ch o d zą cej w  sk ład  o m a w ia n e j k s ią żk i ta  sam a au tork a  w ra z  z M a łg o ­
rzatą  W oyke o p isu je  d o św ia d czen ia  w y k o n a n e  na  k ró lik a ch  zm ierza ją ce  do w y ­
ja śn ie n ia  d z ia ła n ia  d w u sia rczk u  w ę g la  na o d p o w ied n ie  fa zy  h em o sta zy . J. P er lo w itz  
o m ó w ił k rótk o  w p ły w  ch ro m a ty n y , 2 ,4 -d w u n itro fen o lu , jod o o cta n u  na p rod u k cję  
a k ty w a to ró w  p la zm in o g en u  w  h o d o w la ch  tk a n ek  n erek  i f ib ro b la stó w .

O statn i a r ty k u ł je st  p o św ięc o n y  m o ż liw o śc i zn a lez ien ia  w c ze sn y ch  zab u rzeń  
zd o ln o śc i o rg a n izm ó w  do sa m o istn eg o  ta m o w a n ia  k r w a w ie n ia  w  p o szczeg ó ln y ch  
jej fazach .

W szy stk ie  a r ty k u ły  o m a w ia ją ce  ogó ln e  za g a d n ien ia  zaburzeń  h em o sta zy  jak  
i szczeg ó ło w e  p rzy k ła d y  o k reślo n y ch  o d d zia ły w a ń  lek ó w  czy  su b sta n c ji to k sy czn y ch  
na p o szczeg ó ln e  je j fa zy  s ta n o w ią  bardzo in teresu ją cą  lek tu rę  i m ogą b yć p r z y ­
d a tn e  za rów n o  h em a to lo g o m  ja k  i b ioch em ik om . J e st  to  n a p ew n o  jeszcze  jed n a  
udana p o zy cja  ser ii E rg eb n isse  der e x p e r im e n ta lle n  M edizin .

1. Kąkol

http://rcin.org.pl



364 R ECENZJE K SIĄ ŻEK [8]

Heinz Weide, Harald Aurich

A llgem eine M ikrobiologie,
G ustav F ischer Verlag Jena, 1979, str. 519

A u torzy , z k tó rych  p ie rw sz y  je st pro feso rem  m ik ro b io lo g ii a d ru g i p ro fe so ­
rem  b io ch em ii w  w y ż sz e j u cze ln i o m a w ia ją  w  o cen ia n y m  p o d ręczn ik u  w ła śc iw o śc i  
w iru só w , b ak ter ii i g rzyb ów , jako  p r z ed sta w ic ie li p ro k a r io n tó w  i eu k a r io n tó w .  
C ałość u ję to  w  ośm iu  częśc ia ch , z k tó ry ch  każda  sk ła d a  się  z szeregu  o d p o w ied ­
nio  do treśc i za ty tu ło w a n y c h  i p o n u m ero w a n y ch  rozd zia łów .

P ie rw sz ą  część  s ta n o w i w p ro w a d zen ie  p o św ięco n e  o m ó w ien iu  p rzed m io tu  m i­
k ro b io lo g ii oraz p otrzeb y  zapoznan ia  się  z za g a d n ien ia m i m ik ro b io lo g ii og ó ln ej.

W n a stęp n y ch  częśc ia ch  op isan o  sk ła d n ik i ch em iczn e  kom órk i o raz  stru k tu ry  
kom órek  n iek tó ry ch  p ro k a r io n tó w  i eu k a r io n tó w . W iele  m iejsca  (200 stron  druku) 
p o św ięco n o  o m ó w ien iu  p ro cesó w  p rzem ia n y  m ater ii, g łó w n ie  z a g a d n ien io m  b io sy n ­
tezy  R N A  i D N A . W  k o le jn y ch  d w u  częśc ia ch  za jęto  się  z a g a d n ien ia m i w zro stu  
d ro b n o u stro jó w  i różn ym i p rob lem am i z d z ied zin y  g en e ty k i.

W o sta tn ie j, ósm ej częśc i p rzed sta w io n o  w y b ra n e  za g a d n ien ia  m ik ro b io lo g ii  
sto so w a n ej, d o tyczącej na przyk ład  w y tw a rz a n ia  różn ych  p ro d u k tó w  ż y w n o śc io ­
w ych , lek ó w  i szczep ion ek . O m aw iano  tak że  drob n ou stro je  jako  c zy n n ik i ch orob o­
tw órcze  oraz m eto d y  ich  zw a lcza n ia . P o k ró tce  z o sta ły  też w sp o m n ia n e  p o d sta ­
w o w e  za g a d n ien ia  sero lo g ii i im m u n o lo g ii b a k tery jn ej.

L iczn e  szk ice  i ry su n k i oraz prosty , n ie sk o m p lik o w a n y  języ k  u m o ż liw ia ją  ła tw e  
s to su n k o w o  śle d z en ie  m y śli au torów . P o d ręczn ik  m oże oddać du że u s łu g i w  pracy  
n ie  ty lk o  m ik rob io logom , lecz  ró w n ież  p ra co w n ik o m  sp ec ja lizu ją cy m  się  w  in n y ch  
d zied zin ach  n au k  p rzyrod n iczych , jak  na  przyk ład  fiz jo lo g ii.

H. M e ise l

\

Z.  J. Vejdelek, B. Kakäc
Farbreaktionen in der spektrophotometrischen Analyse organischer Verbindungen

Ergänzungsband I. Organische Farbreagenzien
VEB Gustav Fischer Verlag Jena, 1980, str. 830, cena 150.— M

K sią żk a  je st p ie rw sz y m  to m em  su p lem en tu  do w y d a n e j w  1969 rok u  pracy  
pod ty m  sam ym  ty tu łem . U w zg lęd n io n o  w  n iej litera tu rę  na  tem a t b a rw n ik ó w  
organ iczn y ch , k tóra u k a za ła  się  do roku 1976/77. K ażdy rozd zia ł p o św ięc o n y  je st  
jed n em u  b a rw n ik o w i o rg a n iczn em u  sto so w a n em u  przy a n a liz ie  sp ek tro fo to m e-  
try czn ej zw ią zk ó w  o rgan iczn ych . W iadom ości up orząd k ow an e są w  ra m a ch  roz­
d z ia łó w  jed n orod n ie  w  n a stęp u ją cej k o le jn o śc i: n a zw a  b arw n ik a , jeg o  w zór, m e ­
ch a n izm  reak cji, z a sto so w a n ie  w ra z  ze  w sk a zó w k a m i m eto d y czn y m i, op isy  k o n ­
k re tn y ch  m etod , ta b e le  zw ią zk ó w  a n a lizo w a n y ch  przy u ży c iu  o p isy w a n e g o  b a r w n i­
ka, litera tu ra .

A n a lizo w a n e  zw ią zk i u p o rząd k ow an e są w  ta b e la ch  w  sposób  a lfa b e ty cz n y  
i to w a rzy szy  im  każd orazow o p o w o ła n ie  s ię  na litera tu rę  o ry g in a ln ą . S zczeg ó ln ą  
u w a g ę  zw rócon o  na m ech a n izm y  reak cji, k tórych  p o zn an ie  u m o ż liw ia  czy te ln ik o w i  
e w en tu a ln e  ro zszerzen ie  sto so w a ln o śc i b a rw n ik a  na a n a lizę  zw ią zk ó w  w c z e śn ie j  przy  
jego  u ży c iu  n ie  a n a lizo w a n y ch .

O m a w ia n a  k sią żk a  przeznaczon a  je st  w  p ierw szy m  rzęd zie  d la ch em ik ó w  —  
a n a lity k ó w , jed n ak  m oże się  okazać bardzo przyd atn ą  tak że  w  p ra co w n i b io ­
ch em iczn ej.

W. R o d e
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XVII Zjazd Towarzystwa

X V II  Z jazd  P o lsk ieg o  T o w a rzy stw a  B io ch em iczn eg o  odb y ł się  w  dn iach  11— 13 
w r ze śn ia  1980 r. w  W a rsza w ie  w  sa la ch  U n iw er sy te tu . O tw a rcia  Z jazdu dok onał 
P rzew o d n iczą cy  K o m ite tu  N a u k o w o -O rg a n iza cy jn eg o  prof, dr K a zim ierz  Z a k rzew ­
sk i; n a stęp n ie  g ło s  zabrali: R ek tor  U n iw e r sy te tu  W a rsza w sk ieg o  prof, dr K azim ierz  
D o b ro w o lsk i, S ek re ta rz  II W y d zia łu  P A N  prof, dr A d am  U rb a n ek  oraz P rezes  
Z arządu G łó w n eg o  P T B io ch  prof, dr L ech  W ojtczak .

W  o b rad ach  Z jazdu  w z ię ły  u d zia ł 594 osob y  w  ty m  248 cz ło n k ó w  P T B ioch . 
W  ram ach  Z jazdu  odb y ło  się  p ięć  sy m p o zjó w  n a  tem at:
—  „ B io ch em iczn e  p o d sta w y  w y k o rz y sta n ia  en erg ii s ło n eczn ej” organizator: prof, 

dr Z b ig n iew  K a n iu g a  (4 r e fe ra ty  oraz 9 k o m u n ik a tó w ).
—  „ K o n stru k cje  i m o d y fik a c je  gen om u  in  v i t r o ” organizator: doc. dr M agdalen a  

F ik u s (9 r e fe ra tó w  oraz 13 k om u n ik a tó w ).
—  „B u d ow a, w ła śc iw o śc i i b io sy n teza  g lik o k o n iu g a n tó w ” organizator: prof, dr J e ­

rzy  K o śc ie la k  (5 r e fe ra tó w  oraz 17 k o m u n ik a tó w ).
—  „ A n ty m eta b o lity  —  a sp ek ty  m eta b o liczn e  i k lin ic z n e ” organ iza tor  prof, dr D av id  

S h u g a r  (6 r e fe r a tó w  oraz 14 k o m u n ik a tó w ).
—  „Z abu rzen ia  m eta b o lizm u  lip o p ro te id ó w ” organ iza tor  prof, dr S te fa n  A n g ie lsk i 

(4 r e fe ra ty  oraz 14 k o m u n ik a tó w ).
N a  Z jazd p on ad to  n a d es ła n o  294 k o m u n ik a ty , k tóre p rezen to w a n o  w  se sji  

p la k a to w ej w  n a stęp u ją c y ch  g ru p ach  tem a ty czn y ch :
—  E n zym olog ia  82, —  K w a sy  n u k le in o w e , sk ła d n ik i i a n a lo g i 26, —  B ia łk a  i a m i­
n o k w a sy  31, —  K om órk a n o w o tw o ro w a  15, —  R ecep tory  i b łon y  15, —  F iz jo lo g ia , 
p a to lo g ia  47, —  N eu ro ch em ia  14, —  R o ślin y  17, —  D ro b n ou stro je  23, —  Ś ro d o w i­
sk o  20.

Do n agrod y  im . W ło d z im ierza  M o zo ło w sk ieg o  d la  m ło d y ch  b io ch em ik ó w  zg ło ­
szono 15 prac, k tó re  ro zp a trzy ła  w  cza sie  trw a n ia  Z jazdu p o w o ła n a  przez Zarząd  
G łó w n y  K om isja .

W  tra k c ie  Z jazdu  w  dn iu  11 w rześn ia  odb yło  się  sp o tk a n ie  to w a rzy sk ie  w  k lu ­
b ie  stu d en ck im  S G P iS , w  k tó ry m  w z ię ło  u d zia ł ponad 200 osób.

Działalność naukowa Towarzystwa

O dd zia ł W a rsza w sk i w sp ó ln ie  z In sty tu te m  O nk ologii, P o lsk im  T o w a rzy stw em  
O n k o lo g iczn y m  oraz K o m ite tem  B io ch em ii i B io fiz y k i P A N  zo rg a n izo w a ł K o n fe ­
r en cję  N a u k o w o -S zk o len io w ą  na te m a t:- „C hem ical ca rcen o g en esis  and m u ta g e­
n e s is”. W k o n feren c ji w z ię ło  u d zia ł 130 u czestn ik ó w  k ra jo w y ch  i 19 z zagran icy .

W O dd zia le  Ł ó d zk im  o d b y ła  się  k o n feren c ja  „T ok sy k o lo g iczn e  i b ioch em iczn e  
a sp ek ty  d z ia ła n ia  z w ią zk ó w  r tęc i” zo rg a n izo w a n e  przy  w sp ó łu d z ia le  T o w a rzy stw a  
T o k sy k o lo g iczn eg o . W  k o n fer e n c ji u czestn iczy ło  65 osób.

O dd zia ł W a rsza w sk i b y ł w sp ó ło rg a n iza to rem  ku rsu  F E B S z za k resu  b io en er ­
g e ty k i, k tóry  o d b y ł s ię  w  In sty tu c ie  B io lo g ii D o św ia d cza ln ej im . M. N e n c k ie ­
go  P A N .
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W  O dd zia łach  T o w a rzy stw a  o d b y ły  się  52 zeb ran ia  n a u k o w e. N iek tó re  r e fe ra ty  
zw ła szcza  w  O d d zia le  W a rsza w sk im  w y g ła sz a n e  b y ły  przez g o śc i za g ra n iczn y ch .  
W O dd zia le  W a rsza w sk im  odb yło  się  w sp ó ln e  zeb ran ie  z K o m ite tem  B io ch em ii  
i B io fiz y k i P A N .

Działalność popularyzatorska

O dd zia ł W a rsza w sk i k o n ty n u o w a ł w sp ó łp ra cę  z R ed ak cją  cza so p ism a  „ B io lo ­
g ia  w  S z k o le ”. W  roku 1980 u k a za ły  się  d w a  a r ty k u ły  cz ło n k ó w  T o w a r z y stw a  na  
tem a t b io ch em ii ż y w ie n ia  i b io sy n tezy  b ia łk a . W druku zn a jd u je  się  a r ty k u ł na  
tem a t in terfero n u . ,

Działalność wydawnicza

T o w a rzy stw o  w y d a je  k w a rta ln ik  „Po'stępy B io ch em ii”. Z łożono do druk u  
w  1980 roku  26 tom  tego  cza so p ism a  o łączn ej o b jętośc i 51 a rk u szy  w y d a w n ic zy c h .  
W to m ie  ty m  uk aza ło  się  20 a r ty k u łó w  przeg lą d o w y ch , n a k ład  k w a rta ln ik a  w y n ió s ł  
2330 eg zem p la rzy . T o w a rzy stw o  w y d a je  ró w n ież  „M onografie  B io ch em ic zn e ”, k tóre  
u k a zu ją  się  w  m iarę  n a p ły w u  m a ter ia łu . W  druku zn a jd u je  s ię  „ S ło w n ic tw o  B io ­
ch e m ic zn e ” a w  p rzy g o to w a n iu  do druk u  m o n ografie  d o ty czą ce  en z y m ó w  i im m u ­
n o lo g ii tra n sp la n ta cy jn ej.

Nagrody Towarzystwa

Z arząd G łó w n y  p rzy zn a ł doroczną nagrodę im . J. P a rn a sa  za n a jlep szą  pracę  
d o św ia d cza ln ą  k o leg o m  J. A u g u sty n ia k o w i, J. W o w erow i i Z. J a n o w sk ie m u  z ośrod­
ka p ozn a ń sk ieg o . N agrod ę  im . B. S k a rży ń sk ieg o  za n a jle p sz y  a r ty k u ł p r z eg lą d o w y  
w  P o stęp a ch  B io ch em ii o trzy m a li k o led zy  K arol i A lin a  T a y lo r  z ośrodk a g d a ń ­
sk iego . P rzyzn an o  9 nagród  im . W. M ozo łow sk iego  m ło d y m  b io ch em ik o m  za n a j­
lep sze  prace  p rzed sta w io n e  na  X V II Z jeźd zie  T o w a rzy stw a .

Współpraca krajowa i zagraniczna

T o w a rzy stw o  u trzy m y w a ło  k o n ta k ty  z K o m ite tem  B io ch em ii i B io fiz y k i PAN,, 
z p o k rew n y m i T o w a rzy stw a m i N a u k o w y m i poprzez o rg a n izo w a n ie  w sp ó ln y c h  ze ­
brań  n a u k o w y ch , k o n feren c ji i ku rsów . W spółp racę zagran iczn ą  rea lizo w a n o  poprzez  
p rzy n a leżn o ść  T o w a rzy stw a  do F E B S, P rezes T o w a rzy stw a  brał u d zia ł w  p o s ie ­
d zen ia ch  R ad y  F E B S, T o w a rzy stw o  u czestn iczy ło  w  pracach  k o m isji k u rsó w  i k o ­
m isji s ty p en d ia ln e j F E B S.

Działalność wnioskodawcza

W  p a źd z iern ik u  1980 roku P T B io ch  opracow ało  M em oria ł o m a w ia ją cy  p rzy­
czyn y , k tó re  d op ro w a d ziły  n au k i b io lo g iczn e  w  P o lsce  do o b ecn ego  im p asu . M em o­
r ia ł p o d p isa ło  1500 osób  z 12 ośrod k ów  ak a d em ick ich  K raju . M em oria ł te n  z łożono  
w  S e jm o w e j K om isji N a u k i i P o stęp u  T ech n iczn ego .
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Nowi członkowie Towarzystwa

K oled zy: W ojc iech  S tec  z Ł odzi; B arbara  J ę d r ze jew sk a -W a s ile w sk a , J a n  S tec , 
R yszard  S zy szk a  i H a lin a  A n to n  z L ub lin a; R o za lia  G ra b a rsk a -B o ch en ek , B o g u s ła w  
K ula , D a n u ta  J a k u b o w sk a , B arbara  M iarczyń sk a , i E w a B irk n er  z K atow ic; W ies ła w a  
R o szk o w sk a , H a lin a  O stro w sk a  i Z ofia  G a lew sk a  z B ia łeg o sto k u ; M aria R óżańska  
z T o ru n ia ; A n n a  K ijo w sk a  i D a n u ta  P rzy b y ł z P o zn an ia .

\ ; -

«
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KOMUNIKAT

Kursy FEBS

W 1982 roku przew iduje się zorganizowanie przez FEBS na­
stępujących kursów:
— Biom olekularna mikroskopia elektronow a — ULM, A ustria 

(kwiecień — maj)
— Biochemia i genetyka drożdży — M adryt, Hiszpania (kwie­

cień)
— Biochemia błon — Zurych, Szwajcaria (marzec)
— S truk tu ra  i metabolizm glikokoniugantów — Lille, F rancja 

(wrzesień)
— S truk tu ra  i funkcja genomu roślinnego — Erice, W łochy 

(wrzesień)
— Rola lipidów w struk turze i funkcji płytek krw i — E rfurt, 

NRD
— Replikacja plazmidów baktery jnych  — Odensee, Dania (sier­

pień)
Bliższe szczegóły będą znane w drugiej połowie roku 1981, 

osoby zainteresowane mogą zgłaszać się po inform acje do Za­
rządu Głównego PTBioch.

f
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KRONIKA Z ŻYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Nowi profesorowie

W  o sta tn im  p ółroczu  1981 r. R ada P a ń stw a  nad a ła  ty tu ł p rofesora  zw y cza jn eg o  
prof. dr Ig n a cem u  S iem io n o w i z U n iw er sy te tu  W rocław sk iego .

T y tu ły  p ro fesora  n a d zw y cza jn eg o  otrzym ali:  
prof. dr A lek sa n d ra  P u tra m en t z In sty tu tu  B io ch em ii i B io fizy k i P A N  w  W arszaw ie; 
prof. dr Z b ig n iew  L a ta łło  z In sty tu tu  B ad ań  J ą d ro w y ch  w  W arszaw ie.

N ow o m ia n o w a n y m  p ro feso ro m  serd eczn ie  gra tu lu jem y .
Nowi członkowie Towarzystwa

N a p osied zen iu  Z arządu G łó w n eg o  w  dn iu  7.12.1981 na  czło n k ó w  T o w a rzy stw a  
p rzy jęc i zostali:

W iesła w  K ozak  z B ydgoszczy; Iren a  C elej ow a, D o m ice la  L itw iń sk a , B arbara  M a­
ria  F ia ło w sk a , E w a P rus, A n n a  S zczęsn a -K a czm a rek , A ndrzej M a tu szk iew icz , P io tr  
S c is ło w sk i, A n drzej S k ła d a n o w sk i, A n drzej S u ch a n o w sk i i J u lia n  S w ierczy ń sk i z G dań­
sk a; M ariola G rab ow sk a, M aria  S ło m czy ń sk a , M ichał P u źn iczek  i B ohd an  T uryn a  
z K rakow a; T adeusz  A n tczak  i  W ojc iech  S ła w o m ir  Z ie liń sk i z Ł odzi; K rzy sz to f L in -  
k o w sk i z P ozn an ia; W iesła w a  B arb ara  C zw irst z T orun ia  i Jerzy  Ż uk z W arszaw y.

Nagrody Towarzystwa

K om isja  P o lsk ieg o  T o w a rzy stw a  B io ch em iczn eg o  do sp ra w  nagród im ien ia  Jaku ba  
K arola  P arn asa  w  sk ład zie: prof. dr T ad eu sz  C h ojn ack i (przew od niczący), prof. dr A n ­
na W ojtczak (v ice -p rzew o d n iczą cy ), prof. dr M aria K opeć, doc. dr B arbara G rzela- 
k o w sk a -S zta b er t, prof. dr M ie cz y sła w  C horąży i prof. dr K rzy sz to f G o la n k iew icz  —  
p rzyzn a ła  n agrodę im . J. K. P a rn a sa  za n a jlep szą  pracę d ośw ia d cza ln ą  op u b lik o w a n ą  
w  1980 roku i w y k o n a n ą  w  k ra ju  —  J u lia n o w i S w ierczy ń sk iem u , J erzem u  S ta n k ie w i­
czow i, P io tro w i S c is ła w sk iem u  i Z en o n o w i A lek sa n d ro w iczo w i —  za pracę pt. „ Iso la ­
t io n  and reg u la to ry  p ro p erties o f  m ito ch o n d r ia l m a lic  en zy m e  from  rat sk e le ta l  
m u sc le ” op u b lik o w a n ą  w  B ioch im . B iop h ys. A cta , t. 612, str. 1-10.

N agrody im . W łodzim ierza  M o zo ło w sk ieg o  za n a lep sze  k o m u n ik a ty  na X V III  Zjazd  
P olsk ieg o  T o w a rzy stw a  B io ch em iczn eg o  w e  W rocław iu  otrzym ali:

J acek  O tlew sk i z In sty tu tu  B io ch em ii U n iw er sy te tu  W rocław sk iego; B ożen a  K or­
czak  z In sty tu tu  B io lo g ii D o św ia d cza ln ej im . M . N en ck ieg o  P A N  w  W arszaw ie; Iren a  
K ustrzeb a  z In sty tu tu  Im m u n o lo g ii i  T erap ii D o św ia d cza ln ej P A N  w e  W rocław iu ;  
B o g u sła w  W ójczyk  z In sty tu tu  B io lo g ii M olek u larn ej U n iw er sy te tu  J a g ie llo ń sk ieg o  
w  K rak ow ie; J a d w ig a  P u lik o w sk a  z Z ak ład u  C h em ii B ioorgan icznej P A N  w  P ozn an iu .

N agrodzonym  serd eczn ie  g ra tu lu jem y .

Komunikat

Mgr M ałgorzata  K a lin o w sk a  zo sta ła  p o w o ła n a  w  sk ła d  Z esp o łu  P ro gram ow ego  
C h em ii przy M in istrze  O św ia ty  i W y ch o w a n ia  ja k o  p r zed sta w ic ie l P T B ioch . U w a g i d o ­
tyczące  p rogram ów  nau czan ia  c h e m ii w  szk o ła ch  śred n ich  p ro sim y  k ie ro w a ć  do 
m gr M. K a lin o w sk ie j, In sty tu t B ioch em ii, U n iw er sy te t  W arszaw sk i, 02-089 W arszaw a, 
ul. Ż w irk i i W igu ry  93.
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POLSKIE TOWARZYSTWO NAUK ŻYWIENIOWYCH (PTNŻ)

W  w y n ik u  starań  p ra co w n ik ó w  n au k i za jm u jących  s ię  ż y w ien ie m  w  P o lsce , 
a zw ła szcza  czło n k ó w  K o m ite tu  Ż y w ien ia  C złow iek a  P A N , p o w sta ło  i zo sta ło  z a re ­
je stro w a n e  w  dniu  25.VIII.1980 S to w a rzy szen ie  pod n a zw ą  P o lsk ie  T o w a rzy stw o  N au k  
Ż y w ien io w y ch  —  P T N Ż  *.

C elem  T o w a rzy stw a  jest:
1. O rgan izow an ie  i p op iera n ie  d z ia ła ln o śc i zm ierzającej do rozw oju  n a u k  ż y w ie n io ­

w y ch  w  P olsce .
2. U p o w szech n ia n ie  o s ią g n ięć  n a u k o w y ch  z zakresu  ży w ien ia .
3. P ro p a g o w a n ie  na foru m  m ięd zy n a ro d o w y m  osią g n ięć  n a u k i p o lsk iej w  za k resie  

ży w ien ia .
4. P ro w a d zen ie  d z ia ła ln o śc i na rzecz k sz ta łto w a n ia  za a n g a żow an ych , id eo w y ch  i o b y ­

w a te lsk ic h  p o sta w  sw o ich  członk ów .
C ele  te  będą  rea lizo w a n e  przez:

1. O rgan izow an ie  zebrań , k o n feren cji, sym p o zjó w , z jazd ów  i k o n g resó w  n au k o w y ch .
2. O rgan izow an ie  w y k ła d ó w , odczytów , w y s ta w  oraz in n y ch  form  u p o w szech n ia n ia  

n a u k i o ży w ien iu  (środk i m a so w eg o  przekazu).
3. W sp ółp racę z P o lsk ą  A k ad em ią  N a u k  i jej p la có w k a m i oraz reso rta m i i in s ty tu ­

c ja m i za jm u ją cy m i s ię  p ro b lem a ty k ą  żyw ien ia .
4. W sp ółp racę z org a n iza cja m i k ra jo w y m i i zagran iczn ym i o p od obn ym  p ro filu  d z ia ­

łan ia .
5. P o d ejm o w a n ie  in ic ja ty w  i w y p o w ia d a n ie  się  w  zak resie  s ta n u  potrzeb  ż y w ie n io ­

w y c h  w  P olsce .
6. P ro w a d zen ie  d z ia ła ln o śc i w y d a w n iczej w  za k resie  ży w ien ia .
7. P ro w a d zen ie  sp o łeczn ego  d oradztw a na u k o w eg o  i k o n su lta c ji w  d z ied zin ie  ż y w ie ­

n ia  czło w iek a .
C złonk iem  zw y cza jn y m  T o w a rzy stw a  m oże b y ć  o b y w a te l p o lsk i p o sia d a ją cy  d y ­

p lom  u k o ń czen ia  stu d ió w  w y ższy ch  i leg ity m u ją cy  s ię  dorobk iem  n a u k o w y m  oraz  
p o p u laryzatorsk im  z dzied zin y  ż y w ien ia  czło w iek a  oraz p o d sta w  ż y w ie n ia  zw ierząt.

N a p ierw szy m  w a ln y m  zgrom ad zen iu  czło n k ó w  za ło ży c ie li P T N Ż  w  dn iu  29.IX . 
1980 w  W arszaw ie p o w o ła n o  12-osob ow y Zarząd G łów n y  z k tórego  w y ło n io n o  p rze­
w od n iczą ceg o  (prof. dr hab. S ta n is ła w  B erger), dw óch  za stęp có w  (prof. dr hab . W iktor  
Szostak , prof. dr hab. W anda S zotow a), sek retarza  (doc. dr hab . A n n a  G ron ow sk a-  
S en ger), sk arb n ik a  (prof. dr hab. Ś w ia to s ła w  Z iem iańsk i). W ybrano ró w n ież  G łów n ą  
K o m isję  R ew izy jn ą  (przew od n iczący  —  prof. dr hab. H en ryk  G ertig) i G łó w n y  Sąd  
K o leżeń sk i (p rzew od niczący  —  prof. dr hab . W ła d y sła w  K ierst).

P oza  d z ia ła ln ością  sta tu to w ą  i o rg a n izacyjn ą  (m .in. p o w o ła n ie  o d d zia łów  P T N Ż  
i rek ru tacja  jego  człon k ów  lub  sek cji p rob lem ow ych ), P T N Ż  p o sta n a w ia  k on cen tro w a ć  
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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a rta ln ik  „ P ostęp y  B io ch em ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  m on o g ra ficzn e  o m a w ia ją ce  
w ą sk ie  tem a ty  oraz a r ty k u ły  p r zeg lą d o w e  r e fe ru ją ce  szersze  za g a d n ien ia  z b ioch em ii 
i n au k  p o k rew n y ch . A rty k u ły  p ierw szeg o  ty p u  w in n y  o b ejm ow ać sy n te ty czn y  p rze­
g lą d  p ostęp u  w ie d z y  w  o m a w ia n ej d z ied zin ie  o p racow an y  na p o d sta w ie  p iśm ien n ic tw a  
z k ilk u  o sta tn ich  la t, a a r ty k u ły  d rugiego  ty p u  je d y n ie  p iśm ien n ic tw o  z o sta tn iego  
roku  lu b  d w u  lat. K w a rta ln ik  p u b lik u je  ta k że  k ró tk ie  n o ty  in fo rm u ją ce  o n o w ych  
i  w a żn ie jszy ch  o sią g n ięc ia ch  b io ch em ii. P rzek a za n ie  a r ty k u łu  do R ed ak cji je st  
r ó w n o zn a czn e  z o św ia d czen iem , że n a d esła n a  praca  n ie  b y ła  i n ie  b ęd z ie  p u b lik o w a n a  
w  in n y m  cza sop iśm ie, je że li zo sta n ie  og łoszon a  w  „P ostęp ach  B io ch em ii”. A u torzy  
a r ty k u łu  od p o w ia d a ją  za p r a w id ło w o ść  i śc is ło ść  pod an ych  in fo rm a cji. A u to ró w  
o b o w ią zu je  k o rek ta  au torsk a . K oszty  zm ia n  te k stu  w  k o rek c ie  (poza p o p ra w ien iem  
b łę d ó w  d ruk arsk ich ) pon oszą  au torzy . A r ty k u ły  h on oru je  się  w e d łu g  obo w ią zu ją cy ch  
sta w ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 o d b itek  sw eg o  artyk u łu ; za m ó w ien ia  pa  
d o d a tk o w e o d b itk i (p łatne) n a leży  zg ło s ić  p ise m n ie  o d sy ła ją c  p racę po  k orek c ie  
au to rsk ie j.

R ed ak cja  p rosi a u to ró w  o p rzestrzeg a n ie  n a stęp u ją cy ch  w sk a zó w ek :
Forma maszynopisu: m a szy n o p is pracy  i w sz e lk ie  za łą czn ik i n a leży  n ad sy łać  

w  dw u eg zem p larzach . M aszyn op is p o w in ien  b yć n a p isa n y  jed n ostron n ie , z pod w ójn ą  
in ter lin ią , z m a rg in esem  ok. 4 cm  po lew ej i ok. 1 cm  po p ra w ej stron ie; n ie  m oże  
za w iera ć  w ięce j n iż  60 z n a k ó w  w  jed n y m  w ierszu  n ie  w ię ce j n iż  30 w ierszy  na stron ie  
zg o d n ie  z N orm ą P olską .

Układ maszynopisu: strona  o k ła d k o w a  n ien u m ero w a n a  za w iera  im ion a i n a ­
z w isk o ^ )  au tora(ów ), adres(y) Z ak ład u(ów ) w  języ k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , w  k tó rych  
p racu ją  autorzy, adres p oczto w y , na który  au torzy  życzą  sob ie  o trzy m y w a ć  k o resp o n ­
d en cję , adres p ry w a tn y , te le fo n  m iejsca  pracy , ty tu ł a r ty k u łu  (w  język u  p o lsk im  
i an g ie lsk im ), oraz —  w  p ra w y m  d o ln ym  rogu —  liczb ę  stron , l ic zb ę  rycin , w zo ró w  
i ta b e l oraz sk rót ty tu łu  (n ie w ię ce j n iż  25 z n a k ó w  drukarsk ich ).

Strona tytułowa (1) im ion a  (w  p e łn y m  b rzm ien iu ) i n azw isk o(a) autora(ów ), ty tu ł 
pracy  w  język u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , rzeczo w y  sp is treśc i w  język u  p o lsk im  i a n g ie l­
sk im , ty tu ł n a u k o w y  autora(ów ) i jego  (ich) m iejsce(a ) pracy , w y k a z  sk ró tó w  sto so ­
w a n y ch  w  pracy.

Strona 2 i następne ob ejm u ją  te k st pracy  do sp isu  p iśm ien n ic tw a  w łą czn ie , ta b e le ,  
sp is rycin , w z o ró w  oraz ty tu ły  i o b ja śn ien ia  do rycin  na stronach  k oń cow ych .

D la p rzejrzy sto śc i tek stu  o b o w ią zu je  p od zia ł a r ty k u łu  na rozd zia ły  i pod rozd zia ­
ły , k tó ry ch  ty tu ły  rzeczow o w in n y  in fo rm o w a ć  o p rzed sta w ia n y ch  treśc iach . R ze­
czo w y  sp is treśc i p u b lik u jem y  b ezp o śred n io  po ty tu le  pracy. R ozd zia ły  n u m eru jem y  
lic zb a m i rzy m sk im i, a p od rozd zia ły  o d p ow ied n ią  rzym sk ą  i arabsk ą  (np. 1-1.). T y tu ­
łó w  p o d rozd z ia łów  n ie  w y d z ie lo n y ch  z tek stu  n ie  trzeb a  nu m erow ać. W te k śc ie  n ie  
n a leży  sto so w a ć  żadnych  p o d k reś leń  an i ro zstrzelo n eg o  druku. E w en tu a ln e  su g estie  
a u to rsk ie  co do ch arak teru  czc io n k i d ru k arsk iej n a leży  zazn aczyć  o łó w k iem  na  
m a rg in es ie  m a szyn op isu . W  p rzy p a d k u  u m ieszczen ia  w  te k śc ie  lite r  a lfa b e tu  g r ec k ie ­
go n a leży  na m a rg in es ie  w p isa ć  o łó w k iem  ich  fo n e ty czn e  b rzm ien ie . T a b e le  i rycin y  
n u m eru jem y  cy fra m i a rab sk im i a w zory  rzym sk im i. W  te k śc ie  n ie  n a leży  u m ieszczać  
żad n ych  tab lic , ry c in  czy  w zo ró w , lec z  w  żądanym  m iejscu  p o zo sta w ić  w o ln y  w ie rsz  
i  zazn aczyć: T a b e la  1, R yc. 1, W zór I itp . N u m era cję  w zoru  w  te k śc ie  n a leży  pod aw ać  
po n a zw ie  zw ią zk u  np. k w a s g lu ta m in o w y  (I).

R ed ak cja  p ro si au to ró w  o zw ró c e n ie  szczeg ó ln ej u w a g i na p o p raw n ość  języ k o w ą  
tek stu  a tak że  na  śc is ło ść  i ja sn o ść  sfo rm u ło w a ń , u n ik a n ie  g w a ry  la b o ra to ry jn ej oraz
o n iew p ro w a d za n ie  do tek stu  tw o rzo n y ch  doraźn ie  sk rótów , n a w et je ś li n iek tó re  z n ich  
b y w a ją  u ż y w a n e  w  pracach  o b cojęzyczn ych .
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R ed ak cja  za strzeg a  so b ie  m ożn ość  sk rócen ia  tek stu  i w p ro w a d za n ia  p o p raw ek  
n ie  w p ły w a ją cy c h  na treść  pracy .

Piśmiennictwo: w  a r ty k u le  n a le ży  cy to w a ć  prace  o ry g in a ln e  z o sta tn ich  k ilk u  
la t  oraz n a jw a żn ie jsze  a r ty k u ły  p rzeg lą d o w e  o m a w ia ją ce  p rzed sta w io n ą  d zied zin ę  
z u w zg lę d n ie n iem  a r ty k u łó w  o p u b lik o w a n y ch  w  „ P ostęp ach  B io ch em ii”. W  te k śc ie  
n a le ży  pod aw ać jed y n ie  n a z w isk a  bad aczy , k tó rych  p race  m ają  p o d sta w o w e  zn a c ze ­
n ie  w  p rzed sta w ia n ej dz ied zin ie . O m a w ia n e  prace trzeba  n u m ero w a ć  w  k o le jn o śc i ich  
cy to w a n ia  w  tek śc ie . W yk az p iśm ie n n ic tw a  za tem  ob ejm u je  prace  op a trzo n e  k o le j ­
n y m i nu m eram i, a le  n ieu p o rzą d k o w a n e  a lfa b e ty czn ie . O dn ośn ik i b ib lio g ra fic zn e  w in ­
n y  m ieć  fo rm ę za leca n ą  przez  K o m isję  W y d a w có w  C zasop ism  B io ch em iczn y ch  M ię ­
d zy n a ro d o w ej U n ii B io ch em ik ó w  (IU B) w ed łu g  B ioch im . B io p h ys .  A c ta ,  (1972), 276, 
1 np.

P ip a  J. P., B u ch an an  F . M., (1971), Bioch im . B io p hys .  A c ta ,  247, 181— 184.
C y tu ją c  w y d a w n ic tw a  k s ią ż k o w e  p o d a w a ć  n a leży  ko lejno: n a zw isk o(a ) in ic ja ły  a u to -  
ra(ów ), rok w y d a n ia , ty tu ł k s iążk i, nazw isk o(a ) i in ic ja ły  jej red a k torów (a), tom , 
p ie rw sz ą  i  o sta tn ią  stro n ę  c y to w a n ej p u b lik acji, n a zw ę  w y d a w n ic tw a  oraz m ie jsce  
w y d a n ia , np.

D ix o n  M., W ebb  E. C., (1964), E nzym es, 2 w yd ., str. 565, L ongm an s G reen  and  Co., 
L ondon;

G ran t J. K ., (1969) w  E ssa y s in  B ioch em istry , red. C am p b ell P . N ., G re v ille  G. D., 
t. 5, str. 1— 58; A ca d em ic  P ress , L ondon

Załączniki: k ażd y  za łą czn ik  n a leży  sp orządzić w  2 egz. na o d d z ie ln y ch  k a rtk a ch
i op atrzyć k o le jn y m  n u m erem  o d p ow iad ającym  n u m ero w i u ży tem u  w  te k śc ie  oraz  
ozn a czy ć  (na górze  stro n icy  o łó w k iem ) n a zw isk iem  p ierw szeg o  autora  i p o czą tk o w y m i  
w y ra za m i ty tu łu  pracy.

T a b e le  n a leży  k o le jn o  n u m ero w a ć  cy fra m i arabsk im i. T y tu ł ta b e li  i n a g łó w k i 
ru b ry k  p o w in n y  ja sn o  o p isy w a ć  ich  treść  zazn aczając, z jak ich  (jak iej) prac(y) p o ­
chodzą  in fo rm a cje  p od a n e  w  ta b eli.

R y cin y , tj. w y k re sy , ry su n k i, sch em a ty  lub  fo to g ra fie  n a leży  op a trzy ć  n u m era cją  
w  k o le jn o śc i ich  o m ó w ien ia  w  tek śc ie . P rzy jm u je  się  zasad ę  n u m era c ji ry c in  cy fra m i  
arab sk im i, a w zo ró w  cy fra m i rzy m sk im i. F o to g ra fie  cza rn o -b ia łe  (k on tra sto w e) p o ­
w in n y  b yć w y k o n a n e  na p a p ierze  m atow ym . P o zo sta łe  ry c in y  n a leży  w y k o n a ć  tu ­
szem  na b ia ły m  p a p ierze  lu b  na k a lce  tech n iczn ej. W ym iar ry c in y  n ie  p o w in ien  być  
m n ie jsz y  n iż  10X 15 cm , a n a n iesio n e  lin ie  n ie  p o w in n y  b y ć  c ień sze  n iż  1 m m . R am k i 
u jm u ją ce  w y k re sy  m ożna w y k o n a ć  lin ią  c ień szą  n iż  l in ie  w ła śc iw e  w y k re su . C yfry
i lite r y  słu żące  do op isu  ry su n k u  p o w in n y  m ieć  w y so k o ść  n ie  m n ie jszą  n iż  5 m m . N a  
ry su n k a ch  n ie  n a leży  u m ieszcza ć  o p isó w  sło w n y ch , lec z  p o słu g iw a ć  s ię  sk rótam i. O sie  
w y k r e só w  n a to m ia st w in n y  b yć opatrzone n a p isem  ła tw o  zrozu m ia łym . D la  o zn a cze ­
n ia  p u n k tó w  d o św ia d cza ln y ch  m ożna sto so w a ć  n a stęp u ją ce  sym b ole: O Q A ® H A .  
R y c in ę  n a leży  opatrzyć  na  o d w ro c ie  o zn aczen iem  „góra” i „ d ó ł” (o łó w k iem ). D ecy zję
0 stop n iu  zm n iejszen ia  r y c in y  p o d ejm u je  w y d a w ca .

P o d p isy  i o b ja śn ien ia  pod  ry c in a m i p o w in n y  być  do łączon e na o d d zie ln ej k artce . 
O zn aczen ia , k tó ry ch  n ie  m ożn a  w p isa ć  na m aszyn ie , n a leży  w y ra źn ie  n a n ieść  czarnym  
tu szem .

Z e w zg lęd u  na w e w n ętr zn ą  sp o istość  a r ty k u łu  za leca  się  au torom  k o n stru o w a n ie  
o ry g in a ln y ch  ry su n k ó w  i zb iorczych  ta b e l na p o d sta w ie  d an ych  z  p iśm ien n ic tw a .  
P ra w ie  w szy s tk ie  cza so p ism a  za strzegają  so b ie  w y łą czn o ść  druku prac w ra z  z ich  
d ok u m en ta cją  (C o p y r ig h t ). P rzed  w łą czen iem  ta b e l, w y k r e só w  czy  sc h e m a tó w  do 
a r ty k u łu  przezn aczon ego  do p u b lik a c ji w  P o s tę p a c h  B io ch em ii  n a leży  u zy sk a ć  zgodę  
na przed ru k  i p rzed ło ży ć  ją R edak cji.

R ed a k cja  p rosi o w ła śc iw e  p a k o w a n ie  a r ty k u łó w , aby  za b ezp ieczy ć  m a szy n o p isy
1 ilu str a c je  przed  p o g ięciem .
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